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ISALISHANIND IZ YD

One Cikanlar
 Calisma kapsaminda giiniimiizde yaygin kullanim alanina sahip manyetik nanopartikiillerin genotoksik potansiyelleri arastirilmistir.
* Genotoksisite ¢alismalarinda siklikla tercih edilen bir model organizma olan Drosophila melanogaster ile ¢aligilmistir.
« Arastirma kapsaminda 4 farkli manyetik nanopartikiiliin 4’er farkli konsantrasyonunun genotoksik potansiyelleri degerlendirilmistir.

ISIDaa S 4 TN deN A

Makale Bilgileri Oz

Manyetik nanopartikiiller (MNP ’ler) giiniimiizde nanopartikiillerin yeni bir sinifi olarak biyosensorler, tibbi
Gelis: 17/04/2024 tanmi ve tedavi, manyetik rezonans goriintiileme ve daha bir¢ok alanda siklikla kullanilmaya baglanmustir.
Kabul: 13/05/2024 MNP lerin kullanim alanlart arasinda ozellikle insan iizerinde yaygin uygulama alanlarina sahip olmalart
ve ayrica potansiyel toksisiteleri hakkinda literatiirde bilgi eksikligi olmasi sebebiyle bu bilesiklerin kullanimi
olduk¢a endise uyandirici bir durum haline gelmistir. Bu baglamda MNP lerin toksikolojik agidan

Anahtar Kelimeler degerlendirilmeleri biiyiik bir onem tasimaktadir. Bu baglamda ¢alismamizda 4 farkli MNP 'nin (Fes04 NP,

NiFe,O4 NP, CoFe,O4 NP ve MnFe,O, NP) genetik hasar olusturma potansiyelleri, genotoksikoloji alaninda
Drosophila stklikla kullanilan model organizmalardan biri olan Drosophila melanogaster ile kanat somatik mutasyon ve
melanogaster, rekombinasyon testi (SMART) yontemi c¢alisilarak arastirimistir. Calismada kullanilan  uygulama
Manyetik konsantrasyonlar 1, 3, 5 ve 10 mM olarak belirlenmistir. SMART yonteminden elde edilen verilere gore;
Nanopartikiiller, toplam klon sayisi parametresi bakimindan NiFe;O4 MNP lerinin en yiiksek konsantrasyonunda (10 mM) ve
SMART yéntemi, CoFe;04 MNP nin ise 3, 5 ve 10 mM lik konsantrasyonlarimin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
Genotoksisite. genotoksisiteyi indiikledigi sonucuna ulasilmistir.

Investigation of Genotoxic Effects of lron-based Magnetic Nanoparticles in Drosophila
melanogaster

Highlights
« Within the context of the study, the genotoxic potential of magnetic nanoparticles, which are widely used today, was investigated.
« Drosophila melanogaster, a frequently preferred model organism in genotoxicity studies, was studied.
« Within the scope of the research, the genotoxic potentials of 4 different concentrations of 4 different magnetic nanoparticles were
evaluated.

Article Info Abstract

Magnetic nanoparticles (MNPs), as a new class of nanoparticles, have been frequently used in biosensors,
medical diagnosis and treatment, magnetic resonance imaging and many other fields. Among the areas of
use of MNPs, the use of these compounds has become a very worrying situation, especially because they have

1sejeyen euundery

Received: 17/04/2024 widespread application areas on humans and there is a lack of information in the literature about their
Accepted: 13/05/2024 potential toxicity. In this context, toxicological evaluation of MNPs is of great importance. In this context, the

genetic damage potentials of 4 different MNPs (Fe;O4 NP, NiFe,O, NP, CoFe,O,NP and MnFe,O4 NP) were
Keywords investigated by using the somatic mutation and recombination test (SMART) method with Drosophila

melanogaster, one of the model organisms frequently used in genotoxicology. The application concentrations
Drosophila used in the study were determined as 1, 3, 5, and 10 mM. According to the data obtained from the SMART
melanogaster, method, it was concluded that the highest concentration of NiFe,O, MNPs (10 mM) and 3, 5, and 10 mM
Magnetic nanoparticles, concentrations of CoFe,O, MNPs induced genotoxicity in a statistically significant manner in terms of total
SMART assay, clone number parameter.

Genotoxicity.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji kavramimin ilk defa hayatimiza girisi 1959 yilinda Richard Feynman adli bilim insam
aracilifila olmasina ragmen bu kavramin ilk kez kullanilmas1 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan
gerceklestirilmistir [1]. 21. ylizyilin baslangic1 itibariyle nanoteknoloji; miihendislik, paketleme
teknolojileri, gida teknolojisi, tip, biyomedikal miihendisligi, bilgisayar ve robotik alanlar1 gibi birgok
alanda gelismelerin olusumunu desteklemistir [2,3].

Nanopartikiiller (NP’ler) olarak bilinen nanoteknoloji tirtinleri en az bir boyutu 1-100 nm araliginda olmast
gereken materyaller veya kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir [4]. NP’ler 6zellikle giiniimiizde yer
alan cogu uygulamaya yeni islevler ve 6zellikler kazandirmalari sebebiyle bir¢ok bilimsel alanda biiytik bir
etki yaratmustir [5]. NP’lerin oldukga 6nemli materyaller olarak goriilmesi, bilim insanlarinin bir materyal
veya maddenin sahip oldugu kimyasal, optik, elektriksel, mekanik ve 6zellikle boyutunun ilgili materyalin
fizikokimyasal 6zellikleri lizerinde etkiye sahip olabilecegini kesfetmeleriyle miimkiin olmustur [4].

Manyetik nanopartikiiller (MNP’ler), metal alasimlari, saf metaller veya metal oksitlerden olusabilen bir
NP ¢esididir [6,7]. Ayrica MNP’ler, siklikla kobalt, nikel, demir gibi manyetik 6zellik gosteren
elementlerden tiiretilmis ve bunlara ek olarak magnetit (FesO4), maghemit (-Fe203), kobalt ferrit (Fe2Co0,)
ve krom dioksit (CrO2) gibi oksitleri igeren, 100 nm’den daha kiigiik boyutlara sahip, harici bir manyetik
alanin etkisiyle disaridan kontrol edilebilen miihendislik tirtinleridir [8].

Manyetik malzeme (materyal) kullaniminin tarihsel kokeni incelendiginde; biyoloji alaninda ilk kez
kullanmasiyla Heinz Lowenstam ile 1960’1 yillarda basladigi ve bu durumu takiben giiniimiizde ise ilag
tasima sistemlerinde, hiicre ayristirmada, teranostik uygulamalarda, kontrast goriintiilemede,
biyosensorlerde ve hipertermi tedavilerinde kullanildigr goriilmektedir [9-13].

Gilinimiizde gelisen teknoloji ve nanoteknoloji alani beraberinde ilgili alanlara, implante edilebilir malzeme
iiretimi, diisiik sitotoksisite gosteren antikanser ilaglarinin kesfi ve nanoboyut diizeyinde yeni ilaglarin
tiretimi gibi olduk¢a farkli yeniliklerin dahil edilmesini saglamistir. Bu yenilikler sayesinde MNP’ler
ozellikle biyomedikal alanlarda kullanilmaya baglanmistir [14,7]. MNP’lerin fizikokimyasal 6zellikleri,
boyutlar1 ve manyetik nitelikleri, harici manyetik alan gradyanlariyla tedavi edilecek bdolgelere
yonlendirilebilme ve konumlandirilabilme o6zelligi kazandirmaktadir. Bu ozellikler, MNP’leri ilag
dagitminda ve farkli hastaliklarin tedavi edilebilmesi igin umut verici terapotik araglar olarak
degerlendirmeyi miimkiin kilmaktadir [15-17]. Ornegin Fes04 MNP’lerinin hipertermi reaktifleri olarak,
manyetik alandan destek alan radyasyon tedavisi, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) i¢in kontrast
madde gelistirmede kullanilmaktadir [18].

NP’lerin, 6zellikle metal bazli olanlarinin, su, hava ve gida iiriinleri gibi dogal ortamlarda yer almalar1 veya
ilgili NP’lerin beseri alanlardaki artan kullanimi nedeniyle, insan maruziyetinin 6nemli 6l¢iide artmasiyla,
bu iriinlerin potansiyel toksisitelerine iliskin endiseler yayginlagsmaktadir [19,20]. NP’lerin organizmada
olas1 zararlar1, NP’lerin yiizey kaplamasi, boyutu ve yapisi gibi énemli faktorlerden etkilenmektedir; bu
durum, organizmalarin NP’leri farkli sekillerde biinyelerine almalari sonucunda ortaya g¢ikan etkilerin
belirlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir [21,22]. Bu baglamda giimiis NP’lerinin (10, 50 ve 100 nm)
boyutlarina bagl olarak sitotoksik potansiyellerinin arastirildigi bir ¢alismada en kiiciik boyuta sahip
giimils NP’lerinin (10 nm) MC3T3-E1 hiicre hattinda diger NP boyutlarma gore apoptozu daha ¢ok
indiikledigi sonucuna ulagilmistir [23].

NP’ler, oksidatif hasara sebep olabilmekte ve bu durum lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA
zincir kiriklarinin meydana gelmesine neden olabilmektedir [24]. Tiim bunlara ek olarak metal icerikli
NP’lerden saliman metal iyonlari, hiicre zar1 ve organellerde hasar yaratarak yikici enzimlerin ortaya
¢ikmasimna ve hiicre bitlinliiglinin bozulmasina neden olabilmektedir. Ayni zamanda NP’ler hiicre
dongiisiinde kritik gorevlere sahip proteinlere miidahale edebilme, oksidatif hasar olusturabilme ve
hiicrenin antioksidan dengesini etkileyebilme yetenegine sahiptir [25,26]. Ornegin titanyum oksit (TiO,)
NP’lerinin canlinin hayatta kalmasinda ve hiicre boliinmesinde 6nemli goérevlere sahip karbonik anhidraz,
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laktoilglutatyon liyaz ve septin-5 proteinlerinin aktivitelerinde degisiklere neden olabilecegi kapsamli bir
toksikoproteomik galismasiyla ortaya konmustur [27]. In vivo ve in vitro arastirmalar, MNP’lerin Danio
rerio (zebra baligi), tavuk, si¢anlarda ve cesitli hiicre kiiltiirlerinde potansiyel toksik etkilere yol
acabilecegini, bu etkiler arasinda DNA hasari, mitokondriyal hasar ve hatta hiicre O6limiiniin
bulunabilecegini ortaya koymustur [28].

Drosophila melanogaster’in  genom diziliminin ag¢iga ¢ikartilmis olmasi, insanlarla genetik
ozelliklerbakimindan yiiksek homoloji gostermesi ve kisa bir hayat dongiisiine sahip olmas1 Drosophila’da
kronik ve/veya akut genotoksisitenin 6l¢iilmesinde bir model organizma olarak kullanilmasina oldukca
biiylik avantajlar saglamaktadir. Ayrica nanomateryallerin genotoksik potansiyellerinin in vivo deneyler
araciligiyla incelenmesi i¢in Drosophila melanogaster ideal bir model organizma olarak bildirilmistir [29].
Bu baglamda arastirmamizda MNP’lerin genotoksik potansiyellerinin 6l¢iilmesi amaciyla model
organizma olarak Drosophila melanogaster kullanilmustir.

Ayrica ¢alismamiz kapsaminda kullanilan model organizma olan Drosophila melanogaster iizerinde de
gergeklestirilen literatiir ¢alismalart MNP maruziyetinin Drosophila bireylerinde ortalama yasam siiresini
azaltabildigini, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini tetikleyebildigini ve DNA hasarim
indiikleyebilecegini gostermektedir [30-32].

Biyomedikal uygulamalarda MNP’lerin yaygin olarak kullanilmalari, insanlar ve ¢evre igin daha fazla
maruziyet anlamina gelmektedir. Bu baglamda, MNP’lerin potansiyel toksik etkilerinin detayli bir analizi
oldukga kritik bir konudur [33]. Gergeklestirilen literatiir taramasi kapsaminda MNP’lerin genotoksisite
acisindan degerlendirildigi makale sayisinin oldukca kisitli oldugu tespit edilmistir. Bu baglamda
caligmamizda MNP’ler arasinda yer alan ve siklikla biyomedikal alanlarda kullanima sahip; NiFe>O4 NP,
FesO4 NP, CoFe2O4 NP ve MnFe;O, NP’lerin Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi (SMART) yontemiyle mutajenik ve rekombinojenik potansiyelleri in vivo olarak arastirilmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kimyasallar

Calismamiz kapsaminda kullanilan; orto-fosforik asit (CAS No: 7664-38-2), agar (CAS No:
9002-18-0), propiyonik asit (CAS No: 79-09-4), gum arabik (CAS No: 9001-01-5), kloral hidrat (CAS No:
302-17-0), etil metansiilfonat (CAS No: 62-50-0), eter (CAS No: 60-29-7) ve gliserol (CAS No: 56-81-5)
kimyasallar1 Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.

2.2. Calisma Kapsaminda Kullamlan Manyetik Nanopartikiiller

Aragtirma kapsaminda test edilen MNP’ler olan; FesOs NP (CAS No: 1317-61-9), NiFe,O4 NP (CAS No:
12168-54-6), CoFe;Os NP (CAS No: 12052-28-7) ve MnFe;Os NP’leri (CAS No: 12063-10-4)
NANOGRAFI (ODTU Teknokenti — Ankara) firmasindan satin alinmistir.

2.3. Nanopartikiil Karakterizasyonu

Calismamiz kapsaminda test edilen MNP’lerin karakterizasyonu igin SEM (Taramali Elektron
Mikroskobisi) goriintiileme analizi ve PSD (Partikiil Boyut Dagilim) analizi yapilmstir. FezO4 NP, NiFe2O4
NP, CoFe.O4 NP ve MnFe2O4 NP’lerinin SEM goriintiileme analizi JEOL markali 6400 model numarali
cihaztyla Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM-Bilkent Universitesi/Ankara) firmasi
aracilifiyla hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. PSD analizi ise Partica markal1 LA-960V2 model cihaziyla
NANOGRAFI (ODTU Teknokenti/Ankara) firmasi araciligtyla hizmet alim ile gergeklestirilmistir.
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2.4. Cahyma Kapsaminda Kullamlan Drosophila Hatlar: ve Kiiltiir Kosullar:

SMART kapsaminda Drosophila multiple wing hair (mwh) ve flare-3 (fIr®) hatlari kullanilmistir. Kullanilan
hatlar Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi’nde yer alan Drosophila Genetigi laboratuvarinda yer alan kiiltiir
stoklarindan temin edilmistir. Calisma konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi amaciyla yapilan ergin birey
olusturma basarisi deneyinde ise Drosophila yaban tip (Oregon R+) hatt1 ile ¢alistlmustir. Kiiltiir kosullari
25°C, %60 bagil nem ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyot olarak ayarlanmistir [34]. Drosophila
hatlarimin kiiltiir devamliliginda standart Lewis besin ortam (agar, misir unu, toz maya, toz seker, asit
karisimi distile su) kullanilmistir. Lewis besin igeriginde kullanilan ve besinin kontamine olmasini
engelleyen asit karisiminda ise orto-fosforik asit, propiyonik asit ve distile su kullanilmigtir [35]. Ayrica
kimyasal maruziyetinin uygulanmasi asamasinda Drosophila hazir besini (Carolina Biological Supply
Sirketi, Burlington, NC, USA) kullanilmustir.

2.5. Cahsma Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Gergeklestirilen calisma kapsaminda potansiyel genotoksisitesi arastirilan MNP’lerin  galisma
konsantrasyonlarinin  belirlenebilmesi amaciyla literatiir g¢aligmalar1 dikkate alinarak genis bir
konsantrasyon aralig1 se¢ilmistir [30-32]. Bu amag¢ dogrultusunda diger test edilecek MNP’lerde de ortak
bir grup olarak bulunan Fes04 NP’nin 0.2, 0.5, 1, 3, 5 ve 10 mM olmak iizere 6 farkli konsantrasyonunun
Drosophila tizerindeki ergin birey olusturma basaris1 Ol¢iilmiistiir. Deney baslangicinda yaban tip
Drosophila hattindan 8 saat siiresince yumurta toplama islemi gergeklestirilmistir. Toplanan yumurtalar
72+4 saatlik (iiclinciil larval evre) siireye gectiklerinde larvalar toplanarak distile su yardimiyla yikanmistir.
Uygulama tiiplerine 4,5’er gram Drosophila hazir besini eklenerek, besinler uygulama kimyasalinin 9
mL’si ile slatilmistir. Uygulama kimyasallari ile 1slatilan Drosophila hazir besini igeren tiiplerin her birine
50’ser larva eklenmistir. Her konsantrasyon grubu i¢in 3 uygulama tiipii kullamilmstir. Kimyasal
uygulamasinin ardindan uygulama tiipleri kiiltiir kosullar1 altina alinmistir. Drosophila larvalarinin ergin
birey olusturana kadar gegen siire¢ igerisinde kimyasal maruziyet gergeklestirilmistir. Ergin birey ¢ikisi
tamamlandiktan sonra bireyler toplanmis ve sayim gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen ¢aligma sonucunda
elde edilen veriler dogrultusunda en yliksek konsantrasyonun se¢imi i¢in en az %50 birey ¢ikis1 goriinen
konsantrasyon grubu se¢ilmistir. Negatif kontrol grubu olarak distile su kullanilmigtir [36].

2.6. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Drosophila SMART yontemine Drosophila standart besini igeren kiiltiir siselerine 40 adet ergin mwh erkek
bireyleri ve 40 adet virjin (giftlesmemis) ergin disi flr® bireylerinin konularak 24-48 saatlik siire¢ boyunca
caprazlanmanin gergeklestirilmesiyle baglanmistir. Caprazlanma tamamlandiktan sonra ebeveyn mwh ve
fIr® bireyleri yeni Drosophila standart besini iceren kiiltiir siselerine aktarilarak 8 saat boyunca yumurta
birakmalar1 igin besin ortaminda bekletilmistir. 8 saatin sonundan ebeveynler ortamdan uzaklastirilmistir.
Kiiltiir sigeleri icerisine toplanan yumurtalar 7244 saatlik larva agamasina geldiklerinde (ligiicii larval evre
baslangic1) musluk suyu kullanilarak ve elek yardimi ile toplanarak uygulama kimyasalinin 9 mL’si ile
islatilan Drosophila hazir besini igerisine mikrospatiil yardimiyla (yaklasik 1000 larva) aktarilmistir.
Bireyler ergin hale gelene kadar uygulama kimyasalina kronik olarak maruz birakilmistir. Olusan ergin
bireyler uygulama tiiplerinden toplanarak eter yardimiyla bayiltilmis ve bu islemin hemen ardindan bireyler
icerisinde %70’lik etil alkol bulunan tiiplere aktarilmistir. Etil alkol igerisine alinan Drosophila bireyleri
preparat hazirlama asamasina kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. Deney kapsaminda negatif kontrol grubu
(distile su) ve pozitif kontrol grubu (I mM etil metansiilfonat/EMS) kullanilmigtir [37,38]. SMART
preparatlarinin hazirlanmasi agamasinda toplanan transheterozigot ergin bireyler distile sudan gegirilerek
faure sollisyonu (gum arabik, kloral hidrat, gliserol ve distile su) igerisinde kanatlar1 koparilarak lam {izerine
konulmus ve preparasyon islemi tamamlanmistir. Hazirlanan kanat preparatlar1 40X biiylitme oraninda 151k
mikroskobu yardimiyla ¢alismanin objektif olabilmesi agisindan tek bir kisi tarafindan ger¢eklestirilmistir.
Sayim asamasinda MNP uygulama konsantrasyonlart ve distile su grubunda 80 kanat sayilarak
degerlendirme yapilmustir. Sayim parametreleri olarak toplam klon sayisi, ikiz klon sayisi, toplam mwh
klon sayisi, kiigiik ve biiyiik tek tip klon sayilart dikkate alinmistir [39,40].
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2.7. Istatistiksel degerlendirme

Arastirma kapsaminda gergeklestirilen Drosophila SMART yonteminden elde edilen sonug verileri
MICROSTA paket programi igerisinde bulunan Kastenbaum ve Bowman (1970) binomimal kosullu test
kullanilarak gergeklestirilmistir. Caligsma konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ergin
birey olusturma basarisi deneyinden elde edilen veriler ise IBM SPSS 20 paket programinda ANOVA
araciligiyla Dunnet ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilmistir.

3. BULGULAR
3.1. Calisma Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Arastirma kapsaminda calisilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ergin birey
olusturma basaris1 deneyinden elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesine gére 10 mM (p=0,011)
ve 5 mM (p=0,034) konsantrasonlarinin ergin birey olusturma basarisini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde indirgedigi sonucuna ulasilmistir. Deney sonucunda ergin birey olusturma basaris1 dogrultusunda
larval popiilasyonun ~%57’sinin hayatta kaldig1 konsantrasyon olan 10 mM’lik konsantrasyon en yiiksek
konsantrasyon olarak belirlenmistir. Arastirma kapsaminda kullanilacak diger konsantrasyonlar sirasiyla 5
mM (%69,32), 3 mM (%70) ve 1 mM (%78,66) olarak belirlenmistir (Sekil 1).

100

20
78.66 *

80 16 75,32 0 69,32
70 *
p 56,66
5
4
3
2
1
0

Distile 0,2mM 0,5mM 1mM 3mM SmM  10mM
Su

87,32

(%e)
[— 2 — I — R — T —]

Ergin Birey Olusturma Basarisi
(=]

Konsantrasyonlar
Sekil 1. FesO4 NP maruziyeti sonrast ergin birey olusturma bagarisi deney sonuglari
3.2. Nanopartikiil Karakterizasyonu

Aragtirma kapsaminda test edilen MNP’lerin SEM analiz goriintiileri Sekil 2°de gdsterilmistir.
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Sekil 2. Test edilen MNP lerin SEM analiz onuglarz a) NiFe24 NP, b) Fes04 NP,
c¢) CoFe;04 NP ve d) MnFe,O4 NP

PSD analizi sonucunda elde edilen verilen incelendiginde arastirma kapsaminda kullanilan MNP’lerin
partikiil boyut dagilimlar1 Fe3O4 NP i¢in 14-29 nm, NiFe;O4 NP i¢in 25 nm, CoFe;04 NP i¢in 30 nm ve
MnFe204 NP igin 55 nm olarak belirlenmistir (Sekil 3-6).

Partikiil Boyut Dagihm Egrisi

100 10

80 8

70 7

Finner Yiizdesi %
DIFF %

5 10 15 20 25 30 3B 40 45 50

Partikiil boyut dagihmi (nm)

Sekil 3. Fes04NP (14-29 nm) partikiil boyut dagilim grafigi
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Partikiil Boyut Dagihm Egrisi
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Sekil 4. NiFe;O4 NP (25 nm) partikiil boyut dagilim grafigi

Partikiil Boyut Dagihm Egrisi

Finner Yiizdesi %

10 15 20 25 30 s 40

Partikiil boyut dagilimi (nm)
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Sekil 5. CoFe;O4 NP (30) partikiil boyut dagilim grafigi
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3.2. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Aragtirma kapsaminda genotoksik potansiyelleri 6l¢lilen MNP’lerin homojen bir soliisyon haline
getirilmesi amaciyla kullanilan ve ayni zamanda ¢alismamizda negatif kontrol grubu olarak yer alan distile
su uygulamasinda toplam klon sayisi 16 olarak tespit edilmistir. Aragtirmamizda pozitif kontrol grubu
olarak uygulamasi gerceklestirilen EMS (1 mM) uygulamasinda ise toplam klon sayist 105 olarak
belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirme sonucunda EMS’nin tiim parametreler bakimindan (biiyiik tek tip
klon, kiigiik tek tip klon, toplam klon, ikiz klon, toplam mwh klon sayilar1) negatif kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli diizeyde genotoksisiteyi indiikledigi goriilmiistiir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Fes04 NP, NiFe;04, MnFe,04 NP ve CoFe,04 NP 'lerinin Drosophila kanat somatik mutasyon
ve rekombinasyon test yonteminden elde edilen sonuglar

Kanat Kuguk tek tip Buyuk tek tip

. K N ikiz klonlar Toplam mwh klonlar  Toplam klonlar Klon indiisiyon
Derisimler Sayisi klonlar (1-2hiicre)  klonlar (> 2 hiicre) B _ _ 5
(m=5) (m=2) (m=2) Frekansi (10
(N) (m=2) (m=5) hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No.  Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D.
Normal Kanat
Distile Su 80 14 | 0,18 2 0 15 16 0,77
EMS (ImM) 20 72 | 360 | + 26 1,30 | + 6 03 | + 92 4,6 + 105 525 | + 4,71
Fes04 NP (14-29 nm)
1mM 80 16 | 0,20 i 6 0,08 i 0 | 000 | i 21 0,26 i 22| 0,28 | i 1,08
3mM 80 14 | 0,18 - 5 0,06 | i 2 003 [ i 20 0,25 i 21 0,26 | i 1,02
5mM 80 21 | 0,26 i 2 003 |i 0 | 000 | i 21 0,26 i 23] 0,29 | i 1,08
10mM 80 17 | 0,21 i 3 004 | i 2 003 [ i 21 0,26 i 21 0,26 | i 1,08
NiFe,04 NP (25nm)
1mM 80 14 | 0,18 4 0,05 | i 1 [001 ] i 19 0,24 i 19 024 | i 0,97
3mM 80 23 | 0,29 i 3 004 | i 1 [001 ] i 27 0,34 + 271034 | i 1,38
5mM 80 17 | 0,21 i 2 0,03 i 1 [001 ] i 20 0,25 i 20 0,25 | i 1,02
10 mM 80 24 | 0,30 i 8 0,10 | i 1 [001 ] 33 0,41 + 33| 041 | + 1,69
CoFe,04 NP (30 nm)
1mM 80 14 | 0,18 5 0,06 | i 11001 ]| 20 0,25 i 20| 0,25 | i 1,02
3mM 80 20 | 0,25 i 8 0,10 | i 2 1003 | i 30 0,38 + 30| 038 | + 1,54
5mM 80 23 | 0,29 i 5 0,06 | i 2 1003 | i 27 0,34 + 31| 039 | + 1,58
10mM 80 38 | 048 + 3 004 | i 2 |1 003 | i 43 0,54 + 431 0,54 | + 2,20
MnFe,0, (55 nm)
1mM 80 14 | 0,18 - 0 0,00 | - 1 0,01 | i 15 0,19 - 15| 0,19 | - 0,77
3mM 80 18 | 0,23 i 8 0,10 | i 0 | 000 | i 25 0,31 i 26 0,33 | i 1,28
5mM 80 23 | 0,29 i 3 004 | i 0 | 000 | i 26 0,33 i 26] 0,33 | i 1,33
10mM 80 17 | 0,21 i 7 0,09 | i 2 0,03 [ i 22 0,28 i 26| 033 | i 1,12
Fr., frekans; D., istatistik sonuglarinin gésterimi; +, pozitif, -, negatif, i, 6nemsizfark; m=carpim faktorii; olasilik dlizeyi=0.05.

Calisma kapsaminda genotoksik potansiyelleri arastirilan MNP’lerden FesO4 NP ve MnFe;O, NP’lerinin
SMART deneyinden elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri yapildiginda istatistiksel anlaml
bir pozitif sonu¢ gdzlenmemistir (Cizelge 1).

CoFe;04 NP’lerinin 10 mM’lik konsantrasyonunun toplam mwh klon, kii¢iik tek tip klon ve toplam klon
sayis1 parametrelerinden elde edilen veriler istatistiksel olarak incelendiginde genotoksisiteyi indiikledigi
sonucunda ulagilmistir. Ayrica CoFe2O4 NP’lerinin 5 mM’lik konsantrasyonu toplam klon sayisi ve 3
mM’lik konsantrasyonunun ise sadece toplam mwh klon sayis1 bakimindan istatistiksel olarak pozitif sonug
verdigi gbzlenmistir (Cizelge 1).

NiFe;O4 NP’lerinin 3 mM’lik konsantrasyonunun Drosophila bireylerinde sadece toplam klon sayisi
parametresi bakimindan istatistiksel pozitif sonug verdigi tespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyon olan
10 mM konsantrasyonunda ise NiFe:Os NP’leri toplam klon sayisi ve toplam mwh klon sayisi
parametrelerinde istatistiksel degerlendirmede pozitif sonug vererek genotoksisiteyi indiikledigi
belirlenmistir (Cizelge 1).
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4. TARTISMA

Yeni bir bilim dali olarak nanoteknolojinin ortaya ¢ikigini takiben meydana gelen yenilikler ve gelismeler,
tip alaninda yer alan ¢esitli uygulamalar1 destekleyerek, ilag dagitimi, tibbi tanilama ve biyolojik tespit gibi
birgok alanin gelismesine olanak saglamustir. Ozellikle demir oksit grubu yapilarinda bulunduran NP’ler,
fizikokimyasal kararliliklari, canli biinyesine uyumluluk gostermeleri sayesinde klinik uygulamalarda
kullanimlarinin  6niinii agmistir [11]. Ancak metal grup iceren NP’lerin olduk¢a farkli alanlarda
kullanimlarimin yayginlagmasi, ilgili NP’lerin insan saglig1 agisindan potansiyel toksisitesi bakimindan
oldukca biiyiik bir endise kaynagi olmaktadir [22]. Ozellikle MNP’lerin organlara dagilarak birikim
gostermeleri gdz Oniline alindiginda MNP’lerin toksikolojik degerlendirmelerinin yapilmasi oldukca
onemlidir [25]. Bu baglamda literatiir ¢alismalarinin incelenmesi ve literatiirde yer alan eksikliklerin
giderilmesi gerekmektedir.

Ucar vd. (2023) FesOs MNP maruziyetinin Oncorhynchus mykiss akuatik canlisi iizerinde potansiyel
toksisitesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda arastirmacilar FesO, MNP maruziyetinin SOD, CAT,
GSH ve GPx antioksidanlarinda zamana bagl bir aktivite diisiisiinii takiben mikroniikleus artis1 ve hiicre
Olimiintin uyarildigini tespit etmislerdir [41]. Hussain vd. (2005) ger¢eklestirmis olduklar1 bir in vitro
calismada Fe3Os NP’lerinin (30 ve 47 nm) sigan karaciger hiicre hattinda (BRL 3A hiicre hatt1) diisiik
konsantrasyona (10-50 pg/ml) sahip maruziyetlerin mitokondriyal fonksiyonlara herhangi bir zarar
vermedigini, ancak yiiksek konsantrasyonlarm (100-250 pg/mL) mitokondriyal bozukluklar
indiikleyebilecegi sonucuna ulagsmislardir [42]. Bu durum FesO4 NP maruziyetinin potansiyel toksisitesinin
konsantrasyona bagli olarak degisebilecegini diigiindiirmektedir. Farkli bir in vitro ¢alismadan elde edilen
veriler incelendiginde FezO4 NP’lerinin insan astrosit hiicreleri olan D384 ve SH-SYS5Y (ndroblastoma
hiicreleri) hiicre hatlarinda mitokondri fonksiyonunu etkileme potansiyelinde farkliliklar olabilecegi
sonucuna ulasilmistir [43]. Bu durum ise Fe3Os NP’lerinin farkli hiicre hatlar1 iizerinde Fe3Os4 NP
maruziyetinin toksisitenin degisebilecegini ortaya c¢ikarmaktadir. Gergeklestirilen bir sitotoksisite
caligmasinda Fe3O4 NP maruziyetinin A431 (insan epidermoid karsinoma) ve A549 (insan alveoler tip I1)
hiicre hatlarinda ROS olugsumu, lipid peroksidasyonu ve glutatyon enziminin tiikenmesi nedeniyle oksidatif
stresi indiikleyebilecegi sonucuna ulasilmustir [44]. Szalay vd. (2012) Salmonella typhimurium ve
Escherichia coli tizerinde gergeklestirmis olduklari bakteriyal geri mutasyon testi (AMES) sonuglarina gore
Fes04 NP’lerinin (<50 nm) (petri basina 6,9 ug, 20,06 pug, 61,7 ug, 185,2 ug, 555,6 ug, 1666,7 ug ve 5000
ug) mutajenik bir etkiye sahip olmadigini gostermislerdir [45]. Drosophila tizerinde gergeklestirilen bir
calismada Fe3Os NP’leri ile beslenen Drosophila bireylerinde FesOs NP’lerinin ROS seviyesini
indirgeyerek oksidatif stres sonucu meydana gelen hasarin indirgenebildigi kesfedilmistir. Bu dogrultuda
FesO4 NP’lerinin Drosophila’da katalaz enzimine benzer bir potansiyele sahip olabilecegi ve bu sayede
canliya toksik etkiler gostermeyebilecegi diisliniilmiistiir [46]. Kakavoulia vd. (2022) gergeklestirmis
olduklart in vitro ¢alisma kapsaminda FesO4 NP (50-1000 pug/mL) maruziyetinin sitotoksik potansiyele
sahip olmadigini ortaya koymuslardir [47]. Bu baglamda ¢alismamizdan elde ettigimiz SMART verileri
FesO4 NP’lerinin toksik potansiyele sahip olmadigini gosteren literatiir ¢aligmalarin1 destekler nitelik
tasimaktadir.

Aragtirma kapsaminda gerceklestirmis oldugumuz literatiir taramast kapsaminda NiFeOs NP
maruziyetinin genotoksisitesinin aragtirildigi ¢aligma sayisinin oldukca kisith oldugu tespit edilmistir.
NiFe;O4 NP maruziyetinin A549 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik, oksidatif stres olusturma ve apoptotik
potansiyellerinin arastirildigi bir ¢alismada, NiFe,O4 NP maruziyetinin doza bagli olarak ROS olusumuna,
glutatyon antioksidan enziminde azalmaya bagl olarak da apoptozu indiikleyerek sitotoksik potansiyele
sahip olabilecegi sonucuna ulagilmistir [48]. Bu ¢aligmaya benzer sekilde NiFe,O4 NP maruziyetinin insan
meme hiicreleri hatt1 olan MCF-7 ve karaciger hiicre hattt HepG2 hatlarinda uygulama konsantrasyonuna
bagli bir sekilde oksidatif stres, lipid peroksidasyonu ve sitotoksisitenin indiiklendigi tespit edilmistir [49].
Bu ¢alismalar dikkate alindiginda NiFe>O, NP’lerinin genotoksisiteyi ROS iiretimi ve lipid peroksidasyonu
araciligiyla gergeklestirebilecegi sonucuna varilabilmektedir. Yin vd. (2005) gergeklestirdikleri
sitotoksisite arastirmasinda NiFe;O,s NP maruziyet sonucu olusan sitotoksisitenin uygulanan NP’lerin
boyutlariyla iligkili olmadig tespit edilmistir [50].

47



Biilent Kaya ve ark. / GUFFD, 5(1): 39-51 (2024)

Nas ve Colak (2020) mevcut calismamiza benzer bir ¢aligma gergeklestirerek NiFe,Os NP’lerinin (26 nm)
Drosophila’da SMART yontemi ile genotoksik potansiyellerini aragtirmislardir. Aragtirmacilar en yiiksek
calisma konsantrasyonlar1 olan 200 pg/mL’lik konsantrasyonda genotoksisitenin indiiklendigi sonucuna
ulagsmuslardir [51]. Ancak NP’lerin farkli boyutlarinin veya farkli uygulama konsantrasyonlarinin farkli
aragtirma sonuglarina neden olabilecegi goz Oniine alindiginda c¢alismamiz Drosophila’da NiFe;O4
NP’lerinin genotoksik potansiyelinin SMART yontemiyle arastirildigi diger calismadan farkliliklar
tasimaktadir [52].

CoFe;0O4 NP’lerinin potansiyel toksisitelerinin kaynagi hakkinda literatiirde farkli canlilar tizerinde farkli
test yontemleri uygulanmigtir. Bu ¢aligmalar genel olarak degerlendirildiginde toksisitenin birden fazla
farkli mekanizmalar aracihifiyla gerceklesebilecegini sdylemek miimkiindiir. Ornegin CoFe,Os NP’leri
toksisitelerini biyolojik sistem igerisine gectikten sonra yapilarindan ayrilan Co (kobalt) iyonlar
araciligryla, DNA {izerindeki oksijen ve fosfat atomlar:1 ile baglanma gostererek veya hiicre ici ROS
tiretimini tesvik ederek gergeklestirebilmektedir [53]. CoFe;O4 NP’lerinin farkli boyutlarinin (5,6 nm, 10
pum ve 120 um) insan lenfositlerinde genotoksisitelerinin arastirildigi bir calismanin sonuglarina gore kiigiik
boyutlara sahip NP’lerin genotoksik potansiyellerinin biiyiik boyuttaki CoFe2Os NP’lerine kiyasla daha
yiiksek olabilecegi sonucuna ulagilmistir [52]. Asik vd. (2016) MDA-MB-231 (metastatik meme kanseri
hiicreleri) ve MCF-10A (normal meme hiicreleri) hatlari tizerinde gergeklestirmis olduklart KOMET (alkali
tek hiicre jel elektroforezi) ve CBMN (sitokinez bloke mikroniikleus test) yontemlerinden elde ettikleri
verilere gore CoFe,Os NP maruziyetinin indiikledigi genotoksisitenin doza bagli olarak artabilecegini
ortaya koymustur [54]. Abudayyak vd. (2017) NRK-52E (sigan bobrek proksimal tiibiiler epitel hiicreleri)
hiicre hatti tizerinde gergeklestirdikleri in vitro ¢alisma kapsaminda CoFe>Os NP maruziyetinin meydana
getirebilecegi genotoksisiteyi genis bir konsantrasyon araliginda (0,1-1000 pg/mL) degerlendirmislerdir.
Gergeklestirdikleri genotoksisite calismasindan elde edilen veriler incelendiginde CoFe.Os NP
maruziyetinin sadece 100 pg/mL’lik konsantrasyondan daha diisiik konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
pozitif sonuca ulasabildiklerini belirtmislerdir [55]. Calismamuz literatiirii destekler nitelikte olup CoFe;O4
NP maruziyetinin Drosophila’da 4 uygulama konsantrasyonundan (1, 3, 5 ve 10 mM) 3, 5 ve 10 mM’lik
konsantrasyonlarda istatistiksel degerlendirmede anlamli pozitif sonuglar gézlenmistir.

MnFe,O4 NP’leri {izerine gerceklestirilen literatiir taramasi kapsaminda, literatiirde toksikoloji alaninda

mevcut bir arastirmanin olmadig1 belirlenmistir. Ancak yapisinda mangan (Mn) grubu barindiran gesitli
NP’lere ait az sayida da olsa birkag literatiir ¢alismast mevcuttur. Ornegin Mn3Os NP’lerinin
Pseudokirchneriella subcapitata (bir mikroalg ¢esidi) tizerinde ROS olusumu araciligiyla sitotoksisiteyi
indiikleyebilecegi, MnO NP’lerinin Physcomitrella patens (bir gesit toprak yosunu) {izerinde benzer sekilde
ROS iiretimi ile indiiklenen bir DNA hasaria yol agabilecegi, MnO> NP’lerinin ise si¢anlar iizerinde
kromozomal aberasyonlari ve DNA hasarini indiikleyebilecegi literatiirde yer alan bilgilerdir [56-58].
Literatlir arastirmas1 kapsaminda MnFe,Os NP’lerinin potansiyel toksisiteleri hakkinda herhangi bir
calismanin bulunmamasi aragtirmamiz kapsaminda gerceklestirilen SMART verilerini oldukg¢a 6nemli
kilmaktadir. Calismamiz kapsaminda Mn yapisina eklenen demir oksit grubunun antioksidan potansiyeli
ile Mn toksisitesini indirgeyebilme potansiyeli olabilecegini diistindiirmektedir [59].

Sonug olarak c¢esitli kimyasal maddelerin viicut icerisinde sergilemis olduklar1 davranislar ve viicudun bu
gibi durumlara karsi sergiledikleri savunma mekanizmalar1 dikkate alindiginda calisma kapsaminda
potansiyel genotoksisiteleri arastirillan MNP’lerin genetik alaninda siklikla kullanilan bir model organizma
olan D. melanogaster iizerinde in vivo test yontemi olan SMART ile ger¢eklestirilmis olmasi bilyiik 6nem
tagimaktadir. Ancak bir kimyasal ajamin genotoksik potansiyelinin belirlenebilmesi ve bunu hangi
mekanizmalar aracilifiyla gergeklestirildiginin tespit edilebilmesi icin ek caligmalara ihtiyag duyulmasi
manyetik nanopartikiiller iizerine farkli aragtirmalar yapilmasi gerektigine oldukca dikkat cekmektedir.
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