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OZET

Nanoteknolojide olduk¢a yaygin olarak kullanilan nanopartikiiller (NP’ler), sahip olduklar1 boyutlar
(<100 nm) sayesinde termal ve kimyasal dayaniklilik, yiiksek gerilim direnci, opaklik ve saydamlik
gibi birgok olagandisi ozellikler ve islevsellikler kazanmaktadir. Yapilan c¢alismalarda NP’lerin
kazandigr bu avantajlarin canlilar ve ekosistem {iizerinde dezavantajlara neden olabilecegi
belirlenmistir. Bu c¢alismanin amaci, nanoteknolojide sik¢a kullanilan metal oksitlerden cubuk
benzeri TiO, nanopartikilinin (TiO,-CNP), poly (3,4-ethylenedioxythiophene) (Pedot-Pd) kaph
cubuk benzeri TiO, NP’iniin (C/Pd TiO,-NP) ve kaplama maddesi olan Pedot polimerinin
genotoksik etkilerini arastirmaktir. Bunun icin, insan periferal lenfositleri, TiO.-CNP ve C/Pd TiO,-
NP’iiniin 50, 100, 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlari ile, Pd polimerinin ise 5, 10, 25, ve 50
pg/mL’lik konsantrasyonlart ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Bu partikiillerin etkileri,
kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile
analiz edilmistir. Ayrica bu {ic NP’iin mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi (RI) ve niikleer
bolinme indeksi (NBI) iizerindeki etkileri de incelenmistir. TiO,-CNP’leri, kromozom
anormallikleri agisindan en etkili partikiildiir (48 saatlik uygulamada tiim dozlar anlamli). C/Pd ve
pedot NP’leri benzer ve ¢ok daha diisiik etkilidir. KKD frekansi, TiO-CNP’lerinin 24 saatlik
uygulamasinda tiim konsantrasyonlarda artis (100 ug/mL hari¢), C/Pd TiO>-NP’iinde ise azalma
gostermistir. Pd NP liniin 24 saatlik uygulamasinda en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar KKD
frekansinda artisa neden olmustur. Mikroniikleus testinde, Pd NP’iiniin 5 ve 25 pg/mL’lik
konsantrasyonlarinda bir artig oldugu, bunlardan sadece 25 pg/mL’nin anlamli oldugu belirlenmistir.
TiO,-CNP ve C/Pd TiO, NP’leri, MI’te tiim konsantrasyonlarda diisiise sebep olmustur. Bu diisiisler,
her iki NP i¢in de 24 saatlik uygulamada en diisiik konsantrasyonda, 48 saatlik uygulamada ise tiim
konsantrasyonlarda (G/Pd TiO; ig¢in 50 ve 250 pg/mL hari¢) anlamhdir. Pd NP’i 48 saatlik
uygulamada, sadece 25 ug/mL’de mitotik indekste anlamli diislis olusturmustur. Bu azalislar Pd
NP’iinde mitotik indekste 48 saatlik uygulamada, sadece 25 pg/mlL’de anlamli diizeydedir.
Replikasyon ve niikleer boliinme indekslerinde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Biitiin bu
sonuglar, her ti¢ nanopartikiiliin zayif sitotoksik, klastogenik/andjenik ve mutajenik oldugunu ancak
nanopartikiillerin genotoksik etkisi konusunda daha detayli arasgtirmalar yapilmasi gerektigini
gostermektedir.
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Anahtar Kelimeler : Nanopartikil, titanyum dioksit, pedot, genotoksisite, kromozomal
anormallik testi, mikrontkleus testi, kardes kromatit degisimi testi
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ABSTRACT

Nanoparticles, which are widely used in nanotechnology, have gained many unusual features and
functionalities such as thermal and chemical resistance, high voltage resistance, opacity and
transparency due to their size (<100 nm). Despite their advantages, nanoparticles have been
determined to cause some disadvantages on living organisms and ecosystems. The aim of this study
is to investigate the genotoxic effects of Rod like TiO2 nanoparticles (TiO.-CNP), one of the most
widely used metal oxide NPs, poly (3,4-ethylenedioxythiophene (Pedot) coated Rod TiO, NPs (C/Pd
TiO2-NP) and coating polimer Pedot. Human lymphocytes were treated with 50, 100, 250 and 500
p/mL concentrations of TiO,-CNPs and C/Pd TiO,-NPs, and 5, 10, 25, and 50 pg/mL concentrations
of pedot polymer for 24 h and 48 h. Effects of all these nanoparticles were investigated using
chromosome aberrations (CA), sister chromatid exchange (SCE) and micronucleus (MN) tests. In
addition, effects of these nanoparticles on mitotic index (MlI), replication index (RI) and nuclear
division index (NBI) were also determined. TiO,-CNPs was the most effective particle in the
induction of CAs (significant at all the concentrations at 48 h and, 2 concentrations at 24 h). R/Pd
TiO2-NPs and pedot NPs have similar and very low effect on CAs. TiO»-CNPs increased the number
of SCEs (except 100 pg/mL) whereas C/Pd TiO»-NPs decreased the number of SCEs. Pd NPs
increased the number of SCEs at the lowest and the highest concentrations. In MN assay, only 5 ve
25 pg/mL concentrations of Pd nanoparticles increased the frequency of MN. Among them, only 25
pg/mL was significant. MI decreased at all the concentrations of TiO-CNPs and C/Pd TiO2 NPs.
However, this decrease was significant at the lowest concentration at 24 h for both NPs, and at all
the concentrations (except 50 ve 250 pg/mL for C/Pd TiO, NP) at 48 h. Pd NPs significantly
decreased MI at only 25 pg/ml at 48 h. Replication and nuclear division indexes were affected by
neither of these nanoparticles. All these results show that all of the three nanoparticles had low
cytotoxic, clastogenic/aneugenic and mutagenic effects therefore some more studies should be
carried out on the genotoxic effects of NPs.
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1. GIRIS

Nanoteknolojinin baglangici, Amerikali Fizik¢i Richard Feynman’in 1959°da yapmis oldugu
ve atomlarin ya da molekillerin ¢ok kucik boyutlara ayrilarak kullanilabilecegini
vurguladigi “Asagida Daha Cok Yer Var” adli konusmasina dayanmaktadir. Bu aragtirma
alanma nanoteknoloji terimini kazandiran ilk isim ise Japon arastirmaci Norio Taniguchi
olmustur. Devam eden caligsmalar ile 1981°’de Gerd Binnig ve Gerhard Rohrer tarafindan
Taramali Tiinelleme Mikroskobu (Scanning Tunneling Microscopy, STM), 1985'de Robert
Curl, Harold Kroto ve Richard Smalley tarafindan ise fullerenler bulunmustur. Karbon
nanotlipiinin 1991°de kesfini takiben, 2001’den itibaren nanopartikiillerin (NP) askeri
alanda kullanimi i¢in arastirmalara baslanmistir. NP'ler bugln kisisel bakim ve kozmetik,
savunma, hastaliklarin tan1 ve teshisi, ilag iletimi ve tibbi goriintiileme, bilisim ve elektronik,
otomotiv, biyoteknoloji, biyomedikal, biyosensorleme, yiyecek ve icecek, tekstil, spor ve
aksesuar, optik cihazlar, yenilenebilir enerji ve ¢evre, makine, insaat ve su aritma endstrileri
gibi ¢ok genis alanlarda kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin temel yapist olan
nanopartikiller, sentezlendikleri ana maddelerden daha kugiik boyutlara (<100 nm), daha az
kimyasal agirliga ve daha genis yiizey alanina sahiptir. Bu Ozellikler nanopartikullere
olagandis1 Ozellikler ve islevsellikler kazandirmakta ve onlar1 daha reaktif hale
getirmektedir. Kazanilan reaktif ozellikler arasinda genis yiizey alani, termal ve kimyasal
dayaniklilik, 1s1 ve elektrik yalitimi, yiiksek hidrofobiklik, gerilim direnci, opaklik ve
saydamlik gibi daha birgok 6zellik sayilabilir. NP’ler kazanmig olduklar1 bu yeni 6zellikler
ile nanoteknolojideki kullanim alanlarin1 hizla artirmakta ve bu kullanim alanlarinin

vazgecilmezi haline gelmektedir.

NP’lerin birgok avantajlari nedeniyle bu kadar yaygin kullanilmaya baglanmasi, bilim
insanlarmi, bu nanopartikiillerin canlilar ve ekosistem iizerinde bir risk olusturup
olusturmadigr konusunda arastirmalar yapmaya tesvik etmistir. CUnku, nanopartikulleri
cazip hale getiren yeni 6zellikleri, onlar1 ayn1 zamanda canlilar ve biyolojik molekiiller ile
daha reaktif sekilde etkilesimine de sebep olmaktadir. Yapilan arastirmalarda bazi
nanopartikiillerin canlilar ile etkilesimi sonucunda cesitli hiicre tiplerinde, canli tiirlerinde
ve ekosistemde herhangi bir risk olusturmadigi ifade edilirken, baz1 NP’lerin gesitli toksik

etkileri ve ozellikle genotoksik etkileri olabilecegi belirlenmistir. Bu nedenle son 20 yildir


http://nanoturkiye.blogspot.com/2008/03/nano-101-fullerenler.html
http://nanoturkiye.blogspot.com/2008/04/nano-101-karbon-nanotpler-1.html
http://nanoturkiye.blogspot.com/2008/04/nano-101-karbon-nanotpler-1.html

nanomateryallerin (NM) toksik etkileri ve 0zellikle genotoksik etkileri konusundaki

aragtirmalar yogunluk kazanmaya baslamistir.

En yaygin kullanilan metal oksit NP’lerinden biri olan TiO> NP’i kendi kendini
temizleyebilen, antibakteriyel, fotokatalitik ve ultraviyole koruma gibi 6zel fiziko-kimyasal
Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle TiO2 NP'leri giines koruyucu, beyazlatici pigment, gida
renklendiricisi ve antibakteriyel olarak, ayrica kozmetikte sampuan, deodorant, yaslanma
karsit1 ve nemlendirici bakim kremleri, dis macunlari, fondoten, pudra ve allik gibi makyaj
urunlerinde genis kullanim alanlarina sahiptir. Dogal olarak olusabilen ve ii¢ farkli kristal
forma (anataz, rutil ve brookit) sahip olan TiO2 NP'lerinin son yillarda bu kadar yaygin
sekilde kullanilmasi, bunlarin toksik ve oOzellikle genotoksik etkileri konusunda bazi
endiseleri de beraberinde getirmektedir. Yapilan arastirma sonuglarina gére, TiO2 NP'lerinin
sitotoksik ve genotoksik etkiye sahip olup olmadigi konusunda heniiz bir netlik s6z konusu
degildir. Ancak, International Agency for Research on Cancer (IARC, 2010) raporlarindan
elde edilen verilere gore, titanyumun ratlarda akciger kanserine neden olabildigi ve

dolayisiyla bu NP’lerin insanlar (izerinde de kanserojenik potansiyeli oldugu belirtilmistir.

Nanopartikiller tek basina cekirdek, kabuk, katkili, sandvig, bosluklu, kiiresel, ¢ubuk
benzeri ve ¢ok yiizlii gibi farkli morfolojilere sahip olarak kullanilabildikleri gibi, metal,
metal alagimi, seramik ve polimerlerle karistirilarak veya bu maddelerle kaplanmak suretiyle
de kullanilabilmektedir. Kaplama maddelerinden olan polimerler viicutta iyi dagilim
gosteren, kanser tedavisinde kullanilan, esnek, tretimi kolay, optik ve iyi bir film olmasi
gibi ozellikler gostermektedir. Polimerler arasinda en ¢ok kullanilan politiyofen polimeri
tirevlerinden olan poly (3,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT), 6zellikle bataryalarda
(karsit elektrot) giines enerjisi elde edilen hucrelerin verimini arttirmada, sensdrlerde,
elektrokimyasal kapasitor ve korozyon engelleyici olarak kullanilmaktadir. NP'lerin
etkinliginin arttirllmasinda en basarili polimer grubundan olan Pedot NP’tiniin oldukc¢a genis
kullanim alanina sahip olmasina ragmen, canlilar Uizerinde sitotoksik ve genotoksik etkilere

neden olup olmadig1 hakkinda herhangi bir aragtirmaya rastlanmamustir.

Bu tez ¢aligmasiin amaci, cubuk benzeri TiO2 nanopartikilleri, pedot kapli ¢ubuk benzeri
TiO2 nanopartikillerinin ve pedot nanopartikillerinin insan periferal kan lenfositlerinde

genotoksik olup olmadigini belirlemektir. Bu amaca ulasmak igin ad1 gegen nanopartikuller,



kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikrontkleus (MN)

testleri ile incelenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknolojinin Gelisim Asamalari

Nanoteknoloji hayatimiza 1959 yilinda Richard Feynman’in “Asagida Daha Cok Yer Var”
adli konusmasi ile girmistir. Bu yeni teknolojik gelismenin giiniimiize kadar olan agsamalari
arastirmacilar tarafindan dort farkli doneme ayrilmistir. Baglangicindan itibaren 2000°1i
yillarin basgina kadar olan gelismelerde pasif nanoyapilar (Nano kaplamalar, nanottpler,
metal, polimer, seramikten yapilmis nano yapilar) liretilmis ve gelistirilmistir. Bu siirecte
“nanoteknoloji” terimini ilk kez kullanan arastirict 1974 yilinda Norio Taniguchi olmustur.
1981 yilinda Gerd Binning ve Gerhard Rohrer taramali tiineli mikroskobunu (STM)
tasarlamislardir. Tk nanoteknoloji kitab1 1986 yilinda Eric Drexler tarafindan yazilmis ve ilk
nanoteknoloji sirketi 1997 yilinda Zynex tarafindan kurulmustur. Stiperdrgii nanotellerin
iiretilmesi 2002 yilinda ger¢eklesmistir. Nanomekanik sistemler i¢in ilk merkez 2004 yilinda

kurulmustur (Beykaya ve Caglar, 2016; Saymer ve Comoglu, 2016).

Yukaridaki gelismelerden sonra ikinci donemde (~2005-2010) elde edilen yapilar aktif
nanoyapilar olarak adlandirilmistir. Bu donemde transistorler, hiicre ici analizlerde ajan
olarak kullanilan biyolojik ve biyolojik olmayan sensorler, hedefe giden ilag ve cesitli
kimyasallar iiretilmistir. Ugiincii dénemde ise hiicre ici manipiilasyonlar ve yapay
sistemlerin kendi kendini onarabilmesi icin nanoaraclar ve ¢ boyutlu nanosistemler
iiretilmis ve kullanima gecilmistir. Son donem olarak degerlendirilen siirecte {i¢ boyutlu
nanosistemler {izerinde her molekiiliin 6zel yapida ve farkli 6zelliklerde oldugu heterojen
nanosistemler iizerine ¢alismalar yapilmakta ve slire¢ hala devam etmektedir (ilyasoglu ve
El, 2010).

2.2. Nanomateryallarin Nanoteknolojideki Kullanim Alanlari

Nanobilim ve nanoteknoloji alanindaki gelismeler, bircok tuketici Grtiniin laboratuvar
ortamindan magaza raflarina ve e-ticaret web sitelerinde tiiketicilerin kullanimina hazir hale
gelebilmesinde biyik imkanlar saglamistir. Nanoteknolojinin tiiketici pazarindaki etkisini
belgelemek i¢in, Woodrow Wilson Uluslararast Bilim Adamlar1 Merkezi ve Yeni Gelisen

Nanoteknoloji Projesi, Nanoteknoloji Tiiketici Uriin Envanteri'ni (TUFE) olusturarak 2005
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yilinda 54 iiriinii, 2014 yilinda ise 1.814 GriinG listelemistir. TUFE olusturulmasindan bu
yana, dinya genelinde nanoteknolojiyle ilgili daha baska envanterler de gelistirilmistir.
Bunlardan bir Alman sirketi 2006 yilinda 586 nanoteknolojik iiriinii, Japonya’nin Ulusal Ileri
Endustriyel Bilim ve Teknoloji Enstitist ise 2007 yilinda 1.241 Uriind listelemistir.
TUFE’ye gére 2014 yilinda nanomateryallerin kullanim alanlar1 incelendiginde ilk sirada
%42’lik alanla (505 firiin) saglik ve kisisel bakim tirlinleri yer almaktadir. Bunun disinda
sirasiyla ev ve bahge triinleri (246 iiriin), otomotiv (152 Uriin), cok fonksiyonlu trtnler (95
uriin), yiyecek ve icecek trlnleri (72 truin), elektronik (70 Grln), cihazlar (39 Grin) ve cocuk

urunleri (23 Grdn) seklinde siralanmistir (Sekil 2.1) (Vance ve digerleri, 2015).

6% 3% 2%

13%

20%

m Saglik ve Kisisel Bakim m Ev ve Bahge Urtinleri Otomotiv
m Cok Fonksiyonlu Uriinler m Elektronik m Yiyecek ve igecek Uriinleri
m Cihazlar m Cocuk Urtnleri

Sekil 2.1. 2014 yilina ait tiiketici liriin envanteri raporunda en sik kullanilan iiriinlerin grafigi
(Woodrow Wilson veritabani, 2014).

TUFE’de yer alan iiriinler igerigi hala bilinmeyen (tanimsiz) ve igerigi bilinen, metaller
(metal ve metal oksitler), karbonlu nanomalzemeler (karbon siyahi, karbon nanotiipleri,
fullerenler, grafen), silikon bazli nanomalzemeler (silikon ve silika) ve diger (organikler,
polimerler, seramikler, vb.) olarak 5 ana katagoride listelenmistir. Bu verilere gére dinya
capinda en ¢ok (retilen nanopartikiller igerigi bilinmeyen (tanimsiz) nanopartikiillerdir.
Ikinci siray1 ise metal nanopartikillerden titanyum dioksit, silikon dioksit ve cinko oksit
nanomalzemeleri olusturmaktadir. Giimiis NP’lerinin kiiresel y1llik tiretimi, TiO2'nin sadece
%?2'sini temsil etmektedir. Giimiis nanopargaciklar1 daha az iretilmesine ragmen,
antimikrobiyal 06zelligi nedeniyle TiO2 NP’lerinden daha fazla kullanim alani bularak
TUFE'de 438 urln ile (%24) en fazla kullanilan nanomalzeme haline gelmistir. Karbonlu
nanomalzemelerin (89 iiriin) ¢ogu karbon nanopargacikli tirtinlerden (karbon karasi olarak
tanimlanan 39 iirlin) tek basina veya ¢ok katmanli karbon nanotiplerini (CNT, 38 driin)
icermektedir (Sekil 2.2) (Vance ve digerleri, 2015).
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Sekil 2.2. Tiiketici Urln envanteri 2014 yili raporuna gore, a. Urlinlerde kullanilan
nanomalzemeler ve miktarlari, b. tirtinlerde kullanilan nanomalzemelerin yillara
goOre 2007-2014 yillar1 arasindaki dagilimlar1 (Vance ve digerleri, 2015).

2.3. Nanopartikiillerin Siniflandiriimasi

Nanopartikiiller, morfolojileri, ebatlar1 ve kimyasal 6zelliklerine gore cesitli sekillerde
siniflandirilmaktadir.  Fiziksel ve kimyasal ozellikleri dikkate alinarak yapilan

siniflandirmada nanopartikiiller

Karbon bazli nanopartikuller,
Metal bazli nanopartikller,
Seramik esasli nanopartikuller,

Yar1 iletken nanopartikller,

AN NN N

Polimerik nanopartikiller olmak {izere bes gruba ayrilabilir.

Karbon bazli nanopartikiiller, karbon nanotipler (CNT) wve fullerenler olarak
smiflandirilabilir. Karbon nanotupler, tek veya cok katli olabilen ve biyo direncli olarak
hareket etme potansiyeline sahip, uzun karbon tiplerdir. Genel olarak nanotiiplerin boyutlari
3 um’den ince ve 10-20 um’den uzundur (http://www.hse.gov.uk). Bu nanotupler ¢aplar1 0,8-
2 nm arasinda degisen tek katli karbon nanotupleri (SWCNT) ve ¢aplart 5-20 nm arasinda
degisen ¢ok katli karbon nanotiipleri (MWCNT) seklinde ayrilmaktadir. Karbon nanotipler
¢ozlinme ya da kirilma gostermedikleri i¢in dayaniklidirlar, daha kisa liflere dontismezler.

Dis yiizeylerinin sekillenebilmesi ve hiicrelere kolay salinmalari nedeniyle proteinlere



tutunarak hedefli ilag ylklemelerinde ve fibroblastlarda adezyon olusturarak apatit Kkristal
formasyon ve osteoblast olusumu saglayarak ¢ene cerrahisinde kullanilirlar (GOktepe, 2015;
Oyar, 2014; Sayiner ve Comoglu, 2016). Fullerenler, farkli sayilarda karbonlardan meydana
gelmektedir. En kiigiik yapilis1 C20, en biiyiik yapilis1 C540, en sik iiretilenleri ise C60 ya
da C70 molekiillerinden olugmaktadir. Bulunduklar1 ortamin elektriksel ve optiksel
yapisinda degisime neden olurlar. Diger yandan, fullerenlerin etkili bir sekilde cevreye
saliniminin mikrobiyal gruplar tizerinde ciddi etki gosterecegi diistiniilmektedir (Yamakoshi
ve digerleri, 2003).

Metal bazli nanopartikiiller, tiketim driinleri igerisinde en ¢ok kullanilan nanopartikullerdir.
Genis ylizey ve hacim alani, kolay sentezlenebilme, islevsel ylizey kimyas1 ve optik ve
antibakteriyel gibi siradis1 6zelliklere sahip olan metal oksit NP’leri, basta terapotik kanser
tedavisi, ortodonti ve dis uygulamalari, askeri ve endiistriyel alanlar olmak zere birgok
alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiglii metal baglara sahip kristal yapilari nedeniyle
bu NP’ler iskelet ve kas sistemine uyumlulugu en yiiksek materyal olarak kullanilmaktadir

(Athi-Sekeroglu, 2013; Xie, Mason ve Wise, 2011).

Seramik esasli nanopartikiiller, inorganik metalik olmayan cisimlerdir. Sicaklik veya ardisik
sogutma yontemiyle sentezlenirler. Amorf, porkristalin, yogun, porlu ve hallow (oyuklu)
formunda olabilirler (Sigmund ve digerleri, 2006). Bu NP’ler katalist, fotokatalist, boyalarda
fotodegredasyon olarak ve goriintiileme teknolojilerindeki kullanimlar1 nedeniyle biiytik ilgi

ceken bir gruptur (Thomas ve digerleri, 2015).

Yari iletken nanopartikiiller, metal ve metal olmayan 6zellikteki partikulleri kapsadig: icin,
cok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Ali ve digerleri, 2017). Bu partikuller genis band
araliklarma sahiptir. Bu ozellik NP’lere fotokataliz, fotooptik ve elektronik alanlarda
kullanilan cihazlarin yapiminda Onemli avantajlar saglamaktadir (Hisatomi, Kubota ve
Domen, 2014). Bu partikiller oldukga kigik boyutlara sahip heterojen bir nanopargacik
yapisindadir (Hardman, 2006). Yari iletken NP’ler diger atomlarin davranislarini kolaylikla
taklit edebilmekte ve yeni manyetik Ozellikler kazanabilmektedir. Ayrica sahip olduklari
optik ve elektronik ozelikleri, tasidiklari yiik sayisini modifiye edebilmekte ve daha biiyiik
boyutlar elde edilebilmektedir. Bu yeni boyut ile hedef hiicrenin ylzeyindeki antikorlara
baglanarak hicresel yikimda rol oynarlar (Kouwenhoven, Austing ve Tarucha, 2001;
Yilmazer, Yakar, Cakir ve Ozmen, 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535217300990#b0590
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535217300990#b0615

Polimerik nanopartikiller, normalde organik esasli partikiiller olup, 6zel bir terim olan
polimer nanopartikuller (PNP) seklinde adlandirilmaktadir. Genellikle nanosfer ve
nanokapsiil seklindedir (Mansha, Khan, Ullah ve Qurashi 2017). Nanosfer formu matriks
partikilleri olup batun kitlesi genellikle tek bir parca halindedir ve diger molekiiller sferik
yuzeyin Uzerine adsorbe edilmektedir. Nanokapstl formunda, kati kiitle, bir partikul igine
hapsedilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011). Bu NP’ler kolayca fonksiyonelize edilmekte ve
bu nedenle ¢ok farkli alanlarda kullanilabilmektedir (Abd Ellah ve Abouelmagd, 2016;
Abouelmagd, Meng, Kim, Hyun ve Yeo, 2016).

2.4. Nanopartikullerin Hiicre ile Etkilesimi ve Toksisitesi

Nanopartikiiller ticari olarak {iretilip kullanilabildikleri gibi, aslinda dogal olarak olusan
NP’ler insanligin var olusundan beri yasamimizda yer almaktadir. Dogal NP’ler volkanik
patlamalar, okyanuslardan yiikselen buharlagmalar, orman yanginlar1 ve toz firtinalar1 gibi
degisik kaynaklardan olusmaktadir (Buzea, Blandino ve Robbie, 2007; Turkez, 2011; Zorlu,
2016). NP’ler ayrica insan kaynakli olarak, egzoz gazlari, sigara dumani, evsel hava kirliligi,
bina yikintilar1 vb. kaynaklardan da olusabilmektedir. Volkanik patlamalar sonucunda aciga
¢ikan NP’lerin kisa vadedeki toksik etkileri goz, deri ve solunum tizerinde gortlirken, uzun
vadede ise lenf sistemi tizerinde hasarlar olusturarak fil ayagi sendromu, kaposi sarkomu ve
daha baska hastaliklarin olusmasini tetiklemektedir (Blundell, Henderson ve Price, 1989;
Corachan, 1988; Tuylek, 2018). Orman yanginlarindan olusan NP’lerin canlilar {izerinde
solunum yoluyla toksik etki gostererek akciger hasarlarina yol actiklari belirlenmistir
(Taylor, 2002). Kirlenen hava, i¢inde bulundurdugu kursun ve civa gibi agir metaller
sonucunda bircok insanda Ozellikle de cocuklarda depresyon, uyku bozuklugu, sinir
sisteminde zay1flik gibi norotoksik etkiler olusturmaktadir. Sigara dumani ve bina yikintilari
sonucunda maruz kaldigimiz nanopartikiiller ise basta alt solunum yolu hastaligi ve 6ksurik
prevalansi gibi akciger hastaliklarina ve onunla baglantili kalp ve damar hastaliklarina neden
olmaktadir (Husgafvel-Pursiainen, 2004; inand1, Canciger Eltas ve Kerman, 2018; Rushton,
2004).

Sagladig1 avantajlar nedeniyle, cesitli yontemlerle sentezlenen ve nanoteknoloji alaninda
cokga kullanilmaya baglanan NP’lere maruziyet de her gecen giin artis gdstermektedir (Brar,
Verma, Tyagi ve Surampalli, 2010). NP’ler, sahip olduklar1 kii¢iik boyutlari nedeniyle,

ylizeylerine daha fazla atom baglayabilmekte ve sonugta normal ebatlardaki yapilarinda


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Surampalli%20RY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19926463
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bulunmayan yeni reaktif oOzellikler kazanmaktadir (Roduner, 2006). Bunun disinda
antibakteriyal, fotokatalitik, manyetik, optik ve iletkenlik gibi yeni islevsel 6zellikler de
kazanmaktadir (Ersdz ve Altun Colak, 2018; Vidya, George ve Chitra, 2017).

Demir (Fe), canlilar i¢in en hayati fonksiyonlardan olan hiicre boliinmesi, DNA
replikasyonu, oksijen tasinmasi ve gaz degisimi gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin
dizenlenmesinde gorevli birgcok enzimde yer almaktadir. Bu metalin nanopartikil formu,
yiiksek biyouyumluluga sahip olup doku onarimu, ilag iletimi, manyetik gorintileme ve gen
tedavileri gibi alanlarda kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar, Fe’in disiik
konsantrasyonlari canli yasaminda gerekli iken, yliksek konsantrasyonlarinin, Parkinson ve
Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin olusmasina kapi araladigi belirlenmistir (Buzea,
Blandino ve Robbie, 2007; Quintana ve digerleri, 2006). Kursun (Pb), giines koruyuculari,
fondoten, oje, ruj ve dis beyazlatict macunlar gibi ¢esitli kozmetik tiriinlerinde, pil, metal ve
boya sanayisinde yaygin kullanilan bir metaldir. Ancak kursun, viicutta kan dolasimina
katilarak kemiklerde ve diger dokularda birikme egilimi gosterebilmektedir. Norotoksik
etkilerinden dolay1, konusma ve 6grenme gii¢ligii ve davranigsal problemler gibi gesitli
mental fonksiyonlarda bozulmalarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Ayrica gérme
fonksiyonlarinda azalmaya, hafiza kayiplarina, hamilelerde diisiiklere ve geng kizlarda adet

baslangi¢larinda gecikmelere (puberte) de yol acabilmektedir (Zorlu, 2016).

Kadmiyum (Cd), kozmetik alaninda sabunlarda, sa¢ kremleri ve medikal/medikal dis1
kremlerde ve makyaj triinlerinde; sanayi alaninda pillerde, boyalarda, plastiklerde ve
kaplama maddesi olarak yaygin sekilde kullanilan bir nanopartikiildiir. Yapilan arastirmalara
gore, Cd NP’ii, DNA tamir mekanizmasina zarar vermekte, DNA yanlis eslesmelerinin
dizeltilmesini engellemekte ve hasarli hiicrelerin ¢ogalmasina neden olmaktadir. Ayrica
kalsiyum metabolizmasinin dogru c¢alismasini inhibe ederek kemiklerde ve bobreklerde
hasarlara neden olarak toksik etkiler gostermektedir. Cd NP’line uzun siireli maruziyetin,
diare ve kusma gibi gastrointestinal bozukluklara, depresyon, pnémoni, ataksi, agiz ici
iltthaplanmalar1 (stomatit), pralizi gibi immiin ve merkezi sinir sistemi bozukluklarina ayrica
mide, karaciger ve pankreas gibi bircok kanser tiriine neden oldugu belirlenmistir (Fu, Xia,
Hwang, Ray ve Yu, 2014; Zorlu, 2016). Gida koruyucularinda, deodorantlarda ve
paketlemelerde siklikla kullanilan aliiminyum nanopartikiiliiniin (Al NP), erken yasta
gelisen meme kanseri ile iligkili oldugu, ayrica anemi, kemik hastaliklar1 ve bunamay1 da

tetikledigi belirlenmistir. Al NP’i, sigan, hamster ve insan beyninde 6nemli olan
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dihidropteridin rediiktaz (DHPR) enzimini inhibe ederek, enzim aktivitesinde %40 azalmaya
neden olmustur. Bu azalma NP’lin kan beyin bariyerini gegmesi sonucunda olugsmustur.
Ayrica, yapilan norotoksik calismalarda, Al NP’lerinin yiiksek konsantrasyonlarinin
konusma bozuklugu, Parkinson ve Alzheimer gibi nérodejeneratif rahatsizliklara sebep
olabilecegi goriilmiistiir (McGrath, 2003; Sipahi, Palabiyik, Balci ve Sahin, 2014; Zorlu,
2016).

Guimiis nanopartikiilleri (Ag NP), antibakteriyal ve antifungal 6zellikleri ile saglik, tekstil,
gida ve elektronik gibi bircok alanlarda yaygin kullanima sahiptir. Ag NP’lerin canlilar
Uzerinde sergilemis olduklar1 primer ve sekonder toksik etkiler, bagisiklik sisteminde
immunotoksisiteye, kardiyovaskiler ve merkezi sinir sisteminde ise norotoksisiteye neden
olmaktadir. A549 akciger hiicreleri %39 ve %69’luk Ag iyonu iceren sollisyonlara maruz
birakildiginda, hiicre canliliklarinin diisiik iyon igeren soliisyonda %92, yiiksek iyon iceren
sollisyonda ise %54 oldugu, kisaca doz artisinin sitotoksik etki olusturdugu tespit edilmistir
(Beer ve digerleri, 2012).

Biyouyumlulugu ve non-toksik Ozellikler sergilemelerinden dolayi, 0Ozellikle
biyogoriintilleme, hastaliklarin tan1 ve teshisi gibi saglik alaninda yaygin kullanilan altin
nanopartikilleri (AuNP), biyolojik molekiillerle olan benzerligi ve hiicresel bariyerlerde
"kamuflaj" saglayabilmesi nedeniyle, istenmeyen hiicresel giriglere sebep olmakta ve
sonucta normal htcresel fonksiyonlara zarar verebilmektedir (Conde, Doria ve Baptista,
2012; Connor, Mwamuka, Gole, Murphy ve Wyatt, 2005; El-Sayed, Huang ve El-Sayed,
2005). Sun ve arkadaslari, fareler Gizerinde ¢ubuk sekilli AuNP’lerin en fazla toksik 6zellik
sergiledigini ve bunu kiip sekilli olan NP’lerin izledigini belirlemisledir. Kiire sekilli
AuUNP'lerinin ise, canli organizmada en iyi biyouyumluluga sahip olan ve non-toksik 6zellik
sergileyen partikiller oldugu goriilmiistiir. Ayrica uygulanan tim AuNP'lerinin ya karaciger

ya da dalakta biriktigi tespit edilmistir (Sun, Wang, Zhang, Ren ve Tian, 2011).

Sampuan, deodorant, glines koruyucusu, dis macunu, boya ve daha birgok iiriinde yaygin
kullanima sahip TiO2 NP’leri, az ¢6zlinebilen bir yapida olup, diisiik toksik Ozelliklere
sahiptir. Yapilan bir¢ok ¢alismada, titanyum NP’lerinin karaciger, akciger, bagirsak ve hatta
merkezi sinir sisteminde de toksik etkiler gosterdigi tespit edilmistir. (Grassian,
O’Shaughnessy, Adamcakova-Dodd, Pettibone ve Thorne, 2007; Jin, Zhu, Wang ve Lu,
2008; Karlsson, Cronholm, Gustafsson ve Mdéller, 2008; Ray, Yu ve Fu, 2009). Anataz TiO>
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NP’lerinin intragastrik, intravendz ve intraperitonal enjeksiyon yoluyla muamelesini takiben
Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile yapilan incelemeler sonucunda, NP’lerin fare
testislerine ulasabildigi ve Leydig hiicrelerine giris yaptigi belirlenmistir (Smith ve digerleri,
2015). Benzer sekilde, anataz TiO2 NP’lerinin oral yolla 3 ay boyunca erkek Wistar
sicanlarina uygulanmasi sonucunda, partikillerin testislerde doza ve zamana bagl sekilde
biriktigi belirlenmistir. Ayrica testis agirliginda, sperm canliliinda, hareketliliginde,
sayisinda ve semen Kalitesinde azalmalar ve sperm membran biitiinligiinde bozulmalar
goriilmiistiir. NP’ler, sperm hiicrelerinde antioksidanlarin (SOD, CAT, GPx ve GSH)
diizeyinde azalmalara, reaktif oksijen tirleri (ROT) ve lipit peroksidasyon diizeyinde

artiglara sebep olmustur. (EI-Missiry ve digerleri, 2017).

Nanoteknoloji ile iiretilen {iriinlerin temelinde daha islevsel, daha kullanisli, daha kaliteli ve
daha uygun maliyetli olmalar1 yer almaktadir. Bu spesifik Ozellikler nanoteknolojinin
hammaddesi olan NP’lerin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin farklilasmasiyla ortaya
¢ikmaktadir. NP’lerin ¢ok sayida liretilmeleri, daha az toksik 6zellik kazanmalari, fiziksel
ve kimyasal yapilarinin degismesi, bu partikiillerin kapli olup olmamamsina ve hatta
kaplama maddesine gore de degisiklik gostermektedir. Nanopartikiillerin kaplanmasinda
kullanilan maddelerden biri de polimerlerdir. Polimerik yapilar partikiillerle daha az
etkilesime girdikleri i¢in daha az ¢0zlinme gOstermekte ve daha az toksik o6zellik
sergilemektedir (Tuylek, 2018). Polimerler arasinda yer alan ve toksik 6zellik gostermedigi
ifade edilen pedot nanopartikili (Pd NP), giines enerjisi panellerinde, sensorlerde, sarj
edilebilen pillerde ve iletken lif Gretimi gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Yapilan bir
caligmada, 20 ve 110 nm boyutlarda polivinilpirolidon (PVP) ve sitrat kapli Ag NP’lerinin
akcigerlerdeki toksik etkisi Brown-Norway (BN) ve Sprague-Dawley (SD) ratlar1 (izerinde
incelenmistir. Uygulamanimn ilk glnunde, BN ratlarinda hem notrofillerde ve hem de
eozinofillerde artis gozlenirken, SD ratlarinda, 20 nm sitratla kaplanmis AgNP’lerinde
sadece notrofillerde yuksek miktarda artis gézlenmistir. Ayrica, hem BN ve hem de SD
ratlarinda, bronkoalveolar lavajda (BAL) eozinofilik katyonik protein diizeyinde artis
belirlenmistir. BN ratlarinda 1. glinden 7. giline kadar pulmoner direncin arttig1 ve akciger
uyumunun azaldign goriilmiistiir. ik gunde, 110 nm’lik AgNP’leri bir degisiklik
olusturmazken, 20 nm’lik AgNP’leri bronslarda asir1 duyarlilik olusturmustur. Ayni1 durum
sitratla kapli AgNP’lerinde 7. giine kadar devam etmistir. 110 nm’ye kiyasla, 20 nm’lik
partikuller daha fazla inflamatuvardir. Ag NP’leri, bronslarda asir1 duyarlilik ile birlikte
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akcigerlerde eosinofilik ve notrofilik inflamasyon olusturmustur ki bunlarin hepsi astimin

karakteristik ozellikleridir (Seiffert ve digerleri, 2015).

Platin esashi terapotik ajanlar da son yillarda tipta yaygin bir sekilde kullanilmaya
baglanmistir. Bu nedenle platin nanopartikiillerinin (Pt-NP) insan hiicreleri tizerindeki etkisi
ile ilgili ¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu konudaki bir arastirmada, ~5-8 nm ebatlarinda
sentezlenen ve polivinil alkolle (PVA) kaplanan Pt-NP’lerinin hiicrelere difuizyon yoluyla
girdigi ve sitoplazmada lokalize oldugu tespit edilmistir. Bu partikiillerin DNA hasarinda
artisa, hiicrelerin S-fazinda toplanmasina ve apoptoza sebep oldugu gézlenmistir. Ayrica p53
diizeyinde artis, p21 ve p53 fosforilasyonunda artis ve prolifere olan hiicrelerde ¢ekirdek
antijenlerinde diisiis tespit edilmistir. Kisaca, Pt-NP ile muamele edilen hiicrelerde p53
aktivasyonunun ve sonrasindaki p21 aktivasyonunun genotoksik stres nedeniyle ortaya
ciktig1 ve ¢ekirdek antijenleri araciliiyla biiyiimede gecikmeye ve apoptoza sebep oldugu
vurgulanmistir. Bu c¢alismaya dayanarak, uygun yiizey modifikasyonlar: ile Pt-NP-esash
antikanser ajanlarin  gelistirilebilecegi  belirtilmistir (Asharani, Xinyi, Hande ve
Valiyaveettil, 2010). Ayni arastiricilarin yaptiklar1 bir bagka c¢alismada, zebra baligi
embriyolarinin gelismesi sirasinda uygulanan ve sentezi durdurucu ajan olarak PVA’un
kullanildigi 15-35 nm Au-NP'leri, 5-35 nm Ag-NP’leri ve 3-10 nm Pt-NP’lerinin 10, 25, 50,
75, ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin toksik etkileri karsilastirilmistir. Ag-NP’leri
mortalitede konsantrasyona bagl artis olusturmustur. En fazla toksik 6zellik Ag-NP'lerinde
ikinci sirada ise Pt NP'lerinde gozlenmistir. Au-NP'lerinin ise herhangi bir toksik etki

gostermedigi belirlenmistir (Asharani, Lianwu, Gong ve Valiyaveettil, 2011).

Son yillarda, yaygin kullanima sahip olan NP’lerin toksik ve 0zellikle genotoksik etkili
olabilecegi yoninde endiseler ortaya ¢ikmaya baslamistir. Bu nedenle bir ¢ok bilim insant
NP’lerin farkli hiicre tipleri, farkli canl tiirleri ve ekolojik sistem (izerinde ne tur etkiler
olusturabilecegi konusunda arastirmalar yiiritmektedir. Nanopartikillerin toksik etkileri
primer hiicrelerde, ¢esitli insan ve hayvan hucre hatlarinda, bakterilerde, bitkilerde, aquatik
tlrlerde (zebra baligi, yayin baligi, yosun) ve ¢esitli kemirgenlerde incelenmektedir. Bazi
arastirmalardan elde edilen bulgularda, NP’lerin toksik olmadigi goriiliirken bir ¢ok
arastirmada ise NP’lerin toksik oldugu tespit edilmistir (Collins, Yamani ve Dusinska, 2017,
Dogaroglu ve Koleli, 2014; Fu ve digerleri, 2014; Schulz ve digerleri, 2012; Xu ve digerleri,
2013). Yapilan arastirmalara gore, her bir NP’iin toksik etkisi bir digerinden farkliliklar
gostermektedir. Elde edilen bulgular, NP’lerin toksik etkisinin o partikiiliin sekline, partikiil
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boyutuna, ylizey yapisina, partikiiliin elektriksel yiikiine, agregasyon diizeyine ve ylizeyine
kaplanan diger maddelerin Ozellikleri vb. gibi c¢esitli Kkarakteristiklerine bagli olarak
degisebilecegini gostermektedir. NP’lerin sahip olduklar1 tiim bu 6zellikler, bir yandan hiicre
ve canli sistemlere girisinde, diger yandan bu sistemlerdeki etkilerinde farkliliklar
olusturmaktadir (Catalan ve digerleri, 2015; Bucchianico ve digerleri, 2017; Daglioglu ve
Ozkan 2018; Moleer ve digerleri, 2015; Seiffert ve digerleri, 2015).

Nanopartikillerin toksisitesini etkileyen diger bir faktor de NP’lere maruz kalma yollaridir.
NP’ler canlilarin viicuduna solunum, sindirim ve deri yoluyla alinmakta ve kolaylikla kana
karisabilmektedir (Athi-Sekeroglu, 2013; Medina, Santos-Martinez, Radomski, Corrigan ve
Radomski, 2007; G. Oberddrster, E. Oberddrster ve J. Oberdorster, 2005). Viicuda alinan
NP’lerin bir¢ok organ ve dokuyu etkileyerek cesitli hastaliklarin olusmasina neden oldugu
belirlenmistir (Peter, Bruske-Hohlfeld ve Salata, 2004; Sipahi, Palabiyik, Balci ve Sahin,
2014; Zorlu, 2016). NP’lerin solunum vyoluyla viicuda alinmasi 06zellikle akciger
rahatsizliklarini tetiklemektedir. Akcigerlere ulasan NP’lerin, pulmoner inflamasyona,
membran gegirgenliginde degisikliklere ve sonugta partikiillerin akciger disina dagilmasina
neden olmaktadir. Ornegin, hava kirliligine sebep olan partikiiler maddelere (PM) uzun
sureli maruziyet, kardiyovaskuler hastaliklara ve sinir sistemi bozukluklarina neden
olmaktadir (BeruBe, Balharry, Sexton, Koshy ve Jones, 2007; Chau, Yen ve Wu, 2007; Chen
ve Yen, 2014; Seiffert ve digerleri, 2015). Deri yoluyla maruz kalinan NP’lerin viicuda ya
emilimle ya da agik yara, egzama ve yanik gibi alanlardan alinabildigi diistiniilmektedir.
Deri, giines koruyuculari, losyonlar, kremler, leke tutmaz lifli tekstil malzemeleri ve
aksesuarlar nedeniyle strekli olarak ¢esitli partikiillere maruz kalmaktadir. Son yillarda
glines koruyucularinda kullanilan ¢inko NP’lerinin toksik etki gosterdigi belirlenmis ve
Avrupa Komisyonunca kozmetik trtnlerdeki kullanim1 yasaklanmistir (Chau, Yen ve Wu,
2007; Vance ve digerleri, 2015).

2.5. Nanopartikullerin Genotoksisitesi ve Etkileyici Faktorler

Genetik toksisite, kromozom diizeyindeki sayisal ve yapisal anormallikler ile DNA
diizeyindeki DNA zincir kiriklari, DNA eklentileri, gen mutasyonlarit ve DNA onarim
mekanizmalarindaki hasarlari ve bu hasarlara neden olan ajanlarin etki mekanizmalarini
inceleyen Dbir aragtirma alanidir. Bu tiir hasarlar1 incelemek amaciyla cesitli testler

kullanilmaktadir. Bu testler ile bir ¢ok gida katki maddesinin, ilag etken maddesinin,
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pestisitlerin, sigaranin, UV gibi fiziksel etkenlerin ve NP’lerin genotoksik etkileri
arastirtlmaktadir (Yiizbasioglu, Avuloglu Yilmaz ve Unal, 2016; Yiizbasioglu, Zengin ve
Unal, 2014, Pfeiffer, Goedecke ve Obe, 2000; Sekeroglu, 2013; Zirak, Lotfi ve Moghadam,
2016; X. Wang ve digerleri, 2019). Yasamin vazgegilmezi haline gelen nanoteknolojinin
yapitast olan NP’lerin 0retimlerinin hizla artmasi, canlilar ve ekosistem iizerinde
dezavantajlarinin da olabilecegi siiphelerini akillara getirmis ve bu nedenle son yillarda bu
partikillerin sitotoksik, genotoksik ve kanserojenik potansiyellerinin test edildigi birgok
arastirma yapilmistir. Nano 6lcekteki materyaller sekil, boyut, agregasyon durumu, yizey
alani, yuzey yukul ve yizey kaplamasi gibi bir¢ok ozellikler agisindan birbirinden farkli
fiziko-kimyasal oOzelliklere sahiptir. Bu 0zelliklerin, NP’lerin toksik ve genotoksik
etkilerinde de énemli rol oynadigi belirlenmistir (S.D Bucchianico ve digerleri, 2018; Demir,
Burgucu, Turna, Aksakal ve Kaya, 2013; Geng ve digerleri, 2018; Lykaki ve digerleri, 2018;
G. Oberdorster, E. Oberddrster, J. Oberdorster, 2005; Seiffert ve digerleri, 2015; Tuylek,
2018).

Sekil

Nanopartikiiller ¢ok farkli sekillerde olabilen partikillerdir. Nanotiip, nanotel ve nanogubuk
gibi yapilar yliksek en-boy oranina sahipken, nanokiip, nanokiire ve nanopiramit gibi yapilar
daha diisiik en-boy oranina sahiptir (Zorlu, 2016). Yapilan arastirmalar, farkli sekillerdeki
partikiillerin hiicresel alim diizeylerinin sirasiyla tiip/tel/gubuk>kiire>silindir>kup seklinde
oldugunu gostermektedir. Kisa boyutlu ya da sarmal sekilli olan NP’ler, ilk etapta
makrofajlar tarafindan farkedilerek etkisiz hale getirilirler. Daha lifsi gorunime sahip uzun
boyutlu nanotiipler, fagositoz ya da pinositoz yapacak olan hiicrelerin etrafin1 g¢evreler ve
nanotiplerin fagosite edilmelerini engeller. Endositoz yoluyla yok edilemeyen NP’ler
hlcrelerde proinflamatuar, mitojenik ve genotoksik maddelerin salinmasina neden olurlar.
Sonugta primer ve sekonder genotoksik etkilere neden olurlar (Chithrani, Ghazani ve Chan,
2006; Donaldson, Murphy, Duffin ve Poland, 2010; Qiu ve digerleri, 2010; Uboldi ve
digerleri, 2016; Miura, Ohtani, Hasegawa, Yoshioka ve Hwang, 2017). NP’lerin huicre igine
alim hizlarinin ve hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerinin, bunlarin sekilleriyle baglantili olup
olmadigimi belirlemek amaciyla yapilan bir arastirmada, insan servikal karsinoma epitel
hicreleri (HeLa), 2, 3 ve 5 um boyutundaki kiibik NP’lere ve 0,5 um ¢ap-200 nm boyunda
ve 1 um ¢ap-100 nm boyunda iki farkli silindirik NP’lere maruz birakilmistir. TEM

analizleri, her iki sekildeki NP’lerin de hiicrelere alindigini gostermistir. Kiibik NP’lerin
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silindirik olanlara kiyasla hucrelere daha hizli girdikleri, ayrica hiicre igine alinan NP’lerin
hiicre canliligini etkilemedigi bildirilmistir (Gratton ve digerleri, 2008). Bir baska
arastirmada, a-Fe,O3 NP’lerinin sitotoksik (hiicre canliligi ve TEM analizleri) ve genotoksik
(Flow sitometrisi) etkileri Madin-Darby Kopek Bobrek (MDCK) hiicre hattinda
incelenmistir. Calismada, sentezlenmis ¢ubuk benzeri (S250 ve S500) ve kiresel (P400 ve
P500) NP’ler, normal fibroblast ve timor hucrelerine 25, 50 ve 100 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Cubuk benzeri hematit NP’lerin kiiresel olanlara kiyasla
hiicre icine daha fazla alindig1 tespit edilmistir. Arastiricilar hematit nanomalzemelerin
uretim yonteminin, malzeme 6zelliklerinin ve yiizey ozelliklerinin toksik etkileri tzerinde
farkliliklar olusturdugunu bildirmislerdir (Cardillo ve digerleri, 2016). Warheit ve
digerlerinin (2006) yaptig1 ¢alismada, mikro TiOz (rutil), nano TiO> (anataz, gubuk), TiO>
dotlar1 (anataz, kiire) ve kristal silika NP’leri ratlara intratrakeal insilasyon yoluyla
uygulanmis ve muameleden 24 saat, 1 hafta, 1 ve 3 ay sonra akut akciger toksisitesi
incelenmistir. Nano TiO: (gubuk ve kire) ve mikro TiOg, ratlar Gzerinde benzer pulmoner
etki gostermistir. Kristal silika partikullerine maruz kalan ratlarda, doza bagl akciger
inflamasyonu ve akciger dokusunda kalinlasma tespit edilmistir. Arastiricilar ayni
partikiilin farkli sekildeki (¢ubuk, kiire) ve farkli boyuttaki (nano, mikro) benzer
konsantrasyonlarinin karsilastiriimasinda benzer sonuglarin elde edildigini bildirmislerdir
(Warheit, Webb, Sayes, Colvin ve Reed, 2006). Farkli sekildeki CuO nanopartikiillerinin
fare RAW 264.7 makrofaj ve insan periferal hiicrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri
(0.1-100 pg/mL), MTT, mikronukleus sitom testi ve komet testi ile incelendiginde, her iki
hicre tipinde de, MTT testi ile hiicre canliliginda azalma oldugu ve farkli sekildeki
nanopartikiillerin doz artisina paralel sekilde anlamli toksik etki gosterdigi belirlenmistir.
Benzer sekilde, primer DNA hasarinda, oksidatif DNA hasarinda ve mikronukleus
frekansinda da doza baglh artis oldugu goézlenmistir. Prolifreatif aktivite, sitotoksisite ve
apoptotik markirlarda anlamli artiglar belirlenmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada, sekil ve
biiyiikliikten bagimsiz olarak, kullanilan biitiin CuO nanopartikiillerinin kesin sitotoksik ve
genotoksik etkili oldugu ve hatta bu nedenle CuO NP’lerinin pozitif olarak kullanilabilecegi
ifade edilmistir (Di Bucchianico ve digerleri, 2013).

Boyut ve yizey alani

Nanopartikiller sahip olduklar kiigiik boyutlari sayesinde hticreye kolayca girerek sonugta

sitoplazmada birikme egilimi gostermektedir. Biriken NP’ler sitoplazmadaki ¢esitli protein
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ve enzim gibi bir¢cok biyolojik molekiillerle ya da ¢esitli organellerle etkilesime girebilecegi
gibi, boliinme sirasinda ¢ekirdek zarmin kaybolmasindan sonra kromozom ve DNA ile de
etkilesime girebilmektedir. Ayrica oldukc¢a kiicuk boyutlardaki NP’ler porlardan ¢ekirdek
icine girebilmekte, dogrudan DNA ile etkilesime gecebilmektedir (Boyoglu ve digerleri,
2013; Gonzalez, Lison ve Kirsch-Volders, 2008; He, Hu, Yin, Tang ve Yin, 2010; Nel, Xia,
Madler ve Li, 2006; Sakai, Matsui, Nakayama, Tsuda ve Yoneda, 2011; Syed ve digerleri,
2013; Xia ve digerleri, 2008). Bununla birlikte nanoboyutlarda uretilen partiktller daha
genis ylizey alanlar1 nedeniyle, mikropartikiillerden daha fazla atom sayisina sahiptir.
Yiizeylerine baglanan atom sayilarinin artmasi ile NP’ler daha ylksek aktiviteye
kavusmakta ve atom basimna diisen enerji seviyesinde azalmalar olmaktadir. Ornegin Au
NP’lerinin kaynama noktasi, daha biiyiik boyutlardaki Au partikiillerinin kaynama noktasina
(300°C) gore daha digiiktir (Roduner, 2006). Giimiis nanopartikiilleri, enerji
seviyelerindeki azalma nedeniyle, bagli olduklar1 atomlardan daha kolay ¢oziinmekte ve

ortama salinan giimiis iyonlarinin sayisinda artig goriilmektedir (Beykaya ve Caglar, 2016).

Sprague-Dawley farelerinde, TiO2’in 5, 21 ve 50 nm ebatindaki NP’lerinin 0.5, 5, ve 50
mg/kg’lik dozlarmin genotoksik etkileri incelendiginde, 5 nm’lik TiO2 NP’lerinin >5 mg/kg
dozlarda, pulmoner dokularda LDH ve ALP diizeylerinde artisa neden oldugu, 0.5 ve 5
mg/kg’lik dozlardaki LDH ve ALT diizeyinin, 50 mg/kg’lik dozdan yiksek oldugu tespit
edilmistir. 21 nm’lik partikiiller, 5 ve 50 mg/kg’lik dozlarda ALP aktivitesini artirmistir. LDH
ve ALP dizeyinde, 50 nm TiO2 grubu ile kontrol arasinda bir farklilik olugsmamustir.
Inflamatuar lezyonlarda doza bagl bir atis gézlenmistir. 5 nm’lik partrikiillerin olusturdugu
pulmoner toksisitenin, 21 nm ve 50 nm’lik gruba nazaran daha ciddi diizeylerde oldugu
belirtilmistir (Liu ve digerleri, 2009). Benzer sekilde, 344 erkek Fischer ratlarda, 20 ve 250
nm boyutlarindaki TiO2 NP’leri ile yapilan bir incelemede, ince partikiillere kiyasla ultra
ince NP’lerin akcigerlerde daha fazla birikme egilimi gosterdigi, daha ylksek seviyelerde
pulmoner toksik etki olusturduklar1 ve bu birikim ve inflamasyonun NP’lerin kii¢iik boyut,
genig yilizey alani, yiiksek ara gecis ve gelismis dagilma ozelliklerinden kaynaklandig:
bildirilmistir (G. Oberdorster, Ferin ve Lehnert, 1994). Silika-titanyum i¢i bos
pargaciklarinin 25, 50, 75, 100 ve 125 nm boyutlardaki partiklleri ile insan meme kanser
hicreleri (SK-BR-3) ve fare alveoler makrofaj hucrelerinde (J774A.1) yapilan bir
arastirmada, en yiksek etkinin 50 nm’lik silika-titanyum pargaciklar1 tarafindan
olusturuldugu belirlenmistir (Oh ve digerleri, 2010). Ag NP’lerinin (20 ve 200 nm) 0.1, 1,
10, 100 ve 1.000 mg/L’lik konsantrasyonlart Daphnia magna ya uygulandiginda, kigik
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partikillerin daha fazla baz oksidasyonu olusturdugu belirlenmistir (Georgantzopoulou ve
digerleri, 2012). Farelere gavaj yoluyla 2 hafta boyunca verilen 25, 80 ve 155 nm’lik TiO>
NP’leri, ALT/AST ve LDH seviyelerinde artisa neden olmus, farelerin karaciger ve
bobreklerinde ¢esitli patolojik hasarlar olusturmus ve bu etkilerin sadece 25 ve 80 nm’lik
TiO, partikullerde goriildiigi belirlenmistir (J. Wang ve digerleri, 2007). TiO2 NP’lerinin
aksine, 20, 40 ve 200 nm’deki Au NP’leri intratrakeal instilisyon yoluyla erkek Wistar
ratlarina uygulandiginda, komet testinde her hangi bir DNA hasar1 olusmadigi, alveolar
stvidaki patolojik parametrelerde ve kandaki mikronukleuslu poikromatik eritrositlerde her
hangi bir atig olmadigi, kisaca bu deneyde, Au NP’lerinin farkli boyutlarinin herhangi bir
genotoksik, sistemik ve yan etkisinin olmadigi bildirilmistir (Schulz ve digerleri, 2012).

Yiizey viiki ve kimyasi

Nanopartikiller immiin yanitlar1 uyarabilmekte ve/veya bastirabilmektedir. Bu ozellik,
NP’lerin yiizey kimyasi ve immun sistemle arasindaki etkilesimi agik¢a ortaya koymaktadir.
Bu o6zelliklerinden dolay1r NP’ler, hem immin sistemde pasif ve/veya aktif hedeflendirme
ile partikdllerin istenilen bolgelere iletilmesinde hem de nanokonjugatlar sayesinde
genotoksik etkilerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada,
TiO2 ve Fe2O3 NP’lerinin, insan akciger hiicreleri (IMR-90) ve insan bronsiyal epitelyal
(BEAS-2B) hucrelerindeki etkileri incelendiginde, TiO2 NP’lerinin ROT (retimini
(herhangi bir fotokatalitik aktivite olmadan) ve DNA eklenti olusumunu (8-OHdG)
tetikledigi ayrica insan akciger fibroblastlariin (IMR-90), insan bronsiyal epitelyal
hicrelerine (BEAS-2B) kiyasla daha hassas oldugu belirlenmistir. Arastiricilar, Fe2Os3
NP’lerinin genotoksik etkiyi uyarmamasinin, farkli ylizey yiiklerine sahip olmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir (Bhattacharya, Santra, Ghosh ve Karmakar, 2008).
Insan deri melanoma (A375) hicreleri Gizerinde yapilan bir ¢alismada, ZnO NP’lerinin 5, 10
ve 20 pg/mL’lik konsantrasyonlar: 24 saatlik uygulamada, hiicre canliliginda sirasiyla %2,4,
%16 ve %58,6 ve 48 saatlik uygulamada da %3,2, %38 ve %76,6 azalmaya neden olmustur.
Ayrica bu azalmanin konsantrasyona ve zamana bagli oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan
Zn*?nin, ZnO NP’lerine kiyasla hiicre canliligmi daha az azalttig1 icin, toksik etkinin
nanopartikiilden kaynaklaniyor olmasi nedeniyle, arastiricilar, tlketici Urinlerinde
kullanilan ZnO NP’leriyle ilgili endise duyduklarmi bildirmislerdir (Alarifi ve digerleri,
2013). Nano-Cu, nano-CuQ, nano-Cu(OH)2, mikro Cu, mikro CuO ve iyonik Cu*?’mn (CuClz
ve CuSOyg) incelenmesiyle, Escherichia coli (ATCC 25922) ve Lactobacillus brevis (ATCC


https://www.tandfonline.com/author/Georgantzopoulou%2C+Anastasia
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14869) bakterileri tzerinde en fazla toksik etkiyi nano boyuttakilerin, ikinci sirada iyonik
olanlarin ve son sirada mikroboyuttakilerin gosterdigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak,
arastiricilar nano Cu’in bakteri iginde tutundugunu, yiiksek miktarda ROT firettigini ve

benzersiz genotoksik etkiler olusturdugunu vurgulamislardir (Kaweeteerawat ve digerleri,
2015).

Aglomerasyon

Nanopartikillerin aglomerasyon durumu da, bu partikiillerin hiicre tarafindan alinmasini
etkilemektedir. Nanopartikller, hem in vitro ve hem de in vivo kosullarda, hiicre igerisinde
aglomerasyon-agregasyon-topaklanma egilimi gostermektedir. Boylece, normalde sahip
olduklar1 boyutlarindan daha biiyiik veya ¢ok daha biiylik boyutlara ulagabilmektedir. Bu
durumda NP’ler, sahip olduklari islevselliklerini kaybetmezler ancak topaklagsma sonucunda
boyutlarinda meydana gelen artis nedeniyle, hiicrelere girisleri zorlagmakta ve azalmaktadir.
Bu da toksik etkilerinde farkliliklara sebep olmaktadir. Bu konuda yapilan bir arastirmada,
L929 fibroblasts hicreleri, TiO2. NP’lerinin tipta kullanilanlarla  baglantili
konsantrasyonlarla 24 saat muamele edilmis ve partikillerin hiicreye giris diizeyleri
ultrahigh resolution imaging microscopy (URI), taramal1 ve gecirmeli elektron mikroskobu
ve inductivity coupled plasma-mass spectroscopy (ICP-MS) kullanilarak incelennistir.
Calisma sonucunda, kullanilan tiim NP’lerin (40 nm anataz; 40 nm rutil; 25 nm %84 anataz;
10X40 nm rutil; 5 nm anataz; <100 nm %69 anataz; 10 nm anataz) aglomerat olusturdugu,
bu aglomeratlarin hiicre zarina tutunduklari, ayrica hiicre igerisine ve organellere girdigi
tespit edilmistir. Biiyiik aglomeratlarin aktin bagimli yolla, kii¢iik aglomeratlarin ise aktin-
bagimli olmayan yolla hiicre i¢ine alindigi belirlenmistir. Arastiricilar hucreye giris
dizeyinin NP biiyiikligiine bagh ve bu girisin sirastyla 5>10>40 nm seklinde oldugunu
bildirmislerdir (Allouni, Hal, Cauqui, Gjerdet ve Cimpan,2012). Bir baska ¢alismada, 10 nm
anataz TiOz NP’lerinin S. typhimurium TA1535, TA100, TA1537, TA98 ve TA102 suslari
Uzerindeki etkisi Ames testi kullanilarak incelenmistir. Suslar hem metabolik aktivasyon
varliginda (S9 mix) ve hem de yoklugunda 20, 100, 500, 1.000, 2.500 ve 5.000 mg/plak
konsantrasyonlarda TiO2> NP’leri ile 48 saat muamele edildiginde, suslarda herhangi bir
mutajenik etki tespit edilmemistir. Ayrica TEM ve enerji dagilimli X 1s1n1 spektroskopisi ile
yapilan analizlerde, TiO. partiktllerinin ylksek seviyede aglomeratlar olusturdugu ve

bakteri hicrelerine giremedikleri belirlenmistir (Landsiedel ve digerleri, 2010).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233312000379#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233312000379#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233312000379#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233312000379#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233312000379#!
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Yiizey kaplamasi

Nanopartikiller, nanoteknolojik uygulamalarda tek baslarina kullanilabildikleri gibi, daha
kullanisli ve daha etkin hale getirilmeleri i¢in yiizeyleri farkli maddelerle kaplanmak
suretiyle de kullanilmaktadir. NP’ler, kaplandiklar1 maddeye gore (polimer, magnetik yap1
vb.) esneklik, dayaniklilik, iletkenlik ve mekanik gibi farkli islevsellikler kazanmaktadir.
Bunlarin yaninda NP’lere uygulanan bu yiizey kaplamalari, NP’lerin davraniglarii ve
dolayisiyla genotoksisitesini de etkileyebilmektedir (Fu, Xia, Hwang, Ray ve Yu, 2014,

Gnach, Lipinski, Bednarkiewicz ve Capobianco, 2015).

Biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilan manyetik demir oksit nanopartikulleri (nano-
Fes0s), farkl pozitif yiiklere sahip poli (etilenimin) (PEI) ve poli etilen glikol (PEG) ile
kaplanmis ve bu NP’lerin genotoksik etkisini belirlemek igin insan SH-SY5Y, MCF-7 ve
U937 hiicre hatlarinda ROT ve lipit peroksidasyon duzeyleri incelenmistir. Yuzeyi
kaplanmis nanopartikiillerin, kaplanmamis olanlarina kiyasla genotoksik oldugu tespit
edilmistir (Hoskins, Cuschieri ve Wang, 2012). Allium cepa koklerinde yapilan bir
caligmada, Ag NP’lerinin ii¢ farkli kaplanmis formu [sitrat, polivinilpirrolidon (PVP) ve
setiltrimetilamonyum bromur (CTAB)] ve Ag iyonlarin genotoksik etkileri incelenmistir.
Elde edilen verilere gore Allium cepa koklerinde tespit edilen toksisite Ag*>CTAB-
Ag>PVP-Ag>sitrat-Ag seklinde siralanmigtir. Arastiricilar kaplanmis formlar arasinda
CTAB-Ag NP’lerinin en yiiksek toksik etkiye neden olmasini, daha kiigiik boyutta olmasi
ve koklere daha fazla alinmasiyla iliskilendirmislerdir. Ayrica, AgNP'lerinin toksik etkisinin
biiyiikliik, ylizey yiikii ve yiizey kaplamasi ile dogrudan iliskili oldugu vurgulanmistir
(Cvjetko ve digerleri, 2017). Diger yandan, UV filtrelerinin yapiminda siklikla kullanilan
TiO2 NP’lerinin (21 nm) ve mesoporus silika kapli (MSN) TiO2 NP’lerinin genotoksik
etkilerinin insan lenfositleri/monositleri lzerinde incelenmesi sonucunda, sadece TiO:
NP’lerinin ROT olusumunu tetikledigi belirlenmistir. Hicrelerde 1L-2, IL-17 ve IFN-g
molekdullerinin her iki NP uygulamasinda da azaldigi, IL-1p ve IL-4 salinimimin sadece
MSN’lerde ve IL-10, TNF-a ve IL-23 salimmin ise sadece TiO2 NP’lerinde arttig1
belirlenmistir. Arastiricilar kullanilan NP’lerin proinflamatuar ve proapoptotik ajanlar
olarak goriindiigiinii, MSN-TiO2 NP’lerinin daha biiyiik genotoksik etkilerin 6niine gegtigini

bildirmislerdir (Petrarca, Clemente, Zaccariello, Sabbioni ve Gioacchino, 2018).
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Giinliik hayatimizda pek ¢ok alanda yaygin kullanim bulmaya baslayan NP’lerin ¢cok degisik
acilardan toksik etkileri olmakla birlikte, bunlarin 6zellikle genotoksik risklerinin
arastirilmasi 6zellikle insan saglig1 agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Genetik toksikoloji
testleri kullanilmak suretiyle hem NP’lerin genetik materyalde ve kromozomlardaki etkileri
hem de basta kanser olmak iizere, kalp-damar hastaliklari, ndrodejeneratif hastaliklar ve
diger bazi hastaliklardaki olasi riskleri de belirlenebilmektedir (Seaton ve Donaldson, 2005;
Tiylek, 2018; Zorlu, 2016).

2.6. Nanomateryaller ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Nanopartikullerin en temel 6zelligi 100 nm’den kiigiik boyutlara sahip olmalaridir. Bu
boyutlar1 nedeni ile NP’ler hiicre ve ¢ekirdek zarlarindan ve diger biyolojik bariyerlerden
kolaylikla gegebilir, cekirdek igerisindeki DNA ile etkilesime girerek DNA’nin yapisinda
hasarlara neden olabilir. Ayrica, diger hiicre organellerine de girebilir veya hicre igi
molekiillerle etkilesime gecebilir. Ayrica, benzersiz genis yiizey/hacim oranlari nedeniyle,
nanomalzemeler reaktif veya Katalitiktir ve bu nedenle potansiyel olarak toksik etki
gOstermektedir. Bitiin bu yapilar1 nedeniyle NP’ler hiicresel fonksiyon bozukluklarina,
oksidatif hasarlara, genetik hasarlara, ¢esitli kronik ve genetik hastaliklara, dogumsal
anormalliklere ve kansere neden olabilmektedir (Catalan ve digerleri, 2015; Daphedar ve
Taranath, 2018; Ersoz ve Altun Colak, 2018; Giines, Erdal ve Gemi, 2017; Tlylek, 2018;
Yen, Hsu ve Tsai, 2009; Yu, Hong ve Zhang, 2016).

Yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanan farkli tipteki ve 6zellikteki bazi nanopartikiillerin
genotoksik etkileri ¢esitli primer hiicrelerde ve hiicre hatlarinda ve ayrica in vivo kosullarda
farkl: tiirlerin hiicrelerinde de incelenmektedir. Bu konuda yapilan bir ¢caligmada, C57BI1/6
farelerine farenjiyal soluma yontemiyle uygulanan MWCNT’nin 5, 10, 50, 100 ve 200
ug/fare’lik konsantrasyonlarinin olas1 genotoksik etkileri komet ve mikrontkleus testleriyle
incelenmistir. Bu partikiillerin komet testinde, DNA zincir kiriklarinda doza baglh artis
olusturdugu ve farelerin alveolar tip II hiicrelerinde mikroniikleatlar: tetikledigi
belirlenmigtir (Catalan ve digerleri, 2015). DNA biosensori olarak biomedikal ve
bioteknolojik uygulamalarda, gen ve ilag iletiminde ¢okga kullanilan partikiillerden biri olan
(Jong ve Borm, 2008) SiO2 NP’lerinin 10, 50 ve 100 ng/mL’lik konsantrasyonlari 24, 48 ve
72 saat stireyle A549 brons alveolar hiicrelerine uygulanmistir. NP’lerin oksidatif stresi

tetikleyerek lipit peroksidasyonunda artisa ve GSH seviyesinde azalmaya neden oldugu
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tespit edilmistir. Olusan oksidatif stresin topoizomeraz I ve proteinlerde anormal birikmelere
neden oldugu ve sonucta hiicre canliliginda azalmaya sebep oldugu vurgulanmistir (Lin,
Huang, Zhou ve Ma, 2006). Yapilan bir baska ¢alismada, J774 A1 makrofajlarinda Au ve
Ag NP’lerinin 2-4 nm, 5-7 nm ve 20-40 nm olmak (zere uygulanan ti¢ farkli boyutunun
imminolojik etkileri incelenmistir. Au-NP’leri 1 ppm’lik, Ag-NP’leri 10 ppm’lik
konsantrasyonlarda, kisa siireli (3 ve 6 saat) ve uzun siireli (24, 48 ve 72 saat) olarak
uygulanmustir. Her iki NP’lin hiicreye giris yaptig1 ancak ozellikle kiiglik ebatli olanlarin
proinflamatuvar genler olan interlukin-1 (IL-1), interlukin-6 (IL-6) ve tumor necrosis factor

(TNF-alfa)’de artisa sebep oldugu tespit edilmistir (Yen ve digerleri, 2009).

Nanopartikiiller insan hayatinda kapli formlarda da kullanildiklar1 i¢in, bu yapidaki
nanopartikiillerin genotoksik etkileri konusunda da arastirmalar yiiriitilmektedir.
Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) NP’lerinin ii¢ farkli yiik [n6tr (polivinil alkol), pozitif
(kitosan) ve negatif (Pluronik F68)] ile kaplanmis formlarinin etkileri insan akciger epitel
hiicrelerinde (A549) incelenmistir. NP’ler 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlarda 2, 6, 24 ve 48
saat siireyle hiicrelere uygulanmis ve genotoksik etkiler flow sitometre ve LDH salinimi
analizlerine gore incelenmistir. Arastiricilar kaplanmis olan NP’lerin etkilerini
karsilagtirmak i¢in TiO2 NP’lerinin anataz (kuresel, <25 nm) ve rutil (cubuk, 20nmX40 nm)
formlarinin  genotoksik etkilerini de incelemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda, PLGA
NP’lerinin TiO2 NP’lerine benzer genotoksik etkilere neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica
F68 NP’lerinin diger kaplanmisg yiiklerden daha fazla genotoksik olmasini da hiicrelere daha
yiiksek diizeyde alinmasi nedeniyle yiiksek inflamatuar yanit olusturmasindan
kaynaklandig1 vurgulamistir (Grabowski ve digerleri, 2013). PLGA NP’lerinin {i¢ farkli
kaplanmig formunun 0,01, 0,1, 1 ve 10 mg/mL’lik konsantrasyonlar1 insan benzeri THP-1
makrofajlarinda incelendiginde, uygulanan en yuksek konsantrasyonun, kaplama maddesi
dikkate alinmaksizin, ROT Uretimi ve proinflamatuar sitokinlerin salinmasina bagl olarak
nekrozu tetikledigi belirlenmistir. Tiim kaplama maddelerinin, tek basina kullanilan PLGA

NP’lerine kiyasla, genotoksik oldugu ifade edilmistir (Grabowski ve digerleri, 2015).

Insan brons alveolar hiicrelerinin, negatif [merkaptopropiyonik asit (MPA)] ve pozitif
[ysteamin (CYST)] yiik ile yiiklenmis kuantum dotlarin 0,5, 5, 20, 80 ve 160 pg/mL’lik
konsantrasyonlariyla 24 ve 48 saat muamele edildigi bir arastirmada, CYST-QD'lerin DNA
sarmalinda kirilmalara neden oldugu, MPA-QD'lerin ROT olusumunu tetiklemedigi fakat
yine de ¢ok az diizeyde DNA zincir kiriklari olusturdugu belirlenmistir. Ayrica, PCR analizi
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ile p53 dizeyinde belirlenen azalma ve p53 baglayict protein 1 (53BP1)’in hiicre
cekirdegindeki varliginin DNA hasarlarinin gostergesi oldugu ifade edilmistir (Nagy ve
digerleri, 2013). Diger bir arastirmada, karboksil (COOH) ve amino polietilenglikol
[NH2(PEG)] ile kaplanmis QD’lermin J774.A1 hiicrelerine 30, 60 ve 120 dakika uygulanmis
ve etkileri konfokal mikroskobu ve flow sitometrisi ile analiz edilmistir. Negatif yukli
kaplanmig NP’lerin hiicrelere daha hizli alindigi, NH2(PEG) kapli NP’lerin ise hiicrelere
daha yavag alindig1 fakat tamamen hiicre i¢cine alimlarinin engellenemedigi belirlenmistir.
Arastiricilar nanopartikiillerin olusturdugu toksik etkilerin kaplama maddesine gore farklilik
gosterebilecegini bildirmislerdir (Clift ve digerleri, 2008). A549 brons alveolar hiicreleri
Uzerinde yapilan bir bagka ¢alismada Ag" iyonlarinin ve polivinil pirolidon (PVP) kapli
nano-Ag’nin her ikisinin de hiicrelerde ROT olusumu sonucunda DNA hasarini tetikledigi,
bu hasarin erken apoptozis ile giiglii bir korelasyon sergiledigi ve doza bagli genotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica N-asetilsistein ile 6n muamele sonucunda ROT olusumu,
mitokondriyal hasar veya apoptoz olusumda azalma oldugu vurgulanmistir (Foldbjerg, Dang
ve Autrup, 2011).

2.7. TiO2 Nanopartikulleri ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Kisisel bakim {riinleri, boya ve farmasotik uygulamalarda en ¢ok kullanilan bes
nanopartikiil arasinda yer alan titanyum dioksit nanopartikulleri, pigment iretiminin %70'ini
olusturarak, diinya ¢apinda en ¢ok Uretilen Ag NP’lerinden sonra ikinci siraya yerlesmistir.
Nanoboyuttaki yapilar1 nedeniyle sahip olduklar1 ve onlar1 bir¢ok alanda tercih edilir bir
duruma getiren spesifik Ozellikleri, TiO2> NP’lerinin insan sagligi ve ¢evre lizerinde de
negatif etkiler olusturmasina sebep olmaktadir. TiO2 NP’lerinin inflamasyona, akcigerlerde
hasarlara, fibrosise ve tiimore sebep olabilecegi ve hatta insanlar i¢in biiyiik olasilikla
kanserojen olabilecegi ifade edilmektedir. Kanserin, mutasyonlardan kaynaklanan bir
hastalik olmasi nedeniyle, TiO2 NP’lerinin genotoksik etkisi konusunda ¢esitli aragtirmalar
yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin bazilarinda TiO2 NP’lerinin ciddi genotoksik riskler
olusturdugu, bazilarinda orta derecede genotoksik oldugu ifade edilirken, diger bir kisminda
herhangi bir genotoksik risk olusturmadigi vurgulanmaktadir (Chen, Yan ve Li, 2014, Z.
Chen ve digerleri, 2014; Di Virgilio, Reigosa, Arnal ve Fernandez Lorenzo de Mele, 2010;
Miura, Ohtani, Hasegawa, Yoshioka ve Hwang, 2017; Uboldi ve digerleri, 2016; Vance ve
digerleri, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez%20Lorenzo%20de%20Mele%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20079968
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Nanopartikillerinin hem Uretim ve kullanimlar1 ve hem de ¢evreye salinimlarinin her gegen
giin artmasi1 sebebiyle, sik¢a kullanilan TiO2 NP’lerinin genotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla primer insan hiicrelerinde ve hiicre hatlarinda ve bakterilerde in vitro arastirmalar
yapildig1 gibi, baz1 canli tiirlerinde in vivo arastirmalar da yapilmaktadir. iki farkli metal
oksit olan SiO2 ve TiO2 NP’lerinin genotoksik etkisini belirlemek amaciyla, bu partikiillerin
0,5 ve 1 pg/mL’lik konsatrasyonlarinin insan lenfositlerine uygulandigi bir arastirmada, her
iki nanopartikulin, hem mikronukleus ve diger niiklear anormallikleri tetikledigi hem de
yiiksek konsantrasyonlarin proliferasyon indeksinde artisa sebep oldugu belirlenmistir
(Vidya ve digerleri, 2017). NM100 (anataz, 50-150 nm), NM101 (anataz, 5-8 nm) ve NM103
(rutil, 20-80 nm) olmak iizere farkli form ve boyuttaki TiO2 NP’lerinin genotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla, kiiltiire edilmis BEAS-2B hiicreleri, 1, 5, 15 ve 30 pg/mL’lik
konsantrasyonlara 3, 24 ve 48 saat maruz birakilmistir. mini jel-komet testi uygulanan
arastirmada, hiicrelerde NM100’tin daha etkili oldugunu fakat her ¢ nanopartikilin de

oksitlenmis bazlarda artisa sebep oldugu belirtilmistir (Bucchianico ve digerleri, 2017).

Botelho ve digerleri (2014), 21 nm boyuttaki TiO> NP’niin genotoksik etkisini belirlemek
amaciyla, 20, 40, 60, 80, 100, 120 ve 150 pg/mL’lik konsantrasyonlarini, insan gastrik epitel
hicrelerine 3, 6 ve 24 saat uygulamislardir. Komet testine gore, 150 pg/mL’lik TiO2
NP’iinlin kuyruk yogunlugunu kontrole kiyasla 1,88 kat artirdigi ve dolayisiyla DNA
hasarma ve genotoksik etkiye sebep oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen DNA hasarlarinin
kanserle iliskili oldugu ve bu nedenle NP’lerin kanser gelisiminde etkili olabilecegi
vurgulanmigtir (Botelho ve digerleri, 2014). 2,3 nm’deki TiO2 NP'lerinin (1, 10 ve 100
pug/mL) insan periferal lenfositleri ve insan embriyonik bobrek hicreleri (HEK293)
uzerindeki etkilerinin komet testiyle incelendigi bir arastirmada, Fpg ve Endo IlI
enzimlerinin bulunup bulunmamasina bagli olmaksizin, her iki hiicre hattinda da 100 pg/mL
konsantrasyondaki TiO2 NP’lerinin DNA hasarimi anlamli diizeyde artirdigi belirlenmistir
(Demir ve digerleri, 2013). insan SH-SY5Y ndral hiicrelerinin 25 nm’lik %100 anataz ve
%80 anataz-%20 rutil TiO2 NP'lerinin 80, 120 ve 150 pg/mL’lik konsantrasyonlarina
maruziyeti sonucunda, her iki formdaki TiO2 NP'lerinin hicrelerde apotazda artisa neden
oldugu, ayrica MN testinde 3 saatte hasar olusmazken, 6 saatlik uygulamada genotoksik
hasarlarin olustugu tespit edilmistir (Valdiglesias ve digerleri, 2013).

Literatiirde, nanopartikiillerin g¢esitli materyaller ile kaplanmig formlarma yonelik

arastirmalar da bulunmaktadir. Kaplanmamis formdaki anataz TiO. (A8), ticari olmayan sol-
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jel anataz (A72), rutil (R) ve Aeroxide P25 pirojenik anataz/rutil TiO2 (AR, %80 anataz-
%20 rutil) nanopartikillerinin ve anataz Max Light F-TS20 (A-S), rutil Eusolex TAVO (R-
S), rutil UV-Titan M262 (R-Alu-D), AR-PW Covasil S1 (AR-SL1), AR-Tego Sun T805
(AR-SL2) ve AR-Tego Sun TS Plus (AR-SL2-S) gibi kaplanmis partikiillerin genotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla dorsal kok ganglion (DGR) hiicreleri Gizerinde bir arastirma
yurltilmistir. Kullanilan A-S ve R-S NP’leri SiO> ile kaplanmig ve AR-SL1, AR-SL2 ve
AR-SL-S nanopartikilleri ise trimethoxycaprylylsilane (TMCS) ile kaplanmistir. Bu
caligma sonucunda, tiim NP’lerin (kaplanmamis rutil hari¢) kontrole kiyasla apoptozu
tetikledigi, ayrica inorganik/organik yiizey kaplamalarimin hiicrelerde apoptoz olusumuna
kars1 herhangi bir avantaj saglamadigi belirlenmistir. Diger yandan, toz halindeki NP’lerin
hidrofilik yapisinin hem kristal faza (anataz> rutil) hem de yiizey bilesimine (kaplanmamis
inorganik kapli> organik kaplanmig) bagli oldugu fakat boyutuna bagli olmadig
belirlenmistir. Arastiricilar TiO2 NP’lerinin biyolojik aktivitesinden sorumlu yiizey alanlari
ve yiizey kaplamalarinin fotokatalitik aktiviteden sorumlu olan 6zelliklerle yakindan iliskili

oldugunu ifade etmislerdir (Bolis ve digerleri, 2012).

Nanopartikiillerin genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla in vivo aragtirmalar da
yapilmaktadir. Iri burun yunus l6kositlerinde 25 nm'den kicuk anataz ve rutil TiO:
NP'lerinin (20, 50 ve 100 pg/mL) genotoksik etkisinin komet testiyle incelenmesi
sonucunda, tek ve ¢ift zincir kiriklari ile alkali-isaretli bolgelerin sayisinda artis oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglara dayarak, TiO> partikiillerinin disli deniz hayvanlari ig¢in “gelisen”
bir kirletici olabilecegi vurgulanmistir (Bernardeschi, Guidi, Scarcelli, Frenzilli ve Nigro,
2010). 33 nm boyuttaki TiO2 NP'lerinin olast genotoksik etkilerini incelemek igin,
CBABGF1 farelerine, viicut agirliklarina gore 40 mg/kg, 200 mg/kg ve 1.000 mg/kg’lik
konsantrasyonlar, 7 gin boyunca her giin gavaj yoluyla verilmistir. Komet testinin
uygulandig1 bu caligmada, farelerin karaciger ve kemik iliginde DNA hasarlarinin arttigi
fakat beyinde herhangi bir hasar olusmadigi belirlenmistir (Sycheva ve digerleri, 2011).
Farelerde yapilan bir ¢alismada, vinkristin silfat (VCR) tarafindan olusturulan kromozomal
hasarlara karst nano rutil TiO2’in etkileri mikronukleus testi ile incelenmistir. VCR,
mikrotiiplerin fonksiyonlarini bozarak hiicre boliinmesini metafazda durduran, htcreleri
apoptoza yonlendiren bir anti-tiimor ajandir. Calismada 6nce, vincristin (VCR, 3, 5 ve 7
mg/Kg) ve nano rutil TiO2’in (0,1, 1 ve 3 mg/Kg) farkli konsantrasyonlar1 farelere
intraperitonal olarak enjekte edilerek, 24 saat sonra, mikronukleuslu polikromatik eritrositler

(MNPCE) incelenmis ve etkili dozlar tespit edilmistir. Daha sonra VCR (5 mg/kg) ve nano
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TiO2 (1 g/Kg) hem tek baslarina ve hem de birlikte farelere uygulanmis ve 24, 48, 72 ve 96
saat sonra MNPCE’ler incelenmistir. Etkili dozlarda, nano-TiO2 ve VCR NP’lerinin tek
basina, kontrole kiyasla en fazla 24 saatte MN frekansinda artisa neden oldugu, her ikisinin
birlikte uygulamasinda, MN frekansinda en fazla artisin 48 ve 72 saatlik uygulamalarda
gerceklestigi tespit edilmistir. 96 saatlik uygulama ise 6liime sebep olmustur. Bu sonuglar,
nano rutil TiO2’in VCR’in etkileri iizerine sinerjistik etkili oldugu seklinde yorumlanmustir.
Arastiricilar VCR'ye baglanan nano TiO2’in ¢ekirdek igine girebildigini ve bunlardan
kaynaklanan mitotik islev bozuklugunun kromozomal anormalliklerini daha da artirdigini
ifade etmislerdir (Lotfi, Zirak, Moghadam ve Pazooki, 2016).

Yapilan bazi arastirmalarda, TiO2 NP'lerinin genotoksik risk olusturmadigina dair sonuglar
da mevcuttur. 6-7 haftalik erkek B6C3F1 farelerine TiO2 NP'lerinin 0,5, 5,0 ve 50 mg/kg’lik
konsantrasyonlariin intravendz uygulamasi sonucundaki etkileri mikronukleus testi, Pig-a
(phosphatidylinositol glycan, class A gen) mutasyonu testi ve mikronukleuslu retikilosit
frekans1 (%MN-RET) ile degerlendirilmistir. Hayvanlara intravendz olarak 50 mg/kg TiO--
NP’i verilerek 4, 24 ve 48 saat sonra yapilan dl¢limlerde, nanopartikiillerin 4 saat sonra
kemik iliginde en yiiksek diizeye ulastigi ve bu diizeyin birka¢ giin korundugu tespit
edilmistir. Retikiilosit ylizdesinde olusturdugu diisiikliik nedeniyle, partikiillerin kemik
iliginde sitotoksik oldugu fakat Pig-a mutant frekansinda ve %MN-RET frekansinda artis
olusturmadig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, TiO2-NP’lerinin kemik iligine ulastigini ve
sitotoksik oldugunu fakat genotoksik ve mutajenik etki olusturmadigini gostermektedir
(Sadiq ve digerleri, 2012). Farelere TiO, NP’lerinin 140, 300, 645 ve 1.387 mg/kg’lik
konsantrasyonlarinin intravendz tek doz uygulamasindan 14 giin sonra, hayvanlarda 6liim,
kan biyokimyasi, hematolojik, genotoksik ve histopatolojik incelemeler yapilmistir. En
yiksek dozda, farelerde 2 giin sonra dlumler ve 7 gun sonra, fiziksel aktivitede ve yiyecek
ve su aliminda azalma tespit edilmistir. Biyokimyasal parametreler ve histolojik kesitler,
nanopartikiillerin beyin, akciger, dalak, karaciger ve bobrekte akut toksisiteye sebep
oldugunu fakat hematolojik ve genotoksik etkiye sebep olmadigini gostermistir (Xu ve
digerleri, 2013). Fare epitel hucreleri (CCL-149) (zerinde yapilan bir genotoksisite
caligmasinda, nano-CuO, nano-CdO ve nano-TiOz'inin genotoksisiteleri karsilastiriimis ve
sonucta DNA zincir kiriklart ve 8-OHAG olusumu agisindan NP’lerin toksik etkisinin
sirastyla nano-CuO>nano-CdO>nano-TiO2 oldugu tespit edilmistir. TiO2 partikullerinin ¢ok
limitli sitotoksisite olusturdugu fakat genotoksik etkili olmadigi vurgulanmistir (Zhu,

Hondroulis, Liu ve Li, 2013).
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Ug farkli formdaki TiO, NP’lerinin (P25: 25 nm, %80 anataz, %20 rutil; NA: 5-30 nm,
anataz; TLB: 5-10 nm, rutil) genotoksik etkisinin, OECD tarafindan onerilen Ames testi ile
incelendigi bir arastirmada, S. typhimurium’un TA97a, TA98, TA100 ve TA102 suslarina,
partikiillerin 0,875, 8,75 ve 87,5 ug/mL’lik konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Ancak Ames
testinde, herhangi bir mutajenik etki tespit edilmemistir. Arastiricilar, Ames testindeki
negatif sonuglarin, kullanilan kiiltiir ortaminin, bakterilerle nanopartikiiller arasindaki
elektrostatik  etkilesimi  engellemesinden ve  nanopartikiillerde  aglomerasyon
olusturmasindan kaynaklandigini ifade temislerdir (Jomini, Labille, Bauda ve Pagnout,
2012).

Yukaridaki paragraflarda da goriildiigli gibi, tipta, elektronikte, farmasotik ve kozmetik
alaninda yaygin olarak kullanilan TiO2 NP’lerinin sahip olduklar1 spesifik 6zellikleri
nedeniyle insan saglig1 ve gevre iizerinde negatif etkileri olabileceginden hareketle bu giine
kadar bir ¢ok arastirmalar yapilmis ve bu konuda bir ¢ok derlemeler de yayinlanmistir. Bu
calismalarda, nanopartikillerin ¢esitli canlilarda inflamasyona, pulmoner toksisiteye,
fibrozise ve akciger tiimorlerine sebep oldugu ve bu nedenle insanlarda da kanserojen
olabilecegi belirtilmektedir. Kanserin de mutasyonlardan kaynaklanan bir hastaliklar grubu
olmasi nedeniyle, giliniimiizde, nanopartikiillerin ve 06zellikle TiO2 nanopartikillerinin
genotoksik etkileri konusunda arastirmalar hala devam etmektedir. Genotoksisite
aragtirmalarinda, ¢esitli in vitro ve in vivo testler kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan
testler, Ames testi, komet testi, mikronukleus testi, kardes kromatid degisimi testi, memeli
hlcresi hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz gen testi, kanat somatik mutasyon ve
genetik rekombinasyon testi ve fare fosfatidilinositol glikan ve A smifi gen testi gibi
testlerdir. Yapilan testlerde hem negatif ve hem de pozitif sonuglarin elde edilmesi ve bu
sonuclarin bir birine zit olmasindan, ayrica, nanopartikiil iiretimi, kullanim1 ve atiklarinin
insan ve diger canh tiirlerinde ve dogada birikiminin her gecen giin artis gostermesinden
dolayl, bu tez calismasinda TiO2 nanopartikullerinin genotoksik etkilerinin insan
lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatid degisimi ve mikronukleus testleri

ile incelenmesi planlanmustir.

2.8. Genetik Toksisite Testleri

Yasadigimiz ¢evrede maruz kaldigimiz fiziksel ve kimyasal ajanlarin DNA ve/veya

kromozomlarda olusturdugu hasarlar (DNA eklentileri, DNA zincir kiriklari, gen
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mutasyonlari, yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri) ¢esitli genotoksisite testleri ile
incelenmektedir (Athi-Sekeroglu, 2013; Mamur, 2018a; 2018b; Sen, Beceren ve Aksoy,
2018; Yiizbasioglu, 2006, 2008, 2014, 2016). Genetik toksikoloji testleri, gelismis tilkelerde
diizenleyici kuruluslar tarafindan istenen ve yeni gelistirilen ila¢ ve gida katki maddelerine
ve diger bazi kimyasallara uygulanmasi gereken testlerdir. Giiniimiizde, farmasotiklerin,
metabolitlerin, tibbi ilaglarin, tarim ilaglarinin, endiistriyel kimyasallarin, evlerde kullanilan
kimyasallarin, gida katki maddelerinin, dolayli gida katki maddelerinin ve c¢evresel
kirleticilerin genotoksik etkilerini belirlemede kullanilan 6zel yonergeler mevcuttur. Bilim
insanlari, bu testleri veya bunlarin modifiye formlarini kullanarak, ticari amagla kullanilan
cesitli kimyasallarin genotoksik risklerini belirlemek {izere arastirmalar yapmaktadir. Bu
arastirmalarda ozellikle in vitro testler kullanilmaktadir. Bu testlerin amaci, bir yandan
genetik testlerde kullanilacak hayvan sayisini azaltmak diger yandan da kimyasallarin
genotoksik risklerini giivenli bir sekilde belirlemektir. Son yillarda uygulanan genotoksisite
testlerinin miimkiin oldugunca ekonomik olmast, basit ve kolay uygulanabilir olmasi, olusan
genetik hasarlarin tespitinin hassas ve glivenilir olmasi, diger testlerden elde edilen
sonugclarla korelasyon gostermesi ve az sayida 6rnek gerektirmesi gibi baz1 6zelliklere sahip
olmas istenmektedir (Ataseven, Yiizbasioglu, Celebi, Keskin ve Unal, 2016; Hagmar ve
digerleri, 1994; Kontas, Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Mamur, Yuzbasioglu, Altok,
Unal ve Deger, 2019; Ozparlak ve Celik, 2016; Pfeiffer ve digerleri, 2000; Unal,

Yiizbasioglu, Yilmaz, Akinci ve Aksoy, 2011, Zengin, Unal, Yilmaz ve Aksoy, 2011).

Fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik risklerini belirlemek amaci ile en ¢ok uygulanan
in vitro test sistemleri bakterilerde Ames/geri mutasyon testi (OECD TG 471), memeli
kromozom anormallikleri testi (OECD TG 473), memeli hiicresi gen mutasyonu testi
(OECD TG 476 [Hprt] ve TG 490 [MLA/tk]) ve memeli hiicresi mikroniikleus testleridir.
Giinimiizde oldukg¢a yaygin kullanilan in vivo testlere memeli eritrosit mikroniikleus testi
(OECD TG 474), memeli kemik iligi kromozom anormalligi testi (OECD TG 475),
transgenik kemirgen somatik ve germ hiicre gen mutasyon testi (OECD TG 488) ve memeli
alkali komet testini (OECD TG 489) 6rnek verebiliriz. Tim OECD Test Y6nergeleri, OECD
web sitesinde detayli bir sekilde anlatilmaktadir. Guniimizde genotoksik tehlikenin insanlar
ve diger canlilar tizerindeki degerlendirilmesinde Once in vitro test sistemleri ile baglanmakta
olan siireg, bazi durumlarda in vivo testlerle desteklenmekte ve takip edilmektedir (Corvi ve
Madia, 2017).
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Bu tez c¢aligmasinda TiO2 NP’lerinin genotoksik risklerini belirlemek amaciyla
uyguladigimiz kromozom anormallikleri (KA) testi, kendiliginden veya bir mutajenin
(kimyasal/radyasyon) etkisi sonucunda kromozomlarda olusan hasarlardan ve/veya hasar
goren kromozomlarin tamir edilememesinden ya da yanlis tamir edilmesinden kaynaklanan
anormallikleri belirleyen bir genotoksisite testidir. Kromozom anormallikleri ya normal
kromozom yapisinda (yapisal anormallik) ve/veya sayisinda (sayisal anormallik) ortaya
¢ikan ve mikroskobik olarak tespit edilebilen genetik degisikliklerdir. KA testi hem in vitro
ve hem de in vivo kosullarda uygulanabilen, canlilarin karsilasabilecegi genotoksik ajanlarin
olusturdugu/olusturabilecegi kromozom hasarlarin1 6nceden belirlemede kullanilan hassas
ve giivenilir bir biyobelirtectir. KA testi glivenilir ve hassas olmasina ragmen uygulanmasi
zor, yavas ilerleyen ve deneyim gerektiren bir testtir (Erikel, Yiizbasioglu ve Unal, 2018;
Mamur, 2018a; 2018b; Pfeiffer ve digerleri, 2000; Ustiin Alkan ve Anlas, 2015, Ustiiner,
2011; Yiizbasioglu ve digerleri, 2016).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda NP’lerin genotoksik etkileri kardes kromatid degisimi (KKD)
testi ile de incelenmistir. OECD tarafindan daha once yonergeleri yaymlanan Memeli
Hucrelerinde in vitro KKD Testi (TG 479) 2 Nisan 2014 tarihinde OECD test
yonergelerinden cikarilmistir. Ancak testin sahip oldugu ve sagladigi bir takim avantajlar
nedeniyle, genetik toksikoloji ¢caligmalarinda hala kullanilmaya devam edilmektedir. KKD
testi, ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin DNA’da meydana getirdigi hasarlarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. KKD, bir kromozomun iki kardes kromatidi arasinda,
DNA replikasyonu esnasinda meydana gelen homolog degisim bdlgelerini gostermektedir.
Bu boélgeler, DNA’nin replikasyon esnasinda kirildigi ve sonra tekrar birlestigi, yani
onartlamamis hatali DNA birlesmelerinin meydana geldigi noktalardir. KKD’nin
g0Ozlenebilmesi icin, hiicrelerin iki replikasyon dongist gecirmesi gerekmektedir. Perry ve
Wolff tarafindan gelistirilen bu testte, DNA replikasyonu esnasinda kiiltiir ortamina Timin
(T) analogu olan 5'-bromo-deoxyuridine (BrdU) ilave edilmektedir. Replikasyon siirecinde,
iki hiicre dongiisiinii takiben, her kromozomun bir kromatidinin her iki ipligine BrdU
katilmas1 ve hazirlanan metafaz preparatlarinin UV ile 1sinlanmasi sonucunda bu kromatidin
daha ac¢ik boyanmasi nedeniyle, kardes kromatid degisimi gerceklesen bdlgeler kolayca
tespit edilmektedir. Bu metod, tekrarlanabilen glcli kantitatif veriler elde edilmesini
saglamaktadir (Aghamohammadi ve Savage, 2016; Avuloglu, 2017a; 2017b; Chen ve Yen,
2014; Kontas ve digerleri, 2011; Salawu ve digerleri, 2018; Y1lmaz, Yiizbasioglu ve Goneng,

2015). KKD sayisindaki artig, mutajenlerin neden oldugu genetik hasarin gostergesi olarak


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0165116189900514#!
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degerlendirilmektedir. Bunun diginda, DNA onarim mekanizmalarinda hasar olan ve
neoplazi olusumuna yatkinlik ile karakterize olan ¢esitli kalitsal hastaliklarda da KKD
sayisinda artis gézlenmektedir. Bu hastaliklara Bloom sendromu, Fankoni anemisi, Ataksi-
telanjiektazi ve Kseroderma pigmentosumu 6rnek verebiliriz. Ayrica, Cockayne sendromu,
Werner sendromu, Duchenne ve Becker Muskdiler Distrofi, Kronik myeloid 16semi ve Down
sendromlu hastalarda da KKD sayisinda anlamli diizeyde artis oldugu rapor edilmistir (Bohr
ve Wassermann, 1988; Cheng, Tarone, Andrews, Whang-Peng ve Robbins, 1978; German
et al., 1996; Kontas ve digerleri, 2011; Latt, Stetten, Juergens, Buchanan ve Gerald, 1975).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan mikronikleus (MN) testi de, ¢esitli ajanlarin olusturdugu
kromozom hasarlarinin tespitinde kabul edilen ve sik¢a kullanilan mutajenite testleri
arasinda yer almaktadir. Bu test de kromozomlardaki hasarin gostergesi olarak kullanilan bir
biyobelirtectir. MN, hiicre boliinmesi sirasinda ana ¢ekirdege dahil olmayan kromozom
kiriklar1 (klastojenik etki) ve/veya geri kalmis biitin bir kromozomdan kaynaklanan
(angjenik etki), interfaz hiicrelerinde gozlenen ana ¢ekirdekten kiiglik ekstraniiklear yapilar
olarak tanimlanmaktadir (Fenech, 2007; 2010; Celik, 2007, 2009; Ustiiner, 2011; Vidya ve
digerleri, 2017). MN testi, hem Kklastojenik hem de andjenik potansiyeli belirleme
ozelliginde oldugu igin ¢esitli ilag adaylarini, gida katki maddelerini ve diger maddelerin
taranip elemine edilmesinde Onemli rol oynamaktadir (Mamur, 2018b, 2018c). MN
frekansindaki artis ile ¢esitli kanserlerin olusumu arasinda pozitif baglanti oldugu
belirlenmistir (Atli-Sekeroglu, 2013; Mamur, 2018b, 2018c; Yiizbasioglu, 2008, 2018). Bu
nedenle MN testi, farkli kanser cesitlerinin belirlenmesinde, takip edilmesinde ve ayrica
onlenmesine yonelik ¢aligmalarda da 6nemli bir gosterge olarak kullanilmaktadir (Seaton ve
Donaldson, 2005; Syed ve digerleri, 2013; Yildirim, Yesilada ve Yologlu, 2006).

Bu tez c¢alismasinda, ¢ubuk benzeri TiO., pedot kapli gubuk benzeri TiO2 ve pedot
nanopartikillerinin genotoksik potansiyelleri kromozom anormallikleri, kardes kromatid
degisimi ve mikroniikleus testleri kullanilarak incelenmistir. Elde edilen bulgulara
dayanarak, bu U¢ nanopartikilin genotoksik diizeyi belirlenmis ve karsilastiriimasi

yapilmistir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Bu arastirmada ¢ubuk benzeri TiO2 nanopartikilleri (TiO2-CNP), pedot kapli gubuk benzeri
TiO2 nanopartikilleri (C/Pd TiO2-NP) ve pedot nanopartikillerinin (Pd NP) olasi genotoksik
etkilerinin incelenmesi amaciyla insan periferal lenfositleri kullanilmistir. Bu arastirmada
uygulanan ¢ farkli genotoksisite testi icin kullanilan periferik kan, sigara, alkol ve ilag
kullanmayan, herhangi bir hastalig1 olmayan ve herhangi bir ilaca veya genotoksik ajana en
az 3 aydir maruz kalma Oykust bulunmayan, 23-27 yaslarindaki gonulli bir erkek ve iki
bayan dondrden temin edilmistir. Bu galisma, Gazi Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun izni ile gergeklestirilmistir (Tarih: 09.10.2017; Karar No: 460;
modifiye edilen format1 Tarih: 09.04.2018, Karar No: 304).

3.1.1. Test materyalleri

Cubuk benzeri titanyum dioksit nanopartikiilleri

Titanyum dioksit nanopartikilu anataz, rutil, anatas pigmenti ve beyaz pigment olarak da
adlandirilir ve E 171 kodu ile bilinir. Bu ¢alismada kullanilan ¢ubuk benzeri TiO2 NP’leri
Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Béliimii’nde Prof. Dr. Halil Ibrahim Unal’m
laboratuvarinda sentezlenmis ve kendisinden temin edilmistir. Sentez i¢in 6ncelikle TiO2 NP
nanopartikili (%98 anataz, 15 nm) Nanostructured & Amorphous Materials Inc., ABD’den
satin alinmigtir. Molekiil Agirhigi; 79,866 g/mol, CAS Numarasi; 13463-67-7, yiizey alani
14 m?/g, erime noktast >350°C (lit.)’dir. Satin alinan TiO2 nanopartikilinden 0,5 gr
kullanilarak, Unal ve arkadaslar1 tarafindan 30 nm ¢ap ve 100 nm boyunda ve yogunlugu
3,575 g/mL olan gubuk benzeri TiO. nanopartikiilleri (TiO2-CNP) sentezlenmis ve
kendilerinden temin edilmistir (Resim 3.1). Bu partikiillerin sentezi ve karakterizasyonuna

iliskin detayli calismalar, Unal ve arkadaslari tarafindan yaymlanmistir (Erol ve Unal, 2015).
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Resim.3.1. Cubuk benzeri TiO. nanopartikilinin a. genel gorintist b. TEM gorintusi
c. SEM gorintusi d. kimyasal formilu (Erol ve Unal, 2015).

Pedot kapli cubuk benzeri titanyum dioksit nanopartikilleri

Bu ¢alismada kullanilan pedot kapli gubuk benzeri titanyum dioksit nanopartikilleri (C/Pd
TiO2-NP) de Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii'nde Prof. Dr. Halil Ibrahim
Unal’in laboratuvarinda sentezlenmis ve kendisinden temin edilmistir. Cubuk benzeri
titanyum dioksit nanopartikulleri, pedot ile kaplandiktan sonra (C/Pd TiO2-NP) 6-7 nm daha
fazla kalinliga ulagsmistir. SEM analizlerinde, pedot kaplamasi nedeniyle ¢ubuk benzeri
TiO2-NP’lerinin yuzeyinin plruzlu bir gériinime sahip oldugu ve topaklanma egiliminin
arttig1 tespit edilmistir. Yogunlugu 2,253 g/mL, iletkenligi 2,69 S/cm, sudaki iletkenligi
7,8x10°2S/cm olan bu partikiillerin sentezi ve karakterizasyonuna iliskin detayl bilgiler Unal

ve arkadaslari tarafindan yayinlanmistir (Resim 3.2) (Erol ve Unal, 2015).
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Resim 3.2. Pedot kapli TiO2 nanopartikullerinin a. genel gériintist b. TEM gorintisi c.
SEM gorintusii d. kimyasal yapist (Erol ve Unal, 2015).

Pedot nanopartikilleri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan pedot polimerinin kimyasal adi PEDOT:PSS poli(3,4
etilendioksitiyofen) ve CAS No: 155090-83-8, iletkenligi 3,5x102 S/cm ve sudaki iletkenligi
ise 16,4 S/cm olup, yiiksek iletkenlik sinifinda yer almaktadir. Yogunlugu 1,792 g/mL,
sudaki konsantrasyonu % 3,0-4,0 olan Pd nanopartikdlleri, siyah renkli bir gérinime
sahiptir (Resim 3.3). Bu calismada kullanilan pedot nanopartikilleri de Gazi Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii’nde Prof. Dr. Halil ibrahim Unal’dan temin edilmistir. Bu
partikiillerin karakterizasyonuyla ilgili detayli bilgiler, Unal ve arkadaslari tarafindan

yaymlanmistir (Erol ve Unal, 2015).
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Resim 3.3. Pedot nanopartiktlinin a. genel gorintusi b. kimyasal formili (Erol ve Unal,
2015).

Calismada kullanilan diger kimyasallar

Bromodeoksiiridin (CAS-No: 59-14-3), Mitomisin-C (CAS-No: 200-008-6), Kolkisin
(CAS-No: 64-86-8), Sitokalasin-B (CAS-No: 14930-96-2) ve NaCl (CAS-No: 7647-14-5)
Sigma’dan; EDTA (CAS-No: 6381-92-6), NaOH (CAS-No: 1310-73-2) ve KCI (CAS-
N0:7447-40-7) Applichem’den ve Kromozom Medium B (Katalog No: F 5023)

Biochrom’dan satin alinmustir.

3.2. Metot

Bu tez calismasinda incelenmesi planlanan pedot ve pedot kapli ¢ubuk benzeri TiO:
nanopartikillerinin insan lenfositlerindeki genotoksisitesi tzerine daha Once yapilmis
herhangi bir arastirmaya rastlanmamis, ¢ubuk sekilli TiO2 nanopartikilleri konusunda ise
¢ok az sayida ¢alismaya rastlanmistir. Ancak ¢esitli TiO2 nanopartikillerin, bazi hicre
tiplerinde in vitro ve bazi canli tlrlerde in vivo galismalardaki toksisitesi ile ilgili daha fazla
calisma mevcuttur. Bu nedenle, kullanilacak olan konsantrasyonlar, diger canlilarda tespit
edilen LDsp degerleri ve daha 6nce yapilmis olan ¢alismalardaki konsantrasyonlar goz 6niine
alinarak (Cizelge 3.1) ve bir 6n deneme yapilarak belirlenmistir. Arastirmamizda her U¢
nanopartiklin 50, 100, 250 ve 500 pug/mL’lik konsantrasyonlari ile yapilan 6n denemede,
cubuk benzeri TiO2 ve pedot kapli TiO2 NP’lerinin bu konsantrasyonlarinin gerekli testlerin
yapilabilmesine imkan saglayacak diizeyde mitotik hiicre bulunmasina imkan sagladig
tespit edilmistir. Pedot nanopartikiillerinde ise, bu konsantrasyonlarin s6z konusu testlerin
uygulanabilmesi i¢in ¢ok yuksek ve toksik olmasi ve yeterli diizeyde mitotik hiicre olmamasi

nedeniyle, 5, 10, 25 ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlarin kullanilmasina karar verilmistir.
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Cizelge 3.1. Titanyum dioksit ve Pedot nanopartikillerinin LDso ve LCsp dozlar1 (Chesterton
Global Solutions, Local Service 2017).

Nanopartikil Canli tiiri | Uygulama Sekli LDso degeri Kaynak
Sigan Oral >10.000 mg/kg | 2015/830/EU
Titanyum dioksit Tavsan Deri >10.000 mg/kg | 2015/830/EU
Sigan Soluma > 6,82 mg/L 2015/830/EU
Chemtec  Publishing, 2016,
Rat Oral >2.000 mg/kg | Handbook
of Polymers
Pedot Bluegill Aquatic toxicity Chemtec  Publishing, 2016,
: >10.000 mg/L | Handbook
sunfish (LC50)
of Polymers
Cubuk benzeri TiO, ve pedot kapli c¢ubuk benzeri TiO2 NP’lerinin uygulama

siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Bu arastirmada kullanilan TiO2-CNP’leri ve C/Pd TiO2-NP’lerinin, deiyonize suda 500
ug/mL olacak sekilde hazirlanan stok siispansiyonlari, ultrasonik banyoda (J.P. Selecta, v:
50-60 Hz) 30 dakika sonike edilmistir. Her iki nanopartikilin ana stok siispansiyonlardan
250, 100 ve 50 pg/mL’lik uygulama konsantrasyonlari hazirlanmistir. Hazirlanan tiim
stspansiyonlar, 10 dakika daha sonike edilmistir. Stispansiyon halindeki nanopartikuller,

kilturdeki hucrelere uygulanmadan hemen 6nce vortekslenerek homojen hale getirilmistir.

Pedot NP’lerinin uygulama siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Bu calismada genotoksik etkisi incelenecek olan Pedot NP’lerinin deiyonize suda 50 pg/mL
olacak sekilde hazirlanan stok suspansiyonuna da ultrasonik banyoda (J.P. Selecta, v: 50-60
Hz) 30 dakika sonikasyon uygulanmistir. Pedot NP’lerinin 25, 10 ve 5 pg/mL’lik diger
uygulama konsantrasyonlari, stok siispansiyonun seyreltilmesi ile hazirlanmis ve takiben
tim suspansiyonlar 10 dakika daha sonike edilmistir. Bu nanopartikuller, kultirdeki insan

lenfositlerine uygulanmadan hemen 6nce vortekslenerek homojen hale getirilmistir.

3.2.1. Kromozom anormalligi ve kardes kromatid degisimi testlerinin uygulanmasi

Cubuk benzeri TiO2, Pedot ve Pedot kapli gubuk benzeri TiO2 NP’lerinin genotoksik
etkilerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan kromozomal anormallik testi, Evans ve

arkadaglarinin (1984) metodunda yapilan bazi degisikliklerle (Yiizbasioglu ve digerleri,
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2006; Unal ve digerleri, 2011) uygulanmistir. Kardes kromatid degisimi testi ise Perry ve
Wolffun (1974) yonteminde yapilan bazi modifikasyonlarla (Speit ve Haupter, 1985)
uygulanmustir. Bu testler i¢in donérlerden alinan periferik kan, Chromosome Medium B
iceren tlplere 0,2 mL olacak sekilde ilave edilmistir. Aymi tiiplere, 10 ug/mL 5-
Bromodeoksitridin (BrdU) ilave edilmistir. Hazirlanan kiiltiir tiipleri etiivde 37°C’de, 72
saat inkiibe edilmistir. Yukarida belirtilen konsantrasyonlardaki TiO2-CNP’leri, C/Pd TiO>-
NP’leri ve Pd-NP’leri, kiltir stresinin son 24 ve 48 saatinde tiplere ilave edilmistir.
Deneylerde negatif kontrol olarak distile su ve pozitif kontrol olarak 0,20 ug/mL’lik
mitomisin-C (MMC) kullanilmigtir. KUltiriin sonlandirilmasindan 2 saat 6nce her ttipe 0,06
pg/mL Kkolkisin ilave edilmistir. Kiiltiiriin sonlandirilmastyla tiipler 1.200 rpm’de 10 dakika
santriflj edildikten sonra siipernatant atilmistir. Tuplerde kalan stispansiyona 0,075 M KCI
ilave edilmis ve 37°C’lik etiivde inkiibe edilmistir. TUplerin santrifujinden sonra hiicreler
3:1 metanol:asetik asitte tespit edilmistir. Toplam ti¢ fiksasyondan sonra tlpte kalan hiicre
sispansiyonu lam {izerine yayilmigtir. Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda

kurutulmustur.

Preparatlarin boyanmasi

Hazirlanan preparatlardan bir kismi kromozom anormallikleri ve mitotik indeksin
belirlenebilmesi i¢in dogrudan %5°lik Giemsa ile (pH 6,8, 15-25 dakika) boyanmustir.
Preparatlarin diger kismi ise kardes kromatid degisimlerinin gozlenebilmesi ve replikasyon
indeksinin belirlenebilmesi amaciyla floresan+giemsa metoduna gére boyanmustir (Speit ve
Haupter, 1985). KKD’lerin belirlenmesi amaciyla preparatlar 254 nm dalga boyunda 13
dakika 1sinlanmistir (pH 6,8). Yikanan preparatlar 58°C’de 1xSSC (Sodyum KlorGr+Tri-
sodyum sitrat) tamponunda 1 saat inkiibe edilmis ve takiben %5°lik Giemsa’da (pH 6,8) 20-
25 dakika boyanmistir. Tekrar yikanan preparatlar oda sicakliginda kurutulduktan sonra

entellan ile daimi hale getirilmis ve mikroskobik incelemeye alinmistir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin belirlenmesi

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesinde, her bir konsantrasyon ve uygulama stresi
icin, her bir dondrden, kromozomlar iyi dagilmis 100 metafaz olmak (izere toplam 300
metafaz incelenmistir. Her bir uygulama igin anormal hicrelerin yiizdesi (KA%) ve hicre

basina diisen kromozom anormalligi (KA/Hiicre) sayisi da belirlenmistir.
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Mitotik indeksin (MI) belirlenmesinde, her bir uygulama stiresi ve her bir konsantrasyon
icin, her bir dontrden 1.000 huicre olmak Uzere toplam 3.000 hiicre degerlendirilmistir.
Mitotik indeks, mitoz boliinme gegiren hiicre sayisinin, toplam hiicre sayisina oraninin

ylizde cinsinden hesaplanmasi ile belirlenmistir.

Kardes kromatid degisimi ve replikasyon indeksinin belirlenmesi

Kiiltiir ortamina ilave edilen BrdU ve takiben uygulanan 1sinlamadan dolay1 ortaya ¢ikan
kardes kromatid degisimlerinin belirlenmesi amaciyla her bir uygulama konsantrasyonu ve
uygulama siresi icin, preparatlarda ikinci mitozda olan toplam 75 hicre (her bir donér icin
25 hiicre) degerlendirilmistir. Replikasyon indeksinin (RI) belirlenmesi icin her bir
uygulama icin toplam 300 hiicre (her bir donérden 100 hiicre) incelenmistir. Incelenen
hicreler, kromozomlarin boyanma farklar1 dikkate alinarak birinci (M1), ikinci (M2) ve
uclnci (M3) mitoz bolunme evresine gore siiflandirilmisgtir.
Ri=1x(M1)+2x(M2)+3x(M3)/N (N=incelenen toplam hiicre sayis1) formiilii kullanilarak
hesaplanmistir (Speit ve Haupter, 1985).

3.2.2. Mikronukleus testinin uygulanmasi

Arastirmamizda sitokinezi bloklanmis mikroniikleus testi uygulamasinda Fenech (2007)’in
metodu bazi degisikler yapilarak kullanilmistir. Buna goére her bir dondrden alinan
heparinize kanlar, iginde kromozom medium B bulunan tiiplere 0,2 mL olacak sekilde ilave
edilmistir. Hazirlanan kaltdr tipleri 37°C’deki etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Kdltirdeki insan periferal lenfositleri, TiO>-CNP’leri ve C/Pd TiO2-NP’lerinin 50, 100, 250
ve 500 pg/mL’lik ve Pd NP’lerinin ise 5, 10, 25 ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlart ile 48
saat muamele edilmistir. Bu uygulamalarda bir negatif kontrol (distile su) ve bir de pozitif
kontrol (0,20 pg/mL MMC) grubu da bulundurulmustur. Kulttrdeki tlplere sitokinezin
durdurulmasi i¢in 44. saatte Sitokalasin-B (7 ul) eklenmistir. Kiiltiirden alinan tiipler 1.000
rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Tiiplerde kalan stispansiyona
soguk 0,075 M KCI eklendikten sonra buzdolabinda 5 dakika bekletilmistir. Tekrar santrifij
edilen tuplere, 3:1 metanol:asetik asit ile toplam ii¢ kez tespit islemi uygulanmistir. Son
fiksatife formaldehit ilave edilmistir. Yeniden santriftiji takiben, stipernatant uzaklastirilmig
ve sonra tuplerde kalan suspansiyon homojen hale getirilerek lam Uzerine yayilmis ve oda

sicakliginda kurutulmustur.
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Preparatlarin boyanmasi

Mikroniikleus testi i¢in hazirlanan preparatlar pH 6,8 olan %5°lik Giemsa ile 10-15 dakika
boyanmustir. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar entellan ile daimi hale getirilmis ve

mikroskopta incelemeye alinmistir.

Mikronukleus frekans: ve niikleer bélinme indeksinin belirlenmesi

MN frekansinin belirlenmesinde ¢ekirdek boliinmesi gegirmis fakat sitoplazma boélinmesi
gecirmemis ¢ift cekirdekli (biniikleat) hiicreler incelenmistir. Bu g¢alismada incelenen
nanopartikillerin insan lenfositlerinde MN frekansi tizerinde her hangi bir etkisinin olup
olmadigimi belirlemek amaciyla U¢ dondrden elde edilen toplam 3.000 bintkleat (her bir
dondrden 1.000 bindkleat) hiicre incelenmistir. Bu hiicrelerde 1 mikronikleuslu, 2
mikronukleuslu ve 3 mikronikleuslu hicreler tespit edilmis ve MN frekansi=
[1X(IMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)]/N formiilii kullanilarak hesaplanmistir.

Nikleer bolinme indeksinin hesaplanmasinda her uygulama igin toplam 1.500 hiicre (her
bir donérden 500 hiicre) incelenmis ve bu hiicreler ¢ekirdek sayisina gore siniflandirilmistir.
Nikleer bolinme indeksi (NBI)=[1xN1+2xN2+3x(N3+N4)/n] formdiline gore
belirlenmistir. Formilde gegen N1 bir cekirdekli hiicre, N2 iki ¢ekirdekli hlcre, N3 U¢
cekirdekli hiicre, N4 dort ve daha fazla ¢ekirdege sahip hiicrelerin sayisini, n ise incelenen

toplam hiicre sayisini1 gostermektedir.

3.2.3. istatistiksel analizler

Arastirmamizda, nanopartikiil uygulamasi yapilan ve kontrol grubu olarak kullanilan
lenfositlerdeki kromozom anormalligi frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi
say1s1, mikronukleus frekansi, niikleer boliinme indeksi, replikasyon indeksi ve mitotik
indeks degerleri z testi ile karsilastirilirken, kardes kromatid degisimi sonuclari t-testi
kullanilarak karsilagtirilmistir. Ayrica uygulama ve kontrol gruplarindan elde edilen
verilerin karsilagtirilmasinda kontrole gore anlamli degisim belirlenen gruplar i¢in de bu
degisimin konsantrasyona bagli olup olmadigini belirlemek amaciyla SPSS 15.0 bilgisayar

programu ile regresyon analizi uygulanmigstir.
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4. BULGULAR

4.1. Cubuk Benzeri Titanyum Dioksit Nanopartiktllerinin Etkileri

4.1.1. Kromozom anormalligi Uzerine etkileri

Cubuk benzeri TiO2 NP’lerinin dort farkli konsantrasyonunun (50, 100, 250 ve 500 pg/mL)
24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucunda kiiltiirdeki insan lenfositlerinde alt1 farkli yapisal
kromozom anormalligi gozlenmistir. Bunlar sikliklarina gore sirasiyla kromatid kirigi,
kardes kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom, kromatit degisimi, fragment ve

kromozom kirigidir. Sayisal anormallik olarak sadece poliploidi tespit edilmistir (Cizelge
4.1., Resim 4.1.).

Yapilan analizlere gore TiO2-CNP’lerinin kiiltiirdeki insan lenfositlerinde anormal hiicre
frekansini ve hiicre basina diisen kromozom anormalliklerini, 24 saatlik uygulamada negatif
kontrole kiyasla artirdig: tespit edilmistir. Bu artiglarin iki diisiik konsantrasyon olan 50 ve
100 pg/mL’lik konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu ancak iki yuksek
konsantrasyon olan 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda anlamli olmadigi
belirlenmistir. 48 saatlik uygulamada ise, TiO2-CNP’lerinin biitiin konsantrasyonlari, hem
anormal hiicre frekansin1 ve hem de KA/Hiicre sayisin1 kontrole kiyasla anlaml diizeyde
artirmigtir. KA frekansindaki artig, ne 24 saatlik ve ne de 48 saatlik uygulamada
konsantrasyon artigina bagh degildir (Cizelge 4.1., Sekil 4.1., Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.1. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde kromozom
anormallikleri Gzerine etkisi

Uygulama Anormallikler
Test maddesi  Sure  Konsantrasyon Anormal hiicre KA/Hucre
Yapisal Sayisal
(saat) (ng/mL)
ktk  kzk kkb  ds  ktd f p +SH (%) +SH
N. Kontrol 24 0,00 8 1 7 1 - - - 5,70+1,33 0,06+0,013
P. K. MMC 24 0,20 35 3 11 16 12 15 - 24,70£2,48*** 0,31+0,02***
TiO,-CNP 24 50 16 - 9 4 2 2 1 10,30+1,75* 0,11+0,01*
100 8 3 10 6 2 8 - 12,00+1,87** 0,12+0,018**
250 11 1 5 4 5 2 - 8,30+1,59 0,09+0,016
500 17 - 4 5 2 1 - 9,70£1,70 0,10+0,017
N. Kontrol 48 0,00 12 1 2 1 - - 5,70+1,33 0,06+0,013
P.K. MMC 48 0,20 43 7 5 38 15 - 28,00+2,59***  0,40+0,02***
TiO,-CNP 48 50 15 - 12 7 - 1 1 12,30+1,89** 0,12+0,018**
100 16 5 6 3 2 2 2 11,60+1,84** 0,12+0,019**
250 15 1 14 11 - 4 1 14,33+2,02*** 0,16+0,021***
500 21 3 9 7 1 5 2 11,60+1,84** 0,16+0,021***

ktk:kromatid kirgi, kzk:kromozom kirigi, kkb:kardes kromatidlerde birlesme, ds:disentrik kromozom,
ktd:kromatid degisimi, f:fragment, p:poliploidi, N. Kontrol: negatif kontrol, P.K. MMC: pozitif kontrol
*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlaml1 (z testi)
**Kontrole gére P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.1. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikullerinin insan lenfositlerinde anormal hiicre

frekansina etkisi
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*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)
***Kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlaml1 (z testi)
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Sekil 4.2. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikiillerinin insan lenfositlerinde KA/Hiicre sayisina

etkisi
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Resim. 4.1. Cubuk benzeri TiO nanopartikdllerinin insan lenfositlerinde olusturdugu kromozom
anormallikleri a.kromozom kirig1 b.disentrik koromozom c.fragment d.kromatid
degisimi e.kardes kromatidlerde birlesme f.poliploidi ve kromatid kirig:
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4.1.2. Kardes kromatid degisimi Uzerine etkileri

Cubuk benzeri TiO2 NP’lerinin dort farkli konsantrasyonunun (50, 100, 250 ve 500 pg/mL)
24 ve 48 saatlik uygulamasi sonucunda kiltiirdeki insan lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks Uzerine etkileri Cizelge 4.2., Sekil 4.3. ve
Resim 4.2.°de gosterilmistir. TiO2-CNP’leri, lenfositlerde 0-16 arasinda KKD
olusturmustur. TiO2-CNP’lerinin bazi1 konsantrasyonlari, KKD/Hiicre oranini kontrole
kiyasla artirmis olmasina ragmen, bu artisin sadece 24 saatlik uygulamada en diisiik

konsantrasyonda anlamli oldugu tespit edilmistir.

TiO2-CNP’lerinin tiim konsantrasyonlari, insan lenfositlerinde, mitotik indekste kontrole
kiyasla diisiislere sebep olmustur. MI'teki diisiis, 48 saatlik uygulamada tiim
konsantrasyonlarda anlamli diizeyde gerceklesirken, 24 saatlik uygulamada sadece 50
pMg/mL’lik uygulamada anlamli diisiis gozlenmistir. MI’teki disiislerin konsantrasyon
artisina bagli olmadigi tespit edilmistir. TiO2-CNP’lerinin insan lenfositlerinde, replikasyon

indeksi lizerine anlamli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde KKD, Ri ve Mi
uzerine etkisi

Uygulama
Test maddesi  Sure Konsantrasyon Min-mak KKD/hiicre + SH M1 M2 M3 Ri+ SH Mi + SH
(saat) (ug/mL) KKD

N. Kontrol 24 0,00 0-9 3,20+0,24 109 116 78 1,96+0,045 8,07+0,49

P. K. MMC 24 0,20 11-54  24,30+1,12 + 127 111 64 1,78+0,044 6,57+0,45*

TiO,-CNP 24 50 0-13 3,81+0,27+ 61 116 123 2,20+0,043 6,60+0,45*
100 0-7 3,17+£0,19 86 81 155 2,230,047 7,40+0,48
250 0-9 3,54+0,23 113 80 121 2,010,049 7,30+0,47
500 0-11 3,37+0,27 116 105 96 1,87+0,046 6,90+0,46

N. Kontrol 48 0,00 0-9 3,26+0,19 89 97 114 2,08+0,047 9,70+0,54

P.K.MMC 48 0,20 26-104 58,02+2,19+ 161 94 63 1,66+0,043 6,30+0,44***

TiO,-CNP 48 50 0-7 3,17+0,23 84 96 126 2,12+0,047 7,80+0,48*
100 0-10 3,04+0,22 105 93 118 2,03+0,048 7,30£0,47***
250 0-16 3,72+0,37 115 76 149 2,10+0,049 8,00+0,49*
500 0-11 3,84+0,28 132 84 116 1,89+0,048 8,00+0,49*

N. Kontrol: negatif kontrol, P.K.MMC: pozitif kontrol
*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

***Kontrole gore P<0,001diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.3. Cubuk benzeri TiO, nanopartikullerinin insan lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi Uzerine etkisi
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*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gore P<0,001diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.4. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde mitotik indeks
tzerine etkisi
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Resim 4.2. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikullerinin insan lenfositlerinde olusturdugu kardes
kromatid degisimleri

4.1.3. Mikrontkleus olusumu iizerine etkileri

TiO2-CNP’lerinin dort farkli konsantrasyonunun (50, 100, 250 ve 500 pg/mL) insan
lenfositlerinde 48 saatlik uygulamasi sunucunda mikroniikleus olusumu tizerine etkileri
Cizelge 4.3.’te gosterilmistir. Uygulanan hicbir konsantrasyonda negatif kontrole kiyasla
MN frekansinda artis gézlenmemistir. Tam tersine anlamli olmayan cok kii¢iik bir diisiis
belirlenmistir. Incelenen 3.000 biniikleat hiicreden ¢ok azinda sadece 1 MN bulundugu
gozlenmistir. TiO2-CNP’lerinin nukleer bolinme indeksi tzerinde kontrole kiyasla kiigiik
fakat anlamli olmayan bir artisa sebep oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3., Sekil 4.5., Resim
4.3)).

Cizelge 4.3. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde mikrontkleus ve
nukleer bolinme indeksi tzerine etkisi.

Uygulama
. . Incelenen BN hiicrelerde Nikleer
Test maddesi Sre Konsantrasyon i ikleat mikronikleus ~ MNSH Bolinme
(saat) (ug/mL) sayist sayist (%) indeksi
(NBIxSH)
(1)
N. Kontrol 48 0,00 3000 7 0,20+0,08 1,49+0,313
P. K. MMC 48 0,20 3000 40 1,30+0,20***  1,37+0,301
TiO,-RNP 48 50 3000 4 0,13+0,66 1,54+0,313
100 3000 3 0,10+0,057 1,57+0,321
250 3000 4 0,13+0,66 1,57+0,321
500 3000 4 0,13+0,66 1,62+0,32

N. Kontrol: negatif kontrol, P.K. MMC: pozitif kontrol, MMC
***Kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.5. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikllerinin insan lenfositlerinde mikrontkleus
frekansi tizerine etkisi

Resim 4.3. Cubuk benzeri TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde olusturdugu 1
mikronileuslu bintkleat hiicre

4.2. Pedot Kaph Cubuk Benzeri Titanyum Dioksit Nanopartikullerinin Etkileri

4.2.1. Kromozom anormalligi iizerine etkileri

C/Pd TiO2-NP’lerinin dort farkli konsantrasyonunun (50, 100, 250 ve 500 pug/mL) 24 ve 48
saatlik uygulamasinin insan lenfositlerinde olusturdugu yapisal ve sayisal kromozom
anormallikleri Cizelge 4.4.te gosterilmistir. Bu uygulama sonucunda tespit edilen yapisal

anormallikler sikliklarina gore sirastyla kromatid kirigi, kardes kromatidlerde birlesme,
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disentrik kromozom, fragment, kromatid degisimi ve kromozom kirigidir. C/Pd TiO>
NP’lerinin bazi konsantrasyonlari sayisal anormallik olan poliploidi olusumuna da sebep

olmustur (Resim 4.4.).

C/Pd TiO2-NP’lerinin 24 saatlik uygulamasinda, tiim konsantrasyonlar negatif kontrole
kiyasla anormal hiicre frekansinda, konsantrasyona bagli olmayan artiglara sebep olmustur.
Anormal hiicre frekansindaki artis, sadece 250 pg/mL’lik konsantrasyonda istatistiksel
olarak anlamli duzeydedir. C/Pd TiO2-NP’lerinin 48 saatlik uygulamasinda da, tim
konsantrasyonlarda, negatif kontrole kiyasla anormal hucre frekansinda artig goriilmistiir.
Bu artislarin konsantrasyon artisiyla paralel olmadigi ve sadece en yiiksek konsantrasyonda

negatif kontrole kiyasla anlamli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4., Sekil 4.6.).

C/Pd TiO2-NP’lerinin tiim konsantrasyonlari, her iki uygulama siiresinde de insan
lenfositlerinde KA/Hiicre sayisinda negatif kontrole kiyasla artislara sebep olmustur. Bu
artiglarin, 24 saatlik uygulamada sadece 250 pg/mL’lik konsantrasyonda, 48 saatlik
uygulamada ise 50 pg/mL ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda istatistiksel agidan anlamli
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4., Sekil 4.7.).
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Cizelge 4.4. C/Pd TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde kromozom anormallikleri
uzerine etkisi

Uygulama Anormallikler
Test maddesi Siire  Konsantrasyon Yapisal Sayisal Anormal hticre KA/Hucre
(saat) (ug/mL)
ktk kek Kkkb ds  kid f  p +SH (%) +SH
N. Kontrol 24 0,00 8 1 7 1 - - - 5,70£1,33 0,060,013
P.K MMC 24 0,20 35 3 11 16 12 15 - 24,70+£2,48***  0,31+0,02***
C/Pd TiO,-NP 24 50 7 - 9 2 1 5 - 8,00£1,56 0,08+0,015
100 12 1 5 6 - 2 5 9,33+1,67 0,10+0,017
250 15 2 10 4 2 2 1 11,60+1,84** 0,12+0,018**
500 10 - 8 4 3 2 - 9,33£1,67 0,09+0,016
N. Kontrol 48 0,00 12 1 2 1 - - 5,70+1,33 0,06+0,013
P.K MMC 48 0,20 43 7 2 5 33 15 - 28,00£2,59***  0,40+0,02***
CG/Pd TiO,-NP 48 50 11 - 7 2 3 3 4 9,66+1,70 0,11+0,018*
100 11 1 5 4 1 1 - 8,00+1,56 0,08+0,015
250 11 2 3 6 2 3 - 8,60+1,61 0,09+0,015
500 10 2 12 4 6 1 - 11,30£1,82* 0,12+0,02**

ktk:kromatid kirig1, kzk:kromozom kirigi, kkb:kardes kromatidlerde birlesme, ds:disentrik kromozom,
ktd:kromatid degisimi, f:fragment, p: poliploidi,
N. Kontrol: negatif kontrol, P.K. MMC: pozitif kontrol,
*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlaml1 (z testi)
**Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)
***Kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.6. C/Pd TiO2 nanopartikiillerinin insan lenfositlerinde anormal hiicre frekansina
etkisi
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Sekil 4.7. C/Pd TiO2 nanopartikullerinin insan lenfositlerinde KA/Hiicre sayisina etkisi
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Resim 4.4. C/Pd TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde olusturdugu kromozom
anormallikleri a.kromatid kirigi b.kromatid degisimi c.disentrik kromozom
d.kardes kromatidlerde birlesme e.kromozom kirig f. poliploidi
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4.2.2. Kardes kromatid degisimi Uzerine etkileri

C/Pd TiO2-NP’lerinin dort farkli konsantrasyonunun (50, 100, 250 ve 500 pg/mL) insan
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi Uzerine etkileri Cizelge 4.5.te gosterilmistir. Bu
cizelgede, NP’ilin birinci, ikinci ve liglincii mitozu gegiren hiicrelerin sayisi, replikasyon
indeksi ve mitotik indeks tizerine etkileri de gosterilmistir. C/Pd TiO2-NP’leri, lenfositlerde
0-10 arasinda KKD olusturmustur. 24 saatlik uygulamada, KKD/Hiicre sayisi, 250
pg/mL’de negatif kontrole kiyasla klgik bir artis gosterirken, diger tum uygulama
konsantrasyonlarinda diisiis gostermistir. KKD/Hiicre sayisindaki diisiis, sadece 50
pMg/mL’de istatistiksel acidan anlamli diizeydedir. C/Pd TiO2 NP’lerinin 48 saatlik
uygulamasi sonucunda da tim konsantrasyonlarda KKD/Hiicre sayisinda negatif kontrole
kiyasla bir azalma gozlenmistir. Bu azalmanin 50 ve 250 pg/mL’lik iki konsantrasyonlarda
istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.8, Resim 4.5). C/Pd
TiO2-NP’lerinin tiim konsantrasyonlari, insan lenfositlerinde, hem 24 ve hem de 48 saatlik
uygulamada, mitotik indekste, negatif kontrole kiyasla, konsantrasyona bagli olmayan
diisiislere sebep olmustur. Bu diisiislerin 24 saatlik uygulamada, 50 pg/mL’de, 48 saatlik
uygulamada ise 100 ve 500 pg/mL’de anlamli oldugu tespit edilmistir. Diger yandan C/Pd
TiO2-NP’lerinin insan lenfositlerinde replikasyon indeksinde, hem 24 ve hem de 48 saatlik
uygulamada negatif kontrole kiyasla kiigiik artislara ve azaliglara sebep oldugu, fakat bu

degisimlerin istatistiksel agidan anlamli olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.5., Sekil 4.9.).
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Cizelge 4.5. C/Pd TiO, nanopartikillerinin insan lenfositlerinde KKD, R ve Mi iizerine

etkisi
Uygulama
Test maddesi Sire  Konsantrasyon '\r:g;( KKiDéTI] cre M1 M2 M3 Ri+SH Mi+SH
(saat) (ug/mL) KKD
N. Kontrol 24 0,00 0-9 3,20+0,24 109 116 78 1,96+0,045 8,07+0,49
P.K. MMC 24 0,20 11-54 24,30+1,12 + 127 111 64 1,78+0,044 6,57+0,45*
R/Pd TiO-NP 24 50 0-5 2,24+0,17 + 104 83 145 2,16+0,048 6,70+0,46*
100 0-10 2,68+0,21 73 84 172 2,28+0,046 7,30+0,47
250 0-8 3,26+0,23 84 87 143 2,17+0,047 7,90+0,49
500 0-8 2,86+0,21 110 101 111 2,030,047 7,00+0,46
N. Kontrol 48 0,00 0-9 3,26+0,19 89 97 114 2,08+0,047 9,70+0,54
P.K. MMC 48 0,20 26-104 58,02+2,19+ 161 94 63 1,66+0,043 6,30+0,44***
R/Pd TiO-NP 48 50 0-8 2,61+0,21 + 114 97 127 2,03+0,047 8,50+0,5
100 0-8 2,78+0,20 88 110 102 2,040,045 7,60+0,48**
250 0-6 2,56+0,18 + 83 96 127 2,14+0,046 9,20+0,52
500 0-7 2,82+0,18 96 103 101 2,010,043 7,80+0,48**

N. Kontrol: negatif kontrol, P.K. MMC: pozitif kontrol
+Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlaml1 (t testi)
*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore P<0,01diizeyinde anlamli (z testi)
*#*Kontrole gore P<0,001diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.8. C/Pd TiO2 nanopartikiillerinin insan lenfositlerinde kardes kromatid degisimi
uzerine etkisi
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Sekil 4.9. C/Pd TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde mitotik indeks tzerine etkisi

Resim 4.5. C/Pd nanopartikillerinin insan lenfositlerinde olusturdugu kardes kromatid degisimleri
4.2.3. Mikronukleus olusumu iizerine etkileri

C/Pd TiO2 NP’lerinin dort farkli konsantrasyonunun (50, 100, 250 ve 500 pg/mL) insan

lenfositlerine 48 saat uygulanmasi sonucunda mikronikleus olusumlar1 Uzerindeki etkileri
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Cizelge 4.6.°da gosterilmistir. Elde edilen bintkleat hiicrelerde yapilan incelemede, 50
pg/mL’lik konsantrasyon disinda tiim konsantrasyonlarin bintikleatlarda bir mikrontkleus
olusturdugu gézlenmistir. C/Pd TiO2 NP’lerinin olusturdugu MN frekansi, negatif kontrole
kiyasla 50 pg/mL’de artis, diger 3 konsantrasyonda ise azalma gostermekle birlikte, bu
degerlerden hig birisi anlaml1 degildir. Benzer sekilde, niikleer bélinme indeksinde meydana
gelen kiigiik degisimler de negatif kontrole kiyasla anlamli degildir (Cizelge 4.6., Sekil 4.10.,
Resim 4.6.).

Cizelge 4.6. C/Pd TiO2 nanopartikillerinin insan lenfositlerinde mikroniikleus ve nukleer
bolunme indeksi Uzerine etkisi

Uygulama

) ) Incelenen BN hiicreler Niikleer

Test maddesi Stre Konsantrasyon biniikleat icinde mikroniikleus MNz=SH Bolinme

(saat) (ug/mL) hiicre sayis1 say1si (%) Indeksi
) ) (NBi£SH)
N. Kontrol 48 0,00 3.000 7 - 0,20+0,08 1,49+0,313
P.K. MMC 48 0,20 3.000 40 - 1,30£0,20*** 1,38+0,30
CG/Pd TiO,-NP 48 50 3.000 10 2 0,40+0,11 1,44+0,30
100 3.000 5 - 0,17+0,07 1,49+0,31

250 3.000 5 - 0,17+0,07 1,52+0,32

500 3.000 4 - 0,13+0,66 1,50+0,32

N. Kontrol: negatif kontrol, P.K. MMC: pozitif kontrol, MMC
***Kontrole gore P<0,001diizeyinde anlamli (z testi)
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***Kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlaml1 (z testi)

Sekil 4.10. C/Pd TiO2 nanopartikiillerinin insan lenfositlerinde mikroniikleus frekansi
Uzerine etkisi



55

Resim 4.6. C/Pd TiO2 nanopartikullerinin insan lenfositlerinde miikroniikleus olusumuna
etkisi a. 1 mikrondleuslu binukelat hiicre b. 2 mikrontkleuslu bintkleat hiicre

4.3. Pedot Nanopartikillerinin Etkileri

4.3.1. Kromozom anormalligi Uzerine etkileri

Pedot nanopartikillerinin dort farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25 ve 50 pg/mL) insan
lenfositlerine 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucunda olusan yapisal ve sayisal kromozom
anormallikleri Cizelge 4.7.°de gosterilmistir. Pd NP’leri, insan lenfositlerinde en ¢ok
kromatid kirigina sebep olmustur. Bunu, sikliklarina gore sirasiyla kardes kromatidlerde
birlesme, disentrik ve fragment, kromatid degisimi, kromozom kirig1 ve halka kromozom
takip etmektedir. Pd NP’leri ayn1 zamanda sayisal anormallik olarak iki hiicrede poliploidiye
de sebep olmustur (Resim 4.7.).

Pedot nanopartikiillerinin 24 saatlik uygulamasinda, biitiin konsantrasyonlar, negatif
kontrole kiyasla anormal hiicre frekansimi artirmistir. Bu artig, 10 pg/ml disindaki tiim
konsantrasyonlarda anlamlidir. Ancak bu artislar konsantrasyon artisiyla paralellik
gostermemistir.  Pd  nanopartikillerinin -~ 48 saatlik uygulamasinda da  biitiin
konsantrasyonlarda anormal hiicre frekansinda, negatif kontrole kiyasla artiglar olmasina
ragmen, bu artiglarin hig birisi istatistiksel olarak anlamli degildir (Cizelge 4.7., Sekil 4.11.,
Resim 4.7.). Pd NP’leri, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamada, bitln
konsantrasyonlarda, KA/Hicre sayisinda, doz artisiyla paralellik gostermeyen artislar

olusturmustur.
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Bu artislarin, 24 saatlik uygulamada, 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda anlamli oldugu,
digerlerinde ise anlaml1 diizeyde olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.7., Sekil 4.11., Resim
4.7.).

Cizelge 4.7. Pedot nanopartikdllerinin insan lenfositlerinde kromozom anormallikleri

Uygulama Anormallikler
Test maddesi ) Anormal hiicre KA/Hicre
Sire  Konsantrasyon Yapisal Sayisal
(saat) (ug/mL)
ktk  kzk kkb  ds  ktd f h p +SH (%) +SH
N. Kontrol 24 0,00 8 1 7 1 - - - - 5,70+1,33 0,06+0,013
P.K. MMC 24 0,20 35 3 11 16 12 15 - - 24,70+2,48*** 0,31+0,02***
Pd NP 24 5 16 1 8 5 - - - - 10,00£1,73* 0,10+0,017
10 12 - 10 3 - 1 - - 8,70+1,62 0,09+0,016
25 10 1 12 4 2 5 - 1 11,00+1,80* 0,12+0,019**
50 20 1 8 1 - 2 - - 10,70+1,78* 0,11+0,018*
N. Kontrol 48 0,00 12 1 1 2 1 - - - 5,70£1,33 0,06+0,013
P.K. MMC 48 0,20 43 7 2 5 38 15 - - 28,0042,59*** 0,4040,02***
Pd NP 48 5 10 - 8 2 1 5 - - 8,33+1,59 0,09+0,016
10 10 2 5 - 3 3 - 1 7,33+1,50 0,08+0,015
25 12 1 6 - 5 2 - - 8,33+1,59 0,09+0,016
50 18 - 4 4 1 1 1 - 9,66+1,70 0,10+0,017

ktk:kromatid kirigi, kzk:kromozom kirigi, kkb:kardes kromatidlerde birlesme, ds:disentrik kromozom,
ktd:kromatid degisimi, f:fragment, p:poliploidi, h: halka kromozom, N. Kontrol: negatif kontrol, P.K.
MMC: pozitif kontrol

*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)



57

30 - *kk

*kk

25 1

20

15

10

Anormal Hiicre (%)

5 5

0

&o\ @\o o) N e AN &0\ §O o) N BN AN
+ <
Konsantrasyonlar (ug/mL)

. 24 saat . 48 saat

*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
*#*Kontrole gore P<0,001diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.11. Pedot nanopartikullerinin insan lenfositlerinde anormal hiicre frekansina etki

** *

S SR S AR
&
Konsantrasyonlar (pug/mL)

[ 24 saat . 48 saat

*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.12. Pedot nanopartikiillerinin insan lenfositlerinde KA/Hiicre sayisina etkisi
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Resim 4.7. Pedot nanopartikultinun insan lenfositlerinde olusturdugu kromozom
anormallikleri a.kromozom kirig1 ve halka kromozom b.kromatid kirigi

c.kromatid kirigi d.kardes kromatidlerde birlesme e.disentrik kromozom
f.polidloidi ve fragment
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4.3.2. Kardes kromatid degisimi Uzerine etkileri

Pedot nanopartikallerinin dort farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25 ve 50 pg/mL) insan
lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik uygulamasinin kardes kromatid degisimi {lizerine etkileri
Cizelge 4.8.°de gosterilmistir. Pd NP’lerinin insan lenfositlerinde 0-14 arasinda KKD
olusturdugu tespit edilmistir. Pedot NP’lerinin 24 ve 48 saatlik uygulamasinda KKD/Hiicre
sayisinin biitiin konsantrasyonlarda kontrole kiyasla azaldig1 ve bu azalisin da hemen hemen
biitiin konsantrasyonlarda anlamli oldugu (24 saatte, 50 pg/mL haric; 48 saatte, 5 pg/mL
harig) tespit edilmistir (Sekil 4.12., Resim 4.8.). Cizelge 4.8.’de, Pd NP’lerinin dort farkli
konsantrasyonunun insan lenfositleri (izerinde mitotik indekse ve replikasyon indeksine
etkileri de gosterilmistir. Pd NP’lerinin 24 saatlik uygulamasinda, mitotik indekste, negatif
kontrole kiyasla 25 pg/mL’lik konsantrasyonda bir degisim ger¢eklesmezken, 10 pg/mL’lik
konsantrasyonda azalma, 5 ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise artis meydana gelmistir.
Ancak bu artis ve azaliglarin hi¢ birisi anlamli degildir. Diger yandan Pd NP’lerinin 48
saatlik uygulamasinda, tiim konsantrasyonlar, negatif kontrole kiyasla MI’te azalmaya sebep
olmustur. MI’teki azalma sadece 25 pg/ml’lik konsantrasyonda istatistiksel agidan
anlamlidir. Pedot nanopartikdllerinin, insan lenfositlerinde, replikasyon indeksinde

olusturdugu kiigiik degisimlerin anlamli olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.8., Sekil 4.13.).
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Cizelge 4.8. Pd nanopartikdillerinin insan lenfositlerinde KKD, RI ve Mi iizerine etkKisi

Uygulama
Test maddesi  Sure  Konsantrasyon Min-max KKD/ShI_illcre * M1 M2 M3 Ri+ SH Mi + SH
(saat) (ug/mL) KKD
N. Kontrol 24 0,00 0-9 3,20+0,24 109 116 78 1,96+0,045 8,06+0,49
P.K.MMC 24 0,20 11-54  24,30+1,12+ 127 111 64 1,78+0,044 7,53+0,48*
Pd NP 24 5 0-8 2,23+0,14 + 87 101 114 2,08+0,046 8,36+0,50
10 0-6 1,90+0,16 + 86 83 142 2,18+0,048 7,06+0,46
25 0-6 2,30+0,15 + 77 90 155 2,22+0,046 8,06+0,49
50 0-6 2,78+0,16 80 97 137 2,13+0,046 8,83+0,51
N. Kontrol 48 0,00 0-9 3,26+0,19 89 97 114 2,08+0,047 9,70+0,54
P.K.MMC 48 0,20 26-104  58,02+2,19+ 161 94 63 1,66+0,043 6,30+0,44***
Pd NP 48 5 0-8 2,77£0,21 74 105 119 2,15+0,045 8,30+0,50
10 0-14 2,44+0,24 + 74 113 113 2,13+0,045 8,90+0,52
25 0-10 2,48+0,21 + 94 95 117 2,05+0,047 8,20+0,50*
50 0-8 2,45+0,15 + 107 102 91 1,94+0,046 8,90+0,52

N. Kontrol: negatif kontrol, P.K. MMC: pozitif kontrol
+Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

***Kontrole gore P<0,001diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.13. Pedot nanopartikiillerinin insan lenfositlerinde kardes kromatid degisimi {izerine
etkisi
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Sekil 4.14. Pedot nanopartikullerinin insan lenfositlerinde mitotik indeks tizerine etkisi

Resim 4.8. Pedot nanopartikillerinin insan lenfositlerinde olusturdugu kardes kromatid
degisimleri
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4.3.3 Mikronukleus olusumu iizerine etkileri

Pedot nanopartikillerinin dort farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25 ve 50 pg/mL) insan
lenfositlerinde 48 saatlik uygulamasi sonrasinda incelenen binukleat hicrelerdeki
mikroniikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi Cizelge 4.9.’da gosterilmistir. incelenen
bintkleatlarda genellikle bir adet MN bulundugu, sadece 2 hiicrede 2 MN bulundugu tespit
edilmistir (Resim 4.9.). Pd nanopartikillerinin 5 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin insan
lenfositlerinde MN frekansini1 kontrole kiyasla artirdigi ve bu artisin da 25 pg/ml’de
istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15.). Diger yandan, Pd NP’lerinin
insan lenfositlerinde nikleer bélinme indeksinde anlamli olmayan kii¢iik bir artisa sebep
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. Pd nanopartikillerinin insan lenfositlerinde mikrontkleus ve nukleer bélinme
indeksi Gizerine etkisi

Uygulama BN hiicreler
Incelenen icinde
Test maddesi Siire Konsantrasyon  bintikleat hiicre  mikronikleus N+SH Niikleer Boliinme
(saat) (ug/mL) sayist frekanslar1 (%) Indeksi
Bi+SH
®__@ (NBESH)
N. Kontrol 48 0,00 3.000 7 - 0,20+0,08 1,49+0,313
P.K. MMC 48 0,20 3.000 40 - 1,33+0,20%** 1,378+0,30
Pd NP 48 5 3.000 9 - 0,30+0,09 1,57+0,32
10 3.000 4 - 0,13+0,66 1,55+0,31
25 3.000 12 2 0,50+0,12* 1,58+0,32
50 3.000 6 - 0,20+0,08 1,51+0,31

N. Kontrol: negatif kontrol, P.K. MMC: pozitif kontrol
*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

***Kontrole gore P<0,001diizeyinde anlaml1 (z testi)
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Sekil 4.15. Pd nanopartikiillerinin insan lenfositlerinde mikroniikleus frekansi iizerine etkisi

Resim 4.9. Pd nanopartikillerinin insan lenfositlerinde olusturdugu mikroniikleuslar. a. 1
mikronuleuslu bintkleat hiicre b. 2 mikrontkleusu binukleat hiicre
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5. TARTISMA

Son yilarda yaygin olarak Uretilen ve gelistirilen nano 6l¢eklerdeki partikiillerin en temel
ozelligi, <100 nm’den kii¢iik boyutta ve ¢ok genis yilizey alanina sahip olmalaridir. NP’ler,
urunlere dayaniklilik, hafiflik, optiklik, iletkenlik ve manyetik gibi birgok yeni ve iglevsel
Ozellikler kazandirmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle titanyum, aliminyum, giimis, silika,
demir, bakir ve birgok nanopartikiil saglik ve kisisel bakim alanindan gida alanina, sanayi,
otomotiv ve elektronik alanlarindan askeri alana kadar bircok degisik alanlarda
kullanilmaktadir (Bucchianico ve digerleri, 2018; Lykaki ve digerleri, 2018; Uboldi ve
digerleri, 2016, Vance ve digerleri, 2015; Vranic ve digerleri, 2019).

Nanopartikiller, tek baslarina kullanilabildikleri gibi ¢esitli materyallerle kaplanarak da
kullanilmaktadir. NP’ler kaplandig1 materyale gore daha ¢ok uretim, daha az maliyet, daha
az toksik olma, hafiflik, optiklik, iletkenlik ve 1siya dayaniklilik gibi birgok yeni 6zellikler
kazanmakta ve ana partikille kiyasla daha farkli davraniglar sergileyebilmektedir.
Nanoteknolojide kaplama materyali olarak manyetik ozellikli materyaller, elektrik yukleri,
seramik, silikon ve polimerler kullanilmaktadir. Kaplama materyali olarak siklikla tercih
edilen polimerik yapilar, NP’ler ile etkilesime girmez, ¢6ziinme gdstermez, yapilarina zarar
vermez ve toksik etki gostermezler. Polimerler ayrica daha kiglk boyutlarda ve daha yiiksek
miktarlarda nanopartikiil iiretmek amaciyla da kullanilmaktadir. Kaplamali NP’ler 6zellikle
ila¢ tasinmasinda ve gen terapilerinde olmak {izere, tekstilde, boya ve otomotiv sanayisinde,
glines panellerinde ve daha birgok yerde sik¢a kullanilmaktadir (Abouelmagd ve digerleri,
2016; Medina ve digerleri, 2007; Nagy ve digerleri, 2013; Pesnya, 2013; Tuylek, 2018).

Son yillarda insanlar nanoteknolojide kullanilan NP’lere degisik alanlarda, degisik siirelerde
ve ¢esitli konsantrasyonlarda maruz kalmaya bagladiklar1 ve ayrica bunlarin atiklarmin
dogaya salinmasi nedeniyle, bu partikiillerin insanda ve diger canlilarda toksik ve ozellikle
genotoksik etkileri ve ekosistemdeki etkileri konusunda detayli arastirmalar yapilmaya
baslanmistir (Fernandez-Bertolez ve digerlerinin, 2019; Kim ve Ryu, 2019; Medina ve
digerleri, 2007; Nymark ve digerleri, 2013; Pesnya, 2013; X.Wang ve digerleri, 2019;
Tuylek, 2018). Avrupa Komisyonunca Avrupa strateji taslaginda, NP’lerin yaygin
kullaniminin canlilar tizerindeki potansiyel risklerinin ve olas1 zararlarinin arastirilmasi ve

bu konuyla ilgili 6nlemler alinmas1 gerektigi tartisilmistir. Bu kapsamda ABD’de, Cevre
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Koruma Ajansi verilerine gore belirli hiikiimler olmadan dretilen nanomalzemeler, Zehirli
Maddeler Kontrol yasas1 (TSCA) ve Federal Bocek ilaci, Mantar ilac1 ve Kemirgen Ilaci
Yasast (FIFRA) kapsaminda tehlikeli kimyasal madde ya da bocek ilac1 olarak
tanimlanmaktadir (Atli-Sekeroglu, 2013; European Commission 2015).

Yuksek diizeyde reaktiflik, iletkenlik ve absorbsiyon gostermeleri nedeniyle TiO2 NP’leri,
kozmetikte, kisisel bakim firtinlerinde, filtre yapiminda, boya ve gida renklendiricilerinde,
fotokataliz icin sensor ve elektronik cihazlar gibi bir¢ok endistriyel tiriinde kullanilmaktadir
(Gandhi, Jayaseelan, Kamaraj, Rajasree ve Mary, 2018., Jatoi, Kim ve Ni, 2018; Xu ve
digerleri, 2018). TiO2 NP’lerinin bu kadar yaygin kullanilmasina ragmen, bu partikillerin
gerek kullanimlar1 ve gerekse atiklarinin ¢evresel etkileri konusunda hentiz yeterli 6zen
gosterilmemekte ve bu konuda henlz yeterli g¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut
arastirmalarin da bir biriyle gelisir nitelikte oldugu goriilmektedir. Genel olarak, NP’lerin
toksik ve ozellikle genotoksik etkileri konusundaki ¢alismalar, bu partikiillerin sentezi ve
kullanimlar1 konusunda yapilan ¢alismalarin ve gelismelerin bir hayli gerisinde kalmaktadir.
Bu nedenle NP’lerin toksik etkilerinin ve 6zellikle genotoksik etkilerinin detayl bir sekilde
incelenmesi, hem insan ve diger canlilarin sagligi ve hem de ¢evrenin korunmasi agisindan
onemli oldugu gibi, bu nanopartikiillerin sagladig1 avanatajlardan daha saglikli bir bigimde

yararlanmamiz agisindan da biiylik 6nem tasimaktadir.

Bu tez c¢alismasinda saglik, gida, tekstil, boya ve 6zellikle kozmetik alanlarinda, sensor,
batarya ve giines enerjisi panellerinde siklikla kullanilan ii¢ farkli nanopartikiiliin in vitro
insan periferal lenfositlerindeki olast genotoksik etkileri arastirilmistir. Bu partikiiller 1)
cubuk benzeri TiO2 nanopartikilleri, 2) Pedot ile kaplanmig g¢ubuk benzeri TiO2
nanopartikilleri 3) Pedot nanopartikulleri. Genotoksik hasarin belirlenmesinde, son yillarda
cokga tercih edilen ve OECD tarafindan yonergeleri hazirlanan kromozom anormallikleri,
kardes kromatid degisimi ve mikronukleus testleri kullanilmistir. Lenfositler, cubuk benzeri
TiO2 NP’lerinin ve pedot kapli TiO2 NP’lerinin 50, 100, 250 ve 500 pg/mL’lik, pedot
NP’lerinin ise 5, 10, 25 ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat muamele

edilmistir.

Arastirmamizda kullandigimiz TiO2-CNP, C/Pd TiO2 NP ve pedot NP’lerinin dort farkli
konsantrasyonunun 24 ve 48 saatlik uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde kromatid

ve kromozom kirigi, kardes kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom, kardes kromatid
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degisimi ve fragment olmak {izere 6 farkli yapisal ve poliploidi olmak iizere bir tip sayisal
kromozom anormalligi tespit edilmistir. Ayrica, pedot NP’lerinin 48 saatlik uygulamasinda,
50 pg/mL’de 1 adet halka kromozom gozlenmistir. Her ic NP’Un anormal hiicre frekansi
tizerine olan etkileri karsilastirildiginda, ¢ubuk benzeri TiO2 NP’lerinin en toksik diizeyde
oldugu goriilmiistiir. Bu partikiiller, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamada tim
konsantrasyonlarda anormal hiicre frekansini negatif kontrole kiyasla artirmig olup, bu
artiglarin 24 saatlik uygulamada 50 ve 100 pg/mL’de, 48 saatlik uygulamada ise tiim
konsantrasyonlarda anlamli oldugu tespit edilmistir. Benzer artislarin ve anlamlilik
diizeylerinin KA/hiicre sayisinda da gecerli oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan
pedot kapli gubuk benzeri TiO2 NP’lerinin de hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarinin,
negatif kontrole kiyasla anormal hiicre frekansinda artisa sebep oldugu, bu artiglarin sirasiyla
250 ve 500 pg/mL’de anlamli oldugu belirlenmistir. KA/Hiicre sayisinda da biitiin
uygulamalarda negatif kontrole kiyasla artis meydana geldigi, 24 saatlik uygulamada 250
pg/mL’deki artisin, 48 saatlik uygulamada ise 50 ve 500 pug/mL’deki artiglarin anlamli
oldugu tespit edilmistir. Bu iki NP’lin kiyaslanmasi1 sonucunda ¢ubuk seklindeki TiO-
NP’lerinin, pedot kapli TiO2 NP’lerinden daha gucli genotoksik oldugu goriilmektedir.
Kaplama maddesi olan pedot NP’lerinin, diger iki nanopartikile benzer
konsantrasyonlarinin toksik olmasi nedeniyle, daha diisiik konsantrasyonlar olan 5, 10, 25
ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 kullanilmis olmasina ragmen, biitiin konsantrasyonlarin,
negatif kontrole kiyasla hem anormal hiicre frekansinda ve hem de KA/Hiicre sayisinda
artisa sebep oldugu gdzlenmistir. Bu artiglarin, pedot kapli TiO2 NP’lerinde oldugu gibi, 5
farkli uygulamada (%KA,; 24 saatlik uygulamada 5, 25 ve 50 pug/mL’de; KA/Hlcre; 24
saatlik uygulamada 25 ve 50 pg/mL’de) anlamli oldugu tespit edilmistir. Pedot NP’lerinin,
C/Pd TiO2-NP’lerinde oldugu gibi bes farkli uygulama noktasinda anlamli etki gostermis
olmasina ragmen, bu etkinin ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda gergeklesmis olmasi
nedeniyle, kromozom anormallikleri testine gore bu Gi¢ NP’{in genotoksik siralamasini TiO>-
CNP>Pd-NP>C/Pd  TiO2-NP  seklinde  g0sterebiliriz. Ancak  genel  olarak
degerlendirdigimizde, TiO2-CNP’lerinin insan lenfositlerinde gucli Klastojenik etkili
oldugu, C/Pd TiO2 ve pedot NP’lerinin ise klastojenik etkisinin oldukg¢a diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bu tez calismasinda yapisal anormalliklerden en sik goriilen kromatid kirigi,
mutajenin S ya da G, fazindaki etkisi sonucunda olusmaktadir. Kromozom kirig1 olusumu
ise karsilagilan mutajenin hiicre dongunde Go ya da G: fazindaki etkisi sonucunda
olusmaktadir. G; fazinda tek bir kromatidde olusan kirigin S fazinda devam etmesi

sonucunda her iki kromatidde kirik olusumu gergeklesir ve sonugta kromozom kirig1 ortaya
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cikar. Bu kiriklarin tekrar birlesmemesi asentrik fragment olusumuna neden olur. Bu
fragmentler ya takip eden hiicre béliinmesi sirasinda kaybolur ya da metafaz, anafaz ve/veya
telofaz hicresinde ve sonucta interfazdaki hicrelerde mikronukleus seklinde gorundr
(Ustiiner, 2011). Disentrik koromozomlar, kromozom kollarinda olusan kirilmalarm daha
sonra ayni tipteki bir baska kromozom koluyla yanlis eslesmesi temeline dayanmaktadir
(Malumbres ve Barbacid, 2009; Satoh, Yamamoto, Miura ve Sofuni, 2004). Kardes
kromatidlerde birlesme ise delesyon sonucunda proksimal uglarda olusan kirilmalarin
karsilikli birlesmesi sonucunda olusmaktadir. Bu tip kromozomal anormallikler genellikle
mitoz bolinmenin G2 fazinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu hasarlarin tamir edilememesi ya da
yanlis tamir edilmesi sonucunda kromozomal anormalliklerde artis goériilmekte ve bu
anormallikler kromozom anormallikleri testi ile belirlenebilmektedir (Branzei ve Foiani,
2008, Malumbres ve Barbacid, 2009). Sayisal kromozomal anormalliklerden olan poliploidi,
G1 ve Gy fazinda hucreye giren mutajenlerin ig ipliklerinde bozulmalara neden olmasi ve
mitoz boliinme sirasinda kardes kromatidlerin anafazda kutuplara c¢ekilmesini saglayan
topoizomeraz 1l enzimini inhibe ederek hicre bdélunmesinin durdurulmasi sonucunda
olusmaktadir (Clarke, 1993; Tan, 2017, 2018).

Kromozom anormallikleri testine gore elde ettigimiz ve TiO2 NP’lerinin gii¢li genotoksik,
diger yandan C/Pd TiO2-NP ve Pd-NP’lerinin ise daha diisiik diizeyde genotoksik oldugu
yonundeki bulgumuz, bu konuda yapilan bazi kaynaklardan elde edilen bulgularla da
uygunluk gostermektedir. Ornegin, S.Patel, P.Patel, ve Bakshi (2017), ortalama partikil
biiyiikliigii 20,25 nm olan TiO2 NP’lerinin 25, 75 ve 125 uM’lik konsantrasyonlarini 24 saat
boyunca insan lenfositlerine uyguladiklarinda, hem kromozom anormallikleri frekansinda
ve hem de kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yiizdesinde kontrole kiyasla doza bagli artis
oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, TiO2 NP’lerinin klastojenik etkili oldugunu ve bu
etkinin NP’lerin fosfat gruplari ile DNA’ya gii¢lii bir sekilde baglanmasindan ve DNA ile
direkt etkilesiminden kaynaklandigin1 vurgulamislardir (Patel ve digerleri, 2017). Ug farkli
formdaki [anataz (20-60 nm), rutil (30X100 nm) ve anataz/rutil karigimi (45-262 nm)] TiO>
NP’lerinin, 10, 50, 100 ve 200 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 da periferal kan mononuklear
hicrelerinde (PBMC) DNA kiriklarina neden olmustur. Olusan bu kiriklarin hafif diizeyde
fakat anlamli oldugu vurgulanmistir. Arastiricilar bu ¢alismada kullandiklar1 {i¢ farkl
formdaki TiO2 NP’lerinin pro-oksidanlarin iiretimini tetikleyerek monositlerde az ya da ¢ok
genotoksik etkiye neden oldugunu ifade etmislerdir (Andreoli ve digerleri, 2018). Bir bagka

arastirmada, TiO2 NP’lerinin li¢ farkli formunun [anataz (21£10 nm), rutil (2610 nm),
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anataz/rutil karigim (21+£9 nm)] bronsiyal epitel hiicre hatt1 (16HBE) iizerindeki genotoksik
etkileri komet testiyle incelenmistir. NP’lerin 3,125, 125 ve 25 pg/mL’lik
konsantrasyonlariin 3 ve 24 saat uygulanmasiyla DNA hasarinda zamana ve doza bagh
artis oldugu tespit edilmistir. 3 saatlik maruziyet sonucunda, anataz TiO2 NP’lerinin, rutil ve
anataz/rutil TiO2 NP’lerine kiyasla daha fazla genotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.
Aragtiricilar  nanopartikil toksisitesinin  tam olarak belirlenebilmesi igin epigenetik
calismalarin da yapilmasi gerektigini ifade etmislerdir (Ghosh ve digerleri, 2017). Ghosh ve
digerlerinin (2017) kullandiklar1 nanopartikiiller, Andreoli ve digerlerinin (2018)
caligmalarinda kullandiklar1 nanopartikiiller ile ayni kristal formda fakat farkli boyutlarda
ve farkli hiicreler tizerinde incelenmistir. Ancak Ghosh ve digerlerinin (2017) galismasinda
genotoksik olan form “anataz” iken, Andreoli ve digerlerinin (2018) calismasinda
genotoksik olan form “anataz/rutil’dir. Olusan bu farklilik, kullanilan NP formlarinin,
boyutlarinin ya da hicre tiplerinin farkliligindan kaynaklanmis olabilir. Bu tez ¢calismasinda
kullanilan gubuk seklindeki TiO2-NP’leri 30x100 nm ve anataz formda ve insan periferal
kan lenfositleri Uizerinde anlamli klastojenik etkiye sahip olup, Ghosh ve digerlerinin ¢aligma

sonuclariyla benzerlik gdstermektedir.

Petkovic ve digerleri, (2010), TiO2 NP’lerinin (<25 nm anataz ve <100 nm rutil), 1, 10, 100
ve 250 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin hepatoma HepGz2 hcrelerinde 2, 4 ve 24 saatlik
etkilerini komet testi ile incelemislerdir. Anataz TiO2 NP’leri, 24 saatlik uygulamada en
yuksek konsantrasyonda, rutil TiO2 NP’leri ise sadece 4 saatlik uygulamada 100 pg/mL’lik
konsantrasyonda anlamli genotoksik etki gostermistir. Buna gore anataz form rutil forma
kiyasla daha fazla DNA zincir kiriklarina, Fpg alanlarinin olusumuna ve ayrica hiicre igi
reaktif oksijen tlrinde artisa neden olmustur (Petkovic ve digerleri, 2010). TEM analizi ile
insan epidermal hticrelerine (A431), 0.008, 0.08, 0.8, 8 ve 80 png/mL’lik konsantrasyonlarda
uygulanan anataz TiO2 NP'lerinin (50 nm), ¢ogunlukla sitoplazmada, az miktarda da
nikleusta depolandigi gorintillenmistir. MN frekansinda 0.8, 8 ve 80 pg/mL’lik
konsantrasyonlarin hepsi anlamli artisa sebep olurken, 8 ve 80 ng/mL’lik konsantrasyonlar,
DNA hasarlarinda ve lipit peroksidasyonu ile hiicre i¢i ROT miktarinda anlamli artisa,
glutatyon seviyesinde ise anlamli diisiise sebep olmustur. Bu ¢alismaya gore, anataz TiO»
NP'leri A431 hicrelerinde hem hiicre yapisinda bozulmalara neden olarak sitotoksik etki
hem de DNA ve kromozom anormalliklerinde hasar olusturarak genotoksik etki gostermistir
(Shukla ve digerleri, 2011).
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TiO2 NP'lerinin neden oldugu ROT birikimi, DNA hasarinin tamirinde gorev yapan niikleotit
kesip ¢ikarma onarimi (NKO) ve baz kesip ¢ikarma onarimi (BKO) mekanizmasindaki
proteinlerde yapisal modifikasyonlar olusturmaktadir. Boylece hiicresel DNA onariminda
hem NKO hem de BKO yollarini1 inaktif hale getirerek, hasar olusumuna neden oldugu
belirlenmistir. NP’lerin neden oldugu bu protein oksidasyonu/rediiksiyonu, onarim
yollarmin modiilasyonu igin kritik bir mekanizma olarak goriilmektedir. Bu konuda, Jugan
ve digerlerinin (2012) yaptiklar bir ¢alismada, kiiresel ve ¢ubuk sekilli TiO2 NP’lerinin hem
farkli boyut ve formlarmin genotoksisitesini ve hem de tamir mekanizmalarina olan
etkilerini A549 hiicrelerinde incelemislerdir. Calismada TiO2 NP’lerinin A12 (Kkiresel, 12
nm, %95 anataz), A25 (kiresel, 24 nm, %86 anataz), A140 (kuresel, 142 nm), R68 (cubuk,
68 nm boy-9 nm c¢ap, %100 rutil) ve R20 (kuresel, 21 nm, %90 rutil) formlarmnin hicreye
girip girmedikleri TEM analizi ile, hiicre canlilig1 Gzerine etkisi MTT testi ile, hiicre igindeki
genotoksik etkileri GSH ve ROT analizleri ve DNA hasarina etkisi de komet testi ile
incelenmistir. MTT analizinde (25, 50, 75 ve 100 pg/mL) A12, A25 ve R20 NP’lerinin hiicre
canlilifin1 kontrole kiyasla %25 diistirdiigli, A140 ve R68 (cubuk) NP’lerinin ise sirasiyla
%10 ve %1 diizeyinde diistirdiigii belirlenmistir. Hiicre canliligi Gzerinde en az etkisi olan
R68 TiO2 NP’lerinin ¢ubuk sekilli olmasi nedeniyle hiicrelere daha az girebildigi ve daha az
toksik oldugu ifade edilmistir. Calismada, olusan sitotoksik etkinin NP’lerin farkli kristal
faza sahip olmasindan degil, farkli partikil ¢aplarina ve farkli sekillere sahip olmalarindan
kaynaklandigi, ayrica ¢ekirdek igine sadece kiigiik boyuttaki NP’lerin girebildigi ve kristal
yapimnin gegislerde fark olusturmadigi belirlenmistir. Ayrica, ROT olusumunun ve 8-0kso-
dGuo seviyesinin sadece kiiglk boyuttaki NP’ler tarafindan tetiklendigi, uzun sekil (rutil) ve
blylk boyuttaki (anataz) partikillerin kontrole yakin sonuglar olusturdugu belirlenmistir.
24 saatlik uygulamada hicresel kesip ¢ikarma/tamir mekanizmasindaki NKO ve BKO
yollarmin etkisiz hale geldigi ve DNA tamir mekanizmasinin bozuldugu rapor edilmistir
(Jugan, Barillet ve Simon-Deckers, 2012). Jugan ve arkadaslarinin elde etttigi sonuglarin
aksine bu tez c¢alismasinda kullandigimiz ¢ubuk benzeri TiO2 NP’leri, kromozom
anormalliginde anlamli artiglara sebep olmus ve klastojenik bir etki olusturmustur. G6zlenen
bu farkliliklar, kullanilan hiicrelerin (tez ¢alismamizda insan periferal kan lenfositleri),
nanopartikil konsantrasyonlarinin (tez ¢alismamizda 50, 100, 250 ve 500 pg/mL) ve

formlarinin (tez ¢alismamizda anataz ¢ubuk) farkliligindan kaynaklanmis olabilir.

Bu tez ¢aligmasinda elde ettigimiz sonuclar, Gea ve digerlerinin (2019) anataz ¢ubuk TiO>

nanopartikilleriyle yapmis olduklar1 ¢alismadan elde ettikleri sonuglardan da farklilik
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gostermektedir. Arastiricilar, 108+47 nm boyutundaki anataz gubuk TiO2 NP’lerinin (20,
50, 80, 120 ve 160 pg/mL) genotoksik etkilerini insan bronsiyal epitel hiicrelerinde (BEAS-
2B) formamidopirimidin glikosilaz varligi (+Fpg) ve yokluguna (-Fpg) gore komet testi
kullanarak incelemislerdir. Cubuk TiO2 NP’leri kontrole kiyasla BEAS-2B hiicrelerinde
herhangi bir genotoksik etki olusturmamis ve bu etki ortamin farklihginda
(aydinlik/karanlik) ya da Fpg varligi/yoklugunda da degismemistir. Arastirmacilar, bu
sonucun nanopartikullerin ylksek aglomerasyonundan kaynaklandigini belirtmislerdir (Gea
ve digerleri, 2019). Jugan ve arkadaslarinin (2012) ¢alismalarina nazaran, Gea ve digerleri
calismamizda kullandigimiz formda ve sekilde (anataz form ve ¢ubuk sekilli) TiO2 NP’lerini
kullanmig olmasina ragmen, elde ettigimiz sonuglar, bu iki ¢alismanin sonuglariyla da
benzerlik gostermemistir.  Bu  farkliliklar, kullanilan hiicrelerin  ve uygulanan

konsantrasyonlarin farkliligindan kaynaklanmis olabilir.

Yapilan ¢aligmalarin biiyiik cogunlugunda anataz forma sahip TiO2 NP’lerinin daha toksik
olduguna dair bulgular elde edilmis olsa da rutil formun daha toksik oldugunu gdsteren
calismalar da mevcuttur. Omegin, 30,6 nm boyuttaki rutil TiO2 NP’lerinin 0,625, 1,25, 2,5,
5 ve 10 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin insan amniyon epitel hucrelerinde (WISH) 30
dakika muamelesi sonucunda, tiim konsantrasyonlarin kontrole kiyasla ROT olusumunu
tetikledigi ve ayrica, 10 pg/mL’nin katalaz (%46.3) ve glutatyon (%34.6) seviyelerinde
azalmaya ve DNA hasarinda artisa sebep oldugu tespit edilmistir (Saquib ve digerleri, 2012).

Aragtirmalardan elde edilen verilere gére TiO2 NP’lerinin anataz formunun genotoksik etkili
olduguna dair daha fazla sonu¢ bulunmasina ragmen, anataz ve rutil formlarin genotoksik
potansiyelleri hakkinda hala detayli bilgiler olmadig: goriilmektedir. Ayrica TiO2 NP'lerinin
toksik/genotoksik potansiyele sahip olduguna dair deneysel veriler yaymlanmis olsa da
toksisite mekanizmalarinda titanyumun kristal formunun ne tiir bir role sahip oldugu hala

tam olarak belirlenememistir.

Nanopartikuller bircok alanda ve birgok Urinde tek baslarma kullanilabildikleri gibi,
nanoteknolojinin bize sundugu uygun maliyet, kullanishilik, islevsellik, dayaniklilik, hizli ve
fazla sayida tiretim kapasitesi saglamalar1 amaciyla ¢esitli 6zelliklerdeki seramik ve polimer
gibi maddeler ile ve elektrik yukleri ile kaplanarak da kullanilabilmektedirler. Kaplanmis
NP’lerin sagladiklar1 avantajlarin yaninda, ¢evre ve canlilar {izerinde ne tiir bir

toksik/genotoksik etki olusturabilecegi merak edilmis ve bu alanda yapilan ¢aligsmalar da hiz
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kazanmaya baglamistir. Yapilan kaynak arastirmasinda, kaplanmig NP’lerin, kaplanmamis
formlarina kiyasla daha az toksik olduklar1 yoniinde bulgular olmasina ragmen, kaplanmis
NP’lerin de sitotoksik ve genotoksik etkiler gosterdigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur.
Bu tez ¢alismasinda, gubuk benzeri titanyum dioksik nanopartikiillerinin yani sira, pedot ile
kaplanmis ¢ubuk benzeri titanyum dioksit nanopartikillerinin ve kaplama maddesi olan

pedot nanopartikillerinin de genotoksik etkileri incelenmistir.

Kaplamali ve kaplamasiz NP’lerin genotoksik etkilerini degerlendirmek amaciyla,
Kermanizadeh ve digerleri (2012), C3A hiicre hattinda, NM110 (Zn), NM111l
(Triethoxycaprylylsilane kapli Zn), NM300 (Polyoxylaurat kapli Ag), NM400 (MWCNT),
NM402 (MWCNT), NM101 (anataz TiO2), NRCWE 001 (rutil TiO2), NRCWE 002 (rutil
TiO, pozitif yiik kapli), NRCWE 003 (rutil TiO2, negatif yik kapli) ve NRCWE 004 (rutil
TiO2) NP’lerinin 1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40 ve 80 pg/cm?lik konsantrasyonlarmn 2, 4 ve 24
saatlik etkilerini incelemislerdir. Ag, ZnO ve MWCNT NP’leri iyon salinmasini artirarak
giiclii bir toksik etkiye neden olmus ve buna bagli olarak hiicrelerde glutatyon seviyelerini
doza bagl olarak azaltmistir. En yiiksek DNA hasart, iki tip TiO2 NP’iiniin (7 nm anataz ve
10 nm pozitif yiik kapli) 4 saatlik uygulamasindan sonra ortaya ¢ikmistir. Polyoxylaurat
kapli Ag nanopartikdlleri ve triethoxycaprylylsilane kaplt Zn nanopartikulleri haricindeki
diger tim NP’lerin C3A hiicrelerinde zayif genotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Kermanizadeh, Gaiser, Hutchison ve Stone, 2012). Kaplanmis fromlarinin daha toksik
oldugunun tespit edildigi bu ¢aligmaya kiyasla, bizim tez ¢calismamizda kapl formun zayif
genotoksik olmasi, hem kullanilan hticrelerin (insan lenfositleri) ve hem de nanopartikiliin
kaplama maddesinin (pedot polimeri) ve kaplanmis formun konsantrasyonlariin (50, 100,

250 ve 500 pg/mL) farkli olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diigiiniilmektedir.

Farkli sekillerde kaplanmis nanopartikiillerin etkisini incelemek amaci ile, notr yik
(Disperbyk, Tween 80®), anyon yiik (sitrat, SDS) ve katyon yilk (Byk, Chitosan) ile
kaplanmis Ag NP’lerinin 0,3, 0,63, 1,25, 2,5 ve 3 pg/cm®lik dozlarmin etkisi TK6
hiicrelerinde, Tripan Blue Mavisi (TBE) ve komet testiyle, V79-4 hiicrelerindeki etkisi ise
HPRT gen mutasyonu testi ile incelenmistir. Pozitif yiikle kaplanmis Ag NP’leri diger
kaplamalara kiyasla hiicre i¢ine daha fazla alinmis, mitokondri ve ¢ekirdek i¢ine girebilmis,
membran pargalanmasini, apoptozu ve DNA hasarini tetiklemis ve hiicre proliferasyonunu
azaltmistir. HPRT gen mutasyonu testinde tiim Ag nanopartikiillerin etkili olmasinin, ylizey

kaplamasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Huk ve digerleri, 2015).
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En yaygin kullanilan nanomalzemelerden biri olan kiresel AgNP’lerinin kitosan kapli
formunun (1, 2.5, 5 ve 50 mg/L) genotoksik etklileri Allium testi kullanilarak incelenmis,
sonucta 5 ve 50 mg/L’lik konsantrasyonlarin Kok hiicrelerinde ¢esitli mitotik anormaliklere,
kromozomal kopriilere, geri kalmis kromozomlara, poliploid hicrelere ve
mikroniikleuslarda artisa sebep oldugu ve dolayisiyla hem klastojenik hem de andjenik
aktivite sergiledigi bildirilmistir (Pesnya, 2013). Benzer sekilde Ag NP’lerinin Kuresel (30-
50 nm) ve polyvinyl pyrrolidone (PVP) kapl formlarinin toksik etkileri A549 hiicrelerinde
MTT ve anneksin V/propidium iyodir analizleri ve Xow sitometrileri ile incelenmistir.
Hucreler 2,5, 5, 10 ve 15 pg/mL’lik (MTT ig¢in ayrica 0,5, 12,5 ve 20 pg/mL)
konsantrasyonlara 24 saat maruz birakilmistir. Elde edilen verilerde nanopartikillerin
apoptoz, ROT ve mitokondriyal hasar seviyelerinde artisa neden oldugu ayrica N-asetil-
sistein ile 6n muamele sonrasinda hicrelerde hasar seviyelerinde azalma oldugu
belirlenmistir.  Arastiricilar, PVP  kaplamasinin, bu nanopartikillerin hicrelerde
olusturdugu genotoksik hasar1 azaltmadigini, Ag NP'lerinin oksidatif strese bagli sitotoksik
ve genotoksik etkiye neden olabilecegini, ancak buradaki mekanizmalarin agiklanabilmesi
icin daha fazla ¢aligmanin yapilmasi gerektigini vurgulamiglardir (Foldbjerg ve digerleri,

2011).

Pesnya’nin (2013) ve Foldbjerg ve digerlerinin (2011) yaptiklar1 ¢alismalarda, kiiresel Ag
NP’lerinin hem tek basina ve hem de kapli formunun hiicrelerde toksik etki gosterdigi ve
dolayisiyla uygulanan kaplamanin toksik etkiyi azaltmadig: belirlenmistir. Toksik etkinin,
Ag NP’lerinden salinan iyonlardan kaynaklandigi vurgulanmistir. Buradaki sonuglarin
tersine, bizim tez ¢alismamizda kullandigimiz TiO2 nanopartikulleri pedot polimeri ile
kaplanmis olup, bu kaplama belki de TiO2 NP’lerinden salinan iyonlarin diizeyini azaltmig
veya engellemis olabilir. Sonucta, polimer kapli TiO2 NP’leri, bu NP’lerin tek basina

uygulanmasindan daha az toksik etki gdstermis olabilir.

Ilag iletimi, kanser tan1 ve teshisinde siklikla kullanilan QD’lerin N-asetilsistein (NAC-cap)
ile kaplanmis ve ¢ekirdeklerine N-asetilsistein yiiklenmis (NAC-conj) formlar1 5 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda 24 saatlik siureyle insan ndroblastomu (SH-SY5Y) hicrelerine
uygulanmistir. Sonugta, NAC ile modifiye edilmis QD’lerin hiicre igine alimlarinin azaldig:
ve daha az sitotoksik etkiye neden oldugu, tek basina uygulanan QD’lerin ise membran lipid
peroksidasyonunda artisa ve mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina neden oldugu
belirlenmistir (Choi, Cho ve Desbarats, 2007). Nymark ve digerleri (2013), 42,5 £ 14,5 nm
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boyundaki AgNP'leri ve PVP ile kapli AgNP'lerinin (1.9, 3,8, 7,6, 15,2, 22,8, 30,4, 45,6,
91,2 ve 182,4 pug/mL) genotoksik etkilerini insan brons epitel (BEAS 2B) hiicreleri tizerinde
komet, kromozomal anormallikler ve mikroniikleus testleriyle incelemistir. Elde edilen
verilerde mikroniikleus olusumu goériillmezken, komet testinde 182,4 pg/mL hari¢ tiim
konsantrasyonlarda doz artigina paralel sekilde artan DNA hasar1 goriilmiistiir. Buna ragmen
PVP ile kapli AgNP'lerinin insan brons epitel (BEAS 2B) hicreleri tizerinde anlamli bir
genotoksik etki olusturmadigi belirlenmistir (Nymark ve digerleri, 2013).

Bu tez calismasinda pedot ile kaplanmis nanopartikiillere kiyasla TiO2-CNP’lerinin tek
basina kullanilmasinin daha anlamli diizeyde kromozom hasari olusturmasi ve daha fazla
genotoksik etki gostermesi ve ayrica kullanilan NP’ler arasinda pedot ile kaplanmis ¢ubuk
benzeri TiO2 NP’lerinin en az diizeyde kromozom hasari olusturmasi, Pesnya’nin (2013) ve
Foldbjerg ve digerlerinin (2011) bulgularindan farklilik gosterirken, Choi ve digerlerinin
(2007) ve Nymark ve digerlerinin (2013) elde ettikleri bulgularla benzerlik gostermektedir.

Aragtirmamizda kullandigimiz kardes kromatid degisimi (KKD) testi, mutajenite ve
kanserojenitenin belirlenmesinde yararlanilan hassas bir test olup, bir kromozomun iki
kardes kromatidindeki kirilma ve sonra genetik materyalin karsilikli olarak degistirildigi
bolgeleri gostermektedir. Kirillan kardes kromatidlerin yer degistirmesi, 6zdes lokuslar
arasinda gerceklestigi igin bu test tartismali olmakla beraber, genotoksik maddelere
maruziyetin ve takiben genetik hasarin belirlenmesinde halen yaygin olarak kullanilan
testlerden biridir. KKD sayisindaki artis, genetik materyaldeki hasarin ve takiben bu hasarin
homolog kromozomlarin rekombinasyonu ile onarildiginin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Kisaca KKD saysisindaki anlamli artis, DNA’daki kalic1 hasarin bir gostergesi
olarak  degerlendirilmektedir. KKD’nin gbézlemi mitoz boliinmede, metafaz
kromozomlarinda gergeklestirilmektedir. Perry ve Wolff (1974) tarafindan gelistirilen ve
gecerli bir ydontem olan KKD’nin g6zlenebilmesi i¢in, hiicrelerin ¢ogaltildig1 kiiltiir ortamina
iki ardigik hiicre dongiisii boyunca timidin analogu olan 5'-bromo-2'-deoksiuridin (BrdU)
ilave edilir. Kromozomlara uygulanan boyama teknigi sayesinde, genetik materyalin

degistirildigi rekombinasyon bolgeleri agikga tespit edilebilmektedir (Chen ve Yen, 2014).

Calismamizda TiO2-CNP’leri insan periferal lenfositlerinde, 16 taneye kadar kardes
kromatid degisimi olusturarak kontrole kiyasla (0-9) KKD/Hiicre sayisinda en fazla artisa

sebep olan partikildiir. Genel olarak degerlendirildiginde, KKD/Hiicre sayisinda, kontrole
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kiyasla diisiis ve artislar olusturmakla beraber, sadece 24 saatlik uygulamada 50 pg/mL’lik
konsantrasyondaki artisin anlamli oldugu tespit edilmistir. Pedot kapli cubuk benzeri TiO>
NP’leri, insan lenfositlerinde 10 taneye kadar KKD olusturmustur (kontrolde 0-9
KKD/Hucre). 24 saatlik uygulamada, 250 upg/mL’lik konsantarasyonda KKD/Hiicre
sayisinda kontrole kiyasla anlamsiz bir artis olusmustur. Diger biitiin uygulama siiresi ve
konsantrasyonlarinda, kontrole kiyasla KKD/Hiicre sayisinda diisiis tespit edilmistir. Bu
distisler, 24 saatlik uygulamada 50 pg/mL’de, 48 saatlik uygulamada ise 50 ve 250
ug/mL’de anlamli diizeydedir. Pedot nanopartikilleri insan lenfositlerine tek basina
uygulandiginda, 14 taneye kadar KKD olusturmustur (kontrolde 0-9 KKD/Hiicre). Pedot
nanopartikillerinin, tim konsantrasyonlarda KKD/Hiicre sayisint kontrole kiyasla anlamli
sekilde azalttig1 tespit edilmistir (24 saatte 50 pg/mL ve 48 saatte 5 pg/mL harig). Bu
calismada, KKD testine gore, gubuk benzeri TiO2 NP’lerinin insan lenfositlerinde mutajenik
olmadigi, ayrica hem pedot kapli gubuk benzeri TiO2 NP’lerinin ve hem de pedot NP’lerinin
tek basma uygulamasinin, KKD/Hiicre sayisinda artisa degil, tam tersi azalmalara hatta
anlamli azalmalara sebep oldugu belirlenmistir. Bu durum hem c¢ubuk sekilli
nanopartikiillerin ve kullanilan dozlarinin kromozomlarda KKD olusumuna sebep olan
mekanizmalar tetiklemedigini, hem de pedot ve pedot kapli nanopartikiillerin, fiziko
kimyasal ozellikleri nedeniyle hiicre icine girislerinde bir azalma olabilecegi ve sonucta
toksik etki gostermedikleri seklinde yorumlanabilir. KKD sayisindaki azalmalar bazen
mitotik indeksteki azalmadan yani saglikl hiicre sayisindaki azalmadan da kaynaklanabilir.
Bu nedenle nanopartikiillerin genotoksik etkisini degerlendirebilmek i¢in, bunlarin mitotik
indekste olusturdugu degisimlerin de dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu konu biraz daha

ilerideki paragraflarda degerlendirilecektir.

Kaynak arastirmalarinda, hem TiO2 nanopartikiillerinin ve hem de diger bazi
nanopartikillerin KKD frekansinda artisa sebep oldugunu gosteren aragtirmalar yer aldigi
gibi, KKD frekansinda bir degisim olusturmadigini gosteren arastirmalar da mevcuttur. TiO>
NP’lerinin insan periferal lenfositlerindeki genotoksik etkilerini KKD testiyle degerlendiren
Turkez (2011), hem olusabilecek genetik hasarlar1 ve hem de bu hasarlarin askorbik asit
(AA) ile 1yilestirilip iyilestirilemedigini incelemistir. Arastirici, hiicrelere, NP’lerin 3, 5 ve
10 uM’luk, AA ise 4,87 ve 9,73 uM’luk konsantrasyonlarini uygulamistir. TiO2 NP’lerinin
hiicrelerde KKD sayisinda kontrole kiyasla artisa neden oldugu ve bu artislarin en yiiksek
konsantrasyonda daha yiliksek oldugu belirlenmistir. TiO2 NP’leri AA ile beraber

uygulandiginda, KKD sayisinda azalma ve proliferasyon indeksinde artma belirlenmistir.
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Sonugta bu calismada, TiO2 NP’lerinin genotoksik etkiye neden oldugu ayrica uyarilan
hasarlarin AA varliginda onarildig: belirtilmistir (Tlrkez, 2011). Bir baska ¢alismada, insan
lenfositlerine TiO2 NP’lerinin 20, 40, 60, 80 ve 100 pug/mL’lik konsantrasyonlar1 24 ve 48
saat uygulanmistir. Bu partikuller, her iki maruziyet suresinde de uygulanan tim
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla KKD sayisin1 anlamli diizeyde artirdidiginda,
mutajenik oldugu belirtilmistir (Demirtas Korkmaz, 2012). Ayrica ¢alismada
degerlendirilen mitotik indekste, 24 saatte kontrole kiyasla tiim konsantrasyonlarda azalma
gorulmustiir (60 ve 80 ug/mL anlamli). 48 saatte ise kontrole kiyasla artma ve azalmalar
tespit edilmesine ragmen goriilen degisiklikler anlamli degildir. Bizim ¢alismamizda mitotik
indekste goriilen azalmalar, Korkmaz (2012)’1n elde ettigi mitotik azalmalarla benzerlik
gostermektedir. Buna ragmen bizim ¢alismamizda KKD frekansinda gozlenen diisiisler, ne
Turkez’in (2011) ne de D. Korkmaz (2012)’in g¢aligmalarinda KKD sayisinda goriilen

artiglarla uyugsmamaktadir.

Cin hamster yumurtalik (CHO-K1) hiicreleri Gizerinde TiO2 ve Al2O3 NP’lerinin (1, 5, 10 ve
25 pg/mL) genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla KKD testinin uygulandigi bir
aragtirmada, 24 saatlik uygulama sonucunda 1 ve 5 pg/mL’lik konsantrasyonlarda anlamli
artiglar gozlenirken, en yiliksek iki konsantrasyonda metafaz tespit gdzlenememistir.
Arastiricilar metafaz yoklugunu agik sitotoksik etki olarak bildirmislerdir. Hiicre canlilig1
ayrica MTT ve NR testleriyle de degerlendirilmis ve kontrole kiyasla anlamli azalmalar (NR
testinde 5 pg/mL harig) tespit edilmistir (Di Virgilio ve digerleri, 2010). Bu tez
caligmasindaki mitotik indeks wverileri, yukaridaki ¢alismanin sonuglarina benzerlik
gostermektedir. Ayn sekilde ¢aligmamizda hiicrelerde yiiksek sayilarda KKD goriilmesine
ragmen, kontrole kiyasla azalmalarin tespit edilmesi, Di Virgilio ve digerlerinin yapmis
oldugu calismadaki en yiiksek iki konsantrasyonda metafaz goérilmemesiyle benzerlik
gosteriyor olabilir. Lenfositlerdeki diisiik KKD frekans1 metafaz hiicreleri dikkate alinarak
degerlendirildiginde, aslinda DNA kiriklarinin olustugu tespit edilmistir. Sonugta hasarh
hlcrelerin apoptoz veya nekroz yoluyla yok edildigi boylece metafaz hiicrelerinin kontrole
kiyasla azaldig1 ve kalan hiicrelerin daha az hasarli olmasi nedeniyle KKD sayisinda da ayn1

sekilde azalma goriildiigii diistintilmektedir.

Mitotik indeks (MI), canlilar i¢cin yasamin gerekliliginden olan hiicresel ¢ogalmay1 ve
hiicrelerde goriilebilecek sitotoksisiteyi dlgmeye imkan taniyan belirteclerden birisidir.

Mitotik indeksteki degisimlere gore, kullanilan ekzojen ajanin hiicrelerde olusturdugu
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sitotoksisitenin seviyesi belirlenebilmektedir (Findikli ve Tiirkoglu, 2010). Uygulanan
nanopartikiil/kimyasal, hiicresel ¢cogalma diizeyini %50 nin altina diisiiriirse, bu ajan canlilar
tizerinde dldiriicii etkiye sahip olabilmektedir (Findikl1 ve Tiirkoglu, 2010). MI’te belirlenen
azalma, hiicrelerin S fazinda daha yavas ilerleyerek DNA sentezinin azalmasi ve hiicrelerin
boliinme evresi olan mitoza gecisi saglayan Gy fazina girislerin engellenmesi sonucunda
olusmaktadir. MI'teki diisiis, uygulanan maddenin mitoz sirasinda mikrotiibiil olusumunu
engellemesi sonucunda da meydana gelebilir (Daphedar ve Taranath, 2018; Pfeiffer ve
digerleri, 2000). Nano ZnO, nano-TiOz, nano-Cos04 ve nano-CuO’nun (25, 100 ve 200
mg/L) toksik etkilerini yayin balig1 hepatositlerinde ve insan HepG2 hiicrelerinde 48 saat
uygulamasi sonucunda yapilan MTT testinde, sitotoksisitenin, TiO2<C0304<ZnO<CuO
seklinde oldugu belirlenmistir. Ayrica, HepG2 hiicrelerine kiyasla yayin balig
hepatositlerinin daha fazla toksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Y.Wang ve digerleri,
2011). HepG2 hiicrelerinde yapilan bir bagka ¢alismada TiO2 NP’leri (1, 10, 20, 40 ve 80
pg/mL) 6, 24 ve 48 saat siireyle uygulanmistir. MTT verilerine gore, 24 saat sonunda
hiicrelerde dehidrogenaz aktivitesinde 40 png/mL’de %82’ye, 80 pg/ml’de %75’e ve ayrica
48 saat sonunda 40 ng/ml’de %79’a, 80 pg/mL’de %68 e dustiigii tespit edilmistir (Shukla
ve digerleri, 2013).

Bu tez calismasinda, TiO2-CNP’leri, insan periferal kan lenfositlerinde 24 saatlik
muamelesinde tim konsantrasyonlarda kontrole kiyasla MI'te diisiislere sebep olmustur.
MI’te goriilen bu azalma sadece en diisiik konsantrasyonda (50 pg/mL’de kontrole kiyasla
%18,22 diislis) istatistiksel olarak anlamlidir. TiO2-CNP’lerinin 48 saatlik uygulamasinda,
tim konsantrasyonlar mitotoik indeksi kontrole kiyasla anlamli sekilde diistirmiistiir (100
pg/mL’de %24,75 disiis). Pedot kapli TiO2 NP’lerinin 24 saatlik uygulamasi tiim
konsantrasyonlarda MI’te kontrole kiyasla azalmaya sebep olmustur, bunlardan sadece 50
pg/mL’lik konsantrasyon (%17 diisiis) anlamlidir. Bu partikiiller 48 saatlik uygulamada da,
tim konsantrasyonlarda MI’te diislise sebep olmustur. Bu diistisler 100 pg/mL (%21,15
diistis) ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda anlamlidir. Pedot NP’lerinin insan
lenfositlerinde 24 saatlik uygulamasinda sadece 5 ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonda
kontrole kiyasla anlamli olmayan bir artis tespit edilmistir. Buna ragmen 10 pg/mL’lik dozda
MI’te anlamli olmayan %13 diizeyinde bir azalma goriilmistiir. Bu NP’lerin 48 saatlik
uygulamasinda ise, kontrole kiyasla tiim konsatrasyonlarin MI'te diislise sebep oldugu, bu
diististin 25 pg/mL’lik uygulamada anlamli ve 9%15,50’ye diistiigii goriilmistiir. Daphedar

ve Taranath (2018) D. polyantha'nin kok ucu meristematik hiicreleri tizerinde Ag NP’lerinin
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(kiresel, 10-25 nm; 4, 8, 12 ve 16 ug/mL) 6, 12, 18 ve 24 saatlik uygulamalarinin, hiicrelerde
mitotik indekste doza ve zamana bagli anlamli azalmalar olusturdugunu belirlemislerdir
(Daphedar ve Taranath, 2018). Cin hamsteri akciger fibroblastlarinda (V79) 10 ve 100
mg/L’lik konsantrasyonlardaki nano-TiO; (anataz), P25 (%83 anataz-%17 rutil),
nanofilament (10X40nm, rutil), Hombian bulk (anataz) ve polyakrilat kapli TiO2 NP’lerinin
etkileri hiicre canlilig1 testi ile degerlendirilmistir. Nano yapilarin bulk yapilara kiyasla,
hiicre canliliginda konsantrasyona bagli azalmaya neden oldugu, kaplanmis titanyumun ise
hiicre canliliginda 6nemli bir etkiye neden olmadigi belirlenmistir. Bunun, kaplama
nedeniyle, nanopartikiillerin daha fazla dagilmasindan ayni zamanda daha fazla aglomere
olmalarindan kaynaklandigi belirtilmistir. Bu sekilde kapli nanopartikiillerin, fizikokimyasal
Ozellikleri nedeniyle (daha biiyiik partikiil olusturduklar1 ve negatif yiikle yiiklendikleri
icin), hiicreye daha az girebilecekleri ve daha az toksik olabilecekleri vurgulanmistir. TiO2
partikiillerinin polimer ile kaplanmasi ve bu nedenle reaktif oksijen tiirleri olusumunu
azalttiklari igin de daha az toksik olabilecekleri ifade edilmektedir (Hamzeh ve Sunahara,
2013). Yukaridaki ¢alismaya benzer sekilde, bizim ¢alismamizda da mitotik indeksten elde
edilen verilerde kontrole kiyasla en fazla diisiis gubuk benzeri TiO2 nanopartikillerinde
gozlenirken, pedotla kaplanmis TiO2 nanopartikiillerindeki sitotoksik etkinin daha diisiik
diizeyde oldugu tespit edilmistir. Bu durum, hem kaplanmuis partikiillerin 6-7 nm daha fazla
kalinlasmasindan ve yiizeyinin piiriizlii bir gériiniime sahip olmasindan ayrica Unal ve
digerleri (2015) tarafindan ifade edildigi gibi topaklanma egiliminin artmasindan
kaynaklanabilir. Bu ¢aligmalardaki sonuglarin tam tersine, yiizey kaplamalari aliiminyum
oksit ve/veya silikon ihtiva eden materyallerle kaplamalarda, TiO. nanopartikullerinin
akcigerlerde daha toksik oldugu tespit edilmistir (Warheit, Brock, Lee, Webb ve Reed,
2005). Benzer toksik etkiler, kaplanmamis TiO2 (hidrofilik) nanopartikiillerine kiyasla, silan
ile kaplanmis (hidrofobik) TiO2 nanopartikiillerinde de tespit edilmistir (Oberdorster, 2001).

Mikroniikleus testi, hiicresel ve niikleer disfonksiyonun ¢esitli yonlerinin dogrudan ve/veya
dolayl olarak 6l¢iilmesini saglayan, DNA hasar1 (kromozom kirilmasi, kromozom kaybi,
ayrilmama, kromozomal kararsizlik) veya DNA yanlis tamiri, mitotik anormallikler, nekroz,
apoptoz ve sitostaz analizlerinin etkili bir sekilde tanimlandig1 genis kapsamli ve yaygin
olarak kullanilan bir testtir (Seager ve digerleri, 2014, Unal ve digerleri, 2018, Demirel ve
Zamani, 2002; Yilmaz, 2014a, 2014b). Mikrofilament olusumunun bir inhibitorii olan
sitokalasin-B (Cyt-B) ile sitokinezi bloke edilen binlkleat hicrelerde tespit edilen

mikronikleus, kromozomdan kopan asentrik fragmentlerden veya nukleer bolinme
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sirasinda bir fazda geride kalan biitiin kromozomlardan kaynaklanmaktadir. Giivenilirligi ve
kolaylikla tekrarlanabilirligi nedeniyle mikroniikleus testi, insan ve memeli hiicrelerinde
standart sitogenetik testlerden biri haline gelmistir (Seager ve digerleri, 2014; Sen ve
digerleri, 2018; Unal ve digerleri, 2018; Yiizbasioglu ve digerleri, 2014, Demirel ve Zamani,
2002; Yilmaz ve digerleri, 2009). Mikroniikleus frekansi, DNA’nin hipometilasyonu ve
histon modifikasyonlar1 sonucunda da artig gdsterebilir, bu nedenle hipometilasyonunun
belirleyici markeri olarak da kullanilabilmektedir. Buna, DNA metilasyon inhibitorii olan 5-
azasitidinin, 1, 9 ve 16. kromozomlarin heterokromatin bolgelerinde daha az yogunlasmasi
Ve in vitro insan lenfositlerinde spesifik kromozom kayiplarini tetiklemesi sonucunda olusan
mikroniikleuslar O6rnek gosterilebilir. MN olusumu her ne kadar satellit DNA'nin
hipometilasyonunun bir sonucu olarak artmis olsa da, artan genom hasar1 nedeniyle DNA
onarimi ve hiicre dongilisii kontrol noktalarindaki housekeeping genlerinin promoter
bolgeleri igindeki veya bitisigindeki CpG adalarinin  hipermetilasyonundan da
kaynaklanabilir. Ornegin, APC, BUBR1 ve hCDC4 gibi mitotik ig kontrol noktas: genlerinin
CpG adas1 hipermetilasyonu, bu kontrol noktalarinin ekspresyonlarini azaltabilir ve bu
nedenle MN olusumuna yol acan kromozomlarda yanlis ayrilmalarin olasiligini artirabilir.
DNA onarimminda yer alan ATM, FANC ve BRCA1 ya da BRCA2 genlerinin susturulmasi
ya da islev kaybi, insan hiicrelerinde daha yiiksek MN frekanslarina neden olabilir (Fenech,

2007; Satoh ve digerleri, 2004; Trenz, Rothfuss, Schutz ve Speit, 2002).

Calismamizda TiO2-CNP’lerinin hi¢bir konsantrasyonu MN frekansinda artisa Sebep
olmadig1 gibi, tam tersi, kontrole kiyasla diisiisler olusturmus hatta artan dozlara ragmen
hiicrelerdeki MN frekansi hemen hemen ayni kalmistir. Pedot ile kaplanmis ¢ubuk benzeri
TiO2 NP’leri de TiO2-CNP’leri ile benzer sonuglar gostermis, kontrole kiyasla anlamsiz
azalmalara neden olmustur. Sadece en diisiik konsantrasyonda (50 pg/mL) bir miktar artisa
sebep olmustur. Pedot NP’iiniin tek basina uygulandig: lenfositlerde, 5 ve 25 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda MN frekansinda artislarin oldugu fakat sadece 25 pg/mL’lik dozdaki
artisin anlamli oldugu belirlenmistir. Bu verilere gore, ne TiO2-CNP’leri ne de C/Pd TiO2
NP’leri MN frekansinda etkili olmamistir. Gozledigimiz bu sonuglar, bazi ¢alismalarin
sonuglarina benzerlik gosterirken, bazi ¢calismalarin sonuglarindan farklilik gostermektedir.
Ornegin, B6C3F1 farelerine 3 giin boyunca intravendz yolla uygulanan anataz TiO;
NP'lerinin 0,5, 5 ve 50 mg/kg’lik konsantrasyonlarinin genotoksik etkileri incelendiginde,
NP'lerin farelerin kemik iligine ulastig1 tespit edilmis olmasina ragman, MN frekansinda

doza bagli herhangi bir artis tespit edilmemistir (Sadiq ve digerleri, 2012). C57BL/6J
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farelerine 0,8, 7,2 ve 28,5 mg/m*liik konsantrasyonlardaki TiO2 NP'leri (%74 anataz ve %26
brokit) giinde 4 saat ve 5 giin boyunca inhalasyon yoluyla uygulandiginda, kanda
polikromatik eritrositlerde (PCE'ler) MN frekansinda anlamli bir artis tespit edilmemistir
(Lindberg ve digerleri, 2012). SHE hcreleri tzerinde her iki formdaki (anataz, rutil) TiO>
NP ve mikropartikiillerinin 5, 10 ve 50 pg/cm?lik konsantrasyonlarinda MN olusumu
belirlenmemistir (Guichard ve digerleri, 2012). Uboldi ve digerleri (2016), Balb/3T3 fare
fibroblastlarinda (1, 5 ve 10 pg/mL) rutil TiO2 NP’lerinin tip Il odak olusumunu
indukleyerek az da olsa genotoksik etkiye neden oldugunu, anataz TiO2 NP’lerinin anlamli
herhangi bir neoplastik veya genotoksik etki olusturmadigini tespit etmislerdir (Uboldi ve
digerleri, 2016). Bunun tersine, TiO2 NP’leri ile yapilan diger bazi ¢alismalarda MN
frekansinda anlaml artislar oldugu goriilmektedir. Tavares ve digerleri, TiO2 NP’lerinin,
%15 rutil-%85 anataz (NM 105)’m 125 pg/mL’lik konsantrasyonu, anataz (NM 102)’mn 5
ug/mL’lik konsantrasyonu, hidrofobik rutil (NM 103)’in 45 pg/mL’lik konsantrasyonu ve
hidrofilik rutil (NM 104)’in 15 ve 45 pg/mL’lik konsantrasyonlarini insan lenfositlerine
uygulayarak MN olusumlarini incelemislerdir. Elde edilen bulgular, NM 105’in MN
frekansinda artis olusturmadigini fakat diger tiim NP’lerin kontrole kiyasla MN frekansinda
anlamli artis olusturdugu gozlenmistir (Tavares ve digerleri, 2013). Shukla ve digerlerinin
(2013), HepG2 hiicreleri ile yaptiklari ¢aligmada 1, 10, 20, 40 ve 80 pg/mL’lik
konsantrasyonlardaki TiO, NP’lerinin genotoksik etkileri MN testi ile incelendiginde, 6
saatlik uygulamada, 20 pg/mL’lik konsantrasyonun kontrole kiyasla anlamli artiga, 40 ve 80
pg/mL’lik konsantrasyonlarin ise azalisa neden oldugu belirlenmistir. Arastiricilar, TiO2
NP’lerinin preparatlar lizerinde aglomerasyonlara neden oldugunu ve bunun MN
gozlemlerini olumsuz etkiledigini belirtmislerdir (Shukla ve digerlerinin, 2013). TiO>
NP'lerinin insan akciger bronsial epitel hiicreleri (BEAS-2B) izerindeki genotoksik etkileri
(20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL; 24 saat) MN testi ile degerlendirildiginde, TiO2 NP'lerinin en
diistik konsantrasyonun en diisiik aglomerasyona neden oldugu ve S fazindaki nanopartikdil-
hiicresel etkilesim oraninin MN olusumunu arttirarak genotoksik etkiye neden oldugu
belirtilmistir (Prasad ve digerlerinin, 2013). Insan bronsiyal epitel hiicrelerinde (BEAS 2B)
yapilan bir diger caligmada, kaplanmamus iki farkli TiO, NP’iiniin (anataz, <25nm; rutil,
<5pum) ve SiO; kapli rutil TiO2 NP’lerinin (rutil, 10X40 nm) 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/cm?’lik
konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat uygulanmistir. Sonuclar incelendiginde, higbir NP’{in
(anataz TiOo, 72 saat hari¢) MN olusumunu tetiklemedigi, tersine MN olusumunda azalmaya

neden oldugu belirlenmistir. Arastiricilar, kaplanmamis nano anataz TiO2 ve mikro rutil
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TiO2’in olusturdugu DNA hasarlarinin silikon kapli nano rutil TiO2’in olusturdugu
hasarlardan ¢ok daha yiiksek oldugunu fakat sadece nano anataz TiO2’in, sadece 10 ve 60
pg/cm?’lik dozda anlamli diizeyde MN olusturdugunu tespit etmislerdir. Diger dozlarda MN
frekansinda bir artis gozlenmemistir (Falck ve digerleri, 2009). Zirak ve digerleri tarafindan
(2016) yapilan bir arastirmada, anataz TiO2 NP’lerinin (kiiresel, 20,17 nm) ve Bleomisin
Silfat (BLM-S) ile kapli formunun genotoksik etkileri fare kemik iligi hiicrelerinde
incelenmistir. Elde edilen veriler, BML-S ile kapli TiO2 NP’lerin, MN olusumunu,
kaplanmamis NP’lere kiyasla daha fazla tetikledigi tespit edilmistir. Bleomisin varliginin,
TiO2 NP'lerinin daha fazla genotoksik etki olusturmasina neden oldugu bildirilmistir.
Aragtiricilar, uygulanan metod, konsantrasyon ve siirenin, genotoksisite dizeyini
etkiledigini belirtmislerdir (Zirak ve digerleri, 2016). TiO> NP'lerinin 0,5, 1, 5 ve 10
ug/mL’lik konsantrasyonlar1 Cin hamster ovaryum hicreleri (CHO-K1) tzerinde MN
testiyle incelendiginde, tiim konsantrasyonlarin kontrole kiyasla MN olusumunda artisa
neden oldugu (0.5 ve 1 pug/mL anlamli) tespit edilmistir (Di Virgilio ve digerleri, 2010).
TiO2 NP’lerinin (10 ve 50 ug/mL; 24 saat) A549 insan akciger kanser hiicrelerinde MN
olusumunu her iki konsantrasyonda da doza bagl olarak artirdigi belirlenmistir.
Aragstiricilar, A549 hiicrelerinde oksidatif stresin genotoksik etkiye neden oldugunu ve bu
etkinin MN olusumunda giiglii rol oynadigini bildirmislerdir (Srivastava ve digerleri, 2011).
Benzer sekilde insan SH-SY5Y noral hucrelerinde TiO2 NP’lerinin (anataz ve %80 anataz-
%20 rutil) 80, 120 ve 150 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin 6 saatlik maruziyeti sonucunda
her iki formda da doza bagh artan mikronukleus olusumu gézlenmistir (Valdiglesias ve
digerleri, 2013). Rahman ve digerleri (2002), Suriye Hamster Embriyo (SHE) hucrelerinde
TiO2 NP'lerinin 0,5, 1, 5 ve 10 pg/cmz’lik konsantrasyonlarinin (12, 24, 48, 66 ve 72 saat)
etkilerini MN testi ile incelemislerdir. MN artiginin tiim uygulama siirelerinde (12 saat harig)
1 ve 5 pg/cm?lik konsantrasyonlarda kontrole kiyasla anlamli oldugu belirlenmistir.
Aragstiricilar olusan bu genotoksik hasarlarin timdrogenesisle dogrudan iliskili oldugunu ve
yapilan bu c¢aligmanin TiO2 nanopartikiillerinin apoptozu indiikledigini belirleyen ilk

calisma oldugunu bildirmislerdir (Rahman ve digerleri, 2002).

Calismamizda TiO2-CNP, C/Pd TiO2 ve Pedot NP’leri, insan periferal kan lenfositleri
Uzerinde, 24 ve 48 saatlik uygulamalarda, replikasyon indeksinde anlamli bir degisiklige
neden olmamustir. Benzer sekilde kullanilan NP’lerin etkisi ile nikleer bolinme indeksinde

de Onemli bir degisim gozlenmemistir. Replikasyon indeksi, kulturdeki htcrelerde
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sitokinetik indeksin bir baska gostergesi olarak kullanilmaktadir. RI'nin belirlenmesi,
uygulanan diger toksisite testlerinden elde edilen verilere destek saglamaktadir. DNA
sentezinin engellenmesi, RI’te anlamli diislise sebep olmaktadir. Baz1 kimyasal maddeler,
DNA sentezinin inhibisyonuna ve sonug¢ta RI’nin diismesine neden olabilir (Lzutka, 1991).
Niklear bolinme indeksi de genel sitotoksisitenin gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Yiiksek diizeyde kromozom hasarina sahip olan hiicrelerin ya hiicre boliinmesinden 6nce
Olmesi ya da bolinme fazina girememesi durumunda NBI diisecektir. Tam tersi,
kanserogenez gibi durumlarda, NBI yiikselecektir (Fenech, 2000; Vidya ve digerleri, 2017).
Bu tez ¢calismasinda RI ve NBI i¢in elde edilen degerler, Korkmaz (2012), Saygili (2016) ve
Korkmaz (2018) tarafindan, cesitli nanopartikiillerin etkileri sonucunda elde edilen

degerlerle benzerlik gostermektedir.

Sonu¢ olarak, bu tez calismasinda incelenen ¢ubuk benzeri TiO2-NP’leri, uzun siireli
uygulamada (48 saat), biitiin konsantrasyonlarda kromozom anormalliklerinde anlamli artisa
sebep olmustur. Ancak kardes kromatid degisimi ve mikronukleus frekansinda 6nemli bir
etki gostermemistir. Pedot kapli ¢cubuk benzeri TiO2-NP’leri, KA ve KKD frekansinda,
sadece birka¢ uygulamada, sirasiyla artis ve diisiislere sebep olmustur. Pedot NP’leri de
birka¢ uygulamada kromozom anormalliklerinde, sadece bir uygulamada MN frekansinda
artisa sebep olmustur. Mitotik indekste olusturduklari etki sirasiyla TiO2-CNP (48 saatte
hepsi anlamli), C/Pd TiO2 (24 saatte 1, 48 saatte 2 uygulama anlamli) ve Pedot NP’leri
(sadece 48 saatte 1 uygulama) seklindedir. Biitiin bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
hem mitotik indeksteki diisiisler ve hem de KA, KKD ve MN frekansindaki artiglar negatif
kontrole kiyasla tiim dozlarda ve anlamli diizeylerde olmadigi icin (Cizelge 5.1.), bu
nanopartikiillerin ¢ok zay1f sitotoksik, ¢ok zayif klastojenik ve ¢ok zayif mutajenik oldugu
ifade edilebilir. Tiim testler birlikte degerlendirildiginde, bu partikiillerin ¢ok diisiik olan
sitotoksik ve genotoksik etkisi TiO2-CNP>C/Pd TiO2-NP>Pedot NP’ii seklinde sirlanabilir.
Bu bilgiler, nanopartikiillerin toksik olmadig1 yoniinde genel bir sonug olusturuyor ise de,
baz1 uygulamalarda ortaya c¢ikan anlamli diislis ve artislarin, bu nanopartikiillerin hala
giivenilir bir sekilde kullanilamayacagini, kullaniminda dikkatli olunmas1 gerektigi ve bu
konuda hala detayli aragtirmalarin yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Nanopartikullerin canlilar tizerindeki genotoksik etkilerin primer ve sekonder olmak tzere

iki ayr1 mekanizmayla olusturulabilecegi ifade edilmektedir.
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Primer genotoksik mekanizma, nanopartikillerin inflamasyon yoklugunda olusturduklari
genotoksisite olarak ifade edilir. Bu da direk ve dolayli genotoksisite olarak iki sekilde
gruplandirilmaktadir. Direk primer genotoksisitede, nanopartikiller direk olarak genomik
DNA ve onun kararliligiyla baglantili yapilarla etkilesime girer. Bu etkilesim partikiiliin
yiizeyindeki reaktif oksijen tiirleri gibi oksidatif yollarla yapilir veya partikiiliin ¢ekirdege
girmesini takiben DNA ile direk fiziksel etkilesimi yoluyla gergeklestirilir. Direk
genotoksisite, hiicre boliinmesi sirasinda, partikiiliin fiziksel veya kimyasal yolla kromozom
ayrilmasindaki mekanik islemler ile etkilesimi yoluyla da ortaya ¢ikabilmektedir. Dolayl
primer genotoksisite, partikiile maruziyet sonucunda, mitokondri ve hiicre zarlari gibi
yapilardan olusturulan ROT’lerinden veya antioksidan savunma siteminin baskilanmasi
sonucunda ortaya cikar. Serbest radikallerin endojen yollarla artisi veya antioksidan
savunma sisteminin bozulmasi, sirasiyla, oksidatif stresi ve sonugta oksidatif DNA
hasarlarini artirir. Indirekt olarak olusan DNA hasarinin, ROT ve oksidatif stresin
olusumuyla beraber amyotrofik lateral skleroz, artrit, kardiyovaskiiler hastalik, inflamasyon,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, diyabet ve kanser dahil olmak iizere bir¢ok

dejeneratif hastalikla da iliskili oldugu bilinmektedir (Donaldson ve digerleri, 2010).

Sekonder genotoksisite, primer genotoksiteden olduke¢a farklidir. Ciinkii bu mekanizma,
makrofajlar ve polikromatik notrofilik I0kositler gibi inflamatuar hiicreler tarafindan
olusturulmaktadir. Bu hiicreler, nanopartikiillere kars1 olusturulan inflamatuar cevap olarak
partikiillerin etrafinda toplanirlar. Viicudu isgal eden patojenlerden kurtarmak i¢in ugrasan
ve kalitsal olan bu inflamatuar cevap, normal fonksiyonlarin yerine konmasi i¢in gerekli
olan bir islemdir fakat gorev yaptiklar1 hiicrelerde oliusturduklart reaktif tiirleri, DNA
hasarlarina sebep olmaktadir. Kronik inflamasyon durumunda, bu durum kalict oksidatif
strese ve tekrarlayan DNA hasarlarina ve sonugta hiicre yasami ve ¢cogalmasi icin gerekli
proliferasyon icin sinyal molekillerinin Gretimine sebep olur. Bu da surekli olarak genetik
hasarlarin birikmesine ve dolayisiyla hiicrelerin malin forma (kanser) doniisiimiine sebep

olur (Donaldson ve digerleri, 2010).

Bu tez caligmasinda kullanilan nanopartikiillerin ¢ok diisiik de olsa sitotoksik ve genotoksik
etkili olmasi, yukarida adi gegen mekanizmalardan biri ya da daha fazlasi ile bu etkilerini
gosterebilecegi seklinde yorumlanabilir. Kaynak arastirmasinda da nanopartikullerin etkileri
konusunda yapilan bazi arastirmalar, bu partikiillerin her hangi bir genotoksik risk

olusturmadigin1 gosteriyor olsa da, bircok arastirmada bu partikiillerin DNA’da gen
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mutasyonlarina, DNA tamiri ve hiicre dongiisiinde bozulmalara ve kromozom yapisi ve
sayisinda anormalliklere neden olabilecegine yonelik bulgular mevcuttur. Oyle ki bu
etkilerin karsinojeneze ve kalitimsal hastaliklara neden olabilecegi dahi ifade edilmektedir
(Corvi ve Madia, 2017; Fu ve digerleri, 2014; Zhu ve digerleri, 2013; Valavanidis,
Vlachogianni ve Fiotakis, 2009). Kromozom yapisinda meydana gelen anormalliklerin
frekansindaki artiglar kanser olusumu ile de dogrudan iliskilidir. Bu nedenle, bu ¢alismada
kullanilan genotoksisite testleri hem kimyasallarin genetik risklerinin belirlenmesinde ve
hem de kanserin erken zamanda belirlenmesine imkan taniyan testlerdir (Sen ve digerleri,

2018; Yiizbasioglu ve digerleri, 2014).
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6. SONUC VE ONERILER

Dogal yollarla eskiden beri maruz kaldigimiz nanopartikiiller, son yillarda nanoteknolojinin
sagladigi avantajlar sayesinde yagsamimiza hizla girmis ve yagsamimizin ayrilmaz bir parcast
haline gelmistir. Saglik, gida, kozmetik, elektronik, askeri, tekstil, tarim ve sanayi gibi ¢ok
degisik alanlardaki triinlere sagladigi esneklik, saglamlik, antibakteriyellik, iletkenlik,
optiklik, ucuza mal edilebilirlik ve toplu iiretim kalitesi gibi bir¢ok avantajina ragmen,

nanopartikiillerin canlilar ve ekosistem tizerindeki etkileri hala tam olarak bilinmemektedir.

Son 20 yildir arastiricilar hem nanopartikiillerin olas1 toksik, klastojenik ve mutajenik
etkilerini belirlemek hem de mevcut toksik etkilerini azalmak i¢in arastirmalar yapmaya
baglamiglardir. Nanopartikiiller farkli sekil, kristal yapi, yiik kimyasi, boyut ve
aglomerasyon durumuna sahiptirler. Nanopartikiillerin sahip olduklar1 bu farkli 6zelikler
uygulandiklar1 ortamda da farkli etkiler gostermelerine neden olmaktadir. Nanopartikiiller
kiiciik boyutlarindan dolay1 genis yiizey alan1 olusturmakta ve yiizeylerinde fazla sayida
atom bulundurmaktadir. Bu nedenle ¢ok reaktiftirler ve hizli bir sekilde en yakindaki
biyolojik molekiillerle etkilesime girerler ve sonucta toksik etkiler olusturabilirler. Hem
bunu engellemek ve hem de ekstra dzellikler daha kazandirmak amaciyla nanopartikiiller
farkl1 malzemelerle kaplanmak suretiyle de kullanilmaktadir. Boylece nanopartikiiller hem
kimyasal ozelliklerini koruyabilmekte hem de daha az ¢ozinme ve daha az toksisite
gOsterebilirler.

Bu ¢alismada, TiO2-CNP’lerinin hem tek basina hem pedot ile kaplanmis formu ve hem de
sadece kaplama maddesi olan pedot nanopartikillerinin insan periferal lenfositleri
iizerindeki genotoksik etkileri, kromozom anormallikleri, kardes kromatid degisimi ve
mikronukleus testleri kullanilarak incelenmistir. incelelenen tiim nanopartikiiller, incelenen
konsatrasyonlarda, burada uygulanan siirelerde kromozom anormalliklerinde, kardes
kromatid degisimlerinde ve mikroniikleus olusumlarinda anlamhi artis olusturmamaistir.
Ancak yine de bazi uygulamalarda pozitif sonuclarin gézlenmis olmasi, bu partikiillerin
dikkatli kullanilmas1 gerektigini gostermektedir. Diger yandan, bu nanopartikiillerin farkl
konsantrasyonlart ve uygulama siireleri kullanilarak, farkli primer hiicreler veya hicre

hatlarinda, ayrica in vivo kosullarda da toksik ve genotoksik etkileri hakkinda daha detayli
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arastirmalarin yapilmasi gerektigini gostermektedir. Boylece, nanopartikiillerden daha fazla

fakat daha saglikli sekilde yararlanma imkan1 saglanabilecektir.
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