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OZET

Nanoteknoloji ¢ok hizli bir sekilde gelismekte olan arastirma alanlarinin basinda
gelmektedir  fakat nanopartikiillerin ¢evreye olan zararlari tam olarak
belirlenememistir. Bu ¢aligmada, TiO;, ve ZnO nanopartikiillerinin Allium cepa L’nin
kok meristematik hiicreleri lizerine toksik etkisi arastirilmistir. Calismada A. cepa’ya
artan dozlarda (10, 100, 1000 pg/ml) nanopartikiiller verildi ve 72 saat sonunda
kontrol grubu ile kiyaslama yapilmistir. DNA izolasyonu ile genomik DNA elde
edilmis ve 4 primer kullanilarak RAPD-PCR uygulanmigtir. RAPD-PCR profiline
gore 4 primerden toplam 135 bant elde edilmistir. 4 primerle uygulanan TiO, ve ZnO
nanopartikiillerin her bir uygulama konsantrasyonlarinda farkli polimorfik bantlar
elde edilmistir. Bu polimorfizm, kontrole gdre bantlarin yogunluklarinin artmasi,
azalmasi, bantlarin yok olmasi ya da yeni bantlarin olugsmasi seklinde elde edilmistir.
Yeni bantlarin olusumu en ¢ok TiO, ve ZnO nanopartikiillerin yiiksek
konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Uygulama sonuglarina gore, TiO, ve ZnO
nanopartikiillerinin A. cepa kok hiicreleri iizerindeki genotoksik etkileri 72 saat
sonunda artan dozlar ile dogru orantili olarak artig gostermistir. Sonug olarak, RAPD
analizi ile tespit edilen DNA polimorfizmleri, ¢evre toksikolojisi i¢in bir arastirma
araci olarak kullanilabilecegini ve daha ileri toksikolojik degerlendirmeler igin alt
yapi olusturabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, TiO,, RAPD-PCR, ZnO, Allium cepa.
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ABSTRACT

Nanotechnology is at the foreground of rapidly developing research fields but the
damage to the environment of the nanoparticles has not been fully determined. In this
study, the toxic effect of TiO, and ZnO nanoparticles on root meristematic cells of
Allium cepa L. was investigated. In study, A. cepa was given nanoparticles at
increasing doses (10, 100, 1000 pug/ml) and compared to the control group after 72
hours. Genomic DNA was obtained by DNA isolation and RAPD-PCR was
performed with 4 primers. According to the RAPD-PCR profiles, a total of 135
bands were obtained from 4 primers. Different polymorphic bands were obtained at
each treatment concentration of TiO, and ZnO nanoparticles applied to 4 primers.
This polymorphism has been shown to increase or decrease the density of the bands
occurred, the disappearance of the bands, or the formation of new bands when
compared to the control group. The formation of new bands was mostly obtained
from high concentrations of TiO, and ZnO nanoparticles. According to application
results, the genotoxic effects of TiO, and ZnO nanoparticles on A. cepa root cells
increased in directly proportion with increasing doses at 72 hours. As a result, DNA
polymorphisms detected by RAPD analysis can be used as a research tool for
environmental toxicology and may constitute a source for further toxicological
evaluations.

Key words: Nanoparticles, TiO,, RAPD-PCR, ZnO, Allium cepa.
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1. GIRIS

1.1.Nanopartikiiller ve Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, hizli bir sekilde gelismekte olan arastirma alanlarindan biri haline
gelmektedir. Nanoteknoloji, mevcut teknolojilerin kiigiiltiilerek daha ileri diizeyde
duyarl sistemlerin olusmasina imkan vermektedir. Bundan dolayi, ¢ok daha uzun
stireler dayanan, temiz, giivenli ve akilli iirtinleri evde, iletisimde, ulasimda, tarimda,
tipta, kimyada, fizikde, biyoteknoloji ve endiistrinin her alaninda kullanmak miimkiin
olmustur. Nanomalzemelerin yiikselisi disiplinler arasi g¢alismalarin sonucunda
olusmustur. Ozellikle tip ve biyoteknoloji alanlarinda kullanilmak iizere gesitli
nanoboyutlarda nanomalzemeler sentezlenmeye baslanmistir.  Nanoboyutlu
malzemelere nanokristaller, nanopartikiiller (NP), nanotiipler, nanoteller ve

nanogubuklar 6rnek olarak verilebilir [1].

Nano kelimesi, Yunanca ‘nanos’ sozcligiinden tiiremistir. NP’ler; boyut olarak 100
nm’den kiiclik ama boyutlarina gore oldukca genis yiizey alanlarina sahip
partikiillerdir. Hiicresel elemanlarin da nano Olgeklerde oldugu bilinmektedir.
Ornegin, hiicreleri saran fosfolipit tabaka yaklasik olarak 5 nm [2], aktin flamentler
ve mikrotiibiiller, sirasiyla, 8 ve 25 nm [3], mitokondriler 500 nm [4] ve ribozomlar

20 nm boyuttadirlar [5].

NP’ler, metal oksit molekiilleridir yani atomik yapilar ile kiitlesel metaryaller
arasindaki ara partikiillerdir. NP’ler temel kimyasallar ile kiyaslandiklarinda ise
multifonksiyonel partikiiller olarak tiretilmektedirler [6]. Kiitlesel materyallerin sabit
fiziksel o6zelliklerine karsin NP’ler; oldukca degisken elektriksel, manyetik ve optik

ozelliklere sahiptirler.

NP’lerin bagka bir 6zellikleri ise ylizey alani/hacim oraninin mikropartikiillere gore
¢ok yiiksek olmasi ve hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda ¢ok fazla tercih
edilmesidir. NP’ler, kanser hastaliginin teshis ve tedavisinde, hedefli ilag

saliniminda, biyosensdrler gibi tip ve biyoteknoloji alanlarinda kullanilmaktadirlar

1, 3].



Yapilan arastirmalarda NP’lerin birgok bakteri tiirli ve diger organizmalarin hiicre
yapilar1 iizerine antimikrobiyal Ozellik gosterdigi saptanmugtir.  NP’ler lenf
nodiillerindeki ve kemiklerdeki hiicrelerde yayilarak metastazlarin belirlenebilmesi
icin duyarliligr arttirirlar. NP’lerin bu 6zelliklerinden dolayi, hastaliklarin tani ve

tedavisi konusunda dikkatleri tizerinde toplanmasini saglamistir [7].

Ching ve ark. [21], nanomalzemelerin fiziko-kimyasal 6zelliklerini ve UV altinda
bakteriler {izerindeki toksik etkiyi ortaya koymuslardir. Bu ¢alismada kullanilan

NP’lerin diisiikte olsa toksik etkisi gozlemlenmistir.

Anand ve ark. [22], fito ile sentezlenen altin ve giimiis NP’lerinin antikanser,

antidiyabetik ve antimikrobiyal aktiviteleri iizerinde ¢alismislardir.

NP’lerin toksisitesi, remediasyonu ya da sentezi ile ilgili ¢caligsmalarda 6zellikle Platin
(Pt), Cinko (Zn), Glimis (Ag), Altin (Au) ve Titanyum (Ti) tercih edilen
NP’lerdendir. Bu NP’lerden titanyum oksitin degisik sitokiyometrilere ait bilesikleri
bulunmaktadir. Bunlar; TiO, Ti,O, TiO,, Tiz0O, Ti,O3 ve TizOs bilesikleridir. En
kararli yapiya sahip olan bilesik ise TiO,’dir [8].

Titanyum dioksit (TiO;)’in toksik 0zelligi ve maliyeti diisiiktiir. Sahip oldugu bu
ozellikleri sebebiyle kullanimi giin gectikge artmaktadir. Boya, kagit ve plastik
endiistrileri olmak iizere birgok alanda kullanilmaktadir. Zarar1 tam saptanamamakla
beraber kozmetik, deri, gida, eczacilik ve bilimsel birgok alanda da tercih
edilmektedir [9].

Arastirmacilar, TiO, fotokatalistinin hem detoksifiye edici hemde antibakteriyel ajan
olmasindan dolayi, deneysel ¢alismalarda etkili ve kullanilabilir oldugu kanisina
varmiglardir [10, 11]. Jukapli ve ark. [12], fotokatalitik yolla, kanser hiicresinin
dezenfeksiyonu ve oldiiriilmesi iizerine titanyum NP’lerinin (TiO2) temel ve ileri

uygulamalari lizerine arastirmalar yapmiglardir.

Bagka bir ¢alismada, TiO, NP’nin belirli konsantrasyonlarinin retinal hastaliklarin
tedavisinde kullanilmasi amaglanmistir. Bu nedenle TiO; nanapartikiiliiniin goze

lokal olarak verilmesiyle gozde toksik olup olmadig: arastirilmistir [13].

Thurn ve ark. [23], TiO; nanopargaciklarinin prostat kanseri PC-3M hiicrelerine



alinmasinda rol oynayan kinetik ve endositik yollarin kantitatif analizi {izerinde

calismislardir.

Metal Oksit NP’leri, spesifik ylizey alana sahip olup kiigiik ebatlara sahiptirler. Bu
Ozellikler metal oksit NP’lerine intrinsik toksisiteye sebep olma ve daha yiiksek
kimyasal reaksiyona girme Ozelligi kazandirmaktadir. Metal oksitler; gidalarin
paketlenmesinde, ila¢ yapiminda, eczacilikta, ila¢ iiretiminde ve veterinerlikte
kullanilmakla beraber, bazi tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesinde de tercih

edilmektedir [14].

ZnO formiiliine sahip olan Cinko Oksit 6nemli bir kimyasal metal oksit bilesigidir
[15]. Hayvan ve insan organlari i¢inde ¢inko &nemli elementlerden biridir ve
yaslanmada apoptotik etkilerde, oksidatif stres ve bagisiklik yanit gibi olaylarda

onemli rol tistlenmektedir [16].

ZnO nano yapih partikiillerin kullaniminda konsantrasyonlari, par¢acik sekli, boyutu,
yiizey alanmi ve fiziko-kimyasal oOzellikleri oldukga etkilidir. Bunlarin yani sira
antimikrobiyal aktivitesine bagli olarak ZnO NP’leri Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)

tarafindan onayl ve antifungal bir madde olarak kullanilmaktadir [17].

Birgok metal oksit arasinda ZnO nanoyapilarinin antibakteriyel aktivitesi ve
biyouyumluluk o6zelligi, fiziko-kKimyasal o6zelliklerine dayanmaktadir. Ancak
ZnO’nun son zamanlarda arastirmalara konu olan toksik etikleri birgok calisma ile
kanitlanmis olup, bu kimyasal ile yapilan genotoksik c¢alismalar giin gectikge
artmaktadir [18].

ZnO NP’leri tekstil alaninda, endiistriyel kaplama alaninda ve ayrica organizmalara
kars1 toksisitesi nedeniyle diinya ¢apinda 6zel ilgi gérmiistiir. ZnO’nun memeli hiicre

hatlari igin toksik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir [19, 20].



NP’lerin sentezi fiziksel veya kimyasal 6zelliklerine bagli olarak son yillarda biiyiik
Ol¢iide artis gostermistir. Buna bagli olarak bu kimyasallarin ¢evresel toksisitesi ile
ilgili bilgiler olduk¢a azdir. Sellami ve ark. [24], oluklu hali kabugunun (Ruditapes
decussatus) 14 giin siire ile ZnO ve Au NP’lerine maruz birakmislar ve sonug olarak

R. decussatus’da solungag ve sindirim bezlerinin zarar gordiigiinii tespit etmislerdir.

ZnO cevresel riskleri ile ilgili endiseler, bu NP’nin farkli alanlarda kullaniminin
cogalmasiyla artmistir. ZnO NP’leri iiretim, nakliye, kullanim ve elden ¢ikarim
asamasinda kacinilmaz olarak ¢evreye yayilmaktadir. Bu sorunla ilgili Hou ve ark.
[25], ZnO NP’lerinin gevre ve organizma iizerindeki etkilerini belirleyebilmek igin
bir calisma yapmislardir. Omurgali ve omurgasiz hayvanlar iizerinde yapilan

deneyler sonucunda, ZnO’nun toksik etkilerine rastlamiglardir.

1.2. Allium cepa ile yapilan genotoksite calismalari

Insanoglu, varolusundan bu yana tarima ilgi duymus ve tarim ile ugrasmistir. Buna
bagl olarak; bitkilerde meydana gelmis veya gelebilecek hasar ve hastaliklarla da
ilgilenmislerdir [26]. 1lk caglarda zararli otlar ve parazit hayvanlar ile baslayan bu
hasarlar, cagimizda yerini insektisitler, herbisitler ve nanopartiikiiller gibi birgok
bitkilere zarar verecek ziraai ilaglara birakmistir. Bitkilerin ve diger canlilarin
DNA’larinda meydana gelen bu etkiye genotoksik etki denilmektedir. Calismalarda,
sitogenetik hasarlar ve DNA hasarinin belirlenmesi i¢in kullanilan parametreler 30

yilt agkin siiredir kullanilmaktadir [27, 28].

Genotoksik testlerde farkli kimyasal ve ziraai maddelerin etkisinin belirlenmesinde
birgok test sistemi kullanilmakla beraber en ¢ok tercih edilen test Allium Testi’dir.
Bu test ilk kez Levan tarafindan 1938’de kolsisinin etkisini saptamak amaciyla
kullanilmustir. lerleyen yillarda bilimdeki gelismelere bagli olarak bu test bazi
modifikasyonlara ugrayip gelistirilmistir [29].

Allium testi, uygulanmasi bakimindan kolay, hizli ve hassas olup net sonuglar elde

edilen ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan onaylanmus bir testtir [30].



A. cepa’nin deneysel olarak kullaniminin birgok avantaji bulunmaktadir [30, 31].

Bunlardan bazilari;
. Az sayida biiyiik kromozomlariin olmasi (2n=16),

. Kok ucu hiicrelerinde; C-mitoz, ECsg, biiyiime, kromozom kiriklart ve

yapisiklik gibi parametrelerin kolayca belirlenebilmesi,

. Okaryot bitki olarak DNA hasarmin kolayca gériilebilmesi,
. Saklama ve kullaniminin kolay olmasi,

. Temininin kolay ve diisiik maliyetli olmasi,

. Cimlenmesinin kolay ve hizli olmas.

El-Ghamery ve Mousa [32], bir fito regiilator ve bitki hormonu olan benziladenin
(BA)’in ve Corek Otu tohumunun A. cepa’nin sitolojisi ve biiylimesi {lizerine olan
etkilerini arastirmislar ve sonu¢ olarak BA’nin Corek Otu ve A. cepa kok ucu
meristem hiicrelerinde toksik etkiye neden oldugunu ve bu toksisitenin farkli gen ve

kromozom varyanslarina sebep oldugunu kanitlamislardir.

Cevresel kirletici olan maddelerin etkilerini saptamak icin yapilan toksikoloji
caligmalar1 son derece 6nemlidir. Bu amagla kullanilan A. cepa ve Lactuca sativa L.
yaygin olarak kullanilan bitkilerdir. Silveria ve ark. [33], bu iki bitkiyi agir metal
olan kadmiyum, sanayi atigi olan Potliner (SPL), DNA-alkilleyici olan
Metansiilfonat’a maruz birakmislar ve sonug olarak her iki bitkinin de kullanilan bu

kirleticilerden agir toksik hasarlar aldigin1 kanitlamiglardir.

1.3. RAPD-PCR yontemi ve yapilan calismalar

Mendel ile baslayan genetik calismalar 1930’lardan sonra biiyiik gelismeler
gbstermis ve bu alan tiimiiyle bir bilim dalma déniismiistiir. Ilk kullanilan basit
tekniklerin yerini molekiiler metotlar almistir. Bu metotlardan en ¢ok ilgi gorenleri
ise molekiiler belirteglerdir. Bu belirtegler, 6zgiil bir genom bdlgesini tanimlamada
kullanilirlar ve genom igerisindeki gen bdlgesi veya bu bdlge icerisindeki DNA

pargalari olarak adlandirilirlar [34]. Bu belirtecler [35-37]:



. Morfolojik belirtegler
. Protein belirtecleri
. DNA temelli belirtecler olarak 3 grupta toplanir.

Bunlardan morfolojik belirtecler, Mendel’in temel ¢alisma prensiplerine dayanilarak

yapilan bitki ve hayvan kalitim deneylerinde kullanilan belirteclerdir [38].

Protein belirtecleri de doku ve kan c¢alismalarinda kullanilirlar fakat siirekli taze

ornek gerekliligi ve polimorfizm niteliginin yetersizliginden dolayr kullanimi azdir
[39].

Son belirte¢ grubu olan DNA temelli belirtecler ise cagimizda en fazla tercih edilen
belirteg olup, ayni tiire ait farkli bireylerde dizi polimorfizminin gozlemlendigi DNA
bolgeleri veya o bolge icerisindeki DNA pargaciklaridir [40].

Kullanilan belirteglerin sagladig1 avantajlardan en 6nemlileri; fazla sayida olmalari
ve c¢evre kosullarina toleranslarinin yliksek olmasidir. Ayrica diger bircok yonteme
bakildiginda molekiiler belirteg¢lerin maliyet bakimindan daha diisiikk olmasi1 da bir

diger avantajdir [41].
Son yillarda biyoloji alaninda kullanilan baz1 molekiiler teknikler ise sunlardir;
. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) [42].
. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) [43].
. Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA (RAPD-PCR) [44].

Bilim adamlar1 polimorfizmin belli bir niikleotid dizisine bagli kalmadan tek bir
primer kullanilarak ortaya konulacagini kesfetmisler ve bu yonteme ‘Rastgele

Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)’ ismini vermiglerdir [45].

RAPD-PCR teknigi, rastgele se¢ilmis bir primer kullanilarak, ¢alisilacak gen dizisi
hakkinda daha 6nceden kazanilmis herhangi bir bilgiye ihtiya¢ duyulmadan, bitki ve
hayvan {izerindeki g¢aligmalarda kullanilmaktadir. Yontemin yaygin kullaniminin

sebeplerinden bazilar1 [46];



* Nispeten uygulamasinin kolay olmast,

Az miktarda ve orta kalitede DNA yeterliligi,

Rastgele bir primer ile calismast,

Herhangi bir genomik bilgiye ihtiyag duyulmamast,
* Otomasyona uyumlu olmast,
* Diisiik maliyetli olmasi.

RAPD-PCR’da kullanilan primer, genellikle 10 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda olup
dekamer veya oligoniikleotid olarak adlandirilmaktadir. Bu primerler, hem birincil
(6n) hemde ikincil (ters) rolii tistlenmektedir. PCR yonteminde, bantlar belirli bir baz

cifti araliginda olurken; RAPD-PCR’da ise belirsiz sekilde uzayabilir [47].
RAPD-PCR kullanim alanlar1 [48];

* Tiir teshislerinde

« Zirai tohum genotiplerinin belirlenmesinde

* Evrimsel ¢aligmalarda

» Adli tip vakalarinda

+ Kalitsal ve yapisal bir¢ok hastaligin teshisinde

* Arkeoloji biliminde kullanilmaktadirlar.

Yapilan baska bir ¢alismada, A. cepa kokii meristem hiicrelerinde, Sunset Yellow
(SY) ve Brilliant Blue (BB) gida katki maddelerinin toksisitesini degerlendirmek i¢in
RAPD-PCR kullanilmis ve c¢alismanin sonucunda test edilen SY ve BB’nin
sitotoksik ve mutajenik potansiyelde olup SY’nin, A. cepa kok hiicrelerine BB’den
daha zararli oldugu RAPD-PCR ile tespit edilmistir [13].

Mahaye ve ark. [8], NP'nin neden oldugu genotoksisitenin mekanizmasini ortaya
cikarmak ve genotoksik etkiye sebep olan NP’leri belirlemek i¢in komet testi ve PCR

caligmalar1 yapmislardir. DNA veya/ve kromozom parcalanmasi veya DNA iplik¢ik



kirilmasimin fiziko-kimyasal ozelliklere (ebat, kaplama, yiizey kimyasi gibi) ve

kirleticilerin varligina bagli oldugunu gostermislerdir.

Bununla birlikte, TiO, ve ZnO’nun A. cepa iizerindeki genotoksik etkileri ile ilgili
bilgiler sinirlidir. Bu ¢alismada, TiO, ve ZnO NP’lerinin farkli konsantrasyonlardaki
genotoksik etkileri farkli primerler tizerinde RAPD-PCR yo6ntemi kullanilarak ilk kez
belirlenmistir. Bu c¢alismada A. cepa kok hiicrelerinde NP’lerin neden oldugu

genotoksik etkilerin arastirilmasi amaglanmistir.



2. MATERYAL VE YONTEM

Calisma, Yozgat Bozok Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,

Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

2.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calismada Kullanilan Cihazi Ismi Calismada Kullanilan Cihazin Markasi
Vorteks DragonlLab
Etiiv Termal
Santrifiij Eppendrof
Vibrator Parcalayici Kontes
Otoklav Niive
Thermal Cycler Infinigen
Thermal Shaker Biosan
Elektroforez Tanki ve Gii¢ Kaynagi Thermo
Jel Goriintiileme Cihazi Sysgene
Nanodrop ActGene




2.2. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Calismada Kullanilan Sarf Malzemelerin
Isimleri

Calismada Kullanilan Sarf Malzemelerin
Markalar1

Mikropipetler

Bitki Izolasyon Kiti
Eppendrof Tiipleri
Mikropipet Uglari
Cam Sise

Agaroz

Etidyum Bromiir
50x TAE Tamponu
6x DNA Yiikleme Boyasi
Marker

KCI

MgCl,

dNTP

DMSO

dH,0O

Primerler

Taq Polimeraz

Nichipet

Qiagen Plant Kit
Isolab

Isolab

Isolab

Sigma Aldrich
Merck

Thermo

Thermo

Thermo (GeneRuller 10 bp Plus)
Thermo

Thermo

Thermo

Thermo

Eau Bi-Distillee
Macrogen

Thermo

Bu calismada 13 primer kullanilmis o

verilmistir.

lup bu primerlerin dizilimi Tablo 2.1°de
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Tablo 2.1. RAPD-PCR’da kullanilan tiim primerlerin; primer dizilimleri, primer

baglanma sicakliklar1 ve G+C yiizdeleri.

Primer fsmi | Primer Dizilimi (5'— 3") | G+C Yiizdesi (%) Prgziﬁglg}ig;a
OpA5 AGGGGTCTTG 60 32
OpA 9 GGGTAACGCC 70 34

OpA 17 GACCGCTTGT 60 32
OpA 20 GTTGCGATCC 60 32
OpB 2 TGATCCCTGG 60 32
OpB 7 GGTGACGCAG 70 34
OpB 9 TGGGGGACTC 70 34
OpB 14 TCCGCTCTGG 70 34
OpB 18 CCACAGCAGT 60 32
OpC 2 GTGAGGCGTC 70 34
OpC 4 CCGCATCTAC 60 32
OpC 5 GATGACCGCC 70 34
OpC 20 ACTTCGCCAC 60 32

2.3. Nanopartikiillerin Coziindiiriilmesi

Daha once yapilan caligmalara gore kullanilan NP’lerin dozlar1 10, 100 ve 1000
ng/ml olarak belirlenmistir. Hazirlanan cozeltiler cam sise igerisinde 25 °C’ye
ayarlanmis ultrasonik cihazina yerlestirilmistir. 20 kHz’de 16 dk ultrasonik cihazda
tutulan ¢ozeltiler oda sicakliginda karekterize olmasi i¢in 18 saat karanlik ortama

brrakilmistir [49].
2.4. Bitki Koklerinin Elde Edilmesi

Organik bir pazardan alinan soganlar, laboratuvar ortaminda optimize edilmis
sartlarda ¢imlendirilmistir. 24 saat sonra soganlar oda sicakliginda (25 °C, 1 atm)

farkli konsantrasyonlarda TiO, ve ZnO bulunan test tiiplerinde 72 saat ¢imlenmeye
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birakilmigtir. Bu siirenin sonunda kontrol ve uygulama gruplarindan deneysel

calismalar i¢in kokler elde edilmistir.
2.5. DNA izolasyonu

Kontrol ve uygulama gruplarindan 72 saat sonunda elde edilen koklerden 0.1 gr
ornekler alinmistir. Kok uclari havan yardimiyla parcalanmistir. DNA izolasyonu
Qiagen Plant Kit prosediiriine gore yapilmistir. Sonug olarak 200 pl saf izolat elde
edilmis ve elde edilen izolat Nanodrop’ta Olclilmiistiir. Ekstratlardaki DNA
yogunluguna gore TAE tamponu kullanilarak DNA yogunluklari 50 ng/uL’ye
seyreltilmistir [50].

2.6. RAPD-PCR ve Kosullar1

DNA’nin rastgele secilmis herhangi bir bdlgesini ¢ogaltmak icin RAPD-PCR
yontemi kullanilmistir. Bunun igin 6nce RAPD-PCR karisimi hazirlanmis ve mini
santrifiij tiiplerine ayni miktarlarda aktarilmustir. Uzerine DNA izolatlar1 ilave

edilmis ve ¢ogaltma islemine gegilmistir [51].

RAPD-PCR karisiminda; PCR tamponu (KCI) 2.5 pl, MgCI, 3 ul, dNTP 2 pl,
DMSO 2 pl, Rastgele se¢ilmis primerler (OpA 9, OpA 17, OpB 7, OpC 20) 1 ul, Taq
Pol. 0.5 pl, izolat (Template) 1 ul ve ddH20 13.5 pl olacak sekilde hazilanmustir.
RAPD-PCR kosullar1 Tablo 2.2. de verilmistir.

Tablo 2.2. RAPD-PCR kosullarini gosteren degerler

No | Asamalar Derece (°C) Siire (dk-sn) Dongii

1 | Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 1dk 1

2 | Denatiirasyon 94 30 sn 45

3 gfifﬁ;aglanma 36 1dk 45
Uzama 72 1dk 45
Son Uzama 72 5 dk 1

Denatiirasyon: DNA sarmalinin birbirinden ayrilmasi i¢in gerekli olan asamadir.

Primer Baglanma Sicakhgi: Primerin tek zincirli DNA’ya baglanmas: i¢in gerekli

olan agamadir.
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Uzama: DNA polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi igin gerekli

olan asamadir.
2.7. Elektroforez Tamponu ve Jel Hazirlanisi

Elektroforez tankinda jelde yiirlitme islemi i¢in, 50x TAE tamponu ¢ozeltisinden 50
ml alinir, tizerine 2450 ml dH,O eklenip 1x’e seyreltilir ve pH 8’e ayarlanir. Olusan

karisim elekrtoforez tankina aktarilir.

Jel i¢in, I1x TAE tamponundan 60 ml alinir ve lizerine 0.9 gr Agarose eklenir.
Karigim mikrodalgada 360 W’da 1 dk sitilir. Kaynayip homojen hale gelen jel
icerisine 16 pl Etidiyum Bromiir eklenir. Jel tablaya dokiiliir, kuyucuk olusmasi igin

tarak takilir ve polimerlesmesi beklenir [51].

2.8. RAPD-PCR Uriinlerinin Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

Daha 6nceden hazirlanip polimerlesen agaroz, jel tanki igerisine alinir. Parafilm veya
steril bir lam tizerine yiiklenecek ornek sayisi kadar 5’er ul DNA yiikleme boyasi
eklenir. Yiikleme islemi i¢in ilk kuyucuga Marker yiiklenir. Ardindan PCR
tirlinlerinden 5’er ul alinip boya ile karisirtirilir ve kuyucuklara yiiklenir. Yiikleme
bittikten sonra 100 W’da 60 dk yiiriitme igslemine gegilir. Yiiriitme sonucunda jel,
Syngene Elektroforez jel goriintileme cihazina yerlestirilir. UV 1s1k altinda
gorlntiiler elde edilir. Kaydedilen goriintiilerin 11k ayarlar1 ve bant analizleri i¢in

ayni cihazin Genetools programi kullanilir.
2.9. Elde Edilen RAPD Profillerinin Degerlendirilmesi

Uygulama gruplart ve kontrol grubu RAPD profilleri bantlarda kayip olup
olmamasina yeni bantlarin olusumuna gore karsilastirilarak puanlama yapilmistir.
Puanlama yapilirken RAPD profilindeki gézlenen farklilik (yeni olusum bant ve bant
kayb1) her bir bant i¢in; varsa ‘1’ yoksa ‘0’ olarak degerlendirilmistir. Genotoksik
tesir, ayrica genomik kalip stabilite (GKS) yilizdeligi (%GTS: Genomic Template
Stability) 100 — 100. (a/n) formiiliine gore hesaplanarak degerlendirilmistir. Kontrol
grubunun GKS yiizdesi 100 olarak kabul edilmistir. ‘n’ degeri kontroldeki toplam
band sayisini, ‘a’ degeri ise muamele edilen her bir numunedeki belirlenmis

polimorfik bant sayisini ifade etmektedir [52].
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3. BULGULAR

Bu calismada, TiO, ve ZnO NP’lerin farkli dozlarinin, ¢imlendirilen sogan
koklerinin meristematik hiicre DNA’sina toksik etkilerini belirlemek igin 13 adet 10
baz ¢iftlik oligoniikleodit (primer) se¢ilmis fakat bunlardan 4 tanesi i¢in uygun
sonuglar elde edilmistir. RAPD-PCR profiline gore bu 4 primerden toplam 140 bant
elde edilmistir. RAPD profilindeki tiim polimorfik bantlarin goriiniimii ise Sekil 3.1-

3.4’te gosterilmistir.

Kontrol grubunun, 4 ayri primer igin incelendiginde molekiiler agirligi 249 bg ile
2440 bg arasinda degisen bantlara sahip oldugu gériilmiistiir. ZnO NP’ uygulanan
gruplarda bant agirliklari dort primerde de 300-1700 bg arasinda degisiklik
gosterirken; TiO, NP’i uygulanan gruplarda bant agirliklart 200-2500 bg arasinda
degisiklik gostermistir (Sekil 3.1-3.4).

Farkli primerlere gore elde edilen Genomik Kalip Stabilite (GKS) degerleri agisindan

elde edilen sonuglar incelendiginde;

OpA 9 primerinde, kontrol grubuyla, 10 mg/ml TiO, uygulanan grup kiyaslandiginda
GKS bakimindan % 25; 100 pg/ml TiO, uygulanan grupla kiyaslandiginda % 37.5;
1000 pg/ml TiO, uygulanan grupla kiyaslandiginda % 50; 10 png/ml ZnO uygulanan
grup kiyaslandiginda % 37.5; 100 pg/ml ZnO uygulanan grupla kiyaslandiginda %
50; 1000 pg/ml ZnO uygulanan grupla kiyaslandiginda % 62.5 oraninda degisim
oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1).

OpA 17 primerinde kontrol grubuyla 10 mg/ml TiO, uygulanan grup kiyaslandiginda
GKS bakimindan % 11.11; 100 pg/ml TiO, uygulanan grupla kiyaslandiginda %
33.33; 1000 pg/ml TiO, uygulanan grupla kiyaslandiginda % 55.55; 10 ug/ml ZnO
uygulanan grup kiyaslandiginda % 22.22; 100 pg/ml ZnO uygulanan grupla
kiyaslandiginda % 44.44; 1000 pg/ml ZnO uygulanan grupla kiyaslandiginda %
66.66 oraninda degisim oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1).

OpB 7 primerinde kontrol grubuyla, 10 mg/ml TiO, uygulanan grup kiyaslandiginda
GKS bakimindan % 22.22; 100 pg/ml TiO, uygulanan grupla kiyaslandiginda %



33.33; 1000 pg/ml TiO, uygulanan grupla kiyaslandiginda % 66.66; 10 ug/ml ZnO
uygulanan grup kiyaslandiginda % 33.33; 100 pug/ml ZnO uygulanan grupla
kiyaslandiginda % 33.33; 1000 pg/ml ZnO uygulanan grupla kiyaslandiginda %
66.66 oraninda degisim oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1).

OpC 20 primerinde kontrol grubuyla 10 mg/ml TiO; uygulanan grup kiyaslandiginda
GKS bakimindan % 28.57; 100 pg/ml TiO, uygulanan grupla kiyaslandiginda %
42.85; 1000 pg/ml TiO, uygulanan grupla kiyaslandiginda % 57.14; 10 ug/ml ZnO
uygulanan grup kiyaslandiginda % 42.85; 100 pg/ml ZnO uygulanan grupla
kiyaslandiginda % 57.14; 1000 pg/ml ZnO uygulanan grupla kiyaslandiginda %
71.42 oraninda degisim oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1).

4 primerle uygulanan TiO; ve ZnO NP’lerin herbir uygulama konsantrasyonlarinda
farkli sayida polimorfik bantlar elde edilmistir. Bu polimorfizm kontrole gore
cogalan bantlarin yogunluklarinin artmasi, azalmasi, bantlarin yok olmasi ya da yeni
bantlarin olusmas1 seklinde olup Tablo 3.2°de gosterilmistir. Yeni bantlarin olusumu

en ¢ok TiO; ve ZnO NP’lerin yiiksek konsantrasyonlarindan elde edilmistir.
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Sekil 3.1. OpA 9 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR profilleri. (1) TiO, 10
pg/ml, (2) TiO; 100 pg/ml, (3) TiO, 1000 pg/ml, (4) ZnO 10 pg/ml,
(5) ZnO 100 pg/ml, (6) ZnO 1000 pg/ml, (M) Marker, (C) Kontrol
Grubu, (N) Negatif Kontrol.
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GRS B

Sekil 3.2. OpA 17 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR profilleri. (1) TiO,
10 pg/ml, (2) TiO, 100 pg/ml, (3) TiO, 1000 pg/ml, (4) ZnO 10 pg/ml,
(5) ZnO 100 pg/ml, (6) ZnO 1000 pg/ml, (M) Marker, (C) Kontrol
Grubu, (N) Negatif Kontrol.
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| |

M 1 2 3 4 5 6 CN

Sekil 3.3. OpB 7 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR profilleri. (1) TiO, 10
ug/ml, (2) TiO, 100 pg/ml, (3) TiO, 1000 pg/ml, (4) ZnO 10 pg/ml,
(5) ZnO 100 pg/ml, (6) ZnO 1000 pg/ml, (M) Marker, (C) Kontrol
Grubu, (N) Negatif Kontrol.
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Sekil 3.4 OpC 20 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR profilleri. (1) TiO, 10
ug/ml, (2) TiO, 100 pg/ml, (3) TiO, 1000 pg/ml, (4) ZnO 10 pg/ml,
(5) ZnO 100 pg/ml, (6) ZnO 1000 pg/ml, (M), Marker, (C) Kontrol
Grubu, (N) Negatif Kontrol.
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Tablo 3.1 TiO, ve ZnO’ya maruz birakilan A. cepa koklerinden elde edilen DNA ile

uygulanan

RAPD-PCR

sonucu

saptanan

polimorfik  bandlardan

yararlanarak hesaplanan genomik kalip stabilitesi (GKS) yilizde degerleri

Kontrolden farkli olarak gézlenen polimorfik band
yiizdeleri
: Kontrol :
Primerler (%) TiO; Zn0O
10 100 1000 10 100 1000
pug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
OpA9 100 25 37.5 50 37.5 50 62.5
OPA 17 100 11.11 | 33.33 | 5555 | 2222 | 4444 | 66.66
OpB 7 100 22.22 | 3333 | 66.66 | 33.33 | 33.33 66.66
OpC 20 100 2857 | 4285 | 57.14 | 4285 | 57.14 | 7142
Tablo 3.2. TiO, ve ZnO’ya maruz birakilan A. cepa koklerinden elde edilen

DNA’nin her bir primere ait RAPD profillerinin kontroldeki band

sayilar1 ve uygulama gruplarinin kontrolle kiyaslanmasi sonucunda elde

edilen polimorfik band sayilari

Kontrolden farkli olarak gdzlenen polimorfik band
Kontrol sayist
Primerler grubundaki
toplfl:\m bant Tio, 7n0
sayratt 10 100 | 1000 | 10 [ 100 | 1000
pug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
OpA9 8 2 3 4 3 4 5
OPA 17 9 1 3 5 2 4 6
OpB 7 9 2 4 6 3 3 6
OpC 20 7 2 3 4 3 4 5
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4. TARTISMA VE SONUC

Nanoteknolojinin artan kullanimi, NP’lerin ¢evreye salinmalarini arttirmistir.
NP’lerin memeli ve insan hiicre dizileri lizerindeki sitotoksisitesi lizerine ¢alismalar
olmasina ragmen, bitki hiicrelerindeki NP’lerin genotoksik ve sitotoksik etkileri
tizerine calismalar oldukca azdir. Tiiketici iirlinlerinde TiO, ve ZnO NP’lerin artan
kullanimi, ¢evreye yayilmasini da arttirmaktadir. TiO, ve ZnO NP’lerin ¢evresel

etkileri de hizla genisleyen bir arastirma alanini olusturmaktadir.

Kumari ve ark. [53], A. cepa'nin kok ucu hiicrelerinde giimiis NP’lerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini arastirmiglardir. Gilimiis NP’lerin  bitki sistemine niifuz
edebilecegini ve kromatin kopriisiine, kromozom yapiskanligina, metafaz
rahatsizligina, ¢coklu kromozomal kirilmalarina sebep olabilecegini gostermislerdir.
Mangalampalli ve ark. [54], A. cepa'y1 MgO nano- ve mikropargaciklarinin artan
konsantrasyonlarini (12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL) toksikolojik etkisini degerlendirmek
i¢in kullanmiglardir. Toksisite, A. cepa kok ucu hiicrelerinde komet testi ve oksidatif
stres analizi yapilarak belirlenmistir. Baska bir ¢alismada, A. cepa kok hiicreleri
tizerinde krom (III) oksit (Cr,03) nanopargaciklarinin sitogenetik etkileri
degerlendirilmistir. A. cepa kok uglarinin gesitli konsantrasyonlardaki Cr,0; NP'ye
maruz kalmasi sonucunda genotoksik etki saptanmistir [55]. Bu ¢alismalar, NP’lerin
cevresel riski degerlendirme c¢alismalar1 i¢in A. cepa'nin basarili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermistir.

Agir metalle kirlenmis toprakta yasayan bitkilerin DNA’ya bagli genotoksisite
hasarin1 tespit etmek i¢in, RAPD teknigi bir¢ok calisma i¢in kullanilmistir. Bir
caligmada, topraktaki kadmiyum’a (Cd) maruz kalan arpa fidanlarinda molekiiler
acidan ve populasyon diizeylerinde meydana gelen degisiklikler arastirilmustir.
RAPD analizlerinde, % 60-70 GC igerigine sahip dokuz adet 10-b¢ RAPD primeri
kullanilarak polimorfik bant desenleri olusturdugu ve 144-2639'luk b¢ toplam 129
RAPD fragmani iirettigi ve eksik bantlarin olustugu tespit edilmistir. RAPD
tarafindan saptanan DNA polimorfizmleri, bitkilerde Cd stresinin genotoksik
etkilerinin saptanmasi i¢in uygun bir biyolojik belirte¢ olarak uygulanabilecegi

ortaya konulmustur [56]. Baska bir calismada Cenkci ve ark. [57], iki herbisidin [2,4-



diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 3,6-dikloro-2-metoksibenzoik asit] fasulye
koklerinde genotoksik potansiyelini degerlendirmislerdir. 96 saatlik biiylime
stiresinin sonunda, kok biiylimesi, toplam ¢0ziinebilir protein icerigi, hiicrelerde
DNA hasar1 ve RAPD kullanilmistir. Komet degerleri ve DNA fragmantasyonu doza
bagimli olarak artmistir. Gorlinen ve/veya kaybolan RAPD bantlarinin, doza bagimli

olarak DNA polimorfizmini olusturdugu tespit edilmistir.

Ghodake ve ark. [58], yaptiklar1 bir ¢alismada, A. cepa koklerinde kobalt ve ZnO
NP'lerinin fitotoksisitesini arastirmiglardir. Kobalt ve ZnO NP'lerinin A. cepa'nin
hidroponik (suya koyup c¢imlendirme) kiiltiiriinde, bitkinin kok uzamasi, kok ve
hiicre morfolojisi tizerindeki etkileri ve bu partikiillerin adsorpsiyon potansiyeli
belirlenmistir. ZnO NP'lerin hem hiicresel hem de kromozomal yapilarda ciddi
birikimi yiiziinden hasarlara neden oldugu gosterilmistir [58]. Baska bir ¢alismada
ise A. cepa'nin kdk hiicreleri iizerindeki ZnO NP'lerin mitotik indeks (MI),
mikroniikleus indeksi (MNI), kromozomal sapma indeksi (CSI) ve lipid
peroksidasyonu {izerine etkileri ortaya konulmustur. Sonu¢ olarak, ZnO NP'lerinin
genotoksik ve sitotoksik ajan olabilecegi gosterilmistir [59]. Bu ¢alismada, A. cepa
kok hiicrelerinin DNA’s1 {izerine artan dozlarda TiO, ve ZnO NP’leri kullanilmus,
belirlenen dozlar DNA bant profillerinde énemli degisimlere neden olmustur. En

fazla etkinin oldugu doz 1000 ug/ml olarak tespit edilmistir.

Baska bir calismada, bitkilerde ve insan lenfositlerinde TiO, NP’lerine maruz
kalmanin etkileri arastirilmistir. TiO, nanopargaciklarinin genotoksisitesi, komet
analizi ve DNA Ladding (izolasyon) teknigi kullanilarak degerlendirimistir. A. cepa
ve Nicotiana tabacum'daki TiO, NP’lerinin bitki DNA'sina zarar verici potansiyeli,
komet analizinde ve DNA laddering deneylerinde dogrulanmistir. Yapilan ¢aligmada,
hem bitkilerde hem de insan lenfositlerinde TiO, nanoparcaciklarinin genotoksik
oldugu gosterilmistir [60]. Bu ¢alismada, TiO, ve ZnO NP’lerine maruz kalmis kok
hiicrelerinin kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki genetik farkliliklar RAPD-PCR
ile tespit edilmis olup bantlarin molekiiler agirliklar1 ve bant sayilar1 agisindan

farkliliklar1 ortaya konulmustur.
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Liu et al. [56], DNA’da meydana gelen degisiklikleri tespit edebilmek icin RAPD
tekniginin klasik genotoksik testlerden daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.
Caligmalarinda arpa (Hordeum) bitkisini, 10 giin boyunca, 10, 20, 40 mg/L
dozlarinda kadmiyum kloriir’e (CdCl;) maruz birakmislardir. Benzer sekilde Cenkci
ve ark. [57], dicamba ve fasiilye tzerindeki 2,4-D'nin genotoksik etkilerini
degerlendirmek i¢in 15 dekamer primeri kullanmis ve primer basina ortalama 8.46
bant elde etmis ve Al-Qurainy [61], agir metallerin genotoksik etkilerini incelemek
i¢in 16 dekamer primeri kullanmistir. Eruca sativa’da primer bagina ortalama 4 bant
elde etmistir. Sonuglarimiz, daha 6nceki caligmalarla benzer olup ekotoksikolojik
aragtirmalar i¢in yaygin olarak kullanilan RAPD-PCR yontemi, giivenilirligi,
hassasiyeti ve tekrarlanabilirliligi ve mutasyonlardan kaynaklanan DNA
degisikliklerini tanimlama potansiyeline sahip olmasindan dolayr bu calisma i¢in
kullanmilmistir. Calismada kullanilan TiO, ve ZnO NP’lerin uygulama dozlarinin
kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, DNA iizerinde hasarlar iirettigi, RAPD
profillerindeki belirgin degisiklikler, normal bantlarin kaybolmasi ve yeni bantlarin

ortaya ¢ikmasiyla ortaya konulmustur.

Bu calisgmadan elde edilen DNA profillerindeki farkliliklar, oligoniikleotid sentez
bolgelerindeki  degisikliklerden, farkli kromozomal diizenlemelerden, nokta
mutasyonlarindan, DNA tek ve c¢ift iplik kopmalarindan, primer baglanma
bolgelerindeki DNA-protein yanlis ¢apraz baglarindan, modifiye edilmis bazlardan
veya biiyiik delesyonlardan dolay olusabilmektedir [62-64]. Daha 6nceki ¢alismalara
gore, bu ¢alismada da TiO; ve ZnO NP’lerin molekiiler etki mekanizmasi, 6zellikle
DNA tek ve cift iplikcik kirilmalarina ve kromozomal anomalilerine, bunun
sonucunda dokuda apoptoz veya nekroz olusumuna, oksijen radikallerinin artigina
veya ara reaktif maddelerinin olusumuna ve bunlarin sonucunda DNA yapisinda

genotoksik hasara neden olabilmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan TiO; ve ZnO NP’lerin A. cepa kok uglarinda RAPD-PCR
profillerinde meydana gelen degisiklikler, kontrol grubuna Kkiyasla bant
yogunlugunda varyasyon, normal bantlarin kayb1 ve yeni bantlarin ortaya ¢ikmasini
icermektedir. Buna ek olarak, degisikliklerin etkisinin kullanilan NP’lere ve doza

bagli oldugu tespit edilmisir. Bu sonucglar, genomik sablon yapis1 (RAPD
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profillerindeki degisiklikleri yansitan niteliksel bir dlgiimii), en yiiksek doza sahip
NP’lerden 6nemli 6l¢iide etkilendigini gostermistir. Bu nedenle, RAPD analizi ile
tespit edilen DNA polimorfizmleri, ¢cevre toksikolojisi i¢in bir arastirma araci olarak
ve bitkiler tizerindeki NP’lerin genotoksik etkilerinin saptanmasi i¢in yararli bir

biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegini géstermektedir.
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