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Bu c¢alismada, sanayinin bircok alaninda sik¢a kullanilan 2 farkli ( Indium tin oksit ve
Bizmut (III) oksit) nanomateryalin mutajenik etkileri, kisa zamanli bakteriyel mutajenite
test sistemlerinden olan Salmonella/mikrozom test sistemi ile arastirilmistir. Calismada
Salmonella typhimurium’un iki susu olan TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmistir. Bunun i¢in
her iki sus mikrozomal enzimler igeren metabolik aktivasyon (S9) varliginda ve
yoklugunda, Bizmut (IIT) oksit nanomateryalinin 625 pg/plak, 1250 pg/plak, 2500 pg/plak,
5000 pg/plak ve 10000 pg/plak konsantrasyonlari, Indium tin oksit nanomateryali igin ise
12.5 ug/plak, 25 pg/plak, 50 pg/plak, 75 ug/plak, 100 pg/plak, 125 ug/plak ve 150 ug/plak
konsantrasyonlarinda iki bagimsiz paralel deneyde test edilmistir. S9 yoklugunda pozitif
kontrol olarak TA98 igin 4-nitro-o-fenilendiamin, S9 varliginda ise 2-aminofluoren, TA100
icin ise S9 yoklugunda sodyum azid ve varliginda ise 2-aminoantrasen kullanilmistir.
Negatif kontrol olarak ise distile su kullanilmistir. Test sonuglar1 iki deneyin ortalamasi
almarak degerlendirilmis, pozitif ve negatif kontrol gruplar ile karsilastirilmistir. Sonug
olarak; Indium tin oksit ve bizmut (III) oksit nanomateryallerinin kullanilan iki susta da
mutajenik etkisine rastlanmamustir.
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

THE INVESTIGATION OF MUTAGENIC PROPERTIES OF INDIUM TIN OXIDE
AND BISMUTH (I11) OXIDE NANOMATERIALS WITH AMES TEST

AYKUT TEPEKOZCAN

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Muhsin Konuk

In this study, the mutagenic effects of Indium tin oxide and Bismuth oxide
nanomaterials, commonly used in many fields of industry, have been investigated by
using short-term bacterial mutagenicity test system namely Salmonella/microsome. In
the Salmonella/microsome test system the mutant strains were used Salmonella
typhimurium TA 98 and TA 100. These strains were tested both in the presence and
absence of metabolic activation that contain microsomal enzymes. While 625 png/plate,
1250 pg/ plate, 2500 pg/ plate, 5000 pg/ plate and 10000 ug/ plate label concentrations
were tested for Bismuth oxide nanometerials, 12.5 pg/ plate, 25 pg/ plate, 50 ug/ plate,
75 ng/ plate, 100 ug/ plate, 125 ug/ plate and 150 pg/ plate concentrations were tested
independently in parallel experiment for Indium tin oxide nanomaterials. At the absence
of S9, 4-nitro-o-fenilendiamine, at the presence of S9, 2-aminofluorene was used as a
positive control for TA 98. At the absence of S9, Sodium azid, and the presence of S9,
2-aminoanthracene was used as a positive control for TA 100. Water solution were used
as a negative control. Results of experiments were compared with positive and negative
control groups data. Consequently; mutagenic effects were not observed both Indium tin
oxide and Bismuth (I11) oxide in two strains.

2013, x + 62 pages
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1 GIRIS

Giliniimiizde nanoteknoloji gida, tekstil, ilag-kozmetik, kimya, malzeme, bilisim,
otomobil ve metal endiistrileri gibi bir¢ok sektdrde her gecen yil daha fazla uygulama
sahas1 bulmakta ve artik insan hayatinin vazge¢ilmezi olmaktadir (Kaplan 2007). Son
yillarda piyasada nanomateryallerle ilgili ticari, kisisel, medikal ve askeri alanlarda ayri
ayr1 kullanilan 200 den fazla tiiketici {irin yer almaktadir (Brumfiel 2006; Griffith et al
2007). Boyutlart 100 nm ya da bundan daha az olan nanomateryaller, bizlere bir ¢ok

alanda genis bir kullanim imkani1 sunmaktadir (Hu et al 2009).

Nano, yunanca ciice anlamina gelmektedir. Kelime anlami olarak ise; herhangi bir
birimin milyarda birini ifade eder. Bir nanometre (nm) bir milimetrenin milyonda birine
esit bir uzunluk birimidir ve 10 m ye karsilik gelir (Cirac1 2005; Hurt et al 2006; Mark
et al 2007; Crane et al 2008; Bystrzejewsk et al 2009; Singh 2009; Savolainen et al
2010). Kargsilagtirma yapilacak olursa bir sa¢ telinin 80000 nm, bir kirmizi kan
hiicresinin yaklasik 7000 nm oldugu sdylenebilir (Royal Society 2004).

Nanoteknolojinin gelismesiyle beraber, c¢esitli alanlarda yararlanmak iizere sentetik
olarak yeni yap1 ve islevler kazandirilan nanomalzemeler tiretilmektedir. Bunun yani
sira nanoboyutta pargaciklar, orman yanginlar1 ve volkanik faaliyetler neticesinde
olusabilecegi gibi viral parcaciklar ve ferritin gibi protein molekiilleri seklinde de

dogada bulunmaktadir (Goldman and Coussens 2005).

Malzemenin boyutu nanodl¢ek diizeyine yaklastik¢a (malzemeyi olusturan atom sayisi
100 ler diizeyine indikge), atom yapinin geometrisi ve hatta atom sayisi fiziksel
ozelliklerin (iletkenlik, elektronik, optik, manyetik 6zellikler gibi) belirlenmesinde
etken olmaktadir. Nano 6lgeklerdeki bir yapiya yeni eklenen her atomun, nano 6lgekteki
yapmin fiziksel 0Ozelliklerinde neden oldugu degisiklikler, bu atomun cinsine,
nanoyapinin tiiriine ve geometrisine bagli olarak belirginlesmektedir. Ornegin,
nanoyapinin iletkenligi, o yapiya tek bir atom eklense bile degisebilmektedir. Benzer
sekilde, nanodlceklerde atomlar arasi bag yapisi da degisikliklere ugrayabilmekte;

mekanik olarak malzeme gliglenirken ya da zayiflarken, elektronik olarak iletkenlik



ozelligi tiimiiyle degisebilmektedir. Ornegin, yar1 iletken olarak bilinen ve ¢agimizin en
onemli malzemesi olan silisyumdan yapilan bir telin ¢apt nanometreye yaklasirken tel

iletken bir karakter sergilemektedir (Cirac1 2005; Oberdorster 2007).

Nanoteknoloji saglik (teshis, tedavi ve koruyucu calismalarda), ulasim (arag govdesi,
hidrojen depolama, atik emisyonun diisiiriilmesi, verim arttiritlmasi, egzoz atik 1s1 geri
kazanim caligmalarinda, boyama islemlerinde), enerji (giines enerjisi verimliliginin
artirilmasi, enerji nakil kayiplarinin azaltilmasi, 1s1 yalitimi, verim arttirma alanlarinda),
cevre (su ve hava filtrasyonu, atik emisyonunun diisiiriilmesi ¢aligmalarinda), modern
yasam (ticari tiriinler, kozmetik sanayi, savunma sanayi ve spor geregleri sektorlerinde),
elektronik (bilgisayarlar, goriintileme cihazlari, veri depolama) gibi konularda
etkilesime gecmis ve bir¢ok alanda kullanim alani bulmustur (Karabulut 2009). Ayrica
boya sanayisinde de nanoteknolojik malzemelerden yararlanilmis, binalarin ¢gogunlukla
dis cephelerinde ve gerektiginde i¢ cephelerinde kullanilmak iizere; kendi kendini
temizleme, yiiksek koruma, koku giderme, antimikrobiyal ve antibakteriyal gibi

ozellikler kazandirilmis boyalar gelistirilmistir (Scientific Committee 2006).

Nanobiyoteknolojinin katilimiyla birlikte gelecekte biyolojik sistemlerde ozellesmis
bolgeleri hedefleyebilen, bulundugu bolgeden farkli olarak ¢evresindeki yapilari
denetleyebilen, ¢esitli kimyasallarin saliniminda gorev alabilen, dokularin veya
hiicrelerin verdikleri yanitlar1 algilayabilen ve g¢evresinde bulunan dokulari yeniden
olusturabilen ¢esitli  nanopartikiillerin veya baska yapilarin  gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Sonu¢ olarak nanobiyoteknolojideki gelismeler gelecek yillarda 6zel
olarak dizayn edilmis nano yapilarin iletisimi saglayan bir operatdr vasitasiyla kontrol
edilerek canli bir organizma (6rnegin bir hastada) icerisinde idare edilebilecegini ve
verilen sinyallerle istenen noktalara yonlendirilebilecegini gostermektedir (Abamor

2010).

Essiz fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine bagli olarak, nanomateryaller endiistri
uygulamalarinda, ¢evresel toksisite calismalarinda, insan sagligi ¢alismalarinda ve buna
benzer bir¢ok arastirmada odak noktasi olmustur (Oberdorster et al 2005; Warheit et al

2007). Yapilan aragtirmalar sonucunda bu materyallerin avantajlarinin, zararlar1 yaninda



daha agir basacagi ya da her ikisinin de karsilikli olabilecegine dair tahminler
yiiriitiilmektedir (Balasubramanyam 2010). Bu ylizden bu materyallerin tam anlamiyla
potansiyel saglik riskleri anlasilmadan kullanilmalar1 tehlikeli sonuglar dogurabilir
(Oberdorster 2005). Nanoteknolojinin kullanim alaninin genisligi ve hizla gelisip
yayilmasi géz oniinde bulunduruldugunda bu materyallerin mutajenik ve toksikolojik

Ozelliklerinin de saptanmasi ¢evre ve halk sagligi bakimimdan 6nem arz etmektedir.

Son on yilda, nanomateryallerin toksisitesi {izerindeki ¢alismalarin yavas da olsa ivme
kazanmasina karsin, genel olarak yapilan ¢aligmalarda bu materyallerin sitotoksisitesi
tizerine odaklanilmig, dolayisiyla genotoksisite caligmalar1 biiyiikk Olglide gbézden
kagmistir (Singh et al 2009). Ancak bu yeni teknolojinin insan sagligina ve gevreye ne
sekilde etki edecegi hali hazirda ¢ok sicak ve ilgi uyandiran bir tartisma konusudur. Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, bu materyallerin bazilarinin toksik oldugunu,
organizmalarin  bilinyelerinde birikebildigini, kirleticileri adsorplayarak onlarin

taginimini artirabildigini gostermistir (Kaplan 2007).

Bu calismada, ¢esitli sanayi kollarinda yaygin olarak kullanilan iki nanomateryalin
[Indium tin oksit ve Bizmut (I11) oksit] mutajenik etkileri, Salmonella/mikrozom test
sistemi ile TA98 ve TA100 suslar1 kullanilarak S9 varliginda ve yoklugunda

arastirilarak sonuclarin ortya konulmasi amaglanmistir.

Kullanilan nanomateryallerden Bizmut (III) oksit 6nemli gecis metal oksitlerinden
biridir ve metal oksitlere 6zgii karekteristik 6zelliklerinden (yar1 ilettken bant araligi,
yiiksek kirilma indeksi, yliksek dielektrik gecirgenlik, yliksek oksijen iletkenligi, direng,
fotoiletkenlik ve fotoliiminesans vb.) dolay1r yogun bir sekilde {lizerinde bir¢ok ¢aligsma
yapilmistir. Yine bu ozellikleri sebebiyle mikroelektronik (Bandoli et al 1996), sensor
teknolojisi (Hyodo et al 2000; Khairy et al 2010), optik kaplama (Schuisky and Harsta
1996), seffaf cam seramik imalati1 (Pan and Ghosh 2000), nano enerjetik gaz jeneratorii
(Martirosyan et al 2009), DNA hibritizasyon biyosensorii (Taufik and Yusof 2011),
glukoz oksidazlar i¢in potansiyel sabitleme platformlar1 (Ding et al 2010), polifenol
oksidaz (Shan et al 2009), yakit hiicreleri (Azad et al 1994; Jiang et al 2009), katki
boyalar1 (Patil et al 2005), ¢esitli tibbi kremler ve merhemlerde sikilastirici, igme



suyunda, maden suyunda ve idrarda agir metal iyonlarinin tespiti i¢in (Pauliukaite et al

2002) kullanilir.

Indium tin oksit ise yiiksek elektriksel iletkenlik, seffaflik ve iistiin mekanik direng
ozellikleri sebebiyle likit kristal ekran (LCD), elektrokromik goriintiiler, diiz panel
ekranlar, dokunmatik veya diziistli bilgisayar ekranlari, cep telefonlari, enerji tasarruflu
mimari pencere, bugulanmayan ugak ve otomobil pencereleri, 1s1-yansitict ampul, gaz

sensorleri ve antistatik pencere kaplamalarinda kullanilmaktadir.



2 LITERATUR BILGILERI
2.1 Nanoteknoloji Nedir?

Bilgisayarin, daha sonra internetin yaygin kullanimi, yasam tarzimizi da g¢esitli
yonlerden etkiledi ve zamanla kullanilan teknolojiler yetersiz kalmaya basglamistir.
Yasantimizi ve saglimizi yakindan ilgilendiren, fakat daha 6nce hayal bile edilemeyen
birgok gelismenin kisisel kullanima sunulmasi giindeme gelmistir. Yeni teknolojilerin
saglik hizmetlerinde basariyla uygulanmasi, DNA’yla ilgili teknolojilerin gelismesi
bilim insanlar1 ve miihendisleri her giin daha kii¢iik boyutlara inmeye, daha az yer
kaplayan, daha az enerji harcayarak daha hizli ¢alisabilen aygitlar yapmaya zorlamistir

(Crract 2005).

Nanoteknoloji nanodlceklerde malzeme tasarlayip iiretmeyi, bu malzemelerden yeni
yontemlerle aygit, alet liretmeyi amaglar. Bu baglamda nanoteknolojide kullanilan

yontemler, bilinen yontemlerden ¢ok farkli olabilmektedir (Cirac1 2005).

Nanoteknoloji, metrenin milyarda biri kadar kii¢lik boyuta sahip materyallerin dizayni,
sentezi, karakterizasyonu ve uygulanmasi ile ilgilenen miihendislik ve bilimin i¢ ice
oldugu bir bilim dalidir (Emerich and Thanos 2003; Sahoo and Labhasetwar 2003).
Ciice anlamina gelen nano kelimesi 6 karbon atomu veya 10 su molekiiliine esit olacak
bir degerdir (Whitesides 2003). 1 nm kavrami, 5-6 atomun yanyana dizilmesiyle elde
edilecek bir boyuta karsilik gelmektedir. Nanoyapilar ise yaklasik 10-1000 kadar atomu
igeren atom topaklarindan olugmaktadir. Bir bagka deyisle; nanoteknoloji, metrenin bir
milyarda biri olan nanometre 6l¢eginde boyutlarla ilgilenen, maddenin atom seviyesinde
islenmesiyle daha gelismis ve tiimiiyle degismis malzemeler, araglar ve sistemler elde
etmeyi hedefleyen bir teknolojik alandir. Bu tanima yonelik en gilizel 6rnek, ayni
atomlardan olusmasina ragmen, atomlarin diizenlenmesi ile farkli maddeler olarak
ortaya cikan elmas ve maden komiiriidiir. Dogada meydana gelen bu diizenleme
cercevesinde nanoteknoloji, farkli maddeleri atom seviyesinde isleyerek yeni maddeler

elde edilmesine olanak saglamaktadir (Ozer 2008).



21. ylizyiln baslangicinda nanoteknoloji iyi bir sigrama yapmakla beraber bu
multidisipliner bilim dali hizla ilerlemeye devam etmektedir (Williams 2004). Ilk
olarak, 1959 yilinda Amerikan Fizik Cemiyeti’nden (APS American Pysical Society)
Richard Feynman, nanoyapilarin esas yapilardan daha farkli o6zellikler tasidigini
vurgulayarak bilim insanlarinin dikkatini nanometre boyutlarma ¢ekmistir. Once 1981
yilinda taramali tiinelleme mikroskobunun (STM Scanning Tunneling Microscopy),
daha sonra 1985 yilinda atomik kuvvet mikroskobunun (AFM-Atomic Force
Microscopy) kesfi, yiizeyde bulunan atomlarin ve molekiillerin gézlenmesine, atomsal
diizeyde tepkimelerin izlenmesine olanak tanimistir. Bdylece 20. yilizyillin son
ceyreginde nanoteknolojiyle tanigilmis ve dogada bulunmayan yeni nanoyapilarin

atomsal diizeyde tasarlanarak sentezlenmesi devri baslamistir (TUBITAK 2004).

21. ylizyilda bilgi alma teknolojileri, malzeme bilimi, biyoteknoloji, cevre miihendisligi,
kimya miihendisligi, elektrik miihendisligi, molekiiler kimya gibi bir¢ok farkli bilim
dalindaki gelismeler nanodlgekte ilerlemektedir (Nowack and Bucheli 2007). Yakin bir
gelecekte akilli ylizeyler hemen her yerde insanlarin karsisina g¢ikacaklardir. Suyu
ittiginden dolay1 silecekleri gerektirmeyen otomobil camlari, bugulanmayan banyo
aynalar1 ve ara¢ i¢ camlari, kendi kendini temizleyen bina dis cepheleri, tikanmayan
stent ¢eperleri, yosun ve deniz hayvanlariin yapisamadigi gemi dis yiizey boyalari, ve
stirtlinmesiz yiizeyler akla gelen ilk akilli yiizey uygulamalarindan bazilaridirlar. Bu

uygulamalarin ekonomiye katkisit milyarlarca dolar olacaktir (Celep 2007).

2.1.1 Nanopartikiiller

Nanoboyutlu malzemeler tizerine gercgeklestirilen c¢alismalar son yillarda tek basina
onemli bir alan olma dogrultusunda biiylik bir gelisme gostermektedir. Nanoboyutlu
malzeme olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller, nanopartikiiller, nanotiipler,
nanoteller, nanokabuklar veya nano ince filmler gibi farkli siniflara ayrilmaktadir. Bu
konu {iizerine ilginin yogunlasmasinin temel sebebi maddelerin belli boyut araliginda
hacimsel yapilarindan farkli olarak olagandis1 6zellikler ve islevsellik sergilemeleridir
(Goldstain  1997). Boyutlar1 100 nm ve altinda kalan tozlar olarak tanimlan
nanopartikiiller ise nanoboyutlu malzemelerin dolayisiyla nanoteknolojinin temelini

olusturmaktadir (Miller et al 2004). Bu partikiiller diger ticari malzemelerden genelde



farkl1 ve Ustiin kabul edilen ozellikler gostermektedir. Sik¢a belirtilen nanopartikiil
ozelliklerinin ¢ekiciliginin giinlimiizde bilinen nedenleri ise; kuantum boyut etkileri,
elektronik yapisinin boyut bagimliligi, yiizey atomlarinin benzersiz karakterleri ve

yiiksek yiizey/hacim orani olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Liveri 2006).

Nanopartikiiller boyut olarak insan hiicrelerinden daha kii¢lik olmakla birlikte enzimler
ve reseptorler gibi biyolojik makro molekiillerle ayni boydadirlar. Bu nedenle
nanopartikiiller ayn1 boyda olduklar1 peptidler, antikorlar veya niikleik asitlerle konjuge
edilerek problar seklinde kullanilabilirler. Boylece patolojik bolgeler ile ilgili olan
hiicresel hareketler ve molekiiler degisiklikler gdzlenebilir. Bu problar genis bir spektral
araliga kars1 yliksek diizeyde hassasiyet, stabilite ve absorbsiyon kat sayisi saglarlar

(Cuenca 2006).

Antikorlarla, kollajenlerle ve mikro molekiillerle kaplanan nanopartikiiller kanser gibi
hastaliklarin erken tanisi i¢in de denenmektedir. Vitaminleri, hormonlari, enzimleri
sentezleyen genlerle tasarlanan biyolojik robotlar kalitsal ya da sonradan kazanilmis
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir (Freitas 2005). Ayrica nano boyuttaki aletler
yiiksek dozda antikanserojen ilaclarin, genlere ve normal hiicrelere zarar vermeden kotii
huylu ve hasta hiicrelerin igine taginmasi i¢in 6zellesmistirler. Bu sayede antikanserojen
ilaclar en az yan etki ile maksimum yeterlilik gosterirler. Bu nano tasiyicilar ayni
zamanda kimyasallar, manyetik alan, 1s1 ve pH gibi uyaranlar tarafindan aktive olacak
sekilde diizenlenebilirler (Lee 2008). Nano tasiyicilar benzer sekilde ilaglarin kan-beyin
bariyeri gibi anatomik bariyerlerden, akcigerler ve deriden penetre olmasi icin de
kullanilirlar. Son zamanlarda nano tastyicilar hedefleme, ilag tasima cihazi ve biyolojik
sensOr olarak fonksiyon gosterme gibi ¢ok fonksiyonlu sekilde tasarlanmaktadirlar
(Lepage 2007).

Son yillarda nanopartikiillerden mikrobiyoloji alaninda da yararlanilmaya baslanmistir.
Yapilan ¢alismalarda nanopartikiillerin pek ¢ok bakteri tiirii ve diger hiicre modelleri
tizerinde antimikrobiyal 6zellik gosterdikleri ortaya ¢ikmustir. Ayrica nanopartikiillerin
mevcut antibiyotiklere karst direngli olan bakteriler iizerinde de etkili olmasi
enfeksiyonlarla miicadele konusunda timit verici bir gelisme olarak nitelendirilmektedir.

Giiniimiizde hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanilmak {izere halen arastirilmakta olan



nanopartikiiller ve nano cihazlar; quantum dotlar, nano kabuklar, nano kiireler, metal
nanopartikiiller, paramanyetik nanopartikiiller ve karbon nanotiiplerdir. Kanser tan1 ve
tedavisi ile nanoteknolojinin birlestirilmesi hizla ilerleyen c¢alisma alanlarindan bir
tanesidir ve bu kavramlarin daha genis bir sekilde anlasilabilmesine ihtiyag

duyulmaktadir (Abamor 2010).

2.1.2 Nanomateryallerin Simiflandirilmasi

Nanomateryaller molekiiler faz ile yogunlastirilmig faz arasinda bir koprii kurmaktadir.
Bu nedenle optik Ozellikleri, manyetik oOzellikleri, erime noktalar1 ve kristal
morfolojileri gibi bir takim 6zellikler ¢cok degiskenlik gosterebilir. Yeni buluslar ve
uygulamalar oldukga yiiksek diizeydedir. Nano kristal yapilarin boyutunu anlamak i¢in
diinyada bulunan diger kiiciik seylerle kiyaslamak miimkiindiir. Sekil 2.1°de viriis,

bakteri, nano kristal ve fulleren molekiilleri karsilastirmali olarak verilmistir.
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Sekil 2.1 Nano kristallerin bakteri, viriis ve molekiillerle boyut karsilastirmasi

Normal sicaklik ve basinglarda kat1 olan binlerce madde; metaller, seramikler, yari
iletkenler, kompozitler ve polimerler olarak alt boliimlere ayrilabilir. ilave olarak
biyomateryaller, katalitik materyaller, kaplamalar, camlar, manyetik ve elektronik

materyaller seklinde bir siniflandirma da miimkiindiir. Cizelge 2.1 nano yapilara ait



yaklagik boyut araliklar1 ve bu yapilar kullanilarak elde edilen materyalleri

gostermektedir.

Genis degisken oOzelliklere sahip tim bu katt maddeler nanopartikiil formunda
retildiklerinde yeni altkiimelerde yer almaktadir. Olanaklar sonsuzdur fakat
nanomateryallerin sentezi ilk on sarttir. Saflik, monodispersite, baglanma, diger
kimyasal 6zellikler ve diizenlenebilme de 6nemlidir. Bu yiizden kimya ve kimyagerler

bu yeni alan geligirken liderlik roliinii almalidir.

Cizelge 2.1 Nano yapilari igeren bazi1 materyaller

Materyaller Boyut (yaklasik) Ornekler

Nano kristaller ve demetler (kuantum 1-10 nm Metaller, yar1 iletkenler,

noktalar) manyetik materyaller

Diger nanopartikiiller 1-100 nm Seramik oksitler

Nanoteller 1-100 nm Metaller, yari iletkenler,
oksitler, siilfitler, nitritler

Nanotiipler 1-100 nm Karbon, tabakali metal
kalkojenitler

Nano gozenekli katilar 0,5-10 nm (gozenek | Zeolitler, fosfatlar

yarigap1)
2-Boyutlu nanopartikiiller Birkag nmz-umz Metaller, yart iletkenler,

manyetik materyaller

Yiizeyler ve ince filmler 1-1000 nm (kalinlik) | Cesitli materyaller

3-Boyutlu yapilar Ug boyutta birkag nm | Metaller, yar iletkenler,
manyetik materyaller

Her gecen giin, nano yapili materyaller gelistik¢e bu alanda bircok isim ve tanimlama

kullanilmaktadir. Onemli bazi kesin tanimlamalar asagida ifade edilmistir.

Nanodemet (Cluster): Elliden fazla birimin (atom veya reaktif molekiil) bir araya
gelmesiyle olusur. Demeti olusturan bilesikler veya molekiiler tiirlerin (kararli,
¢oziinebilir, izole edilebilir) izolasyonuna izin veren bir ligantla ¢evrilidir. Metal
nanokristallerden meydana gelen demetler ve bu demetlerden meydana gelen siiper

demetler Sekil 2.2°de gosterilmektedir.



Kolloid: Sivi faz iginde asili duran partikiillerin konumunu kararlilikla siirdiirebildigi
kati-sivi karisimlarin genel adidir. Kolloidal bir partikiil 1-1000 nm arasinda boyuta
sahiptir.

Sekil 2.2 Metal nanodemetler ve siiper demetlerin olusumunun sematik gosterimi

Nanopartikiil: Kristal olmayan, tek kristalli veya kristal agregatlardan olusan 1-1000
nm araligindaki kat1 partikiillerdir.

Nano kristal: Nanometre boyutunda tek kristalli kati partikiiller.

Nano yapili veya nano dl¢ekli materyaller: Nanometrik yonlenmeye sahip herhangi
bir materyaldir; partikiiller 3 boyutlu, ince filmler 2 boyutlu ve ince teller 1 boyutlu
yapidadir.

Nano faz materyaller: Nano yapili materyallerle ayni anlami tagir.

Kuantum nokta: Boyutu belirleme etkisine sahip en az bir boyutlu partikiillerdir.

2.1.3 Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar1

Nanopartikiiller agsagida belirtilen bir¢ok alanda uygulama sans1 bulmustur:
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Mikro-Akiskan Bilimi: Nanoteknolojik gelismeler sayesinde mikro/nano diizeydeki
akiskan oOzelliklerine gore yararlanabilme yolunda c¢aligmalar da nanoteknoloji
kapsaminda degerlendirilmektedir. Gelecekte, akiskanlarin nano diizeydeki 6zelliklerine
bagli olarak hastaliklarin teshisi, ilag etkilesimlerinin belirlenmesi, DNA manipiilasyonu
ve islenmesi, viicuda alinan gida maddeleri ve sivilarin izlenmesi, bitki ve hayvanlarda

saglik takibi, cevresel izleme ve denetleme vb. uygulamalar miimkiin olabilecektir

(Tabrizi 2005).

Biyomikroelektromekanik— Biyonanoelektromekanik ve Biyocipler: Son yillarda
mikroelektromekanik (MEM) sistemlerde olduk¢a Onemli asamalar kaydedilmistir.
Boylece, mikro diizeyde tam fonksiyonel pompalar, motorlar, duyargalar, vb. elektro
mekanik sistemler kullanilabilmekte, posta pulundan daha kii¢iik boyuttaki biyociplerin
tiretimi miimkiin olabilmektedir. Giiniimiizde bu sistemlerin mikro diizeyden (MEM)
nano diizeye (NEM) ge¢isinde ve bunlarin biyolojik sistemlerle kaynastirilmasinda

devrim niteliginde bilimsel agamalar beklenmektedir (Tabrizi 2005).

Niikleik Asit Biyomiihendisligi: DNA molekiillerinin yap1 bloklar1 olarak kullanilmasi
suretiyle nanokablo ve nanomembran benzeri yapilarin gelistirilmesi ve 6zellikle tarim
ve gida miihendisliginde sayisiz uygulama alanlarinin bulunacagi ongoriilmektedir

(Tabrizi 2005).

Akillh Tasiyic1 Sistemler: Molekiiler 0Ol¢ekte kodlanmis paketlerin  kendilerine
tanimlanan adres uyarinca viicudun ilgili bolgesine ulastirilmasina imkan verecektir

(Tabrizi 2005).

Nano-Biyoproses: Biyolojik malzemeden dogal biyolojik proseslerin kullanimiyla
istenilen birlesimlerin elde edilmesi olarak tanimlanan biyoproses, nanoteknoloji
sayesinde ¢ok daha yliksek bir etkinlikte gerceklestirilebilecektir. Molekiiler problarin
kullanimi, biyolojik malzemedeki mikroplarin ¢ok daha hizli bir sekilde

tanimlanabilmesini saglayacak olan kitler 6rnek olarak verilebilir.
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Biyoanalitik Nanosensorler: Nano oOlgekte duyargalar yardimiyla, tarim ve gida
sistemlerindeki ¢ok diisiik miktarlarda olsa dahi kimyasal kontaminasyonun,
patojenlerin veya virlis partikiillerinin tespit edilmesi miimkiin olacaktir. Gida
maddelerinin ambalajlanmasinda kullanilacak bu sistemler sayesinde gida iiriinlerinin
mikrobiyal kontaminasyonunun nceden tespiti ve kendi kendini koruma mekanizmalari
yardimiyla onlenmesi ve boylece gerek depolama gerekse dagitimda olduk¢a Onemli

kolayliklar ve tasarruflar saglanabilecektir.

Nanomalzeme: Gerek nanoteknoloji sayesinde yeni bir malzeme bulusuyla gerekse
dogada var olan bazi malzemelerin (6rnegin topraktaki nanopartikiiller, kil, zeolit,
imogolit) kullanilmasi suretiyle nano Olgekte farkli ozellikler gosteren kompozit
malzemelerin kullanimi miimkiin olabilecektir. Bunlar arasinda saydamlik, azalan
agirhik, artan dayamim Ozelliklerini gdsteren malzemeler, giyenin saglik ve fiziki
durumu hakkinda uyarilar veren akilli kumaslar 6rnek olarak verilebilir. Tarimsal
materyalin faydali {iriinlere doniistiiriilmesi ve bu sayede ¢evrenin korunumu
nanoteknolojinin gelisiminde 6nemli ve heyecan verici bir potansiyel alan olarak
goriilmektedir. Giintimiizde o6zellikle bitkisel yaglarin biyoyakitlara ve endiistriyel
cozeltilere doniistiiriilebilmesinde ihtiya¢ duyulacak nano-katalizorlerin gelistirilmesi ve

tasarimi konusunda ciddi ¢alismalar yapilmaktadir.

Biyoselektif Yiizeyler: Cesitli kimyasal ve biyolojik etkilesimlerin meydana geldigi
yiizeyler iizerinde c¢esitli organizmalarin veya molekiillerin tutunabilmesi veya
baglanabilmesini saglayan secici ylizeyler olarak tanimlanan biyoselektif yiizeylerdeki
gelismeler, biyosensorlerin, dedektorlerin, katalizorlerin gelisimi ve biyomolekiillerin

ayristirilmasi veya piirifikasyonuna yonelik gelismelere baglidir.

2.1.4 Nanopartikiillerin Avantaj ve Dezavantajlar:

Bilindigi gibi canli ve cansiz tiim varliklar atomlardan olugmustur ve 6zelliklerini bu
atomlarin dizilislerinden almaktadirlar. Ornegin, eger komiir atomlarinin siralanisi
degistirebilseydi elmas elde edilebilirdi. Giliniimiizde molekiiler diizeyde iiretim
yontemleri agisindan onemli Olglide geri sayilabilecek bir konumda bulundugumuz

sOylenebilir. Kisaca, atomlar1 ¢ok biiyiikk yigmlar halinde ancak hareket
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ettirebilmekteyiz. Bu ise Merkle (1999)’ nin benzetimine gore, ellerimizde boks
eldivenleriyle legolardan bir seyler iiretmeye calismaya benzemektedir. Belki lego
bloklarmi biiyiik yigmlar haline getirebiliriz ancak onlar1 istedigimiz diizende
birlestiremez ve olusturmak istedigimiz pargalar1 elde edemeyiz. Gelecekte,
nanoteknoloji, bize bu eldivenleri c¢ikarma olanagi taniyacaktir. Doganin temel
yapitaglarint  kolayca, ucuz bir bi¢cimde ve istedigimiz hemen her sekilde
diizenleyebilme imkani1 bulunacaktir. Boylece yeni nesil {iriinlerin dogaya daha az zarar
vererek iretilebilmesi ve bunlarin aym1 zamanda daha dayanikli, daha hafif ve daha

hassas ozelliklerle donatilmis olmasi miimkiin olacaktir (Merkle 1999).

2.1.5 Nanoteknolojinin Cevre ve Insan Saghgna Etkileri

Cevresel uygulamalarda birgok avantajlari olmasina ragmen nanoteknoloji ciddi ¢evre
sorunlaria sebep olabilmaktedir. Nano-materyallerin kullaniminin artmasi sonucu bu
materyallerin ¢evreye salimimlar1 artacagi diisiinlilmektedir. Bu materyallerin alici
ortamlarda ve insan saglig1 lizerindeki etkileri konusunda c¢aligmalara son 10 yilda hiz
verilmesine ragmen hala cevaplandirilmast gereken bir ¢ok soru ve literatiirde eksik
noktalar mevcuttur (Dreher 2004; UK Royal Society Report 2004). Bir¢ok arastirmaci
nano-materyallerin toksikolojik etkileri, alict1 ortamlara salimimlari, tasmimlari,
karakterizasyonu, risk degerlendirilmesi konularinda ¢alismalar yapmis ve caligmalar

halen devam etmektedir (Morgan 2005; Thomas and Sayre 2005).

Glines kremleri basta olmak f{izere 300’den fazla nanomateryal iceren iiriinler
marketlerde yer almaktadir (USEPA 2007). Bu iirlinlerin kullanim alanlarinin
yayginlagsmasi sonucu insanlar, diger canlilar ve alic1 ortamlar dogrudan veya dolayh
olarak nano-materyallere maruz kalmaktadir. Cevresel ortamlara salinan nano-
materyallerin ¢evresel ortamlardaki taginimi, miktarlari, bozunumu, déniisiimii ve nihai
akibetleri tam bilinmemektedir (European Commission 2004). Simdiye kadar yapilan
caligmalarda, alic1 ortamlarda nano-materyallerin biyolojik olarak bozunabilecekleri ve
birikebilecekleri, diger kirleticilerle birlikte tasinabilecekleri veya biinyelerine daha
toksik Kkirleticileri baglayarak onlarin taginimini artirabilecekleri, diger kirleticilerle
kimyasal ya da fiziksel reaksiyona girebilecekleri belirtilmektedir (USEPA 2007).

Nano-materyallerin ~ davraniglarinin  modellenmesinde  dogal  nanopartikiillerin
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davraniglar1 baz alinmaktadir. Ancak, bu nano-materyallerin su fazinda ¢oziiniirligiiniin
ve reaktivitesinin arttirilmasi i¢in yiizey kimyalar1 ¢esitli modifikasyon teknikleri ile
degistirilmektedir. Uygulanan yiizey modifikasyonlar1 aynt model yaklagimlarinin

uygulanmasini giiclendirmekte ve hatali sonuclar verebilmektedir (Wiesner 2006).

Nanopartikiillerin insan sagligi {iizerinde etkilerini belirlemek ig¢in toksikolojik
caligmalar yapilmistir (Wiesner 2006). Nanomateryallerin toksik ozellikleri kimyasal
kompozisyonu, miktari, ¢Oziliniirligli, sekli, yiizey alan1 ve yiizey yiikleri gibi
parametrelere baglidir. Ayrica nanopartikiillerin iretimi sirasinda kaynaklanan
safsizliklar da toksisitesini etkilemektedir. Farklt canli tiirleri ve bitkiler
nanomateryallere farkli hassasiyetler gostermektedir. Yiizey kaplamada ve giines
kremleri gibi kozmetik triinlerde siklikla kullanilan TiO,’in hiicresel absorbsiyonunun
toksik bir etkisi yoktur. Ancak bu partikiillerin sucul ortamlara karigmalar1 algler ve su
pireleri {izerinde toksik etki yapmaktir (Oberdorster et al 2004a). Fulleren
nanopartikiiliiniin baliklarda beyin hasaria sebep oldugu tespit edilmistir (Oberdorster
et al 2004b). Bakterilere karst ¢ok toksik olan fullerenin balik tiirleri igin yapilan
toksikolojik caligmalarda geliskili sonuclar elde edilmistir (Colvin 2003; Oberdorster et
al 2004b). Karbon nano tiiplerin veya iiretimi sonucu olusan safsizliklarin solunumu
veya agiz yoluyla alinimi deney hayvanlarinda akciger hasarlarina ve deri tarafindan
absorblandiginda toksik etkiye sebep oldugu gozlenmistir (Lam et al 2004; Donaldson
et al 2006). Sonug olarak, literatiirde giivenilir ve yeterli sayida arastirma olmadigindan
nanopartikiillerin ekolojik yasama etkileri konusunda daha fazla calisma yapilmasi

gerekmektedir (Kaplan 2007).

2.2 Nanobiyoteknoloji

Nano boyuttaki materyallerin insan viicudunda bulunan hiicrelerden daha kiiclik
olmakla birlikte hiicrelerin icerisinde bulunan makromolekiillerle hemen hemen ayni
boyutta olduklar1 bilinmektedir. Yapilan aragtirmalar DNA’nin eninin yaklasik olarak
2.5 nm oldugunu ve protein molekiillerinin eninin ise 1-20 nm arasinda degistigini
ortaya koymustur. Canli hiicrelerin fonksiyonel bilesenlerinin bu dogal nano boyutlari,

nanoteknolojinin biyoteknoloji igerisinde uygulanmasini kaginilmaz hale getirmektedir.
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Bu durum nanobiyoteknoloji teriminin ortaya ¢ikmasini saglar. Nanobiyoteknoloji,
nanoteknoloji ve biyoteknolojinin ortak bir noktada birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan bir
bilim dalidir. Nanobiyoteknoloji, nano boyuttaki materyallerin ya da {iriinlerin
yapiminda biyolojik molekiillerden yararlanir. Olusan bu nanomateryaller ise biyolojik
sistemleri etkilerler. Nanobiyoteknolojinin katilimiyla birlikte gelecekte biyolojik
sistemlerde Ozellesmis bolgeleri hedefleyebilen, bulundugu bolgeden farkli olarak
cevresindeki yapilar1 denetleyebilen, ¢esitli kimyasallarin salinnminda gorev alabilen,
dokularin veya hiicrelerin verdikleri yanitlar1 algilayabilen ve ¢evresinde bulunan
dokular1 yeniden olusturabilen ¢esitli nanopartikullerin veya baska yapilarin
gelistirilmesi hedeflenmektedir. Sonug olarak nanobiyoteknolojideki gelismeler gelecek
yillarda 6zel olarak dizayn edilmis nano yapilarin iletisimi saglayan bir operator
vasitastyla kontrol edilerek canli bir organizma (6rnegin bir hastada) icerisinde idare
edilebilecegini ve verilen sinyallerle istenen noktalara yonlendirilebilecegini

gostermektedir (Abamor 2010).

2.3 Genotoksisite

Genotoksisite, fiziksel ya da kimyasal ajanlarla genetik materyalde olusan hasardir. Bu
hasarlar; tek zincir kiriklar1 (SSB), ¢ift zincir kiriklar1 (DSB), alkali labil bolgeler (ALS)
ve DNA adductlarridir (Bedir A. 2004). Genetik materyalde olusan hasarlar tamir
edilemediginde DNA sekans degisiklikleri, kromozom aberasyonlari ile sonlanabilen
tek veya birden fazla niikleotid degisiklikleri ve bunlarin sonucu olarak da

rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaslanma, kanser olusabilmektedir (Bedir
2004).

2.4 Mutajenler

Mutasyona neden olan ajanlara mutajen denir. Kansere neden olan ajanlar ise
kanserojen olarak ifade edilir ve bunlar da mutajendir. Kanserojenlerin taranmasinda
mutajenlerin esas alinmasi iki 6nemli nedene dayanir. Bunlardan birincisi, genetik
kodun ve genetik sistemin evrensel olusudur. ikincisi ise karsinojenite ile mutajenite

arasindaki korelasyonun yiiksek olusudur (Ramel and Rannung 1980).
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Genellikle kabul edilen bir goriise gore, dogrudan veya metabolize edildikten sonra
kanserojenik etki gosteren tiim maddelerin ayn1 zamanda mutajenik etki gosterecekleri
yani mutajen olabilecekleri vurgulanmaktadir. Bunun aksi, yani tiim mutajenik
maddelerin  kanserojenik etki gostermeleri  beklentisi ise bazi durumlarda
gerceklesmemektedir. Bunun nedeni, mutasyonun genetik materyalin dogrudan
etkilenmesiyle ortaya ¢ikabilmesine ragmen, kanserin ¢ok basamakli karmasik bir

biyolojik olaylar sonucu ortaya ¢ikmasi olabilir (Bagc1 1985).

Mc Cann ve arkadaglart (1975a, 1976), karsinojen olan ve olmayan 300 kimyasali,
Salmonella/mikrozom test sistemi ile taradiklarinda 175 karsinojen maddenin 157
tanesinin mutajenik etkili, karsinojenik etki gdstermeyen 108 maddenin 94 tanesinin

mutajenik etkili olmadigini saptamislardir.

2.5 Ksenobiyotiklerin Biyotransformasyonu

Metabolizma, yasam i¢in gerekli olan ve organizmada meydana gelen biitiin kimyasal
reaksiyonlar olarak adlandirilabilir. Organizmaya yabanci olan kimyasal maddelere
ksenobiyotik adi verilir. Bunlarin organizmadaki kimyasal degisimlerine de
metabolizma denmektedir fakat biyotransformasyon bu anlamda daha uygun bir terim
olarak kullanilmaktadir (Vural 1996).

Cesitli yollarla organizmaya giren lipofilik kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkisi
ile kimyasal reaksiyonlara girerler ve bdylece hidrofilik metabolitlere doniistirler. Bir
ksenobiyotigin canli organizmada ugradigi kimyasal degismelerin tlimiine
biyotransformasyon adi verilir. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu organizma i¢in

bir¢cok agidan 6nem tasimaktadir (Vural 1996).

Insanlar ilaglar, gida katki maddeleri veya gevre kirliligine neden olan maddelerin
giderek artan bir bi¢cimde etkileri altinda kalmaktadirlar. Cesitli yollarla organizmaya
giren kimyasal maddeler enzimlerin Kkatalitik etkisi ile kimyasal reaksiyonlara girerler
ve bdylece metabolitlere doniisiirler. Pestisitler, ilaglar, kozmetikler, yiyecek
koruyucular1 gibi viicuda yabanci olan maddeler uyarilabilen izozimlerden olusan

detoksifikasyon enzim gruplarinca metabolize edilirler. Genellikle yagda ¢6ziiniir olan
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bu yabanct maddeleri metabolize etmedeki amag, onlar1 daha polar yaparak suda

¢Oziiniir hale getirmek ve bu sekilde viicut disina atilmalarini saglamaktir (Vural 1996).

Mikrobiyal mutajenite ¢calismalarindan elde edilen verilerin insanlara uygulanmasindaki
zorluklardan en 6nemlisi, yabanci bir kimyasal maddenin insanda gegirdigi metabolik
reaksiyonlardir. Bu metabolik yollarin bilinmesi, memelilerde enzimatik reaksiyonlarla
metabolik doniisiimlere ugrayan kimyasal maddelerin potansiyel aktvitelerinin tayininde
kullanilabilecek, uygun in vitro ve in vivo yontemlerin gelistirilmesine olanak vermistir.
Birgok c¢evre kirleticisi, kendileri mutajen olmadiklar1 halde, memelilerin
metabolizmasinda karisik fonksiyonlu oksidaz sisteminin etkisi altinda aktif

metabolitlere doniisebilmektedir (Asal 1983).

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu, genellikle spesifik olan kompleks enzimlerle
gerceklesir. Bu enzimlerin 6nemli bir kismi karacigerlerde yerlesmistir. Bu nedenle
karacigerin, kan dolagim1 ile karacigere gelen kimyasal maddeleri, depolanma, dagilim
ve safra ile atilimlarindan 6nce metabolize etme kapasitesi ¢ok etkindir. Karacigerdeki
mikrozomal enzimler toksik maddelerin metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar.
Mikrozomal enzimlerin yaptig1 oksidasyon olayinda P-450 sitokromuna bagli degisik
etkili oksidazlar (monooksijenazlar) rol oynar. Ayrica biyotansformasyon barsak,
bobrek, akciger, beyin ve deride de olabilir (Dékmeci 1994, Vural 1996).

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyon mekanizmalarinda iki enzim grubu yer

almaktadir.

1- Faz | enzimleri: Oncelikli olarak oksidasyon, rediiksiyon, hidroksilasyon ve
demetilasyon islemlerini yaparlar. Bu fazda yer alan reaksiyonlar sonunda, hidrofobik
molekiilden bir ya da daha fazla polar grup ortaya cikarilir. Bu reaksiyonlarla ana
bilesik, Faz II’de yer alan konjugasyon enzimleri i¢in uygun bir substrat haline gelir.
Konjuge edilmis tirlinler, yeterli derecede polar olup, hiicre ve viicuttan kolayca disari

atilirlar.
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2- Faz Il enzimleri: Bu fazda endojen maddelerle birlesen polar metabolitler inaktif

sekilde eliminasyona ugrarlar (Vural 1996, Yiiksel 1999).

Yabanci kimyasal maddelerin biyotransformasyon mekanizmalarindan 6zellikle Faz 1
reaksiyonlarinin 6nemli bir kismi, normal metabolizmanin spesifik enzimlerinden farkli
mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir. Faz I reaksiyonlarini1 katalizleyen bu
enzimler, bir¢ok hiicrenin sitoplazmasinda ag seklinde olan endoplazmik retikulumunda
yerlesmisglerdir. Bu nedenle bu enzimler membrana bagli enzimlerdir. Endoplazmik
retikulum bir membran olup yag ve proteinlerden olusmustur. Iste bu lipoprotein
matriksi i¢inde yer alan mikrozomal enzimler, ancak lipid membranlara gecebilen

lipofilik ksenobiyotikleri biyotransformasyona ugratirlar (Vural 1996).

Faz 1 metabolizmasi biiylik Ol¢lide P-450-enzimleri ile gergeklesir. Bunlar "heme"
iceren proteinlerdir ve birincil olarak karacigerde bulunurlar (Yiiksel 1999). Bu
pigmentlere P-450 adi, 450 nm’de absorbans gosterdigi igin verilmistir. Spesifik
sitokrom P-450 formlari, 446 ile 452 nm arasinda maksimum absorbans veren dalga

boylarina sahiptir (Ozerol 1996).

P-450 enzim sistemi; disaridan alinan ilaclar, kimyasal maddeler, insektisitler, petrol

iriinleri vb. maddeleri metabolize eden sistemdir (Yiiksel 1999).

2.6 Mutajenik ve Kanserojenik Maddelerin Saptanmasi Teknikleri ve Ames
Testi

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri heniiz bilinmeyen sayilari milyonlar1 bulan
sentetik ve dogal maddelerin kanserojenik potansiyelleri agisindan test edilmesi
sagligimiz agisindan gerekmekle birlikte laboratuvar hayvanlar1 ile yapilan
kanserojenezis deneylerinin hem ¢ok zaman almalari hem de ¢ok pahali olmalari

nedeniyle basarilamayacak bir durum arz etmektedir (Bagc1 1985).
Karsinojenlerin saptanmasinda genellikle sican ve farelerin kullanildigi hayvan testleri

yapilir. Ancak bu testler ¢ok pahalidir ve ¢ok uzun zaman alirlar (Ames 1979a). Ayrica

fazla sayida kalifiye is giicii gerektirmeleri, besinlerdeki dogal kimyasal maddelerle, su
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ve hava Kkirleticileri gibi kompleks bilesiklerin testine uygun olmamalar1 ve kullanilan
hayvan sayisinin azlig1 nedeniyle, test duyarliliginin diisiik olusu gibi dezavantajlar1 da

bulunmaktadir (Asal 1983).

Bu nedenle, kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini 6lgebilmek icin, canli
hayvan deneyleri yerine birgok in vitro test sistemi gelistirilmistir. Kisa zamanli testler
(short-term tests) diye bilinen bu testlerle kimyasal maddelerin belirli genetik

sistemlerde  belirli  sonuglar  verip  vermedikleri  Ol¢lilmekte ve  elde
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Cizelge 2.2 Mutajenlerin saptanmasi i¢in gelistirilmis kisa zamanl test sistemleri ve bunlarin dayandigi genetiksel ve biyokimyasal yollar (Diril

1988)

Kisa Zamanh Testler

izlenen Genetiksel Biyokimyasal Yol

Literatiir

1. Salmonella typhimurium

Histidin okzotroflar:

Ames vd. 1973a, Maron ve Ames 1983.

2. Escherichia coli

Arginin-triptofan okzotroflari

Profaj indiiksiyonu

Onarim eksikligi olan suslarin

biiylimelerinin inhibisyonu

SOS cevabi

Green ve Murial 1976

Elesperu ve Yarmolinsky 1979
Moreu vd. 1976

Rosenkranz ve Mermelstein 1980
Slater vd. 1971

Quillardet ve Hofnung 1985
Quillardet vd. 1985

3. Bacillus subtilis

DNA onarimi hatal1 suslar

Kada ve Hirano 1980

4. Neurospora crassa

Adenin okzotroflar1

Brockman 1984

5. Cin hamsteri ovaryum ve

akciger hiicreleri

HGPRT
(Hipoksantinguanin fosforiboziltransferaz)

lokusunda mutasyonlar

Beaudet 1973

6. Fare karacigeri epitel hiicreleri

8-Azaguanine direnglilik

Vogel ve Sobels 1976

7. Drosophila melanogaster

Kromozomal hatalar

Vogel ve Sobels 1976

8. Suriye hamsteri embriyo hiicreleri

Morfolojik transformasyonlar

Pienta vd. 1977

9. Cin hamsteri hiicreleri

Kardes kromatid degisimi

Perry ve Evans 1975

10. Insan periferal lenfositleri

Kromozomal hatalar

Preston vd. 1981
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edilen sonuglarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri arasinda iligki kurulmaktadir

(Bagci 1985).

Mutajenlerin saptanmasi i¢in gelistirilmis kisa zamanli test sistemleri ve bunlarin

dayandigi genetiksel ve biyokimyasal yollar Cizelge 2.2°de verilmistir.

Memelilerde mutasyon testlerinin yapilmasinda en 6nemli zorluk sebebi, memelilerin
bu test sistemlerine olduk¢ca az duyarli olmalar1 yliziindendir. Bunun yaninda

mikroorganizmalar mutajenlere karsi ¢ok daha fazla duyarlidir (Ar1 1998).

Bakteriyel test sistemlerinin kullanim amaglarindan bazilarini séyle siralayabiliriz:

a)  Cesitli kimyasallarin potansiyel karsinojenitelerinin taranmasinda

b) Kompleks karigimlardan, biyolojik olarak etkin bilesiklerin
ayristirilmasinda

c)  Prokarsinojenlerin 6nciil ya da nihai metabolitlerinin saptanmasinda

d) Viicut swvilarinin ve atiklarmin test edilmesiyle, insanlarin mutajen ve
karsinojenlere maruz kalma diizeylerinin izlenmesinde

e) Kimyasallarin mutajenik etki mekanizmalari tizerine yapilan ¢aligmalarda

f)  Konakgilar lizerinde yapilan (host mediated) deneylerde

g) Karsinojen ve mutajenlerin neden oldugu ozgiil DNA hasarlarmin tiplerini

saptamada bakteriyel test sistemleri kullanilmaktadir (Oksiizoglu 1997).

DNA ile etkileserek kanserojenik etki gosteren kimyasal maddeler genotoksik
kanserojenler olarak smiflandirilir. Ames, bu amagla ¢ok duyarli bir ydntem
gelistirmistir. Salmonella bakterileri kullanarak yapilan bu yontem genotoksik
kanserojenik etkinin arastirllmasinda, mutajenezis kanserojenezis iliskisinden

yararlanarak, bircok c¢evre kirleticileri ve ilaglara uygulanmaktadir (Vural 1984).
Bruce Ames tarafindan gelistirilen Salmonella typhimurium mikrozomal test sistemi,

mutajen ve kanserojen maddelerin tespitinde kullanildigi gibi, basta antioksidantlar

olmak tizere cesitli antimutajenik ve antikanserojenik etkileri olan inhibitér maddelerin
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de belirlenebildigi ve etkilerinin izlenebildigi, ¢ok Onemli, kisa zamanli test

sistemlerinden biridir (Kalaycioglu ve Oner 1994).

2.7 Salmonella/ mikrozom Test Sistemi

Dr. Bruce Ames tarafindan gelistirilmis ve Ames testi olarak da adlandirilan
Salmonella/mikrozom test sistemi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirtlmasinda en yaygin olarak kullanilan, mutajen-karsinojen etkisi en iyi bilinen ve
gecerliligi en fazla kabul edilmis kisa zamanli bakteriyel test sistemlerinden birisidir

(Maron and Ames 1983).

Bu test sisteminde, Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla
elde edilmis bir seri Salmonella typhimurium mutant suslart kullanilmaktadir (Maron
and Ames 1983).

Bu testin temeli, yapay mutasyon olusturulmus olan S. typhimurium’un histidin
sentezleme yeteneklerini  kaybetmis (his’) olan suslarmin test bileseni ile
muamelesinden sonra tekrar bir mutasyon gegirip his* haline déniismesi esasina dayanir

(Ames 1973a).

Ames testinde, ¢esitli kimyasal maddelerin mutajenitesinin belirlenebilmesi i¢in
histidine ihtiya¢ duyan suslar kullanilmaktadir. Genel mutajenite testleri i¢in en c¢ok
kullanilan test suslari; TA98, TA100, TA102, TA1535 ve TA1538°dir. Her bir test susu
histidin operonunda degisik tipte mutasyonlar igermektedir (Maron and Ames 1983).

Ames testinde kullanilan suglar ve onlarin genetik 6zellikleri Cizelge 2.3°te verilmistir.
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Cizelge 2.3 Salmonella typhimurium mutant suslarmin genetik dzellikleri (Oksiizoglu 1997).

Sus Histidin Mutasyonu | LPS Onarim pKM 101 | Mutasyonun Niteligi Belirlenecek Bilesik Siiflar

TA1535 His G46 Rfa AuvrB AT—GC transisyon Baz cifti degisimine neden olan mutajenler
TA1537 His C3076 Rfa AuvrB C......C yanma +1 Cerceve kaymasina neden olan mutajenler
TA1538 His D3052 Rfa AuvrB CG...... CG yanindan -1 Cerceve kaymasina neden olan mutajenler
TA98 His D3052 Rfa AuvrB CG yanindan -1 Cerceve kaymasina neden olan mutajenler
TA100 His G46 Rfa AuvrB AT—CQG transisyon Baz ¢ifti degisimine neden olan mutajenler
TA97 His D6610 Rfa AuvrB CCC yanina +4 Cergeve kaymasina neden olan mutajenler

PAQ1 Oksidantlar, X-Isinlari, U.V., mitomisin C,

TA102 Rfa AuvrB G Ochre AT

His G428 A His

bleomisin, H>O, ve kinonlar
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Histidin Mutasyonu

Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar
icermektedir. Bunlar, ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile ortaya ¢ikan baz
degisimleri ya da bir bazin eklenmesi ya da ¢ikarilmasi ile kendini gosteren cergeve

kaymasi mutasyonlaridir (Ames et al 1973b).

Salmonella typhimurium TA100 ve TA1535 suslarinda bulunan His G46 mutasyonu,

histidin biyosentezinin ilk enzimini kodlayan hisG geni iizerindedir. Bu mutasyon, his G

-GAG-
geninde 16sin amino asidinin kodonu olan -CTC- yerine prolin amino asidinin kodonu

GGG
olan -“CC-’nin gelmesine neden olur. Salmonella typhimurium TA1535 ve Salmonella

typhimurium TA100 susu, 6zellikle G-C baz ¢iftlerinde baz ¢ifti degisimlerine neden

olan mutajenlerin kesfinde kullanilan suglardir (Maron and Ames 1983).

His D3052 mutasyonu, S. typhimurium TA1538 ve S. typhimurium TA98 suslarinda
bulunur ve histidinolii histidine g¢eviren histidin biyosentezindeki son enzim olan

histidin dehidrogenaz1 kodlayan his D geni iizerindedir. His D3052 mutasyonu, His D

-GCGCGCGL-
geni i¢inde, -CGCGCGCE- dizilimi olan, 8 defa tekrarlanan GC dizisine sahiptir ve bu

dizi -1 gergeve kaymasi mutasyonunun yanindadir (Isono and Yourno 1974). His D
3052 mutasyonu ¢er¢eve kaymasi tipinde bir mutasyon olup ¢erceve kaymasina neden
olan mutajenler DNA’nin tekrarlanan diziler ya da sicak noktalar denilen bolgelerinde
goriilen kodon kaymalarmi geri doniistiirerek bu kodonlarin  yeniden dogru
okunmalarint saglarlar (Ames et al 1972). S. typhimurium TA1538 ve S. typhimurium
TA98 suslari, cerceve kaymasi mutasyonlarina neden olan mutajenler maddeler ile

tekrar his" hale geri déniistiiriilmektedir (Maron and Ames 1983).

Baslangicta gelistirilen his® mutantlarinin ¢esitli kimyasallara karst duyarliligim

artirmak iizere, bu suslara baz1 mutasyonlar eklenmistir. Bunlar:

24



Rfa Mutasyonu

S. typhimurium’da normal olarak mutajenlerin hiicre membranina ulagsmalarinda kismi
bir engel olarak is goren bir kapsiil bulunmaktadir. Bu kapsiil lipopolisakkarit (LPS)
yapisindadir. Bu engelin kalkmasi, yani LPS kusurlar1 mutajenin bakteri igerisine
girmesini kolaylagtirarak, hiicrenin daha duyarli olmasina yol a¢maktadir. Rfa
mutantlari, polisakkaritlerin sentezinden sorumlu bir enzim bakimindan kusurludurlar.
Bu nedenle de biiyiik molekiillere karsi duyarlidirlar. S. typhimurium’un his” ve onarim
sistemlerinde mutasyon tastyan test suslarindan, LPS kusurlu tiirevler elde edilmis, bu

sekilde de sistemin mutajenlere duyarliligi arttirilmistir (Ames et al 1973b).

uvrB Mutasyonu

DNA onarim sisteminde kesip c¢ikarma gorevini istlenen enzimi kodlayan uvrB
genindeki delesyon sonucu olusmustur. uvrB mutasyonu, bir¢ok mutajenin ortaya
cikarilmasinda duyarliligin artmasina neden olur. Ancak, teknik nedenlerden dolay1
uvrB geninin kesilerek uzaklastirilmasi sirasinda bu delesyon biotin genine kadar
uzanmaktadir. Biotin geni ise vitamin H denilen biotinin sentezinden sorumludur. Bu
nedenle, bakteriler iireyebilmeleri i¢in histidinin yaninda biotine de gereksinim duyarlar

(Ames et al 1973b).

R-faktorii

TA1535, TA1537, TA1538 LT2’den mutajenize edilmis plazmid tasimayan suslardir.
Ancak, bunlardan mutajenler pekiyi tayin edilememektedir. Bu yiizden bu suslara R-
faktor plazmidi, yani ampisiline direnglilik geni tasiyan bir plazmid olan pKM 101
plazmidi yerlestirilmistir. Bu plazmid, TA1535’e eklenerek TA100 susu, TA1537’ye
eklenerek TA97 ve TA1538’e eklenerek TA98 suslar1 elde edilmistir. Bu iki susun
cesitli mutagen/karsinogenlere karsi duyarlilii, tim diger TA serisi bakterilerinden

daha fazladir.
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Bu plazmid, DNA’nin kesme-¢ikarma yoluyla onarim mekanizmasinin aktivasyonuna
ve dolayisiyla, spontan mutasyonlarin ve kimyasallarin neden oldugu mutasyonlarin

artmasina neden olur.

Bunlarin disinda son olarak Salmonella/mikrozom test sistemine daha sonra rat
karacigeri 9000xg silipernatantin1 ve kofaktorleri igeren metabolik aktivasyon sistemi
eklenerek memelilerdeki biotransformasyon olaylarinin benzeri saglanmaya calisilmistir
(Ames vd. 1973b). Onceki c¢alismalarda mutajenik aktivite gdstermeyen birgok
prokarsinojenler, test sisteminin metabolik aktivasyonu igeren bu uygulamasi ile

pozitif sonug vermislerdir (Ames et al 1973b).
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3 MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddelerden nutrient broth no:2 Oxoid markal1 olup,
diger kimyasallardan magnezyum siilfat, sitrikasit monohidrat, potasyum fosfat, sodyum
amonyum fosfat, D-Biyotin, L-Histidin-HCI, ampisilin trihidrat, sodyum hidroksit,
kristal viyole, glukoz, agar, sodyum kloriir, potasyum kloriir, magnezyum kloriir,
sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, B-nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat, glukoz-6-fosfat, S9 fraksiyonu, 2-aminofluorene, 2-aminoanthracene ve 4-nitro-
o-fenilendiamine Aldrich, Sodyum azid ise Riedel’den alinmistir. Yine bu galismada
kullanilan Bizmut (III) oksit (CAS No. 1304-73-3) ve indium tin oksit (CAS No.
50926-11-9) nanopartikiilleri Aldrich’den temin edilmistir.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar, Niive marka sogutmali inkiibatér ES110, 0,0001 g
hassasiyetindeki Sartorius marka terazi, Niive marka OT 4060 Otoklav, Hanna
Instruments H1221 pH metre, Devir hiz1 4 000 rpm’e kadar yiikselebilen Hettich
Universal marka santrifiij, Olympus CH20 marka 151tk mikroskobu, BM 302 NUVE
marka 0-60 °C ayarlanabilir, zaman ayarli su banyosu, UV ve floresan ampiilii olan
Labormed marka flow (steril) kabin, +4-8 °C arasinda olan derin donduruculu (Profilo)
buzdolabi, Polietilen, vida kapakli steril kiiltiir tiipleri, 24x76 cm’lik lam ve buna uygun
ebatlarda 24x60 mm lameller, 5 cc’lik plastik steril enjektorler ve MUB-12A analog

ultrasonik su banyosu olarak siralanmaktadir.
3.1.3 Salmonella typhimurium Test Suslari
Deneyde, Maron ve Ames (1983) tarafindan, S. typhimurium LT2 atasal susundan in

vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmistir. Bu suslar

Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyeleri’nden olan Prof. Dr. Nuran
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Diril’den temin edilmistir. TA98 suslari kodon kaymasi, TA100 susu baz cifti

doniigiimii tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmistir.

3.1.4 Deneyde Kullanilan Ortamlarin icerikleri ve Hazirlanmalar

Vogel-Bonner-E Ortami (50X VB tuzlarr)

Kullanim: Minimal glukoz agar (MGA) ve Histidin/Biyotin/Ampisilin agar (HBA)

plaklar1

1000 mL
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4.7H,0) 10¢
Sitrikasit monohidrat 100 g
Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) 500 g
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH, PO,4.4H,0) 1759
Distile su (45 °C) 670 mL

Maddeler yukarida yazildiklari sira ile distile suya eklenmistir. Toplam hacim 1000

mL’ye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.
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(0,5 mM) Histidin/Biyotin (HB) Soliisyonu

Kullanim: Mutajenite deneyi (100 mL top agara 10 mL olarak)

250 mL
D-Biyotin (F.W. 247,3) 30,9 mg
L-Histidin-HCI (F.W. 191,7) 24,0 mg
Distile su 250 mL

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢6ziilmiis, daha sonra histidin ilave

edilerek otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir. Cozelti +4 °C’de saklanmustir.

(%0,8/0,02 NaOH) Ampisilin Soliisyonu

Kullanim: Suglarin ampisiline direnglilik 6zelliginin kontrolii ve R-faktdr plazmidi

tastyan suslarin master plaklari

100 mL
Ampisilin trihidrat 0,89
0,02 N Sodyum hidroksit 100 mL

Ampisilin trihidrat, 0,02 N NaOH i¢inde ¢6ziilmiis ve sterilizasyon i¢in 0,22 um c¢aplh

filtreden gecirilmis ve +4 °C’de saklanmustir.

(%1) Kristal Viyole Soliisyonu

Kullanim: Suglarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu tasiyip

tasimadiklarinin kontrolii
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100 mL

Kristal viyole 0,19

Distile su 100 mL

Kristal viyole ve distile su karistirilmis ve soliisyon 151k gecirmeyen bir kaba konup +4

°C’de saklanmustir.

(%0,13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

50 mL
D-biyotin 0,65 mg
Distile su 50 mL

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziilmiis ve otoklavda 121 °C’de 20

dk sterilize edilmistir.

(%0,5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

400 mL
L-Histidin-HCI (F.W. 191,7) 29
Distile su 400 mL

Madde distile su i¢inde ¢6ziilmiis ve otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.
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(%20) Glukoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

100 mL
Glukoz 20 ¢
Distile su 100 mL

Glukoz distile su i¢inde ¢oziilerek otoklavda 110 °C’de 15 dk sterilize edilmis ve 0-4

°C’de saklanmustir.

(2 pg/pl) 2-Aminofluorene (2AF)

Kullanim: Pozitif kontrol

200 pg/plak basina olmak tizere dimetilsiilfoksit (DMSO)’de ¢oziilerek kullanilmistir.

TA98 susu igin S9 fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir. +4 °C’de saklanmistir.

10 mL
2AF 0,02¢
DMSO 10 mL

(0,02 pg/pl) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)

Kullanim: Pozitif kontrol

2 pg/plak olmak tizere DMSO’da c¢oziilerek kullanilmistir. TA98 susu icin S9

fraksiyonu gerektirmeyen kimyasaldir. Oda sicakliginda saklanmistir.
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10 mL
NPD 0,02 g

DMSO 10 mL

(0,1 ug/ul) Sodyum Azid (SA)

Kullanim: Pozitif kontrol

10 pg/plak basina olmak tizere distile suda ¢oziilerek kullanilmistir. TA100 susu i¢in S9

fraksiyonu yoklugunda kullanilan kimyasaldir. +4 °C’de saklanmustir.

100 mL
Sodyum azid 0,019
Distile su 100 mL

(0,05ug/ul) 2-Aminoantrasen (2AA)

Kullanim: Pozitif Kontrol

5 ug/plak basia olmak iizere distile suda ¢oziilerek kullanilmigtir. TA100 susu i¢in S9

fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir

100 mL
2-aminoanthracene 0,005 g
DMSO 100 mL
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Top Agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 mL
Agar 64
NaCl 50
Distile su 1000 mL

Agar, su ve tuz manyetik karistiricida 1sitilarak ve karistirilarak ¢6ziilmiis ve otoklavda

121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.

Histidin/Biyotin Plaklar1 (HB agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

1000 mL
Agar 15¢g
%20 glukoz 50 mL
Histidin HCI. H,O 10 mL
0,5 mM Biyotin 6 mL
50XVB 20 mL
Distile su 914 mL
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Agar ve su karistirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45 °C’ye sogutulup
%20 glukoz, 50XVB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi eklenmis, soliisyon biraz daha
soguduktan sonra biyotin ilave edilmis, karistirtlip petri kutularina 30 mL olarak

dagitilmistir.

Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar

Kullanim: Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 mL
Agar 159
Distile su 910 mL
50XVB tuzlari 20 mL
%20 glukoz 50 m
Histidin HCI.H,O 10 mL
0,5 mM Biyotin 6 mL
(%0,8/0,02 NaOH) Ampisilin 3,15 mL

Agar ve su otoklavlanmig, 45 °C’ye sogutulup %20 glukoz, SOXVB tuzlar1 ve histidin
bu sicak soliisyona eklenip karistirilmis ve biraz daha soguyunca biyotin ve ampisilin
eklenip plaklar petrilere 30 mL olarak aktarilmistir. Bu plaklarda bakteriler 4 °C’de 2 ay

saklanabilmektedir.
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Minimal Glukoz Agar Plaklar:

Kullanim: Mutajenite deneyi

1000 mL
Agar 159
Distile su 930 mL
50X VB 20 mL
%20 glukoz 50 mL

Agar ve su 2 L’lik kapta karistirilip ¢oziilmiis ve otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45
°C’ye sogutulup %20 glukoz ve 50XVB tuzlar1 eklenip petri kutularina 30 mL olarak

aktartlmistir.

Nutrient Agar Plaklar: (NA)

Kullanim: Gecelik kiiltiirtin mL’sindeki bakteri sayisin1 bulma ve genotip kontrolii

1000 mL
Oxoid nutrient broth no:2 25¢
Agar 15¢g
Distile su 1000 mL

Agar, broth ve su 2 L’lik kapta karistirilip otoklavlanmis ve petri kutularima 30 mL

olacak sekilde aktarilmistir.
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Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortam (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyiitiilmeleri

200 mL
Oxoid nutrient broth no:2 50
Distile su 200 mL

Broth ve su karistirilip otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilip 4 °C’de saklanmustir.

Tuz Cozeltisi (1,65 M KCI + 0,4 M MgCl,)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 mL
Potasyum kloriir 61,5
Magnezyum kloriir 40,79
Distile su 500 mL

Maddeler distile suda ¢oziilmiis ve 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edilip 4

°C’de saklanmistir.
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0,2 M Fosfat Tamponu (pH=7,4)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 mL
0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO4H,0) 13,82 g
0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPOy,) 1429
Distile su 500 mL

Karisim pH 7,4’e ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir.

0,1 M B-NADP Cozeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyinde S9 karisimi

5mL
B-NADP (F.W. 765,4) 383 mg
Steril distile su 10 mL

Sterilizasyon 0,22 um delik ¢apli filtrelerle yapilmustir.
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1 M Glukoz-6-Fosfat Cozeltisi

Kullanim: Mutajenite deneyi i¢in S9 karisimi

10 mL
Glukoz-6-fosfat 2,82 ¢
Steril distile su 10 mL
Sterilizasyon 0,22 um delik ¢apli filtrelerle yapilmistir.
S9 Karisimu (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)
Kullanim: Mutajenite deneyi

S0 mL
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2mL
MgCl,-KCl tuz ¢ozeltisi 1mL
1 M Glukoz-6-fosfat 0,25 mL
0,1 M B-NADP 2mL
0,2 M fosfat tamponu pH=7,4 25 mL
Steril distile su 19,75 mL

Karisim, her zaman taze olarak ve yeterince hazirlanmistir. Igerikler daima buz iginde

tutulmustur.
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3.1.5 Test Maddeleri Dozlar1 ve Hazirlanisi

Sitotoksik etkinin saptanmasi deneyi Dean vd. (1985)’¢ gore yapilmistir. Kullanilan test
bilesiklerinin, test bakterileri i¢in Oldiirlicli dozunun saptanmasi amaciyla 2 mL top
agara 0,1 mL bakteri kiltiri ve 0,1 mL degisik konsantrasyonlarda uygulanan
maddelerden ilave edilmistir. Oncelikli olarak maddelerin 0,1 pg/plak, 1ug/plak, 10
ng/plak, 100 pg/plak ve 1000 ug/plak ve 10000 pg/plak konsantrasyonlari test tiipiine
eklenmistir. Tiipteki karisim 3 ayr1 NA plagina dokiilerek plaklar 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra plaklardaki ortalama koloni sayis1 belirlenmis ve
kontrol plaklart ile karsilastirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir.

Mutajenite deneylerinde, toksik dozun altindaki dozlarla caligilmistir.

Elde edilen verilerden sonra deneyde kullanmak {izere Bizmut (III) oksit igin test
bilesiklerinin 625 pg/plak, 1250 ug/plak, 2500 upg/plak, 5000 ug/plak, 10000 pg/plak
konsantrasyonlari, Indium tin oksit icin test bilesiklerinin 12,5 ug/plak, 25 ug/plak, 50
ug/plak, 75 pg/plak, 100 pg/plak, 125 pg/plak ve 150 pg/plak konsantrasyonlart
hazirlanmigtir. Aragtirmanin materyali olan bu nanomateryaller Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1 Caligmada kullanilan nanomateryallerin genel &zellikleri

Kimyasal adi Pargacik boyutu ve TEM (Transmission Electron | Saflik derecesi
Microscopy) goriintiisii %

Bizmut (I111) oksit
(Bix03)

% 99,5

Indium tin oksit
[In2(SnO)]

% 99,99
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3.2 Metod

Bu ¢alismada, test bakterilerinin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi, bakterilerin genetik
Ozelliklerinin ~ kontrol  edilmesi, mikrozomal fraksiyonun hazirlanmas1 ve
Ames/Salmonella/mikrozom testi Maron ve Ames yoOntemine uygun olarak plak
inkorporasyon metodu ile yapilmistir. Deneyler S9’lu ve S9’suz olarak iki grup halinde
calisilmistir. Her doz paralel 3 plak halinde denenmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz
deney yapilmistir. Ayrica pozitif kontrol, solvent kontrol ve spontan kontroller deneye

paralel olarak denenmistir.

3.2.1 Salmonella Suslarmin Kiiltiirlerinin ve Master Plaklarinin Hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi’nden getirilen bakteri plaklar1t HBA plaklarina
paralel ekimleri yapilip 37 °C’de 48 saat inkiibasyonda bekletilmistir. Daha sonra iyi
izole olmus bir koloni se¢ilip, 2 mL nutrient broth (NB) ortam1 i¢inde siispanse edilerek
bir gece (12-16 saat) 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra platin 6ze ile bir
6ze dolusu siv1 kiiltiir alinp Histidin/biyotin/ampisilin agar (HBA) iizerine ¢izgi ekim
yapilip plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu plaklar +4 °C’de 2 ay siire ile

saklanmis ve pasajlar yapilmistir.

3.2.2 Salmonella Suslarinin Stoklanmasi ve Stok Kiiltiirlerin A¢ilmasi

Genetik kontrolleri yapilarak HBA’ya ekilmis olan bakterilerden tek koloniler alinarak
2 ml NB i¢inde 37 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda steril ependorf
tiplerinin igerisine 1 mL bakteri kiltiri ve 90 pul DMSO eklenerek yavasca
kanigtinlmistir. Kapaklar1 sikica kapatilarak sivi azot icerisine daldirilip ¢ikartilmis ve
boylece sok donmalar1 saglanmistir. Sok dondurulan kiiltiirler stok olarak kullanilmak

tizere -80 °C’ye kaldirilmistir. Bu stok kiiltiirler 1-2 yil siire ile tazeliklerini korur.
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3.2.3 Salmonella Suslarimin Gecelik Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

TA98 ve TA100 suslart i¢in, master plaklarindan iyi iiremis bir koloni 6ze yardimi ile
alinarak 20 mL nutrient broth ve 63 pL ampisilin icerisinde siispanse edilmis ve 140
rpm’de 16 saat calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmigtir. Taze kiiltiir
hazirlamak i¢in 16 saatin sonunda bu kiiltiirlerden 500 pL alinip 20 mL nutrient broth
ve 63 uL ampisilin igerisinde siispanse edilmis ve 110 devir/dk’da kullanimina kadar

inkiibasyonu saglanmistir.

3.2.4 Salmonella Suslarmin Kontrol Testlerinin Yapilmasi
Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi

Testin giivenilirligi agisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup olmadigini
bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik ozellikleri bazi testlerle kontrol

edilmistir.

Histidin Gereksinimi Kontrolii

Bakterilerin minimal glukoz agar (MGA) iizerine ekilmeleri sonucu his™ bakteriler his*
lardan ayirt edilir. Bu amagla NB’de, bir gece iiretilen bakterilerden MGA ve
histidin/biyotin (HB) plaklarina ¢izgi ekim yapilmistir. 37 °C’de 48-72 saat
inkiibasyondan sonra HB plaklarinda iireme go6zlenirken MGA plaklarinda tireme

gozlenmemistir. Boylece kullanacagimiz bakterilerin his” mutasyonunu tasidigi anlasilir.

uvrB Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyonun varligit UV 1sinlarina duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test i¢in,
NB’de bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltlirlinden 1 6ze dolusu alinip nutrient agar (NA)
plaginin tamamina paralel ekim yapilmistir. Plakin yaris1 (¢izgileri kesecek sekilde)
plastik bir plaka ile kapatilip 15 watt giiclinde bir UV lambasi ile 33 cm. yiiksekten 8 sn.
stire ile 1simlanmustir. Isinlanmadan sonra petri kapaklar1 kapatilip 37 °C’de 24 saat

inkiibe edilmistir. Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB mutasyonu tasiyan bakterileri
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Oldiirecek dozdadir. Cilinkii DNA kesme tamir etme mekanizmasi engellenmistir.
Bundan dolay1 UV’ye maruz kalan kisimda iireme olmazken, plastik kapakla kapatilan
kisimda normal bir lireme goézlenmistir. Bu da bize kullanilacak bakterilerin uvrB

mutasyonu tasidigini géstermistir.

Rfa Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarmin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmustur ve
hiicre duvarmin gegirgenligi arttirilmistir. Varligr kristal viyoleye duyarlilik testi ile
tespit edilmistir. Bu test igin bakteri kiiltiirii NB’da bir gece biiyiitiilen 0,1 mL s1v1
kiiltiir, 45 °C su banyosunda tutulan 2,5 mL top agar iizerine ilave edilip daha sonra NA
plaklarina dokiilerek plaklara 8 isareti yaptirilmigtir. 10 dk. donmasi beklendikten sonra
plagin ortasina 0,5 cm ¢apli steril filtre kagidi diski yerlestirilip diskin ortasina %0,1’lik
kristal viyole karisimindan 10 pl damlatilmistir. Kagidin boyayr emmesi beklenilmis,
sonra plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk ¢evresinde
14 mm’lik ireme olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin i¢ine
kolayca girip etkiledigi icin bakterilerin liremesini engelledigi i¢in bakterilerin Rfa

mutasyonunu tasidiklart anlagilmistir.

R-faktor Varhg Kontrolii

Test bakterilerinin icerdigi, R-faktdr tasiyan pKM 101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin Sl¢iilmesi ile tespit edilmistir. Bu amagla,
biiyiitiilen NB icinde bakteri kiiltiirii (%0,8 Ampisilin/0,02 M NaOH) ampisilin iceren
HBA plaklarina ¢izgi ekim yapilarak, 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonunda, plazmid
iceren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiyiidiikleri gozlenmistir. Yani bakteriler

R-faktor plazmidini igermektedirler.

Spontan Olarak Geriye Doniis Sikhiginin Kontrolii

Mutant bakteri suslarmin kendiliginden (spontan) his™ durumundan his® durumuna
doniismesi, belirli smirlar i¢inde miimkiindiir. Bu simirlar TA98 i¢in  20-50

revertant/plak; TA100 i¢in 75-200 revertant/plaktir. Bu test i¢in, 37 °C’de, NB’da
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blyiitiilen bir gecelik kiiltiirden 0,1 mL alinip, 45 °C’deki su banyosunda tutulan 0,25
mL 0,5 M histidin-biyotin soliisyonu i¢eren 2,5 mL top agar lizerine ilave edilmistir.
Daha sonra test tiipli yavasca calkalanarak MGA plaklarina yayilmis ve 37 °C’de 48-72

saat inkiibe edilerek plaklarda tireyen koloniler sayillmistir.
3.2.5 Siv1 Kiiltiiriin mL’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin mL’sinde bulunan bakteri sayisini bulmak ig¢in
HBA plaklarindan iyi iiremis bir koloni 6ze yardimi ile alinarak 20 mL nutrient broth
icerisinde silispanse edilmistir. Siispansiyon isleminden sonra kiiltiir g¢alkalamali
inkiibatorde 37 °C’de 110 rpm’de 12-16 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda gecelik
kiiltiirden 100 pL alinmig ve 20 mL NB bulunan erlen igerisine eklenerek taze kiiltiirleri
hazirlanarak 140 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin
%0,9 serum fizyolojik ile 10°, 107, 10 10, 10, 10®° ve 10® olacak sekilde bir dizi
sulandirmalar1  hazirlanmistir.  Bu  seyreltmelerden NA  plaklarina  her bir
konsantrasyondan 3 petri olacak sekilde 100 pL’lik miktarlarda alinarak 45 °C’deki su
banyosunda tutulan 2,5 mL top agar lizerine ilave edilmistir. Daha sonra test tiipii
yavasca calkalanarak NA plaklarina yayilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek
plaklarda iireyen koloniler sayilmistir. S. typhimurium ile yapilan mutajenite testlerinde

kullanilan bakteri kiiltiiriiniin 1 mL’sinde 1-2 x 10° mL/bak. olmasi ongoriilmektedir.

3.2.6 Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Sitotoksik etkinin saptanmasi deneyi Dean vd. (1985)’e gore yapilmistir. Kullanilan test
bilesiklerinin, test bakterileri i¢in Oldiiriicii dozunun saptanmasi amaciyla 2 mL top
agara 0,1 mL bakteri kiltiri ve 0,1 mL degisik konsantrasyonlarda uygulanan
maddelerden ilave edilmistir. Oncelikli olarak maddelerin 0,1 pg/plak, 1pg/plak, 10
ng/plak, 100 pg/plak ve 1000 pg/plak ve 10000 pg/plak konsantrasyonlari test tiipiine
eklenmistir. Tiipteki karisim 3 ayr1 NA plagina dokiilerek plaklar 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra plaklardaki ortalama koloni sayisi belirlenmis ve
kontrol plaklar1 ile karsilastirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir.

Mutajenite deneylerinde, toksik dozun altindaki dozlarla ¢alisilmistir.
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3.2.7 Memeli Karaciger S9 Fraksiyonunun Hazirlanmasi

Ames test sistemi i¢in standart S9 karisimi bilesenleri 8 mM MgCl,, 33 mM KCI, 5 mM
glukoz-6-fosfat, 4 mM B-NADP, 100 mM Na-fosfat pH:7,4 ve bu karisimin her mL’si

icin 0,04 mL derisimindeki S9 fraksiyonudur. Karigim her mutajenite deneyi icin taze

hazirlanmakta ve deney siiresince buz igerisinde saklanmustir.

3.2.8 Ames Mutajenite Testinin Yapihisi

Deneyin amaci, daha 6nceden biiyiimesi i¢in histidin aminoasidine gereksinim duyan
oksotrofik suslarmn, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar histidin sentezleyebilir hale

doniismesi temeline dayanir.

S9’suz (-) Deney

Bu islem i¢in, i¢lerine 0,25 mL histidin biyotin ¢dzeltisi ilave edilmis 2 mL’lik top agar
iceren deney tiipleri 45 °C’lik su banyosunda 1sitilip i¢lerine 0,1 mL test maddesi ve 0,1
mL 5 saatlik taze bakteri kiiltiirii eklenmistir. Tiipler galkalanarak 37 °C’ye 1sitilmisg
MGA plaklarina dokiilmiis, plaklara hizla 8 isareti yaptirilarak top agarin plak lizerine
homojen dagilmasi saglanmigtir. 15 dakika donmas1 beklendikten sonra plaklar ters
cevrilerek 37 °C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney her doz i¢in 3 ayr1 plak olmak {iizere
hazirlanarak iki bagimsiz deney yapilmis ve sonuglarin degerlendirilebilmesi igin
deneylere paralel olarak spontan kontrol, solvent kontrol (H,O) ve pozitif (diagnostik)
kontrol olarak TA100 susu i¢in 0,1 pg/uL sodyum azid (NaN3), TA98 susu i¢in ise 2
ug/uL 4-nitro-o-fenilendiamine (NPD) kullanilmistir.

S9’lu (+) Deney

Plak inkorporasyon testinde, test bilesigi, bakteriyel test susu, S9 karisimi top agara
karistirilarak minimal glikoz agarli plaklara dokiilmiistiir. Plaklar 37 °C’de 48-72 saat
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inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda plaklardaki his® revertant bakteri kolonileri

sayilmistir.

Bu yontemde, 0,25 mL histidin biyotin eklenmis 45 °C’deki 2,5 mL’lik top agara, test
susu kiiltiirtinden 0,1 mL, test edilecek kimyasaldan 0,1 mL ve S9 karisimindan 0,5 mL
eklenip diisiik hizda 3 saniye vortekslenerek oda sicakligindaki minimal glikoz agarh
plaklara yayilmistir. Top agarin plagin biitiin ylizeyine donmadan yayilmasini saglamak
icin karigtirma, dokme, yayma isleminin tiimii, 20 saniyeden az bir siirede yapilmistir.
Her deneyde, her susun geri donme oOzgiilliiklerini ve S9 karigtminin etkisini
dogrulamak i¢in pozitif mutajen olarak TA100 susu i¢in 0,05 pg/ul 2-
Aminoanthracene (2AA), TA98 susu i¢in 2 pg/ul. 2-aminofluorene (2AF) kullanilarak
rutin olarak, pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. Bakteriyi, S9 karisimini ve
kullanilan ¢dziiciiyii iceren fakat test edilen kimyasali igermeyen negatif kontrol plaklari
her sus i¢in kendiliginden geriye donen bakteri sayisinin saptanmasinda kullanilmaistir.

Deney her doz i¢in 3 ayr1 plak olarak uygulanmis ve iki bagimsiz deney yapilmustir.

Sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 15.0 for Windows paket programinda DUNCAN

coklu karsilastirma Testi ile yapilmustir.
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4 BULGULAR

Bu calismada sanayinin ¢esitli alanlarinda siklikla kullanilan 2 ¢esit nanomateryalin
(Bizmut (III) oksit ve Indium tin oksit) mutajenik aktivitesi Salmonella typhimurium’un

TA98 ve TA100 mutant suslari ile S9 varliginda ve yoklugunda aragtirilmistir.

4.1 Genetik Isaretlerin Kontrolii

Calismada kullanilan standart test suglarindan TA98 susunun histidin gereksinimi
(Resim 4.1), TA100 susunun histidin gereksinimi (Resim 4.2), uvrB mutasyonu (Resim
4.3), rfa mutasyonu (Resim 4.4), R-faktor varligi (Resim 4.5) ve spontan olarak geriye

donen koloni sayisi (Resim 4.6) bakimindan genetik isaretlerinin kontrolii yapildu.

S. typhimurium ile yapilan mutajenite testlerinde kullanilan bakteri kiiltiiriinin 1
mL’sinde 1-2 x 10° mL/bak. olmasi ongoriilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada bu sayiya
taze kiiltiiriin 5 saatlik inkiibasyonu sonunda ulagilmis ve mL’deki bakteri sayis1 1,4 x

10° olarak hesaplanmistir.

Resim 4.1 S. typhimurium TA98 histidin gereksinimi kontrolii sonuglart
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Resim 4.3 S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin uvrB mutasyonu
kontrolii sonuglari

Resim 4.4 S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin rfa mutasyonu
kontrolii sonuglar
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Resim 4.5 S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin R-faktér mutasyonu
kontrolii sonuglari

- MGA
~ . TA100

Resim 4.6 S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin spontan olarak geriye
donis sikligi kontrolii sonuglari

4.2 Calismada Kullanmilan Nanomateryallere Ait Bulgular

Calismada kullanilan nanopartikiillerin ikisi de su icerisinde ultrasonik su banyosu
kullanilarak siispanse hale getirilmistir. Kullanilan nanopartikiillerin sitotoksik etki
gosterdikleri dozlar belirlenmistir. Mutajenite deneylerinde, toksik dozun altindaki
dozlarla ¢aligilmistir.

Kullanilan nanopartikiillerin TA98 ve TA100 suslar1 ile S9’lu ve S9’suz olarak plak
inkorporasyon testleri yapilmistir. Deney her doz igin 3 ayr plak olarak uygulanmis ve

birbirinden bagimsiz iki deney yapilmistir.

Yapilan testler sonucunda elde edilen bulgulara gore, TA98 ve TA100 suslarin da her
iki nanomateryalin de tim konsantrasyonlart hem S9 karaciger enzimi fraksiyonunun

varliginda hem de yoklugunda koloni sayisini iki katina ¢ikaran bir konsantrasyon tespit

49



edilememistir. Ayn1 zamanda doza bagli olarak koloni sayisinda yine bir artig
bulunamamaistir. Bu sonuglar, bu iki nanomateryalin de kullanilan tiim dozlarinin bu iki
susta mutajenik etkiye sahip olmadigin1 gostermistir. Dolayisiyla bu nanomateryaller
TA98 susunun belirledigi cerceve kaymasi mutasyonlarina, TA100’iin belirledigi baz

cifti degisimine neden olan mutasyonlara sebep olmamaktadir.

Bizmut (111) oksit nanomateryalinin mutajenitesini belirlemek tizere yapilan Ames testi
sonuglaria gore bu madde, kullanilan iki bakteri susunda da Cizelge 4.1°deki sonuglara
gore istatistiksel bir anlam ifade etmemektedir. TA98 i¢in S9 yoklugunda bulunan en
yiiksek deger 625 pg/plak konsantrasyonunda 30,2+2,16 revertant koloni ve en diisiik
deger 10000 pg/plak konsantrasyonunda 24,6+2,19 revertant koloni olarak tespit
edilmigtir. TA98 i¢in S9 varliginda bulunan en yiiksek deger 1250 pg/plak
konsantrasyonunda 27+1,22 revertant koloni ve en disiik deger 2500 upg/plak
konsantrasyonunda 25,2+1,48 revertant koloni olarak tespit edilmistir. TA100 i¢in S9
yoklugunda bulunan en yiiksek deger 5000 pg/plak konsantrasyonunda 103+9,24
revertant koloni, en disiik deger ise 2500 ug/plak konsantrasyonunda 90,8+4,76
revertant koloni olarak tespit edilmistir. TA100 i¢in S9 varliginda bulunan en ytiksek
deger 1250 pg/plak konsantrasyonunda 195,6+6,58 revertant koloni ve en diisiik deger
ise 5000 pg/plak konsantrasyonunda 144,2+7,15 revertant koloni olarak tespit

edilmistir.

Indium tin oksit nanomateryali ile yapilan ¢alismanin sonuglarina gére yine kullanilan
iki sus icinde Cizelge 4.1’de  yer alan sonuglar kontrol grubunun iki katina
cikamamustir. Yani istatistiksel agidan bir anlam ifade etmemektedir. TA98 susu ile
yapilan caligmada rastlanan en bilyik deger S9 varliginda 150 pg/plak
konsantrasyonunda 36+2,91 revertant koloni, en diisiik deger ise S9 yoklugunda 150
ug/plak konsantrasyonunda 25,8+1,64 revertant koloni olarak tespit edilmistir. TA100
susu ile yapilan calisgmada ise bulunan en yiiksek deger S9 varliginda 100 pg/plak
konsantrasyonunda 126,2+9,2 revertant koloni, en diisiik deger ise S9 yoklugunda 150

ug/plak konsantrasyonunda 87,2+2,38 revertant koloni olarak bulunmustur.
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S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar ile yaptigimiz ¢alismada TA98 susu disinda
uygulanan tiim dozlarin S9 varliginda elde edilen ortalama revertant koloni sayilarinin
S9 yoklugundaki revertant koloni sayilarina gére daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
Bu tespite gore kullandi§imiz nanomateryallerin metabolik aktivitesi insan viicudundaki
metabolik reaksiyonlardan sonra artmaktadir. Deney sonuglar1 standart hata ile birlikte
ortalamalar1 alinarak Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Bizmut (111) oksit nanomateryalinin metabolik aktivasyonlu veya aktivasyonsuz S.
typhimurium TA98 ve TA100 suslarina gére mutajenitesi

Revertant Sayisi
Test Doz Aritmetik Ortalama+ Standart Sapma
Maddesi | (g/plak) | TA8 TA100
-S89 + S9 -S89 + S9
10000 24.6£2,19a 26,4+0,89a 91,2+5,93a 150,4+10,43a
_ 5000 27+1,22a 25,2+1,78a 103+9,24a 144,2+7,15a
5'&;““‘ 2500 25.2+1,78a 25,241,482 90,8+4,76a 185,4+7,98a
oksit 1250 28,2+3,11a 27+1,22a 94+3,53a 195,6+6,58a
625 30,2+2,16a 26,4+2.3a 97,4+4,15a 162+9a
Kontrol 3243,31a 34,8+1,48a 105+7,21a 147,6+12,05a
SA 10 1646,2+112,34b"
2AA 5 2279,2+108,72b"
2AF 200 885,6+81,15b"
NPD 200 1380,4+114,61b"

* Kontrole gore revertant sayisi p< 0,05 diizeyinde anlamli, SA: Sodium azide, 2AA: 2-aminoanthracene,
2AF: 2-aminofluorene, NPD: 4-nitro-o-phenylenediamine

Cizelge 4.2 Indium tin oksit nanomateryalinin metabolik aktivasyonlu veya aktivasyonsuz S.

typhimurium TA98 ve TA100 suslarina gore mutajenitesi

Revertant Sayisi
Test Doz Aritmetik Ortalama+ Standart Sapma
Maddesi | (ug/plak) | TA98 TA100
-S9 +S9 -S9 +S9
150 25,8+1,64a 36+2,91a 87,242,38a 106,4+7,36a
125 30,442,072 31,2+1,3a 90,2+4,32a 113,4+7,95a
. 100 26,8+1,92a 28,2+1,92a 95,6+2,7a 126,249 2a
Indium | 75 30,6+2,4a 31+la 99,6+3,91a 115,6+4,72a
tinoksit 7 30.6£2.3a 35,242,584 91+6,32a 119,8+8.58a
25 30+2,64a 30+2,12a 92,445 31a 120,8+9,6a
125 30,443,042 29,2+1,64a 101,244,432 105+3,67a
Kontrol 32+331a 34,8+1,48a 105+7,21a 147,6+12,05a
SA 10 1646,2+112,34b"
2AA 5 2279,2+108,72b"
2AF 200 885,6+81,15b"
NPD 200 1380,4+114,61b"

* Kontrole gore revertant sayisi p< 0,05 diizeyinde anlamli, SA: Sodium azide, 2AA: 2-aminoanthracene,
2AF: 2-aminofluorene, NPD: 4-nitro-o-phenylenediamine
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5 TARTISMA ve SONUC

Son yillarda kanser ve kanserojen terimleri fazlasiyla popiiler terimler haline gelmistir
clinkli diinya yiprandik¢a insanlarin hatta tiim canlilarin yasam kaliteleri diismeye
baslamis buna paralel olarak giin gectikge kanserli birey sayisindaki artig gozle gortliir
hale gelmistir. Bu durum insanlarin kanserojenler konusunda daha hassas davranmalari

gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

Sayilart milyonlart bulan kimyasallarin ¢ok azinin (20.000 civarinda) kanserojenik
potansiyelleri hakkinda bilgimiz vardir. Geriye kalanlarin ve her giin listeye giren yeni
sentezlenen maddelerin seri bir sekilde test edilerek mutajenik/kanserojenik etkilerinin

saptanmasi gerekmektedir (Vural 1996).

Salmonella/mikrozom test sistemi, ¢esitli kimyasal maddelerin mutajenik
potansiyellerini saptamak {izere gelistirilmis ve c¢esitli iilkelerde olduk¢a yaygin olarak
kullanilan kisa zamanli test sistemlerinden biridir. Ciinkii bu test, test parametreleri
acisindan en iyi standardize edilmis ve mutajen-karsinojen etkisi en iyi bilinen
kimyasallar ile gecerliligi en fazla kabul edilmis kisa zamanli test sistemlerinden
birisidir (Maron and Ames 1983, Kaplan et al 2004, Watanabe-Akanuma 2005, Reid
2006, Mathur et al 2005, ipek et al 2005, Kutlu 2005).

Salmonella/mikrozom testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi icin histidin
protroflarinin sayisinin kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kat1 olmasi
ya da iki katindan az oldugu durumlarda doza bagl bir artis gostermesi gerekmektedir

(Maron and Ames 1983).

Bu calismada oldukga geng bir bilim dali olan nanoteknolojinin sanayi sektoriinde yer
bulmas1 sonucu bir¢ok alanda kullanimi olan Bizmut (III) oksit ve Indium tin oksit
nanomateryallerinin mutajenik etkileri kisa zamanl test sistemlerinden biri olan Ames
testi ile belirlenmeye c¢alisilmistir. Yaptigimiz calisma sonucunda TA98 susu i¢in S9
fraksiyonu varliginda ortalama revertant koloni sayis1 34,8+1,48, yoklugunda ise

32+3,31 olarak bulunmustur. TA100 susu i¢in ise bu degerler sirasiyla 147,6+12,05 ve
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105+7,21 olarak bulunmustur. Ames’e (1973) gore mutant bakteri suslarinin
kendiliginden (spontan) his” durumundan his® durumuna doniismesi, belirli sinirlar
icinde miimkiindiir. Bu sinirlar TA98 i¢in 20-50 revertant/plak; TA100 i¢in 75-200
revertant/plaktir. Calismamizda elde ettigimiz sayilar bu degerler arasindadir. Bu
degerlerin bu derece farkli olmalart ¢esitli parametrelerden kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle her mutant sus i¢in, kendiliginden geriye donen koloni sayisi tek bir say1 olarak
degil de, belirli bir aralikta verilir. Bu parametreler arasinda minimal ortamin tipi,
glikoz-6-fosfat, B-NADP, fosfat tamponu, glikoz ve tuz ¢ozeltisinin derigimi,
petrilerdeki minimal agarin hacmi, top agarin miktar1 ve yayilma sekli, etiivdeki nem
orani, S9 fraksiyonunun miktari, minimal agarin bilesimi ve hazirlanmasindaki

farkliliklar gibi etkileri sayabiliriz (Boath et al 1980, Belser et al 1981).

Bizmut (III) oksit nanomateryalinin TA98 susu ile S9 fraksiyonu varliginda ve
yoklugunda yapilan calismada maddemizin hicbir konsantrasyonu geri doniisiim
sayilarin1 agsmadigindan bu madde TA98 susu iizerine dogrudan mutajenik etki
gostermemistir. Bu madde ile yapilan ¢alismada en yliksek deger S9 yoklugunda 625
ug/plak konsantrasyonunda 30,2+2,16 revertant plak, en diisiikk deger ise 10000 ug/plak
konsantrasyonunda 24,6+2,19 revertant plak olarak bulunmustur. TA100 susunda ise
deney S9 fraksiyonu varligi ve yoklugunda yapilan ve elde edilen ortalama revertant
koloni sayilari, kendiliginden geriye donen ortalama revertant koloni sayisi1 degerlerine
yakin bulunmustur. Bu madde ile yapilan ¢aligmalarda en yiiksek deger S9 varliginda
1250 pg/plak konsantrasyonunda 195,6+6,58 revertant koloni, en diisiik deger ise S9
yoklugunda 2500 pg/plak konsantrasyonunda 90,8+4,76 revertant plak olarak

bulunmustur.

Indium tin oksit nanomateryalinin TA98 ve TA100 suslari ile SO fraksiyonu varliginda
ve yoklugunda yapilan calismada da maddenin hi¢bir konsantrasyonu geri doniisiim
sayllarin1 agsmamistir. Bu madde ile yapilan ¢alismalarda TA98 susu i¢in en yiiksek
deger S9 varliginda 150 pg/plak konsantrasyonunda 36+2,91, en diisiik deger ise S9
yoklugunda yine 150 pg/plak konsantrasyonlarinda 25,8+1,64 revertant plak olarak
bulunmustur. TA100 susu i¢in ise yapilan ¢alismada bulunan en yiiksek deger S9
varliginda 100 pg/plak konsantrasyonunda 126,249,2, en diisiik deger ise S9
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yoklugunda 150 pg/plak konsantrasyonunda 87,2+2,38 revertant plak olarak

bulunmustur.

Kullandigimiz bu iki nanomateryal i¢in yapilan literatiir taramasinda mutajenik etkisine
dair bir arastirmaya rastlanmamistir. Daha oOnce de belirtildigi gibi parcaciklarin
nanoboyutlarinin iglevlendirilmesi veya kullanilmasi yeni yeni giin yiiziine ¢ikan

calismalardir. Dolayisiyla bu materyaller ile ilgili toksisite ¢calismalar1 yetersizdir.

Yaptigimiz  ¢alismada ¢Oziici olarak su  kullamilmistir.  Nanomateryallerin
¢oziinlirliigiine bakildigi zaman biiyiik ¢gogunlugunun suda ¢oziinmedigini gormekteyiz.
Bununla alakali olarak yapilan bir arastirmada TiO, ve Fe3O, nanotozlarmin suda
¢Oziiniirliiklerinin diistik olmast nedeniyle test ¢ozeltileri sonikasyon banyosunda
tutularak nanopargaciklarin ¢ozelti i¢inde dagilimi saglanmistir. 30 d’lik sonikasyonun
ardindan nanopargacik ¢ozeltileri bulanik bir yap1 gostermislerdir. Cozeltilerin kararlt
yapida olmamasi nedeniyle 24 saat icinde pargaciklar tortular olusturarak dibe
¢okmiislerdir (Baykal 2010). Calismamizda buna paralel olarak nanomateryallerin
¢Oziiniirliiklerinin az olmas1 sebebiyle maddeler su icerisinde elektronik su banyosu
yardimiyla silispanse hale getirilmistir. Nanomateryallerin suda ¢ozlinirligiiniin
olmamasinin sebebinin, aliminyum oksit (Al,O3) nanomateryalinin 30 nm ve 40 nm
boyutlarindaki formlar1 {izerine Balasubramanyam’mn 2010 yilinda yaptig1 bir
calismada, zayif Van der Waals kuvvetlerinin sonucu veya bireysel par¢aciklarin yaptigi
kuvvetli baglarin sonucu olabilecegi belirtilmistir. Yine ayni ¢alismada Salmonella
typhimurium’un TA100, TA1535, TA98, TA97 ve TA102 suslar ile ¢alisilmis ve
aliminyum oksit nanomateryalinin bu suslarda S9 varliginda ve yoklugunda toksik

dozuna rastlanmamustir.

2010 yilinda Yina Huang’in yapitig1 bir ¢alismada poly(e -caprolactone)-poly(ethylene
glycol)-poly(e-caprolactone) (PCEC) nanomateryallerinin genotoksisitesi mikroniikleus,
kromozomal aberasyon testi ve Ames testi ile arastirtlmistir. Ames testi i¢in Salmonella
typhimurium’un TA97, TA98, TA100, TA102 ve TA1535 suslart kullanilmistir. Sonug
olarak bu maddeler S9 varliginda ve yoklugunda genotoksik etki gostermemistir ve ilag

bilesenleri i¢in kullaniminda giivenli bir aday oldugu aciklanmustir.
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Ames testindeki negatif sonuglarin, nanomateryallerin hiicrelere niifuz etmesindeki
yetersizliginden (Landsiedel et al 2009; Nabeshi et al 2011, Doak et al 2012), test
suslarinin oksidatif DNA hasarina duyarsizligi (Li et al 2012) veya biiyiik 6lgekli DNA
hasarma sebep olan genotoksinlerin tespit edilememesi (Doak et al 2012) nedenleriyle

ortaya ciktig1 diistiniilmektedir.

1997 yilinda Yuzuki Nakagawa ve arkadaslarinin TiO, nanopartikiilii ile yaptigi
genotoksisite calismasinda ise TiO; nanopartikiiliiniin UV/vis 1ginlar1 olmadan zayif
genotoksisite sergiledigi, UV/vis 151k 1smnlama varliginda ise kardes kromatit ve
kromozom aberasyon testlerine gore yliksek genotoksisite sergiledigi gosterilmis ve
sonu¢ olarak TiO, nanopartikiiliiniin fotogenotoksik oldugu aciklanmistir. Warheit
(2007) sirastyla yaptigi Ames ve kromozomal aberasyon deneylerinde ultrafin TiO,

partikiillerinin mutajenik ve klastojenik olmadigini ileri stirmiistiir.

Rie Yoshida ve arkadaslarinin (2009) yaptigr suda ¢oziinlir ZnO nanopartikiiliiniin
Ames testi ile genotoksisitesinin  degerlendirilmesi deneyinde  Salmonella
typhimurium’un TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suslar1 ve E. Coli susu WP2uvrA~
bakterisi kullanilmistir. S9 bulunan ve bulunmayan paralel deneylerde tiim sonuglar

genotoksisite adina negatif ¢ikmistir.

Nanomateryallerin genotoksisitesi hakkinda yapilan ¢aligmalar son yillarda artmakta ve
bu konu su yiiziine ¢ikarilmaya ¢alisiimaktadir. Bizmut (III) oksit ve Indium tin oksit
nanomateryallerinin genotoksik aktivitelerinin Ames testine gore genotoksik ¢ikmamis
olmas1 diger kisa zamanli mutajenite test yontemleriyle de desteklenmelidir. Clinkii bu
maddeler farkli dis etkenlere maruz birakildiklarinda farkli genotoksik aktiviteler

gosterebilmektedir.
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