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Demir (III) oksit (Fe203) nanopartikiillerinin genotoksisitesinin Drosophila
hemositlerinde KOMET yontemi ile arastirilmasi

Investigation of genotoxicity of iron (111) oxide (Fe203) nanoparticles in Drosophila
hemocytes by COMET method
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Oz

Nanopartikiil (NP) kaynakli iirtinlerin giderek ¢esitlenmesi ve bu {irlinlerin ekonomik, ¢evresel ve insan saglig1 yararina
fayda saglamasi nedeni ile NP’lerin kullanimi yaygmlasmistir. Ancak bu yogun kullanim beraberinde bazi endiselerin
olugmasina da yol agmistir. NP’ler kimyasal bilesimlerine, yapilarina, partikiil biiyiikliiklerine, yiizey alanlarina ve
sekillerine gore farkli toksik etkiler gosterebilmektedir. Sekilleri ve boyutlart NP’lerin hiicresel alimlart ve potansiyel
toksisitesinde onemli belirleyicilerdir. Demir (III) oksit (Fe203) NP’leri, manyetik rezonans goriintiilemede, ilag
dagitiminda, biyolojik sivilarin detoksifikasyonu gibi bir¢ok biyomedikal ve biyomiihendislik alanlarinda kullanima
sahiptir. Bu ¢alismada Fe203 NP’lerinin genotoksisitesinin partikiil boyutu ve sekli ile iliskisini belirlemek amaciyla
Drosophila hemositleri ile KOMET (alkali tek hiicre jel elektroforez) analizi gergeklestirilmistir. KOMET sonucuna gore,
<50 nm boyutlu ve kiire forma sahip Fe203 NP’leri ile <100 nm boyutlu ve ¢ubuk forma sahip Fe203 NP’lerinin
genotoksik etkileri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaigtir. Ancak her iki Fe203 NP
uygulamasinda da ¢alisilan 3 farkli dozdan (1, 2 ve 5 mM) sadece | mM’lik uygulamada kontrol grubu distile suya gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde genoksisitenin inditklendigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Demir oksit, Drosophila, Genotoksisite, KOMET, Nanopartikiil

Abstract

The use of nanoparticles (NPs) has become widespread due to the increasing diversification of products from NP and the
benefit of these products for economic, environmental and human health. However, this overutilize has also led to some
concerns. NPs can show different toxic effects depending on their chemical composition, structure, particle size, surface
area and shape. Their shape and size are important determinants in the cellular uptake and potential toxicity of NPs. Iron
(1) oxide (Fe203) NPs are used in many biomedical and bioengineering fields such as magnetic resonance imaging,
drug delivery, detoxification of biological fluids. In this study, COMET (alkaline single cell gel electrophoresis) analysis
was performed with Drosophila hemocytes to determine the relationship between the genotoxicity of Fe203 NPs and
particle size and shape. According to the result of COMET, no statistically significant difference was found in terms of
genotoxicity when Fe203 NPs with of <50 nm and sphere form and Fe203 NPs with of <100 nm and rod form were
compared. However, in both Fe203 NP treatments, it was determined that only 1 mM dose (between 1, 2 and 5 mM) was
induced statistically significant level of genoxicity compared to the control group distilled water.
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1. Giris

Metal oksit nanopartikdilleri ticari, endiistriyel ve
medikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan
nanopartikiillerin (NP’lerin) bir siifidir. En sik
kullanilan temel metal oksit NP’leri; titanyum
dioksit (TiO,), seryum oksit (CeO-), demir oksitler
(Fe20s, FeO, Fes04 vb.), aliiminyum oksit (AlO),
silica (SiOy) ve ¢inko oksit (ZnO) NP’leridir (Ju-
Nam ve Lead, 2008; Johnston vd., 2010). Metal
oksit NP’lerinin kullanim alanlarina baktigimizda
ise kozmetikten, gida paketlemeye, glines
pillerinden, ilag¢ tasinim sistemlerine pek ¢ok alani
kapsadigi bilinmektedir (Ju-Nam ve Lead, 2008).
Bu farkli uygulamalarindan dolayr metal oksit
NP’lerine insan ve c¢evresel kaynakli maruziyetin
giderek artacagi diisiiniilmektedir ve beraberinde
yol acabilecegi olumsuz etkiler konusundaki
endiseler de giderek artmaktadir (Ma vd., 2015;
Scherer vd., 2019). Nanopartikiiller oksidatif
hasara neden olabilmekte ve dolayli olarak
DNA’da hasar yaratabilmektedir. Bunun yaninda
yeterince kiiciik NP’ler niikleus porlarindan
gecerek DNA’ya ulasip direkt olarak da zarar
verebilmektedir  (Singh vd., 2009). Ayrica
partikiillerden salinan metal iyonlart1 membran
yapilarina zarar verebilmektedir (Sukhanova vd.,
2018). Lizozom membraninda olusacak hasar
DNaz gibi yikict enzimlerin sitoplazmaya
salinmasina neden olabilmekte bunun sonucunda
da DNA’da kiriklar olusabilmektedir (Karlsson,
2010; Karlsson vd., 2015). Dolayisiyla, bu NP'lerin
cevre ve canli organizmalar {izerindeki risk
degerlendirmesi hakkinda daha fazla bilgi sahibi
olmak  i¢in  genotoksik  potansiyellerinin
degerlendirmesi oldukca 6nemlidir.

Metal oksit NP’leri arasinda yer alan demir oksit
NP’lerinin fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 in
vivo ve in vitro aragtirmalar igin yaygin
uygulamalar1 bulunmaktadir (Sadeghi vd., 2015a;
Caro vd., 2019). 21. yiizy1l baglarindan itibaren
ozellikle son 10 yildir demir oksit NP’leri ile ilgili
yaymlar artis gostermektedir (PubMed, 2020).
Ayni zamanda manyetik 6zellikleri nedeniyle de
manyetik rezonans goriintiileme, ilag¢ veya genlerin
hedefli verilmesi, doku miihendisligi, hedeflenen
timoriin  yok edilmesi, gibi pek ¢ok cesitli
uygulamalarda benzersiz bir potansiyele sahiptir
(Wu vd., 2012; Sadeghi vd., 2015a; Katz, 2019;
Yousef vd., 2019). Demir oksit NP’lerinin nano
boyutlarda olmasi1 onlart &zellikle onkoloji
tedavilerinde kullanimi i¢in 6nemli adaylardan biri
haline getirse de kii¢iik boyutlarda olmasi 6zellikle
kan beyin Dbariyerini asabilme ve biyolojik
sistemlerde oksidatif stres olusturma, niikleer zara
hasar vererek mutasyonlara yol agma risklerini de
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ortaya ¢ikarmaktadir (Dahman, 2019).
Boyutlarinin disinda NP’lerin sekilleri de NP’lerin
hiicre igerisine girisini etkilemekte ve buna bagl
olarak toksisitelerinin seviyesi de
degisebilmektedir (Dong vd., 2019; Bai ve Tang,
2020). Ancak literatiirdeki caligmalara
bakildiginda demir oksit NP’lerinin toksikolojik
degerlendirmesi ile ilgili kisith  caligma
bulunmaktadir.

Drosophila melanogaster, kisa hayat dongiisii,
basit bir sekilde kiiltiire edilmesi, yliksek iireme
potansiyeline sahip olmasi gibi avantajlarindan
genetik caligmalarda kullanim agisindan ideal bir
model organizmadir. Ayrica memeliler ile arasinda
bircok temel biyolojik, fizyolojik ve norolojik
ozellikler korunmakta ve insan hastalik genlerinin
yaklasik %77’sinin Drosophila’da fonksiyonel bir
homologu bulunmaktadir (Reiter vd., 2001;
Alaraby vd., 2016). Drosophila, insan ile yiiksek
homoloji gosterdigi i¢in NP’lerin toksisitesinin
belirlenmesinde sik¢a kullanilan 6nemli bir model
organizmadir (Carmona vd. 2015; Demir vd.,
2015; Giines vd., 2018). Alkali tek hiicre jel
elektroforez (KOMET) testi, okaryotik hiicrelerde
farkli bilesiklerin neden oldugu DNA hasarinin
belirlenmesinde kullanilan hizli, basit, ucuz,
giivenilir ve hassas bir tekniktir ve genotoksisite
calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Shukla, 2011; Ertugrul vd., 2020). Bu baglamda
demir (I11) oksit (Fe2O3) NP’lerinin farkli partikiil
boyutuna (<50 nm ve <100 nm) ve farkl1 partikiil
sekline (kiire ve ¢ubuk) gore genotoksisitesinde
meydana gelebilecek degisikligin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda Fe2Os
NP’lerinin 6n denemelerle belirlenen 3’er farkh
konsantrasyonunun (1, 2 ve 5 mM) genotoksik
etkisi Drosophila hemositlerinde KOMET testi ile
arastirilmistir.

2. Materyal ve metot
2.1. Kimyasallar

<50 nm ve <100 nm olmak iizere iki farkl partikiil
boyutuna sahip Fe.O3 NP’leri (CAS No:1309-37-
1), pozitif kontrol grubu olarak kullanilan etil
metan siilfonat (EMS, CAS No: 62-50-0), etidyum
bromiir (EtBr), EDTA, fosfat tamponlu tuz
¢ozeltisi (PBS) ve n-feniltiyoiire Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, ABD) firmasindan temin
edilmistir. Sodyum kloriir (NaCl), diisiik erime
1s1sina sahip agar (LMA), normal erime 1sisina
sahip agar (NMA) ve Tris AppliChem (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmistir.
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2.2. Nanopartikiil karakterizasyonu ve
konsantrasyonlarin hazirlanmasi

Kullanilan Fe;Os NP’lerin partikiil boyut ve
sekilleri JEOL 2100F HRTEM  Yiiksek
Coziintirliiklii Transmisyon Elektron Mikroskobu
(TEM) ile zeta potansiyelleri de Parcacik Boyut
Analiz Cihaz1 ve Zeta Potansiyel ve Mobilite
Olgiim Cihazi ile Orta Dogu Teknik Universitesi
Merkez Laboratuvarinda goriintiilenmistir.

Toz halde satin alinan Fe;O3 NP’leri 10 mM’lik bir
konsantrasyonda ana stok hazirlanmasi i¢in hassas
bir terazide (Precisa XB 220A) tartilmis ve distile
su ile kanistirllmistir (1,5969 mg/ml). Ardindan
karisimin homojen bir sekilde olabilmesi i¢in 1 saat
boyunca sonikatérde (Bandelin Sonorex, 35 kHz,
80/320 W) oda sicakliginda tutulmustur.
Uygulamasi yapilan 1, 2 ve 5 mM’lik
konsantrasyonlar, hazirlanan bu 10 mM’lik ana
stoktan distile su ile seyreltilerek hazirlanmistir.
Tim konsantrasyonlar, KOMET testi icin
Drosophila larvalarina uygulanmadan hemen
oncesine kadar ¢cokelme olmamasi i¢in sonikatdrde
tutulmustur.

2.3. Drosophila melanogaster

Bu c¢alismada KOMET yonteminde Drosophila
Oregon R+ hatt1 kullanilmigtir. Fe,Os NP’lerinin
uygulamasi gerceklestirilene kadar Drosophila
kiiltiirii, standart Drosophila besiyerinde (Lewis
besini: misir unu, seker, maya, agar, asit karigimi)
(Demir vd., 2015), 25+1°C ve %60 bagil neme
Sahip ortamda idame ettirilmistir.

2.4. Drosophila hemositlerinde alkali tek hiicre jel
elektroforez testi (KOMET)

Bu calisma kapsaminda iki farkli boyuta ve sekle
sahip Fe;O3’NP’lerinin Drosophila hemositlerinde
muhtemel DNA tek iplik kingi olusturma
potansiyeli KOMET testi ile belirlenmistir. Yeterli
miktarda ¢ogaltilan Drosophila Oregon R+
hatlarindan yeni taze besinlerde 8 saat boyunca
yumurta toplanmistir. Toplanan yumurtalar 72 + 4
saatlik larval evreye (3. larval evre) ulagtiklarinda
iki farkli boyuttaki Fe;Os NP’lerinin 3 farkli
konsantrasyonuna (1, 2 ve 5 mM) maruz
birakilmistir. NP maruziyeti, hazirlanan farkh
konsantrasyonlardaki NP ¢ozeltilerinin 9 mL’si ile
1slatilan 4.5 gramlik Drosophila hazir standart besi
yerine larvalarin aktarilmasi ile gergeklestirilmis
ve 25£1°C ve %60 bagil neme sahip ortamda 24
saat maruziyet gergeklestirilmistir. 24 saatlik
maruziyetten sonra larvalar 96+4  saatlik
olduklarinda 0.2 mm gozenek g¢apma sahip elek
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yardimi ile ¢esme suyu altinda yikanarak besi
yerinden ayrilmasi saglanmis ve larvalarin yiizey
dezenfeksiyonu amaci ile %5 sodyum hipoklorid
¢Ozeltisi icerisinde 2 dakika bekletildikten sonra
musluk suyunda yikanarak hemosit izolasyonuna
gecilmistir. Drosophila larvalarindan hemositler
Irving vd. (2005) metoduna gére toplanmigtir. Her
bir uygulama icin 40-60 larva segilerek stereo
mikroskop altinda iki ince uglu pens yardimi ile
icerisinde  %0.07 feniltiyoiire bulunan PBS
sollisyonu igerisine hemositler toplanmistir.
Hemosit izolasyonundan sonra 300 g’de (10 dk
+4°C) santrifiij edilerek elde edilen pellet tizerine
soguk PBS (20 pL) eklenmistir. Sonra hemositler
80 uL LMA (%0.75) ile karistirtlip 100°er pL
olacak sekilde bir giin 6nceden NMA (%]1) ile
kaplanmis olan lamlar iizerine yayilarak lamel ile
kapatilmistir. 10 dk buz iizerinde bekletildikten
sonra lameller dikkatli bir sekilde ¢ikartilarak
lamlar iizerine tekrar 80 pL LMA eklenerek lamel
ile kapatilmig ve 10 dk buz iizerinde bekletilmistir.
Siire sonunda lameller ¢ikartilmis ve lamlar taze
lizis soliisyonuna (2.5 M NaCl, 10 mM Tris, 100
mM NaEDTA, %1 Triton X-100 ve %21 N-lauril
sarkosinat, pH 10) konularak 1 saat +4 °C’de
karanlik ortamda bekletilmistir. Lizis asamasindan
sonra lamlar soguk elektroforez tamponu (1 mM
Na,EDTA ve 300 mM NaOH, pH >13) icerisine
almarak 30 dk bekletilmis ve sonra hiicreler ayni
tampon igerisinde 30 dk 25 V 300 mA’de
yliritilmigtir.  Yiritme isleminden sonra
elektroforezden aliman lamlar 400 mM Tris
soliisyonu (pH 7.5) icerisinde 5 dk bekletilmis ve
ayni islem 2 kez daha tekrar edilerek nétralizasyon
islemi gerceklestirilmistir. Son olarak da lamlar 50
puL EtBr (60 pg/mL) ile boyanarak 20 dk +4°C’de
bekletilmigtir. Siire sonunda oda sicakliginda
birkag dakika bekletilen preparatlarin floresan
mikroskop  (Nikon Eclipse E200) altinda
degerlendirilmesi gergeklestirilmistir. Elde edilen
preparatlarda her bir uygulama igin rasgele 50
hiicre olmak {izere 40X biiylitmede floresan
mikroskop altinda KOMET-IV (Version 4.11)
programi ile otomatik 6l¢lim seklinde Glgiimleri
gerceklestirilmistir. Ol¢iimlerde kuyruk uzunlugu
(um), kuyruk yogunlugu (%DNA) ve kuyruk
momenti  (iki  parametrenin  kombinasyonu)
parametreleri  degerlendirilmistir.  Calismada
pozitif kontrol grubu olarak 4 mM EMS
kullanilirken, negatif kontrol grubu olarak da Fe,Os;
NP’lerin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanirken
kullanilan distile su kullanilmastir.

2.5. Istatiksel analiz

KOMET-IV (Version 4.11) program ile otomatik
0l¢iimii sonrasinda elde edilen sonuglar IBM SPSS
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Istatistik 23 paket programi ile One-way ANOVA
(Dunnet testi) kullanilarak degerlendirilmistir.

3. Bulgular ve tartisma

3.1. Nanopartikiil karakterizasyonu

Calismada kullanilan Fe,Os NP’lerin partikiil
boyut ve sekillerinin TEM ile karakterizasyonu
sonucunda elde edilen TEM goriintiileri Sekil 1 ve
2’de gosterilmistir. Analiz sonuglarma gore <50
nm Fe,Oz NP’lerinin partikiil boyutu yaklagik 15-

25 nm olarak oOlciilmiis ve kiire forma sahip
olduklar1 gosterilmis, <100 nm Fe,Os; NP’lerinin
partikiil boyutu ise yaklasik olarak 70-90 nm olarak
Olciilmiis ve ¢ubuk forma sahip olduklar
gosterilmistir. Zeta potansiyeli analizi sonuglarina
gore, <100 nm Fe;O3 NP’lerinin zeta potansiyali 17
mV olarak ol¢iilmistiir (Sekil 3). <50 nm Fe O3
NP’lerinin ¢okelme potansiyeli ¢ok fazla oldugu
icin Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez
Laboratuvart tarafindan yapilan analizlerde zeta
potansiyel dlglimii gergeklestirilememistir.

Sekil 2. <100 nm Fe2O3; NP’nin yiiksek ¢oziiniirliiklii transmisyon elektron mikroskobu (TEM) goriintiisii
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Sekil 3. <100 nm Fe,Os NP’nin zeta potansiyeli
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3.2. Drosophila hemositlerinde KOMET testi

NP’ler, kimyasal bilesimlerine, kimyasal
yapilarina,  partikiil  biiylikliiklerine, yiizey
alanlarina ve sekillerine gore farkli toksik etkiler
gosterebilmektedir (Xia vd., 2008; Rosenkranz vd.,
2012). Sekilleri ve boyutlari, NP’lerin hiicresel
alimlart ve potansiyel toksisitesinde 6nemli
belirleyicilerdir. Ciinkii NP’lerin sekilleri hiicre
zarindan girislerini etkileyebilmekte ve kiigiik
boyutlara sahip olmasi ayni1 boyut araligina sahip
oldugu DNA ile etkilesime girerek farkli tepkiler
verebilmesine yol agabilmektedir (Dong vd., 2019;
Bai ve Tang, 2020). NP’lerin toksisitesine
bakildiginda bu partikiillerin indiikledigi toksik ve
genotoksik mekanizmalarin sadece DNA ile
etkilesime gecerek degil ayrica mitoz boliinmede
gorev alan proteinleri etkileyerek, ROS (reaktif
oksijen tiirleri) iireterek ve  hiicrelerdeki
antioksidan bariyerinin (Siiperoksit dismutaz
(SOD) ve Glutatyon (GSH)) kirilmasina neden
olarak da gerceklesebilmektedir (Carmona vd.,
2015, 2016). NP’lerin kiigiik boyutu biiylik yiizey
alanina sahip olmalarina yol agmakta ve bu da
NP’leri  biyolojik olarak daha aktif hale
getirmektedir.  Partikiillerin  ylizey kimyasi,
dogrudan ROS olusumuna neden olabilmektedir
(Singh vd., 2016a). Bu nedenle ROS iiretimi ve
oksidatif stres hasart NP toksisitesi ig¢in bir
paradigma haline gelmistir (Xia vd., 2008). ROS,
DNA hasari, gen mutasyonu, MN (mikroniikleus),

gelismesiyle degisen yasam stili sonucunda, yaygin
olarak hayatimiza dahil olan ve insan sagligi
tizerine potansiyel etkileri hald biyiik Olciide
bilinmeyen NP’lerin, ¢esitli yontemler ve model
organizmalar  kullanilarak  farkli  etkilerinin
saptanmas1 gerekmektedir. Bu nedenlerle, son
yillarda pek ¢ok alanda gesitli amaglarla kullanilan
NP’lerden Fe;Os NP’lerinin  boyut ve sekil
farkliigina bagli olarak  genotoksisitesinin
giivenilir ve hizli bir test olan KOMET yontemi ile
in vivo degerlendirilmesi 6nemlidir.

Bu ¢aligmada Drosophila hemositlerinde KOMET
ile genotoksik potansiyelleri degerlendirilen Fe,O3
NP’lerinin uygulamalarindan elde edilen sonuglar
Sekil 4 ve Sekil 5°te gosterilmistir. Calisma
sonucunda Fe:Os NP’lerinin <50 nm ve <100 nm
olmak iizere farkli boyutlarinin kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti Ol¢iim
sonuglar1 (Sekil 4) birbiri ile karsilagtirildiginda
<50 nm boyutundaki kiire formlu Fe,O3 NP’lerinin
<100 nm boyutundaki ¢ubuk formlu Fe,O3
NP’lerine gore DNA hasarini arttigi goriilmektedir
ancak olusan hasarin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farkliliga neden olmadig1 sonucuna
ulasilmistir. Bu artisin sebebi kiigiik boyutlu ve
kiire forma sahip NP’lerin hiicre i¢erine daha kolay
girip intraselliiler membran boyunca daha kolay
tasinmasindan kaynaklanmaktadir. Hiicre igerisine
erisimin daha kolay olmasi da metal iyonlarinin
dogrudan hiicrelere salinmasina ve hasarin

kromozom bozukluklari gibi olaylarla olusmasina yol agmaktadir (Dong vd., 2019;
genotoksisiteye neden olabilmektedir (Kumari vd., Dlugosz vd., 2020).
2014). Ogzellikle son yillarda teknolojinin
A) Kuyruk Uzunlugu (um) B) Kuyruk Yogunlugu (%DNA) C€) Kuyruk Momenti
6 50,0000 = 8
40,0000 5
40 [i= — = 30,0000 f =
. 4
20 ‘ ‘ 20,0000 =
— ﬂ 10,0000 I ﬂ 2 n l‘1
0 . ‘ 0.0000 = ? _— 0 —= —
tmM. ZmM.  SaM ImM  2mM  SmM tmM  2mM  S5mM
E50nm =100 nm ®E50nm =100 nm 250nm »100 nm

Sekil 4. Fe;O3 NP’lerinin farklh partikiil boyutlarinin (<50 ve <100 nm) DNA hasar karsilastiriimasi

Uygulanan NP’lerin her iki boyutunun kendi
icerisinde farkli konsantrasyonlari (1, 2 ve 5 mM)
negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise
caligilan en diisiik dozda (ImM) DNA hasarinin
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tim parametreler agisindan (kuyruk uzunlugu,
yogunlugu ve momenti) kontrol grubu distile suya
gore anlamli diizeyde indiiklendigi goriilmiistiir
(Sekil 5).
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A) Kuyruk Uzunlugu (pum) B) Kuyruk Yogunlugu (% DNA)
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Sekil 5. KOMET yonteminde Drosophila hemositlerinde Fe;Oz NP’leri uygulamasindan sonra meydana gelen
DNA hasart (0.01<*<0.05, 0.001<**<0.01, ***<0.001)

Partikiil boyut ve seklinin yaninda, maruz kalinan
doz toksisiteyi belirleyen en temel faktorlerdendir.
Uygun dozda kullanilmadig: taktirde her madde
olumsuz etkiler meydana getirebilmektedir. Ancak
burada ¢alisma sonucunda uygulanan doz artikca
olusan DNA hasarinin azaldigi gériilmektedir. Doz
arttikca ¢ozeltideki birim hacimdeki Fe2Os
NP’lerin  miktari/yogunlugu  artmakta  ve
kiimeleserek ¢okelme egilimi gostermektedir
(Honary ve Zahir, 2013; Singh, 2016b). Ayrica
NP’ler kararsiz olduklarinda da kiimeleserek
¢Okelmektedir. Bu nedenle NP’lerin toksisitesi
degerlendirilirken  kararliliklart  da  Onemli
konulardan biridir. Zeta potansiyelinin olglimi
NP’lerin kararlilign hakkinda ¢ikarim yapmaya
olanak saglamaktadir. NP’ler zeta potansiyeli 30
mV iizerindeki degerlerde ise iyi bir kararlilik
saglarken 20 mV degerinde ise sadece kisa siireli
bir kararlilik saglamaktadir. Bu nedenle NP’ler
zeta potansiyeli >20-30 mV  arasindaki
degerlerdeyken kararlidir, ancak bu degerler
araliginda degilse kararsizdir ve ¢okelme yoluyla
kiimelesme egilimindedir (Honary ve Zahir 2013).
Bu calismada kullanilan NP'lerin, kararsiz
olduklarmi ve kiimelesme egiliminde olduklarimi
gosteren zeta potansiyel degerlerine (<100 nm
Fe,0O3 NP: 17mV ve <50 nm Fe;O3 NP: o6l¢iim
gerceklestirilemeyecek boyutta bir kararsiz) sahip
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle bu ¢aligmada
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sadece diisiikk dozda toksisitenin indiiklenip doz
artttkca hasarin azalma sebebi olarak NP’lerin
cokelerek kiimelesmesi sonucu partikiil boyutunun
artmasi ile hiicreye giriginin zorlasmasindan ve
kiimelesmeye bagl olarak ylizey alanmin azalip
etkinliginin degismesinden kaynaklandig1
disiiniilmektedir. 1 mM’da meydana gelen etki de
Fe;Oz NP’lerinin genis yiizey alanindan dolayi
yiiksek miktarda Fe?* / Fe®* iyonu olusmasi ile
aciklanabilir. Serbest kalan iyonlar, farkli serbest
radikallerin olusumuna neden olabilmektedir.
Demir iyonlarinin salinmast ile hiicre zarlar1 hasara
ugrayabilir ve lipitleri, proteinleri ve DNA'yi
oksitleyerek  asimt  ROS  {iretimine  yol
acabilmektedir (Horie vd., 2012; Abakumov vd.,
2018).

Literatiirdeki Fe;Osz NP’leri ile ilgili ¢aligmalara
bakildiginda c¢alismamizi destekler nitelikte
yayinlar bulunmaktadir. Yousef vd. (2019) yetiskin
erkek Wistar ratlarn ile yaptiklart arastirma
sonucunda Fe;Oz NP’lerinin  belirgin DNA
kiriklarina, mtTFA (mitokondriyal transkripsiyon
faktorii A)’nin asag1 dogru-regiilasyonuna, PGC-
la (peroksizom ¢ogaltict ile aktive olan reseptor
gama koaktivator 1-alfa) ifadesinin yukari dogru-
regiilasyonuna, asetilkolin esteraz, norepinefrin,
serotonin, dopamin ve antioksidan enzimlerinde
diistise, lipit peroksidasyonu, nitrik oksit, tlimor
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baskilayict gen p53, tiimor nekroz faktorii-o,
interlokin-6, asetilkolin ve norepinefrinde artigina
neden olarak farkli yollarla noérotoksisite ve
inflamasyona neden oldugunu saptamislardir. \Wu
vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada Caenorhabditis
elegans iizerinde DMSA (dimerkaptosiiksinik asit)
kapli Fe,Os NP’lerinin gelisim ve davranig
hareketleri tizerine etkileri ve ROS {iretimine
etkisini arastirmiglardir. L4 evre larvalara 24 saat
maruziyetten ve L1 evreden eriskinlige kadar siiren
maruziyetten sonra sirasiyla 50 pg/L ve 500
pg/L’nin iizerindeki konsantrasyonlarda
nematodlar {izerinde gelisim, iireme ve hareket
davranislarinda bozukluklara ve ROS iiretiminde
artisa yol agtigin1 saptamislardir. Fe,O3 NP’lerinin
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arastirildigi
bagka bir ¢calismada 28 giin boyunca haftada 1 kez
maruz birakilan Wistar ratlarinda antioksidan
enzim aktivitesinin (SOD, katalaz (CAT) ve GSH)
doza bagli inhibisyonuna ve malondialdehit
seviyesinde doza bagl artisa yol agarak oksidatif
strese  yol actigi bulunmus ancak bizim
calismamizin aksine KOMET yontemi ile dnemli
bir DNA hasarina yol agmadigint bulmuslardir
(Gaharwar ve Paulraj, 2015). Alarifi vd. (2014)
insan meme Kanseri hiicrelerinde MTT ([3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid])
testi, laktat dehidrogenaz (LDH) testi ve KOMET

yontemi ile  Fe,Oz  NP’lerinin  etkilerini
arastirdiklart ¢alismada konsantrasyon ve zamana
bagli olarak ROS diretiminde ve lipit

peroksidasyonunda artis ve SOD, GSH ve CAT
aktivitelerinde azalma ile oksidatif stresin
indiiklendigini  bulmuslardir. Benzer sekilde
KOMET yo6ntemi sonucuna gére DNA hasarinda
doza ve zamana bagh artigin oldugu ve kaspaz-3
aktivitesinin indiiklendigini gostermisler boylece
DNA hasarinin oksidatif stres kaynakli oldugu
sonucuna ulasmuslardir. Sadeghi vd. (2015a)
calismalarinda HepG2 (insan karaciger kanseri)
hiicre hatt1 {izerinde Fe,Os NP’lerinin MTT ve
LDH testleri ile sitotoksik etkisini arastirmislar ve
hiicre canliligiin doza bagh bir sekilde azaldigim
ve ROS firetiminin arttigimi saptamislardir ayrica
fosforile H2AX (H2A ailesinden bir tiir histon
proteini) Ol¢iimii ile DNA hasar1 degerlendirilmis
doza ve zaman bagli olarak DNA kiriklarinda
Oonemli diizeyde artisin oldugunu bulmuslardir.
Wang vd. (2010) erkek Wistar ratlarinda
inhalasyon yolu ile Fe;O3; NP’lerine maruziyetin
etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 3 giin
boyunca giinde iki kez 8.5 mg/kg maruziyet
gergeklestirmigler ve alanin aminotransferaz,
aspartat aminotransferaz, alkalin fosfataz, toplam
protein, kreatin kinaz ve laktat dehidrojenaz
seviyelerinde oOnemli Ol¢iide azalma tespit
etmiglerdir. ~ Ayrica  karaciger ve akciger
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dokularinda ciddi hasara neden oldugunu
saptamuglardir.  Singh vd. (2013) disi Wistar
ratlarinda 30 nm ve kalip (bulk) formdaki Fe,O3
NP’lerinin 500, 1000, 2000 mg/kg maruziyeti
sonucunda genotoksik etkilerini arastirdiklari
calismada her iki Fe;O3 NP’lerinin de 16kositlerde
KOMET, periferik kan hiicrelerinde MN ve kemik
iligi hiicrelerinde kromozom anormallikleri (CA)
testi sonuglarina gore tiim dozlarda istatistiksel
olarak DNA hasarinda artisa yol agmadigim
saptamislar ve bizim ¢aligmamizin aksine
genotoksik  potansiyelinin  olmadigimi tespit
etmislerdir. Baska bir calismada yetigkin erkek
Wistar ratlarinda inhalasyon yolu ile Fe.O3
NP’lerinin  akciger dokusu {izerine etkileri
arastirllmigtir  ve doza bagli olarak akciger
dokusunda serbest radikallerin belirgin sekilde
arttigint ve GSH'nin azaldigin1  saptamislardir.
Ayrica histolojik ¢aligmalar sonucunda da
akcigerlerde amfizem, interstisyel hipertermi ve
inflamasyonun olustugunu bulmuslardir (Sadeghi
vd., 2015b). Daha Onceki c¢alismalarla bu
calismadan elde edilen baz1 sonuclardaki
farkliliklar, ¢alisilan dozlarin ayni olmamasi ve
kullanilan farkli model organizmalar nedeni ile
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica bu calismadan
elde edilen veriler iki farkli nano boyuta ve sekle
sahip Fe;O3 NP’lerinin genotoksik etkilerinin
karsilastirilmasi bakimindan da ayri1 bir 6neme
sahiptir.

4. Sonuc¢

Nanoteknoloji  endiistrisi  yasam  kalitesini
yiikseltmek i¢in her gegen giin yeni iiriinler ortaya
koyarken bu iiriinlerin yaratabilecegi potansiyel
toksisitesinin de arastirilmasinin énemi goéz dniinde

bulundurulmalidir.  Genotoksisite  ¢aligmalari
sirasinda  yapilan testler farkli prensiplere
dayanmaktadir. Sonug olarak, farkl: test sistemleri
farkli  sonuglar  sunabilir.  Bu  nedenle

nanopartikiillerin ¢cevre ve insan saglig1 lizerindeki
etkilerini ve olusabilecek genotoksisitenin etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasi bakimindan daha
fazla ¢aligmanin yapilmasi 6nemli olacaktir.
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