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OZET

GUMUS VE KOBALT NANOPARTIKULLERININ VE iYONIK
FORMLARININ GENOTOKSIK POTANSIYELLERININ KOMET YONTEMIi
ILE ARASTIRILMASI

Sezgin AKSAKAL

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Danisman: Prof. Dr. Biilent KAYA
Temmuz 2014, 71 sayfa

Son yillarda hizla gelisen teknoloji ile birlikte yeni teknolojik {iriin olarak
nanopartikiillerin (NP, <100 nm) tiretimi ve farkli alanlardaki kullanimlari hemen her
alanda giderek yayginlagsmistir. Nano kelime anlamu ile bir metrenin milyarda biri kadar
olan bir 6l¢iidiir ve 10 atomluk bir genisligi kapsamaktadir. NP’ler maksimum 100 nm
veya 100 nm’den daha kiiciik capta ve boyutlarina 6zgiil 6zelliklere (6rnegin elektron
tutucu etki ve gegici miknatislik 6zelligi) sahip bilesikler olarak tanimlanmaktadir.

NP’lerin ¢ok farkli alanlarda birgok avantaji nedeniyle yaygin olarak
kullanilmalarina karsin insan sagligina ve ¢evreye etkileri hakkindaki bilgiler hala ¢cok
yetersizdir. Bu nedenle son teknoloji triinii olan bu maddelerin genotoksik
potansiyellerinin tespiti biyo-giivenilirlik bakimindan 6nemlidir. Giiniimiizde bir¢ok
hastaligin gerek farkli mutasyonlar gerekse indiiklenmis rekombinasyon ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Bu agidan toplum sagligi bakimindan yogun maruz kalinan bu tiir
maddelerin etkilerinin tespiti onemlidir.

Bu sebeple bu calismada KOMET ya da SCGE olarak adlandirilan Tek Hiicre
Jel Elektroforez testi ile nanoteknoloji alaninda yaygin olarak kullanilan Giimiis (Ag) ve
Kobalt (Co) NP’lerinin iki farkli partikiil biyiikligiiniin (Ag: 15 ve 40 nm; Co: 15 ve 50
nm) ve bu NP’lerin iyonik formlarinin literatiir verileri 1s18inda konsantrasyon taramasi
ve On uygulamalari yapilmis ve bu c¢aligmalar sonucunda ii¢ farkli konsantrasyon
belirlenmistir. Belirlenen bu konsantrasyonlarin insan periferal kan lenfositlerinde
(0.01, 0.1 ve 1 mM) ve Drosophila melanogaster’in kan hiicreleri olan hemositlerinde
(0.1, 1 ve 10 mM) tek iplik DNA hasarina olan etkileri degerlendirilmistir. Ayrica,
KOMET testi ile oksidatif DNA hasari; bu hasarin bulunmasina 6zgii bakteriyel
enzimler, spesifik olarak okside olmus piirin bazlarinin miktarin1  gosteren
Formamidopirimidin-DNA glikosilaz (FPG) ve yine spesifik olarak okside olmus
pirimidin bazlarmin miktarin1 gosteren Endoniikleaz III (Endo III) kullanilarak ayrica
analiz edilmistir.

Sonug olarak, hem insan periferal kan lenfositlerinde hem de D. melanogaster
hemositlerinde KOMET testi uygulamalari sonucunda Ag ve Co NP’lerinin her iKi
nanoboyutunun ve iyon formlarinin genel olarak en yiiksek konsantrasyon
uygulamalarinda genotoksik ve oksidatif DNA hasar yarattigi gézlemlenmistir.
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ABSTRACT

AN INVESTIGATION ON GENOTOXIC POTENTIAL OF SILVER AND
COBALT NANOPARTICLES AND THEIR IONIC FORMS WITH COMET
ASSAY

Sezgin AKSAKAL

MSc Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Biillent KAYA
July 2014, 71 pages

Due to developing technology in recent years manufacturing of nanoparticles
(NP, <100 nm) as a new technological product and their usage in different fields has
increased. Nano in literal meaning is one billionth of meter and has width of 10 atoms.
NP’s define as small particles which have maximum 100 nm or under 100 nm size and
special features due to the order of their extent.

In spite of NP’s widely usage in very different fields due to their many
advantages knowledge about their effects on environment and human health is
insufficient. Therefore, it is important to detect these high-tech materials genotoxic
potential in terms of their bio-safety. At the present day, it is known that mutations and
induced recombination are related to many diseases. Hence, detection of these materials
effects is important in point of common health.

For this reason, in this study we determined three different concentrations of two
different nano-sized Silver (Ag: 15 and 40 nm) and Cobalt (Co: 15 and 50 nm) NPs’
and their ionic forms which commonly used in nanotechnology in consideration of
literature data and preliminary application with COMET or also known as SCGE
(Single Cell Gel Electrophoresis) assay. We investigated these determined
concentrations effects on single strand damage in DNA on human peripheral blood
lymphocytes (0.01, 0.1 and 1 mM) and Drosophila melanogaster hemocytes (0.1, 1 and
10 mM). Also with the COMET assay, oxidative DNA damage was also analysed by
using bacterial enzymes, formamidopyrimidine DNA glycosilase (FPG) which
specifically recognizes the number of oxidized purine bases and endonuclease 111 (endo
I11) which specifically recognizes the number of oxidized pyrimidine bases.

Consequently, after the COMET assay on both human peripheral blood
lymphocytes and D. melanogaster hemocytes, it has been observed that both different
nano-sized Ag and Co NPs’ and their ionic forms the highest concentrations in gereral
would create genotoxic and oxidative DNA damage.
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ONSOZ

Boyutlar1 100 nm’den kiigiik olan partikiiller nanopartikiiller (NP) olarak
tanimlanmaktadir. Son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte NP’lerin (<100 nm)
iiretimindeki artis nanoteknolojinin ilerlemesine yol agmistir. Nanoteknoloji ilag-
kozmetik, gida, tekstil, kimya, malzeme, bilisim, otomobil ve metal endiistrileri gibi
bircok sektorde her gecen yil daha fazla uygulama sahasi bulmakta ve artik insan
hayatinin vazgecilmezi olmaktadir. Bugiin bu maddelerin insan sagligina genotoksik ve
karsinojenik etkilerinin ne olduguna dair ilgi giderek artmakta ve bu etkileri ortaya
cikarmak i¢in gesitli in vivo ve in vitro test sistemlerinde ¢alismalar yapilmaktadir.
Fakat bu nanoboyuttaki partikiillerin organizmalara etkileri ve ¢evresel riskleri
konularinda literatiirde yeterli ve detayli bilgi mevcut degildir. Bu baglamda, NP’ler
toksik, genotoksik ve/veya karsinojenik etkiler tiretebilir. Bu yiizden in vivo ve in vitro
test sistemleri ile bu etkilerin degerlendirilmesi gerekmektedir.

NP’lerin kullaniminin artmasi sonucu bu materyallerin ¢evreye salinimlarinin
artacagi diisliniilmektedir. Bu materyallerin alic1 ortamlarda ve insan saglig1 tizerindeki
etkileri konusunda c¢aligmalara son 10 yilda hiz verilmesine ragmen hala
cevaplandirilmas1 gereken bir¢cok soru ve literatiirde eksik noktalar mevcuttur. Bu
baglamda bu proje kapsaminda KOMET olarak adlandirilan tek hiicre jel elektroforez
testi (SCGE) ile Ag ve Co NP’lerinin ve iyonik formlarinin Drosophila melanogaster’in
kan hiicreleri olan hemositlerinde (0.1, 1 ve 10 mM) ve insan periferal kan
lenfositlerinde (0.01, 0.1 ve 1 mM) genotoksik etkileri ¢alisilmistir. Ayrica bu NP’lerin
iyon formlarinin da genotoksik potansiyelleri elde edilen sonuglarin daha iyi
tartisilabilmesi i¢in kullanilan NP boyutlari ile karsilastirilarak tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, uygulama gruplart ile kontrol grubu
karsilastirildiginda D. melanogaster’de bu galismada kullanilan farkli nanoboyutlara
sahip Ag ve Co NP’leri ve iyonik formlarinin KOMET yo6ntemi ile yapilan incelemede
D.melanogaster hemositlerinde ve insan periferal kan lenfositlerinde bu NP ve iyon
formlarmin genel olarak en yiiksek konsantrasyonlarinda hiicrelerde genotoksik ve
oksidatif DNA hasarina neden olduklari gozlemlenmistir. Genetik hasar KOMET
yontemi ile degerlendirildikten sonra meydana gelen oksidatif hasar, bakteriyel enzimler
olan FPG ve Endo Il enzimleri kullanilarak olusan oksidatif hasarmn agirlikli olarak
okside olmus piirin bazlarinda m1 yoksa okside olmus pirimidin bazlarinda mi1 oldugu
tespit edilmistir. Endo III spesifik olarak okside olmus pirimidin bazlarin sayisini
gosterirken, FPG spesifik olarak okside olmus piirin bazlarinin sayisini gostermektedir.
Elde edilen sonuglara gére Ag ve Co NP’leri ve iyonik formlarina maruz kalmis D.
melanogaster hemositlerine yapilan enzim uygulamalari sonucunda Ag NP’leri ve
iyonik formuna maruz kalmis hemositlerde meydana gelen oksidatif DNA hasarinin
Endo 11l uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen oksidatif hasarin
pirimidin bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilirken, Co NP’lerine ve iyonik
formuna maruz kalmis hemositlerde meydana gelen oksidatif DNA hasarinin FPG
uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen oksidatif hasarin piirin
bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Insan periferal kan lenfositlerine
yapilan enzim uygulamalar1 sonucunda Ag ve Co NP’leri ve iyonik formlarina maruz
kalmis lenfositlerde meydana gelen oksidatif DNA hasarinin ise FPG uygulanan
gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen oksidatif hasarin piirin bazlarinda



daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu tiir caligmalarin toplum sagligin1 dogrudan
ilgilendirmesi nedeniyle bu NP’lerin neden oldugu genotoksisitedeki molekiiler
mekanizmalarin agiklanabilmesi i¢in farkli test sistemleri (in vivo ve in vitro) ve farkli
model organizmalar kullanilarak daha fazla bilimsel ¢aligmanin yapilmasi da
gerekmektedir.

Ayrica nanobiiylikliikte olan bu materyallerin farkli partikiil boyutlarinda
olmalar1 yapilan bilimsel caligmalarda farkli sonuglarin elde edilmesine de neden
olabilmektedir. Ciinkii ¢ok kiiciik boyutta olan bu NP’ler biiyiikliikleri nedeniyle
hiicreye kolayca girereck DNA gibi makromolekiiller ile dogrudan etkilesime
girebilmektedirler. Canli sistemlerde yapilan ¢aligmalarda kimyasalin normal boyuttaki
formu ile NP formu karsilagtirildiginda farkli sonuclar elde edilebilmektedir. Bu
baglamda bu projede genotoksik etkileri c¢alisilmis olan NP’iin farkli partikiil
biiytikliikleri ile de ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Calismamiz sonucunda elde
edilen bulgularin son yillarda biitiin Diinya’da yaygin olarak kullanilan ve giderek
kullanim1 farkli alanlara yayilan NP’lerin genotoksik etkileri hakkinda literatiir
verilerine de katki saglayacag: diisiiniilmektedir. Yapilan bu ¢alismanin gelecekte bu
konuda yapilacak caligmalara 151k tutmasini dilerim.

Bana bu konuda ¢alisma olanagi saglayan, tez konumun belirlenmesinde ve
caligmalarimin ylriitiilmesi sirasinda her konuda en icten ilgi, yardim ve destegini
gordiigim ve bu tezin her asamasinda bilgi ve deneyimleriyle beni yonlendiren
Akademik Damigman Hocam Sayin Prof. Dr. Biilent KAYA’ya (Akdeniz Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii), tez ¢alismalarim esnasinda bana yardimci olan Sayin
Aras. Gor. Fatma TURNA’ya, genetik laboratuarlarini kullanma imka&nini sunan
Biyoloji Bolimii’ne, ¢alismam sirasinda emegi gecen Biyoloji Anabilim Dali’ndaki
calisma arkadaslarima, NP’lerin sentezlenmesinde ve Kkarakteristik Ozelliklerinin
(NP’lerin biiyiiklik dagilimi (size distribution), zeta potansiyellerinin dl¢limii ve
yogunluklarinin 06lgiimii) belirlenmesinde yardimci olan Sayin Prof. Dr. Ertugrul
ARPAC’a (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii) ve ¢alisma ekibine, bu
¢aligmay1 maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’ne (Proje No: 2013.02.0121.023) ve ayrica tez g¢alismamin
basindan beri maddi ve manevi varliklariyla en zor anlarimda her zaman yanimda
bulunan ve bulunacak olan sevgili aileme ve sevdiklerime tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Organizma yasadig1 ¢evrede yasamini olumsuz etkileyen bir¢ok farkli zararh
fiziksel ve kimyasal bilesige maruz kalmaktadir. Maruz kalinan zararli bu bilesikler,
hiicre zar1, hiicresel organeller ve en dnemlisi de genetik materyal lizerinde istenmeyen
etkilere sebep olmaktadir. Genetik materyalde (DNA) istenmeyen etkiler cesitli
mutasyonlarla sonuglanmakta hatta hasarin durumuna gore kanserin baslamasi da
tetiklenebilmektedir. Fakat bu maddelere maruziyetler organizmada ¢esitli enzimler
yardimiyla detoksifiye edilerek zararli etkileri indirgenebilmektedir. Ancak savunma
sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda maruz kaliman madde hiicrede farkli kalict
hasarlara da neden olabilmektedir. Insan popiilasyonlar1 beslenme, medikal ¢alismalar
ve yasam stili aligkanliklar1 ile iligkili birgok faktoriin yani sira ¢evresel veya mesleki
sebeplerden dolayr c¢ok sayida zararli fiziksel ve kimyasal bilesiklere maruz
kalmaktadir. Bu nedenle farkli fiziksel ve kimyasal bilesige maruz kalma sonucunda
hiicredeki olas1 hasarlarin bilinmesi gerekmektedir. Belirli bir ajanin olusturabilecegi
risk test edildiginde bu ajanin etki gosterebilecegi ¢ok dnemli hedeflerden birisinin de
DNA oldugu dikkate alinmalidir Bu baglamda bu sekildeki maruz kalmalarin neden
olabilecegi genetik hasarin ortaya ¢ikarilmasinda birgok in vivo ve in vitro test
sistemlerinde farkli model organizmalar kullanilmaktadir. Bu tiir testler arasinda
KOMET olarak da bilinen tek hiicre alkali jel elektroforezi testi (SCGE) her tiirlii
Okaryotik hiicrede uygulanabilmesi ve DNA diizeyinde hasarlarin belirlenmesi
bakimindan son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.1. Nanoteknoloji

Nano, Yunanca’dan alinmis bir sozciik olup son derece kiigiik, ufacik veya
minnacik anlammna gelmektedir. Olgii birimi olarak 1 nanometre (nm) metrenin
milyarda biridir. Bu ¢ok kiiciik bir uzunluk olup atomlar ve molekiiller diinyasina
uzanmaktadir. Nanoteknoloji, nm boyutta maddenin o6zelliklerini ve dinamiklerini
inceleyen bilim ve/veya teknolojidir.

Genel anlamiyla nanoteknoloji ise nano dlgekte bir materyalin gergek diinyada
uygulamaya sahip herhangi bir teknoloji ile uygulanmasidir. Yani nanoteknoloji,
teknolojinin birka¢c nm’den sub-mikrona kadar Olceklerde fiziksel, kimyasal ve
biyolojiksel sistemlere uygulanmasi ve tiretimi ile ilgilidir (Yesil 2011).

Terim ilk olarak Nario Taniguchi tarafindan 1974 yilinda kullanilmistir. Ancak
fikrin ortaya ¢ikist 1959 yilina dayanir. California Enstitlistinde Nobel odiillii fizikgi
Richard Feynman tarafindan verilen bir konferansta molekiiler boyutta iiretilen
malzeme ve cihazlarla yapilabilme potansiyeline sahip uygulamalarin bilimsel agidan
biiyiik islere olanak saglayacagindan bahsedilmistir. Ardindan Taniguchi tarafindan
ortaya atilan Nanoteknoloji, mevcut teknolojilerin modifiye edilmesiyle daha ileri
diizeyde duyarliliga sahip bir teknoloji kolu olarak tanimlanmistir (Yesil 2011).

Giliniimiizde nanoteknoloji, 1980’11 yillarda Taramali Tiinelleme Mikroskobu ve
Atomik Kuvvet Mikroskobu’nun gelistirilmesiyle ve bunlara es zamanli olarak
gelistirilen bilgisayar teknolojileri ile kullanim alaninin yayginlasmasiyla her tiirli
endiistriyel alanda kargimiza ¢ikan bir bilim dali haline gelmistir.



1.2. Nanopartikiiller

Boyutlar1 100 nm ve 100 nm’nin altinda kalan parcaciklar nanopartikiiller (NP)
olarak tanimlanmaktadir. Bu partikiiller nanoboyutlu malzemelerin, dolayisiyla
nanoteknolojinin temelini olusturmaktadirlar (Miller vd 2004). NP’ler diger endiistriyel
malzemelerden sahip olduklar1 spesifik 6zellikler sebebiyle farkli ve iistiin kabul
edilmektedirler. Bu o6zellikler temel olarak, kuantum boyut etkileri, yilizey atomlarinin
benzeri olmayan karakterleri, yiiksek ylizey/hacim orani ve elektronik yapilarinin boyut
bagimlilig1 olarak belirtilmektedir (Liveri 2006).

Nanoteknoloji, nanoboyutlardaki materyallerin boyut spesifik 6zelliklerinden
yararlanma prensibine dayanir. Bazi durumlarda bu 6zellikler NP’lere 6zgii kuantum
etkilerine dayanir. Aym1 zamanda bu oOzellikler boyut spesifik olarak biyolojik
aktiviteyle de iliskilidir. Benzersizlik kavrami genellikle “nano” nun kimyasal ve
fiziksel olarak farklilig1 ile ilgili tartigmalarda ¢gogunlukla kullanilir. Ancak son 20 yilda
yapilan calismalar gostermektedir ki, NP’ler, biiyiik formlariyla ayni fiziksel ve
kimyasal yapida olsalar bile benzersiz biyolojik davranislar gosterebilmektedirler.
Bunlardan en 6nemlisi bu NP’lerin diger benzer yapidaki durumlarma gore gegilmesi
imkansiz oldugu diisiiniilen biyolojik bariyerleri gegcebilmeleridir (Lockman vd 2002).

NP’lerin boyut spesifik biyolojik aktiviteleriyle ilgili bu betimlemeler ve
tahminler Nanotoksikoloji’yi, Toksikoloji’nin diger dallarindan 6zellikle ayirmistir. Bu
benzersiz Ozelliklerin organizmalar ve ekolojik sistemler tizerindeki etkilerinin tespit
edilebilmesi i¢in yeni yontemler ve yeni aletler gerektirmistir.

NP’iin tiim ozellikleri dncelikle boyutlarindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
ayn1 NP’iin farkli nanoboyutlar1 farkli biyolojik etkiler yaratacaktir. Sonra ise kimyasal
bilesenleri ve fiziksel g¢evresi farkli etkilere sebep olmaktadir. Hem kimyasal hem
fiziksel ozellikler dinamiktir ve partikiiliin ge¢cmisi ve lokal ¢evresi ile ilgili anahtar
bilgiler verebilmektedir. Bu bilgiler hem NP ilk elde edildiginde hem de uygulamalar
yapildiginda 6nemlidir.

NP’ler sergiledikleri bu benzersiz 6zellikleri nedeniyle yliksek aktiviteli
katalizorler, optik uygulamalar icin 6zel teknolojik malzemeler ile birlikte siiper
iletkenler, asinmaya kars1 katkilar, yiizey aktif maddeler, ila¢ tasiyicilar ve 6zel teshis
aletleri gibi bir¢cok teknolojik ve farmakolojik iirlinlerin hazirlanmasmin yolunu
agmistir. Bu agidan nano-malzemelerin tasarlanmasini, iiretimini ve islevsel olarak
kullanimin1 kapsayan nanoteknoloji alanindaki yeni gelismeler i¢in vazgecilmez olan ilk
adim NP’lerin tiretimidir (Giirmen ve Ebin 2008).

Ancak NP’ler tam anlamiyla yeni ortaya ¢ikan materyaller degildir. Dogal olarak
pek ¢ok kaynagi vardir ve bu partikiillere dogal olarak maruz kaldigimiz siirece ciddi
saglik sorunlarina yol agmamaktadirlar. Yer kabugu dogal bir matrix ortami olarak
alindiginda su, ¢6zlinmiis maddeler ve biyolojik aktivite nanomateryallerin sentezi i¢in
dogal bir laboratuvar ortami olusturmaktadir. Ayrica bazi NP’ler, kum firtinalar1 ve
volkanik patlamalar gibi ekolojik dogal siire¢lerin sonucunda da ortaya ¢cikmaktadir.



Insan yapimi nano-materyallerin kullammi ise antik ¢aglara kadar
dayanmaktadir. Kursun-bazli kimyasal uygulamalarin Antik Misir'da ortalama 4000 y1l
once bagladig1 ve bazi minerallerin ¢esitli yaglar igerisinde ¢oziinmesine dayali olarak
ortalama 5 nm boyutlarinda Kursun Siilfit (PbS) NP'lerinin elde edildigi kanitlanmistir
(Sciau 2012).

1.3. Nanotoksikoloji

Donaldson ve arkadaglar1 2004 yilinda Toksikoloji diinyasin1 yeni bir fikir ile
tanigtirdilar. Bu fikir kiigliik boyutlarda bulunan partikiillerin biiyiik boyutlu olanlara
oranla farkli hareket ettikleri ve bu sebeple bu boyutlarda bulunan partikiillerin
aragtirilmasi i¢in yeni bir alt kategoriye ihtiya¢ oldugunu belirtmektedir. Bu sebeple
Toksikoloji bilimi yeni bir alt kategori edinmis ve bu yeni kategori “Nanotoksikoloji”
olarak adlandirilmistir (Maynard 2007).

Karsilagilan zorluklar1 ve ilerlemeyi anlayabilmek i¢in bir adim geri ¢ekilip
bakmak gereklidir. Mikroskobik boyutlardaki dumanin ya da pargalarin solunmasi antik
caglardan bu yana tanimlanmig bir tehlikedir. Ancak 1980’lerin sonlarina varana kadar
aragtirmacilar tarafindan nm niteligindeki partikiillerin etkilerini sistematik bigcimde
calisitlmamistir.  1980’lerin  sonunda arastirmacilar karbonun yeni bir formunu
kesfetmislerdir, (karbon nanotiipleri). Bu gelismenin ardindan nano-materyallerin
solunmas1 hakkinda saglik ile ilgili endigelerin ortaya ¢ikarmasi uzun stirmemistir.

1990’lar ayrica partikiillerin solunumu ile solunum ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin arasinda beklenmeyen iliskilerin aciklanmaya basladigi bir donem
olmustur. Ancak sadece kiigiik bir grup toksikolog, sistematik olarak nm boyutlarindaki
partikiillerin biiyiikliik, yap1 ve akciger cevabi ile iligkili aragtirmalar yapmaya baglamig
ve bu boyut skalasindaki partikiillerin viicut igerisindeki davranislarini anlamaya
caligmustir.

U.K. Royal Society ve Royal Academy of Engineering nanoteknolojinin
yararlar1 ve konu hakkindaki emin olmadigimiz kisimlar ile ilgili 2004 yilinda bir rapor
yayinlamistir. Raporda belirtilen ortak endise “lretimi yapilan NP’ler ve nanotiiplerin
sebep oldugu riskler agisindan kanitlarin eksikligi” olmustur. 2004°ten bu yana boyut-
spesifik NP’lerin etkileri aydinlatilmaya baslanmistir (Maynard 2007).

Nano-materyallerin boyut spesifik 0Ozelliklerine bagh olarak etkilerinin
arastirtlmas1 nano-toksikolojinin en Onemli temellerinden biridir. Yaygm olarak
kullandigimiz bu materyallerin son yillarda yapilan arastirmalara gore kan-beyin
bariyeri ve plasental bariyer gibi daha biiyiik boyutlarda olan benzerlerinin asamadig:
biyolojik bariyerleri asabildigi gosterilmistir (Kulvietis vd 2011, Lockman vd 2002).

NP’lerin boyut spesifik biyolojik aktiviteleriyle ilgili bu betimlemeler ve
tahminler nanotoksikoloji dalini, Toksikoloji’nin diger dallarindan &zellikle ayirmigtir.
Bu benzersiz 6zelliklerin organizmalar ve ekolojik sistemler tizerindeki etkilerinin tespit
edilebilmesi i¢in yeni yontemler ve yeni aletler gerektirmistir.



NP’iin tiim ozellikleri oncelikle boyutlarindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
ayni NP’iin farkli nanoboyutlar1 farkli biyolojik etkiler yaratacaktir. Sonra ise kimyasal
bilesenleri ve fiziksel ¢evresi farkli etkilere sebep olmaktadir. Hem kimyasal hem
fiziksel 6zellikler dinamiktir ve partikiiliin ge¢misi ve lokal cevresi ile ilgili anahtar
bilgiler verebilmektedir. Bu bilgiler hem NP ilk elde edildiginde hem de uygulamalar
yapildiginda 6nemlidir. Bu agidan NP’iin karakterizasyon islemleri 6nemlidir.

1.4. Nanopartikiillerin Toksikolojisi

Son yillarda NP’lerin endiistriyel teknolojideki kullanimi artmasina ragmen bu
partikiillerin insan sagligindaki olas1 zararli etkileri tartisilmaktadir (Colvin 2003,
Gogotsi 2003, Nel vd 2006). NP’lerin iiretimi ve tiiketici kullanimi sonrasinda ¢evre,
ekosistem ve sular bu materyaller ile kontamine olmaktadir (Barker vd 2006). Buna
bagli olarak insanlar gida iiriinlerinin tiikketimi ile bu materyallere maruz kalmaktadirlar
(Louis Theodore 2005). Nano-teknolojinin son zamanlarda girdigi alanlar (kozmetik ve
farmasoétiklerde olmak tiizere klinik uygulamalarda, gida katkilari, boyar maddeler,
kagit, plastikler ve boyalar) dikkate alindiginda giinliik hayatimizin i¢inde ne oranda
yaygin olduklar1 daha iyi anlasilacaktir. Amerikan Ulusal Bilim Vakfi’nin arastirma ve
tahminine gore 2010-2015 yillart arasinda 1 trilyon 100 milyon dolarlik nano-teknoloji
pazar agagidaki Sekil 1.1°de gosterildigi gibi olacaktir (www.nanotechproject.org).
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Sekil 1.1. Nanomateryal Igeren Tiiketici Uriinleri (www.nanotechproject.org)

Birlesik Devletler Ulusal Bilim Kurumu 2015 yilinda farmasétik endistri
tirlinlerinin yarisinin nano-teknolojik olarak tasarlanmis 6zellikleri i¢erecegini tahmin
etmektedir. Bu ylizden dniimiizdeki yillarda insanlarin bu iiriinlere maruz kalmalari da
artacaktir.


http://www.nanotechproject.org/
http://www.nanotechproject.org/

Su an kullanimda olan en az 12 nano-ilag simdiden onaylanmistir
(http://lwww.pharmameddevice.com/App/homepage.cfm?appname=100485&linkid=232
94&moduleid=3162#Nanotechnology). Ancak bir degerlendirme sistemi sonucunda
kullanilan bu nanopartikiillerin doz yanitlari, akut ve kronik maruz kalmalar,
fizikokimyasal karakterizasyonlar1 (Warheit 2008) ve hem g¢esitli iiretim formlar1 hem
de yeni teknolojiler igerisine katilmalari bu materyallerin risk ve yarar analizlerinin
yapilmasindaki fizyolojik reaktivitelerinin (6rnegin molekiiler, hiicresel, dokusal ve
organ toksisitesi) cesitli seviyeleri icin geleneksel farmakoloji ve toksikoloji
yaklagimlar1 iyi bir sekilde diisiiniilmesi gerekmektedir (Nel vd 2006). NP’lerin fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerinin yani sira biyolojik olarak bu partikiillere maruz kalma yollar
nano-biyouyumluluk testleri ile dikkatlice degerlendirilmelidir. Her bir partikiiliin
bliylikliigii ve formunun farmakolojik ve toksikolojik ozellikleri vardir. Bu nedenle
maruz kalinma neticesindeki zararli sonucglara karsit 6zgiin degerlendirme protokolleri
ve kriterlerinin olmas1 gereklidir. Bu baglamda su anda bu NP’lere kars1 bir giiven
olmadig1 varsayimi yapilmaktadir.

NP ile ilgili calismalar baslangicta optik ve elektronik cihazlar {izerinde
yogunlasmigsken su an biyo-Ol¢iimler tizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir.
Partikiil boyutlandirma islemi yaygin olarak transmisyon elektron mikroskobu (TEM),
tarama elektron mikroskobu (SEM), optik spektroskopi (UV-vis), dinamik 1sik sagma
(DLS) ve floresan polarizasyonu ile yapilmaktadir (Jones ve Grainger 2009, Jacobsen
vd 2010). Bu calismada da genotoksik etkileri incelenecek NP’lerin karakteristik
ozellikleri incelenmistir.

Her organizma icin ortak yapi olan genetik materyalin korunmasi gelecek
nesillerin saglikli olmasi bakimindan 6nemlidir. Bu nedenle NP’ler gibi etkisi tam
olarak bilinmeyen molekiillerin genetik materyal iizerinde nasil bir etkiye sahip oldugu
farkli test yontemleri ile arastirilmasi biiyiikk oneme sahiptir. Bu tiir etkilerin farkli
genotoksisite yontemleri ile arastirilmasi her bir testin farkli genetik etkileri
degerlendirme potansiyeline sahip olmasi bakimindan énemlidir. Nano-biiyiikliikte olan
bu materyallerin farkli partikiil boyutlarinda olmalar1 yapilan bilimsel c¢aligmalarda
farkli sonuglarin elde edilmesine neden olabilmektedir. Ciinkii ¢ok kiiciik boyutta olan
bu NP’ler biiytikliikleri nedeniyle hiicreye kolayca girerek DNA gibi makromolekiiller
ile dogrudan etkilesime girebilmektedirler. NP’lerin boyutlar1 ve olast olumsuz
sonuglart arasinda iligski oldugu bazi arastiricilar tarafindan vurgulanmaktadir (Clurg vd
1998, Colvin 2003, Oberdérster 2004). Ornegin yapilan bir calismada normal boyuttaki
aliminyum oksit (Al,O3)’in tek basina siganlarin periferal kan hiicrelerinde in vivo
kosullarda KOMET ve mikroniikleus (MN) testlerinde herhangi bir genotoksik etkiye
neden olmadig halde aliiminyum oksit NP’lerin iki farkli partikiil boyutunun (Al,O3-30
nm ve Al,O3-40 nm) ise DNA’daki tek iplik kirikliklarini ve MN olusum frekansini
indiikleyebildikleri gosterilmistir (Balasubramanyam vd 2009). Sharma ve arkadaslari
(2009)’nin  yaptig1 calismada, kozmetikler ve diger dermatolojik preparasyonlarin
hazirlanmasinda yaygin bir sekilde kullanilan Cinko oksit NP’lin insan epidermal
hiicrelerinde lipid peroksidasyonuna ve oksidatif strese onciililk edebilecegi ve bunun
sonucunda genotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Giimiis ve Kobalt Nanopartikiilleri

Gelisen teknoloji ile birlikte NP’lerin (<100 nm) iiretimindeki artis
nanoteknolojinin ilerlemesine yol a¢mustir. Gimis (Ag) NP’leri yaygin olarak
endiistriyel alanlarda kullanilan nano-iiriinlerden bir tanesidir. Antimikrobiyal ve
antiviral ozellikleri nedeniyle (Chen ve Schluesener 2008, Klaine vd 2008) medikal
alanda kateterler, bandajlar ve soliisyonlarda, ayrica kiyafetler, elektrikli ev aletleri gibi
farkli materyallerde kullanilmasinin yani1 sira deodorantlar, kozmetik iiriinleri ve
temizleme soliisyonlar1 gibi giinliik tiiketim malzemelerinde de genis capli olarak
kullanilmaktadir (Chen ve Schluesener 2008). Boylece Ag bazli NP’ler 800 tiiketim
iirinlinde bulunan en yaygin nano-materyal olmustur (Woodrow Wilson International
Center 2007). Kullanimdaki bu artisa ragmen Ag NP’lerinin genotoksisitesi ile ilgili
bilgilerimiz smirlidir. Son zamanlarda kiiglik Ag parcaciklarinin serbest radikal
olusturdugu elektron spin rezonans kullanarak tespit edilmistir (Danilczuk vd 2006).
Ayrica Ag’iin antimikrobiyal mekanizmasinin serbest radikal olusumu ile iligkili oldugu
belirtilmistir (Kim vd 2007). Koruyucular, kozmetiklerin formulasyon ve iiretim
asamasinda mikrobiyal kontaminasyonu engellemek icin kullanilan bilesiklerdir.
Fenoksietanol, paraben gibi bilesenler farkli birlesimleri ile koruyucu olarak
kullanilmislardir. Ancak bu antibakteriyal bilesikler gecici olarak deriyi uyarmalarinin
yanisira UV 1sinlarina karsi cilt hassasiyetini arttirmislardir. (Metilparaben'in UV ile
karsilaginca toksik olmasi gibi) (Handa vd 2006; Ishiwatari vd 2007). Diger bir yanda
ise kiiglik miktarlardaki Ag benzeri metaller antimikrobiyal 6zellikleri ilk kesfedildikleri
zamandan bu yana pek c¢ok antimikrobiyal silire¢ ve driinlerin temel bilesenleri
olmuslardir (Berger vd 1976, Rosenkranz ve Carr 1972). Ayni zamanda materyallerin
pargagik boyutunun kiiglilmesi biyo-uyumlulugu gelistirmis ve nano-teknolojinin
medikal alanda kullanimina olanak saglamistir. Ag NP’lerinin olduk¢a stabil yapida
olduklar1 gézlemlenmistir. Yapilan ¢alismalarda gozlemlenen NP’ler bir yilin {izerinde
raf bekleme siiresi boyunca ¢okelme gdstermemislerdir. Fakat bu bilesiklerin de tuzlar
ile birlikte kullanimi kisitlanmalidir (Simonetti vd 1992, Jones vd 2004, Silver vd
2006). Yapilan diger calismalarda ise, 0.002-0.02 pargacik/milyon kosantrasyonlarinda
Ag NP’leri insan cildine penetre olmamis ve bir 6liimsiiz insan keratonosit hatt1 olan
HaCAT hiicreleri iizerinde etkisi gozlemlenmemistir. Ag NP’lerinin insan derisi
tarafindan absorbe edilip edilmedigi konusu ise hala kesinlik kazanmamistir. Sonuglar
gostermektedir ki, Ag NP’leri insan derisini gecememektedir ve bu nedenle
fonksiyonlar1 koruyucudur ve keratonositleri uyarmazlar. Ancak eger bu friinler ile
temas eden insan cildi zarar gérmiigse NP’ler derinin koruyucu tabakasini gegebilir
(Kokura vd 2010). Ayn1 zamanda 5-45 nm araliginda boyutlara sahip Ag NP’lerinin
genotoksik aktivitesi in vivo ve in vitro KOMET testi ile degerlendirilmistir. Sonuglara
gore in vitro olarak Ag NP’leri genotoksik etki gostermektedir ancak bu etki zaman ile
azalmaktadir. Bunun sebebinin tamir mekanizmalar1 ile DNA'nin onarilmasi oldugu
diistiniilmektedir. In vivo ¢alismalarda arastirilan her doz ve her zaman araliginda Ag
NP'lerinin genotoksik etkisi gdzlemlenmemistir. Bunun sebebinin ROS tiirevlerinin
olusturdugu strese karsit hiicresel antioksidant mekanizmalarinin devreye girmesi
olabilecegi diisiiniilmektedir (Tavares vd 2012). KOMET testi ile yapilan in vitro bir
calismada insan lenfositlerinde 40-60 nm’lik partikiil biyiikliiklerine sahip Ag
NP’lerinin 50 ve 100 pg/ml dozlarinin kisa (5 dk) ve uzun siireli (3 saat)



uygulandiginda genetik hasara neden oldugu gozlenirken partikiil boyutlar1 90-180 nm
arasinda degisen Ag NP’lerinin 25 pg/ml dozunda nekrotik hiicre oliimiinii arttirdigi
gozlenmistir (Flower vd 2012). Aymi ¢alisma kapsaminda in vivo olarak bitkilerden A.
cepa’da, Nicotiana tabacum hayvanlardan da Swiss Albino erkek fareler ile yapilan
arastirmalarda, kromozomal aberasyon (KA), KOMET ve ROS iiretimi belirleme
yontemleri kullanilmistir ve sonug olarak genotoksik etki, oksidatif stress indiiksiyonu
ve kromozom kiriklarina bagh olarak klastojenik etki gozlenmistir (Ghosh vd 2012).
Yine A. cepa’da yapilan bir bagka in vivo ¢alismada da kromozomal hasar gézlenmistir
(Kumari vd 2009). Ag NP’leri, apoptotik cevaplari, DNA ¢ift zincir kiriklarini ve p53
protein ekspresyonunu indiiklemektedir (Ahamed vd 2008, Arora vd 2008, Hackenberg
vd 2011). Bir baska c¢alismada ise, Ozellikle Ag NP’lerinin molibden, aluminyum,
demir oksit ve titanyum dioksit gibi NP’lere oranla toksisitesinin ¢ok daha fazla
oldugu, bu toksisitenin de glutatyon aktivitesini azaltma, mitokondriyal bozukluklara
sebep olma ve ROS tiirevlerini cogaltma gibi etkiler oldugu belirtilmektedir (Hussain vd
2005). insan normal akciger fibroblast hiicrelerinde ve insan glioblastoma hiicrelerinde
nigasta kapli Ag NP'lerinin toksisitesi arastirilmis ve Ag NP'lerinin hiicrede Adenozin
Tri Fosfat (ATP) miktarini, ROS tiirevlerinin {iretimini ve DNA hasarini arttirdigi
bunun yan1 sira G2/M safhasinda hiicre dongiisiinii durdurabildigi (bu baglamda kanser
tedavisinde potansiyel kullanimi i¢in uygun olabilecegi) gosterilmistir (Asharani vd
2009). Ag NP'lerinin DNA hasarini, hiicre olimiinii ve insan mezensimal kok
hiicrelerinde bozukluklari arttirdig1 sonucuna ulasilmistir (Hackenberg vd 2011). Ayrica
HeLa hiicreleri iizerinde yapilan g¢alismalarda apoptozis ve oksidatif stresin arttigi
gozlemlenmistir (Miura ve Shinohara 2009). Partikiil biiytlikliikleri 5 nm olan Ag-
NP'leri Ames testinde Salmonella typhimurium'un 5 farkli susu iizerinden mutasyon
tetikleyici etki gdstermemistir. Insan lenfoblast TK6 hiicreleri {izerindeki MN
uygulamasi sonucunda ise MN frekansinda artis gézlemlenmistir (Li vd 2012). Vicia
faba kok ucu hiicreleri 4 farkli konsantrasyonda Ag NP’leri ile muamele edilmis ve KA,
mitotik index (MI) ve MN olusumunu uyarilmasi agisindan incelenmistir. Ayrica bu
calismayla Ag-NP'lerinin bitkisel sistemler igerisine penetre oldugu gosterilmistir.
Sonuglara goére Ag NP'leri uygulanmig V. faba kok ucu hiicrelerinde 6nemli bir dlgiide
MN oraninda artig, test kimyasallarinin klastojenik oldugunu ve farkli kromozomal
kiriklara yol acabilecegini gostermistir (Patlolla vd 2012). 25 nm boyutundaki Ag
NP’leri fare embriyonik kok hiicreleri ve fibroblastlarda zamana bagli olarak hiicrelerin
yasayabilirliliklerini azaltirken (Ahamed vd 2008) ayni bilesigin 13 nm boyutu insan
karaciger hiicre hatt1 ve farelerde sitotoksik bulunmamistir (Cha vd 2008). HepG2 insan
hepatoma hiicreleri ile yapilan bagka bir ¢alismada da MN frekansinin artis1 iyonik
Ag’ye oranla Ag NP uygulanan hiicrelerde daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Kawata
vd 2009). Son zamanlarda yapilan caligmalar genellikle Ag NP'lerinin in vitro
modellerde genotoksik etkilerinin incelendigi ¢aligmalardir (Kiruba vd 2010, Sung vd
2009, Kruszewski vd 2011). Bu ¢alismalarin sonuglari Ag NP’lerinin ROS {iretiminde
artig, sitokinlerin salimmmi ve heat-shock proteinlerinin up regiilasyonu sonucunda
sitotoksik ve pro-inflamatuar etkisi olabilecegini gostermistir. Bazi raporlara gore Ag
NP’leri ayrica nekrozis ve apoptozis oraninin arttirmakta, DNA hasarina yol agmakta ve
hiicre dongiisiiniin ilerleyisini bozmaktadir (Wijnhoven vd 2009, Lankoff vd 2012).
Ayrica bazi ¢aligmalara gére Ag NP’leri oksidatif stres ile ilgili genlerin ekspresyonunu
arttirmaktadir (Bouwmeester vd 2011). In vivo c¢alismalar, in vitro ¢alismalarin
sonuclarint dogrulamis ve ayni zamanda Ag NP’lerinin bazi organlarda birikimini,
tekrar dagilimmi ve buna bagli olarak viicut agirlifinda azalma, kan kimyasinda



degisim ve inflamasyona sebep oldugunu da gostermistir (Kim vd 2008,
Dziendzikowska vd 2012, Sung vd 2009). Ratlarda yapilan ¢alismalardan birinde ise,
Ag NP’lerinin, epididimiste bekleyen olgun sperm hiicreleri iizerinde seminifer
tiibiillerdeki spermatozoa'lara gore daha fazla etkili oldugu belirtilmistir (Gromadzka-
Ostrowska vd 2012). Fare lenfoma testi (MLA) kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise,
memeli hiicre hatlarindan biri olan L5178Y/Tk1/—3.7.2C fare lenfoma hiicre hattinda
100 nm partikiil biiyiikliigiine sahip Ag NP’nin mutajeniteye neden olmadig fakat, aym
calisma kapsaminda degerlendirilen KOMET testinde kuyruk momentinin istatistiki
acidan kontrol grubu ile farkli oldugu gozlenmistir (Kim vd 2010). Ayrica Ag
NP’lerinin (10-20 nm) fare germline kok hiicrelerinde MTT (Kolorimetrik hiicre
canlilig) testi ve LDH (Laktaz dehidrogenaz) testi ile sitotoksik oldugu gosterilmistir
(Braydich-Stolle vd 2005, Asare vd 2012). Sekil 2.1.’de nano-Ag tarafindan indiiklenen
genotoksite ve sitotoksitenin olast mekanizmasi gosterilmektedir (Ahamed vd 2010).
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Sekil 2.1. Ag Nanopartikiilii ile Indiiklenen Genotoksite ve Sitotoksitenin Olasi
Mekanizmasi1 (Ahamed vd 2010).

Bu calismada kullanilan diger bir NP olan Kobalt nanopartikiilleri (Co NP) ise
endiistriyel olarak genis kullanim alanmna sahip bir nano-materyaldir. Biyolojik ve
medikal alanlarda da kullanimi yaygin olmasina ragmen Co NP’lerinin genotoksik
etkileri hakkinda bilgi hala eksik ya da yetersizdir. Ponti ve arkadaslar1 (2009), hem
KOMET hem MN testleri kullanarak Balb/3T4 hiicreleri iizerinde Co NP’lerinin
genetik hasar1 6nemli 6lclide arttirdigini ve morfolojik hiicre transformasyonunun da
indiiklendigini gdstermislerdir. Ilgi gekici bir sekilde Co NP’lerinin yerine Co iyonlari
kullandiklarinda hiicre transformasyonu iizerinde herhangi bir etki gozlemlenmemistir.
Benzer etkiler daha once insan kan lenfositleri kullanilarak KOMET testi ile de
gbzlemlenmistir (Colognato vd 2008).

Ponti ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan ¢alismada Co NP’lerinin etkileri
Co iyonu uygulanan grup ile karsilagtirilmistir. Genel olarak, her iki Co formununda
birbirine yakin genotoksik etkileri KOMET ve MN testleri ile gozlemlenmistir. Bununla
beraber sadece Co NP’lerinin morfolojik hiicre transformasyonu iizerinde etkisi oldugu,
Tip 111 foci formasyonunu arttirdig1 saptanmistir.



Bu farklilik Co NP’lerinin hiicresel alim oraninin daha biiyiik olan Co iyonlarina
gore daha yiliksek olmasina baglanmistir. Ayrica bu farklilik Co NP’lerinin kiiltiir
besiyeri igerisinde bulunan proteinler ile etkilesime girmis olmasina ve boylece hiicreler
tarafindan daha kolaylikla alinabilmesine de baglanabilir.

Benzer sonuglar ayni iki Co formunun karsilastirildigr onceki calismalarda da
gozlenmistir (Colognato vd 2008). Calismada insan kan lenfosit kiiltiirleri hedef hiicre
olarak kullanilmig, KOMET ve MN testlerinde genotoksik etki gézlemlenmistir. Her iki
Co formunun MN testinde MN’lu hiicre frekansini arttirmasina ragmen sadece Co
NP’lerinin DNA kiriklarina yol agtigit KOMET testi ile gozlemlenmistir. Yakin
zamanda yapilmis olan baska bir ¢calismada (Jiang vd 2011), insan T lenfosit hiicreleri
kullanilarak iki Co formunun genotoksik etkileri arastirilmistir. Bu ¢alisma, Co
NP’lerinin insan T lenfosit hiicrelerinde 6nemli genotoksik etkileri oldugunu gostermis
ancak buna karsin Co iyonlarmin genotoksik etkisi gdzlemlenmemistir. NP ve iyonik
form arasindaki sonuglarin farkliligi konsantrasyonlar arasi farkliliklara ve hiicrelerin
uygulanan kimyasallar1 alim potansiyellerine dayaniyor olabilir. Son yillarda yapilan
baska bir calismada ise 15 nm boyutunda altin (Au) ve Au-Co NP’leri ile fareler
tizerinde ¢alisilmistir. Deney gruplart 7 ile 14 gilin arasinda bu NP’lere oral yoldan
maruz birakilmistir ve sonug olarak her iki NP’e ait uygulama gruplarinda tiimor iligkili
genlerde hasar, MN oraninda artis ve oksidatif DNA iriinlerinde artis gozlenmistir
(Girgis vd 2012).

Co NP’lerinin genotoksik etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1 {izerine
yapilan calismalar pek ¢ok etkinin oksidatif hasarin indiiklenmesine bagli oldugunu
gostermis (Lison vd 2001) ve bu etkilerdeki artisin kiiltiir besiyerindeki antioksidanlara
bagli oldugu disliniilmektedir (Zou vd 2001). Etkilerdeki farklilik Co NP’lerinin
hiicreler tarafindan alim miktarinin Co iyonlarina gore daha yiiksek oranda olmasina
baglanmaktadir. Limbach ve arkadaslar1 (2007) Co NP’lerinin hiicreler tarafindan hizli
oziimsenmesini Truva ati tipi mekanizma ile agiklamaktadirlar.

Kaya ve arkadaslarinin (2002) calismalarinda belirttigi gibi Co iyonlar
elektrolizle kaplamada, boyalarda kurutma ajani, pigmentlerde ve hayvansal gidalarda
katki maddesi olarak yaygimn bir sekilde kullanilmaktadir (Leonard vd 1990). Co ve
birgok metal in vitro hiicre kiiltiiriinde hiicre zar1 lipit peroksidasyonuna neden
olmaktadir ve hiicre zarinda olusan bu hasarin hiicre 6liimiinii hizlandirdig1 saptanmistir
(Vuillaume 1987). Co partikiilleri, hem aktif oksijen tiirlerini olusturarak hem de baz
kesip ¢ikarma tamir sitemini inhibe ederek DNA biitlinliigiinii etkiler (Lison vd 2001).
Serbest radikaller tarafindan veya ¢inko-parmak bdlgelerindeki ¢inkonun degisimi ve
rediikte glutatyonun seviyesindeki azalma DNA tamir mekanizmasinin inhibe olmasina
neden olmaktadir. Co partikiilii de buna neden olan birka¢ metalden (Cr, Cd, Ni, Co,
As) birisidir (Desoize 2002). Sekil 2.2°de Co NP’niin indiikledigi genotoksisitenin olasi
mekanizmasi gosterilmistir (Raghunathan vd 2013).
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Sekil 2.2. Co Nanopartikiilii ile Indiiklenen Genotoksisitenin Olas1 Mekanizmasi
(Raghunathan vd 2013).

2.2. KOMET |Tek Hiicre Alkali Jel Elektroforez (SCGE)] Yontemi

Genetik biyo-gozlem c¢alismalari, ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz
kalmis populasyonlarda kanser ve genetik hastaliklarin tespitinde erken uyari sistemler
olarak islev goriir. Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1970’ lerden beri
kullanilmaktadir ve giliniimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik
potansiyellerini Ol¢ebilmek i¢in bir¢ok genotoksisite testi gelistirilmistir. Bu testler,
cesitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen
hasarlar1 saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusurlar. DNA
tamir kapasitesindeki ve hiicresel transformasyondaki degisiklikler, kromozom kiriklari,
gen mutasyonu ve DNA hasar1 dahil genetik hasar1 indiikleyen bilesikleri
belirleyebilmek igin in vitro ve in vivo genotoksisite testleri kullanilabilmektedir. Uzun
yullardir farkli alanlarda kullanilmakta olan genotoksisite testleri onemli ve yararh
kazanglar1 olmas1 nedeniyle karsinojenisitenin belirtecleri olarak yaygin kullanim alani
bulan teknikler olmustur. Bundan dolayr bir¢cok bilesigin  kapsamli  risk
degerlendirmesinde genotoksisite verilerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cevresel genotoksinlerin etki mekanizmalarinin  anlasilmasinda  bir¢ok
sitogenetik testler ornegin Drosophila melanogaster kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) (Graf vd 1984), KOMET testi (Singh vd 1988), fare
lenfoma testi (Lloyd ve Kidd 2012), kromozomal diizensizlik testi (CA) (Kanaya vd
1994), mikrontikleus (MN) (Fenech vd 2003) ve kardes kromatid degisikligi testi (SCE)
(Galloway 2000) yaygin olarak kullanilan testlerden bazilaridir.

Son yillarda 6karyotik hiicrelerde farkli fiziksel ve kimyasal bilesiklerin neden
oldugu DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan hizli, basit, ucuz, giivenilir ve hassas
bir teknik olan KOMET testi ise genotoksisite ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan
bir test sistemidir. Bu test sistemi fiziksel ve kimyasal etmenlerin canlilar iizerinde yol
actig1 genotoksik ve sitotoksik etkilerin gostergesi olan DNA hasar seviyelerinin
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olciilmesini saglar. ilk kez Ostling ve Johanson (1984), hiicrelerde gama
radyasyonundan sonra noétral sartlarda DNA hasarini ¢aligsmak i¢in geligsmis bir mikro-
elektroforetik yontem uygulamislardir. Tek hiicre alkali jel elektroforezi olarak bilinen
bu yontem bugiin in vitro ve in vivo genotoksisite ¢aligmalarinda iyi bilinmektedir. Tek
veya ¢ift bag DNA hasariin ayr1 ayr goriilebilmesi, hizli, basit, hassas, ucuz olmasi ve
verilerin hizli ve etkili olarak elde edilebilmesi nedeniyle kullanilmaktadir (Fairbairn vd
1995). Insan periferal lenfositlerinde meydana gelen DNA hasar1 kuyruklu yildiz
goriinimiinde oldugu i¢in yontem “COMET” ismiyle de anilmaktadir. Arastirmalar
sonucunda nétral deney sartlarinin denatiirasyonu hizlandirmadigi ve bunun sadece cift
bag hasarinin taninmasina yol ac¢tigi goézlenmistir. Bu ise genotoksisite hakkinda daha
az hassas sonuglar elde edilmesine yol agmistir. Bu nedenle konu iizerinde ¢alismalar
devam etmis ve yontemin alkali versiyonu Singh ve arkadaslar1 (1988) bulunmustur.
Klaude ve Collins kuyruk olusturmanin altinda yatan nedenin alkali sartlarda
iplikciklerin gevsemesi oldugunu bulmuglar (Klaude vd 1996, Collins vd 1997) ve
yaptiklar1 caligmalarda ndtral sartlarda kuyruk kisminda sadece gevsek iplikgikler
varken DNA parcaciklarinin alkali ortamda bulundugunu gostermislerdir. Zira alkali
ortamda baglarin ¢oziilmesi ve DNA molekiillerinin denatiirasyonu daha kolaydir. Bu
DNA’da tek bag hasarmma neden olur. Bu nedenle son yillarda tercih edilen yontem
alkali ortamda DNA hasarini ¢alismak olmustur.

DNA kiriklarim1 6lgmek icin pek ¢ok teknik gelistirilmistir. Bunlardan her biri
baz1 avantajlara ve dezavantajlara sahiptir. Tek hiicre alkali jel elektroforezi testi DNA
hasar1 ve tamirinde interselliiler farklar1 taramak i¢in olduk¢a Onemlidir. Herhangi
okaryotik hiicre popiilasyonunda uygulanabilir 6rnek sayist 1 hiicreden 10.000 hiicreye
kadar degisebilir. Testin sonuglarini kisa siire igerisinde elde etmek miimkiindiir. Son
yillarda KOMET testi insan gozlem c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
KOMET, insanlarda hiicre seviyesinde DNA’da farkli bilesiklerin hasar etkilerinin
bulunmasinda kullanilan hizli ve olduk¢a duyarli bir testtir. Insan popiilasyonlarindan
hazirlanan lenfositlerde gida katki maddelerinde lezzet verici olarak kullanilan bazi
benzil tiirevleri (Demir vd 2010), insektisitlere maruz kalmis bitki yapraklarindan izole
edilen hiicrelerde (Demir vd 2011b), iyonize radyasyon (Tice vd 1990), herbisitler
(Ribas vd 1995), arsenik bilesikleri (Guillamet vd 2004), pestisitler (Zeljezic ve Garaj-
Vrhovac 2001, Bhalli vd 2009) ve agir metaller (Hartmann ve Speit 1994) tarafindan
indiiklenen genetik hasarin taranmasinda tek hiicre alkali jel elektroforezi teknigi basari
ile uygulanmistir.

Bunun yani sira birgok epidemiyolojik ¢caligmalarda da bu test sistemi yaygin bir
sekilde kullanilmistir. Ornegin, kozmik radyasyon ve elektromanyetik dalgalara maruz
kalmis hava yollarinda g¢alisan ugus personellerinde (Cavallo vd 2002, 2009), sigara
icen ve igmeyen hamile kadinlardan dogumdan oOnce ve onlarin yeni dogan
cocuklarindan alinan kan 6rneklerinde sigaranin etkisi (de Assis vd 2009), dis dolgusu
olarak kullanilan bilesiklerin etkisi (di Pietro vd 2008), aliiminyum endiistrisinde ¢aligan
ve yogun bir sekilde polisiklik aromatik hidrokarbonlara (PAH) maruz kalmis iscilerde
(Crebelli vd 2002), Behget hastaligina yakalanmis kisilerde (Bilgici vd 2005) ve tekstil
endiistrisinde kullanilan boyalar ve beyazlatici madde artiklariyla kirletilmis sularin
(Rajaguru vd 2002) genotoksik etkileri bu epidemiyolojik ¢alismalarindan bazilaridir.
Ayni zamanda KOMET teknigi farkli deneysel kosullar altinda bakteriyel enzimler
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kullanilarak oksidatif DNA hasarinin degerlendirilmesinde de kullanilabilmektedir
(Collins vd 1999, El-Yamani vd 2011).

KOMET testi, son zamanlarda D. melanogaster’in larvalarindan izole edilen kan
hiicrelerinde (hemositler) cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin indiikledigi DNA hasarini
tespit etmede de yaygin olarak kullanilmaktadir (Mukhopadhyay vd 2004, Siddique vd
2005, Carmona vd 2011a, b, ¢, Marcos ve Carmona 2013, Shukla vd 2011, Demir 2012,
Demir ve Kaya 2013). Hemolenfdeki hemositler memelilerin kanlarindaki lenfositlere
benzer islevlere sahip kan hiicrelerdir (Irving vd 2005). Hemositler toksik bilesiklere
dogrudan maruz kalabilmektedir. Bu nedenle, genotoksisite degerlendirmelerinde
kullanilan ilging hedef doku hiicreleridir.

2.3. Model Organizma Olarak Drosophila melanogaster

D.melanogaster, Diptera ordosundan Drosophilidae familyasinin Drosophila
cinsine ait meyve sinegi olarak bilinen bir sinek tiiridiir. Charles W. Woodworth
tarafindan model organizma olarak kullanilmasinin 6nerilmesi ve Morgan tarafindan
kullanilmasi ile biyolojik ¢aligmalarda olduk¢a yaygin kullanim alanina sahip olmustur.
Model organizma olarak benimsenmesinin en O©nemli nedenlerinden birisi D.
melanogaster ile insan genetik yapisinin yiiksek oranlarda benzerlik gostermesidir.
Ayn1 zamanda 25 °C’de, % 70 nem oraninda her iklimde kolaylikla yetistirilebilmesi,
erkek ve disi ayriminin kolay olmasi, 9 ile 11 giin arasinda yeni nesil bireylerin elde
edilmesi ve fazla sayida birey elde edilmesi ile bu sayede istatistiksel agidan verimli
olmasi, virjin bireylerin ayrimimin kolay olmasi, ¢cok sayida mutant hatti olmast ve bu
sayede genetik cesitliliginin  fazla olmast ve yine olduk¢a O©nemli olarak
kromozomlarmin genetik haritasinin ¢ikarilmig olmasi gibi sebepler dolayisiyla D.
melanogaster bireyleri model organizma olarak yaygin kullanim alanina sahip hale
gelmistir.

Son yillarda yapilan bir¢ok calisma, insan hastaliklarinda D. melanogaster’in
model organizma olarak kullanilmasin1 desteklemektedir. Sinek proteinlerinin yarisi
memeli proteinleri ile dizilim benzerligi gostermektedir. Drosophila genom dizi analizi,
insan hastaliklarinda belirlenen genlerin % 60’indan fazlasinin Drosophila ortologu
oldugunu gostermistir. Boylelikle; insan hastaliklarinda mutasyon, amplifikasyon veya
delesyon ile degisime ugrayan 287 civarinda gen Drosophila ortologudur. Drosophila
ve insan hiicre dongiilerinin ve diizenleyici yollarinin benzerligi timorgenezis esnasinda
¢ogalma siireci caligmalarinda bir model olarak hizmet eder. (Potter vd 2000).
Drosophila imajinal disklerinin biyolojik Ozellikleri, kansere hassas bir¢ok memeli
hiicresi ile benzerdir. Imajinal diskler ergin sineklerde birgok yapiy1 olusturan
ozellesmis epitel hiicre keseleridir. Bu diskler tek hiicre tabaka yapisindadir. Larval
evrede cogalarak karakteristik morfolojiye sahip olgun diskleri iretirler ve ergin
bireylerde farklilasirlar. Cogalmaya ve farklilagsmaya giden 6zellesmis epitel hiicreleri
diploittir ve memeli hiicrelerindekine benzer hiicre dongiisiine sahiptirler (G1, S, G2 ve
M safhalarini igerirler). Sinek ve memeli hiicre dongiistindeki benzerlik sadece genel
organizasyon seviyesi ile sinirli degildir. Ayrica molekiiler seviyede de korunma vardir.
Gelisimsel siklinler (A, B ve E tip) ve onlarin siklin bagimli kinaz partnerleri sinek ve
insan arasinda olduk¢a korunmustur (Potter vd 2000). Bu amagla Drosophila biyolojisi
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kanser arastirmalarinda Onemli bir model saglar. Ayn1 zamanda Drosophila,
biyoaktivasyondan sorumlu enzim sistemleri memelilerinkine benzerlik gosteren bir
organizma oldugu i¢in ¢esitli kimyasallarin yani sira bu kimyasallarin pargalanma
iriinlerinin mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin arastirilmasinda (Guzman-Rincon
ve Graf 1995).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada Ag ve Co NP’lerinin ve bu nanopartikiillerin iyonik formlarinin,
insan periferal kan lenfositleri ve D. melanogaster hemositleri iizerinde olusturdugu
DNA hasar etkisi KOMET testi ile belirlenmistir. Ag NP’lerinin 15 nm ve 40 nm ile
Co NP’lerinin 15 nm ve 50 nm olmak iizere iki farkli nanoboyutuna ve iyonik
formlarna ait {i¢ farkli konsantrasyonu insan periferal lenfositleri icin 0.01, 0.1 ve 1
mM ve D. melanogaster hemositleri igin 0.1, 1 ve 10 mM olarak literatiir taramalari, 6n
uygulamalar ve hiicre canlilik testi sonucunda sitotoksik olmayan konsantrasyonlar
olarak belirlenmistir.

3.1. Drosophila melanogaster Yasam Dongiisii

Diptera ordosundan tam baskalagim gosteren (holometabol) bir bocek olan
Drosophila diploid kromozom sayisina sahip bir canlidir ve dort ¢ift kromozom
tasimaktadir (Rothwell 1993).

Laboratuar ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan D. melanogaster genetik
arastirmalar i¢in oldukga iyi bir model organizmadir. Drosophila, dkaryotik bir sistem
olmasi, ¢aligmalarin in vivo ortamlarda gergeklestirilmesi, kisa hayat dongiisii ve yliksek
tireme kabiliyetinden dolay:r tercih edilen bir model organizma haline gelmistir. D.
melanogaster’in genetik ¢alismalar i¢in model organizma olarak kullanilmasi Morgan
tarafindan 1909 yilinda kullanilmaya baslanmasi itibariyle yayginlagsmistir (Falakali
1990).

Ideal yasam kosullar1 olan 25 °C ve % 60 bagil nem ortaminda olgunlasma
stireci 9 ile 11 giin olan Drosophila’nin yasam dongiisii sekil 3.1°de sematik olarak
gosterilmistir.

Drosophila’nin gosterdigi baskalasim evreleri ve bu evrelerin siireleri 25 °C
sicaklikta asagidaki gibidir.

Embriyonik gelisim: 1 giin

Birinci larval evre (L1): 1 giin

Ikinci larval evre (L2): 1 giin

Ugiincii larval evre (L3): 2 giin

Prepupa evresi: 4 saat

Pupa evresi: 4.5 giin

Yetiskin evresi: 40-50 giin

Pupadan ilk ciktiklarinda viicut uzun ve agik renkte, kanatlar kisa ve kivrik
goriiniimlii bir durumdadir, ilerleyen bir ka¢ saat i¢inde yeni ¢ikan bireyler normal
gorliiniimlii ergin bireyler halini almaktadir. Ergin bireylerin ortalama yasam siireleri 40-
50 giin arasinda olmasina karsin 80-90 giin yasayan bireyler de gdézlenmistir (Graf ve
Vanschaik 1992).
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Sekil 3.1. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii (Morgan 1999-2007)

3.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Bu ¢alisma kapsaminda Ag ve Co NP’lerinin ve iyonik formlarinin 6zellikleri
Cizelge 3.1°de, ¢alismada kullanilan diger kimyasallar ise Cizelge 3.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. KOMET Testi ile Uygulamasi Yapilan Ag ve Co NP’lerinin ve Bu
Nanopartikiillerin Iyonik Formlarmin Ozellikleri

Kimyasal Adi Biiyiklik CAS No. Yogunluk | Refraktif | Absorbans

(nm) - (g/mL) Index | Degeri

Saflik (25°C) " | Degeri
Derecesi (RI)

Glimiis nitrat Iyonik form | 7761-88-8 5.35 1.74
(AgNO3) %99
Nano - Glimiis 15 7440-22-4 0.986 1.35 0.01
(AQ) %99
Nano - Glimtis 40 7440-22-4 0.990 1.35 0.01
(Ag) %99
Kobalt klortir Iyonik form | 7646-79-9 3.35 1.65
(CoCl,.6H,0) %99
Nano - Kobalt 15 7440-48-4 0.570 1.22 0.1
(Co) %99
Nano - Kobalt 50 7440-48-4 0.570 1.22 0.1
(Co) %99

"Kullanilan bu kimyasal malzemelerin yogunluk 6lgiimleri Anton Paar DMA 4500 4
model spesifik gravite ve konsantrasyon olger cihazi ile yapilmistir.

Calismada kullanilan Ag (15 ve 40 nm) ve Co (15 ve 50 nm) NP’leri belirlenen
nanoboyutlarda sentezlendikten sonra, biiyiiklik dagilimi (size distribution), zeta
potansiyellerinin Ol¢limii ve yogunluklarinin Olgiimii ile karakteristik ozellikleri
belirlenmistir. Kullanilan boyutlarda NP’ler JEOL JEM-2011 model cihaz Transmisyon
Elektron Mikroskobu (TEM) ile Universitat Autonoma de Barcelona’da
goriintliletilmistir. Bu NP’lerin partikiil biiytiklik dagilimlart ve zeta potansiyel
Olciimleri Malvern Zetasizer Nano-ZS model cihaz (Sekil 3.2) ile gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilan NP’lerin ve bu NP’lerin iyonik formlarinin yogunluk 6l¢timleri ise
Anton Paar DMA 4500 4 model spesifik gravite ve konsantrasyon olger cihaz ile
yapilmistir. Kullanilan NP’lerin hazirlanmas1 agamasinda ise Ag (15 ve 40 nm) NP’leri
distile su, Co (15 ve 50 nm) NP’leri etanol igerisinde ¢oziildiikten sonra 1 saat siireyle
sonikatdr (Sekil 3.3) icerisinde bekletilmistir.
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Sekil 3.3. Sonikator uygulamasi
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Cizelge 3.2. Calismada Kullanilan Diger Kimyasal Malzemeler

Malzemenin cinsi ve

Kullanim Gerekgesi

No ozelligi
Ethyl methane sulfonate KOMET testi i¢in testin ¢alistigini gdsteren
1 | (EMS); (ethanesulfonic acid pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir.
ethyl ester veya Ethyl
mesylate (s1v1)
D. melanogaster larvalar1 fiizerinde test
2 | Drosophila Instant Medium | edilen kimyasallarin uygulama ortami olarak
kullanilmustir.
Eter (Diethly ether) (Saflik | Calismada kullanilan ~ D. melanogaster
3 | 99+%, anhydrous) erginlerini gerek duyuldugu zamanlarda
bayiltmak i¢in kullanilmistir.
Etil alkol (% 80 v/v) Kobalt NP’leri ve Kobalt Kkloriir’iin
4 ¢Oziiclisi oldugu icin negatif kontrol
amactyla kullanilmistir.
PBS-Dulbecco Solution | Hemositlerin ~ ayrimi  ve  lenfositlerin
5 | without Ca*?, Mg+2 izolasyonu asamasinda kullanilmistir.
Trizma Baz Notralizasyon ve lysis tamponlarinin
6 hazirlanmasinda kullanilmistir.
Triton X-100 Lysing  sollisyonunun  hazirlanmasinda
7 kullanilmistir.
Sodium  chloride  (NaCl) | Lysis  sollisyonunun  hazirlanmasinda
8 | Molecular biology grade kullanilmistir.
EDTA disodium salt | Lysis soliisyonu ve elektroforez
9 | dihydrate Molecular biology | tamponunun hazirlanmasinda kullanilmistir.
grade
Agarose Low Melt Large | DNA kiriklarinin incelenmesi amaciyla
10 | DNA grade hazirlanan ~ preparatlarin ~ kaplanmasinda
kullanilmistir.
Agarose Low EEO (Agarose | DNA kiriklarinin  incelenmesi  amaciyla
11 | Standart-NMA) hazirlanan  preparatlarin  kaplanmasinda
kullanilmistir.
Biocoll-Separating Solution, | Lenfositlerin izolasyonu asamasinda
12 | density 1.077 g/ml isoton kullanilmistir.
Dimethyl sulfoxide (DMSO) | Lysing soliisyonunun hazirlanmasinda
13 | Molecular biology grade kullanilmistir.
Elektroforez tamponunun hazirlanmasinda
14 | Sodium hydroxide (NaOH) | kullanilmistir.
Etidyum bromid (EtBr) KOMET yonteminde uygulamast yapilmisg
15 preparatlarin boyanip Floresan mikroskopta
sayilabilmesinde amaciyla kullanilmistir.
N-phenylthiourea (PTU) KOMET testinde Drosophila hemositlerinin
16 izole edilmesinde kullanilmistir.

Devamu arka sayfadadir.
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Cizelge 3.2 nin devami

19

Fpg Protein from Escherichia coli
=90% (SDS-PAGE), recombinant,
expressed in E. coli, buffered
aqueous glycerol solution, >20,000
units/mg protein (1 Ad.)

17 | N-lauroylsarcosine sodium salt | Lysing soliisyonunun hazirlanmasmda
solution kullanilmastar.

Fluorescein diacetate (FDA) KOMET vyonteminde hiicre canhilik

18 oranlarmin hesaplanmasi icin
kullanilmistir.

KOMET testinde indiiklenen oksidatif

DNA hasarmin tespitinde kullanilmistir.

Endonuclease III from Escherichia

KOMET testinde indiiklenen oksidatif

Potasyum klorid, KCI

20 | 0ol >00% (SDS-PAGE), | DNA hasarmin tespitinde kullanimistir.
recombinant., expressed in E. coli
overproducing strain, buffered
aqueous glycerol solution, >10,000
units/mg protein (1 Ad.)
: KOMET testinde indiikl ksidatif
HEPES, Biotechnology estinde Inchenien oxsicatl
21 , =7 | DNA  hasarmmn tespitinde kullanilan
Performance Certified, =99.5% . .
o . enzm solilsyonunun hazirlanmasi
(titration), cell culture tested
asamasinda kullanilmistir
Albumin from bovine serum | KOMET testinde indiiklenen oksidatif
22 | (BSA), =98% (agarose gel | DNA hasarmmn tespitinde kullarilan
electrophoresis), lyophilized | enzim solilsvonunun hazirlanmasi
powder asamasinda kullanilmistir
KOMET testinde indiiklenen oksidatif
23 Potasyum hidroksit =85% KOH | DNA hasarmn tespitinde kullanilan
basis, pellets enzim soliisyonunun pH’smi avarlama
asamasinda kullanilmistir
” KOMET testinde indiiklenen oksidatif

DNA hasarmm tespitinde kullanmilacak
enzim soliisyonunun
asamasinda kullanilmistir

hazirlanmasi
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3.3. KOMET Testinde Kullanilan Kimyasal Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3.3.1 Lysis ve Lysing soliisyonlarinin hazirlanisi

Cizelge 3.3. Lysis Soliisyonu Hazirlanirken Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Konsantrasyon Kimyasal Molekiil Agirlig 300 ml
25M NaCl 58.44 g/mol 438 ¢
0.1M EDTA 372.24 g/mol 11.2¢
0.01M Trizma baz 121.14 g/mol 049

10 M NaOH ile pH = 10’a ayarlanir.

Lysis soliisyonu yukarida belirtilen kimyasal maddelerle verilen oranlarda
hazirlanir. Hazirlandiktan sonra NaOH ile pH degeri 10’a ayarlanir. KOMET
uygulamasi sirasinda lysis soliisyonundan lysing soliisyonu hazirlanir.

300 ml Lysing soliisyonu hazirlanirken: insan periferal kan lenfositleri tizerinde
KOMET uygulamasi yapilirken; 267 ml Lysis soliisyonu + 3 ml Triton-X + 30 ml
DMSO kullanilir. D. melanogaster hemositleri tizerinde KOMET uygulamasi
yapilirken; 294 ml Lysis soliisyonu + 3 ml Triton-X + 3 ml N-lauroylsarcosine sodium
salt solution kullanilir.

3.3.2. Elektroforez soliisyonunun hazirlanisi

Cizelge 3.4. Elektroforez Soliisyonu Hazirlanirken Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Konsantrasyon Kimyasal Molekiil Agirhig 2 Litre
0.3 M NaOH 40 g/mol 24 ¢
0.001 M EDTA 372.24 g/mol 0.74¢
HCl ile pH = 13.2’ye ayarlanur.

Elektroforez sollisyonu yukarida belirtilen kimyasal maddelerle verilen
oranlarda hazirlanir. Hazirlandiktan sonra pH degeri HCI kullanilarak 13.2’ye ayarlanir.

3.3.3. Notralizasyon Soliisyonunun hazirlanmasi

Cizelge 3.5. Notralizasyon Soliisyonu Hazirlanirken Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Konsantrasyon Kimyasal Molekiil Agirlig 600 ml

04 M Trizma baz

121.14 g/mol 29.1¢

HCl ile pH = 7.5’e ayarlanur.

Notralizasyon soliisyonu yukarida belirtilen kimyasal maddelerle verilen
oranlarda hazirlanir. Hazirlandiktan sonra pH degeri HCI kullanilarak 7.5’e ayarlanir.
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3.3.4. Enzim soliisyonunun hazirlanmasi

Cizelge 3.6. Enzim Sollisyonu Hazirlanirken Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Konsantrasyon Kimyasal Molekiil Agirligi 500 ml Litre
0.04 M HEPES 238.31 g/mol 4.766 g 9.53¢g
0.1M KCI 74.55 g/mol 3.728 g 7.46 g

0.0005 M EDTA 372.24 g/mol 0.093 g 0.19¢
0.2 mg/ml BSA 01g 0.2¢g
10 M KOH ile pH = 8’e ayarlanir.

Enzim sollisyonu yukarida belirtilen kimyasal maddelerle verilen oranlarda
hazirlanir. Hazirlandiktan sonra pH degeri KOH kullanilarak 8’e ayarlanir.

3.35. Low melting agaroz (LMA) ve Normal melting agaroz’un (NMA)
hazirlanmasi

% 0.65 g LMA 10 ml i¢in 0.065 g tartildiktan sonra distile suda manyetik
karigtiric1 yardimiyla ¢oziilerek hazirlanir.

% 0.65 g NMA 100 ml i¢in ise, 0.65 g tartilip distile suda manyetik karistirict
yardimiyla ¢oziilerek hazirlanir.

3.3.6. Etidyum bromiir’iin (EtBr) hazirlanmasi (100 pg/ml)

0.01 g EtBr 100 ml distile suda ¢dziilerek ana stok hazirlanir. Kullanmadan 6nce
ana stoktan 750 ul alinip lizerine 500 pl distile su eklenerek 3/5 oraninda sulandirilir.

3.3.7. Fpg ve Endo 111 enzimlerinin hazirlanmasi

5 ul Fpg ve Endo III + 500 pl enzim soliisyonu (% 10 gliserol igerecek)
eklenerek enzim 100X seyreltilir. Daha sonra buz iizerinde ependorflar icerisine 10 pl
enzim konularak ependorflar -20 veya -80 °C’ye kaldirilir. Kullanilacaklari zaman 10 pl
enzim {iizerine 300 pl enzim soliisyonu (gliserolsiiz) eklenerek enzim 30X daha
seyreltilir (Toplamda enzim 100X . 30X = 1/3000 oraninda seyrelmis olur).

3.4. Hiicre Canlilik (Cell Viability) Testi

Hiicre canlilik testinde, NP konsantrasyonlarinin ve bu NP’lerin iyonik
formlarmin sitotoksik olmayan konsantrasyonlart belirlenmistir. Hiicre canliligi orani,
her bir uygulama grubu icin Fluorescein diacetate (FDA) ve Etidium bromid (EtBr)
boyalarinin (600 pl PBS+25ul EtBr+3.75ul FDA) bir karisimi (1:1, 20 pl hiicre/20 pl
boya) ile floresan mikroskopta degerlendirilmistir (Strauss 1991). Her bir uygulama
grubunda canli ve 6lii olmak iizere toplamda iki yiiz hiicre Floresan mikroskopta 40X
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biiyiitmede sayilmistir. KOMET testinde sitotoksik olmayan NP konsantrasyonlarinin
ve bu NP’lerin iyonik formlarinin ¢alisilabilmesi igin uygulama ve kontrol
gruplarindaki hiicre canlilik orami i¢in % 70 ve iizeri dikkate almmustir. Istatistiksel
degerlendirmelerde bir yanliglik olmamasi i¢in, KOMET testinde 6lii hiicrelerin verdigi
kuyruk dagilimi ile apoptosis sonucu olusan kuyruk olusumunun ayirt edilebilmesi
gerekmektedir. Bu baglamda, hiicre DNA’siin bas kismi yoksa veya kontrol grubuna
gore bas ve kuyruk kisimlar1 ¢ok fazla dagilmis ise apoptosise ugramis hiicre olarak
degerlendirilmis ve istatisitiksel analizlere dahil edilmemistir. Her bir uygulama
grubundaki hiicre canlilik testi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir (Henderson vd
1998).

Hiicre Canliligi (%) =  Toplam Canli Hiicre Sayisi ~ x 100 (3.1)
Toplam Hiicre Say1si
(Canli + Oli)

3.5. KOMET (Tek Hiicre Alkali Jel Elektroforezi) Testi
3.5.1. insan periferal kan lenfositlerinde KOMET testi

Insan periferal kan lenfositlerinde Ag NP’lerinin 15 nm ve 40 nm ile Co
NP’lerinin 15 nm ve 50 nm olmak {izere iki farkli nanoboyutuna ve iyonik formlarina
ait 0.01, 0.1 ve 1 mM olmak tizere ii¢ farkli konsantrasyonunun genotoksik etkisi
KOMET yo6nteminde asagidaki uygulamalar sonucunda degerlendirilmistir.

I. Alinan kan 6rnekleri pihtilasmay1 onlemek amaciyla K,EDTA igeren tiiplerde
+4° C'de calismanin baglangicina kadar saklanmuistir.

ii. Calismada Ag NP’lerinin iki farkli nanoboyutunun ve Co iyon formunun
¢ozlindiigii ortam olan distile su ve Co NP’lerinin iki farkli nanoboyutunun ¢6ziindiigii
ortam olan etanol negatif kontrol olarak; EMS ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

iii. Uygulama baslangicinda 1’er ml PBS ependorflara konulmustur. 100’er pl kan
yavagca ependorfun kenarindan sizdirilarak her bir ependorfa eklenmistir. Kan ve PBS
siispanse edilmis ve 10 dakika buz igerisinde bekletilmistir. Bu asamadan sonra
uygulamalara 1siktan etkilenmemesi amaciyla karanlik ortamda devam edilmistir.

iv. Ardindan 100’er pul lenfosit ayirict soliisyon (Biocoll) kan ve PBS karigimlarina
ilave edilmistir. Bu ilave ependorfun tam dibine yavasca yapilmistir

V. +4 °C’de 1100 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.
vi. Santrifiij sonrasi ependorflar tekrar buz igerisine konulmustur. Ependorflarda
goriintii olarak en altta kirmizi, onun iizerinde pembe bir katman goriilmiistiir. En tist

pembe katmanin 100 ul’si ayr1 ependorflara aktarilarak soguga yerlestirilirmistir.

vii. Alinan lenfositler 100 pul uygulama yapilacak kimyasallar ile karigtirillmis ve
37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
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viii. Inkiibasyon sonrasinda ependorflar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

IX. Santrifiij sonrasi siipernatantin 100 pl’si atilmig ve tizerine 100 pl PBS
eklenerek resiispanse edilmistir.

X. LMA’nin 80 pul’si aliarak 100 pl lenfositle hizli bir sekilde karistirilmis ve
NMA ile daha 6nceden kaplanmis olan lamlar {izerine yayilmistir. Sonra {lizeri 24x60
mm’lik lamelle kapatilmistir. 10 dakika soguk plaka iizerinde bekletilmistir. Daha sonra
lameller kaldirilarak 3. katman olarak tekrar LM A’dan 80 pl eklenmistir.

Xi. Lamelle tekrar kapatilan preparatlar 10 dakika soguk plaka iizerinde
bekletilmistir.

Xii. Siire sonunda preparatlarin tizerindeki lameller kaldirilarak ve igerisinde lising
sollisyonu bulunan etrafi 151k almayan sale igerisine yerlestirilmistir. Bu halde
buzdolabinda +4° C’de en az 1 saat bekletilmistir.

xiii. Lising sonrasi preparatlar sale igerisinden ¢ikartilmigtir.

Xiv. Preparatlarin {izerlerindeki lameller kaldirilarak preparatlar elektroforez
tankinda bulunan soliisyon igerisine konulmustur ve burada 30 dakika bekletilmistir.

xVv. Siire sonunda 30 dakika 25 V, 300 mA’de yiiriitiilmistiir.

xvi. Elektroforezden sonra lamlar, igerisinde nétralizasyon soliisyonu bulunan sale
icersine alinmistir. Burada sogukta 5 dakika bekletilmistir. Ayni islem 2 kez daha tekrar
edilmis ve daha sonra preparatlar soguk su igerisine alinip burada da 5 dakika daha
bekletilmistir.

xvii. Islemler sonunda her bir lama 50 ul EtBr eklenerek iizerine lamel kapatilmustir.

xviii. Boyanan preparatlar 20 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra
preparatlar {izerindeki buharin u¢masi icin 2-3 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Xix. Elde edilen preparatlarda her bir preparat igin 100 hiicre 400X biiyiitmede
Floresans mikroskopta (Nikon Eclipse E200), KOMET-IV (Version 4.11) programu ile
otomatik 6l¢lim alinarak sayilmistir.

xX. Degerlendirme parametresi olarak kuyruk yogunlugu (Tail Intensity, %),
kuyruk momenti (Tail Moment, pm) ve kuyruk uzunlugu (Tail Length, pm)
kullanilmistir.

I. Elde edilen sonuglarin Oncelikle sonuglarin normal dagilip gdsterip
gostermedigi  Kolmogorov-Simirnov (K-S) testi kullanilarak kontrol edilmistir.
Degerlendirme sonucunda uygulama sonuglarinin normal dagilim gosterdigi belirlenmis
ve parametrik bir test olan Paired-Samples T-Testi ile degerlendirilmistir. Sonuglarin
istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda alkali sartlarda KOMET yonteminin 6zellikle
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tek iplik DNA hasarini belirtmesi sebebiyle degerlendirilen kontrol gruplarma gore
istatistiksel agidan anlamli genotoksik etki tek iplik DNA hasar1 olarak verilmistir
(Klaude vd 1996, Collins vd 1997).

3.5.2. Drosophila melanogaster hemositlerinde KOMET testi

D. melanogaster tiiriiniin Oregon R Wild tip hatti izerinde Ag NP’lerinin 15 nm
ve 40 nm ile Co NP’lerinin 15 nm ve 50 nm olmak {izere iki farkli nanoboyutuna ve
iyonik formlarina ait 0.1, 1 ve 10 mM olmak {izere ii¢ farkli konsantrasyonunun
genotoksik  etkisi KOMET yonteminde asagidaki uygulamalar sonucunda
degerlendirilmistir (Sekil 3.4).

ii. D. melanogaster bireylerinden 8 saatlik yumurtalar toplanmistir. Ag ve Co
NP'lerinin iki farklt nanoboyutunun ve iyonik formlarinin belirlenen 3 farkh
konsantrasyonuna (0.1, 1 ve 10 mM) maruz birakilmistir.

iii. Kuru halde bulunan Drosophila hazir besininin (Drosophila Instant Medium)
yaklasik 4.5 grami hazirlanan Ag ve Co NP'lerinin iki farkli nanoboyutunun ve iyonik
formlarinin belirlenen 3 farkli konsantrasyonunun (0.1, 1 ve 10 mM) 9 ml’si ile
islatilmigtir. Toplanan yumurtalar 7244 saatlik (3. larval evre) olduklarinda 24 saat
boyunca bu besiyerinde bekletilmistir.

iv. Drosophila larvalar1 96+4 saatlik olduklarinda her bir uygulama grubundaki
larvalar bir elek yardimi ile musluk suyu altinda toplanmistir. Daha sonra toplanan
larvalar suda yikanip % 5’lik sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde steril edildikten sonra
kurutma kagidi yardimryla kurutulmustur.

V. Negatif kontrol grubunda Ag NP’lerinin ve Co iyon formunun igerisinde
cozildigl distile su ile Co NP'lerinin igerisinde ¢06ziildiigii etanol (%3) uygulamasi
yapilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak 4 mM'lik EMS uygulamas1 yapilmistir.

vi. Her bir uygulama grubundan toplanan 40-60 larvadan D. Melanogaster
hemositlerinin toplanmasi Irving ve arkadaglar1 (2005) metoduna gore yapilmistir.

vii. Iki ince uglu pens yardimi ile larvalardan kutikiila tabakasinmn ayrilmasi
saglanarak icerisinde feniltiyoiire bulunan fosfat bufersalin (PBS) solusyonu igerisine
D. Melanogaster hemolenfi ve hemositleri toplanmistir.

viii. Izole edilen hemositler 1.5 mI’lik santrifiij tiipleri icerisine almip +4 °C’de 10
dakika 300 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant atilarak soguk PBS
solusyonu ile siispanse edilmistir.

iX. Daha sonra Singh ve arkadagslar1 (1988) belirledigi KOMET prosediiriine gore
PBS solusyonu ile siispanse edilen hemositler diisiik erime 1sisina sahip agaroz
(LMA)’un 80 pl’si alinarak 100 pl hemositle hizli bir sekilde karigtirilmigtir ve normal
erime 1s1sina sahip agaroz (NMA)’lu lamlar lizerine yayilmistir.
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X. Sonrasinda iizeri 24x60 mm’lik lamelle kapatilmistir. 10 dakika soguk plaka
iizerinde bekletilmistir. Daha sonra lameller kaldirilarak 3. katman olarak tekrar
LMA’dan 80 ul eklenmistir.

Xi. Lamelle tekrar kapatilan preparatlar 10 dakika soguk plaka tizerinde
bekletilmistir.

Xii. Siire sonunda preparatlarin iizerindeki lameller kaldirilarak ve igerisinde lising
soliisyonu bulunan etrafi 1s1k almayan sale icerisine yerlestirilmistir. Bu halde
buzdolabinda +4° C’de en az 1 saat bekletilmistir.

Xiil. Lising sonrasinda preparatlar elektroforez tankinda bulunan elektroforez
soliisyonu igerisine konulmus ve burada 30 dakika bekletilmistir.

Xiv. Siire sonunda 30 dakika 25 V (1 V/cm), 300 mA’de yiirtitiilmistiir.

xVv. Elektroforezden sonra lamlar, igerisinde notralizasyon soliisyonu bulunan sale
icerisine alinmistir. Burada sogukta 5 dakika bekletilmistir. Ayni islem 2 kez daha
tekrar edilmistir. Daha sonra preparatlar soguk su igerisine alinip burada da 5 dakika
bekletilmistir.

xvi. Islemler sonunda her bir lama 50 pl EtBr eklenerek iizerine lamel kapatilmstir.

xvii. Boyanan preparatlar 20 dakika buzdolabinda +4° C’de bekletilmistir. Daha
sonra preparatlar iizerindeki buharin ugmasi icin 2-3 dakika oda sicaklifinda
bekletilmisgtir.

xviii. Elde edilen preparatlarda her bir preparat igin 50 hiicre 400X biiyiitmede
Floresans mikroskopta (Nikon Eclipse E200), KOMET-IV (Version 4.11) programu ile
otomatik 6l¢clim alinarak sayilmistir.

Xix. Degerlendirme parametresi olarak kuyruk yogunlugu (Tail Intensity, %),
kuyruk momenti (Tail Moment, pm) ve kuyruk uzunlugu (Tail Length, pm)
kullanilmigtir (Sekil 3.5).

xX. Elde edilen sonuglarin Oncelikle sonuclarin normal dagilip gosterip
gostermedigi  Kolmogorov-Simirnov (K-S) testi kullanilarak kontrol edilmistir.
Degerlendirme sonucunda uygulama sonuglarinin normal dagilim gosterdigi belirlenmis
ve parametrik bir test olan Paired-Samples T-Testi ile degerlendirilmistir. Sonuglarin
istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda alkali sartlarda KOMET yonteminin 6zellikle
tek iplik DNA hasarimi belirtmesi sebebiyle degerlendirilen kontrol gruplarina goére
istatistiksel agidan anlamli genotoksik etki tek iplik DNA hasar1 olarak verilmistir
(Klaude vd 1996, Collins vd 1997).
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Sekil 3.5. KOMET Testinde Goriintii Analizi ile Veri Toplanmasi

v Kuyruk yogunlugu: Kuyrukta bulunan DNA pargaciklarinin yiizdesi
v" Kuyruk momenti: Kuyrukta gé¢ etmis DNA orani x kuyruk uzunlugu
v Kuyruk uzunlugu: Toplam kuyruk uzunlugu

3.5.3. KOMET Testinde Enzim Uygulamasi

Insan periferal kan lenfositleri ve D. melanogaster hemositleri iizerinde Ag
NP’lerinin 15 nm ve 40 nm ile Co NP’lerinin 15 nm ve 50 nm olmak iizere iki farkli
nanoboyutuna ve iyonik formlarina ait ii¢ farkli konsantrasyonunun genotoksik etkisinin
belirlenmesi amaciyla KOMET yontemi uygulanmistir. Uygulamalar sonrasinda yapilan
istatistiksel degerlendirme sonrasinda Kkarsilastirilan kontrol gruplarina oranla
istatistiksel agidan pozitif etki gdzlemlenmistir.

Istatiksel degerlendirme sonucunda belirlenen pozitif etki, pozitif etki gdsteren
en yiiksek konsantrasyon iizerinden hasarin oksidatif etki sonucu olup olmadigin1 hatta
boyle bir etki varsa hasarin piirin bazlarin da mi1 yoksa pirimidin bazlarinda m
yogunlagtigini tespit etmek amaciyla bakteriyel enzimler Formamidopirimidin-DNA
glikosilaz (FPG) ve Endoniikleaz III (Endo III) kullanilarak analiz edilmistir. Endo IIT
spesifik olarak okside olmus pirimidin bazlarmin miktarin1 gosterirken Fpg spesifik
olarak okside olmus piirin bazlarinin miktarin1 géstermektedir (Collins 2005). Spesifik
olarak ise FPG enzimi fapy adenin ve fapy guanin olarak adlandirilan okside olmus
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veya alkilleyici bir ajanin adenin ve guanin bazlarinda bulunan imidazol halkasina hasar
olusturulmasiyla olusan halka-agik piirinlere (Tudek 2002) ve AP boélgeleri olarak
adlandirilan piirin ya da pirimidin bazi bulundurmayan tek iplik DNA hasar1 sonucu
olusmus 6zel bolgelere baglanirlar (Dusinska 2000). Endo Il enzimi ise yine bu AP
bolgeleri ile oksidatif stres sonucu okside olmus pirimidinlere spesifik olarak
baglanirlar (Xing vd 1995).

Enzim uygulamasinda ise, KOMET testi sirasinda hem insan periferal kan
lenfositleri hem de D. melanogaster hemositleri tizerinde gergeklestirilen uygulamalar
sonucu hazirlanan preparatlar lising soliisyonundan c¢ikartildiktan sonra uygulama
asagidaki basamaklar ile devam edilmistir.

v’ Lising sonras1 preparatlar baska bir sale i¢erisine alinmistir ve iizerlerine
enzim soliisyonu eklenmistir. Bu sekilde 10 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Stire
sonunda enzim soliisyonu dokiiliip, tizerine tekrar enzim soliisyonu eklenip yine 10
dakika buzdolabinda bekletilmistir.

Enzim uygulama basamagi;

v =20 °C veya -80 °C’den igerisinde 10 pl enzim bulunan Fpg ve Endo III
ependorflart alinip, buz iizerine konularak {iizerlerine 300 pl enzim soliisyonu
eklenmistir. Ikinci 10 dakika enzim soliisyonunda bekletmeden sonra enzim soliisyonu
dokiilerek her bir preparat iizerine 100 pl Fpg ve Endo III enzimleri eklenmistir.
Kontrol grubu olarak da enzim soliisyonu preparatlari iizerine ayn1 sekilde 100 pl enzim
sollisyonu eklenerek preparatlarin tizeri lamelle kapatilmistir. Daha sonra enzim
soliisyonu, Fpg ve Endo III preparatlar1 bir kap igerisine alinarak 30 dakika 37 °C’lik
etiive kaldirilmistir.

v" Enzim uygulamasindan sonra preparatlarin tizerlerindeki lameller kaldirilarak
preparatlar elektroforez tankinda bulunan elektroforez soliisyonu igerisine konulmustur
ve burada 30 dakika bekletilmistir.

v Siire sonunda 30 dakika 25 V 300 mA’de yiriitiilmiistiir.

v" Elektroforezden sonra lamlar, igerisinde notralizasyon soliisyonu bulunan sale
igersine alinmistir. Burada sogukta 5 dakika bekletilmistir. Ayni islem 2 kez daha tekrar
edilmistir. Daha sonra preparatlar soguk su igerisine alinip burada da 5 dakika daha

bekletilmistir.

v Islemler sonunda her bir lama 50 upl EtBr eklenerek iizerine lamel
kapatilmistir.

v/ Boyanan preparatlar 20 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra
preparatlar lizerindeki buharin u¢gmasi i¢in 2-3 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
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v" Elde edilen preparatlarda her bir preparat i¢in insan periferal kan lenfositleri
icin rastgele secilmis 100 hiicre, D. melanogaster hemositleri i¢in ise rastgele se¢ilmis
50 hiicre 400X biiyiitmede Floresans mikroskopta (Nikon Eclipse E200), KOMET-IV
(Version 4.11) programut ile otomatik 6l¢iim alinarak sayilmistir (Sekil 3.5).
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhlik Testi Sonuclar:

Tez calismasinda kullanilan Ag ve Co NP’lerinin ve bu NP’lerin iyonik
formlarmin sitotoksik olmayan konsantrasyonlar: D. melanogaster hemositleri ve insan
periferal kan lenfositleri tizerinde hiicre canlilik testiyle belirlenmistir. Her bir uygulama
grubunda hiicre canlilik testi i¢in canli ve 6lii olmak iizere toplamda iki yiiz hiicre
Floresan mikroskopta 40X biiylitmede sayilmistir. KOMET testinde sitotoksik olmayan
NP konsantrasyonlarinin ve bu NP’lerin iyonik formlarinin c¢alisilabilmesi igin
uygulama ve kontrol gruplarindaki hiicre canlilik oran1 % 70 ve iizerinde olmalidir. Bu
kapsamda % 70 ve {izerinde hiicre canlilik oranina sahip konsantrasyonlar ¢aligiimistir.
Istatistiksel degerlendirmelerde bir yanlhislik olmamasi igin, KOMET testinde olii
hiicrelerin verdigi kuyruk dagilimi ile apoptosis sonucu olusan kuyruk olusumunun ayirt
edilebilmesi gerekmektedir. Bu baglamda, hiicre DNA’sinin bas kismi1 yoksa veya
kontrol grubuna gore bas ve kuyruk kisimlari ¢ok fazla dagilmis ise apoptosise ugramis
hiicre olarak degerlendirilmis ve istatisitiksel analizlere dahil edilmemistir.

Konsantrasyon
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Sekil 4.1. Drosophila Hemositlerinde KOMET Testi ile Giimiis Nanopartikiiliiniin (15
ve 40 nm) ve Iyonik Formunun (AgNOs) FDA/EtBr Boyas: Kullanilarak
Yapilan Hiicre Canlilik Testi (%)
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Sekil 4.2. insan Periferal Kan Lenfositlerinde KOMET Testi ile Glimiis
Nanopartikiiliiniin (15 ve 40 nm) ve Iyonik Formunun (AgNO3) FDA/EtBr
Boyas1 Kullanilarak Yapilan Hiicre Canlilik Testi (%)
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Sekil 4.3. Drosophila Hemositlerinde KOMET Testi ile Kobalt Nanopartikiiliiniin (15
ve 50 nm) ve Iyonik Formunun (CoCl,.6H,0) FDA/EtBr Boyas1 Kullanilarak
Yapilan Hiicre Canlilik Testi (%)
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Sekil 4.4. insan Periferal Kan Lenfositlerinde KOMET Testi ile Kobalt
Nanopartikiiliniin (15 ve 50 nm) ve Iyonik Formunun (CoCl,.6H,0)
FDA/EtBr Boyas1 Kullanilarak Yapilan Hiicre Canlilik Testi (%)
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4.2. KOMET Testinde Drosophila melanogaster hemositlerine ve insan Periferal
Kan Lenfositlerine Giimiis nitrat (AgNO3)’1n Uygulanmasi

KOMET testinde Giimiis (Ag) NP’iiniin iyonik formu olan Giimiis nitrat
(AgNO3)’in D. melanogaster larvalarina 0.1, 1 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinin,
insan periferal kan lenfositlerine ise 0.01, 0.1 ve 1 mM’ lik konsantrasyonlarinin ve
negatif kontrol olarak su ile pozitif kontrol olarak EMS’nin uygulanmasindan sonra D.
melanogaster hemositlerinde ve insan periferal kan lenfositlerinde meydana gelen DNA
hasar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Elde edilen sonucglara gore, pozitif kontrol olarak kullanilan EMS igin D.
melanogaster hemositlerinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu parametreleri
acisindan, insan periferal kan lenfositlerinde ise kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
parametreleri agisindan kontrol grubu distile suya oranla istatistiksel olarak anlamli tek
iplik DNA hasar1 gézlenmistir. D. melanogaster hemositlerinde, AgQNO3’in uygulanan
en yiiksek ve en diisik konsantrasyonunda (0.1 ve 10 mM) degerlendirilen tiim
parametreler (kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu) dikkate
alindiginda KOMET testinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik
DNA hasar1 gozlenmistir.

Insan periferal kan lenfositlerinde ise sonuclara gére AgNOsz’in uygulamasi
yapilan en disik ve en yiksek konsantrasyonlart olan 0.01 ve 1 mM
konsantrasyonlarinda yine degerlendirilen tiim parametreler dikkate alindiginda kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasari gézlemlenirken, 0.1
mM konsantrasyonunda ise sadece kuyruk uzunlugu parametresi agisindan KOMET
testinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasari
gbzlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. KOMET Testinde D. melanogaster Larvalarma ve Insan Periferal Kan

Lenfositlerine Giimiis (Ag) Nanopartikiiliiniin fyonik Formu Olan Giimiis
nitrat (AgNO3)’in Uygulanmasindan Sonra Meydana Gelen DNA Hasar1

Konsantrasyon Kuyruk Yogunlugu | Kuyruk Momenti | Kuyruk Uzunlugu
(mM) (%)° (pm)® (pm)®
D. melanogaster hemositlerinde,
Distile su 1.17 + 0.49 0.16 +0.07 2276 +0.93
Pozitif kontrol 4.66+1.49 " 0.77 £ 0.35 2030+ 1.01
(4 mM EMS)
Iyon - AgNO3
0.1 3.71 +0.81 0.59+0.14 3036+ 1.027
1 2.04+0.69 0.22 +0.07 25.12+0.96
10 371+083 0.50+0.11 " 2598 + 1.05"
Insan periferal kan lenfositlerinde,

Distile su 5.19+0.83 1.40+0.22 55.29 + 0.97
Pozitif kontrol 21.68+3.25 632+1.04 53.36 + 1.80
(4 mM EMS)

Iyon - AgNO3
0.01 11.19+2.15" 4.06+0.98" 65.48 + 1.47
0.1 7.87+1.12 2.25+0.36 59.63+1.11
1 16.49+3.04 736158 66.25+2.11

EMS, Etil Metan Siilfonat.

" Distile suya gore P < 0.05 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
Distile suya gore P < 0.01 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
Distile suya gore P <0.001 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).

° Deneyden elde edilen ortalama + standart hata (deney setinde D. melanogaster
hemositleri i¢in toplam 50 hiicre, insan periferal kan lenfositleri i¢in toplam 100 hiicre

sayilmistir).
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4.3. KOMET Testinde Drosophila melanogaster hemositlerine ve insan Periferal
Kan Lenfositlerine Giimiis (Ag) Nanopartikiilinin 15 nm ve 40 nm
Nanoboyutlarinin Uygulanmasi

KOMET testinde Gilimiis (Ag) NP’iiniin 15 ve 40 nm nanoboyutlarimin D.
melanogaster larvalarina 0.1, 1 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinin, insan periferal kan
lenfositlerine ise 0.01, 0.1 ve 1 mM’ lik konsantrasyonlarinin ve negatif kontrol olarak
su ile pozitif kontrol olarak EMS’nin uygulanmasindan sonra D. melanogaster
hemositlerinde ve insan periferal kan lenfositlerinde meydana gelen DNA hasari
Cizelge 4.2°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, pozitif kontrol olarak kullanilan EMS igin D.
melanogaster hemositlerinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu parametreleri
acisindan, insan periferal kan lenfositlerinde ise kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
parametreleri acisindan kontrol grubu distile suya oranla istatistiksel olarak anlamli tek
iplik DNA hasart gézlenmistir. D. melanogaster hemositlerinde Ag (15 nm) NP’{inlin
en yiiksek konsantrasyonu olan 10 mM konsantrasyonunda degerlendirilen tim
parametreler dikkate alindiginda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml tek
iplik DNA hasar1 gozlenirken, 0.1 ve 1 mM konsantrasyonunda ise sadece kuyruk
uzunlugu parametresi i¢in KOMET testinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli tek iplik DNA hasar1 gozlenmistir. Ag (40 nm) NP’iniin ise 10 mM
konsantrasyonunda degerlendirilen tiim parametreler dikkate alindiginda kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasar1 gézlenirken 0.1 mM
konsantrasyonunda sadece kuyruk uzunlugu parametresi i¢in, 1 mM konsantrasyonunda
ise kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu parametreleri dikkate alindiginda KOMET
testinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasari
gozlenmistir.

Insan periferal kan lenfositleri {izerinde yapilan uygulamalardan elde edilen
sonuglara gore ise, Ag (15 nm) NP’iiniin uygulanan en diisiik ve en yiiksek
konsantrasyonlar1 olan 0.01 ve 1 mM konsantrasyonlarinda degerlendirilen tiim
parametreler dikkate alindiginda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek
iplik DNA hasar1 gozlenirken, 0.1 mM konsantrasyonunda kuyruk momenti ve kuyruk
uzunlugu parametreleri dikkate alindiginda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli tek iplik DNA hasar1 gozlenmistir. Ag (40 nm) NP’iiniin ise 0.01 ve 0.1 mM
konsantrasyonlarinda degerlendirilen tiim parametreler dikkate alindiginda kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml tek iplik DNA hasar1 gozlenirken, 1 mM
konsantrasyonunda ise kuyruk uzunlugu parametresi dikkate alindiginda kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasar1 gozlenmistir (Cizelge
4.2).
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Cizelge 4.2. KOMET Testinde D. melanogaster Larvalarina ve Insan Periferal Kan
Lenfositlerine Giimiis (Ag) Nanopartikiiliiniin 15 ve 40 nm
Nanoboyutlarinin Uygulanmasindan Sonra Meydana Gelen DNA Hasar1

Konsantrasyon Kuyruk Kuyruk Momenti | Kuyruk Uzunlugu
(mM) Yogunlugu (um)? (um)?
(%)*
D. melanogaster hemositlerinde,
Distile su 1.17 + 0.49 0.16 +0.07 2276 +0.93
Pozitif kontrol 4.66+1.49 " 0.77 +0.35 2030+ 1.01
(4 mM EMS)
Nano - Ag (15 nm)
0.1 4.62 +2.60 1.16 £ 0.75 2822+ 1527
1 2.25+0.58 0.28 + 0.09 2902+1.16
10 453+ 129 0.71 022" 31.02+ 1.09

Nano - Ag (40 nm)

0.1 2.54+0.73 0.43+0.15 27.64+ 1.03
1 3.14+0.78 0.47 £ 0.15 2728+ 120"
10 417+098 064+017 3086+ 1.21
Insan Periferal Kan Lenfositlerinde,
Distile su 5.19+0.83 1.40+0.22 55.29 + 0.97
Pozitif kontrol 21.68+3.25 6.32+1.04 5336+ 1.80
(4 mM EMS)

Nano - Ag (15 nm)

0.01 1217+ 1.847 | 433+0.74 71.93+£1.59
0.1 8.60 £ 1.75 3.12+0.76 6744+ 151
1 1041+ 1.51 3.52+£055 62.32+2.02"

Devami arka sayfadadir.

° Deneyden elde edilen ortalama + standart hata (deney setinde D. melanogaster
hemositleri i¢in toplam 50 hiicre, insan periferal kan lenfositleri i¢in toplam 100 hiicre
sayllmistir).
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Cizelge 4.2 nin devami

Nano - Ag (40 nm)

0.01 934+138 337+0547 69.14+1.69
0.1 941+1.19 3160427 6638+ 1.46
1 5.60+1.23 2.04 +0.55 6140+ 135

EMS, Etil Metan Siilfonat.

:*Distile suya gore P <0.05 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).
Distile suya gore P < 0.01 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
Distile suya gore P < 0.001 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).

37




4.4. KOMET Testinde Drosophila melanogaster hemositlerine ve insan Periferal
Kan Lenfositlerine Kobalt kloriir (CoCl,.6H,0)’iin Uygulanmasi

KOMET testinde Kobalt (Co) NP’iiniin iyonik formu olan Kobalt kloriir
(CoCl,.6H,O0)’tin D. melanogaster larvalarma 0.1, 1 ve 10 mM’lk
konsantrasyonlarinin, insan periferal kan lenfositlerine ise 0.01, 0.1 ve 1 mM’ Ik
konsantrasyonlarinin ve negatif kontrol olarak su ve Co NP’lerinin ¢dziiciisli olan etanol
ile pozitif kontrol olarak EMS’nin uygulamalarindan sonra D. melanogaster
hemositlerinde ve insan periferal kan lenfositlerinde meydana gelen DNA hasari
Cizelge 4.3 de verilmistir.

Sonuglara gore pozitif kontrol olarak kullanilan EMS igin D. melanogaster
hemositlerinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu parametreleri agisindan, insan
periferal kan lenfositlerinde ise kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri
acisindan kontrol grubu distile suya oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA
hasar1 gozlenirken, D. melanogaster hemositlerinde Co NP’lerinin ¢6ziiciisii olan etanol
icin kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri agisindan kontrol grubu distile
suya oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasar1 gozlenmis, ancak insan
periferal kan lenfositlerinde etanol i¢in herhangi bir parametre agisindan kontrol grubu
distile suya oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasar1 gézlenmemistir. .D.
melanogaster hemositlerine yapilan uygulamalar sonucunda elde edilen sonuglara gore
CoCl,.6H,0’tin 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda degerlendirilen tiim parametreler
dikkate alindiginda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA
hasar1 gozlenmemistir.

Insan periferal kan lenfositleri {izerinde yapilan uygulamalar sonucunda elde
edilen sonucglara gore ise CoCl.6H,O’tn 0.1 ve 1 mM konsantrasyonlarinda
degerlendirilen tiim parametreler dikkate alindiginda kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli tek iplik DNA hasar1 gozlenirken, 0.01 mM konsantrasyonlarinda ise
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri dikkate alindiginda kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasart gozlenmistir (Cizelge
4.3).
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Cizelge 4.3. KOMET Testinde D. melanogaster Larvalarina ve insan Periferal Kan
Lenfositlerine Kobalt (Co) Nanopartikiiliiniin iyonik Formu Olan Kobalt
kloriir (CoCl,.6H,0)’lin Uygulanmasindan Sonra Meydana Gelen DNA

Hasari
Konsantrasyon | Kuyruk Yogunlugu Kuyruk Momenti Kuyruk Uzunlugu
(mM) (%) (pm)® (pm)®
D. melanogaster hemositlerinde,

Distile su 1.17 £ 0.49 0.16 = 0.07 22.76 £ 0.93
Etanol (% 3) 4.06+0.86 0.63+0.18" 2434+ 1.69
Pozitif kontrol 466+1.49" 0.77 £ 0.35 2930+1.01

(4 mM EMS)
Iyon - CoCl,.6H,0
0.1 1.14 £ 0.29 0.15+0.04 23.24 + 0.94
1 1.21+0.30 0.14 + 0.04 23.88 +1.02
10 2.56+1.62 0.47+036 23.54+1.12
Insan periferal kan lenfositlerinde,
Distile su 5.19+0.83 1.40+0.22 55.29 + 0.97
Etanol (% 3) 8.04+1.58 2.55+0.55 57.84+1.26
Pozitif kontrol 21.68+3.25 6.32+1.04 5336+ 1.80
(4 mM EMS)
1yon - COC|2.6H20
0.01 14.96+2.56 549+1.15 59.63 +2.23
0.1 11.78 225" 422+1.00 61.19+1.90"
1 18.10+2.55 6.39+1.17 64.80+1.99

EMS, Etil Metan Siilfonat.

" Distile suya gore P <0.05 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
Distile suya gore P < 0.01 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
Distile suya gore P <0.001 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).

*

*

° Deneyden elde edilen ortalama + standart hata (deney setinde D. melanogaster
hemositleri i¢in toplam 50 hiicre, insan periferal kan lenfositleri igin toplam 100 hiicre

sayllmstir).
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4.5. KOMET Testinde Drosophila melanogaster hemositlerine ve insan Periferal
Kan Lenfositlerine Kobalt (Co) Nanopartikiilinin 15 ve 50 nm
Nanoboyutlarinin Uygulanmasi

KOMET testinde Kobalt (Co) NP’iiniin 15 ve 50 nm nanoboyutlarinin D.
melanogaster larvalarina 0.1, 1 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinin, insan periferal kan
lenfositlerine ise 0.01, 0.1 ve 1 mM’lik konsantrasyonlarinin ve negatif kontrol olarak
su ve Co NP’lerinin ¢oziiciisii olan etanol ile pozitif kontrol olarak EMS’nin
uygulamalarindan sonra D. melanogaster hemositlerinde ve insan periferal kan
lenfositlerinde meydana gelen DNA hasar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Sonuglara gore pozitif kontrol olarak kullanilan EMS igin D. melanogaster
hemositlerinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu parametreleri agisindan, insan
periferal kan lenfositlerinde ise kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri
acisindan kontrol grubu distile suya oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA
hasar1 gozlenirken, D. melanogaster hemositlerinde Co NP’lerinin ¢6ziiciisii olan etanol
icin kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri agisindan kontrol grubu distile
suya oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasar1 gbzlenmis, ancak insan
periferal kan lenfositlerinde etanol i¢in herhangi bir parametre agisindan kontrol grubu
distile suya oranla istatistiksel olarak anlaml tek iplik DNA hasar1 gozlenmemistir. D.
melanogaster hemositleri {izerinde yapilan uygulamalar sonucunda elde edilen
sonuglara gore Co (15nm) NP’iniin 1 mM konsantrasyonunda degerlendirilen tiim
parametreler dikkate alindiginda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek
iplik DNA hasar1 gozlenirken, 0.1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda ise sadece kuyruk
uzunlugu parametresi icin KOMET testinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli tek iplik DNA hasar1 gozlenmistir. Co (50 nm) NP’iintin ise 0.1 ve 10 mM
konsantrasyonlarinda kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri, 1 mM
konsantrasyonunda ise kuyruk uzunlugu parametresi dikkate alindiginda kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasar1 gozlenmistir.

Insan periferal kan lenfositleri iizerinde yapilan uygulamalarin sonucunda elde
edilen sonuglara goére ise Co (15 nm) NP’iniin 0.1 mM konsantrasyonunda
degerlendirilen tim dikkate alindiginda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
anlaml tek iplik DNA hasar1 gozlenirken, 1 mM konsantrasyonunda kuyruk yogunlugu
ve kuyruk momenti, 0.01 mM konsantrasyonunda ise kuyruk uzunlugu parametreleri
dikkate alindiginda KOMET testinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli
tek iplik DNA hasar1 gozlenmistir. Co (50 nm) NP’iniin ise, 0.01 mM
konsantrasyonunda kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu parametreleri  dikkate
alindiginda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasari
gozlenirken, 0.1 mM konsantrasyonunda kuyruk momenti, 1 mM konsantrasyonunda
ise kuyruk uzunlugu parametreleri dikkate alindiginda kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli tek iplik DNA hasar1 gozlenmistir (Cizelge 4.4).

40



Cizelge 4.4. KOMET Testinde D. melanogaster Larvalarima ve Insan Periferal Kan

Lenfositlerine

Kobalt (Co) Nanopartikiiliniin 15 ve 50 nm
Nanoboyutlarinin Uygulanmasindan Sonra Meydana Gelen DNA 11
Konsantrasyon Kuyruk _
Kuyruk Momenti | Kuyruk Uzunlugu
(mM) Yogunlugu (um)? (um)?
m m
9%)° 1l 1l
D. melanogaster hemositlerinde,
Distile su 1.17 +0.49 0.16 + 0.07 22.76 +0.93
Etanol (% 3) 4.06+0.86 0.63+0.18" 2434+ 1.69
Pozitif kontrol 4.66+1.49° 0.77 + 0.35 2930+ 1.01
(4 mM EMS)
Nano - Co (15 nm)
01 2.75+ 0.68 0.45+0.13 2848 131
1 478+ 126 0.82+0.25" 2854+ 114
10 2.41+0.66 0.38+£0.12 27.86+0.96
Nano - Co (50 nm)
01 2.74+0.62° 0.40+0.10 24.96 +1.20
1 2.39+0.66 0.31+0.10 25.84+1.20
10 6.89 + 1.86 1.11+0327 2622 + 1.73
Insan periferal kan lenfositlerinde,
Distile su 5.19+0.83 1.40+0.22 55.29 + 0.97
Etanol (% 3) 8.04+1.58 2.55+0.55 57.84 + 1.26
Pozitif kontrol 21.68+3.25 | 632+1.04 53.36 + 1.80

(4 mM EMS)

° Deneyden elde edilen ortalama + standart hata (deney setinde D. melanogaster
hemositleri i¢in toplam 50 hiicre, insan periferal kan lenfositleri igin toplam 100 hiicre

sayllmstir).
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Cizelge 4.4’{in devami

Nano - Co (15 nm)
0.01 8.22 +1.98 3.28 +0.99 62.65+1.71
0.1 1059 + 1.80 3.71+0.80 63.90 + 1.46
1 9.67+1.88 3.37+0.87 58.27 + 1.54
Nano - Co (50 nm)
0.01 9.20 + 1.95 3.73+£1.04° 65.00 + 1.87
0.1 9.43 +2.04 3.59+1.01° 5732+ 1.67
1 5.86 + 1.06 1.44 +0.27 48.00 £ 1.037

EMS Etil Metan Siilfonat.

Dlstlle suya gore P < 0.05 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
D1stlle suya gore P <0.01 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).
“Distile suya gore P < 0.001 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
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4.6. Drosophila melanogaster hemositlerinde ve Insan Periferal Kan
Lenfositlerinde KOMET Testi ile Bakteriyal Enzim Uygulamasi

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda uygulamasi yapilan
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gozlemlenen
pozitif etki ile belirlenen genotoksisitenin oksidatif etki sonucu olup olmadigi ve bu
oksidatif etkinin meydana getirdigi hasarin piirin bazlarin da m1 yoksa pirimidin
bazlarin da m1 yogunlagtig1 bakteriyal enzimler Formamidopirimidin-DNA glikosilaz
(Fpg) ve Endoniikleaz III (Endo III) kullanilarak insan periferal kan lenfositlerinde ve
D.melanogaster hemositlerinde uygulanan en yiiksek konsantrasyon i¢cin KOMET testi
ile analiz edilmistir. Endo III spesifik olarak okside olmus pirimidin bazlarinin miktarini
gosterirken Fpg spesifik olarak okside olmus pilirin bazlarinin miktarin1 géstermektedir
(Collins 2005). Yapilan analizler sonucunda bu hasar1 degerlendirmek amaciyla
KOMET testinde degerlendirilmesi yapilan konsantrasyonlar bakimindan kuyruk
yogunlugu (%) parametresi(Collins vd. 1999, Dusinska 2000, Demir vd 2013, Demir vd
2014) kullanilmistir.

D.melanogaster hemositlerinde KOMET testi ile Ag NP’lerinin ve iyonik
formunun en yiiksek konsantrasyonu i¢in bakteriyal enzim uygulamasi sonucunda elde
edilen verilere gore, Ag NP’leri ve iyonik formunun sebep oldugu oksidatif DNA
hasarinin Endo 11l uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen
oksidatif hasarin pirimidin bazlarinda daha yiiksek oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. D. melanogaster Hemositlerinde KOMET Testi ile Ag Nanopartikiillerinin
ve Iyon Formunun En Yiiksek Konsantrasyonuna (10 mM) Bakteriyal
Enzim Uygulamasi

D.melanogaster Kuyruk Yogunlugu(%)®*
hemositlerinde
Enzim Buffer Endo Il FPG

Su 3.22+1.09 2.04+1.00 7.57+2.45
EMS 22.21+4.207 16.16£3.95" 17.56+3.44"
fyon( AgNO3) 13.16+3.11 13.66+3.58" 14.19+3.32
Ag (15 nm) 13.33£3.26 9.11+2.78" 18.82+3.80"
Ag (40 nm) 7.69+2.64 12.2442.757 15.18+3.39

EMS, Etil Metan Siilfonat.

" Distile suya gore P < 0.05 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).

" Distile suya gore P < 0.01 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
" Distile suya gore P < 0.001 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).

®Elde edilen ortalama + standart hata (toplam 50 hiicre sayilmistir).
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Insan periferal kan lenfositleri iizerinde KOMET testi ile Ag NP’lerinin ve
iyonik formunun en yiiksek konsantrasyonu i¢in bakteriyal enzim uygulamasi
sonucunda elde edilen verilere gore, Ag NP’leri ve iyonik formunun sebep oldugu
oksidatif DNA hasarinin FPG uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana
gelen oksidatif hasarin piirin bazlarinda daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Insan Periferal Kan Lenfositlerinde KOMET Testi ile Ag
Nanopartikiillerinin ve Iyon Formunun En Yiiksek Konsantrasyonuna
(1 mM) Bakteriyal Enzim Uygulamasi

Insan periferal kan Kuyruk Yogunlugu(%)*
lenfositlerinde
Enzim Buffer Endo I FPG
Su 1.86+0.50 3.57+£1.40 1.82+0.60
EMS 26.77+3.60" 25.53+3.427 18.2443.04™
fyon( AgNO3) 4.60+0.78" 6.76+1.64 5.47+1.93
Ag (15 nm) 5.33+1.56" 7.13+1.89 6.82+1.327
Ag (40 nm) 8.90+1.18" 7.54+1.71 9.97+2.10

EMS, Etil Metan Siilfonat.

“Distile suya gore P < 0.05 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).

" Distile suya gore P < 0.01 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).
" Distile suya gore P < 0.001 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).

°Elde edilen ortalama + standart hata (toplam 100 hiicre sayilmistir).

44



D. melanogaster hemositlerinde KOMET testi ile Co NP’lerinin ve iyonik
formunun en yiiksek konsantrasyonu icin bakteriyal enzim uygulamasi sonucunda elde
edilen verilere gore, Co NP’leri ve iyonik formunun sebep oldugu oksidatif DNA
hasarinin FPG uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen oksidatif
hasarin piirin bazlarinda daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.7)

Cizelge 4.7. D. melanogaster Hemositlerinde KOMET Testi ile Kobalt
Nanopartikiillerinin ve Iyon Formunun Iyon Formunun En Yiiksek
Konsantrasyonuna (10 mM) Bakteriyal Enzim Uygulamasi

D.melanogaster Kuyruk Yogunlugu(%)?
hemositlerinde
Enzim Buffer Endo 1l FPG

Su 3.22+1.09 2.04+1.00 7.57+2.45
EMS 222144207 16.16+3.95" 17.56+3.44"
Etanol 2.60+1.56 4.94+2.13 7.56+2.54
fyon(CoCI2.6H20) 7.25+3.09 6.64+2.65 19.44+5.12"
Co (15 nm) 7.54+2.90 9.26+3.49 23.04+5.43"
Co (50 nm) 7.9242.85 14.31+4.62 40.39+6.49"

EMS, Etil Metan Siilfonat.

" Distile suya gére P < 0.05 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).

" Distile suya gore P < 0.01 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).
" Distile suya gore P <0.001 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).

°Elde edilen ortalama + standart hata (toplam 50 hiicre sayilmistir).
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Insan periferal kan lenfositleri iizerinde KOMET testi ile Co NP’lerinin ve
iyonik formunun en yiiksek konsantrasyonu icin bakteriyal enzim uygulamasi
sonucunda elde edilen verilere gore, Co NP’leri ve iyonik formunun sebep oldugu
oksidatif DNA hasarinin FPG uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana
gelen oksidatif hasarin piirin bazlarinda daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Insan Periferal

Kan Lenfositlerinde

KOMET Testi ile Kobalt

Nanopartikiillerinin ve Iyon Formunun Iyon Formunun En Yiiksek
Konsantrasyonuna (1 mM) Bakteriyal Enzim Uygulamasi

Insan periferal kan Kuyruk Yogunlugu(%)?*
lenfositlerinde
Enzim Buffer Endo I FPG
Su 1.86+0.50 3.57+1.40 1.82+0.60
EMS 26.77+3.60 25.53+3.427 18.24+3.04"
Etanol 2.57+0.45 3.51+0.98 3.51+1.02
fyon(CoCI2.6H20) 5.16+1.43" 6.87+1.50 4.09+0.80
Co (15 nm) 6.01+1.29" 7.63+1.60 7.47+1.86"
Co (50 nm) 6.70+1.27" 12.20+2.37" 8.88+1.58"

EMS Etil Metan Siilfonat.

Dlstlle suya gore P < 0.05 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).
D1stlle suya gore P <0.01 diizeyinde anlaml1 (Student’s t-testi).
" Distile suya gore P < 0.001 diizeyinde anlamli (Student’s t-testi).

°Elde edilen ortalama + standart hata (toplam 100 hiicre sayilmistir).
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4.7. Giimiis Nanopartikiiliiniin (Ag NP - 15 nm) Karakterizasyonu, Partikiil
Biiyiikliik Dagilim ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri
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Sekil 4.5. Glimiis Nanopartikiiliiniin (Ag NP - 15 nm) Karakterizasyonu. (A) Ag

NP’niin JEOL JEM-2011

Model Cihaz ile Transmisyon Elektron Mikroskobu

(TEM) Goriintiisii (B) Partikiil Biiytiklik Dagilimi ve (C) Zeta Potansiyeli

*Ag 15 nm NP’niin JEOL JEM-2011 model cihaz ile Transmisyon Elektron mikroskobu
(TEM) goriintiisii, Universitat Autonoma de Barcelona’da goriintiiletilmistir.
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4.8. Giimiis Nanopartikiiliniin (Ag NP — 40 nm) Karakterizasyonu, Partikiil
Biiyiikliik Dagilimi ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri
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Sekil 4.6. Giimiis Nanopartikiiliiniin (Ag NP - 40 nm) Karakterizasyonu. (A) Ag
NP’niin JEOL JEM-2011 Model Cihaz ile Transmisyon Elektron
Mikroskobu (TEM) Gériintiisii (B) Partikiil Biiytikliik Dagilimi ve (C) Zeta
Potansiyeli

* Ag 40 nm NP’niin JEOL JEM-2011 model cihaz ile Transmisyon Elektron mikroskobu
(TEM) goriintiisii, Universitat Autonoma de Barcelona’da goriintiiletilmistir.
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4.9. Kobalt Nanopartikiiliiniin (Co NP — 15 nm) Karakterizasyonu, Partikiil
Biiyiikliik Dagilimi ve Zeta Potansiyel Olciimleri
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Sekil 4.7. Kobalt Nanopartikiiliiniin (Co NP - 15 nm) Karakterizasyonu. (A) Co
NP’niin JEOL JEM-2011 Model Cihaz ile Transmisyon Elektron
Mikroskobu (TEM) Gériintiisti (B) Partikiil Biiytiklilk Dagilimi ve (C) Zeta

Potansiyeli

*Co 15 nm NP’niin JEOL JEM-2011 model cihaz ile Transmisyon Elektron mikroskobu
(TEM) goriintiisii, Universitat Autonoma de Barcelona’da goriintiiletilmistir.
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4.10. Kobalt Nanopartikiiliinin (Co NP — 50 nm) Karakterizasyonu, Partikiil
Biiyiikliik Dagilimi ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri
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Sekil 4.8. Kobalt Nanopartikiiliiniin (Co NP - 50 nm) Karakterizasyonu. (A) Co
NP’niin JEOL JEM-2011 Model Cihaz ile Transmisyon Elektron
Mikroskobu (TEM) Goriintiisii (B) Partikiil Biiytikliik Dagilimi ve (C) Zeta
Potansiyeli

*Co 50 nm NP’niin JEOL JEM-2011 model cihaz ile Transmisyon Elektron mikroskobu
(TEM) goriintiisii, Universitat Autonoma de Barcelona’da goriintiiletilmistir.
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5. TARTISMA

Hiicre birgok farkli fiziksel ve kimyasal ajana maruz kaldiginda, bu ajanlarin
genotoksisiteyi indiikleyebilme yetenekleri vardir. Bu tiir maruziyetlere karsi insan
viicudu, cesitli enzimler vasitasiyla detoksifikasyon mekanizmas: gibi yanitlarla
meydana gelen hasar1 diizeltme yoluna gitmektedir. Ancak savunma sistemlerinin
yetersiz kaldig1 durumlarda maruz kalinan madde canli yapisinda ¢esitli genetik etkiler
ortaya ¢ikarabilmektedir. Genetik materyalin hasar gormesi sonucunda gesitli
mutasyonlar, hiicre dongiisii kontroliiniin bozulmasmi takiben kontrolsiiz hiicre
boliinmesiyle kanserlesme ve bunlarin yani sira hiicre 6liimi gergeklesebilmektedir. Bu
baglamda bu sekildeki maruz kalmalarin neden olabilecegi genetik hasarin ortaya
cikarilmasinda birgok in vitro ve in vivo test sistemlerinde farkli model organizmalar
kullanilmaktadir. Belirli bir ajanin olusturabilecegi risk arastirilirken bu ajanin etki
gosterebilecegi en 6nemli hedeflerinden birisinin de genetik materyal oldugu dikkate
alimmalidir. Bu nedenle fiziksel ve kimyasal ajanlarin insan yapistyla iligkilerine gore
KOMET testi ile in vitro (insan periferal kan lenfositlerinde) ve in vivo (D.
melanogaster kan hiicreleri olan hemositleri) 6karyotik organizmalarin kullanilmasi
onemli bir iliski saglamaktadir.

Nanoteknoloji alanindaki hizli gelismelerden dolayr su anda Diinya ¢apinda
20’den fazla iilkede 6zellikle kozmetik alan1 olmak {izere bircok alanda NP kullanilmak
tizere iretilmekte ve satilmaktadir. NP’lerin  giiniimiizde fiziksel olarak
davranislarindaki degisim nedeniyle giinliik hayatimizda bir¢ok alandaki kullanimlari
giderek yayginlagmaktadir. Nanoteknolojinin son zamanlarda girdigi alanlar (kozmetik
ve farmasoétiklerde olmak {izere klinik uygulamalarda, gida katkilari, boyar maddeler,
kagit, plastikler ve boyalar) dikkate alindiginda giinliik hayatimizin i¢inde ne oranda
yaygin olduklar1 daha iyi anlasilacaktir. Son yillarda NP’lerin endiistriyel teknolojideki
kullaniminin artmasima ragmen O6nemli hedeflerden olan genetik materyal ve cevreye
olas1 zararli etkileri tartisilmaktadir (Lux Report 2008). Bu molekiillere gerek iiretim
gerekse de kullanim sirasinda maruz kalmalarindan dolayr bu partikiillerin meydana
getirebilecekleri olas1 genetik hasarlarin da farkli test yontemleri ile aragstirilmasi
gerekmektedir. Bugilin bu maddelerin genotoksik potansiyellerinin ne oldugu konusuna
ilgi giderek artmakta ve hem in vivo hem de in vitro test sistemlerinde bu NP’lerin
genotoksik etkileri incelenmektedir. NP’ler boyutlari sebebiyle daha biiyiik molekiillere
oranla farkli 6zelliklere sahiptirler. Bu farkliliklar bir maddenin karakterini tanimlayan
ozellikler acisindan gozlemlenmektedir. Ozellikle yiizey atomlarinin oraninin artisi
materyallerin  davramigsal Ozellikleri iizerinde belirgin degisiklikler meydana
getirdiginden olduk¢a onemlidir. Ornegin, normal boyutlarda altin elementinin rengi
belirgin bir sar1 olarak go6zlemlenirken, nanoboyutlarda altin kirmizi renkte
gozlemlenmektedir. Artan yiizey/hacim oran1 maddenin Kkatalitik 6zelliklerini
degistirdiginden maddeyi tanimlayan renk, elektriksel gecirgenlik ya da adhezyon
kuvveti gibi  oOzellikler nanoboyutlarda tamamen degisebilmektedir. Yine
nanoboyutlarda, normal kosullarda bir madde iizerinde etkili olan Newton fizigi
kurallar1 yerini Kuantum fizigi kurallarina birakmaktadir. Bu sebeple nanoboyutlarda
bir materyal parcacik yerine dalga ozelligi gosterebilmekte, yercekimsel kuvvetin
baglayict durumlarindan kurtulabilmekte ya da elektriksel olarak iletkenlik
kazanabilmektedir (Filipponi ve Sutherland, 2010). Biyolojik olarak ise NP’lerin
boyutlar1 ve bu boyutlara bagli olarak kazandig: fiziksel ve kimyasal 6zellikler sebebi
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ile neden olabilecegi olumsuz sonuglar arasinda bir iliski oldugu bazi arastirmacilar
tarafindan vurgulanmaktadir (Clurg vd 1998; Colvin vd 2003, Oberdorster 2004).

NP’lerin giinliik yasamda ¢ok farkli alanlarda kullanilmasindan dolayr son
zamanlarda NP’lerin genotoksikolojisi ile ilgili olas1 zararli etkilerinin ortaya
cikarilmasina iligkin yapilan bilimsel calismalarin yogunlugu dikkat ¢ekmektedir
(Landsiedel vd 2009, Singh vd 2009, Demir vd 2011a). NP’ler insan viicudu igerisine
cesitli yollarla (solunum, beslenme ve enjeksiyon gibi) girebilmektedir (Koeneman vd
2010). Bu baglamda NP’lerin insan ve g¢evre sagligi iizerinde olusturabilecegi etkileri
aragtirmak amaciyla toksikolojik c¢alismalar yapilmaya baglanmistir (Wiesner 2006,
Demir vd 2011a, Demir vd 2014, Vales vd 2013). NP’lerin toksik ozellikleri kimyasal
kompozisyonu, miktari, ¢Ozlinirligi, sekli, ylizey alan1 ve yiizey yiikleri gibi
parametrelere baglidir. Ayrica NP’lerin iiretimi sirasinda kaynaklanan safsizliklar da
toksisitesini etkilemektedir. Farkli canli tiirleri ve bitkiler NP’lere farkli hassasiyetler
gostermektedir. NP’lerin genotoksisitesi ile ilgili farkli ¢alismalar mevcuttur. Ancak, in
Vivo test yontemi olan tek hiicre alkali jel elektroforezi testi (KOMET) ile D.
melanogaster hemositleri ve insan periferal kan lenfositleri tizerinde bu ¢alisma
kapsaminda kullanilan farkli nano boyutlara sahip Ag (15 ve 40 nm) ve Co ( 15 ve 50
nm) NP’leri ve bu nanopartikiillerin iyonik formuna dair yapilmis herhangi bir bilimsel
calisma mevcut degildir.

NP’lerin ¢ok farkli alanlarda 6zellikle insan ve ¢evre agisindan maruziyetin fazla
oldugu medikal ve endiistriyel alanlarda cesitli avantajlar1 sebebiyle yaygin olarak
kullanimlarina ragmen insan sagligina ve ¢evreye karsi olumlu ya da olumsuz etkileri
hakkindaki bilgiler hala oldukga yetersizdir. Ozellikle kullanim alanlar1 bu kadar yaygin
olan bu NP’lerin insan saghigi ve gelecek nesilleri {izerinde ne gibi etkileri olabilecegi
giindemde yer alan 6nemli bir tartisma konusudur (Colvin 2003, Gogotsi 2003, Nel vd
2006).

Bu nedenle son teknoloji iirlinii bu maddelerin genotoksik potansiyellerinin
tespiti bu maddelerin biyo-giivenilirligi bakimindan onemlidir. Giiniimiizde birgok
hastaligin gerek farkli mutasyonlar gerekse indiiklenmis rekombinasyon ile ilintili
oldugu bilinmektedir. Bu baglamda toplum sagligi bakimindan yogun maruz kalinan bu
tir maddelerin olas1 etkilerinin tespiti 6nemlidir. Son yillarda bu konu {izerinde
caligmalarin yogunlagmasi sebebiyle bu alanda 6zgiin bilimsel toplantilarin organize
edilmesi yayginlasmistir.

Bu sebeple son yillarda deodorantlar, bandajlar, temizleme soliisyonlari,
kateterler, kiyafetler, elektrikli ev aletleri, elektrolizle kaplamada, boyalarda kurutma
ajani, pigmentlerde ve hayvansal gidalarda katki maddesi iirlinlerde her gegcen giin
kullanim1 yayginlasan Ag ve Co NP’lerinin potansiyel genotoksik etkilerini
degerlendirmek 6nemli hale gelmistir. Bu amagla arastirmacilar Ag ve Co NP’lerinin in
Vvivo Ve in vitro etkilerini aragtirmak amaciyla bu alanda ¢aligmalara 6nem vermislerdir
(Demir vd 2011a, Flower vd 2012, Ghosh vd 2012, Vales vd 2013). Bu baglamda tez
caligmas1 kapsaminda Ag ve Co NP’lerinin hem in vivo hem de in vitro genotoksik
etkilerini degerlendirmek amaciyla D. melanogaster hemositleri ve insan periferal kan
lenfositleri kullanilmastir.
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D. melanogaster hemositleri iizerinde yapilan uygulamalarin degerlendirme
sonuglarina bakildiginda hem Ag NP’lerinin her iki nanoboyutunun hem de bu NP’lerin
iyonik formu olan AgNOg’iin istatistiksel olarak kontrol grubuna oranla genotoksik etki
meydana getirdigi gdzlemlenmistir. Insan periferal kan lenfositleri iizerinde yapilan
uygulamalarin degerlendirme sonuglarina bakildiginda yine hem Ag NP’lerinin her iki
nanoboyutunun hem de bu NP’lerin iyonik formu olan AgNOs’iin genotoksik etki
meydana getirdigi gézlemlenmistir. Ancak iki uygulama grubunun sonuglarinda doza
bagimli olarak artan ya da azalan bir etkiye rastlanmamistir. Literatiirde daha once
yapilan galismalara baktigimizda Ghosh ve arkadaslarmin (2012) insan periferal kan
lenfositleri kullanilarak KOMET yo6ntemi ile yaptiklar1 bir calismada 90-180 nm
arasinda boyutlara sahip Ag NP’lerinin neden oldugu genotoksik hasari arastirmis ve
sonucta uygulanan bazi Ag NP konsantrasyonlarinda (25, 50 ve 200 pg/mL) genotoksik
etkinin oldugu ve bazi konsantrasyonlarda (100 ve 150 pg/mL) ise herhangi bir
genotoksik etkinin olmadigi gozlemlemislerdir. Yine yapilan bagka bir ¢aligmada ise,
insan periferal kan lenfositleri kullanilarak KOMET yontemi ile 40-60 nm arasinda
boyutlara sahip Ag NP‘lerinin 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin genotoksik hasara
neden oldugu belirtilmis ancak doza bagli bir etki gdzlemlenmemistir (Ghosh vd 2012,
Flower vd 2012). Bu baglamda bizim g¢alismamizda gézlemledigimiz doza bagiml
olmayan genotoksik etki sonuglari literatiirde yer alan bu c¢alismalar ile 6rtiismektedir.
Iki ayr1 hedef hiicre iizerinde meydana gelen genotoksik etkiyi karsilastirdigimizda ise
insan periferal kan lenfositleri {izerinde meydana gelen istatistiksel agidan kontrol
grubuna gore anlamlit DNA hasarinin D. melanogaster hemositleri iizerinde meydana
gelen istatistiksel agidan kontrol grubuna gore anlamli DNA hasarina gore istatistiksel
olarak oranla daha fazla olmasinin sebebinin in vivo uygulama grubunda meydana gelen
oksidatif stresin bir kisminin hiicresel antioksidan mekanizmalarmin aktivasyonu
sonucunda ortadan kaldirilmasi oldugu diistiniilmektedir (Tavares vd 2012, Koca ve
Karadeniz 2003).

Ayrica bu calismada Ag ve Co NP’lerinin iki farkli nanoboyutu ¢alisilmis ve bu
farkli nanoboyutlarda NP’lerin genotoksik etkileri degerlendirilmistir. Tez kapsaminda
caligilan Ag 15 nm ve Ag 40 nm NP’leri ile Co 15 nm ve Co 50 nm NP’lerinin neden
oldugu genotoksisite kendi aralarinda boyutlar1 bakimindan karsilastirilmistir. Yapilan
degerlendirilmeler sonucunda iki farkli nanoboyutta Ag ve Co NP’lerinin neden
oldugunu genotoksisitenin boyutlarina bagimli olmadig1r goézlemlenmistir. Bu sonug
literatiir taramasinda karsilastigimiz farkli nanoboyutlarda Ag NP’lerinin neden oldugu
DNA hasarmin KOMET testi ile arastirildigi baska bir ¢alismanin boyut bagimli
olmayan DNA hasarinin gézlemlendigi sonuglari ile paralellik gostermektedir (Gliga vd
2014).

Meydana gelen istatistiksel olarak kontrol grubuna oranla anlamli olan DNA
hasarmin literatiir bilgilerine dayanarak, ROS tiirevlerinin artis1 (Hussain vd 2005),
ATP sentezinin engellemesi (Asharani vd 2009), sitokinlerin salinimi ve heat-shock
proteinlerinin up regiilasyonu (Kiruba vd 2010, Sung vd 2009, Kruszewski vd 2011),
oksidatif stresi indiiklenmesi (Mei vd 2012) gibi mekanizmalar ile iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Benzer sekilde literatiirdeki diger ¢alismalara bakildiginda farkli test
metodlar1 ve farkli organizmalar kullanilarak yapilan arastirmalarda Ag NP’lerinin
genotoksik etkileri sonuglarimiz ile paralellik gostermektedir. (Ahamed vd 2008, Arora
vd 2008, Hackenberg vd 2011, Li vd 2012, Patlolla vd 2012, Wijnhoven vd 2009,
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Lankoff vd 2012, Kim vd 2008, Dziendzikowska vd 2012, Sung vd 2009, Bouwmeester
vd 2011, Braydich-Stolle vd 2005, Asare vd 2012).

Bu c¢aligsmada kullanilan diger bir NP olan Co NP’leri ve bu NP’iin iyonik formu
olan CoCl,.6H,0O ile D. melanogaster hemositleri tizerinde yapilan uygulamalarin
degerlendirme sonuglarina gére CoCl,.6H,0 uygulanan hemositlerde istatistiksel olarak
kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda pozitif genotoksik etkiye rastlanmazken Co
NP’lerinin 15 ve 50 nm boyutlarinda istatistiksel olarak kontrol grubuna oranla pozitif
genotoksik etki gdzlemlenmistir. Insan periferal kan lenfositleri {izerinde Co NP’ii ve bu
NP’iin iyonik formu olan CoCl,.6H,O’lin uygulanmasimin ardindan degerlendirilen
sonuglarda ise hem Co0Cl,.6H,O hem de Co 15 ve 50 nm NP’lerinin uygulandigi
gruplarda istatistiksel olarak kontrol grubuna oranla genotoksik etki gbzlemlenmistir.
Hem insan periferal kan lenfositleri tizerinde yapilan uygulamanin sonuglari, hem de D.
melanogaster hemositleri {izerinde yapilan uygulamanin sonuglari incelendiginde
gbzlemlenen genotoksik etkinin doza bagimli olmadigir gozlemlenmistir. Bu baglamda
yapilan literatlir taramasinda karsilastigimiz yapilan bir c¢alismada 100-500 nm
boyutlara sahip Co NP’lerinin genotoksik etkileri insan periferal kan l6kositlerinde
KOMET yontemi ile degerlendirilmis ve sonugta doza bagli olarak Co NP’lerinin
genotoksik etkiye neden oldugu goézlenmis (Colognato vd 2008), ancak baska bir
calismada ise Co NP’lerinin genotoksisitesi 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda MN ve
KOMET testleriyle Balb/3T3 fare fibroblast hiicrelerinde degerlendirilmis hem
KOMET hem de MN testlerinin sonucunda genotoksisite gézlemlenmis ancak bunun
doza bagimli olmadig belirtilmistir (Ponti vd 2009). Bu agidan bizim sonuglarimiz doza
bagimli olmayan genotoksisitenin gozlemlendigi calisma ile paralellik gostermektedir.

Iki ayr1 uygulama grubu karsilastirildiginda D. melanogaster hemositleri
tizerinde Ozellikle CoCl,.6H,O uygulamasi sonrasinda istatistiksel olarak kontrol
grubuna gore anlamli DNA hasariin olmadigi gézlemlenmistir. Bunun sebebinin D.
melanogaster larvalarinda NP’lere ve iyonik formlarina maruziyet sonrasinda olusan
oksidatif stresin hiicresel antioksidan savunma sistemleri (Koca ve Karadeniz 2003)
araciligiyla ortadan kaldirilmasi oldugu diisiiniilmektedir .

Co NP’leri ve CoCl,.6H,0 uygulamasindan sonra meydana gelen istatistiksel
olarak kontrol grubuna oranla anlamli olan DNA hasarinin literatiir bilgilerine
dayanarak, bu hasar1 meydana getiren pek cok etkinin oksidatif hasarin indiikklenmesine
(Lison vd 2001), serbest radikaller tarafindan veya g¢inko-parmak bdlgelerindeki
cinkonun degisimi ve rediikte glutatyonun seviyesindeki azalmanin DNA tamir
mekanizmasinin inhibe olmasina (Desoize 2002) ve Co NP’lerinin reaktif oksijen tiirleri
olusturmasi ve buna bagli olarak oksidatif DNA hasarma sebep olmas1 (Alarifi vd 2013,
Papis vd 2009, Sabbioni vd 2014) oldugu diistiniilmektedir.

Genel olarak baktigimizda Ag NP’lerinin Co NP’lerine oranla istatistiksel olarak
daha pozitif sonuclar verdigi goézlemlenmistir. Bunun sebebinin literatiirede yapilan
baska bir calismaya gore, Ag NP’lerinin diger bazt NP’lere oranla toksisitesinin fazla
oldugu, mitokondriyal bozukluklara sebep oldugu, ROS tiirevlerini arttirdigi, DNA
hasarini, hiicre 6liimiinii arttirma potansiyelinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir
(Hackenberg vd 2011).

54



Istatistiksel degerlendirme sonucunda pozitif etki gdzlenmesinin ardindan insan
periferal kan lenfositleri ve D. melanogaster hemositleri iizerinde Ag ve Co NP’lerinin
ve iyonik formunun sebep oldugu oksidatif DNA hasarinin agirlikli olarak okside
olmusg piirin bazlarinda m1 yoksa okside olmus pirimidin bazlarinda mi oldugunun
gbzlemlenebilmesi igin Endo Il ve FPG bakteriyal enzimlerinin KOMET testi ile
uygulamalar1 sonucunda elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Endo 111 spesifik olarak
okside olmus pirimidin bazlarinin miktarin1 gosterirken Fpg spesifik olarak okside
olmus piirin bazlarinin miktarini géstermektedir (Collins 2005).

Sonug olarak insan periferal kan lenfositlerinde Ag ve Co NP’lerinin ve bu
NP’lerin iyonik formlarmin uygulamalari sonucunda meydana gelen oksidatif DNA
hasarinin  agirlikli  olarak okside olmus piirin bazlarinda, D. melanogaster
hemositlerinde ise Ag NP’lerinin ve bu NP’iin iyonik formunun uygulamasi sonucunda
meydana gelen oksidatif DNA hasarinin agirlikli olarak okside olmus pirimidin
bazlarinda, Co NP’lerinin ve bu NP’iin iyonik formunun uygulamalari sonucunda
meydana gelen oksidatif DNA hasarinin ise agirlikli olarak okside olmus piirin
bazlarinda meydana geldigi gozlemlenmistir. Bu baglamda Ag ve Co NP’lerinin ve bu
NP’lerin iyonik formlarinin olusturdugu oksidatif tek iplik DNA hasarinin agirlikli
olarak piirin bazlarinin okside olmasi sebebiyle gergeklestigi sdylenebilir. Ancak her iki
grup bakteriyal enzimde okside olmus piirin ve pirimidinlere baglandigindan bakteriyal
enzim uygulamalar1 sonucunda oksidatif hasarin varligi desteklenmistir (Dusinska
2000). Tez galismas1 oksidatif tek iplik DNA hasarinin hangi baz gruplarinda daha fazla
gergeklestiginin gosterilmesi agisindan dikkat ¢ekicidir.

NP’ler genel bilgiler kisminda da ifade edildigi gibi ilag-kozmetik, gida, tekstil,
kimya, malzeme, bilisim, otomobil ve metal endiistrileri gibi bircok sektdrde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fakat bu nanoboyuttaki partikiillerin alic1 ortamlarda ve insan
sagligr iizerindeki etkileri konusunda ¢aligmalara son 10 yilda hiz verilmesine ragmen
hala cevaplandirilmasi gereken bircok soru ve literatiirde NP’lerin organizmalara
etkileri konularinda giivenilir ve yeterli sayida arastirma bulunmamaktadir. Cevresel
uygulamalarinda bir¢ok avantajlari olmasina ragmen NP’ler ciddi saglik sorunlarina
sebep olabilmektedir. Potansiyel saglik ve ekolojik etkilerinden dolay1 gittik¢e popiiler
hale gelen nanoteknoloji konusunda ozellikle gelismis iilkelerde toplum baskisi
artmaktadir. Bundan dolayr NP’lerin organizmalara olan etkilerinin daha 1yi tayini i¢in
geligmis in vitro ve in vivo ¢alismalar da yapilmalidir.

Sonug olarak yapilan ¢alisgmanin, in vivo ve in vitro kosullarda KOMET testi ile
Drosophila hemositleri ve insan periferal kan lenfositlerinde farkli genetik sonuglari
ornegin tek iplik DNA hasarmi kapsamasi ve bunun yani sira DNA hasart sonucu
KOMET testi ile agirlikli olarak hasarin hangi baz gruplarinda (piirin veya pirimidin)
daha fazla oldugunu saptayabilen yontemler ile degerlendirilmis olmasi, literatiirde bu
caligma kapsaminda oldugu gibi iki farkli nanoboyutta Ag ve Co NP’lerinin Drosophila
hemositleri ve insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik etkisinin KOMET yontemi
ile test edildigi bir arastirmaya rastlanilmamis olmasi nedeniyle 6nemlidir. Bu
bakimdan, sonuglarin orijinalligi ve in vivo-in vitro kosullarda elde edilmis olmasi ve
elde edilen sonuglarin KOMET testi i¢in pozitif olmasit da nanoteknoloji bakimindan
onemlidir ve daha farkli test sistemleri ve organizmalarla caligmalarin yapilmasi
gerekmektedir.
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6. SONUC

Nanopartikiiller (NP) boyutlar1 100 nm ve 100 nm’nin altinda kalan pargaciklar
olarak tanimlanmaktadir. Bu partikiiller nanoboyutlu malzemelerin temelini
olusturduklarindan dolay1 nanoteknolojinin en 6nemli unsurlarindan kabul edilmektedir.
NP’ler boyutlar1 sebebiyle benzersiz 6zelliklere sahiptirler ve bu 6zellikleri kendilerine
0zgii kuantum etkileri ile iligkilidir. Bu benzersiz 6zelliklerinin getirdigi avantajlar
sebebiyle NP’ler, yliksek aktiviteli katalizorler, optik uygulamalar i¢in 6zel teknolojik
malzemeler ile birlikte siiper iletkenler, asinmaya kars1 katkilar, yiizey aktif maddeler,
ilag tasiyicilar ve ozel teshis aletleri gibi bircok teknolojik ve farmakolojik {iriinlerin
hazirlanmasinin yolunu agmistir. Bu nedenle bu partikiiller insan hayatinin hemen her
alaninda yer alan teknolojik materyaller haline gelmistir. Ancak NP’lerin ¢ok farkli
alanlarda bu kadar yaygin kullanilmasina karsin insan saglifina ve gevreye etkileri
hakkindaki bilgiler hala oldukga yetersizdir. Bu sebeple bu ¢alismada KOMET ya da
SCGE olarak adlandirilan Tek Hiicre Jel Elektroforez testi ile nanoteknoloji alaninda
yaygin olarak kullanilan Giimiis (Ag) ve Kobalt (Co) NP’lerinin iki farkli partikiil
biiyiikliigiiniin (Ag: 15 ve 40 nm; Co: 15 ve 50 nm) ve bu NP’lerin iyonik formlarinin
D. melanogaster hemositleri ve insan periferal kan lenfositleri tizerindeki genotoksik
etkisi arastirilmistir.

Calismada kullanilan Ag (15 ve 40 nm) ve Co (15 ve 50 nm) NP’leri belirlenen
nanoboyutlarda sentezlendikten sonra, biiyiiklik dagilimi (size distribution), zeta
potansiyellerinin Ol¢limii ve yogunluklarinin OSlgiimii ile karakteristik 6zellikleri
belirlenmistir. Kullanilan NP’ler JEOL JEM-2011 Model Cihaz ile Transmisyon
Elektron Mikroskobu (TEM) ile goriintiilenmistir. Bu NP’lerin partikiil biiytikliik
dagilimlar1 ve zeta potansiyel lglimleri Malvern Zetasizer Nano-ZS model cihaz ile
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan NP’lerin ve bu NP’lerin iyonik formlarinin
yogunluk Ol¢limleri ise Anton Paar DMA 4500 4 model spesifik gravite ve
konsantrasyon olger cihaz ile yapilmistir.

Ag NP (15 ve 40 nm)’lerinin ve iyon formunun D. melanogaster hemositleri
tizerinde KOMET testi ile 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda hiicre canlilik testi
uygulamasiyla elde edilen sonuglara bakildiginda, hiicre canlilik oraninin uygulamasi
yapilan her konsantrasyon grubunda sitotoksik olmayan dozlar i¢in uluslararasi
calismalarda esik deger olarak kabul edilen % 70’in tlizerinde oldugu gézlemlenmistir.

D. melanogaster hemositleri iizerinde Ag NP’iiniin iyonik formu olan Giimiis
nitrat (AgNO3) ’1n 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda KOMET testi uygulamasiyla
elde edilen sonuglara bakildiginda, AgNO3z’mm en yiksek ve en diisik
konsantrasyonlarinda (0.1 ve 10 mM) degerlendirilen tiim parametreler (kuyruk
yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu) acisindan genotoksik etki gosterdigi
tespit edilmistir.

Ag NP’lerinin 15 ve 40 nm nano boyutlarinda D. melanogaster hemositleri
tizerinde 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda KOMET testi uygulamasiyla elde
edilen sonuglara bakildiginda ise, Ag NP’niin 15 nm boyutunun 10 mM
konsantrasyonunda, 40 nm boyutununda yine en yiiksek konsantrasyon olan 10 mM
konsantrasyonunda degerlendirilen tiim parametreler agisindan genotoksik etki
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Ag (15 nm) NP’iniin 0.1 ve 1 mM
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konsantrasyonlarinda kuyruk uzunlugu parametresi, Ag (40 nm) NP’iinlin ise 0.1 mM
konsantrasyonunda kuyruk uzunlugu, 1 mM konsantrasyonunda ise kuyruk yogunlugu
ve kuyruk uzunlugu parametreleri dikkate alindiginda genotoksik etki gézlemlenmistir.

D. melanogaster hemositlerinde KOMET testi ile Ag NP’lerinin ve iyonik
formunun en yiiksek konsantrasyonu icin bakteriyal enzim uygulamasi sonucunda elde
edilen verilere gore, Ag NP’leri ve iyonik formunun sebep oldugu oksidatif DNA
hasarinin Endo III uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen
oksidatif hasarin pirimidin bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Ag NP (15 ve 40 nm)’lerinin ve iyon formunun insan periferal kan lenfositleri
iizerinde KOMET testi ile 0.01, 0.1 ve 1 mM konsantrasyonlarinda hiicre canlilik testi
uygulamasiyla elde edilen sonuglara gore, hiicre canlilik oraninin uygulamasi yapilan
her konsantrasyon grubunda sitotoksik olmayan dozlar i¢in uluslararasi ¢alismalarda
esik deger kabul edilen % 70’in {lizerinde oldugu gézlemlenmistir.

Insan periferal kan lenfositleri {izerinde Ag NP’iiniin iyonik formu olan Giimiis
nitrat (AgNO3)’in 0.01, 0.1 ve 1 mM konsantrasyonlarinda KOMET testi uygulamasiyla
elde edilen sonuglara bakildiginda, AgNO3z’mn 0.01 ve 1 mM konsantrasyonlarinda
degerlendirilen tiim parametreler agisindan genotoksik etki gosterdigi tespit edilmis, 0.1
mM konsantrasyonunda da sadece kuyruk uzunlugu parametresi gz oniine alindiginda
genotoksik etki gbzlemlenmistir.

Ag NP’lerinin 15 ve 40 nm nanoboyutlarinin insan periferal kan lenfositleri
tizerinde 0.01, 0.1 ve 1 mM konsantrasyonlarinin KOMET testi uygulamasiyla elde
edilen sonuclara bakildiginda ise, Ag (15 nm) NP’{inlin uygulamasi yapilan en diisiik
ve en yiiksek konsantrasyonlar olan 0.01 mM ve 1 mM Kkonsantrasyonlarinda
degerlendirilen tiim parametreler agisindan genotoksik etki olusturdugu tespit edilmistir.
Ayrica Ag (15 nm) NP’iiniin 0.1 mM konsantrasyonunda da kuyruk momenti ve kuyruk
uzunlugu parametreleri dikkate alindginda genotoksik etki gézlemlenmistir. Ag (40 nm)
NP’{iniin ise uygulamasi yapilan en diisiik konsantrasyon olan 0.01 mM ve 0.1 mM
konsantrasyonlarinda degerlendirilen tiim parametreler agisindan genotoksik etki
olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica 1 mM konsantrasyonunda ise kuyruk uzunlugu
parametresi dikkate alindiginda genotoksik etki gdzlemlenmistir.

Insan periferal kan lenfositleri iizerinde KOMET testi ile Ag NP’lerinin ve
iyonik formunun en yiiksek konsantrasyonu i¢in bakteriyal enzim uygulamasi
sonucunda elde edilen verilere gore, Ag NP’leri ve iyonik formunun sebep oldugu
oksidatif DNA hasarinin FPG uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana
gelen oksidatif hasarin piirin bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Co NP ( 15 ve 50 nm)’lerinin ve iyon formunun D. melanogaster hemositleri
tizerinde KOMET testi ile 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda hiicre canlilik testi
uygulamasiyla elde edilen sonuglari inceledigimizde, hiicre canlilik oraninin uygulamasi
yapilan her konsantrasyon grubunda sitotoksik olmayan dozlar icin uluslararasi
caligmalarda esik deger kabul edilen % 70’in iizerinde oldugu gozlemlenmistir.

KOMET testinde D. melanogaster hemositleri iizerinde Co NP’niin iyonik
formu olan Kobalt kloriir (CoCl,.6H,0)tin 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda
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uygulanmasindan sonra elde edilen sonuglara bakildiginda, CoCl,.6H,O’lin ¢alisilan
tiim konsantrasyonlarinda degerlendirilen tim parametreler agisindan genotoksik etkiye
rastlanmamistir.

D.melanogaster hemositleri tizerinde KOMET testinde Co NP’lerinin 15 ve 50
nm nanoboyutlarinin 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda uygulanmasindan sonra
elde edilen sonuglara bakildiginda ise, Co (15 nm) NP’ii i¢in 1 mM konsantrasyonunda
degerlendirilen tiim parametreler dikkate alindiginda genotoksik etki gdézlemlenirken,
0.1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda ise sadece kuyruk uzunlugu parametresi dikkate
alindiginda genotoksik etki gézlemlenmistir. Co (50 nm) NP’ i¢in ise 0.1 ve 10 mM
konsantrasyonlarinda kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri agisindan, 1
mM konsantrasyonunda ise sadece kuyruk uzunlugu parametresi agisindan genotoksik
etki gozlemlenmistir.

KOMET testi ile D. melanogaster hemositlerinde Co NP’lerinin ve iyonik
formunun en yliksek konsantrasyonu i¢in bakteriyal enzim uygulamasi sonucunda elde
edilen verilere gore, Ag NP’leri ve iyonik formunun sebep oldugu oksidatif DNA
hasarinin FPG uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen oksidatif
hasarin piirin bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Insan periferal kan lenfositleri iizerinde Co NP (15 ve 50 nm)’lerinin ve iyon
formunun KOMET testi ile 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda hiicre canlilik testi
uygulamasiyla elde edilen sonuglari inceledigimizde ise, hiicre canlilik orani
uygulamas: yapilan her konsantrasyon grubunda sitotoksik olmayan dozlar icin
uluslararasi ¢alismalarda esik deger kabul edilen % 70’in {izerindedir.

Co NP’niin iyonik formu olan Kobalt kloriir (CoCl,.6H,0)’tin 0.1, 1 ve 10 mM
konsantrasyonlarinda insan periferal kan lenfositleri iizerinde KOMET testi
uygulamasiyla elde edilen sonuglara gore, CoCl,.6H,0’lin en diisiik konsantrasyonu
olan 0.01 mM’da kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri dikkate
alindiginda genotoksik etki gozlemlenmistir. 0.1 ve 1 mM konsantrasyonlarinda ise
degerlendirilen tiim parametreler agisindan genotoksik etki gézlemlenmistir.

KOMET testinde insan periferal kan lenfositleri lizerinde Co NP’lerinin 15 ve 50
nm nanoboyutlarinin 0.01, 0.1 ve 1 mM konsantrasyonlarinda uygulanmasindan sonra
elde edilen sonuglara bakildiginda, Co (15 nm) NP’i i¢in 0.1 mM degerlendirilmesi
yapilan tiim parametreler agisindan genotoksik etki tespit edilmistir. Ayrica Co (15 nm)
NP’iintin 0.01 mM konsantrasyonunda kuyruk uzunlugu, 1 mM konsantrasyonunda ise
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri dikkate alindiginda genotoksik etki
gozlemlenmistir. Co (50 nm) NP iiniin uygulamalar1 sonucunda en diisiik konsantrasyon
olan 0.01 mM konsantrasyonunda uygulamasinda kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu,
0.1 mM konsantrasyonunda kuyruk momenti, 1 mM konsantrasyonda ise kuyruk
uzunlugu parametreleri dikkate alindiginda genotoksik etki tespit edilmistir.

Insan periferal kan lenfositleri iizerinde KOMET testi ile Co NP’lerinin ve
iyonik formunun en yiiksek konsantrasyonu i¢in bakteriyal enzim uygulamasi
sonucunda elde edilen verilere gore, Ag NP’leri ve iyonik formunun sebep oldugu
oksidatif DNA hasarmin FPG uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana
gelen oksidatif hasarin plirin bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Elde edilen sonuglar g6z 6niinde bulundurulacak olursa, KOMET testinde farkli
nanoboyutlari g¢alisilan Ag ve Co NP’lerinin D. melanogaster hemositleri ve insan
periferal kan lenfositleri lizerinde DNA tek iplik hasarina sebep oldugu gézlenmistir.
Ayrica sonuglara gore Ag ve Co NP’leri ve iyonik formlarmma maruz kalmig D.
melanogaster hemositlerine yapilan enzim uygulamalar1 sonucunda Ag NP’lerinin ve
iyonik formunun meydana getirdigi oksidatif DNA hasarinin Endo III uygulanan
gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen oksidatif hasarin pirimidin
bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilirken, Co NP’leri ve iyonik formunun
meydana getirdigi oksidatif DNA hasarinin FPG uygulanan gruplarda daha yiiksek
oldugu yani meydana gelen oksidatif hasarin piirin bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Insan periferal kan lenfositlerine yapilan enzim uygulamalar, Ag ve Co
NP’leri ve iyonik formlarina maruziyet sonucunda meydana gelen oksidatif DNA
hasariin FPG uygulanan gruplarda daha yiiksek oldugu yani meydana gelen oksidatif
hasarin piirin bazlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada test edilen farkli nanoboyuttaki Ag ve Co NP’lerinin KOMET
yontemi ile Drosophila hemositleri ve insan periferal kan lenfositlerine uygulamalari
acisindan sinirlt sayida calisma vardir. Model organizma olarak kullanilan D.
melanogaster’in genetik yapi olarak insana biiyiilk oranda benzerlik gostermesi,
Okaryotik bir organizma olmasi ve insan periferal kan lenfositleri ile birlikte ¢alisilmig
ve degerlendirilmis olmast bulgular agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu bakimdan,
sonuglarm orijinalligi ve in vivo-in vitro kosullarda elde edilmis olmasi ve elde edilen
sonuclarin KOMET testi i¢in pozitif olmasi da nanoteknoloji bakimindan énemlidir ve
daha farkli test sistemleri ve organizmalarla ¢aligmalarin yapilmasi da gerekmektedir.
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8. EKLER
8.1. Tez Cahsmas1 Kapsaminda Ulusal Kongrelerde Sunulan Bildirilerin Ozetleri

“ Giimiis Nanopartikiiliiniin ve Iyon Formunun Genotoksik Potansiyelinin In
Vivo Drosophila KOMET Yontemi ile Arastirtimasi. ” II. Toksikolojii Sempozyumu.
Toksikolojide Giincel Konular, 3-4 Mayis 2013, ss.6, Eskisehir.

Bu galismada D. melanogaster’in kan hiicreleri olan hemositlerinde tek hiicre
alkali jel elektroforezi testi (KOMET) kullanilarak in vivo kosullarda son yillarda
yaygin olarak kullanilan Gilimiis nanopartikiillerinin (Ag NP) ve Giimiis iyonunun
genotoksik potansiyeli arastirtlmistir. Drosophila hemositleri ile ¢alisiimis KOMET
yonteminde yabanil tip Wild hatti kullanilmigtir. Konuyla ilgili literatiir taramalar1 ile
Drosophila’nin 72+4 saatlik (3. larval evre) yaban tip larvalarinda KOMET yontemi
kullanilarak Ag (40 nm) NP’iinlin ve iyonunun ii¢ derisimi (0.1, 1 ve 10 mM) tespit
edilmigtir. Daha sonra 72+4 saatlik larvalar Ag (40 nm) NP’ilinin ve iyonunun
belirlenen derisimlerine maruz birakilmistir. Uygulamalar1 yapilan yabanil tip Wild
hatti Drosophila larvalar1 96+4 saatlik olduklarinda bu larvalarin hemositleri izole
edilerek sonuglar degerlendirilmistir. Degerlendirme Paired-Sample T Testi ile
yapilmistir. Elde edilen sonucglara gore Ag NP’linlin en yiiksek derisimde (10 mM)
genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
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