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OZET

Bu ¢alismada silika oksit (SiO2), bakir oksit (CuO) ve demir oksit (Fe203) nanopartikiillerinin (NP)
insan lenfositlerinde in vitro genotoksik etkileri incelenmistir. Oncelikle NP’lerin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri gecirimli elektron mikroskobu (TEM), dinamik 1s1k sacilimi (DLS) ve zeta
potansiyeli kullanilarak analiz edilmistir. SiO,, CuO ve Fe;Os NP’lerinin TEM’deki ortalama
boyutlarinin sirasiyla 98+5, 3442 ve 21£1 nm, ortalama hidrodinamik ¢aplarinin 709+9, 612+4 ve
202+7 nm ve zeta potansiyellerinin -31+1, -21+4 ve 37+0,2 mV oldugu belirlenmistir. NP’lerin
genotoksik etkileri kromozom anormalligi (KA), kardes kromatit degisimi (KKD), mikroniikleus
(MN) ve comet testleri ile incelenmistir. SiO- i¢in 10, 50, 250 ve 1000 pg/mL; CuO i¢in 25, 50, 75
ve 100 pg/mL ve Fe)Os; igin 39,062; 78,125; 156,25 ve 312,5 pg/mL'lik konsantrasyonlar
kullanilmigtir. Her {i¢ nanopartikiil, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamada, kromozom
anormalligi frekansinda artisa sebep olmustur. Bu artis CuO NP’lerinde tiim konsantrasyonlarda,
SiO2; NP’lerinde yiiksek konsantrasyonlarda, Fe,Os NP’lerinde en yiiksek konsantrasyonda,
kontrole kiyasla anlamli diizeydedir. SiO, ve CuO NP’leri, kardes kromatit degisimini (KKD) her
iki uygulama siiresinde ve tiim konsantrasyonlarda kontrole kiyasla anlamh diizeyde arttirmistir.
Fe.O3 NP’leri ise KKD sayisin1 genelde en yiiksek konsantrasyonda 6énemli diizeyde arttirmistir.
Diger taraftan tiim NP'ler mitotik indeksi yiiksek konsantrasyonlarda anlamli diizeyde azaltirken,
niikleer boliinme indeksini ve replikasyon indeksini etkilememistir. SiO, NP'leri  tiim
konsantrasyonlarda (10 pg/mL harig), CuO NP’leri en yiiksek iki konsantrasyonda ve Fe,Os NP'leri
en yiiksek konsantrasyonda MN frekansini1 Kontrole kiyasla anlamli diizeyde artirmistir. SiO; ve
CuO NP'leri, comet testi ile degerlendirilen DNA kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugunu, hem 2
ve hem de 3 saatlik uygulama siiresinde, tiim konsantrasyonlarda anlamli derecede arttirmistir.
Fe;Os3 NP'leri 2 saatlik uygulamada, kuyruk uzunlugunu tiim konsantrasyonlarda, kuyruk
yogunlugunu ise en yiiksek konsantrasyonda; 3 saatlik uygulamada hem kuyruk yogunlugu ve hem
de kuyruk uzunlugunu onemli derecede arttirmistir. Bu sonuglar SiO;, CuO ve FexOs
nanopartikiillerinin in vitro insan lenfositlerinde Klastojenik, anojenik ve sitotoksik etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Toksisite siralamasi CuO > SiO, > Fe;03 seklindedir.
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ABSTRACT

In this study, genotoxic effects of silica dioxide (SiO2), copper oxide (CuQ) and iron oxide (Fe2Os)
nanoparticles (NPs) were investigated in human lymphocytes in vitro. First of all, NPs were
characterized by physically and chemically using transmission electron microscopy (TEM),
dynamic light scattering (DLS) and zetasizer. The mean TEM diameters were 98+5, 3442 and 21+1
nm, hydrodynamic diameters were 709+9, 612+4 and 202+7 nm, zeta potentials were -31+1, -21+4
and 37+0,2 mV for SiO,;, CuO and Fe,O; NPs, respectively. Genotoxic effects of NPs were
investigated by chromosome aberration (CA), sister chromatid exchange (SCE), micronucleus
(MN), and comet assays. Four different concentrations of NPs were used in assays (10, 50, 250 and
1000 pg/mL for SiOy; 25, 50, 75 and 100 pg/mL for CuO and 39,062; 78,125; 156,25 and 312,5
nug/mL for Fe.Os NPs). All of the NPs increased the frequency of chromosome aberrations at both
24 h and 48 h exposure times. These increases were significant compared to the control for all the
concentrations of CuO NPs, high concentrations of SiO, and the highest concentration of Fe;O3
NPs. SiO; and CuO NPs significantly increased SCEs at all the concentrations for both treatment
times compared to the control. Fe,O3 NPs significantly increased SCEs at high concentrations, in
general. While all the NPs significantly decreased the mitotic index, they did not effect nuclear
division and replication indices. All the concentrations (except 10 ug/mL) of SiO, NPs, two higher
concentrations of CuO NPs and the highest concentration of Fe.O3; NPs significantly increased the
frequency of MN compared to the control. SiO, and CuO NPs significantly increased the comet
tail intensity and tail length at both 2 and 3 h treatments at all the concentrations. Fe,Os; NPs
significantly increased the comet tail length at all the concentrations and the tail intensity at the
highest concentration at 2 h treatment. At 3 h treatment, all the concentrations of Fe,O3 NPs
significantly increased the comet tail length and the comet tail intensity. These results indicated
that SiO,, CuO and Fe;Os; NPs have clastogenic, aneugenic and cytotoxic effects in human
lymphocytes in vitro. Their toxicity sequence is CuO > SiO2 > Fe;0s.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

% Yiizde

°C Santigrat derece

pg/mL Mikrogram/ mililitre

ul Mikrolitre

mA Miliamper

mg Miligram

mg/kg Miligram/kilogram

mL Mililitre

rpm Devir sayist

\% Volt

o Zeta

nm Nanometre

Kisaltmalar Aciklamalar

A549 Akciger epitel karsinoma hiicreleri
Ag Giimiis

Al20s Aliiminyum oksit

ATP Adenozin trifosfat,

BBB Kan beyin bariyeri

BEAS-2B Insan bronsial epitel hiicreleri
BrduU Bromodeoksiiiridin

CB Siyah karbon

CeO2 Seryum oksit

CHL Cin hamster akciger hiicreleri
CNT Karbon nanotiip

CuO Bakar oksit



Kisaltmalar

DLS
DNA
EFSA
FBS
Fe20s3
Fe30a4
FISH
GSH
H20:2
HaCaT
Hep2
HepG2
IL-6
IMR-90
KA

KCI
KKD
L5178Y
L-929
LDH
MCF7
MH-S
Mi
MMC
MWCNT
MN
NaCl
NBI
Neuro-2A
NM

NO

NP

Xv

Aciklamalar

Dinamik 1s1k sagilimi
Deoksiribontikleikasit

Avrupa Gida Giivenligi Kurumu
Fetal bovine serum

Demir oksit

Manyetik demir oksit

Floresan in situ hibridizasyon
Glutatyon

Hidrojen peroksit

Insan epidermal keratinosit hiicreleri
Insan larinks epitel hiicreleri
Cok farklilagmis hepatoseliiler hiicreler
Interldkin-6

Insan akciger fibroblast hiicreleri
Kromozomal anormallik
Potasyum kloriir

Kardes kromatit degisimi

Fare lenfoma hiicre hatt1

Fare fibroblast hiicre kiiltiirii
Laktat dehidrogenaz

Insan gdgiis kanseri hiicreleri
Fare alveol makrofaj hiicreleri
Mitotik indeks

Mitomisin-C

Cok duvarli karbon nanotiip
Mikroniikleus

Sodyum kloriir

Niikleer boliinme indeksi

Fare noroblastoma hiicre kiiltiiri
Nanomateryal

Nitrik oksit

Nanopartikiiller



Kisaltmalar

02
OECD
OH
PBS
PMEF
RAW 264.7
Ri
ROT
SCGE
SHE
SizN4
SiO2
SK-Hep-1
SSC
TEM
TiO2
TNF
UFP
XRD
ZrO2
ZS

Aciklamalar

Stiperoksit

Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii
Hidroksil

Fosfat tamponu

Fare embriyo fibroblast hiicreleri
Fare makrofaj hiicre hatti
Replikasyon indeksi

Reaktif oksijen tiirleri

Tek hiicre jel elektroforezi
Suriye hamster emriyo hiicreleri
Silikon nitrit

Silika oksit

Az farklilasmis hepatoseliiler hiicreler
Salin sitrat tamponu

Gegcirimli elektron mikroskobu
Titanyum dioksit

Timor nekroz faktor

Ultrafine partikiil

X 1511 kirinim yontemi
Zirkonyum oksit

Zeta-sizer

XVi



1. GIRIS

Gliniimiizde, teknolojik gelismelerle birlikte tiretilen yeni malzemeler ile birlikte bu
malzemelerde kullanilan kimyasal maddelerin sayis1 da hizla artmaktadir. Ancak bu
kimyasallarin ¢ogu, olas1 toksik etkileri hakkinda yeteri kadar arasgtirma yapilmadan
insanligin hizmetine sunulmakta ve yaygin kullanimlarinin ¢evre ve canlilar {izerinde
olusturabilecegi olumsuz etkiler genellikle goz ardi edilmektedir. Teknoloji, insanliga
birgok alanda rahathk ve kolaylik saglarken, bazi sorunlari da beraberinde
getirebilmektedir. Ornegin, son yillarda yeni iiriinlerin gelistirilmesinde kullanilan

nanoteknolojinin bazi agilardan tehlikeli olabilecegi yoniinde veriler mevcuttur.

Nanoteknoloji, atom ve molekiil diizeyinde islevsel sistemler miihendisligidir. Atom ve
molekiillerin tek tek islenip diizenlemesi ile kullanigli materyal, ara¢ ve sistemler
tretilmektedir. Nano boyuttaki yapilarin degisen fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklerinin dikkate alindigi bu alanda, 100 nm’den kiig¢iik nanopartikiiller (NP)
kullanilmaktadir. Bu partikiillerin tarihi, 1959’lara Fizik¢i Richard Feynman’in goriislerine

dayanmaktadir.

Nanoteknolojide kullanilan nanopartikiiller, ebatlarina bagli olarak farkli ozellikler
gostermektedir. Ornegin altin, makroskobik boyutta sar1 renkte iken, nano boyutta kirmizi
renktedir. TiO> (titanyum dioksit) nanopartikiilleri de 50 nm’den kii¢iik boyutlarda renksiz
iken, daha biiyiik boyutlarda beyaz renkte goriiniirler. Nano boyuttaki materyaller, yiizey
alanlarinda meydana gelen degisim ve kuantum etkileri sebebi ile ayn1 maddenin daha
biliyiik boyutta olanlarina gore farkli kimyasal ozellikler gosterirler. Maddenin boyutu
azaldik¢a yiizey alan1 ve kuantum etkisi artis gostermekte ve boylece optik, elektrik ve
manyetik 6zellikleri de degismektedir. Bilim insanlar1 nanopartikiillerin bu 6zelliklerinden
yararlanarak giintimiizde tip, tekstil, gida, kozmetik, elektronik, otomotiv, Savunma sanayi
ve biyoteknoloji gibi bir¢ok alanda nanopartikiilleri yaygin olarak kullanmaya

baslamiglardir.

Nanoteknolojide meydana gelen giizel gelismelerle birlikte nanomateryal kullaniminda
meydana gelen artig, insan sagligi konusunda calisan bilim insanlari arasinda bu

partikiillerin olas1 toksik etkileri konusunda kaygilarin artmasina neden olmustur.



Nanopartikiillerden ozellikle metal oksit NP’leri, en yaygin kullanim alani bulmasina
ragmen, bunlarin toksisitesine ozellikle genotoksisitesine yonelik veriler hem kisith
diizeyde ve hem de birbiriyle ¢elisir niteliktedir. Yapilan arastirmalar, nanomateryallerin
sekil, biiylkliik, zeta potansiyeli, elektrik yiikii ve aglomerasyon durumu gibi ¢esitli
fiziksel ve kimyasal ozelliklerine bagli olarak farkli genotoksik etkilerinin olabilecegini

gostermektedir.

Nanopartikiillerin kazandiklar1 yeni ve olaganiistii 6zellikleri nedeni ile hiicre ile
etkilesimleri de degismekte ve hiicreye giris yollar1 ile hiz1 degiserek, oksidatif stresi
arttirmakta, hiicrede inflamasyon olusturabilmekte, genetik materyalde hasara ve gen
ekspresyonunda degisime sebep olabilmektedir. Nanopartikiillerin yaptigi hasar
onarillamadiginda, uygun gen ve gen {riinleri mevcut oldugunda hiicre apoptozise
yonlendirilmektedir. Hasar uygun bir sekilde tamir edilemez veya apoptozis de
gerceklesemez ise, genomik kararsizlik ortaya ¢ikmakta ve kanserogenez islemi baslayarak
sonugta kanser gelisebilmektedir. Genetik hasar iireme hiicrelerinde de meydana gelebilir.
Bu durumda hasar, sadece o bireyi degil, gelecek tiim nesilleri de tehdit edecektir. Bu
nedenle yaygin kullanim alani olan nanopartikiillerin genotoksik risk tasiyip tagimadiginin
ortaya c¢ikarilmasi ve bu risklerin hangi fiziksel ve kimyasal sartlarda ortaya c¢iktiginin
belirlenmesi, hem bireyin kendisi ve hem de gelecek nesiller agisindan biiyiik 6nem

tagimaktadir.

Yukarida deginilen gergekler ve goriisler dikkate almarak, bu tez c¢alismasi,
nanoteknolojide siklikla kullanilan metal oksitlerden bakir oksit-CuO, demir oksit-Fe>Os
ve silika oksit-SiO2 nanopartikiillerinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin ve insan
periferal lenfositlerinde genotoksik risk tasiyip tagimadiginin belirlenmesi amaciyla
yuritiilmistir. Genotoksik risklerin belirlenmesinde OECD tarafindan yd&nergeleri
yayinlanan ve uluslararas1 makalelerde kullanilan mikroniikleus (MN), kardes kromatit
degisimi (KKD/SCE), kromozom anormallikleri (KA/CA) ve tek hiicre jel elektroforez
(SCGE)-comet testleri kullanilmistir. Fiziksel ve kimyasal ozelliklerin belirlenmesinde
gecirimli elektron mikroskobu (TEM), dinamik 1sik sa¢ilimi (DLS) ve zeta potansiyeli

kullanilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanopartikiiller ve Kullanim Alanlari

Nanoteknoloji alaninda 06l¢li birimi olarak metrenin milyarda biri anlamina gelen
nanometre (nm) terimi kullanilmakta olup, genellikle 100 nm'nin altindaki nanopartikiiller
(NP, NM-Nanomateryal) ile calisilmaktadir (Wang ve digerleri, 2009). NP'ler bazen
ultrafine partikiil (UFP) olarak da isimlendirilmektedirler. UFP’ler yapisal olarak NP’ler
ile ayn1 olmakla beraber, sadece tiretimleri farklidir. UFP’ler oksitlenme ve kaynak islemi
sirasinda kontrolsiiz olarak kendiliginden olusurken, NP'ler endiistriyel amacli kullanilmak
iizere, fiziksel ve kimyasal Ozellikleri dikkate alinarak 0Ozel olarak sentezlenmektedir

(Oberdorster, Oberdorster ve Oberdorster, 2005).

NP'lerin kullanim alaninin artisina bagli olarak, nanoteknolojik tiiketici iiriinlerinin sayisi
da her gegen giin artmaktadir. Ekim 2013 verilerine gore, piyasada 1628 nanoteknolojik
iiriin bulunmaktadir. Bu {iriinler arasinda en biiyiilk katogoriyi 788 cesiti ile kozmetik,
giines kremi ve spor malzemeleri gibi kisisel bakim ve saglik iirlinleri olusturmaktadir

(Sekil 2.1).

Nanoteknoloji alaninda en fazla {iriin Amerika Birlesik devletlerinde iiretilmekte, bu iilkeyi
sirast ile Avrupa iilkeleri ve Dogu Asya iilkeleri izlemektedir. Uretilen nano boyutlu
malzemelerin igerikleri dikkate alindiginda en yaygin kullanilan materyalin giimiis oldugu,
giimiisten sonra ise sirastyla, titanyum, karbon, silika ve c¢inko tiirevi materyallerin

kullanildig1 belirlenmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. Kategorilerine gore nanoteknolojik tiiketici tirlinleri ve oranlari
(http://www.nanotechproject.org/cpi/about/analysis/)
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Sekil 2.2. Nanoteknolojik alanda siklikla kullanilan nanopartikiiller
(http://www.nanotechproject.org/cpi/about/analysis/)
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Nanopartikiiller endiistriyel alanda kullanilma sikliklarina gére dort gruba ayrilmaktadir
(Ju Nam ve Lead, 2008):
e Karbon bazli nanopartikiiller,

e Kuantum noktaciklari,
e Metal nanopartikiiller,

e Metal oksit nanopartikiiller

2.1.1. Metal oksit nanopartikiilleri

Yapisinda en az bir oksijen atomu bulunduran metal igerikli bilesiklerdir. Tiiketicinin
hizmetine sunulmus nanoteknolojik tirtinlerin % 10'luk kismini metal oksit tiirevi tirtinler
olusturmaktadir. Bu iriinler kendi aralarinda kiyaslandiginda ilk siray1 titanyum dioksit,
ikinci siray1 ise silika dioksit bazli iirlinler almaktadir. Her iki partikiil de bir¢ok alanda
kullanilmakla birlikte, titanyum dioksit kozmetik endiistrisinde, silika oksit ise boya ve
plastik sanayinde daha yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Mitrano, Motellier, Clavaguera
ve Nowack, 2015).

Silika oksit nanopartikiilleri

Silika, silikon dioksit bilesimlerinin genel adidir. Karbondan sonra yer kabugunda en bol
bulunan materyaldir. Kristal ve amorf olmak tizere iki formu bulunur (Park ve Park, 2009).
Kiristal formu uzun zincir yapisindadir. Kuartz ve porosil (por igeren kristal silika) olmak
iizere iki ayr1 gruba ayrilir. Amorf formu ise uzun zincir igermez, oksijen ve silikon
atomlart ile tam doludur. Bu formda genelikle por gozlenmez, porlu yapilarin gozlendigi
durumda ise por ¢apt 2 nm’den kii¢liktiir. Amorf formunda, X-RAY dagiliminda (X-151m
kirmimi-XRD) 20-25 derece araliginda pikler gozlenirken (Music, Vincekovic ve
Sekovanig, 2011; Ficai ve digerleri, 2011), kristal formunda daha keskin pikler
gozlenmektedir. Ayrica silikanin kristal formu silikozis hastaligina sebep oldugundan
kanserojen olarak siniflandirilmaktadir (Napierska, Thomassen, Lison, Martens ve Hoet,
2010; Petushkov, Ndiege, Salem ve Larsen, 2010).

Bir metal oksit olan amorf yapidaki silika nanopartikiilii elde edilmesi kolay ve ucuz
oldugundan sikg¢a kullanilmaktadir. Kozmetik, gida, ilag, toner ve cila sanayi gibi cesitli

endiistriyel alanlarda katki maddesi olarak kullanildigir gibi, enzim immobilizasyonu,



kanser tedavisi ve ilag dagitim1 gibi biyoteknoloji ve tip alanlarinda (Chang ve digerleri,

2007) ve dis hekimliginde bu NP'den yararlanilmaktadir (Hashimoto ve Imazato, 2015).

Uygulama alam1 artitkgca, bu NP’lere maruziyet artmakta ve giivenilirlik sorunu
olusmaktadir. SiO2 NP’leri, ES51 kodu ile berraklastiric1 ve topaklanmay1 dnleyici gida
katkir maddesi olarak kahve kremasi, hazir ¢orba, puding, kek, vitamin ve meyve suyu gibi
birgok iriinde kullanilmaktadir (Kesteren ve digerleri, 2015). Fakat bu madde,
gastrointestinal sistemde ¢oziinememekte, viicuttan uzaklastirilmasi olduk¢a zaman

almaktadir. Bu nedenle canli sistemler i¢in risk olugturma olasilig1 vardir.

SiO2 NP’lerinin yogunlugu diisiik oldugundan, solunum yolu ile kolayca hiicre igine
alinabilmektedir (Chen ve digerleri, 2008). Hiicreye kolay penetre olduklarindan, 6zellikle
akcigerlerde, insan sagligi icin tehlikelidir. SiO2 NP’lerinin toksik oldugu yoniinde birgok
calisma bulunmaktadir (Brown ve digerleri, 2007; Napierska ve digerleri, 2010; Petushkov
ve digerleri, 2010; Paget, Sergent ve Chevillard, 2011; Lankoff ve digerleri, 2013). Diger
taraftan silika NP'lerinin insan akciger epitel hiicrelerinde ¢ok diisiik toksisite gosterdigi ve
hatta biomedikal alanda belirte¢ (markir) olarak kullanilabilecegi yoniinde verilerin elde
edildigi ¢alismalar da (Jin, Kanan, Wu ve Zhao, 2007) mevcut oldugundan, toksisitesinin

belirlenmesi agisindan daha fazla ve detayli calismalara ihtiyag vardir.

Bakar oksit nanopartikiilleri

Bakir oksit (kuprik oksit, CuO), koyu gri, siyahims1 renkte, amorf yapidadir. Etanol ve
suda ¢oziinmez. Asitte ve amonyumda ¢Oziiniir. Bakir, homeostazin saglanmasi igin
gerekli bir mikronutrient oldugundan, yetigkinlerin glinde 2 mg bakira ihtiyaci vardir ve bu
miktar 2,5 mg bakir oksit ile karsilanabilir (Aguilar ve digerleri, 2009). Fakat fazlasi toksik
etki yaparak, sarilik, hemoliz ve hatta siroza bagli hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir

(Chen ve digerleri, 2006).

Bakir oksit nanopartikiilleri antimikrobiyal alanda (6zellikle gidalarin paketlenmesinde),
bataryalarda, miirekkep iiretiminde, 1s1 transferinde, gebelik Onleyici aletlerin yapiminda
(Hanagata ve digerleri, 2011) ve seramiklerin renklendirilmesinde pigment maddesi olarak
kullanilmaktadir (Huang, Wu ve Aronstam, 2010). CuO NP'lerinin biyosid 06zelligi

olmakla beraber, memeliler i¢in yiiksek toksisite de gostermektedir (Perreault ve digerleri,



2012). Yapilan calismalarda, CuO NP’lerinin bulk formlarindan daha toksik oldugu
(Karlsson, Gustafsson, Cronholm ve Mboller, 2009), hatta pozitif kontrol olarak
kullanilabilecek kadar yiiksek diizeyde toksiksisite olusturdugu belirlenmistir (Sun ve
digerleri, 2012; Di Bucchianico ve digerleri, 2013).

Metal oksit NP’leri kiigiik aerodinamik ¢aplar1 nedeniyle, insan larinks epitel hiicrelerinde
(Hep2) reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusturmaktadir. Bu etkinin yaninda, CuO NP’leri
antioksidan savunma sistemini de bloke etmektedir (Fahmy ve Cormier, 2009). Ayrica
CuO NP’leri niikleus ve mitokondriye gegerek, oksidatif stresi arttirmakta, DNA’y1
degrede ederek, irreversible DNA hasari olusturmakta ve hiicrede apoptozise sebep
olmaktadir (Karlsson ve digerleri, 2008; Ahamed ve digerleri, 2010; Jose, Santra, Mandal
ve Sengupta, 2011; Wang ve digerleri, 2012). Bu nedenle CuO NP'lerinin olas1 toksik

etkileri dikkatli ve detayli ¢alismalar ile belirlenmelidir.

Demir oksit nanopartikilleri

Demir oksit (ferrik oksit, FeO3) manyetik 0&zelliginden dolayr biomedikal, bio
miihendislik ve doku tamiri, immiin sistem deneyleri, ila¢ dagitimi gibi bircok alanda
kullanilmaktadir (Naqvi ve digerleri, 2010). Cesitli ylizey modifikasyonlari ile bu NP'ler
kolayca bio uyumlu hale getirilebilmekte ve medikal alanda teshis ya da tedavi amacgh
olarak siklikla kullanilmaktadir (Ying ve Hwang, 2010; Kumar ve Mohammad, 2011).
Ozellikle tiimdr hiicrelerinde 1s1iy1 kontrol ederek, hasarli dokuda segici apoptozis
(hipertermia,  hyperthermia)  yapilmasinda  demir  oksit  nanopartikiillerinden

yararlanilmaktadir (Figuerola, Corato, Manna ve Pellegrino, 2010).

Demir, memeli ve diger bir¢ok organizma igin temel bir besin maddesi olmasi nedeniyle,
demir oksit nanopartikiillerinin giivenilir oldugu diisiiniiliip, saglik sektdriinde yaygin
kullaniliyor olmasma ragmen, Fe2Os NP'lerinin toksik olabileceklerine dair veriler
mevcuttur. ROT'lerini arttirdig1 ve buna bagl toksisite ile hiicre 6limii gdzlendigi yoniinde
caligmalar bulunmaktadir (Naqvi ve digerleri, 2010; Ying ve Hwang, 2010; Hong ve
digerleri, 2011; Singh ve digerleri, 2012). Diger taraftan farelerde Fe203
nanopartikiillerinin toksisitesinin énemsenmeyecek diizeyde oldugu yoniinde ¢alismalar da
mevcuttur (Liu, Han, Yin, Long ve Liu, 2008; Singh ve digerleri, 2013). Ratlarda yapilan

bir calismada genotoksisite gozlenmemekle birlikte, NP'lerin organlarda biriktigi tespit



edilmistir (Singh ve digerleri, 2013). Bu birikimin ilerleyen zamanlarda nasil bir etki
yapacagl heniiz tam olarak bilinemediginden, bu etkilere sahip olma potansiyeli tagiyan
kimyasal ajanlarin insan genomu icin olas1 toksik etkilerinin belirlenmesi son derece

Onemlidir.

2.2. Nanopartikiillerin Toksisitesi

NP'ler deri, solunum, damar ve oral yollar ile viicuda alinip, dolasim sistemine katilarak,
cesitli organ ve dokulara yerlesebilir. Bu durumda organizmada alerji, fibrosis, organlarda
birikme ve buna bagli hasarli organ olusumu, inflamasyon, sitotoksisite, doku hasari,
ROT’lerinin olusumu ve DNA hasar1 gibi toksik etkiler gdzlenebilir (Rahi, Sattarahmady
ve Heli, 2014). Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alinmasi ile gbzlenen bu toksik etkiler,
partikiillerin kimyasal ve fiziksel oOzelliklerinin bir sonucudur. Bu nedenle NP'lerin
toksisitesinin belirlenmesinde, sekil, boyut, ylizey yapisi, ylizey yiikii, aglomerasyon,
fonksiyonel gruplarin varligi, ¢oziinebilirlik gibi birgok 6zellik 6nemli rol oynamaktadir.
NP'ler kii¢iik boyutlarindan dolay1, viicuda kolaylikla girerek, hiicrelere penetre olmakta ve
onlarin normal fonksiyonlarint bloke edebilmekte, viicutta inflamasyona, redoks
potansiyelinde degisime ve hatta hiicre Oliimiine sebep olabilmektedir. NP'lerin yiizey
yapist (ylizey alant ve herhangi bir madde ile kapli olma durumu), cevrelerindeki
molekiiller ile etkilesimini artirabilir. Maruziyeti sirasinda kolayca absorbe edilerek,
cevredeki organel ve molekiillerin fonksiyonlarini etkilerler. Hiicrelere transsitoz ile
penetre olup, epitel ve endotel hiicrelerden lenfatik sirkiilasyon ile sar1 kemik iligi, dalak,
kalp ve merkezi sinir sistemine (beyin) ulasabilmektedirler. Bronsit, astim, akciger ve
karaciger kanseri, parkinson, alzheimer, crohn, kalp ve kolon kanseri gibi rahatsizliklara da
neden olabilmektedirler. Degrede olmayan ya da yavas pargalanan NP'lerin agir1 kullanimi
stres reaksiyonlarini baglatmakta, bu durum inflamasyona sebep olarak, antioksidan sistemi
zayiflatmaktadir. Biyolojik prosesler sirasinda hiicre ile etkilesime girmeleri ya da ilgili

reaksiyonu durdurabilmeleri de olasidir (Dar, Naseem, Gatoo, Arfat ve Qasim, 2014).



2.3. Nanopartikiillerin Toksisitesini Etkileyen Faktorler

2.3.1. Boyut, sekil ve kaplama durumu

NP'ler bulk formlari ile ayn1 kimyasal yapida olmalarina ragmen, fizikokimyasal 6zellikleri
acisindan farklidir. Bu nedenle NP’lerin toksik etkileri de bulk formlarindan farklilik
gostermektedir. Genel olarak, NP'lerin toksisitesi, partikiil boyutu azaldikca artis
gostermektedir. Nitekim Fe2O3, Fe304, TiO2 ve CuO gibi baz1 metal oksit NP'leri ile A549
(akciger epitel karsinoma) hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada, NP'lerin mikro
boyutlarindan daha toksik oldugu tespit edilmistir (Karlsson ve digerleri, 2009). Benzer
sekilde farkli boyutlardaki (6, 20 ve 50 nm) silika NP'leri kullanilarak in vitro insan
periferal lenfositlerinde yapilan bir arastirmada, partikiil boyutu kiigiildiikge toksik etkinin
arttig1 belirlenmistir (Battal ve digerleri, 2015).

Fare makrofaj hiicrelerinde (RAW 264.7) 3 farkli demir oksit NP'i (mikro-boyutta sferik
Fe203 [1000 nm], nano boyutta sferik Fe2O3 [36 nm] ve ¢ubuk seklinde Fe2O3 partikiilii
[50-100 nm genislik, 500 nm uzunluk]) kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, sitotoksisite
testi ile, gubuk ve nano formlarinin birbirine benzer etki gosterdigi ve bu sitotoksisitenin
mikro partikiillerin olusturdugu etkiden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Genotoksik
etkinin ise en fazla gubuk seklinde olan partikiilde, en az ise mikro boyutta olan partikiilde
oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar, sitotoksisitenin sekil ve boyutla ilgili olabilecegini
kanitlamaktadir. Cubuk seklinde olan formun nano formdan daha toksik olmasi, bu etkinin
yiizey alami ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (Lee ve digerleri, 2014). Ciinkii
NP'lerin ylizey alani biyiikliigli, hiicreye alimmi kolaylastirmakta (daha reaktif
olduklarindan) ve dolayisiyla partikiiller hedef dokuya kolayca ulasabilmektedir (Choi,
Kim, Song, Song ve Ryu, 2011).

10, 20, 30 ve 40 nm boyutunda karboksil kapli manyetik demir oksit (Fe3Os) NP'leri
kullanilarak farelerde in vivo kosullarda yapilan bir c¢aligmada, kii¢iik boyuttaki
partikiillerin karaciger ve bdbrekten hizlica temizlendigi, uterus ve beyine kolaylikla
girdigi gozlenmis, biiylik boyuttaki NP'lerin ise dalakta birikip, kolayca elemine edildigi
tespit edilmistir. Kiigiik NP'lerin (10 ve 20 nm) daha fazla genotoksik etkiye neden oldugu
da belirlenmistir (Yang ve digerleri, 2015).
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Endotel beyin hiicre hattinda, altin NP'leri (20, 50, 70 ve 110 nm) kullanilarak yapilan bir
calismada, boyuta bagli olarak NP'lerin kan beyin bariyerini (BBB) gegebildigi tespit
edilmistir. NP'lerin hiicre i¢ine alinmasi boyutuna bagli oldugundan, hiicrede 20 nm
boyutundaki NP'lerin daha ¢ok (%20), biiyiikk NP'lerin ise daha az (%2) bulundugu
gozlenmistir (Shilo ve digerleri, 2015). Secici gegirgen ozelligi ile beyni patojen ve
toksinlere kars1 koruyarak, merkezi sinir sisteminin normal fonksiyonunun devamliligi i¢in
gerekli olan kan beyin bariyerinden NP'lerin gegebilmesi ve beyin igerisinde birikiyor

olmasi, toksisite agisindan oldukca diisiindiiriiciidiir.

Fe20z’in bulk ve nanopartikiil formlarinin birlikte incelendigi bir ¢aligmada, 500, 1000 ve
2000 mg/kg’lik dozlar, Wistar ratlara oral yoldan verildiginde, bulk formunun
gastrointestinal sistem ile absorbe oldugu ancak organlarda 6nemli bir birikim yapmadan
(0,01-2,3%), feges yolu ile disar1 atildig1 belirlenmistir. Fe2O3’in nanopartikiil formunun
ise intestinal bariyeri kolayca asarak, karaciger, dalak, bobrek, kalp ve sar1 kemik iliginde

biriktigi (0,2-9,4) tespit edilmistir (Singh ve digerleri, 2013).

10 ve 30 nm boyutunda, yiizeyi polietenol glikol (PEG) ile kapli ve 10 nm boyutunda
yiizeyi polieterimid (PEI) ile kapli manyetik demir oksit NP'lerinin toksisitesinin
incelendigi bir arastirmada, PEG ile kapli NP'lerin toksik oldugu ancak PEI ile kapl
olanlarin toksik olmadigi gozlenmistir. Ayrica PEG ile kapl olan partikiillerden kiigiik
boyutta olanlarin (10 nm) daha toksik oldugu ifade edilmistir. Bu sonuglar toksisitenin
ylizey kaplamasi ve boyutuna baglh oldugunu desteklemektedir (Liu ve digerleri, 2014).
Amorf yapidaki silika NP’leri ile yapilan bir baska calismada, boyut arttikca toksisitenin
azaldig1 ve fibronektinle kapli olanlarin PEG ile kapli olanlardan, kiire seklinde olanlarin
ise cubuk seklinde olanlardan daha toksik oldugu rapor edilmistir (Brown ve digerleri,

2007).

2.3.2. Coziiniirliik ve agregat olusumu

Agregasyon, NP'lerin konsantrasyonu, nanopartikiil ylizeyi ve siispansiyon ortaminin
kimyasal yapisina baglidir ve toksisiteyi onemli dlciide etkilemektedir. Metal ve metal
oksit NP’ler, hidrofobik yapilarindan dolay1 sulu ortamda ¢ogunlukla ¢6ziinemediklerinden
agregat olusturma egilimindedirler. Agregasyon, NP'lin dagilimini, hiicresel alimint ve

cevabimi etkileyebilir. Nitekim, Ag, TiO2, Fe203, Al:O3 ZrO2 SisNs gibi bazi agregat
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NP’leri ile yapilan bir arastirmada, kullanilan NP'lerin potansiyel toksik etkilerinin oldugu
gozlenmistir (Soto, Garza ve Murr, 2007). TiO2 NP'leri ile yapilan bir bagka ¢alismada ise
biliyilk NP agregatlarinin niikleusu deforme ettigi ve kromozom hasarima neden oldugu
belirlenmistir (Di Virgilio, Reigosa, Arnal ve Fernandez Lorenzo, 2010). Diger taraftan
ZrO;, TiO2, Fe203, CeOz, ZnO, SiO2 NP'leri ile yapilan bir incelemede, ¢oziinebilir
elementlerin daha toksik oldugu gézlenmistir. Coziinemeyen maddelerin akut toksik etkisi
belirlenemedigi igin toksisite gozlenmemis olabilecegi, uzun vadede bu maddelerin de

toksik etkilerinin olabilecegi vurgulanmistir (Brunner ve digerleri, 2006).

2.3.3. Ortamin ozelligi

NP'lerin dispers edildigi ya da eklendigi ortam da toksisiteyi etkilemektedir. NP'ler
biyolojik ¢evreye bagli olarak, cesitli biyomolekiiller ile kaplanabilir. Eger bir NP
eklendigi ortamda bulunan protein ile kaplanir ise bu durumda protein korona olusur.
Olusan protein korona NP'lerin yiizey yiikiinii etkileyebilir ve biyolojik ortamda
agregasyona neden olabilir (Wu ve digerleri, 2015). SiO2, ZnO, TiO2 NP’leri ve ¢ok
duvarli karbon nanotiipleri (MWCNT) suda dispers edilip, %10 fetal bovine serum (FBS)
bulunan ve bulunmayan ortamlara eklendiginde, FBS'nin bulundugu ortamda toksik
etkinin azaldig1 gozlenmistir (Corradi ve digerleri, 2012). Benzer sekilde A549
hiicrelerinde farkli boyutlarda (12-174 nm) amorf silika NP'lerinin etkilerinin incelendigi
bir arastirmada da serum bulunmayan ortamda hiicre canliliginda diisiis gozlenmistir.
Serum proteinleri NP'lerin yiizeyine baglanmakta ve protein korona olusturarak, NP'liin
hiicre igine alimimini, hiicre igerisinde ilerleyisini ve hiicre ile etkilesimini etkilemektedir

(Gonzalez ve digerleri, 2015).

2.3.4. Yiizey yiikii ve zeta potansiyeli

Zeta potansiyeli, NP'lerin elektrostatik potansiyelini yansitmakta ve NP'lin siispanse
edildigi ortamdaki durumunu etkilemektedir. Bu nedenle zeta potansiyeli NP'iin ylizey
yiikiinlin karakterizasyonunda biiyiikk Oonem tasimakta ve toksisite arastirmalarinda da
siklikla kullanilmaktadir. NP'lin zeta potansiyeli, partikiiller aras1 itme Kuvvetini ifade
etmektedir. Zeta potansiyeli, yikii (+ veya -) farketmeksizin 30 mV'u gectiginde
slispansiyon igerisinde bir stabilite gdsterir. Yiizey yiikiine bagli olarak olusan itme kuvveti

partikiiliin aglomera olmasini dnlemektedir (Barnes ve digerleri, 2008; Sun ve digerleri,
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2014). Ayrica negatif ya da pozitif yiikii fark etmeksizin, yiiksek yiiklii NP'ler makrofajlar
tarafindan daha kolay sindirilmektedir (Sun ve digerleri, 2014).

NP'lerin herhangi bir madde ile kapli olma durumu, bu nanopartikiiliin yiizey yiikiini
degistirdigi icin oldukca oOnemlidir. Cilinkii yiizey yiikii nanopartikiiliin stabilitesini
belirledigi gibi, NP'lin hiicresel alimmi da etkilemektedir. In vitro insan periferal
lenfositlerinde vinil ve aminopropil vinil kapli ve herhangi bir madde ile modifiye
edilmemis amorf silika NP'leri (10, 25, 50 ve 100 nm) kullanilarak yapilan bir aragtirmada,
yiizey modifikasyonu yapilmis silika NP'leri ile toksik etki gozlenmez iken, modifiye
edilmemis NP'ler ile yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gézlenmistir. Ayn1 boyut ve
ayn1 sekildeki NP'ler arasinda gozlenen bu toksisite farkinin, NP'lerin kaplandigi
maddelere bagli olarak olusan yiizey ylikii ve zeta potansiyelinden kaynaklandigi rapor

edilmistir (Lankoff ve digerleri, 2013).

2.4. NP'lerin Genotoksik Mekanizmalari

NP'lerin genotoksisitesi hala tam olarak agiklanamamakla birlikte, NP'ler tarafindan
indiiklenen genotoksik mekanizmalar primer ve sekonder mekanizmalar olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Primer genotoksik mekanizmalar da kendi arasinda direkt ve indirekt
genotoksisite olarak ikiye ayrilmaktadir (Golbamaki ve digerleri, 2015; Magdolenova ve
digerleri, 2014; Doak, Liu ve Chen, 2012).

2.4.1. Primer genotoksisite

Direkt primer genotoksisite

NP'in DNA ya da kromozom ile direkt etkilesimi s6z konusudur. NP'ler niikleer por
kompleksini asarak cekirdek icine girebilir ya da mitoz sirasinda cekirdek zar1 kaybolan
DNA ile direkt olarak temas edebilir. NP'ler interfaz sirasinda DNA ile etkilesime
gectiginde, DNA'nin yapisin1 ya da hiicresel mekanizmay1 bozarak, replikasyon ve
transkripsiyonu etkileyebildigi gibi, mitoz sirasinda direkt kromozomlar ile etkileserek,
klastojenik etkiye veya ig iplikleri ile etkileserek anojenik etkilere de neden

olabilmektedir.
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Indirekt primer genotoksisite

Indirekt genotoksisitede, nanopartikiil DNA ile direkt etkilesime girmeden genotoksik

hasar olusurmaktadir. indirekt genotoksisitenin baslica mekanizmalar1 soyledir:

e NP’ler, DNA replikasyonunda, transkripsiyonunda ya da tamirinde gorev alan niikleer
proteinler ile etkilesime gegebilir.

e NP'ler, ig iplikleri, sentriol ve onlarin iliskili oldugu proteinler ile etkilesime gecebilir
(anojenik etki).

e NP'ler, hiicre dongiisiinden sorumlu protein kinazlar1 etkileyerek, hiicre dongiisii
kontrol noktalarinda bozulmalara neden olabilir.

e NP'ler, hiicrede ROT’leri meydana getirebilir. Bu durumda DNA'da serbest radikal
ataklar1 olusarak piirin ve pirimidin bazlarda lezyonlar ve DNA zincir kiriklar1 gibi
indirekt oksidatif hasar olusturabilir.

e NP'lerdeki toksik iyonlar DNA hasari1 olusturabilir.

e NP'ler mitokondri gibi organellere saldirarak, fonksiyonlarinda hasara neden
olabilmekte, mitokondri de bu duruma bir cevap olarak ROT’leri olusturarak hasara
neden olabilir.

e NP'lerin antioksidan sistemi inaktive etmesi ile ROT'leri artarak hasar olusturabilir.

2.4.2. Sekonder genotoksisite

NP'ler fagositleri ( noétrofil, makrofaj) aktive ederek, ROT lerinin iiretimini baslatabilir ve
buna bagli gentotoksisite gozlenebilir. Primer ya da sekonder genotoksisite farketmeksizin

tiim bu durumlarin sonucunda DNA hasar1 olusmaktadir.

2.5. Nanopartikiillerin Genotoksik Etkileri

Fe:03, FesOs, TiO2 ve CuO gibi metal oksit NP'leri ile A549 hiicrelerinde yapilan
genotoksisite caligmasinda, CuO NP'lerinin DNA hasar1 olusturdugu belirlenmistir
(Karlsson ve digerleri, 2009). Metal oksit nanopartikiilleri (CuO, Fe3zOa, Fe203, TiO2, Ag)
ile fare periferal eritrosit hiicrelerinde yapilan farkli bir ¢aligmada ise, kullanilan tiim
NP'lerin mikroniikleus ve DNA hasarinda artisa sebep oldugu tespit edilmistir (Song, Li,
Kasai ve Kawai, 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22573923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kasai%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22573923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawai%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22573923
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Insan fibroblastlarinda yapilan bir arastirmada, kobalt-kromiyum alasiminin nanoboyuttaki
formunun, mikro boyutta olanlara gore daha sitotoksik oldugu belirlenmis ve ayrica daha
fazla anoploidiye ve DNA hasarina sebep oldugu ifade edilmistir (Papageorgiou ve
digerleri, 2007). Farkli boyutlardaki kobalt ferrit ile yapilan bagka bir ¢calismada, 120 um
ve 10 pm’lik materyaller ile sitotoksik etki gozlenmez iken, 6 nm’lik materyal
kullaniminda sitotoksisite gézlenmistir. Ayrica 10 um ve 6 nm’lik boyuttaki kobalt ferrit
mikroniikleus frekansinda artisa sebep olmustur (Colognato, Boneli, Bonacchi, Baldi ve
Migliore, 2007).

Demir oksit, bakir oksit ve aliiminyum oksit NP'leri kullanilarak Ames, mikroniikleus ve
comet testinin uygulandigi bir arastirmada, demir ve aliiminyum oksit NP'leri ile sitotoksik
ve genotoksik etki gézlenmez iken, CuO NP'lerinin MN frekansini ve DNA hasarini
arttirdig1 rapor edilmistir (Sadiq, Khan, Mobeen ve Hashmat, 2015). A549 hiicrelerinde,
seryum oksit NP'lerinin oksidatif stres olusturarak, glutatyon ve a tokoferol seviyesinde
azalmaya, hiicre membranina zarar veren malondialdehit ve LDH seviyesinde ise artisa
sebep oldugu bildirilmistir (Lin, Huang, Zhou ve Ma, 2006). Seryum oksit ile insan
fibroblast hiicrelerinde yapilan bagka bir ¢calisma da bu sonuglar1 destekler niteliktedir. Bu
NP'in toksik etki yaparak, DNA ve kromozom hasar1 olusturdugu vurgulanmistir (Auffon
ve digerleri, 2009). Farkli boyutlardaki aliminyum oksit NP’leri ile in vivo kosullarda
yapilan bir ¢calismada, bu partikiillerin en fazla bobrekte olmak iizere kan, karaciger, kalp,
beyin ve dalakta biriktigi ve ayrica genotoksik oldugu belirlenmistir (Balasubramanyam ve

digerleri, 2009).

Siyah karbon (CB-12 nm), tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT), silikon dioksit (SiO2, 20
nm) ve ¢inko oksit (ZnO, 19 nm) NP'leri kullanilarak fare embriyo fibroblast hiicrelerinde
(PMEF) yapilan calismadan elde edilen sonuglar, sitotoksisitenin temel mekanizmasinin
oksidatif stresten kaynaklandig1 yoniindedir. S6z konusu calismada, 4 partikiil de glutatyon
(GSH) seviyesini azaltip, ROT’lerinin olusumunu konsantrasyona bagli olarak artirmistir.
Biriken siiperoksit (O2) ve hidroksil (OH) radikalleri, GSH seviyesini ve hiicre canliligini
azaltmakta, fonksiyonel bozukluklar olusturmaktadir. Comet testi sonuglar1 ile de silika
NP'lerinin genotoksik oldugu belirlenmistir. Calismada kullanilan en kiigiik boyutlu NP
olan CB, ZnO'dan daha diisiik bir toksisite gdstermistir. Bu sonug, kullanilan partikiiliin
kimyasal yapisinin toksisite agisindan (igerdigi metal iyonlarindan dolay1) boyuttan daha

onemli olabilecegini gostermektedir. Bu durum toksisitenin temel parametresi olabilir.
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Kimyasal yap1, farkli NP'lerin toksisitelerinin karsilastiriimasinda birinci rol oynamaktadir.
Sonuglar, partikiiliin kimyasal yapisinin sitotoksisite i¢in anahtar rol oynar iken,
genotoksisite icin partikiil seklinin daha o6nemli oldugunu gdstermektedir (Yang ve

digerleri, 2009).

2.5.1. SiO2 nanopartikiilleri

Yiiksek reaktivitesinden dolayr amorf silika NP'leri (15 ve 55 nm) ve distk
reaktivitesinden dolayr altin nano ve mikro partikiilleri (2, 20 ve 200 nm) kullanilarak in
vivo Wistar ratlar ile, in vitro insan periferal lenfositlerinde genotoksisitenin incelendigi bir
arastirma yapilmistir. Bu aragtirmada, in vivo kosullarda comet ve mikroniikleus, in vitro
kosullarda ise sadece MN testi uygulanmistir. Altin nano ve mikro partikiilleri ile kan,
karaciger ve akcigerde MN olusumunda artis gozlenmezken, DNA hasarinda tiim
dokularda artis gozlenmistir (kan, karaciger ve akciger). Silika NP'lerinin in vitro
uygulamasinda (kan dokusunda) MN olusumunda artis gozlenmez iken, in vivo kosullarda
kan dokusunda MN’de artis gozlenmistir. Bu nedenle silika NP'lerinin sekonder
genotoksisiteyi baslattiglr diistiniilmektedir. Silika NP'leri inflamatuar hiicre kaynakli
oksidanlarin serbest birakilmasi ile sekonder genotoksisiteyi baglatmaktadir. Artan
notrofilik sizma ile karacigerde nekroz ve apoptotik hiicreler olusmaktadir (Downs ve

digerleri, 2012).

Vinil ve aminopropil vinil kapli ve herhangi bir madde ile modifiye edilmemis 10-50 nm
araliginda, kiiresel formdaki amorf silika NP'lerinin (10, 25, 50 ve 100 nm) genotoksik
etkileri in vitro insan periferal lenfositlerinde incelenmistir. Yiizey modifikasyonu yapilmis
silika NP'leri ile lenfositlerde sitotoksik ve genotoksik etki gézlenmez iken, mitotik
indekste (MI) konsantrasyona bagli bir azalma tespit edilmistir. Modifiye edilmemis NP'ler
ise yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik ve genotoksik etki olusturmustur. Her ii¢ tip
silika NP'liniin hiicre dongiisiinii G1-S fazinda konsantrasyona bagli olarak bloke ettigi de

belirlenmistir (Lankoff ve digerleri, 2013).

50 nm boyutundaki silika partikiilleri kullanilarak, akciger epitel hiicrelerinde (A549)
yapilan bir aragtirmada, diisiik genotoksisite ve diisiik sitotoksisite belirlenmistir (Jin ve
digerleri, 2007). Farkli boyutta silika NP'leri (30, 80 ve 400 nm) kullanilarak insan

lenfoblastoid fibroblastlarinda yapilan incelemede genotoksik etki gozlenmemis, fakat
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kiigiik boyutlarinda sitotoksisite gdzlenmistir (Barnes ve digerleri, 2008). 16, 60 ve 104 nm
boyutundaki silika NP'lerinin A549 hiicrelerinde MN, comet ve floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi ile incelenmesi sonucunda Onemli bir toksik etki

gbézlenmemistir (Gonzalez ve digerleri, 2010).

In vitro fare lenfoma hiicre hatt1 (L5178Y) ve insan bronsial epitel hiicrelerinde (BEAS) 10
nm boyutundaki silika NP'lerinin karaciger hasar1 ve inflamasyon olusturdugu
gozlenmistir. Bu NP'lerin birincil DNA hasar1 ve sitotoksisite olusturdugu, fakat
mutajeniteye neden olmadigi belirlenmistir (Choi ve digerleri, 2011). 15, 30 ve 100 nm
boyutundaki SiO> NP'leri ile mikro boyuttaki SiO2'ler kullanilarak insan epidermal
keratinosit hiicrelerinde (HaCaT) toksik etkiler incelenmistir. Comet testi ile 2,5; 5 ve 10
pg/mL'lik konsantrasyonlarin 24 saatlik uygulamasinin DNA  hasar1  olusturdugu

belirlenmistir (Gong ve digerleri, 2012).

A549 hiicrelerinde farkli boyutlarda (12-174 nm) amorf silika NP'leri kullanilarak, serum
varlig1 ve yoklugunda MN testinin uygulandig1 bir calismada, serum yoklugunda hiicre
canliliginda diisiis gozlenmis, bu diislis protein koronanin NP'lerin translakosyon ve

lokasyonunu kolaylastiriyor olmasi ile agiklanmistir (Gonzalez ve digerleri, 2015).

In vitro insan periferal lenfositlerinde 20 ve 50 nm boyutundaki silika NP'lerinin
genotoksik potansiyeli KKD, MN ve comet testi ile incelenmistir. Bu ¢aligmada periferal
lenfositler izole edilerek mononiikleer hiicreler kullanilmis, genotoksik, mutajenik ve
sitotoksik etkinin partikiil boyutuna bagl olarak degistigi belirlenmistir. Ayrica mitotik
indeks ve niikleer boliinme indeksinde (NBI) de 6nemli bir diisiis gdzlenmistir (Battal ve

digerleri, 2015).

Amorf ve sferik formdaki 13 nm biiytikliigiindeki Al,Os NP'leri ile, 12 nm uzunlugundaki
SiO2 NP'lerinin fare makrofaj hiicre hattindaki genotoksik ve sitotoksik etkisinin
konsantrasyona bagli olarak arttif1 gézlenmistir. Ayrica NP'lerin niikleus ve sitoplazmada

agregatlar olusturdugu belirlenmistir (Hashimoto ve Imazato, 2015).

Tarantini ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada (2015), amorf silika NP'leri, ratlara {i¢
giin boyunca oral yolla 5, 10, 20 mg/kg'lik dozlarda verilmistir. Yedi dokuda (kan, femur

sar1 kemik iligi, karaciger, dalak, bobrek, onikiparmak bagirsagi ve kolon) DNA hasarini,
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iki dokuda ise (sar1 kemik iligi ve kolon) kromozom hasarini incelemislerdir. Elde edilen
verilere gore, genotoksisitede doza bagli olmayan bir artig gerceklesmistir. En anlamli
artisin en diisiik konsantrasyonda (5 mg/kg) oldugu belirlenmistir. Bu sonucun, diisiik

dozun daha az aglomera olmasindan kaynaklandigi ifade edilmistir (Tarantini ve digerleri,

2015).

2.5.2. CuO nanopartikiilleri

CuO NP'lerinin (28 nm) A549 hiicrelerinde DNA hasari tizerine etkisi comet testi ile
incelenmis ve hasarin mikro boyuttaki partikiillerin olusturdugu hasardan daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Midander ve digerleri, 2009). Benzer sekilde A549 hiicrelerinde
10-100 mg/mL konsantrasyondaki CuO NP'leri (10 nm) ile bulk formdaki
nanopartikiillerin arastirildigi bir genotoksisite g¢aligmasinda da NP'lerin daha toksik
oldugu belirlenmistir. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi ile CuO NP'lerinin
lizozom, mitokondri ve niikleus igerisinde bulundugu gozlenmistir. Bu nedenle, CuO
NP'lerinin endositoz sonucunda mitokondri depolarizasyonunu ve ROT'lerini arttirdig1 ve
sonucta DNA hasar1 ve buna bagli olarak p38 ve p53 aktivitesini de arttirdig
distintilmektedir (Wang ve digerleri, 2012).

50 nm boyutundaki CuO NP'leri ile insan epidermal hiicre hattinda yapilan bir ¢aligmada,
oksidatif strese bagli olarak DNA hasarinda artis ve hiicre canlilifinda azalis oldugu
gozlenmigstir (Alarifi, Ali, Verma, Alakhtani ve Ali, 2013). CuO NP'leri (30 ve 40 nm) ile
fare noroblastoma hiicre kiiltiirinde (Neuro-2A) vyapilan c¢alismada da DNA
fragmantasyonunda, MN frekansinda ve mitokondri aktivitesinde artis tespit edilmistir

(Perreault ve digerleri, 2012).

Kiire, cubuk ve ig seklinde CuO NP'lerinin fare makrofajlarinda ve periferal kandaki
etkileri incelendiginde, sekle ve boyuta bakilmaksizin CuO NP'lerininin pozitif kontrol
olarak kullanilacak kadar toksik oldugu rapor edilmistir (Di Bucchianico ve digerleri,
2013). Hepatoseliiler hiicrelerin gok farklilasmis (HepG2) ve az farklilasmis (SK-Hep-1)
kiiltiirlerinde, 50-70 nm boyutundaki CuO NP'lerinin, GSH seviyesinde azalmaya,
stiperoksit anyon (O2") ve nitrik oksit (NO) iiretiminde artisa ve DNA hasarinda artisa
sebep oldugu tespit edilmistir. Farklilagmigs HepG2 hiicrelerinin direngli davranarak

antioksidan savunma sistemine hiikmettigini ve oksidatif strese daha toleransh oldugunu,
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fakat SK-Hep-1 hiicrelerinin antioksidan sisteme hiikmedemeyerek, CuO NP'lerinin
biriktigini ve ROT'lerini arttirdigini gostermistir (Kung ve digerler, 2015). Wistar rat noral
hiicrelerinde yapilan calisma ile de ROT’lerinin artisina bagli olarak toksisitede artis

oldugu gézlenmistir (Bulcke, Thiel ve Dringen, 2014).

2.5.3. Fe20s nanopartikiilleri

Fe203 NP'lerinin fare fibroblast kiiltiiriinde (L-929), hiicre canliligin1 ve DNA stabilesini
konsantrasyona bagli olarak etkiledigi belirlenmistir. Genotoksisitenin daha ziyade boyut
ve hiicresel yiikten etkilendigi ve hiicresel alimin nanopartikiillere yapilan kiigiik
modifikasyonlarla degistigi tespit edilmistir. Akut sitotoksisitenin hiicresel membranin
hasarindan ziyade, nanopartikiillerin hiicre icine alimi sirasinda olustugu bildirilmistir

(Hong ve digerleri, 2011).

TiO2 ve Fex03 (< 100 nm) NP'leri kullanilarak insan akciger fibroblast (IMR-90) ve insan
bronsial epitel hiicrelerinde yapilan arastirmada, her iki NP’{in de sitozolde niikleusa yakin
yerde bulundugu gozlenmis, fakat niikleus ve diger organellerin iginde goézlenmemistir.
Fe2Os NP'lerinin DNA kgt olusturdugu fakat TiO2 NP'lerinin olusturmadigi da
belirlenmistir (Bhattacharya ve digerleri, 2009). Suriye hamster emriyo hiicrelerinde (SHE)
yapilan farkli bir ¢aligmada ise TiO2 NP'lerinin Fe2Os NP'lerinden daha toksik oldugu
bildirilmistir (Guichard ve digerleri, 2012).

Fe203’in 30 nm boyutundaki nanopartikiil formu ile bulk formunun disi wistar ratlarda,
konsantrasyon ve zaman bagli olarak organlarda biriktigi gozlenmistir. NP'lerin daha ¢ok
idrar, bulk formlariin ise feces ile atildig1 belirlenmistir. Ancak, ne bulk ne de nano

formunda genotoksik etkisi gozlenmemistir (Singh ve digerleri, 2013).

A549 hiicrelerinde, 29 nm boyutundaki Fe>Os NP'lerinin etkisinin comet testi ile
incelendigi ¢alismalarda, DNA hasarinda anlamli bir artis olmadig bildirilmistir (Karlsson
ve digerleri, 2008; Karlsson ve digerleri, 2009). Benzer sekilde 90 nm boyutundaki demir
oksit nanopartikiilleri kullanilarak A549 ve fare alveol makrofajlarinda (MH-S) yapilan

comet testinde de DNA hasar1 gozlenmemistir (Freyria ve digerleri, 2012).
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2.6. Genotoksisite Testleri

Yapilan arastirmalar, sayilar1 her gecen giin artan kimyasal maddelerin ¢ogunun kiiciik
miktarlariin bile genotoksik veya kanserojenik olabilecegi gercegini ortaya koymaktadir.
Her hangi bir sekilde hiicreye alinan yabanci maddeler, basta genetik materyal olan
DNA’y1 olmak {izere, hiicre boliinmesi ve DNA replikasyonu sirasinda gorev alan hiicre
bilesenlerini etkileyerek (sentriol, enzim, DNA tamir genleri, hiicre kontrol noktasindaki
proteinler), organizmada tamiri miimkiin olmayan hasarlar olusturmakta, kanseri
baglatabilmekte ve ilerlemesinde etkili olabilmektedir (Singh ve digerleri, 2009; Doak ve
digerleri, 2012). Bu nedenle, bu etkilere sahip olma potansiyeli tasiyan kimyasal

maddelerin insan genomu ig¢in olas1 toksik etkilerinin belirlenmesi son derece 6nemlidir.

Maruz kalinan kimyasal maddelerin, genetik materyalde direkt veya indirekt yollarla hasar
olusturup olusturmadigi ve dolayisiyla genotoksik risk tasiyip tasimadigi kisa stireli gesitli
genotoksisite testleri ile analiz edilmektedir (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011a; Zeiger,
2010; Mamur, Yiizbasioglu, Unal ve Aksoy; 2012; Unal, Taner, Yiizbasioglu ve Yilmaz,
2013; Yiizbasioglu, Unal ve Zengin, 2014). Genotoksisite testlerinin yayginlasmasi insan
saglig1 ve yasam kalitesi agisindan 6nemlidir. Bu testlerin kullanilmasiyla, organizmalarin
herhangi bir kimyasal maddeye verecekleri genetik cevabin Onceden belirlenmesi,
metabolizma bozukluklari ve kanser gibi hastaliklara yatkin bireylerin, Klinik belirtiler
ortaya ¢ikmadan saptanmasi ve gerekli 6nlemlerin alinmasi saglanabilir (Ath Sekeroglu ve

Sekeroglu, 2011a).

In vitro ve in vivo kosullarda, farkli organizma ve hiicre tiplerinin kullanilabildigi
genotoksisite testlerinden gliniimiizde en yaygin olarak kullanilanlari kromozomal
anormallik, kardes kromatit degisimi, mikroniikleus ve tek hiicre jel elektroforez (SCGE)-

comet testleridir.

2.6.1. Kromozomal anormallik testi

Kromozom anormallikleri testi, genotoksik hasarin belirlenmesi agisindan onemli bir
testtir. Bu test ile normal kromozom yapis1 ve sayisinda meydana gelen degisiklikler tespit
edilir. Kromozomal anormallikler, sponton olarak olusabildigi gibi, genotoksik bir

maddeye maruz kalinmasi durumunda da olusabilmektedir. Yeni dogmus bir bireyde



20

kromozom anormalligi frekansi yaklasik %0,6°dir, spontan diisiiklerin %50’si kromozom
anormalligi kaynaklidir ve genotoksik maddelere maruziyetler artikca bu frekanslar da
artmaktadir (Natarajan, 2002). Insan periferal lenfositleri ile yapilan bircok ¢alismada
kromozom anormallikleri ile kanser olusumu arasinda pozitif korelasyon oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle kromozomal anormallikler, kanserogenezin erken habercisi
olarak degerlendirilmekte ve kanser belirteci olarak kabul edilmektedir (Bonassi ve
Hagmar, 2000; Norppa ve digerleri, 2006; Boffetta ve digerleri, 2007; Doak ve digerleri,
2012; Vodenkova ve digerleri, 2015).

Yapisal KA’lar, dogrudan DNA kirilmast ve hasarli DNA'nin tamirindeki hatalardan
kaynaklanirken, sayisal KA’lar kromozom ayrilmamasi gibi durumlarda, normal
kromozom sayisindaki degisiklikler (anoploidi, poliploidi gibi) sonucu meydana
gelmektedir (Mateuca, Lombaert, Decordier ve Kirsch-Volders, 2006). Yapisal kromozom
hasarlar1, kromozom kiriklarindan, DNA’daki onarilmamis tek ve ¢ift zincir kiriklarindan,
yeni yapiya sahip kromozomlarin olusumu ise DNA’daki zincir kiriklarinin yanlis
onarilmasindan kaynaklanmaktadir (Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011a). Kromozomal
anormalliklerden kromatit kiriklar1 ¢ogunlukla S evresinde olusurken, kromozom tipi
kiriklar  G1  evresinde olusmaktadir (Natarajan, 2002). Dolayisiyla kromozom
anormalliklerindeki artis tamir sisteminde bir hasar oldugunu, tamirin yapilamadigini ya da

yanlis yapildigin1 gostermektedir (Branzei ve Foiani, 2008).

2.6.2. Kardes kromatit degisimi testi

Kardes kromatit degisimi, bir kromozomun iki Kkromatitinin homolog bdlgelerinden
kirilarak, kirilan pargalarin simetrik olarak yer degistirmesi ve yeniden birlesmesi
sonucunda olusmaktadir (Soysal, Sahin ve Menevse, 2008). KKD testi, mutajenler ve
kanserojenler tarafindan indiiklenen DNA hasarini belirlemede etkili bir yontem oldugu
gibi, homolog rekombinasyon yolu ile ger¢eklesen DNA tamirini de yansitmaktadir (Faed
M., 1983; Wilson 11l ve Thompson, 2007). Bu test gesitli fiziksel ve kimyasal maddelerin
genotoksik etkilerinin belirlenmesinde kullanildig1 gibi, bazi hastaliklarin belirlenebilmesi

icin tan1 amagh da kullanilmaktadir (Kontas, Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Cesitli genotoksik maddelere maruziyet sonucunda KKD sayist artmaktadir. Hiicrede KKD

sayisinin yiksek olmasi, mutajenik ajanlarin saptanmasinda hassas bir gosterge olarak



21

kabul edilmekle birlikte (Sonoda ve digerleri, 1999), son yillarda KKD’nin tek basina
genotoksik riski belirlemede yetersiz bir parametre oldugu da diistiniilmektedir (Norppa ve
digerleri, 2006).

KKD’nin olusumu i¢in en az iki replikasyon dongiisii gereklidir. Kromatitlerdeki DNA
kiriklarin1 goriinlir hale getirmek icin hiicre kiiltiirlerinde bir primidin analogu olan
bromodeoksiuridin (BrdU) kullanilmaktadir. BrdU hiicre dongiisii sirasinda kardes
kromatitlerin arasina girerek, replikasyon boyunca uzayan DNA ipliklerine dahil olur.
Ultraviyole ile 1sinlama yapildiginda DNA igine yerlesmis olan ve BrdU igeren iplikler
daha acik renkte boyanir ve sonugta bu boyanma farki ile kardes kromatitler arasinda
olusan degisimler acik¢a gozlenebilmektedir (Kontas ve digerleri, 2011; Atli-Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011a) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. KKD olusumu (Kontas ve digerleri, 2011)
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2.6.3. Mikroniikleus testi

Mikroniikleus testi, kromozom kirig1 ya da kaybimi belirten, mutajenik ve anojenik
etkilerin saptanmasinda siklikla kullanilan, hizli ve giivenilir bir testtir. MN’ler, kromozom
kiriklart veya geri kalmis tam bir kromozomdan olusabilecegi gibi (Sekil 2.4),
kromozomlarin yeniden diizenlenmesi ya da degismis gen ekspresyonlarina bagli olarak da
olusabilir (Fenech, 2000; Fenech, 2007; Bonassi ve digerleri, 2007; Fenech ve digerleri
2011).

MN teknigi ile, biniikleat hiicrelerde, kromozom kirigt ya da kaybini gosteren
mikroniikleuslar, telomer sonu birlesmesini ya da yanlis DNA tamirini gosteren
niikleoplazmik kopriiler, cogalmis DNA ya da DNA tamir kompleksini gosteren niikleer
tomurcuklar da tespit edilebilmektedir. Ayrica sentromerik bdlgelere 6zgii problar
kullanilarak, MN olusumunun tam bir kromozomdan mi yoksa asentrik kromozom

parcalarindan mi1 olustugu da belirlenebilir (Fenech ve digerleri, 2003; Fenech, 2007).

MN’ler genellikle hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki hasarlarin, mitotik igdeki
hatalarin ya da kromozomal hasarlarin bir sonucu olarak meydana gelmektedir. Esas
cekirdege dahil olmayan bu yapilar, tam bir kromozom veya asentrik kromozom
fragmanlarindan olugsmaktadir (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011a). MN olusumu genetik
kararsizliga sebep olur, hiicre transformasyonunu etkiler ve sonugta kanser riskini
arttirabilir (Kirsch-Volders ve digerleri, 2011). Bu nedenle MN frekansindaki artig ile
kanserogenez arasinda bir iligki oldugu disiiniilmektedir (Fenech, 2002; Bonassi ve
digerleri, 2007).
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Sekil 2.4. Mikroniikleus igeren biniikleat hiicrenin olusumu
(http://www.lookfordiagnosis.com)

2.6.4. Comet testi

Comet, alkali PH’da farklt molekiil agirliklarina sahip DNA molekiillerinin, elektriksel
alanda farkli sekilde go¢ etmeleri esasina dayanan, ¢cok az miktarda hiicre ile DNA hasar1
ve tamir seviyesini belirleyen bir yontemdir (McArt ve digerleri, 2010; Athi Sekeroglu,
Sekeroglu ve Koloren, 2011b). Comet testi ile hayalet hiicre olarak da isimlendirilen
oldukca kiiciik ¢ekirdekli ya da hi¢ ¢ekirdegi olmayan apoptotik ya da nekrotik hiicreler de
tespit edilebilmektedir (Brendler-Schwaabs, Hartmann, Stefan Pfuhler ve Speit, 2005).

Comet testinde, hasar gormiis DNA'lar, gevsemis ve kirilmig DNA fragmanlar1 nedeni ile
cekirdekten anoda dogru goc etmekte ve kuyruk olusturarak, kuyruklu yildiz gériiniimii
almaktadir (Sekil 2.6). Hasarsiz DNA'lar ise kuyruk olusturmamaktadir. Diisiik diizeydeki
DNA hasarlarmin dahi belirlenebiliyor olmasi, kolaylikla uygulanabilmesi, degisik hiicre
ve doku gruplart ile caligilabilmesi, sonucglarin birka¢ saat i¢inde elde edilip
degerlendirilmesi ve giivenli bir teknik olmasi nedeniyle, giderek yayginlasan bir

yontemdir (Fidan, 2008; Atl Sekeroglu ve digerleri, 2011b).
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Bu testte elde edilen verilerin analizinde kuyruk momenti, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
uzunlugu gibi parametreler kullanilmakla birlikte, yiiksek DNA hasarina bagli olarak
arttig1 ve kirik frekansiyla dogrudan iligkili oldugundan, kuyruk yogunlugu en kullanigh
parametre olarak kabul edilmektedir (Collins ve digerleri, 2008; Kumaravel, Vilhar, Faux
ve Jha, 2009). Farkli programlarin kullanildigi laboratuarlarda kuyruk momenti
hesaplanmasi farklilik gosterdiginden (Kumaravel ve digerleri, 2009; Durmaz, Dikmen ve
Giindiiz, 2010; Sunjog ve digerleri, 2013), kuyruk momenti ¢ok fazla tercih edilen bir

parametre degildir.

Bas Kuyruk

Sekil 2.5. DNA’s1 hasarli bir hiicre

Bu doktora calismasinin amaci, nanoteknolojide sik¢a kullanilmaya baglanan ve metal
oksitler i¢inde yer alan bakir oksit-CuO, demir oksit-Fe2Os ve silika o0ksit-SiO>
nanopartikiillerinin insan periferal lenfositlerindeki olas1 genotoksik etkilerinin
incelenmesidir. Bunun i¢in, Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilat: (OECD) tarafindan
da yonergeleri yaymlanmis olan ve uluslararasi c¢aligmalarda kabul edilen kromozom
anormallikleri, kardes kromatit degisimi, mikroniikleus ve comet testleri kullanilmistir.
Nanopartikiillerin toksik etkilerinin, bunlarin bir¢ok fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile
baglantili olabileceginden hareketle, SiO,, CuO ve Fe2Oz NP'lerinin bazi fiziksel ve

kimyasal 6zellikleri de incelenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kromozom incelenmesi icin materyal

Bu arastirmada, SiO; (silika oksit), CuO (bakir oksit) ve Fe2O3 (demir oksit) NP'lerinin
insan periferal lenfositlerindeki olasi genotoksik etkileri incelenmistir. Periferik kan, sigara
ve alkol kullanmayan, herhangi bir saglik problemi olmayan, goniilli olur formunu
imzalayan 20-30 yas araligindaki dondrlerden temin edilmistir. Calismada her bir test

materyali i¢in 1 erkek ve 2 bayan dondr kullanilmis olup, arastirma Gazi Universitesi Tip

Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Tarih: 27/06/2012; No: 294).

3.1.2. Test materyalleri ve kullanilan kimyasallar

Si0O» nanopartikiilleri

Test materyali olarak kullanilan SiO2 NP’leri Sigma-Aldrich’ten temin edilmis olup,
ortalama 12 nm boyutundadir. Sinonimi silikon dioksit, {irin numarasi: 718483, katalog

no: 7631-86-9'dur.

CuO nanopartikilleri

CuO NP’leri Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir, sinonimi kuprik oksit, partikiil boyutu
<50 nm, {irtin numarasi: 544868, katalog no: 1317-38-0'dr.

Fe»Os nanopartikiilleri

Demir (1) oksit (Fe203) NP’leri Sigma Aldrich’ten temin edilmis olup, sinonimi ferrik
oksit, partikiil boyutu <50 nm, iiriin numarasi: 544884, katalog no: 1309-37-1'dir.
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Calismada kullanilan diger kimyasallar

Bromodeoksiiiridin (Katalog No: 59-14-3), Mitomisin-C (Katalog No: 200-008-6),
Kolkisin (Katalog No: 64-86-8), Sitokalasin-B (Katalog No: 14930-96-2), NaCl (Katalog
No: 7647-14-5), KH2PO4 (Katalog No: A585477452) ve CsHsNaz07.2H,0 (Katalog No:
K17645732) Sigma’dan, EDTA (Katalog No: 6381-92-6), Tris (Katalog No: 77-86-1),
NaOH (Katalog No: 1310-73-2), Triton X-100 (Katalog No: 9002-93-1), DMSO (Katalog
No: 67-68-5), Diisiik erime 1s1l1 agar (LMA) (Katalog No: 9012-36-6), Yiiksek erime 1sil1
agar (NMA) (Katalog No: 9012-36-6), EtBr (Katalog No: 1239-45-8) ve KCI (Katalog No:
7447-40-7) Applichem’den, Metil alkol (Katalog No: 1624608208), HCl (Katalog No:
K26702514), Glasial asetik asit (Katalog No: K41799956049) ve Giemsa (Katalog No:
HX947066) Merck’ten, Chromosome Medium B (Katalog No: F 5023), PBS (Katalog No:
L 1825), Trypan Blue (Katalog No: L 6323), Biocoll (Katalog No: L 6115) ve PBS-Ca*?
Mg*? free (Katalog No: L1825) Biochrom’dan ve Formaldehit (Katalog No: 50-00-0)

Carlo Erba’dan temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Test materyallerinin karakterizasyonu

Ticari olarak temin edilen ve genotoksik etkileri incelenecek SiO;, CuO ve Fe;Os
NP’lerinin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu, dinamik 1sik sagilimi ve gecirimli
elektron mikroskobu kullanilarak yapilmistir. Ayrica toz halindeki SiO2 NP’leri X 151

kirinim yontemi (XRD) ile APD 2000 PRO XRD cihazi kullanilarak analiz edilmistir.

A-Dinamik 1sik sacilimi 6lcumleri

Nanopartikiillerin hidrodinamik ¢aplar1 ve zeta () potansiyelleri dinamik 151k sag¢ilimi
kullanilarak belirlenmistir. DLS 6l¢timleri, Lazer Doppler Elektroforez teknigi ile ¢alisan
Malvern Nano-ZS (zeta-sizer) ile gerceklestirilmistir. Bu dl¢limlerde nanopartikiillerden
Si0z i¢in 250 pg/mL, CuO igin 75 pg/mL ve Fe;03 igin 156,25 ug/mL'lik konsantrasyonlar
kullanilmistir. Deiyonoze su i¢inde siispanse edilip, ultrasonik banyoda 30 dakika sonike
edilerek hazirlanan 6rnekler, 37°C’deki etiivde 2 saat inkiibe edilmistir. Her bir 6rnekte li¢

Olctim alinmis ve her 6l¢ctimde 100 veri degerlendirilerek ortalamalar belirlenmistir.
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B-Gecirimli elektron mikroskobu incelemeleri

Si0O2, CuO ve Feo03 NP’lerinin deiyonize sudaki fiziksel 6zellikleri TEM ile incelenmistir.
TEM incelemeleri i¢in SiO2 NP'lerinin 250 pg/mL, CuO NP'lerinin 75 pg/mL ve Fe2Os
NP’lerinin 156,25 pg/mL'lik siispansiyonlar1 DLS Ol¢timlerinde belirtildigi  gibi
hazirlanmis, siispansiyonlardan alinan bir damla 6rnek karbon kapli grid {izerine

damlatilarak, JEM (1400) ile farkli kV'lerde incelenmistir.

3.2.2. Test materyallerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan SiO2 ve CuO NP'leri PBS (phosphate buffered solution-fosfat
tamponu) iginde siispanse edilerek hazirlanirken, Fe2Os NP’leri deiyonize su igersinde
sispanse edilerek hazirlanmistir. Her {i¢ test materyali i¢in hazirlanan ana stok
slispansiyonlar1 ultrasonik banyoda (J.P. Selecta, v: 50-60 Hz) 30 dakika sonikasyona tabi
tutulmus, takiben vorteks yardimi ile gerekli seyreltmeler yapilarak kullanilacak
konsantrasyonlar hazirlanmis ve NP’lerinin hazirlanan konsantrasyonlari uygulamadan

once 15 dakika daha sonike edilip, vortekslenerek kiiltlir ortamina eklenmistir.

3.3. Preparatlarin Hazirlanmasi

3.3.1. Kiiltiire alinmus insan lenfositlerindeki ¢calismalar

Kromozom anormallikleri (KA) ve kardes kromatit degisimi (KKD) testi

Insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik testi Evans ve arkadaglarmm (1984)
metoduna gore bazi modifikasyonlar ile (Yiizbasioglu, Celik, Yilmaz, Unal ve Aksoy,
2006), kardes kromatit degisimi testi ise Perry ve Wolff’un (1974) yontemine gore bazi
degisiklikler (Speit ve Haupter, 1985) yapilarak uygulanmistir. Bu yontemlere gore,
lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasi i¢in goniillii dondrlerden alinan periferik kanin 0,2
mL’si, icerisinde besi ortami (Chromosome Medium B) bulunan kiiltiir tiiplerine ilave
edilmis ve her tipe 10 pug/mL olacak sekilde BrdU (5-Bromo-2-
deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) eklenerek, 37°C’deki etiivde 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kiiltiir stiresinin baglangicindan 24 ve 48 saat sonra tiiplere, SiO2 NP'lerinin

10, 50, 250 ve 1000 pg/mL’lik, CuO NP'lerinin 25, 50, 75 ve 100 pg/mL’lik, Fe;Os3
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NP'lerinin 39,062; 78,125; 156,25 ve 312,5 pg/mL’lik konsantrasyonlari ilave edilmistir.
Kiiltiir siiresi bitiminden 2 saat Once, hiicreler kolkisin (0,06 pg/mL) ile muamele
edilmistir. Deneylerde bir negatif (besiyeri), bir ¢6ziicti (SiO2 ve CuO NP'leri i¢in PBS;
Fe>O3 NP'leri i¢in deiyonize su) ve bir pozitif kontrol (MMC-mitomisin-C; 0,20 pug/mL)
grubu da kullanilmigtir. Kiiltiir siiresi bitiminde tiipler 1200 rpm’de santrifiij edilerek,
slipernatant atilmis, tiipiin dibinde kalan kisma 37°C’deki hipotonik ¢ozelti (0,075M KCL)
ilave edilmistir. Tiipler 37°C’de 30 dakika bekletildikten sonra santrifiij edilip siipernatant
atilmig, hiicreler 3:1 metanol:asetik asitte tespit edildikten sonra beyaz kan hiicrelerini
iceren ¢okelti, pastor pipeti ile lamlar iizerine yayilip, oda sicakliginda kurumaya

birakilmistir.

Mikroniikleus testi

Mikroniikleus testinde Fenech ve arkadaslarinin (2000) metodu bazi degisiklikler yapilarak
uygulanmistir. Dondrlerden alinan periferik kanin 0,2 mL’si, 2,5 ml’lik kromozom ortami
bulunan tiiplere ilave edilip, 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Kiiltlirlin 24. saatinde her
bir NP'in belirlenen konsantrasyonlari (SiO2 NP-10, 50, 250 ve 1000 pg/mL; CuO NP-25,
50, 75 ve 100 pug/mL ve Fe,Os NP-39,062; 78,125; 156,25 ve 312,5 ug/mL) kiiltiir
ortamina eklenerek, 48 saat muamele edilmistir. Inkiibasyonun 44. saatinde ortama
sitokalasin-B (5,2 ng/mL) eklenerek, hiicrelerin sitokinezde durmasi saglanmustir.
Calismada pozitif (MMC), negatif (besiyeri) ve ¢oziicli kontrol (SiO2 ve CuO NP'leri i¢in
PBS, Fe20O3 NP'leri i¢in deiyonize su) grubu da kullanilmigtir. Kiiltiir siiresi bitiminde
tipler 1000 rpm'de santrifiij edilerek, siipernatant atilip, tlipiin dibinde kalan kisma
hipotonik ¢ozelti (0,075 M KCI) eklenerek, santrifiij edilmistir. Takiben, hiicrelere 3:1
metanol:asetik asitten olusan soguk fiksatif ¢ozeltisi ilave edilmis ve fiksatifle yikama
islemi 3 kez tekrarlanmistir. Son tespit isleminde, fiksatife %1’lik formaldehit ilave
edilmistir. Tespit isleminden sonra, hiicre siispansiyonu pastor pipeti ile lam {izerine

yayilip, hazirlanan preparatlar oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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Preparatlarin boyanmasi

Preparatlar, kromozom anormallikleri ve mikroniikleus olusumlarinin tespiti igin, sorensen
tamponu ile hazirlanmis % 5°lik Giemsa ile (pH=6,8) boyanmistir. Kardes kromatit
degisimlerinin belirlenmesi i¢in ise, Speit ve Haupter’in (1985) gelistirdikleri metotta bazi
modifikasyonlar yapilarak, floresantgiemsa boyamasi uygulanmistir. Bu yontemde
preparatlar diiz bir tepsiye konarak {izeri ince bir tabaka halinde 1sinlama soliisyonu
(sorensen tamponu, pH=6,8) ile kaplanip, 254 nm dalga boyunda 13 dakika 1sinlanmis ve
1xSSC (salin sitrat tamponu) soliisyonunda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
etlivden ¢ikarilan preparatlar sorensen tamponu ile hazirlanan % 5’lik Giemsa ile (pH=
6,8) boyanmistir. Her iki yontemde de Giemsadan ¢ikarilan preparatlar saf suda yikanarak,
kurumaya birakilmigtir. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar, DPX ile daimi hale

getirilmis ve mikroskobik incelemeye alinmistir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanmasi

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesinde, her bir uygulama igin her bir dondrden
kromozomlari iyi dagilmis 100 metafaz (toplam 300 metafaz) degerlendirilerek, anormal
hiicrelerin yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozom anormalligi (KA/Hiicre) sayisi
belirlenmistir. Mitotik indeksin saptanmasinda ise her bir uygulama i¢in her bir donérden

1 000 hiicre (toplam 3 000) degerlendirilmistir. Mitotik indeks, boliinen hiicre sayisinin,

toplam hiicre sayisina oraninin yiizde cinsinden degeri olarak hesaplanmaistir.

Replikasyon indeksi ve kardes kromatit degisiminin saptanmasi

Replikasyon indeksi (RI), her bir uygulama igin, her bir donoérde 100 hiicre incelenerek
(toplam 300), "RI=[1x(M1)+2x(M2)+3x(M3)]/N" formiiliiyle belirlenmistir. Formiilde M,
birinci; My, ikinci ve Ma, liglincii metafaz evresindeki hiicreleri, N ise incelenen toplam
hiicre sayisin1 gostermektedir. Kardes kromatit degisimi sayisinin belirlenmesinde ise, her
uygulama konsantrasyonunda, her bir donér i¢in, kromozomlar1 iyi dagilmis ve ikinci
mitoz boliinme geciren 25 hiicre (toplam 75) incelenmistir. KKD sayisi, bir kromozomun
acitk boyanmis kromatitindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis
kromatitindeki ac¢ik boyanmis pargalarin sayilip, olusan kirilma sayisina gore

degerlendirilerek hesaplanmustir.
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Niikleer boliinme indeksi ve mikroniikleus frekansinin saptanmasi

Niikleer boliinme indeksinin belirlenmesi i¢in, her bir don6rde her bir uygulama i¢in, 500
(toplam 1 500) hiicre incelenmistir. Hiicreler 1 ¢ekirdekli (1N), 2 gekirdekli (2N), 3
cekirdekli (3N) ve 4 cekirdekli (4N) seklinde sayilmig ve niikleer boliinme indeksi
"TIx(IN)+2x(2N)+3x(3N+4N)]/N (N incelenen toplam hiicre sayis1)" formiilii ile
hesaplanmistir. Mikroniikleus frekansinin hesaplanmasi igin ise; ¢ekirdek boliinmesini
tamamlamis fakat sitoplazma boliinmesini gerceklestirememis ¢ift ¢ekirdekli biniikleat
hiicreler degerlendirilmistir. Her bir dondre ait her bir uygulamadan 1 000 (toplam 3 000)
biniikleat hiicre incelenmistir. Biniikleat hiicreler, tasidiklari mikroniikleus sayisina gore
say1lmis ve hiicre basina diisen mikroniikleus sayist;

"(MN/hiicre)=[1X(IMN)+2X(2MN)+3x(SMN+4MN)]/N (N incelenen toplam hiicre

sayis1)" formiili kullanilarak belirlenmistir.

3.2.2. Izole edilmis insan lenfositlerindeki calismalar

Comet tekniginde Singh ve arkadaslarinin (1988) kullandiklar1 metot baz1 modifikasyonlar
yapilarak uygulanmistir. Donérlerden alinan periferik kanin 100°er pl’si, PBS iginde
siispanse edilip, lenfosit ayiric1 soliisyon (biocoll) ile lenfositler izole edilmistir. izole
lenfositlerin bir kismu ile trypan blue kullanilarak hiicre canliligi (= % 97) belirlenmistir.
Izole lenfositler, SiO2 NP'lerinin 10, 50, 250 ve 1000 pg/mL’lik, CuO NP'lerinin 25, 50, 75
ve 100 pg/mL’lik ve FeoOz NP'lerinin 39,062; 78,125; 156,25 ve 312,5 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 ile 37°C’de, 2 ve 3 saat muamele edilmistir. Uygulamalarda bir negatif
(besiyeri), bir pozitif (100 uM H202-hidrojen peroksit) ve bir de ¢oziicii kontrol grubu
bulundurulmustur. Coziicii olarak SiO2 ve CuO NP'leri i¢in PBS, Fe2O3 NP'leri icin
deiyonize su kullamlmustir. Inkiibasyon sonunda ependorflar santrifiij edilip siipernatant
atilmis ve PBS ile siispanse edilmistir. Lenfositler diisiik erime 1s1l1 agar ile karistirilarak,
onceden agar ile kaplanmis lamlarin lizerine damlatilip, lamel ile kapatilmistir. Bir siire
buzdolabinda bekletildikten sonra lameller kaldirilarak, lizing soliisyonu ile bir saat
muamele edilmis, lizing sonrasi elektroforez tamponu igersinde bekletilen lamlar, 25 V
300 mA’da 20 dakika yiiriitilmiis ve nétralizasyon uygulanarak, etidyum bromid ile
boyanmistir. Bu islemler her iki muamele siiresi i¢in de (2 ve 3 saat) iki tekrarli olarak

uygulanmistir.
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Gorlintl analizi ve comet sayimi

Goriintli analizinde, preparatlar Olympus marka floresan mikroskopta (546 nm eksitasyon
ve 590 nm bariyer filtreli, 400X biiyiitme), "Comet Assay IV Perceptive Instruments Ltd.,
UK programi1" kullanilarak analiz edilmistir. Her bir birey i¢in, her uygulamada 100 hiicre
incelenmis ve sonuglar kuyruk uzunlugu (um) ve % kuyruk yogunlugu cinsinden

degerlendirilmistir.

Istatistiksel analizler

Bu ¢alismada, mitotik indeks, anormal hiicre frekansi, hiicre basmna diisen kromozom
anormalligi ve kardes kromatit degisimi sayisi, replikasyon indeksi, mikroniikleus frekanst,
niikleer boliinme indeksi, % kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu igin doz-etki iliskisini

ortaya koymak amaciyla SPSS 15.0 programu ile regresyon analizi yapilmistir.

Kontrol ve uygulama gruplarinin karsilagtirilmasi amaciyla, mitotik indeks, replikasyon
indeksi, niikleer boliinme indeksi, anormal hiicre frekansi ve hiicre basma diisen
kromozom anormalligi ve mikroniikleus frekansi z-testi ile, kardes kromatit degisimleri ve

comet testi sonuglari ise t-testi ile analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Karakterizasyon Calismalari

4.1.1. SiO2 nanopartikiillerinin X 1s1n1 kKirinimu ile analizi

Silika NP’lerinin kristal ve amorf formlari arasinda genotoksisite agisindan Onemli
farkliliklar oldugundan (silikanin kristal formu kanserojen), kullanilan silika NP'lerinin
kristal mi yoksa amorf formda mi1 oldugunu belirlemek amaci ile XRD analizi yapilmustir.
Bu analiz sonucunda SiO2 NP'lerinin 20-25 derece araliginda pikler olusturmasi nedeni ile

amorf yapida oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1).

20

=
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=
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siddet (k. b.)

5 25 45 63 B5

208 (derece)

Sekil 4.1. SiO2 NP'lerinin XRD analizi

4.1.2. Dinamik 151k sacilim analizi

Nanopartikiillerin deiyonize sudaki hidrodinamik caplar1 ve zeta potansiyelleri DLS
teknigi kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Yapilan incelemeler ile Fe2O3, CuO ve
SiO2 NP’lerinin hidrodinamik ¢aplarinin sirastyla 202+7, 61244 ve 709+9 nm oldugu
belirlenmistir. SiOz (-31£1 mV) ve CuO (-21+4 mV) NP’lerinin negatif yiiklii oldugu, en
biiyiik zeta potansiyele sahip olan Fe2O3 NP'lerinin ise pozitif yiiklii ve 37+0,2 mV oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Nanopartikiillerin hidrodinamik ¢aplar1 ve zeta potansiyelleri

Konsantrasyon (ug/mL)  Hidrodinamik ¢ap (nm) Zeta potansiyeli (mV)
SiO2  (250) 709+9 -31£1,0
CuO (75) 612+4 -214+4,0
Fe,O3 (156,25) 202+7 37+0,2

4.1.3. Gegirimli elektron mikroskobu analizleri

Bu calismada kullanilan ve TEM’de incelenen ii¢ ayr1 nanopartikiiliin ortalama partikiil
boyutu ile, bu partikiillerin en biiyiik ve en kii¢iik boyutlart belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Ortalama partikiil boyutuna goére, Fe2O3 NP'leri 21+1 nm ebadinda olup, en kiigiik partikiil
boyutuna sahiptir. SiO2> NP’leri, 98+5 nm ile en yiiksek ortalama boyuta sahiptir. CuO
NP’leri ise diger ikisi arasinda olup 34+2 nm ebadindadir. Fe,Os NP’leri, 4,9-55,7 nm
arasinda, CuO NP’leri 9,7-87 nm arasinda ve SiO2 NP’leri ise 11,6-208,3 nm arasinda
dagilis gostermistir. SiO2 NP’lerinin 1155,50 nm (1,156 pm), CuO NP’lerinin 1833,31 nm
(1,833 pm) ve Fe,O3 NP’lerinin ise 149,97 nm (0,149 um) biiyiikliiglinde aglomeratlar
olusturdugu da gozlenmistir. TEM analizi ile silika ve bakir oksit NP'lerinin, genel olarak
kiiresel ve kiibigimsi yapida olmalarmma ragmen, sekilsiz yapilarin da bulundugu
gozlenmistir (Resim 4.1, Resim 4.2). Demir oksit nanopartikiillerinin daha ziyade kiiresel

yapida oldugu gdzlenmistir (Resim 4.3).

Cizelge 4.2. Test materyallerinin TEM karakterizasyonu

SiO2(nm) CuO(nm) Fe203(nm)
Ortalama boyut 98+5 34,02 21+1
En kiigiik boyut 11,6 9,7 49

En biiyiik boyut 208,3 87,0 55,7




100 nm

Resim 4.1. SiO2 NP'lerinin TEM goriintiisii

100 nm

Resim 4.3. Fe203 NP'lerinin TEM goriintlisii

200 hm

100 nm
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4.2. Nanopartikiillerin Genotoksik Etkileri

4.2.1. SiO2 nanopartikiillerinin genotoksik etkileri

SiO7 nanopartikiillerinin kromozomal anormallikler tizerine etkisi

SiO2 NP’lerinin dort farkli konsantrasyonunun insan periferal lenfositlerinde olusturdugu
kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozomal
anormallik sayis1 Cizelge 4.3’de gosterilmistir. SiO2 nanopartikiilleri insan lenfositlerinde
kromatit kirigi, kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom ve kardes kromatitlerde
birlesme olmak iizere bes farkli tip yapisal anormallik ile poliploidi seklinde bir tip sayisal
kromozom anormalligi olusturmustur (Resim 4.4). En sik goriilen yapisal anormallik tipi

kromatit kirigidir. Ikinci derecede en sik gozlenen anormallik tipi ise fragmenttir.

SiO2 NP’lerinin, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarinda, anormal hiicre yiizdesi
konsantrasyon artisina bagli olarak artmustir (24 saatlik uygulamada r=0,91; 48 saatlik
uygulamada r= 0,98). Bu artis 24 saatlik uygulamada en yiiksek iki konsantrasyonda (250
ve 1000 pg/mL) her iki kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli iken, 48 saatlik
uygulamada kontrole gore en yiiksek ii¢ konsantrasyonda (50, 250 ve 1000 pg/mL), ¢oziicii
kontrole gore ise en yiiksek konsantrasyonda (1000 pg/mL) istatistiksel agidan anlamli bir
artig gostermistir (Sekil 4.2). SiO2 NP’leri, hiicre basina diisen kromozomal anormallik
sayisinda da, her iki uygulama siiresinde konsantrasyona bagli bir artig olusturmustur (24
saatlik uygulamada r=0,89; 48 saatlik uygulamada r=0,99). Gozlenen bu artis, 24 saatlik
uygulamada en yiiksek iki konsantrasyonda (250 ve 1000 ug/mL), her iki kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli iken, 48 saatlik uygulamada kontrole gére en yiiksek li¢
konsantrasyonda (50, 250 ve 1000 pg/mL), ¢6ziicii kontrole gore ise en yiiksek iki
konsantrasyonda (250 ve 1000 pg/mL) istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.3).
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Anormallikler
Test Uygulama Yapisal Sayisal ~ Anormal KA/Hiicre
Maddesi  Siire  Konsantrasyon — ktk kzk f ds  kkb kkd p  hiicre+SH +SH
(saat) (ng/mL) (%)

Kontrol 24 - 3 2 - - - - 2 2,33+0,87 0,02+0,01
C. K. 24 - 1 - 4 - - - 2 2,33+0,87 0,02+0,01
P. K. 24 0,2 32 7 14 1 3 2 2 18,67+2,25 0,20+0,02
SiO2 24 10 6 1 1 - - - 4 4,00+1,13 0,04+0,01

24 50 5 - 3 - 1 - 2 3,67+1,08 0,04+0,01

24 250 6 1 9 - 2 - 2 6,331,402 0,07+0,01™"

24 1000 13 2 5 - 3 - 3 8,33+1,59™  0,09+0,017¢
Kontrol 48 - 4 1 2 - - - - 2,00+0,81 0,02+0,01
C.K. 48 - 4 - 4 - - - 1 3,00+0,98 0,03+0,01
P. K. 48 0,2 40 9 24 1 2 5 2 20,03+2,32 0,28+0,02
SiO2 48 10 6 1 2 - 1 - 2 4,00+1,13 0,04+0,01

48 50 6 1 3 - 3 - 2 5,00+1,26" 0,05+0,01"

48 250 9 3 4 - 1 - 5 6,33+1,40™ 0,07+0,01*"2

48 1000 27 1 9 1 6 - 3 13,67+1,98™"¢  0,16+0,02"""¢

ktk: kromatit kirigi, kzk: kromozom kirigs, f: fragment, ds: disentrik, kkb: kardes kromatitlerde birlesme, kkd: kromatit
degisimi, p: poliploidi, SH: standart hata, C.K.: ¢6ziicii kontrol, P.K.: pozitif kontrol-MMC

“Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli(z-testi)
"*Kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlam (z-testi)
"*Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)

[
hn

hn

0

Anormal Hiicre (%)

24 saat 48 saat

m Kontrol

m (Cozucu kontrol

B Poztif kontrol

10 pg/mL

50 pg/mL

B 250 pg/mL
1000 ng/mL

Sekil 4.2. SiO2 NP'lerinin anormal hiicre frekansina etkisi

3Coziicti kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z-testi)
bCoziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)
¢Coziicii kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)
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0,15
0,1

0,05

KA/Hiicre

24 saat

48 saat

= Kontrol

B ('oziict kontrol

m Pozitif kontrol

210 pg/mL

=50 pg/mL

250 pg/mL
1000 ng/mL

Sekil 4.3. SiO2 NP'lerinin hiicre basina diisen anormallik sayisina etkisi




Resim 4.4. SiO2 NP'leri ile olusan kromozom anormallikleri a) kromatit kirigi,
b) kromozom kirigi, ¢) fragment, d) kardes kromatitlerde birlesme,
e) disentrik, f) poliploidi

39



40

SiO» nanopartikiillerinin kardes kromatit degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks

uzerine etkisi

SiO2 NP’leri, insan lenfositlerinde 0-22 arasinda KKD olusturmustur. KKD olusumu, tiim
uygulama konsantrasyonlarinda, negatif ve ¢oziicii kontrole kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir artig gostermistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4, Resim 4.5). Bu artisin, hem 24 ve hem
de 48 saatlik uygulamalarda konsantrasyona bagli oldugu (24 saatte r=0,93; 48 saatte
r=0,91) belirlenmistir. Diger yandan SiO2 NP’lerinin replikasyon indeksinde 6nemli bir

degisiklige sebep olmadigi tespit edilmistir (24 saatte r=0,65; 48 saatte r=0,67).

SiO2 NP’lerinin tiim konsantrasyonlarinin hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarda,
mitotik indekste bir azalma meydana getirdigi gozlenmistir. Bu azalma, 24 saatlik
uygulamada sadece en yliksek konsantrasyonda (1000 pg/mL) her iki kontrol grubuna gore
istatistiksel acidan anlamlidir. 48 saatlik uygulamada ise kontrole gore en yiiksek {i¢
konsantrasyonda (50, 250 ve 1000 pg/mL), ¢6ziicii kontrole gore ise sadece en yiiksek
konsantrasyonda (1000 pg/mL) istatistiksel olarak anlamlidir (24 saat i¢in r= -0,93; 48 saat
icin r=-0,92).

Cizelge 4.4. SiO2 nanopartikiillerinin kardes kromatit degisimi, replikasyon ve mitotik
indeks tizerine etkisi

Test Uygulama Min.-  KKD/hiicre M1 M2z  Ms  RixSH Mi+SH
maddesi Siire  Konsantrasyon maks. +SH
(saat) (ng/mL) KKD
Kontrol 24 - 0-7 3,45+0,19 79 77 144 2,22+0,05 8,17+0,50
C. K. 24 - 0-10 3,53+1,16 83 75 142 2,20+0,05 7,83+0,49
P. K. 24 0,2 16-57  36,45+1,01 125 80 95 1,90+0,05 5,90+0,43
SiO2 NP 24 10 0-10 421+0,21% 84 75 141 2,19+0,05 7,47+0,48
24 50 1-18 5,64+0,31% 63 77 160 2,32+0,05 7,20+0,47
24 250 2-18 5,65+0,31% 85 81 134 2,16+0,05 7,13+0,47
24 1000 0-22 8,03+0,43* 107 79 114 2,02+0,05 6,50+0,45™
Kontrol 48 - 0-8 4,45+0,19 71 80 149 2,26+0,05 8,03+0,50
C. K. 48 - 0-15 4,04+0,24 77 75 148 2,24+0,05 7,63+0,48
P. K. 48 0,2 24-85  51,64+1,54 184 87 29 1,48+0,04 5,47+0,41
SiO2 NP 48 10 0-13 5,28+0,24 * 85 75 140 2,18+0,05 7,13+0,47
48 50 2-13 5,56+0,28 73 78 149 2,25+0,05 6,67+0,45"
48 250 2-15 6,57+0,28 * 92 75 133 2,14+0,05 6,40+0,45"
48 1000 4-17 8,47£0,37% 103 75 122 2,06+0,05 5,73+0,42"

KKD: kardes kromatit degisimi; M1: mitoz 1; M2: mitoz 2; Ma: mitoz 3; RI: replikasyon indeksi; Mi: Mitotik indeks, SH:
standart hata, C.K: ¢oziicii kontrol, P.K: pozitif kontrol-MMC
iKontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlaml1 (t-testi) “Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z-testi)
*Coziict kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (t-testi) 4Coziicti kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (z-testi)



41

KKD/Hiicre
60
5o = Kontrol
B (ozicu kontrol
A€ o
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Sekil 4.4. SiO2 NP'lerinin kardes kromatit degisimine etkisi
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Resim 4.5. SiO2 NP'leri ile olusan kardes kromatit degisimleri

Si0O» nanopartikiillerinin mikroniikleus olusumu lizerine etkisi

SiO2 NP’lerinin kiiltiirdeki insan periferal lenfositlerine uygulanmasiyla, mikroniikleus
frekansinda konsantrasyona bagli bir artis gézlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.5). Bu artisin
en yiiksek ii¢ konsantrasyonda (50, 250 ve 1000 ug/mL) her iki kontrol grubuna kiyasla,
istatistiksel acidan anlamli ve konsantrasyona bagli gii¢lii bir korelasyon (r=0,95)
gosterdigi belirlenmistir. Yapilan incelemelerde, ¢ogunlukla bir, daha az sayida olmak

tizere iki mikroniikleuslu biniikleat hiicrelere de rastlanmistir (Resim 4.6). Diger yandan,
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SiO2 NP’lerinin, niikleer boliinme indeksi lizerinde dnemli bir degisime neden olmadigi

belirlenmistir (r=0,61).

Cizelge 4.5. SiO2 nanopartikiillerinin mikroniikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi
tizerine etkisi

Biniikleat
Test Uygulama Incelenen hiicrelerdeki MN+SH NBi+SH
Maddesi Siire Konsantrasyon  biniikleat mikroniikleus %
(saat) (pg/mL) hiicre sayis1  sayisi
1) (2

Kontrol 48 - 3000 4 - 0,13+0,06 1,89+0,35
C.K. 48 - 3000 3 - 0,10£0,06 1,89+0,35
P. K. 48 0,20 3000 54 1 1,87+0,25 1,61+0,32
SiO2 48 10 3000 5 - 0,17+0,07 1,85+0,35

48 50 3000 13 1 0,50+0,13™ 1,80+0,34

48 250 3000 12 2 0,47+0,127 1,74+0,34

48 1000 3000 29 - 0,97+0,18™*"¢ 1,59+0,32

NBI: niikleer béliinme indeksi, SH: standart hata, C.K.: ¢bziicii kontrol, P.K.: pozitif kontrol-MMC
"Kontrole gére p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi) P°Coziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
"*Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlaml (z testi) ~ °Cdziicii kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

MN (%)
2
= Kontrol
15 B (ozici kontrol
® Pozitif kontrol
1 10 pg/mL
50 pg/mL
0,5 m 250 ng/mL
1000 ng/mL
0
48 saat

Sekil 4.5. Si02 NP'lerinin mikroniikleus frekansina etkisi
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Resim 4.6. SiO2 NP'leri ile olusan mikroniikleuslar a) Bir mikroniikleuslu biniikleat,
b) Iki mikroniikleuslu biniikleat

SiO7 nanopartikiillerinin DNA hasar tizerine etkisi

SiO2 NP'lerinin izole lenfositlerde 2 ve 3 saatlik uygulamasi sonucunda DNA’da meydana
getirdigi hasarlar comet testi ile degerlendirilmistir. SiO2 NP'lerinin 2 saatlik
muamelesinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugunda, tiim konsantrasyonlarda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Coziicii kontrol ile
karsilagtirildiginda ise, kuyruk yogunlugunun en diisiik iki konsantrasyonda (10 ve 50
pg/mL), kuyruk uzunlugunun ise tiim konsantrasyonlarda istatistiksel a¢idan anlamli bir
artis gosterdigi belirlenmistir. SiO2 nanopartikiillerinin 3 saatlik uygulamasinda, hem
kuyruk yogunlugu ve hem de kuyruk uzunlugunda hem kontrol ve hem de ¢6ziicii kontrole
kiyasla, tiim konsantrasyonlarda istatistiksel agidan anlamli bir artig gdzlenmistir (Cizelge
4.6, Sekil 4.6-7, Resim 4.7). 3 saatlik uygulamada gozlenen bu artislarin konsantrasyona

bagli oldugu tespit edilmistir (kuyruk yogunlugunda r=0,96; kuyruk uzunlugunda r=0,97).
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Cizelge 4.6. Si02 nanopartikiillerinin izole lenfositlerde DNA hasar1 {izerine etkisi

Test Maddesi Uygulama Kuyruk Kuyruk
Sire  Konsantrasyon Yogounlugu Uzunlugu
(saaf)  (ug/mL) % (um)
Kontrol 2 saat - 3,41+0,31 39,28+0,45
Coziicii Kontrol 2 saat - 4,28+0,39 40,25+0,49
Pozitif Kontrol (H202) 2 saat 100 M 12,16+1,32 61,92+1,38
SiO2 2 saat 10 7,38+0,56™ 46,77+0,73"2
2 saat 50 6,33£0,57" 45,69+0,66"
2 saat 250 5,19+0,58" 43,53+0,78"
2 saat 1000 5,23+0,74" 43,03+0,87"
Kontrol 3 saat - 3,84+0,42 37,19+0,45
Coziicii Kontrol 3 saat - 3,34+0,35 37,35+0,38
Pozitif Kontrol (H202) 3 saat 100 UM 21,74+1,74 100,64+5,53
SiO2 3 saat 10 7,00+0,75™2 46,77+0,77"
3 saat 50 6,47+0,73" 43,60+0,81"2
3 saat 250 10,67+0,86™ 84,40+4,7272
3 saat 1000 14,26+1,13" 109,30+6,73"2

*Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi) 3Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)

Kuyruk Yogunlugu (%)
25
m Kontrol
20 m ('oziicu kontrol
15 B Pozitif kontrol
10 pg/mL
10 =50 pg/mL
5 - =250 ng/mL
0 1000 ng/mL
2 saat 3 saat

Sekil 4.6. SiO2 NP'lerinin izole lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu iizerine etkisi



Kontrol
B (6zuct kontrol
B Pozitif kontrol
10 pg/mL
50 pg/mL

 m250 ng/mL

Kuyruk Uzunlugu
120
-
100
80
60
40
20
0
2 Saat 3 saat

1000 ng/mL

Sekil 4.7. SiO2 NP'lerinin izole lenfositlerde comet kuyruk uzunlugu tizerine etkisi
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Resim 4.7. SiO2 NP'leri ile olusan DNA hasari @) hasarsiz hiicre (2 saat, 50 ug/mL), b) az
hasarli hiicre (2 saat, 250 pg/mL), c) orta hasarli hiicre (3 saat, 1000 ng/mL),

d) ¢ok hasarli hiicre (3 saat, 250 pg/mL)
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4.2.2. CuO nanopartikiillerinin genotoksik etkileri

CuQ nanopartikillerinin kromozomal anormallikler lizerine etkisi

CuO NP'lerinin 25, 50, 75 ve 100 pug/mL’lik konsantrasyonlarmin uygulandigi insan
periferal lenfositlerinde, 6 tip yapisal (kromatit kirigi, kromozom kirigi, fragment, disentrik
kromozom, kardes kromatitlerde birlesme ve kromatit degisimi) ve 1 tip sayisal
(poliploidi) anormallik g6zlenmistir (Cizelge 4.7, Resim 4.8). En sik gbzlenen anormallik
tipi kromatit kirigidir. Bunu sirasiyla, fragment ve kromozom kirigir olusumlari takip
etmektedir. Yapilan analizlerde, anormal hiicre frekansi ve hiicre basma diisen
anormalliklerin sayisinda, her iki uygulama siiresinde (24 ve 48 saat), konsantrasyona bagl
bir artis oldugu belirlenmistir (anormal hiicre frekansinda, 24 saatlik uygulamada r=0,98;
48 saatlik uygulamada r=0,94; hiicre basina diisen anormallik sayisinda, 24 saatlik
uygulamada r=0,98; 48 saatlik uygulamada r=0,96) (Sekil 4.8, Sekil 4.9). CuO NP’lerinin,
anormal hiicre frekansinda ve hiicre basina diisen anormallik sayisinda meydana getirdigi
artisin, 24 saatlik uygulamada en yiiksek ii¢ konsantrasyonda (50, 75 ve 100 pg/mL), 48

saatlik uygulamada ise tiim konsantrasyonlarda her iki kontrol grubuna gore istatistiksel

acidan anlamli oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. CuO nanopartikiillerinin kromozom anormalliklerine etkisi

Anormallikler

Test Uygulama Yapisal Sayisal Anormal KA/Hiicre
maddesi Siire  Konsantrasyon ktk kzk f ds kkb kkd p hiicre+SH +SH
(saat) (ug/mL) (%)
Kontrol 24 - 6 2 1 - - - - 3,00+0,98 0,03+0,01
C.K. 24 - 4 2 4 - - - - 3,00+0,98 0,03+0,01
P. K. 24 0,2 24 11 5 2 1 2 - 13,33£1,96 0,15+0,02
CuO 24 25 11 3 1 - 2 - - 5,33+1,30 0,06+0,01
24 50 10 4 6 1 - - 1 6,67+1,44"2 0,07+0,0172
24 75 27 6 1 - - - 10,33+1,76™" ¢ 0,11+0,02""¢
24 100 19 5 16 - 1 - 13,00+1,94™" ¢ 0,14+0,02"¢
Kontrol 48 - 5 2 2 - - - 3,00+0,98 0,03+0,01
C.K. 48 - 7 - 2 - - - 3,00+0,98 0,03+0,01
P. K. 48 0,2 33 9 15 1 3 1 18,33+2,23 0,21+0,02
CuO 48 25 17 2 8 1 - - 9,33+1,68™P  0,09+0,02"*P
48 50 29 5 11 - - 1 14,33+2,02™" ¢ 0,15+0,02""¢
48 75 28 10 5 - - 1 13,33+1,96""¢  0,15+0,02""¢
48 100 49 12 18 - - 1 20,0042,31"" ¢ 0,27+0,02™" ¢

ktk: kromatit kirigi, kzk: kromozom kirigy, f: fragment, ds: disentrik kromozom; kkb: kardes kromatitlerde birlesme,
kkd: kromatit degisimi, p: poliploidi, SH: standart hata, C.K.: ¢dziicii kontrol, P.K.: pozitif kontrol-MMC

"Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli(z-testi)
""Kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)
“Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)

aCoziicli kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z-testi)
bCoziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)
¢Coziicii kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)
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15

10

Anormal Hiicre (%)

24 saat

48 saat

= Kontrol
B ('oziici Kontrol
m Pozitit Kontrol
225 pg/mL
250 pg/mL
75 png/mL

100 pg/mL

Sekil 4.8. CuO NP'lerinin anormal hiicre frekansina etkisi

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

KA/Hiicre

24 saat

48 saat

= Kontrol

B ('oziici Kontrol
B Pozitit Kontrol
=25 png/mL

250 pg/mL

— m75pug/mL

100 pg/ml

Sekil 4.9. CuO NP'lerinin hiicre basina diisen anormallik sayisina etkisi
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Resim 4.8. CuO NP'leri ile olusan kromozom anormallikleri a-1) kromatit kirigi,
2) kromozom kirig1, 3) kromatit degisimi, b-1) kardes kromatitlerde
birlesme, 2) fragment, c) disentrik, d) poliploidi

CuO nanopartikiillerinin kardes kromatit degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks

tizerine etkisi

Insan lenfositlerinin CuO NP’leri ile muamelesi sonucunda, tiim konsantrasyonlarda, hem
24 ve hem de 48 saatlik uygulamada, hem kontrol hem de ¢6ziicii kontrole kiyasla, kardes
kromatit degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil
4.10, Resim 4.9). Biitiin bu artiglarin konsantrasyona bagli oldugu tespit edilmistir (24
saatlik uygulamada r=0,95; 48 saatlik uygulamada r=0,93). CuO NP’leri ile 24 saatlik
uygulamada 2-17, 48 saatlik uygulamada ise 6-32 arasinda KKD go6zlenmistir. CuO
NP'lerinin etkisi ile insan lenfositlerinde, hem replikasyon indeksinde ve hem de mitotik
indekste (24 saat, 25 ug/mL harig¢) bir azalma tespit edilmistir. Mitotik indeksteki
azalmanin konsantrasyon artisina paralel oldugu belirlenmistir (24 saat i¢in r= -0,90; 48

saat i¢cin r= -0,88). Mitotik indekste gozlenen diisiis, 24 saatlik uygulamada sadece en
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yiikksek konsantrasyonda (100 pg/mL), 48 saatlik uygulamada ise en yiiksek iki
konsantrasyonda (75 ve 100 pg/mL) kontrole gore istatistiksel olarak anlamlidir. Coziicii
kontrol ile kiyaslandiginda, sadece 48 saatlik uygulamada en yiiksek konsantrasyonun
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Replikasyon indeksindeki degisimlerin

anlamli olmadig tespit edilmistir.

Cizelge 4.8. CuO nanopartikiillerinin kardes kromatit degisimi, replikasyon ve mitotik
indeks tlizerine etkisi

Test Uygulama Min.- KKD/hiicre Mi Mz Ms Ri+SH Mi+SH
maddesi Siire  Konsantrasyon —maks. +SH
(saat) (ng/mL) KKD
Kontrol 24 - 1-10 3,99+0,22 76 75 149 2,24+0,05 6,83+0,46
C. K. 24 - 1-11 3,95+0,20 66 80 154 2,294+0,05 6,03+0,43
P. K. 24 0,2 8-26 11,17+0,30 81 91 128 2,16+0,05 4,77+0,39
CuO NP 24 25 2-11 5,51£0,23%, 63 79 158 2,324+0,05 7,17+0,47
24 50 4-17 7,69+0,331: 76 83 141 2,224+0,05 6,33+0,44
24 75 5-15 9,29+0,31'% 89 75 136 2,16+0,05 6,10+0,44
24 100 5-17 10,83£0,34%+ 101 87 112 2,04+0,05 5,03+0,40™
Kontrol 48 - 2-7 3,91+0,16 59 78 163 2,35+0,04 6,83+0,46
C. K. 48 - 2-8 4,25+0,20 84 76 140 2,19+0,05 6,10+0,44
P. K. 48 0,2 12-33 19,61+0,67 93 76 131 2,13+0,05 4,50+0,38
CuO NP 48 25 6-17 9,96+0,35™ 94 75 131 2,12+0,05 6,17+0,44
48 50 6-26 13,57+0,44* 134 81 85 1,84+0,05 6,10+0,44
48 75 6-27 14,24+0,50" 127 93 80 1,84+0,05 4,97+0,40™
48 100 11-32 18,29+0,60" 139 80 81 1,81+0,05 4,00+0,36™"¢

KKD: kardes kromatit degisimi; M1: mitoz 1; Ma: mitoz 2; Mas: mitoz 3; Ri: replikasyon indeksi; MI: Mitotik indeks,
SH: standart hata, C. K: ¢6ziicii kontrol, P. K: pozitif kontrol-MMC
Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlaml1 (t-testi) “*Kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)
*Coziicii kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)  ““Kontrole gére p<0,001 diizeyinde anlaml1 (z-testi)
¢Coziicli kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlaml (z-testi)
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KKD/Hiicre
20
® Kontrol
15 B ('oziicu kontrol
® Pozitif kontrol
10 25 ng/mL
250 pg/mL
> ® 75 png/mL
0 100 pg/mL
24 saat 48 saat

Sekil 4.10. CuO NP'lerinin kardes kromatit degisimine etkisi

Resim 4.9. CuO NP'leri ile olusan kardes kromatit degisimleri

CuQ nanopartikillerinin mikroniikleus olusumu iizerine etkisi

CuO NP’lerinin  kullanilan tim konsantrasyonlari, kiiltiirdeki insan periferal
lenfositlerinde mikroniikleus olusumunda konsantrasyona bagli bir artisa sebep olmustur
(r=0,97). Ancak bu artisin sadece en yiiksek iki konsantrasyonda (75 ve 100 pg/mL) her
iki kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9,
Sekil 4.11). CuO NP'leri, biniikleat hiicrelerde sadece bir mikroniikleus olusturmustur
(Resim 4.10). Diger taraftan, CuO NP’lerinin niikleer boliinme indeksi tizerine dnemli

olmayan kiiciik bir diisiise sebep oldugu belirlenmistir (r=0,61).
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Cizelge 4.9. CuO nanopartikiillerinin mikroniikleus frekans1 ve niikleer boliinme indeksi
tizerine etkisi

Bintikleat
Test Uygulama Incelenen hiicrelerdeki MN=SH NBi+SH
maddesi  Siire Konsantrasyon biniikleat mikroniikleus (%)
(saat) (ug/mL)  hiicre sayisl
sayisi (1) (2)

Kontrol 48 - 3000 5 - 0,17+0,07 2,124+0,37
C. K 48 - 3000 5 - 0,17+0,07 2,07+0,37
P. K. 48 0,2 3000 36 1 1,27+0,20 1,94+0,36
CuO NP 48 25 3000 7 - 0,23+0,09 1,98+0,36

48 50 3000 10 - 0,33+0,10 1,8140,34

48 75 3000 14 - 0,47+0,1272 1,81+0,34

48 100 3000 26 - 0,87+0,17"¢  1,57+0,32

NBI: niikleer boliinme indeksi, SH: standart hata, C. K.: ¢oziicii kontrol, P. K.: pozitif kontrol-MMC
aCoziict kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z-testi)
¢ Coziict kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)

*Kontrole gére p< 0,05 diizeyinde anlaml (z-testi)
“*Kontrole gére p< 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)

1.4

1,2

0.8
0.6
0.4
0,2

0

MN (%)

m Kontrol

B (ozici kontrol

m Poztif kontrol

48 saat

25 ng/mL
50 pg/mL

|75 png/mL

100 pg/mL

Sekil 4.11. CuO NP'lerinin mikroniikleus frekansina etkisi
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Resim 4.10. CuO NP'leri ile olusan bir mikroniikleuslu biniikleat

CuQ nanopartikillerinin DNA hasari lizerine etkisi

CuO NP'lerinin izole lenfositlerde 2 ve 3 saatlik uygulamalari sonucunda DNA’da
meydana getirdigi hasarlarin comet testi ile incelenmesi ile elde edilen sonuglar Cizelge
4.10'da gosterilmistir. CuO NP’leri hem 2 ve hem de 3 saatlik muamele siiresinde, tiim
konsantrasyonlarda, hem kuyruk yogunlugu ve hem de kuyruk uzunlugunda 6nemli bir
artis olusturmustur (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Resim 4.11). Bu artis, kontrol ve ¢dziicli kontrol
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlidir. Yapilan regresyon analizi ile 2 saatlik
uygulamada gozlenen kuyruk uzunlugu artisinin konsantrasyon ile orta derecede
korelasyon gosterdigi (r=0,69) belirlenmistir. Ancak 2 saatlik uygulamada kuyruk
yogunlugu (r=0,80) ile 3 saatlik uygulamada hem kuyruk uzunlugu (r=0,77) ve hem de
kuyruk yogunlugundaki artisin (r=0,79) konsantrasyon artis1 ile giiclii korelasyon

gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. CuO nanopartikiillerinin izole lenfositlerde DNA hasart iizerine etkisi

Test Maddesi Uygulama Kuyruk Kuyruk
Yogunlugu Uzunlugu
Siire Konsantrasyon % (um)
(saat) pg/mL
Kontrol 2 saat - 2,30+0,19 40,48+0,42
Coziicti Kontrol 2 saat - 1,89+0,19 41,51+0,42
Pozitif Kontrol (H202) 2 saat 100 uM 11,39+0,88 102,08+5,94
CuO 2 saat 25 4,48+0,45™ 50,65+0,84
2 saat 50 4,77+0,50™ 54,10+1,22™
2 saat 75 5,64+0,53" 52,92+1,21™
2 saat 100 5,24+0,56™ 49,47+0,87°
Kontrol 3 saat - 10,14+0,86 104,38+6,11
Coziicti Kontrol 3 saat - 9,72+0,86 100,44+6,03
Pozitif Kontrol (H202) 3 saat 100 uM 16,60+1,02 132,36+6,81
CuO 3 saat 25 12,5140,99" 120,2348,05™
3 saat 50 12,57+0,97" 119,34+7,217
3 saat 75 13,960,962 125,58+7,63™
3 saat 100 13,90+1,07" 140,29+9,16™

“Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (t-testi) 2Coziicii kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)

Kuyruk Yogunlugu (%)

2 saat

3 saat

® Kontrol

B ('6zict kontrol

B Pozitif kontrol

25 ng/mL
250 png/mL
® 75 ng/mL

100 pg/mL

Sekil 4.12. CuO NP'lerinin izole lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu iizerine etkisi
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Kuyruk Uzunlugu

160
140 Kontrol
120 = (ozicu kontrol
100 : B Pozitif kontrol

80 | m25pug/mL

60 [ 50 pg/mL

40 - ®75ng/mL

20 - )

0 — 100 pg/mL
2 saat 3 saat

Sekil 4.13. CuO NP'lerinin izole lenfositlerde comet kuyruk uzunlugu iizerine etkisi

Resim 4.11. CuO NP’leri ile olusan DNA hasari a) hasarsiz hiicre (2 saat, 25 pg/mL),
b) az hasarli hiicre (2 saat, 25 pg/mL), c) orta hasarli hiicre (3 saat, 50
pug/mL), d) ¢ok hasarli hiicre (3 saat, 100 pg/mL)
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4.2.3. Fe203 nanopartikiillerinin genotoksik etkileri

Feo,Os NP'lerinin kromozomal anormallikler tizerine etkisi

Fe2Os NP'lerinin 39,062; 78,125; 156,250 ve 312,500 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin
insan periferal lenfositlerine 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucunda, kromatit kirigi,
kromozom kirigi, fragment, kardes kromatitlerde birlesme ve kromatit degisimi olmak
tizere bes farkli yapisal kromozom anormalligi gézlenmistir (Cizelge 4.11, Resim 4.12). En
stk rastlanan anormallik tipinin kromatit kirig1 oldugu belirlenmistir. Bunu sirasiyla
fragment ve kromozom kirig1 takip etmektedir. Fe2O3 NP'lerinin, anormal hiicre frekansini
hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarda konsantrasyona bagl olarak arttigi (24 saatlik
uygulamada r=0,90; 48 saatlik uygulamada r=0,94) ve bu artisin her iki kontrol grubuna
kiyasla, en yiiksek konsantrasyonda (312,500 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir. Hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayisi ise 24 saatlik
uygulamada (r=0,88) her iki kontrol grubuna kiyasla en yiiksek iki konsantrasyonda
(156,250 ve 312,500 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli iken, 48 saatlik uygulamada
(r=0,94) kontrole gore en yiikksek ii¢c konsantrasyonda (78,125; 156,250 ve 312,500
ug/mL), ¢oziicli kontrole gore ise en yiiksek konsantrasyonda (312,500 ug/mL) istatistiksel
olarak anlamhdir (Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Cizelge 4.11. Fe203 nanopartikiillerinin kromozom anormalliklerine etkisi

Anormallikler

Test Uygulama Yapisal Anormal KA/Hiicre
maddesi  Siire  Konsantrasyon  ktk kzk f kkb ds  ktd  hiicretSH +SH
(saat) (ug/mL) (%)

Kontrol 24 - 5 - 1 - - - 2,00+0,81 0,02+0,01

C. K 24 - 4 2 1 - - - 2,33+0,87 0,02+0,01

P. K. 24 0,2 34 10 4 3 - 1 16,67+2,15 0,17+0,02

Fe203 24 39,062 6 2 3 - - 3,66+1,08 0,04+0,01
24 78,125 8 2 2 - - - 4,00+1,13 0,04+0,01
24 156,250 9 1 4 - - 4,33+1,17 0,05+0,01"2
24 312,500 13 - 4 1 - - 5,67+1,33"  0,06+£0,01""

Kontrol 48 - 5 1 1 - - - 2,33+0,87 0,02+0,01

C.K. 48 - 5 2 2 - - - 2,67+0,93 0,03+0,01

P. K. 48 0,2 34 10 14 3 2 2 18,0+2,22 0,22+0,02

Fe203 48 39,062 8 - 4 1 4,00+1,13 0,04+0,01
48 78,125 10 1 3 - - - 4,33+1,17 0,05+0,01"
48 156,250 8 2 4 1 - - 5,00+1,26 0,05+0,01"
48 312,500 17 3 3 2 - 1 8,00£1,577P  0,09+0,02

ktk: kromatit kirigi, kzk: kromozom kirigy, f: fragment, kkb: kardes kromatitlerde birlesme, ds: disentrik kromozom,
ktd: kromatit degisimi, SH: standart hata, C.K.: ¢6ziicii kontrol, P.K.: pozitif kontrol-MMC

“Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli(z-testi) 4Coziicti kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (z-testi)
“Kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi) BCHziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)
“*Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)
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Anormal Hiicre (%)
20
= Kontrol
15 B (ozicu kontrol
m Pozitif kontrol
10 39,062 pg/mL
r ___ m78.,125 pg/mL
> ® 56,250 pg/mL
0 312,500 ng/mL
24 saat 48 saat
Sekil 4.14. FeoO3 NP'lerinin anormal hiicre frekansina etkisi
KA/Hiicre
0,25
= Kontrol
0,2 .
’ B ('oziicu kontrol
0,15 m Pozitif kontrol
739,062 ng/mL
0,1 _
' m78,125 pg/mL
0,05 B (56,250 pg/mL
0 312,500 ng/mL
24 saat 48 saat

Sekil 4.15. Fe203 NP’lerinin hiicre basina diisen anormallik sayisina etkisi




Resim 4.12. Fe2O3 NP'leri ile olugan kromozom anormallikleri a) kromatit kirigi,
b) kromozom kirigi, ¢) fragment, d) kardes kromatitlerde birlesme,
e) kromatit degisimi
<= lamlarin iistiinde goriilen nanopartikiiller
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Fe»,Os nanopartikiillerinin kardes kromatit degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks

uzerine etkisi

Fe2O3 NP’lerinin insan lenfositlerinde, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarinin KKD
olusumunu konsantrasyona bagli olarak arttirdigi gozlenmistir (24 saatlik uygulamada
r=0,85; 48 saatlik uygulamada r=0,86). Ancak gozlenen bu artigin 24 saatlik uygulamada
sadece en yiiksek konsantrasyonda (312,500 pug/mL), 48 saatlik uygulamada ise en yiiksek
iki konsantrasyonda (312,500 ve 156,250 pg/mL) her iki kontrol grubuna gére anlamli
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.16, Resim 4.13). Diger taraftan, Fe,Os
NP’lerinin mitotik indekste diisiislere sebep oldugu ve bu diislislerin 24 saatlik uygulamada
sadece en yiiksek konsantrasyonda (312,500 pg/mL), 48 saatlik uygulamada ise en yiiksek
iki konsantrasyonda (156,250; 312,500 pg/mL) her iki kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur (24 saat i¢in r= -0,92; 48 saat i¢in r= -0, 89). Fe;03

NP'lerinin insan lenfositlerinde replikasyon indeksini etkilemedigi belirlenmistir.

Cizelge 4.12. Fe203 nanopartikiillerinin kardes kromatit degisimi, replikasyon ve mitotik
indeks tizerine etkisi

Test Uygulama Min.- KKD/hiicre M1 M2 Mz Ri+SH Mi+SH
maddesi Sire Konsantrasyon ~ maks. +SH
(saat) (ug/mL) KKD
Kontrol 24 - 1-7 4,01+0,18 62 92 146 2,28+0,04  6,77+0,46
C. K. 24 - 1-8 4,08+0,19 64 81 155 2,30+0,05  6,93+0,46
P. K. 24 0,20 10-31 17,23+0,53 137 76 87 1,83+£0,05 4,77+0,39
Fe203 NP 24 39,062 2-11 4,48+0,24 90 78 132 2,14+0,05  6,70+0,46
24 78,125 1-9 4,57+0,21 71 78 151 2,27+0,05  6,60+0,45
24 156,250 2-9 4,60+0,20 93 76 131 2,13+0,05  6,10+0,44
24 312,500 2-13 6,26+0,26" 77 75 148 2,2440,05  5,37+0,41"
Kontrol 48 - 1-7 4,00+0,16 70 75 155 2,28+0,05  7,80+0,49
C. K. 48 - 1-9 4,31+0,20 73 76 151 2,26+0,05  7,83+0,49
P. K. 48 0,20 14-63 29,00+1,46 127 89 84 1,86+0,05 4,63+0,38
Fe203 NP 48 39,062 1-10 4,41+0,20 87 75 138 2,17 £0,05 7,07+0,47
48 78,125 1-10 4,63+0,22 90 75 135 2,15+0,05  6,80+0,46
48 156,250 1-10 5,0840,22" 81 75 144 2,2140,05  5,93+0,43"
48 312,500 1-13 6,08+0,29" 79 75 146 2,2240,05  4,834+0,39""¢

KKD: kardes kromatit degisimi; M1: mitoz 1; Mz: mitoz 2; Ma: mitoz 3; Ri: replikasyon indeksi; MI: Mitotik indeks,
SH: standart hata, C.K: ¢6ziicii kontrol, P.K: pozitif kontrol-MMC

iKontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1 (t-testi) *Coziict kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
~Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli(z-testi) 4Coziicti kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (z-testi)
“Kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi) bCoziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)

“Kontrole gére p<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi) CCoziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)



KKD/Hiicre
30
)5 ® Kontrol
B ('oziicu kontrol

20 B Pozitif kontrol
L3 39,062 pg/mL
10 B 78,125 ng/mL

5 - m156.250 pg/mL

0 — 312,500 pg/mL

24 saat 48 saat

Sekil 4.16. Fe203 NP'lerinin kardes kromatit degisimine etkisi
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Resim 4.13. Fe2O3 NP'leri ile olusan kardes kromatit degisimleri
<= lamlarin iistiinde goriilen nanopartikiiller
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Fe»Os nanopartikiillerinin mikroniikleus olusumu iizerine etkisi

Biniikleat hiicrelerde yapilan incelemeler sonucunda, Fe;Osz NP’lerinin insan periferal
lenfositlerinde, MN frekansin1 konsantrasyona bagli olarak arttirdigi (r=0,99), fakat bu
artisin sadece en yiiksek konsantrasyonda (312,500 pg/mL) her iki kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.17, Resim 4.14).
Diger yandan, Fe2O3 NP’lerinin niikleer boliinme indeksi tizerine herhangi bir etkisinin
olmadigi gézlenmistir (r=0,69). Fe2Oz nanopartikiilleri, biniikleatlarda sadece 1 adet

mikroniikleus olusturmustur.

Cizelge 4.13. Fe2O3 nanopartikiillerinin mikroniikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi
lizerine etkisi

Biniikleat
Test Uygulama incelenen  hiicrelerdeki MN+SH NBIi+SH
Maddesi Sure Konsantrasy()n bintkleat mikrontkleus %
(saat) (ng/mL) hiicre sayi1sl
sayisi 1) (2)

Kontrol 48 - 3000 5 - 0,17+0,07 2,27+0,38
C. K. 48 - 3000 6 - 0,20+0,08 1,95+0,36
P. K. 48 0,20 3000 29 3 1,17+0,20 1,74+0,34
Fe203 48 39,062 3000 5 - 0,17+0,07 2,02+0,36

48 78,125 3000 7 - 0,23+0,09 2,09+0,37

48 156,250 3000 11 - 0,37+0,11 2,14+0,37

48 312,500 3000 15 - 0,50+0,13"  1,93+0,35

NBI: niikleer boliinme indeksi, SH: standart hata, C. K.: ¢dziicii kontrol, P. K.: pozitif kontrol-MMC
“Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z- testi)  2Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z- testi)

MN (%)

1.2

’ = Kontrol

1 B ('oziicu kontrol
0.8 ® Pozitif kontrol
0,6 a— 39,062 pg/mL
0.4 s 78,125 ng/mL
02 B 156,250 pg/mL

0 312,500 ng/mL

48 saat

Sekil 4.17. Fe2O3 NP'lerinin mikroniikleus frekansina etkisi
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Resim 4.14. Fe2O3 NP'leri ile olusan bir mikrontikleuslu biniikleatlar
“=>-: lamlarin iistiinde goriilen nanopartikiiller

Fe»Os nanopartikiillerinin DNA hasar1 tizerine etkisi

Fe203 NP'lerinin insan lenfositlerinde primer DNA hasar1 tizerindeki etkileri comet testi ile
incelenmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Resim 4.15). Fe2Oz NP'lerinin, 2 ve 3
saatlik muamele siiresinde, hem kuyruk yogunlugu (2 saatlik uygulamada r=0,93; 3 saatlik
uygulamada r=0,92) ve hem de kuyruk uzunlugunda (2 saatlik uygulama r=0,89; 3 saatlik
uygulamada r=0,83) konsantrasyona bagli artislar olusturdugu tespit edilmistir. Kuyruk
uzunlugunda goézlenen artislarin tiim konsantrasyonlarda ve her iki uygulama siiresinde,
her iki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Kuyruk
yogunlugundaki artisin ise, 2 saatlik uygulamada sadece en yiiksek konsantrasyonda
(312,500 ug/mL) her iki kontrol grubuna gore anlamli oldugu tespit edilmistir. 3 saatlik
uygulamada, kontrole kiyasla en yiiksek ii¢ konsantrasyonda (78,125; 156,250 ve 312, 500
pg/mL), ¢oziicii kontrole kiyasla en yiiksek iki konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli

oldugu gozlenmistir.
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Cizelge 4.14. Fe2O3 nanopartikiillerinin izole lenfositlerde DNA hasari lizerine etkisi

Test Maddesi Uygulama Kuyruk Kuyruk
Siire Konsantrasyon Yogunlugu Uzunlugu
(saat) (ug/mL) % (um)
Kontrol 2 saat - 4,46+0,34 49,03+0,93
Coziicii Kontrol 2 saat - 4,11+0,61 49,02+0,65
Pozitif Kontrol (H202) 2 saat 100 M 13,53+1,06 92,14+3,09
Fe203 2 saat 39,062 4,1440,43 53,79+0,8272
2 saat 78,125 4,72+40,35 53,5840,88™2
2 saat 156,250 5,44+0,40 59,771,277
2 saat 312,500 7,29+0,59" 84,08+2,25™
Kontrol 3 saat - 5,69+0,47 59,53+1,34
Coziicli Kontrol 3 saat - 5,67+0,41 61,49+1,12
Pozitif Kontrol (H202) 3 saat 100 uM 14,79+0,93 119,75+4,88
Fe20s 3 saat 39,062 7,27+0,66 67,54+1,12
3 saat 78,125 7,58+0,76" 65,51+1,66™
3 saat 156,250 8,80+0,60" 76,27+1,73
3 saat 312,500 11,84+0,92™2 83,90+3,35™

“Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)  2Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (t-testi)

Kuyruk Yogunlugu (%)
16
14 = Kontrol
12 B (ozici kontrol
10 ® Pozitif kontrol
8 - 39,062 pg/mL
0 78,125 ng/mL
4 ® 156,250 pg/mL
3 312,500 pg/mL.
2 saat 3 saat

Sekil 4.18. Fe203 NP'lerinin izole lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu iizerine etkisi
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Kuyruk Uzunlugu
120
100 Kontrol
— m(ozucu kontrol
0 o
8¢ ~ mPoatifkontrol
00 39,062 mL
40 . =78.125ml
20 - E156.250mL
312.500 mL
0 e
2 saat 3 saat

Sekil 4.19. Fe20O3 NP'lerinin izole lenfositlerde comet kuyruk uzunlugu {izerine etkisi

Resim 4.15. Fe2O3 NP'leri ile olusan DNA hasari a) hasarsiz hiicre (2 saat, 156,25 pg/ mL),
b) az hasarli hiicre (2 saat, 312,50 pg/mL), ¢) orta hasarli hiicre (3 saat, 156,
25 ug/mL), d) ¢ok hasarli hiicre (3 saat, 312,50 ug/mL)
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5. TARTISMA

Giliniimiizde, teknolojik gelismelere paralel olarak insanlar giderek dogal hayattan
uzaklasmakta, dogal maddelerin yerini, biyolojik etkileri tam olarak bilinmeyen, yeni
kimyasal maddeler almaktadir. Nanopartikiiller (NP) de teknolojik alanda kullanilan
onemli maddelerden biridir. Nanoteknoloji endiistrisindeki hizli geligsmelerle birlikte,
nanopartikiillerin kullanim alanlar1 da 6zellikle son 10 yilda giderek artis gostermis ve
hayatimizin her alaninda yer almaya baslamistir. Nanopartikiillerin kullanimi biiyiik artig
gostermesine ragmen, toksik etkileri konusunda heniiz yeterli arastirma ve bilgi mevcut
degildir. Diger yandan, NP'lerin toksik etkileri konusundaki mevcut sonuglar da birbiri ile
celismektedir. Nanopartikiillerin oldukc¢a toksik oldugunu ve hatta timor olusumunu
arttirdigini belirten birgok ¢alisma bulunmakla birlikte (Di Bucchianico ve digerleri, 2013;
Sun ve digerleri, 2012; Singh ve digerleri, 2012), bazi calismalar bu sonuglari
desteklememekte, hatta fazla toksik olmadigini vurgulamaktadir (Jin ve digerleri; 2007;
Xia ve digerleri, 2008; Piercionek ve digerleri, 2010; Figuerola ve digerleri, 2010; Singh
ve digerleri, 2013). Nanopartikiillerin toksisitesi ile ilgili celiskili verilerin bulunmasi
nedeniyle, bu konuda daha fazla arastirmanin yapilmasi, nanopartikiillerin toksik
etkilerinin farkli tlirlerde, farkli hiicrelerde, farkli test teknikleri ile detayli bir sekilde
incelenmesi ve boylece bu partikiillerin risk analizlerinin yapilmasi, hem bu partikiillerin
ve hem de bunlardan iiretilen bircok iiriiniin daha gilivenli bir sekilde kullanilmasi ve
sonugta insan saghigi ve diger tiim canlilar ve ekosistem agisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir.

NP’lerin genotoksik bir ajan gibi davranarak insanlarda tamiri miimkiin olmayan kalitsal
DNA hasarlari olusturabilmeleri miimkiindiir. Yapilan ¢alismalar, birgok kimyasal
maddenin diisiik konsantrasyonlarda kullaniminin dahi genotoksik etkiler olusturabilecegi
gergegini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, bu etkilere sahip olma potansiyeli tasiyan
kimyasal maddelerin insan genomu i¢in olas1 toksik etkilerinin belirlenmesi son derece
onemlidir. Nitekim ABD'de NP'lerin kullanimina bagli baz1 giivenlik sorunlar1 nedeniyle
11 Subat 2009 tarihinde kabul edilen yasa ile nanoteknolojik iirlinlerin tehlikelerinin
saptanmasi ve NP kullanimmin diizenlenmesi (H.R. 554) i¢in ¢alismalar baslatilmistir
(Kayir ve Bascil, 2010). Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (EFSA) tarafindan yayinlanan bir

raporda, gida sanayinde kullanilan nanopartikiillere oral yolla maruziyet sonucunda olusan
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toksik etkilerin tam olarak belirlenebilmesi i¢cin daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugu

bildirilmistir (EFSA, 2015).

Nanopartikiillerin asir1 kullanimi stres reaksiyonlarini baslatmaktadir. NP'ler genel olarak
parcalanmamakta ya da c¢ok yavas parcalanmakta ve viicutta birikerek, biyolojik
molekiiller ile etkilesime girmekte ya da gesitli reaksiyonlar1 durdurabilmektedir (Dar ve
digerleri, 2014). Bu nedenle nanoteknolojideki ve nanopartikiil tiretimindeki gelismeler ile
birlikte, nanotoksikolojik ¢alismalar da artis gdstermeye baglamistir. 1997-2014 yillar
arasinda NP'ler ile ilgili 600'den fazla genotoksisite ¢aligmast yapilmistir. Yillara gore
analiz yapildiginda, her gecen yil bu calismalarin sayisinin arttigi goriilmektedir.
Genotoksisite calismalarinda ilk sirayr comet, 2. sirayt MN testi ile yapilan c¢alismalar

almaktadir (Golbamaki ve digerleri, 2015; Magdolenova ve digerleri, 2014).

Nanoteknolojide yaygin kullanim alanlarimin bulunmasina ragmen, toksik olabilecegi
yoniinde verilerin olmasi sebebiyle, bu tez ¢alismasinda metal oksitlerden bakir oksit-CuO,
demir oksit-Fe2O3 ve silika oksit-SiO2 nanopartikiillerinin insan periferal lenfositlerinde
genotoksik risk tasiylp tasimadigimin belirlenmesi amacglanmistir. Genotoksik risklerin
belirlenmesinde OECD tarafindan yonergeleri yayinlanan ve uluslararast makalelerde de
sikca kullanilan kromozom anormallikleri, kardes kromatit degisimi, mikroniikleus ve tek
hiicre jel elektroforezi-comet testleri kullanilmistir. Ayrica, bu nanopartikiillerin bazi
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla gegirimli elektron mikroskobu,
dinamik 151k sacilim1 ve zeta potansiyeli dl¢limleri de yapilmistir. Ayrica silika NP'lerinin
atom dizilislerinin belirlenerek, siniflandirilmasinin yapilabilmesi amaciyla XRD analizi

de yapilmistir.

Genotoksisite ¢alismalart birgok memeli hiicresinde yapilabilmektedir. Bu ¢alismada, in
vitro model olmasi, biitiin organizmay1 dolasan ve ayni zamanda viicudun énemli savunma
mekanizmalarindan olmasi nedeniyle insan periferal lenfosit hiicreleri kullanilmistir. Elde
edilmesinin kolay olmasi, az bir miktar periferal kan ile deneyin yapilabilmesi ve herhangi
bir genotoksik ajanin olusturdugu etkiye diger dokulardan daha hassas olmasi da

lenfositlerin tercih edilmesinde etkili olmustur (Rajakariar ve digerleri, 2008).

Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, bunlarin toksisitesini etkilemektedir.

Coziinirliik, sekil, biiyiikliik, ylizey yiikli ve stabilitesine bagli olarak toksik etkileri de
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degisebilmektedir (Brown ve digerleri, 2007; Brunner ve digerleri, 2006; Misra ve
digerleri, 2014). Genel olarak, NP'lerin toksisitesi, partikiil boyutu azaldikga, artis
gostermektedir (Liu ve digerleri, 2014; Yang ve digerleri, 2015). Fe2O3, Fe30s, TiO2 ve
CuO gibi baz1 metal oksit NP'leri ile akciger epitel karsinoma hiicrelerinde (Karlsson ve
digerleri, 2009) ve farkli boyutlardaki (6, 20 ve 50 nm) silika NP'leri kullanilarak in vitro
insan periferal lenfositlerinde yapilan c¢alismalarda (Battal ve digerleri, 2015),
nanopartikiillerin boyutlar1 kiiglildiik¢ce toksisitede artis gerceklestigi belirlenmistir.
Genotoksisitede nanopartikiillerin boyut, hiicresel yiikk ve yiizey modifikasyonlar1 gibi
karakteristik 6zelliklerinin etkili oldugu ifade edilmekle birlikte, Hong ve arkadaslarinin
(2011) yaptig1 bir ¢alismada, akut sitotoksisitenin hiicresel membranin hasarindan ¢ok,

nanopartikiillerin hiicre i¢cine alim1 sirasinda olustugu vurgulanmistir.

Bu tez caligmasinda kullanilan metal oksit NP’leri sulu ¢ozeltilerde ¢oziinememekte,
stispansiyon halinde kalmaktadir. Siispansiyondaki bu partikiiller, fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore, cesitli diizeylerde aglomerasyon olusturmaktadir. Bu nedenle NP’lerin
genotoksik etkilerini incelerken, aym1 zamanda bunlarin bazi fiziksel ve kimyasal
karakterizasyonunun yapilmast da biiyiik 6nem tasimaktadir. Ciinkii ayn1 nanopartikiiliin
farkl sekilleri, biiyiikliikleri, ylizey alanlari, ylizey modifikasyonlari, elektriksel yiikleri ve
hidrodinamik ¢aplari, NP’lerin hem kendi aralarinda ve hem de hiicreler ile etkilesiminde
ve toksik etkilerinde 6nemli rol oynamaktadir (Warheit, 2008; Liu ve digerleri, 2014; Yang
ve digerleri, 2015; Corradi ve digerleri, 2012; Gonzalez ve digerleri, 2015). Bu durum goz
oniinde bulundurularak, bu tez c¢alismasinda kullanilan nanopartikiillerin sekilleri,
biiyiikliikleri, aglomerasyon durumlari, zeta potansiyelleri ve hidrodinamik c¢aplarinin
belirlenmesi amaci ile geg¢irimli elektron mikroskobu, dinamik 151k sagilimi ve zeta sizer

kullanilarak cesitli analizler ve dl¢limler de yapilmistir.

Nanopartikiillerin TEM analizi i¢in, her bir test materyalinin deiyonize sudaki
slispansiyonundan elde edilen en az yiiz 6rnek incelenerek ortalama partikiil boyutu tespit
edilmigtir. Bu Ol¢timlere gore, SiO2 NP’lerinin 9845 nm, CuO NP'lerinin 3442 nm ve
Fe2O3z NP'lerinin ise 21+l nm ebadinda ortalama partikiill boyutuna sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica silika ve bakir oksit NP'lerinin, genel olarak kiiresel ve kiibigimsi
yapida, demir oksit nanopartikiillerinin ise genellikle kiiresel yapida oldugu tespit

edilmistir.
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NP'lerin deiyonize sudaki hidrodinamik ¢aplar1 ve zeta potansiyelleri, DLS ve zeta sizer
kullanilarak belirlenmistir. DLS teknigi ile silika NP'lerinin 70949 nm ile en biiyiik, Fe>O3
NP’lerinin ise 202+7 nm ile en kiigiik hidrodinamik c¢apa sahip oldugu, CuO NP'lerinin ise
612+4 nm ile ara degere sahip oldugu belirlenmistir. Zeta potansiyellerinin SiO2 NP’leri
icin -31+1 mV, CuO NP’leri i¢in -21+4 mV ve Fe>O3 NP'leri i¢in +374+0,2 mV oldugu
tespit edilmistir. Zeta potansiyelleri en diisiikk olan SiO2 ve CuO NP’leri eksi yiiklii iken,
Fe.Os NP’leri pozitif ylikliidiir. Zeta potansiyeli, yiikii fark etmeksizin, partikiiller arasi
itme giicliniin blyiikligiinii goéstermektedir. Bu nedenle zeta potansiyelinin yiiksek
cikmasi, partikiillerin daha iyi dagilmis oldugunu ve dolayisi ile aglomerasyonun az
oldugunu gostermektedir. Zeta potansiyeli degerinin -30 mV < { < +30 mV arasinda
olmas1 durumunda, nanopartikiiliin aglomerasyon olusturma potansiyeli daha yiiksektir.
Aglomerasyon, hem nanopartikiillerin daha biiyiik kiitleler olusturmasina ve hem de hiicre
ile etkilesimlerinin, monodispers partikiillere nazaran daha farkli etki gostermesine sebep
olmaktadir (Barnes ve digerleri, 2008; Sun ve digerleri, 2014). Van der Waals baglarinin
sonucunda olusan aglomerasyon, yiizey alanini artirmakta ve bunun sonucu olarak toksisite
degisebilmekdir (Kwon, Koedrith ve Seo, 2014). Bu calismada elde edilen karakterizasyon
verilerine gore CuO NP'lerinin aglomerasyona daha yatkin oldugu, SiO; ve Fe;Os
NP’lerinin ise aglomerasyon olusturma potansiyelinin daha az oldugu soylenebilir. Zeta
potansiyelinin daha yliksek olmasina ragmen silika NP'lerinin hidrodinamik ¢apinin,
CuO'dan daha yiiksek ¢ikmasi, partikiillerin kullanilan konsantrasyonlartyla ilgili olabilir.
Bu c¢alismada DLS o6l¢iimlerinde, silika NP'leri i¢in 250, CuO NP’leri i¢in 75 ve Fe2Os
NP'leri i¢in ise 156,25 pg/mL'lik konsantrasyonlar kullamilmistir. Coziinemeyen ve
stispansiyonu daha yogun olan NP'lerin aglomerasyonu da fazla olacagindan hidrodinamik

capin da daha fazla olmasi olasidir.

Genel olarak, NP'lerin toksisitesi, ayni partikiiliin farkli boyut ve sekline gore degiskenlik
gostermektedir. Bircok arastirmada nanopartikiillerin boyutlar1 azaldikg¢a, gerek sitotoksik
ve gerekse genotoksik etkilerinin arttigi belirlenmistir (Liu ve digerleri, 2014; Yang ve
digerleri, 2015; Karlsson ve digerleri, 2009; Battal ve digerleri, 2015; Barnes ve digerleri,
2008; Colognato ve digerleri, 2007; Yang ve digerleri, 2015). Nanopartikiillerin sekli s6z
konusu oldugunda, bu giinkii verilere gére boyle bir genelleme yapmak zordur. Sekle bagl
olarak toksisitenin belirlenmesine yonelik yapilan caligsmalarda farkli sonuglar elde
edilmistir. Fare makrofaj hiicrelerinde ii¢ farkli formdaki (1000 nm (=1 pm) kiiresel, 36
nm kiiresel ve 50X100X500 nm boyutunda ¢ubuk) Fe;Os NP'leri kullanilarak yapilan bir



69

caligmada, sitotoksik etkinin en az ¢ubuk boyutunda gozlendigi, kiiresel formlarinin da
benzer sitotoksik etki olusturdugu belirlenmistir. Genotoksik etkinin ise en fazla ¢ubuk
seklinde olan partikiilde, en az ise mikro boyutta olan partikiilde oldugu goézlenmistir.
Genotoksik etkinin en fazla ¢ubuk formunda gézlenmesi, yiizey alaninin biiyiik olmasi
nedeniyle daha reaktif olmasina baglanmistir (Lee ve digerleri, 2014). Amorf yapidaki
kiiresel (100 nm) ve cubuk seklinde olan (100x10 nm) silika NP’leri ile yapilan bir baska
arastirmada, boyut arttik¢a toksisitenin azaldigi ve kiire seklinde olanlarin, ¢gubuk seklinde
olanlardan daha toksik oldugu gozlenmistir. Bu durum biiyiik aglomerat olusturan
yapilarin daha az toksisite olusturdugu seklinde agiklanmistir. Ciinkii ¢ubuk seklinde olan
NP'ler 91 um boyutunda aglomeratlar olustururken, kiiresel formdaki NP’ler 260 nm
boyutunda aglomeratlar olusturmustur (Brown ve digerleri, 2007). Kiire (7 nm), ¢ubuk
(7x40 nm) ve mil seklinde (1200x270x30 nm) CuO NP'leri kullanilarak fare makrofajlar
ve periferal kanda yapilan diger bir arastirmada, her iki hiicre kiiltiirlinde de kiiresel
formun daha sitotoksik oldugu ifade edilmistir. Ayrica, CuO NP'lerininin, sekli ve boyutu
dikkate alinmaksizin, pozitif kontrol olarak kullanilacak kadar toksik oldugu bildirilmistir

(Di Bucchianico ve digerleri, 2013).

NP'lerin yiizey karakteristiginin, NP'lerin hem hiicre igerisine alimini, hem de hiicredeki
aktivitesini etkiledigi bilinmektedir. NP'lerin yiizey yiikii karakterizasyonunda siklikla
kullanilan zeta potansiyeli degeri 15 mV’un (+/- fark etmeksizin) altinda oldugunda,
NP'lerin fagositoza ugramadan hiicreye daha rahat alindigi (He, Hu, Yin, Tang ve Yin,
2010), yiksek degerli olanlarin ise fagositoza ugradigi ve hiicre aliminin daha kisith
oldugu (Sun ve digerleri, 2014) belirtilmektedir. Diger yandan, pozitif yiiklii par¢aciklarin
negatif yiiklii pargaciklara nazaran hiicre i¢ine daha kolay alindig1 yoniinde raporlar da

mevcuttur (Barnes ve digerleri, 2008; Lankoff ve digerleri, 2013; Sun ve digerleri, 2014).

Nanopartikiillerin olusturdugu aglomerasyonun toksisiteye olan etkileri konusunda ¢eliskili
sonuglar elde edilmistir. Biiyiikk aglomeratlar olusturan partikiillerin kiigiik olanlara gore
hiicreler tarafindan daha az alindig1 ve buna bagl olarak, biiyiik aglomeratlarin hiicreler
iizerinde daha az etkiye sahip oldugu yoniinde bulgular oldugu gibi (Brunner ve digerleri,
2006; Lindberg ve digerleri, 2009), bliyliik NP aglomeratlarinin niikleusu deforme ederek,
mitozu etkiledigi ve kromozom hasarma neden olduguna yonelik bulgular da mevcuttur
(Di Virgilio ve digerleri, 2010). ZrO2, TiO2, Fe203, CeO2, ZnO ve SiO2 NP'leri ile yapilan

caligmalarda ¢oOziinebilir elementlerin daha toksik oldugu, ¢dzlinemeyen maddelerin ise



70

toksisite  olusturmadigi rapor edilmistir. Coziinemeyen maddelerin  toksik etki
olusturmamasinin, bu maddelerin akut toksik etkisinin  belirlenememesinden
kaynaklandigi, bu maddelerin aslinda uzun vadede toksik etkilerinin olabilecegi seklinde
yorumlanmistir (Brunner ve digerleri, 2006). Perreault ve grubunun (2012) CuO NP'leri ile
noron hiicrelerinde yaptig1 calismada, aglomerasyonun sitotoksisite ve genotoksisiteyi
arttirdi@i belirlenmistir. S6z konusu calismada yapilan genotoksisite testleri ile her {i¢
nanopartikiiliin, biiyiik aglomeratlar olusturmamasina ragmen, genelde konsantrasyona
bagl olarak toksisiteyi artirdigi belirlenmistir. Bu durum, konsantrasyon arttik¢a, hiicre

icine girebilecek nanopartikiil sayisinda da artis olmasindan kaynaklantyor olabilir.

Silika NP'lerinin kristal ve amorf olmak tiizere iki farkli formu bulunmaktadir. Bu tez
caligmast i¢in ticari olarak temin edilen silika NP'lerinin hangi formda oldugu {iriiniin
etiket bilgileri tizerinde yer almadigindan, XRD analizi kullanilarak partikiillerin
karakterizasyonu yapilarak atomik yapist belirlenmistir. NP'lerin toksik etkilerinin dogru
bir sekilde belirlenebilmesi icin kullanilan silika NP'lerinin hangi formda oldugunun
bilinmesi de biiyilkk 6nem tagimaktadir. Ciinkii iki formun toksik etkisi birbirinden ¢ok
farklidir. Kristal formu 1. sinif insan kanserojeni olarak siiflandirilirken (Durnev ve
digerleri, 2010; Napierska ve digerleri, 2010; Petushkov ve digerleri, 2010), amorf
formunda boyle bir etki gozlenmemekte, daha zararsiz oldugu diisiiniilmekte, hatta bazi
caligmalarda belirte¢ olarak dahi kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (Jin ve digerleri,
2007). Bu amagla toz halindeki kuru silika NP’leri kullanilarak XRD analizi yapilmis ve
20-25 derece araliginda pikler gézlenmis olmasi nedeniyle (Music ve digerleri, 2011; Ficali
ve digerleri, 2011), bu calismada kullanilan nanopartikiillerin amorf formda oldugu

belirlenmistir.

Bu tez calismasinda, nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlari disinda
ozellikle genotoksik etkileri konusunda detayli bir arastirma gercgeklestirilmistir. Bunun
icin ¢esitli genotoksisite testleri kullanilmistir. Bunlardan biri kromozom anormallikleri
testi olup, bu test, hasarli kromozomlarin onarllamamasi, yanlis onarilmas: veya hiicre
boliinmesi esnasinda kutuplara gogte olusan anormalliklerden kaynaklanan ve mikroskobik
olarak gbzlenebilen genetik degisikleri belirlemek amaci ile kullanilmaktadir (Mateuca ve
digerleri, 2006; Branzei ve Foiani, 2008). KA testi ile hem yapisal ve hem de sayisal
kromozom anormallikleri tespit edilebilmektedir. Kromozomal anormallikler, genom

kararsizliginin biyo-gostergesi olarak kullanilmakta olup, kanserin erken habercisi olarak
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bilgi vermesi sebebiyle, KA testi kanser belirteci olarak da kullanilmaktadir (Bonassi ve
digerleri, 2000; Doak ve digerleri, 2012; Vodenkova ve digerleri, 2015). Bu tez
calismasina konu olan CuO, Fe2Oz ve SiO2 nanopartikiilleri ile yapilan analizler
sonucunda, KA frekansinin tiim nanopartikiil muamelerinde ve her iki uygulama siiresinde
(24 ve 48 saat) konsantrasyon artisina bagli olarak arttigi belirlenmistir. KA frekansinda
gozlenen bu artig, SiO2 NP’leri i¢in, 24 saatlik uygulamada en yiiksek iki konsantrasyonda
(250 ve 1000 pg/mL), her iki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli iken, 48
saatlik uygulamada, kontrole kiyasla en diisiik konsantrasyon hari¢ (10 pg/mL) diger tiim
konsantrasyonlarda, ¢oziicii kontrole gore ise en yiiksek iki konsantrasyonda (250 ve 1000
pg/mL) istatistiksel olarak anlamlidir. CuO NP’lerinin KA frekansinda meydana getirdigi
artisin, 24 saatlik uygulamada en yiiksek ii¢ konsantrasyonda (50, 75 ve 100 pg/mL), 48
saatlik uygulamada ise tiim konsantrasyonlarda her iki kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Fe2O3 NP'lerinin de, KA frekansim1 24 saatlik
uygulamada ve her iki kontrol grubunda, en yiiksek iki konsantrasyonda (156,250; 312,500
pg/mL), 48 saatlik uygulamada ise kontrole gore en yiiksek li¢ konsantrasyonda (78,125;
156,250 ve 312,500 pg/mL), ¢oziicii kontrole gore ise en yiiksek konsantrasyonda
(312,500 pg/mL) istatistiksel olarak 6nemli bir diizeyde arttirdigi belirlenmistir.

Bu c¢alismada incelenen 3 farkli nanopartikiiliin insan periferal lenfositlerinde yapisal
anormalliklerden en ¢ok kromatit kirig1 ve takiben fragment olusturdugu belirlenmistir. Bu
anormallikleri, sikliklarina gore sirasiyla kromozom kirigi, kardes kromatitlerde birlesme,
kardes kromatit degisimi ve disentrik kromozomlar takip etmektedir. CuO nanopartikiilleri
kromozom anormallikleri agisindan en toksik etkiyi gosterirken, Fe2O3 nanopartikiilleri en
az etkiyi gostermistir. SiO2 NP'leri ise bu iki NP arasinda yer almaktadir. Bu sonuglara
gore NP'ler klastojenik etkileri bakimindan CuO>SiO2>Fe2O3 NP'leri seklinde
siralanabilir. Bu calismada yiiksek frekansta kromatit kirigi ve fragment olusmasi,
nanopartikiillerin S faz1 klastojenleri olmasi1 ile aciklanabilir (Natarajan, 2002).
Fragmentler kromozom kiriklarindan da kaynaklanmakla beraber, bu ¢aligmada kromozom
kiriklar1 ve kromozomlarin yeniden diizenlenmesi ile olusan disentrik, kardes
kromatitlerde birlesme, kardes kromatit degisimi gibi anormalliklerin az gézleniyor olmasi,
yukaridaki durumu desteklemektedir. Bu ¢alismadaki fragment olusumlarinin genel olarak
S fazi mutajenlerince olusturulan tek zincir kiriklart sonunda olustugu diisiilmektedir.
Insan genomu siirekli olarak dis uyaranlara karsi tehdit altinda olmakla beraber, hiicre

dongiisli esnasinda belirli DNA tamir mekanizmalarinin varligi nedeniyle, bu hasarlar
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kontrol noktalarinda gorev yapan molekiiller tarafindan tespit edilerek onarimi
gerceklestirilmektedir. Bu hasarlar onarilamadiginda, ortaya ¢ikan anormallikler cesitli
genotoksisite testleri ile belirlenebilmektedir. Kromozom anormallikleri, DNA onarim
sistemindeki hatalar sonucunda olusmaktadir. Onarim engellendiginde ya da yanlis bir
sekilde yapildiginda kromozom anormalliklerinin frekansinda artis gergeklesir (Branzei ve
Foiani, 2008). Ozellikle mitoz 6ncesi son kontrol noktas: olan G2 fazindaki hatalar,
kromozom anormalliklerinin artisina sebep olur. Bu nedenle kromozomal anormalliklerin

olusmasinda hiicre siklusunun G2 fazi ve buradaki tamir mekanizmalar1 da ¢ok 6nemlidir.

KA testi uygulamasi ile insan lenfositlerinde sayisal kromozom anormalliklerinden
poliploidi de gozlenmistir. Insan lenfositlerinde en fazla poliploidi olusturan
nanopartikiiliin SiO2 oldugu belirlenmistir. CuO NP'leri sadece bir hiicrede poliploidi
olusturmustur. Demir oksit nanopartikiillerinin uygulandigi lenfositlerde poliploidi hi¢
gozlenmemistir. Poliploidi olusmasinda ig ipliklerinin bozulmasi ve DNA’da meydana
gelen hasarlar énemli rol oynamakla birlikte, mitoz béliinme esnasinda anafazda kromatit
ayrilmasinda gorev yapan DNA topoizomerazlarda meydana gelen anormallikler de biiyiik
onem tasimaktadir (Clarke, Johnson ve Downes, 1993). Canli sistemlerde genetik
materyalin yapisal ve islevsel biitiinliigliniin korunarak, timdér olusumunun engellenmesi
ve saglikli bireylerin devamlilig i¢in ¢esitli DNA onarim mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Topoizomeraz II enzimi de DNA replikasyonu ve transkripsiyonu sirasinda gérev yapan
bir proteindir. Organizmanin herhangi bir topoizomeraz enzim inhibitorii ile karsilagmasi
ve onarim sisteminde bir anormallik olmasi durumunda topoizomeraz II inhibitorleri,
topoizomeraz II’ye baglanarak DNA’nin yeniden birlesmesini engeller ve DNA c¢ift zincir
kiriklart olusturmak suretiyle hiicre dongiisiinii durdurur (Dogan ve digerleri, 2013).
Genellikle G2/M safhasii etkileyen kimyasallar, topoizomeraz inhibisyonuna neden
olarak, poliploidiyi arttirmaktadir (Zucker, Adams, Bairj ve Elstein, 1991). Bu calismada
ozellikle silika NP'lerinin uygulandig1 gruplarda (kontrol gruplari da dahil) fazla miktarda
poliploidi gdzlenmistir. Ozellikle hi¢ bir nanopartikiiliin uygulanmadig: negatif ve ¢oziicii
kontrol gruplarinda poliploidinin gézlenmis olmasi, bu anormalligin olugsmasinda silikanin
etkisi ile birlikte, dondr kaynakli olabilecegini de akla getirmekle birlikte, silika ile
muamele edilmis hiicrelerde daha fazla gézlenmis olmasi, silikanin poliploidi olusumunu
tetikledigini gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda, silikanin mikrotiibiilleri etkiledigi

yoniinde raporlar bulunmaktadir (Gonzalez ve digerleri, 2010; Gonzalez ve digerleri,



73

2015). SiO2 nanopartikiillerinin yukarida sozii edilen etkilerden biri veya bir kagi ile

poliploidi olusturdugu diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada incelenen nanopartikiillerin genotoksik etkileri kardes kromatit degisimi testi
ile de degerlendirilmistir. KKD, DNA replikasyonu sirasinda kardes kromatitlerin karsilikli
olarak yer degistirmesidir. KKD, c¢esitli ajanlarin genetik materyalde olusturdugu,
mikroskobik olarak tanimlanabilen yapisal diizensizliklerin  gOstergesi  olarak
degerlendirilmekte ve ayn1 zamanda DNA onarimindaki anormallikleri de yansitmaktadir.
KKD testi, organizmay1 etkileyen ajanlarin sitogenetik etkilerini belirlemek amaciyla
kullanildig1 gibi, kanser ve bazi genetik hastaliklarin tan1 ve takibi i¢in yapilabilecek
tarama ¢alismalarinda da gilivenle kullanilmaktadir. DNA’nin zarar gordiigii durumlarda,
kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmadan, hiicrede KKD oran1 artmaktadir
(Faed, 1983; Wilson 111 ve Thompson, 2007). Bu ¢alismada her ii¢ nanopartikiiliin de KKD
olusumunu konsantrasyona bagli olarak arttirdigi belirlenmistir. KKD olusumunda
gozlenen artisglarm hem SiO2, hem de CuO NP’leri i¢in, tiim uygulama
konsantrasyonlarinda, negatif ve ¢6ziicii kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir. KKD frekansinda gozlenen artisin, Fe;Os NP’leri’nin 24 saatlik
uygulamasinda sadece en yiiksek konsantrasyonda (312,500 pg/mL), 48 saatlik
uygulamasinda ise en yiiksek iki konsantrasyonda (312,500 ve 156,250 pg/mL) her iki
kontrol grubuna gore anlamli oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, bu ¢alismada kullanilan
SiO2, CuO ve Fe203 NP’lerinin KKD frekansini arttirdigini gostermektedir. KKD, replike
olmus genetik materyalde, mutajenlerin olusturdugu hasar1 ve S fazinda homolog
rekombinasyon yolu ile ger¢eklesen DNA onarimini yansitmaktadir (Kontas ve digerleri,
2011). Dolayzst ile bu ¢aligmada test materyali olarak kullanilan NP'lerin S fazin etkiledigi
diistiniilmektedir. Kromozom anormalliklerinde en fazla kromatit kiriginin gozlenmis

olmasi da bu etkiyi desteklemektedir.

KKD testi kullanilarak, kardes kromatitlerde meydana gelen degisimler belirlendigi gibi,
hiicre dongiisii ilerlemesinin indirekt gostergesi olan replikasyon indeksi de
belirlenebilmektedir. DNA sentezinin inhibe edildigi durumlarda sitokinetik indeksin bir
belirteci olan RI degeri azalmaktadir (Lazutka ve Margolin, 1991; M’Bemba-Meka ve
digerleri, 2007). Replikasyon indeksine ek olarak, sitotoksisiteyi belirleyen bir diger
parametre de mitotik indekstir (Rojas ve digerleri, 1993). Mitotik indeks, hiicre

proliferasyonunun ve sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan 6nemli gostergelerden biri
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olup, sitogenetik bir test olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Eroglu, Eroglu ve
Ilbas, 2007; Battal ve digerleri, 2015). Mitotik indeksteki degisiklikler, hiicre
proliferasyonunun etkilendigini gostermektedir. Mitotik indeksteki azalmanin, hiicrelerin
mitoza girmesini saglayan G2 sathasinin engellenmesinden dolay1r ya da ATP seviyesinde
azalmadan ve enerji liretim merkezindeki bozukluktan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
DNA sentezinin engellenmesi, DNA sentezi i¢in gerekli ve ig olusumundan sorumlu olan
enzimlerin baskilanmasi gibi durumlarda da mitotik indekste diisiis goézlenmektedir
(Hidalgo, Gonzalez-Reyes, Navas ve Garcia-Herdugo, 1989; Yiizbasioglu ve digerleri,
2006). Bu tez ¢calismasinda incelenen SiO2 ve Fe2O3 NP'leri replikasyon indeksinde dnemli
bir degisiklige neden olmaz iken, mitotik indekste bir azalmaya sebep olmustur. CuO
NP'lerinin, hem replikasyon indeksinde, hem de mitotik indekste (24 saatlik uygulamada
25 pg/mL hari¢) bir azalmaya sebep oldugu goézlenmistir. Mitotik indekste gozlenen
azalmalar, her {li¢ test materyali i¢in de, 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda, uygulama
stiresine bagli olarak énemli derecede artmaktadir. Bu sonuglar CuO NP'leri basta olmak
iizere her ii¢ NP'iin de sitotoksik etki olusturdugunu gostermektedir. MI’te gdzlenen
azalmalar, bu nanopartikiillerin hiicre proliferasyonu i¢in gerekli enzimleri ve proteinleri
inhibe etmesinden ya da mitokondriyal disfonksiyona yol agmasindan kaynaklanmis

olabilir (Hidalgo ve digerleri, 1989; Yiizbasioglu ve digerleri, 2006).

Kromozom anormallikleri ve kardes kromatit degisimi testi, genotoksisitenin tespitinde
kullanilan hassas testlerdir. Her ne kadar KKD testi KA testi gibi kanser riskini ortaya
koyabilecek hassasiyette olmasa da, genotoksisitenin bir gostergesi olarak siklikla
kullanilmaktadir. Bu iki testin uygulanmasi ve elde edilen preparatlarin taranarak verilerin
degerlendirilmesi, ¢ok fazla zaman almakta ve c¢ok fazla emek gerektirmektedir. Bu
nedenle nanopartikiillerin olast toksik etkilerini belirlemede bu testlerin uygulandig
olduk¢a az sayida c¢alisma mevcuttur. In vitro insan periferal lenfositlerinde 10-50 nm
araliginda kiiresel formdaki 3 farkli (vinil ve aminopropil vinil kapli ve herhangi bir madde
ile kapli olmayan) amorf silika NP'leri (10, 25, 50 ve 100 pg/mL) kullanilarak yapilan bir
arastirmada olas1 genotoksik etki belirlenmeye c¢alisilmistir. Yiizey modifikasyonu
yapilmis silika NP'leri ile herhangi bir sitotoksik ve genotoksik etki gozlenmez iken,
modifiye edilmemis silika NP'leri ile toksik etki gdzlenmistir. Ayn1 boyut ve sekilde
olmalarma ragmen farkli toksik etki gostermelerinin, NP'lerin kapli olduklart maddelere
bagli olarak hiicresel baglanma durumlarinin farkli olmasindan kaynaklandigi ileri

striilmiistiir. Ayrica her ii¢ silika NP'liniin de mitotik indekste konsantrasyona bagli bir
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azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Mitotik indekste gozlenen diisiislerin, silika
NP'lerinin hiicre dongiisiiniin ilerleyisini G1-S fazinda konsantrasyona bagli olarak bloke
etmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Lankoff ve digerleri, 2013). 6, 20 ve 50 nm
boyutundaki silika NP'leri (150 pg/mL) kullanilarak in vitro insan periferal lenfositlerinden
izole edilen mononiikleer hiicrelerde KKD testinin yapildigi bir ¢alismada, nanopartikiil
boyutuna bagli olarak KKD frekansinin arttigi belirlenmistir. Ayrica mitotik indeks ve
replikasyon indeksinde de kontrole kiyasla diisiis gbzlenmistir. Sonug olarak, silika
NP'lerinin monontikleer hiicrelerde boyuta bagli olarak degiskenlik gosteren genotoksik ve
sitotoksik etki yaptigi rapor edilmistir (Battal ve digerleri, 2015). TiO2 ve Al2O3 NP’lerinin
genotoksik etkilerinin Cin hamster ovaryum hiicrelerinde KKD testi ile arastirildigi bir
caligmada, TiO2 NP’lerinin KKD frekansini 6énemli 6lgiide arttirdigi, Al,03 NP’lerinin ise
KKD frekansini etkilemedigi bildirilmistir (Di Virgilio ve digerleri, 2010). Seryum oksit
(CeO2) NP'lerinin insan lens epitel hiicrelerinde KKD frekansini etkilemedigi, hatta bu
nanopartikiillerin ~ antioksidan 0Ozellik gostermesi nedeniyle katarak tedavisinde

kullanilabilecegi ifade edilmistir (Piercionek ve digerleri, 2010).

Yiizeyi PEG (10-30 nm) ve PEI (10 nm) ile kapli manyetik demir oksit nanopartikiillerinin
in vitro Cin hamster akciger hiicrelerinde (CHL) 2 ve 24 saatlik uygulamasi sonucunda KA
frekansinda bir artis gozlenmediginden, bu partikiillerin klastojenik etkisinin olmadigi
ifade edilmistir. Fakat, PEG ile kapli olan NP'lerin (10 ve 30 nm) Ames testi sonucunda
mutajenik olduklar1 ve mutajenik etkinin kiigiik boyutlu NP'lerde (10 nm) daha giiclii
oldugu belirlenmis, bu nanopartikiillerin mutajenik etkisinin boyuta ve yiizey kaplamasina
gore degistigi vurgulanmustir. Bu veriler NP'lerin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinin,
onlarin genotoksisitesinin belirlenmesi agisindan énemli oldugunu gostermektedir. Bu tiir
sonuglara dayanilarak demir oksit nanopartikiilleri farkli maddeler ile kaplanarak, teshis ve
tedavide kullanilmaktadir (Liu ve digerleri, 2014). Bu tez c¢alismasinda kullanilan Fe2Os3
nanopartikiillerinin toksik potansiyeli de olduk¢a azdir, bunun sebebi, kullanilan
konsantrasyonlarin lethal dozdan oldukga diisiik olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Fakat
yine de nanopartikiillerin ¢oziinemedikleri ve zamanla viicutta birikebilecegi dikkate
alindiginda, medikal alanda ¢okg¢a kullanilmalari, tartismaya agik bir durum arz etmektedir.
Gerek bu tez c¢alismasinda elde edilen bulgular ve gerekse literatiirde mevcut olan
arastirma sonuglarinda, nanopartikiillerin kromozom anormallikleri ve kardes kromatit
degisimlerine neden olabilecegini gosteren ve genotoksik risk tasidigini ifade eden

aragtirmalarin yaninda, bunun tam tersine, nanopartikiillerin genotoksik risk tasimadigini
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ve hatta antioksidan etkili olmasi nedeniyle ¢esitli hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilecegini gosteren caligsmalarin oldugu da goriilmektedir.

Giivenilirligi ve tekrar edilebilirligi yiiksek olmasi nedeniyle, genotoksik etkilerin
tespitinde kullanilan ve bu tez ¢alismasinda da tercih edilen bir diger metot mikroniikleus
testidir. Bintikleat hiicrelerde ana c¢ekirdekten bagimsiz olarak sitoplazmada gozlenen
kiiciik ekstra yapilarin (mikroniikleus) tespit edildigi bu teknik, kanser belirteci olarak da
siklikla kullanilmaktadir (Fenech, 2002; Bonassi ve digerleri, 2007). Yapilan bilimsel bir
arastirmada, amorf silika NP'lerinin farkli ebatlarinin (15 ve 55 nm) in vitro insan periferal
lenfositlerinde ve in vivo Wistar ratlardaki etkileri MN testi ile degerlendirilmistir. In vitro
kosullarda MN frekansinda bir artis gozlenmez iken, in vivo kosullarda MN frekansinda
artis gozlenmistir. Silika NP'lerinin inflamatuar hiicre kaynakli oksidanlarin serbest
birakilmas ile sekonder genotoksisiteyi baslattigi diistiniilmektedir. Yangiya bagli olarak
artan notrofilik sizma ile karacigerde nekroz ve apoptotik hiicreler olusarak, inflamatuar
belirteci olan TNF (tiim6r nekrozu faktor) ve IL-6’nin (interlokin-6) plazmada artis
gosterdigi ve boylece genetik hasarlar olusturdugu diisiiniilmektedir (Downs ve digerleri,
2012). 20 ve 50 nm boyutundaki silika NP'leri kullanilarak in vitro insan periferal
lenfositlerinden izole edilen mononiikleer hiicrelerde MN frekansinin boyuta bagl olarak
degistigi belirlenmistir. En kii¢iik boyuttaki (6 nm) NP'lerin diger NP'lere gore (20 ve 50
nm) daha toksik oldugu tespit edilmis ve boyut azaldik¢a ylizey alaninin artisgina baglh
olarak genotoksisitenin arttig1 ifade edilmistir (Battal ve digerleri, 2015). 16, 60 ve 104 nm
boyutundaki silika NP'leri kullanilarak, A549 hiicrelerinde yapilan ¢alismada ise MN
teknigi ile onemli bir toksik etki gozlenmemistir (Gonzalez ve digerleri, 2010). A549
akciger karsinoma hiicrelerinde farkli boyutlarda (12-174 nm) amorf silika NP'leri
kullanilarak, serum varligi ve yoklugunda MN testinin uygulandigi bir ¢alismada, MN
frekansinda artis oldugu rapor edilmistir (Gonzalez ve digerleri, 2015). Ratlarda in vivo
kosullarda 5, 10, 20 mg/kg'lik SiO2 NP'lerinin uygulandig1 calismada sar1 kemik iligi ve
kolonda MN testi uygulanmis fakat her iki dokuda da onemli bir atis gozlenmemistir.
Sadece kolonda en diisiik dozda (5 mg/kg) onemli bir artis tespit edilmistir. Bu sonucun,
disik dozun daha az aglomera olmasina bagli olarak hiicreye rahat alinmasindan
kaynaklandigi disiiniilmektedir (Tarantini ve digerleri, 2015). Yine fare noral hiicre
kiiltiirtinde (N2A), 30 ve 40 nm boyutundaki CuO NP'lerinin farkli konsantrasyonlari
(12,5, 25, 50 ve 100 pg/mL) ile yapilan bir ¢aligmada, MN frekansinda artis tespit

edilmistir. Arastirmacilar CuO NP'lerinin genotoksisitesinin oksidatif stres ve lipit



77

peroksidasyonu yolu ile olustugunu ifade etmislerdir (Perreault ve digerleri, 2012). Benzer
sekilde maymun bobrek hiicrelerinin kullanildigr bir arastirmada da demir oksit,
aliminyum oksit ve bakir NP'lerinin genotoksik etkileri MN testi ile incelenmistir. Demir
ve aliiminyum oksit NP'leri ile sitotoksik ve genotoksik etki gozlenmez iken, Cu NP'lerinin
MN frekansinda artis olusturdugu tespit edilmistir. Cu NP'lerinin ROT (reaktif oksijen
tirleri) tretimine bagli olarak genotoksik hasari arttirdigi ifade edilmistir (Sadiq ve
digerleri, 2015). 10 ve 30 nm boyutundaki yiizeyi PEG ve 10 nm yiizeyi PEI ile kapli olan
demir oksit nanopartikiillerinin toksisitesi in vivo kosullarda MN testi kullanilarak
incelendiginde, PEG ile kapli olanlarin kii¢iik boyutlularinin daha genotoksik oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar mutajenitenin ylizey kaplamasi ve boyutuna bagli oldugunu
desteklemektedir (Liu ve digerleri, 2014). Bu tez g¢alismasinda, SiO., CuO ve Fe»O3
NP'lerinin  kiiltirdeki insan periferal lenfositlerine uygulanmasi ile mikroniikleus
frekansinda konsantrasyona bagli bir artis gdzlenmistir. Mikroniikleus frekansinda
gozlenen bu artiglarin, silika NP'lerinde en yiiksek {i¢ konsantrasyonda (50, 250 ve 1000
pg/mL), CuO NP'lerinde en yiiksek iki konsantrasyonda (75 ve 100 pg/mL), Fe2O3
NP'lerinde ise sadece en yiiksek konsantrasyonda (312,500 pg/mL) her iki kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen
veriler bir biitiin halinde degerlendirildiginde, SiO, ve Fe2Os NP'lerinin genotoksisite test
sonuglari (KA, KKD ve MN) kendi arasinda paralellik gostermektedir. Dolayisiyla, bu
nanopartikiiller hem klastojenik ve hem de klastojenik/anojenik etkiler gostermislerdir.
Diger yandan, CuO NP'lerinin toksik etkileri biraz daha farkl: bir durum sergilemektedir.
CuO NP'lerinin uygulandig: lenfositlerde tiim konsantrasyonlarin ve uygulama siirelerinin
KA ve KKD frekansinda anlamli artislar gdstermesi fakat MN frekansinda sadece en
yiiksek iki konsantrasyonda (75 ve 100 pg/mL) anlamlhi diizeyde artmis olmasi, bu
partikiillerin daha ziyade klastojenik etkili oldugunu desteklemektedir.

Lenfositlerde sitotoksisite belirlenmesinde indikator olarak kullanilan bir diger belirteg
niikleer boliinme indeksidir. Fazla kromozom hasari tasiyan hiicrelerin hiicre boliinmesi
gecirmeden apoptoza ugramasi ya da daha az hiicre boliinmesi gecgirmesi olasidir.
Sitokinezin engellendigi durumda, hiicreler bolinme gecirmez ise tek ¢ekirdekli
(mononiikleat) olarak kalirlar ve NBI degeri 1.0 olur. Eger tiim canli hiicreler bir kez
boliiniirse iki ¢ekirdekli (biniikleat) hiicreler meydana gelir ve NBI degeri 2.0 olur. NBI
2.0’den biiyiik oldugu durumda ise hiicrelerin birden fazla niikleer béliinme gegirdigi ve

2’den fazla ¢ekirdeklerinin bulundugu belirlenmis olur (Fenech, 2007; Ionescu ve
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digerleri, 2011). Bu ¢alismada, SiO2 ve CuO NP'leri ile niikleer boliinme indeksinde
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma gozlenirken, Fe,O3 NP'lerinin niikleer

boliinme indeksini etkilemedigi belirlenmistir.

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli aktarilabilmesi i¢in DNA yapisinin korunmasi son
derece Onemlidir. Bu nedenle canlilarda spesifik onarim sistemleri bulunmaktadir.
Hiicrelerde meydana gelen DNA hasarn diisiik seviyede oldugunda tamir sistemleri
tarafindan onarilirken, agir hasarlar apoptotik mekanizmalar1 uyararak hiicre Sliimiine
sebep olur (Choi ve digerleri, 2008; Marano ve digerleri, 2011; Wang ve digerleri, 2012;
Lanone ve Boczkowski, 2006; AshaRani ve digerleri, 2009; Doak ve digerleri, 2012). Bu
nedenle DNA'nin biitiinliigliniin korunmas1 acisindan, kimyasallarin olusturdugu DNA
hasarini hassas bir sekilde belirleyen teknikler giiniimiizde biiyiik 6nem kazanmistir. DNA
hasarint saptayip, olusan hasarin diizeyini belirlemekte son yillarda sikg¢a kullanilan
tekniklerden biri de comettir (Dinger ve Kankaya, 2010; Mamur ve digerleri, 2012; Unal
ve digerleri, 2013; Yiizbasioglu ve digerleri, 2014). Comet testi, tekrarlanabilir olmasi,
dogru ve hizli sonuglar vermesi nedeniyle, NP'lerin toksisitesinin belirlenmesinde de
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da SiO., CuO ve Fe>Os NP'lerinin insan
lenfositlerinde primer DNA hasar1 iizerindeki etkileri comet testi ile belirlenmis ve
sonuglar kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu parametreleri ile degerlendirilmistir. izole

lenfositler, ii¢ farkli nanopartikiil ile 2 ve 3 saat muamele edilmistir.

Comet testi sonucunda, SiO2 NP'lerinin tiim konsantrasyonlarinin 2 ve 3 saatlik
uygulamasinin, kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugunda, kontrole gore istatistiksel
olarak anlaml1 bir artisa sebep oldugu gozlenmistir. Coziicii kontrol ile kiyaslandiginda, 2
saatlik uygulamada kuyruk yogunlugunun en diisiik iki konsantrasyonda (10 ve 50 pg/mL),
kuyruk uzunlugunun ise tiim konsantrasyonlarda istatistiksel agidan anlamli bir artis
gosterdigi belirlenmistir. 3 saatlik uygulamada, her iki parametrede de istatistiksel agidan
anlamli bir artis gozlenmistir. CuO NP’leri de izole insan lenfositlerinde hem 2 ve hem de
3 saatlik uygulama siiresinde, tiim konsantrasyonlarda, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
uzunlugunda, kontrol ve ¢oziicli kontrole kiyasla anlamli bir artisa sebep olmustur. Fe2O3
NP'leri de tiim konsantrasyonlarda, hem 2 ve hem de 3 saatlik muamele siiresinde, kuyruk
uzunlugunda ve kuyruk yogunlugunda artislara neden olmustur. Bu artig, kuyruk
uzunlugunda, 2 ve 3 saatlik muamele siiresinde, tiim konsantrasyonlarda her iki kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeydedir. Kuyruk yogunlugunda ise, 2 saatlik
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uygulamada sadece en yiiksek konsantrasyonda (312,500 pg/mL) her iki kontrol grubuna
gore anlamli bir artig gozlenirken, 3 saatlik uygulamada kontrole gore en yiiksek {i¢
konsantrasyonda (78,125; 156,250 ve 312, 500 pg/mL), ¢oziicii kontrole goére ise en
yiiksek iki konsantrasyonda (156,250 ve 312, 500 png/mL) istatistiksel olarak anlamli bir

artis belirlenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan nanopartikiiller ile, daha once farkl: tiirlerden elde edilen cesitli
hiicre tiplerinde ¢ok sayida comet c¢alismasi yapilmistir (Bhattacharya ve digerleri, 2009;
Downs ve digerleri, 2012; Lankoff ve digerleri, 2013; Gonzalez ve digerleri 2010; Gong ve
digerleri, 2012; Choi ve digerleri, 2011; Barnes ve digerleri, 2008; Midander ve digerleri,
2009; Karlsson ve digerleri, 2008; Karlsson ve digerleri, 2009; Wang ve digerleri, 2012;
Alarifi ve digerleri, 2013; Di Bucchianico ve digerleri, 2013; Freyria ve digerleri, 2012;
Guichard ve digerleri, 2012; Sing ve digerleri, 2013; Auffon ve digerleri, 2009; Battal ve
digerleri, 2015; Sadiq ve digerleri, 2015; Tarantini ve digerleri, 2015). Biitiin bu
caligmalar, comet testinin nanopartikiillerin genotoksik etkilerini belirlemede ¢okga
kullanildigin1 ve cometin giivenilir bir test oldugunu desteklemektedir. Literatiir verilerine
gore farkli organizmalarda, degisik doku ve organlarda uygulanan comet testi ile CuO
NP'lerinin genel olarak DNA hasari olusturdugu, Fe.O3z NP'lerinin uygulanmasi ile DNA
hasar1 gozlenmedigi, SiO2 NP'lerinin uygulanmasi ile DNA hasarinin az miktarda

g6zlendigi belirlenmistir (Karlsson, 2010; Golbamaki ve digerleri, 2015).

15, 30 ve 100 nm boyutundaki SiO2 NP'leri ile mikro boyuttaki SiO2'ler kullanilarak insan
epidermal keratinosit hiicrelerinde bir toksisite ¢alismasi yapilmistir. Comet testi ile 2,5; 5
ve 10 pg/mL'lik konsantrasyonlarin 24 saatlik uygulamasimin ROT artisina bagli olarak
DNA hasar1 olusturdugu belirlenmistir (Gong ve digerleri, 2012). In vitro fare lenfoma
hiicre hatt1 ve insan bronsial epitel hiicrelerinde, 10 nm boyutundaki silika nanopartikiilleri
kullanilarak yapilan ¢aligmada, karaciger hasar1 ve inflamasyon gozlenmistir. Bu NP'lerin
birincil DNA hasar1 ve sitotoksik etki olusturdugu, fakat mutajeniteye neden olmadigi

vurgulanmistir (Choi ve digerleri, 2011).

In vitro insan periferal lenfositlerinde 3 farkli formdaki silika nanopartikiilii ile (vinil kapli,
aminopropil vinil kapli ve herhangi bir madde ile kaplanmamis), 10-50 nm araliginda,
kiiresel formdaki amorf silika NP'lerinin 10, 25, 50 ve 100 pg/mL'lik konsantrasyonlarinin

lenfositlerde DNA hasar1 olusturmadigi belirlenmistir (Lankoff ve digerleri, 2013). Bu
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negatif sonuglarin, deneysel kosullarin farkliligindan (boyut, konsantrasyon ve yiizey

yapisi vb.) kaynaklanabilecegi ifade edilmistir.

CuO NP’lerinin 10-100 nm arasindaki boyutlarinin, A549 hiicrelerinde, DNA hasarin1
indiikledigi comet testi ile belirlenmigtir. CuO NP'lerinin oksidatif stresi ve buna baglh
olarak reaktif oksijen tiirlerini arttirdig1 ve olusan serbest radikallerin DNA’ya baglanarak
hasar olusturdugu vurgulanmistir. Maruziyet siiresinin artisina baglh olarak, olusan hasarin
siddetinin arttig1 da tespit edilmistir. Ayrica CuO NP'lerinin niikleus ve mitokondride
bulundugu da gézlenmistir. Bu nedenle, CuO NP'lerinin endositoz sonucunda mitokondri
depolarizasyonunu ve ROT'u arttirdig1, takiben p38 ve p53 aktivitesini arttirarak, DNA
hasar1 olusturdugu diistintilmektedir (Wang ve digerleri, 2012).

Fare makrofajlarinda ve insan periferal lenfositlerinde, dort farkli formdaki (sekilsiz, kiire,
cubuk ve ig seklinde) CuO NP'lerinin farkli (0,1; 1 ve 10 pg/mL) konsantrasyonlari
kullanilarak, 2 ve 24 saatlik uygulamalari yapilmistir. Comet testi ile, CuO NP'lerinin
uygulama siiresine ve konsantrasyona bagli olarak DNA hasarini arttirdig1 belirlenmis ve
bu durumun oksidatif stresten kaynaklandigi ifade edilmistir. S6z konusu ¢alismada elde
edilen sonuglar, kullanilan konsantrasyonlar dikkate alinarak degerlendirildiginde, CuO
NP'lerinin ne kadar toksik oldugu daha iyi anlasilmaktadir (Di Bucchianico ve digerleri,
2013). 50 nm boyutundaki CuO NP'leri ile insan epidermal keratinosit hiicre hattinda
yapilan bir ¢aligmada, DNA hasarinda artis ve hiicre canlilifinda azalma oldugu
gozlenmistir. Bu etkilerin, oksidatif strese bagli olarak olustugu vurgulanmistir (Alarifi ve

digerleri, 2013).

TiO2 ve Fe203 (< 100 nm) NP'lerinin insan akciger fibroblast ve insan bronsial epitel
hiicrelerindeki etkilerinin incelendigi bir arastirmada, her iki nanopartikiiliin de sitozolde
niikleusa yakin yerlerde bulundugu, fakat niikleus ve diger organellerde bulunmadig:
belirlenmistir. Bu sonuglar, ¢alismada kullanilan NP'lerin direkt DNA ile etkilesime
girmedigini gostermektedir. Fe;O3 NP'lerinin DNA kgt olusturdugu, fakat TiO2
NP'lerinin bdyle bir anormallik olusturmadigi rapor edilmistir. TiO2 NP'lerinin Fe2Os
NP'lerine kiyasla daha az genotoksik risk olusturmasinin, yiizey yikleri ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir (Bhattacharya ve digerleri, 2009). Fakat genotoksik etkide
birincil etken kimyasal yapidir (Yang ve digerleri, 2009), dolayisiyla bu farkliligin temel

sebebi iki farkli madde olmalarindan kaynaklanabilir.
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Amorf ve kiiresel formda ve 13 nm uzunlugundaki Al2O3 NP'leri ile, 12 nm uzunlugundaki
SiO2 NP'leri (200 ve 400 pg/mL) kullanilarak fare makrofaj hiicre hattinda bir
genotoksisite ¢alismasi yapilmistir. Hiicre canlilifi, MN ve comet testlerinin uygulandigi
bu calismada, niikleus ve DNA hasar1 gézlenmistir. Niikleusta az miktarda, sitoplazmada
ise ¢ok az miktarda NP'lere rastlanmigtir (Hashimoto ve Imazato, 2015). NP'lerin niikleusta

da gozlenmis olmasi, genotoksik etkinin olusumu agisindan oldukca dnemlidir.

Nanopartikiillerin solunum yolu ile organizma i¢ine girme potansiyelleri, biiyiik boyutta
olan maddelere kiyasla daha yiiksek ve daha toksiktir. Yapilan ¢alismalar NP'lerin astim,
bronsit ya da diger solunum yolu enfeksiyonlarinin olusumunu etkiledigi yoniindedir (Soto
ve digerleri, 2007). Insan solunum sisteminde bir NP'iin yarilanma &mrii ortalama 700
giindiir. Bir NP solunduktan sonra akcigerin farkli bolgelerinde depolanir. Bu maddelerin
transferi ve dagilimi, solunum sisteminin anatomisi, hava akist modeli ve partikiiliin
karakteri olmak {lizere ii¢ faktore baglhidir. Genellikle biiyiik partikiiller (5-30 pm)
nazofarinksal bolgede ¢Okerken, kiigiik olan NP'ler alveollere ge¢mektedir (Rahi ve
digerleri, 2014). NP'ler insan viicudu igin yabanci bir materyaldir ve bu nedenle NP'ler
insan viicudunda akciger hasari, oksidatif stres, inflamasyon, fibrosis ve genotoksisite gibi
hasarlar olusturabilirler. Bu hasarlar, solunum hastaliklarin1 artirmakta ve hatta diger
dokular1 da yaralamaktadir (Lu, Zhu, Chen ve Liu, 2014). NP’lerin solunum sisteminde
oldukg¢a uzun siire kalmasi da goz 6niinde bulunduruldugunda, tehlikenin boyutu daha net

ortaya ¢ikmaktadir.

Glimiis (15 nm), molibden (30 nm) ve aliiminyum (30 nm) nanopartikiiller1 kullanilarak
iireme hiicrelerinde toksisitenin arastirildigi bir calismada, NP’lerin sitotoksik etki
olusturduklar1 ve gametogenezi etkiledikleri belirlenmistir (Braydich-Stolle ve digerleri,
2005). Kompleks bir siire¢ olmas1 ve canliligin saglikli bir sekilde devaminin saglanmasi
bakimindan gametogenez sirasinda hiicre sagliginin korunmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
NP'lerin ve ozellikle glimiis nanopartikiillerinin gametogenezi olumsuz yonde etkiliyor
olmas1 oldukga dikkat ¢ekicidir. Cilinkii giimiis nanopartikiilleri, antimikrobiyal etkisinden
dolayr medikal alanda, ev aletlerinde ve bebek kiyafeti ve oyuncaklarinda c¢okca

kullanilmaktadir.

Kobalt kromiyum nanopartikiillerinin (29,5+6,3 nm) insan fibroblast hiicrelerinde, zardaki

sinyal gecis proteinlerini kullanarak, zarda bir zarar olusturmadan DNA hasarina sebep
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oldugu belirlenmistir (Bhabra ve digerleri, 2009). Nanopartikiillerin, viicudun savunma
sistemini devre dis1 birakarak DNA hasari olusturabilmesi, insan ve tiim canlilarin sagligi
acisindan oldukga trkiitiicii bir durumdur. Metal oksitler ¢oziinemedikleri i¢in aglomera
olmakta ve hiicre icinde birikerek toksik etki olusturabilmektedir (Bhabra ve digerleri,

2009; Singh ve digerleri, 2009).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan ve ticari olarak temin edilen CuO ve SiO2 NP'lerinin ayni1
konsantrasyonlar1 kullanilarak Calbay (Calbay, 2014) tarafindan sogan kok uclarinda
Allium cepa testi uygulanmistir. Bu test, mitotik indeksteki degisikliklerle birlikte, mitoz
boliinmede olusan anormalliklerin tespitine imkan saglamakta ve Birlesik Devletler Cevre
Koruma Ajans1 Genetik Toksikoloji programi (US-EPA-Gene-Tox) tarafindan g¢evresel
risklerin degerlendirilmesinde giivenilir bir test olarak kabul edilmektedir. Yapilan ¢alisma
sonucunda, her iki nanopartikiiliin genel olarak mitotik indekste diisiise neden oldugu
belirlenmis, tiim uygulama siirelerinde ve tiim konsantrasyonlarda kromozomal anormallik
frekansinda artig oldugu rapor edilmistir. Bu sonuclar, NP'lerin bitkilerde de toksik etkiler
olugturdugunu ve hem CuO ve hem de SiO2 NP'lerinin Allium cepa da sitotoksik ve
genotoksik etkili oldugunu gostermektedir. Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar,
Calbay (2014) tarafindan yapilan calisma sonuglari ile genel anlamda uygunluk

gostermektedir.

Alliminyum ve seryum oksit ile yapilan ¢aligmalarda da nanopartikiillerin bitkilerde
genetik hasarlar olusturdugu bildirilmistir. Aliminyum NP'leri ile 5 farkli bitki tiirinde
(lahana, salatalik, misir, soya fasulyesi ve havug) yapilan ¢alismada, fenantren ile kaph
olan ve kapli olmayan nanopartikiillerin bitkilerde toksik etkili oldugu ve bu etkinin yiizey
modifikasyonlarina bagli olarak farklilik gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, fenantren ile
kaplhilik derecesi artikga (10,0%, 100,0% ve 432,4%) kok uglarindaki uzamanin
baskilandig1 belirlenmistir (Yang ve digerleri, 2005). 7 nm'lik CeO2 ve 8 nm’lik ZnO
kullanilarak soya fasulyesinde yapilan farkli bir ¢alisma da NP’lerin bitkinin gelisimini
etkilemeden, DNA hasar1 ve mutasyona neden oldugu rapor edilmistir (Lopez Moreno ve
digerleri, 2010).

Nanopartikiillerin oldukga toksik oldugunu belirten ¢alismalarin yaninda, toksik etkilerinin
bulunmadig ve hatta bir antioksidan gibi davrandigini rapor eden caligmalar da mevcuttur.

Silika NP'leri ile A549 hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada, bu nanopartikiillerin genotoksik
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bir etkisinin olmadigi ve biyomedikal alanda belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(Jin ve digerleri, 2007). Benzer sekilde CeO» nanopartikiillerinin de katarakt tedavisinde

kullanilabilecegi rapor edilmistir (Piercionek ve digerleri, 2010).

Nanopartikiiller beyin kanseri gibi bazi rahatsizliklarin tedavisinde ve hedef dokuya ilag
saliniminda ¢okca kullanilmaktadir. Boylece kemoterapi ve radyoterapiden farkli olarak
sadece ilgili dokuya kontrollii olarak ila¢ salinimi hedeflenmektedir. Nanopartikiiller,
beyin kan bariyerinden gegebilecek kadar kiigiik olduklarindan hedef dokuya ulagsmalari
kolaydir (Shilo ve digerleri, 2015). Bu nedenle, beyin kanseri tedavisinde Fe;Os NP’leri
siklikla kullanilmaktadir (Koo ve digerleri, 2006; Tiirk-Sengel, Hasgigek ve Goniil, 2007;
Kocaefe, 2007). Fakat bu tiir tedaviler uygulanirken NP’lerin genotoksisitesi dikkate
alinmamaktadir. Bu nedenle hedef dokuya yonelik ve 6zellikle beyine yonelik tedavilerde
NP'lerden yararlanirken kar-zarar iligkisinin iyi degerlendirilmesi gerekmektedir. ROT
iiretimi, demir oksit nanopartikiillerinin toksisitesinin bir mekanizmasidir. Beyin,
oksitlenebilir doymamis yag asidi igerdiginden ve antioksidan enzim yetersizliginden
dolay1, diger organlara gore, ROT hasarma karsi daha savunmasizdir. Ayrica oksidatif
stres Parkinson, Alzheimer ve Huntingon gibi ndrodejenaratif hastaliklarin da sebebidir
(Valdiglesias ve digerleri, 2015). Bu nedenle olduk¢a savunmasiz olmasina ragmen, beyin
kanseri tedavisinde NP'lerin kullaniliyor olmasi olduk¢a ¢eliskili bir durum

olusturmaktadir.

Nanopartikiillerin etki mekanizmas1 konusunda c¢esitli goriisler mevcuttur. Bu goriisler
birlikte degerlendirildiginde, nanopartikiillerin meydana getirdigi genetik hasarlarin,
primer (direkt, indirekt) ve sekonder olmak {izere iki esas mekanizma ile olusturuldugu
ifade edilmektedir. Primer etki nanopartikiillerin direkt ya da indirekt olarak DNA ile
etkilesime girmesi sonunda meydana gelmektedir. NP’lerin niikleus igerisine yerleserek
DNA molekiiliiyle etkilesime girip, genetik materyalde hasar olusturmasi direkt etki olarak
tanimlanmaktadir. NP'ler, interfazda hiicre dongiileri boyunca niikleer pordan gecerek ya
da mitoz sirasinda cekirdek zarinin parcalanmasindan sonra direkt olarak DNA ile
etkilesime gecgebilmekte, DNA'ya baglanmakta, hasar olusturmakta ve replikasyon ile
transkripsiyonu etkileyebilmektedir (Golbamaki ve digerleri, 2015; Magdolenova ve
digerleri, 2014; Doak ve digerleri, 2012). NP’lerinin ¢ekirdek zarmi gegerek, DNA ile
direkt etkilesime girdigi ve irreversible DNA hasar1 olusturduguna dair ¢ok sayida galisma
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mevcuttur (Karlsson ve digerleri, 2008; Ahamed ve digerleri, 2010; Jose ve digerleri,
2011; Choi ve digerleri, 2011; Wang ve digerleri, 2012; Hashimoto ve Imazato, 2015).

Nanopartikiillerin indirekt etkisi, ¢ogunlukla, hiicre boliinmesinin bilesenleri olan araci
biyomolekiiller vasitasiyla olusturulur. Kromozomlarin mekanik ayrilmasi i¢in gerekli
proteinlerde, DNA tamir enzimlerinde, hiicre dongiisiinde goérev alan proteinlerde ya da
kromozom replikasyonunda etkili bilesenlerde de hasarlar ortaya ¢ikabilir. Indirekt etki
ayrica, oksidatif stres olusumundan da kaynaklanmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, NP'lerin
genetik hasar olusturmadaki temel mekanizmasinin oksidatif stresin indiiklenmesine bagl
olarak meydana gelen ROT'leri oldugu vurgulanmaktadir (Golbamaki ve digerleri, 2015;
Magdolenova ve digerleri, 2014; Doak ve digerleri, 2012). Solunumun normal bir iiriinii
olan ROT'leri, protein, lipit ve DNA gibi biyomolekiilleri kolaylikla okside etmektedir.
Oksidatif hasar1 6nlemek i¢in hiicresel antioksidanlar kullanilarak, ROT lerinin etkisi yok
edilmeye c¢alisilmaktadir. Fakat, ROT’lerinin olusumu ve hiicredeki antioksidan diizeyi
arasinda bir dengesizlik olursa, hiicrede oksidatif stres diizeyi yiikselmekte, buna bagh
olarak da DNA hasarinda artis meydana gelmektedir. Benzer sekilde antioksidan sistemin
bloke edilmesi, ROT’lerinin olugsumunu arttirarak indirek DNA hasarina neden olmaktadir
(Doak ve digerleri, 2012). Strese cevap olarak hiicreler ROT leri iiretmektedir. Ornegin Ag
NP'leri mitokondride hasara neden olarak ROT’leri liretimini artirmakta ve bu da DNA
hasarina sebep olmaktadir (Asharani ve digerleri, 2009). Seryum oksit NP'leri ile insan
akciger kanser hiicrelerinde yapilan bir calismada, NP'lerin oksidatif stres olusturarak,
glutatyon ve o tokoferol seviyesinde azalmaya, hiicre membranina zarar veren
malondialdehit ve LDH seviyesinde ise artisa sebep olarak DNA hasar1 olusturdugu
belirlenmistir (Lin ve digerleri, 2006). Benzer sekilde, CuO NP’lerinin insan larinks epitel
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri olusturdugu ve bu etkinin yaninda antioksidan savunma

sistemini de bloke ettigi tespit edilmistir (Fahmy ve Cormier, 2009).

Genotoksik etkinin sekonder mekanizmasi genellikle bir maddenin in vivo kosullarda
kronik inflamatuar yamiti indiiklemesiyle olusmaktadir. inflamasyon sonucu, maruziyet
bolgesine gelen notrofil ve makrofajlar tarafindan ROT'leri olusturularak, sekonder yolla
genetik hasarlar meydana gelebilir (Golbamaki ve digerleri, 2015; Magdolenova ve
digerleri, 2014; Doak ve digerleri, 2012). Normalde savunma sistemi patojenlere karsi
viicudu korumak icin nétrofil ve makrofajlar1 hasar bdolgesine gonderir, ancak bu

mekanizmada meydana gelebilecek hasarlar da kronik inflamasyona ve takiben oksidatif
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stres artigina ve buna bagli olarak hiicrelerde hasara neden olmaktadir (Kryston ve
digerleri, 2011). Sekonder genotoksisitede NP'ler in vitro test sistemlerinde genotoksik
potansiyel gostermeyebilirken, in vivo kosullarda kronik bagisiklik yanitini artirarak
genotoksik etki olusturabilir. Ornegin, silika nanopartikiilleri ile yapilan bir ¢calismada, in
vitro kosullarda genotoksik bir etki gozlenmez iken, bu nanopartikiillerin in vivo
kosullarda inflamatuar hiicre tiirevli oksidanlarin salinim1 yolu ile sekonder genotoksik etki

olusturdugu tespit edilmistir (Downs ve digerleri, 2012).

Bu tez calismasina da konu olan metal oksit nanopartikiillerinin temel toksisite
mekanizmasi oksidatif stres olusumunu uyarmalar ile gergeklesmektedir. Oksidatif stres
olusumuna bagl olarak, ROT iiretimi artmakta ve bu durum normal hiicresel aktiviteleri
etkilemektedir (Wang ve digerleri, 2012; Konczol ve digerleri, 2013; Laha ve digerleri,
2014; Bulcke ve digerleri, 2014; Kung ve digerleri, 2015). Bu ¢alismanin sonuglart bir
biitiin olarak degerlendirildiginde, kullanilan test materyallerinden en toksik olaninin CuO
NP'leri oldugu goriilmektedir. Nitekim yapilan bir¢ok genotoksisite calismasi da bunu
dogrular niteliktedir. Laha ve grubu (2014), insan gégiis kanseri hiicrelerinde (MCF7) CuO
nanopartikiillerinin hiicre biiylimesini inhibe ederek, otofajiye sebep oldugunu
belirlemislerdir. Bu sonuca dayanarak, CuO nanopartikiilleri ile otofaji inhibitorleri birlikte
kombinasyonlar halinde kullanildiginda, g6giis kanseri hiicrelerinde apoptosizin artacagi
ve boylece kemoterapiye direngli hiicrelerin yok edilmesinde etkili olacagi
diistiniilmektedir. Fakat bu kombinasyonun canlidaki diger saglikli hiicrelere nasil etki

edecegi bilinmemekte ve akillarda bir soru isareti olusturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Nanoteknolojide son 15 yilda yasanan gelismeler, nanopartikiillerin yaygin bir sekilde
kullanima sebep olmustur. Nanopartikiiller tip, biyomiihendislik, tekstil, elektronik,
savunma sanayi, otomotiv ve diger bir¢cok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Bina
kaplamalar1 ve boyalari, kozmetik iiriinler, kisisel bakim iiriinleri, ilag ve gen tasima
sistemleri, kalga protezleri, dis implantlari, biyosensorler, gida katkilari, bebek kiyafeti ve
oyuncaklar1 bu alanlardan bazilaridir. Nanopartikiiller ayrica gen transferi, enzim degisimi
ya da hedef dokuya kontrollii ila¢ saliniminda da kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin bu
kadar yaygin kullanilmasi, insanlarin bu partikiillere hem direkt ve hem de indirekt yollarla
maruz kalmasina sebep olmaktadir. Ancak bu maruziyetin, insan sagligi lizerinde ne tiir
etkilere neden olacagi konusunda kesin bir bilgi yoktur. Bu nedenle, son yillarda,
nanopartikiillerin toksik etkileri, Ozellikle genotoksik etkileri konusundaki endiseler
arttigindan, bu alanda yapilan caligmalarin sayis1 da giin gectikce artis gostermektedir.
Yapilan genotoksisite caligmalari, nanopartikiillerin cesitli toksik etkiler gosterdigi ve
insan saghg acisindan risk tasiyabilecegi yoOniindedir. Ancak, hem kullanilan
nanopartikiillerin c¢esitliligi ve hem de nanopartikiillerin sekil, biyiikliik, ylizey yikd,
agregasyon/aglomerasyon durumu gibi bir birinden farkli 6zellikte olan formlarimin
iretiliyor ve kullaniliyor olmasi nedeniyle, yapilan ¢alismalar bu giin i¢in ¢ok yetersiz

kalmaktadir.

Bu tez caligmasinda, ticari olarak yaygin sekilde kullanilmalarina ragmen, genotoksik
etkileri heniliz detayli sekilde incelenmemis olan bakir oksit, silika oksit ve demir oksit
nanopartikiillerinin insan lenfositlerindeki in vitro genotoksik etkileri, kromozom
anormallikleri, kardes kromatit degisimi, mikroniikleus ve comet testleri ile incelenmistir.
Bu testler, yonergeleri OECD tarafindan da yayinlanan ve DNA’da ve kromozomlarda
meydana gelen genetik degisimleri ortaya ¢ikaran testlerdir. Genetik materyaldeki hasar,
iireme hiicrelerinde gerceklesirse, direkt olarak gelecek nesilleri etkilemektedir. Somatik
hiicrelerde meydana gelen genetik hasarlar, cesitli hastaliklar ve 6zellikle kanser gelisimi
ile baglantili oldugundan, DNA ve kromozomlarda hasar olusturan ajanlarin tespiti, kanser
riskinin belirlenmesi agisindan da ¢ok Onemlidir. Bu calismada incelenen kromozom
anormallikleri, kanserin erken habercisi olarak degerlendirilmekte ve kanserin biyo-

gostergesi olarak kabul edilmektedir. Kromozomlardaki yapisal anormallikler, kKromozom
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kiriklarindan, DNA’daki onarilmamis tek ve ¢ift zincir kiriklarindan, yeni yapiya sahip
kromozomlarin olusumu ise DNA’daki zincir kiriklarinin  yanlis  onarilmasindan
kaynaklanmaktadir. Mikroniikleuslar, genotoksik ajanlarin belirlenmesinde kullanilan bir
biyomarkir olup, bu test, andjenik ve klastojenik etkiler nedeniyle kutuplara ¢ekilemeyen,
ya tam kromozom ya da kromozom fragmentlerinden olusan ve ana ¢ekirdege katilmayan
kiigiik cekirdeklerin belirlenmesini saglamaktadir. Kardes kromatit degisimi testi de,
mutajenler ve kanserojenler tarafindan olusturulan DNA hasarim1 belirlemede kullanilan
hassas bir yontem olup, bir kromozomun iki kromatitinin homolog bolgelerinden kirilarak,
kirilan parcalarin simetrik olarak yer degistirmesi ve yeniden birlesmesini gdstermektedir.
Comet testi, genotoksisitenin gostergesi olup, DNA’daki tek ve cift zincir kiriklarinin,
capraz baglarin ve alkali-label bolgelerin belirlenmesi i¢in kullanilan bir testtir. Tek bir
hiicredeki, cok diisiik diizeydeki DNA hasarlarin1 gosteriyor olmasi ve bir giin gibi kisa
stirede sonuglanabilmesi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Tiim bu testlerin, ¢ekirdek
ihtiva eden her tiirlii hiicreye uygulanabilmesi gibi 6nemli avantajlar1 vardir. Bu dort farkli
genotoksisite testinin her biri farkli bir mekanizmaya sahip olup, bunlar bir birini
tamamlayic1 niteliktedir ve incelenen nanopartikiillerin etki mekanizmasinin daha iyi
anlasilmasi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada, organizmalar i¢in onemli bir savunma
mekanizmas1 olmasi ve olusan genotoksik hasara diger dokulardan daha duyarli olmasi
nedeniyle periferal insan lenfositleri kullanilmistir. Cesitli hastaliklarin hem teshisi ve hem
de tedavisinde, nanopartikiiller viicutta dolasan kan yoluyla hedef dokulara
ulastirilmaktadir. Bu nedenle, nanopartikiillerin lenfositlerdeki toksik etkilerinin

incelenmesi bu agidan da 6nem tasimaktadir.

Bu tez calismasinda incelenen metal oksitlerden silika oksit, bakir oksit ve demir oksit
nanopartikiillerinin, insan lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatit
degisimleri ve mikroniikleus olusumlarina sebep oldugu belirlenmistir. Ayrica, comet testi
ile belirlenen primer DNA hasarlarina da neden oldugu tespit edilmistir (Cizelge 6.1). SiO2
nanopartikiillerinin tiim konsantrasyonlari, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamada,
anormal hiicre frekansi ve KA/hiicre sayisinda artiglara sebep olmustur. Bu partikiiller,
kardes kromatit sayisinda da artiglar olusturmustur. Bu partikiillerin mikroniikleus
frekansinda ve comet kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugunda da (hem 2 ve hem de 3
saatlik uygulamada) artisa sebep oldugu gdzlenmistir. Diger yandan, bu partikiiller mitotik
indekste azalmaya neden olmustur. Bakir oksit nanopartikiillerinin de tim

konsantrasyonlar1 insan lenfositlerinde, 24 ve 48 saatlik uygulamalarda, anormal hiicre
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frekansi, KA/hiicre sayist ve kardes kromatit degisiminde artisa sebep olmustur. Bu
partikiillerin, 48 saatlik uygulamasi1 mikroniikleus frekansinda da artis meydana getirmistir.
Comet testinde hem 2 saatlik ve hem de 3 saatlik uygulama, insan lenfositlerinde primer
DNA hasarinda artis olusturarak, kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugunda artisa sebep
olmustur. Mitotik indeks, her iki uygulama siiresinde ve tiim dozlarda (24 saatlik
uygulama, 25 pg/mL hari¢) diislis gostermistir. Demir oksit nanopartikiilerinin de
uygulanan tim konsantrasyonlari, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamada, anormal
hiicre frekansi, KA/hiicre sayis1 ve kardes kromatit degisiminde artiglara sebep olmustur.
Bu partikiiller, 48 saatlik uygulama sonucunda mikroniikleus frekansinda da artis
olusturmustur (39,062 pg/mL harig). Bu partikiillerin, comet testinde, hem 2 ve hem de 3
saatlik muamelede, tiim konsantrasyonlarda primer DNA hasar1 olusturdugu belirlenmistir
(Kuyruk yogunlugunda, 2 saatlik uygulama 39,062 pg/mL harig). Diger yandan demir oksit
nanopartikiillerinin tiim uygulama konsantrasyonlart ve siireleri, mitotik indekste diisiise

neden olmustur.

Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin, bu partikiillerin hiicre i¢ine alimini ve
hiicresel cevabi1 (dolayisiyla toksisitesini) etkiliyor olmasi nedeniyle, bu calismada
kullanilan test materyallerinin baz1 fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu da yapilmistir
(Cizelge 6.2). Bunun i¢in taramali elektron mikroskobu ve dinamik 151k sagilimi
kullanilmistir. Elektron mikroskobu analizi ile demir oksit nanopartikiillerinin daha ziyade
kiiresel yapida oldugu, silika ve bakir oksit nanopartikiillerinin, genel olarak kiiresel ve
kiibigimsi yapida olmalan ile birlikte, sekilsiz yapilarin da bulundugu belirlenmistir.
Elektron mikroskobundaki ortalama partikiil boyutuna goére, nanopartikiillerin biiyiikten
kiigtige dogru SiO2 > CuO > Fe;03 seklinde oldugu tespit edilmistir. Ayrica, tim
nanopartikiillerin aglomeratlar olusturdugu da goézlenmistir. Partikiillerin hidrodinamik
caplarinin da biiyiikten kiiciige dogru SiO2 > CuO > Fe20s3 seklinde siralandigi
belirlenmistir. SiO2 (-31£1 mV) ve CuO (-21+4 mV) NP’lerinin negatif yiikli oldugu, en
biiyiik zeta potansiyele sahip olan Fe2Os NP'lerinin ise pozitif yiiklii (37+0,2 mV) oldugu
belirlenmistir. Bu verilere gore, partikiil biiyiikliikleri, hem elektron mikroskobu 6l¢timleri

ve hem de hidrodinamik ¢aplarin 6l¢iimiinde benzer siralama gostermistir.
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Cizelge 6.1. SiO2, CuO ve Fe203 nanopartikiillerinin insan lenfositlerindeki genotoksik

etkileri
Silika oksit Anormal KA/ KKD Mmi MN Kuyruk Kuyruk
Hiicre Hiicre yogunlugu | uzunlugu
Yiizdesi
10 pg/mL T T T (1 T T
o4 50 pg/mL T T T 1 § T T
saat | 250 ug/mL T T T 1 = T P
£
1000 pg/mL T Tr T l 8 - B
10 pg/ml r | |+ | = T T
18 50 pg/mL =T P =+ 1 T § T T
saat 250 pg/mL <
hg/m + | v+ | v |4 | |8 T T
1000 pg/mL T T T 1 T 8 T T
Bakir oksit
25 pg/mb T T T T T T
oq | 0 He/mb T r T 4 g T T
saat | 75 pg/mL P T T 1 % T T
100 pg/ml T+ | v [t | 8 S| = T
23 pg/ml s S S R T T
4g | Owe/mb T T | T 1 | T g T
saat | 75 pg/mL T T - 1 T % T PN
100 pg/mL T - T 1 1T+ 8 Tr T
Demir oksit
39,062 pg/mL - T~ P 1 i T
” 78,125 pug/mL T T B 1 3 T r
saat | 156,250 pg/mL | g~ =T T 1 S T T
312500 pg/mL | = Y P 1 § Y T
39,062 pg/mL T T T 1 - T r
48 78,125 pg/mL r T T 1 T § r T
saat | 156250 pg/mL | g T r 1 - = T T
£
312,500 pg/mL T T Tr l T 8 T 1T

“T Kontrole gore artig
Kontrole gore azalig
== Kontrole gore ayni
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Cizelge 6.2. Test materyallerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

SiO2 CuO Fe203
Ortalama boyut (nm) 98+5 34,02 21+1
En kiigiik boyut 11,6 9,7 49
En biiyiik boyut 208,3 87,0 55,7
Konsantrasyon (ug/mL) 250 75 156,25
Hidrodinamik ¢ap (nm) 709+9 612+4 202+7
Zeta potansiyeli (mV) -31+1,0 -21+4.0 37+0,2

Uygulanan testlerden elde edilen bu veriler, incelenen nanopartikiillerin genotoksik ve
sitotoksik etkili oldugunu, CuO nanopartikiillerinin en yiiksek genotoksisiteye sahip
oldugunu, SiO> ve Fe;Oz nanopartikiillerinin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda genetik
hasarlar olusturdugunu gostermistir. Toksisite siralamast CuO > SiO2 > Fe,0O3 seklindedir.
Kullanilan partikiillerin toksik etkisi ile boyutu arasinda tam bir kolerasyon
belirlenememistir. Ancak en kiigiik boyutlu ve zeta potansiyeli en bilyiik ve art1 yiiklii olan
Fe203 nanopartikiillerinin en az toksik etki gdsterdigi belirlenmistir. Zeta potansiyeli en
kiiciik ve negatif yiiklii olan CuO nanopartikiillerinin en gii¢lii genotoksik etkiye, zeta
potansiyeli negatif yiiklii ve mutlak degeri daha biiyiik olan SiO, nanopartikiillerin ise orta

derecede toksisite gosterdigi tespit edilmistir.

Bu testlere gore, kullanilan nanopartikiiller, hem klastojenik (DNA ve kromozomlarda),
hem andjenik (ig iplikleri ilizerinde) ve hem de mutajenik (DNA’nin primer yapisi
iizerinde) etkilidir. Ayrica bu partikiiller sitotoksik etki gostermistir. Burada kullanilan
testlerin, nanopartikiillerin genotoksisitesini belirlemede hassas testler oldugu da bir kez

daha dogrulanmstir.

Nanopartikiillerin karakterizasyonu ve genotoksisitesi arasindaki iligkiyi belirleyen detayli
caligmalarin sayisinin az olmasi ve fizikokimyasal 6zellikler ile toksik etkileri arasindaki
iliskinin degisken olmasi nedeniyle, nanopartikiillerin karakteristik 6zelliklerine bagl
olarak toksisitesi hakkinda genel bir yorum yapmak su anda olduk¢a zordur. Ancak,
nanopartikiillerin genotoksik etkileri, bunlarin detayli karakterizasyonlar1 ile birlikte
degerlendirilerek, bunlarin toksik etkileri konusunda yeni bilgilere ulasmamiz1 saglamistir.
Bu bilgiler de ileride yapilacak karsilagtirma ¢alismalarina daha biiyiik 151k tutabilecek yeni
bilgilere ulagilmasin1 saglayacaktir. Bunlar da nanopartikiillerin hiicre, doku ve organlarla

nasil etkilestiginin belirlenmesi ve nanopartikiillerden daha fazla yararlanabilmemiz
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acisindan biiyiikk onem tasimaktadir. Bu nedenle, ¢ok farkli tipte nanopartikiillerin, ¢ok
farkli tiirlerde, farkli hiicrelerde ve hiicre hatlarinda, hem in vitro ve hem de in vivo
ortamlarda incelenmesi, tiim insanlarin ve ayn1 zamanda tiim canlilarin gelecegi agisindan
cok onemlidir. Boylece teknolojide ve Ozellikle saglik alaninda, en az toksisiteye sahip

ozellikteki partikiillerin kullanilmasi saglanabilir.
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