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OZET

Yiksek Lisans Tezi

NiKEL DEMIR OKSIiT NANOPARTIKULUNUN GENOTOKSISITESININ
DROSOPHILA MELANOGASTER’DE SOMATIK MUTASYON ve
REKOMBINASYON TESTI (SMART) iLE ARASTIRILMASI

Burhan NAS
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Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Deniz ALTUN COLAK

Nikel demir oksit nanokompozitinin (NiFe,O,NP) modern sanayi, biyomedikal
uygulamalar, manyetik rezonans goriintiileme, sensorlerin yapimi, hedeflenmis ilag
tedavisi, fotoelektrik cihazlarina kadar hayattimizin pek c¢ok Onemli alaninda
kullanildigin1 bilinmektedir. Bu calismada, metaloksit nanopartikiiller arasinda yer
alan NiFe;O4 (30nm) nanopartikiiliiniin Drosophila melanogaster’in transheterozigot
larvalar iizerinde olas1 toksik ve genotoksik etkileri arastirilmaya calisilmistir. Bu
amagla, resesif flare (flr®) ve multiple wing hair (mwh) belirleyici genlerini iigiincii
kromozomlarinda tasityan 72+4 saatlik larvalar kullamilmigtir. Larvalar, farkli
konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100 ve 200ug/mL) NiFe,O4NP igeren besin ortamina
alinarak kronik olarak beslenmistir. NiFe,O4NP’niin genotoksik etkileri, uygulama
sonunda larvalardan c¢ikan sineklerin kanat imajinal disk hiicrelerindeki genetik
degisimler (mitotik rekombinasyon, delesyon, nokta mutasyon, ayrilmama)
sonucunda olusan mutant trikomlara gore degerlendirilmistir. Mutant klon
degerlendirmeleri, kiiciik tek tip, biiylik tek tip ve ikiz klon smiflandirmalart esas
alinarak yapilmistir. Somatik mutasyon ve rekombinasyon test yontemiyle NiFe;O4
nanopartikiiliiniin  en yiiksek konsantrasyonda genotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir.

2019, 75 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, genotoksik etki, nanoteknoloji,
nanopartikiil, somatik mutasyon ve rekombinasyon testi



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE GENOTOXICITY EFFECT OF NICKEL IRON
OXIDE NANOPARTICLE BY SOMATIC MUTATION AND
RECOMBINATION TEST (SMART) IN DROSOPHILA MELANOGASTER

Burhan NAS

Erzincan Binali Yildirim University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Deniz ALTUN COLAK

It is known that nickel iron oxide nanocomposite (NiFe,O4NP) 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 NiFe,O, (30nm) nanoparticle between metal oxide nanoparticles on
Drosophila melanogaster transheterozygote larvae. For this purpose, 72+4h larvae
carrying the recessive genes (flr®) and multiple wing hair (mwh) in their third
chromosomes were used. The larvae were fed chronically at different concentrations
(25, 50, 75, 100 and 200pg/mL) by taking into the nutrient medium containing
NiFe,O4NP. The genotoxic effects of NiFe,O4NP 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 NiFe,O,4 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. GIRIS

Nanoteknoloji teriminin dogusu, Richard Feynman’in 1959 yilinda yapmis oldugu bir
konusmadaki “kiiciik boyutlarda yapilabilecek ¢ok sey var” ifadelerine istinat edilmistir.
1981 yilinda atomlarin goriintiilerini dogrudan veren taramali tiinelleme mikroskobunun
(STM) ve 1986 yilinda atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) icadiyla biyolojik
yapilarin nano boyutlarda goriintiilenip, incelenmesi miimkiin olmustur. Bu gelisimsel
siireglerle beraber, bilim adamlarinin nanometre boyutlarinda bilime ilgisini artmuis,
bilimsel c¢aligmalarla bilimsel bilgilerin daha detayli incelenmesine, bilimin hizl
gelismesine ve giincellenmesine katki saglamistir. 21. yiizyilin basinda ise simdiye
kadar {iretilmemis yeni nano yapilarin atomsal ve molekiiler diizeyde tasarlanarak

tiretilmesi donemi baslamistir (Lehn, 2002; Schmidt vd., 2003; Gupta, 2011).

Nanoteknoloji, yap taglar1 olarak molekiil veya atomlarin kullanildigr insan yapimi 1-
100nm boyutundaki nano yapilarin islevsel olarak tasarlanip tdretilmesi seklinde
tamimlanmaktadir (Thrall, 2004; Kuzma ve Priest, 2010; Gupta, 2011; Syed vd., 2013).
Nanometrik boyut atom ve molekiil yapisin1 temsil etmektedir. Nanometrik boyut ile
baz1 biyolojik yapilarin karsilastirilmas: (Ozdogan, 2019) Sekil 1.1°de sematize

edilmistir.
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Sekil 1.1. Nanometrik boyut ile biyolojik yapilarla mukayese edildigi 6l¢ek

Yunanca “nannos” kelimesinden gelen nano kelimesi “kiiciik yasli adam veya ciice”

demektir (Demir vd., 2011). Matematiksel bir 6l¢ii birimi olarak kullanilan nanometre,



metrenin milyarda birine denk gelir. Nanoteknoloji ile 1-100nm boyutlarda elde edilen
kiiciikk yapilara nanopartikiil (NP) denir. NP’leri partikiil yapilarina, karakterizasyon
Ozelliklerine ve tretim sekline gore bir birgok agidan smiflandirmak miimkiindiir.
NP’ler, pargacik yapilarina gore inorganik NP, polimerik NP, lipozom, kati1 lipit NP,
nanokristal, nanotlip ve dendrimer olmak {izere yedi gruba ayrilmaktadir (Kavaz, 2011).
Karakterizasyon Ozelliklerine gore ise aglomerasyon derecesi, yogunluk, sekil, boyut,
tane boyut dagilimi, bilesim, porozite yiizey alani, yiizey Ozellikleri, ylizey yiikii, ylizey
piiriizliligi ve kristal yapiya bagli olarak siniflandirilmaktadir (Entekno, 2019). NP’ler
sentezlenme yontemlerine gore siniflandirilmast (Erci ve Khodakovskaya, 2013) Sekil

1.2°de sematize edilmistir.

Nanopartikul Sentezi

v ) ) v
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Sekil 1.2. NP’lerin sentezlenme yontemleri

Insanoglunun dikkatini cekmeyi basaran nanoteknoloji yaklasik 100 yillik bir seriivene
sahiptir. Giinlimiizde milyonlarca ¢esit NP’ler ve nano yapilar elde edilmektedir.

NP’ler, insanin yagamini siirdiirdiigii her alana girmeye devam etmekte ve NP’lerin


http://www.enteknomaterials.com/nano-malzemeler

insan yasamini olumlu veya olumsuz yonden etkilemesi de kacinilmaz olmaktadir
(Chen vd., 2006). Nanomalzemeler (NM) mikro yapilara gore asgari hata seviyeleri
sunmakta ve essiz dayaniklilik giigleri ile halihazirdaki birgok endiistriyel siire¢ igin
devrimsel yenilikler getirmektedir. Bu sebeple nano malzemelerin tip, biyoloji,
mithendislik gibi pek ¢ok alanda kullanimi yayginlagmistir. Sekil 1.3’te gosterildigi gibi

ve bir¢ok alanda da kullaniminin artacagi 6n goriilmektedir (Entekno, 2019).

Nano Malzemeler
Iss Tutucu

Kullanim Alanlar Pansuman
Kumaglar Malzemeleri
Polimer fiberleri Di Seramikleri
Boya Esash //'\T
Glnes Hicrelerl Crenst Tm«ﬂhl Kemik Boyutmeleri
v ekstil
Boya Hassasiyethi Molekiler
Gunej Hicreleri i o Kontroli llag Etiketleme
yon Batarya Saluumi
Yalat Katk Elektrotlan Biyo Gostergeler
Malzemeleri Kanseq Tera
o Te kStil Pt Hipetermik Tedavi
Hidrojen Depolama o
Malzemeleri = ifag Temini MRI Kontrast
YalitHocrest Enerji Biomedikal Madde
UV-Bariyer Gorintdleme IRKontrast
Kumaglan esel Madde
i .
Kendi Kendinl Temizleyen  “01praorier Avkipidertye) :2;::"
Kumaglar Atik Su >
s ) Cevre Saghk o - Antioksidanlar
Otomotiv interaktif Yiyecelder
Katalizorleri  Kuantum Bilgisayarian X : l Nutrasdtik v Isleme
R : 2 Katalistleri
Kirletici Onleme Yuksek Yoguniku | Elektronik Ziraat Fung o
Sistemleri  Veri Yiyecek Kalite-Glvenik
\ / Besin Paketieme Sensbrler|
Kirlik Yonetim W ?  Nookompozkle Gaz Bariyer
Sensdrleri 1 Uretim Sensdrlerd
Igin Ksnoum UV Blok
Kuantum Lazerleri igi
Goglendiri Kaplamalan
GUgld Miknatislar Silper plasti Seramikler Plastidér Aginma Dayanimi
Tek Elektron gt Katklan ve Pigmentigs”  Artinc Kaplamalan
Transistorleri a Sistemleri  SOper Termal Anti Mikrobiyal
Yiksek Hassastyetli Kaplamalar
Sensdrier Kend| Kendinl Temizleyen
Sensd Ydzeyler
o ol Gorlntdleme Kin
Gaz Sensorleri Nano-Fosfor

Nano Mirekkepler geffaf iletken QUrime Onleyicl
Polimer Filmler Kaplamalar

Sekil 1.3. Nano malzemelerin kullanim alanlar1

Nanoteknoloji ile atomsal ve molekiiler yapilarda yeni tasarimlarla beraber
nanometaryallerin, cihazlarin ve sistemlerin degisime ugramasi kaginilmaz olmustur.
Son 20 y1l g6z Oniine alindiginda nanoteknoloji ve nanoteknolojik {irlinlerin iiretilmesi
ivmeli bir artis gdstermektedir. Nanoteknolojik iiriinlerin yagsamin her alaninda kullanilir

olmasi nanoteknolojinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (Entekno, 2019).



Nanoteknolojinin gelismesine paralel olarak énem kazanan NP’lerin doga ve canlilar
lizerindeki olumlu veya olumsuz etkileri olacaktir (Gok, 2007). Insanoglunun
nanoteknolojik triinlerin daha sik kullanilmasiyla beraber dogaya saliniminin artmasi
kacgiilmaz olacaktir. NP’lerin ve salinim artisinin olasi etkileri ise yapilan ¢alismalarin
celiskili sonuglar vermesiyle insanoglunu ve dogayi biliylik bir risk beklemektedir.
Ayrica NP’lerin olast etkilerinin arastirilmasinda kullanilan giiniimiizdeki teknik ve
yontemlerin de yetersiz kalisina birgok c¢alismada deginilmis ve NP’lerin doga ve
canlilar tizerindeki etki mekanizmasi tam olarak gosterilememistir (Warheit ve Donner,

2010).

Unlii diisiiniir Paracelsus "Her madde zehirdir. Zehir olmayan madde yoktur; zehir ile
ilact ayiran dozdur.” demistir. Zehir bilimi anlamina gelen toksikoloji, canlilar {izerinde
istenmeyen sonuglar ortaya ¢ikaran, onlarin biyolojik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini,
canli organizmada ugradigi degisimi ve etki mekanizmalarini olast risk faktorleri ile
birlikte deneysel olarak inceleyen bir bilim dalidir (Dogan, 2008). Toksikolojik
calismalar, canlilarin bagisiklik sistemi iizerine olan etkilerini de incelemektedir. Bu
baglamda, multidisipliner bir bilim dali olan toksikoloji, bir¢ok bilim dali ile yakindan

iliskilidir (Vural, 2005).

Toksikolojinin alt dali olan, NP’lerin DNA iizerindeki etkilerini inceleyen
genotoksikoloji bilim dalinin yaninda yeni bilim olarak NP’lerin olas1 toksik etkisini

arastiran Nanotoksikoloji dogmustur (Handy vd., 2008 ).

NP’lerin etkileri heniiz ¢ok yeni olarak arastirilmaya baslanmis olmasina ragmen
NP’lerin toksik etkili oldugunu gosteren pekgok literatiir bilgisine rastlanmistir
(Ahamed vd., 2010; Demir vd., 2011-2013-2015; Vales vd., 2013; Reis vd., 2015).

NP’lerin toksik etkileri iizerine yapilan aragtirmalar, ¢esitli canlilarda denenmis ve
degisik NP i¢in de benzer sonuglarin olustugu goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada,
giimiis NP’lerin ¢ok diisiik dozlarda bile toksik etkili oldugu ve glimiis NP’lerinin ¢evre
i¢in potansiyel tehlike teskil edebilecegi ortaya koyulmustur (Gubbins vd., 2011).

Bir ¢calismada ZnO ve TiO,;NP’lerinin ekotoksik etkileri aragtirilmigtir. Caligma sonucu

Pseudokirchneriella subcapitata tiirii tizerinde, ZnONP’nin membran kararsizligina



sebep oldugu ve alg biiylimesinin NP doz miktarindaki artis ile inhibe edildigi tespit
edilmistir. Toksisiteye serbest Zn** iyonunun neden oldugu ifade edilmistir (Lee ve An,
2013). Pinherio ve arkadaslar1 (2013), titanyum dioksit NP’lerinin (TiO,NP) su piresi
Daphnia magna ve su mercimegi Lemna minor lizerine olan olasi toksik etkilerini
incelenmiglerdir. TiO,NP’ne maruz kalan D. magna’da 6nemli miktarda TiO,NP
birikimi ve yiiksek TiO,NP dozlarda (>10mg/L) yiiksek oranda letalite gozlenmistir.
25mg/L iizerindeki TiO,NP’ne maruz kalan L. minor’de ise morfolojik degisikler
gozlenmistir. Sonug¢ olarak TiO,NP’ne maruz kalan bireylerde, bu organizmalarin
fizyoloji ve populasyon diizeylerini degistirerek sucul ekosistemlerde risk

olusturabilecegi ifade edilmistir (Pinheiro vd., 2013).

Baska bir ¢alismada AgNP’lerin Lemna gibba ‘da hiicre canlilig1 ve biiyiime tizerindeki
etkileri arastirilarak sucul sistemlerdeki AgNP birikiminin, biiylime inhibisyonuna ve
yaprak sayisindaki azalma olarak potansiyel bir toksik kaynak oldugu ve su
mercimeginin canliligi i¢in tehlike olusturdugu tespit edilmistir (Oukarroum vd., 2013).
Sucul baska bir bitki olan Landoltia punctata itizerinde bakir oksit CuONP’niin olasi
etkisini, bakir ile karsilastirmis. 1mgL™" CuONP varliginda bitkilerde klorofil sayisinda
onemli miktarlarda azalma oldugu goriilmiistir. CuONP’ne maruz birakilan bitki
yapragindaki Cu igeriginin, aym konsantrasyonlardaki bakira maruz birakilan bitki
yapraklarindakine gore dort Kat fazla oldugu , nano boyuttaki molekiillerin daha toksik
olabilecegi gézlemlenmistir ( Shi vd., 2011). Cinko oksit NP’lerin (ZnONP), bir midye
tirti olan Mytilus galloprovincialis tizerindeki fizyolojik etkileri arastirilmis. Midye
boyutunun Zn konsantrasyonu ve birikimi ile degisiklik gosterdigi, 12 haftalik
uygulamalardan sonra midyelerdeki solunum oranmin ZnO konsantrasyonu ile ters
orantili olarak degisim gosterdigi tespit edilmistir. Hayatta kalma oramimin 2mgL™ ZnO
konsantrasyonunda onemli Olc¢lide azaldigi, ayrica bu dozda ZnO’ya maruz kalan
midyelerin kontrol grubundaki midyelere oranla %40 daha az biyiiylip gelistigi
belirtilmistir (Hanna vd., 2013).

Cyprinus carpio tiirii yavru sazanlarda, ZnONP’niin subakut toksisitesi ve birikiminin
incelendigi bagka bir ¢aligmada, 30 giinliikk yavru sazanlara 50mg/L ZnONP ve ZnO
muamelesinden sonra dokularda 6nemli oranlarda birikim olabilecegi, bu birikimin

farkli dokularda dagilim gosterebilecegi ve ZnONP’niin ZnO’dan daha fazla birikim



yaptig1 gozlenmistir. Ayrica S0mg/L ZnONP uygulamasinda hiicre i¢i oksidatif stresin
daha yiiksek oldugu, ayni1 konsantrasyondaki ZnO’dan daha ciddi histolojik degisiklige
neden oldugu tespit edilmistir. ZnONP’niin toksik mekanizmasinin artan hiicre stresi ile

iliskili olabilecegi ifade edilmistir (Hao vd., 2013).

Farelere oral yolla verilen Cu elementinin nano boyutunun (23.5nm) mikropartikiiler
(17um) boyutuna gore karaciger, dalak ve bobrek gibi organlarda daha fazla hasara
neden oldugu saptanmigtir (Chen vd., 2006).

Song vd., (2009) tarafindan, yaslar1 18-47 arasinda degisen, Oncesinde saglik sorunu
belirtisi olmayan, sigara kullanmamuis, cesitli hastanelerde takip edilen ve birbirine
benzeyen klinik bulgulari olan, benzer ig-mesleki maruziyeti anlatan kadin hastalar
lizerinde yapilan bir calismada, hastalarda benzer klinik bulgularinin carpinti, nefes
darlig1 ve nedeni bilinmeyen go6giis agrilar1 oldugu saptanmistir. Tanisal amacla, kadin
hastalarin ¢alistiklar1 fabrikadan malzemeler, kullandiklar1 boya hamurlari, ortam
Olglimleri ve havalandirmalarda bulunan toz numuneleri alinmig, numunelerde gaz
kromatografik-spektrometrik analizleri sonucu poliakrilik esterler oldugu belirlenmistir.
Ayrica, hastalarin akciger epitel hiicreleri sitoplazmalarinda da ortalama 30nm olan bu
NP’lere rastlanmistir. Calisma sonucunda insanlarin uzun siireyle NP’lere maruz

kalmas1 akcigerde 6nemli tahribata neden olabilecegi belirtilmistir.

NP’lerin ciltteki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada da tek duvarli karbon nanotiibiin in
vitro olarak keratinosit hiicrelerinde oksidatif stresi artirdigi gosterilmistir (Shvedova
vd.,2003). Metal NP’lerden olan nano boyutundaki manganezin (Mn), santral sinir
sisteminde birikerek Parkinson hastaligina yol agtigi, santral sinir sisteminde ROT
tirlinlerini ve dopamin tiiketimini artirdigt bildirilmistir (Olanow, 2004). Baska bir
caligmada ise NP’lerin insan umblikal ve epitel hiicrelerinde dogrudan sitotoksik etkiyle
fizyolojik degisikliklere neden oldugu, hiicre biiylimesi fizyolojik olarak inhibe

edebilecegi saptanmistir (Yamawaki ve Iwai, 2006).

NP’lerin neden oldugu toksisitenin tamamen anlasilamamis olmasina ragmen, temel ve
olas1t mekanizma olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna bagli toksik etkinin
olustugu diisiiniilmektedir. NP'ler (1) endositozla hiicreye alinir; (2) endositotik

vezikiiller olusur ve (3) pargacik iyonlarinin hiicreye salinmasi. NP'lerin ROS



tiretiminden sorumlu ana faktorler sunlari igerir: (a) mitokondri ile etkilesim; (b)
NADPH oksidaz ile etkilesim ve (c) fizikokimyasal 6zelliklerle (boyut, sekil, foto-
reaktif 6zellikler ve ylizey kimyasi) ilgili faktorler NP'lerin ROS iiretiminden sorumiu
olan ana faktorlerdir (Sekil 1.4). Bu faktérler ROS olusumu, hiicre zari hasari, DNA
hasari, hiicre dongiisii durmasi, apoptoz gibi sonuglarina yol agar (Ahmed vd., 2017).
NP’lerin toksik etki makanizmalar1 (Schins vd., 2002) Sekil 1.5- Sekil 1.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 1.4. NP aracili ROS iiretim mekanizmalari
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Sekil 1.6. NP’lerin genotoksik etki mekanizmasi

Birincil genotoksisite; Np’lerin dogrudan genomik DNA etkilesimi ya da ROT
olusturmasi. Ikincil genotoksisite; fagositler yoluyla ROT olusumu ve DNA hasari

(Stone vd., 2010).



Fiziksel, biyolojik ve kimyasal etkenler hiicreleri farkli oranlarda etkileyerek toksisiteye
yol agabilirler. Bir etkenin biyolojik davranisinin bilinebilmesi igin hiicreler {izerindeki

toksik ya da non-toksik etkisinin belirlenmesi gereklidir.

Sitotoksisite canli bir hiicredeki toksik etki orani anlamina gelmektedir. Hiicreye
verilecek maddenin hiicre igi toksik etkisini aragtirmayi amaglayan testlerdir. Sitotoksik
etkisi olan maddelere maruz kalan hiicreler otofaji, nekroz ve apoptoz gibi olaylar
sonucu Olebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon ozelliklerini kaybedebilir
(Galluzzi vd., 2009). Yapilan sitotoksisite ¢aligmasinin sekli ve yontemi ne olursa olsun,
onemli olan caligma sonundaki 6lii hiicre miktarinin canli hiicre sayisina oranidir (RisS

vd., 2006). Bu testler li¢ ana grupta toplanmastir.

Tetrazolyum tuzlari ile yapilan testler; fazla sayida maddeyi kisa zamanda kolayca
inceleyebilmek igin, mikropleytler ve bunlara uygun hale getirilen testlerin
gelistirilmesiyle miimkiin olmaktadir. Ekle- karigtir ve 6l¢ kuramiyla, hem zamandan

tasarruf edilmis hem de uygulama kolaylig1 saglanmistir (Weyermann vd., 2005).

Laktat dehidrogenaz (LDH) testi; hiicre hayatta kalis oranlarinin degerlendirilmesinde
kullanilan diger bir yontem olan bu teknikte amag hasarli/6lii hiicrelerden vasata salinan

laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesinin ortaya ¢ikarilmasi prensibine dayanmaktadir.

Liiminesans metodlar; canli hiicre sayisinin Alamar mavisi ve diger floresans, ATP
biyoliiminesans ve gercek zamanli (real time) biyoliiminesans gibi farkli tekniklerle

Olciildiigli yontemlerdir.

1970 yilindan beri genotoksisite testleri kullanilmaktadir. Zaman i¢inde yeni teknikler
eklenerek, giiniimiizde 200°den fazla test teknigi olusturulmustur. Prokaryotik ve
Okaryotik sistemlere gore yaygin olarak kullanilan testler mevcuttur. (Cunny ve

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

Bakteriyel testlerden Ames, E.coli, Umu, SOS ve Mutotox testileri sik kullanilan

prokaryotik testlerdendir.

Drosophila Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), Comet testi,
Mikroniikleus testi (MN), DNA tamir sentezi (UDS assay), Maya testleri



(Saccharomyces, Neurospora ve Aspergillus), Kok ucu testi, Kromozom aberasyon
testi, Sperm aberasyon yontemi, DNA alkalin unwinding assay, Kardes kromatit
degisimi (SCE assay) ve Alkali DNA elituion assay ise okaryotik testler arasinda yer

almaktadir.

Genetik sistemler ile genotoksisitesi arastirilmak istenen maddelerin karsinojenik ve
mutajenik potansiyelleri arasinda iliski, farkli canli tiirlerini iceren c¢ok c¢esitli test
yontemleri ile aragtirilmaktadir (Yiizbasioglu vd., 2014). DNA ve kromozomal diizeyde
olabilen genotoksisite testleri, in vivo veya in vitro olarak ¢alisilabilmektedir (Jena vd.,
2001). Esey veya somatik hiicrelerde olusan mutasyonlar1 temel alan genotoksisite
testleri ile yeni nesillerdeki kalitsal hastaliklara neden olan, iireme yetenegini olumsuz
yonde etkileyen ya da somatik mutasyonlar ile karsinojenik etkili olan mutasyonlar bu
test yontemleriyle belirlenebilmektedir. Bu calismalarla belirlenen mutasyonlar, DNA
iplik¢igindeki kirilmalar ve ¢esitli kromozom hatalari, genotoksisitenin varligini
gostermektedir (Dogan, 2008). Molekiiler diizeyde olusan mutasyonlarin genotoksisite
caligmalarinda, DNA’da olusan hasarin direkt olarak belirlenebilmesi amaciyla yapilan
Ames Testi, Drosophila (SMART) testi ve Comet testleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kromozomal diizeyde olan genotoksisite arastirmalarinda ise
mikronukleus (MN), kromozom aberasyonlar1 (KA) ve kardes kromatid degisimi

(KKD) analiz yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Kurtoglu, 2010).

DNA’da olusan hasarin direkt olarak belirlenmesi amaciyla kullanilan testlerden biri
olan Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), kanat benek testi ve goz
benek testi olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Her iki test ¢esidi de delesyonlar, nokta
mutasyonlari, mitotik rekombinasyon ve kromozom anomalilerinin belirlemesinde
kullanilmaktadir. Kanatta mutasyona ugramis hiicre hatlarinin analizi, g6z benek
testlerindeki mutasyona ugramis hiicre hatlarinin belirlenmesine gore daha kolaydir
(Graf vd., 1984). Bircok NP’nin genotoksisitesinin arastirilmasinda SMART yontemi

kullanilmistir. Bunlardan bazilar1 Tablo 1.1°de gosterilmistir.
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Tablo 1.1. SMART uygulanmis baz1 NP’ler

NP Boyut Konsantrasyon Sonug¢ Kaynak

Ag 10nm 50-100pg/mL Pozitif ~ Ahamed vd., (2010)
Ag <60nm 0,1-1-5-10mM Pozitif Demir vd.,(2011)
Al,O; 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  50-250ug/mL Negatif ~ Machado vd., (2013)
TiO, <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)
ZrO, 6nm 0,1-1-5-10mM Negatif ~ Demir vd.,(2013)

Amerika Cevre Koruma Kurumu (U.S. EPA), nanomateryalleri (NM) genel olarak
metal bazli NM’ler (gecis metalleri ve metal oksitler), karbon bazli NM’ler (grafen, tek
ve ¢ok duvarl karbon nanotiipleri ve fulleren), nanokristaller, dendrimer (nano-6lgekli
polimerler) ve kadmiyum kuantum zerrecikleri seklinde siniflandirmaktadir (Dreher,
2004). Bu baglamda, tez ¢alismasinda, bir metal oksit olan NiFe;O4NP’nin (30nm) olasi
genotoksik etkileri SMART yontemi ile arastirilmistir. Genotoksisite calismalarinda
model bir organizma olan Drosophila melanogaster’in transheterozigot larvalari
tizerinde NiFe;O4NP’nin (30nm) sebep oldugu nokta kromozom anormaligi, delesyon,
mutasyon ve mitotik rekombinasyon oranlarinin tespit ve analizi ile DNA {izerindeki

mutajenik etkisinin olup olmadigini belirlenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

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

genotoksisitesi ile ilgili literatiir ¢calismalar1 kronolojik siraya gore verilmistir.

Insan dermal fibroblastlarinda DMSA kapli Fe,O3NP’lerinin (6nm) genotoksisitesinin
Comet testiyle arastirildigi ¢aligmada herhangi bir genotoksisite gdzlemlenmemistir
(Auffan vd., 2006). Demir bazli NP’lerin redoks durumu ile Escherichia coli’de
olusturdugu sitotoksik etki arasindaki iliskinin arastirildigi baska bir ¢alismada ise
olusan sitotoksisitenin indirgenmis demir tirevleriyle (Fe" velveya Fe®) oksijen
etkilesimi ile reaktif oksijen tiirevleri olusumuna veya iyon tagima zincirinin

bozulmasina neden olabilecegi tespit edilmistir (Auffan vd., 2008).

Insan akciger A549 epitel hattinda Comet ve bakteriyel enzim testleri ile CuZnFe,O4NP
(10-100nm) toksisitesinin arastirildigi ¢alismada her iki deneyde de genotoksisiteye
rastlandig1 (Karlsson vd., 2008), ayni hiicre hattinda ayn1 testlerle bir¢ok metal oksitin
toksisitesi incelendiginde 20-80upg/mL  Kkonsantrasyonlar arasinda Fe,O; ve
Fe3O4NP’lerinin (20-60nm) sitotoksisite olusturdugu fakat genotoksisite gostermedigi

tespit edilmistir (Karlsson vd., 2009).

Koloni olusturma ve hiicre canliligir {lizerine HelLa hiicreleriyle yapilan calismada,
Fe,O4NP’lerinin  (20-30nm)  biyouyumlu oldugu, ZnFe,O4NP (15-20nm) ve
NiFe,O4NP’lerin (20-30nm), diisiik konsantrasyonlarda toksik olmamasina ragmen,
100mg/mL’lik konsantrasyonda bu NP’lere maruz kalan HeLa hiicrelerinde, sitotoksik

etkilerin olustugu tespit edilmistir (Tomitaka vd., 2009).

Bu caligmalarin yani sira, insan beyin, kalp ve bobrek hiicreleriyle yapilan ¢aligsmalarla
Fe,O3NP’lerinin (20-100nm) biyouyumlu olup ¢ok diisiik toksisitesiye sahip olmasi
sebebiyle metal NP kaplamalarda kullanilabilecegi ifade edilmistir (Mahmoudi vd.,
2009).

Hematolojik malignitelerin tedavisinde daunorubisin ile birlikte uygulanan manyetik
Fe3O4NP’lerin (545nm) Kunming fare kemigi iligi hiicrelerinde hemoliz, mikroniikleus
ve akut toksisite testleri yapilarak FesO,NP’lerin sitotoksik ve genotoksik olmadigi ve

iyl bir biyouyumluluga sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica bu caligmalara istinaden
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FesO4NP’lerin = hedeflenmis  timoér  tedavisi  icin  kemoterapotikler — yerine

kullanilabilecegine de deginilmistir (Wu vd., 2010).

Potansiyel ¢ok yonlii bir ilag dagitim sistemi olarak tasarlanan manyetik albiimin
nanosferinin (y-Fe;O3) (73£3nm) 6n biyouyumlulugu, disi Swiss mouse kemik iligi
hiicrelerindeki eritrositlerde MN testi ile arastirilmasi sonucu hi¢bir durumda MN

indiiksiyonu gozlemlenmemistir (Estevanato vd., 2011).

Fe, y-Fe,03NP’lerinin Escherichia coli genomu {izerindeki etkisinin arastirildigi galisma
sonucu transmisyon elektronik mikroskopi (TEM) ve akis sitometrisi (FCM) analizi,
metal nanopartikiillerin (MNP) hiicrelerin disinda ve i¢lerinde absorpsiyon ve membran
i¢csellesmesinin meydana geldigini siirekli olarak gostermistir. Hem artan Fe** iyonu
hem de MNP'lerin alimi1 Fe'lerin protein yapilara ve DNA iplikleri ile baglanmasini

kolaylastirmis ve bu da E.coli’de mutasyon sikligin1 artirmistir (He vd., 2011).

Syrian hamster embriyo hiicrelerinde nano ve mikro boyutlardaki titanyum dioksit ve
demir oksit (Fe,O4, 27£8nNm-156+82um - Fe;03, 35+14nm- 147+48um) pargaciklarinin
genotoksisitesinin arastirilmistir. Calismada, nano ve mikro boyutlu demir oksit
NP’lerinin Comet testinde DNA hasarinda énemli bir artis saptanmadigi, MN ile test
edilen numunelerin higbiri, 24 saat muameleden sonra 6nemli miktarda MN olusumu

gostermedigi anlagilmistir (Guichard vd., 2012).

Insan lenfoblastoid MCLS5 hiicrelerinde, dekstran kaplanmamis g-Fe,O3NP ve dekstran
kapli g-Fe,O3NP’lerinin MN  test yontemleriyle genotoksisitesinin arastirildigi
calismada, sadece dekstran kapli g-Fe,O3NP’nin MN frekansinda bir artisa neden
oldugu gosterilmistir (Singh vd., 2012). Fe;O3 (29.75+1.87nm - 2.13+4.15um) akut oral
tedaviden sonra siganlarda nano ve mikro boyutlu demir oksidin genotoksisite ve doku
dagilimmin karsilagtirmali olarak incelendigi calismada, Wistar rat lokositlerinde
Comet testi, Wistar rat’m PBL ve kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus ve
kromozomal  aberasyon  testleri  yapilmistir. Tim  yapilan  ¢alismalarda
konsantrasyonlarin biyouyumlu oldugu, genotoksisiteye rastlanmadigi belirtilmistir
(Singh vd., 2013).
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L-glutamik asit kapli demir oksit (Fe;O3-15nm) NP’lerinin sitotoksisite ve
genotoksisitesinin degerlendirildigi calismada, Chinese hamster akciger hiicrelerinde
Comet ve MN testleri yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda anlamli bir genotoksik cevap

gozlemlenmemistir (Zhang vd., 2012).

Insan viicudu epitel (A431) ve akciger epitel (A549) hiicre hatlarinda demir oksit
(Fe204- 24,83nm ve 25-100ug/mL) nano pargacik kaynakli oksidatif stres ve
genotoksisitenin  Comet testiyle yapilan arastirma sonucu A431 ve AS549 hiicre
hatlarinda artan ROS ile pozitif orantili olarak DNA hasar1 gdzlemlenmistir (Ahamed
vd., 2013). Benzer ¢aligmada, insan akciger alveoller epitel (A549) hiicrelerinde demir
oksit NP’lerinin (Fe3O4, 10-50ug/mL) sentezi, karakterizasyonu ve toksikolojik
degerlendirilmesi yapilmis ve c¢alisma sonucu; Fe3O4-NP’lerin — sitotoksisiteyi
indiikledigi, LPO ve ROS firetimindeki artis GSH seviyesindeki diisiis ile
dogrulanmistir (Dwivedi vd., 2014).

31 g¢esit NP’nin, erken yasam evrelerinde ve yetiskin zebra baligi (Danio rerio)
tizerindeki teratojenik etkisi karsilastirmali olarak test edilmistir. Calismada kullanilan
maddelerden bakir ve giimiis NP’lerinin teratojenik etki gosterdigi, diger NiFe;Os,
Fe,O3 ve NIONP’lerin (>50nm) igice bulundugu 29 ¢esit NP’de ise herhangi toksisiteye
rastlanmadig belirtilmistir (Kovriznych vd., 2013).

Insan akciger A549 epitel hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda, 0-100pg/mL
konsantrasyon araliginda tetrazolyum (MTT), nétral kirmizi alim ve LDH testleri
sonucunda sitotoksisite ve oksidatif strese neden oldugunu belirtilmistir (Ahamed vd.,
2011). NiFe,O4NP’nin (21nm) 5- 25ug/mL konsantrasyon araliginda artan doza bagl
olarak HepG2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda tiimor baskilayic1 p53 ve apoptotik genler
bax, CASP3 ve CASP9 i¢cin mRNA’nin, apoptotik enzimlerin seviyesinin artmasi ile
sitotoksisiteye neden oldugu gozlemlenmistir. Bu calisma sonucu MCF-7 hiicre
hatlarinin HepG2 hiicre hatlarina gore NP’lere daha duyarli oldugu belirtilmistir
(Ahamed vd., 2015).

Dekstran kapli demir oksit NP’lerinin siganlarda Ki in vivo gézlemleri sirasinda tolere

edilebilirliginin arastirilldig1 bir ¢alismada, sican karaciger ve bobrek hiicrelerinde
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1kg/mL FeONp’nin (7,5nm) herhangi toksisitesine rastlanmadigi vurgulanmistir (Popa
vd., 2016).

Insan lenfositleri iizerinde Co304, Fe,03, SiO, ve Al,OsNP’lerin (20nm, 100pg/mL)
karsilastirmali sitotoksik ve genotoksik etkisinin in vitro arastirildigi ¢alisma sonucunda
oksidatif stresin olusumu, reaktif oksijen tiirlerinin indiiklenmesi, lipit peroksidasyonu
ve katalaz tilkenmesi, diisiik glutation ve siliperoksit dismutaz ile kanitlanmistir.
Antioksidan seviyesindeki degisim, insan lenfositlerinde DNA hasarina ve kromozomal
bozulma ile sitotoksisitenin genotoksisiteye neden oldugu belirtilmistir (Rajiv vd.,
2016).

Fe,O3NP’nin (<50nm, <100nm ve iyonik; 1-10mM) muhtemel genotoksik etkisi D.
melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ve Allium
test yontemi kullanilarak arastirilmistir. Fe;O3NP’nin <50nm boyutunun <100nm
boyutu ve iyonik formuna goére genotoksisiteyi indiikledigi gozlenerek NP ve iyonik
formu kiyaslandiginda kiigiik boyutlu ve genis ylizeye sahip olan maddelerin daha

toksik oldugu sonucuna varilmistir (Kaygisiz, 2016).

Kanser teshis, hedefleme ve tedavi i¢in ¢ift hedefe 6zgii ilag iletimi ve MRG igin folik
asit (FA) ile konjuge siiperparamanyetik demir oksit NP’leri (FA-SPION) ve kanser
kemoterapisinde kullanilan Doksorubisin (DOX) ilaci ile yiiklenilerek olusturulan
DOX@FA-SPION'leri, ¢iplak farelerde kuyruk intravenéz enjeksiyonuna ragmen
ksenograft MCF-7 meme tiimorii ile test edilmis ve tiimor biiyiimesini daha iyi inhibe
ettigi vurgulanmistir. Ayrica DOX@FA-SPION'lerin, farelerin karaciger, akciger,
bobrek ve kalp dokularindaki 35 giinliik tedaviden sonra Onemli bir toksisite
gostermemesinden dolayr kanser tedavisi igin yliksek ila¢g dagitim nanoplatformu

oldugu belirtilmistir (Huang vd.,2017).

Fonksiyonel manyetik rutenyum (II) polipiridin  kompleks ¢ekirdek-kabuk
(Fes04@Si0,,[Ru(Phen)s]** @SiO,@NH,) nanokompozitinin sentezi, karakterizasyonu,
hiicresel alim ve sitotoksisitesi ile ilgili yapilan ¢alismada erken teshis ve lokal teslim
yoluyla teshis ile tedavilerde umut vadeden kompozitin B16-F10 hiicre hatlarinda
biyouyumlu oldugu ve sitotoksisiteyi minimize ederek potansiyel biyomedikal oldugu

belirtilmistir (Kandibanda vd., 2018).
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Amiri vd., (2018)’nin NiFe;O4NP ile yaptiklar: bir arastirmada NP’lerin hiicresel ve
molekiiler diizeyde sitotoksik etkisi arastirllmistir. Bu ¢alismada, insan primer
glioblastomu (U87) ve insan noroblastomu (SH-SY5Y) hiicreleri kullanilmistir. Bu
calisma sonucunda NiFe;O4NP’lerin doza bagli sitotoksite gosterdigi ancak bu
toksisiteye baglh olarak SH- SY5Y hiicreleri letalitesinin U87 hiicre hattina oranla daha
fazla oldugunu gosterilmistir. Her ii¢ prostat kanseri hiicre hattinda doza bagiml

antiproliferatif etkiler gosterdigi belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar Tablo 3.1.’de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin listesi

Kimyasal madde Firma

Nikel demir oksit nanopartikiilii Ege Nanotek Kimya Sanayi Ltd. Sti.
Etil metansiilfonat 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

Carolina Biological Supply Company,

Drosophila Instant Medium Formula 4-24

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalarda Tablo 3.2.’de verilen alet ve cihazlardan yararlanilmastir.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan alet ve cihazlarin listesi

Cihaz ad1 Marka-model
Hassas terazi Axis AGN 220
Manyetik karigtirict Wisestir MSH-20A
Buzdolabi (derin dondurucu) Arcelik 8820 SBS NF
Etiiv Wisecube

Binokiiler mikroskop Leica DM 500

Stereo mikroskop Leica EZ4
Sterilizasyon cihazi Thermomac SDO30
Ultrasonik banyo Bandelin Sonorex

Taramal1 elektron mikroskobu  FEI-Quanta FEG 450

Tablo 3.2°nin devami
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Cihaz adx Marka-model
FT-IR spektrometre Thermo Scientific, Nicolet 6700
X-1s1m1 difraksiyon spektroskopisi ~ Panalytical, Empyrean

3.1.3. Kullamilan organizma

Hayvanlar aleminin Insecta smifina déhil olan Drosophila, Diptera takiminin
Drosophilidae (sirke sinekleri) familyasi igerisinde yer alir. Larvalar 6zellikle eksiyen
meyveler lizerinde gelistigi i¢in meyve sinekleri olarak da adlandirilan bu familya,
genetiksel ¢aligmalarda deney hayvani olarak kullanilan Drosophila melanogaster’i de

iceren pek cok tiirli kapsamaktadir (Wheeler, 1981).

3.1.3.1. Drosophila melanogaster’in sistematigi

Phylum (= Sube): Arthropoda (= Eklem bacaklilar).

Subphylum (= Alt Sube): Mandibulata-Antennata.

Classis (= Siif): Insecta-Hexapoda (= Bocekler- Alt1 bacaklilar).
Subclassis (= Alt Simif): Pterygota (= Kanatli bocekler).

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

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

Species (= Tiir): Drosophila melanogaster.

Drosophila’nin o6karyotik bir organizma olmasi, laboratuar kosullarinda kiiciik bir
habitatta yasayabilecek biiyiikliikte olmasi, jenerasyon siiresinin 25°C’de yaklagik 9-11
giin gibi kisa bir silirede olmasi, ¢ok sayida yavru dol meydana getirebilmesi, bakiminin

kolay ve ekonomik olmasi, az sayida kromozoma sahip olmasi (X/Y ¢iftinden biri ve {i¢
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otozom), biyoaktivasyondan sorumlu enzim sistemlerinin memelilerin enzim
sistemleriyle biiyiik benzerlik goéstermesi ve Okaryotik bir canlida in vivo c¢alisma
imkan1 vermesi genotoksisite testlerinde bu canlinin ¢ok tercih edilmesinin baslica
sebepleri arasinda siralanabilmektedir (Valencia vd., 1984; Graf vd., 1984; Falakali,
1990). Ayrica, Drosophila ile ¢alismak igin diger calismalarda kullanilan omurgali
canlilar i¢in alinmas1 gerekli olan etik kurul izinlerine ihtiya¢ duyulmamasidir. Bu bir
yandan bilim insanlar1 i¢in 6nemli bir kolaylik saglarken diger yandan da hayvan
arastirma prensiplerinden olan 3R kuralinin (Replacement; yerine koyma, Refinement;
kosullar1 iyilestirme ve Reduction; azaltma) uygulanmasina yardimci olmaktadir
(Flecknell, 2002; Jennings, 2011). Sinek proteinlerinin yarist memeli proteinleri ile
dizilim benzerligi gostermektedir. Drosophila’nin genetik anlamda insan ile biiyiik
benzerligi, 6rnegin hastalik genleri bakimindan %75 olmasi saglikli bir model sistem ile
calisma olanag sunmaktadir. Bunlarin arasinda gelisimsel, noérolojik, kanser,
kardiyovaskiiler, metabolizma ve depolama hastaliklar1 ile gorsel, isitsel ve immiin
sistem fonksiyonlarinin genetik temelleri sayilabilir (Schneider, 2000; Bernards ve
Hariharan, 2001; Bier, 2005; Marsh ve Thompson, 2006; Lloyd ve Taylor, 2010).

3.1.3.2. Drosophila melanogaster’in gelisim biyolojisi

Drosophila melanogaster gelisimine goére, tam metamorfozlu olan holometabol
bocekler grubuna girer. Drosophila sineklerinin dollenme ve zigot olusumunun
ardindan embriyonik gelisim ve diger hayat evreleri siire bakimindan ortam sicakligina
baghidir 25°C olan optimum biiyiime sicaklik ortaminda ortalama 10-15 giinde ergin
duruma gecerler
(http://animaldiversity.ummz.umich.edu/accounts/Drosophila_melanogaster/)

(Sekil 3.1).

Metamorfoz sureleri;
e Embriyonik gelisim 1 giin
e Birinci larval instar (L1) 1 giin
e ikinci larval instar (L2) 1 giin
e Uciincii larval instar (L3) 2 giin

e Prepupa 4 saat
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Sekil 3.1. Drosophila melanogaster ’in yasam evreleri

Erkek bireyler pupal evreden c¢iktiktan kisa bir siire sonra eseysel olarak fertil ve olgun
duruma gecerler. Disilerin olgunlagsmasi soylara bagl olarak 6-12 saat arasinda degisir.
Disi birey eseysel olgunluga eristigi zaman bir¢ok erkek sinekle eslesebilir. Spermler,
disi tarafindan karin kisminda depo edilir ve kisa bir zaman sonra yumurtalar i¢in
kullanilir. Her ne kadar ergin sineklerin dmrii 25°C'de ortalama 40-50 giin arasi ise de
baz1 bireyler 80-90 giine kadar yasayabilirler. En fazla 10 giinlik gen¢ sinekler
caprazlama ¢alismalarinda kullanilir. Clinkii sineklerin yas ile beraber fertiliteleri diiser.
Standart kosullar altinda (25°C, %60 kismi nem) yumurtadan tam ergin bireyin gelisimi
yaklasik 10 giinii bulur. Diisiik sicakliklarda yasam dongiisii siiresi de uzar; 23,5°C'de
14 giin, 18°C'de 21 giin olur. Kiiltiirlerin 18°C'den daha kii¢iik sicakliklarda bulunmasi
metabolizmay1 yavaglatir ve bu da kiiltiiriin devamli olarak yeni besiyerlerine aktarim
oranini azaltir. Sicakligin artmasiyla gelisim hizlanir. Fakat 29-30°C arasinda c¢arpici
olarak pupal olusum artis1 gozlenir ve birgok soyda 30°C'nin ilizerindeki sicakliklarda

disiler steril hale gelirler yani yumurta iiretemez, kisirlasirlar. Ayrica sicaklik artist

20



cesitli bakteri, mantar gibi parazit organizmalarin gelismesine neden oldugundan sinek

kiiltiirlerinin kullanilamaz hale gelmesine neden olur.

Drosophila yumurtalari oval sekilli, yaklasik 0,2mm ¢apinda ve 0,5mm uzunlugundadir.
Yumurtalarin dorsal tarafi ventral tarafina gére daha yassidir. Dorsal tarafin anterior
ucunda iki filament bulunmaktadir. Bu filamentler yumurtanin yumusak besi ortamina
batmasini engeller ve bu sayede oksijen alinimi saglanir. Yumurta koryon zari ile
korunmaktadir. Yumurtalar1 karninda depo eden disiler diger disilere gore daha siskin
gorlintirler. Bu durumdaki disiler erkek icermeyen besi kiiltiirline aktarilirlarsa
dollenmemis yumurtalari tagiyan virgin disiler elde edilir. Erkek sineklerin testislerinde,
diploid spermatogonialardan haploid spermler iiretilir. Spermlerin boyu 1,7-1,8um
kadardir. Kopulasyon sirasinda, spermler disinin uterusuna aktarilirlar. Aktarilan sperm
burada giinlerce canli kalabilir. Yumurtalar uterusta ddllenir. Déllenmede tek bir sperm
mikropil tarafindan yumurtaya girer (monospermi). Disi bireyler, yumurtalarin1 ya
dollenmenin ardindan birakir ya da embriyonik gelismenin ilk donemleri uterusta geger

(Sekil 3.1).

Embriyonik gelisimden yaklasik 1 giin sonra yumurtadan ¢ikan larvalar, besiyerinin
yiizeyine ¢ikarlar. Larval gelisim sirasinda temel besin maddeleri bira mayasi
hiicreleridir. 1 giin sonra ilk deri degisimi gergeklesir. Bu degisim larvanin birinci instar
(LT) doneminden ikinci instar (L2) donemine gecistir. L2 donemindeki larva, 1 giin
sonra ikinci deri degisimi ile iiglincli instar doneme (L3) geger. L3 larva donemi
boyunca 2 gilin boyunca beslenir ve hizla biiyiirler. Yash larvalar besiyerinde
beslenirken gezerler ve besiyeri iginde tiinel agmus is¢iler gibi goriiniirler. Larvalar

kiltiir sisesinin etrafinda ve besiyeri iginde ¢iplak gozle rahat goriilebilirler (Sekil 3.1).

L3 doneminin sonunda, larvalar besiyerinden ayrilarak gelisimlerini tamamlamak i¢in
sisenin i¢inde bir yere tirmanarak pupaya girerler. Pupalar basta beyazdir, sonra iki saat
icinde koyu sar1, en sonunda da kahverengi olurlar. Beslenmenin olmadigi bu pupa
evresi hareketsiz gecer. Pupal periyotta bir erginin organlar1 ve viicut formuna sahip bir
bireyin gelismesi i¢in gerekli tiim donilisiimler (metamorfoz) gergeklesir. Bu gelisme

20°C'de 6 giin, 25°C'de 4 giin kadar siirer (Sekil 3.1).
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Pupa icinde gelisimini tamamlayan ergin sinekler pupa kilifinin anterior ucunu
(operkulum) delerek disar1 ¢ikarlar. Yeni ¢ikan ergin bireyler basta agik renkli ve uzun
viicut yapisindadir. Fakat birkac saat icinde renkleri koyulasir. Kanatlar ve viicudun
diger kisimlar1 baglangigta yumusak olup, oksijene maruz kaldiklarinda birkac saat
icinde sertlesir. BOylece baslangictaki kirisik kanatlar agilir ve normal ergin birey

goriiniimiine ulasirlar (Sekil 3.1).

3.1.3.3. Ergin sineklerde eseysel farklihklar

Genetik caprazlamalar i¢in ergin disi ve erkek sineklerin birbirlerine karistirilmadan
ayrilmasi ¢ok onemlidir (Caliskan ve Kocaman 2002). Disi ve erkek bireyler arasinda
birgok morfolojik farkliliklar var ise de bunlardan yalmiz birkaci esey farkliliklarim

belirlemek i¢in giivenilirdir (Sekil 3.2).

Disi Birey

Sekil 3.2. Drosophila melanogaster disi ve erkek birey morfolojisi

Ergin sinekler stereo mikroskop altinda incelendiklerinde, erkek bireylerin birinci ¢ift
bacaklarmin tarsus segmentinin i¢ tarafinda siyah ve kalin bir seri kildan meydana
gelmis “esey taragi” (sex comb) gozlenir. Disilerde kesinlikle bu yapi bulunmaz.
Bundan dolay1 deneysel ¢aprazlamalar i¢in erkek ve disi bireyleri segerken bu 6zelligin

kullanilmast giivenilir olmaktadir.
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Cinsiyete gore genital organin dis yapist birbirinden farklidir. Fakat bu farkliliklar
mikroskopta 25 kat biiyililtme sonucu daha kolay gozlenir. Genel olarak erkeklerin
genital organi disilerinkine gore daha koyu yapiya sahiptir. Erkeklerin karin bolgesinde
5, disilerde ise 7 abdomen segmenti bulunur. Erkek sineklerin son segmentlerde giiclii
bir sekilde pigment birikimi ile son abdomen kismu siyahtir, disi sineklerde ise abdomen
segmentleri acik ve koyu bantlar halinde ug¢ kisma kadar uzanir (Sekil 3.2). Bu
Ozellikler, pupadan yeni ¢ikmis bireylerin pigmentasyonu tam gelismediginden, esey

ayirimi i¢in uygun goriilmemektedir.

Erkek sineklerin abdomen ucu kesik gibi kiittiir oysa disilerinki uzun ve sivridir. Ayrica
disilerin yaslanmasi ve devamli yumurta tliretiminden dolay1 abdomenleri genis goriliir.
Genel olarak disiler erkeklere gore daha ince ve uzundur. Viicut biiyiikligi larval
dénem boyunca beslenme durumlarina gore degisebildiginden ayirici 6zellikler degildir.
Erkek bireylerin kanatlar1 disilere oranla daha kisadir. Bu 6zellik de esey ayirimi i¢in iyi

bir morfolojik farklilik degildir.

3.1.3.4. Drosophila stoklarinin genetiksel 6zellikleri

Calismada kullanilan normal metabolik aktiviteye sahip stoklar Erzincan Binali
Yildirrm Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde ideal yasama
kosullar1 olan 25°C’de % 60 bagil nem ortaminin saglandigi insekteryumda standart
besin ortaminda kiiltlire alinarak genetik yonden homojen olarak yasatilmaktadir.
Somatik mutasyon ve rekombinasyonlari belirlemek i¢in {iglincii kromozomlar iizerinde

bulunan iki belirleyici gen kullanilmistir (Sekil 3.3).

.e A
mwh flr® Sentromer Bd

0,3 38,8 47,7 yi.»

Sekil 3.3. Uciincii kromozom iizerindeki belirleyici genlerin dizilis gdsterimi
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Stoklarin genetik yapisi sOyledir;

mwh/mwh: Bu mutant soy mwh (g¢oklu kanat kil1) mutasyonunu tasimakta ve ti¢lincii
kromozomun sol kolunun uca yakin bélimiinde bulunan resesif bir mutasyondur.
Homozigot mwh soyu olarak yasatilabilir ve kanat hiicrelerinde hiicre basina bir kanat
kil (trikom) olmasi gerekirken ¢oklu yani {i¢ veya daha fazla kanat kil1 olugur (Rubin ve

Lewis, 2000).

flr¥/In (BLR) TMS3, ri p° sep | (3) 89Aa bx** e° Bd®: Bu soyda flare (flr®) mutasyonu
tasinmakta olup flr® kanat killarinin seklini etkileyen resesif bir mutasyondur. flr¥’iin ii¢
mutant alleli olup hepsi de homozigot durumda letaldir (Sekil 3.4). Ancak kanat
imajinal disklerindeki homozigot hiicreler yasayarak mutant kanat hiicreleri olusur.
Homozigot letalite ile kanat kenarlarinin testere disi seklinde olmasina neden olan
dominant bir mutasyon olan Bd® heterozigot olarak bulunur. flr¥iin fenotipinde
kanatlardaki killar normal, diiz ve uzun killar seklinde iken, mutasyon halinde kalin ve
diizgiin olmayan kisalmis veya kanat yiizeyinden ¢ikamamis nokta, koyu renkli balon

seklinde kil yapisi olarak kendisini gosterir (Graf vd., 1984; Graf ve Riccon, 1995).

+ a3 + + + Ba® + fr3 + + 4+ Ba®
LETAL YASAR YASAR LETAL

Sekil 3.4. flr’/TM3, Bd® bireylerindeki saf genotiplerin letal etkileri

Dengeleyici kromozomu tasimayan normal kanat yapili ve dengeleyici kromozomu tasiyan

serrat kanat yapili bireylerin fenotipleri Sekil 3.5.-A ve Sekil 3.5.-B’de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Drosophila melanogaster’e ait kanat sekilleri
3.2. Yontem
3.2.1. NiFe,O,NP’nin morfolojik karakterizasyonu

NP’ler insan sagligi, doga ve ekosistemler lizerinde zararlh etkilere sahip olabilir.
NP’lerin potansiyel toksisitesi ve davramislari, partikiil sayisi, yiikii, boyut ve boyut
dagilimi, kimya ve reaktivitesi, ylizey alani, sekli ve yapi ile elemental kompozisyonu
ve agregasyon durumu gibi ¢ok ¢esitli 6zelliklerinden etkilenebilmektedir (Daglioglu ve
Yilmaz, 2018). Bilimsel ¢alisma ve arastirmalarda dogru sonuglara ulagilabilmesi ve
sonuglarin tekrarlanabilirligi ilkesi agisindan karakterizasyon ¢alismalari yapilmasina

0zen gosterilmeli ve NP’lerin 6zellikleri iyi belirlenmelidir.

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

UV-Visible Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi 200-1100nm dalga boyu arasindaki
1518m b 151 yoluna sahip bir hiicredeki c¢ozeltinin gegirgenliginin (T) veya
absorbansinin Ol¢limiine dayanir. Ultraviyole ve gorilinlir bolgede meydana gelen
absorpsiyon, genel olarak bag elektronlariin uyarilmasindan kaynaklanir. Bunun
sonucu olarak UV-Vis Spektroskopisi bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin
tanimlanmasinda ve ayni zamanda fonksiyonel gruplari tasiyan bilesiklerin nicel
tayininde kullanilir. Buradan hareket edilerek, absorpsiyon piklerinin dalga boylari,
incelenen tiirlerdeki baglarin tipleriyle iliskilendirilebilir. Bu ¢alismada, saf suda

dispersiyonu hazirlanan 50pg/mL NiFe,O4NP’den 5mL alinarak 1xlcm’lik Kkuartz
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kiivete konulmus ve Perkin Elmer, Lambda 35 UV-Vis Spektrometre kullanilarak

spektrum alinmistir.

3.2.1.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM) ve Enerji dagilim X-isim
spektrometre (EDX) analizi

Taramali Elektron Mikroskobu veya SEM (Scanning Electron Microscope), ¢ok kiiciik
bir alana odaklanan yliksek enerjili elektronlarla yiizeyin taranmasi prensibiyle calisir.
Taramali elektron mikroskopisi, mikro ve nano yapili maddeleri yiiksek ¢oziiniirliikte
analiz etmek icin kullanilan yontemlerden biridir. Goriintii, elektron demetinin odaginin
numune yiizeyini taramasiyla sekillenir. SEM, elektron demetini olusturmak i¢in bir
elektron tabancasi, demeti numune iizerine odaklamak i¢in elektromanyetik lenslerden
ve diyaframdan olusur. Elektron tabancasindan yayilan elektronlarin yoriingesi,
manyetik alan iireten bobinlere uygulanan akimlarla ayarlanir ve numuneden yayinlan
elektronlar dedektorde toplanip netlestirilerek goriintii olusturulur. EDX analizleri ise
numune iizerinde belirli bir noktaya odaklanilarak bu alanin taranmasi ile
gerceklestirilmektedir. Sonuglar % elementel orani olarak grafige yansitilmistir. SEM-
EDX analizleri FEI-Quanta FEG 450 marka cihazda yiiksek vakum altinda 20kV’de
gerceklestirilmistir.

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

Deneysel ¢alismalarda numune analizinde Thermo Scientific, Nicolet 6700 markal1 FT-
IR spektrometre Attenuated Total Relectance (ATR) teknigi ile Kkullanilmistir.
Numunenin 400-4000cm™ dalga boyu arahiginda yapisindaki fonksiyonel gruplarmn
absorbans degerleri belirlenmis ve bundan yola ¢ikarilarak yap1 aydinlatilmaya
calisilmistir. Infrared (IR) spektroskopisi yonteminde infrared i1sinlari molekiillerin
titresim hareketleri tarafindan absorplanir. Her maddenin kendine has bir spektrumu
vardir. Bu yontemle bilinmeyen malzemelerin yapist nitel olarak tanimlanabildigi gibi,
kompleks bir karigimdaki bilesenlerin nicel oOl¢iimleri de yapilabilir. IR
spektroskopisinde, amag herhangi bir bilesigin yapist hakkinda bilgi sahibi olmak veya
yapisindaki degisiklikleri incelemektir. Bilesigin alinan IR spektrumu ile yapidaki
baglarin durumu, baglanma yerleri, yapinin aromatik veya alifatik olduguna dair bir

bilgi edinebilir.
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3.2.1.4. X-Istm1 kKirmmimi (XDR) analizi

X- Ray Diffraction (XRD) spektroskopisi olarak bilinen X-Isin1 Difraksiyon
spektroskopisi isminden anlasilacagr gibi X-1s1n1 denilen Ultraviyole 1sindan daha
kuvvetli fakat Gamma 1smindan daha zayif enerjili 151n kullanilarak yapilan analizi
temel alir. X 1sinlart kristallerdeki atomlar arasi uzaklikla kiyaslanabilecek dalga
boyuna (0.01-10nm) sahip eclektromanyetik dalgalardir. XRD ¢alismalarinda, dalga
boyu sabit X-isinlar1  kullanihir. X-isinlart  kaynagi olarak  X-1smm1  tiipleri
kullanilmaktadir. Dalga boyu sabit X-isinlar1 elde etmek igin, 1sitilan bir tungsten
filamandan 1s1 tahriki ile yayimnlanan elektronlar elektromanyetik bir alan iginde
hizlandirilir. Hizlandirilarak yiiksek enerji kazandirilan bu elektron demeti bir anoda
(bakir gibi) carptiginda, elektronlar anodun elektron kabuklarina girerler. Yiiksek
enerjili elektron demeti ¢ekirdege yakin kabuktaki bir elektrona ¢arparak onu yerinden
cikartirsa, elektron kaybindan dolay1 atom kararsiz hale gecer ve bos kalan elektronun
yeri daha yliksek enerjili kabuktaki bir elektron tarafindan doldurulur. Bu elektron
gecisinden kaynaklanan enerji farki, karakteristik X-151n1 fotonu olarak yayinlanir. XRD
analizi i¢in marka ve model cihaz kullanilmistir. NiFe,O4NP analizinde Panalytical,

Empyrean markali XRD cihazi kullanilmistir.

3.2.2.  Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Uygulamalar Graf ve arkadaslarinin 1984 ve 1996 yillarinda yapmis olduklar
caligmalar esas almnarak gergeklestirilmis olup, uygulama basamaklarinda g¢esitli
modifikasyonlar (Kaya, 2000) yapilarak ¢alisma tamamlanmistir. Calismada 40 adet
mwh/mwh erkek birey ile ve 40 adet flr)/TM3, Bd® genetik yapili disi virgin bireylerin
caprazlanmasi ile elde edilen 3. instar donemindeki transheterozigot larvalar
kullanilmistir. Caprazlamada yiiksek yumurta verimine sahip olmasi nedeniyle flr¥/TM3,
Bd® hattinin disi bireyleri tercih edilmistir. Deneyler 25 C sicaklik ve %60 bagil nemde
12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda yapilmistir. NiFe,O4 nanokompozitinin 25,
50, 75, 100, 200pg/mL konsantrasyonlarinda ve pozitif kontrol grubu olarak kullanilan
1mM Etil metansiilfonat (EMS) ve negatif kontrol grubu olarak kullanilan distile su
Drosophila Instant mediumlara eklenmek suretiyle 3. instar donemindeki 72+4 saatlik

Drosophila melanogaster mwh/flr® transheterozigot larvalarm bu besiyerlerde
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beslenerek ergin hale geldikten sonra kanatlarinda olusan mitotik mutasyonlarin tespit

edilmesi saglanmistir.

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde, heterozigotlugun herhangi bir
mutasyonla kaybedilmesi yoOntemiyle yabanil fenotip yerine mutant fenotip
olusmaktadir (Graf vd., 1984; Graf ve Rincon, 1995). Mutant fenotip, mutant hiicre
klonlarindaki farkli benekler grup ve sayilarina gore belirlenmektedir. Tek tip klon
(tekli benekler) mwh veya flr® fenotipinde iken, ikiz klon (ikili benekler) mwh ve flr®
fenotiplerini ayni anda tagimaktadir. Tek tip klonda 1-2 hiicreli olanlar kiiciik tek tip
klon, 3 veya daha fazla sayida klon tasiyanlar ise biiyiik tek tip klon olarak iki grupta
siiflandirilmaktadir (Henderson, 2004).

Tek tip ve ikiz klonlarin (beneklerin) olugmasi farkli genetik mekanizmalara baglidir
(Graf vd., 1984). Nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama ve iki isaret geni olan mwh ve
fIr* arasindaki mitotik rekombinasyon tek tip klonlarin olusumunu tetiklerken, her iki
klon ¢esidinin olusmasini ise mitotik rekombinasyon saglamaktadir. ikiz klonlar ise 3.
kromozomun sentromeri ve flr® geni arasindaki somatik rekombinasyon sonucu
olusmaktadir (Kaya, 2000). Serrat kanatli (mwh/TM3) bireylerde TM3 kromozomunun
baskilanmasindan dolayr mitotik krossing over ger¢eklesmemektedir (Frei ve Wiirgler,

1988).

SMART c¢alisgmasinda en O6nemli nokta normal kanatlilar hem mutasyon hem de
rekombinasyon sonucu olusan mutant klonlari icermesiyken, diizgiin olmayan kenarli
serrat kanatlar (mwh/TM3,Bd®) dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskilamasi
sonucu sadece mutasyon sonucu olusan klonlar1 igermesidir. Bundan dolay1
degerlendirme asamasinda, kanat preparatlari hazirlanirken kanatlar morfolojilerine
gore normal (diizglin) kanatli ve serrat kanatlilar olmak {izere iki gruba ayrilarak

inceleme yapilmaktadir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Drosophila melonagaster’e ait farkli klon tiirleri

A- Diiz (normal) kil olusum sematigi B- Delesyon ile tek tip klon mutasyonunun genetik mekanizmasi C- Rekombinasyon ile ikiz klon mutasyonunun genetik mekanizmasi1 D- Rekombinasyon ile

ikiz klon mutasyonunun genetik mekanizmasi E- Nokta mutasyon ile tek tip klon mutasyonunun genetik mekanizmasi F- Nokta mutasyon ile tek tip klon mutasyonunun genetik mekanizmasi
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3.2.2.1. Drosophila hatlarimn kiiltiirii

Calismada kullanilan tiim hatlar Erzincan Binali Yildirim Universitesi Merkezi
Aragtirma Laboratuvari’nda bulunan uygun sicaklik kabinlerinde (25+1°C), 200mL
hacimdeki cam siselerde Standart Drosophila Besiyeri (SDB) ile kiiltiire alinmistir.

Standart besin ortami1 asagidaki gibi hazirlanir;

Gereken Malzemeler: 9g agar, 60g toz seker, 19g bira mayasi, 50g misir unu, 565cc saf
su ve 3- 3,5cc propionik asit. 440cc saf su temiz bir beherde kaynatilir. Kaynamaya
baslayan saf suya Once 9g agar daha sonra 60g seker ilave edilip bir cam baget
yardimiyla iyice karistirilir. Bir bagka beher iginde 125cc saf suda 50g misir unu ve 19g
bira mayasi ezilir. Karistirilarak ezilen bu karisim kaynayan seker-agar Karigimina ilave
edilerek karistirmaya devam edilir. Karistm kaynamaya basladiktan sonra karistirma
islemine 15dk daha kisik ateste devam edilmelidir. Bu sathada karisimin kivamina
dikkat etmek gerekir. Eger karisim ¢ok sivi olursa besi ortami sogudugu zaman ¢ok
katilagsmayacak ve sinekler besi ortamina yapisacaktir. Karisim ¢ok katilasirsa hem
siselere doldurmak hem de sineklerin beslenmesi gii¢lesecektir. Bu durumlar g6z oniine
aliarak hazirlanan besi ortami atesten indirilir. Karisim biraz soguduktan sonra 3- 3,5cc
propionik asit (kiif inhibitorii olarak kullanilir) ilave edilip hazirlanan besi ortami daha
fazla sogumadan temiz ve steril cam siselere esit miktarda (yaklasik iki parmak
yiiksekliginde) dokiiliir. Besin ortamimin kiiltiir siselerinin agzimna ve kenarlarina
bulagsmayacak sekilde konulmasina dikkat edilmelidir. Siselerin agzina bir filtre kagidi
kapatilarak bir giin oda sicakliginda bekletilir (kontaminasyonu engellemek igin
siselerin agizlariin a¢ilmamasina ve sisenin kenarinda birikecek su buharinin tiimiiyle
cekilmis olmasina dikkat etmek gerekir). Ertesi giin etrafi tiilbentle sarilmis olan steril

pamuk tikaclar ile kiiltiir siselerinin agizlar kapatilarak buzdolabinda saklanir.

3.2.2.2. Caprazlama icin birey secimi

SMART uygulamasinda 3. donem transheterozigot larva elde edilebilmesi amaciyla
Drosophila melanogaster in multiple wing hair (mwh) ve flare (flr®) mutant soylarinin

bulundugu kiiltiir ortamindan ergin bireylerin toplanmas1 saglandi.
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Kiiltlir ortaminda bulunan ergin bireyler dorder saat araliklarla toplandi. Bunun nedeni
Drosophila melanogaster erkek ergin bireylerinin pupadan ¢iktiktan hemen sonra
eseysel olgunluga erismeleri ve disi ergin bireylerin ise pupadan ¢iktiktan 5-6 saat sonra
eseysel olgunluga erismeleridir. Kiiltiirde bulunan flare (fir®) soyuna ait disi ergin
bireyler dorder saat araliklarla kontrol edilerek her dorder saatte bir pupadan cikan
erginler bagka bir besiyer sisesine aktarilarak toplandi. Virgin bireylerin bulundugu
besiyer sisesinin agzi ¢ok kisa bir siire eterli pamuk ile kapatilarak erginler bayiltildi.
Eterle bayiltilan fir® soyuna ait ergin bireyler bos bir petri kabina aktarilarak segilen 40
adet digi virgin erginin ¢aprazlama havuzuna aktarildi. Ayni islemler besiyerine
toplanan mwh erkek bireyleri i¢in tekrarlandi ve 40 adet erkek mwh birey caprazlama
havuzuna aktarildi. Uygulamalarin yapilacagi transheterozigot larvalarin elde
edilebilmesi i¢in her sisede 40 mwh erkek, 40 flr® disi olacak sekilde ¢aprazlama yapilir.
Oogenezin gergeklesmesi igin erkek ve disi bireyler en az bir giin siire ile ayn1 ortamda
birakilmistir.  Uygulama yapilacak olan transheterozigot larvalarin ayni evrede
olabilmesi igin oogenezi gergeklesmis olan bireylerin 8 saat boyunca yeni bir besin
ortammna alinarak bu siire boyunca yumurta birakmalar1 i¢in bekletilmistir. Ayni
bireyler yumurta toplama islemi i¢in defalarca kullanilmistir. Transheterozigot
larvalarin elde edilebilmesi i¢in yapilan ¢aprazlama Sekil 3.7°de gosterilmistir (Graf
vd., 1984).
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Sekil 3.7. D. melanogaster 'de SMART uygulanmasinin sematik gosterimi
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3.2.2.3. NiFe;O4NP konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Calismanin ilk basamaginda, genotoksik etkisi test edilecek olan NiFe,O4NP’nin bes
farkli derisiminin calisilmasi amaclanmistir. NiFe,O4NP etkin derisim araliklarinin
belirlenmesi asamasinda Oncelikle genotoksik etkilerin genis bir spektrumda
incelenmesi i¢in daha onceki calismalarda kullanilan konsantrasyon araliklarindan
yararlanilmistir. D. melanogaster larvalari tizerine LDsy dozunu belirlemek amaciyla
cesitli konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 200 ve 500ug/mL) 24 saatlik
uygulamalar yapilmistir. Deneyler sonucunda tiim konsantrasyon gruplari igin ortak
LDsp dozu 100pg/mL olarak tespit edilmistir. Caligmalarda uygulanan konsantrasyonlar,
her bir deney grubu icin LDsg dozundan daha diisiik ve yakin olan 25, 50, 75, 100 ve
200pg/mL olarak belirlenmistir.

3.2.2.4. Deney gruplarna NiFe,O4NP’nin uygulanmasi

Bu ¢alismada etkileri test edilecek olan NiFe,O4NP i¢in bes farkli konsantrasyon (25,
50, 75, 100 ve 200pg/mL) calisilmistir. Sekiz saat siiresince ¢iftlestirilen ebeveynlerin
biraktig1 dollenmis yumurtalardan ¢ikan bireyler, iiglincii larva evresine eristiginde,
musluk suyu altinda yitkanmis ve elekten gecirilerek ayrilmistir. 7244 saatlik larvalarin
uygulama ortami olarak kullanilan cam tiipler igerisine yaklasik 1,5g kadar hazir
Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) konulmus ve besinler uygulamadan
hemen Once hazirlanarak derisimlerin 5mL’si ile nemlendirilmistir. Toplanan larvalar
her bir cam tiip igerisine 1-2 spatiil dolusu (yaklasik 100 larva) konularak uygulama
ortamina almmistir. Larvalarin uygulama ortamina konulmasindan sonra tiiplerin
agizlan tikaclarla kapatilmistir. Deney gruplart sicaklik kabinlerine konularak larvalar

kronik olarak 48 saat boyunca NiFe,O4NP dozlarina maruz birakilmistir.

3.2.2.5. Ergin birey toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

NiFe,O4 nanokompozit dozlarina maruz birakilan larvalardan, pupa evresini takiben
cikan ergin bireyler giinliik olarak toplanmig ve kanat preparatlarini hazirlamak i¢in bu
bireyler %70’lik etil alkole konularak +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Toplanan bireyler kanat morfolojilerine gore normal kanatli (transheterozigot mwh/flr®)

ve serrat kanatl (dengelenmis heterozigot mwh/TM3, Bd®) olarak iki gruba ayrilmistir.
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Kanat preparatlarimi hazirlamak i¢in Negishi vd., (1988) ve Graf vd., (1992)’nin
calismalarinda kullandiklar1 faure soliisyonu kullanilmistir. Bu soliisyonun igerigi 30g
gum arabic, 20mL gliserol, 50g kloral hidrat ve 50mL distile su seklindedir. Kanat
preparatlar1 hazirlanirken gukur lam iizerine faure soliisyonundan 1-2 damla
konulmustur. Distile suya alinmis olan her bir sinek, faure soliisyonu damlatilmis ¢ukur
lama alimmistir. Kanatlar, binokiiler mikroskop altinda ince uglu pens ile kanatlarin
viicuda baglandig1 yerden tutulmak suretiyle kanat iizerindeki killara ve kanada zarar
verilmeyecek sekilde viicuttan 6zenle ayrilmistir. Her bir bireyin kanadi ayrildiktan
sonra ayni bireye ait kanatlar lam iizerine uygun araliklarla yerlestirilmistir. Lam
lizerine yeterince kanat ¢ifti (80 kanat) yerlestirildikten sonra preparatlar kurumasi igin
tozsuz bir ortamda bir giin bekletilmistir (Rizki vd., 2006). Preparatlar kuruduktan sonra
lamlara bir iki damla entellan damlatilarak hava kabarcigi kalmayacak sekilde tizeri
lamel (24X60mm) ile kapatilmistir. Kanatlarin diizgiin bir sekilde kurumasi igin
kapatilan preparatlarin iizerine 3- 4g agirliginda metal vidalar konulmustur. Birkag saat
bu sekilde bekletilen preparatlar 151k mikroskobunda sayim ve inceleme i¢in hazir hale
getirilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar, 1 saat sonra ksilen ile 1slatilmis tiilbent
yardimiyla dikkatlice silinerek 151k mikroskobunda killarin goriilmesini engelleyen

yapilar uzaklastirilmistir. Preparatlar 3 giin siireyle bekletilerek kurumalar1 saglanmastir.

3.2.2.6. Kanat preparatlarimin mikroskopta incelenmesi

Hazirlanmis olan kanat preparatlart 10X40 biiyiitmede Olympus marka DX63 model
151k mikroskobunda incelenmistir. Kanat iizerindeki sektorler, incelemede kolaylik
saglamasi agisindan A, B, C, C', D, D' ve E olarak boliimlere ayrilmistir. Bu sektorlerde
yapilan incelemelerde, kanatlarin hem dorsal hem de ventral yiiziindeki hiicre
tabakalarinda mutant klonlarin olusup olusmadigi dikkate alinmistir. Kanatlar
mikroskopta incelenirken Ozellikle mikro vida kullanilarak her bir sektor ayri ayri
taranmis mwh ve/veya flr® mutant fenotipler sayilarak kaydedilmisti. Normal ve
farklilasmis fakat ne flr* ne de mwh olarak siiflandirilmayacak trikomlar (Graf
vd.,1984) Sekil 3.8.a ve Sekil 3.8.b’de gosterilmistir.

SMART’ta tekli benekler mwh veya flr® fenotipindeki hiicrelerden olusur. Tekli
benekler de kiigiik tek tip ve biiyiik tek tip diye iki grupta siniflandirilir. Kiigiik tek tip
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klonlar 1 veya 2 tane mwh hiicrelerinden olusur iken biiyiik tek tip klonlar ise flr® ve
mwh hiicre klonlarindan da olusabilir. 3 veya daha fazla sayida mwh mutant hiicre ile 4
veya daha fazla flr* mutant hiicrelerden olusan klonlara ise biiyiik tek tip klon
denilmektedir. mwh trikomlar ve flr® genotipine ait trikomlar (Graf vd., 1984) Sekil 3.8.
c ve Sekil 3.8.d’de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Kanat trikomlariin gériintimii

flr* klonlarmm 4’den az sayida oldugunda sayilmamasmin nedeni; onceki yillarda
yapilan ¢aligmalarda dortten daha az sayida gozlenen sadece flr? fenotipteki trikomlarin
olusturdugu klonlarin varyasyon nedeniyle ortaya ¢iktigi, bu nedenle flr® fenotipteki
klonlar i¢in dort ve daha fazla sayidaki hiicrelerin biiyiik tek tip klon olarak
adlandirilmasi gerektigi olarak belirtilmistir. flr® ve mwh hiicre klonlariin ikisinin yan
yana yer aldigi klonlar ise ikiz klon olarak adlandirilir (Szabad vd., 1983). Kanat
preparatlarinin analizi esnasinda ikiz klonlarin yan yana bulunmasi hali i¢in dikkat
edilmesi gereken hususlardan birisi mwh hiicre klonlari ile flr® hiicre klonlar1 yan yana
oldugu durumda da ikiz klon olarak adlandirilir. Ancak komsu iki klon da olabilir, bu
durumda farkli iki klon olarak degerlendirmeye tabi tutulur. Yan yana c¢ok yakin olan
klonlarm ikiz mi yoksa komsu farkli iki klon mu olup olmadiklarinin ayrimi Graf vd.
(1984) yapmus olduklari calismada gdz oniinde bulundurulmustur. mwh ve fIr®

hiicrelerinin siniflandirilmasinda, komsu iki klon arasinda ii¢ yada daha fazla sayida
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yaban tip trikom hiicre siras1 varsa bunlarin iki farkli klon olarak degerlendirmeye tabi

tutulmasi gerektigi belirtilmistir.

3.2.2.7. Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi

Kronik uygulamada her hiicrede ve her hiicre bolinmesindeki ortalama indiiksiyon

frekansi asagidaki esitlikle matematiksel olarak hesaplanmistir (Szabad vd., 1983).

=2 x10°
=—xX
NC

Eger sadece mwh klonlar gbéz Oniine alinirsa, denklemdeki "f' mwh klonlarinin
indiiksiyonunun ortalama frekansini, "n" gézlenmis olan toplam mwh klon sayisini, "N"
analiz edilmis olan kanat sayisim1 ve "C" bir kanat ilizerindeki incelene bilir hiicre

sayisini gostermektedir.

3.2.2.8. istatistiksel analiz

Farkli konsantrasyonlarda NiFe,O, nanokompozitinin uygulandigi kanat benek testi
sonuglarmin  degerlendirilmesinde  Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) ig¢in hazirlanmig bir bilgisayar programi olan
MICROSTA kullanilmistir. Orijinal (null) hipotezde (Ho) uygulamalar ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi, alternatif hipotezde (Ha) ise uygulama
grubundaki indiiklenen mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu
varsayilarak orijinal ve alternatif hipotezlerin MICROSTA kullanilarak hesaplanmasiyla
sonuclar; uygulama grubundaki (nt) mutant klon sayisi cizelge degerine esit veya
cizelge degerinden biiyilkse Ho, ayni sekilde, kontrol grubundaki (nc) mutant klon
sayis1 eger cizelge degerine esit veya cizelge degerinden biiylikse bu kez Ha
reddedilmistir. Ho ve Ha’nin kabul veya reddedilmesine gore Tablo 3.3 kullanilarak
sonuglar pozitif (+), zayif pozitif (z), onemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak
degerlendirilmistir (Selby ve Olsen, 1981; Frei ve Wiigler, 1988).
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Tablo 3.3. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

. Ha ( Alternatif )
HiPOTEZ
KABUL (1-B) RED(B)
KABUL ONEMSIZ FARK NEGATIF

(1-a) P= (1-a)(1-B) = 1-a-B+ap P=(1-a)B =P -ap

Ho (null) - -
RED POZITIF ZAYIF POZITIF

(o) P=o(1-B) = a-af P=of
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4. BULGULAR

Bu ¢alisma ii¢c asamal1 olarak planlanmistir. Oncelikle X-1s1n1 kirmimi (XRD), taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagilimhi X-1s1m1 (EDAX) analizleri, Fourier
transform infrared Spektroskopisi (FT-IR) ve Ultraviyole/goriiniir 151k absorpsiyon
spektrofotometresi (UV-Vis) ile NiFe,O4NP karakterize edilmistir. ikinci asamada ise
farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100, 200 ve 500ug/mL) NiFe,O4 nanokompozit
(30nm) iceren besiyerlerinde Drosophila melanogaster’in (mwhxflr®) 72+4 saatlik
transheterozigot larvalarin yasama yiizdesi (larval mortalite) iizerine etkisi
arastirtlmistir. Son asamada ise, LDsg dozununun 100pg/mL oldugu belirlendikten sonra
25, 50, 75, 100 ve 200pug/mL konsantrasyonlarinda NiFe,O, nanokompoziti (30nm)
iceren besiyerlerinde yasayabilen ergin bireylere ait kanatlar kullanilarak Drosophila

kanat benek testi ile genotoksik aktivitenin olasi sonuglari incelenmistir.

4.1. NiFe,O4Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu
4.1.1. UV-Vis spektroskopisi

NiFe,O4NP’lerin  optik  6zelliginin  belirlenmesi amaciyla UV-  Goriliniir  bolge
absorpsiyon spektrumu alinmigtir. Sekil 4.1’de verilenabsorbsiyon spektrumu
incelendiginde, NiFe;O4NP’nin 343nm’de maksimum absorbsiyona sahip oldugu
goriilmektedir. NiFe,O4NP’nin yapisinda bulunan Ni ve Fe elementlerinin sahip oldugu
d orbitalinde bulunan degerlik elektronlar1 goriiniir bolge 151811 absorplayabilir.
Sonuglar, NiFe,O, nanopargaciklarinin, kiigiik enerji bandi bosluguna bagli olarak

goriiniir bolgede 15181 absorbe etme kabiliyetine sahip oldugunu gdstermektedir
(Rahmayeni vd., 2016).
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Sekil 4.1. NiFe;O4NP’lerinin UV-Vis spektrumu
4.1.2. SEM ve EDX analizleri

Sekil 4.2°de NiFe;O4,NP’lerin SEM ve EDX goriintiileri yer almaktadir. SEM, tek tek
kristalitlerin goriintiilenmesine ve bir numunedeki partikiillerin boyutunun ve seklinin
istatistiksel olarak aciklanmasina olanak saglar. SEM goriintiilerine gore yiizey
morfolojisi, tanecik sekli ve tanecik boyutu; EDX’e gore de elementel analiz hakkinda
bilgiler edinilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde, NiFe,O4NP’nin kiigiik kiiresel
parcaciklarinin - mikrometrik agregasyon igerdigi gozlenmektedir. Yiiksek yogun
aglomerasyonun  varligi, gozeneksiz  kristalitlerin  ylizeyde  bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Nanopartikiiller yiiksek ylizey enerjilerine sahip olduklarindan,
topaklanma ve daha biiyiik diizenekler halinde biliylimeye meyillidirler (Sagadevan vd.,
2017). NiFe,04 nanopartikiilleri yaklasik olarak >30nm c¢apindaki pargaciklardan ve 25-
30nm boyutunda biiyiik oktahedral sekilli pargaciklardan olusmaktadir (Sekil 4.2.a).
Partikiillerin EDX analizleri incelendiginde % agirlik¢a oran1 en yliksek olan oksijen
(O) bulunmus olup (%37,55); bunun kaynagi da NiFe,O4’tiir. %28,98 oraninda bulunun
demir (Fe) oksijeni takip etmektedir. Sonuglarda goriilen Ni (Nikel) orani ise
%6,93 diir (Sekil 4.2.b).
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Sekil 4.2. NiFe;O4NP’lerinin SEM gériintiileri

4.1.3. FT-IR analizleri

NiFe;O4NP’nin ATR-FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.3’te verilmistir. 562 ve 421cm™'de
gozlenen siddetli IR bandlar1 NiFe,O4NP’nin kristal 6rgiisiindeki sirasiyla tetrahedral ve
oktahedral alanlardaki (Fe«<>O) gerilmelerinden kaynaklanmaktadir (Mujahid vd.,
2019). Bu piklerin pozisyonlart ve keskinlikleri nanopargaciklarin boyutuna ve
safsizligima bagli olarak degismektedir. Bunlara ilaveten, 3500-3300cm™ araligindaki
genis IR band1 ve 163 8cm™’deki IR bandi NiFe,0, nanoparcaciklarinin yiizeyine bagh
su molekiil hidroksillerinin sirasiyla gerilme ve egilme titresimlerinden kaynaklanirken,
1486 ve 1358cm™’deki IR bandlarinin ise NiFe;O4NP’nin sentezinde kullanilan ¢oziicii

tiirlerinden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.3. NiFe,O4NP’lerinin FT-IR analizleri
4.1.4. XRD analizi sonuclar:

NiFe;,O, nanoparcaciklarinin kristal yapisini ve safligim1 karakterize etmek igin
numunenin toz XRD spektrumu almmistir ve sonuglar Sekil 4.4’de verilmistir.
NiFe,O,NP’nin XRD spektrumunda 18,49, 30,37, 35,73, 37,27, 43,37, 54,01, 57,39,
62,95, 75,00 ve 79,79 (26) acilarinda sirastyla (111), (220), (311), (222), (400), (422),
(511), (440), (533) ve (444) kirimimlarina karsilik gelen 4,79, 2,94, 2,51, 2,41, 2,08,
1,69, 1,60, 1,48, 1,27 ve 1,20 A’luk degerlerine sahip pikler elde edilmistir. Bu piklerin
siddetleri ve pozisyonlar1 kiibik spinel kristal yapiya sahip NiFe,O4NP’nin JCPDS 86-
2267 ve 74-2081 kart numaralariyla iyi uyum igerisindedir (Salavati-Niasari vd., 2009;
Feng vd., 2011; Maruthapandian vd., 2016; Zhang vd., 2019). Ayrica bu piklerin keskin
ve dar 6zellikte olmasi ise NiFe;O4’lin kristalizesinin hayli iyi oldugunu gostermektedir.
Bunlara ilaveten 23,98, 33,19, 35,82 ve 50,00 (26) a¢ilarinda a-Fe,O3 (hematit) fazina
ait XRD pikleri de tespit edilmistir (JCPDS kart no 33-0664) (Zhou vd., 2019).
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Sekil 4.4. NiFe,O4NP’lerinin XRD goriintiileri
4.2. NiFe;O4NP’nin LDsy ve Yasama Yiizdesi (Larval Mortalite) Oranlari

Calismada ikinci asama olarak NiFe,O4NP’nin embriyotoksik etkilerini (larvadan ergine
gelisebilen birey sayisini belirten hayatta kalis orani) aragtirmak icin; Drosophila
melanogaster ’in transheterozigot larvalari NiFe,O4NP’nin farkli konsantrasyonlarini
iceren Dbesiyerlerine alnmustir. Tim uygulama gruplarmda (mwh x fIr®)
caprazlamasindan elde edilen 7244 saatlik larvalardan ergine gelisebilen bireyler

sayilarak hayatta kalig oranlar1 hesaplanmustir.

Uygulama gruplarinda larvalara ait yasama yiizdelerinin = NiFe,O4NP’nin
konsantrasyonu arttikga kontrol grubuna oranla 6nemli Olglide azaldigi goriilmiistiir
(p<0,05). Bu durum NiFe,O4sNP’nin toksik etkilerinin konsantrasyon artigsina paralel
olarak arttiginin bir gostergesi olarak kabul edilmistir. Tablo 4.1’deki veriler
incelendiginde, 100pg/mL konsantrasyonda hayatta kalis orant %49 oldugu
goriilmektedir. LDsp dozu 100ug/mL olarak kabul edilerek ¢alisma dozlar1 25, 50, 75,
100 ve 200pg/mL olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.1. NiFe,O4NP’nin D. melanogaster’in 7244 saatlik transheterozigot
larvalarinda yasama yiizdesi (larval mortalite) {izerine etkisi

Uygulama Konsantrasyon Larva Savist Hayatta Kals
Gruplan (ng/mL) y Oram (%)
Kontrol 0 100 97
25 100 89
50 100 66
75 100 54
NiFezo4NP
100 100 49
200 100 38
500 100 13

4.3. Distile Su, EMS ve NiFe;O4NP Uygulamasi Sonucu Elde Edilen SMART
Bulgular:

Calismanin  {iglincli asamasinda Drosophila kanat benek testi ile NiFe,O4
nanokompozitinin olas1 genotoksik etkisi arastirilmistir. Bu amacla, negatif kontrol
grubu olarak distile su kullanilirken, pozitif kontrol grubu i¢in de yine EMS
kullanilmigtir. Her bir uygulama grubu icin 3. larva donemindeki transheterozigot
larvalardan elde edilen ergin bireylerden segilen 80 kanat, beneklerin varligini
arastirmak igin, 151k mikroskobunda 400X biiyiitmeyle incelenmistir. Incelemeler
sirasinda kanat benekleri istatistiki analizlerde kullanilmak tizere tekli benekler (mwh
veya flr® fenotipinde) ve ikili benekler (mwh ve flr® fenotipinde) olmak iizere
siniflandirilarak kaydedilmistir. Ayrica tekli benekler de kendi aralarinda kiiciik tekli
benek (1-2 hiicreli) ve biiyiik tekli benek (3< hiicreli) olmak tizere iki gruba ayrilmistir.

4.3.1. Distile su ve EMS’nin genotoksik etkilerinin arastirilmasi

Calismalarda distile su ve DMSO negatif kontrol, mutajenik ve rekombinojenik
aktiviteleri bilinen EMS ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. F1 neslinde elde edilen
hem normal kanatli hem de serrat kanatl bireylere ait kanat preparatlar1 hazirlanarak
mikroskobik analizleri yapilmistir. Preparatlarin incelenmesinde kolaylik olmasi

acgisindan, kanatlar A, B, C, Cl, D, Dl, E olmak {izere sektorlere ayrilmistir (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5. Normal ve serrat kanat sektorleri

Kanat preparatlar1 stereo mikroskop ile 10X40=400 kat biyiitiilerek incelenmistir.
Preparatlardaki kanat ¢iftlerinin her bir sektorii detayli bir sekilde ayri ayri taranip mwh
ve/veya flr® mutant fenotipler bakimmndan incelenmistir. Normal ve mutant kanatlarda
gozlemlenen kiigiik tek tip, biiyiik tek tip ve ikiz klonlar sayisal veriler olarak
kaydedilmis ve Sekil 4.6 - Sekil 4.11°de bu bireylere ait kanat killarinin yapis1 10X40

kat biiyiitiilmiis gortintiileri gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Normal bireydeki kanat killarinin 1s1k mikroskobundaki goriintiisi
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Sekil 4.8. Kiigiik tek tip mwh mutant klonlarin 151k mikroskobundaki goriintiisii
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Sekil 4.9. Biiyiik tek tip mwh klonlarin 151k mikroskobundaki goriintiisii

Sekil 4.10. Biiyiik tek tip flr mutant klonlarin 151k mikroskobundaki goriintiisii

46



Sekil 4.11. ikiz klonlarin 151tk mikroskobundaki goriintiisii

Negatif (distile su) ve pozitif (EMS) kontrol gruplarinin muhtemel etkilerinin, hem
mwh/flr® genotipli normal bireyler hem de mwh/TM3 genotipli serrat kanatli bireyler
icin belirlenmesi amaciyla elde edilen Tablo 4.2°deki verilerden yararlanarak

istatistiksel degerlendirmeler yapilmistir.

7244 saatlik D. melanogaster mwh/flr® transheterozigot larvalarina, distile su
uygulamasi sonucunda incelenen 80 adet normal fenotipli kanatta, 12 adet kiigiik tek tip
klon, 3 adet biiyiik tek tip klon, 2 adet ikiz klon olmak {izere toplam mwh klon sayis1 17
adet olarak belirlenmistir. Distile su uygulamasinda klon indiiksiyon frekansi ise 0,87
olarak hesaplanmistir. Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan ve daha onceki
calismalarda Graf vd. (1984), Kaya vd. (2000) genotoksik oldugu belirlenen 1mM
EMS’nin 72+4 saatlik D. melanogaster mwh/flr® transheterozigot larvalarina uygulamasi
sonucunda incelenen 80 adet normal fenotipli kanatta 48 adet kiigiik tek tip klon, 30
adet biiyiik tek tip klon, 17 adet ikiz klon olmak tizere 95 adet toplam mwh klon
belirlenmistir.  EMS uygulamasinda klon indiiksiyon frekans1 ise 4,87 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.12 ve Tablo 4.2).
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Sekil 4.12. Kontrol grubu (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin bireylerin kanat
trikomlarinda gozlenen klon tiplerine ait frekanslar

Benzer sekilde, distile su uygulamasi sonucu elde dilen 80 adet serrat fenotipli kanatta,
toplam mwh klon sayisinin 9 adet oldugu goézlenmis ve klon indiiksiyon frekansi 0,46
olarak hesaplanmistir. EMS uygulanan gruplardan elde edilen 80 adet serrat fenotipli
kanatta ise 65 adet toplam mwh klon sayilarak klon indiiksiyon frekansi da 3,33 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.13 ve Tablo 4.2).
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Sekil 4.13. Kontrol grubu (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlarinda
gbzlenen cesitli benek tiplerine ait klon frekanslari

Pozitif ve negatif kontrol gruplarindaki uygulamalardan elde edilen verilerin
karsilastirilmast sonucunda tiim klon tiplerinde istatistiksel farkin anlamli (+) oldugu ve

EMS’nin genotoksik etki gosterdigi anlasiimaktadir (Tablo 4.2).

49



Tablo 4.2. Distile su ve EMS’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar1 iizerine etkileri

Kiiciik tek tip | Biiyiik tek tip Toplam mwh
Kanat klon klon ikiz klon P Klon Toplamklon |  Klon
Uygulama Gruplar1 | Sayist (1- 2 hiicre) | (>2 hiicre) (m=5) (m=2) (m=2) induksiyon
(N) (m=2) (m=5) frgkans1
(10 hiicre)
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D
— _% Disilesu 80 12 (0,15) 3 (0,04) 2 (0,03) 13 (0,16) 17 (0,21) 0,87
G =
ggé EMS
SXE  mm) 80 48 (060) + 30 (0,38) + 17 (021) + 78 (097) + 95 (1,18) + 487
_ . 2 Ditilesu 8 8 (0.10) 1 (0,01) 9 (0,11) 9 (0,11) 0,46
S 2 E *
g ¢ § EMS 80 41 (051) + 24 (030) + 65 (081) + 65 (081) + 333
\E/ (1mM) i) ) ) ) 1

No: Klon sayisi, Fr.: Frekans, D: Istatistik sonuclarin gosterimi (Frei ve Wiirgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: énemsiz fark, m: ¢arpim faktérii, * : TM3 dengeleyici
kromozomunun varhginda flr* mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi:o=p=0,05 etkileri
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4.3.2. NiFe;O4NP’nin genotoksik etkisinin arastirilmasi

72+4 saatlik Drosophila melanogaster mwh/flr® transheterozigot larvalarina,
NiFe,;O4NP’nin ¢esitli konsantrasyonlar1 (25, 50, 75, 100 ve 200ug/mL) ayr1 ayr1 es
zamanli uygulanarak erginlesen bireylerin kanatlarinda meydana gelen mutasyonlar
kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile simiflandirilarak ergin
bireylerin klonlarin simiflandirilarak NiFe,O4NP’nin genotoksik etkisi tespit edilmeye

calisilmistir. Uygulama sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 4.3’ de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. NiFe,04 NP nin D. melanogaster ‘in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar iizerine etkileri

Uygulama Gruplari P;:;l‘: l((ll{ gﬁtl)(e:]eell((; I(pmkzlg)n B(iigﬁlﬁiii)tl(%tlg)n Ikiz klon (m=5) TOpIaTmT;\;h lon Toplam klon (m=2) indliill(?i’]yon
™) {Nno| Fr. | D|No| Fr. | D |No| Fr. | D |No| Fr. | D |No| Fr. | D (12?([,2;?:;@
Distile Su 80 | 12 (0,15) 3 (0,04) 2 (0,03) 13 (0,16) 17 (0,21) 0,87
f}’_f EMS (1mM) 80 | 48 (060) + |30 (038 + |17 (021) + | 78 (097) + | 95 (L18) + 4,87
E NiF,04 Deney Gruplari
% 25ug/mL 80 [10 (13 - |2 (©03 - |1 (o0 - |10 (0113 - |13 (016 - 0,67
§ 50pg/mL 80 |12 015 1|4 (009 P |2 ©03 |12 015 - |18 (023 | 0,92
E 75ug/mL 80 |14 ©18 1 [6 (©o08 1 |4 (©o09 T [13 (16 I |24 (030 | 1,23
S 100pg/mL 80 |20 (25 i |8 (010 i | 4 (009 i [26 (032 i |42 (053 @i 2,15
200pg/mL 80 |37 (46) + |27 (033) + |20 (029 + |66 (083) + |84 (105 + 4,30
Distile Su 80 8 (0,10 1 (0,00 N 9 (011) 9  (0,11) 0,46
g EMS (1ImM) 80 | 41 (051) + | 24 (030) + 65 (081) + | 65 (081) + 3,33
% NiF,04 Deney Gruplari
§ 25ug/mL 80 |11 (014 1 | 2 (003 I 13 (016) - | 13 (0,16) | 0,67
E; 50pg/mL 80 |15 (019 I | 2 (003 I 17 (021 - | 17 (021 | 0,87
g 75ug/mL 80 |16 (020 I | 4 (005 | * 20 (0250 - |20 (025 | 1,02
& 100pg/mL 80 |18 (023 i | 4 (005 i 22 (028) i | 22 (028 i 1,13
200pg/mL 80 | 39 (043 + | 22 (028 + 61 (076) + | 61 (0,76) + 3,13

No: Klon sayisi, Fr.: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei ve Wiirgler, 1988), +: pozitif, -:

olugsmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi:o=p=0,05 etkileri
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NiFe,O4NP’nin tiim konsantrasyonlarina ait veriler negatif kontrol grubu olan distile su
degerleri ile karsilagtirilmistir. En diisiik uygulama grubu olan 25ug/mL NiFe,O4NP
uygulama grubuna ait normal kanatli bireylerde negatif konrol grubuna gore toplam
klon (i) hari¢ tiim tiim klon tiplerinde farkin negatif (-) oldugu gozlenirken, 50, 75 ve
100pg/mL NiFe;O4NP uygulama gruplarinda tiim klon tiplerinde 6nemsiz fark (i),
200pg/mL NiFe;O4NP grubunda ise pozitif fark (+) oldugu belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonlarda NiFe,O4NP (25, 50, 75, 100 ve 200pug/mL) uygulamalarindan elde
edilen normal kanatli bireylere ait klon indiiksiyon frekanslarmm distile suya ait KiF
degerinin iizerinde olup sirasiyla 0,67; 0,92; 1,23; 2,15 ve 4,30 seklinde oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.14 ve Tablo 4.3).
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on 02 +—¢/—— = < iK

Fr
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Konsantrasyonlar

* TK: Toplam klon, KTK: Kiigiik tek tip klon, BTK: Biiyiik tek tip klon, IK: ikiz klon

Sekil 4.14. NiFe,O4NP uygulanan (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin bireylerin
kanatlarinda gozlenen cesitli benek tiplerine ait klon frekanslar

NiFe;O4NP’nin tiim konsantrasyonlarina ait uygulama gruplarindan elde edilen serrat
kanatl bireylerde de konsantrasyon artisina paralel olarak tiim klon tiplerinde distile
suya gore artiglarin oldugu tespit edilmistir. 25, 50, 75 ve 100ug/mL NiFe,O4NP
uygulama gruplarinda tiim klon tiplerinde O6nemsiz fark (i) gozlenirken, en yliksek

uygulama grubu olan 200ug/mL NiFe;O4NP grubunda ise pozitif fark (+) oldugu
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belirlenmistir. Negatif kontrol grubu olan distile su uygulama grubuna ait KiF degeri
0,46 iken bu degerin 25, 50, 75, 100 ve 200ug/mL NiFe;O4NP uygulama gruplarinda
artarak sirastyla 0,67; 0,92; 1,23; 2,15 ve 4,30 seklinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15
ve Tablo 4.3).
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* TK: Toplam klon, KTK: Kiigiik tek tip klon, BTK: Biiyiik tek tip klon, IK: ikiz klon

Sekil 4.15. NiFe,O4NP uygulanan (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin bireylerin
kanatlarinda g6zlenen cesitli benek tiplerine ait klon frekanslari

72+4 saatlik D. melanogaster mwh/flr® ile mwh/TM3 transheterozigot larvalarina 25, 50,
75, 100 ve 200pg/mL NiFe;O4NP’nin ayr ayri uygulanmasi sonucunda ergine gelisen
bireylerin kanatlarinda olusan mutant klon frekanslar1 distile su uygulamasindan elde
edilen ergin bireylerin kanatlarinda meydana gelen mutant klon frekanslart MICROSTA
istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucu elde edilen
verilerden 200pg/mL NiFe,O4NP konsantrasyonda farkin anlamli (+) oldugu gézlenmis
ve NiFe,O4NP’nin genotoksik etkili oldugu tespit edilmistir. Tiim bu sonuglardan artan
NiFe,O4NP dozunun DNA’nin yapisina etki edirek nokta mutasyon, delesyon ve
somatik rekombinasyona yol actigi ve bu duruma bagl olarak tim NiFe;O4NP
uygulama gruplarinda genotoksik etkinin mutant klon sayisinda kontrole goére artis

gosterdigi SMART ile belirlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmasima ragmen, insan sagligi ve potansiyel
genotoksik riskleri hakkinda simirli bilgi bulunan NP’ler ve yeni gelismekte olan
nanomalzemeler ile ilgili genotoksik risk lizerine yapilan ¢aligmalar ilgi ¢ekmektedir
(Landsiedel vd., 2009; Bakand and Hayes, 2016; Evans vd., 2017). Bu anlamda mevcut
arastirma, metal oksit NP’lerin in vivo genotoksik etkileri hakkinda yeni bilgiler
eklemektedir. DNA hasar1 indiiksiyonu (genotoksisite) sadece kanserojenlige yol
agmayip, ayni zamanda treme hiicrelerinde olusan hasarlar sonraki nesillerdeki
fertiliteyi de etkilemektedir. Dolayisiyla, yeni ilag ve kimyasal maddelerin saglik riski

degerlendirmesini yoneten kilit alan genotoksikolojidir (Singh vd., 2009).

Calismamizda metal oksit nanaopartikiilii olan NiFe,O4NP’nin olasi genotoksik
etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla Drosophila melanogaster ile yapilan
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) kullanilmistir. Bununla birlikte
kullanilan test teknigi benzer bir¢ok caligmada rastladigimiz givenilir bir test teknigi
olmakla beraber genotoksik etkinligini arastirdigimiz NP SMART ile ilk defa
caligilmistir.

Boyut ve sekil, yiizey alan1 ve yiizey aktivitesi gibi ozellikler NP’lerin toksikolojik
profillerini belirlemektedir. Her alanda insanoglunun hizmetine sunulan NP’lerin etkili
ve giivenli kullanilabilmesi i¢in karekterizasyon calismalarinin yapilmasina 6zen
gosterilmeli ve NP’lerin 6zellikleri iyi belirlenmelidir (Hall vd., 2007). ilk asamada
NP’nin karakterizasyon ¢alismalart UV-Vis spektroskopisi, FT-IR, XRD ve SEM-EDX
analizleri ile yapilmistir. UV-Vis’i alinan NiFe,O4NP’nin kii¢iik enerji bandi bosluguna
bagl olarak goriiniir bolgede 15181 absorbe etme kabiliyetine sahip oldugu goriilmiistiir.
SEM-EDX analizleri ile NiFe,O4 NP’lerinin kiiglik kiiresel pargaciklarinin mikrometrik
agregasyon icgerdigi gozlenmistir. XRD spektrumunda gozlenen piklerin siddetleri ve
pozisyonlar1 kiibik spinel kristal yapiya sahip NiFe;O4NP’nin JCPDS 86-2267 ve 74-
2081 kart numaralariyla iyi uyum igerisinde oldugu belirlenmistir. SEM ve XRD ile
hesaplanan gercek pargacik boyutunun ortalama 30nm oldugu hesaplanmistir. Ayrica

ATR-FTIR spektrumlari alindiginda 562 ve 421cm™de gozlenen siddetli IR bandlarinin
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NiFe,O4NP’nin kristal orgiisiindeki sirasiyla tetrahedral ve oktahedral alanlardaki

(Fe—0) gerilmelerinden kaynaklandigi bulunmustur.

NP karakterizasyonunun, biyolojik sistemlerde NP’lerin potansiyel toksisitesinin
degerlendirilmesinde énemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Powers vd., 2006). NP’lerin
potansiyel toksisitesi ve davranislari, partikiil sayisi, yiikii, boyut ve boyut dagilimi,
kimya ve reaktivitesi, ylizey alani, yap1 ve sekli ile agregasyon durumu ve elemental

kompozisyonu gibi pek ¢ok faktérden etkilenmektedir (Daglioglu ve Yilmaz, 2018).

Hiicre sinyal yolaklarinin ¢cogunun ve insan hastalik genlerinin %60'indan fazlas1 meyve
sinegi genleri ile homolog olmasi fizyolojik sinyallere verilen sinek tepkisinin insanlarla
karsilagtirilabilir oldugunu gostermektedir (Schneider, 2000; Marsh and Thompson,
2006). Ayrica, nanomateryal maruziyeti ile iligkili potansiyel toksisite ve genotoksisite
caligmalar i¢in faydali bir in vivo model organizma olarak uzun yillardan bu yana
kullanilan Drosophila’nin iyi bir model oldugu kanitlanmistir (Leeuw vd., 2007; Liu
vd., 2009; Posgai vd., 2009).

Ikinci asama olarak NiFe,O,NP’nin Drosophila melanogaster’in transheterozigot
larvalar1 tlizerinde olas1 toksik etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagcla, D.
melanogaster’in transhererozigot larvalarina farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100,
200 ve 500ug/mL) NiFe,O4NP uygulanarak yasama yiizdesi deneyleri yapilmistir. Bu
calismamiz sonucunda konsantrasyon artisina bagli olarak kontrol gruplarina gore
hayatta kalig oraninin azaldig1 gézlenmistir. Daha 6nce Nas ve Colak (2016) tarafindan
D. melanogaster’in Oregon soyuna ait larva ve ergin bireyler lizerinde yapilan bir
calismada, 25, 50, 75, 100, 200 ve 500ug/mL NiFe,O4NP dozlari uygulanarak meyve
sineklerinin yasama yiizdesi ve yavru birey sayilari incelenmistir. NiFe;O4NP’nin tim
konsantrasyonlarinda kontrol gruplarina gore yasam yiizdesi ve yine konsantrasyon
artisina bagl olarak F; neslinde gozlenen yavru birey sayisinin kontrol grubuna gore
azaldig1 ve artan konsantrasyonla dogru orantili olarak NP’nin sitotoksik etkisinin

arttig1 gézlenmistir.

Son asamada, D. melanogaster’in disi flr® ve erkek mwh soylari kullanilarak yapilan
caprazlama sonrasi elde edilen 72+4 saatlik transheterozigot larvalar, larval toksisitesi

gosterilen NiFe;O4NP’nin 25, 50, 75, 100 ve 200ug/mL dozlarina maruz birakilmistir.
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Okaryotik in vivo bir test olan ve heterozigotlugun kaybi esasmna dayanan SMART
yontemiyle NiFe;O4NP’nin kanat imajinal disk hiicrelerinde olusturdugu genetik
degisimler (nokta mutasyonlari, delesyonlar, ayrilmama ve rekombinasyon), mutant
trikomlarin olusmasi ile 6lgtilmustiir. Elde edilen sonuglar pozitif (+), zayif pozitif (z),
onemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak degerlendirilmistir. Artan NiFe,O4NP
konsantrasyonuna bagli olarak tiim uygulama gruplarinda hem normal hem de serrat
kanat fenotipli bireylerin kanat hiicrelerinde gdzlenen klon sayilarinda kontrole gore

anlamli artislarin oldugu belirlenmistir.

Literatir taramas: yapildiginda bizim bu sonuglarimizi destekleyecek toksisite ya da
mutajenite calismalari oldugu kadar farkli sonuglara da rastlanilmistir. Farkli tipte
NP’lere maruziyetten dogan toksisite, hiicresel alim, ROS iiretimi, pigmentasyonda
zayiflik, morfolojik bozukluklar, gen ifadesinde degisiklikler ve genotoksisite
caligmalart bulunmaktadir. NP’lerin  organizmalara olan etkilerinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in yuvarlak solucanlar olan Caenorhabditis elegans (Chatterjee vd.,
2014), su piresi olan Daphnia magna (Santo vd., 2014), Zebra balig1 olan Danio rerio
(Dedeh vd., 2015) ve meyve veya sirke sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster
(Panchal ve Tiwari, 2017) gibi farkli in vivo model organizmalarda galismalar

yapilmaktadir.

Karbon nanomalzemelerini test etmek icin Drosophila'nin larvalar ve ergin bireyleri
kullanilmis ve NP maruziyetinin neden oldugu etkilerin hem maruz kalma yoluna hem
de materyal agregasyon durumuna baglh oldugu gosterilmistir (Liu vd., 2009).
ZnOTIiO,NP’nin  Drosophila melanogaster’in  disi ve erkek bireylerinde Omiir
uzunlugunu Onemli bir oranda azalttigi tespit edilmistir (Atici, 2016). Altin
nanopartikiiline maruz kalan Drosophila’da AuNP’nin pek c¢ok doku ve organa
yayildigi, yasam siiresini ve eseysel verimliligi oldukca Onemli bir oranda azalttigi
(Pompa vd., 2011), Drosophila embriyolarinda 6liime yol agtig1 (Vega-Alvarez vd.,
2014), gen ekspresyonunda diizensizliklere (Vecchio vd., 2012b) ve fenotipik

bozukluklara (Vecchio vd., 2012a) neden oldugu gézlenmistir.

Fe,O3NP’nin (<50nm, <100nm ve iyonik; 1-10mM) muhtemel genotoksik etkisi D.

melanogaster’de SMART ve Allium test yontemi kullanilarak arastirilmistir.
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Fe,OsNP’nin <50nm  boyutunun <100nm boyutu ve iyonik formuna gore
genotoksisiteyi indiikledigi gozlenerek NP ve iyonik formu kiyaslandiginda kiiciik
boyutlu ve genis yiizeye sahip olan maddelerin daha toksik oldugu sonucuna varilmistir

(Kaygisiz, 2016).

Bir metal oksit olan seryum oksit nanopargaciklarinin (CeO,NP) paraquat herbisitine
kars1 kullanildigr in vitro bir ¢alismada, kiiltiirli yapilan sigan beyin hiicrelerinin émriinii
arttirdigi, enflamatuar hiicre aktivasyonunu ve korunmus noronal fonksiyonu azalttigi
gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada, in vivo olarak Drosophila melanogaster'de parakuat ile
birlikte serbest radikal temizleyici islevi gorerek Omiir uzunlugunda pozitif etki
gosterdigi de tespit edilmistir (Strawn vd., 2006).

Yapilan farkli ¢aligmalarda NiFe,O4NP ve tiirevlerinin sitotoksitesi gosterilmistir. O-
100pg/mL konsantrasyon araliginda NiFe,O4 nanokompoziti (21nm) ile yapilan bir
calismada, NiFe,O4NP A549 hiicrelerinde sitotoksisite ve oksidatif strese neden oldugu,
5-25ug/mL konsantrasyon araliginda ise artan NiFe,O4NP dozuna bagli olarak HepG2
ve MCF-7 hiicre hatlarinda sitotoksisiteye neden oldugu ortaya konmustur (Ahamed
vd., 2011; Ahamed vd., 2015). Yine Amiri vd., (2018) tarafindan U87-SH-SY5Y gibi
farkli kanserli hiicre hatlarinda NiFe,O4NP toksisitesinin arastirildigi baska bir
calismada NiFe,O4NP’nin sitotoksisiteye yol agarak tiimorlii dokularda antiproliferatif
etkiler gosterdigi tespit edilmistir.

HelLa hiicreleri lizerinde yapilan bir calismada, koloni olusturma ve hiicre canliligi
deneyleri ile 10-100pug/mL Fe3O4 (20-30nm), ZnFe,O4 (15-30nm) ve NiFe,O4 (20-
30nm) nanopartikiillerinin toksisitesi arastirilmstir. Fe3O4NP’nin HeLa hiicrelerine
biyouyumlu oldugu; ZnFe,O, ve NiFe,O4NP’lerin ise 7 giinlik koloni sayilarini
karsilagtirilarak sitotoksik etkisinin oldugu belirlenmistir (Tomitaka vd., 2009).

Aralarinda NiFe;O4NP’nin (<50nm) bulundugu 31 farkli NP’nin teratojenik etkisinin
Zebra baliginin (Danio rerio) embriyo ve larvalari iizerinde arastirildigi bir ¢alismada
ise NP’lerinin malformasyonlarin yani sira kulucka siirelerinde uzama gibi akut toksik
etkilere sebep olmasna ragmen 400-1600mg/mL konsantrasyon araliginda
NiFe;O4NP’ye maruz kalan baliklarda higbir malformasyona rastlanmadigi ancak 96

saat sonra konsantrasyon artisina bagli olarak embriyonal toksisite artis gozlendigi
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tespit edilmistir (Kovriznych vd., 2013). Benzer sekilde, Zhu vd., (2012) baska bir
metal oksit olan demir oksit NP’lerinin (Fe;O3) sucul organizmalar iizerindeki ekolojik
etkilerini incelerken, zebra baliklarinin (Danio rerio) erken yasam evrelerini kullanarak
>10mg/L demir oksit NP’lerin bu embriyolarda gelisimsel toksisiteye, 6liime, kulugka

stiresinde gecikmeye ve malformasyona neden oldugunu gostermistir.

He vd., (2011) tarafindan metal oksit NP’ler arasinda yer alan manyetik vy-
Fe,O3NP’lerinin E. coli’de mutasyon sikligmmi artirip protein ve DNA yapisinda
degisime sebep oldugu gosterilmistir. Siiper paramanyetik demir oksit NP’lerinin
tetrazolyum testleri ile in vitro toksisite deneylerinde hiicre canliligi bakimindan gok
diisiik (<%40 hiicre canlilig1) bir toksisteye sebep oldugu (Mahmoudi vd., 2009); yine
sican karaciger ve bobrek hiicrelerinde 1mL/kg FeO (7,5nm) siiper paramanyetik demir

oksit NP’lerin herhangi toksisitesine rastlanmadigi bulunmustur (Popa vd., 2016).

Benzer sekilde, insan akciger epitel hiicre hattinda (A549) farkli boyutlardaki bir¢cok
metal oksitin toksisitesi hiicre 6liimii, mitokondriyal hasar, DNA hasar1 ve oksidatif
DNA lezyonlarina neden olma yoniinden incelediginde c¢ok yiiksek toksisiteye sahip
olmadiklari, toksisitenin NP nin kimyasal kompozisyonuna gore degisiklik gosterdigi
ve ayrica her NP’nin toksisitesinin boyuta gore farklilik gosterip kiigiik boyutlu
olanlarinn daha da toksik olabilecegi belirtilmistir (Karlsson vd., 2009). Yine, farkli
metal oksit pargaciklari (CuO, Ti0,, ZnO, CuzZnFe,04, Fe304, Fes03) ile A549 hiicre
hatlarinda yapilan ¢aligmada, CuO NP’leri sitotoksisite ve DNA hasar1 bakimindan en
yiiksek toksisiteye sahipken, demir oksit partikiillerinde (Fe3O4 ve Fe,03) toksisitenin ya
hi¢ goriilmedigi ya da ¢ok diisiik toksisiteye sebep oldugu tespit edilmistir (Karlsson
vd., 2008). Farelere bazi kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan bir kemoterapik ajan
olan daunorubicin ile birlikte Fe3O4NP verilerek tedavi gruplari ile aralarinda viicut
agirh@inda anlamli bir fark gézlenmeyen akut toksikolojik bir ¢alismada, mikroniikleus
testi ile degerlendirilen karaciger ve bobrek hiicrelerinde de herhangi bir toksisite
saptanmayarak NP’nin iyi bir biyouyumluluga sahip oldugu ve hedeflenen tiimor
tedavisi icin faydali olabilecegi belirtilmistir (Wu vd., 2010). ila¢ dagilim sisteminde
kullanilan 73+3nm y-Fe,03 manyetik albiimin nanosferin Swiss mouse kemik iligi

eritrositlerinde genotoksisitesinin mikroniikleus testi ile arastirildigi ¢alisma sonucu
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toksik etkili olmayip in vivo biyouyumluluk sagladigi goriilmiistiir (Estevanato vd.,
2011). Fe,O4 (27£8nm-156+82um) ve Fe,O3 (35+14nm- 147+48um) NP’lerinin
genotoksisitesinin Syrian hamster tiirii embriyo hiicrelerinde Comet ve mikroniikleus
testleriyle arastirmasi sonucunda toksik etkili olmadigi goriilmiistiir (Guichard vd.,

2012).

Fe 03 (29,75+1,87nm — 2,13+4,15um) genotoksisitesinin Wistar rat tiiriiniin 16kosit,
PBL, kemik iligi gibi hiicre hatlarinda Comet, MN ve KA testleri sonucu biyouyumlu
olduguna deginilmistir (Singh vd., 2013). Glutamik asit kapli (Fe;O3-15nm) NP’nin
sitotoksisite ve genotoksisitesinin Chinese hamster tiirii akciger hiicrelerinde Comet ve

MN test sonuglarinin negatif ¢iktig1 gézlemlenmistir (Zhang vd., 2012).

Insan lenfositleri iizerinde dort farkli NP’nin (C0304, Fe,Os, SiO, ve Al,O3NP)
karsilastirmali in vitro sitotoksisitesi ve genotoksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada, 24
saatlik maruziyet sonrasi doz artisina bagli olarak SiO, ve Al,O3NP’nin hiicresel
canlilikta azalmaya ve hiicre lenf hasarina yol actigi; diger tiim NP'lerle
karsilastirildiginda en az DNA hasarint Al,O3NP'lerin gosterdigi; 100pg/mL Co3O4 ve
Fe,O3NP maruziyetinin kromozomal sapmaya sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica
insan lenfositlerinde DNA hasarina ve kromozomal bozulmaya NP maruziyeti sonrasi
olusan antioksidan seviyesindeki degisimin neden oldugu ifade edilmistir (Rajiv vd.,
2016).

NP’lerin toksisite ve genotoksisite ¢alismalarinda Drosophila model organizma olarak
kullanilmaktadir. Somatik mutasyon ve stres ile iligkili genlerin ekspresyonunda artis,
oksidatif stres ve DNA hasar etkisi gbzlenen bu galismalar arasinda giimiis (Ag) (Demir
vd., 2011), ginko (Zn) (Alaraby vd., 2015a), kobalt (Co) (Vales vd., 2013), sentetik
amorf silika (SAS, SiOy) (Demir vd., 2015), titanyum (Ti), zirkonyum (Zr) ve
aluminyum (Al) (Demir vd., 2013), karbon bazli materyaller (CNTs) (de Andrade vd.,
2014), bakiroksit (CuO) (Alaraby vd., 2016), seryum (Ce) (Alaraby vd., 2015c), ve
kuantum zerrecikleri (QDs) (Brunetti vd., 2013; Alaraby vd., 2015b) yer almaktadir.

Demir (2016) tarafindan NP ile canlilar arasindaki etkilesimin altinda yatan molekiiler
mekanizmanin halen tam olarak anlagilmamis oldugu, NP’lerin toksisite ve

biyouyumluluklarinin canlilik, dogurganlik ve ROS gibi pek c¢ok parametrele
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bakimindan degiskenlik gosterebildigi ifade edilmistir. NP’lerle olusacak genetik
hasarin karsinogeneze yol acabilecegi diisiiniiliirse, NP’lerin olas1 epigenetik etkilerini
ve etki mekanizmalarini anlayabilmek i¢in, hiicre dongiisii ve DNA tamiri konularin1 da
kapsayan detayli in vivo ve in vitro sitotoksisite ve genotoksisite arastirmalarinin

yapilmasi insan sagligi bakimindan 6nem arz etmektedir.

Toksisite testlerin giincel olmamasi, testte kullanilan negatif ve pozitif kontrol
gruplarinin  NP’lere uygun olmamasi, NP Kkarakterizasyon c¢alismalarmin iyi
yapilmamasi, ayni karakterizasyon yapisina sahip NP’lerle ¢alisilmamasi,ortak
kiiltiirlerde galisitlmamasi, farkli kiiltiir veya hiicre hatlarinin farkli cevap olusturmasi,
uygun kiiltiire gore uygun dozlarla ¢alisilmamasi, NP’lerin primer hasar1 iizerinde
durulup, sekonder ve uzun vadedeki olasi hasarlarin arastirilmamasi, NP’lerin dogaya
verecegi etkilerinden ¢ok ekonomik getiriye 6nem verilmesi NP’lerin toksisitesiyle ilgili
yapilan ¢aligmalarin birbiriyle zitlik olusturmasinin nedenleri arasinda gosterilmektedir
(Doak vd., 2009-2012; Donaldson vd., 2009-2010; Griffiths vd., 2011; Warheit ve
Donner, 2010).

20 yildir NP’lerin toksik etkilerinin arastirilmasina ragmen sonuglarin celigkili olmasi
test yontemlerinin giivenirlirligini sorgular hale getirmistir. Uygulanan testlerdeki
pozitif ve negatif kontrol gruplarinin NP’lere esdeger olmamasi, kullanilan NP’ler ayni
olsa bile kiigiik karakterizasyon farklar1 ¢ok farkli sonuglar ¢ikarmasi, her kiiltiir ve
hiicrenin hassasiyetinin ve DNAtamiri yeteneginin birbirinden farkli olmasi bu
celigikligin dogmasina sebep olmustur. Bundan dolayr NP’lerin toksik etkilerinin tam
belirlenebilmesi icin uluslararasi calisma ve igbirligi gerceklestirilerek yukarida sayilan
olumsuzluklar1 giderilerek uygun bir yontem belirlenmeli veya hali hazirda kullanilan

yontemler NP’lere gore giincellestirilmelidir.

Yeni teknolojilerin iiretime hiz kazandirdig1 bu ¢agda, cesitli NP’lerin iiretimi ve farkl
testlerden ve standartlardan gegirilmeden piyasaya siiriilmesinin kaginilmaz sonuglari
olacaktir. NP’lerin iiretimi ve kullaniminin yayginlastirilmasinin belli Kriterlere gore
yapilmasini, ekosistemler ilizerinde kalici ve yikici etkiye sahip olan NP’lerin iiretiminin
Oniline gecilmesini ya da sinirlandiriimasini kontrol eden ve denetleyen kurumlar ve
kanunlar olusturulmalidir. Boylelikle insanoglu, yapay molekiillerin doga iizerindeki

yikici etkilerini azaltarak onlemis olacaktir.
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