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OZET

MgO VE CeO2 NANOPARTIKULLERININ VE iYONIK FORMLARININ
GENOTOKSIK ETKILERININ DROSOPHILA SMAR TESTI iLE
ARASTIRILMASI

Bur¢in YALCIN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Danisman: Prof. Dr. Biilent KAYA
Mayis 2017, 62 sayfa

Metal oksit nanopartikiillerinin (NP) kiiresel satislarinin her gecen yil hizli bir
sekilde arttig1 dikkate alindiginda insanlarin ve ¢evrenin bu NP’lere maruziyetinin
artmasi kaginilmaz bir sonugtur. Artan bu maruziyet ile beraber ortaya ¢ikabilecek olumlu
veya olumsuz saglik etkilerinin aragtirilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada da
Drosophila melanogaster iizerinde in vivo bir test sistemi olan kanat somatik mutasyon
ve rekombinasyon testi (SMART) ile kullanimi yayginlagsmaya baglayan seryum oksit
(CeO2) ve magnezyum oksit (MgO) nanopartikiilleri ve bunlarin iyonik formlarimin
genetik hasar (delesyon, nokta mutasyonu, ayrilmama ve rekombinasyon) yaratma
potansiyelleri arastirilmustir. iki gen bakimindan (mwh ve flr®) transheterozigot olan 72 +
4 saatlik larvalara CeO2 ve MgO NP’leri ile iyonik formlarmin her biri igin 4 farkli
konsantrasyonu (1, 2, 5 ve 10 mM) ile uygulamas1 yapilmistir. Drosophila SMART, kanat
imajinal disk hiicrelerinde olusan genetik degisimler sonucu heterozigotlugun
kaybolmast ve farkliligin fenotipte goézlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu
nanopartikiillerin de genotoksik etkileri, larvalarin kanat imajinal disk hiicrelerinde
meydana gelen genetik degisimlerin sonucunda olusan mutant trikomlara gore
degerlendirilmistir.

Caligma sonucunda CeO: iyonik formunun sadece en yiiksek dozunda (10 mM)
toplam klon sayisini indiikledigi saptanirken, CeO2 NP uygulama sonuglariin ise tim
dozlarinda toplam klon frekansini inhibe ettigi saptanmistir. MgO NP’niin uygulama
sonuglarinda sadece en yiiksek dozunda (10mM) toplam klon sayisini arttirarak pozitif
sonug verdigi ve MgO iyonik formunun ise uygulama dozlarindan SmM haricinde diger
dozlarda (1, 2 ve 10mM) toplam klon sayisin1 kontrol grubuna gore istatistiki olarak
arttirarak genotoksisiteyi indiikledigi gézlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Magnezyum oksit, Seryum oksit, Nanopartikiil,
Genotoksisite, Drosophila, SMART
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE GENOTOXIC EFFECTS OF MgO AND CeO2
NANOPARTICLES AND THEIR IONIC FORMS BY DROSOPHILA WITH
SMART ASSAY

Burc¢in YALCIN

MSc. Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Biilent KAYA
May 2017, 62 pages

Global sales of metal oxide nanoparticles (NP) grow rapidly every year.
Therefore, increasing exposure of people and the environment to these NPs is an
inevitable result. The investigation of positive or negative health effects that may occur
with this increased exposure is of great importance. In this study, genetic damage
(deletion, point mutation, nondisjunction and recombination) inducing potentials of
cerium oxide (CeOz) and magnesium oxide (MgO) nanoparticles and their ionic forms,
which have become widespread, have investigated by wing somatic mutation and
recombination test on an in vivo test system Drosophila melanogaster. 72 + 4 hour larvae
which are trans heterozygous for both genes (mwh and flr®) were treatment for each of
the four different concentrations (1, 2, 5 and 10 mM) of CeO2 and MgO NPs. Drosophila
SMART is based on the principle the loss of heterozygosity as a result of genetic changes
in the wing imaginal disc cells and observation of the difference in the phenotype. The
genotoxic effects of these nanoparticles have been evaluated in relation to mutant
trichomes resulting from genetic changes occurring in the wing imaginal disc cells of the
larvae.

As a result of the study, only the highest dose (10 mM) of the CeO: ionic form
induced the total number of clones, whereas CeO> NP treatment results inhibited total
clone frequency at all doses. It has been observed that MgO NP showed positive results
by increasing the total of clones at only the highest dose (10 mM) in the treatment results.
The MgO ionic form induced genotoxicity by increasing the total number of clones
statistically compared to the control group at other doses (1, 2 and 10 mM) except 5 mM
of the treatment doses.

KEY WORDS: Magnesium oxide, Cerium oxide, Nanoparticle, Genotoxicity,
Drosophila, SMART
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ONSOZ

Nanoteknoloji ve nanopargaciklarin iiretimi giderek artan bir ivmeye sahipken,
nanoparg¢aciklarin insan sagligina ve ¢evreye olan toksik etkileri ve muhtemel tehlikesi
ile iliskili arastirmalar heniiz emekleme asamasindadir. Nanopartikiil toksikolojisinin,
hiicresel seviyedeki mekanizmalari, viicuda giris yollart ve halk sagligina olasi toksik
etkilerini anlamak i¢in nanopartikiillerin dogru karakterizasyonu ve canli sistemler ile
temas halindeyken nanopartikiiliin davraniginin anlagilmasi olduk¢a 6nem tasimaktadir.
Ayrica maruz kalinan doz miktar1 nanopartikiil toksisitesini tanimlama ve risk
degerlendirmesi i¢in 6nemli bir parametredir.

Nanoteknoloji sayesinde endiistri gelisiminde 21. yiizyilda devrim yasanmus,
yasamimizda miihendislik, bilgi teknolojisi ve teshis gibi farkli alanlarda avantajlar elde
edilmesine olanak saglamistir. Ancak yeni taleplerin karsilanmasi igin yeni
formiilasyonlarin gelistirilmesi ve yiizey 6zellikleri ile biiyiik dl¢ekli nanopartikiil {iretimi
de gerekmektedir. Bu baglamda metal oksitler, nanopartikiillerin 6nemli bir grubudur,
¢ilinkii bunlar, kozmetik ve giinesten koruyucular, kendinden temizlenebilen kaplamalar
ve tekstilde yaygin olarak kullanilmaktadir. Diger uygulama alanlari arasinda su aritma
maddeleri, giines pilleri ve daha yeni kullamim alani olarak otomobil Kkatalitik
konvertorleri i¢in kullanimi sayilabilmektedir. Nanoteknolojinin bilim, yasam kalitesi ve
potansiyel maddi kazanglar yaratma potansiyeline sahip oldugu genel olarak kabul
gormesine ragmen, tiretilen metal oksit nanopartikiillerinin yaygin sekilde kullanilmasi,
giivenli ve siirdiiriilebilir bir nanoteknoloji endiistrisinin biiytimesini destekleyebilecek,
potansiyel tehditleri ele almak iizere arastirmalarin yapilmasi gerektigi goriilmektedir.
Yakin zamanlarda bu oksitlerin nano 6lgekli parcaciklarinin bazi organizmalar i¢in
potansiyel olarak tehlikeli saglik etkileri, toksikologlar ve diizenleyici otoriteler arasinda
ortaya ¢ikan sorunlardir.

Nanopartikiiller, organizma igerisinde diger materyal veya daha biyik
partikiillerden daha fazla oranda hiicre zarin1 gegerek organizmanin birgok bolgesine
ulasabilme potansiyeline sahip olmalarindan dolayr gilivenliginin belirlenmesinde
proteinler, DNA, lipitler, membranlar, organeller, hiicreler, dokular ve biyolojik sivilar
ile etkilesimi de dahil olmak iizere bu maddelerin tiim 6zellikleri dikkate alinmalidir. Bu
ve bunun gibi ele alinmasi gereken bir¢ok dnemli nokta bulunmaktadir ve bu baglamda
nano-genotoksikolojik caligmalarin yapilmasi, olas1 birgok hasarin ¢oziimiinde 6nemli
veriler saglayacaktir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen sonuglar in vivo ve okaryotik bir submemeli
sistem kullanilmas1 bakimindan CeO2 ve MgO NP’lerinin ve iyonik formlarinin
genotoksisitelerinin aydinlatilmasi i¢in 6nemlidir. Yapilan ¢alismanin CeO, ve MgO
NP’lerinin toksisitesi hakkindaki bilgi bosluklarinin doldurulmasina katki saglamasini ve
yeni yapilacak ¢alismalar i¢in bir basamak olusturmasini temenni ederim.

Bana bu konuda ¢aligma olanag1 veren Akademik Danigman Hocam Sayin Prof.
Dr. Biilent KAYA’ya (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii),
nanopartikiillerin karakteristik 6zelliklerinin (biiylikliik dagilimi, zeta potansiyellerinin
Ol¢limii) belirlenmesinde yardimci olan Sayin Prof. Dr. Ertugrul ARPAC’a (Akdeniz
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii) ve ¢alisma ekibine, bu ¢alismay1 maddi olarak
destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne



(Proje No: FYL-2016-1044) ve ayrica tez galismam boyunca yardimlari bulunan ¢alisma
arkadaslarima ve her zaman desteklerini hissettigim sevgili aileme tesekkiirlerimi
sunarim.
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NP Nanopartikiil
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1. GIRIS

Nanoteknoloji kavrami ilk olarak 1959'da Richard Feynman tarafindan,
Kaliforniya Teknoloji Enstitiisiindeki  Amerikan Fizik Toplulugunun yillik
toplantisindaki bir konusmasinda, nesneleri atomik hassasiyetle liretebilecek kadar kiictik
makineler yapma imkaninin oldugunu ileri siirmesiyle ortaya ¢ikmistir. Nanoteknoloji
terimi ise ilk olarak 1974’te Norio Taniguchi tarafindan kullanilmistir (Singh 2016). O
zamandan itibaren nanoteknoloji alani, tip, kozmetik, ¢evresel temizlik, elektronik gibi
yeni nano-iiriinlerin sentezlenmesi ile artarak gelismektedir (Singh 2016a).

Nano kelimesi metrik 6l¢eginde bir milyarda biri temsil etmek i¢in kullanilan bir
onektir. Bir nanometre (nm) bir metrenin milyarda biridir. Bir nanometreyi ¢ok kiiciik bir
birim olmasi nedeniyle kavramsallastirmak zordur. Ornek vermek gerekirse; ignenin basi
1 milyon nm genisliginde, bakterilerin biiyiikliigii yaklagik 1.000-5.000 nm arasindadir.
Yasamin genetik temelini olusturan Deoksiriboniikleik asit (DNA) ise 1-2 nm
biiyiikliigiindedir. Bununla birlikte, nanoboyuttaki her sey nanoteknoloji alanina dahil
degildir. Ornegin, yangmlar ve volkanik patlamalar nanoparcaciklar1 atmosfere
sacilmasina neden olur, ancak bunlar dogal olarak insan faaliyetlerinin sonucunda ortaya
¢ikmaz ve nanoteknoloji degil nanokiitle pargaciklaridir (Shatkin 2013).

Nanopartikiil (NP) ise, li¢ fiziksel boyuttan en az birinin 1-100 nm araliginda
oldugu nano nesnelerden olusan ve belirli nano-6lgekli 6zellikler gosterebilen materyal
olarak tanimlanmaktadir (Gaffet 2010).

Nanoteknoloji son zamanlarin fenomeni olarak kabul edilmesine ragmen her ne
kadar nanomateryallerin 6zellik ve potansiyelini bilmeseler de eski uygarliklarda da
nanoteknolojinin kullanildig1 bilinmektedir. M.O. 400-100 yillar1 arasindaki Keltik opak
kirmizi camlarinda % 5-% 10 bakir ve % 3,4 bakir oksit nanopartikiilleri ve Roma
mozaiklerinde kullanilan kirmizi-tesseralarin ¢ogu bakir nanokristal igermektedir (Brun
vd 1991). Orta ¢agda (M.S. 1066-1485) metalik nanopartikiillerden elde edilen etkileyici
optik 6zelliklere sahip sirli seramikler ortaya ¢ikmustir (Singh 2016).

Nanoteknoloji, fizikten kimyaya, biyolojiden mekanige kadar birgok disiplinin
birlikte kullanilabildigi bir ¢alisma alanidir. Giiniimiizde pek c¢ok endiistriyel ve tibbi
uygulamalar1 biiylik oranda gelistirilmektedir ve halen birgok alanda da kullanimdadir
(Gaffet 2010). Teknolojideki son gelismeler yavas yavas toplumun ayrilmaz bir pargasi
olan nanopargaciklarin sentezi, karakterizasyonu ve uygulamalar1 iizerinde devrim
yaratmistir (Singh 2016a). Bu alandaki gelismeler sayesinde bugiine kadar miimkiin
olmayan tan1 ve terapdtik uygulamalarin, artik insanda kullanima yonelik daha etkin
antikanser, anti-enfeksiyon ve anti-alerjik tedavileri gelistirilmeye baslanmistir (Giirsel
2006). Bu sebeplerden dolayi, nanoteknolojinin ortaya ¢ikisi 21. yiizyilin endiistriyel
gelisiminde bir doniim noktasi olarak diisiinebilmektedir (Gaffet 2010).

NP’lerin daha sert, daha kuvvetli, gelismis optik 6zellikler, gelismis 1s1 ve elektrik
iletkenligi gibi yararli fiziko-kimyasal 6zellikleri endiistride temel 6neme sahip olmustur.
NP’ler sahip olduklar1 genis yiizey sayesinde katalitik uygulamalar i¢in de son derece
uygundurlar ve yilizeylere tabaka halinde uygulanip yilizeyin aktivitesini artirirlar (Cassee
vd 2011). Bu NP’ler kimyasal reaksiyonlarda katalizor, hedef hiicrelere ilag tasiyan
vektorler olarak ve mikro-elektronikte kullanilmaktadir. Bunun haricinde seramik
membranlarda, yakit hiicrelerinde, fotokatalizlerde, patlayicilarda, termal sprey
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kaplamalarda ve otomobil endiistrisinde katalizor uygulamalart i¢in kullanilmaktadir
(Gaffet 2010).

Nanomalzemelerin (NM) tiiketici tiriinlerinde kullanilmasi kiiresel bir olgu haline
gelmistir. NM’lerin iiretim hacmi her gegen y1l giderek artan bir ivmeye sahiptir ve yakin
gelecekte de 6nemli 6l¢iide genisleyecegi tahmin edilmektedir (Thomas vd 2014). Joo ve
Zhao’nun (2017) aktardiklarina gore Birlesmis Milletler Cevre Programi tarafindan
yapilan analize gére NM fiiretimi siirekli olarak artmakta ve 2020 yilinda yilda 58.000
tona ulagsmasi beklenmektedir.

Tiiketici triinlerindeki NP kullanimi ise elektronik uygulamalar, yakit katki
maddeleri, ingaat malzemeleri, ilag, ¢evre iyilestirme, kisisel bakim iirtinlerinde yaygindir
ve yayilmaya devam etmektedir (Vance vd 2015, Rundle vd 2016). Nanoteknolojinin
giiniimiizde bu kadar popiiler hale gelmesinin baslica nedeni olarak NM’lere yeni
mekanik, optik ve elektronik 6zellikler kazandiran kuantum mekanigi sayesinde nano
Olcekte  yiizey alaninin  hacme oraninda biiylkk bir artisin = olmasiyla
iligkilendirilebilmektedir (Sharma vd 2009).

NP’leri simiflandirmak istedigimizde genel olarak boyutlarina, kokenlerine,
kimyalarina ve uygulama alanlarma gore siiflandirilabilmektedir (Singh 2016). En
yaygin olarak kabul edilen smiflandirma, nanomalzemelerin dort ana kategoriye
ayrilabildigi kimyasal bilesime dayali olan siiflandirmadir: Karbon bazl
nanomalzemeler, metal/metal oksit nanomalzemeler, kuantum noktalar (QD'ler) ve
dendrimerlerdir (Ma vd 2015). NP’ler ayn1 zamanda morfolojilerine gore kiire, cubuk,
boru ve prizma gibi farkli sekillerde de siniflandirilabilmektedir (Ju-Nam ve Lead 2008).

Nanoteknoloji, glinliik yasamlarimizda (gida, kozmetik, tip, elektronik ve enerji)
yogun sekilde entegre edilmis olmasina ragmen yeterli glivenlik bilgisi ve mevzuati
bulunmamaktadir (Singh 2016). Her yeni uygulama toplumun her giin maruz kaldig1 yeni
bir risk ile iligkilidir. Yeni kimyasallarin iiretimi, insanlarin yasam kalitesini 6nemli
olglide gelistirirken ayn1 zamanda kirli bir ¢evreye ve insan sagligina olumsuz etkilere
neden olabilmektedir (Singh 2016a). Bu sebeple nanoteknoloji, son yillarda sadece olasi
yararlar1 i¢in degil ayn1 zamanda ¢evre ve insan saglig1 agisindan riskleri konusunda da
genis Ol¢iide ilgi gormektedir (Rosenkranz vd 2012).

NM’lerden kaynaklanan toksikolojik etkilere iligkin bilgideki bosluklar1 gidermek
icin toksikolojinin yeni bir kolu olarak nanotoksikoloji alani ortaya ¢ikmistir.
Nanotoksikoloji, kabaca NM’lerin toksik etkilerinin incelenmesidir. NM’lerin fiziko-
kimyasal 6zelliklerini, maruziyet yollarini, toksikokinetik ve diizenleyici yonlerini kapsar
(Ma vd 2015). Cesitli ¢alismalarda baz1 NP’lerin kromozomal fragmentasyon, DNA
zincir kirilmalari, nokta mutasyonlar1 ve gen ifadelerinde degisiklikler gibi
genotoksisiteye neden oldugu ortaya konmustur. Baz1 NP’lerin ise oksidatif hasara karsi
biyo-koruyucu etkiye yol agabilecegi de dikkate alinmalidir (Elswaif vd 2009).

NP’lerin tiretimi ve kullaniminin artmasi nedeniyle her gecen giin insanlarin
nanopartikiillere maruziyetleri giderek arttig1 icin, bu partikiillerin olas: sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin ortaya ¢ikarilmasini saglayan nanogenotoksikolojik ¢alismalarin
yapilmasi, olasi bir¢cok hasarin ¢6ziimiinde 6nemli veriler saglayacaktir. Zaten endiistriyel
teknolojideki kullaniminin artmasinin yaninda DNA ve cevreye olas1 zararlt etkileri de
daha fazla tartisilmaya baslanmistir. Bu molekiillere iiretim ya da kullanim sirasinda
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maruz kalmadan dolay1 olusabilecek olas1 genetik hasarlarin farkli test yontemleriyle
arastirilmas1 gerekmektedir. Bu c¢aligmada da metal oksit NP’leri grubunda yer alan,
seryum oksit (CeOz) ve magnezyum oksit (MgO) NP ve iyonik formlarinin olasi
genotoksik etkileri in vivo bir test sistemi olan Drosophila Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi ile arastirilmasi amaglanmaistir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Metal Oksit Nanopartikiilleri

Metal oksitler, ticari ve endiistriyel {iriinler i¢in ilk olarak kullanilan nano 6lgekli
malzemeler arasinda bulunan NP’lerin bir smifidir (Johnston vd 2010). Nano iirtinlerin
% 37’sini metal oksit NP’leri olusturmaktadir (Vance vd 2015). Yan iletken
ozelliklerinden dolay1, sensorler, giines pilleri ve elektronik alanlarinda
kullanilmaktadirlar. Endiistriyel uygulamalarin yaninda ¢esitli tiiketim iiriinlerinde de en
¢ok kullanilan NP grubudur (Ivask vd 2015). Gida, paketleme, ila¢ tasinim sistemleri,
biyosensorler, kimyasal ve biyolojik bilimlerde 6nemli sayida uygulamada yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Ju-Nam ve Lead 2008, Kumar vd 2014). Nanoteknolojide en ¢ok
kullanilan ana metal oksitler; titanyum dioksit (TiO2), seryum oksit (CeO-), silica (SiO>),
aliminyum oksit (AlO), demir oksitler (FeO, Fe3O4 vb) ve ¢inko oksit (ZnO)'dir (Ju-Nam
ve Lead 2008, Labille ve Bottero 2010). Tiiketici iiriinlerinde en yaygin kullanilan metal
oksit NP’leri ise agirlikli olarak TiO2, ZnO ve SiO2’dir ve daha ¢ok gida iiriinlerinde
dolgu malzemelerinin kullanimlarinin yaninda pigment ve UV absorpsiyon filtreleri
olarak da kullanilmaktadir (Ivask vd 2015).

TiO2 UV-B’yi, ZnO UV-A’y1 engelleme yetenegi ve seffafliklart nedeniyle,
glinlimiizde kozmetik ve giinesten koruyucularda kullanilmaktadir (Nowack ve Bucheli
2007, Klaine vd 2008, Johnston vd 2010, Kumar vd 2014). SiO, de ortopedi ve dis
cerrahisinde dolgu maddelerinde kullanilmaktadir (Balamurugan vd 2006). AIO NP'ler
kismi kristal yapiya sahip olduklar1 i¢in nano-seramik sinifina aittir. Ortopedik pargalar,
kompozit repellantlar gibi medikal tiriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Demir oksit
NP'leri, ilag tasinimi, manyetik rezonans goriintiileme (MR), kontrast gelistirme ve
hipertermi yoluyla tiimoér dokusunun hedeflenen sekilde imhasi gibi biyomedikal
uygulamalardaki ¢esitli islevleri nedeniyle nanopartikiil endiistrisinde ¢ok dikkat
cekmektedir (Kumar vd 2014).

Bu farkli uygulamalarindan dolayr metal oksit NP’lerine insan ve gevresel
kaynakli maruziyetin yakin gelecekte biiyiik oranda artacagi tahmin edilmektedir (Klaine
vd 2008, Johnston vd 2010, Ma vd 2015). Metal ve metal oksit NP’lerinin kiiresel
satiglarinin her gegen yil hizli bir sekilde arttig1 dikkate alindiginda hacim bakimindan
global metal ve metal oksit NP pazarmm 2026 sonuna kadar 10.000 tona ulasmasi
beklenmektedir (Future Market Insights 2017).

Metal oksit NP’ler sentetik tiirlerinin yaninda dogal olarak olusan NP’lerdendir.
Trafik, sanayi, komiir yakimi vb. kaynakli toz firtinalari, volkanik patlamalar ve orman
yanginlar1 gibi dogal olaylarin sonucunda da {iretilebilmektedir. Bu sebeple canli
organizmalar evrim siireci boyunca bir sekilde bu NP’lere maruz kalmaktadir. Ancak
sentetik NP’lerin artmasi beraberinde bu partikiillere artan maruziyeti de getirmistir (Ma
vd 2015). Her insan suyla, soludugu havayla ve yedikleri de dahil olmak iizere ¢esitli
sekillerde nanomateryallere maruz kalabilmektedir. Dolayisiyla insan ve diger biyolojik
sistemlerle metal oksit NP’lerinin etkilesim sans1 da oldukca yiiksektir. Bu da insan ve
cevre sagliginda beklenmedik sonuglara yol agabilmektedir (Kumar vd 2014).
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2.2. Metal Oksit Nanopartikiil Toksisitesi

Insanlar evrimsel siiregte dogal yollarla olusmus olan ve havayla tasinan nano
boyutlu pargaciklara maruz kalmislar ancak, maruz kalinan nanoparcaciklarin zararh
etkileri detoksifikasyon ve tamir sistemi tarafindan saf digi birakilabilmistir. Fakat
nanoparcaciklarin dogal yollarla olusumunun yaninda iiretimi ve bircok alanda
kullaniminin yayginlagsmasi ile maruz kalinan partikiillerin ¢esidi ve maruz kalinan orani
her gegen giin 6nemli bir 6l¢iide artmaktadir (Oberddrster vd 2005). Bu sebeple NP’lerin
maruziyet verileri, mekanizmalar1 ve potansiyel etkileri dikkate alinarak insan sagligi
acgisindan tehlikelerini tahmin etmek son derece 6nem tasimaktadir.

Metaller ve metal oksitler en yaygin nanomateryal bilesim oldugundan,
tiketicilerin dermal, yutma (gastrointestinal sistem), inhalasyon (akcigerler) ve
intraperitonel (kan dolasimi enjeksiyonu) yollariyla normal iriinii kullanirken maruz
kalacagi en muhtemel maddelerdir (Oberdorster vd 2005, Kumar vd 2014, Vance vd
2015). Maruziyet yolu, NP’lerin hangi viicut sistemi ya da dokularla etkilesim kurdugunu
ve NP maruziyetinin toksik veya fizyolojik fonksiyon bozuklugu gibi etkilerini
belirlemektedir (Sekil 2.1) (Armstead ve Li 2016).
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/ Toksisite \
f Oksidatif stres \
"
Iy i Ay J
It o ) - \ DNA hasan ) ))f’
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Sekil 2.1. Nanopartikiil maruziyetinin yollar1 ve potansiyel zararl etkileri (Armstead ve
Li 2016’den uyarlanmistir).

NP’ler ile maruziyet sonucunda viicutta maddelerin zararli etkilerinden kendini
korumasini saglayan, yabanci materyali disarida tutmak ve yalmizca belirli 6zelliklere
sahip kiiglik molekiillerin gegmesini saglamak i¢in fiziksel, biyokimyasal veya fizyolojik
bariyerler bulunmaktadir. Onemli fiziksel bariyerler; hiicre membrani, kan-beyin
bariyeri, kan-gonad bariyeri, kan-plasenta bariyeri, ince bagirsak, geniz yolu, deri ve agiz
mukozasidir.  Onemli biyokimyasal engeller yabanci maddeleri parcalayarak
zararsizlastiran kan ve doku enzimleridir. Fizyolojik engeller ise bobrekler ve safra yolu
ile atilimdir. NP toksisitesi i¢in bu bariyerler koruyucu bir rol oynamaktadir (Singh
2016a). Ancak NP’ler kii¢iik boyutlarindan dolay: bariyerleri asip hiicre zarindan gegip
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cekirdege ulasarak dogrudan DNA hasarma yol agabildigi gibi oksidatif strese ve
enflamatuar tepkilere neden olarak dolayli yoldan da DNA hasarina yol agabilmektedir
(Rahman vd 2002, Nel vd 2006, Sharma vd 2009, Johnston vd 2010, Karlsson vd 2015).
NP’lerin nasil hiicre igine girebildigini ve c¢esitli hiicresel bilesenlerle (¢ekirdek,
mitokondri vb.) etkilesim kurabildiginin anlagilmasini kolaylastirmak i¢in Sekil 2.2’de
cesitli boyutlardaki NP’ler ile rat makrofaj hiicresi ve organel karsilastirilmasi
gbsterilmektedir. insan makrofaj hiicrelerinin rat makrofaj hiicresine oranla 2 kat daha
biiylik olmast da hem hedefin biiyiikligii hem de kolay ulasilabilirligi agisindan olasi
tehlikenin boyutunu daha iyi anlatmaktadir (Buzea vd 2007).

Sekil 2.2. Rat makrofaj hiicresi ile nanopartikiil boyutlar1 karsilastirilmasi (Buzea vd
2007’den uyarlanmaistir).

Metal oksit NP’leri kii¢iikk parcacik boyutu nedeniyle hiicre zarmdan kolayca
gecebildigi ve in vitro hiicre 6limiinii dogrudan indiikleyebildigi, ayrica genis yiizey alani
sayesinde biyomolekiillerin artan reaktivitesine neden oldugu Ivask vd (2015) tarafindan
yapilan ¢alisma ile gosterilmistir. Daha da onemlisi organizmada bulunan bariyerleri
asarak viicuda girdikten sonra in vivo ortamda organlara zarar verebilmektedir. NP
toksisitesinin baska bir yolu da biyolojik ¢evredeki malzemelerin partikiil ¢oziilmesiyle
toksik iyonlarin salmimina yol agmasidir. Orn: ZnO NP’leri sulu kosullarda hidrat Zn*?
katyonlarini olusturmak iizere ¢ozlinmeye baslamaktadir. Bu iyon salinimi asidik
kosullarda (amino asit ve peptidler gibi biyolojik bilesiklerin varliginda) daha da
artmaktadir (Xia vd 2008). Ancak metal oksit NP'lerinin toksisitesinin kendisinden mi
yoksa salinan iyonlardan mi kaynakladigi sorusu héla tartigmalidir. Wang vd (2016)
yaptiklari ¢alismada sulu ortamda CuO, Fe2O3, ZnO, C0304, Cr203 ve NiO NP'lerin metal
iyonu salinimi aragtirmiglardir. Sulu ortamdaki metal oksit NP'lerinin hem ¢6ziinme hem
de adsorpsiyon siireclerine bagli olarak sonuglarin metal oksit NP’leri arasinda farklilik
gosterdigini saptamislardir. ZnO NP'lerin toksisitesinin yalnizca serbest birakilmis Zn?*
iyonlarina, CuO NP'lerin toksisitesinin hem salinmis Cu?" iyonlarma hem de CuO
nanopargaciklarina ve Fe2O3, C0304, Cr203 ve NiO NP'lerin toksisitesinin direkt olarak
nanopargcaciklara bagl oldugunu goéstermislerdir.

Temelde metal oksitlerin toksisite mekanizmasi esas olarak reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve ROS-aracili olmayan toksisite olarak iki gruba ayirilabilmektedir. ROS aracili
toksisite, metal oksit NP'lerin en ¢ok kabul géren toksisite mekanizmalarindan biridir.
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ROS, hiicre zar1 hasarma, protein denatiirasyonuna, DNA hasarina ve mitokondriyal
membran gecirgenlik degisimine neden olan oksidatif stresi etkinlestirir. Ayrica, ROS
kaspaz-9 ve -3'ii aktive edebilir ve apoptotik yolu tetikleyebilir. EK olarak arastirmacilar
NP’lerin spesifik 6liim reseptorlerine baglanmasi, hiicre yiizeyinde asir1 birikimi ve
salinan iyonlarin etkileri gibi ROS aracili olmayan mekanizmalarin varlifini da ortaya
koymuslardir (Wang vd 2017). Bunlara ek olarak metal oksit NP’ler biyolojik sistemlerde
hiicresel, biyokimyasal ve genetik diizeyde ¢esitli siireglerin  aktivitelerini
degistirmektedir. Bunlar onkogenlerin aktivasyonu, timdr baskilayict genlerin
inaktivasyonu, hiicre dongiisii kontrol noktalarinin degistirilmesi, DNA tamirinin
bozulmas1 gibi etkilerdir (Kumar vd 2014). Bununla beraber DNA hasarinin
onarilmamasinin da karsinogenezise yol agtig1 bilinmektedir.

Metal oksit NP’lerinin hem 6karyotik hem de prokaryotik hiicrelerde toksisiteye
neden oldugu ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (Baek ve An 2011, Ge vd. 2011, Kumar
vd 2011, Shukla vd 2013, Ali vd 2014). Bu sebeple biyolojik sistemlerdeki NP’lerin hem
yararli hem de toksik etkilerinin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. ZnO
NP’lerinin RAW 264,7 (fagositik hiicre hatt1) ve BEAS-2B (insan bronsiyel epitel hiicre
hatt1) hiicre hatlarinda sitotoksisite ve oksidatif strese sebep olup olmadigini belirlemek
icin yapilan bir ¢calisma sonucunda, ZnO NP’lerinin her iki hiicre hattinda da toksisiteyi
ROS iiretimi, oksidatif hasar, enflamasyon ve hiicre 6liimiiniin uyarilmasina yol acarak
indiikledigi saptanmistir (Xia vd 2008). Sharma vd (2009) KOMET testi kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada kozmetikte yaygin olarak kullanilan ZnO NP’lerinin
genotoksisitesini insan epidermal hiicre hattinda arastirmiglardir. Yapilan ¢aligmanin
sonucunda glutatyonun tiikkenmesi ile hiicrelerde oksidatif steresin artti§i ve artan
oksidatif strese bagli olarak 6 saatlik maruziyet sonucunda diisiik konsantrasyonlarda bile
kontrol grubuna goére kuyruk uzunlugu bakimindan anlamli derecede DNA hasari
olustugunu gostermislerdir. Rahman vd (2002) Suriye hamster embriyolarinda (SHE)
yaptiklar1 ¢aligmalarinda ince TiO2 ile ultra ince TiO2 (<20nm)’in toksisitesini
mikroniikleus (MN) testi ile karsilastirmiglardir. Yaptiklart ¢alismada 12, 24, 48, 66 ve
72 saat ultra ince TiO2 maruziyetinden sonra SHE hiicrelerinde MN frekansinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigini tespit etmislerdir. Baek ve An (2011), E. coli,
B. subtilis ve S. aureus mikroorganizmalari ile yaptiklari ¢aligmalarinda 4 tane metal oksit
NP’iin (CuO, NiO, ZnO ve Sh.03) toksisitesini degerlendirmislerdir. Kullandiklar1 metal
oksit NP’leri ii¢ tiir lizerinde de mikrobiyal toksisite gostermistir. Test edilen NP’ler
icerisinde en toksik olanin CuO NP’leri ve ardindan ZnO (S. aureus harig), NiO ve Sb203
NP’leri oldugunu saptamislardir. Ivask vd (2015) 10-20 nm arasinda 11 metal oksit
NP’iin (Al2O3, C0304, CuO, Fes04, MgO, Mn30s, Sb203, SiO2, ZnO, TiO2, WO3)
toksisitesini ti¢ farkli memeli hiicre hatt1 tizerinde (A549, Caco-2 ve Balb/c 3T3 fibroblast
hiicre hatt1) arastirmiglardir. NRU (Neutral Red Uptake) testi ile elde ettikleri sonuglar
dogrultusunda sadece 5 NP'in (CuO, ZnO, Sb20s3, Mn304, C0304) kullanilan
konsantrasyonlarda 100 pg/ml'nin altinda toksik oldugunu, geri kalan 6 NP’iin (Al20s3,
Fes0s, MgO, SiO2, TiO2, WO3) 100 pg/ml'nin altinda toksik etki gdostermediklerini
kanitlamiglardir. Horie vd (2012) 24 metal oksit NP’iin (ZnO, CuO, NiO, Sh,03, CoO,
MoOs3, Y203, MgO, Gd203, SnO2, WO3, ZrO», Fe;03, TiO2, CeO2, Al>O3, Bi203, La20s,
ITO ve kobalt mavisi pigmentleri) toksisitesini hiicre canliligi ve oksidatif stres
parametrelerini kullanarak arastirmiglardir. ZnO, CuO, NiO, MgO ve WOz NP’leri kiiltiir
ortaminda biliyilk miktarda metal iyonu salimimi gostermistir. Bu ¢Oziiniir
nanopargaciklarin hiicreler izerindeki olumsuz etkilerinin ¢éziinmeyen NP’lerden daha
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biiyiik oldugunu gostermislerdir. Kullandiklari metal oksit NP’lerinin hiicresel etkilerinin
cozeltideki serbest metallerin tliriine ve konsantrasyonuna bagli oldugunu bulmuslardir.
Buradan, metal oksit NP’lerinin en 6nemli sitotoksik faktoriiniin metal iyonu salinimi
gerceklestirmeleri oldugu sonucuna ulasmislardir. Son olarak, Chusuei vd (2013) BeAS-
2B (insan bronsiyal epitel hiicreleri) ve A549 (insan akciger karsinoma hiicreleri) hiicre
hatt1 tizerinde TiO2, Cr203, Mn203, Fe203, NiO, CuO, ve ZnO NP’lerinin sitotoksisitesini
arastirmiglardir. Sonuglar sitotoksisitenin partikiil yiizey boyutu, mevcut yilizey baglanma
alanlarinin goreceli sayis1 ve NP'lerden metal iyonu saliniminin bir fonksiyonu oldugunu
gostermis.

2.3. Seryum Oksit Nanopartikiilleri (CeO2 NP)

Seryum, nadir toprak elementlerinin lantanid iiyesidir. Son derece reaktiftir ve
giiclii bir oksitleyici maddedir. Seryum ve seryum oksit (CeOz) bir siiredir endiistriyel
amaglar i¢in kullanilmasina ragmen nano-boyutlu CeO’in son yillarda genis uygulama
alanlar1 bulunmaktadir (Cassee vd 2011). Rundle vd (2016)’nin bildirdiklerine gére CeO2
NP’lerinin kiiresel iiretimi yilda yaklasik 10.000 ton olarak tahmin edilmektedir.

CeO2 NP’leri cevre gozlem sensorlerinde elektrot malzemesi olarak, kati oksit
yakit hiicrelerinde oksijen iletkeni olarak, kozmetikte UV engelleyici bilesen olarak ve
yiiksek sicaklikta siiper iletken olarak genis bir uygulama alanina sahiptir (Karlsson vd
2015). CeO2 NP’leri kiigiik enerji girisiyle +4 degerlikli durumdan (CeO>), +3 degerlikli
duruma (Ce203) doniiserek yanma reaksiyonlarinda oksidatif katalizorler gibi hareket
edebilmektedir (Rundle vd 2016). Bunun yaninda otomotiv sektoriinde hem yanma
sonras1 partikiil egzoz icerigini azaltmak icin dizel yakit katki maddesi olarak hem de
otomobil emisyon sistemlerinde kirleticileri oksitlemek igin katalitik konvertorlerin bir
unsuru olarak giderek artan bir kullanima sahiptir (Karlsson vd 2015). Yakit katki
maddelerinde kullanildigindan hava kalitesi, iklim degisikligi ve halk sagligi lizerine
etkileri agisindan 6nemlidir ve etkileri heniiz belirsizdir. Tiim bunlarin yaninda CeO2
NP’leri sigara katki maddesi olarak ve terapdtik olarak da tiiketici iirlinlerinin g¢esitli
uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Giiglii UV radyasyonu absorbe etmesi nedeniyle
ve ayrica goriiniir 151k i¢in saydam oldugundan giines kremlerinde kullanilabilmektedir
(Cassee vd 2011, Fourches ve Tropsha 2014). Ayrica hiicrelerin radyasyondan
korunmasini saglamasinin yani sira kanser ve inflamasyon tedavisi i¢in biyomedikal
sektoriinde kullanilmaktadir (Taylor vd 2015). Bu nedenlerle bu maddenin cevresel
etkilerinin degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu da hayvan modelleri kullanarak farkli
hiicre temelli testlerin uygulanmasina dayanmaktadir.

Mikro 6l¢ekli CeO2 maruziyetinin en muhtemel yolunun solumayla gerceklestigi
diisiiniilmektedir. Seryuma mesleksel olarak maruz kalmis insanlarin akciger dokularinda
ve alveolar makrofajlarda seryum tespit edilmistir. Mikro olgekli CeO2 yutulmasi
solunmasindan daha az endise vericidir ¢linkli bagirsaklardan az absorbe olmaktadir
(Cassee vd 2011).

CeO2 NP’lerin ¢evreye salinimlart sonucunda akibeti, biyotaya etkileri ve
toksisitesi de dahil olmak iizere potansiyel etkileri yeterince aydinlatilamamustir ve riskini
degerlendirmek i¢in yeterli nicel veriler bulunmamaktadir (Taylor vd 2015). CeO2 NP
maruziyetinin biyolojik etkileri hakkinda bilgiler mevcuttur ancak bulgular biraz
celigkilidir (Fourches ve Tropsha 2014, Taylor vd 2015). Farkli kosullar altinda oksidatif
strese neden olabilmelerine ragmen son zamanlarda CeO2 NP’leri, biyolojik sistemlerde
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oksidatif stresin azaltilmasi igin bir serbest radikal siipiiriicli olarak kullanilabilecegine
dair kanitlar da bulunmaktadir (Ju-Nam ve Lead 2008).

CeO2 NP’leri ile ilgili literatiir bilgilerine baktigimizda; Park vd (2008) yaptiklar
caligmayla BEAS-2B (insan bronsiyel epitel hiicre hattinda) hiicreleri {izerinde farkli
boyutlardaki (15, 25, 30, 45 nm) CeO2 NP'lerinin sitotoksik etkisini degerlendirmislerdir.
Kiiltiire alinmis BEAS-2B hiicrelerinin CeO2 NP’lerine maruziyetleri (5, 10, 20, 40
ng/ml) sonucunda hiicre 6liimii, ROS artis1, GSH diisiisii ve oksitatif stresle ilgili genlerin
indiiklenmesine yol actigini tespit etmiglerdir. Ayrica CeO2 NP’leri tarafindan artan ROS,
kromatin yogunlagsmasini ve sitozolik kaspaz-3’iin aktivasyonunu tetiklemistir. Bu da
CeO2 NP’lerinin apoptoza neden olarak sitotoksisite yarattigini gésteren bir sonugtur. Lin
vd (2006), A549 hiicre hattinda (kiiltiire edilmis insan akciger kanser hiicrelerinde) 20 nm
boyutundaki CeO, NP’lerinin sebep oldugu sitotoksisite ve oksidatif stresi
arastirmislardir. Yapilan ¢alismada sulforhodamin-B yontemi ile 24, 48 ve 72 saat CeO2
NP’lerinin  farkli  dozlarina maruz birakildiktan sonra  hiicre  canliliklar
degerlendirilmistir. Hiicre canliliginin NP’lere maruziyet siiresine ve dozuna bagli olarak
onemli Olgiide azaldigi tespit edilmistir. CeOz NP’lerine maruziyeti sonucu ROS
olusumunun tetiklendigi gosterilmistir ve elde edilen sonuglara gore CeO2 NP’lerin
hiicrede oksidatif stres artirdigi sonucuna varilmistir. Oksidatif stresin artmasi
malondialdehit ve laktat dehidrojenaz {iretimini arttirmaktadir ki bu da lipit
peroksidasyonu ve hiicre hasarinin gostergeleridir. Rosenkranz vd (2012) yaptiklari
calismada farkli boyutlarda iki CeO2 NP ve mikro dl¢ekli CeO2 parcacigint H4IIE sigan
hepatoma hiicre hattt ve RTG-2 gokkusagi alabalik gonadal hiicrelerinde standart
sitotoksisite testleri ile test etmislerdir. H4IIE hiicre hattinda, MTT sitotoksisite testinde
mikro boyutlu CeO. pargaciginda negatif bir sonu¢ gozlenmezken nano boyutlu
CeOz’lere maruziyetten sonra, partikiil boyutu ve konsantrasyona bagli olarak hiicre
canliliginda o6nemli bir azalma saptamislardir. Calisma sonucunda nano Olgekli
pargaciklarin mikro boyutlu pargaciklara gore daha erken veya daha belirgin toksik
cevaba neden oldugunu gostermislerdir. Baska bir ¢alismada CeO2 NP’lerinin (7nm)
insan dermal fibroblastlar1 iizerine sitotoksisite ve genotoksisitesi arastirilmistir. KOMET
ve MN testleri sonucunda diisiik dozlarda bile NP’lerin oksidatif strese bagli kromozom
hasarina ve gii¢lii DNA lezyonlarina yol agtigin1 gostermislerdir. Genotoksisitenin, yilizey
atomlarinin bir kisminin indirgenmesinden dolay1 kaynaklanabilecegini ileri stirmiislerdir
(Auffan vd 2009). Onceki galismalar gostermektedir ki CeO, NP’lerinin bitki biiyiimesi
ve liretimi tizerinde de 6nemli etkileri bulunmaktadir (Rossi vd 2016). Lopez-Moreno vd
(2010) soya fidelerinde CeO2 NP’lerinin doza bagli olarak DNA hasarina neden oldugunu
RAPD testi ile saptamiglardir. Yine ayn1 ekibin bagka bir ¢calismasinda 4 yenilebilir bitki
(misir, yonca, domates ve salatalik) tohumlarini CeO2 NP’leri ile maruz biraktiklari
caligma sonucunda yonca ve domateste kok gelisimi azalirken salatalik ve misirda
arttigini, bunun yani sira misir, domates ve salatalik ¢cimlenmesinin de azaldigin tespit
etmislerdir (Lopez-Moreno vd 2010a).

Yapilan calismalardan elde edilen genotoksik ve sitotoksik bulgularin aksine
CeO2 NP’niin, materyalin elektronik O6zelliklerine gore artmis ROS iiretimine karsi
koruyucu hiicresel yanit1 indiikledigi ve bu nedenle oksidatif stresi azalttig1 veya serbest
radikal siipiiriicli olarak hareket ederek sitotoksisiteyi azalttigi bildirilmis bu sebeple
sitokoruyucu ve antioksidan etkilere sahip olabildigi de cesitli ¢alismalarla ileri
stirilmiistiir (Chen vd 2006, Schubert vd 2006). Bir ¢calismada makrofaj ve epitelyum
hiicrelerinde ZnO ve CeO2 NP’leri oksidatif hasar paradigmasina gore karsilastirilmistir
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ve CeO2’in antioksidan Ozelligi nedeniyle 25 mg/L’de sitokoruyucu etki yaptig
gosterilmistir (Xia vd 2008). Rubio vd (2016) oksidatif stres indiikleyici ajan (KBrOz)’a
kars1 CeO2 NP’lerin antioksidan 6zelligini BEAS-2B (insan bronsiyel epitel hiicre hatti)
hiicrelerinde arastirmislardir. CeO2 NP’lerinin KBrOs tarafindan indiiklenen ROS'un
hiicre i¢i tiretimini 6nemli dlglide azalttigini bulmuslardir. KOMET testi sonucunda da
oksidatif DNA hasarmin azaldig1 gosterilmistir. Tarnuzzer vd (2005) normal meme
hiicreleri ile yaptiklar1 in vitro ¢alismada CeO2 NP’lerinin radyasyona karsi koruyucu
oldugu gostermislerdir. Rosenkranz vd (2012) yaptiklar1 ¢alismada CeO2’in toksik ya da
yararli etkilerinin pargaciklarin bulundugu hiicre boéliimlerinin pH degerine bagh
oldugunu gostermislerdir. Yang vd (2017) bir agar ortaminda yetistirilen Arabidopsis
thaliana'daki CeO> NP'lerin fitotoksisitesini ve alimimi arastirmiglardir. Diisiik
konsantrasyonlarda CeO, NP'in bitki biiyiimesinde uyarici etkilerinin olmasina ragmen,
yiiksek konsantrasyonlarda (2000 veya 3000 mg/L) biliylimeyi azalttig1 ve antioksidan
sistemler iizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu sonucunu elde etmislerdir. Bununla
birlikte toksisitenin ¢ozlilmiis Ce iyonlarindan ¢ok NP’lerden kaynaklandigin
gbstermislerdir.

Sucul ortam ¢alismalarinda da benzer celigkiler vardir. CeOz’in atik sularla
akarsulara karigarak birikim gosterdigi ve buradaki organizmalara zarar verebildigi
bilinmektedir (Baker vd 2016). Johnston vd (2010) yaptiklari ¢alismada Zebra baliginin
TiO2, ZnO ve CeO2 maruziyeti sonucunda biyolojik birikim seviyelerini tespit
etmislerdir. CeO2 NP’niin 500 pg L™V’de Kkaracigerde birikim yaptigi diger
konsantrasyonlarda ve diger dokularda (solungag, beyin ve deri) anlamli bir sonug
vermedigini bulmuslardir. Bununla birlikte CeO2> NP’lerinin balikta TiO2 ve ZnO
NP’lerinden daha ¢ok biriktigini gostermislerdir. Van Hoecke vd (2009), tek hiicreli alg
Pseudokirchneriella subcapitata’da, iki kabukluda (Daphnia manga ve Thamnocephalus
platyurus) ve Danio rerio embriyolarinda farkli boyutlarda (14, 20 ve 29 nm) CeO>
NP’lerinin akut toksisitesini incelemislerdir. T. platyurus ve D. rerio i¢in akut toksisitenin
olmadigini tespit etmisken tek hiicreli algde kronik toksisitenin partikiil boyutu azaldikca
arttigin1 gézlemislerdir. Lee vd (2009) Cophilaxus riaparius ve D. manga’da CeO., TiO:
ve ZnO NP’lerinin genotoksik etkisini KOMET yontemi ile arastirdiklar1 ¢alismalarinda
TiO2 ve ZnO NP’leri maruz birakilan iki tiirde de genotoksik etki yaratmamigtir ancak
CeO2 NP’leri iki tiir lizerinde de artan DNA iplik kirilmalart ile genotoksik etkisini
gostermistir. Aynt zamanda NP boyunun kiiciildiikge DNA kiriklarinin da arttigini tespit
etmiglerdir. Rundle vd (2016) yaptiklari c¢alismada Tekir Baligi’'mi (Catostomus
commersoni) CeOz NP’lerine akut olarak maruz birakmiglar ve 25 saat siireyle kalp hizi
degiskenligini takip etmislerdir. Calisma sonuglarinda antioksidan etkilere dair bir kanit
bulunamamasina ragmen ROS iretiminin indiiklenmedigi ve oksidadif hasar
ger¢ceklemediginden CeO2’in koruyucu olma goriisiinii desteklemektedir.

Bunlarin yaninda CeO2 NP’lerinin bakteriyel ekotoksisitesini arastiran cesitli
caligmalar da yapilmistir. NP’ler n6tr pH degerinde pozitif yiikliidiir ve bu nedenle bakteri
dis zarlarina kars1 giiglii bir elektrostatik ¢ekim gostermektedirler. Thill vd (2006) 7 nm
boyutundaki CeO, NP’lerinin Gram-negatif bakteriye (Escherichia coli) etkisi iizerine
yaptiklar1 bir ¢galismada nanoparcaciklar bakteriyel hiicre ylizeyinde adsorbe edildiginde
bir oksidatif tepki nedeniyle E. coli i¢in toksik oldugunu gostermislerdir. Ayni sekilde
Pelletier vd (2010) yaptiklar1 ¢alismada CeO2 NP’lerinin S. oneidensis’nin aksine E. coli
ve B. subtilis tizerinde biiyiime engelleme 6zelligi gosterdigini ortaya koymuslardir. E.
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coli tizerindeki bagka bir ¢alismada da 7 mg/L iizerinde, bakteriyel yasam oraninda % 50
diisiis goriilmiistiir (Houdy vd 2011).

Tiim bu ¢alismalar 1s181nda CeO2 NP’in toksisitesinin genel olarak Ce**’iin Ce*>’e
rediiksiyonu ile ROS kaynakli oldugu ileri siiriilmektedir (Sekil 2.3.). CeO2 NP kaynakli
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH) gibi reaktif tiirleri asagidaki 1, 2, 3 ve
4 reaksiyonlar1 tarafindan iretilmektedir. Ayrica lipit peroksitten (LOOH) alkol
radikalleri de tiretilebilmektedir (5. Reaksiyon). Reaksiyon 1°deki A™req askorbat ve tiol
bilesikleri gibi 6nemli indirgeyicilerdir, Aox iSe oksitlenmis halidir (Lin vd 2006, Houdy
vd 2011). CeO2 NP’leri tarafindan iiretilen oksidatif stres ve lipit peroksidasyonu i¢in
muhtemel kimyasal reaksiyonlar;

Ce™ + A red —Ces’ + Aox

Ce3* + 0, —»Ce* + 07,

0 2+02+2H" -0, + H202
H20; + Ce** —Ce** + OH™ + OH
LOOH + Ce* —Ce* + LO + OH~

ko

Rediiksiyon

wn == o wm  ROS sipiiriicii

Endositoz

Sekil 2.3. CeO2 NP'lerinin olas1 genotoksik ve sitotoksik etkisi (Auffan vd 2009°den
uyarlanmistir).

2.4. Magnezyum Oksit Nanopartikiilleri (MgO NP)

Magnezyum (Mg) biyolojik olarak parcalanabilir bir biyomalzemedir. Ayrica
insan biyolojisinde bir¢ok hayati rol oynamaktadir. Mg, MgO ve MgOH seklinde bir
besin takviyesi olarak oral yolla alinir. Magnezyumun oral olarak alinan farkli formlari
suda ¢ozlinmez, fakat mide suyu i¢inde kolaylikla ¢oziinebilir ve Mg iyonlar1 midede
coziinerek biyolojik olarak kullanilabilir hale gelmektedir. MgO ve MgOH bezelye gibi
konserve sebze iretiminde ve siit iiriinlerinde pH kontroliinde gorev yapmaktadir
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(Mirhosseini ve Afzali 2016). Son zamanlarda da MgO NP’leri nano kriyoterapi ve
hipertermi olarak kanser terapisinde uygulamalari i¢in giderek artan bir sekilde taninmaya
ve kullanilmaya baglamistir (Krishnamoorthy vd 2012). MgO NP diinya pazarinda 2015-
2022 yillar1 arasinda firin kaplamalari, insaat ve seramik, ilag ve gida katki maddelerinde
talebin artmasindan dolay1 gii¢lii bir biiylime yasayacagi beklenmektedir (Grand View
Research Inc. 2017). Grand View Research Inc. tarafindan yapilan arastirmaya gore,
kiiresel MgO NP pazar1 2020 yilina kadar 42,3 milyon dolara ulagmasi beklenmektedir.
Kiiresel MgO NP piyasa talebinin ise 2013 yilinda 111.3 ton iken 2020 yilinda 185.5 tona
ulagmasi beklenmektedir (Focus On Powder Coatings 2014).

MgO NP’leri cilt, akcigerler ve sindirim sistemi yoluyla absorbe edilebilmekte ve
hedef dokularda birikebilmektedir. Bu NP'lerin toksik etkilerinin arastirilmasi1 6nemlidir,
clinkii hiicreler ve organlar iizerindeki etkileri su an net olarak bilinmemektedir
(Ghobadian vd 2015). Literatiirdeki MgO NP’lerinin toksisitesi ile ilgi bilgiler olduk¢a
kisithdir.  Yapilmis olan ¢alismalarda da MgO NP'lerine farkli yaklasimlar
bulunmaktadir. MgO NP’leri ile ilgili literatiir bilgilerine baktigimizda; Kiranmai ve
Reddy (2012) calismalarinda MgO NP maruziyetinden sonra rat serumunda MgO
NP’lerinin toplam antioksidan kapasiteyi azaltarak oksidatif strese yol ag¢tigini
gostermislerdir. Virgilio vd (2011) Mg partikiillerinin (58.9 pum) olasi sitotoksik ve
genotoksik etkilerini rat osteosarkom UMRI106 hiicrelerinde MN ve KOMET testi ile
degerlendirmislerdir. KOMET testi ile degerlendirilmesi sonucu doza bagl sitotoksik ve
genotoksik etki gosterdigini saptamiglardir. Sun vd (2011) ¢aligmalarinda MgO NP
sitotoksisitesinin insan kalp mikrovaskiiler endotel hiicreleri iizerinde doza ve zamana
bagli olarak arttigini tespit etmislerdir (24 saatlik maruziyette 50 pg/ml’de ve 12 saatlik
maruziyette 100 pg/ml’de). Krishnamoorthy vd (2012) yaptiklar1 ¢alismada, normal
akciger fibroblast hiicreleri ve farkli kanser hiicre hatlarina karsi, MgO NP’lerinin
sitotoksik etkilerini arastirmiglardir. MgO NP’lerinin HeLa, AGS ve SNU-16 gibi
kanserli hiicreleri 6ldiirme yetenedi sergiledigini gostermislerdir. Sonugta MgO
NP’lerinin kanser hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonuna neden oldugu bu sebeple de
kanser tedavilerinde kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir. Kanser hiicrelerinde 6liime
neden olmast MgO NP’lerinin ROS {iretimine neden olalarak sitotoksisiteyi
indiiklemesinden kaynaklanmaktadir. Ge vd (2011) yaptiklart ¢aligmada, MgO NP
sitotoksisitesini insan gébek kordon endotelyal hiicrelerde in vitro olarak incelemislerdir.
MgO NP’lerinin diisiik konsantrasyonda (200 mg/ml altinda) MTT testinde sitotoksik
etkisine rastlamamislardir. Ancak 500 mg/ml ve daha fazla konsantrasyonlarda
sitotoksisite gozlemislerdir. Deney sonuglart MgO NP’lerinin sitotoksisitesinin temas
stiresi ve konsantrasyonuna bagli oldugunu géstermistir. Lai vd (2008)’nin ¢alismalarinda
insan astrositom U87 karst MgO NP’lerinin ZnO ve TiO2 NP’lerine gore daha diigiik
sitotoksisite gosterdigi belirtilmistir. Nodeh vd (2016) ratlarin pankreas adaciklari {izerine
MgO NP’lerinin (<10nm) etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, MgO NP’lerine 24 saat siire
ile maruz birakilan pankreas adaciklarinda hiicre canliligini MTT testi ile ve bunun
yaninda kaspaz aktivitesinin seviyesi ve insiilin salinimmin seviyesini ELISA testi ile
degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda MgO NP’lerinin 100 pg/ml konsantrasyonunda
kaspaz-9 aktivitesini inhibe ederek apoptotik hiicre oraninda 6nemli bir azalmaya sebep
oldugunu gostermislerdir. Ayn1 zamanda bu konsantrasyondaki MgO NP’leri insiiliin
seviyesinin dnemli artisina neden oldugunu saptamislardir. Bu sonuglar dogrultusunda
MgO NP’lerinin anti-apoptotik ve anti-diyabetik oldugu sonucuna ulasilabilmektedir. Ote
yandan, MgO NP'lerinin hiicrelerde ve hayvanlarda toksik etkilere sebep olmadigini
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gosteren sonuglar da bulunmaktadir (Moeini-Nodeh vd 2016). Thomas vd (2014)
yaptiklar1 bir ¢alismada MgO NP’lerinin (<50nm) Tilapia ve Zebra balig1 tizerindeki
toksik potansiyelini arastirmislar ve elde ettikleri sonuglarla MgO NP’niin her iki balikta
da oliim oranindaki artisa neden olmadigin1 gostermislerdir. Baska bir ¢alismada MgO
NP sulu ¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksisitesi laktat dehidrojenaz
salinimimin standart Slgiilmesiyle belirlenmistir. Calisma sonucunda kullanilan MgO
NP’leri uygulanan tiim konsantrasyonlarda da sitotoksik etki gostermemistir (Monzavi
vd 2015). Bir diger ¢alismada SH-SYSY hiicre hatlar1 iizerindeki MgO NP’lerinin
sitotoksisitesi ve ndrotoksisitesi arastirilmistir ancak toksisiteye neden oldugu sonucuna
ulasilmamistir (Hasbullah vd 2013).

MgO NP’leri ayrica anti-bakteriyel madde olarak da onemli bir potansiyele
sahiptir ve bu anti-bakteriyel etkisini arastiran ¢esitli c¢aligmalar da mevcuttur.
Mirhosseini ve Afzali (2016) ¢alismalarinda E. coli ve S. aureus’a karst MgO NP’lerinin
diger antimikrobiyallerle birlikte siitteki antibakteriyel etkisini arastirmislardir.
Sonucunda MgO NP’lerinin diger antimikrobiyallerle sinerjik etki gostererek siitte
antibakteriyal etki gosterdigini saptamiglardir. MgO NP’lerinin E. coli ve S. aureus’da
yapilan calisma sonucu bakteriyel yasam oraninin partikiil boyutuna bagli oldugunu
gosterilmistir (Makhluf vd 2005). Bacillus subtilis’de yapilan bagka bir ¢alismada ise
partikiil boyutu kiigtildiikge bakterisidal etkinin arttigi saptanmistir (Huang vd 2005).

2.5. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Genetik toksikolojide vurgu genel olarak gen mutasyonu, KA (kromozomal
aberasyon) ve yakin zamanda andploidi gibi klasik genetik degisikliklerin incelenmesi
tizerine kurulmustur. Cesitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik
materyalde meydana gelen hasarlari saptamak amaciyla in vitro ve in vivo gelistirilen
genotoksisite testleri 1970’lerden beri kullanilmaktadir ve giiniimiize kadar da mutajenik,
genotoksik ve karsinojenik potansiyellerin dl¢iilebilmesi i¢in birgok genotoksisite testi
gelistirilmistir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi Okaryotik bir organizma olan
Drosophila melanogaster’in model organizma olarak kullanildig: in vivo bir sistemdir.
Rekombinajenik aktivitenin, genel olarak DNA hasarmin dolayli bir 6lgiitii oldugu
diistiniilmiistiir. Ancak daha sonra, rekombinasyonun, esey hiicreleri ve somatik
hiicrelerdeki heterozigotluk kaybindan da sorumlu olabilece§i anlagilmistir. Maruz
kalinan kimyasal maddelerin risk potansiyellerinin arastirilmasinda rekombinajenik
etkinin O6nemi fark edilince mitotik rekombinasyonu oOlgebilen test sistemleri
gelistirilmistir. Gelistirilen test sistemleri bakteride, mayada, Drosophila’da, memeli
hiicre kiiltiirlerinde ve in vivo olarak memelilerde (fare) mevcuttur (Spano vd 2001).
Kimyasallarin mutajenik ve rekombinojenik aktivitesinin saptanmasi i¢in de yeni bir test
sistemi olarak Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)
gelistirilmistir (Graf vd 1984). Drosophila kanat SMART 1n avantaji, sadece mitotik
rekombinasyonu degil ayni zamanda ¢esitli mutasyon tiplerinin olusumunu da tespit
edilmesine olanak saglamasindandir.

Bu test, ¢caprazlama sonucu elde edilen transheterozigot larvalarin kanat imajinal
disk hiicrelerinde heterozigotlugun kaybolarak, genetik degisimlerin fenotipte
gbzlenmesi esasina dayanmaktadir (Graf vd 1984, 1989). Heterozigotlugun kaybolmasi
larval imajinal disk hiicrelerinde resesif marker (belirte¢) genin ekspresyonuna neden
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olmaktadir. Mutant hiicre klonlari, kanatta mozaik klon olarak ortaya ¢ikmasiyla
belirlenmektedir (Spano vd 2001).

Drosophila kanat SMART’1n avantajlarindan biri de kimyasala maruz birakilmis
sineklerin % 70’lik alkol igerisinde saklanabilme imkaninin olmasi ve daimi kanat
preparatlarinin hazirlanabilmesiyle sonuglar1 dogrulama ve yeniden degerlenmeyi her
zaman mimkiin kilmasidir (Graf vd 1984). Bununla birlikte Drosophila melanogaster’de
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, hizli ve kolay olmasmin yaninda ucuz bir
sekilde genetik hasar tespiti i¢in dizayn edilmistir (Guzman-Rincon vd 2001). Bir¢ok
arastirict tarafindan tercih edilen SMART bir¢ok ¢alismada genotoksisite test sistemi
olarak kullanilmistir (Graf ve van Schaik 1992, Kaya vd 2002, Avalos vd 2015, Rodrigues
vd 2017).

2.6. Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, 1900'lerin basinda laboratuvardaki ilk kullanimindan
giinimiize kadar genetik alaninda Onemli atilimlarin bagsinda gelmektedir. D.
melanogaster ilk olarak J.W Meigen tarafindan 1833 yilinda tanimlanmigtir. Ardindan
20. yiizyihn baglarinda entomolog olan Charles W. Woodworth tarafinda ilk defa
laboratuvar da kiiltiire edilerek iiretilmistir ve genetik ¢alismalarda kullanilabilecegini
ongormistiir. Sonraki donemlerde kisa hayat donglisii ve kolay kiiltiire edilebilmesi
bakimindan laboratuvar ¢aligmalarinda yerini almaya baslamistir. Bir model organizma
olarak Drosophila’nin genetik ¢aligmalarda kullanilmasi ilk defa T.H. Morgan tarafindan
1909 yilinda 6nerilmistir (Robert 2006, Markow 2015).

20. ylizy1l boyunca ve 21. yiizyilda Drosophila énemli bir model organizma
olmustur. Bu kadar énemli olmasinin ve kullaniminin tercih edilmesinin sebebi birgok
avantaja sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Pek ¢ok deney i¢in, haploid kromozom
setinin tlim genetik materyalinin sadece dort kromozomda mevcut olmasi biiyiik avantaj
saglamaktadir. Kii¢iikk kromozom sayisi, bir mutantin baglanti grubunu belirlemeyi
kolaylagtirmaktadir (Graf vd 1992). Ayrica D. melanogaster, insan hastaliginin (6zellikle
kalp rahatsizlig1, zihinsel ve norolojik hastaliklar, uykusuzluk hastaligi, kanser ve obezite
gibi) hayvan modellerinin olusturulmasinda giderek daha 6nemli bir rol oynamaktadir.
Insan hastalik genlerinin yaklasik % 65'inin D. melanogaster'de karsilik geldigi tahmin
edilmektedir (Markow 2015). Buna ek olarak, Drosophilanin ksenobiyotik
metabolizmas1 i¢in ¢ok yonlii bir sisteme sahip oldugu iyi bilinmektedir. Ugiincii
kromozom iizerindeki mwh ve flr® markerlari igin trans heterozigot larvalar1 kullanilarak
yapilan Drosophila kanat SMART i genotoksisitesinin arastirilmasi i¢in kolay ve ucuz
bir yontem oldugu gosterilmistir (Graf ve van Schaik 1992).

Genetigi ve genomu hakkinda kapsamli bilgiye sahip olunmasi, Drosophila
genleri ile insan genleri arasindaki yiiksek homoloji ve kisa hayat dongiisii Drosophila’yi
in vivo olarak NP’lerin toksisitesini ve genotoksisitesini incelemek i¢in ideal bir model
yapmaktadir (Avalos vd 2015). Sekil 2.4°de 2006 ile 2015 Kasim aylar1 arasindaki
NP’lerin degerlendirilmesinde D. melanogaster’in kullanildigi yayinlanmis makale sayisi
gosterilmektedir (Alaraby vd 2016).
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Sekil 2.4. Nanopartikiillerin degerlendirilmesinde in vivo model olarak Drosophila
melanogaster kullanilan yayimlanmis makalelerin 2006-2015 Kasim ay1
arasinda yillik sayisi. (Alaraby vd 2016’dan uyarlanmaistir).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada CeO2 NP (<25) ve MgO NP (<50)’lerinin ve bunlarin iyonik
formlarinin D. melanogaster hatlarinda genotoksik etkilerinin arastiritlmasi amaciyla
kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) kullanilmistir. MgO ile CeO>
NP’leri ve iyonik formlarina ait dort farkli konsantrasyon (1, 2, 5 ve 10 mM) genis
spektrumda incelenmesi amaciyla uygulanmistir.

Bu cgalismada genetik degisimlerin gdzlenebilmesi igin Drosophila’da flare (flr3,
3-38.8) ve multiple wing hair (mwh, 3-0.3) belirleyici genlere sahip bireyler
kullanilmistir.

3.1. Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

Mevye sinegi veya sirke sinegi olarak adlandirilan D. melanogaster genetik
caligmalarda kullanimi1 agisindan ideal bir model organizmadir. Sadece 9-11 giinliik bir
siiregte yumurta asamasindan ergin birey haline gelmesi, basit bir sekilde kiiltiire
edilebilmesi, yiiksek iireme potansiyeli ve kolayca taninan genetik belirteclerinin olmasi
sebepleriyle bir¢ok genetik arastirmalarda tercih sebebidir (Graf vd 1992, Alaraby vd
2016).

Holometabol bécekler grubuna ait olan D. melanogaster tam bagkalagim
gecirmektedir. Optimum biiyiime sicakligi 25 °C’dir ve yasam dongiisiinii embriyonik
gelisim, birinci larval evre, ikinci larval evre, {iglincii larval evre, pupa ve yetigkin evre
olmak iizere farkli evreler gecirerek tamamlamaktadir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Drosophila melanogaster hayat dongiisii (Flagg 1988’den uyarlanmistir).

Yumurtalar beyaz, oval ve lateral taraftan biraz basik sekildedir, yaklasik 0,5 mm
uzunlugunda ve 0,2 mm capindadir. Dorsal yanin 6n ucunda iki filament bulmaktadir.
Filamentler, yumurtalarin hem 1slak bir ortama batmasini engellemekte hem de oksijen
ithtiyacin1 saglamaktadir. Bir disi ortalama 400 yumurta birakir ve yumurtalar 24 saat
icerisinde birinci larval evreye gegmektedir ardindan larvalar beslenerek biiylimekte ve
iki kere deri degistirmektedir ve her asama bir larval evre olarak adlandirilmaktadir. Her
larval evre 24 saat slirmektedir. Besin {izerinde beslenen {i¢iincii larval evredeki larvalar
kuru ve temiz bir alana yerleserek pupa evresine gegmekte ve sarimsi beyaz renkte olan
pupalar koyulasarak imagoya (gelisimini tamamlamis bdcek) doniismektedir. 4,5 giin
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pupa evresinin ardindan baskalasim gegirerek eriskin haline gelmektedir. Pupa evresi
boyunca, indiiklenen hormonlar sayesinde Drosophila’da bacak ve kanatlar olusmaya
baslamaktadir. Bu yapilar imajinal disk hiicreleri olarak zaten larvalarda bulunmaktadir.
Imajinal disk hiicrelerinin larva ve eriskindeki yerleri Sekil 3.2°de gosterilmektedir (Graf
vd 1992, Vijayalakshmi 2013).

;’ i‘[na]inal dis%
3 G\ £ N e

-~ -:}?%

Sekil 3.2. Imajinal disk hiicrelerinin Drosophila larva ve eriskinlerindeki yeri (Grewal
2013'den uyarlanmustir).

Yetigkin olarak yaklasik 3 mm uzunlugunda olan eriskin sinekler pupadan ilk
ciktiklarinda kanatlar1 kivrik haldedir birka¢ saat igerisinde agilarak normal eriskin
goriiniimiinii almaktadir. 25 °C'de eriskinler i¢in ortalama yasam stiresi 40 ila 50 giin
arasinda degismekte ve bireyler 80 giin boyunca yasayabilmektedir. Ancak fertilite yasla
birlikte azaldigindan caprazlamalarda 10 giinliikten geng¢ sinekler kullanilmaktadir.
Standart sartlar altinda (25 °C ve % 60 bagil nem) yumurtadan eriskine gelisme yaklagik
10 giin stirmektedir. Diisiik sicakliklarda yasam dongiisii uzamakta, sicaklik arttikca
yasam dongiisii kisalmaktadir ancak 30 °C’nin tistiindeki sicakliklarda pupal evrede 6lim
artmakta ayrica disilerde sterilite goriilmektedir (Graf vd 1992, Vijayalakshmi 2013).

3.2. Kullamlan Hatlarin Genetik Yapis1
Calismada kullanilan hatlarin genetik yapisi sdyledir (Lindsley ve Zimm 1992):

— Erkek bireyler: mwh/mwh
— Disi bireyler: flr® / In (3LR) TM3, ri pP sep bx **¢ &5 Bd®
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- Kisaca; flr®/ TM3, Bd®

fIr® disileri mwh disilerine gore daha fazla yumurta verimine sahip oldugundan
dolay1 disiler flr3/ TM3, Bd® hattindan se¢ilmistir ki bu da ¢alisma i¢in yeterli sayida birey
elde edilmesini kolaylastirmaktadir (Marcos ve Carmona 2013).

flr* homozigot oldugu durumlarda embriyonik evrede letaldir. Bu nedenle
heterozigotlugu saglayabilmek icin dengeleyici kromozom kullanilmaktadir. TM3
balancer (dengeleyici) kromozomu Ser (Bd® — Beaded Serrate) geni tasimaktadir. Bu
sayede sadece flr’/ TM3, Bd® bireyler hayatta kalabilmektedir (Graf vd 1984, Graf vd
1992).

mwh/mwh (erkek) ve flr® / TM3, Bd® (disi) caprazlamasindan iki tiir kusak
tiretilmektedir (Sekil 3.3). Birincisi transheterozigot sinekler (normal kanatli) bunlarda
kanat klonlar1 cesitli tipte mutasyonel olaylarla ve mitotik rekombinasyona bagh
olabilmektedir. Ikincisi ise balancer-heterozigot sinekler (serrat kanatlr), bunlarda kanat
klonlarina sadece mutasyonel olaylar sebep olmaktadir ¢linkii tiim rekombinasyon
olaylar1 TM3 dengeleyici kromozomunda bulunan ¢oklu inversiyon nedeniyle elimine
edilmektedir (Spano vd 2001). Serrat kanat ve normal kanat goriiniimii Sekil 3.4’te
gosterilmistir.

d mwh + + + fi o+ Q
—+o— —+o—
L L L x 1 L L
1 1 | 1 1 |
mwh + + + o+ BdS
mwh + + mwh + +
—t+o— —t+o—
—+— —+—
+  fi? + + o+ Bds
mwh/flr> Genotipli Normal Kanat mwh/Bd® Genotipli Serrat Kanat
Transheterozigot |Dengelenmi§ Heterozigot |

Sekil 3.3. mwh/mwh ve flr¥/TM3, Bd® bireyleri arasindaki ¢aprazlamala sonucu
dengelenmis heterozigot mwh/Bd® ve transheterozigot mwh/flr® bireylerin elde
edilmesi (Graf vd 1984’den uyarlanmistir).
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Serrat Kanat Normal Kanat
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Sekil 3.4. Drosophila melanogaster serrat ve normal kanat gortiniimii (Chyb ve Gompel
2013’den uyarlanmaigtir).
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Kanat hiicre belirtegleri (Sekil 3.5):

— mwh/mwh : Tek bir trikom yerine her bir hiicrede birden fazla kanat kil
fIr¥/flr® : Uzun ince trikom yerine kisa ve hatal1 kanat killari

Gl oy A ] A
\/? \,M ol MM J‘b" AJ’ ,:M uA

J / /P- J . J
s 47
-~ # > L3
Sekil 3.5. Kanat trikomlarmin goriiniimii a. normal, b. farklilasmis fakat ne flr® ne de

mwh olarak siniflandirilmayacak trikomlar, c. mwh trikomlar, d. flr® genotipe
ait trikomlar (Graf vd 1984, Graf vd 1992).

SMART igin kullanilan flr®, mwh ve Bd® genleri Drosophila’nin 3. kromozom
tizerinde bulunmaktadir. 3. kromozom Drosophila’nin en biiyiik kromozomudur ve bu
belirleyici genler arasindaki mesafe olduk¢a uzaktir. Bu nedenle hem rekombinasyonun
hem de mutasyonlarin biiytik aralikta incelenmesine olanak saglamaktadir (Graf vd 1984,
Graf vd 1992).

mwh klonlar1 delesyon, nokta mutasyon, rekombinasyon ve ayrilmama sonucu
olusmaktadir (Sekil 3.6). Buna karsin gerek flr® klonlar gerekse ikiz klonlar flr® geni ile
sentromer arasinda gerceklesen rekombinasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Tek tip ve ikiz klonlarin olusumuna yol acan farkli genotoksik olaylar1 gosteren
genetik anomaliler (Graf vd 1984’den uyarlanmistir).
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3.3. Drosophila melanogaster Hatlarimin Kiiltiirii

Farkli calisma laboratuvarlarinda farkli besin ortamlari kullanilmaktadir. Ancak
genel itibariyle standart olarak kullanilan Drosophila besini misir unu, seker, maya, agar,
su ve bakterisidal asit karistmindan olusmaktadir (Graf vd 1992).

Misir unu 104 gr

— Seker 94 gr
— Maya 19 gr
— Agar Sor

— Distile su 1020 ml

—  Asit Karigim1 6 ml

—  Orto-fosforik asit (Merck) 83 ml
» — Pirepiyonik asit (Aldrich) 836 ml
108 ml

Distile su

Drosophila besininin hazirlanmasinda 6ncelikle bir pisirme kabina asit karigimi
haricinde tiim malzemeler hazirland1 ve iyice kaynayana kadar kisik ateste stirekli
karistirillarak pisirildi. Kaynadiktan sonra yiiksek ateste 1-2 dk daha karigtirilarak
pisirildikten sonra ates iizerinden alind1. Igerisine besinin kontamine olmasini engellemek
amactyla daha 6nceden hazirlanmis asit karisimi eklendi ve bir yandan da karistirilarak
asitin homojen bir sekilde besin igerisinde dagilmasi saglandi. Ardindan besin
katilagsmadan hala sicakken kiiltiir siselerine (200 ml) 1 cm kalinhiginda dokiildii. Siselerin
tizeri kurutma kagidi ile kapatilarak siselerin icerisindeki buharin ¢ikmasi saglandi.
Sonrasinda siselerin agzi siingerle kapatildi. Hazirlanan besinler kuruduktan sonra
dollenmemis (virjin) yeterince disi segilebilmesi igin kiiltiir zenginlestirildi. Kiiltiir
iklimlendirilmis kiiltiir ortaminda 25 + 1 °C’de % 60 bagil nem ortamina yerlestirildi.

Hazirlanan besinler uzun siire kullanilmadan beklendiginde besin fazla kuruyup
cekilerek siseden ayrilip diisebilmektedir bu sebeple en ge¢ bir hafta igerisinde
kullanilmasina dikkat edilmelidir.

Kiiltiire alinan bireyler kuru besin {izerine yumurta birakip yasam evrelerini takip
ederek pupadan ergin hale gelmeye baslamaktadir. Pupadan ¢iktiktan kisa siire sonra
erkek bireyler eseysel olgunluga ulagmakta ve disileri d6lleyebilir hale gelmektedir. Disi
bireyler ise daha yavas olgunlastiklarindan pupadan ¢iktiktan yaklagik 6-12 saat sonra
verimli hale gelmektedir. Disiler eseysel olgunluga ulastiktan sonra tekrar tekrar farkl
erkeklerle c¢iftlesebilmekte ve spermleri ventral haznesinde saklayarak sonraki
zamanlarda da yumurtalar1 dollemek i¢in kullanmaktadir. Bu sebeple yapilacak olan
caligmalarda genetik caprazlama yapmadan once kullanilacak olan disi bireyin istenilen
ozellikteki erkek bireyle ¢iftlesmesini saglayabilmek icin virjin disi se¢iminin yapilmasi
onem tasimaktadir (Graf vd 1992).
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Virjin se¢mi igin Oncelikle kiiltiirdeki tiim ergin bireylerin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Kiiltiirde tek bir erkek ya da disi kalmadigindan emin olunmalidir. 4-6
saat sonrasinda kiiltirde pupadan c¢ikan sineklerden disi bireyler heniiz erginlige
ulasmamus virjin disiler olmaktadir. Istenilen dzellikteki erkekler istenilen herhangi bir
zamanda toplanabilmektedir. Pupadan ¢ikan bireylerden virjin se¢imi ya da disi erkek
ayrimi anestezi altinda gergeklestirilmektedir. Anestezi i¢in CO. ya da eter
kullanilmaktadir. Ancak bizim ¢alismamizda eter, kullaniminin daha basit ve kullanish
bir yol olmas1 nedeniyle tercih edilmistir.

Kiiltiirdeki tim ergin bireylerin uzaklastirilmasindan sonraki 4 saat sonunda
kiiltiirde pupadan ¢ikan sinekler besin ortamindan bos bir siseye aktarildi. Plastik bir tiip
icerisine pamuk konularak bu pamuk bir miktar eterle 1slatildi ve bu tiip igerisindeki hava
sineklerin bulundugu besinsiz sise icerisine sinekler bayilana kadar pompalandi. Bayilan
sinekler bir cam plaka tizerine dokiilerek yumusak bir firca yardimiyla disi erkek ayrimi
yapilarak virjin disiler secildi. Segilen disiler yeni taze besin bulunan siseye konuldu.

3.4. Transheterozigot Larvalarin Elde Edilmesi

Taze besine segilerek konulan virjin flr® disilerinin yanina geng mwh erkekleri
secilerek konuldu. Ayrica her bir uygulama tiipline konulmak iizere yeteri kadar larva
elde edilebilmesi icin 40 disi ve 40 erkek olacak sekilde bireyler ¢caprazlama siselerine
alinarak ciftlesmeleri saglandi. Bu calismada flr¥/TM3, Bd® ve mwh/mwh genetik yapili
bireylerin ¢aprazlanmasi ile elde edilen transheterozigot larvalar kullanildi.

Caprazlanan bireyler en az 1 giin aym ortamda birakilarak dollenmenin
gergeklemesi saglandi. Daha sonra bireyler yeni besin ortami1 bulunan siselere aktarilarak
8 saat boyunca bu besinlere yumurtlamalar1 beklendi. 8 saat sonunda bireyler tekrar eski
siselerine geri alind1. Boylece ayni larval evrede transheterozigot (mwh/flr®) larvalar elde
edilmis oldu.

3.5. Deney Gruplari

Yapilan ¢alismada MgO NP, MgO ve CeO: iyonik formu % 1 asetik asit, CeO-
NP distile suda ¢oziilerek derisimleri hazirlandi. Bu sebeple % 1 asetik asit ve distile su
negatif kontrol grubu olarak degerlendirildi. Ayrica, deney sisteminin ¢alistigini
gostermek amaciyla, daha 6nceki ¢alismalarimizda mutajenik etkisi teyit edilmis olan Etil
Metan Siilfonat (EMS)’nin 1 mM’lik derisimi pozitif kontrol olarak kullanildi.

Bu ¢alisma kapsaminda CeO2 ve MgO NP’lerinin ve iyonik formlarinin 6zellikleri
Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal adx
CAS numarasi

Boyut

Linear Formiil

Seryum oksit = Cerium oxide = Ceria
1306-38-3
<25 nm

Suda agirlik¢a % 10 dispersiyon

Seryum oksit = Cerium oxide = Ceria
1306-38-3
Iyonik form

>% 99

Magnezyum oksit = Magnesium oxide
1309-48-4
<50 nm (BET)

Magnezyum oksit = Magnesium oxide
1309-48-4
Iyonik form

>% 98

Mg=—0

Calismada kullanilan CeO2 NP (<25) ve MgO NP (<50)’leri ticari tedarikgisi
Sigma-Aldrich’ten satin alindiktan sonra, biyiikliik dagilimi ve zeta potansiyellerinin
Ol¢iimii ile karakteristik Ozellikleri belirlenmistir. Kullanilan nanopartikiil boyutlar
FETEM/JEOL JEM2100F model cihaz Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile
Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvarinda goriintiilenmistir. Bu NP’lerin
partikiil biiylikliik dagilimlar1 ve zeta potansiyel ol¢climleri Malvern Zetasizer Nano-ZS
model cihaz (Sekil 3.7) ile Akdeniz Universitesi Kimya Boliimii biinyesinde
gergeklestirilmistir. Bu NP’lerin iyonik formlar1 da iiniversitemizin kimya boliimiinden

temin edilmistir.
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Sekil 3.7. Nanopartikiillerin partikiil boyutu ve zeta potansiyel dl¢limiiniin yapildigt
Malvern Zetasizer Nano-ZS model cihaz (Orijinal).

3.6. Kimyasal Uygulamalari

SMART igin uygulama siiresi ve zamani agisindan farkli uygulama sekilleri
bulunmaktadir. Cesitli olast uygulama zamanlamalar1 Sekil 3.8'de verilmistir. (Graf vd
1984 ve Guzman-Rincon vd 2001). Graf (1995) ¢alismasinda D. melanogaster’in kanat
hiicrelerindeki mutant klonlarin indiiksiyonu ve mutajen uygulama siiresi arasindaki
iligkinin aragtirilmasi sonucunda indiiksiyon zamant ile klon frekanslar1 arasinda net bir
korelasyon oldugu sonucuna varmis ve buradan yola ¢ikarak SMAR Testinde larvaya
mutajen uygulamasi i¢in en uygun zamanin 3. larval evrenin baslangici olan 72. saat
oldugunu ortaya koymustur. Calismamizda da kimyasal uygulamalar1 72 + 4 saatlik
larvalarla yapilmistir.
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Larva | | | | | |
vast
(saat) 0 24 48 72 96 120 10 giin

Antimutajenler

Mutajenler

Antimutajen/Mutajen —— RN

Antimutajenler —

Antimutajen + Mutajen

Sekil 3.8. SMART i¢in gesitli olas1 uygulama zamanlamalar1 (Guzman-Rincon vd
2001'den uyarlanmistir).

Kullanilan NP’lerin hazirlanmasi asamasinda ise CeO2 NP’leri distile su, MgO
NP’leri ve MgO ile CeO2 iyonik formlar1 % 1°lik asetik asit i¢erisinde ¢oziildiikten sonra
1 saat stireyle sonikator (Bandelin-Sonorex) (Sekil 3.9 a.) igerisinde bekletilerek partikiil
dagilimmin homojen olmast saglandi ve uygulamalar yapildi. Elde edilen
transheterozigot larvalar 72 + 4 saatlik olduklarinda iginde bulunduklari siseler gesme
suyu altinda yikandi. Ince gdzenekli elekten siiziilerek elde edilen larvalar kullanilan
kimyasal derisimlerinin 9 ml’si ile 1slatilmig olan hazir Drosophila hazir besini
(Drosophila Instand Medium, yaklasik 4.5 gr) bulunan uygulama tiiplerine 1-2 spatiil
konularak maruz birakildi (Sekil 3.9 b.).

Analizlerde asagidaki sekilde bir yol izlendi:

1. Birinci grupta, 72 +4 saatlik larvalar sadece MgO NP 4 farkli dozuna (1, 2, 5
ve 10 mM) maruz birakildi.

2. Ikinci grupta, 72 + 4 saatlik larvalar sadece MgQ'in iyonik formunun 4 farkli
dozuna (1, 2, 5 ve 10 mM) maruz birakildi.

3. Ugiincii grupta, 72 + 4 saatlik larvalar sadece CeO2 NP 4 farkli dozuna (1, 2,
5 ve 10 mM) maruz birakildi.

4. Dordiincii grupta, 72 + 4 saatlik larvalar sadece iyonik formdaki CeOz'in 4
farkli dozuna (1, 2, 5 ve 10 mM) maruz birakildu.
5. Pozitif kontrol olarak 1 mM EMS ve negatif kontrol olarak nano ve iyonik

formlarin derisimlerinin hazirlanmasinda kullanilan distile su ve % 1°’lik asetik
asit 72 + 4 saatlik larvalara uygulandi.
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Tiim uygulamalardan sonra uygulama tiiplerinin agz1 siingerle kapatilarak ergin
bireyler olusuncaya kadar sicaklik ayarl iklim odasinda (25 + 1 °C) tutuldu.

Sekil 3.9. a. Sonikator uygulamasi, b. Kimyasal uygulanmis uygulama tiipleri.
(Orijinal)

3.7. Kanat Preparatlarinin Hazirlanmasi

Uygulamadan sonra 25 °C ve % 60 bagil nem ortamina sahip iklim odasina
kaldirilmis olan uygulama tiiplerinden pupadan eriskin hale gelen bireyler eterle
bayiltarak toplandi ve % 70’lik alkol igerisinde kanat preparatlari hazirlanana kadar +4
°C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edildi. Alkol i¢erisinde bulunan sineklerden normal
kanath bireyler tesadiifi olarak segilerek stereo mikroskop (Nikon SMZ645) altinda
distile su igerisine segildi. Se¢ilen sinekler birer birer olmak {izere ¢ukur camin ortasina
damlatilan bir damla faure soliisyonu igerisine alind1 ve faure soliisyonu igerisindeki bir
sinegin kanatlar1 ince u¢lu (Dumont # 5) pens ve diseksiyon ignesi yardimiyla dikkatli bir
sekilde sinegin viicudundan, kanat tizerindeki trikomlara zarar vermeden kopartildu.
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Faure soliisyonu:

— Distile su 50 ml
— Gum arabic (Aldrich) 30gr
— Kloral hidrat (Merck) S0gr
— Gliserol 20 ml

Koparilan bir sinegin kanat cifti kanada zarar vermeden kanadin viicuda
tutundugu bdlgeden pensle tutularak yan yana olacak sekilde lam iizerine yapistirildi. Bu
isleme sirayla sayilacak biitiin kanatlar tamamlanana kadar devam edildi. Bir lama 8’erli
3 sira halinde 24 bireyin kanadi (48 kanat) yapistirildi ve her uygulama dozu i¢in 80 kanat
sayilacagindan 2’ser preparat hazirland1 (Sekil 3.10).

W Wy M umn
VEW OB WO N
U W @ W M oW

Sekil 3.10. Kanat preparatlarinin hazirlanmasi (Orijinal)

Hazirlanan preparatlar 1 giin boyunca bir petri kutusu igerisinde toz almayacak
sekilde saklanarak kurumasi saglandi. Sonrasinda lamin ortasina birka¢ damla faure
soliisyonu damlatilarak lamel (24x60mm) ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatildi
ve havlu kagida sarilarak tizerine yaklagik 30 gr agirliginda bir metal blok konulup 1-2
giin kanatlarin diizlesmesi beklendi. 2 giiniin sonunda havlu kagidindan ¢ikarilan lamin
kenarindan tasan fazla faure su yardimiyla temizlenerek sayima hazir bir sekilde
preparatlar elde edildi.

3.8. Kanat Preparatlarinin Analizi

Hazirlanan kanatlar 151k mikroskobu (Nikon YS100) altinda 40X10 biiyiitme
altinda incelendi. Kanadin her iki yiiziindeki trikomlari gorebilmek icin ince ayarla
oynamilarak flr® ve mwh klonlar tespit edildi ve bunlarin kayitlar1 tutuldu. Hem klon
tespitinde hem de kayitlarin tutulmasinda kolaylik saglamasi agisindan kanatlar
iizerindeki sektorler A, B, C, C, D, D' ve E boliimlerine ayrildi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Kanat sektorlerinin sematik goriiniimii (Orjinal)

Uciincii larval evrede (72 saatlik larva) kanatlar1 olusturacak imajinal disk
hiicreleri yaklasik 24.400 tane bulunmaktadir. Boylece uygulama yapilan her bir larvada
24400 hedef hiicre bulunmakta ve larvalarin gelisimiyle hedef hiicreler daha da
cogalmaktadir. Bu hedef hiicrelerden birinde olusacak mutasyon, hiicrelerin
boliinmesiyle mutant klon olarak goriilmektedir (Kaya 2000).

Indiiklenen mutasyonlar hayatta kalan yetiskinlerin kanatlarinda ya mwh ya da flr®
fenotipi gdsteren tek tip klonlarina neden olmaktadir. indiiklenen rekombinasyon ise mwh
ve flr® ikiz klonlar1 ve belli bir dereceye kadar mwh tek tip klonlarina neden olmaktadar.
Frekansin ve klonlarin farkli kategorilerde kaydedilmesi mutajenik ve rekombinojenik
etkilerin nicel olarak belirlenmesini saglamaktadir (Graf vd 1984).

Mutant klonlarin smiflandirilmas: su sekildedir (Graf vd 1984, Marcos ve
Carmona 2013).

— Kiigtik tek tip klon
— Biiytik tek tip klon
— Ikiz klon

Kiigiik tek tip klonlar sadece 1-2 tane mwh klonundan olusurken (Sekil 3.12)
biiyiik tek tip klonlar 3 ve 3’ten fazla mwh klonlar1 (Sekil 3.13) ile 4 ve 4’ten fazla flr®
klonlarindan (Sekil 3.14) olusmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢calismalarda tek basina 4’ten
az olan flr® klonlarmin varyasyon nedeniyle gergeklesebildigi belirtildiginden dolay1 bu
calisma goz oniinde tutularak sadece 4 ve 4’ten fazla olan flr® klonlar1 degerlendirmeye
alind1 (Szabad vd 1983). ikiz klonlar ise hem mwh hem de flr® klonlarmin bir arada ayn1
klon igerisinde bulundugu klonlardan olusmaktadir (Sekil 3.15). Iki klon arasinda ii¢ ya
da daha fazla yaban tip trikom siras1 varsa iki farkli klon olarak degerlendirildi. (Graf vd
1984, Marcos ve Carmona 2013).
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Sekil 3.14. Biiyiik tek tip flr® mutant klonlarmn gériiniimii (Orijinal)

Sekil 3.15. Ikiz mutant klonlarin gériiniimii (Orijinal)
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3.9. Klon Indiiksiyon Frekansinin Hesaplanmasi

Mutajenin etkinligi, mutajene maruz kalan ve klon indiiksiyonunun gergeklestigi
hiicrelerin frekansi ile karakterize edilebilmektedir. Kronik uygulamalarda her hiicrede
ve her hiicre boliinmesindeki ortalama indiiksiyon frekansi asagidaki formiil ile
hesaplanmaktadir (Szabad vd 1983). Formiil (3.1) bagintisinda verilmistir.

__n 5
f= rC x10 (3.1)

Sadece mwh klonlar gz Oniine alinirsa, denklemdeki f mwh klonlarin
indiikksiyonunun ortalama frekansini, n gozlenen toplam mwh klon sayisini, N analiz
edilen kanat sayisint ve C bir kanat iizerindeki incelenebilecek hiicre sayisini
gostermektedir.

3.10. Verilerin Degerlendirilmesi

Sayimlar sonucunda elde edilen veriler Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi i¢in hazirlanmis olan bilgisayar paket programi (MICROSTA)
yardimiyla degerlendirildi. Degerlendirme yapilmadan once iki farkli hipotez kuruldu.
Orijinal (null) hipotez (Ho)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
fark olmadigi varsayildi. Alternatif hipotez (Ha)’de ise uygulama grubundaki indiiklenen
mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayildi. Orjinal ve
alternatif hipotezler Binomial Sartl Test kullanilarak hesaplandi. Hesaplama sonucunda
eger uygulama grubundaki (nt) mutant sektor sayisi ¢izelge degerine esit veya biiylikse
Ho red edildi. Ayn1 sekilde, kontrol grubundaki (nc) mutant sektor sayisi eger ¢izelge
degerine esit veya biiylikse Ha red edildi. Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya
red edilmesine karar verilirken Kastenbaum ve Bowman (1970) cizelgesinden
yararlanildi. Degerlendirmenin nasil yapildig1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir (Selby ve
Olson 1981, Frei ve Wiirgler 1988).
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Cizelge 3.2. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

Ha
HIPOTEZLER KABUL RED
(1-B) B
KABUL Onemsiz Fark Negatif

(0 | P=(La)I-B-l-a-prap | P=(1-wB=p-p
Ho

RED Pozitif Zayif Pozitif

(o) P=a(1-B)=a—0af P=0f

Bu degerlendirmelerle sonuglar; Ho ve Ha’nin kabul veya red edilmesine gore
Cizelge 3.2 kullanilarak pozitif (+), zayif pozitif (z), onemsiz fark (i) veya negatif
(-) olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. D. melanogaster Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Kullanilarak
Genotoksisitenin Belirlenmesi

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
genotoksik potansiyelleri degerlendirilen CeO2 ve MgO NP’leri ve iyonik formlarinin
uygulamalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.1 ve 4.2°de goOsterilmistir. Tim
uygulamalar 72 + 4 saatlik transheterozigot larvalarla gergeklestirilmistir. Degerlendirme
asamasinda her bir derisim i¢in, 40 normal kanatli bireyin kanat preparatlar1 hazirlanarak
incelenmistir.

Bu tez caligmasi kapsaminda CeO2 NP konsantrasyonlari distile su ile MgO NP,
CeO2 ve MgO iyonik formlarinin konsantrasyonlart % 1’lik asetik ile hazirlandig1 i¢in
distile su ve asetik asit negatif kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Distile su
uygulamasinda, preparati yapilan 80 kanatta 23 adet kiigiik tek tip klon, 2 adet biiyiik tek
tip klon, 3 adet ikiz klon olmak tizere toplam 28 adet klon belirlenmistir. Distile su
uygulamasinda klon indiiksiyon frekansi ise 1.43 olarak hesaplanmistir.

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan ve daha 6nceki ¢aligmalarda (Graf
vd 1984, Kaya 2000) genotoksik oldugu belirlenmis olan Etil Metan Siilfonat (EMS)
uygulamalarinin sonucunda, distile su ile karsilastirildiginda tiim klon tiplerinde (kiigiik
tek tip klon, biiyiik tek tip klon, ikiz klon, toplam mwh klon ve toplam klon) pozitif
sonuclar gdzlenmistir.

4.1.1. CeO2 NP ve CeO: iyonik form uygulamalar:

% 1’lik asetik asit uygulamasinda, incelenen 80 kanatta 16 adet kiiciik tek tip klon,
2 adet biiyiik tek tip klon olmak {izere toplam 18 adet klon belirlenmistir. CeO2 iyonik
formunun ¢oziiciisii olan asetik asit kontrol grubu distile suya oranla istatistiksel olarak
anlamli pozitif sonug¢ gozlenmemistir. CeO> iyonik formu kontrol grubu olan % 1°lik
asetik asit ile karsilastirildiginda sadece en yiiksek dozunda (10 mM) kii¢iik tek tip,
toplam klon ve toplam mwh klon parametreleri agisindan pozitif sonu¢ gézlenmistir.
Diger dozlarda (1, 2 ve 5 mM) tiim parametreler acisindan istatistiki olarak 6nemli bir
sonu¢ gozlenmemistir (Cizelge 4.1).

CeO2 NP ([122nm) uygulama sonuglar1 kontrol grubu distile suya gore kiigiik tek
tip, ikiz kolon, toplam mwh klon ve toplam klon parametreleri agisindan tiim uygulama
dozlarinda negatif sonu¢ gozlenmistir (Cizelge 4.1). Ayrica CeO2 NP uygulamasinda 1,
2 ve 5 mM’lik derisimler icin biiyiik tek tip klonlar kategorisinde elde edilen sonuglar
kontrol grubu ile ayni iken 10 mM’lik derisimde bir miktar artis gézlenmistir ancak bu
art1s istatistiksel onemde anlamli bir sonu¢ olmadig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. Drosophila melanogaster’in 72 + 4 saatlik transheterozigot larvalarmin normal kanatl bireylerinde (mwh/flr®)
CeO2 NP’leri ve iyonik formunun genotoksik etkileri

- . Biiyiik tek tip Klon
Derisimler (mM) g;ngi Kuf(lllgnt; l; tp klonlar Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar  Indiiksiyon
3 (Kl) (12 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) klonlar (m=2) (m=2) Frekanst
(m=5) (10°hiicre)

No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D.

Normal Kanat
Distile Su 80 23 (0.29) 2 (0.02) 3 (0.04) 28 (0.35) 28 (0.35) 1.43
% 1 Asetik Asit 80 16 (0.20) - 2 (0.02) i 0 (0.00) - 18 (0.22) - 18 (0.22) - 0.92
1 mM EMS 80 129 (1.61) + 21 (0.26) + 9 (0.11) + 157 (1.96) + 159 (1.99) + 8.04

CeO; (iyonik form) dozlar1 (mM)

1 80 22 (0.28) i 3 (0.04) i 0 (0.00) i 25 (0.31) i 25 (0.31) i 1.28
2 80 22 (0.28) i 4 (0.05) i 4 (0.05 i 29 (0.36) i 30 (0.38) i 1.49
5 80 19 (0.24) i 7 (0.09) i 1 (0.01) i 27 (0.34) i 27 (0.34) i 1.38
10 80 28 (0.35) + 4 (0.05) i 1 (0.01) i 33 (041) + 33 (0.41) + 1.69
CeO2 NP (~22 nm) dozlar1 (mM)
1 80 15 (0.19) - 2 (0.02) i 0 (0.00) - 14 (0.18) - 15 (0.19) - 0.72
2 80 18 (0.22) - 2 (0.02) i 0 (0.00) - 20 (0.25) - 20 (0.25) - 1.02
5 80 16 (0.20) - 2 (0.02) i 2 (002 - 20 (0.25) - 20 (0.25) - 1.02
10 80 15 (0.19) - 6 (0.08) i 1 (0.01) - 22 (0.28) - 22 (0.28) - 1.13

No., klon sayisi; Fr., frekans; D., istatistik sonuglarinin gosterimi (Frei ve Wiirgler 1988);  +, pozitif; -, negatif; i, Onemsiz fark;
m= ¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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4.1.2. MgO NP ve MgO iyonik form uygulamalari

MgO iyonik formu kontrol grubu olan % 1’lik asetik asit ile karsilastirildiginda
uygulama dozlarindan SmM haricinde diger dozlarda (1, 2 ve 10 mM) toplam klon ve
toplam mwh klon parametreleri agisindan pozitif sonug¢ gozlenmistir. Diger parametreler
(kiictik tek tip, bliyiik tek tip ve ikiz klon) agisindan tiim dozlarda istatistiki olarak 6nemli
bir sonug gézlenmemistir. Ayrica MgO iyonik formu kontrol grubu ile karsilastirildiginda
biiyiik tek tip klon kategorisinde gozlenen mutant klon sayisi 1 ve 2 mM’lik derisimlerde
kontrol grubu ile ayn1 sayida iken, 5 mM ve 10 mM’da biraz daha fazla oranda mutant
klon gbzlenmis ancak bu artigin istatistiki olarak énemli olmadigi bulunmustur (Cizelge
4.2).

MgO NP (~11nm) uygulama sonuclar1 kontrol grubu % 1’lik asetik asite gore
sadece en yiiksek dozunda (10 mM) kiiciik tek tip, toplam mwh klon ve toplam klon
parametreleri agisindan pozitif sonu¢ gozlenmistir. MgO NP’leri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 1, 2 ve 5 mM’lik derisimlerde toplam mutant klon sonuglari birbirine
yakin iken derisim artinca (10 mM’lik derisimde) mutant klonlarin arttig1 gériilmektedir.
5 mM’lik derisimde sonuglarin kii¢iik tek tip klon, toplam mwh klon ve toplam klon
parametreleri bakimidan negatif oldugu bulunmustur ancak yine bu parametrelerin
frekanslarina bakildiginda kontrol grubu ile olduk¢a yakin frekansta oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.2).

37



8¢

Cizelge 4.2. Drosophila melanogaster’in 72 + 4 saatlik transheterozigot larvalarmin normal kanatl bireylerinde (mwh/flr®) MgO NP ve
iyonik formunun genotoksik etkileri

- . Biiyiik tek tip Klon
.. Kanat Kiigiik tek tip klonlar Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar  indiiksiyon
Derigimler (mM) Sayist klonlar I _ Klonl _ _
(N) (12 cells) (M=2) (> 2 cells) (m=5) onlar (m=2) (m=2) Frekansi
(m=5) (10° hiicre)
No.  Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D No. Fr. D. No. Fr. D.
Normal Kanat
Distile Su 80 23  (0.29) 2 (0.02) 3 (0.04) 28 (0.35) 28 (0.35) 1.43
% 1 Asetik Asit 80 16 (0.20) - 2 (0.02) i 0 (0.00) - 18 (0.22) - 18 (0.22) - 0.92
1 mM EMS 80 129 (1.61) + 21 (0.26) + 9 (011 + 157 (1.96) + 159 (1.99) + 8.04
MgO (iyonik form) dozlar1 (mM)
1 80 36 (0.45) + 2 (002 i 0 (0.00) i 38 (0.48) + 38 (0.48) + 1.95
2 80 27 (0.34) i 2 (002 i 2 (0.02) i 31 (0.39) + 31 (0.39) + 1.58
5 80 18 (0.22) i 4 (0.05) i 1 (0.01) i 22 (0.26) i 23 (0.29) i 1.13
10 80 27 (0.34) i 5 (0.06) i 0 (0.00) i 32 (0.40) + 32 (0.40) + 1.64
MgO NP (~11 nm) dozlar1 (mM)
1 80 22 (0.27) i 2 (002 i 1 (0.01) i 24 (0.30) i 25 (0.31) i 1.23
2 80 22 (0.28) i 3 (0.04) i 1 (0.01) i 26 (0.32) i 26 (0.32) i 1.33
5 80 12 (0.15) 5 (0.06) i 0 (0.00) i 17 (0.21) 17 (0.21) 0.87
10 80 28 (0.35) + 6 (0.08) i 0 (0.00) i 34 (042) + 34 (042) + 1.74
No., klon sayisi; Fr., frekans; D., istatistik sonuglarinin gosterimi (Frei ve Wiirgler 1988);  +, pozitif; -, negatif; i, Onemsiz fark;

m= ¢arpim faktori;

olasilik diizeyi= 0.05.
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4.2. CeO2z NP Karakterizasyonu, Partikiil Biiyiikliik Dagilim ve Zeta Potansiyel
Ol¢iimleri

Sekil 4.1. CeO2 NP’lerinin TEM goriintiileri
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Sekil 4.2. CeO2 NP’lerinin partikiil biiytikliik dagilimi
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Sekil 4.3. CeO2 NP’lerinin partikiil biiytiklik dagilimi
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Sekil 4.4. CeO2 NP zeta potansiyeli.
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4.3. MgO NP Karakterizasyonu, Partikiil Biiyiikliik Dagilim1 ve Zeta Potansiyel
Olgiimleri

Sekil 4.5. MgO NP’lerinin TEM goriintiileri
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Sekil 4.6. MgO NP’lerinin partikiil biyiiklik dagilim1
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Sekil 4.7. MgO NP’lerinin partikiil boyut dagilimi
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Sekil 4.8. MgO NP zeta potansiyeli
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5. TARTISMA

Nanoteknoloji, gida, askeri, enerji, ilag, tibbi ve kozmetik endiistrileri dahil bir¢ok
endiistride yaygin sekilde kullanilmaktadir (Niska vd 2015). Nanopartikiillerin 100 nm
ve daha kiiciik boyutlardaki benzersiz davraniglart onlar1 diinya ekonomisinin neredeyse
her sektoriinde yeni materyal ve uygulamalarin gelistirilmesi i¢in cazip kilan bir
ozelliktir. NP’lerin kii¢iik boyutlar1 nedeniyle yiizey alanlari, diger biiyliik boyutlu
partikiillere gore cok daha fazladir bu sayede bir uygulama i¢in daha az malzeme
kullanimina olanak saglamakta boylece dogal kaynaklarin, enerjinin ve paranin
harcanmasinda tasarrufa imkan vermektedir. Buna ek olarak, parcaciklar nano boyutta
sentezlendiklerinde boyut ve/veya yapt nedeniyle bazi temel kimyasal ve fiziksel
ozellikleri de degismektedir. Ornegin TiO2 kaplama malzemeleri, boya ve dis macunu
gibi tiiketici tirlinlerinde yaygin olarak kullanilan beyaz bir pigment iken nano boyutta
uretildiginde seffaf hale gelir ve gilinesten koruyucu, ultraviyole isinlarina dayanikli
kaplamalari seffaf yapmak i¢in kullanilmaktadir (Shatkin 2013). Metal oksit NP’leri, en
cok kullanilan nanomalzeme g¢esitleri arasinda yer almaktadir. Metal oksit NP’leri
ozellikle kataliz, ¢cevresel iyilestirme, sensorler ve kisisel bakim iirlinlerinin iiretiminde
kullanilmaktadirlar (Niska vd 2015). Fakat kullanimlar ile birlikte biyolojik sistemleri
(insanlar ve ¢evre) de etkileyecek sekilde davranis sergileyip sergilemeyecegi gibi
sorunlar1 da beraberinde getirmektedir.

Bu tez kapsaminda da CeOz ve MgO NP’lerinin ve bu nanopartikiillerin
tiretiminde ¢ikis maddesi olarak kullanilan iyonik formlarinin potansiyel genotoksik
etkileri Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile
degerlendirilmistir.

Bugiine kadar partikiil toksisitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalardan elde edilen
sonuglardan yola ¢ikilarak yapilan tahminler, partikiil toksisitesinin kiigiik partikiil
boyutu ve genis reaktif yiizey alanina sahip olmasindan kaynaklandigini ortaya
koymaktadir (Xia vd 2008, Rosenkranz vd 2012). Partikiil boyutu azaldik¢a molekiillerin
yilizey alan1 katlanarak artmaktadir. Yiizey alaninin 6nemi nano boyutlu partikiillerin
kimyasal ve biyolojik aktivitelerinin arttirilmasi agisindan Snemlidir. Artan biyolojik
aktivite pozitif (antioksidan aktivite, terapotik i¢in tasiyici kapasite) ve negatif (toskisite,
oksidatif stresin indiiklenmesi, hiicresel islev bozuklugu) veya her iki 6zelligi birden
gosterebilmektedir (Oberdorster vd 2005). Yasamin temel yapi tasi olan DNA sadece
birkag nanometre genislikteki molekiillerden olusur. Onemli olan nokta sudur ki
nanopartikiiller ve nanoboyutlu malzemeler DNA ile ayn1 boyut araligina sahiptir ve bu
sebeple bu NP’ler daha biiylik parcaciklarin yapamayacagi sekilde genetik materyalle
etkilesime girerek farkli tepkiler verebilmektedir (Shatkin 2013). Her organizma i¢in
ortak yap1 olan genetik materyalin korunmasi gelecek nesillerin saglikli olmasi
bakimindan 6nemlidir. Memeliler lizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda NP'lerin inhale
edildikten veya yutulduktan sonra kan yoluyla sistemik etkilere neden olabildigi ve bazi
NP'lerin dogrudan deriye niifuz edebildigi gosterilmistir (Johnston vd 2010, Niska vd
2015). Nanopartikiiller hiicrelere kolayca girebildigi ve ¢evrede birikebildiginden insan
sagligina ve ekosisteme kars1 potansiyel bir risk tasimaktadir (Lofrano vd 2016). NP’lere
maruz kalinmasi sonucunda diger ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarda oldugu gibi maruz
kaliman NP’lerin de genotoksisiteyi indiikleyebilme yetenekleri vardir (Singh vd 2009).
Ayrica NP’lerin toksikolojik ¢aligmalarinin bir¢ogunda da ROS {iretimini arttirdigt ve
oksidatif stresin uyarilmasina neden oldugu sonuglarina ulasilmasi da dikkat ¢ekicidir
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(Nel vd 2006, Eom ve Choi 2009). Insan viicudunda patolojik kosullar altinda veya
normal metabolizma sirasinda olusan serbest radikallerin zararl etkileri viicuttaki farkli
dogal savunma mekanizmalar1 (siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz,
katalaz, peroksidaz vb.) tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir ancak yetersiz kaldigi
durumlarda bulunmaktadir (Koca ve Karadeniz 2005) ve bu durumda ¢esitli genetik
hasarlar olusabilmektedir (Singh vd 2016b). Nanopartikiillerde boyut kiiciildiik¢e yiizey
alan1 ve hacimde azalma olmakta ancak yiizey alani/hacim oraninda belirgin bir artig
bulunmaktadir. Pargaciklarin ylizey kimyasi dogrudan ROS olusumuna neden
olabilmektedir (Singh 2016c¢). Bu nedenle ROS iiretimi ve oksidatif stres hasar1 NP
toksisitesi i¢in bir paradigma haline gelmistir (Xia vd 2008). ROS ve RNS (reaktif azot
tiirleri)’nin, tretimi, birikimi ve detoksifikasyonu arasindaki dengesizlik, oksidatif stres
olarak adlandirilmaktadir (Singh 2016b). ROS, DNA hasari, gen mutasyonu, MN,
kromozom bozukluklari gibi olaylarla genotoksisiteye neden olabilmektedir (Kumari vd
2014). Ayrica apoptotik siiregte 6nemli bir faktordiir ve agirt ROS {iretimi, mitokondriyal
membran gegirgenligini arttirmakta ve apoptotik siirecin tetiklenmesi ile sonuglanacak
solunum zincirine zarar vermektedir (Park vd 2008).

DNA molekiiliinde degisikliklere yol acan ajanlar cesitli genotoksisite testleri ile
belirlenebilmektedir. Bu testler, ¢esitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayl olarak
genetik materyal lizerinde olusan hasar1 belirlemek igin gelistirilmis in vitro ve in vivo
testlerden olusmaktadir. Geleneksel toksikolojik yaklasim kimyasal testlerde risk
degerlendirmesinin birincil araci olarak hayvan ¢alismalarini icermektedir (Xia vd 2008).
Bu baglamda ¢alismamizda CeO2 ve MgO NP’lerinin in vivo genotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla model organizma olarak D. melanogaster kullanilmistir.
Giliniimiizde, farkli NP’lerin biyolojik etkilerinin test edilmesinde model olarak
submemeli Okaryotik bir organizma olan Drosophila kullanim:  giderek
yayginlagmaktadir (Posgai vd 2011, Pandey vd 2013, Siddique vd 2015).

Bu tez kapsaminda Drosophila SMAR Testinde kanat preparatlarinin
degerlendirme sonuglarina bakildiginda 22 nm boyutundaki CeO> NP’leri kontrol
grubuna oranla kii¢iik tek tip, ikiz kolon, toplam mwh klon ve toplam klon parametreleri
acisindan genotoksisiteyi inhibe ettigi gozlenmistir ancak iyonik formdaki CeO2’in kiigiik
tek tip, toplam klon ve toplam mwh klon parametreleri agisindan istatistiksel olarak
kontrol grubuna oranla sadece en yiiksek uygulama dozunda (10mM) genotoksisiteyi
indiikledigi gozlenmistir. Doz toksisiteyi belirleyen en temel faktordiir. Uygun dozda
kullanilmadig: takdirde her madde zararli/olumsuz etkiler meydana getirebilmektedir.
Iyonik formdaki CeO2’in en yiiksek dozundaki pozitif sonucun gdzlenmesinin bu
sebepten kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bunun haricinde hem CeO2 NP’de
genotoksisitenin inhibe edilmesi hem de CeO: partikiillerinin sadece en yiiksek dozu
haricinde genotoksisitenin gozlenmemesi literatiirde daha onceden yapilan CeO:
NP’lerinin hiicreleri serbest radikallere ve ROS’a kars1 koruyarak pozitif biyolojik
etkilerinin de oldugunu ileri siiren caligmalarla ters diismemektedir (Chen vd 2006,
Schubert vd 2006, Park vd 2008, Xia vd 2008, Johnston vd 2010, Rossi vd 2016). Yakit
katki maddelerinde kullanildigindan hava kalitesi, iklim degisikligi ve halk saglig
tizerine etkileri a¢isindan 6nemli olan ve etkileri heniiz belirsiz olan CeO2 NP’leri, belirli
kosullarda, bir antioksidan gorevi goriirken belirli kosullarda ise bir oksidatif stres
indiikleyici gibi davranabilmektedir (Rossi vd 2016, Rundle vd 2016).
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CeO2 NP’lerinin genotoksisiteyi inhibe ettigine dair gézlemledigimiz sonuglar
literatiirdeki baz1 ¢alismalarla paralellik gostermektedir. Niu vd (2011) ¢alismalarinda
H9c2 (rat kardiyomiyositleri) hiicre hattinda CeO2 NP’lerinin 6n uygulamasi sonucunda,
sigara dumani ekstrakt1 araciligi ile indiiklenen ROS {iretimini inhibe ettigi ve bununla
birlikte ROS iiretimi, NF-kB aktivasyonu, inflamatuar gen ekpresyonu ve antioksidan
tikenmesi ile iliskili hiicre 6liimiinii inhibe ettigini saptamislardir. Rubio vd (2016)
calismalarinda BEAS-2B hiicre hatt1 (insan bronsiyal epitel hiicreleri) lizerinde CeO2
NP’lerinin (<25nm) KBrOs oksitleyici ajan ile indiiklenen ROS iiretimini inhibe ettigini
ve beraberinde Sod2 ve Hol aktivitesini taklit ettigini, KOMET testi sonucuna gére DNA
hasarmi azalttigini ve hiicre 6liim oranini azalttigini géstermislerdir. Cohen vd (2008) D.
melanogaster bireylerine larva asamasinda ve yetigkinlikte ¢esitli konsantrasyonlarda
CeO NP maruziyetinin etkilerini incelemis ve sonucunda disilerde CeO NP
maruziyetinden sonra Omiir uzunlugunun 18 giin (% 32) arttigin1 ve yagh disilerde genel
aktivitenin % 150 arttigin1 tespit etmislerdir. Strawn vd (2006) yaptiklar1 ¢alismada ise
D. melanogaster’in CeO2 NP’lerine maruziyeti sonrasinda yasam siiresini % 38
arttirdigini saptamislardir. Cohen vd ile Strawn vd’nin yaptiklart galismalar CeOx
NP’lerinin D. melanogaster i¢in toksik olmadigini gostermektedir. Bizim ¢alismamizin
sonucuna gore de CeO2 NP’leri D. melanogaster igin genotoksisite gdstermemistir.
Bunlarla birlikte literatiirdeki bazi ¢aligmalara gére CeO2, NP’lerinin antioksidan veya
oksidan etkisi hiicre tiplerine gore de farklilik gosterebilmektedir. Park vd (2008)
calismalarinda CeO2 NP’lerinin (15, 25, 30 ve 40nm) sitotoksik etkilerini BEAS-2B,
T98G (insan beyin glioblastoma hiicreleri) ve H9c2 hiicre hatlar1 {izerinde
aragtirmiglardir. Sonugta BEAS-2B hiicre hattinda doza ve zamana bagl olarak ve
oksidatif stres kaynakli hiicre canliliginda azalma saptamislardir. Farkli boyutlarda
kullanilan CeO2 NP’lerinin sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark
saptamamiglardir. Buna karsilik T98G ve H9c2 hiicrelerinde belirgin bir sitotoksisite
saptamamiglar, 98 saatlik maruz kalma siiresi boyunca hiicre canliliginda azalma
gozlememislerdir. Tarnuzzer vd (2005) normal insan meme hiicre hatti (CRL 8798) ve
insan meme timor hiicre hattt (MCF-7) ile yaptiklart in vitro ¢calismada CeOz NP’lere
maruz birakilan hiicre hatlarinin 151n tedavisi uygulandiktan sonraki hiicre canliliklarini
karsilastirmislardir. Calismalarinin sonucunda CeO2 NP’lerinin normal insan meme
hiicrelerinde radyasyona karst % 99 koruyucu etkisinin oldugunu ancak timor
hiicrelerinde herhangi bir koruyucu etkisinin olmadigin1 gostermislerdir.

Hiicredeki antioksidanlar, oksidatif stresi sinirlayan birincil savunma sistemini
olustururlar. Hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan kritik antioksidan enzimler arasinda
stiperoksit dismutazlar bulunur (Niu vd 2011). CeO> NP'lerin ¢alismamizda gozledigimiz
bu genotoksisiteyi inhibe ederek gosterdikleri koruyucu etkisini daha Once yapilan
calismalardan yola g¢ikarak SOD" taklit ederek ve H202'I Oz'e ve H2O'ya ayristirma
yetenegine sahip katalaz benzeri etkinlige sahip olarak ger¢eklestirdigi diisiiniilmektedir
(Karlsson vd 2015). CeO2 NP’lerinin anti-oksidatif etkisi, ROS ile NP’lerin biiyiik yiizey
alanlar1 iizerindeki yiiksek elektron orani arasindaki direkt degisimi olarak ifade
edilmektedir. CeO2 NP’lerinin hem 3+ hem de 4+ oksidasyon durumlarina sahip olmasi,
yiizeyinde oksijen bosluklar1 yaratarak devam eden bir otorejeneratif reaksiyon
dongiisiine (Ce®* = Ce** - Ce®) neden olabilmektedir. Bu sayede Ce**, hidroksil
radikalleri (OH") ile reaksiyona girerek serbest radikal siipiiriicii olarak rol
oynayabilmektedir. Yani CeO2 NP’lerinin yiiksek reaktiviteleri nedeniyle ROS'u
stiptirme yetenekleri yiiksektir (Park vd 2008, Niu vd 2011).
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Bu literatiir bilgilerine ve bizim tez ¢calismamizin sonuglar ile farklilik gosteren
CeO2 NP’lerinin genotoksik potansiyale sahip oldugunu ortaya koyan galismalar da
mevcuttur. Eom ve Choi (2009) CeO> NP’lerinin (15, 30 ve 45 nm) toksisite
mekanizmasini anlamak i¢in BEAS-2B (insan bronsiyal epitel hiicreleri) lizerinde
yaptiklar ¢alisma sonucunda CeO2 NP’lerinin nanopartikiil boyutuna bagli olmayan bir
sekilde ROS konsantrasyonunda 6nemli bir artisa sebep olarak oksidatif stres yoluyla
toksisitesini gosterdigini gozlemislerdir. Ali vd (2014) A375 (insan deri melanoma
hiicreleri) hiicre hattinda CeO2 NP’lerinin (25 nm) doza ve zamana bagh olarak énemli
Olgtide ROS {iretimini indiikledigi bdylece sitotoksisiteye neden oldugunu
gostermislerdir. Zhang vd (2011) 8.5 nm boyutundaki CeO2 NP’lerinin toksik etkilerini
C. elegans’da in vivo olarak arastirmislardir. Sonuglar en diisiik dozda bile (InM) NP’iin
oksidatif hasar ve ROS birikimine sebep oldugunu ve nematodlarin ortalama Omiir
uzunlugunu anlamli olarak azalttigini ortaya koymustur. Bu CeO2> NP genotoksisitesinin
altinda yatan mekanizmalar daha 6nceki ¢aligmalara dayandirilarak ROS aracili oksidatif
stres kaynakli olabilecegi ileri siirtilmektedir (Lin vd 2006, Zhang vd 2011, Houdy vd
2011). CeO2 NP’lerinin ROS indiiksiyonuyla ilgili mekanizmalar hakkinda agik bir
aciklama yapilmamistir. Ancak CeO2 NP’leri potansiyel redoks oOzellikleri sayesinde
ROS olusumunda anahtar rol oynamaktadir (Park vd 2008). ROS olusumunun Ce*"{in
Ce*"’e rediiksiyonu sonucunda Ce®* ile O, molekiiliiniin etkilesimiyle birlikte siiperoksit
anyonlarmin (O™2) iiretilmesi ile ilgili oldugu ileri siiriilmektedir (Lin vd 2006). Uretilen
iki siiperoksit anyon molekiili etkilesime girerek hidrojen perokside (H202)
dontigmektedir. Daha sonrasinda hidrojen peroksit hidroksil radikallerine (OH")
doniismektedir. OH ’leri de DNA zincirine saldirarak DNA hasarina sebep olmaktadir
(Houdy vd 2011).

Ayrica son bulgular gdstermektedir ki pH ve diger faktorler CeO2 NP’lerinin
antioksidan etki mi yoksa toksik etki mi gdsterecegini belirleyebilmektedir. Ornegin, 7.00
pH, nanopartikiil yiizey yiikiinii ve dolayisiyla partikiillerin bakterilere dogru adsorpsiyon
afinitesini degistirebilmektedir (Pelletier vd 2010). CeO2 NP’lerinin fizyolojik pH
degerinde (7.38 ve 7.42) antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve radyasyon hasarina,
oksidatif strese ve inflamasyona karsi koruma gibi biyomedikal uygulamalarda potansiyel
kullaniminin oldugu bildirilmistir (Asati vd 2009). Asati vd (2009) calismalarinda CeO2>
NP’lerinin hidrojen peroksit gibi oksidasyon ajani olmaksizin bir dizi organik substrati
hizlica oksitleyebileceginden, asidik pH'da bir oksidaz aktivitesine sahip oldugunu
gostermislerdir. Bu sebeplerle CeO2 NP’lerinin sulu ortamdaki bu essiz pH-bagimli
oksidaz aktivitesi, onlar1 biyoteknoloji ve c¢evre kimyasinda genis bir yelpazede
potansiyel uygulamalar i¢in gii¢lii bir ara¢ yapmaktadir.

Bu ¢alismada genotoksisitesi arastirilan diger kimyasallarda MgO NP (11nm) ve
iyonik formudur.  Drosophila kanat imajinal disk hiicreleri {izerine etkilerinin
degerlendirilmesi sonucuna gore MgO NP’iin sadece en yiiksek dozunda (10 mM) kiigiik
tek tip, toplam mwh klon ve toplam klon parametreleri agisindan istatistiksel olarak
kontrol grubuna oranla pozitif sonu¢ gozlenmistir. Diger dozlarinda (1, 2 ve 5 mM) tiim
parametreler acisindan genotoksisite tespit edilmemistir. Heydary vd (2015) insan
lenfositlerinde Chlorpyrifos (CP=Klorpirifos)’a bagl toksisiteye karst MgO NP’lerinin
(~100 nm) olas1 diizenleyici roliinii ¢alismislar ve sonucunda MgO NP'leri ile tedavi
edilen CP'ye maruz kalan lenfositlerin, mortalite hizinda belirgin bir azalmaya neden
oldugunu gostermislerdir. Ayrica Nodeh vd (2016) ratlarin pankreas adaciklar {izerine
MgO NP’lerinin (<10nm) etkisini arastirmislardir. Pankreas adaciklar1 24 saat MgO
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NP’leri ile inkiibe edildikten sonra kaspaz aktivitesini incelemiglerdir. MgO NP’lerinin
100 pg/ml konsantrasyonunda kaspaz-9 aktivitesini inhibe edere apoptotik hiicre
oraninda O6nemli bir azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. Aynm1 zamanda bu
konsantrasyondaki MgO NP’leri insiiliin seviyesinin onemli artisina neden oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglar MgO NP kullanimimi diisiik konsantrasyonlarda destekler
niteliktedir (Nodeh vd 2016). Bizim go6zledigimiz sonuglara gére de bu onceki
caligsmalara paralel olarak MgO NP’leri diisiik dozlarda genotoksisite gdstermemistir.
Bunun disinda MgO NP’lerinin yiliksek dozunda meydana gelen toksisitesinin literatiir
calismalarindan yola ¢ikarak ROS {iretimini indiikleyerek gerceklestirdigi diistiniilmekte
dir. Krishnamoorthy vd (2012) yaptiklar1 ¢alismada, normal akciger fibroblast hiicreleri
(CCD-25Lu) ve HelLa (insan serviks adenokarsinoma), AGS (insan gastrik
adenokarsinoma) ve SNU-16 (insan gastrik karsinoma) olmak tizere ii¢ farkli kanser
hiicre hattina karsi, MgO NP’lerinin (20nm) sitotoksik etkilerini arastirmislardir ve
sonucunda MgO NP’lerinin kanserli hiicrelere yonelik toksisiteye neden olan oldugunu
ve bunun MgO NP’lerinin ROS iiretimine neden olup sitotoksisiteyi indiiklemesinden
kaynaklandigi gosterilmistir. Bagka bir calismada MgO NP’lerinin (~26 nm)
oral/gastrointestinal yolla fare (Mus musculus) tizerinde etkilerini arastirmiglardir. Hem
akut toksisitesi bir grup fareye MgO NP’lerinin (25mg/kg) gavaj yapilip 72 saat izlenmesi
ile hem de kronik toksisitesi 30 giin boyunca MgO NP'leri (12mg/kg) ile siirekli olarak
beslenerek ve sonucunda davranislari, motor bozukluklar1 ve hayatta kalmalar
gozlenerek arastirilmigtir.  Sonugta MgO NP’lerinin hem akut hem de kronik
toksisitesinin arastirilma verilerine gore zayif toksik oldugu sonucunu gozlemislerdir.
Ayrica MgO NP’lerinin en fazla absorpsiyonu sirastyla kas ve bagirsaklarda oldugunu
gostermiglerdir (Shaikh vd 2015). Ge vd (2011) yaptiklart g¢alismada, MgO NP
sitotoksisitesini insan kordon endotelyal hiicrelerinde in vitro olarak incelemislerdir.
Deney sonuclart MgO NP’lerinin sitotoksisitesinin temas siiresi ve konsantrasyonuna
bagli oldugunu gostermistir. MgO NP yiizeyinde ROS olusum mekanizmas: halen
belirsizdir. Ancak stiperoksit radikal (O 2), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil (OH")
gibi reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesi i¢in sirali oksidasyon-indirgenme
reaksiyonlarinin MgO NP yiizeyinde olusabilecegi diistiniilmektedir (Krishnamoorthy vd
2012a).

MgO iyonik formuna baktigimizda ise SmM haricinde diger dozlarda (1, 2 ve 10
mM) toplam klon ve toplam mwh klon parametreleri agisindan istatistiksel olarak kontrol
grubuna oranla pozitif sonug gézlenmistir. NP’lerin genel olarak iyonik formlarina gore
daha biiylik bir yilizey alan1 ve yiiksek reaktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle iyonik
formlarima gore daha fazla toksik potansiyele sahiptirler (Cassee vd 2011). Ciinkii
NP’lerin biiyiik yiizey alanlarina sahip olmasi onlar1 biyolojik olarak daha aktif hale
getirmektedir (Oberdorster vd 2005). Ancak bizim c¢alismamizda MgO iyonik formu
MgO NP’e gore uyguladigimiz diisiik dozlarda da pozitif sonu¢ gdstermistir. Su anda
literatiirde MgO’in farkli formlarinin toksisitesinin karsilastirildigi bir calismaya
rastlanilmamustir. Bu nedenle sebebini su an bilememekle birlikte ancak olas1 bir neden
olarak NP’lerin bir araya toplanarak kiimelesmesi (agregasyonu) ve bu sebeple yiizey
alanlar1 azalacagindan iyonik form ile NP arasinda ylizey alani bakiminda fark
olusmamasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Yani bu durum NP’lerin
kararliliklari ile agiklanabilir. NP’lerin kararliliklar1 da toksisitelerini etkileyebilmektedir.
Zeta potansiyelinin Olclilmesi, NP kararliligi hakkinda tahminde bulunmaya olanak
vermektedir. Zeta potansiyeli, taneler arasindaki itme veya ¢ekme degeri 6lglimiidiir.
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Genel olarak, yiiklii partikiillerde (yiiksek zeta potansiyeli), elektriksel itme nedeniyle,
partikiil agregasyonunun meydana gelme ihtimali daha azdir. Zeta potansiyeli >60mV
iizerinde ise partikiiller ¢ok iyi seviyede kararlidir, >20-30mV arasinda ise kararlidir
ancak bu degerler aralifinda degilse kararsizdir ve kiimeleserek ¢okelme egilimindedirler
(Nanobiilten 2011). Akiskan bir siv1 igerisinde ylizen veya asili kalan parcaciklarin,
icinde bulundugu ¢o6ziicli molekiillerin siirekli ¢arpismalar1 sonucu yaptiklar1 rastgele
hareket yapmaktadirlar. Brown hareketi denilen bu hareketten dolayr nanopargaciklar
birbirleriyle ¢arpismakta ve belirli kosullar altinda baglar olusturarak farkli boyutlarda
agrega olarak bilinen daha biiyilik pargaciklarin olusumuna neden olmaktadir. Dinamik
151k sagilimi methodu (DLS) kullanilarak Brown hareketinin hizi 6l¢iilebilmekte ve
boylece pargacigin boyutu hesaplanabilmektedir (Dalgakiran 2006, Kamer 2012).
Nanopartikiillerin ¢arpisma frekansi partikiil boyutuna ters orantili oldugu i¢in, daha
kiiclik parcaciklar daha biiyiik pargaciklara gore daha yiiksek agregasyon oranina sahip
olabilmektedir (Singh 2016b). Bizim g¢alismamizda da kullandigimiz NP’lerin zeta
potansiyelleri degerlendirildiginde (CeO2 NP 1.72 mV, MgO NP 0.738 mV) kararsiz
oldugu ve agrega olusturma egiliminde oldugu goriilmektedir. Bu da calismamizdaki NP
genotoksisitesini etkileyen faktorlerden biri olabilecegi diistiniilmektedir.

NP’lerin hazirlama yontemleri, partikiil biyiikliigiinii ve dagilimim etkileyen
onemli faktorlerdendir. NP {iretiminde kullanilan emiilsifiyelerin tipi ve miktar1 ayrica
iiretimde kullanilan ¢oziiciilerin tiirii hazirlama yontemlerinde ¢esitlilik katan faktorlerdir
(Nanobiilten 2011) ve bu faktorlerin NP toksisitesini etkileyebilecegi de géz Oniinde
tutulmalidir. Ornegin, en iyi bilinen fulleren yapis1 C60'in baslangigta toksik oldugu
diisiiniilityordu ancak daha sonraki ¢aligmalar, C60 sentezinde kullanilan tetrahidrofuran
(THF) kalintilarinin toksisiteden sorumlu oldugunu gostermistir (Pelletier vd 2010).
Klasik sentez yontemleri ile nanopartikiillerin istenilen biiyiikliik ve morfolojide
sentezlenebilmeleri miimkiin olmasina ragmen bu yontemlerin sahip olduklari
dezavantajlar nedeniyle yesil nanoteknoloji ile daha ekonomik, basit ve toksik madde
icermeyen yontemler arastirilmaktadir (Beykaya ve Caglar 2016).

Sonug olarak yapilan ¢alismanin, in vivo kosullarda SMAR testi ile Drosophila
kanat imajinal disk hiicrelerinde meydana gelebilecek nokta mutasyon, rekombinasyon,
ayrilmama ve delesyon gibi bir¢ok genotoksik hasarin saptanabilmesi, Drosophila
iizerinde genotoksik etkisinin aragtirildig: literatiirde CeO2 NP’leri ve 6zellikle MgO
NP’leri hakkinda ¢ok kisithi arastirmaya rastlanilmis olmasi nedeniyle 6nemlidir. Bu
bakimdan, sonuglarin in vivo kosullarda elde edilmis olmasi ve elde edilen sonuglarin
nanoteknoloji alanina katki saglayabilecek olmasi bakimindan 6nem tagimaktadir ve
tartismal1 sonuglarin ortadan kaldirilmasina yardimci olabilmesi adina daha farkl test
sistemleri ve farkli organizmalarla yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC

Metal oksit NP’leri su aritiminda, UV engelleyici olarak kozmetik alanlarinda,
elektronik, gida ambalaji, yakit katk1 maddesi, sigara katki maddesi, nano kriyoterapi ve
hipertermi olarak kanser terapisi uygulamalarinda ila¢ ve saglik katki maddeleri olarak
ve hatta gida triinleri gibi bircok amacg icin kullanilmakta olup uygulama alanlar1
genislemeye devam etmekte ve devam ettikce cevredeki NP’lerin ¢evresel akibeti ve
potansiyel saglik riskleri hakkinda endiseler de artmaktadir. Biyolojik sistemlerde
NP’lerin davranigi iyi bilinmemekle birlikte, bugiin piyasada NP igeren bir¢ok iirlin
oldugu bilinmektedir. Giderek yayginlasan kullanim alanina sahip metal oksitlerden olan
MgO ve CeO; NP’lerinin hem sitotoksik hem de antioksidan 6zellikte oldugunu gosteren
cesitli calismalar bulundugundan dolayi canli {izerine etkileri hakkinda farkli yaklagimlar
bulunmaktadir. Birlikte ele alindiginda, muhtemel saglik etkileri (olumsuz veya yararli)
ile ilgili genel sonuglar ¢ikarmak su anki verilerin yetersizliginden dolayr miimkiin
olmamaktadir. Ancak bu NP’lerin kullanimlar1 i¢in bir kontrol mekanizmasinin
gelistirilmesi acisindan farkli diizeylerdeki muhtemel etkilerinin arastirilmasi énemlidir.
Bu baglamda bu calismada MgO ve CeO2 NP’lerinin ve bunlarin iyonik formlarinin
genotoksisitesi in vivo Drosophila Kanat somatik Mustasyon ve Rekombinasyon Testi
(SMART) kullanilarak arastirildi.

CeO: iyonik formunun sadece en yiiksek dozunda (10mM) kiiciik tek tip klon,
toplam mwh klon ve toplam klon frekansini indiikledigi gozlenirken CeO2 NP uygulama
sonuglarinda ise tiim uygulama dozlarinda, kiigiik ve biyiik tek tip klon, toplam mwh klon
ve toplam klon kategorilerinde olmak iizere mutant klon frekanslarini inhibe ettigi
gozlendi. MgO iyonik formunun uygulama dozlarindan 5 mM haricinde diger dozlarda
toplam mwh klon ve toplam klon parametresi agisindan pozitif sonug verdigi, MgO NP’iin
uygulama sonuglarinda ise sadece en yiiksek dozunda (10 mM) kiigiik tek tip klon, toplam
mwh klon ve toplam klon parametreleri agisindan pozitif sonug vererek genotoksisiteyi
indiikledigi gozlendi. Flde edilen sonucglar g6z Oniinde bulundurulacak olursa,
Drosophila SMART ile galigilan CeO2 NP’lerinin D. melanogaster kanat imajinal disk
hiicreleri iizerinde genotoksisiteyi indirgeyici bir etkiye sahip oldugu, MgO iyonik
formunun ise istatistiki olarak anlamli diizeyde genetik hasara sebep oldugu sonucuna
ulagilmigtir. CeO2 iyonik formunun ve MgO NP’lerinin ise istatistiki olarak anlamli bir
degisiklige neden olmadig1 bulunmustur.

NP’ler cilt, akcigerler ve sindirim sistemi yoluyla absorbe edilebilmekte ve hedef
dokularda birikebilmektedir. Ancak hiicreler ve organlar tizerindeki etkileri su an ayrintili
olarak bilinmemektedir. Elde ettigimiz verilerdeki gibi sonuglarda genotoksisiteyi
indiikleyebilme ya da inhibe edebilme potansiyeli gostermelerinin altinda yatan
mekanizmalarin arastirilmast i¢in c¢alismalarin yapilarak sonuclarin gelistirilmesi
Oonemlidir.

Calismamizda model organizma olarak kullanilan D. melanogaster’in genetik
yap1 olarak insana biiylik oranda benzerlik gostermesi, 6karyotik bir organizma olmasi
elde edilen sonuglar bakimindan 6nem tasimaktadir. Ayrica kimyasal maddelerin
metabolizmalart ve dagilimlart goz Oniinde bulunduruldugunda D. melanogaster
genotoksik arastirmalarda onemli ve hassas bir model organizmadir. Bu bakimdan,
sonuglarin in vivo kosullarda elde edilmis olmasi ve elde edilen sonuglarin metal oksit NP
toksisitesi verilerine katki saglayacagi diisiiniilmesi bakimindan énemlidir ve bu tiir
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caligmalarin toplum sagligini dogrudan ilgilendirmesi nedeniyle daha farkl test sistemleri
(in vivo ve in vitro) ve farkli model organizmalar kullanilarak degerlendirilmesi de
gerekmektedir.
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