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Nanopartikiiller (NP) dogada yaygm olarak bulunmaktadir. Ornegin tiim biyolojik
sistemlerde var olan proteinler gibi metal oksit nanopartikiilleri de kolaylikla
iretilebilmektedir. Benzersiz manyetik  O6zelliklere sahip olan demir oksit
nanopartikiilleri (Fe;O3 NP) birgok biyomedikal, biyomiihendislik ve in vivo
uygulamalarda, doku onarimi da dahil manyetik rezonans goriintilleme, immunoassay,
ilag dagitimi, hipertermi ve biyolojik sivilarin detoksifikasyonu igin yiiksek bir
potansiyele sahiptir. Nanopartikiiller; gesitli yiizey modifikasyonuna sahip olmasina
ragmen biyolojik olarak parcalanamayan biyouyumlu maddelerdir. Ancak
nanopartikiillerin  toksik potansiyeli hala ©Onemli bir husustur. Bu nedenle

nanopartikiillerin etkilerini 6grenmek i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gereklidir.

Bu c¢alismada Fe,O3’in farkli formlarmin (<50 nm, <100 nm ve iyonik) muhtemel
genotoksik etkisi Drosophila melanogaster’de (D. melanogaster) kanat somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ve Allium test yontemi kullanarak
belirlenmesi amaclandi. SMART yontemi i¢in, genomlarinda cekinik flare (flr3) ve
coklu kanat kili (mwh) genlerini tasiyan {igiincii evre transheterozigot larvalar s6z
konusu Fe,O3’tin NP ve iyonik formunun dort farkli konsantrasyonu (1mM, 2 mM, 5
mM ve 10 mM ) ile kronik olarak beslenmistir. S6z konusu Fe,O3’lin genotoksik
etkileri, larvalarin kanat imajinal disk hiicrelerinde meydana gelen genetik degisimlerin

sonucunda olusan mutant trikomlara gore degerlendirildi. <100 nm NP ve iyonik form



uygulamasinda toplam klonlarda genotoksik etki gozlenmezken; <50 nm Fe,O3
NP’iiniin 1 ve 10 mM’lik konsantrasyon uygulanmasi ile elde edilen sonuglarda toplam

klonlarda genotoksik etki gozlenmistir.

Allium test hizli, giivenilir, uygulanmasi kolay ve ekonomik bir test sistemidir. Ayrica
prokaryotik veya Okaryotik canlilarla yapilan diger, alternatif kisa donem toksisite test
sistemleriyle iyi bir korelasyon gostermektedir. Fe,O3’in farkli formlarinin (<50 nm,
<100 nm ve iyonik) Allium cepa (A. cepa) kok ucu hiicrelerindeki mitoz béliinme ve
kromozomlar iizerine olan etkileri incelendi. <100 nm Fe;O3 NP’ii i¢in Allium kok
biiyiime inhibisyon testinde ECsy degeri 5 mM olarak belirlendi ve Fe,O; NP’{iniin
0,5XECs0, ECsp and 2xECsg konsantrasyonlart sogan kok hiicrelerine uygulandi. Distile
su ve metil metan siilfanat (MMS, 10 ppm) sirasiyla negatif ve pozitif kontrol grubu
olarak kullanildi. A. cepa’nin hiicre dongiisti 24 saat oldugu i¢in uygulama siiresi 24 ve
96 saat olarak belirlendi. <50 nm Fe;O3; NP ve iyonik formunun uygulama siiresi 4 saat
olarak belirlendi. Mitotik indeks ve mitotik faz frekanslar1 her bir konsantrasyon ve siire
icin ayr1 ayr1 hesaplandi. <100 nm boyutundaki Fe,O3; NP’iiniin mitotik faz
frekanslarina etkisi incelendiginde kontrol grubuna gore 24 saatlik uygulamanin 5
mM’lik konsantrasyonu, 96 saatlik uygulamanin ise tim konsantrasyonlarinin faz
frekanslar istatiksel agidan anlamli bulundu. Ayrica <50 nm Fe,O3 NP’{iniin ve iyonik
formunun 4 er saatlik uygulamalarinin ise tiim konsantrasyonlarinin faz frekanslar
istatiksel agidan anlamli bulundu. Anafaz telofaz hiicrelerinde kalgin kromozom,

bozulmus anafaz telofaz, yapisiklik ve anafaz kopriisii gozlemlendi.

Komet testinde; Fe,O3 NP’iiniin <100 nm boyutunun 24 ve 96 saat’lik uygulama
sliresine ve konsantrasyon artigina; <50 nm boyutunun ve iyonik formunun 4’er saatlik
uygulamanin konsantrasyon artigina bagli olarak DNA hasarindaki artis istatistiksel

acidan 6nemli oldugu bulundu (p<0,05).

Sonug olarak ¢alismamizda kullanilan test sistemlerinde, Fe;O3’iin <50 nm boyutunun
<100 nm boyutu ve iyonik formuna gore genotoksisiteyi indiikledigi gozlendi. NP ve
iyonik formu kiyaslandiginda kiigiik boyutlu ve genis yiizeye sahip olan maddelerin

daha toksik oldugu sonucuna varilmistir.



Anahtar Kelimeler: Fe,O3 Nanopartikiil, SMART, Drosophila melanogaster, Allium

Test, Komet Test, Genotoksisite.
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INVESTIGATION OF GENOTOXIC POTENTIAL OF VARIOUS SIZES Fe,03
NANOPARTICLES WITH Drosophila Melanogaster SOMATIC CELLS AND
ALLIUM TEST METHODS
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Afyon Kocatepe University
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Nanoparticles are found very common in nature. For instance, proteins exist in almost
all biological systems and metal-oxide nanoparticles are easily produced etc. Iron oxide
nanoparticles with unique magnetic properties have a high potential to use in several
biomedical, bioengineering and in vivo applications, including tissue repair, magnetic
resonance imaging, immunoassay, drug delivery, detoxification of biologic fluids, cell
sorting, and hyperthermia. Although various surface modifications are being done for
making these nonbiodegradable nanoparticles more biocompatible. But their toxic
potential is still a major concern. Therefore, it is necessary to use further examination

assay systems in order to check nanoparticle’s effects.

In this study, genotoxic potential of <50 nm, <100 nm Fe,O3 nanoparticles and ionic
form were investigated by using Allium test, Comet Assay and wing somatic mutation
and recombination test (SMART). In SMART assay, Flare-3 virgin females and mwh
males were crossed to get transheterozygous larvae. Different concentrations (1mM, 2
mM, 5 mM and 10 mM) of nanoparticles and ionic form were fed to transheterozygous
larvae. No significant genotoxic effect was observd in <100 nm nanoparticles and ionic
form while <50 nm Fe,O3 nanoparticles showed genotoxicity at 1 mM and 10 mM

concentrations.



A. cepa root meristems were exposed with five doses (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 mM) of <
50 nm and ionic form for 4 hour and three doses (2,5, 5, 10 mM) for <100 nm of Fe;03
nanoparticles for 24 and 96 h. MMS and distilled water were used as a positive and
negative control respectively. Mitotic index and mitotic phase frequencies were
calculated separately for each concentration and duration. Effect on mitotic phase of
<100 nm of Fe,O3 nanoparticles for 24 at 5 mM concentration was observed while there
was the statistically significant effect for 96 h at all concentrations of <100 nm of Fe,O3
nanoparticles. Similarly, <50 nm of Fe,O3 nanoparticles and ionic form also showed

statistically significant effect on mitotic phase frequencies for all concentrations at 4 h.

Comet assay results showed time and concentration dependent increase in <100 nm
nanoparticles at 24 and 96 h. Similarly, application of <50 nm nanoparticles and ionic
form for 4 h also showed DNA damage as the concentration increased and it was found
statistically significant (p <0.05).

Consequently, the <50 nm of Fe,O3 was found toxic compared to 100 nm Fe,O3 and
ionic form. It could be deduced that nanoparticles especially <50 nm, were more

genotoxic because of its smaller size and large surface area.

Keywords: Fe,O3; Nanoparticles, SMART, Drosophila melanogaster, Allium test,

Comet test, genotoxicity.

2016, xiii+ 72 pages
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A. cepa Allium cepa

DNA Deoksiriboniikleik asit

fIr3 Cekinik flare geni

mwh Coklu kanat kili geni
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HCI Hidroklorik asit

EMS Etil Metan Siilfonat
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1. GIRIS

Gliniimiizde teknoloji, insanoglunun ihtiyaclarim1 karsilamak igin siirekli gelismektedir.
Bu gelismelerden biri de boyutlarin kiigiiltiilmesiyle baslayanve malzemelerin
ozelliklerini iyilestirmeye yonelik olan “nanoteknoloji’dir (Akdogan ve Kiiciikyildirim

2006).

Nanoteknoloji, malzemelerin nanometre boyutlarinda islenerek pek ¢ok farkli 6zellik
kazanmalarin1 saglamistir. Bu 6zellikler, malzemelerden yeni nano iiriinler iiretimine

izin vermistir (Dogan ve Basal 2009).

Boyutlart 100 nm ve 100 nm’nin altinda kalan pargaciklarna NP olarak
tanimlanmaktadir.  Bu  partikiiller = nanoboyutlu = malzemelerin,  dolayisiyla
nanoteknolojinin temelini olusturmaktadirlar (Miller et al. 2004). NP’ler diger
endiistriyel malzemelerden sahip olduklari spesifik 6zellikler sebebiyle farkli ve iistiin
kabul edilmektedirler. Bu ozellikler temel olarak, kuantum boyut etkileri, ylizey
atomlarmin benzeri olmayan karakterleri, yiiksek yiizey/hacim orani ve elektronik

yapilariin boyut bagimliligi olarak belirtilmektedir (Liveri 2006).

NP’lerin tim o©zellikleri boyutlarindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle ayni NP’iin
farkli nano boyutlar1 farkli biyolojik etkiler yaratacaktir. Sonra ise kimyasal bilesenleri
ve fiziksel cevresi farkli etkilere sebep olmaktadir. Hem kimyasal hem fiziksel
ozellikler dinamiktir ve partikiilin ge¢misi ve lokal ¢evresi ile ilgili anahtar bilgiler
verebilmektedir. Bu bilgiler hem NP ilk elde edildiginde hem de uygulamalar
yapildiginda 6nemlidir (Aksakal 2014).

Son yillarda piyasada NP’lerle ilgili ticari, kisisel, medikal ve askeri alanlarda ayr1 ayri
kullanilan 200 den fazla tiiketimde kullanilan {iriin yer almaktadir Giines kremleri,
tekstil, spor malzemeleri, veteriner ilaglar1 ve kozmetik de dahil olmak {izere su anda
piyasada mevcut yiizlerce nanoteknolojik iiriin vardir ((Brumfiel 2006, Griffith et al.
2007).



Fe,O3 NP’li dort kristal yapiya sahiptir (Sakurai et al. 2009). Kristal yapida olan ve
uygulama alani bulanlar a-Fe,O3 (hematit) ve y-Fe,O3’tlir (Apte et al. 2007). Diger
kristal yapilar1 ise (€-Fe,O3 ve PB-FeyOs) kararsiz olduklarindan uygulama alani

bulamazlar.

Bilinen en eski Fe oksit minerali olan o-Fe,O3 kaya ve toprakta yaygin olarak
bulunmaktadir. Son derece kararli olan a-Fe;Os, diger demir oksitlerin
transformasyonlarinin son halidir. Kirmiz1 kan hiicrelerinde 6nemli bir pigmenttir.
Hematit; demir (III) oksit, demir oksit, kirmiz1 toprak boyasi ve bobrek cevheri olarak
da adlandirilmaktadir. y Fe;O3 (maghemit) NP kirmizi-kahverengi renge sahiptir.
Katyon eksikligi olmaksizin ferromanyetik ve izostriiktiirel 6zellige sahiptir (Cornell
and Schwertmann 2003). Trafik, sanayi ve enerji istasyonlarindan emisyon olarak
olusturulabilecegi gibi genis ¢aptaki uygulamalar i¢in kimyasal olarak da iiretilmektedir

(Karlsson et al. 2008, Faraji et al. 2009).

Nanopartikiillere; icme suyunun icilmesi, gida katki maddelerinin yenmesi, cilt temast,
teneffiis, ve miihendislik nanomalzemelerin enjeksiyonu ile maruz kalinabilmektedir
(Oberdorster et al. 2005). NP’ler gevreyi ii¢ sekilde etkileyebilir: mikroorganizma,
omurgasizlar, baliklar ve diger canlilar lizerinde (i) dogrudan etki; (ii) kirletici
maddelerle etkilesimi ve (iii) cansiz ¢evre yapilarinin degisimi (Lead and Smith 2009)

ile etkileyebilir.

Nano {irtinlerin bircok alanda kullaniminin yaninda, insan saglii ya da gevreye
olabilecek =zararli etkileri heniiz acikliga kavusturulamamistir. Her ne kadar
nanoteknolojik trlinler pazarda yerini alsa da toksik yan etkileri hakkinda bilgi ve
literatiir sinirhidir (Logotheidis 2006). insanlarda bu parcaciklarin akciger, bagirsak ve

hatta deri yolu ile kolaylikla kana karisabildigi bilinmektedir (Hoet et al. 2004).

SMART genotoksisite ve antigenotoksisite ¢alismalarinda kullanilan bir yontemdir ve
bu test sisteminde meyve sinegi olan D. Melanogaster kullanilmaktadir. Sinek
proteinlerinin yarist memeli proteinleri ile benzer dizilim gosterdiginden dolayi; son

yillarda yapilan bir¢ok c¢alisma, insan hastaliklarinda D. melanogaster’in model



organizma olarak tercih edilmektedir. insan hastaliklarinda belirlenen genlerin %
60’mndan fazlas1 Drosophila genleri ile benzerdir. Boylelikle; insanlarda meydana gelen
mutasyon, amplifikasyon veya delesyon ile degisime ugrayan 287 civarinda gen
Drosophila ortologudur. (Potter et al. 2000). Kansere hassas olan memeli hiicreleri,
Drosophila imajinal diskleri ile biyolojik olarak benzerlik gostermektedir. Sinek ve
memeli hiicre dongiisii hem genel organizasyon hem de molekiiler bakimdan benzerdir.
Gelisimsel siklinler (A-, B- ve E- tip) ve onlarin siklin bagimli kinaz partnerleri sinek
ve insan arasinda oldukg¢a korunmustur (Potter et al. 2000). Bu nedenle Drosophila

kanser ¢alismalarinda 6zellikle tercih edilmektedir.

Mutajenite calismalarinda bitkilerin kullanimi ilk defa Levan (1938) tarafindan
kolsisinin Allium cepa (A. cepa) kok hiicrelerinde ig ipliklerinin dagilmasina ve
poliploidiye yol actigin1 gdstermesiyle baslamistir. A. cepa ¢esitli kimyasallarin toksik
etkisinin Dbelirlenmesinde olduk¢a sik kullanilan bir materyaldir. Allium test;
toksisitenin izlenmesi i¢in uygun olan test sistemlerinden biridir ve bir¢cok laboratuarda
kullanilmaktadir. Soganlarin saklanmasi ve kullanilmas: olduk¢a kolaydir ve kok ucu
hiicreleri makroskobik (biiylime, ECsp) ve mikroskobik parametreler (c-mitoz,
yapisiklik, kromozom kiriklari) ig¢in uygun bir sistem olusturur. Ayrica Allium testinin
sonuglart Okaryotik ve prokaryotik diger test sonuglari ile iyi bir korelasyon
gostermektedir (Fiskesjo 1985).

Komet testi diisiik seviyelerdeki DNA (Deoksiriboniikleik asit) hasarimi bile
belirleyebilmesinden dolayr diger yontemlere gore daha avantajlidir (Dhawan et al.
2009). Ornek bagina hiicre sayisinmn azhigi, diisiik maliyet, uygulama kolaylig1 ve kisa
sirede c¢aligmanin tamamlanabilirligi agisindan da avantaji fazladir. Buna ek olarak,
hiicrelerin hemen hemen her tiirii tizerinde ¢alisma yapilabilmektedir. Metot oncelikle
alkali ortamlarda uygulandigi i¢in alkali komet analizi ya da alkali tek hiicre jel
elektroforez seklinde kullanilmistir. Ancak son yillarda, N/N (Notr gevseme/Notr
elektroforez) ve A/N (Alkali gevseme/Notr elektroforez) seklinde de uygulanmaya
baglanmistir (Lin et al. 2007). Metodun alkali versiyonu, A/A (Alkali gevseme/Alkali
elektroforez, pH 13) DNA’nin ¢ift ve tek sarmal yapida olan hasarlarin1 6lgmek i¢in
kullanilmaktadir (Gichner and Plewa 1998, Lin et al. 2007). Sadece genotoksik ve



mutajenik maddeler degil, ayn1 zamanda oksidatif stres de DNA {izerinde hasar
olusturdugundan, bu caligma konular i¢cinde de yer alabilecek 6nemli bir yontemdir

(Achary et al. 2008, Dikilitas et al. 2009).

Bu ylizden ¢alismamizda NP’lerin muhtemel genotoksik etkisini degerlendirmek
amaciyla genotoksisite test yoOntemlerinden olan kanat somatik mutasyon ve

rekombinasyon testi (SMART) ve Allium test yontemi kullanildu.



2. LITERATUR BILGILERI

Son yillarda nanoteknoloji alaninda meydana gelen gelismeler, NP’lerin
sentezlenmesine, karakterizasyonuna, fonksiyonel hale getirilmesine ve farkh
alanlardaki uygulamalarda kullanilmasina imkan tanimaktadir (Moghimi 2001, Curtis
2001, Panyam 2003). Nano boyuttaki Fe,;O3 partikiilleri yaklasik 40 yildir in vitro tan
calismalarinda kullanilmaktadir (Gupta 2005). Fe,0;3 NP’leri uygulamalarda en ¢ok
tercih edilen manyetik partikiiller arasinda yer almaktadir. Basta maghemit (y-Fe,0O3)
olmak tizere birgok demir oksit partikiilii lizerine yapilan ¢alisma bulunmaktadir (Babes

1999).

Fe,O3; (manyetik) NP’ii hiicresel etiketleme icin biyomedikal alanda, ilag iletimi ve
katalizor olarak endiistri alaninda kullanimi giderek artmaktadir. Ancak, insan sagligini

ve ¢evreyi olumsuz etkilemesinin yani sira toksik etkide gdstermektedir (Hu et al.

2012).

Toksikolojik  calismalar mikrometre boyutu ile NP boyutu (<100 nm)
karsilastirildiginda NP’lerin insan saglhigi iizerinde daha fazla toksik oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte bu bilgi her farkli kimyasal kompozisyon ve NP i¢in
gecerli degildir. Ornegin; Fe,Os, Fes0s TiO; ve CuO’in nano ve mikrometre
parcaciklarinin toksik etkisi karsilagtirilmistir. Partikiiller A549 insan hiicre hattinda,
hiicre 6liimii, mitokondriyal hasar, DNA hasar1 ve oksidatif DNA lezyonlarinin
olusumuna sebep olmustur. Bu ¢alisma; CuO NP’lerinin CuO mikrometre boyutuna
gore ¢ok daha toksik oldugunu gostermistir. Clinkii CuO NP’leri mitokodri iizerinde
daha fazla etki gostermektedir. TiO; kristal yapisindan dolayr mikrometre pargaciklari
NP’lerine gore daha fazla DNA hasar1 meydana getirmistir. Demir oksitler diisiik
toksisite gostermesinin yani sira farkli partikiil boyutlar1 arasinda net bir fark
gostermemistir. Sonug olarak her NP mikrometre boyutundan daha toksik degildir
(Karlsson et al. 2009).

Fe,O3 NP’li gidanin maruz kaldigi depolama kosullarini, kiigiik organik molekiilleri,
gazlart ve mikroorganizma kontaminasyonunu gosteren belirteclerin {iretiminde

kullanilabilmektedir (Polat ve Fenercioglu 2014).



Yapilan bir calismada, DMSA (Dimerkaptosiiksinik asit) kaplanmis Fe,O; NP’{iniin
Caenorh abditiselegans iizerinde farkli deney sistemleri kullanilarak olas1 dldiirticiiliigi,
gelistirme, tiireme, hareket davramisi, yutak pompalama ile diskilama, bagirsak
otofloresans ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretimi iizerine etkisi ¢alisilmig. 24 saat
boyunca 50 mg/L’den fazla konsantrasyonlarda L4-larva iizerinde olumsuz etkiler
olusturdugu saptanmistir. L1-larva evresinden yetiskin olana kadar olan siiregte, 500
mg/L den fazla konsantrasyon uygulama sonucunda olumsuz etkiler ortaya ¢ikmustir.
Ll-larva evresinden yetiskinliginin 8. gilinline kadar olan siiregte 100 mg/L
konsantrasyon uygulama sonucu olumsuz etkiler ortaya c¢ikmistir. Bu ii¢ farkh
uygulama sonucunda ROT’nin iiretimi, oOldiriiciiliigli, gelistirme, lireme, hareket
davranisi, yutak pompalama ile diskilama, bagirsak otofloresans iizerine olumsuz etki

yarattig1 lineer regresyon tarafindan teyit edilmistir (Wu et al. 2012).

Wang vd. (2009)’nin yapmis oldugu ¢alismada Fe;O3 NP’ niin LDsy dozu belirlenmis;
hemoliz, mikronukleus ve hiicre canlilig1 testleri uygulamistir. 20 ile 100 nm arasindaki
Fe O3 ve As;O3 / Fe;03 NP’lerinin fareler tizerindeki LDsp dozunun 5 g/kg’dan daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Dort hafta sonrasinda NP’lerin saglikli domuz karacigeri
tizerine enjeksiyonun ardindan serum aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz,
serum {iire nitrojen ve krom diizeylerinde anlamli bir farklilik bulunmamigtir. Tim
gruplarda belirgin patolojik degisiklikler gozlenmistir. Alternatif manyetik alana maruz
birakildiktan sonra tiimorlerin inhibisyon orani kontrol grubunda nanlamli olarak farkl
oldugu (sirastyla % 68,74 ve % 82,79; P<0,01) ortaya konmustur. Tedavi gruplarindaki
farelerin tiimdrleri nekroz olurken, normal dokular1 ve organlarinda herhangi bir

farklilik gézlenmemistir.

Singh vd. (2013)’nin yapmis oldugu c¢alismada disi Wistar fareleri iizerine 30 nm
Fe,O3- NP’ii ve iyonik formdaki Fe,O3’tin genotoksisitesi degerlendirilmistir. Fareler
oral yoldan 500, 1000 ve 2000 mg/kg doz ile muamele edilmistir. Komet testinde
16kositler 6, 24, 48 ve 72 saat; mikroniikleus testinde periferal kan hiicreleri 48 ve 72
saat kemik iligi 24 ve 48 saat; kromozomal aberasyon testinde 18 ve 24 saat muamele

edilmistir. 6, 24, 48 ve 72 saat uygulamalardan sonraki Fe’nin biyolojik dagilimi



karaciger, dalak, bobrek, kalp, beyin, kemik iligi, lirin ve diskis1 atomik absorpsiyon
spektrofotometre ile Olglilmiistiir. Komet test sonuglari; mikroniikleus ve kromozom
aberasyonlariin frekanslar1 tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir
(p>0,05). Yapilan test sonuglarinda 30 nm Fe;O3; NP’iiniin ve Fe;O3” {in iyonik

formunun genotoksik olmadig1 bulunmustur.

Gaharwar ve Paulraj (2015)’in yapmis oldugu ¢alismada in vivo kosullarda demir oksit
NP’lerinin sitotoksik ve genotoksik etkileri degerlendirilmistir. Demir oksit NP’lerinin
toksik etkilerini incelemek amaciyla Wistar fareleri intraven6z yoldan 28 giin boyunca
haftada bir kez olacak sekilde cesitli dozlara maruz birakilmistir. Ayrica g¢esitli
antioksidan enzim aktivitesi (SOD, CAT ve GSH), lipid peroksidasyonu, DNA hasar1
ve hematolojik aktivite gibi biyokimyasal parametreler degerlendirilmistir.
Genotoksisitenin belirlenmesinde komet testi kullanilirken oksidatif stres oraninin
belirlenmesinde antioksidan enzimler kullanilmigtir. Sonuglar, RBC miktar, WBC
miktar1, nétrofiller, monositler ve hemoglobin gibi hematolojik faktorlerin degistigini
gostermistir. Antioksidan enzimlerin doza-bagimli inhibisyonu (p<0,05) bulunmus ve
bu arada MDA diizeyi anlamli (p<0,05) olarak yiiksek bulunmustur. Fakat demir oksit
NP’lerinin komet ¢alisma sonuglarinda DNA hasarini arttirmadigi tespit edilmistir. Bu
calismada demir oksit NP’lerinin oksidatif stresi uyardig1 ve hiicresel aktiviteyi olumsuz

etkiledigi sonucuna varilmistir.

Ceriodaphnia dubia uizerine Fe,03, Fe203-Arsenik (V), Aleg ve AIgOg-Arsenik (V)’in
etkisine bakildig1r calismada, NP’ler tek baslarina uygulandiklarinda 6nemli derecede
toksik etki gostermezken arsenik ile beraber wuygulandiklarinda toksik etki

gostermiglerdir (Hu et al. 2012).

TiO, ve Fe,O3 NP’iiniin insan akciger fibroblastlar1 (IMR-90) ve bronsiyal epitelyal
hiicreleri (BEAS-2B) iizerine etkisi komet test yontemi ile arastirilmis, Fe,O; NP’ii
DNA hasarina neden olurken; TiO, NP’ii DNA hasar1 olusturmamistir. Her iki NP de
reaktif oksijen tilirlerinin iiretimine neden olmuslardir; fakat Fe,O3 NP’iiniin radikal
olusturmasi i¢in 6zel indirgeyici kosullarin gerekli oldugu bildirilmistir (Bhattacharya et

al. 2009).



Fe,O3 NP’ii PC12 hiicrelerinin fonksiyonunu olumsuz etkiledigi yine 0,15-15 mM
Fe,O3 NP’{iniin artan konsantrasyonuna bagli olarak PC12 hiicrelerinin kapasitesini ve

canliligini azalttig1 gosterilmistir (Pisanic et al. 2007).

Insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) Fe,O3 NP’iiniin toksik etkisinin arastirildig
calismada; sitotoksisite mekanizmasinin anlasilmasi i¢in MTT (3- (4, 5- dimetiltiyazol-
2-il) 2, 5-difeniltetrazolyum bromiir) ve laktat dehidrogenaz kullanilmistir. MCF-7
hiicrelerinde Komet Testiyle DNA zincir kirikliklar1 orani, konsantrasyon ve zamana
bagli olarak artmistir. Fe;Os NP’liniin ROT {iretimini ve lipid peroksidasyonunu
arttirmasi; siliperoksit dismutaz, glutatyon ve katalaz aktivitelerinin azalmasi nedeniyle
oksidatif stresi indiikledigi belirtilmistir. Ayrica Fe,O3 NP’ii kaspaz-3 aktivitesini de
indiikledigi gosterilmistir (Alarifi et al. 2014).

Akciger epitel hiicreleri tek baslarina karbonblack ve Fe;Os; NP’ ile maruz
birakildiklarin da protein oksidasyonuna neden olmazken birlikte uygulandiklarinda

protein oksidasyonunu iki kat arttirdigi gosterilmistir (Guo et al. 2009).



Cizelge 2.1 Fe,O; nanotoksikolojisi (Suh et al. 2009).

Fe,O; NP Hayvan/Hiicre Tipi ve Metod Sonuglar
5-12 Siganin feokromositom hiicre hattinda PCI12 hiicrelerinde NGF yanitini
nm (PC12) Floresan canli / 6lii hiicre boyama ayirt etmek icin 0,15- 15 mM
NP’lere maruz birakilmistir.
5-45 Insan aortik endotel hiicreleri (HAECS) HAEC’te NP’ler (0.001-50pg /
nm Inflamatuvar belirtecler Olgiilen protein ml) test edilen
diizeyleri konsantrasyonlarda herhangi bir
enflamatuar tepkiye yol
acmamistir.
12-50 Insan mezotelyoma (MSTO); Kemirgen Fe,O; NP’ii MSTO hiicreleri
nm fibroblast hiicre hatlari(3T3) MTT deneyi, icin MTT ve DNA (3 giin
toplam DNA 6l¢iimii boyunca 1-30 ppm) sitotoksik
iken 3T3hiicrelerinde (MTT ve
DNA), Non-sitotoksiktir.
<100 Insan mezotelyoma (MSTO); Kemirgen Fe,O; NP’ii MSTO hiicreleri
nm fibroblast hiicre hatlari(3T3) MTT deneyi, icin MTT ve DNA (3 giin

toplam DNA o6lgliimii

boyunca 1-30 ppm) sitotoksik
iken 3T3 hiicrelerinde (MTT ve
DNA), Non-sitotoksiktir.

D. melanogaster hemositleri (0,1, 1 ve 10 mM) ve insan periferal kan lenfositleri (0,01,
0,1 ve 1 mM) iizerine Ag ve Co NP ve iyon formlarinin etkisi Komet testi ile
aragtirtlmistir. Uygulama gruplan ile kontrol grubu karsilastirildiginda en yiiksek

konsantrasyonun hiicrelerde genotoksik oldugu ve oksidatif DNA hasarina neden

oldugu gosterilmistir (Aksakal 2012).

Cinko oksit ve titanyum dioksit NP’lerinin genotoksik etkisine A. cepa hiicrelerinde
Komet testi ile bakilmustir. ki farkli boyuttaki ¢inko oksit ve titanyum dioksit

NP’lerinin konsantrasyona bagli olarak genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir

(Kaya et al. 2012).



A. cepa kok hiicreleri iizerine indiyum tin oksit (ITO)’in muhtemel genotoksik etkisine
Allium ve Komet testi ile bakilmistir. A. cepa kokleri, 4 saat boyunca ITO’in 5 farkl
konsantrasyonuna (12,5, 25, 50, 75 ve 100 ppm) maruz birakilmistir. Mitotik indeks ve
toplam kromozomal anormalliklerinin arttig1 tespit edilmistir. Komet testi sonuglarina
gdére ITO’nun tiim konsantrasyonlarmin DNA hasar oranimi arttirdign gosterilmistir

(Cigerci et al. 2015).

Glmiis NP’iiniin D. melanogaster {iizerine etkisinin degerlendirildigi ¢alismada Giimiis
NP’ilinlin somatik rekombinasyonu dnemli derecede etkiledigi ve genotoksik aktiviteye

neden oldugu gosterilmistir (Demir et al. 2011).

2.1 Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

D. melanogaster, diploid kromozom sayisina sahiptir ve dort ¢ift kromozom
tagimaktadir. Bunlardan ¢ ¢ifti otozomal kromozom, bir ¢ifti ise cinsiyet

kromozomlaridir. Kromozomlar1 X, Y, 2, 3, 4 seklinde numaralandirilir (Beria 1990).

Ik kez 1911 yilinda Thomas Morgan tarafindan deneysel ¢alismalarda kullanilmis olan
D. melanogaster, kullanim ag¢isindan pek ¢ok avantaja sahiptir (Graf and Wiirgler 1996,
Lehmann et al. 2003, Gui and Grant 2008). Bunlar:

« Kisa generasyon zamanl okaryotik bir organizmadir (Yaklasik 25°C’de % 40-
60 bagil nemde 10 giindiir).

* Kiigiik organizmalar olduklarindan dolay:1 laboratuarda kiiltiir ortaminda c¢ok
sayida tiretilmeleri oldukca kolay ve ekonomiktir.

* Holometabol canlilardir. Yani gelisimleri tam metamorfozludur.

* Genetik olarak kontrol edilebilen ¢ok cesitli morfolojik karakterlere ve mutant
soylara sahiptir.

* Larvalarmin tiikriikk bezi hiicrelerinde kolayca taninabilen dev kromozomlar
bulunur. Bunlar sitogenetik ¢aligmalar i¢in ideal yapilardir. Kromozom haritalar1 ve

kromozom fonksiyonu analizlerinin yapilmasina imkan saglamaktadir.
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» Insanlar igin kanserojenik olan pek cok madde Drosophila testlerinde de pozitif
sonuglar vermektedir. Ayrica promutajen ve prokarsinojenleri test etmek icin ayrica

metabolik aktivasyona gerek yoktur.

Drosophila hayat dongiisiinde dort farkli evreye sahiptir (Sekil 2.1). Bu evrelerin tipik
sirasi: yumurta (embriyonik), larva, pupa ve ergin seklindedir (Gui and Grant 2008).

2.1.1 Yumurta

D. melanogaster disileri pupadan ¢iktiktan 2-3 giin sonra yumurtlamaya baslarlar.
Gelisimini tamamlamis bir yumurta dorsalde oval goriiniisliidiir ve boyu cesitlitiirlerde
farklilik gostermektedir. D.melanogaster yumurtasinin boyu ortalama 0,5 mm kadardir.
Disinin yasami boyunca yumurta {liretimi sabit degildir, tlirlere gore 6. ile 10. giinler
arasinda en yiiksek seviyeye ¢ikar ve geometrik olarak hizla diiser. Zigotun embriyonel

degisimi yumurtadan larva ¢ikana kadar siirer ve bu siire 22 saattir (Ozata 2006).

2.1.2 Larva

Dollenmeden yaklasik 24 saat sonra, bir Drosophila yumurtasi larvaya doniisiir
(Hamamc1 1993). Beyaz renkli ve saydam olan larvalar siirekli olarak beslenirler ve
birka¢ giin igerisinde besi ortamini delik desik ederek, izler olustururlar. Bu izler
kiiltiiriin bagarili oldugunu yani besinin kullanildigini gosteren kanittir. Yumurtadan
cikan larva gelismesini gémlek degistirme ile siirdiiriir. ki gémlekdegistirme arasindaki
peryota ‘instar’ denir. Larval faz iki defa gomlek degistirme ile ii¢ instara ayrilir.
Yumurtadan ¢ikma ile ilk deri degistirme I. instar olarak adlandirilir ve siiresi bir
giindiir. 11k deri degistirme ile ikinci deri degistirme aras1 ise II. instar olarakadlandirilir
ve siiresi yine bir giindiir. Ikinci deri degistirmeden sonra pupalasmaya kadar Ill. instar

olarak adlandirilir ve siiresi yaklagik olarak 2-3 giindiir (Bozcuk 2000).
2.1.3 Pupa

Larva III. instarin sonunda iken bulundugu kabin duvarinda kuru bir bdlgeye kadar

tirmanir ve burada sari-kahve renkte sabitleserek pupalasir. Pupa asamasinda bir erginin
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organlart ve viicut formuna sahip bir bireyingelismesi icin gerekli olan doniisiimler
gerceklesir. Pupanin rengi ergin sinegin ¢ikmasma yakin koyulasarak kahverengiye
dontisiir. Pupadan ¢ikmadan yaklagik bir giin 6nce, kivrilmis durumda olankanatlar iki
koyu eliptik yap1 olarak agik¢a goriilebilir. G6z pigmentleri ise pupada bilefark edilecek
Olciide belirgindir (Dogan 2002).

2.1.4 Ergin

Diger boceklerde oldugu gibi Drosophila’da da gelisme iki asamada olur (Sekil 2.1-
Sekil 2.2). Birincisi embriyonik donemdir. Bu donem yumurtanin dollenmesiyle baslar
ve gen¢ larvalarin yumurtadan ¢ikmasina kadar devam eder. ikinci donem ise
postembriyonik doénemdir ve geng¢ larvanin yumurtadan ¢iktigi andan itibaren
baglayarak, larvanin ergin hale gelinceye kadar gegirdigi biitiin degisiklikleri igerir
(Ozata 2006). Ayrica D. melanogaster’in yasam dongiisii ve omiir uzunlugu; sicaklik,
beslenme, populasyon yogunlugu, ¢iftlesme, radyasyon ve nem gibi gesitli faktorler
tarafindan farkli sekillerde etkilenmektedir (Osaba et al. 2002).

Yeni ¢ikan ergin bireyler ilk once agik renklidirler fakat birkag saat iginde koyulasirlar
ve baglangigta kirisik olan kanatlar1 agilarak normal ergin goriinlimiine biirliniirler.
Erkek ve disiler birka¢ saat icinde ciftlesebilecek duruma gelirler. Disiler virgin
olmasia veya ciftlesmesine bagli olmaksizin yumurta birakirlar ancak dollenmemis
yumurtalar agilmaz. Disiler pupadan ¢iktiktan sonra 2. veya 3. glinde yumurtlamaya

baslarlar (Ozata 2006).

Dollenme ve zigot olusumunu takiben ergine gelismesi siire bakimindan ortam
sicakligina bagimlhilik gosterir (Hamamci 1993). Yumurtadan ergine gecis, 25 °Cde
yaklasik 10 giin alir (Bozcuk 2000). Bir ergin disi tim yasami boyunca 300’¢ kadar
varan saylda yumurta birakabilir. Genelde bunlarin %95’1 olgunlasip agilabilir.

Optimum sartlarda bir genetik¢i yi1lda maksimum 30 generasyon elde edebilir.
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Sekil 2.1 Drosophila’nin yagam dongiisii (Ayar 2008).

Gelisim Evreleri

Yumurta L1 L2 L3 Pupa (Metamorfoz)

I I I I : » Ergin Sinek

0 24 48 72 120 saat

Sekil 2.2 Drosophila melanogaster®in gelisim evreleri  (Graf et al. 1984).

Drosophila’nin gosterdigi baskalasim evreleri ve bu evrelerin siireleri asagidaki gibidir.

Embriyonik gelisim : 1 giin
Birinci larval evre (L1) : 1 giin
Ikinci larval evre (L2) : 1 giin
Ucgiincii larval evre (L3): 2 giin
Prepupa evresi : 4 saat
Pupa evresi : 4-5 giin
Yetiskin evresi : 40-50 giin
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2.2 Kullanilan Hatlarin Genetik Yapisi

Somatik mutasyon ve rekombinasyonlart belirlemek igin bu hatlarin dgilinci
kromozomlar1 iizerinde bulunan iki belirleyici gen kullanildi. Bireylerin genetik yapisi
su sekildedir;

- mwh / mwh (¢oklu kanat kil1 geni)

- fIr3 (gekinik flare geni)/ In (3LR) TM3, ri pp sep bx34e e s Bd s bu kisaca

- flr3 / TM3, Bds olarak gosterilmektedir.

Belirleyici genlerden biri olan flare geni, sineklerin kanatlarindaki normal, diiz ve uzun
killar yerine, kisalmig nokta seklinde, koyu renkli balon seklinde veya kalin ve diizgiin
olmayan bir sekilde olmak tizere ¢ok ¢esitlilik gostermektedir (Sekil 2.3) (Wiirgler and
Vogel 1986).

Belirleyici flare 3 (flr3, 3-38,8) geni homozigot halde iken embriyonik evrede letal etki
gostermektedir (Graf et al. 1996, Graf et al. 1998). Bireyleri flare geninin embriyonik
letal etkisinden korumak ve rekombinasyonu baskilamak i¢in dengeleyici TM3
kromozomu kullanilmaktadir. Sonuglarin giivenirliligi i¢in ger¢ek mutant klonlarin olas1

varyasyonlarindan ayrilmasi gerekmektedir.
Diger gen ise mwh’tir (mwh, 3-0,3). mwh geni, normal tek trikomlarin yerine killarinin

ayni hiicreden ii¢ veya daha fazla ¢ikmasi seklinde kendini ifade etmektedir (Sekil 2.3)
(Wiirgler and VVogel 1986, Graf et al. 1996).
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Sekil 2.3 Kanat trikomlarinin gériinimii a) normal b) farklilasmisg fakat ne flare ne de mwh
olarak simiflandirilmayacak trikomlar c¢) mwh trikomlar d) flare genotipe ait
trikomlar (Graf et al. 1984).

Normal fenotipteki kanatlarin kenarlari diizgiin bir yap1 gosterirken, BdS (Beaded
Serrat) genini tasiyan bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin degildir (Sekil 2.4).Homozigot
halde letal etki gosteren dominant BdS geni, TM3 dengeleyici kromozomunun {izerinde
yer alir ve boylelikle TM3 dengeleyici kromozomuna sahip bireyler kanat fenotiplerinin

incelenmesiyle diger bireylerden kolayliklaayrilabilmektedir (Graf et al.1984).

Sekil 2.4 a) Dengeleyici kromozom tagimayan normal ve b) dengeleyici kromozom tagiyan BdS
(serrat) bireylerinin kanat fenotipleri (Kocaoglu Cenkgi 2010).

Ucgiincii kromozomun en biiyilk kromozom olmasi ve belirleyici genler arasindaki
mesafenin de olduk¢a uzak olmasi1 gerek rekombinasyonun ve gerekse mutasyonlarin
bliylik bir aralikta incelenmesi agisindan bir avantaj olusturmaktadir. SMART i¢in
kullanilan genetik hatlarin tasidigit TM3 dengeleyici kromozomu ¢alismada belirleyici

olarak kullanilan flr, mwh ve BdS genleri ile birlikte Drosophila'nin ii¢iincii kromozom
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tizerinde bulunmaktadir (Sekil 2.5) ve bu kromozomiizerindeki rekombinasyonlarin

baskilanmasi agisindan dnemlidir (Graf et al. 1984).

Sentromer
mwh Nl Bd
I I I
I I I I
0.3 388 477 91.9

Sekil 2.5 Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kullanilan belirleyici
genlerin {igiincii kromozom {iizerindeki yerlesimleri (Kaya 2000).

2.3 Allium test

Allium test, ¢esitli maddelerin sitotoksik ve/veya genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in
kullanilmaktadir. Yiiksek yapili bitkiler kromozomlarinin boyutlarindan dolay: sitolojik
analizler i¢in uygundur (Fiskesjo 1985). Bu bitkiler; genetik materyallerinin korunmus
olmasindan dolay1 genotoksisite testlerinde tercih edilmistir (Leme and Marin-Morales
2009, Ozkara et al. 2011, Rodriguez et al. 2015). Ayrica bitkiler; koklerinin
meristematik yapist ve kromozomlarinin boyutlar1 sebebiyle genotoksisite testlerinde

tercih edilen sitogenetik materyalerdir (Fiskesjo 1985, Ma et al. 1995).

Allium test kullanilmas: kolay ve ucuz bir testtir ve 6zellikle memeli test sistemleriyle
iyi bir korelasyon gostermektedir (EI-Shabhaby et al. 2003). Allium testinin sonuglari,
ortamdaki canli organizmalar i¢in direkt veya indirekt riskleri temsil eden belirli
sitotoksik/genotoksik veya mutajenik maddelerin varligini1 isaret edebilir. Allium
testinde biiyiimedeki gerileme genellikle toksisite ve temel kromozom aberasyonlari ise
genotoksisite ile agiklanmaktadir (Kovalchuk et al. 1998). Allium kok biiylimesi
inhibisyonu testi ile belirlenen etkili konsantrasyon ve farkli uygulama siireleri
temelinde mitotik indeks, mitotik anormallikler ve kromozom aberasyonlar: ile
belirlenebilmektedir. Mitotik indeksteki azalma, kontrole gore %22’nin altina diiserse
subletal etki (Antonsie-wiez 1990), %50 nin altina diiserse letal etki (Panda and Sahu

1985) degeri olarak kabul edilmektedir. Bu degerler, sitotoksik sinir degerleridir
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(Sharma 1983). Bitkilerde ve hayvanlarda gozlenen kromozom aberasyonlari
kimyasallarin DNA ile etkilesime girdiklerini ve hasara neden olduklarim
gostermektedir (Saxena et al. 2005). Kromozom aberasyonlari ve mikroniikleus
analizleri genotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in son derece giivenilir analizler olarak
gosterilmektedir (Rieger et al. 1990, Angelis et al. 2000, Patra et al. 2003, Liman et al.
2011).

2.4 Komet Test

Ostling ve Johanson (1984) hiicrelerin DNA hasar1 6lgmek i¢in ilk kez “ tek hiicre jel
elektroforezi veya komet assay” olarak bilinen mikrojel elektroforez teknigini
kullanmiglardir. Bu yontemde, hiicreler lam tizerindeki agaroza gomiiliir ve proteinlerin
uzaklastirilmasi igin lizis soliisyonunda bekletilerek elektroforez asamasina gegilir. Bir
florokrom ile DNA boyanir ve elektriksel alanda pozitif kutba yonelmesi ile kromatinin
bas ve kuyruk olusumu saglanir. Hasar1 fazla olan DNA’da kuyruk uzunlugu daha fazla
ve/veya kuyruktaki DNA yogunlugu daha fazladir. Ancak notr kosullarda sadece cift
iplikli DNA kirikliklarina bakilabilir. Daha sonra farkli hiicrelerdeki c¢esitli hasar
tiplerini belirleyebilmek i¢in bazi degisiklikler (lizis, elektroforez) yapilmistir (Collins
2004). Bu yiizden, Singh vd. (1988), komet testini alkali ortamda uygulamis ve hem tek
iplik hem de cift iplik kirikliklarini belirleyebilmislerdir (Dhawan et al.2009). Komet
testi su an bireysel hiicrelerde niteliksel olarak DNA hasar ve tamirini belirleyebilmek
icin kullanilan basit, ¢ok yonli, hizli, gorsel, hassas ve yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (Dhawan et al. 2009, Collins 2004). DNA c¢apraz baglantilar1 (6rnegin,
timidindimerleri) ve oksidatif DNA hasar1 gibi diger bazt DNA hasar lezyonlari spesifik
DNA tamir enzimleri ve lezyon-spesifik antikorlar1 kullanilarak komet testi ile

belirlenebilir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismada, Fe,O3; NP’iniin farkli boyutlar1 ile Fe,Os’tin iyonik formunun
genotoksisitelerini belirlemek i¢cin SMART ve Allium test kullanildi. Arastirmada,

Sigma, Merck ve Fluka analitik grade tirtinleri kullanilmustir.

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar-Test Materyalleri

Calismada Fe,O3 NP’iiniin <100 ve <50 nm boyutlar1 ile Fe,O3’iin iyonik formu
kullanildi.

3.1.2 Caliymada Kullanilan Organizmalar

D. melanogaster

Bu c¢alismada Okaryotik bir sistem olmasi, c¢alismalarin in vivo ortamlarda
gerceklestirilmesi, kisa hayat dongiisii ve yiiksek tireme kabiliyetindendolayr genetik

aragtirmalar i¢in iyi bir model organizma olan D. melanogaster kullanild.

A. cepa

A. cepa; cok iyi c¢cimlenmesi, elde edilmesinin kolay ve ucuz olmasi, kromozom
sayisinin azlii, kromozomlarmin biiyiikliigii ve y1l boyunca koklenerek bolca mitotik
hiicre elde edilebilmesinden dolayi, bircok mutajenite deneylerinde oldugu gibi bu

calismada da tercih edildi (Badr ve Ibrahim1987, Topaktas ve Rencuzogullar1 2010).
3.1.3 Caliymada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:

Lewis besini: Misir unu: 104 g; seker: 94 g; maya: 19 g; agar: 5 g; asit karigimi
(propionik asit, ortofosforik asit ): 6 mL ve dH,O: 1020 mL. Verilen olgiilerdeki misir

unu, seker, maya, agar ve distile su ates tizerinde karistirilarak kaynatildi. Kaynamaya

18



basladiktan 1-2 dakika sonra ates iizerinden alinan karisim iizerine asit karigimi
eklenerek karistirtldi ve asit karigiminin homojen olarak dagilmasi saglandi. Hazirlanan
standart Drosophila besini daha onceden steril edilen siselere 1-1,5 cm kalinliginda

diizglince dokiildii.

Faure soliisyonu: Gum arabic: 30 g, gliserol: 20 mL, kloral hidrat: 50 g, dH,O: 50 mL

kanistirilip kapali bir kap igerisine alindi.

%70’lik Etil Alkoliin Hazirlanmasi (100 mL): %96’lik etil alkolden 72,9 mL alinip
tizeri dH,O ile 100 mL’ye tamamlandi.

1 N HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi (25 mL): 2,1 mL dH,O {izerine 22,9 mL %37’lik
saf HCI eklendi.

%45°’lik Glasial Asetik Asitin Hazirlanmasi1 (100 mL): 55 mL dH,O iizerine 45 mL
%100’liik saf glasial asetik asit eklendi.

Feulgen Boyasimin Hazirlanmasi: 1g kristal halinde fuksin bazik (parafuksin) alindi.
Bu fuksin bazik, kiigiik bir havanda veya 8-10 cm ¢apinda bir saat cami igerisinde
ezildi. 500 cm?’liik bir erlenmayerin dip kismina toz haline getirilmis fuksinbazik, kabin
etrafina bulastirmadan konuldu. Bir baska erlenmayerde 200 cm?®liikk damitik su
kaynatilip; kaynamis damitik su toz halindeki fuksin bazik iizerine yavasga dokiildii. Bir
yandan da cam cubuk ile boya devamli olarak karistirildi. Boyanin sicakligi 50 °C
oluncaya kadar karistirmaya devam edildi. 20 ecm® N HCI ilave edilir. Olusan karisim
slizlildii. 2 g potasyum metabisiilfit (K»S,0s) ilave edilip; boya agz1 kapakli bir siseye
alindi. Karanlik bir ortamda en az bir gece olmak tizere 24 saat kadar dolapta bekletildi.
Boylece visne c¢iiriigii rengindeki boya, agik ¢ay rengini aldi. Boya 4°C’da buzdolabinda
muhafaza edildi (El¢i 1982).

Pozitif Kontrol Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10 ppm MMS ¢ozeltisi hazirlamak igin;

0,005 g metilmetanosiilfonat tartilip tizeri 500 mL olacak sekilde dH,O ile tamamlandi.
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Normal erime noktal agaroz (NMPA) ¢ozeltisi: 0,02 gr NMPA tartilip iizerine 2 mL
10X’lik PBS eklenip ve 1sitilarak % 1’lik NMPA ¢ozeltisi hazirland1 ve 1sitict tabla

tizerinde 1sitilan lamlarin iizerine yayildi.

Diisiik erime noktal agaroz (LMPA) ¢ozeltisi: 0,016 gr LMPA tartilip iizerine 2 mL
10X’lik PBS eklenip 1sitilarak % 0,8’lik LMPA ¢6zeltisi hazirlandu.

Niikleus Izolasyon Tamponu: 4 mM MgCl,.6H,0, % 0,5’ lik TritonX ve 0,2 M Tris

tartilip son hacim istenilen miktarda dH,O ile tamamland1 ve pH 7,5 olarak ayarlandi.

Lizis tamponu:1 M NaCl, % 0,5 SDS, 30 mM NaOH tartilip pH 12,3 olarak ayarlandi.

Elektroforez tamponu: Alkali elektroforez ¢ozeltisi | mM EDTA ve 300 mM sodyum
hidroksit tartilip 500 ml’ye tamamlandi ve pH > 13 olacak sekilde ayarlandi.

Etidyum bromiir coézeltisi: 10 mg etidyum bromiir 50 mldistile suda ¢oziilerek 200
pg/ml’lik stok etidyum bromiir ¢6zeltisi hazirlandi. Stok ¢ozelti oda sicakliginda
saklandi. Stok etidyum bromiir ¢ozeltisinden 1 mL almip distile su ile 10 mL’ye

tamamlanarak 20 pg/L’lik etidyum bromiir ¢ozeltisi hazirlandi.

3.2 Metot

3.2.1 SMART

3.2.1.1 Transheterozigot Larvalarin Elde Edilmesi

Transheterozigot larvalari elde etmek i¢in, dollenmemis disi flare ve erkek mwh
bireylerin caprazlamasi gerekmektedir. Bu nedenle yeni besin ortamina 4’er saat
araliklarla pupadan ¢ikan disi bireyler toplandi. Ureme verimliligi arttirmak igin en ideal
yas olan 3-7 ginliik bireyler tercih edildi. Yeterince birey toplandiktan sonra
transheterozigotlarvalarin elde edilebilmesi igin her sisede 40 disi flare ve 40 erkek

mwh birey olacak sekilde g¢aprazlamalar yapildi. Dollenmenin ve embriyogenezin
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gerceklesebilmesi igin bireyler en az bir giin siire ile ¢aprazlama sisesinde birakildi
(Graf et al. 1984).

Uygulama yapilacak olan larvalarin tamaminin ayni evrede olabilmesi i¢in dollenme ve
embriyogenezi gerceklestirmis olan bireyler yeni bir besin ortamina alinarak 8 saat
siireyle burada birakilarak yumurta birakmalart saglandi. Boylece ayni larval evrede
olan transheterozigot larvalar elde edilmis oldu. Caprazlama sisesine eksilen bireylerin
yerine yeni mwh erkekler ve bakire flare disiler belli zaman araliklarinda eklenerek
ortam zenginlestirildi (Graf et al. 1984). Ayni bireyler yumurta toplama islemi igin
defalarca kullanildi. Larvalarin elde edilebilmesi i¢in yapilan ¢aprazlama Sekil 3.1°de
gosterilmektedir (Graf et al. 1984, Schaik and Graf 1991).

mwh —+ “+ - fir 3 +
-+ = t —t e —————
1 3 1 x 1 ar— 3
o 1 ¥ ' S
mwh i + + + Bd
mwh + B mwh + +
+ +& + +®—
} te 4 —_— e —
+ fir 3 + + + Bd S
TRANSHETEROZIGOT DENGELENMIS HETEROZIGOT

Sekil 3.1 Dengelenmis heterozigot mwh/BdS ve transheterozigot mwh/flr3 bireylerin elde
edilebilmesi igin mwh/mwh ve flr3/TM3, BdS bireyleri arasindaki ¢aprazlamalar
(Graf et al. 1984).

3.2.1.2 Fe,Oz’iin Nanopartikiil ve Iyonik Formlarinin Uygulanmasi

Sekiz saat boyunca toplanan ddllenmis yumurtalardan ¢ikan larvalar tgiincii larval
evreye ulastiginda, besinler musluk suyu altinda yikanarak larvalar ince gdzenekli metal
elekten gegirilerek ayrildi. 72 + 4 saatlik larvalarin uygulama ortami olarak kullanilan
plastik tiipler icerisine birer 6l¢ii (4.5 gr) hazir Drosophila besini (Drosophila Instant
Medium) (Formula 4-24, Carolina Biological Supply Co. Burlington, NC, ABD)

konuldu ve besinler uygulamadan hemen 6nce hazirlanmis kimyasal derisimlerinin 9
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mL’si ile nemlendirildi. Her bir tiip icerisine musluk suyualtinda ayrilan larvalardan 1-2
spatiil dolusu (yaklasik 100 larva) konuldu ve tiiplerinagizlar1 siinger tikaclarla
kapatildi. Kimyasal uygulanan tiipler 25 + 0,5 °C’dekiinkiibatdre (Sanyo) konuldu.
Boylece larvalarin, farkli boyutlardaki Fe,O; NP’iiniin ve iyonik formunun farkl
konsantrasyonlar1 ile nemlendirilmis hazir besinle beslenerek kronik olarakkimyasala
maruz kalmalar saglandi. Genotoksik etkinin tespit edilebilmesi i¢in asagidaki gibi bir

deneysel yol izlenmistir:

Birinci grupta, 72+4 saatlik transheterozigot larvalar <50 nm ve <100 nm boyutundaki
Fe,O; NP’iiniin 4 farkli konsantrasyonuna (1mM, 2mM, 5mM ve 10mM) maruz
birakildi. Bu gruptaki larvalar normal kontrol olarak distile su; pozitif kontrol olarak ise
1 mM EMS’ye maruz birakildi.

Ikinci grupta, 72+4 saatlik transheterozigot larvalar Fe,O3’{in iyonik formunun 4 farkli
konsantrasyonuna (1mM, 2mM, 5 mM ve 10 mM) maruz birakildi. Bu gruptaki
larvalar ise normal kontrol olarak %210 Etil alkol; pozitif kontrol olarak ise 1mM
EMS’ye maruz birakildi.

3.2.1.3 Ergin Bireylerin Toplanmasi ve Kanat Preparatlarinin Hazirlanmasi

Fe,O3’tin NP ve iyonik formlariin uygulamasindan sonra farklilasarak pupadan ¢ikan
ergin bireyler eterle bayiltilarak toplandi. Bu isleme yeterli sayida birey elde edilinceye
kadar devam edildi. Toplanan bireyler, kanat preparatlar1 hazirlanincaya kadar % 70’lik

etil alkole alinarak +4 °C’de saklanda.

Oncelikle uygulamalardan elde edilen normal kanatli bireyler distile su icerisine alindu.
Cukur lam iizerine 1-2 damla Faure soliisyonu damlatilarak distile su igerisindeki
bireyler birer birer soliisyon igerisine alindi. Daha sonra ince uglu pens ve igne
yardimiyla Nikon SMZ645 model stereo mikroskop altinda bireylerin kanatlar
viicutlarindan ayrildi. Ayirma isleminde, kanada ve {izerindeki killara zarar
verilmemesine dikkat edildi. Ayn1 bireye ait kanatlar ¢iftler halinde diizgilin bir sekilde

lam iizerine yerlestirildi. Hazirlanan preparatlar bir giin siire ile tozsuz bir ortamda
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kurumasi i¢in bekletildi. Kuruyan preparatlarin iizerine 1-2 damla Faure soliisyonu
damlatilarak lamel (24X60 mm) ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi.
Preparatlar kurutma kagidina sarildiktan sonra tizerlerine metal bloklar konarak en az
iki giin kurumaya birakildi. Preparatlar tamamen kuruduktan sonra kenarlarina tagmis
olan fazla Faure soliisyonu distile su ve kurutma kagidi yardimiyla temizlenerek sayima

hazir hale getirildi.

3.2.1.4 Kanat Preparatlarimin Mikroskop Analizi

Hazirlanmis olan kanat preparatlari 1s1k mikroskobunda 40x10 biiyiitmede incelendi.
Kolaylik olmasi ag¢isindan kanat tlizerindeki sektorler A, B, C, Ci, D, D1, E olarak
boliimlere ayrildi. Kanatlar incelenirken dorsal ve ventral yilizdeki hiicre tabakalarinin
her ikisi de mikrovida yardimiyla mutant klonlarin olup olmadigi incelendi. Kanat
yiizeyindeki herbir sektdr ayri ayri taranarak mwh ve/veya flr* mutant fenotipler
sayilarak kayitlar1 tutuldu. Sayimda kayitlar1 tutulan mutant klonlar:

* Kiigiik tek tip klon ( 1-2 mwh hiicre)

* Biiyiik tek tip klon (>3 mwh veya >4flr* hiicre)

« ikiz klon (mwh ve fIr® hiicrelerin ikisini de yan yana aym klonda igeren klonlar)

4

Sekil 3.2 a.Kiigiik tek tip mwh mutant klonlarin gériiniimii b.Ikiz mutant klonlarin goriiniimii c.
Biiyiik tek tip flr3 mutant klonlarn goriiniimii d. Biiyiik tek tip mwh mutant
klonlarin gériintimii
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3.2.1.4 Klon Indiiksiyon Frekansinin Hesaplanmasi

Kronik uygulamalarda her hiicrede ve her hiicre boliinmesindeki ortalama indiiksiyon

frekansi asagidaki formiil ile hesapladi (Szabad et al. 1983).

f=——x10°
NxC
Sadece mwh klonlar g6z Oniine alinirsa, denklemdeki “ f ” mwh klonlarin
indiiksiyonunun ortalama frekansini, “ n ” gozlenen toplam mwh klon sayisini, “ N ”
analiz edilen kanat sayisini ve “ C ” bir kanat tizerindeki incelenebilecek hiicre sayisini
gostermektedir. Daha Onceki yapilan c¢alismalarla bu saymin 24 400 oldugu
belirlenmistir (Garcia-Bellido and Merriam 1971).

3.2.2 Allium Test

3.2.2.1 Biiyiimeyi Engelleme Testi

Fe;O; NP’iiniin <100 nm’lik boyutunun sitogenetik etkilerinin incelenmesinde
kullanilacak konsantrasyonlar1 belirlemek amaciyla oncelikle biiyiimeyi engelleme testi
yapildi. Bunun i¢in 6nce ECso degeri belirlendi. ECso degerini belirlemek igin ayni
bliytikliikteki soganlar (3-4 cm ¢apinda) alinarak dis kabuklar cikarildi ve kok
primordialarina zarar vermeyecek sekilde ¢cimlenmis olan koklerinden temizlendi. Fe,O3
NP’tiniin <100 nm’lik boyutunun 10, 8, 6, 4, 2, 1, 0,1, 0,01 ve 0,001 mM’lik
konsantrasyonlari hazirlandi. Negatif kontrol grubu olarak ise saf su kullanildi. Her bir
konsantrasyon ve kontrolgrubunda beser adet sogan kullanildi. Oda sicakliginda (~21°C
+ 4 °C) karanlik ortamda dort glin ¢imlendirilen soganlardan her bir konsantrasyon ve
kontrol grubu i¢in ayni sogan yumrusundan en iyi filizlenmis onar adet kok alinarak
ortalama kok uzunluklar1 bulundu. Bu siire zarfinda ¢imlenen soganlarin bulundugu

ortamdaki ¢ozeltiler azaldikga gerekli ilaveler yapildi.

ECso degerini belirlemek i¢in kok uglarinin biiyiimesini negatif kontrol grubuna gore %
50 azaltan doz esas alindi. Uygulama dozlarinin belirlenmesinde 2xECso, ECso,

1/2XECso degerleri kullanildi. Buna bagli olarak <100 nm’lik Fe,O3 NP’liniin 10, 5 ve
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2,5 mM’lik konsantrasyonlart kullanildi. Kontrol grubu olarak saf su, pozitif kontrol
grubu i¢in 10 ppm MMS kullanildi. Uygulama siiresi 24 ve 96 saat olarak belirlendi. A.
cepa kok wuglarma Fe;O3 NP’iiniin <100 nm’lik boyutunun yukarida verilen
konsantrasyonlari belirlenen siirelerde uygulamak igin, her bir konsantrasyon igin beser
sogan 1 gilin boyunca saf suda ¢imlenmeye birakildi. En iyi koklenen 5 tane sogan her
bir konsantrasyon icin kullanildi. Biitiin kok uglari aymi giin sabah saat 9°“’da alind1.
Biitiin uygulamalardan sonra alinan kok uglar1 ayr1 ayri tiiplere alinarak absoliitalkol:
glasial asetik asit (3:1) fiksatifi icerisinde buzdolabinda +4 °C’de 1 gece bekletilerek
tespit edildi. Daha sonra kok uglart % 70’lik alkol igerisine alinarak +4°C’de
buzdolabinda depolandi. Mitotik indeks ve mitoz boliinmedeki anormalliklerin
belirlenmesinde bu kok ucglar1 kullanildi. Mitotik anormalliklerin, mitotik indeks
(mitotik hiicre sayisi/sayilan toplam hiicre sayisi X 100) ve faz frekanslarinin
belirlenmesi ic¢in her dozun uygulama stireleri igin farkli soganlardan beser kok ucu
alinarak ezme preparatlar hazirlandi. Mitotik anormalliklerin belirlenmesinde her bir
konsantrasyon i¢in miimkiinse 100 anafaz-telofaz hiicresi, mitotik indeks ve faz

frekanslarinin hesaplanmasinda 5000-6000 hiicre sayildi.

3.2.2.2 Feulgen Boyasi ile Preparatlarin Hazirlanisi

Kok uglart bulunduklart % 70°lik alkolden ¢ikartilip bir tiip igerisine alinarak tizerine 1-
2 mL IN HCI ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra 60 °C’deki su banyosunda 8-10 dakika
bekletildi. Su banyosundan c¢ikartilan kok uclart her 5 dakikada bir distile suda
bekletilerek HCI'nin etkisi seyreltilmis oldu. Bu islem ii¢ kez uygulandi. Kok uglar
Feulgen boyasi igerisine alinarak oda sicakliginda 25-30 dakika boyanmaya birakildi.
Kok uglarinin koyu boyanan kisimlari 1-2 mm uzunlugunda kesilerek bir lamin iizerine
1 damla % 45’lik asetik asit konularak jiletle parcalandi. Daha sonra iistleri lamelle
kapatilarak ezme preparatlari hazirlandi. Preparatlari yari daimi hale getirmek igin

lamellerin etrafi tirnak cilasi ile kapatildi.
Kok ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeksin belirlenmesinde, her uygulama icin

hazirlanan 5 preparatin her birinde 1000’in iizerinde hiicre olmak {izere toplam yaklasik

5000-6000 hiicre iginde mitoza giren hiicreler sayildi (MI=Mitoza girmis hiicre sayisi -
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Toplam hiicre sayist x100). Mitotik indeks hesaplamalarindan sonra, preparatlarin
incelenmesine yeniden baslanmis ve bu sefer kromozom aberasyonlari her preparatta
100 anafaz veya telofaz hiicresi olmak iizere her uygulamada toplam 500 anafaz veya
telofaz hiicresi incelenerek belirlendi. Mitotik anormallikler saptanarak en sik goriilen

anormalliklerin fotograflar1 x40 ve x100 objektifte ¢ekildi.

3.2.3 Allium Komet

Ornek basina hiicre sayismin azlig, diisiik maliyet, uygulama kolayhig:, diisiik
seviyelerdeki DNA hasarini belirleme ve kisa siirede ¢alismanin tamamlanabilmesinden

dolay1 Allium Komet testi tercih edildi.

1) Gerekli sayida sogan 24 saat siire ile distile suda koklendirildi.

2) 24. saatin sonunda soganlar 6nceden hazirlanan konsantrasyonlara alinarak kok
uzamalar belli siirelerle devam ettirildi (<50 nm ve iyonik form i¢in 4 saat; <100 nm
icin 24 ve 96 saat).

3) Soganlar belirlenen siireler de farkli konsantrasyonlara (Fe,Oz’iin <50 nm
nanopartikiilii ve iyonik formu i¢in 0,001, 0,01, 0,1, 1 ve 10 mM; <100 nm nanopartikiil
icin 2,5 5 (ECsp), ve 10 mM; pozitif kontrol 10 ppm MMS) maruz birakildiktan sonra
her bir konsantrasyon i¢in 3-5 adet sogandan 2’ser 3’er kok meristem uglardan kesildi.
4) Soguk cam petri kabmin igine alinan kokler tizerine soguk niikleus izolasyon
tamponundan 0,5 ml ilave edildi ve bir jilet yada bisturi yardimiyla pargalandi. Bu islem
sonunda niikleuslar tampon sivisina ge¢cmis oldu.

5) Niikleus igeren tampon pipet yardimiyla filtreden gegirilerek ependorf tiipe alind1. Bu
islem sirastyla tiim konsantrasyon i¢in uygulandi.

6) Icerisinde 6rneklerin bulundugu ependorflar 1200 rpm de 7 dk + 4 °C de santrifiij
edildi. Siipernatant dokiildii. Bu sirada %0,8’lik LMA hazirlandi.

7) 20 pL ornek, 80 pL LMPA ile kargtirtlip 6nceden NMPA yayilmis lamlarin
iizerlerine yayildi. Uzerleri lamelle kapatilarak buz kasetlerinin iizerinde 2-3 dk
bekletildi.

8) Lameller lamlarin iizerlerinden yavasca ¢ekilerek alindi. Preparatlar bir kap igerisine

alinarak +4 de liziz ¢ozeltisinde 1 saat bekletildi.
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9) Lizizden c¢ikarilan Ornekler elektroforez tankina alinarak, elektroforez tampon
¢ozeltisi igerisinde cihaz calistirllmadan +4 de 20 dk bekletildi. Ardindan 25V, 20 dk,
300 mA de yiirttiildii.

10) islem sonunda preparatlar nétralizasyon tamponuyla nétralize edildi ve preparatlar
etidyum bromiir ile boyandi ve lamelle {izerleri kapatilarak degerlendirme asamasina
gecildi. Her lamda 100 hiicre floresan mikroskobunda degerlendirilerek DNA hasar
derecesi (0-4), kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gogii olarak

degerlendirildi.
3.2.4 Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Sayimlar sonucunda elde edilen veriler SMART testi i¢in hazirlanmig olan bilgisayar
programi (MICROSTA) yardimiyla degerlendirildi. Oncelikle iki farkli hipotez kuruldu.
Orijinal (null) hipotez (Ho)’da uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak fark olmadig1 varsayildi. Alternatif hipotez (Ha)’da ise uygulama grubundaki
indiiklenen mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayildi.
Orjinal ve alternatif hipotezler binomial sarth test kullanilarak hesaplandi. Hesaplama
sonucunda eger uygulama grubundaki (nt) mutant sektor sayisi gizelge degerine esit
veya biiyiikse Ho red edildi. Ayn1 sekilde, kontrol grubundaki (nc)mutant sektor sayisi
eger cizelge degerine esit veya biiyiikse HA red edildi. Orijinal vealternatif hipotezlerin
kabul veya red edilmesinde karar verilirken Kastenbaum ve Bowman (1970)

cizelgesinden yararlanildi. Degerlendirmenin nasil yapildig1 Cizelge 3.1°de gosterildi

Cizelge 3.1 Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi (Selby and Olson1981, Frei and
Wiirgler 1988).

Ha
HiPOTEZLERLER
KABUL(1-B) RED(B)
KABUL ONEMSIZ FARK NEGATIF
(1-0) P=(1-a)(1-B)=1-0—B+ap P=(1-0)B=p—0f
Ho
RED POZITIiF ZAYIF POZITIF
(o) P=a(1-B)=0—af P=af
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Bu degerlendirmelerle sonuglar; Ho ve HA’ nin kabul veya red edilmesine gore Cizelge
3.1 kullanilarak pozitif (+), zayif pozitif (z), dnemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak
degerlendirildi.

Allium testinde elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 15.0 for Windows paket

programinda, grup ortalamalarinin karsilastirilmast Duncan testi ile yapildu.
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4. BULGULAR

4.1 Nanopartikiil Karakterizasyonu ile flgili Calisma

Calismada kullanilan Fe;,O3 NP’{liniin <50 nm i¢in karakterizasyonu ve <100 nm igin;
karakterizasyonu, partikiil biiyiiklik dagilimi ve zeta potansiyel Slgtimleri belirlendi.
Kullanilan NP’ler Jeol 2100F HRTEM Yiiksek Coziiniirliiklii Transmisyon Elektron
Mikroskobu ile goriintiilendi (Sekil 4.1, Sekil 4.2). <100 nm NP’iiniin partikiil biyiikliik
dagilim1 ve zeta potansiyel 6l¢iimii Pargacik Boyut Analiz Cihazi ve Zeta Potansiyel ve
Mobilite Olgiim Cihaz ile gergeklestirildi (Sekil 4.5). Bu dlgiimler Orta Dogu Teknik

Universitesi Merkez  Laboratuvart ve Olgme  Merkezinde  goriintiilendi.
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4.1.1 Fe;O3 Nanopartikiiliiniin (< 50 nm) Karakterizasyonu

- . -
‘ et

Sekil 4.1 <50 nm Fe,O3; NP’iiniin Jeol 2100F HRTEM Yiiksek Coziiniirliiklii Transmisyon Elektron Mikroskobu Goriintiisii
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4.1.2 Fe,O3 Nanopartikiiliiniin (<100 nm) Karakterizasyonu, Partikiil Biiyiikliik Dagilim ve Zeta Potansiyel Olciimleri

m P

S kil 4.2100 nm Fe,04 NP’ﬁ; Jeol 210F HRTEM Yﬁksék Cézﬁnlﬁklﬁ ansisyon Elektron Mikroskobu Goriintiisii
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4.2 SMART Testine Ait Bulgular

SMART ile genotoksik ozellikleri degerlendirilen Fe,O3’lin iyonik ve NP formlarinin
(<50 nm ve <100 nm) uygulamalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.1 ve 4.2°de
gosterildi. Fe,O3’tin genotoksik etkileri degerlendirilirken her bir konsantrasyon igin,

normal kanatli bireylerden kanat preparatlar1 hazirlanarak incelendi.

Fe,O3 NP’iinlin 72+4 saatlik distile su uygulamasinda, preparati yapilan 80 kanatta 13
adet kiiciik tek tip klon, 2 adet biiyiik tek tip klon olmak iizere toplam 15 adet klon
belirlendi. Ayrica toplam mwh klon sayisi ise 15 olarak bulundu. Distile su

uygulamasinda klon indiiksiyon frekansi ise 0,76 (Cizelge 4.1) olarak hesaplandi.

Calismamizda  pozitif — kontrol  olarak  kullanilan  Etil Metan  Siilfonat
(EMS)uygulamalarmin sonucu, distile su uygulama sonuglari ile karsilastirildiginda tiim

Klon tiplerinde pozitif sonuglar gozlendi.

72+4 saatlik 3. evre trans-heterozigot larvalar1 <50 nm ve <100 nm boyutundaki Fe,O3
NP’iiniin 4 farkli konsantrasyonuna (ImM, 2mM, 5mM ve 10mM) maruz birakild.
<50 nm Fe;03 NP’iiniinlmM ve 10 mM’lik konsantrasyon uygulanmasi ile elde edilen
sonuglarda toplam mwh klonlarda pozitif sonu¢ gozlemlendi (Cizelge 4.1). Ayrica <50
nm Fe;O3 NP’iiniinl0 mM’lik konsantrasyon uygulanmasi ile elde edilen sonuglarda
kiigiik tek tip klonlarda pozitif sonu¢ gézlemlendi. Ancak; <50 nm Fe;O3 NP’{iniin 2
mM ve 5 mM’lik uygulamalar1 ve <100 nm Fe,O3; NP’liniin tiim konsatrasyon
uygulamalar1 sonucu elde edilen bireylerin kanat preparatlar1 kontrol grubu olan distile
su ile karsilastirildiginda farklarin istatiksel olarak 6nemli olmadigi bulundu (Cizelge
4.1). Ayrica; NP uygulama sonuglarina goére toplam klon indiiksiyon frekansinda doz

artisina bagli olarak belirli oranda herhangi bir artis yada azalig olmadig1 bulundu.

72+4 saatlik 3. evre transheterozigot larvalar Fe,Os’iin iyonik formunun 4 farkli
konsantrasyonuna (ImM, 2mM, 5 mM ve 10 mM) maruz birakildi. Bu gruptaki larvalar
normal kontrol olarak %10’luk etil alkol; pozitif kontrol olarak ise 1mM EMS’ye maruz

birakildi. Fe;Oz iyonik formunun farkli konsantrasyonlarinin uygulanmasi ile elde
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edilen sonuglar ile kontrol grubu olan %10’luk Etil alkol uygulamasindan elde edilen
sonuclar karsilastirildigindatiim klon tiplerinde istatistiksel anlamda 6nemli bir fark
olmadig1 goézlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan EMS uygulamalarinin sonucu,
%10’1uk etil alkol uygulama sonuglari ile karsilastirildiginda tiim klon tiplerinde pozitif
sonuclar gozlemlendi. Toplam klon indiiksiyon frekansinda doz artisina bagli olarak
belirli oranda herhangi bir artis yada azalis olmadigi goriildi. Ayrica; tim
konsantrasyonlarin uygulama sonuglar1 elde edilen bireylerin kanat preparatlar1 kontrol
grubu olan %10’luk etil alkol ile karsilastirildiginda farklarin istatiksel olarak 6nemli

olmadig1 bulundu.
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Cizelge 4.1 Fe,03 NP

Kanat

Kiigtik tek tip

Biiyiik tek tip

?rslr\;ls)lmler Sayist klonlar (1-2 klonlar (> 2 cells) ?;fé()lonlar L% ;?]I; T(m\i\g Toplam klonlar (m=2)
(N) cells) (m=2) (m=5) B -
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. No. Fr. D.

Normal Kanat

D'?;'ZIE)SU 80 13 (0,16) 2 (0,02) 0 (0,00) 15 (0,19) 15 (0,19) 0,76
1mM EMS 31 71 (229 + 27 (087 + 9 (029 4+ 105 (3,39) 108 (3,48) 4 5,38

(72h)

72+4 h <50 nm Fe,03'tin uygulamasi (mM)
1 80 22 (0,27) i 5 (0,06) i 1 (0,01) i 27 (0,33) 28 (0,35) -|- 1,38
2 80 20 (0,25) i 5 (0,06) i 0 (0,00) i 25 (0,31) 25 (0,31 i 1,28
5 80 14 (0,17) i 6 (0,07) i 1 (0,01) i 20 (0,25) 21 (0,26) i 1,02
10 80 31 (0,38) -|- 3 (0,03) i 2 (0,02) i 31 (0,38) 36 (0,45) -|— 1,59
7244 h <100 nm Fe,05"tin uygulamasi (mM)
1 80 15 (0,18) i 5 (0,06) i 0 (0,00) i 20 (0,25) 20 (0,25) i 1,02
2 80 6 (0,07) - 2 (0,02) i 0 (0,00) i 8 (0,10) 8 (0,100 -041
5 80 1 (0,01) - 2 (0,02) i 0 (0,00) i 3 (0,03) 3 (0,03 -0,5
10 80 6 0,07) - 2 (0,02) i 2 (0,02) i 10 (0,12) 10 (0,12) - 051
Fr., frekans, D., istatistik sonu¢larinin gosterimi, -I-, pozitif, —, negatif; i, onemsiz fark; m= carpim faktorii; olasilik diizeyi=0,05.
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Cizelge 4.2 Fe, 03 iyonik form

- . - . Klon
Derigimler Kanat Kiicik tek tip Biyilk tek tip Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar  Indiiksiyon
Sayist  Kklonlar (1-2 cells) klonlar (> 2 _ _ _
(mM) N) (m=2) cells) (m=5) (m=5) klonlar (m=2) (m=2) Frekansi
B a (10°hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D.
Normal Kanat
0 .
/olO(I;;IrI])alkol 80 22 (0.28) 3  (0.04) 1 (0,01) 26 (0,32) 26 (0,32) 1,33
1 mM EMS 80 67 (0,84) + 24 (0,30) + 9 (1) + 86 (1,08) + 100 (1,25) + 4,40
(72h)
Fe,Os'lin iyonik formunun dozlar1 (mM)
1 80 33 (0,41) i 2 (0,02) - 1 (0,01) i 36 (0,45) i 36 (0,45) i 1,84
2 80 18 (0,22) - 5 (0,06) I 0 (0,00) i 23 (0,29 - 23 (0,29 - 1,18
5 80 25 (0,31 - 0 (0,00 - 0 (0,00) i 25 (0,31 - 25 (0,31) - 1,28
10 80 17 (0,21) . 2 (0,02) . 0 (0,00) i 19 (0,24) . 19 (0,24) . 0,97
Fr., frekans; D., istatistik sonug¢larinin gosterimi; -I-, pozitif, —, negatif, i, Onemsiz fark; m= carpim faktorii olasilik diizeyi=0,05.
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4.3 Allium Testine Ait Bulgular

4.3.1 Kok Biiyiimesi Inhibisyonu Testi

<100 nm Fe;O3 NP’iiniin ECsp degerinin belirlenmesi i¢in biiylimeyi engelleme testi
yapildi. Bunun i¢in <100 nm Fe,O3; NP’iiniin 10, 8, 6, 4, 2, 1, 0,1, 0,01 ve 0,001 mM’lik
konsantrasyonlar1 hazirlandi, negatif kontrol grubu olarak da saf su kullanildi. (Cizelge
4.3). Her bir konsantrasyon ve negatif kontrol grubu i¢in 5’er adet sogan kullanildi.
Soganlar 4 giin boyunca ¢imlendirilmis olup azalan konsantrasyonlara ilaveler yapildi.
4. giin sonunda her bir konsantrasyon i¢in her bir sogandan en iyi filizlenmis 10 kok
almarak toplam 50 kok ucundan her bir konsantrasyon i¢in ortalama kok uzunlugu
degerlendirildi (Cizelge 4.3). Negatif kontrolde ¢imlendirilen soganlarin ortalama kok
uzunlugu olan 5,04 cm uzunlugunun yarisi olan 2,52 cm veya buna en yakin olan

biiylime aragtirildi. <100 nm Fe,O3; NP’{iniin ECsy degeri olarak 5 mM bulundu.

Cizelge 4.3 <100 nm Fe,O3;NP’iiniin A. cepa kdok ucu hiicrelerinde konsantrasyonuna bagli

olarak ortalama kok uzunluklari

Konsantrasyon Ortalama Uzunluk % Biiyiime % Biiyiimede azalma
10 mM 1,062 21,07 78,9
8 mM 1,438 28,5 71,5
6 mM 2,248 44,6 55,4
4 mM 2,886 57,2 42,8
2mM 3,778 74,9 25,1
1 mM 3,868 76,7 23,3
0,1 mM 3,994 79,2 20,8

0,01 mM 4,072 80,7 19,3
0,001 mM 4,628 91,8 8,2
Kontrol 5,04 100 0
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4.3.2 Mitotik indeks ve Mitotik Faz Frekanslar:

Fe,O3 NP’liniin (<50 nm i¢in 4 saat; <100 nm ig¢in 24 ve 96 saat uygulama siiresi)ve
iyonik formunun (4 saat uygulama siiresi) A. cepa kok uglarina uygulanmasiyla mitotik
indeks ve mitotik fazlarda meydana getirdigi degismeler Duncan ¢oklu dagilim testi ile

belirlenmistir.

<100 nm boyutundaki Fe,O3; NP’iiniin 5 mM’lik konsantrasyonunun 24 saatlik
uygulamasi ve 96 saatlik uygulamanin tiim konsantrasyonlarinin mitotik indeks degeri
kontrol grubuna ve MMS’ye gore istatistiksel a¢idan anlamli bulundu. 24 saatlik
uygulamada en diisiik mitotik indeks degeri 2,5 mM konsantrasyonda (17,9+1,25), en
yiiksek mitotik indeks degerine ise 5 mM’lik konsantrasyonda (19,99+1,46) rastlanildi.
96 saatlik uygulamada en diisiik mitotik indeks degeri 2,5 mM konsantrasyonda
(28,16+2,28), en yiiksek mitotik indeks degerine ise 10 mM’lik konsantrasyonda
(34,55+1,48) rastlanildi. <100 nm boyutundaki Fe,O3; NP’tintin mitotik faz indeks etkisi
incelendiginde kontrol grubuna gore 24 saatlik uygulamanin 5 mM’lik konsantrasyonu,
96 saatlik uygulamanin ise tiim konsantrasyonlarinin faz frekanslari istatiksel olarak
onemli oldugu bulundu. Ayrica; 96 saatlik uygulamanin konsantrasyon artisina bagl

olarak diizenli bir artis gbzlendi (Cizelge 4.4).

<100 nm boyutundaki Fe;O3 NP’iiniin 24 ve 96 saatlik konsantrasyon uygulamalarinin
mitotik faz frekanslarina etkisi incelendiginde; faz frekanlarinin kontrole gore diizenli
olarak artis ya da azalis gostermedigi bulundu. 10 mM’lik konsantrasyonun 24 saatlik
uygulamasinin metafaz safhasi hari¢ artan ve azalan faz safhalar istatistiksel acidan
kontrol grubuna gore anlamli bulundu. Bu durumun sebebi chfr (profaz ve metafaz
arasindaki kontrol noktasi) noktasinin engellenmesinden olabilir. (Scolnic and
Halazonetis 2000) mitotik strese karsi hiicrelerin metafaza gecisini geciktiren chrf
kontrol noktasini tanimlamiglardir. 96 saatlik uygulamada; 2,5 ve 10 mM’lik
konsantrasyonun profaz safhasi, ve anafaz safhasinin tiim konsantrasyon uygulama

sonuglart istatistiksel agidan kontrol grubuna gére anlamli bulundu.
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Cizelge 4.4 <100 nm Fe,O; NP’iiniin A. cepa kok hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik
fazlara olan etkisi

Mitotik Mitotik Faz Safhalari (%) + Standard sapma*
Konsantrasyon Sayillan  indeks
mM Hiicre =+ Standard Profaz Metafaz  Anafaz Telofaz
sapma*
Kontrol- 24 saat 5271 16,44+1,86a 72,55+3,34a 5,92+2,46a 12,06+3,42ab 9,45+1,48a
MMS-10 mg/L 5377  2,944+0,73b 64,28+8,25b 9,64+3,05b  6,3+5,65¢ 19,76+4,34b

2,5 5222  17,9+1,25a 67,98+3,73ab 9,99+1,79b 9,22+2,36ac 12,8+1,71ac
5 5099 19,99+1,46¢c 61,69+3,56b 7,15+1,43ab 15,82+1,89b 15,32+1,75¢C
10 5164 18,18+0,92a 66,46+1,79ab 6,19+1,71a 8+2,29ac  19,33+3,95b

Kontrol- 96 saat 5262 30,84+2,03a 90,41+1,77ab 4,37+1,96a 1,88+0,57a 3,33+0,48a
MMS-10 mg/L 5412  6,26+1,55b 64,52+3,61c 14,484+2,85b 3,8+2,43b 17,2+2,99b

2,5 5270 28,16+2,28c 89,82+1,04ab 4,01+1,08a 2,9+0,61ab 3,25+0,62a
5 5246 29,47+1,22ac 88,83+1,82a 4,19+1,17a 2,84+0,74ab 4,12+0,63a
10 5126  34.,5+1,48d 92,5+1,82b 2,84+0,93a 2,37+0,54ab 2,27+0,53a

*Stitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde dnemli

<50 nm boyutundaki Fe,O; NP’iiniin tiim konsantrasyon uygulamalardaki mitotik
indeks degeri kontrol grubuna ve MMS’ye gore istatistiksel agidan anlamli bulundu. En
diisiik mitotik indeks degerine 0,001 mM konsantrasyonunda (40,85+2,48), en yliksek
mitotik indeks degerine ise 0,1’lik konsantrasyonunda (65,24+3) rastlanildi. Ayrica;
uygulamanin konsantrasyon artisina bagli olarak diizenli bir artis ya da azalig

gozlenmedi (Cizelge 4.5).

<50 nm boyutundaki Fe,O; NP’iiniin konsantrasyon uygulamalarinin mitotik faz
frekanslarina etkisi incelendiginde; faz frekanlarinin kontrole gore diizenli olarak artis
ya da azalis gostermedigi bulundu. Ayrica; tim konsantrasyonlarmin 4 saatlik
uygulamasinin faz sathalarina etkisi kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlaml

bulundu.
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Cizelge 4.5 <50 nmFe,O3; NP’iiniin A. cepa kdk hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik fazlara

olan etkisi
Mitotik Mitotik Faz Safhalari (%) + Stantard sapma*
Konsantrasyon Sayilan indeks
mM Hiicre =+ Stantard Profaz Metafaz ~ Anafaz Telofaz
sapma*
Kontrol- 4 saat 5095 23,92+1,84a 88,55+2,42a 4,29+0,8a 3,12+1,86a 4,03+1,34a
MMS-10 mg/L 5211 15,74+1,49b 78,03+1,29b 19,.67+1b 0,96+0,29b 1,32+0,15b
0,001 5200 40,85+2,48¢ 95,95+0,93¢ 1,35+0,43c 1,45+0,34b 1,22+0,43b
0,01 5249 51,14+2,15d 96,4+0,78¢  1,03+£0,38c 1,26+0,31b  1,31+0,59b
0,1 5151  65,24+3¢ 95,57+1,13¢ 1,27+0,28¢ 1,57+0,69b 1,58+0,38b
1 5067 54,59+3,24f 95,33+0,89¢ 1,64+0,66cd 1,74+0,23b  1,27+0,44b
10 5281 42,33+1,4c 94,5+1,84c 2,34+0,81d 1,87+0,52b 1,28+0,28b

*Stitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli

Fe,O3’lin iyonik formunun tiim konsantrasyonlarinin 4 saatlik uygulamalarindaki
mitotik indeks degeri kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bulundu. En
diisiik mitotik indeks degerine 10 mM’lik konsantrasyonunda (10,06+0,47), en yliksek
mitotik indeks degerine ise 0,001’lik konsantrasyonunda (16,35+1,27) rastlanildi.
Ayrica Fe;O3’lin iyonik formunun tiim konsantrasyonlarinin mitotik faz frekanslarina
etkisi incelendiginde kontrol grubuna gore faz frekanslarinin istatiksel olarak 6nemli
oldugu bulundu ancak; diizenli bir artis veya azalis seklinde degisiklikler gézlenmedi

(Cizelge 4.6).

Fe,Oz’lin iyonik formunun konsantrasyon uygulamalarinin mitotik faz frekanslarina
etkisi incelendiginde; faz frekanlariin kontrole gore diizenli olarak artis ya da azalig
gostermedigi bulundu. Ayrica; tiim konsantrasyonlarinin 4 saatlik uygulamasinin faz

sathalarina etkisi kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bulundu.
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Cizelge 4.6 Fe,O; iyonik formunun A. cepa kok hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik fazlara

olan etkisi
Mitotik Mitotik Faz Safhalar (%) + Stantard sapma*
Konsantrasyon Sayilan Indeks
mM Hiicre =+ Stantard Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
sapma*

Kontrol- 4 saat 5095 23,92+1,84a 88,55+2,42a 4,29+0,8a  3,12+1,86a 4,03+1,34a
MMS-10 mg/L 5211 15,74+1,49bc 78,03+1,29b 19,67+1b 0,96+0,29b  1,32+0,15b

0,001 5185 16,35+1,27b 70,53+3,57cd 10,83+1,83¢c 6,89+1,54cd 11,74+1,49¢
0,01 5240 14,15+1,16¢c 72,27+2,16cde9,18+2,18cd 6,41£1,68cd 12,12+0,63¢
0,1 5190 15,6+0,85bc 73,67+1,71de 8,642,05cd 5,69+1,18c  12,02+1,33¢
1 5145 15,21+2,65bc 75,16+2,42be 7,51+0,75d 7,47+1,83cd 9,85+1,15d
10 5230 10,06+0,47d 69,88+2,99¢ 10,6+2,3¢  8,49+1,9d 11,02+0,89cd

*Stitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli

433 Fe)O3 Nanopartikiilinin  ve Iyonik Formunun Neden Oldugu

Anormalliklerin Tipleri ve Oranlar:

<100 nm boyutundaki Fe,O3 NP’iiniin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari
cizelge 4.7’de gosterildi. <100 nm boyutundaki Fe,O3 NP’lin 24 saatlik uygulanmasinda
anafaz-telofaz safhalarinda arastirilan en fazla anormallik olayma 10 mM’lik
konsantrasyonda (% 19+3,31), en az anormallik olayina ise 2,5 mM’lik konsantrasyon
uygulanmasinda (% 18,2+1,92) rastlanildi. Anafaz-telofaz sathalarinda arastirilan <100
nm boyutundaki Fe;O3; NP’linilin 96 saatlik uygulamasinda ise en fazla anormallik olay1
10 mM’lik konsantrasyonda % 28,6+£2,5; en az anormallik olayr 2,5 mM’lik
uygulamasinda % 24,6+2,19 olarak bulundu. Kullanilan Fe,O3NP’{iniin konsantrasyon
artigina ve uygulama siiresine bagli olarak anafaz-telofaz anormalliklerinin % oraninin
arttigr bulundu. Kontrol grubu ile 24 saatlik uygulama sonucu olusan anormallikler
karsilastirildiginda incelenen biitiin konsantrasyonlar istatiksel agidan anlamli (p<0,05)

bulunmazken; 96 saatlik uygulamanin tiim konsantrasyonlari istatistiksel agidan anlaml

(p<0,05) bulundu.

Kalgin kromozom (Cizelge 4.7) olayma en fazla % 19,8 oraninda 2,5 mM'lik dozun 96
saatlik uygulamasinda en az olarak da 2,5 mM’lik dozun 24 saatlik uygulamasinda (%
11,4) rastlanildi.
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<100 nm boyutundaki Fe,O3; NP’iiniin neden oldugu diger bir anormallik de
yapisikliktir (Cizelge 4.7). En fazla % 2,6 oraninda 10 mM’lik konsantrasyonun 24
saatlik uygulamasinda; en az % 1,4 oraninda 2,5 ve 5 mM’lik konsantrasyonun 24
saatlik uygulamasinda bulundu. Bir diger anormallik olan anafaz kopriisiien fazla % 6,6
oraninda 10 mM’lik konsantrasyonun 96 saatlik uygulamasinda; en az % 2,2 oraninda

10 mM’lik konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasinda goriildii (Cizelge 4.7).

<100 nm boyutundaki Fe,O3; NP’liniin biitiin konsantrasyon ve uygulama siirelerinde
anafaz-telofaz safhalarinda neden olduklari anormallikler bozulmus anafaz-telofaz,
kalginkromozom, yapisiklik ve anafaz kopriisiidiir. Kalgin kromozom en fazla goriilen
anormallik olup % 19,8 oraninda 2,5 mM'lik dozun 96 saatlik uygulamasinda tespit
edildi. Bunu% 6,6 oraninda anafaz kopriisii (10 mM’lik konsatrasyonun 96 saatlik
uygulamasi) ve % 2,6 oraninda yapisiklik (5 mM’lik konsantrasyonun 96 saatlik

uygulamasi) izlemektedir.

Cizelge 4.7 < 100 nm Fe,O3; NP’liniin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari

Anafaz-telofazdaki Anormallikler ( % )*

incelene Toplam
Kons?;l't\;asyon Hn Bozulmus Kalgin Yapisk Anafaz  Anormallikle
ucre anafaz- an e
Sayisi telofaz kromozom Lik kopriisii r
(%=SS)
Kontrol- 24 saat 500 0,6 12,4 1,6 5 19,6+0,89a
MMS-10 mg/L 500 10,2 8 14,4 4 36,6+0,81b
2,5 500 0,4 11,4 1,4 5 18,2+1,92a
5 500 0,2 14,2 14 3 18,8+1,78a
10 500 0,6 13,6 2,6 2,2 19+3.31a
Kontrol- 96 saat 500 - 15,2 1,4 3,6 20,24+2,38a
MMS-10 mg/L 500 17,6 6,6 19,2 12 44, 4+1,74b
2,5 500 0,4 19,8 1,6 2,8 24.,6+2.19¢
5 500 0,6 18 2,6 4,6 25,8+2,28cd
10 500 0,6 19,2 2,2 6,6 28,6+2,5d

* Siitunlardaki farkli kii¢iik harfler p< 0.05 diizeyinde dnemli

<50 nm boyutundaki Fe,O3; NP’iiniin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari
cizelge 4.8’de gosterildi. <50 nm boyutundaki Fe,O; NP’tiniin anafaz-telofaz
sathalarinda arastirilan en fazla anormallik olayina 10 mM’lik konsantrasyonun 4
saatlik uygulanmasinda (% 39,8+1,92), en az anormallik olayina ise 0,001 mM’lik
konsantrasyonun 4 saatlik uygulanmasinda (% 16+2,12) rastlanildi. Kullanilan Fe,O3

NP’iinlin konsantrasyon artisina bagli olarak anafaz-telofaz anormalliklerinin % oranini
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arttirdig1 bulundu. Kontrol grubuna gore artis seklinde gerceklesen anormalliklerden
0,1, 1 ve 10 mM’lik konsantrasyon uygulamasi istatistiksel agidan anlamli (p<0,05)

bulundu.

<50 nm boyutundaki Fe;O3; NP’iiniin tiim konsantrasyonlarinin 4 saatlik uygulama
siiresinde anafaz-telofaz sathalarinda neden olduklari anormallikler bozulmus anafaz-
telofaz, kalgin kromozom, yapisiklik ve anafaz koprisiidiir. Kalgin kromozom en fazla
goriilen anormallik olup % 27,4 oraninda 10 mM'lik konsantrasyonun 4 saatlik
uygulamasinda tespit edilmistir. Bunu % 9,4 oraninda yapistklik (10 mM’lik
konsatrasyon uygulamasi), % 4,8 oraninda anafaz kopriisii (1 mM’lik konsantrasyon
uygulamasi) ve % 0,6oraninda bozulmus anafaz- telofaz (0,1 mM’lik konsantrasyon

uygulamasi) izlemektedir.

Kalgin kromozom (Cizelge 4.8) olaymna en fazla % 27,4 oraninda 10 mM'lik
konsantrasyon uygulamasinda en az olarak da % 10,4 oraminda 0,001lmM’lik
konsantrasyon uygulamasinda rastlanildi. Bir diger anormallik olan yapisiklik en fazla
% 9,4 oraninda 10 mM’lik konsantrasyon uygulamasinda; en az % 3,2 oraninda 0,001
ve 0,01 mM’lik konsantrasyon uygulamasinda bulundu. Anafaz kopriisii ise en fazla %
4,8 oraninda 1 mM’lik konsantrasyon uygulamasinda; en az % 2,2 oraninda 0,001

mM’lik konsantrasyon uygulamasinda goriildii.

Cizelge 4.8 <50 nm Fe,O; NP’{iniin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari

incelen Anafaz-telofazdaki Anormallikler ( % )*
Konsantrasyon en Bozulmus  Kalgin Toplam
mM Hiicre anafaz-  kromozo lf al:lls( lﬁnaf-a 2 Anormallikler
Sayis1  telofaz m ani oprusu (%=£SS)
Kontrol- 4 saat 500 - 12 14 2 15,.44+2,07a
MMS-10 mg/L 142 4,2 40,22 0,87 - 45,28+3,83b
0,001 500 0,2 10,4 32 2,2 1642,12a
0,01 500 0,2 11,8 32 2,6 17,8+1,78a
0,1 500 0,6 18,6 5 2,8 27+3,74¢
1 500 0,2 18,6 7 4,8 30.6+2,3d
10 500 - 27,4 9,4 3 39,8+1,92¢

* Siitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde dnemli; SS: Standart Sapma

Fe,O3’lin iyonik formunun neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlar ¢izelge

4.9°de gosterildi. Fe;,O3’lin iyonik formunun anafaz-telofaz safhalarinda arastirilan en
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fazla anormallik olayma 10 mM’lik konsantrasyonun 4 saatlik uygulanmasinda (%
9,4+1,67), en az anormallik olaymna ise 0,001 mM’lik konsantrasyonun 4 saatlik
uygulanmasinda (% 4,6+1,51) rastlanildi. Kullanilan Fe;O3’lin  iyonik formunun
konsantrasyon artisina bagh olarak anafaz-telofaz anormalliklerinin % oranini arttirdigi
bulundu. Kontrol grubuna gore artis seklinde gergeklesen anormalliklerin tiim

konsantrasyon uygulamasi istatistiksel agidan anlamli (p<0,05) bulundu.

Fe,O3’lin iyonik formunun tiim konsantrasyonlarmmin 4 saatlik uygulama siiresinde
anafaz-telofaz safhalarinda neden olduklari anormallikler bozulmus anafaz-telofaz,
kalgin kromozom, yapisiklik ve anafaz kopriisiidiir. Kalgin kromozom en fazla goriilen
anormallik olup % 6,6 oraninda 1 mM'lik konsantrasyon uygulamasinda tespit edildi.
Bunu % 5 oraninda anafaz kopriisii (10 mM’lik konsatrasyon uygulamasi), % 2,8
oraninda yapisiklik (0,001 mM’lik konsantrasyon uygulamasi) ve % 0,4 oraninda

bozulmus anafaz- telofaz (1 mM’lik konsantrasyon uygulamasi) oldugu bulundu.

Kalgin kromozom (Cizelge 4.9) olayma en fazla % 6,6 oraninda 1 mM'lik
konsantrasyon uygulamasinda en az olarak da % 1,8 oraninda 0,001 mM’lik
konsantrasyon uygulamasinda rastlanildi. Bir diger anormallik olan anafaz kopriisii en
fazla % 5 oraninda 10 mM’lik konsantrasyon uygulamasinda goriilirken 0,001 mM’lik
konsantrasyon uygulamasinda hi¢ goériilmedi. Yapisiklik ise en fazla % 2,8 oraninda
0,001 mM’lik konsantrasyon uygulamasinda; en az % 0,2 oraninda 0,1 mM’lik

konsantrasyon uygulamasinda goriildii.
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Cizelge 4.9 Fe,03 iyonik formun neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari

Anafaz-telofazdaki Anormallikler ( % )*

Incelen I
Konsantrasyon en Bozu Kalgin Yapis Anafaz Toplam
mM Hiicre mus kromozo kan koprii Anormallikler
Sayiq  2nafaz- m ik sii (%= SS)
telofaz
Kontrol 4-saat 500 - 12 1,4 2 15,4+2,07a
MMS-10mg/L 142 4,2 40,22 0,87 - 45,28+3,83b
0.001 500 - 1.8 2,8 - 4,6+1,51c
0.01 500 0,2 3.4 1,4 0,2 5,2+1,3¢
0.1 500 - 3,2 0,2 2 5,4+1,51¢c
1 500 0,4 6,6 0,6 1,2 8,8+1,3d
10 500 - 2,2 2,2 5 9,4+1,67d

* Stitunlardaki farklh kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6énemli; SS: Standart Sapma

Sekil 4.6 Fe,Ozile muamele edilen A. cepa kok hiicrelerinde goriilen anormallikler a) Kalgin
kromozom b) Yapisiklik ¢) Bozulmus anafaz-telofaz d) Anafaz kopriisii
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4.3.4 Allium Komet Testine Ait Bulgular

Calismamizda Fe;O3 NP’liniin farkli boyutlarinin <100 nm i¢in 2,5 mM, 5 mM ve 10
mM konsantrasyonlarinin 24 ve 96 saat uygulama siiresi <50 nm ve iyonik formu i¢in
0,001 mM, 0,0lmM, 0,1 mM, 1 mM ve 10 mM konsantrasyonlarinin 4’er saat
uygulamalari ¢alisildi. Pozitif kontrol olarak ise 10 ppm MMS kullanild:.

<100 nm Fe;O3; NP’{iniin 24 ve 96 saat uygulama sonrasi elde edilen veriler 10 ppm
MMS ile olusturulan hasar ile karsilastirildiginda 24 saatlik uygulamada DNA hasar
skorlart 16,33+ 2,08 ile 23,33+2,3 arasinda bulundu. 96 saatlik uygulamada ise
20,66+1,52 ve 32+3,46 arasinda bulundu (Cizelge 4.10). Uygulama siiresine ve
konsantrasyon artigina bagli olarak DNA hasarindaki artis istatistiksel agidan nemli

oldugu bulundu (p<0,05).

Cizelge 4.10 <100 nm Fe,O3 NP’iiniin A. cepa kok hiicre meristemlerinde Komet testi ile DNA

hasarmin tespiti

DNA Hasar (Arbitrary Unit)

Uygulama Konsantrasyon Ortalama + Standart sapma
24 saat 96 saat
Negatif Kontrol - 11+1,73a 14+1,73a
MMS 10 ppm 23,33+1,52b 30+2b
2,5mM 16,33+2,08¢ 20,66+1,52¢
5 mM 19,33+1,15¢ 28+2,64b
10 mM 23,334+2,3b 32+3,46b

* Siitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli.

<50 nm Fe;O3 NP’iiniin farkli konsatrasyonlarinin 4 saatlik uygulama sonuglarina goére
en yiksek DNA hasar skoru 10 mM’da 32,66+4,16 olarak bulundu (Cizelge 4.11).
Konsantrasyon artisina bagli olarak DNA hasarindaki gézlenen artis kontrol grubuna

gore istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulundu (p<0,05).
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Cizelge 4.11 <50 nm Fe,O3; NP’iiniin A. cepa kok hiicre meristemlerinde Komet testi ile DNA

hasarmin tespiti

DNA Hasarn (Arbitrary Unit) Ortalama +

Uygulama Konsantrasyon Standart Sapma

Negatif Kontrol - 13,33+1,15a
MMS 10 ppm 24,66=1,52b
0,001 mM 15,33+1,15ac
0,01 mM 18,66+2,3¢

0,1 mM 21+3,6b
1mM 22,33+2,08b
10 mM 32,66+4,16d

* Siitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde dnemli.

Fe,03 iyonik formunun farkli konsantrasyonlarinin 4 saatlik uygulama sonuglarina gore
en yiiksek DNA hasar skoru 10 mM’da 24,06+2,68 olarak bulundu (Cizelge 4.12).
Konsantrasyon artisina bagli olarak DNA hasarindaki gozlenen artis kontrol grubuna

gore istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulundu (p<0,05).

Cizelge 4.12 Fe,O; iyonik formunun A. cepa kok hiicre meristemlerinde Komet testi ile DNA

hasarmin tespiti

DNA Hasarn (Arbitrary Unit) Ortalama

Uygulama Konsantrasyon + Standart Sapma

Negatif Kontrol - 13,33+1,15a

MMS 10 ppm 24,66+1,52b
0,001 mMm 12,4+2.6a

0,01 mM 14,33+1,51a

0,1 mM 16,66+3,02c

1mM 18,33+3,13c

10 mM 24,06+2,68b

* Siitunlardaki farklt harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli.
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5. TARTISMA VE SONUC

Farkli canli tiirleri ve bitkiler NP'lere farkli hassasiyetler gostermektedir. Farkli
boyutlardaki nano iiriinler bir¢ok alanda kullanilmakta ancak; insan saglig1 ve ¢evreye
olabilecek zararli etkileri hakkinda bilgi ve literatiir sinirhidir (Logotheidis 2006).
Insanlarda bu pargaciklarin akciger, bagirsak ve hatta deri yolu ile kolaylikla kana
karisabildigi bilinmektedir (Hoet et al. 2004). Fe,O3; NP’ manyetik rezonans
goriintiileme cihazinda kullanilarak, inflamatuar lenfonotlarda meydana gelen
metastatik tanimlamalar, timor anjiyogenezi, tehlikeli ateroskleroz plaklar yani sira
saglikli ve patolojik dokularin ayirt edilmesinde kullanilmistir (Hafeli et al. 2009). Bu
yiizden ¢aligmamizda farkli boyutlardaki Fe,O3; NP iiniin ve iyonik formunun muhtemel
genotoksik etkisini degerlendirmek amaciyla genotoksisite test yontemlerinden olan

SMART ve Allium test yontemi kullanildi.

Cesitli maddelerin ve karisimlarin genotoksik 6zelliginin degerlendirilmesi i¢in
kullanilan SMART; in vivo bir test olmasi ve ayrilmama (non-disjunction),
kromozomdan par¢a kopmasi (delesyon), kromozomun bir parcasinin yer degistirmesi
(translokasyon) ve rekombinasyon gibi birgok genetik hasari belirleyebilmektedir
(Turna 2012). Genetik hasarin olusumu NP’lerin genis bir yiizeye ve yiiksek oranda
reaktivitiye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu 0zelliklerinden dolayr NP
uygulamalari1 sonrast ROT’lerinin olusumu artmakta ve mutajenik potansiyeli olan 8-

OHdG lezyonlar olugmaktadir (Singh et al. 2009, Flower et al. 2012).

7244 saatlik 3. evre trans-heterozigot larvalar1 <50 nm ve <100 nm boyutundaki Fe,O3
NP’iiniin 4 farkli konsantrasyonuna (1mM, 2 mM, 5 mM ve 10 mM) maruz birakild:.
<50 nm Fe;O3NP’iiniin 1mM ve 10 mM’lik konsantrasyon uygulanmasi ile elde edilen
sonucglarda toplam mwh klonlarda pozitif sonu¢ goézlendi. Ayrica <50 nm Fe;0s3
NP’lintin 10 mM’lik konsantrasyon uygulanmasi ile elde edilen sonuglarda kiigiik tek
tip klonlarda pozitif sonug¢ gozlendi. Ancak; <50 nm Fe;O; NP’liniin 2 mM ve 5
mM’lik uygulamalart ve < 100 nm Fe;O3 NP’iiniin tim konsatrasyon uygulamalari
sonucu elde edilen bireylerin kanat preparatlari kontrol grubu olan distile su ile

karsilastirildiginda farklarin istatiksel olarak 6nemli olmadigi bulundu.
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72+4 saatlik 3. evre transheterozigot larvalar, Fe;O3’lin iyonik formunun 4 farkli
konsantrasyonuna (1mM, 2 mM, 5 mM ve 10 mM) maruz birakilmistir. Fe,O3 iyonik
formunun farkli konsantrasyonlarimin uygulanmasi ile elde edilen sonuglar ile kontrol
grubu olan % 10’luk Etil alkol uygulamasindan elde edilen sonuglar karsilastirildiginda
tiim klon tiplerinde istatistiksel anlamda 6nemli bir fark olmadig1 gozlenmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan Etil Metan Siilfonat (EMS) uygulamalarinin sonucu, %10’luk
etil alkol uygulama sonuglar ile karsilastirildiginda tiim klon tiplerinde pozitif sonuglar
gbzlenmistir. Toplam klon indiiksiyon frekansinda doz artisina bagli olarak belirli

oranda herhangi bir artis yada azalis olmadig1 gézlenmistir.

Elde edilen sonuglara gére uygulama gruplarn ile kontrol grubu karsilastirildiginda
Fe,O3 NP’lerinin genel olarak genotoksik etkiye sahip olmadigi saptanmistir. Ancak
<50 nm Fe;O3 NP’iiniin, <100 nm Fe,O3 NP ve iyonik formuna gore genotoksik oldugu
bulunmustur. Yine sonuglara gore NP’lerdeki boyut ve yapi farkliliklarinin, hiicresel
diizeyde farkli etkiler gosterebilecegi diistiniilmektedir. NP ve mikrometre formu
kiyaslandiginda kiigiik boyutlu ve genis yiizeye sahip olan maddelerin daha toksik
oldugu diistiniilmiis fakat bunun kesin bir bilgi olmadigi i¢in, Fe,O3, Fe3O4, TiO; ve
CuO’in nano ve mikrometre parcaciklarinin toksik etkisi karsilagtirilmigtir. NP
formunun mikrometre partikiil formundan daha toksik olmadig1 ancak NP formlarinin
baska maddelerle beraber uygulandiginda mikrometre partikiil formuna gore daha

toksik olacag diistiniilmiistiir (Karlsson et al. 2009).

A. cepa cesitli kimyasallarin toksik etkisinin belirlenmesinde oldukca sik kullanilan bir
materyaldir. Allium test hizli, giivenilir, uygulanmast kolay ve ekonomik bir test
sistemidir. Ayrica prokaryotik veya oOkaryotik canlilarla yapilan diger, alternatif kisa
donem toksisite test sistemleriyle iyi bir korelasyon gostermektedir (Fiskesjo 1985,

Marco et al. 1986).

ECsp degerini belirlemek igin kullanilan Fe;O3 NP’iiniin <100 nm boyutunun uygulanan
biitiin konsantrasyonlarinda, konsantrasyona bagli olarak sagak koklerin renklerinin

koyulastigi, kok uglarindaki biiylimenin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
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azaldig1 goriilmiistiir. Sogan kok uclarindaki biiylimenin kontrol grubuna gore %45’den
daha fazla azalmasi, bitkiler iizerinde biiyiik bir olasilikla subletal etkiye sahip toksik
maddelerin varligina isaret etmektedir (Fiskesjo 1985, Hidalgo 1989, Wierzbicka 1988,
Antonsiewicz et al. 1990). Bu bilgiye dayanarak <100 nm boyutundaki Fe,O3 NP’{iniin
5 mM ve iizerindeki dozlarin, A. cepa kok uglarina subletal etkisinin oldugu sonucuna
varilabilir. Kok biiyiimesinin inhibisyonu genellikle apikal meristematik aktivite ve

farklilagsma sirasinda hiicrenin uzamasi (Fusconi 2006) ile ilgilidir.

ECso degeri yaklastk olarak 5 mM olarak belirlendikten sonra uygulama
konsantrasyonlarinin ~ belirlenmesinde 2xECsy, ECsy ve 1/2XECsy  degerleri
kullanilmigtir. Buna bagli olarak <100 nm boyutundaki Fe,O3 NP’iiniin 10, 5 ve 2,5
mM'lik konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Saf su negatif kontrol grubu olarak, MMS ise
pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Segilen bu konsantrasyonlar A. cepa’nin
hiicre dongiisiinii 24 saatte tamamlamasindan dolayr (Rank and Nielsen 1994,
Yiizbasioglu vd. 2003) uygulama siiresi olarak 24 ve 96 saat sec¢ilmistir. Ancak
literatiirde farkli uygulama siirelerine de rastlanilmaktadir. 4 ve 8 saat (Obek 1993), 12
ve 24 saat (Inceer 2000), 6 ve 24 saat (Kara 1994), 3giin (Ozen et al.2011), 2 ve 6 giin
(Metin 2006) ve 7 giin (Smaka-Kincl et al. 1996) gibi degisik uygulama siireleri

kullanilmis birgok ¢alisma bulunmaktadir.

Allium kok biiylimesi inhibisyonu testi ile belirlenen etkili konsantrasyon ve farkli
uygulama  siireleri  temelinde  mitotik  indeks, mitotik  anormalliklerile

belirlenebilmektedir.

<100 nm boyutundaki Fe;O; NP’iiniin 24 saatlik uygulama siiresinin 5 mM’lik
konsantrasyonunun mitotik indeks degerlerindeki degisiklikler kontrol grubuna ve
MMS’ye gore istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Ayrica; 96 saatlik uygulamanin
tim konsantrasyonlarnin da istatistiksel olarak anlamli oldugu ve konsantrasyon

artigina bagl olarak mitotik indeks degerinin diizenli olarak arttig1 bulunmustur.

<100 nm boyutundaki Fe,O; NP’iiniin konsantrasyon artisina ve uygulama siiresine

bagl olarak anafaz-telofaz anormalliklerinin yiizdesi artmistir. Kontrol grubu ile 24
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saatlik uygulama sonucu olusan anormallikler karsilastirildiginda ¢aligilan biitiin
konsantrasyonlara ait degerler arasinda istatistiksel agidan anlamli (p<0,05)
bulunmazken; 96 saatlik uygulamanin tiim konsantrasyonlarina ait degerler arasinda

istatistiksel a¢idan anlamlilik (p<0,05) bulunmustur.

Bu arastirmada, <100 nm boyutundaki Fe;O; NP’liniin Allium cepa kok ucu meristem
hiicrelerinde anafaz-telofaz evrelerinde meydana getirdigi ve en sik rastlanan kromozom
aberasyonu ‘‘kalgin kromozom’’(% 19,8 oraninda 2,5 mM'lik dozun 96 saatlik
uygulamasinda)’dur. Kalgin kromozomlarin varligi, kardes hiicrelere farkli sayida
kromozomlarin gecisi ve sonrasinda interfazda esit olmayan boyutta veya diizensiz
sekildeki niikleuslu kardes hiicrelerin olusmasina neden olmaktadir (ElI-Ghamery et al.
2003).

Arastirmamizda, A. cepa kok ucu meristem hiicrelerinde <100 nm boyutundaki Fe,O3
NP’iiniin 96 saatlik uygulamasinda konsantrasyon artisina bagli olarak indiikledigi
anafaz-telofaz kromozom aberasyonlart igerisinde anafaz kopriisiiniin orani % 6,6
olarak bulunmustur. Kromozomlarin kirilmasi ve yeniden bir araya gelmesi ile koprii
ve/veya kopriilerin olusabilecegi bildirilmistir (Soliman 2001). Kromozomlarin
yapismasl kromatidlerin birbirlerinden ayrilmasini engellemekte ve kopriilerle
birbirlerine bagli kalmalarina neden olmaktadir (Kabarity et al. 1974, Badr et al. 1992).
Yapisik kopriilerin, replikasyon enzimlerinin kusurlu olmasi veya aktivasyonunun az
olmast yliziinden kromozomlarin tamamlanmamis replikasyonunun sonucu oldugu
bulunmustur (Sinha 1979). Ayrica telomerik heterokromatinin DNA sekanslarinin
gecikmis replikasyonunun bir sonucu olabilecegi rapor edilmistir (De-Faria and
Jaworska 1972, Bennet 1977).

Niikleus béliinmeye hazir oldugunda heterokromatin bloklart DNA replikasyonunu
bitirmediyse koprii olusumlart meydana gelebilir (Kaltsikes et al. 1984).
Arastirmamizda da kullanilan Fe,O3’lin muhtemelen niikleus boliinmesini etkiledigi ve

anafaz-telofazda tekli kopriiler olusmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.
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<100 nm boyutundaki Fe;O; NP’iniin uygulandigi A. cepa kok ucu meristem
hiicrelerinde anafaz-telofazda % 2,6 oraninda yapisiklik (5 mM’lik konsantrasyonun 96
saatlik uygulamasi) gozlenmistir. Yapisiklik, inter-kromozomal kromatin ipliklerin
dolasmasimmin sonucu olarak kromozomlar arasinda subkromatid baglantilarin
olusmasiyla meydana geldigi bildirilmistir (Mc Gill et al. 1974, Chauhan et al. 1986).
Yapisik kromozomlar, kimyasallarin toksik etkilerini yansitmakta ve genellikle geri

doniistimsiiz olup, muhtemelen hiicrelerde 6liime neden olmaktadir (Liu et al. 1992).

<100 nm boyutundaki Fe,O3 NP’iiniin konsantrasyon ve uygulama siiresinin artigina
bagli olarak hiicre boliinmesini etkiledigi bununla birlikte fizyolojik ve hiicresel

faaliyetlerin de olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir.

<50 nm boyutundaki Fe,O3 NP’{iniin tiim konsantrasyonlarinin 4 saatlik uygulamasinda
mitotik indeks degerlerindeki artislar kontrol grubu ve MMS grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli bulunmustur. Ayrica; uygulamanin konsantrasyon artisina bagl olarak
diizenli bir artis ya da azalis gézlenmemistir. Kullanilan Fe,O3 NP’iiniin konsantrasyon
artigina baglh olarak anafaz-telofaz anormalliklerinin yiizde orani da artmistir. Kontrol
grubuna gore artis seklinde gergeklesen anormalliklerden 0,1, 1 ve 10 mM’lik

konsantrasyon uygulamasi istatistiksel agidan anlamli (p<0,05) bulunmustur.

<50 nm boyutundaki Fe,O; NP’iiniin A. cepa kok ucu meristem hiicrelerine
uygulanmas1 sonucunda goriilen anormallik en fazla % 27,4 oraninda (10 mM'lik
konsantrasyonun 4 saatlik uygulamasinda) kalgin kromozom; daha sonra % 9,4
oraninda yapisiklik (10 mM’lik konsatrasyon uygulamasi), % 4,8 oraninda anafaz
kopriisii (1 mM’lik konsantrasyon uygulamasi) ve % 0,6 oraninda bozulmus anafaz-

telofaz (0,1 mM’lik konsantrasyon uygulamasi) izlemektedir.

Fe,O3’lin iyonik formunun tiim konsantrasyonlarmin 4 saatlik uygulamasinda mitotik
faz frekanslarina etkisi incelendiginde kontrol grubuna gore faz frekanslarinin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur ancak; diizenli bir artis veya azalig

seklinde degisiklikler gozlenmemistir. Anafaz-telofaz anormalliklerinin yiizde oram
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artmigtir. Kontrol grubuna gore artis seklinde gerceklesen anormalliklerin  tiim

konsantrasyon uygulamasi istatistiksel agidan anlamli (p<0,05) bulunmustur.

Fe,O3’lin iyonik formunun A. cepa kok ucu meristem hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda goriilen anormallik en fazla % 6,6 oraninda (1 mM'lik konsantrasyonun 4
saatlik uygulamasinda) kalgin kromozom; daha sonra % 5 oraninda anafaz kopriisii (10
mM’lik konsatrasyon uygulamasi), % 2,8 oraninda yapisiklik (0,001 mM’hik
konsantrasyon uygulamasi) ve % 0,4 oraninda bozulmus anafaz- telofaz (0,1 mM’lik

konsantrasyon uygulamasi) izlemektedir.

Fe;O3’tin - <50 nm boyutundaki NP formu ile iyonik formunun 4 saatlik uygulama
sonuglart kiyaslandiginda; <50 nm boyutundaki Fe,O; NP’iiniin mitotik indeks ve
anofaz-telofaz anormalliklerinin iyonik forma oranla daha fazla oldugu bulunmustur.
Tiim uygulama gruplarinda kendi icerisinde konsantrasyon artigina bagli olarak yiizde
anofaz-telofaz anormalliklerinin orani artmustir. Fe;O3’tin <50 nm boyutundaki NP

formunun iyonik formuna oranla daha sitotoksik oldugu sdylenebilir.

Diinya capinda ¢esitli hastaliklar ve kanser indiiksiyon tehlikeleri iizerinde endiseler
vardir. Bu nedenle kimyasallarin toksisitesinin belirlenmesinde genotoksisite dnemli bir
parametredir. Komet yontemi DNA hasar ve tamirini belirleyebilmek i¢in kullanilan
basit, cok yonlii, hizli, gorsel, hassas ve yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Collins
2004, Dhawan et al. 2009). DNA c¢apraz baglantilar1 (6rnegin, timidin dimerleri) ve
oksidatif DNA hasar1 gibi diger bazi DNA hasar lezyonlar1 spesifik DNA tamir
enzimleri ve lezyon-spesifik antikorlari kullanilarak Komet yontemi ile belirlenebilir.
NP’ler tarafindan meydana gelen serbest radikaller DNA ve protein arasindaki ¢apraz
baglara, deoksiriboz ve fosfat iskeleti arasinda hasara, ve piirin ve pirimidin bazlari
arasinda spesifik modifikasyona, tek veya ¢ift zincir kiriklari neden olabilir (Shigenaga
and Ames 1991). Meydana gelen kirikliklar Komet test kullanilarak belirlenebilir
(Singh et al. 1988, Dhawan et al. 2009).

Calismamizda Fe,O3 NP’linilin farkli boyutlarinin <100 nm igin 2,5 mM, 5 mM ve 10

mM konsantrasyonlarinin 24 ve 96 saat uygulama siiresi <50 nm ve iyonik formu i¢in
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0,001 mM, 0,0lmM, 0,1 mM, 1 mM ve 10 mM konsantrasyonlarinin 4’er saat
uygulamalari ¢alisildi. Pozitif kontrol olarak ise 10 ppm MMS kullanilda.

Fe,Os NP’iiniin iki farkli boyutu ve iyonik formunun uygulama sonuglarmma gore
konsantrasyon artisinin  DNA  hasarini  arttirdigi  bulunmustur. Ayrica <100 nm
boyutundaki Fe,O3 NP’iinlin uygulama siiresinin artisina bagli olarak da DNA hasar
oraninda arttig1 gézlemlenmistir. NP formunun iyonik formuna gore daha etkili oldugu
hatta <50 nm boyutunun <100 nm boyutuna goére daha genotoksik oldugu

distiniilmektedir.

Fe,O3; NP’ii IMR-90 ve BEAS-2B hiicrelerinde DNA kirikliklarinin indiikledigi Komet
yontemiyle belirlenmis ve Fe;O; NP’iliniin klastojenik oldugu ortaya konmustur
(Bhattacharya et al. 2009). Fe,O; NP’ii A549 hiicreleri iizerine uygulandiginda DNA
hasarmi indiiklendigi ve diisiik oranda toksisite gosterdigi bulunmustur (Karlsson et al.
2009). BEAS-2B hiicrelerine uygulanan nano ve mikro 6lgekli Fe,O3 partikiilii iyonik
formuna gore daha genotoksik oldugu Komet yontemi ile bulunmustur (Bhattacharya et
al. 2012). Ote yandan Suriye hamster embriyo hiicrelerine uygulanan nano ve iyonik
formdaki Fe;O3’tindnemli derecede DNA hasari yaratmadigt Komet yontemi ile
gosterilmistir (Guichard et al. 2012).

Akciger epitel hiicreleri tek baglarina karbon black ve Fe,O3; NP’ii ile maruz
birakildiklarin da protein oksidasyonuna neden olmazken birlikte uygulandiklarinda

protein oksidasyonunu iki kat arttirmistir (Guo et al. 2009).

Ceriodaphnia dubia tizerine Fe,03, Fe,03-Arsenik (V), Al,03 ve Al,O3-Arsenik (V)’in
etkisine bakilmistir. NP’ler tek baslarina uygulandiklarinda 6nemli derecede toksik etki

gostermezken arsenik ile beraber uygulandiklarinda toksik etkisi gostermislerdir (Hu et

al. 2012).

Fe,O3 NP’ ticari olarak Onemli olsa da bunlarla iliskili toksisite riskleri hala

bilinmemektedir. Fe;O3NP’iiniin toksik oldugu ile ilgili in vitro ve in vivo ¢alismalar
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ortaya konmustur. Yine Fe;O3 NP’iiniin PC12 hiicrelerinin fonksiyonlarini olumsuz

etkiledigi rapor edilmistir(Pisanic et al. 2007).

J774 hiicreleri; Fe;Osz NP’iiniin yiiksek konsantrasyonuna uzun silireli maruz
birakildiginda hiicre canlilifin1 azalttigi goriilmistiir. Hiicrelerin daha yiliksek
konsantrasyonlara (300-500 ug / ml) maruz kalmast sonucuROT’nin olusumuna, hiicre

hasar1 ve hiicre 6liimii H2DCFDA deneyi ile gosterilmistir. (Naqvi et al. 2010).

Fe,O; NP’i sicanlarda 8,5 mg / kg uygulandiginda akut inhalasyon toksisitesi
gostermistir. (Wang et al. 2010).

Nano ve sub micron boyuttaki Fe,O3 siganlara 1, 7 ve 30 giin boyunca trakelerinden
verilmig ve uygulama sonrasinda sicanlarin akciger hasarmi indiikledigi ortaya

konmustur (Zhu et al. 2008).

Nanoteknolojideki basdondiiriici ve hizli gelismeler g6z Oniine alindiginda,
nanoteknolojinin insan sagligt i¢in bir nanotehlike olmasin1 Onlemek amaciyla
tilkemizde de nanogenotoksikoloji alaninda bilimsel arastirmalarin yapilmasi zorunlu
hale gelmistir. Nanopartikiillerin neden oldugu genetik hasarin karsinogeneze yol
acabilecegi diisiiniiliirse, nanopartikiillerinin olas1 epigenetik etkilerini ve etki
mekanizmalarin1 anlayabilmek i¢in, hiicre dongiisi ve DNA tamiri konularmni da
kapsayan detayli in vivo ve in vitro sitotoksisite ve genotoksisite arastirmalarinin
yapilmast insan saglig1 bakimindan 6nem arz etmektedir. Arastirmalar sonucunda elde
edilen veriler ile bu nanopartikiillerin giivenilirligi test edilecek, tedavide bu
nanopartikiillerin kullanildig1 bireylerin karsinogenite acisindan ne Olgiide risk tasidig

degerlendirilebilecek ve NP’lerin kullanimina dair uygulamalara yon verilebilecektir.
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