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OZET

Demir oksit (Fe>O3) nanopartikiilleri (NP) fiziksel ve kimyasal a¢idan kararli olduklar1 ve ¢evresel
olarak giivenilir kabul edildikleri i¢in Ozellikle klinik uygulamalarda yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Sahip olduklar1 6zellikler nedeniyle manyetik rezonans goriintillemede (MRG)
kontrast ajan olarak, hiicre ayristirilmasinda ve algilanmasinda, hipertermi tedavisinde ve ilag
tasinmasinda yaygm kullanim alam1 bulmaya baslayan O6nemli partikiillerdir. Ayrica giines
koruyucularinda, kozmetik, elektrikli ev aletlerinde, gida iiriinlerinde, savunma ve tarimda da
kullanilmaktadir. Ancak, son yillarda yapilan baz1 arastirmalar Fe,Os NP’lerinin toksik ve 6zellikle
genotoksik olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismanin amaci, indikat6r bir organizma olan Allium
cepa L. kullanilarak Fe;Os; nanopartikiillerinin (NP) ve mikropartikiillerinin (MP) genotoksik
etkilerini Allium ve komet testi ile incelemektir. Bu amagla, Allium cepa L. kok uglari, Fe,O3 NP ve
MP’lerin 125, 250, 500 ve 750 ug/mL’lik konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilmistir.
Fe,03’in hem nanopartikiil ve hem de mikropartikiillerinin biitiin konsantrasyonlari, 24, 48 ve 72
saatlik uygulamada, negatif kontrole kiyasla mitotik indekste anlamli diisiislere sebep olmustur. Buna
gore, Fe203’in NP ve MP formu benzer sitotoksik etkiler géstermistir. Fe2O3 NP’leri, Allium cepa L.
kok ucu hiicrelerinde mitotik anormalliklerin frekansini tim uygulama siirelerinde ve tiim
konsantrasyonlarda, negatif kontrole kiyasla anlamli diizeyde artirmistir. Fe;O3 NP’leri ve MP’leri,
yapist bozulmus profaz, C-metafaz, yapisiklik, kromozom kopriisii ve yildiz anafaz gibi ¢esitli
mitotik anormallikler olusturmustur. Bu sonuglar, Fe;O3’in NP’lerinin MP’lere kiyasla daha
genotoksik ve klastojenik oldugunu gostermektedir. Comet testinde, Fe,O3z’in NP ve MP formu, bazi
uygulamalarda DNA hasarin1 artirmigtir. Burada, MP’ler NP’lere kiyasla daha toksik etki
gostermistir. Biitiin bu sonuglar, her iki partikiiliin sitotoksik, genotoksik ve klastogenik oldugunu ve
ayrica DNA’da hasarlara sebep olabilecegini gdstermektedir. Kisaca bu veriler, bu partikiillerden
daha fazla yararlanabilmemiz i¢in, Fe;O3’in 6zellikle NP formunun farkli organizmalar ve test
sistemleri kullanilarak daha detayli sekilde incelenmesi gerektigini gostermektedir.
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ABSTRACT

Iron oxide (Fe20s3) nanoparticles (NP) are widely used, especially in clinical applications, as they are
physically and chemically stable and considered environmentally safe. Due to their properties, they
are important particles that have begun to find widespread use as a contrast agent in magnetic
resonance imaging (MRI), in cell differentiation and detection, in the treatment of hyperthermia and
in drug delivery. They are also used in sunscreens, cosmetics, electrical applicances, food products,
defense and agriculture. Recent studies show that Fe,O3 NPs can be toxic and especially genotoxic
in some species and test systems. Therefore, the aim of this study was to examine the genotoxic
effects of Fe,O3 nanoparticles and microparticles (MP) using Allium cepa L. root tip cells, an
indicator organism, by Allium and comet tests. Allium test was applied by treating Allium cepa L.
root tips with 125, 250, 500 and 750 ug/mL concentrations of Fe2O3 NPs and MPs for 24, 48, and 72
hours. All the concentrations of both the nanoparticles and microparticles of Fe,O3 caused a decrease
in the mitotic index compared to the negative control at 24, 48, and 72 h. These results reveal that
both the NPs and MPs of Fe;O3 have nearly similar cytotoxic effects. Both the nanoparticles and
microparticles of Fe;Ozincreased the frequency of mitotic aberrations in Allium cepa L. root tip cells
compared to their respective negative controls at all the treatment periods and concentrations. Fe;Os
NPs and MPs induced the formation of irregular prophase, C-metaphase, stickiness, bridge and star
anaphase. In the comet assay, increased DNA damage was determined in some treatments of the both
NPs and MPs of Fe,O3 in A. cepa L. root tip cells. On the other hand, genotoxic and clastogenic
effects of Fe,03; NPs were much higher than those of the Fe;O3 MPs. On the other hand, in the comet
assay, MPs were more toxic than NPs. Taken together, this research revealed the cytotoxic, genotoxic
and DNA damaging effect of both of the particles. All these results show that genotoxic potential of
especially Fe;O3 NPs need to be further investigated by using different organisms and test systems
for the safe usage of these particles.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, materyalleri nanometre diizeyinde sentezleyen, dizayn eden ve bunlarin
uygulamasini kapsayan, tip, biyoloji, fizik, kimya ve miihendislik gibi bir¢ok konuyu icine
alan, interdisipliner ve multidisipliner bir bilim alanidir. Bu alana ilgi her gecen giin artig
gostermektedir. Clink{i hayatimizin her alaninda yer bulmaya baslayan bu teknoloji, 21.
ylizyillin da en 6nemli rekabet alanlarindan birisini olusturacaktir. Bu nedenle 6zellikle
gelismis iilkeler bu alanda biiylik yatirimlar yapmaktadir. Nanoteknoloji, basta saglik ve
cevresel uygulamalarda olmak iizere, kisisel bakim fiiriinleri, endiistri, elektronik, optik,
iletisim, enerji, askeri alanlar, tarirm ve gida sektorii gibi daha pek ¢ok alanda

kullanilmaktadir (Yang, Wang, Mettenbrink, DeAngelis ve Wilhelm, 2020).

Nanoteknolojide kullanilan ve metrenin milyarda birini ifade eden nanometre boyutlarindaki
nanomalzemelar (NM) ve/veya nanopartikiiller (NP), ¢cok ¢ok kii¢iik yapilar1 nedeniyle,
mikron ebath partikiillere kiyasla ¢cok daha farkli fiziksel, kimyasal, elektrik ve optik
Ozelliklere sahiptir. Bu ozellikleri nedeniyle bir¢ok alanda tercih edilmeye baglanan
nanopartikiiller, hacimlerine kiyasla ¢ok biiyiikk bir yiizey alanina, yiiksek hiicresel
penetrasyon yetenegine ve onemli katalitik aktivitelere sahip olduklarindan, mikron ebath
partikiillere kiyasla ¢ok daha toksik etkiler gosterebilmektedir (Kargozar ve Mozafari,
2018).

Metal oksit grubundan biri olan demir oksit (Fe203) nanopartikiilleri, fiziksel ve kimyasal
acidan kararli olduklar1 ve cevresel agidan giivenilir kabul edildikleri i¢in basta saglik
alaninda hipertermi tedavisinde, magnetik rezonans goriintiillemede, ila¢ ve gen
tasinmasinda, hiicre ayristirilmasi ve algilanmasinda kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik ve
gida iriinlerinde, giines koruyucularinda, doku tamirinde, immiinoassay c¢aligmalarinda,
elektrikli ev aletleri, savunma sanayi ve tarimda da kullanim alanlar1 mevcuttur. Bu
nanopartikiiller yari iletken veya termoelektrik malzeme olarak ve ¢evre dekontaminasyon
uygulamalarinda da yaygim bir sekilde kullanilmaya baslanmustir. Ancak, son yillarda
yapilan bazi genetik arastirmalarda, Fe2Os NP’lerinin toksik ve 0Ozellikle genotoksik
olabilecegine yonelik sonuclar elde edilmeye baslanmistir. Her gegen giin nanopartikiillere
maruziyetin arttigl, diger yandan da bu maruziyetin genotoksik riskler tasiyabilecegine
yonelik verilerin elde edilmeye baslanmasi, bilim insanlarini, bu partikiillerin genotoksik

etkilerinin incelenmesine  yonlendirmektedir. Bu nedenle son yillarda ¢esitli



nanopartikiillerin ve 6zellikle metal oksit nanopartikiillerinin genotoksik etkileri konusunda

detayl arastirmalar yapilmaya baglanmistir (Seabra ve Duran, 2015).

Ekzojen maddelerin genotoksik riskleri ¢esitli prokaryotlarda, bitki ve hayvan tiirlerinde,
cesitli primer hiicreler veya hiicre hatlar1 ve farkli genetik toksisite testleri kullanilarak
incelenmektedir. Allium testi, hizli, kolay, ucuz, hassas ve giivenilir olmasi, az sayida ve
bliyiik kromozomlara sahip olmasi, diger Okaryotik sistemlerdekine benzer sonuglar
gostermesi, deneylerde hayvan kullanimini azaltmasi ve etik izinlere ihtiyag gdstermemesi
gibi avantajlari nedeniyle tercih edilen bir in vivo test yontemidir (Banti ve digerleri, 2019).
Comet testi de yine hizli, ucuz ve hassas bir test olmasi ve genetik hasarlart DNA diizeyinde
gosteriyor olmasi nedeniyle son yillarda ¢okga tercih edilen bir test yontemidir (Mamur ,
Unal, Y1ilmaz, Erikel ve Yiizbasioglu, 2020).

Bir yandan her gecen giin nanopartikiillerin kullanim diizeyindeki artislar, diger yandan bu
partikiillere maruziyetin giderek artig géstermesi, ayrica bu maruziyetin genotoksik riskler
olusturdugunun belirlenmeye baslanmasi gibi nedenler dikkate alinarak, bu tez ¢aligmasi,
cok genis alanlarda kullanilmaya baslanan Fe203 nanopartikiillerinin genotoksik etkilerinin
Allium cepa L’da mitotoik indeks ve mitotik anormallik testi ve ayrica comet testi
kullanilarak incelenmesi amaciyla planlanmistir. Nanopartikiil formu ile karsilagtirabilmek
i¢in Fe203’in mikropartikiil formu da kullanilmistir. Bu ¢alisma, Fe20O3’in bu ebattaki nano
ve mikropartikiillerinin, aynt konsantrasyonlariin, ayni uygulama siirelerindeki etkisinin

karsilagtirmali olarak Allium testi ve comet testi ile incelenedigi ilk arastirma niteligindedir.

Bu calismadan elde edilen veriler, bir yandan Fe203’in nano ve mikropartikiillerinin
sitotoksik ve genotoksik etkisi konusunda yeni veriler saglarken, diger yandan bu
partikiillerden en az zararla yararlanmamiz i¢in neler yapilabilecegi konusunda gerekli
kurum ve kuruluslara da yeni veriler saglayacaktir. Boylece, nanoteknolojide cokca

kullanilan bu partikiillerden en az zararla daha fazla yararlanma imkan1 saglanabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Nanopartikiiller ve Nanoteknoloji

Nanopartikiiller, sekil, boyut ve kimyasal 6zelliklerine gore farkl gruplandirilabilen, en az
bir boyutu 100 nanometre (nm)’nin altinda olan malzemelerdir (Khan, Saeed ve Khan,
2019). Nanometre terimi metrenin milyarda biri olarak ifade edilmektedir (Sahoo, Parveen
ve Panda, 2007).

Nanoteknoloji, en az bir boyutu yaklasik 1-100 nm olan malzemeler kullanarak atomik,
molekiiler veya makromolekiiler diizeylerde arastirma ve teknoloji gelistirme olarak
tanimlanir. Nanoteknoloji alaninda kullanilan nanomalzemeler (NM)/nanopartikiiller (NP)
¢ farkli sekilde olusabilir. Bunlardan birincisi viriisler veya volkanik patlamalar gibi dogal
siireclerle olusan nanopartikiiller, ikincisi egzos gazlar1 vb. {iriinlerin havaya salinmasi
sonucunda tesadiifen olusan nanopartikiiller, tgilinciisii ise "O0zel olarak ({iretilmisg
nanopartikiiller" ya da kisaca endiistriyel nanopartikiillerdir (Tarafdar, Sharma ve Raliya,

2013).

Nanopartikiiller, mikron ebath partikiillerine kiyasla ¢ok spesifik fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zellikler gostermektedir. Bu durum, nanopartikiillerin hacimlerine oranla ¢ok
yiiksek yiizey alanlarna sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu da nanopartikiillerin
kimyasal olaylardaki reaktivitesini, stabilitesini, mekanik giiciinii, optik vb. daha pek ¢ok
ozelliklerini  etkilemektedir. Bu nedenle nanopartikiiller c¢ok farkli alanlarda

kullanilmaktadir (Khan ve digerleri, 2019).

Nanoteknolojideki gelismeler ve ayrica ¢ok farkli tipte nanopartikiillerin iretilebiliyor
olmasi nedeni ile son yillarda basta saglik alaninda olmak iizere, ilag, gida, kozmetik,
teknoloji, elektronik, tekstil, enerji sektort, tarim, askeri alanlar ve endiistriyel uygulama
alanlar1 gibi ¢ok ¢esitli alanlarda genis ve dikkate deger uygulamalar gergeklestirilmis olup,
bu iistiin teknoloji ve partikiiller, insan yasami {izerinde derin etkisi olan heyecan verici yeni

bir alan olusturmustur (Mishra, Keswani, Abhilash, Fraceto ve Singh, 2017).

Nanoteknoloji bazli iiriinler en fazla Amerika Birlesik Devletleri tarafindan iiretilmekte
olup, ardindan siras1 ile Giiney Kore, Almanya, Japonya, Fransa ve Rusya federasyonu

gelmektedir (Calipmar ve Ulas, 2019).



Ekim 2013 itibariyle, nanoteknoloji tiiketici iirlinleri envanteri 1.628 {iriin veya iiriin
grubunu igermektedir. En biiylik ana kategoriyi, toplam 788 iiriinle saglik ve kisisel bakim

tiriinleri olusturmaktadir. Giines kremleri, kozmetik ve spor malzemeleri de bu kategoriye

dahildir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kategorilerine goére nanoteknolojik tiiketici {riinleri ve oranlar
(http://www.nanotechproject.org/cpi/about/analysis/)

En yaygin kullanilan nanomalzemelerin sirastyla glimiis (383 {iriin), titanyum dioksit i¢eren
titanyum (179 iiriin) ve fullerenleri iceren karbon (87 {iriin) oldugu, ardindan silika (52 {iriin),
cinko (¢inko oksit dahil) (36 iirlin) ve altin (19 {iriin) tiirevi materyallerin geldigi
belirtilmektedir (Sekil 2.2).



En Yaygin Kullanilan Nanopartikiiller
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Sekil 2.2, Nanoteknoloji alaninda en yaygin kullanilan  nanopartikiiller
(http://www.nanotechproject.org/cpi/about/analysis/)

Nanoteknoloji ile birlikte, giinliik hayatimizda, c¢ok farkli alanlarda, olduk¢a cesitli
nanopartikiiller kullanilmaya baslanmistir. Ornegin, titanyum dioksit ve ¢inko oksit gibi
nanopartikiiller kozmetik, giines kremi, dis macunu, ylizey kaplama ve gida katki
maddelerinde kullanilirken, giimiis nanopartikiilleri gida ambalajlarinda, giysilerde,
dezenfektanlarda, ev aletlerinde ve su aritma sistemlerinde yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir. Karbon nanotiipler ise giines panellerinde kullanim alant bulan

malzemelerdir (Patil ve digerleri, 2016).

Nanopartikiiller farkli sekillerde, biiyiikliikklerde ve yapilarda kolayca iiretilebilmektedir.
Kiiresel, kiibik, silindirik, spiral, diiz, gubuk benzeri veya sekilsiz iiretilebildikleri gibi, ¢ok
yiizlii, bosluklu, ¢ekirdek-kabuk, katkili, sandvi¢ gibi farkli morfolojik 6zelliklere sahip,
kristal veya amorf yapida, metal, metal alasimi, seramik ve polimer esasli veya bu
maddelerin karisimindan istenilen 6zelliklere sahip olacak sekilde olduk¢a genis bir aralikta
tiretilebilmektedirler (Glirmen ve Ebin, 2008; Ealia, ve Saravanakumar, 2017; Kinnear ve
digerleri, 2017). Nanopartikiiller ¢esitli maddeler ile kaplanarak da firetilebilmekte ve
kullanilmaktadir. Yiizey kaplama tiirleri, NP’lerin o6zellikle biyouyumluluklarini ve
aglomerasyona karsi kararliliklarini olumlu yonde etkilemektedir. Proteinler veya biyolojik
olarak uyumlu yiizey aktif maddeler, biyomedikal uygulamalarda nanopartikiillerin
topaklasmasini onleyebilen, arzu edilen bir bariyer gorevi goriirler (Jurasin ve digerleri,

2016).



Nano yapidaki malzemeler ¢evresel sorunlarin ortadan kaldirilmasi ve gevresel kirleticilerin
etkisinin azaltilmasinda da kullanilmaktadir. Civa, kursun, kadmiyum ve arsenik gibi agir
metallerin dogal sulardan uzaklastirilmasi, ¢evre ve insan sagligi iizerindeki olumsuz
etkilerinden dolay1 biiyiik ilgi gormiistiir. Ozellikle siiperparamanyetik demir oksit NP'leri,
emici Ozellikte olduklarindan dolay1 bu toksik metalleri sulardan uzaklastirabilmektedir

(Khan ve digerleri, 2017).

Fosil yakitlarin yenilenemez dogasi nedeniyle, bilim insanlari, kolayca bulunabilen
kaynaklardan, ucuz maliyetle, yenilenebilir enerjiler iiretmek icin arastirma stratejilerini
degistirmektedir. Yapilan arastirmalarda, nanopartikiillerin genis ylizey alanlari, optik
davranislar1 ve katalitik yapilar1 nedeniyle bu amag i¢in en iyi aday olduklar1 belirlenmistir.
Ozellikle fotokatalitik —uygulamalarda, nanopartikiiller, fotoelektrokimyasal — ve
elektrokimyasal olarak suyu ayrigtirmak suretiyle enerji iiretmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Nanopartikiiller ayrica enerjiyi nano 6l¢ekte farkli formlara ayirmak icin
enerji depolama uygulamalarinda da kullanilir. Son yillarda, enerji tiretmek i¢in alisilmadik
bir yaklasim olan piezoelektrik kullanarak mekanik enerjiyi elektrige doniistiirebilen
nanojeneratorler iretilmistir (Khan ve digerleri, 2017). Biitlin bunlar, nanopartikiillerin ne

kadar farkli alanlarda, ne kadar cok amag i¢in kullanildigini gosteren sadece birkag drnektir.

2.2. Nanopartikiillerin Biyosfer ile Etkilesimi

Nanopartikiiller essiz elektronik, optik, termal ve fotoaktif 6zelliklere sahip olduklari igin
cok farklt alanlardaki uygulamalarda c¢ok sayida iirlin ic¢in 1ideal adaylardir.
Nanoteknolojideki gelismelere paralel olarak ve ayrica bu tiir malzemelere olan talebin
artmast ile birlikte market raflarina ve evlerimize kadar ulasan nanopartikiiller, basta insanlar
olmak iizere, diger canlilara ve biyosferin her alanina ulasabilmektedir. Bir yandan
nanopartikiillerin tretimi artarken, diger yandan bunlarin cevreye salmimi da artig
gostermektedir. Bu partikiiller biyosfere ulastiktan sonra, Ongoriilemeyen bir sekilde
insanlarla ve diger organizmalarla etkilesime girebilir. Nanopartikiiller ¢evreye ya dogrudan
(6rnegin, kasitsiz salinim nedeniyle ya da iyilestirme amaciyla) ya da dolayli olarak atik
yakma tesisleri, kanalizasyon aritma tesisleri ve ¢opliikler yoluyla girebilmektedir (Petosa

ve digerleri, 2010).

Nanopartikiiller, toprag: kirletme, ylizey ve yeralti sularina ulagma ve biyota ile etkilesime

girebilme potansiyeline sahiptir. Kat1 atiklarda, atik su verimlerinde veya dogrudan



desarjlarda bulunan bu partikiiller, riizgar veya yagmur suyu akistyla birlikte sulu sistemlere
taginabilir. Cevresel salinim i¢in en biiyiik riskler, tiretilen NP'lerin iiretim tesislerinden diger
tiretim alanlarina tasinmasi sirasinda meydana gelen dokiilmelerden, ¢evresel uygulamalar
icin bilerek salimimlardan ve genel kullanimdan dolay1 asinma ve erozyonla baglantili
difiizor salimlarindan kaynaklanmaktadir. Karbon nanotiipler ve metal oksitler en fazla
iiretilen nanomalzemeler oldugu i¢in, bu malzemelerin ¢evreye salinimi ile ilgili cok fazla

arastirma yapilmaktadir (Klaine ve digerleri, 2008).

Nanopartikiiller atmosferde bulunan baska partikiillere kolaylikla baglanarak, boyutlarin
arttirir ve 6zelliklerini degistirir. Bunun sonucunda atmosferde asir1 bir yogunluk gostererek

1sinma ve sogutma etkileriyle kiiresel iklim degisikligini ciddi sekilde etkilerler (Buseck ve
Adachi 2008).

Su sistemlerine karigsan nanopartikiiller su icerisindeki kolloidlerle birlesirler. Kolloidler
genellikle 1 nm ile 1 pm arasinda olabilen, hiimik asitler (HA), protein ve polisakkarit
eksiidalar1 gibi organik ve demir, alliminyum ve silikon oksit gibi inorganik maddeleri igeren
bir makromolekiildiir. Su sistemlerine giren nanopartikiiller, bu kolloidlerin bilesenleri
haline gelir ve sonugta davraniglari ve tasinmalart hem sulu ortamin fizikokimyasal
Ozelliklerine hem de diger koloidal bilesenlerle etkilesimine bagli olarak gerceklesir (Scown

ve digerleri, 2010).

Tarimsal uygulamalar (gilibre ve pestisit seklinde) sonucunda, hava, su, kanalizasyon ve
camur yoluyla topraga karisabilen NP’ler bazi mikrobiyal topluluklar igin tehdit
olusturabilmektedir. Endiistriyel nanopartikiillerin 6zellikle metal igerikli nanopartikiillerin
toprak mikrobiyal aktivitesi {izerinde olumsuz etkiler olusturabilecegi tespit edilmistir.
Yapilan bir calismada demir (II, III) oksit nanopartikiil konsantrasyonunun topraktaki
bakteri icerigini 6nemli 6l¢iide azalttig1 sonucuna ulasilirken (Rajput ve digerleri, 2017), bir
baska arastirmada Cinko oksit ve CeO2 nanopartikiillerinin toprakta yasayan azot
bakterilerinin enzimatik aktivitelerini engelledigi tespit edilmistir (Rajput ve digerleri,
2017). TiO2 NP'lerinin, fonksiyonel toprak bakterilerinin sayisini ve bunlarin enzimatik
aktivitesini azaltig1 ve sonugta mikrobiyal bolluk, aktivite ve ¢esitlilik lizerinde zararl etkiler
olusturabilecegi rapor edilmistir (Buzea ve digerleri, 2007). Diger yandan altin (Au)
NP’lerinin 33 mg/kg* konsantrasyonuna kadar toprak siireclerini etkilemedigi ve dolayisiyla

“zararl degil” seklinde siniflandirilabilecegi belirtilmistir (Maliszewska, 2016).



2.3. Nanopartikiillerin Bitkiler ile Etkilesimi

Bir ekosistemde canli ve cansiz varliklar bir biriyle siki bir etkilesim i¢indedir.
Nanopartikiiller gibi inorganik maddelerin dogaya karigmasi veya salinmasi sonucunda,
ozellikle bitkiler ile de biiylik bir etkilesime girecekleri tahmin edilebilir. Bu nedenle
nanopartikiillerin bitkiler {izerindeki etkisinin kapsamli bir sekilde aragtirilmasi biiyiik 6Gnem
tagimaktadir (Singh ve digerleri, 2017; Rastogi ve digerleri, 2017; Igbal ve digerleri,2020;
Zeb ve digerleri, 2020; Avellan ve digerleri, 2021).

2.3.1. Nanopartikiillerin bitki sistemlerine alimi, translokasyonu ve birikimi

Nanopartikiiller bitki sistemlerine ya kok dokularindan, kok uglari, yaralanma ve yan kok
baglant1 noktalari ile ya da toprak iistii organ ve dokulardan (6rnegin, kutikula, trikomlar,
stomalar, stigma ve hidatot) girebilirler. NP’ler hiicre duvarindan gegerek, endositoz yoluyla
hiicrelere girebilir ve 3-50 nm capinda olan NP’ler plazmodezmata ile diger hiicrelere

taginabilir (Wang ve digerleri, 2016).

Su molekiillerinin ve diger ¢dziinebilen maddelerin bitki koklerine girmek igin gecmesi
gereken hiicre duvarlari, gozenekli bir polisakkarit yapili fiber matris agina sahiptir. Bitki
hiicre duvarlarinin gézenek boyutlar tipik olarak 3-8 nm araligindadir ve bu boyut, test
edilen birgcok NP'den ¢ok daha kiiciiktiir. Dolayisiyla, oldukga kiigiik boyuta sahip NP’lerin
en bliylik gdzeneklerden gegerek plazma zarina ulagmasi beklenir. Daha biiyiik ebatlarda
olan NP’lerin ise bitki hiicrelerine giremedigi diisiiniilebilir. Ancak aragtirmacilar, NP'lerin,
hiicre duvarlar1 boyunca biiyiik ebatlardaki NP'lerin de gegebilmesine izin veren yeni ve
biiylik boyutlu gozeneklerin olusumunu tetikleyebilecegini tespit etmislerdir (Ma ve

digerleri, 2010).

Yapragin ylizeyinde bulunan kiitikiil, nanopartikiillerin substrat dokusuna girmesine karsi
ilk dogal engel olarak kabul edilir ¢iinkii bitkilerin yapraklari, su kaybina ve diger ¢oziinen
maddelerin kontrolsiiz degisimine karst bu mumsu yapida olan kiitikiil tarafindan
korunmaktadir. Kiitikiil (kiitikiiler yol) boyunca ¢dziinen maddelerin alimi i¢in iki farkl yol
vardir; polar olmayan ¢6ziinen maddeler (lipofilik yol) ve tahmini boyutu yaklasik 0,6 ile
4,8 nm arasinda degisen polar yapili ¢oziinen maddeler (hidrofilik yol). Yapilan birgok
calismada boyut olarak 4,8 nm'nin altindaki NP'lerin dogrudan kiitikiiler yoldan gecebildigi,
5 nm'den biiyiik NP'lerin yaprakta birikim gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, bu



NP'lerin hangi yol ile alindig1 hala belirsizdir. Kok yiizey kiitikiiliiniin rolii ve bilesimi,
yaprak yiizeyi kiitikiiliiniinkilere benzerdir. Kiitikiil, kok killarinin yiizeyinde az gelismistir
ve ana ve ikincil koklerin kok uglarini gelistirir, bu nedenle NP'ler bu bolgelerdeki epidermis
tabakasina dogrudan temas edebilir. NP’lerin kok kismindan alimi ve translokasyonun
meydana gelmesi i¢in, NP'ler toprak yiizeyinden ksilem damarlarina dogru bir dizi fizyolojik
kok engelini gegmelidir. NP’ler, kok ylizey kiitikiilii, epidermis, korteks, endodermis,
kaspari seridi ve son olarak ksilemi gegerek siirgiin kisimlarina dogru taginmaktadir ( Lv ve

digerleri, 2018).

NP'lerin kok kismindan alimi, esas olarak aktif yanal kokler ve kok tiyleri yoluyla
gerceklesirken, yaprakta ise biiyiik dl¢iide stoma ve ayni zamanda trikomlar yoluyla olur.
Bitkiler ayrica NP'leri kdk yiizeyine baglayan miisilaj eksiidasyonu yoluyla NP'lerin alimint
engelleyebilir. Koklere ve yapraklara girdikten sonra, NP'ler bir hiicreden digerine kolayca

yayilir (Khan ve digerleri, 2019).

Nanopartikiiller ksilem veya floem yoluyla kok kismindan yapraga veya meyveye dogru yer
degistirebilirken, diger yandan, yapraktan kok kismina dogru olan yollarda, NP’ler stoma
yoluyla gecebilir ya da NP’ler belli yerlere sikisabilir veya bitki sap kisimlarina yeniden
dagilabilir (Cinisli ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.3. Nanopartikiillerin bitki sistemlerine olas1 giris noktalarinin sematik gosterimi (Rai
ve digerleri, 2018).

NP'lerin fitotoksisitesini inceleyen ¢alismalar ile karsilastirildiginda, bitki sistemlerinden
emilimi, tasinmast ve birikimi hakkinda ¢ok daha az arastirma oldugu goriilmektedir.
NP'lerin bitki sistemlerine alimi, yer degistirmesi ve birikmesi, NP'lerin boyutuna, kimyasal
konfigiirasyonuna, stabilitesine ve konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir (Ali ve
digerleri, 2021). En biiyiik gézenekten kiiciik boyutlara sahip NP'lerin gecerek plazma zarina
ulagmasi beklenirken, daha biiyiik pargaciklar aglomerat olusturacag i¢in bitki hiicrelerine
giremeyecektir. ZnO NP’lerin (8 nm) soya fasulyesi bitkisi hiicreleri tarafindan alimim
inceleyen bir ¢alismada, Zn aliminin, en diisiik konsantrasyonda (500 mg/L™?) bitki hiicreleri
tarafindan alindig1 fakat en yiiksek konsantrasyonlarda (1.000-4.000 mg/L™) toplanma
(agregasyon ve aglomerat olusturma) egilimi gosterdigi i¢in soya fasulyesi hiicreleri

tarafindan aliminin azaldig: bildirilmistir (Singh ve digerleri, 2017).

Bitkinin anatomik yapisi gibi ozellikleri NP'lerin translokasyonunda ¢ok onemli rol
oynamaktadir. Ornegin, altin NP'lerin Oryza sativa bitkisinin siirgiin kisminda biriktigi fakat
Cucurbita pepo ve Raphanus raphanistrum gibi farkli bitkilerin siirgiinlerinde birikmedigi
tespit edilmistir. (Zhu ve digerleri, 2012).
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NP’lerin boyutlan kiigiildiikce hiicreye girisi kolaylasir ve bitkinin farkli hiicrelerinde
birikimi de artar. Triticum aestivum bitkisinde yapilan bir ¢alismada, 36 nm boyutundaki
TiO2 nanopartikiillerinin kok parankimasinda biriktigi ancak siirgiin kismina ulagamadigi,
diger yandan 140 nm boyutundaki TiO2 nanopartikiillerinin kokte birikmedigi tespit
edilmistir (Larue ve digerleri, 2012).

Bitki kokleri tarafindan alinan nanopartikiillerin birikim orani, ¢evresel kosullardan ve
NP'lerin 6zelliklerinden etkilenebilir. Glimiis siilfiir (Ag2S) NP'lerinin potasyum kloriir ve
amonyum tiyosiilfat ile kombinasyon halinde uygulanmasinin, Lactuca satia (Marul)
bitkisinin siirgiin ve koklerindeki Ag NP konsantrasyonunu onemli ol¢iide artirdigi
bildirilmistir (Doolette ve digerleri, 2015). Bir baska ¢alisma ise seryum dioksit (CeO2)
NP'lerinin, toprak organik maddesi ile olan kombinasyonunun Zea mays (Maisir) bitkisi

kokleri tarafindan alinmadigini gostermistir (Zhao ve digerleri, 2012).

2.4. Nanopartikiillerin Toksik Etkileri

Endiistriyel nanopartikiillerin (NP) essiz fizikokimyasal ve elektriksel 6zellikleri, onlari
cesitli uygulamalarda oldukca cazip hale getirmektedir. Diger yandan NP'lerin bu yeni
ozelliklerinin, canlilar, hiicreler ve hiicre yapilariyla etkilesiminde ve toksik etkilerinde de
Oonemli rol oynayabilecegi endiselerini de beraberinde getirmektedir. Nanopartikiillerin
yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklerindeki degisikliklerin, nanopartikiillerle baglantili en
onemli toksik etkilerden biri olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimini de etkiledigini
gostermektedir. Endiistriyel NP’lerin partikiil boyutu, bilesimi, ylizeyi ve metallerin varlig
gibi faktorler, nanopartikiiller tarafindan tetiklenen oksidatif stres diizeyini degistirmektedir.
Diger yandan, mitokondriyal solunum, NP-hiicre etkilesimi ve immiin hiicre aktivasyonu
gibi hiicresel yanitlar ROT aracili hasardan kaynaklanmaktadir. Oksidatif stres NP kaynakli
hasarin 6nemli bir belirleyicisidir (Manke ve digerleri, 2013). Reaktif oksijen tiirlerinin
tetiklenmesi sonucunda ortaya g¢ikan serbest radikaller, lipid peroksidasyonuna ve hatta

DNA ve kromozom hasarlarina sebep olmaktadir (De Matteis ve Rinaldi, 2018).

NP’lerin boyutu kiigtildiikge, ylizey/hacim orani katlanarak artmaktadir. Bu 6zellik de
parcaciklar1 daha reaktif ve daha toksik hale getirmektedir. Ayrica, NP’lerin boyutlar
kiigiildiik¢e bitki ve hayvansal dokulara niifuz etme orani da artmaktadir. Boylece NP'lerin
farkl1 hiicre bariyerlerine niifuz etmesi, hiicrelerde birikerek toksik etki olugturmasina neden

olabilir (Sajid ve digerleri, 2014). Kiigiik boyutlu (15 nm) AgNP'lerin, biiyiik boyutlu (30 ve



12

55 nm) AgNP'lere kiyasla hiicrelerde 10 kat daha fazla ROT {iretimine neden oldugu ve
toksisiteyi tetikledigi tespit edilmistir (Carlson ve digerleri 2008). Nano boyutlu bakir oksit
(CuO) partikiillerinin, Tetrahymena thermophila tiirii protozoa hiicresinde, bulk CuO'dan 10

ile 20 kat daha fazla toksisite gosterdigi bildirilmistir (Mortimer ve digerleri, 2010).

NP’lerin sekil, boyut ve ylizey alani birlikte degerlendirildiginde, toksik etkilerinde
sekillerinin de olduk¢a 6nemli oldugu goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, ¢ubuk (rod)
seklindeki ZnO NP'lerinin, insan akciger epitel hiicrelerinde (A549), kiiresel ZnO
NP'lerinden daha fazla toksik etki olusturdugu tespit edilmistir (Hsiao ve Huang, 2011).
Benzer sekilde Au NP’leri ile yapilan bir bagka ¢alismada, kiiresel partikiillerin, gubuk tipi
partikiillere kiyasla daha fazla toksik etki olusturdugu bildirilmistir. Bu etkinin, fonksiyonel
molekiillerin kiiresel yiizeyden daha hizli salinmasma ve hiicreyle etkilesimine bagl

olabilecegi sonucuna varilmistir (Tarontola ve digerleri, 2011).

NP'ler cok c¢esitli alanlarda kullanilabilmek amaciyla farkli organik yapilarla da
islevsellestirilmektedir. Bu yapilarina gore de toksik etkilerinde farkliliklar olabilmektedir.
Ornegin, -COOH ile islevsellestirilmis NP'ler pozitif yiiklii bir hal alirken, -NH: ile
islevsellestirilmis NP'ler negatif yiiklii olmaktadir. Au NP’leri ile yapilan bir ¢alismada
katyonik zincirler ile islevsellestirilmis NP'ler orta derecede toksik bulunurken, anyonik
zincirler ile islevsellestirilmis olan partikiiller ise toksik bulunmamustir (Goodman ve
digerleri, 2004). Hidrofilik ve hidrofobik tek tabakalarla modifiye edilmis Au NP'lerinin
balik hiicrelerine alimlari, dagilimlar1 ve toksisiteleri incelendiginde, baligin bagirsaklarinda
hidrofilik partikiillerin mevcut oldugu, ancak toksik bir etki olusturmadigi goézlenirken,
hidrofobik partikiillerin 24 saatten kisa siirede balik dliimiine neden oldugu gozlenmistir (
Zhu ve digerleri, 2010). Tiim bu sonuglar, nanopartikiillerin toksik etkisinin yiizey yiikiine

bagli oldugunu ortaya koymaktadir.

NP'lerin en o©nemli oOzelliklerinden biri, kataliz olayr i¢in kullanildiklarinda diger
malzemelere kiyasla son derece yliksek reaktivite gostermeleridir. Reaktif NP'ler, hiicreler
icerisinde katalitik reaksiyonlar1 baglatarak reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine sebep
olabilirler. Bu alisilmadik reaktivite NP'leri oldukga toksik hale getirmektedir. NP'lerin sahip
oldugu yiikler, onlar1 nétr pargaciklara kiyasla hiicrelere ve proteinlere kars1 daha reaktif

hale getirmektedir (Stark 2011). Bu da toksik etkilerinde farkliliklara sebep olmaktadir.
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NP'lerin biyolojik sistemler igerisindeki kararliligi, dogasina, boyutuna ve konsantrasyonuna
bagl olarak da degismektedir. NP'lerin kararhilig1 i¢cin ortam pH" olduk¢a &nemlidir.
Biyolojik sistemlerin pH'inda, organik ve inorganik NP'lerin bir¢ogu ¢oziiniir hale gelir.
Metaller ve metal oksit NP'ler ise biyolojik sistemlere girdiginde, hiicreler i¢cinde metal
iyonlarinin konsantrasyonu artar ve bu da hiicrede yiiksek strese neden olur. Agir metal
iyonlarinin varligt ROT olusumunu tetikleyebilir. NP'lerin bir ortamdaki ¢oziintirligi,

kararliliklar1 ve toksisiteleri ile ilgili temel parametrelerden biridir (Roy ve digerleri, 2003).

Nanopartikiillerin toksisitesini etkileyen faktdrlerden bir digeri agregasyon egilimleridir.
NP'ler, ¢ozelti igerisinde toplanma 6zelligine sahiptir. Agregasyon durumu, boyut, sekil,
sicaklik, konsantrasyon, NP'lerin yiikii ve tliriine bagl olarak degismektedir. Agregasyona
ugramis NP'ler, ayr1 ayr1 dagilmis pargaciklardan farkl sekilde davranmaktadir. Dolayisiyla
hiicrelerle etkilesim yollari, protein adsorpsiyon egilimleri ve sonugta toksik etkileri de
bliyiik 6lctide etkilenmektedir. NP’lerdeki kiimelesme hiicresel alimi etkiledigi igin toksik

etkinin degismesine de neden olur (Herzog ve digerleri, 2009).

Hareket kabiliyetlerinin yliksek olmasi ve kii¢lik bir boyuta sahip olmalar1 nedeniyle NP'ler
bitki ve hayvan hiicrelerine ¢ok kolay bir sekilde penetre olabilirler. NP’lerin boyutlar
kiiciildiikge difiizyonlar1 kolaylasir ve artar. Hiicreye kolay bir sekilde penetre olabilen
hareketli NP’lerin toksik etkisi de degisebilmektedir (Sajid ve digerleri, 2014).

2.5. Nanopartikiillerin Genotoksik Etkileri

Nanopartikiillerin insan hayatinda ¢ok farkli alanlarda yaygin kullanimi nedeniyle, bunlarin
genotoksik etkileri konusunda detayli arastirmalar yapilmaya baslanmistir. Her ne kadar
NP’lerin genotoksik mekanizmalar1 hala tam olarak anlasilamamis ise de bu konuda farkl
yorumlar mevcut oldugu gibi, DNA iizerinde olusan etkinin nano-spesifik olup olmadig1 da
hala net bir sekilde agiklanamamistir (Magdolenova ve digerleri, 2013; Tabei ve digerleri,

2018; Mortezaee ve digerleri, 2019; Ghosh ve digerleri, 2019; Kohl ve digerleri, 2020).

Nanopartikiiller ile ilgili arastirmalarin ¢ogu, memeli hiicreleri ile bakterilerilerdeki
genotoksik ve mutajenik etkilerine odaklanmistir. Nanopartikiillerin genotoksik etkilerinin
belirlenmesinde her ne kadar in vitro ve in vivo genotoksisite ¢alismalart mevcut ise de in
vivo ¢aligmalarin sayisi nispeten daha azdir (Santonastaso ve digerleri, 2020; Ling ve

digerleri, 2021). Bu nedenle in vivo arastirmalara da agirlik verilmesi gerektigi
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goriilmektedir. In vivo arastirmalar ¢esitli hayvan tiirleri kullanilarak yapilabildigi gibi,
hayvan kullanimin1 azaltmak amaciyla, dkaryotik organizmalardan olan ve molekiiler ve
sitogenetik ¢aligmalarda son yillarda siklikla kullanilan V. faba ve A. cepa L. gibi bitkilerde
de uygulanmaktadir. Bu tiir bitkiler, fiziksel ve kimyasal ajanlarin mutajenik ve klastojenik
etkilerini belirlemede miitkemmel biyoindikator organizmalar olarak kabul edildiklerinden
genotoksisite ¢alismalarinda oldukga fazla tercih edilmeye baslanmustir (Ozkara ve digerleri,

2014 ; Mehrian ve De Lima, 2016; Unal ve digerleri, 2020; Macar, 2021).

Yetiskin erkek farelerde yiiriitiilen bir in vivo ¢alismada, arastiricilar 21 nm biiyiikligiindeki
ve 0, 50,100, 250 ve 500 mg/kg konsantrasyonlarindaki TiO2 NP'lerin olusturdugu
genotoksik etkiyi incelemislerdir. Calismada sadece 500 mg/kg’lik TiO2 nanopartikiillerinin
periferal kan hiicrelerinde mikroniikleus olusumuna ve DNA ipliginde kiriklara sebep
oldugu ve dolayistyla genotoksik bir etki sergiledigi bildirilmistir (Dobrzynska ve digerleri,
2014). Fe203 nanopartikiillerinin in vivo genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla
Gaharwar ve arkadaglari, Wistar sicanlarina 28 giin boyunca, haftada bir kez kaudal ven
yoluyla uygulamalar yapmuslardir. 7.5, 15 ve 30 mg/kg’lik Fe20s konsantrasyonlarin
kullanildigi bu arastirmada, nanopartikiillerin genotoksik etkisi comet testi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, Fe203 nanopartikiillerinin anlamli bir DNA hasari
olusturmadigini gdstermistir (Gaharwar ve digerleri, 2015). insan periferal kan lenfosit
hiicreleri tlizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla <50 nm boyutundaki NiO2 NP’lerinin
genotoksik etkisi comet ve mikronukleus teknigi kullanilarak incelenmistir. 12,5, 25 ve 50
png/mL’lik konsantrasyonlarin kullanildigi ¢alismada, DNA hasar1 ve MN frekansinda,
nanopartikiillerin konsantrasyon artigina paralel bir artis meydana geldigi tespit edilmistir
(Dumala ve digerleri, 2019). TiO2 nanopartikiiliiniin genotoksik etkisi insan periferal lenfosit
hiicrelerinde kromozomal anormallik testi ( KA) ile incelenmistir. Calismada 20, 40, 60, 80
ve 100 ug/mL’lik konsantrasyonlari kullanilmistir. 24 ve 48 saatlik uygulamalarda, KA
frekansinda en fazla artisin en diisiikk konsantrasyon olan 20 ve 40 pg/mL’lik

konsantrasyonlarda oldugu tespit edilmistir (Demirtas Korkmaz, 2012).

Son yillarda NP’lerin genotoksik etkisi Ozellikle Allium ve komet testi uygulanarak
incelenmektedir. Bu testlerde Allium cepa L. bitkisi kullanildig: gibi, Vicia faba gibi diger
kolay elde edilebilen bitki tiirleri de kullanilmaktadir. SiO2 NP’lerinin Allium cepa L.
meristem hiicreleri {izerindeki genotoksik etkisi comet testi kullanilarak incelenmistir.

Nanopartikiillerin konsantrasyonu arttik¢a, A. cepa L. kok uclarinda olusturduklart DNA
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hasarinin da arttig1, dolayistyla SiO2 NP’lerinin genotoksik etkili oldugu belirtilmistir
(Liman ve digerleri, 2020). Vicia faba bitkisi ile yapilan bir ¢alismada ZnO NP’lerinin 0,0,
10, 25, 50 ve 100 mg/L’lik konsantrasyonlarinin, genotoksik etkisi 24 saatlik muamele
sonucunda incelenmistir. Aragtirmada, ZnO NP’lerinin artan konsantrasyonlarina paralel
olarak Vicia faba hiicrelerinde yapisiklik, koprii ve halka kromozom gibi kromozomal
anormalliklerin yaninda mikronukleuslarin da olustugu tespit edilmistir (Youssef ve

Elamawi, 2020).

Nanopartikiillerin genotoksik etkilerinin bulk partikiillerle karsilatirilmasi amaciyla da
arastirmalar yiriitiilmektedir. Bu tiir incelemelerde genellikle nano ebatli partikiillerin
mikron ebatli partikiillerden daha genotoksik oldugu belirlenmistir. Aliiminyum oksit
nanopartikiillerinin (Al203) (<50 nm) ve bulk partikiillerin (<5um) Allium cepa L.
tizerindeki genotoksik etkilerini karsilastirmak amaciyla yiiriitiilen bir ¢alismada, her iki
partikiiliin de 1,25 ile 5 uM arasindaki konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Elde edilen veriler
kontrol ile karsilastirildiginda, hem Al203 nanopartikiillerinin ve hem de bulk partikiillerin
konsantrasyonu arttikga, olusan kromozom anormallikleri, mikroniikleus ve DNA
ipligindeki kiriklarda da bir artis oldugu tespit edilmistir. Ancak, nanopartikiil formunun
hiicrede olusturdugu genotoksik hasarin bulk formuna kiyasla daha fazla oldugu

bildirilmistir (De ve digerleri, 2016).

NP’lerin boyut, yiizey yiikii, form, agregasyon gibi 6zelliklerinin yaninda, ¢esitli bilesiklerle
(polimerler ve amino asit) kaplanma durumlar1 da hem hiicresel toksisitelerinde ve hem de
genetik toksisitelerinde oldukga 6nemli rol oynamaktadir. Bu kaplamalardan dolay1 partikiil
ylizeyi degistikce, partikiiliin genotoksisitesini veya enflamatuar etkilerini de
degistirebilecegi tespit edilmistir. Demir oksit NP'lerinin pozitif yiiklii kaplamalarinin insan
fibroblast hiicrelerinde DNA ipligindeki kiriklarda artisa neden oldugu gozlenirken, negatif
yikli demir oksit NP’leri ile kaplamalarin 6nemli bir genotoksisite gdstermedigi
bildirilmistir. Bu c¢alisma sonucunda arastirmacilar, sadece pozitif yiiklii demir oksit
NP’lerinin ¢ekirdege ulasarak, DNA ile etkilesime girdigini ileri stirmiislerdir (Klien ve
digerleri, 2012). Farelerde gergeklestirilen bir in vivo ¢alismada, polivinilpirolidon (PVP) ve
silikon kapli Ag NP'lerin 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 ve 20,0 mg/kg’lik farkli konsantrasyonlari
intravendz enjeksiyon yoluyla uygulanmis ve genotoksik etkileri comet testi ile

degerlendirilmistir. Arastirmanin sonucunda hem PVP hem de silikon kapli Ag NP’lerin fare
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kemik iligine ve karacigere ulasarak, kemik iliginde ve karacigerde oksidatif DNA hasarina

sebep oldugu tespit edilmistir (L1 ve digerleri, 2014).

Yapilan bazi in vitro ve in vivo ¢aligmalar, bazi nanopartikiillerin genotoksik oldugunu ve
insan saglig1 icin 6zellikle genetik materyal olan DNA’da ve kromozomlarda hasara sebep
olabilecegini gostermistir. NP’lerin tiretimi ve kullanimi arttik¢a, bu partikiillere isteyerek
veya intenmeden maruziyetler sonucunda, tiretim sektoriinde ¢alisan kisilerde veya gevreye
salinmalar1 veya bulagmalar1 sonucunda hem insanlar ve hem de diger canli tiirlerinin de bu
partikiillere maruziyeti giderek artis gostermektedir. Bu nedenle ekosistemde yer alan tiim
canlilar lizerinde de olumsuz etkiler olusturma potansiyeli artmaktadir (Mu ve digerlert,
2012; Tortella ve digerleri, 2020; Martinez ve digerleri, 2021). Biitiin bu sebeplerden dolay1,
farkli test sistemleri kullanilarak, farkli tipte nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlar1 ve
stirelerinin detayl1 bir sekilde incelenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasi
da bu gereklilikten dolayr ayn1 konsantrasyonlardaki Fe2O3 nanopartikiill ve
mikropartikiillerinin Allium cepa L. kok ucu hiicrelerindeki genotoksik etkilerinin Allium

ve komet testi ile incelenmesi amaciyla tasarlanmis ve yiiriitilmistiir.

2.6. Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi

Nanopartikiiller temel olarak dort ana grupta toplanabilir:

1) Organik Nanopartikiiller
2) inorganik Nanopartikiiller
e Metal Nanopartikiiller
e Metal Oksit Nanopartikiiller
3) Seramik Nanopartikiiller
4) Karbon Bazli Nanopartikiiller (Aslani ve digerleri, 2014; Mohamad ve digerleri, 2018;
Ljaz ve digerleri, 2020).

2.6.1. Metal oksit nanopartikiilleri

Yapisinda oksijen atomu bulunduran metal igerikli bilesiklerdir (Fernandez-Garcia ve
Rodriguez, 2011; Mallakpour ve Madani, 2015). Metal oksit nanopartikiilleri yiizey, optik,
termal ve elektriksel gibi ¢esitli fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan mikron ebatli (bulk)
partikiillerden oldukca farklidir ve bu nedenle ¢ok farkli 6zellikler sergilemektedir. Bu

Ozelliklerinden dolay1 bir¢cok alanda kullanilmak {izere yogun bir ilgi gormektedir. Metal ve
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metal oksit nanopartikiilleri, indirgeyici veya oksitleyici/cokeltici ajanlarin eklenmesiyle

iretilmektedir (Rastogi ve digerleri, 2017).

Metal oksit nanopartikiilleri arasinda en yaygin olarak kullanilan titanyum dioksit (TiOz),
ozellikle gida boyalari, dis macunu ve kozmetik iiriinlerde tercih edilmektedir. Seryum oksit
(CeOz2), biyosensor ve antikanser ajani olarak Ozellikle biomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir. Silikon dioksit (SiO2) nanopartikiilleri, genis yiizey alani, gézenek hacmi,
kontrol edilebilir partikiil boyutu ve iyi biyouyumluluk gibi essiz 6zellikleri nedeniyle
biyosensorlerde ve ilag dagitim sistemlerinde kullanilmaktadir. Cinko oksit (ZnO)
nanopartikiilleri, diger metal oksit nanopartikiilleri gibi biyomedikal uygulamalarda ¢okca
tercih edilmektedir. Son yillarda 6zellikle biyo goriintiilleme ve ila¢ dagitim sistemlerinde
kullanim alan1 bulmaya baslamistir. Demir oksit (Fe203) nanopartikiilleri manyetik rezonans
goriintiileme (MRG) ve hipertermi tedavisinde kullanilmaktadir (McNamara ve digerleri,
2017). Bakir oksit (CuO) nanopartikiilleri ise anti mikrobiyal 6zellige sahip oldugu i¢in
miirekkeplere, plastiklere, yaglara ve kozmetik {iriinlerine katki maddesi olarak

eklenmektedir (Hanagata ve digerleri, 2011).

Demir oksit nanopartikiilleri

Demir ve oksijen atomu, kimyasal olarak birlesir ve ¢esitli demir oksit bilesikleri olusturur.
Giiniimiize kadar tanimlanmis 16 tane demir oksit bilesigi vardir. Demir (III) oksit (Fe203),
dogada pas formunda bulunmaktadir. Demir oksit bilesiklerinin pek ¢ok biyolojik ve jeolojik
stiregte zorunlu bir rol oynamasinin yani sira, ucuz ve yaygin olduklari i¢in ¢ok fazla tercih
edilirler. Manyetit (FesO4), maghemit (y-Fe203) ve hematit (a-Fe203) dogada en yaygin olan
formlardir. Ferromanyetik malzemelerden olusan ve boyutu <10-20 nm olan
nanopartikiiller, essiz bir manyetizma formu, yani siliperparamanyetizma gosterirler.
Ferromanyetik malzemeler arasinda yalnizca NP sistemlerinde bulunan elementel metaller,
alagimlar, oksitler ve harici bir manyetik alan tarafindan manyetize edilen diger kimyasal

bilesikler yer almaktadir (Ali ve digerleri, 2016).

Demir oksit (Fe203) nanopartikiilleri fiziksel ve kimyasal olarak kararli ve biyouyumlu
oldugu icin c¢evresel olarak giivenli kabul edilir. Fe2O3 NP’leri manyetik rezonans
goriintileme (MRG), manyetik parcacik goriintiileme (MPG), hipertermi tedavisi, ilag

tagima sistemleri, gen taginmast, biyo algilama, doku tamiri, biyomolekiillerin ayrilmasi vb.
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pek ¢ok biyomedikal uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Arias ve digerleri,
2018; Dadfar ve digerleri, 2019). Bu uygulamalarin disinda Fe2O3 NP’ler kozmetikte, tekstil
endiistrisinde, ¢evre iyilestirme uygulamalarinda, sularin aritilmasinda, vb alanlarda

kullanilmaktadir (Hernandez ve digerleri, 2020; Shabani ve digerleri, 2021 ).

Fe203 nanopartikiillerinin birgok alanda bu kadar yaygin kullanilmasi, hem bunlar iireten
kisilerde, hem kullananlarda ve hem de atiklarinin dogaya ulasmasi sonucunda tiim
canlilarda bu partikiillerin birikimine sebep olabilmektedir. Bu nedenle, nanopartikiillerin
bu kadar yaygin kullanimi, hem insanlarin ve hem de diger canli tiirlerinin yasaminda bir
tehdit olusturmaktadir. Bu diistinceden yola ¢ikilarak yapilan arastirmalar, genelde ¢ogu
nanopartikiillerin, 6zelde de demir oksit nanopartikiillerinin toksik potansiyelde olduklarin
gostermektedir. Ancak bu konuda yapilan arastirmalar, hem nanoteknolojideki
kullanimlarina kiyasla ¢ok daha az sayidadir ve hem de elde edilen verilerde ¢eliskili
sonuglar mevcuttur. Fe2O3 NP’leri bir¢ok ¢alisma sonucunda genel olarak biyouyumlu kabul
edilmistir fakat yapilan pek ¢ok calisma bu partikiillerin insan dahil diger bir¢cok canli
organizma {lzerinde toksik etkiler olusturabilecegini de kanitlar niteliktedir. Yapilan
toksisite ¢alismalarinin bazilarinda Fe203 NP’lerine maruz birakilan Cin hamsteri
yumurtalik (CHO-K1) hiicrelerinde, fare makrofaj J774 hiicrelerinde, farkli vaskiiler endotel
hiicrelerinde ve insan akcigeri A549 hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinde (ROT) artis
gerceklestigi tespit edilmistir (Valdiglesias ve digerleri, 2016). Wistar si¢anlar1 iizerinde
yapilan bir genotoksisite ¢alismasinda, Fe20s NP’lerinin bagirsak bariyerini kolay bir
sekilde gecebilmelerine ragmen karaciger, dalak, bobrek ve kalpte herhangi bir
genotoksisiteye sebep olmadigir komet testi ile belirlenmistir (Valdiglesias ve digerleri,
2015). Fe203 nanopartikiillerinin in vivo genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla
Gaharwar ve arkadaslari, Wistar sicanlara 28 giin boyunca, haftada bir kez kaudal ven
yoluyla uygulamalar yapmislardir. 7.5, 15 ve 30 mg/kg’lik Fe20s konsantrasyonlarin
kullanildigi bu arastirmada, nanopartikiillerin genotoksik etkisi comet testi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, Fe2O3 nanopartikiillerinin anlamli bir DNA hasar1
olusturmadigini gostermistir (Gaharwar ve digerleri, 2015). 90 nm boyutundaki Fe203
nanopartikiilleri kullanilarak A549 hiicre hatt1 ile fare alveolar makrofajlarinda (MH-S)
yapilan bir genotoksisite ¢alismasinda, DNA hasarinin belirlenmesi amaciyla comet testi
uygulanmistir. Calismanim sonucunda 20 ve 40 pg/ cm™ konsantrasyonlarmdaki Fe2Os
nanopartikiillerine 4 saat maruz kalan A549 ve MH-S hiicrelerinde DNA hasar1 belirtileri

gozlenmemistir. (Freyria ve digerleri, 2012).
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Demir oksit nanopartikiillerin bazi bitki tiirleri tizerindeki genotoksik etkileri konusunda da
arastirmalar yapilmistir. Raphanus sativus (turp) bitkisininde Fe2O3 NP'lerin genotoksik ve
apoptotik potansiyeli incelenmistir. Fe2Os NP'ler, turpta kok uzunlugunu ve tohum
¢imlenmesini geciktirmistir ve diisiikk konsantrasyonlarda (1.0 mg / mL) hiicrede ROT
olusumu meydana gelmistir. Calismada uygulanan comet testi, Fe2O3 NP'ler ile muamele
edilmis gruplarda DNA iplik kopmalarinda konsantrasyona bagli bir artis oldugunu
gostermistir. Ayrica yiikksek Fe20s konsantrasyonunda (2.0 mg / mL) hiicrenin apoptoza

ugradigi sonucuna ulagilmistir (Saquib ve digerleri, 2016).

Fe203 nanopartikiillerinin genotoksik etkisinin Allium cepa L. {izerinde incelendigi
calismalar da mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada, <50 nm ve <100 nm boyutlarindaki Fe203
nanopartikiilleri ile iyonik Fe2O3 formun genotoksik potansiyeli, Allium ve comet testleri
kullanilarak aragtirilmistir. Fe203 NP'ler ve iyonik form icin dort farkli konsantrasyon (1, 2,
5 ve 10 mM) ve {i¢ farkli uygulama siiresi ( 4, 24 ve 96 saat) kullanilmistir. Calismanin
sonucunda <50 nm, <100 nm ve iyonik formdaki Fe203’tin Allium cepa L. kok hiicrelerinde
mitotik indekste azalmaya sebep oldugu , comet testi sonucunda da konsantrasyona bagh
olarak DNA hasarinda artis oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢alismada <50 nm boyutundaki
Fe203 *iin, 100 nm ve iyonik forma kiyasla daha toksik bir etki olusturdugu bildirilmistir
(Kaygisiz ve Cigerci, 2017).

Fe203 NP’lerinin genotoksik etkileri konusunda gerek cesitli hayvan tiirlerinde ve gerekse
cesitli bitki ve 6zellikle Allium cepa L. da yapilmis arastirma sonuglari, bu partikiillerin hem
sitotoksik ve genotoksik oldugunu hem de sitotoksik olmadigini veya genotoksik olmadigini
gostermektedir. Bu da, bu partikiillerin sitotoksik ve genotoksik etkileri konusunda daha

fazla sayida daha fazla gesitte testlerin yapilmasina ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

2.7. Genetik Toksisite Testleri

Insanoglunun iirettigi ve kendi saghgi, huzuru ve konforu igin kullandig1 pestisitler, ilaglar,
gida katki maddeleri, nanopartikiiller, kozmetik tirlinler, ev ve yasam f{iriinleri ve daha pek
cok endiistriyel maddeler, hem kullanimlar1 ve hem de atilmalar1 neticesinde basta insanlar
olmak iizere tiim canlilarda istenmeyen zararli etkiler ve Ozellikle genetik hasarlar
olusturabilmektedir. Bu nedenle, bu tiir kimyasal maddelerin insanlarda kullanimindan 6nce
olumsuz etkilerinin olup olmadiginin tespit edilmesi son derece dnem teskil etmektedir.

Ayrica, insanlarin kullanimina sunulan bazi kimyasal maddeler de yeterince kontrolden
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gecmemektedir. Bu nedenle, bilim insanlar1 her iki durumda da fiziksel ve kimyasal ajanlarin
toksik risklerini belirlemek amaciyla cesitli kisa siireli mutajenite ve genotoksiste testleri
gelistirmistir. Bu testler, ¢esitli maddelerin DNA’da mutasyonlara ve/veya kromozomlarda
anormalliklere sebep olup olmadigini ve ayrica bu maddelerin etki mekanizmalarini anlamak
amaciyla kullanilmaktadir (Zakerzadeh ve digerleri, 2017; Dusinska ve digerleri, 2017; Du
ve digerleri, 2019; Ueda, 2020).

DNA ve kromozomlarda meydana gelen hasarlar, basta kanser olmak iizere, cesitli
norodejeneratif ve kalitsal hastaliklar ile de yakindan baglantilidir. Ciinkii yapilan
arastirmalarda, bu tiir hastaliklara sahip olan insanlarda g¢esitli diizeyde DNA
mutasyonlarinin ve kromozomal anormalliklerin bulundugu tespit edilmistir. Bu nedenle,
fiziksel ve kimyasal maddelerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin dnceden belirlenmesi,
bunlara maruziyet sonucunda olusabilecek risklerin 6nceden tahmin edilmesi kisaca
karsinojenik potansiyellerinin tahmin edilmesi ve bu risklerin ortadan kaldirilmasi veya en
azindan kabul edilebilir diizeye indirilmesi acisindan biiyilik fayda saglamaktadir (Doak ve

digerleri, 2017; Salk ve digerleri, 2020; Choudhuri ve digerleri, 2021).

Bu testlerin bir kismu in vitro bir kismu da in vivo kosullarda uygulanmaktadir. Her iki test
sisteminin de kendine gore avantaj ve dezavantajlar1 olmakla birlikte, in vitro test sistemleri,
in vivo testlere kiyasla daha kullanisli, ekonomik ve hizli birgok testi kapsadigi i¢in ve ayrica
hayvan kullanimini minimize ettigi i¢in tercih edilmektedir. Bu nedenle 6ncelikle in vitro
testler uygulanmakta, bunlardan pozitif cevaplar alinmasi durumunda in vivo testlere
miiracaat edilmektedir. Ancak in vivo testler canli sisteminde yiiriitiildiigi igin in vitro ya
kiyasla daha fazla avantaj saglamaktadir (Sandhu ve digerleri, 1994; Akyil ve Ozkara, 2015;
Yiizbasioglu, Unal ve Zengin, 2014). Kisaca her iki test sistemi de birlikte bir biitiinliik

olusturmaktadir.
2.7.1. Bakterilerde geri mutasyon (Ames) testi

Ik kez 1972 yilinda Dr. Bruce Ames tarafindan gelistirilen bu test, kimyasal maddelerin
mutajenik etkilerini belirlemek amaciyla tarama testi olarak uygulanan, basit, kisa siirede
sonug verebilen, glivenilir ve ¢ok yaygin kullanilan bir test sistemidir (Oguz ve digerleri,

2013; Zeiger ve digerleri, 2019;Sun ve digerleri,2020; Gruz ve digerleri, 2020;).



21

Bu testte belli bir amino asite ihtiyag gosteren Salmonella typhimurium (histidin bagimli)
veya Escherichia coli (triptofan bagimli) suslar1 kullanilmaktadir. Bu suslarin hayatta
kalabilmesi ve ¢ogalabilmesi i¢in, bu aminoasitlerin iireme ortamlarina disaridan ilave
edilmesi gerekmektedir. Kisaca bunlar, adi gegen aminoasitleri sentezleme yeteneklerini
kaybetmis mutant suslardir. Bu suslarda, mutasyonlar ile bu eksikligi ters yone ¢evirecek,
yani histidin/triptofan sentezini tekrar yapabilecek sekilde, geri yonde mutasyonlar meydana
gelebilir. Boyle bir mutasyon dogal yollarla ¢ok diisiik frekansta meydana gelirken, cesitli
kimyasallar bu mutasyonu daha hizli sekilde olusturabilmektedir. Bu test, bu mutasyonu
belirlemek amaciyla uygulanmaktadir. Mutasyon gecirerek, amino asit sentezleme
yetenegini geri kazanan bakteriler (ters-revers mutasyon gecirenler), atalarinin ihtiyaci olan
aminoasitlerin ilavesine ihtiya¢ gostermeden, kendi sentezledikleri aminoasitleri kullanarak
besi ortaminda iireyebilirler. Bu test, genetik olarak degistirilmis suslarda, kullanilan
kimyasaldan dolay1 mevcut mutasyonlarin eski haline geri donmesi ve gen fonksiyonunun
geri kazanilmasina esasina dayanmaktadir. Bu testte mutasyon gegiren bakterilerin frekansi
belirlenerek, incelenen kimyasalin mutajen olup olmadig1 degerlendirilir. Bu nedenle bu test,
“geri mutasyon testi”’ veya Ames testi olarak da adlandirilir (Vijay ve digerleri, 2018; Zeiger,

2019).

2.7.2. Kromozomal anormallik testi

Kromozomal anormallikler (KA), kromozomlarda sayisal veya yapisal diizeyde meydana
gelen ve mikroskop altinda gozlenebilen genetik degisiklerdir. Cesitli fiziksel ve kimyasal
ajanlarin etkisiyle kromozom yapisinda meydana gelen kiriklar DNA’daki onarilmayan ¢ift
zincir kiriklarindan, yeni yapiya sahip kromozomlar ise DNA’daki zincir kiriklariin yanlis
onartlmasindan meydana gelmektedir. Bu test ile kromozomlarin kutuplara hareketi
sirasinda meydana gelen sayisal anormallikler de tespit edilebilmektedir. Bu hasarlar, mitoz
veya mayozda kolayca gozlenebilmektedir. Kromozom anormallikleri testi ile kromatid
kirigi, kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kardes
kromatidlerde birlesme, poliploidi ve endoreduplikasyon gibi anormallikler tespit
edilebilmektedir (Tripathy ve digerleri , 2020 ; Afzal ve digerleri,2020 ; Bakare ve digerleri,
2021).

Yapilan epidemiyolojik aragtirmalar, insan periferal kan lenfositlerinde meydana gelen

kromozomal anormallik frekansindaki artis ile kanser olusumu arasinda pozitif bir
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korelasyon oldugunu destekler niteliktedir. Bu nedenle kromozomal anormallik testinin,
kanserogenezin erken safhada tespit edilmesinde kullanilan 6nemli bir test oldugu
bildirilmektedir (Bolognesi, 2003; Boffetta ve digerleri, 2006; Yilmaz ve digerleri, 2010;
Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Tripathy ve digerleri ,2020 ; Afzal ve digerleri,2020;
Farkas ve digerleri, 2021; ). Bu nedenle kimyasallarin genotoksik risklerini belirlemek
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Srivastav ve digerleri, 2017; Honda ve digerleri,
2018; Toropov ve digerleri, 2019). Kromozomal anormallikler hem in vitro hem de in vivo
yontemler ile belirlenebilmektedir. (Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Toropov ve
digerleri, 2019; Afzal ve digerler1,2020; Aldakheel ve digerleri, 2021; Farkas ve digerleri,
2021).

Potansiyel mutajenlere ve kanserojenlere maruz kalan saglikli bireylerdeki kromozom
anormalligi riskini belirlemek amaciyla genellikle insan periferik lenfositleri

kullanilmaktadir (Avuloglu Yilmaz ve digerleri, 2016; Mamur ve digerleri, 2020).

In vivo aragtirmalarda genellikle fare ve ratlarda periferal kandaki veya kemik iligindeki
lenfositlerde kromozom anormallikleri degerlendirilmektedir (Yilmaz ve digerleri 2008;

Unal ve digerleri 2011).

2.7.3. Mikroniikleus testi

Mikroniikleuslar, asentrik kromozom fragmentlerinden (klastojenik etki) veya biitiin bir
kromozomdan (andjenik etki) koken alan ve hiicre bdliinmesi esnasinda her hangi bir kutba
dahil olmayan genetik yapilari ifade etmektedir. Mikroniikleus testi de diger testler gibi, gida
katki maddeleri, pestisitler, ila¢ etken maddeleri, mikotoksinler gibi c¢esitli kimyasal
maddelerin olas1 genotoksik risklerini belirleme kullanilan testlerden biridir. Yapilan
aragtirmalarda, MN frekansindaki artis ile kanser olusum riski arasinda bir korelasyon tespit
edilmis olmasi nedeniyle, bu test de kimyasallarin olasit genotoksik ve ayni zamanda
kanserojen risklerini tespit etmek amaciyla kullanilan bir testtir (Fenech 2000; Avuloglu
Yilmaz, 2017; Yiizbasioglu ve digerleri, 2018; Mamur ve digerleri, 2020; Yiizbasioglu ve
digerleri,2020). MN miktarindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde meydana getirdigi
kromozom diizensizliklerinin ve somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin indirekt
gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Yiizbasioglu ve
digerleri,2020 ).
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2.7.4. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi

Kardes kromatid degisimi testi de ekzojen maddelerin mutajenik ve kanserojenik risklerinin
belirlenmesinde kullanilan hizl1 ve hassas bir test olarak tanimlanmustir. Ik kez Perry ve
Evans tarafindan 1975 yilinda tanimlanmigtir. Kardes kromatid degisimleri, bir
kromozomun kardes kromatidleri arasinda, homolog bdlgelerde meydana gelen DNA
kiriklarinin karsilikli yer degistirmesi sonucunda olusmaktadir. Degisimin yapildigi bu
bolgeler, DNA c¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon yoluyla onarildigin
gostermektedir. Bu yontemde 6zel olarak kullanilan Bromodeoksiiiridin (BrdU), DNA
replikasyonu esnasinda yeni olusan DNA zincirlerinin yapisina katilarak, takip eden
1sinlama ve boyama islemlerinden sonra, DNA segmentlerinin karsilikli degisim yaptigi
bolgelerin yani kardes kromatidlerin tespit edilmesine imkan saglamaktadir. Degerlendirme
bu renk degisimlerinin sayisina gore yapilmaktadir. KKD frekansindaki artig, kalict DNA
hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Yiizbasioglu ve digerleri, 2006;; Latt ve
ark., 1980; Perry ve Thompson, 1984; Albertini ve ark., 2000; Wilson 11l ve Thompson,
2007; Montoro ve digerleri, 2012; Ataseven ve digerleri, 2016 ; Mahmoodi ve arkadaslari,
2016; Sen ve digerleri, 2017; Jain ve ark., 2018; Salawu ve ark., 2018).

2.7.5. Comet (tek hiicreli jel elektroforez) testi

DNA diizeyindeki hasarlar1 ve bu hasarlarin onarimini belirlemek amaciyla son yillarda ¢ok
yaygin sekilde kullanilan bir tekniktir. Cok farkli doku ve hiicre tiplerinde uygulanabiliyor
olmasi, az sayida hiicre gerektirmesi ve sonug almasi hizli olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle
tercih edilmektedir. Bu teknikte, elde edilen tek hiicre silispansiyonu bir agaroz jel ile
karistirilip lam tizerine yayilir. Belli bir pH’da DNA sarmalinin ¢6ziinmesi saglanir ve sonra
hiicrelere elektroforez islemi uygulanir (Singh ve ark., 1988). DNA’nin ¢dziinmesi ve
elektroforez islemleri notral pH (7-8)’da yapilirsa, ¢ift zincir kiriklari ve ¢apraz baglanmalar
tespit edilmektedir. pH degeri 12,1-12,4’de uygulanirsa, hem tek ve hem de ¢ift zincir
kiriklarina ilaveten, tamamlanmamis kesip ¢ikarma onarma bolgeleri ve ¢apraz baglanmalar
tespit edilir. pH degeri 12,6’dan daha yiiksek olursa, alkali hassas bolgeler ve diger tiim
DNA hasarlari tespit edilir. Daha sonra hiicrelere elektroforez ve nétralizasyon uygulanir ve
takiben etidyum bromiir gibi DNA’ya spesifik floresan boyalarla boyanir. Eger DNA’da
kiriklar mevcutsa, anoda dogru DNA gocli gerceklesecektir. DNA gociiniin diizeyi,
hiicrelerde ortaya ¢ikan DNA hasarmin diizeyine gore farklilik gosterecektir. Cekirdekten
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anoda dogru DNA gogiiniin olusturdugu yapi, kuyruklu yildiza benzedigi i¢in “comet”
(kuyruklu yildiz) olarak adlandirilmistir (Tice ve digerleri, 2000). DNA gociiniin miktari,
hiicredeki DNA hasarinin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Afanasieva ve digerleri,

2018; Azqueta ve digerleri, 2020; Moller ve digerleri, 2020;).

Comet teknigi, oncelikle hayvan ve insan hiicrelerinde uygulanmasina ragmen (kan ve sperm
hiicreleri), son yillarda bitkiler ve funguslar {izerinde de uygulanmis ve basarili sonuglar elde
edilmigtir. Hayvan ve bitki hiicrelerinin yapisal olarak farkli olusu, komet testinin
uygulanmasinda da bazi farkliliklarin olusmasina sebep olmustur (Dikilitas ve Kogyigit,
2010). Son on yildir, tek hiicreli jel elektroforezi basit, hassasiyeti yliksek, cok yonlii ve hizi
sayesinde genetik ekotoksikoloji alaninda kullanilan en umut verici tekniklerden biri haline
gelmistir. Comet testi, gida katki maddeleri, pestisitler ve diger bazi kimyasallarin
genotoksik risklerini belirlemede hem in vivo ve hem de in vitro kosullarda kullanilmaktadir
(Y1lmaz ve digerleri, 2019; Mamur ve digerleri, 2020; Bacanli ve digerleri, 2021).
Gliniimiizde sadece insan ve hayvan hiicrelerinde degil, Allium cepa L., Vicia faba,
Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum gibi farkli bitkilerde de comet testi ile kimyasal
maddelerin genotoksik etkileri in vivo kosullarda degerlendirilmektedir (Pourrut ve
digerleri, 2015; Erikel ve digerleri, 2020; Mamur ve digerleri, 2020).

2.7.6. Allium testi

Allium testi hizli, kolay, hassas ve giivenilir bir test olmasi nedeniyle, ¢esitli kimyasallar,
cevresel kirleticiler, ilaclar, gida katki maddeleri, pestisitler, nanopartikiiller vb. maddelerin
olasi sitotoksik ve genotoksik etkilerini incelemek amaciyla yaygin olarak kullanilan in vivo
bir testtir. Etik kurul ihtiyaci olmamasi ve hayvan kullanimin1 bertaraf etmesi nedeniyle
deneysel caligmalarda biiyiik avantaj saglamaktadir. Sahip oldugu aktivasyon enzimleri
nedeniyle diger dkaryotik test sistemleri ile karsilastirilabilir sonuglar vermektedir (Fiskes;jo,

1988; Firstova ve digerleri, 2019; Unal ve digerleri, 2020 ).

Allium testinde ekzojen maddelerin hem kok biiyiimesi lizerindeki engelleyici ve/veya
tetikleyici etkileri, hem kromozomlar iizerindeki ve hem de diger hiicre evrelerindeki
olumsuz etkileri incelenebilmektedir (Pesnya ve digerleri, 2017; Ozel ve digerleri, 2018;

Banti ve digerleri, 2019).
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Bu testte kullanilan Allium cepa L. da kromozomlar biiyiikk ve az sayidadir. Ayrica
kimyasallar tarafindan tetiklenen kromozom sayisi ve yapisi anormallikleri ile diger
anormallikler kolayca tespit edilebilmektedir. Maliyetinin ucuz olmasi ve kolay
yetistirilebilir olmas1 da Allium cepa L.’nin siklikla tercih edilmesinin sebepleri arasinda yer
almaktadir. Allium testi kullanilarak, Allium sativum L., Vicia faba, Zea mays, Tradescantia
paludose ve Hordeum vulgare gibi baska tiirlerde de genotoksik arastirmalar
yiiriitiilmektedir (Fiskesjo, 1988; Leme ve digerleri, 2008; Firbas ve Amon, 2014; Ozkara
ve digerleri, 2014; Ozel ve digerleri, 2018 ; Unal ve digerleri, 2020 ).

Fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla Allium testinde
kromozomal anormallikler, niikleer anormallikler, diger mitotik anormallikler ve
mikrogekirdek gibi olusumlar degerlendirilmektedir. Kromozomlarda yapiskanlik, anafaz-
telofazda koprii, C- mitoz veya C-metafaz, ¢ok kutuplu metafaz ve anafaz olusumlari en ¢ok
gozlenen anormalliklerdir. C-mitoz, mitotik iglerin inaktivasyonu ve ardindan yogunlagmis
kromozomlarin rastgele dagilmasindan kaynaklanir. Kromozom yapiskanligi genellikle
yiiksek derecede toksik ajanlara maruz kaldiktan sonra olusan, geri doniisii olmayan ve
hiicreleri 6liime gdtiiren bir anormalliktir. Kromozomal koprii, ayn1 mitotik hiicrede bir veya
daha fazla kromozom arasinda, anafaz-telofaz esnasinda meydana gelen kromatin
kopriilerini  gostermektedir. Mikroniikleuslar ise, ana ¢ekirdege dahil olmayan kiiciik
cekirdeklerdir. Bunlar, metafaz sirasinda yanlis hizalanmis kromozomlardan ve daha
sonraki mitotik asamalarda kromozomlarin her hangi bir kutba ulagamamasindan
olusabilecegi gibi, sentromeri olmayan (asentrik) kromozom fragmentlerinden de
olusabilmektedir. Mikroniikleuslar, biitiin bir kromozomdan olusuyorsa, maruz kalinan
kimyasalin andjenik etkili oldugu, kromozom fragmentlerinden olusuyorsa, s6z konusu
kimyasalin klastojenik etkili oldugu ifade edilir. Mikronukleuslarin sentromer tasiyip
tasimadigi, daha farkli testlerle belirlenmektedir (Rahman ve digerleri, 2017; Souza ve

digerleri, 2020; Maity ve digerleri, 2020).

Allium testinde, hiicre proliferasyonunu yansitan mitotik indeks de degerlendirilmektedir.
Mitotik indeksteki azalma, kullanilan kimyasalin bitki kok hiicrelerinde biiyiime ve
gelismeyi engelledigini ve dolayisiyla sitotoksik etkili oldugunu gostermektedir. Mitotik
indeksteki artis ise, s6z konusu ajanin kontrolsiiz hiicre boliinmelerine sebep oldugunu
gostermektedir. Mitotik indekste meydana gelen azalma ve artiglarin her ikisi de hem

biyokimyasal diizeyde, hem DNA diizeyinde ve hem de kromozom diizeyinde hasarlarin
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meydana geldigine isaret etmektedir (Tiirkoglu, 2012 ;Barberio ve digerleri, 2011;
Karaismailoglu, 2015; Ozel ve digerleri, 2018 Banti ve digerleri, 2019; Souza ve digerleri,

2020 ; Cherednichenko ve digerleri, 2020).

Kisaca Allium testi ve Allium cepa L. bitkisi, hem mitotik indeksin, hem kromozom
hasarlarinin ve hem de hiicre dongiisiindeki diger anormalliklerin kolayca tespit edilmesine
imkan sagladigi i¢in, bir ¢ok kimyasal maddenin sitotoksik ve genotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda da, son
yillarda giderek artan diizeyde {iretilmeye ve kullanilmaya baslanan demir oksik
nanopartikiilleri ve mikropartikiillerinin genotoksik etkileri Allium testi ve comet testi
kullanilarak incelenmistir. Bu nanopartikiiller ile ilgili baz1 aragtirmalar mevcut olmakla
birlikte, bu ebattaki ve formdaki Fe203 NP’leri ve MP’lerinin ayni konsantrasyonlarinin
Allium cepa L. kok uglarinda birlikte incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Diger
yandan, literatiirde bu nanopartikiillerin genotoksik etkileri konusunda halen geliskili
sonuglar mevcuttur. Bu tez calismasi, biitiin bu sebepler dikkate alinarak planlanmis ve

gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Bu tez caligmasinda canli materyal olarak Allium cepa L. (mutfak sogani biiyiik)
kullanilmistir. Kromozomlarinin biiyiik ve sayisinin az (2n=16) olmasi nedeniyle (Fiskesjo,
1993), bu tiirde kromozomlar ve kromozom anormallikleri 151k mikroskobunda kolayca
gozlenebilmektedir (Bonciu ve digerleri, 2018). Kolay temin edilmesi, diisiik bir maliyete
sahip olmasi, y1lin hemen her doneminde ¢imlenebiliyor olmasi da Allium cepa L. bitkisinin
cok cesitli amaglar i¢in kullanilmasinda biiyiik avantaj saglamaktadir. Biitiin bu avantajlar
nedeniyle, A. cepa L. , ¢cevresel izlemelerde miikemmel bir biyoindikator olarak kabul edilir
(Singh ve digerleri, 2017). Bu avantajlar1 dikkate alinarak, bu tez ¢alismasinda da Fe20s3
nano ve mikropartikiillerinin sitotoksik ve genotoksik risklerinin degerlendirilmesinde

Allium cepa L. bitkisi tercih edilmistir.

3.1.2. Kullanilan test materyalleri ve diger kimyasallar

Demir Oksit Nanopartikiilleri (Fe203 NP)

Bu aragtirmada kullanilan Fe203 NP’leri (Fe20O3 nanopowder) Sigma-Aldrich’den (CAS-No:
1309-37-1) temin edilmistir. Toz halinde ve kahverengi olan bu partikiiliin boyutu <50 nm,
molekil agirligr 159,69 g/mol, yiizey alan1 50-245 m?/g’dir.

Demir Oksit Mikropartikiilleri (Bulk) (Fe20O3z MP)

Bu c¢alismada kullanilan Fe203 bulk formu (Fe20s3 powder, <5 um, >96 %) Sigma-
Aldrich’den (CAS-No: 1309-37-1) temin edilmistir. Bu partikiiliin molekiil agirhigi 159,69

g/mol’diir.

Kullanilan Diger Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan potasyum metabisiilfit (CAS-No: 16731-55-8) ve hidrojen
peroksit (CAS-No0:7722-84-1) Applichem’den, Bazik fuksin (CAS-No: 632-99-5) Carlo
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Erba’dan, etanol (asbolu etanol) (CAS-No: 64-17-5) Sigma-Aldrich’ten; hidroklorik asit,

glasial (asetik asit) asit, entellan ve charcoal Merck’ten temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Test materyallerinin karakterizasyonu

Ticari olarak temin edilen ve genotoksik etkileri incelenecek olan Fe2O3 NP ve Fe3Os
MP’lerinin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu, dinamik 151k sa¢ilimi1 ve gegirimli elektron

mikroskobu kullanilarak yapilmistir.

Dinamik 1sik sacilimi 6lcumleri

(Calismada kullanilan Fe20s3 nanopartikiil ve mikropartikiillerin hidrodinamik caplari ve zeta
(§) potansiyelleri dinamik 151k sacilimi kullanilarak belirlenmistir. DLS o6lgiimleri Lazer
Doppler Elektroforez teknigi ile ¢alisan Malvern Nano-ZS (zeta-sizer) ile
gerceklestirilmistir. Olgiim 6ncesi tiim numuneler (Fe203 nanopartikiil ve mikropartikiilleri)
cift distile suda (0,5 g/L) hazirlanarak, ultrasonik banyo ile homojenize edilmistir.
Hidrodinamik ¢ap, Malvern yaziliminin otokorelasyon fonksiyonundan difiizyon katsayisini
ve ardindan Stokes Einstein denklemini kullanarak difiizyon katsayisi ile hesaplanmistir.
Sulu ortamdaki zeta potansiyeli, Henry denklemi kullanilarak elektroforetik hareketlilikten
hesaplanmistir. Partikiil boyut dagilimin1 gosteren polidispersite indeksi (PDI) degerleri de

Malvern yazilimu ile belirlenmistir.

Gecirimli elektron mikroskobu incelemeleri

Fe203 NP ve MP’lerinin deiyonize sudaki fiziksel 6zellikleri TEM ile incelenmistir. TEM
incelemeleri i¢in hem Fe203 NP hem de Fe20O3 MP’lerinin 250 pg/mL'lik stispansiyonlari
DLS ol¢timlerinde belirtildigi gibi hazirlanmus, siispansiyonlardan alinan bir damla 6rnek

karbon kapl1 grid lizerine damlatilarak, JEM (1400) ile farkli kV'lerde incelenmistir.
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3.2.2. Test materyallerin hazirlanmasi

Fe203 Nanopartikiillerinin hazirlanmasi

Fe203 NP’lerinin deiyonize su igerisinde hazirlanan stok silispansiyonu (750 pg/mL)
ultrasonik banyoda (J.P. Selecta, v:50-60 Hz) yaklasik 25-30 dakika kadar sonike edilmistir.
Sonike edilen stok siispansiyon, deiyonize su ile seyreltilerek toplamda dort farkhi
konsantrasyon (125, 250, 500 ve 750 ug/mL) elde edilmistir. Her bir uygulama siispansiyonu
ultrasonik banyoda 10 dakika sonike edilmistir. Hazirlanan siispansiyonlar, onceden
hazirlig1 yapilarak kurulan deney diizenegindeki tiiplere ilave edilmeden hemen 6nce 5-7
dakika vortekslenmistir. Bu ¢alismada kullanilan konsantrasyonlarin belirlenmesinde daha
Onceden yapilan 6n deneme sonuclar1 dikkate alinmistir. Yapilan 6n deneme ¢alismasinda,
Fe203 NP nin dort farkli konsantrasyonu ( 125, 500, 1000 ve 2000 pg/ml) belirlenmistir ve
,Allium cepa L. kok uglart bu konsantrasyonlar ile muamele edilmistir. Calisma sonuglarinda
Lc50 ( letal konsantrasyon ) degeri 500 ug/ml olarak belirlenmistir. Yani Alllium cepa L.
kok ucu hiicrelerinde en fazla genotoksik etkinin 500 pg/ml konsantrasyonunda olustugu,
1000 ve 2000 pg/ml konsantrasyonlarinda bu etkinin daha az olustugu tespit edilmistir. On
denemelerdeki Lc50 degeri esas alinarak, asil deney calismasindaki konsantrasyonlar Lc50
degerinin katlar1 olacak sekilde belirlenmistir. Fakat en yliksek konsantrasyon 6n deneme
sonuglarinda 1000 ug/ml konsantrasyonunda ¢ok fazla bir genotoksik etki

gozlenmemesinden dolay1 750 pg/ml olarak belirlenmistir.

Fe2O3 Mikropartikiillerinin hazirlamasi

Fe203 mikropartikiillerinin kullanilacak konsantrasyonlari, karsilastirma yapabilmek
amaciyla nanopartikiillerle ayn1 olacak sekilde hazirlamistir. Once deiyonize su igerisinde
stok siispansiyon hazirlanmis (750 pg/mL) ve 25-30 dakika kadar sonike edilmistir. Stok
siispansiyon deiyonize su ile seyreltilerek uygulamada kullanilacak dort farkli
konsantrasyon olan 125, 250, 500 ve 750 ug/mL’lik slispansiyonlar elde edilmistir. Her bir
uygulama siispansiyonu, ultrasonik banyoda (J.P. Selecta, v:50-60 Hz) 10 dakika sonike
edilmistir. Hazirlanan siispansiyonlar tiiplere ilave edilmeden ©nce, nanopartikiil
uygulamasinda oldugu gibi, 5-7 dakika vortekslenmistir. Bu ¢alismada kullanilan
konsantrasyonlar nanopartikiil uygulamasinda oldugu gibi 6n deneme sonuglarina gore

belirlenmistir.
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Her iki partikiiliin uygulamasinda da negatif kontrol olarak distile su ve pozitif kontrol olarak
0,3 M hidrojen peroksit (H202) kullanilmistir.

3.2.3. Test materyallerinin Allium cepa L.’ya uygulanmasi

Demir oksit nano- ve mikropartikiilleri ile muamele edilecek A. cepa L. yumrularinin dis
kabuklar1 ve eski kokleri temizlenerek distile su igeren tiiplere yerlestirilmis ve kok uzunlugu
1-2 cm’e ulasana kadar (yaklasik 2 giin) ¢imlendirilmistir. A. cepa L. kokleri, demir oksit
nano- ve mikropartikiillerinin 125, 250, 500 ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlart ile, 24, 48
ve 72 saat boyunca muamele edilmistir. Her iki uygulamada da, negatif ve pozitif kontrol
olarak sirastyla distile su ve 0,3M H20:2 kullanilmistir. Tiplerdeki siispansiyonlarin
buharlagarak azalmasi nedeniyle, her giin, sabah ve aksam olmak iizere, tiiplere, aym
teknikler ile hazirlanan siispansiyonlar ilave edilmistir. Her bir konsantrasyon ve kontrol
grubu i¢in toplam 7 adet A.cepa L. yumrusu kullanilmistir. Bunlarin en saglikli olan 5

tanesinden 24., 48. ve 72. saatlerde kok uclar1 alinmistir. Bu yumrular ile hazirlanan deney

diizenekleri Resim 3.1 de gosterilmistir.

Resim 3.1. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L.’ya uygulamasindan 6rnekler. a) 24 saat,
b) 48 saat, ¢) 72 saat
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Allium testi asamasinda, hem mitotoik indeksin ve hem de mitotik anormalliklerin
belirlenmesi amaciyla, her bir konsantrasyon ile 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar sonunda,
her bir sogandan kok uglart alinarak, 3:1 absolu alkol/glasiyal asetik asit karisimi igeren
tiiplere konularak, buzdolabinda bir gece bekletilmistir. Tespit edilen kok uglari, daha sonra

%70’1ik alkol igerisinde depolanmis ve preparat yapimina kadar bu sekilde bekletilmistir.

3.3. Preparatlarin hazirlanmasi

Mitotik indeks (MI), mitotik fazlarm frekansi ve mitotik anormalliklerin tiirii ve sayis1,
Allium testi kullanilarak belirlenmistir. Calismada kullanilan dort farkli konsantrasyonun her
bir uygulama siiresi i¢in, en az 10 farkli kok ucu 60°C’de 12 dakika boyunca 1N HCI
icerisinde hidroliz edilmistir. Daha sonra kok uglari oda sicakliginda, 1 saat boyunca
Feulgende boyanmistir. Koklerin koyu boyanan ug¢ kisimlar1 lam {izerine alinarak % 45°1ik
asetik asitte piring cubuk kullanilarak ezilmistir ve lamel ile kapatilarak preparatlar
hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar sivi azot igerisinde hizla dondurularak, lam ve lamel
birbirinden ayrilmistir. Preparatlar bir gece oda sicakliginda kurutulmus ve sonra lamlarin
tizerine entellan damlatilarak lamelle kapatilmistir. Boylece daimi preparatlar elde edilmistir

(Unal ve digerleri, 2003).

Demir oksitin nanopartikiil ve mikropartikiil formu ile kontrol gruplarinda, her bir
konsantrasyon ve uygulama siiresi i¢in hazirlanan her bir preparatta 500 hiicre olmak iizere
10 preparatta toplam 5.000 hiicre incelenmistir. Bu hiicreler ig¢inde boliinmeyen ve
boliinmekte olan hiicrelerin sayisi belirlenmistir. Boliinen hiicrelerin mitoz boliinmedeki
fazlar1 ve olusan anormallikler incelenmis ve kayitlar1 tutulmustur. Mitotik indeks
boliinmekte olan hiicrelerin, incelenen tiim hiicreler i¢indeki frekansindan yararlanarak
tespit edilmistir. Boliinen hiicrelerdeki anormallik frekansi ile hiicre bagina diisen anormallik
sayilar1 da tespit edilmistir. Uygulama gruplarindan elde edilen mitotik indeks degerlerinin
kontrollerdeki degerlerlerden farkli olup olmadigini belirlemek amaciyla z-testi, mitotik
anormalliklerin frekanslarinin karsilastirilmasinda ise x2- testi kullanilmistir (Calbay, 2014).
Tiim preparat incelemeleri OLYMPUS CX23 mikroskopta X40 biiyiitmede yapilmistir.
Allium cepa L. kok ucu hiicrelerindeki anormallikler de OLYMPUS CX23 mikroskop ile
X40 biiylitmede incelenmistir ve Leica DFC320 kamera ile X100 biiyiitmede ¢ekilmistir.
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Resim 3.2. Allium cepa L. kok uglarindan preparatlarin hazirlanmasi. a) Kok uglarinin
alinmasi, b)Hidroliz, c) Feulgen ile boyama, d) Ezme preparatlarin
hazirlanmasi, e-f) Mikroskopta inceleme.
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Comet Testi

Allium testinde oldugu gibi, Allium cepa L. yumrulari, 2-3 giin boyunca distile su ile oda
sicakliginda ¢imlendirilmistir. Kokler 1-2 cm uzunluguna ulastiginda, demir oksitin nano-
ve mikropartikiillerinin 125, 250, 500 ve 750 pg/mL’lik suspnsiyonlari ile 24 ve 48 saat
boyunca muamele edilmistir. Negatif ve pozitif kontrol olarak sirasiyla distile su ve 0,3 M
H20:2 kullanilmistir. Her bir konsantrasyon ve uygulama siiresinden ve kontrollerden taze
kesilmis yaklagik 10-12 kok ucu, i¢inde 400 pL soguk 0,4 M Tris-HCI tamponu bulunan ve
buz tizerindeki petri kabi i¢ine alinmistir. Bu noktadan itibaren biitiin uygulamalar kirmizi
los 1s1kta gergeklestirilmistir. Bu kok uclar1 buz tlizerinde 2 dk bekletildikten sonra, keskin
bir jilet ile ¢cok kiigiik parcalara ayrilmistir. Petri kabinda izole ¢ekirdekleri ihtiva eden
slispansiyon temiz bir ependorfa alimmistir. Bu stok niikleer siispansiyonun 90 uL’si, %
0,75’lik LMA’nin (Diisiik erime noktasina sahip agaroz) (Tris-HCl ile hazirlanmig) 90 pL’si
ile temiz bir ependorfta karigtirilmistir. Bu siispansiyon, daha 6nce % 1’lik NMA (Normal
erime noktasina sahip agaroz) ile iki kat kaplanmis lamlarin lizerine yayilmis ve lamel ile
kapatilarak 5 dakika boyunca buz {lizerinde tutulmustur. Ardindan lamel kaldirilmis ve lam
tizerine % 0,75’lik LMA’dan 90 uL yayilmis ve yeniden lamel kapatilarak 5 dakika daha
buz iizerinde bekletilmistir. Preparatlar toplamda dort kat agoroz ile kaplanmistir. Daha
sonra lamel kaldirilmis ve lamlar, i¢inde elektroforez tamponu bulunan komet tankina
dizilmistir. Lamlar elektroforez tamponunda 20 dakika bekletildikten sonra, elektroforez
islemi 27 V, 280 mA’de 20 dakika olacak sekilde gerceklestirilmigtir. Ardindan
notralizasyon tamponunda (0,4 M Tris, pH=7.5) 3 defa yikanan lamlar, EtBr (Etidyum
Bromiir) (1:9 EtBr: distile su) ile boyanmistir. DNA hasarlarinin tespit edilmesinde, her bir
uygulama konsantrasyonu ve siiresinden ve kontrol gruplarindan hazirlanan en az 2
preparatta toplam 50 ¢ekirdek/niikleoit degerlendirilmistir. incelemeler floresan atagmanli
(50 W mercury lamp) Olympus BX51 floresan mikroskopta (excitation filter of 515-560 nm
and a barrier filter of 590 nm), “Comet Assay IV”, Perceptive Instruments Ltd., UK analiz
sistemi kullanilarak, x400 biiylitmede incelenmistir. Cekirdeklerin/nukloitlerin hasar
dereceleri, % kuyruk uzunlugu, % kuyruk yogunlugu ve % kuyruk momenti parametreleri
ile degerlendirilmistir. Uygulama gruplarindan elde edilen komet verilerinin kontrol
gruplarindan elde edilenlerle karsilastirilmasinda t-testi kullanilmigtir. Comet testinin

uygulama asamalari, Resim 3.3’te gosterilmistir.
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Resim 3.3. Comet testinin asamalari. a) Kok uglarinin Tris-HCI tamponunda dilimlenmesi,
b) Niikleer siispansiyon ve LMA karisiminin lamlara yayilmasi, ¢) Lamlarin
lamel ile kapatilarak, 5 dakika buz iizerinde bekletilmesi, d)Elektroforez, e)

Notralizasyon, f) EtBr ile boyama, g) Lamlarin iizerine lamel kapatilmasi, h)
Floresan mikroskopta sayim yapilmasi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Karakterizasyon Calismalari

4.1.2. Gegirimli elektron mikroskobu analizleri

Bu c¢aligmada kullanilan Fe20s nanopartikiilleri ile Fe2Os mikropartikiillerinin gegirimli
elektron mikroskobundaki (Transmission Electron Microscopy-TEM) goriintiileri Resim 4.1
ve 4.2°de gosterilmistir. Fe203 NP'lerinin genel olarak kiiresel ve altigen seklinde olduklari,
Fe203 MP’lerinin ise genel olarak kiiresel olmalarina ragmen, sekilsiz yapilarin da oldukga

yogun bulundugu tespit edilmistir.

Fe203 nanopartikiilleri ile Fe20s mikropartikiillerinin ortalama partikiil boyutu ile, bu
partikiillerin en biiyiik ve en kii¢iik boyutlar1 Cizelge 4.1’ de gdsterilmistir.

TEM goriintiilemesinde, Fe2O3 NP'lerinin genel olarak kiiresel ve altigen seklinde olduklari
(Resim 4.1), Fe203 MP’lerinin ise genel olarak kiiresel olmalarina ragmen, sekilsiz yapilarin

da olduk¢a yogun bulundugu tespit edilmistir (Resim 4.2)

Fe203 NP'leri, 2,97-135,15 nm arasinda dagilim gostermekte olup, ortalama boyutu 44,48 +
6,7 nm’dir. Fe203 MP’lerinin ortalama boyutu 210,68 & 95,8 nm olup, en kii¢iik ve en biiyiik
partikiillerin boyutunun 71,5-479,67 nm arasinda oldugu tespit edilmistir. Fe20s NP’lerinin
217,72 nm ebatinda, Fe2O3 MP’lerinin ise 1294,70 nm biiyiikliiglinde aglomeratlar

olusturdugu da gozlenmistir.
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Resim 4.1 Fe203 NP'lerinin TEM goriintiisii
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Resim 4.2. Fe203 MP'lerinin TEM goriintiisii

Cizelge 4.1. Test materyallerinin TEM karakterizasyonu

Ortalama boyut (nm) | En kiigiik boyut (nm) | En biiyiik boyut (nm)

Fe203 NP 44,48 £ 6,7 2,97 135,15

Fe203 MP 210,68 £ 95,8 71,5 479,67

4.1.3. Dinamik 151k sa¢ilimi analizi

Nanopartikiillerin ve mikropartikiillerin deiyonize sudaki hidrodinamik caplari ve zeta
potansiyelleri Dinamic Light Scattering (DLS) teknigi kullanilarak belirlenmistir (Cizelge
4.2). Yapilan incelemelerde Fe203 NP’lerinin hidrodinamik ¢apinin iki farkli dagilim
gosterdigi belirlenmistir. Bu dagilimlardan birincisinin ortalamasi1 1046 £ 137 nm ve
ikincisinin ise 7148 nm oldugu tespit edilmistir. Fe203 mikropartikiillerinin de iki farkl
dagilim grubu olusturdugu gézlenmistir. Bunlardan birincisinin ortalamasi 695 + 388 nm ve
ikincisinin ise 4927 + 645 nm oldugu belirlenmistir. Fe203 NP’lerinin zeta potansiyeli 12,8
+ 4,2 mV (pH=5,1), FesOs MP’lerinin zeta potansiyeli ise 18,8 + 8,4 mV (pH=5,2) olarak

bulunmustur.

Fe203 NP’lerinin polidispersite indeksi (polydispercity index) PDI= 1,0 olup, ¢ok genis
partikiil dagilimina sahiptir. FesOs MP’lerinin PDI= 0,3 olup, genis partikiil dagilimina
sahiptir.
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Sekil 4.1. Fe203 NP'lerinin hidrodinamik ¢apinin frekans egrisi

Yogunluga gore boyut dagilimi
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Sekil 4.2. Fe203 NP'lerinin hidrodinamik ¢apinin bar grafigi
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Sekil 4.3. Fe203 MP'lerinin hidrodinamik ¢apinin frekans egrisi
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Sekil 4.4. Fe203 MP'lerinin hidrodinamik ¢apinin bar grafigi

Cizelge 4.2. Fe203 nanopartikiil ve mikropartikiillerinin yogunluklari, hidrodinamik ¢aplari
ve zeta potansiyelleri

Yogunluk(%) Hidrodinamik ¢ap (nm) | Zeta potansiyeli ( mV)
Dagilim 75,5 1046 + 137
Fe,0sNp | 2] 12,8442
Dagilim 24,5 71+£8
araligi 2
Dagilim 95,6 695 + 388
higi 1
Fe0sMp| 8! 18,8+ 8.4
Dagilim 4.4 4927 + 645
araligi 2

4.2. Fe;0O3 Nanopartikiillerinin ve Mikropartikiillerinin Allium cepa L.’da Mitotik

Indeks Uzerine Etkileri

Fe20s3 nanopartikiillerinin 125, 250, 500 ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlarina 24, 48 ve 72

saat maruz birakilan Allium cepa L. kok ucu hiicrelerinde mitotik fazlarin frekansi ve mitotik

indeks degerleri Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Fe20s nanopartikiillerinin 24 saatlik

uygulamasinda, tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla mitotik indekste bir azalma

oldugu gozlenmistir. Bu azalma, 250 pg/mL disindaki tiim konsantrasyonlarda anlamli

diizeydedir. 48 ve 72 saatlik uygulamalarda kullanilan tiim konsantrasyonlar da, mitotik

indeksi negatif kontrole kiyasla anlamli sekilde azaltmstir.
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Fe203 nanopartikiillerinin mitozun farkli evrelerinin (profaz, metafaz, anafaz, telofaz)
frekansi iizerine olan etkileri de incelenmistir. 24 saatlik uygulamada, profaz frekansinda
sadece 750 pg/mL’lik konsantrasyonda negatif kontrole kiyasla anlamli bir artis
gozlenirken, diger tiim konsantrasyonlarda anlamli olmayan azalmalar gdzlenmistir.
Metafaz frekansinda tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla bir artig gozlenmistir.
Bu artis 500 pg/mL’lik uygulamada anlamlidir. Anafaz frekansinda, 750 pg/mL disindaki
diger tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole gore bir artig gézlenirken, telofaz frekansinda
250 pg/mL disindaki diger tiim konsantrasyonlarda bir diisiis tespit edilmistir. 48 saatlik
uygulamada profaz frekansinda, 500 pg/mL disindaki diger tiim konsantrasyonlarda negatif
kontrole gore artis olmustur. Metafaz frekansinda, negatif kontrole kiyasla 125 ve 750
png/mL’lik konsantrasyonlarda hafif bir diisiis, 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise
kiigiikk bir artis gergeklesmistir. Anafaz frekansinda, negatif kontrole kiyasla, tiim
konsantrasyonlarda diislis olmustur. Bu diisiis, 250 pg/mL’lik uygulamada anlamlidir.
Telofaz frekansinda negatif kontrole gore bazi konsantrasyonlarda anlamsiz artig (125 ve
500 pg/mL), baz1 konsantrasyonlarda anlamsiz azalma (250 ve 750 pg/mL) tespit edilmistir.
72 saatlik uygulamada profaz frekansinda, 125 ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlarda negatif
kontrole gore bir artig, 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise bir azalma oldugu
gozlenmistir. 500 pg/mL’lik uygulamadaki diisiis anlamlidir. Metafaz frekansinda ise tiim
konsantrasyonlarda negatif kontrole gore anlamsiz artiglar gozlenmistir. Anafaz ve telofaz
frekansinda 125 ve 750 pg/mL’lik uygulamalarda negatif kontrole gore hafif bir azalma
gerceklesirken, 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda kii¢iik bir artis tespit edilmistir.

Allium cepa kok uglarmin, Fe2O3 mikropartikiillerinin 125, 250, 500 ve 750 pg/mL’lik
konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonucunda, hiicrelerde gozlenen mitotik

fazlarin frekansi ve mitotik indeks Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Demir Oksit (Fe203) mikropartikiillerinin kullanilan biitiin konsantrasyonlari, 24, 48 ve 72
saatlik uygulamalarda, negatif kontrole kiyasla mitotik indekste konsantrasyon artisina bagl
anlamli bir azalmaya sebep olmustur (48 saatlik uygulamada, 125 pg/mL hari¢) . Fe203
MP’leri  Allium cepa L.’da, 24 saatlik uygulamada 125 ve 500 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda, negatif kontrole kiyasla profaz frekansinda bir miktar diisiis
olustururken, 250 ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlar bir miktar artisa sebep olmustur.
Metafaz frekansinda, 250 pg/mL disindaki diger tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole

kiyasla kii¢iik bir azalma gozlenmistir. Anafaz frekansinda, negatif kontrole kiyasla 250 ve



40

750 pg/mL’lik konsantrasyonlarda kiiciik azaliglar, 125 ve 500 pg/mL’de ise kiigiik artiglar
tespit edilmistir. Telofaz frekansinda ise 750 pg/mL disindaki tiim konsantrasyonlarda,
negatif kontrole kiyasla artis oldugu gdzlenmistir. Ancak bu artis ve azalmalar istatistiksel
acidan anlamli degildir. 48 saatlik uygulamada, tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole
kiyasla profaz frekansinda azalma, metafaz frekansinda ise artis oldugu tespit edilmistir.
Metafazdaki artis, 750 pg/mL’de anlamli diizeydedir. Anafazda (125 pg/mL harig) ve
telofazda, tiim konsantrasyonlar, negatif kontrole kiyasla artislara sebep olmustur. En uzun
muamele siiresi olan 72 saatlik uygulamada, Fe20s3 MP’leri Allium cepa da, tim
konsantrasyonlarda, negatif kontrole kiyasla, profaz frekansinda azalmaya, metafaz ve
anafaz frekansinda ise artisa sebep olmustur. Fe2O3 MP’leri, telofazda, tiim
konsantrasyonlarda, negatif kontrole kiyasla, 125 ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlarda artis
olustururken, 250 ve 750 pg/ml konsantrasyonlarinda azalmaya sebep olmustur. 72 saatlik

uygulamadaki artis ve azalmalar anlamli degildir.

Fe20s nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin karsilagtirmali olarak 24 saatlik
uygulamasinin Allium cepa L’da mitotik indeks iizerine etkisi sekil 4.5’de, 48 saatlik
uygulamasinin Allium cepa L.’da mitotik indeks iizerine etkisi sekil 4.6’da ve 72 saatlik

uygulamasinin Allium cepa L.’ da mitotik indeks tizerine etkisi sekil 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L. da mitotik fazlarin frekansi ve
mitotik indeks {izerine etkisi

Konsantrasyon Incelenen Béliinen | Profaz Metafaz | Anafaz | Telofaz MI %z=SE
(ng/mL) hiicre sayisi hiicre (%) (%) (%) (%)
say1st
24 saat
Negatif Kontrol 5000 516 50,80 24,20 9,30 15,70 10,32+0,92
Pozitif Kontrol 5000 485 68,85 20,00 5,80 5,352 9,7+0,93
125 5000 417 42,92 33,33 14,40 9,35 8,34+0,87%**
250 5000 476 41,70 25,45 17,05 15,80 9,5+0,92
500 5000 349 45,00 26,930 14,62 13,45 6,98+0,80%***
750 5000 389 53,500 27,25 9,25 10,00 7,78+£0,84%**
48 saat
Negatif Kontrol 5000 603 46,10 28,35 15,95 9,60 12,06+0,31
Pozitif Kontrol 5000 249 53,80 32,55 8,85 4,80 4,98+0,21%**
125 5000 450 55,55 25,55 7,80 11,10 9+0,27%%*
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Cizelge 4.3.(devami) Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L. da mitotik fazlarin frekansi
ve mitotik indeks {izerine etkisi

250 5000 303 51,15 35,00 6,252 7,60 6,06+0,23%**
500 5000 400 45,00 30,50 13,25 11,25 8+0,26%**
750 5000 403 58,80 17,85 14,40 8,95 8,06+0,26%**
72 saat

Negatif Kontrol 5000 593 56,85 20,05 12,65 10,45 11,86+0,30

Pozitif Kontrol 5000 326 64,40 17,20 11,05 7,35 6,5240,24%**
125 5000 522 58,62 26,63 7,30 7,45 10,44+0,29%**
250 5000 513 47,75 27,90 13,85 10,50 10,26£0,29%**
500 5000 404 35,602 34,40 17,32 12,63 8,08+0,26%**
750 5000 381 56,95 23,35 10,50 9,20 7,62+0,26%**

dNegatif kontrole gére anlamli, p<0,05 (x testi)  PNegatif kontrole gore anlamli, p<0,001(x?testi)

*#%p<0,001 (z testi, negatif kontrole gére anlamli)

Cizelge 4.4. Fe203 mikropartikiillerinin Allium cepa L. da mitotik fazlarin frekansi ve
mitotik indeks tizerine etkisi

Konsantrasyon Incelenen Boliinen | Profaz Metafaz Anafaz Telofaz Mi %+SE
(ng/ml) hiicre saysi hiicre (%) (%) (%) (%)
sayisi
24 saat
Negatif Kontrol 5000 526 54,75 23,40 11,78 10,07 10,52 £ 0,29
Pozitif Kontrol 5000 355 59,15 25,92 8,73 6,20 7,1 £ 0,25%**
125 5000 490 52,45 25,10 11,83 10,62 9,8 & 0,28%%*
250 5000 442 55,20 22,62 11,76 10,42 8,84 £ 0,27%%*
500 5000 387 50,65 26,35 12,15 10,85 7,74 £ 0,26%**
750 5000 375 59,73 24,53 10,41 5,33 7,5 £ 0,25%:%:*
48 saat
Negatif Kontrol 5000 481 67,56 14,76 11,85 5,83 9,62+0,20
Pozitif Kontrol 5000 304 50,35 25,65 16,45 7,55 6,08+£0,23%:**
125 5000 475 53,33 26,72 10,95 9,00 9,5+0,28
250 5000 447 59,06 19,92 12,52 8,50 8,94+0,27**
500 5000 326 57,98 22,70 12,57 6,75 6,52+0,24%:%*
750 5000 320 50,00 28,122 13,13 8,75 6,4+0,24%**
72 saat
Negatif Kontrol 5000 535 75,32 11,02 5,42 8,22 10,7 £ 0,29
Pozitif Kontrol 5000 286 65,38 19,22 9,80 ° 5,60 5,72 £ 0,23%*%*
125 5000 428 60,28 16,58 11,22 11,92 8,56 £ 0,27***
250 5000 380 62,90 21,05 8,43 7,62 7,6 £ 0,25%:%*
500 5000 339 61,95 19,46 12,68 5,91 6,78 £ 0,24***
750 5000 336 63,70 15,18 11,60 9,52 6,72 £ 0,24%***

aNegatif kontrole gore anlamli, p<0,05 (x? testi), )  ®Negatif kontrole gre anlamli, p<0,001(x? testi) ~ ** p<0,01 (x?
testi, Negatif kontrole gore anlamli), *** p<0,001 (z testi, Negatif kontrole gore anlamlr)
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Mitotik Indeks (%) 24 saat
12

**k*
10 Fkk
*Kk*
*

|** | | ***

O |
Negatif Pozitif 125 250 5

Kontrol Kontrol

* *k*
**k*

(0]

)]

= Nanopartikiil

S

Mikropartik
iil

N

*
00 750

Konsantrasyonlar ( pg/ ml)

Sekil 4.5. Fe203 nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin 24 saatlik uygulamalarinin
Allium cepa L.’da mitotik indeks {izerine etkisi

Mitotik indeks (%) 48 saat
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Sekil 4.6. Fe2O3 nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin 48 saatlik uygulamalarinin
Allium cepa L.’da mitotik indeks iizerine etkisi
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Mitotik Indeks (%) 72 saat
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Sekil 4.7. Fe203 nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin 72 saatlik uygulamalarinin
Allium cepa L.’da mitotik indeks {izerine etkisi

4.3. Fe;O3 Nanopartikiillerinin ve Mikropartikiillerinin Allium cepa L.’da Mitotik
Anormallikler Uzerine Etkileri

Fe20s3 nanopartikiillerinin 125, 250, 500 ve 750 ug/mL’lik konsantrasyonlarinin Allium cepa
L. kok ucu hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar1 sonucunda mitoz boliinmenin
farkli evrelerinde (profaz, metafaz, anafaz ve telofaz) meydana getirdigi anormallikler ve
bunlarin frekanslar1 Cizelge 4.5’ de gosterilmistir. Fe203 nanopartikiillerinin  biitiin
konsantrasyonlari, 24, 48 ve 72 saatlik uygulama siirelerinde mitotik anormalliklerin
frekansini negatif kontrole gore anlamli diizeyde arttirmistir. 24 saatlik uygulamada, Fe203
nanopartikiillerinin 125 pg/mL’lik konsantrasyonda olusturdugu anormallik frekanslar
negatif kontrole kiyasla yaklasik 3 kat kadar artis gosterirken, 250 ve 500 pg/mL’lik
konsantrasyondaki artig 4 kattan daha yiiksektir. 750 pug/mL’lik konsantrasyonunda ise bu
frekans 5 kattan daha yiiksek diizeye ulasmistir. 48 saatlik muamelede, Fe203
nanopartikiilleri, mitotik anormalliklerin frekansini, negatif kontrole kiyasla, 125 ve 250
png/mL’lik uygulamalarda 3 kattan daha fazla, 500 pg/mL’lik konsantrasyonda 6 kattan daha
fazla ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonda ise 10 kat kadar arttirmistir. Fe2Os
nanopartikiillerinin Allium cepa L. kok uglarmna 72 saatlik uygulamasi sonucunda, 125
pg/mL’lik konsantrasyonun, mitotik anormalliklerin frekansinda olusturdugu artis, negatif

kontrole gore anlamli degilken, 250 ng/mL’lik konsantrasyonda negatif kontrole kiyasla 2
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katindan daha fazla, 500 pg/mL’lik konsantrasyonda 3 katindan daha fazla ve 750 pg/mL’lik

konsantrasyonda yaklasik 3 kat kadar anormallik oldugu gézlenmistir.

Fe203 nanopartikiilleri mitozun biitiin fazlarinda c¢esitli anormallikler olusturmustur. Bu
partikiiller, profaz safhasinda sadece yapisal bozulmalara sebep olmustur. Metafazda en
fazla goriilen anormallik kromozomlarda yapisikliktir. Gozlenen diger anormallikler c-
metafaz ve yapist bozulmus metafazdir. Anafaz-telofazda en fazla gozlenen anormallik ileri
kromozomlardir. Diger anormallikler ise frekanslarina gore sirasiyla yildiz anafaz,

kromozom kdopriisti ve geri kalmis kromozomdur.

Fe203 mikopartikiillerinin biitiin konsantrasyonlari, 24, 48 ve 72 saatlik uygulama
siirelerinde kromozomal anormalliklerin frekansin1 kontrole gore arttirmistir. Fe2Os
mikopartikiillerinin 24 saatlik muamelesinde, 750 pg/mL’lik konsantrasyonda olusturdugu
anormalliklerin frekansi, negatif kontrole kiyasla 2 katindan daha fazla artig géstermis olup,
bu artig anlamli diizeydedir. Benzer sekilde 48 ve 72 saatlik muamelede de, 750 pg/mL’lik
konsantrasyonda ortaya c¢ikan anormalliklerin frekansi, negatif kontrole gére 2 katindan

fazla ve anlamli diizeydedir.

Fe203 mikropartikiilleri, nanopartikiil formda oldugu gibi, profazda sadece yapisal
bozulmalara sebep olmustur. Metafazda en fazla goriilen anormallik kromozomlarda
yapisiklik sonra sirasiyla c- metafaz ve yapisal bozukluktur. Anafaz-telofazda en fazla
gozlenen anormallik kromozom kdopriisiidiir. Diger anormallikler ise frekanslarma gore

strastyla ileri gitmis kromozom, geri kalmis kromozom ve yildiz anafazdir ( Cizelge 4.6).

Fe203 nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin karsilagtirmali olarak 24 saatlik
uygulamasinin Allium cepa L.’da mitotik anormallik frekansi tizerine etkisi sekil 4.8°de, 48
saatlik uygulamasmin Allium cepa L.’da mitotik anormallik frekansi tizerine etkisi sekil
4.9°da ve 72 saatlik uygulamasinin Allium cepa L.’da mitotik anormallik frekansi iizerine

etkisi sekil 4.10°da gosterilmistir.



Cizelge 4.5. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L. da farkli fazlardaki mitotik

anormallikler ve frekanslar1 lizerine etkisi
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Profaz Metafaz Anafaz-Telofaz Toplam
§ g % é g % % Anormallik
< 2 zEN |8 z z S |5 2 z8 Ny Y
£ £ ERE S 2 &8 | =g £ = EE 3§ (%)
2 ) s 89 ; 5 3|8 B T = O = 8
= > S S ] > >~ S | .= M O >
24 Negatif Kontrol 3,46 0,20 0,95 - 3,30 0,96 0,20 0,38 9,45
Pozitif Kontol 37,31 0,20 13,00 2,06 |43 1,65 2,06 2,06 62,47%**
125 6,00 2,15 6,00 2,15 |2,63 2,63 3,13 1,45 26,14**
250 6,30 0,85 9,70 2,95 |8,00 4,00 3,15 2,52 37,47%**
500 6,90 0,85 13,75 0,57 | 7,75 3,72 2,56 3,72 39,82%**
750 15,10 1,00 13,05 385 |745 2,50 0,26 3,83 47,04%**
48  Negatif Kontrol 2,15 0,16 1,65 - 0,85 1,16 - 0,16 6,13
Pozitif Kontol 29,73 - 23,70 0,40 9,63 8,83 2,40 17,67 92,36%**
125 9,11 2,22 4 - 2,90 1,33 1,77 - 21,33%**
250 8,25 1,65 4,95 - 3,30 1,65 1,32 0,99 22,11%**
500 15,75 0,75 12,75 - 6,00 2,25 1,75 1,50 40,75***
750 21,60 2,50 13,63 - 7,30 7,00 7,00 3,00 62,03%**
72 Negatif Kontrol 1,18 - 2,55 1,01 |3,70 2,02 0,33 2,36 13,15
Pozitif Kontol 41,10 1,22 4,90 - 6,13 1,25 0,92 6,13 61,65***
125 5,75 1,35 3,83 0,20 | 3,06 1,35 1,72 2,85 20,11
250 16,95 0,40 3,32 0,80 |6,62 0,77 1,16 2,72 32,74**
500 13,85 0,50 12,37 2,22 |10,90 2,72 0,99 5,95 49,50***
750 13,38 0,26 8,40 1,05 | 7,87 0,26 2,63 3,15 37,00%**
Toplam anormallik 41,78 2,67 12,96 2,85 |16,73 7,58 5,48 9,95

sikligi (%)

*** n<0,001 (X testi, kontrole gére anlaml1) ** p<0,01 (x testi, kontrole gére anlaml1)

Cizelge 4.6. Fe203 mikropartikiillerinin Allium cepa L. da farkli fazlardaki mitotik

anormallikler ve frekanslar tizerine etkisi

Profaz Metafaz Anafaz-Telofaz Toplam
» > e Anormallik
U N = 1723 o = 0
e E 2E® |5 % zZ|f &z 3§ s% 0
& & CRERE g = SIS e v/ TE D&
= SR £ 5 >3 |5 M 55 »a
S &) > S = o=
24 Negatif Kontrol 2,09 1,52 1,52 0,95 |[0,76 4,56 3,04 0,57 15,01
Pozitif Kontol 8,18 1,69 3,38 0,28 |[2,25 5,07 12,11 0,84 33,80**
125 2,44 0,6 3,06 1,63 | 4,17 4,08 2,24 1,16 19,38
250 4,75 6,68 6,23 181 2,26 1,80 0,67 - 24,20
500 3,65 3,35 4,90 0,77 |5,94 4,65 1,03 0,77 25,06
750 7,75 4,26 5,33 08 |72 3,73 2,13 0,53 31,73*
48 Negatif Kontrol 6,89 1,03 0,41 1,87 |0,62 2,07 - 1,66 14,55
Pozitif Kontol 14,74 8,22 3,28 0,65 |3,94 3,61 2,40 2,63 39,47%**
125 4,42 - 31 2,52 12,39 1,89 - 2,52 16,84
250 2,01 0,22 3,35 156 |6,51 2,01 3,35 0,22 19,23
500 8,58 6,44 521 - 2,76 3,37 - 2,78 29,14*
750 11,56 5,31 5,62 0,93 0,93 5 1,58 1,25 32,18**
72 Negatif Kontrol 2,99 6,19 0,56 - 0,93 1,30 0,74 0,37 13.08
Pozitif Kontol 20,62 10,13 7,34 1,39 |3,49 3,49 2,15 1,04 49,65***
125 3,50 7,02 7,49 093 |0,23 1,16 0,23 0,46 21,02
250 8,15 3,15 8,46 1,31 | 1,05 0,52 2,36 - 25,00
500 8,62 5,89 2,35 117 | 235 2,06 0,88 1,17 24,49
750 6,81 3,57 4,16 6,61 | 2,97 1,78 4,16 1,48 31,54**
Toplam 27,45 16,17 16,27 541 |10,90 11,24 8,39 4,17

anormallik siklig1 (%)
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*** n<0,001 (x? testi, kontrole gére anlamli), ** p<0,01 (x? testi, kontrole gére anlamli), *p<0,05 (x? testi,
kontrole gore anlamli)

Mitotik Anormallik (%0) 24 saat
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Sekil 4.8. Fe203 nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin 24 saatlik uygulamalarinin
Allium cepa L. 'da mitotik anormallik frekansi tizerine etkisi

Mitotik Anormallik (%) 48 saat
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Sekil 4.9. Fe203 nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin 48 saatlik uygulamalarinin
Allium cepa L.’da mitotik anormallik frekansi ilizerine etkisi
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Sekil 4.10. Fe20s nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin 72 saatlik uygulamalarinin

Allium cepa L.’ da mitotik anormallik frekans iizerine etkisi

Resim 4.3. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L.’da profazda meydana getirdigi
anormallikler. a) Normal profaz, b-c-d) Yapist bozulmus profaz
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Resim 4.4. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L.’da metafazda meydana getirdigi
anormallikler. a) Normal metafaz, b) C-Metafaz, c) Yapisiklik, d) Yapisi
bozulmus metafaz

Resim 4.5. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L.’da anafaz-telofazda meydana getirdigi
anormallikler. @) Normal anafaz, b) Koprii ve ileri kromozom, c¢) Fragment ve
ileri kromozom, d) ileri kromozom, e) C-Anafaz, f) Yildiz telofaz
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Resim 4.6. Fe20s mikropartikiillerinin Allium cepa L.’da profazda meydana getirdigi
anormallikler. a-b) Yapist bozulmus profaz

Resim 4.7. Fe203 mikropartikiillerinin Allium cepa L.’da metafazda meydana getirdigi
anormallikler. @) Yapis1 bozulmus metafaz, b) C-Metafaz, c) Fragment, d)
Yapisiklik
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Resim 4.8. Fe203 mikropartikiillerinin Allium cepa L.’da anafaz-telofazda meydana getirdigi
anormallikler a) Kromozom kopriisii, ileri kromozom ve yapisi bozulmus anafaz
(kutupsal sapma), b) Telofazda Koprii , ¢) Yildiz telofaz d) Yapisi bozulmus
telofaz e) Telofazda ileri kromozomlar, f) Telofazda yapisiklik.

4.4. Demir Oksit (Fe2O3) Nanopartikiillerinin ve Mikropartikiillerinin DNA Hasarma
Etkisi-Comet Testi Sonuglar:

Demir Oksit nanopartikiillerinin, 24 ve 48 saatlik muamelesi sonucunda Allium cepa L. kok
uclarinda olusturdugu DNA hasari, comet testi kullanilarak ii¢ farkli parametre ile
degerlendirilmistir. Bu parametreler comet kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti olup elde edilen veriler Cizelge 4.7’ de gosterilmistir. Comet testinde gozlenen

DNA hasar1 6rnekleri Resim 4.9’da gosterilmisgtir.
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Fe203 nanopartikiillerinin 24 saatlik uygulamasinda, kullanilan biitiin konsantrasyonlar,
DNA kuyruk uzunlugunda, negatif kontrole kiyasla artisa sebep olmustur. Bu artiglar, 125
ve 250 pg/mL’lik konsatrasyonda anlamli diizeydedir. Diger yandan, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti, negatif kontrole kiyasla sadece 125 pg/mL’lik konsantrasyonda anlamli
bir artis gostermistir. 48 saatlik uygulamada, comet kuyruk uzunlugu, 24 saatlik uygulamada
oldugu gibi, 125 ve 250 pg/mL’lik konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla anlamli bir
artig gostermistir. Comet kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti ise, negatif kontrole kiyasla
sadece en diisiik konsantrasyon olan 125 pg/mL’lik konsantrasyonda artig géstermis olup,

bu artis kuyruk momentinde anlamli diizeye ulagsmistir.

Demir oksitin mikropartikiil formunun 24 ve 48 saatlik muamelesi sonucunda Allium cepa
L. kok uglarinda olusturdugu DNA hasarinin comet testi ile incelenmesi sonucunda elde
edilen kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti verileri Cizelge 4.8’ de

gosterilmistir. Comet testi ile gozlenen DNA hasar1 6rnekleri ise Resim 4.10°da verilmistir.

Demir Oksit mikropartikiillerinin 24 saatlik uygulamasinda, 125, 250 ve 500 pg/mL’lik
konsantrasyonlar, A. cepa L. kok ucu hiicrelerinde, negatif kontrole kiyasla, DNA kuyruk
uzunlugunda anlamh artiglara  sebep olmustur. Kuyruk yogunlugunda biitiin
konsantrasyonlarda DNA kuyruk yogunlugunda artis ger¢eklesmis olup, bunlardan 125, 250
ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlardaki artislar anlamli diizeydedir. DNA kuyruk
momentinde de ilk {i¢ dozdaki artiglar negatif kontrole gore yiiksek olup, bunlardan 250 ve
500 pg/mL’deki artiglar anlamlidir. Mikropartikiillerin 48 saatlik uygulamasinda ise, DNA
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentinde, en yiiksek iki konsantrasyon
olan 500 ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlardaki artislarin, negatif kontrole kiyasla anlamli
oldugu gortilmektedir (Cizelge 4.8). Comet testi sonuglarina gore nanopartikiillere kiyasla

mikropartikiillerin daha genotoksik etkili oldugu gozlenmistir.
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Cizelge 4.7. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L.’da olusturdugu DNA hasari-Comet
testi sonuglari

Kuyruk Uzunlugu | Kuyruk Yogunlugu Kuyruk momenti
(1m)
24 saat
Negatif Kontrol 50,40 + 4,67 30,81 +£4,47 10,89 £2,08
Pozitif Kontrol 25,72 £2,27* 23,76 4,31 4,53+ 1,34
125 105,43 + 8,82* 47,45 + 4,46* 27,45 +£3,74*
250 89,16 + 7,97* 21,39 £ 3,51 9,70 +£ 2,82
500 68,36 £ 5,15 19,28 + 3,45 7,65 +£2,20
750 59,10 + 3,94 26,87 + 3,84 7,98 £1,28
48 saat
Negatif Kontrol 76,38 £4,03 45,89 + 3,95 17,38 £ 1,80
Pozitif Kontrol 153,10 £ 5,95* 76,80 + 1,84* 50,01+ 3,12%
125 198,14 + 9,70* 61,04+ 3,37 50,80 = 4,34*
250 127,78 +9,86* 34,91 £ 4,40 21,58 +4,14
500 70,74 £ 10,48 2548 £4,17* 13,00 + 3,99
750 64,10 +£ 6,23 28,34 + 4,06 10,13 +£ 2,54

*Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1 (t-testi)

Cizelge 4.8. Fe203 mikropartikiillerinin Allium cepa L.’da olusturdugu DNA hasari-Comet
testi sonuglari

Kuyruk Uzunlugu | Kuyruk Yogunlugu | Kuyruk momenti
(nm)
24 saat
Negatif Kontrol 83,46 + 7,65 18,06 + 3,07 83,46 + 7,65
Pozitif Kontrol 102,50 + 7,83 20,90 + 2,93 102,50 + 7,83
125 119,92 + 8,70 46,87 + 4,69 * 119,92 + 8,70
250 159,52 + 12,26 * 61,76 +4,39 * 159,52 + 12,26 *
500 212,94 + 18,28 * 72,86 +£4,02 * 212,94 + 18,28 *
750 82,78 + 6,78 25,07 +3,84 82,78 + 6,78
48 saat
Negatif Kontrol 139,40 + 13,74 35,08 +£4,40 24,56 +5,33
Pozitif Kontrol 61,56 £4,11 * 17,22 £ 3,78 597+ 1,47 *
125 78,12 £ 5,75 * 21,58 +£3,90 10,67 £2,70
250 59,36 £3,99 * 21,68 + 3,35 7,5+2,17
500 264,80 + 11,18 * 78,98 + 3,95 * 96,98 + 6,93 *
750 220,42 + 15,16 * 73,56 £ 4,05 * 78,89 £ 7,46 *

* Negatif kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
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Resim 4.9. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa L.’da olusturdugu DNA hasarinin comet
testi ile goriinlimii a-b) az hasarli DNA c-d) ¢ok hasarli DNA.

Resim 4.10. Fe203 mikropartikiillerinin Allium cepa L.’da olusturdugu DNA hasarinin
comet testi ile goriintiimii. a) az hasarli DNA b-c-d) ¢ok hasarli DNA
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5. TARTISMA

Nanoteknoloji, birgok avantajlara sahip oldugu bilinen ve hizla genisleyen multidisipliner
bir bilim dali olsa da, mevcut ¢alismalar nanoteknolojide kullanilan nanopartikiillerin toksik
potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir. Nanopartikiiller ticari kullanim igin tiretilip
piyasaya siiriildiik¢e, bu partikiillere maruziyetin her gegen giin daha fazla artis gosterecegi
aciktir. Bu maruziyetle birlikte, nanopartikiillerin insan dahil tiim canlilar iizerinde bazi
riskleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, nanopartikiillerin toksik 06zellikle
genotoksik etkileri konusunda detayli arastirmalar yapilmaya baslanmis olmakla beraber,
bunlar heniiz yeterli diizeyde olmadigindan, mevcut arastirmalar da ¢eliskili oldugundan,
daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir (Bakand, Hayes ve Dechsakulthorn, 2012;
Zhang ve digerleri, 2018). Cilinkii genetik materyalde ve/veya kromozomlarda meydana
gelen hasarlar, mutasyonlarin olusmasina, bozuk proteinlerin {retilmesine, c¢esitli
biyokimyasal mekanizmalarin bozulmasina, basta kanser olmak iizere diger bazi
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina ve hatta yeni nesillerde anormalliklere sebep olabilmektedir
(Fahmy, Ebrahim ve Gaber, 2020).

Tiiketicinin hizmetine sunulan nanoteknoloji tirlinlerinin %10'luk kismini metal oksit tiirevi
iiriinler olusturmaktadir (Mitrano ve ark., 2015). Metal ve metal oksit nanopartikiilleri
arasinda en fazla iiretimi yapilan nanopartikiillerin siralamasi TiO2 > SiO2 > Fe > Al2Os >
ZnO seklindedir (Keller ve Lazareva, 2014; Nikolova ve digerleri, 2020; Bai ve digerleri,
2020; Sengiil ve digerleri, 2020). Metal ve metal oksit nanopartikiilleri giines kremleri,
kozmetikler, elektronik cihazlar, cerrahi malzemeler, deterjanlar, otomotiv boyalari, ilag
tagima sistemleri, gida katki maddeleri gibi bir¢ok alanda ¢ok fazla iiretilip kullanilmaktadir

(Teow ve digerleri, 2011).

Nanoteknoloji, manyetik rezonans goriintiileme, ultrason, optik goriintiilleme ve X-151n1
gorlintiileme vb. molekiiler goriintiileme uygulamalarinda belirli nano ajanlarin
uyarlanmasiyla, insan sistemlerini goriintiileme ve hastaligin erken teshis edilmesinde
muazzam bir avantaja sahiptir. Ancak bahsedilen uygulamalarda kullanilan manyetik
nanopartikiillerin biyolojik olarak uyumlu olmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Yiiksek
stabilite, biyouyumluluk ve kullanim kolaylig1 gibi belirli 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle
Fe203 nanopartikiilleri biyomedikal uygulamalarda genis bir kullanim alani bulmaktadir.

Fe203 ve FesO4 gibi manyetik nanopartikiiller ilag ve gen tasima sistemlerinde ¢ok fazla
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kullanilmaktadir. Biyoteknoloji ve biyomedikal uygulamalarda bu tipteki partikiillerin
yuksek diizeyde tercih edilmesinin sebebi, nano ebatlarda olmalarindan, manyetik
Ozelliklere sahip olmalarindan ve spesifik amaclar i¢in aktif molekiilleri tagima
kapasitelerinden kaynaklanmaktadir. Nanoboyutta olan bu partikiiller ¢ok kiigiik damarlar
yoluyla taginabildikleri ve gerektiginde hiicre membranlarindan kolayca gegebildikleri icin,
insan viicudunda hedeflenen bolgeye kolayca ve dogru sekilde ulastirilabilmektedir.
Boylece gerekli noktada kesin tedavi yapilabilmektedir. Ancak biitiin bu uygulamalarin,
normal hiicrelerde ne tiir hasarlar olusturabilecegi konusunda yeterli veri bulunmamaktadir.

Bu nedenle bu etkilerin de detayli sekilde incelenmesi gerekmektedir (Tortella ve digerleri,
2020).

Demir oksit nanopartikiillerin toksik etkileri konusunda yapilan arastirmalar, bunlarin ticari
olarak kullanilmasi i¢in yapilan arastirmalara kiyasla olduk¢a az sayidadir. Ayrica, mevcut
in vitro ve in vivo caligmalarin bir kismi Fe203 nanopartikiillerinin toksik olmadigini
gosterirken, bazi sitotoksik ve genotoksik ¢alismalarda bu nanopartikiillerin insan ve diger
canlilarda potansiyel tehlikeler olusturabilecegini vurgulamaktadir (Teow ve digerleri, 2011;
Pohanka ve digerleri, 2019; Medici ve digerleri, 2021; Sani ve digerleri, 2021). Dolayisiyla
sonuglar bir biriyle ¢elisir niteliktedir. Ozellikle biyotip alaninda sik¢a tercih edilen bu
nanopartikiillere insanlarin maruziyetinin her gegen giin artmasi nedeniyle, bu partikiillerin
olas1 toksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi insan sagligi agisindan biiylik 6nem
tagimaktadir (Mitrano ve digerleri, 2015; Saygili, 2015). Biitiin bu sebeplerden dolay1, demir
oksitin nanopartikiil ve mikropartikiil formlarinin toksik ve genotoksik etkilerinin ortaya
cikarilmasi i¢in, bu partikiillerin farkli konsantrasyonlariin ve farkli uygulama siirelerinin,
farkli organizmalar ve farkli test sistemleri ile incelenmesi gerekmektedir (Singh ve

digerleri, 2013).

Biitiin bu gereklilikler dikkate alinarak, bu tez caligmasinda demir oksit (Fe203)’in
nanopartikiil (<50 nm) ve mikropartikiillerinin (<5p) Allium cepa L.’ daki sitotoksik ve
genotoksik etkileri, Allium testi ve comet testi kullanilarak incelenmistir. Allium testinde
mitotik indeks, mitotik fazlarin frekanslari, mitoz boliinmede ve kromozomlarda meydana
gelen anormallikler tespit edilmistir. Comet testinde ise, bu partikiillerin A. cepa L. kdk ucu
hiicrelerinde DNA tizerindeki toksik etkileri incelenmistir. Calismada hem nano hem de
mikro formun dort farkli konsantrasyonu (125, 250, 500 ve 750 pg/mL) Allium cepa L. kok

ucu hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat uygulanmistir. Nanopartikiillerin toksik ve genotoksik
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etkilerinin, bunlarin fiziko-kimyasal o6zellikleri ile de baglantili olmasi nedeniyle,
partikiillerin karakterizasyonu da gecirmeli elektron mikroskobu, dinamik 151k sa¢ilimi ve

zeta sizer kullanilarak tespit edilmistir.

Her iki partikiiliin deiyonize sudaki siispansiyonundan elde edilen 6rnekler incelenmis ve
TEM goriintiilemesinde, Fe203 NP’lerinin genel olarak kiiresel ve altigen seklinde olduklari,
Fe203 MP’lerinin ise genel olarak kiiresel yapida fakat sekilsiz yapilarin da oldukca fazla
sayida bulundugu gozlenmistir. TEM goriintiilerinden en az yiiz partikiiliin boyutu tespit
edilmis ve buradan ortalama ve en kiigiik-en biiyiik ebatli partikiillerin ebatlar1 belirlenmistir.
Buna gore, Fe203 nanopartikiillerinin ortalama 44,48 + 6,7 nm ebatinda oldugu, en kiigiik
ve en biiyiik partikiillerin ise sirasiyla 2,97 nm ve 135,15 nm oldugu belirlenmistir. Ticari
firma, bu partikiillerin <50 nm oldugunu belirtmesine ragmen, 135 nm’ye kadar olabilen
partikiillerin de bulundugu oldugu tespit edilmistir. Diger yandan Fe203 MP’lerinin ortalama
boyutu 210,68 £ 95,8 nm olup, en kii¢iik ve en biiylik partikiillerin boyutu ise 71,5 nm ile
479,67 nm arasinda dagilim gostermektedir. Ticari firma, bu partikiillerin <5 pm oldugunu
belirtmistir. Diger yandan, Fe2O3 NP’lerinin 217,72 nm ebatinda, Fe203 MP’lerinin ise
12.94,70 nm ebatinda aglomeratlar olusturdugu da tespit edilmistir.

Fe203 nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin deiyonize sudaki hidrodinamik ¢aplar1 ve
zeta potansiyelleri de dinamik 151k sagilimi ve zeta sizer kullanilarak tespit edilmistir. DLS
teknigi ile Fe2O3 NP’lerinin %75,5’inin hidrodinamik ¢apinin 1.046 £+ 137 nm, %24,5’inin
ise 71 £ 8 nm oldugu belirlenmistir. Diger yandan, Fe2O3 MP’lerinin %95,6’simin
hidrodinamik c¢apinin 695 + 388 nm ve geri kalan %4,4’lintin ise 4.927 + 645 nm oldugu
tespit edilmistir. Zeta potansiyellerinin her iki partikiil i¢in de pozitif oldugu ve Fe203
NP’leri i¢in 12,8 + 4,2 mV ve Fe203 MP’leri i¢in 18,8 = 8,4 mV oldugu belirlenmistir. Yiikii
fark etmeksizin, zeta potansiyeli, partikiiller arast itme giicliniin biyiikligiini
gostermektedir. Zeta potansiyeli -30 mV < { <+30 mV arasinda oldugunda, nanopartikiiliin
aglomerasyon olusturma potansiyeli daha yiiksektir. Aglomerasyon, hem nanopartikiillerin
daha biiyiik aglomeratlar olusturmasina ve hem de hiicre ile etkilesimlerinin, monodispers
partikiillere kiyasla daha farkl etki gdstermesine sebep olur (Barnes ve digerleri, 2008; Sun
ve digerleri, 2014). Van der Waals baglarinin sonucunda olusan aglomerasyon, yiizey alanini
artirmakta ve sonugcta toksisitesinde de degisiklige sebep olabilmektedir (Kwon, Koedrith ve

Seo, 2014).
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Nanopartikiillerin sahip oldugu genis ylizey alan1 genellikle ytliksek reaktiviteye ve koloidal
kararsizliga neden olur ve sonucta NP’ler sulu ortamlarda mikropartikiillere kiyasla
toplanma egilimi gosterirler. Nanopartikiiller boyut olarak birka¢ mikrona kadar kiimeler
halinde toplanabilir ve bu toplanma egilimi, NP’lerin hareketliligini, cevresel etkilesimlerini
ve toksisitesini onemli Ol¢iide etkilemektedir. Nanopartikiiller ¢ozeltinin kimyasina ve
partikiil 6zelliklerine bagl olarak yavas veya hizli bir sekilde agregasyona ugrayabilirler
(Zhang, 2014). Kisaca, nanopartikiillerin toplanmasi yani agregasyon olusturmasi, bunlarin
hiicreye girisinde ve hiicresel molekiillerle etkilesiminde ve dolayisiyla toksik etkilerinin

boyutunda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Sharma, 2009).

Bu tez calismasinda, Fe203’in nanopartikiil ve mikropartikiilleri, 6zellikle sitotoksik ve
genotoksik etkileri bakimindan da detayli sekilde incelenmistir. Fe2O3 NP’lerinin 24 saatlik
uygulamasinda, tiim konsantrasyonlarda kontrole kiyasla mitotik indekste azalma oldugu
gozlenmistir. 250 pg/mL disindaki diger tiim konsantrasyonlarda bu azalis anlamli
bulunmustur. 48 ve 72 saatlik uygulamalarda ise tiim konsantrasyonlarda kontrole gore
mitotik indekste anlamli bir azalma goriilmiistiir. Fe203 mikropartikiil formunun 24, 48 ve
72 saatlik uygulamalarinda, tim konsantrasyonlarda kontrole kiyasla mitotik indekste
konsantrasyon artisina paralel bir azalma oldugu goézlenmistir. Bu azalma 48 saatlik

uygulamadaki 125 pg/mL harig diger tiim konsantrasyonlar i¢in anlamli olarak bulunmustur.

Mitototik indekste gdzlenen azalmanin Fe203 nanopartikiil ve mikropartikiil formlarinin
Allium cepa L. kdk wucu hiicrelerinde toksik etki olusturmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Toksik oldugu tespit edilen belirli bir kimyasal madde ile muamele
sonucunda mitotik indekste gozlemlenen azalma, kimyasal maddenin aktif bir sekilde
boliinen hiicreleri 6ldiirmesi ve hiicre boliinmelerini durdurmasi ile agiklanabilir. Mitotik
indeksdeki azalmanin, hiicre dongiisii kontrol noktalarindan biri olan S fazinda DNA
sentezinin inhibisyonu sonucunda olabilecegi de bildirilmistir. Toksik madde, hiicre
boliinmesi sirasinda fizyolojik etkiler ve yapisal degisiklikler dahil olmak iizere niikleik
asidin sentezine, durumuna ve yapisina miidahale edebilen metabolik dengesizliklere yol
acabilir ve bu da mitotik gecikmeye neden olabilir. Sonug olarak, mitoz boliinmenin
inhibisyonu, DNA sentezinin inhibisyonuna ve uzamis G2 periyoduna bagli olabilir (Sinha

ve Kumar, 2014).



59

Metallerden ZnO NP’lerinin A. cepa nin kok hiicreleri iizerindeki sitogenetik etkisinin
incelendigi bir arastirmada, NP’lerin artan konsantrasyonlarina (25, 50, 75 ve 100 g ml™?)
paralel olarak mitotik indeks frekansinin da azaldigi gozlenmistir. Hiicreler i¢inde ZnO
birikiminin reaktif oksijen tilirlerinin olusmasina neden oldugu, bunun sonucunda da mitotik
indeskin azaldigr ve sitotoksik etkinin olustugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica mitotik
aktivitedeki azalma, NP’lerin mitodepresif etkisini, yani ZnO NP’lerinin mitozun normal
gelisimini engelleyerek bir dizi hiicrenin profaza girmesini dnleyebildigini gostermektedir.
ZnO NP’leri interfaz sirasinda mitotik dongiiyli bloke edebilir ve DNA/protein sentezini
inhibe edebilir (Kumari ve digerleri, 2011). Altin (Au) NP’lerin Allium cepa L. kdk ucu
hiicrelerinde boyut ve doza bagl sitogenetik etkilerinin degerlendirildigi bir caligmada 15
(Aul5), 30 (Au30) ve 40 (Au40) nm olmak iizere ii¢ farkli boyuttaki sitrat kapl altin
NP'lerin, 0,1, 1 ve 10 pg mL™ olan ii¢ farkli konsantrasyonu kullanilmistir. Calismanin
sonucunda kok ucu hiicrelerinde kontrole kiyasla, mitotik indeks frekansinin konsantrasyon
artisina bagh bir sekilde azaldig1 gézlenmistir. Arastirmacilar mitotik indeksteki azalmanin,
hiicrede olusan reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklandigini ifade etmislerdir (Rajeshwari ve

digerleri, 2016).

Nanopartikiiller hiicredeki konsantrasyon artisina baglh bir sekilde ROT olusumunu da
arttirabilir ve lipidlerde, yag asitlerinde, proteinlerde ve DNA’da oksidatif hasarlar
olusturarak, hiicre zari islevlerinin bozulmasina, enzimlerin inaktivasyonuna, hatta hiicre
6liimiine neden olabilirler. Oksidatif stres, apoptoz ile baglantilidir. Apoptoz, ¢ok hiicreli
organizmalarda 1yi bilinen ve gelisim, biiylime regiilasyonu ve hastalikta 6nemli bir rol
oynayan programlanmis bir hiicre 6limi seklidir. Siddetli oksidatif stres hiicre Sliimiine
neden olabildigi gibi, bazen orta derecede oksidasyon bile apoptozu tetikleyebilir.
Calismamizda Fe203 NP’lerinin en yiiksek konsantrasyonlarda, hiicrede oksitatif stresi
arttirarak apoptozu tetiklemis olabilecegi ve bu nedenle mitotoik indekste anlamli diisiislere

sebep oldugu diisliniilmektedir (Kong ve digerleri, 2016).

NP’lerden ozellikle metal ve metal oksit NP’lerin fare, ¢in hamster ovaryumu, insan
lenfositleri, akciger hiicre hatlar1 ve bazi mikroorganizmalar {izerinde, oksidatif stresi
arttirdigina ve hiicre canliligini azalttigina dair birgok in vivo ve in vitro ¢alisma mevcuttur
(Chen ve digerleri, 2008; Yang ve digerleri, 2008; Ahamed ve digerleri, 2010;0sman ve
digerleri, 2010; Naqvi ve digerleri,2010; Radziun ve digerleri, 2011; Sun ve digerleri, 2011;
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Ghosh ve digerleri, 2016; Mahmoud ve digerleri, 2016; Schneider ve digerleri, 2017; Ferraro
ve digerleri, 2019; Zivari Fard ve digerleri, 2020).

Nanopartikiiller birgok bakimindan normal ebatl partikiillere kiyasla daha iistiin 6zelliklere
sahiptir. Nanoteknolojide tercih edilmelerine sebep olan bu 6zellikler, canlilar agisindan
riskler olusturabilmektedir. Kiigiik boyut, yiliksek yiizey reaktivitesi ve yiizey kimyasi gibi
Ozellikler, NP’lerin biyolojik molekiiller ile etkilesiminde de farkliliklara sebep olmaktadir.
Yapilan toksisite analizleri NP’lerin hem boyutunun hem de yiizey kaplamasi gibi
Ozelliklerinin, hiicresel tepkinin kritik belirleyicisi oldugunu ve sitotoksik potansiyellerinde
onemli faktorler oldugunu gostermistir. Metalik atomlar ve karmasik geometriler gibi,
NP’lerin gelismis reaktivitesi de toksik potansiyellerini artirabilir. Ozellikle metal ve metal
oksit NP’lerin ¢ok kii¢iik hacimlerine oranla ¢ok yiiksek ylizey alanina sahip olmasi, bulk
formlara kiyasla iyonlarinin daha fazla ¢oziinmesine ve salinmasina imkan saglamaktadir.

Bu da toksik etkilerinde artisa sebep olmaktadir (Bakand ve Hayes, 2016).

Titanyum dioksit, giimiis, ¢inko oksit, seryum dioksit, bakir, bakir oksit, aliminyum, nikel
ve demir oksit gibi metal ve metal oksit NP’leri endiistride ¢ok fazla kullanildiklari i¢in ve
ayrica hem cevresel kullanimlar1 ve hem de atiklar yoluyla ¢evreye salinmalari sonucunda
ozellikle bitkiler i¢in sitotoksik ve genotoksik riskler tasiyabilecegi i¢in, NP’lerin farkli
bitkiler tizerindeki genotoksik etkilerinin incelenmesi, hem bitkilerin sagligi ve hem de basta
insan olmak {izere diger tiim canlilarin sagligi agisindan c¢ok ©Onemlidir. Bu nedenle
nanopartikiillerin sitotoksik ve genotoksik etkileri ¢esitli bitki tiirleri kullanilarak detayli bir
sekilde incelenmektedir. Bu bitkiler arasinda Allium cepa L. (sogan), Allium sativum
L.(sarimsak) ve Vicia faba (bakla) basta olmak iizere Arabidopsis thalina (fare kulagi teresi),
Zea mays (misir), Oryza sativa (piring), Triticum aestivum (bugday), Pisum sativum
(bezelye), Elodea densa (akvaryum bitkisi), Raphanus sativus (turp), Capsicum annuum
(yillik biber) ve Cucurbita pepo (sakiz kabagi) gibi farkli bitkiler {izerinde de yapilmis
calismalar bulunmaktadir. Bu ¢calismalarda, farkli tipteki metal ve metal oksit NP’lerin farkli
bitki tiirleri tizerindeki etki diizeylerinin degisken olabilecegi gibi, bu etkilerin hem olumlu

hem de oldiiriicii etkiye kadar degistigi de tespit edilmistir (Rastogi ve digerleri, 2017).

OECD tarafindan yonergeleri yayinlanan ve uluslararasi makalelerde de ¢ok fazla kullanilan
kromozom anormallikleri, kardes kromatit degisimi, mikroniikleus ve tek hiicre jel

elektroforezi-comet testleri en ¢ok bilinen genotoksisite testleridir. Allium testi de bu test
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sistemleri ile 1y1 bir korelasyon gosteren, igme sularina ve diger sulara karisan kirleticilerin
canlilarda sebep olabilecegi hasarlarin analiz edilmesinde, ¢evresel kirleticilerin genotoksik
etkisinin taranmasinda ve yerinde izlenmesi ¢alismalarinda kullanilan hassas ve giivenilir
bir testtir. Bu nedenle Allium testi ile nanopartikiiller, pestisitler, azo boyalar, gida
koruyucular1 ve hidrokarbonlar gibi bir¢cok tehlikeli kirleticinin genotoksisitesi de
incelenmektedir. Yapilan ¢alismalar ile A. cepa L. nin toksisite ve genotoksisiteyi tespit
etmede diger testlere gore daha duyarli oldugu gosterilmistir (Cabuga Jr ve digerleri, 2017,
Unal ve digerleri, 2020).

Allium cepa L., ucuz olmasi, kolay yetistirilmesi, 6karyotik bir organizma olmasi gibi
avantajlarinin yaninda, deneylerde hayvan kullanimini azaltmasi, etik kaygilarin ortadan
kalkmasin1 saglamasi ve elde edilen sonuglarin hem 6karyotik hiicre hatlarindaki sonuglarla
ve hem de hayvan deneylerinden elde edilen sonuglarla benzerlik gostermesi nedeniyle
genetik  toksisite calismalarinda yaygin  bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica
kromozomlarinin biiyiik ve az sayida olmasi, kirleticilere maruziyet sonucunda kromozomal
anormalliklerin ve mikroniikleuslarin tetiklenmesi ve kolay bir sekilde gozlenmesi gibi
avantajlar1 nedeniyle genotoksisite ¢alismalarinda tercih edilen bir bitki tiiriidiir (Radic ve
digerleri, 2010; Ozkul ve digerleri, 2016; Kaygisiz ve digerleri, 2017; Ozel ve digerleri,
2018; Liman ve digerleri, 2021).

Bu tez ¢alismasinda incelenen Fe203 nanopartikiil ve mikropartikiil formlar1 Allium cepa L.
kok ucu hiicrelerinde mitotik anormalliklerin frekansini tim konsantrasyonlarda ve ii¢ farkli
uygulama siiresinde kontrole kiyasla anlamli diizeyde arttirmistir. Nanopartikiil ve
mikropartikiil formlar1 Allium cepa L. hiicrelerinde yapist bozulmus profaz, C-metafaz,
yapisiklik, yapisi bozulmus metafaz, anafaz-telofaz sathasinda ileri gitme, koprii, geri kalmis
kromozom ve yildiz anafaz gibi mitotik anormallikler olusturmustur. Hem nanopartikiil hem
de mikropartikiil formundaki Fe203’in, metafaz safhasinda en fazla olusturdugu anormallik
yapisikliktir. Anafaz sathasinda ise her iki partikiiliin en yiiksek oranda meydana getirdigi

anormallik kromozomlarda ileri gitmedir.

Kromozomal kopriiler, kardes kromatitler arasindaki veya terminal delesyonlar nedeniyle
farkli kromozomlar arasindaki yapisal degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Anafaz-telofaz
safthasinda meydana gelen kopriiler, kromatin ayrimi sirasinda kromozomal fragmanlardan

(kirllmalardan) veya kromozomlarin metafaz safhasinda yapistk  olmasindan
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kaynaklanabilir. Kromozom kirilmalarina, kromatinin dinamiklerini etkileyen dis etkenler
de neden olabilir ve onarim siirecine zarar verebilir. Mitotik ig ipliklerinin bozulmasi,
kromozomal yapismaya neden olabilir. Yapigkanlik, metafaz sathasinda kromatidlerin
metafaz diizleminde kiimeleserek, birbirlerinden ayrilmamalart seklinde tanimlanmaktadir.
Kromozomal yapisiklik, DNA'nin kendisinden ziyade proteinli kromatin matrisini igeren
geri doniisii olmayan bir anormalliktir ve genellikle hiicre oliimiine yol agmaktadir.
Kromozomal kayiplar ve kiriklar, andjenik veya klastojenik bir etkene bagli olarak meydana
gelen mikroniikleuslardan kaynaklanabilir. Niikleer tomurcuklar, kutuplara kromozom
go¢iinii tamamlamadan ve ¢ekirdeklere katilmadan once niikleer zarf olusumundan ve ayrica
eliminasyonu tesvik eden hiicresel aktivitelerden olusabilir (Filho ve digerleri, 2018; Unal

ve digerleri, 2020; Liman ve digerleri, 2021).

Bu calismada gozlenen C-metafazlar, Fe20s nanopartikiil ve mikropartikiil formunun ig
iplikleri tizerindeki etkisi sonucunda olusmustur. C-metafaz olusumuna bagli olarak
poliploidi ve andploidi gibi sayisal kromozomal anormallikleri de olusmaktadir. Multipolar
anafaz, ig ipliklerinin tamamen pargalanmasi ile olusurken, kalgin kromozomlar ig ipligi
olusumunun kismen engellenmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Mikronukleuslar, ig ipligi
fonksiyonunun normal bir sekilde calismamasindan olusabilecegi gibi, asentrik kromozom
fragmentlerinden de kaynaklaniyor olabilir (Soykan ve Koca, 2014). Metal oksit
NP’lerinden 6zellikle TiO2 (Fadoju ve digerleri, 2020; Filho ve digerleri, 2018; Pakrashi ve
digerleri, 2014), CeOz2 (Liman ve digerleri, 2019), Al203 (De ve digerleri, 2016) ve MgO
(Mangalampalli ve digerleri, 2018)’in de Allium cepa L. k6k ucu hiicrelerinde kromozomal
anormallik ve mikronukleus olusumuna sebep oldugu belirtilmistir. Al20s, TiO2 ve ZnO
nanopartikiillerinin hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu tetikleyerek sitotoksik ve
genotoksik etkiye sebep olduklart vurgulanmistir (Pakrashi ve digerleri, 2014; Rajeshwari
ve digerleri, 2015; Ahmed ve digerleri, 2017; Sun ve digerleri, 2019; Debnath ve digerleri,
2020).

Yapilan birgok in vitro ¢alismada, NP’lerin niikleer zar1 gecerek hiicrede ROT olusumu ile
birlikte oksidatif DNA hasari, gen ekspresyon bozukluklar1 ve DNA ipliginde kiriklar gibi
cesitli genotoksik hasarlara sebep oldugu bildirilmistir. Ayrica ROT’un DNA hasari
olusumunda 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Tek (SWCNT) ve ¢ok katmanh
karbon nanotiipler (MWCNT) nin toksik etkisi insan deri hiicre kiiltiirleri kullanilarak
epidermal keratinositler ve fibroblastlar iizerinde incelenmistir. SWCNT ve MWCNT'nin
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sitokin ve lenfokin iiretimini aktive ettigi ve hiicresel membran1 gecerek oksidatif stresi
arttirdig tespit edilmistir. Ayrica yapilan calismalar ile nano 6lgekli titanyum ve kuantum
noktalarinin da hiicrede protein ve gen ifadesini degistirebildigi gosterilmistir (Zoroddu ve

digerleri, 2014).

NP’lerin kimyasal yapisi, hiicresel alim diizeylerinde, olusturduklar: oksidatif stres
diizeyinde ve sonugcta sitotoksik etkilerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Nanopartikiillerin
kimyasal ve kristal yapisindaki farkliliklar da bunlarin sitotoksik ve ROT iiretiminde farkli
etkiler gosterebilir. Ornegin, TiO2 NP’lerinin rutil ve anataz formu, ayn1 kimyasal bilesime,
ancak farkl kristal yapilara sahip allotroplardir. Anataz NP’ler yumusak bir yapida ve sert
yapidaki rutil NP’lere gore daha kiiciik aglomeratlar olusturma egilimindedir. Bu nedenle
hiicreye alimi rutil forma kiyasla daha yiiksektir. Sonugta, bu 6zellikler, iki farkli formun
hiicrede olusturduklari sitotoksik ve genotoksik etkilerinde de farkliliklara sebep olmaktadir

(Osman ve digerleri, 2019).

Fe203 nanopartikiillerinin (20 nm) toksik etkisi erkek Wistar ratlarinin karaciger ve akciger
dokular1 lizerinde de incelenmistir. 20 ve 40 mg/kg’lik Fe2Os konsantrasyonlar1 akciger
dokusunda serbest radikallerin olusumunu O©nemli oOlgiide arttirmis ve karacigerde
yaralanmaya neden olarak toksik bir etki meydana getirmistir. Disi Wistar ratlarin soluma
yoluyla Fe203 NP’lerine (30 nm) maruz birakildigi bir aragtirmada, demir (Fe) birikiminin,
karaciger ve akciger dokularinda zamana bagl sekilde 6nemli dl¢lide arttig1 gdzlenmistir.
Fe203 NP’lerinin karaciger ve akciger dokularinda bulunan bazi enzimlerin seviyesini
azalttigi ve dokularda hasara neden oldugu bildirilmistir. Akcigerlerde biriken
nanopartikiiller, akciger yapisinda zararli ve hatta kotii huylu etkilere yol acarak akciger

iltihabina, fibrozise veya akciger kanserine neden olabilir (Sadeghi ve digerleri, 2015).

Literatiirdeki bazi calismalar, Fe2O3 ve diger bazi nanopartikiillerin alveolar-kilcal
bariyerden gecerek ve kan dolagimina girerek, karaciger, bobrek, kardiyovaskiiler sistem ve
hatta sinir sistemi dahil olmak {izere akciger dis1 organlarda islev bozukluklarina yol
acabilecegini de gostermistir (Wang ve digerleri, 2010). Insan kan lenfosit hiicreleri iizerinde
yapilan in vitro bir ¢alismada Fe2O3 NP’lerinin hiicre canliligini azalttigi, ROT artisina
neden oldugu, mitokondriyal ve lizozomal hasar meydana getirerek toksik etkiye sebep

oldugu tespit edilmistir (Assadian ve digerleri, 2019).
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Fe203 NP’lerin daha kiigiik boyutlara ve benzersiz 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle bulk
malzemelere kiyasla daha yiiksek toksisiteye sahip oldugu bilinmektedir. Bu konuda,
Kumari ve arkadaglarinin (2013) yaptig1 bir incelemede, demir oksitin nanopartikiil (30 nm)
ve mikropartikiil (<5 pm) formlarinin 500, 1.000 ve 2.000 mg/kg’lik konsantrasyonlari
kullanilarak, Wistar si¢canlar1 tizerindeki toksik etkileri degerlendirilmistir. Partikiillerin oral
yolla uygulandig1 sicanlarin serum ve karacigerinde laktat dehidrojenaz aktivitesinde artig
gbzlenmistir. LDH, hiicrelerde bulunan ve sekerden enerji elde etmek i¢in kullanilan bir ¢esit
enzimdir. Hiicre, doku veya organlarda toksik bir etki ortaya ¢iktiginda, plazma membran
biitiinliikleri bozulur ve LDH diizeyinde artis ortaya c¢ikar. Bu artisin miktar1 dlgiilmek
suretiyle hiicre hasarinin diizeyi degerlendirilebilmektedir (Kumar ve digerleri, 2018). Fe203
nanopartikiilii ile muamele edilen sicanlarin bobreklerinde enzim seviyelerinde azalma
gozlenirken, Fe20s-mikropartikiil formunun biyokimyasal parametrelerde anlamli bir
degisiklik olusturmadigi gozlenmistir. Fe2O3 nanopartikiilleri ile muamele edilen siganlarin
beyinlerinde de asetilkolinesterazin 6nemli diizeyde azaldigi tespit edilmistir (Kumari ve

digerleri, 2013).

Fe203 NP’lerinin farkli organizmalar iizerindeki genotoksisitesine yonelik c¢alismalar,
toksisite ¢alismalarinda oldugu gibi sinirli sayida iken, Fe2O3’in hem nanopartikiil hem de
mikropartikiil formunun birlikte sitotoksisitesinin ve genotoksisitesinin kiyaslandigi
caligmalarin sayist yok denecek kadar azdir. Demir oksitin nanopartikiil (30 nm) ve
mikropartikiil (<5 pm) formlarinin genotoksik etkisini belirlemek amaciyla disi Wistar
sicanlarda yapilan bir arastirmada, comet testi, mikronukleus testi ve kromozom
anormallikleri (KA) testleri uygulanmustir. Her iki ebattaki demir oksitin 500, 1.000 ve 2.000
mg/kg’lik konsantrasyonlar siganlara oral yolla verilmistir. Comet testi i¢in 6, 24, 48 ve 72
saatlik uygulama, MN testi i¢in 48 ve 72 saatlik uygulama, KA testi i¢cin de 18 ve 24 saatlik
uygulamalar gerceklestirilmistir. Anormallikler kemik iligi hiicrelerinde degerlendirilmistir.
Ayrica, uygulamalardan 6, 24, 48 ve 72 saat sonra demirin karaciger, dalak, bobrek, kalp,
beyin, kemik iligi, idrar ve digkidaki biyolojik dagilimini belirlemek amaciyla, atomik
absorpsiyon spektrofotometrisi kullanilmistir. Nano ve mikro boyuttaki demir oksitin
uygulandig1r siganlarda, kuyruk DNA yiizdesi ile mikronukleuslarin ve kromozom
anormalliklerinin frekanslarindaki artisin kontrole kiyasla anlamsiz oldugu (p > 0,05) tespit
edilmistir. Buna dayanarak aragtiricilar, Fe2O3 nanopartikiilii ve mikropartikiiliiniin test
edilen dozlarda genotoksik olmadigin1 ifade etmislerdir. Diger yandan Fe203’in

nanopartikiil formunun intestinal bariyeri kolayca asarak, karaciger, dalak, bobrek, kalp ve
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kemik iliginde biriktigi, Fe203 bulk formunun ise gastrointestinal sistem ile absorbe oldugu
ancak organlarda 6nemli bir birikim olmadan, feces yolu ile disar1 atildigi belirtilmistir
(Singh ve digerleri, 2013). Fe20s NP’lerinin toksik etkisinin yetiskin erkek Wistar
sicanlarinda hiicre canlilik testi MTT ile mutajenik etkisi ise Ames testi ile
degerlendirildiginde bir ¢alismada da, bu NP’lerin herhangi bir genotoksik etki
olusturmadig1 fakat MTT testi sonucunda ¢ok az bir toksik etki olusturdugu gézlenmistir

(Szalay ve digerleri, 2011).

Fe203 nanopartikiillerinin  diger farkli metal oksit nanopartikiilleri ile birlikte
sitotoksisitesinin ve genotoksisitesinin kiyaslandigi ¢alismalar da mevcuttur. Karlsson ve
arkadaslarinin yaptig1 bir arastirmada gesitli metal oksit parc¢aciklarinin (CuO, TiO2, ZnO,
Cu-Zn, Fe204, Fes04, Fe203) ve cok duvarli karbon nanotiiplerinin (MWCNT) insan akciger
epitel hiicre hatt1 (A549) tizerindeki in vitro genotoksik etkileri comet testi ile incelenmistir.
Fe203 nanopartikiillerinin (29 nm) 2, 40 ve 80 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 herhangi bir
genotoksik etki olusturmazken, en fazla DNA hasarinin CuO nanopartikiilleri tarafindan

olusturuldugu tespit edilmistir (Karlsson ve digerleri, 2008).

Fe203 nanopartikiillerinin farkli bitkiler iizerindeki fizyolojik ve toksikolojik etkileri
konusunda da yiiriitiilmiis bir¢ok ¢caligma mevcuttur. Citrus maxima (Cin greyfurdu) tiiriinde
Fe203 nanopartikiiliiniin  kok biliylimesi tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen bir aragtirmada, NP'lerin bitki koklerine girebildigi fakat koklerden
stirglinlere gegemedigi gozlenmistir. Nanopartikiillerin, kontrole kiyasla klorofil igerigini
%23,2 ve kok aktivitesini %23,8 oraninda ve anlaml diizeyde artirdig tespit edilmistir.
Fe203 NP’leri, sadece en yiiksek konsantrasyonda (100 mg/L) MDA olusumunu 6nemli
Olctide arttirmus, klorofil igerigi ve kok aktivitesini azaltmistir. Bu ¢alisma neticesinde diisiik
konsantrasyonlardaki Fe203 NP’lerinin bitki biiyiimesi i¢in etkili bir demir nano giibre olma

potansiyeline sahip oldugu vurgulanmistir (Hu ve digerleri, 2017).

Fe2O0s3 nanopartikiilleri, tarimda da yenilik¢i ve umut verici bir yOntem olarak
kullanilmaktadir. Ancak, Fe2O3 NP'lerinin olas1 toksisitesi ve bitki hiicresi tarafindan alimi
ve translokasyonu, biiyiik Olgekli saha uygulamasindan oOnce daha fazla calisma
gerektirmektedir. Bu gereklilikten yola ¢ikilarak yiirtitiilen bir arastirmada, Fe2O3 NP’lerinin
Zea mays (musir) bitkisi kok hiicreleri tarafindan alimi ve translokasyonu incelenmistir.

Fe203 NP’lerinin tohum ¢imlenmesi iizerindeki etkileri, antioksidan enzim aktivitesi,
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malondialdehit (MDA) icerigi ve klorofil i¢erigi belirlenmistir. 20 mg/L Fe203 NP'leri kok
uzamasint %11,5 oraninda ve 6nemli diizeyde arttirmistir. Cimlenme indeksi ile canlilik
indeksini sirastyla %27,2 ve %39,6 oranlarinda arttirmistir. Bununla birlikte, 50 ve 100 mg/L
Fe203 NP’leri kok uzunlugunu sirasiyla %13,5 ve %12,5 oraninda ve anlamli Olciide
azaltmistir. Fe2O3 NP’leri Zea mays bitkisinin sadece kok kisminda oksidatif stresi

tetiklemistir (Li ve digerleri, 2016).

Giiniimiizde bitki comet testi ilaglar, gida katki maddeleri, tarim ilaglari, nanomateryaller,
agir metaller ve radyasyona maruz kalmis hiicrelerdeki genetik hasarlart belirlemek
amactyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Comet testi ayrica bazi insan ve hayvan
hiicrelerinde uygulansa da son yillarda 6zellikle Allium cepa L. (sogan), Allium sativum L.
(sarmmsak), Nicotiana tabacum (tiitiin), Vicia faba (bakla) ve Solanum tuberosum (patates)

gibi bitki tiirleri izerinde ¢okca uygulanmaktadir (Cakmak, 2017).

Bu calismada Fe203 nanopartikiil ve mikropartikiil formlarinin genotoksik etkisi en yaygin
kullanilan genotoksisite testlerinden biri olan comet testi ile de incelenmistir. Hem nano hem
de mikro Fe20s partikiilleri, 24 ve 48 saat boyunca Allium cepa L. kok ucu hiicrelerine
uygulanmustir. Allium testinde kullanilan dort farkli konsantrasyon (125, 250, 500 ve 750
pg/mL) comet testinde de kullanilmistir. Fe20s nanopartikiilii i¢in, 24 saatlik comet
uygulamasinda, kuyruk uzunlugu parametresi esas alindiginda, kontrole kiyasla DNA hasar1
125 ve 250 pg/mL’de anlamli bir artis gosterirken, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
sadece 125 pg/mL’de yani en diisiik konsantrasyonda anlamli bir artig gostermistir. 48
saatlik uygulamada ise kuyruk uzunlugu, 24 saatlik uygulamada oldugu gibi, 125 ve 250
ug/mL’lik konsantrasyonlarda DNA hasar1 kontrole kiyasla anlamli bir sekilde artis
gostermistir. Kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti dikkate alindiginda ise sadece 125
pg/mL’de DNA hasarinin kontrole kiyasla arttig1 tespit edilmistir. Comet testi sonucuna
gore Fe2O3 NP’lerinin 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 degerlendirildiginde, en diisiik iki
konsantrasyonda (125 ve 250 pg/mL) DNA artisina sebep oldugu, en yiiksek iki
konsantrasyonda (500 ve 750 pg/mL) ise DNA hasarinda artisa sebep olmadig1 gézlenmistir.
Bunun nedenlerinden biri konsantrasyon artistyla birlikte nanopartikiillerin ¢cokelme egilimi
gostererek aglomeratlar olusturmasindan kaynaklanabilir. Konsantrasyon arttik¢a agregat
olusturan NP’lerin bitki hiicresine penetre olmasi zorlasir ve dolayisiyla genotoksik etkileri

de yiiksek olmaz.
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Bu tez caligmasi kapsaminda Fe20s mikropartikiil formunun Allium cepa L. koék ucu
hiicrelerinde 24 saatlik muamelesi sonucunda tiim konsantrasyonlarda DNA hasar1 negatif
kontrole kiyasla artis gostermistir. Fakat en yiliksek konsantrasyonda DNA hasar1 artis
gozlenmemistir. Fe2Os nanopartikiil formunda oldugu gibi mikropartikiil formunda da
konsantrasyon artigina bagl olarak kiimelesme egilimi artarak, bitki hiicresine penetre olma
yetenegi azalmis olabilir. Dolayisiyla hiicre igerisine giremeyen partikiiller herhangi bir
genotoksik etkiye de neden olmamaktadir. 48 saatlik muamele sonucunda ise en yiiksek iki
konsantrasyonda (500 ve 750 pg/mL) DNA hasarmin 6nemli 6l¢iide arttigi gozlenmistir.
Nanopartikiiller konsantrasyon artisina bagli olarak hiicrede oksidatif strese ve serbest
radikallerin olugsmasina neden olur. Nanopartikiiller serbest radikalleri ylizeylerinde absorbe
etme egilimi gosterirler. Serbest radikaller hiicrede, DNA tek ve c¢ift zincirinde ve
proteinlerde oksidasyona, capraz baglantilara, deoksiriboz ve fosfat iskeleti arasinda
hasarlara ve spesifik modifikasyonlara, piirin ve primidin bazlarinda hasarlara neden
olabilirler. Bu oksidasyon iiriinleri, onarilabildigi gibi, eger onarilmazsa, mutasyonlara veya
DNA tek veya cift zincirinde kiriklara neden olur. Metal ve metal oksit nanopartikiillerinin
genotoksisitesi, dolaylt olarak ROT {iretiminden kaynaklanmaktadir. Abiyotik stres (agir
metaller dahil) bitki hiicrelerinde dogrudan veya dolayli olarak DNA hasarina neden olabilir.
(Calismamizin sonuglarina gore Fe2O3 mikropartikiilleri de artan konsantrasyonlarda hiicrede
ROT iiretimini tetikleyerek genotoksik hasara neden oldugu ifade edilebilir. Al203
nanopartikiil (< 50 nm) ve bulk formunun Allium cepa L. iizerindeki genotoksik etkisinin
comet testi ile incelendigi bir ¢alismanin sonucunda hem nano hem de mikro Al203’in
konsantrasyon artisina bagli olarak DNA hasart olusumunu da arttirdigi, nanopartikiil
formun mikropartikiil forma gdre daha fazla genotoksik etki meydana getirdigi bildirilmistir
(De ve digerleri, 2016). MgO NP’leri (< 50 nm) ile yapilan bir ¢alismada, 12,5, 25, 50 ve
100 pg/mL’lik konsantrasyonlarin 4 saat boyunca uygulandigr Allium cepa L. kok ucu
hiicrelerinde, DNA hasar1 comet testi ile incelenmistir. Arastirma sonuclarina gore,
konsantrasyon artisina bagli olarak DNA hasarinin da arttigi tespit edilmistir
(Mangalampalli ve digerleri, 2018). Bizmut oksit (III) NP’lerinin (90-210 nm) Allium cepa
L. kok ucu hiiclerinde olusturdugu genotoksik etki de comet testi ile incelenmis ve
konsantrasyon artisina paralel bir sekilde DNA hasarinin da arttig1 bildirilmistir (Liman,
2013).

Bu tez ¢aligmasinda oldugu gibi, Kaygisiz ve Cigerci de Fe2Os NP’nin Allium cepa L.

tizerindeki genotoksik etkisini comet testi kullanarak incelemislerdir. Bu arastiricilar, <50
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nm ve <100 nm boyutlarindaki Fe2O3 nanopartikiilleri ile iyonik Fe203 formun genotoksik
potansiyelini Allium ve comet testleri ile arastirmistir. Fe203 NP'leri ve iyonik form igin dort
farkli konsantrasyon (1, 2, 5 ve 10 mM) ve {i¢ farkli uygulama siiresi (4, 24 ve 96 saat)
kullanilmistir. Calismanin sonucunda <50 nm, <100 nm ve iyonik formdaki Fe203’tin Allium
cepa L. kok hiicrelerinde mitotik indekste azalmaya sebep oldugu, comet testi sonucunda da
konsantrasyona bagli olarak DNA hasarinda artis olusturdugu belirtilmistir. Ayrica, <50 nm
boyutundaki Fe203’lin, <100 nm ve iyonik forma kiyasla daha toksik bir etki olusturdugu
bildirilmistir (Kaygisiz ve Cigerci, 2017). Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular Kaygisiz
ve Cigerci’nin bulgularina benzerlik gostermekle beraber, bu iki calismada incelenen
nanopartikiillerin yapisi ve ebatlar1 ile konsantrasyon ve uygulama siireleri de farkliliklar

gostermektedir (Kaygisiz ve Cigerci, 2017).

Raphanus sativus (turp) bitkisinde de Fe203 NP’lerinin genotoksik ve apoptotik potansiyeli
incelenmistir. Fe203 NP’leri, turpta kok uzunlugunu ve tohum ¢imlenmesini geciktirmis ve
diisiik konsantrasyonlarda (1,0 mg/mL) hiicrede ROT olusumunu tetiklemistir. Calismada
uygulanan comet testi, Fe203 NP'leri ile muamele edilmis gruplarda DNA iplik kiriklarinda
konsantrasyona bagli bir artis oldugunu gostermistir. Ayrica yiiksek Fe203
konsantrasyonunda (2,0 mg/mL) hiicrenin apoptoza ugradig1 sonucuna ulasilmistir (Saquib

ve digerleri, 2016).

Nanopartikiillerin genotoksik etkilerinin comet testiyle incelendigi birgok arastirma
mevcuttur. Bu konuda yapilan bir ¢alismada Allium cepa L. kok meristem hiicrelerinde
silikon dioksit (SiO2)’in mikropartikiil (SMP) ve nanopartikiil (SNP) (15 nm) formunun 1,
10 ve 100 ppm konsantrasyonlar1 kullanilarak genotoksik etkileri incelenmistir.
Arastirmanin sonuclart dikkate alindiginda, 1 ve 10 ppm’de DNA hasarmin arttigi, 100
ppm’de azaldig1 goézlenmistir. En yiiksek konsantrasyonda (100 ppm) SNP’lerin aglomere
oldugu ve bu nedenle hiicreye girislerinin azaldig1 ve sonugta DNA hasrindaki etkilerinin de
diisiik diizeyde kaldig1 sonucuna varilmistir. SMP uygulamasinda ise, konsantrasyon artigina
bagli olarak DNA hasarmin da artig1 gozlenmistir (Kaya ve digerleri, 2015). Allium cepa L.
kok hiicreleri TiO2 NP’lerinin 2, 4, 6, 8 ve 10 mM konsantrasyonlari ile 3, 6 ve 24 saat
boyunca muamele edilmis ve olusan hasarlar comet testi ile incelenmistir. Tiim muameleler
birlikte degerlendirildiginde, DNA hasarinda 4 mM konsantrasyona kadar artis oldugu ve
ardindan en yiliksek doza kadar kademeli bir diisiis oldugu belirtilmistir. Bu etkinin, 10
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mM’da nanopartikiillerin agregat olusturmasindan kaynaklandig1 vurgulanmistir (Ghosh ve

digerleri, 2010).

Fe203 nanopartikiillerinin 0,4, 2 ve 10 pg/kg’lik konsantrasyonlarin farelere inravendz
olarak uygulandigi bir in vivo arastirmada, nanopartikiillerin DNA’daki olas1 etkileri comet
testi ile incelenmistir. Nanopartikiil uygulanan grupta, kontrol grubuna kiyasla, DNA
gociinde ve dolayisiyla DNA hasarinda artis oldugu tespit edilmistir (Nemmar ve digerleri,
2015). Fe203 NP’lerinin fare fibroblast kiiltiirinde (L-929), hiicre canliligini ve DNA
stabilesini konsantrasyona bagli olarak etkiledigi belirlenmistir. Konsantrasyon arttik¢a

hiicre canliliginda ve DNA stabilitesinde azalma gozlenmistir (Hong ve digerleri, 2011).

NP’lerden 6zellikle metal ve metal oksit NP’lerin, comet testi sonucunda DNA hasarina
sebep oldugunu ve genotoksik olduguna yonelik bir¢ok calisma daha bulunmaktadir
(Balasubramanyam ve digerleri, 2009; Kim ve digerleri, 2011; Guan ve digerleri, 2012;
Senapati ve digerleri, 2015; Zijno ve digerleri, 2015; Chinde ve Grover, 2017; Siivola ve
digerleri, 2020; Jalili ve digerleri, 2020; Abudayyak ve digerleri, 2020; Handral ve digerleri,
2021).

Yukaridakilerin tersine, Fe20s nanopartikiillerinin comet testinde DNA hasari
olusturmadigini gdsteren sonuglar da meveuttur. Ornegin, Fe203 nanopartikiillerinin in vivo
genotoksik etkilerini  belirlemek amaciyla Gaharwar ve arkadaslar1 tarafindan
gerecklestirilen bir aragctirmada, Wistar sicanlarina 28 giin boyunca, haftada bir kez kaudal
ven yoluyla uygulamalar yapilmistir. 7,5, 15 ve 30 mg/kg’lik Fe203 konsantrasyonlarinin
kullanildig1t bu arastirmada, nanopartikiillerin genotoksik etkisi comet testi ile
degerlendirildiginde, elde edilen verilere gore, bu nanopartikiillerinin anlamli bir DNA
hasar1 olusturmadigi belirtilmistir (Gaharwar ve digerleri, 2015). 90 nm boyutundaki Fe203
nanopartikiilleri kullanilarak A549 hiicre hatt1 ile fare alveolar makrofajlarinda (MH-S)
yapilan bir arasgtirmada, DNA hasariin belirlenmesi amaciyla yine comet testi
uygulanmistir. Calismanin sonucunda 20 ve 40 pg/cm™? konsantrasyonlarindaki Fe2Os3
nanopartikiillerine 4 saat maruz kalan A549 ve MH-S hiicrelerinde DNA hasar

gozlenmedigi bildirilmistir (Freyria ve digerleri, 2012).

Nanopartikiillerin ~ genotoksik mekanizmalar1 hadla tam olarak bilinmemektedir.

Nanopartikiillerin olas1 genotoksik mekanizmalar1 primer ve sekonder mekanizma olmak
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tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Primer mekanizma ise kendi igerisinde direkt ve indirek
genotoksik mekanizma olarak ikiye ayrilmistir. Nanopartikiillerin birincil genotoksisitesi,
enflamasyon yoklugunda genetik hasarin ortaya ¢ikmasi anlamina gelir. Partikiillerin direkt
birincil genotoksisitesi, partikiillerin genomik DNA ile veya hiicre dongiistindeki olaylari
diizenleyen bilesenlerle dogrudan etkilesimi sonucunda meydana gelmektedir. Bu etki,
partikiillerin yiizeyindeki ROT’lar gibi oksidanlarin, oksidatif saldiris1 veya partikiillerin
cekirdege girmesi sonucunda DNA ile dogrudan fiziksel etkilesimi yoluyla gergeklesebilir.
Direkt genotoksisite, hiicre bdliinmesi sirasinda, ¢ekirdek zarindan kurtulan kromatin ve
kromozomlarin veya kromozomlarin kutuplara ayristirilmasinda gérev yapan molekiillerin,
nanopartikiillerin fiziksel veya kimyasal miidahalesine maruz kalmasindan ortaya ¢ikabilir.
Indirekt birincil genotoksisite, parcaciklarla etkilesimlerine yamit olarak artan ROT
tiretiminden veya hiicre i¢indeki glutatyon gibi antioksidanlarin tiikenmesi yoluyla
mitokondri ve zara bagli NADPH oksidazlar dahil hiicresel bilesenlerdeki bozulmalardan
kaynaklanabilir. Endojen serbest radikallerin olusumunun artmasi veya bu tiirlere karsi
bozulmus antioksidan savunmasi, oksidatif stresle sonuclanir ve oksidatif DNA hasarinin
tetiklenmesine yol acabilir. Sekonder genotoksisite, makrofajlar ve polimorfoniikleer
noétrofilik 16kositler (PMN) gibi enflamatuar hiicreler tarafindan olusturuldugu i¢in birincil
genotoksisiteden 6nemli Olgiide farklidir. Bu hiicreler, enflamatuar bir yanitin ortaya
cikarilmasiyla partikiillerin birikim bolgesine toplanir. Hiicreleri istilaci patojenlerden
kurtarmaya yonelik bu normal dogal enflamatuar yanit, normal islevin geri kazanilmasinda

onemlidir, ancak reaktif tiirlerin olusumu, istenmeyen etkilere ve DNA hasarina neden olur.

Bu tez ¢alismasinda metal oksit nanopartikiillerinden biri olan demir oksitin nanopartikiil ve
mikropartikiil formlariin Allium cepa L. bitkisindeki sitotoksik ve genotoksik etkisi ilk defa
detayli bir sekilde ve karsilastirmali olarak Allium testi ve comet testi ile incelenmistir.
Bdylece bu partikiillerin insan ve diger canli tiirleri tizerinde de herhangi bir risk olusturup
olusturmayacagina yonelik bilgiler elde edilmistir. Yapilan bu ¢alismada, demir oksitin hem
nanopartikiil hem de mikropartikiil formu Allium cepa L. kok ucu hiicrelerinde mitotik
indekste anlamli diistislere, baz1 mitotik fazlarda anlamli degisimlere ve mitoz boliinmenin
farkli sathalarinda (profaz, metafaz, anafaz, telofaz) DNA ve kromozomlarla ve/veya
mitotik dongiideki molekiillerle dogrudan veya dolayl etkilesim yoluyla yapisiklik, C-
metafaz, kopri, ileri gitme, geri kalmig kromozom gibi cesitli anormalliklerine sebep
olmustur. Demir oksitin nanopartikiil formu, mikropartikiil forma kiyasla daha fazla mitotik

anormallik olusumuna sebep olmustur. Nanopartikiillerin boyutlar1 kiigiildiik¢e bitki
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hiicresine penetre olabilmesi kolaylasir ve hiicrede olusturabilecegi genotoksik etki de
mikropartikiil forma kiyasla daha fazla olabilir. Bu ¢alismada uygulanan bir diger
genotoksisite testi olan comet testi sonucunda demir oksit nanopartikiil ve mikropartikiil
formunun zamana ve konsantrasyona bagli olarak degismekle birlikte, DNA hasari
olusturduklar1 da gozlenmistir. Nanopartikiillerin 6zellikle somatik hiicrelerin genetik
materyalinde olusturabilecegi hasarlar, basta kanser olmak tlizere bir¢ok hastalikla baglantili
oldugu gibi, gametik hiicrelerde olusturabilecegi hasarlar ise, gelecek nesilleri dogrudan
etkileme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle nanopartikiillerin genotoksik etkilerinin ve
bunlarin mekanizmasinin belirlenmesi ve anlasilmasi basta insan sagligi olmak {izere,
dogadaki biitlin canlilar i¢in biiylik 6nem tagimaktadir (Azad ve digerleri, 2008; Donaldson

ve digerleri, 2010; Magdolenova ve digerleri, 2013).

Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonugclar ile, manyetik rezonans goriintiileme, doku tamiri,
ilag ve gen tasinma sistemleri, biyolojik akiskanlarin detoksifikasyonu, gen terapisi, hiicre
ayrimi gibi biyomedikal alanlarda c¢ok fazla tercih edilen Fe20s nanopartikiillerinin
genotoksik etkileri ve potansiyel riskleri hakkinda hem {ireticiler hem de kullanicilar
bilinglenecektir. Allium testi diger genotoksisite testleri ile yakinlik gosteren bir test olmasi
nedeniyle, bu ¢alismada kullanilan Fe2O3 nanopartikiil ve mikropartikiillerinin Allium cepa
L. kok ucu hiicrelerinde genotoksik hasarlar meydana getirdiginin belirlenmis olmasi,
insanlar ve diger canli organizmalar iizerinde de genetik hasarlar olusturabilecegini

gostermektedir.

Nanopartikiillerin etki mekanizmalar1 konusunda baz1 goriisler ileri siiriilmekle birlikte, bu
mekanizmalarin daha net bir sekilde belirlenebilmesi i¢in daha fazla ¢alismanin yaninda
farkl1 test sistemleri {izerinde farkli bir¢ok nanopartikiiliin genotoksik etkisinin
degerlendirildigi arastirmalara da gereksinim duyulmaktadir. Boylece, hem bu partikiilleri
ireten ve kullanan kisilerin, hem de bunlar1 kullanan diger kisilerin, ayrica bazi devlet
kuruluslarinin nanopartikiillerin genotoksik etkileri konusunda bilinglenmesi, zararli olan
nanopartikiillerle ilgili daha farkl tiretim teknikleri kullanilmas1 konusunda farkindaliklarin
olusturulmasi saglanacaktir. Sonugta, nanoteknoloji ve nanopartikiillerden daha az zarar ile

daha fazla fayda saglanmasi konusunda toplumlarin saglhigina katki saglanmis olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Nanoteknolojinin son yillardaki gelisimine bagli olarak nanopartikiillerin {iretimi ve
kullanim1 her gegen giin artis gostermektedir. Nanopartikiiller tip, tekstil, kozmetik, kisisel
bakim {riinleri, ylksek teknoloji, savunma sanayi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Manyetik nanopartikiiller ise, biyolojik varliklarin (hiicre, protein, niikleik asitler, enzim,
bakteriler ve viriis vb.) tespiti, ilag ve gen tagima sistemleri, klinik tan1 ve tedaviler (MRG
gibi) de dahil olmak {izere, 6nemli tibbi ve biyolojik uygulamalarda kullanilmaktadir.
Nanopartikiillerin bir¢ok alanda yaygin kullanim alan1 bulmasinin sonucu olarak, insan dahil

tiim canlilar dogrudan veya dolayl olarak bu partikiillere maruz kalmaktadirlar.

Nanopartikiil kullanimdaki, salinimindaki ve dogaya yayilisindaki artig, bu partikiillerin
toksik ve Ozellikle genotoksik etkileri konusunda bazi endiselerin ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur. Yapilan bazi arastirmalarda sitotoksik ve genotoksik etkilerin belirlenmesi, bilim
insanlarini, bu konuda daha fazla farkindalik olusturmaya ve daha detayli arastirmalar
yapmaya yonlendirmistir. Yapilan bazi ¢alismalar nanopartikiillerin canlilarda her hangi bir
genotoksik etkisinin olmadigini gosterirken, baz1 ¢alismalarda genotoksik oldugu yoniinde
bilgiler mevcuttur. Dolayistyla bu konudaki ¢alismalar yeterli olmadigi gibi, birbiri ile ¢elisir

niteliktedir.

Bu tez ¢aligmasinda biyomedikal alanlarda ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmalarina ragmen
genotoksik etkilerine yonelik ¢aligmalarin ¢cok yetersiz olmasi ve birbiri ile ¢eliskili sonuglar
gostermesi nedeniyle Fe203 nanopartikiil ve mikropartikiil formlarinin genotoksik etkileri
Allium cepa L. kok ucu hiicrelerinde Allium testi ve comet testi ile incelenmistir. Hem nano
hem de mikro formun Allium testinde ¢cogu uygulamada sitotoksik ve genotoksik oldugu
belirlenmistir. Comet testinde de her iki partikiiliin DNA hasarina neden oldugu tespit

edilmistir (Cizelge 6.1 ve 6.2).

Demir oksitin hem nanopartikiil hem de mikropartikiil formu 24, 48 ve 72 saatlik uygulama
stirelerinde ve tiim konsantrasyonlarda Allium cepa L. hiicrelerinde kontrole kiyasla mitotik
indekste azalmaya sebep olmustur. Bu azalma Fe203 nanopartikiilii i¢in, 24 saatlik muamele
stiresinin 250 pg/mL konsantrasyonu ve Fe20s mikropartikiilii i¢in 48 saatlik uygulama
siiresinin 125 pg/mL hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda kontrole kiyasla anlamli

diizeydedir. Fe20s nanopartikiil ve mikropartikiil formlar1 kromozomal anormallik
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frekansinda artisa sebep olmuslardir. Fe203 nanopartikiil formunun 24 ve 48 saatlik
uygulamalarinda konsantrasyon artisina paralel bir sekilde, kromozom anormallik
frekansinin da kontrole kiyasla anlamli bir sekilde artis gdsterdigi tespit edilmistir. Fe2O3
mikropartikiil formu da 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinde konsantrasyon artigina paralel
bir sekilde kromozomal anormallik frekansinda artisa sebep olmustur. Fakat bu artigin

sadece bazi konsantrasyonlarda anlamli oldugu belirlenmistir.

DNA hasarmin tespit edildigi comet testi sonucunda nano demir oksitin 24 saatlik
uygulamasinda comet kuyruk uzunlugu kontrole kiyasla 125 ve 250 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda anlamli bir artig gosterirken, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
sadece 125 pg/mL’lik konsantrasyonda anlamli bir artis gostermistir. 48 saatlik uygulamada
ise kuyruk uzunlugu 125 ve 250 pg/mL’lik konsantrasyonlarda kontrole kiyasla anlamli bir
sekilde artis gostermistir. Kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti dikkate alindiginda ise
sadece 125 pg/mL’lik konsantrasyonda DNA hasarmin kontrole kiyasla arttigi tespit
edilmistir. Demir oksit mikropartikiil formunun 24 saatlik comet uygulamasinda kontrole
kiyasla DNA hasar1 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda anlamli artis gdstermistir. 48
saatlik comet uygulamasinda ise 500 ve 750 png/mL’lik konsantrasyonlarda kontrole kiyasla

DNA hasarinda anlaml bir artis gozlenmistir.

Nanopartikiillerin birtakim 6zelliklerinin (boyut, sekil, yiizey yiikii, agregasyon), bunlarin
toksisitesi lizerinde etkili olabilecegi belirlenmistir. Fakat calismalarin az sayida olmasi ve
elde edilen verilerin birbiri ile g¢eligkili olmasindan dolay1r nanopartikiillerin toksisitesi
hakkinda kesin yorumlar yapmak oldukg¢a giictiir. Fakat farkli test sistemleri iizerinde
yapilan Onceki calismalarda kiigilk ebatli nanopartikiillerin  biiyiik ebatlardaki
nanopartikiillere kiyasla ve mikron boyuttaki formlara kiyasla daha fazla sitotoksik ve
genotoksik olabilecegi bildirilmistir. Dolayisiyla bu ¢aligmada, Allium testinde elde edilen
veriler, mevcut literatiir calismalari ile uyumluluk gostermektedir ve nano formun mikron
forma kiyasla daha fazla toksik oldugunu tespit ederek, nanopartikiillerin boyutlarinin
Allium testindeki toksisite olusumunda 6nemli bir faktdr oldugu bilgisini giiglendirmistir.
Comet testinde, Fe203’in mikropartikiil formunun, nanopartikiil formuna kiyasla, DNA
hasarinda daha fazla uygulamada anlamh artiglara sebep oldugu tespit edilmistir. Comet
testinde elde edilen bu sonug, ayni partikiillerin incelenen test sistemine gore toksik
etkilerinde de bazi farkliliklar gosterebilecegine isaret etmektedir. Ayrica biiyiik ebath

partikiillerin  hiicreye endositoz yolu ile alinmasindan dolayr mikropartikiiller
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nanopartikiillere kiyasla hiicre icerisine endositoz ile fazla bir sekilde alinabilir ve daha fazla

genotoksik etki olusturabilir.

Bu tez calismasinda, uygulanan genotoksisite testleri ile, demir oksit’in hem nanopartikiil
hem de mikropartikiil formu Allium cepa L. kok ucu hiicrelerinde genotoksik etkili olup,
hem klastojenik hem de andjenik etkiler ve hem de DNA’da kiriklar olusturmustur.
Dolayisiyla bu nanopartikiillerin potansiyel bir risk olusturabilecek Ozellikte olduklari
sonucuna ulasiimustir. Ozellikle biyomedikal alanlarda Fe203 nanopartikiillerinin
kullanilmasina daha fazla dikkat edilmelidir ve Fe203 nanopartikiillerinin
genotoksisitelerine yonelik, farkli test sistemlerinde, in vivo ve ve in vitro ¢alismalarin
sayisinin  arttirllmast gerekmektedir. Bu tez c¢alismasi ile ayrica nanopartikiillerin,
ekosistemdeki besin zincirinin ¢ok Onemli bir parcasini olusturan bitkiler {izerinde
genotoksik bir etki meydana getirdikleri ve bitkileri besin kaynagi olarak kullanan insanlar
ve diger canlilar icin de potansiyel bir tehlike olusturabilecekleri sonucuna ulasilmistir. Bu
nedenle her iki partikiiliin daha dikkatli kullanilmas1 gerekmektedir. Diger yandan, bu
partikiillerin genotoksik etkileri konusunda daha farkl tiirlerde, farkli test sistemleri ile daha
detayli arastirmalar yapilmasi, pratik uygulamalarda bunlarin avantajlarindan en verimli
sekilde yararlanmamiz ve bunlarin potansiyel yan etkilerinin azaltilmasi agisindan biiyiik
Oonem tasimaktadir. Sonug¢ olarak, bu ¢alisma ile elde edilen verilerin, nanopartikiillerin
sitotoksik ve genotoksik riskleri konusunda iireticileri ve kullanicilari bilinglendirerek, insan

sagligina ve konforlu yasamina biiyiik katkilar saglayacagi diistiniilmektedir.
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Cizelge 6.1. Fe203 nanopartikiillerinin Allium cepa kok hiicrelerindeki genotoksik etkileri
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Cizelge 6.2. Fe203 mikropartikiillerinin Allium cepa kok hiicrelerindeki genotoksik etkileri
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