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OZET

Bu ¢alismada, 100 nm’nin altindaki ignemsi (i) Titanyum Dioksit Nanopartikiilleri (TDNP-I) ile
kiiresel (K) Titanyum Dioksit Nanopartikiillerinin (TDNP-K) insan periferal lenfositlerindeki
genotoksik etkileri kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatit degisimi (KKD) ve
mikronukleus (MN) testleri ile incelenmistir. Lenfositler, her iki nanopartikiiliin 125, 250, 500 ve
1.000 ug/mL’lik konsantrasyonlarina, 24 ve 48 saat maruz birakilmistir. 24 saatlik uygulamada,
TDNP-I’nin tiim konsantrasyonlar1 KA frekans1 ve KA/Hiicre sayisin1 negatif kontrole kiyasla
artirmistir. Ancak bu artislar, sadece 250 ve 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda anlamli
diizeydedir. 48 saatlik uygulamada, hem anormal hiicre frekansinda ve hem de KA/Hiicre sayisinda
artis ve hafif azalislar olmakla birlikte, sadece 1.000 pg/mL’lik konsantrasyondaki artiglar hem
negatif ve hem de ¢oziicli kontrole kiyasla anlamlidir. TDNP-K’nin da 24 saatlik uygulamasinda,
hem KA frekansinda ve hem de KA/Hiicre sayisinda artiglar tespit edilmistir. Ancak bu artis, KA
frekansinda sadece 1.000 pg/mL’de (¢oziicii kontrole kiyasla), KA/Hiicre sayisinda ise sadece 500
pg/mL’de hem negatif ve hem de ¢6ziicli kontrole kiyasla anlamhidir. 48 saatlik uygulamada ise,
hem KA frekansinda ve hem de KA/Hiicre sayisinda artis ve hafif azalislar olmakla birlikte, 250,
500 ve 1.000 pg/mL’de, KA/Hiicre sayisinin ¢oziicli kontrole kiyasla anlamli diizeyde yiiksek
oldugu tespit edilmisti. TDNP-I’nin 24 saatlik uygulamasinda, 250 ve 500 pg/mL’de, KKD
sayisinda ¢oziicli kontrole kiyasla anlaml1 diisiis gézlenirken, 125 ve 1.000 pg/mL’de anlamli artig
tespit edilmistir. 48 saatlik uygulamada, KKD sayisi, ¢oziicli kontrole kiyasla, 125 pg/mL’de
anlamli azalis gosterirken, diger tiim konsantrasyonlarda anlamli artis gdstermistir. TDNP-K’nin
hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamasinda, 500 ve 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda KKD
sayisinda ¢oziicii kontrole kiyasla anlamli artis tespit edilmistir. MN testinde, TDNP-1 500 ve 1.000
png/mL’de, TDNP-K ise sadece 1.000 pg/mL’de, MN frekansini ¢oziicii kontrole kiyasla anlamli
diizeyde artirmistir. Mitotik Indeks (MI)’in, TDNP-I’in 24 saatlik uygulamasinda 1.000 pg/mL’de
¢oziicii kontrole kiyasla anlamli diisiis gosterdigi, diger konsantrasyonlarda ise artig gosterdigi, bu
artiglarin sadece 250 pg/mL’de negatif kontrole kiyasla anlamli oldugu belirlenmistir. 48 saatlik
uygulamada, MI’in 500 ve 1.000 pg/mL’de hem negatif ve hem de ¢6ziicii kontrole kiyasla anlamli
diisiis gosterdigi belirlenmistir. TDNP-K uygulamasinda, 24 saatte 1.000 pg/mL’de (hem negatif ve
hem de ¢oziicii kontrole kiyasla), 48 saatte 250, 500 ve 1.000 pg/mL’de negatif kontrole kiyasla
anlaml1 diizeyde diistiigii belirlenmistir. Bu iki nanopartikiil Niikleer Boliinme indeksi (NBI) ve
Replikasyon Indeksinde (RI), kontrollere kiyasla anlaml1 bir fark olusturmamustir. Bu sonuglar, her
iki formdaki nanopartikiiliin zayif sitotoksik, genotoksik ve klastojenik oldugunu géstermektedir.

Bilim Kodu : 20316

Anahtar Kelimeler : Titanyum dioksit, nanopartikiil, kromozom anormallikleri (KA) testi,
mikronukleus (MN) testi, kardes kromatid degisimi (KKD) testi.
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ABSTRACT

In this study, genotoxic effects of needle-like Titanium Dioxide Nanoparticles (TiO> NP-N) and
spheric Titanum Dioxide Nanoparticles (TiO, NP-S) below 100 nm were examined in human
peripheral lymphocyte by using Chromosome Aberration (CA), Sister Chromatid Exchange (SCE)
and Micronucleus (MN) assays. Lymphocytes were exposed to 125, 250, 500 and 1,000 ug/mL
concentrations of both nanoparticles for 24 h and/or 48h. At 24h treatment, all the concentrations of
TiO2 NP-N increased the frequency of aberrant cells and CA/cell number compared to negative
control. However, this increase was significant at the 250 and 1,000 pg/mL concentrations.
Although there was an increase and a slight decrease in the frequency of aberrations and in CA/Cell
at 48 h treatment, the values observed following 1,000 pg/mL showed statistically significant
increase compared to negative and solvent controls. TiO, NP-S, at 24 h treatment, increased the
frequency of CAs and CA/Cell compared to negative control. However increase in the frequency of
CAs was statistically significant at 1,000 pg/mL (compared to solvent control) and, was statistically
significant at 500 pg/mL in CAs/Cell compared to both negative and solvent controls. At 48 h
treatment, while both increasing and decreasing were observed in the frequency of aberrations and
CAs/Cell, only CA/Cell statistically increased at 250, 500 and 1,000 pg/mL compared to solvent
control. While TiO, NP-N, at 24 h exposure, significantly reduced SCE/Cell at 250 and 500 pg/mL
compared to solvent control, it significantly increased SCE/Cell at 125 and 1,000 ug/mL. At 48 h
exposure, while SCE/Cell significantly reduced at 125 pg/mL compared to negative control, all the
other concentrations (250, 500, and 1,000 pg/mL) significantly increased the same parameter. TiO>
NP-S significantly increased the number of SCEs at 500 and 1,000 pug/mL compared to solvent
control. TiO> NP-N at 500 ve 1,000 pg/mL significantly increased the frequency of MN compared
to solvent control. In Mitotic Index, at 24 h exposure time, while significant reduction was
observed at 1,000 pg/mL following TiO, NP-N exposure compared to solvent control, increasing
was evident at all the other concentrations, among them only 250 pg/mLwas significant compared
to negative control. At 48 h exposure, Ml significantly reduced at 500 and 1,000 pg/mL compared
to both negative and solvent controls. TiO, NP-S treatment decreased Ml at 1,000 pug/mL for 24 h
(compared to both negative and solvent controls) and, at 250, 500, and 1,000 pg/mL for 48 h
compared to negative control. Neither of these nanoparticles affects nuclear division index and
replication index compared to controls. These results show that both forms of nanoparticles induce
low cytotoxic, genotoxic and clastogenic effects.

Science Code : 20316

Key Words : Titanium dioxide, nanoparticle, chromosomal abberation (CA) assay,
micronucleus (MN) assay, sister chromatid exchange (SCE) assay
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1. GIRIS

Bilim ve bilimsel arastirmalar, insan hayatin1 kolaylastirmak ve daha konforlu hale
getirmek amaciyla her gegen giin yeni teknolojiler ve uygulamalar gelistirmektedir. Bu
alanlardan biri olan nanoteknolojinin hedefi, “100 nanometrenin altinda maddeler
tasarlayip sentezlemek, bu nanoyapilara yeni olaganiistii 6zellikler kazandirmak ve bu
ozellikleri yeni islevlerde kullanmak”tir. Biitiin diinyada son hizla gelisen bu teknoloji,
elektronik, saglik ve tip, tarim, savunma sanayii, enformasyon teknolojileri, ¢gevre koruma,

kozmetik ve tekstil vb. daha pek ¢cok alanda kullanilmaktadir.

Nanoteknolojinin esasin1  olusturan nanopartikiiller, kazandiklar1 iletkenlik, giig,
dayaniklilik ve reaktivite gibi yeni ve faydali Ozellikleri nedeniyle bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Bu iriinlerin biiyiik ¢ogunlugu karbon-esasli olmakla birlikte, silikon,
titanyum, ¢inko, demir, altin, glimiis ve bakir gibi metal veya metal oksit partikiillerinden
de iretilmektedir. Ayrica, fullerenler, nanotiipler ve quantum noktalar1 da ¢okga
kullanilmaktadir. Daha yakin yillarda “biyonanoteknoloji” olarak adlandirilan,
nanomateryallerin biyolojik maddelerle tasarlanmasiyla iiretilen ve 6zellikle biyomedikal
amaglar i¢in kullanilan {iretimler de yapilmaktadir. Bunlara biyogip, ilag¢ salinim sistemleri,
nanofiberler ve hibrid nano-biyo cihazlar, molekiiler elektronikler ve biyomimetikler

(sentetik gen, protein ve viriisler) 6rnek verilebilir.

Hayatimizin her alaninda kullanilmaya baslanan ve bu nedenle insanlara ve diger canlilara
dogrudan veya direkt olarak temas eden nanopartikiillerin sahip olduklar1 ve onlar1 cazip
hale getiren 6zellikleri, onlar1 ayn1 zamanda hiicreler igin toksik hale de getirmektedir.
Nanopartikiiller, yiiksek yilizey-hacim oranina sahip olduklari ve atomlarinin biiyiik bir
boliimii yiizeyde yer aldig: icin, yakin atomlar veya maddelerle hizli bir sekilde tepkimeye
girme egilimindedirler. Bu nedenle viicutta hayati 6neme sahip hiicrelere, hiicre ici
biyomolekiillere ve organellere (6rnegin DNA’ya, proteinlere, diger hiicresel molekiillere
ve mitokondrilere) kolaylikla ulasabilmektedir. Ayrica dogal bariyerleri kolayca asarak
viicutta farkli yerlere, farkli dokulara ve hatta beyine kadar ulasabilirler. Bu nedenle
nanopartikiillerin, hem insan ve diger canlilar iizerindeki ve hem de c¢evre sagligi
lizerindeki potansiyel zararlar1 konusunda, hem Amerika Birlesik Devletleri’nde ve

Avrupa iilkelerinde ve hem de diinyanin diger pek ¢ok iilkesinde, bilim insanlarinda, devlet



kuruluglarinda, saglik sigortalar1 ve devlete bagli olmayan kuruluslarda bazi endiseler

ortaya ¢ikmaya baglamistir.

Titanyum dioksit, kozmetik, kisisel bakim {irlinleri, giines kremleri, dis macunlari, filtre,
boya ve gida boyasi, elektronik ve fotokataliz igin sensdr yapimi, kagit, plastik ve
farmasotik tabletlerde yaygin bir bir sekilde kullanilan, dogal olarak toksik olmamakla
birlikte, nanoebatlarda ¢ok kii¢iik boyutlu ve diisiik ¢oziiniirliikkte oldugundan gesitli bitki
ve hayvan hiicrelerinde ve kiiltiirdeki hiicrelerde toksik etkili olabilen bir metal oksittir.
TiO2-NP’lerinin reaktif oksijen tiirlerini artirarak veya hiicresel antioksidan savunma
mekanizmasint engelleyerek/inaktive ederek redoks dengesini bozdugu belirlenmistir.
TiO2’e maruziyetin ratlarda inflamasyona, akciger hasarina, fibrozise ve akcigerde
timorlere sebep oldugu tespit edilmistir. Bir¢ok arastirmada TiO2’in mitozda
diizensizliklere, DNA’da hasarlara ve apoptoza sebep oldugu da belirlenmistir. Yakin
zamanda, Avrupa Kimyasal Ajansindan Risk Degerlendirme Komitesi, diisiik
¢cOziintirliikklii ve bio-kalic1 6zellikleri nedeniyle inflamasyona ve oksidatif fosforilasyona
neden oldugundan, titanyum dioksidi, memelilerde inhalasyon yoluyla alindiginda kansere

sebep olma siiphesi bulunan bir madde olarak gruplandirmustir.

Yukarida verilen bilgiler, degisik yollarla maruz kalinan titanyum dioksit nanopartikiillerin
ozellikle genetik materyaldeki toksik etkileri konusunda endiseler olusturmaktadir. Genetik
materyalde meydana gelebilecek degisiklikler, ¢esitli hastaliklarin ve anormalliklerin
ortaya ¢ikmasina ve ozellikle son yillarda giderek artan kanser vakalarinin olusmasina
sebep olmaktadir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda, gittikge yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslanan titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiiliiniin iki farkli formu olan igne ve kiiresel
formlarinin in vitro insan periferal lenfositlerindeki genotoksik etkilerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu hedefe ulagmak igin, genotoksisite g¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilan kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatit degisimi (KKD) ve
mikronukleus (MN) testleri uygulanmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirmali sekilde

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknoloji ve Nanoteknolojik Gelismelerin Tarihcesi

Nanoteknoloji, nanoboyutta yiiriitiilen bir bilim, miihendislik ve teknoloji alanidir. 1
nanometre (nm), 10° metre (m) olup, metrenin milyarda birine esittir Bir insan saginin ve
bir gazete kagidimin kalinligmmin yaklastk 100.000 nm oldugu dikkate alinirsa,
nanoteknolojinin ugras alaninin ne kadar kiiciik boyutlu yapilar oldugu acik bir sekilde

goriilmektedir (Goodsell, 2000; Colvin, 2003).

Nanoteknoloji, normal boyutlu (mikron boyutlu-bulk formu) olanlarina kiyasla, yeni
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler kazandirilan nanoboyuttaki yapilar ve bilesenler
ile bunlardan iiretilen malzeme ve sistemlerle ilgilenmektedir. Olcek, mikron
seviyelerinden nanoboyutlara indik¢ce, hem maddenin kendi oOzellikleri ve hem de
gosterdigi davranis bicimleri degismekte ve daha farkli bir duruma evrilmektedir. Ornegin,
bizmut kristalleri makroskobik ebatta yarimetal bir malzeme iken, nanoebatlara indiginde
yar1 iletken bir yapiya doniismektedir. Altin normal ebatlarda sar1 renkte karsimiza

cikarken, nanoebatlarda kirmizi bir renk sergilemektedir (Erkog, 2010).

Nano kelimesi Yunanca’dan gelen vavog (nanos) kelimesinden tiiretilmis olup, bodur ya da
clice anlamina gelmektedir (Colvin, 2003). Nano kelimesini ilk kez 1959 yilinda, Richard
Feynman dile getirmistir. Nobel 0diilii de bulunan Feynman, Kalifornia Teknoloji
Ensitiisindeki  bilimsel bir toplantidaki konusmasinda, eger atom ve molekiil
biyiikliiklerinde tiretim gergeklestirilebilirse, birgok yeni kesiflerin de yapilabilecegini
vurgulamigtir. Ancak bdyle bir iiretimin gergeklesebilmesi i¢in 6ncelikle nano 6lgekte dzel
6leme ve liretim yontemlerinin gelistirilmesi gerektigini belirtmistir (Erkog, 2010; Gong ve
Cheng, 2016). Feynman’in ongdrdiigii bu disinceler, 1980°li yillarin bagmna kadar
gerceklestirilememistir. 1980°li yillarda, taramali tiinelleme mikroskobu ve atom kuvveti
mikroskobunun kesfiyle, nano dlgekte yapilar iiretilmeye ve bu yapilarin bazi enteresan
fiziksel ozellikleri de belirlenmeye baglanmistir. O yillarda, bu mikroskoplar sayesinde
iletken bir ylizeydeki atomlarin yerleri degistirilebiliyordu. Binnig ve Rohrer bu
buluslartyla 1986’da Nobel Fizik Odiiliinii kazanmiglardir. ilerleyen yillardaki en énemli
gelismeler, 1985’te karbon nanotoplarmm, 1991°de ise karbon nanotiiplerinin

kesfedilmesidir (Erkog, 2010; Gong ve Cheng, 2016; Salawu ve ark., 2018). Yakmn



zamanlardaki bir basgka gelisme, 2001’de nanolazerin kesfidir. Bu tarihten sonra bilgisayar
teknolojilerinin de hizli gelisimiyle beraber, laboratuvar kosullarinda gerceklestirilmesi
olduk¢a zor olan bazi deneyler, teorik olarak simiile edilmistir. Biitiin bu gelismelerin
1s181inda, nanomateryal sentezi ve bununla baglantili nanoteknoloji sektorii ortaya ¢ikmustir.
Sagliktan savunma sanayiine, gida sektoriinden otomotiv sektoriine, kozmetik sektoriinden
endistriyel alanlara kadar genis bir yelpazede kullanilan nanoteknoloji, bugiin gelismis
iilkelerin biiyiik yatirimlar yaptigir ve arastirma merkezleri kurdugu c¢ok onemli bir alan

haline gelmistir (Gong ve Cheng, 2016; Salawu ve ark., 2018).

2.2. Nanopartikiiller ve Kullamim Alanlari

Giliniimiizde nanopartikiillerin uygulama alanlar1 ¢ok genis olmakla beraber, bazi alanlarda
daha yaygin kullamildig1 goriilmektedir. En yaygin kullanildig1 alanlar ve bu alanlarda

kullanilan nanomateryallerden bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Nanoelektronik ve bilgisayar teknolojisi

Nanoelektronik, tamamen elektronik olan cihazlarin, elektronik ciplerin ve devrelerin
entegrasyonunda kullanilan bir teknolojidir. Giiniimiizde yeni nesil elektronik cihazlarin ve
bilgisayarlarin agirligi, biyiikligi, kalinhigi ve kullandigi enerji miktar1 azaltilirken,
bunlarin veriminin nasil artirilabilecegi sorusuna yanit bulmak igin biiyiik ¢alismalar
yiiriitiilmektedir. Nanoteknoloji sayesinde devre entegrasyonlarinda transistorlerin ebatlar
kiigiiltiiliirken, hafiza kartlarinin kapasitesi artirilmakta, elektronik cihazlarda ve
bilgisayarlarda ekran Kkalitesi her gecen giin daha da iyilestirilmekte, daha hizli
performansta, daha az enerji harcayarak ve daha yiiksek kapasitede bilgi depolanmaktadir.
Bu alanda 6zellikle silisyum (Si) ve galyum nitriir (GaN) nanotelleri kullanilarak mantik
devreleri tretilebilmektedir. Ayrica, esnek elektronik devrelerin iiretiminde kadmium
selenit nanokristalleri plastik bir tabaka iizerine depolanarak kullanilmaktadir (Erkog,
2010; Jariwala ve ark., 2013; Boyles ve ark., 2016; Gong ve Cheng, 2016; Salawu ve ark.,
2018). Karbon nanotiipleri ve metalik nanoteller gibi tek boyutlu nanopartikiiller
kullanilarak daha yumusak ve portatif elektronik cihazlar tretilmektedir. Bu elektronik
cihazlar da daha kolay tasinabilir telefonlar ve daha kiiciik ebatlardaki elektronik iiriinlerin
tiretimine olanak saglamaktadir (Gong ve Cheng, 2016; Manjo'n ve ark., 2011; Mullera ve

ark., 2005). Sp? hibridize karbon nanomateryallerinin yiiksek derecede delokalize



elektronik yapisi, elektronik sistemlerin  verimliligi ve etkinliginde biiylik rol
oynamaktadir. Yar1 iletken karbon nano tiiplerinin (CNT) uzunluklar1 ve c¢aplar1 kontrolli
bir sekilde ayarlanarak, optik ve optoelektronik 6zellikleri degistirilebilmekte ve bdylece
nanoelektronik alaninda Onemli avantajlar olusturmaktadir. Bu nedenle, karbon
nanopartikiilleri, elektronik ve optoelektronik uygulamalarda silikon gibi geleneksel yar1

iletken malzemelerin giiglii bir alternatifi olarak kullanilmaktadir (Jariwala ve ark., 2013).

Nanopartikiiller baski teknolojilerinde de kullanilmaktadir. Ozellikle Ag nanopartikiilleri
gibi metalik nanopartikiillerin miirekkep i¢indeki yogunlugu ne kadar fazla olursa,
desenlerin ¢oziintirliigi ve kalitesi de o derece artmaktadir. Bu nedenle, diinyaca iinlii
baski cihazi iireticileri yiiksek c¢oziiniirlilk elde etmek i¢in nanopartikiil kullanimini
yayginlastirmaya baslamislardir (Kamyshny ve Magdassi, 2014). Benzer sekilde, 6zellikle
renkli yazdirilmak istenen yazilarda da ozellikle TiO> gibi metalik nanopartikiiller
kullanilmaktadir (Bach ve ark., 2002; Salawu ve ark., 2018).

Havacilik ve uzay calismalari

Son yillarda nanoteknoloji tabanli materyallerin havacilik ve uzay c¢alismalarinda da ¢okca
kullanildig1 goriilmektedir. Giinlimiizde roket ve uzay istasyonlari yapiminda, daha hafif,
daha saglam ve 1stya daha dayanikli olan nanomateryaller kullanilmaya baslanmistir. Bu
sektorde, yiiksek mekanik ve termal 6zelliklere, iy1 elektrik ve 1s1 yalitim 6zelliklerine ve
asinmaya kars1 yiiksek direng gibi 6zelliklere sahip olan SiO2 vb. ¢esitli nanopartikiiller
kullanilmaktadir (Sar1 ve ark., 2016). Ozellikle uzay araglar1 yapiminda, Al,Ss ve SiC gibi

partikiillerden olusturulan nanokompozitlerden yararlanilmaktadir (Arslan, 2011).

NASA tarafindan yayinlanan bir arastirmada, karbon nanotiiplerin, gelecekte uzay
sistemlerinin kurulumda, kablolama caligmalarinda, yiiksek mukavemetli hafif kompozit
malzemeler elde etmede, termal koruma ve sogutma sistemleri ve elektronik sensor
iiretiminde 6nemli roller alacagi vurgulanmistir. NASA, tek duvarli nanotiiplerin (SWNTs)
termal iletkenliginin 3.000 W / m-K'de, elmas bilesenlerine gore daha biiyiik oldugunu ve
bu nedenle 6zellikle atmosfere giris esnasinda asir1 1sinma yasayan uzay araglarinda ¢ok
onemli bir koruma saglayacagini bildirmistir (https://www.nasa.gov/

centers/ames/research/technology-nepagers/carbon_nanotube_growth.html). Ulusal


https://www.nasa.gov/%20centers/ames/research/technology-nepagers/carbon_nanotube
https://www.nasa.gov/%20centers/ames/research/technology-nepagers/carbon_nanotube

Nanomateryal Girisim Calistayinda da nanopartikiillerin uzay calismalarindaki etkinligi

izerinde durulmustur (Report of the National Nanotechnology Initiative Workshop, 2004).

Cevre ve enerji

Nanopatikiil tabanli teknoloji, kirleticilerin algilanmasinda ve belirlenmesinde, hava, su ve
toprak kalitesinin iyilestirilmesiyle ¢evrenin daha yasanabilir bir duruma getirilmesinde de
kullanilmaktadir (Masciangioli ve ark., 2003). I¢gme sularindan arsenigin uzaklastirilmasi
ve suyun iyilestirilmesinde nanopartikiilden tiretilmis adsorbantlar kullanilmaktadir (Peng
ve ark., 2005). Fabrika atiklar1 gibi ¢esitli atiklarin azaltilmasi veya engellenmesinde veya
o atiklarin faydali yan iiriinlere doniistiiriilmesinde de nanomateryaller genis kullanim alani
bulmaktadir (Biswas ve ark., 2005). TiO2 ve MgO gibi nanopartikiiller, ¢evre ve tekstil
irlinlerinde ve elektrostatik veya spreyleme yontemiyle lif c¢ekme isleminde
kullanilmaktadir. Bdylece, iplige genis yiizey alani ve kendi kendini temizleyebilme

ozelligi kazandirilarak, ¢evre temizligine daha etkin bir katki1 saglanmaktadir (Ozdogan ve
ark., 2006).

Nanoteknolojinin bir baska uygulama alani da 1siya dayanikli ve yanmayan tekstil
tirtinlerinin tiretimidir. Normal ebatlardaki materyallere nazaran 1siya dayanikliligi daha
yiiksek olan nanopartikiiller, naylon 6.6. liflerine uygulandiginda, yanma derecesini 6nemli
ol¢iide yiiksek seviyelere ¢ikarmaktadir. Ornegin naylon 6.6 filmlerine fonksiyonel nanokil
ilave edildiginde, 1s1 aci8a ¢ikarma oranmin distigii gozlenmistir. Bdylece,
nanomateryallerin kullanimiyla dogaya bilingsiz atilan tekstil iirlinlerinden kaynakli yangin
riski de azaltilmaktadir (Ozdogan ve ark., 2006). Nanopartikiil tabanli teknoloji, zellikle
etkin ve verimli enerji depolamaya yarayan cihazlarin iiretiminde de kullanilmaya

baslanmustir.

Savunma sanavii

Nanoteknoloji ve nanomateryallerin savunma sanayiindeki kullanim oranlari son yillarda
oldukca fazla artis gostermistir. Ozellikle nanoyapilarla iiretilen elektronik ve haberlesme
sistemleri ile savas teknolojisinde insan giicline olan bagimliligin azaltilmasi
hedeflenmektedir. Amerikan Savunma Bakanliginin 2009 yilinda savunma sanayiindeki

nanoteknolojik ¢alisma ve ilerlemelere dair hazirladigi calisma raporunda, ¢esitli savunma



sektorlerindeki nanomateryallerin kullanimi ve bu alandaki gelismelere deginilmistir.
Ornegin havacilik endiistrisinde plazmon dalgalarmi, 100 nm'den daha ince seviyedeki
titanyum ve glimiis nanopartikiillerini i¢eren metal filmlerde olusturarak, foton-plazmon-
elektron doniisiimli kameralar iretilmeye baslanmistir. Diigman tarafindan tespit
edilemeyecek kadar kiiciik ebatlarda ve daha iyi ¢oziiniirliige sahip olan bu kameralar,
istihbarat operasyonlarinda kullanilmaya baglanmigtir (Defense Nanotechnology Research
and Development Program Department of Defense Director, Defense Research &
Engineering, 2009).

Nanopartikiiller askeri kiyafet {iretiminde de kullanilmaya baslanmistir. Askeri
kiyafetlerdeki kar ve su gegirmeyen ve kendi kendini temizleyebilen iirlinler sayesinde,
ordular lojistik ve istihkam agisindan daha verimli ve etkin bir hale getirilmektedir (Erkog,
2010). Ayrica nanomateryallerin sergiledigi dayanikliliktan da faydalanilmaktadir.
Ornegin, polietilen iiretiminde zincir yapist degisimi sayesinde ¢elikten daha saglam
tastyict halatlar iretilebilmektedir (Gogtsi ve ark., 2001). Savunma sanayiinde
nanomateryallerin fayda sagladigi bir diger alan da bomba imha ve patlayici tespitidir.
TNT ve DNT gibi patlayicilarin tespit edilmesinde kullanilan sensorlerin yiizeyleri,
patlayict tespitine olduk¢a duyarli olan, metal igerikli, tek katmanli, kendi kendine
kiimelenebilen ve polimerlesme 6zelligine sahip olan nanopartikiillerle (ZnO ve SiO; gibi)

kaplanmaktadir. (Gogotsi ve ark., 2001; Lim ve ark, 2012).

Otomotiv sektorii

Fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle, nanomateryallerin otomotiv endiistrisindeki kullanim
orani da her gecen giin artmaktadir. Son yillarda 6zellikle hafif motor ve cergeve
parcalarinin yapimi, siirtinmeye karsi1 direncli boyalarin iiretimi ve asinmaya karsi
koruyucu tabakalar gelistirilmesi gibi alanlarda nanomateryal tabanli teknolojilerden
yararlanilmaktadir. Ornegin motor sogutma sistemlerinde borik asit, tungsten ve bakir gibi
cesitli nanosivilar kullanilmaktadir (Asmatulu ve ark., 2013). Diger taraftan petrol iiriinleri
ile ¢alisan araclarda, oksijen rediiksiyon reaksiyonlar1 i¢in daha ucuz ve daha saglam katot
katalistlerinin ~ {iretilmesi amaciyla platin-bakir  ¢ekirdek  yapili  nanopartikiil
elektrokatalistler iiretilmektedir (Marcua ve ark., 2012). Ayrica yakit tasarrufunu artirmak

icin polialanin nanofiberlerinin katalizorliigiiyle yakit igindeki elektrotlarin morfolojisi



degistirilerek, oksijen rediiksiyonuna yardimci olmasi saglanmaktadir (Pereira ve Coelho,

2015).

Nanoteknolojik yontemlerle iiretilen otomobil lastiklerinde dayanikliligi, giivenligi, yakit
verimliligini, kontrolii ve kullanim performansini iyilestirmek igin en sik kullanilan
nanomateryaller arasinda karbon siyahi ve silika, nanoclay, karbon nanotiipler (CNTs) ve
grafenin yan1 sira poliblitadien ve stiren-butadien icerikli nano kauguklar goze
carpmaktadir. Nano 6lcekli karbon siyahi bilesenlerinin dagilimi, karbon siyahi ve kauguk
arasindaki kimyasal ¢ift bag nedeniyle lastiklerin gekme mukavemetini ve aginma direncini

artirmaktadir (Asmatulu ve ark., 2015).

Nanopartikiillerin otomotiv sektoriindeki bir diger kullanim alani ise yiizey kaplamalaridir.
Cam yiizeylerin kalitesi, ylizeyi hidrofobik hale getiren nano-cam kaplama (6rnegin,
indiyum-kalay-oksit, titanyum dioksit, vb.) yontemiyle biiylik Olgiide artirilmaktadir.
Boylece cam yiizeyinde su birikimi 6nlenmekte ve yagmurlu hava sartlarinda daha net bir
goriis elde edilmektedir. Nanocam kaplama (25-300 nm) gevresel faktorlerin neden oldugu

mikro ¢izikleri de 6nlemektedir (Asmatulu ve ark., 2015).

T1ip ve saghk

Nanopartikiiller son yillarda 6zellikle tip ve saglik alaninda gesitli hastaliklarin tani ve
tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Tipta kullanilan nanomateryaller dort 6nemli gruba
ayrilmaktadir: karbon esasli materyaller, metal esasli materyaller, dendrimerler ve
kompozitler (Balogh ve ark.,, 2002). Tipta kullanilan nano-yapili materyallerin
gelistirilmesi ve uygulamalar1 dort faz seklinde olgunlasmistir. @) Birinci nesil (2004-2010)
pasif nanoyapilarin gelistirildigi donem; b) ikinci nesil (~2005 ve sonrasi), aktif
nanoyapilarin, yiiksek performansl nanokompozitlerin, seramik, metal vb. gelistirildigi
donem; c) iicilincii nesil (~2012 ve sonrasi) yeni robotlar, aygitlar, 3D aglar, biyomimetik
materyallerin gelistirildigi donem; d) dordiincii nesil (~2018 ve sonrasi), molekiil-molekiil
seklinde tasarimlara yogunlasildigi donem; Ornegin grafit film sisteminde oldugu gibi

(Remido ve ark., 2018; Khan ve ark., 2018; Majumder ve ark., 2006).

Canlilarin yapitast olan hiicreler, nano olgeklerdeki yapilardan ve porlardan meydana

gelmektedir. Bu nedenle nanopartikiiller hiicre igerisine kolayca ulasabilmektedir.



Nanopartikiiller tasidiklar1 bir ¢ok ekstra spesifik Ozellikleri nedeniyle tip ve saglik
alaninda, tibbi nanobilgisayarlarin, fonksiyonel genomik c¢aligmalarin ve matematiksel
modellemelerin yapilmasinda, hastaliklarin teshisi ve tedavisinde kullanilmaktadir.
Nanopartikiiller tan1 ve taramada sagladiklar1 avantajlar nedeniyle kanserin erken
teshisinde kullanilmaktadir. Nanoporlar ve nanospreyler, reseptor, DNA ve protein
sekanslama gibi suni hiicresel proteinlerin gelistirilmesinde, spesifik ila¢ (ve besin) tasima
sistemlerinin  Uretiminde, gen terapi ve doku mihendisligi uygulamalarinda

kullanilmaktadir (Majumder ve ark., 2006; Khan ve ark., 2018; Remiao ve ark., 2018).

Son yillarda giderek artan sekilde kullanilmaya baslanan nanoilaglar, farkli islevleri yerine
getirmek lizere nano Olcekte tasarlanan, bir veya daha fazla ila¢g katki maddesi igeren
molekiiler sistemlerdir. Tip ve saglik alaninda nanoteknoloji, genellikle etken maddenin
fiziko-kimyasal 6zelliklerini iyilestirmek, bagisiklik sisteminden elimine olmadan gerekli
yerlere uygun zaman ve dozda ulasmasini, kanda uzun siire kalmasin1 ve etken maddenin
biinyede ¢Oziiniirligiinii artirmak amaciyla kullanilmaktadir (Xu ve ark., 2009; Boulaiz ve
ark., 2011). Probiyotik bakterilerin agiz yoluyla aliminda mide asitinden korunarak ince
bagirsaga iletilmesinde seliilozik nanokapsiiller 6nemli rol oynamaktadir (Khan ve ark.,
2018). Bazi kanser ilaglarinin viicut tarafindan yiiksek diizeyde toksik madde olarak
algilanmas1 nedeniyle, nanomateryaller tasiyici olarak kullanilmaktadir (Boulaiz ve ark.,
2011). Anti-CA125 antikorlar1 ile yumurtalik kanserinin tespiti ig¢in ¢inko oksit
nanorodlari, altin ve demir oksit nanopartikiilleri ve kadmiyum selenit ve kuantum noktali
silis kapl1 altin nanopartikiillerinin yiiksek hassasiyetle kullanilabilecegi belirlenmistir (Sua

ve ark., 2018; Remiao ve ark., 2018).

Glimiis nanopartikiilleri (AgNPs), metalik nanopartikiiller arasinda en énemli ve en etkili
nanomateryallerden birisi olup, Ozellikle kanser teshisi ve tedavisinde kullanilmaktadir
(Zhang ve ark., 2016). Nanopartikiiller antibadi ve patojenleri tespitte bioalgilayici olarak
da kullanilmaktadir. Yiizeyi kuantum dotlarla kapli Ag nanopartikiilleri, klinik olarak
analitleri saptamada, influenza viriisii ile miicadelede ve gram pozitif ve negatif
bakterilerin ¢gogalmasin1 engellemek amaciyla kullanilmaktadir (Habiba ve ark., 2015; Su
ve ark., 2017). Bu partikiillerin antibakteriyel etkinliginin, salinan giimiis iyonlarimin hiicre
zar1 ile etkilesime girmesi ve hiicre ic¢i reaktif oksijen tilirleri (ROT) iiretmesiyle
tetiklendigi belirlenmistir (Long ve ark., 2017). ZnO nanopartikiilleri de hem ilag
tiretiminde ve hem de antimikrobiyal ajan olarak kullanilmaktadir (Krol ve ark., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20XF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27649147
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Son yillarda, nanoelektromekanik sistemler (NEMS) kullanilarak, biyouyumlulugu yiiksek
olan, inci, mercan, Kalsit, mikro-lens ve kolajen gibi dogala en yakin iriinler
iiretilmektedir. ilk insan NEMS’i olan demir oksit nanopartikiilleri, prostat kanserli
hastalarda, metastatik lenf nodlarin1 belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Kolloidal altin,
demir oksit kristalleri ve QDs ile 1-20 nm ebatlarindaki yari-iletken nanokristaller,
malarya, HIV ve kanser gibi hastaliklarin tanisinda tercih edilmektedir. SiO>
nanopartikiilleri bir yandan antibady ve tiimor spesifik kompleks olarak, diger yandan
cesitli maddelere kaplanmak suretiyle fonksiyonel hale getirilerek hem biyouyumlulugu ve
hem de hedefe yonelimi artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica 20-150 nm ebath
nanopartikiillerin kullanildig1 yeni teknolojiler sayesinde, damarlardan girilerek solid
timorlerin  belirlenmesinde biiylik bir asama kaydedilmistir. Biitiin bu veriler,
nanoteknolojinin ve nanopartikiillerin, arastiricilara, hiicresel ve molekiiler fonksiyonlari
arastirma, izleme ve bozulan biyolojik sistemlerin sebep oldugu ¢esitli hastaliklar1 tanima
ve tedavi imkani sagladigin1 gostermektedir. Tibbi nanoteknolojik calismalar nihai
hedefine ulasabilirse, ilag veya besin seklinde alinmak suretiyle, kan dolasimi yoluyla etki
edebilecek nanomakinalar kullanilarak, mikroplar1 6ldiirmek, hipoksik organlara oksijen
tasimak veya bozuk doku hasarini tamir etmek de miimkiin olabilecektir (Baker ve ark.,

2001).

Gida sektori

Nanopartikiiller ve nanoteknoloji, gida sektoriinde daha hafif, daha gii¢lii ve daha dayanikli
ambalaj iiretimi ve kullanimi ile yiyeceklerin daha uzun siire taze tutulmasi ve atiklarin
azaltilmasina yardimci olmak, yiyeceklerin tadini, lezzetini ve besin maddelerinin
kullanilabilirligini arttirmak amactyla tercih edilmektedir
(https://euon.echa.europa.eu/foodl). Ornegin, zein partikiilleri, nanoteknolojik islemlerden
gecirildikten sonra, gidalarin raf Omiirlerini uzatmak amaciyla plastik ve biyoaktif gida
ambalajlarimin  iiretim asamasinda kullanilmaktadir. Diger taraftan nanofiberler,
nanoviskirlar veya nanotiipler ile 1 nm kalinliginda ve 30 ila 2.000 nm ¢ap araliinda
kristalin tabakalardan olusan nano-silikat yapilar1 ambalaj igerisindeki gida maddesinin
diflizyon oranmi ayarlayarak hava ile temasmin onlenmesinde kullanilmaktadir. Gida
saklama kaplar1 ve kesme tahtalar1 gibi bazi mutfak iriinlerinde de Ag NP'leri
kullanilmaktadir. Meyve suyu paketlerinde de Ag veya ZnO NP'leri yer almaktadir (Sozer
ve Kokini, 2009; Asmatulu ve ark., 2015).


https://euon.echa.europa.eu/food1
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Gida sinifi sentetik amorf SiO2 nanopartikiilleri pirojenik, jel, sol ve ¢okelti formlarinda bu
sektorde siklikla kullanilmaktadir. Amorf SiO2 NP’leri, gida iiriinlerinde, bira ve saraplari
temizlemek, akiskanliklarini korumak, macunlar1 koyulastirmak ve gida kokular1 veya
tatlarin1 muhafaza ederek taze bir sekilde tiiketiciye ulagmasini saglamak amaciyla

kullanim alan1 bulmaktadir (Asmatulu ve ark., 2015).

Biitiin bu kaynaklardan da goriilecegi gibi, nanomateryallerin kullanim alan1 ve kullanim
miktarlart her gecen giin artis gostermektedir. Bu da insanlarin bu partikiillerle dogrudan
temasina sebep olmaktadir. Bu nedenle son yillarda nanopartikiillerin canlilarda
olusturabilecegi toksik etkiler konusunda baz1 farkindaliklar olusmus ve bu alanda ¢esitli
caligmalar  yapilmaya  baslanmistir.  Yiriitilen bu c¢alismalarin  bazilarinda,
nanopartikiillerin bakterilerde, bitki hiicrelerinde, insan ve ¢esitli hayvan hiicrelerinde ve
hiicre hatlarinda toksik etkiler olusturdugu goézlenirken, bazilarinda herhangi bir toksik etki
gozlenmemis ve bu nedenle bazi nanopartikiillerin zararsiz oldugu ifade edilmistir.
Asagida nanopartikiillerin toksik etkileri konusunda yapilan bazi caligmalardan kisa

bilgiler verilmistir.

2.3. Nanopartikiillerin Toksik Etkileri

Insanoglu evrimsel gelisim siirecinde volkanik patlamalar, toz firtialar1 ve fotokimyasal
reaksiyonlar gibi dogal yollarla olusan ve havayla tasinan ¢esitli nanopartikiillere maruz
kalmistir. Ancak antropojenik kaynaklar nedeniyle, 6rnegin egzoz dumani, sanayi atiklari,
sigara ve benzeri tiitiin iiriinlerinde bulunan c¢ok c¢esitli nanopartikiillere maruziyet de son
yiizyilda dikkat cekici bir sekilde artis gostermistir (Bueza ve ark., 2007). Ozellikle
nanoteknoloji alanindaki gelismeler neticesinde hem sentezlenme sirasinda ve hem de
yukarida kisaca Ozetlenen alanlardaki kullanimlar1 sirasinda nanopartikiillerin solunum,
sindirim, dermal ve enjeksiyonel vb. yollarla alinmasi nedeniyle, maruziyet her gecen giin
artis gostermektedir. Bu nedenle nanopartikiillerin giivenilirligi ve potansiyel zararlarinin
cesitli hiicrelerde, dokularda, organlarda ve organ sistemlerinde gesitli test sistemleri ile
incelenmesi ve arastirtlmasi bir zorunluluk haline gelmistir. Nanotoksikoloji olarak
adlandirilan bu arastirma alaninda, yeni sentezlenen nanopartikiillerin epidemiyolojik ve
cesitli toksikolojik etkileri incelenmektedir. Yapilan arastirmalarda, ¢ok kiiglik ebatlarda
olmalar1 nedeniyle nanopartikiillerin solunmasi halinde, solunum Sisteminin biitiin

bolgelerine difiizyon mekanizmasiyla depolanabilecegi gosterilmistir. Yine bu partikiillerin
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hiicre i¢ine kolayca girebilecegi, hiicreler arasinda kolayca gecis yapabilecegi ve epitel ve
endotel hiicreler vasitasiyla kan ve lenf dolasimina katilabilecegi, nihayetinde kemik iligi,
lenf nodlari, dalak ve kalp gibi ¢ok dnemli ve hassas organlara ulasabilecegi gosterilmistir.
Hatta bu partikiillerin, néronlarin akson ve dendritleri vasitasiyla merkezi sinir sistemi ve
gangliaya kadar ulasabildikleri de tespit edilmistir (Oberddrster ve ark., 2005; Davoren ve
ark., 2009; Atha ve ark., 2017).

Nanopartikiiller, 100 nm’nin altindaki ebatlarda olmalar1 nedeniyle, bir ¢ok yeni ve
spesifik ozellikler kazanmis olsalar da biyolojik sistemlerle etkilestiginde beklenmedik ve
zararl1 bazi sonucglara sebep olabilmektedir (Dwahan ve ark., 2009). Bu partikiillerin
endositoz ve biyokinetik kabiliyetlerinin hem ebatlarina ve hem de ylizey kimyas1 ve
ylizey modifikasyonuna gore degistigi belirlenmistir. Ebatlar kiiciildiikce ylizey alanlari
biliyiimekte ve sonucta daha biiyiik partikiillii formlarina kiyasla biyolojik agcidan daha aktif
bir hale doniismektedirler. Nanomateryallerin ebatlari, sekilleri, kimyasal 6zellikleri ve
hatta yiizeyinin kapli olup olmamasi ve ne tiir bir yapiyla kapli olmasina bagli olarak
hiicresel diizeyde farkli derecelerde inflamasyon, otofaji, nekrozis ve apoptozise sebep
olabilmektedir (Atha ve ark., 2017). Bilimsel calismalar, normal ebatlardaki formlarina
kiyasla, nanoboyuttaki materyallerin toksik etkisinin daha fazla oldugunu gostermektedir.
Ornegin, titanyum dioksit nanopartikiillerine maruz kalan ratlarda, normal ebatlardaki
partikiillere maruz kalan gruba kiyasla, pulmoner inflamasyon olustugu ve daha fazla
toksik etkiler meydana geldigi tespit edilmistir (Oberdoerster ve ark., 2005). Karbon
nanotiiplerinin fibréz yapili olmalar1 nedeniyle, Ozellikle epitel doku ve intestinal
sistemdeki hiicrelerde sitotoksik ve inflamatuvar yanit olusturdugu goézlenmistir
(Monteiro-Riviere ve ark., 2005; Zeni ve ark., 2008; Poland ve ark., 2008). Sik¢a
kullanilan karbon nanotiipleri ile yapilan ¢alismalardan bazilari, bu materyallerin az ya da
onemsiz hiicresel yanitlar olusturdugunu gosterirken, bazilari ise herhangi bir hiicresel ya
da toksik yanit olusturmadigini da gostermistir (Kisin ve ark., 2007; Colognato ve ark.,
2008; Jacopsen ve ark., 2008; Davoren ve ark., 2009).

Nanopartikiillere maruziyet yollarindan biri hava yoluyla maruziyettir. Bu maruziyetin
inhalasyon ile baslar ve takiben partikiiller bronslar ve alveolar yiizeylere kadar ulasirlar. 3
boyutlu insan bronsial modeller ve karakterize edilmis 16 farkli nanomateryal (ylizeyi
fonksiyonellenmis 15 nm SiO2 (4 varyant), 10 nm ZrO (4 varyant), ve nanoglimiis (3
varyant), ZnO NM-110, TiO2, NM-105, BaSOs NM-220 ve 2 farkli AIOOH nanomateryali
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kullanilarak yapilan bir aragtirmada, sitotoksisite LDH ve ATP testleri ile, genotoksisite ise
alkalin komet testi ile degerlendirilmistir. 9 nanomateryalin hiicre i¢ine alimi inductively
coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) ile incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda,
cogu nanomateryalin in vitro kosullarda sitotoksik ve genotoksik olmadigi tespit edilmistir.
ZnO, 10 ve 25 pg/cm? arasinda doza bagli genotoksisite gostermistir. Ag.50.citrate, 50
pg/cm*de genotoksik bulunmustur. Modifiye edilmemis SiO, SiO.fosfat ve ZrO..
TODS’in 50 pg/cm®lik konsantrasyonlar1 diisiik fakat anlamli genotoksik etki
olusturmustur. Biitiin nanopartikiillerin uygulanan dozlarinin %35’inden daha azinin hiicre
icine alindig1 ve bu alimin da konsantrasyona bagli oldugu tespit edilmistir. ZrOz.acrylate
ve SiOz.amino formlari, ratlara in vivo sekilde 5 giin boyunca inhalasyon yontemi ile
uygulandiginda, komet ve mikronukleus testi ile her hangi bir genotoksik etki
olusturmadiklar1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma, 16 farkli nanomateryalin genotoksisitesinin,
cekirdekteki esas materyalin kimyasal kompoziisonuna bagli oldugunu géstermistir (Haase
ve ark., 2017). Kentsel hava ve egzoz dumanindan veya baska kaynaklardan olusan CuO,
Co, ZnO ve TiO2 gibi metal oksitler ile fulleren, karbon nanotiipler ve kuantum dotlar1
(QDs) gibi 50 nm veya daha kiiciik yapidaki partikiiller, agregasyon, koagiilasyon ve
yogunlagsma siirecleriyle insan hiicrelerinde, bakterilerde ve rodentlerde toksik etkiler
gosterebilmektedir (Handy ve Shaw, 2007; Peterson ve Nelson, 2010). Cok farkli amaglar
icin kullanilan tek duvarli karbon nanotiipleri (SWCNTs), hafif fakat giiclii
nanopartikiillerdir. Bunlarin islenmemis formlar1 ¢ok hafif oldugundan havaya karismakta
ve bu nedenle akcigerlere ulasma riski bulunmaktadir. Bu riskleri nedeniyle, Lam ve
arkadaslar1 (2004), SWCNT’lerin pulmonar toksisitesini incelemislerdir. Bu amagla
farelere, karbon nanotiiplerinin 0, 0,1 ve 0,5 mg’lik konsantrasyonlar1 ve karbon karasi
(negatif kontrol) ve quartz (pozitif kontrol) partikiilleri intratrakeal olarak verilmistir. Tek
doz uygulamadan 7 ve 90 giin sonra farelerde, akcigerlerin histopatalojik incelemesi
yapilmustir. En yiiksek doza (0,5 mg) maruz birakilan farelerde, 7 giin i¢inde %55'in
iizerinde 6liim gozlenmistir. Bunun sebebinin, CNT'deki nikel ve itriyum nanoyapilarindan
kaynaklandig1 ifade edilmistir. 7 gilinliik uygulama sonucunda, biitiin nanotiiplerin doza
bagli epitelioid graniiloma ve bazen de interstisiyal inflamasyon olusturdugu tespit
edilmistir. 90 giinliik uygulama grubunda bu lezyonlarin daha kalic1 ve daha etkili oldugu,
bazi hayvanlarin akcigerlerinde peribronsial inflamasyon ve alveolar septaya kadar uzanan
nekrozlarin olustugu goézlenmistir. Karbon karasi verilen farelerin akcigeri normal iken,
yikksek doz quartz verilen farelerde hafif veya orta diizeyde inflamasyon olustugu

belirlenmigtir. Bu test sonuglarina dayanarak, karbon nanotiiplerinin akcigerlere ulagmasi
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durumunda, hem karbon karasindan ve hem de quartztan daha toksik olabilecegi
vurgulanmistir. Bu nedenle karbon nanotiiplerine mesleki acidan kronik maruziyetin ciddi
sonuglara sebep olabilecegi vurgulanmistir (Lam ve ark., 2004). Barlow ve arkadaslar
(2005), s1g1ir serumunu ¢ok ince karbon karasi nanopartikiilleri ile mumele ettikten sonra,
kimyasal antioksidanlarin makrofaj toplama tepkilerini geciktirdigini goézlemislerdir.
Warheit ve arkadaslarinin yaptigir bir calismada, sicanlar SWCNT’ye 1 ila 5 mg/kg
arasinda degisen dozlarda ve 24 saat, 1 hafta, 1 ay ve 3 aylik periyotlarda maruz
birakilmigtir. 1 mg/kg’lik doza 24 saat maruziyette Oliim oranmin %15 oldugunu tespit
eden arastirmacilar, bu oranin doz ve maruziyet siiresiyle dogru orantili olarak arttigim
ifade etmislerdir. Ayrica, uygulamanin tamaminda {ist solunum yollarinda kismi mekanik
tikanikliklara rastlanmistir. Bunlara ilaveten, uygulamanin {iclincii aymin sonunda
akcigerde lezyon olusumu da tespit edilmistir (Warheit ve ark., 2004). Siganlarin ¢ok
duvarli karbon nanotiiplerine (MWCNT) inhalasyon yoluyla iki ay maruz birakilmasi
sonucunda kollajen zengini graniilomlar, iltthaplanma ve fibroz gibi pulmoner lezyonlar
gozlenmistir. Bu arastirmadan elde edilen en 6nemli gézlem, MWCNT lerin akcigerde
uzun siire kaldigi ve dolayisiyla nanoparcaciklarin akciger dokusundan kolayca
temizlenemedigidir (Muller ve ark., 2005). Kobaylarin MWCNT’lere maruz
birakilmasindan 90 giin sonra, fokal spesifik olmayan deskuamatif interstisyel pnémoni
benzeri (DIP benzeri) yaralanmalar oldugu tespit edilmistir (Grubek-Jaworska ve ark.
2006). Titanyum dioksit gibi metal oksitlerin inhalasyon c¢alismalarinda da kemirgenlerde
toksik etkiler meydana getirdikleri gozlenmistir. Cok ince TiO2 NP’lerine (aerosol
maruziyeti, 10 mg/m®) maruz birakilan fareler ve siganlarda, artan sayida makrofaj ve
notrofil (akciger bagisiklik savunmalarina ve iltihap reaksiyonlarina katilan hiicreler) ile
karakterize pulmoner inflamasyon belirlenmistir (Bermudez ve ark.,, 2003).
Nanopartikiiller epitelyal bariyerde de c¢esitli toksik etkiler olusturabilmektedir. Bu etkiler,
intestinal bariyerin biitiinliiglinlin bozulmas1 ve fonksiyonel hasariyla olusmaktadir
(Pietroiusti ve ark., 2017). Tek katmanli polarize mukus {iretimiyle karakterize T84 insan
kolonik epitelyal hiicrelerin, 10, 20, 75 ve 110 nm ebatlarindaki glimiis (Ag)
nanomateryallerinin 20 ve 100 pg/mL’lik dozlarina maruz birakildigi bir aragtirmada, gen
ekspresyonunun ve intestinal permeabilitedeki artisin, ebattaki kiigiilme ve dozdaki artisla
dogru orantilt oldugu tespit edilmistir (Williams ve ark., 2016). Ranjan ve arkadaslar
titanyum dioksite maruz biraktiklar1 E.coli bakterilerinde, doz artigina bagli olarak bakteri
hiicre duvarinin parcalandigini ve hiicre igeriginin agiga ¢iktigini gozlemislerdir (Ranjan

ve ark., 2016).
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Shvedova ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 bir arastirmada, 1,5 nm ebatindaki SWCNT’in
0,24 mg/ml’lik konsantrasyonuna maruz birakilan insan epidermal keratinositlerinde
(HEK) oksidatif stres ve ROT’lerinin olustugu tespit edilmistir (Shvedova ve ark., 2003).
Monteiro-Riviere ve arkadaslar1 (2005), HEK’lerde MWCNT'lerin inflamatuar faktorleri
uyarmada dogrudan etkili oldugunu ve uygulama siiresiyle inflamatuar parametrelerin
korelasyon gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica nanopartikiillerin hiicre igerisindeki
organellere kadar niifuz edebildigini ve sitoplazmik vakuollerde biriktigini gézlemislerdir.
Bu bulgularin tersine, Ema ve arkadaslarinin (2013) gerceklestirdigi bir ¢caligmada, erkek
ratlarda akciger hiicrelerinin MWCNT’nin 0,2 veya 1,0 mg/kg’lik dozlarina tek seferlik
maruziyeti, 0,04 veya 0,2 mg/kg’lik dozlarina 3 ve 24 saat maruziyeti ve 0,04 veya 0,2
mg/kg’lik dozlarina 5 hafta boyunca, haftada bir kez maruziyetinin oksidatif stres ve ROT

olusumunu tetiklemedigi tespit edilmistir.

Nanopartikiillerin ~ toksik  etkileri  ¢esitli  parametrelere  gore  degiskenlikler
gosterebilmektedir. Ornegin nanopartikiillerin yiizey yiikii ve kimyasi, mevcut pH ve
iyonik siddet gibi etkenler, kiimelenme ozelligini degistirebilmektedir. TiO, anataz
nanopartikiillerinin 15 ve 26 nm’lik bir dizi siispansiyonunda ¢6ziiniirliikk karakteristikleri
temel alinarak yapilan bir ¢alismada, iyonik ve pH’nin asidik oldugu ortamda zeta
potansiyelinin ve kiimelenmenin artig gosterdigi ortaya konmustur (Jiang ve ark., 2009).
Nanopartikiillerin hiicre igerisine niifuzunda ve olusturduklar1 toksik etkilerde morfoloji ile
birlikte yiizey yiikii de &nemli rol oynamaktadir. Insan servikal karsinoma epitelyal
hiicreleri, 6zel olarak tasarlanmis mikro boyuttan nano boyuta (150-100 nm) kadar degisen
ebatlardaki kiiresel, igne, kiibik ve cubuk sekilli monodispers hidrojel partikiillerine maruz
birakildiginda, plazma membraninin negatif yiiklii olmasi sebebiyle, pozitif yiikli
nanopartikiillerin, negatif yiikliilere kiyasla, hiicre i¢ine daha fazla transfer olabildigi tespit
edilmistir. Kiiresel formdaki partikiillerin kiibik formdaki partikiillere kiyasla hiicreye

niifuzunun ve toksik etkisinin daha fazla oldugu rapor edilmistir (Gratton ve ark., 2008).

Nanopartikiillerle yapilan birgok arastirma bu partikiillere maruziyetin toksik etkiler
olugturdugunu gostermis olmasina ragmen, yapilan bazi caligmalarda toksik etkilerin
olusmadig1 da bildirilmektedir. Fare noroblastoma hiicrelerine 30-45 nm boyutlarindaki
TiO2, ZnO, Fe304, Al203 ve CrOz nanopartikiillerinin >100 pg/mL dozlarmin uygulandigi
bir arastirmada, ZnO nanopartikiillerinin hiicre morfolojisinde anormalliklere ve

mitokondriyal fonksiyonda azalmalara sebep oldugu ancak diger nanopartikiillerin hiicreler
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tizerinde Olgiilebilir bir toksik etki gostermedigi saptanmistir (Jeng ve Swanson, 2006).
Benzer sekilde 5-10 nm ebatlarindaki luminesent porlu silikon nanopartikiillerinin in vivo
ortamda 20 mg/kg dozunun HeLa hiicrelerine uygulandigi bir diger calismada bu
partikiillerin toksik bir etki gdstermedigi sonucuna ulasilmistir (Park ve ark., 2009). insan
epidermal keratinositleri, 20-80 nm araligindaki karbon kapli ve kapli olmayan Ag
nanopartikiillerinin 0.34 pg/mL ile 1.7 pg/mL arasindaki dozlar1 ile 24 saat muamele
edildiginde, hiicre canliliginda doza bagli azalma tespit edilirken karbon kapli Ag
nanopartikiillerinin toksik etki olusturmadigu tespit edilmistir (Ahamed ve ark., 2010).
Caco-2 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, TiO2 nanopartikiilii ile muamele sonucunda
mikrovilluslarda kayip veya morfolojik degisiklikler meydana geldigi, rutil ozli
aliminyum hidroksit ve polidimetilsiloksan kapli TiO2 nanomateryalleri ile muamelenin ise
herhangi bir hasar meydana getirmedigi gézlenmistir (Fisichella ve ark., 2012). Benzer
sekilde Caco-2 mono tabakalar1 ve Caco-2/HT29-MTX doku tabakalar1 tizerine O6zel
tasarlanmis TiO2, SiO2 ve Ag nanopartikiillerinin 10-150 nm ebatlarinin 1, 3 ve 4 giinliik
uygulamalar1 neticesinde epitelyal bariyerlerde ve permeabilitede herhangi bir olumsuz

degisim veya toksik etki gézlenmemistir (Pietroutsi ve ark., 2017).

Biitiin bu ¢alismalar, insan hayatindaki kullanimlar1 gittik¢e yayginlasan nanopartikiillerin
bir kisminin toksik etkiler meydana getirebilece§ini diger bazilarinin ise her hangi bir
toksik etki olusturmayacagini gostermektedir. Ancak, giinlimiizde kullanilan nanopartikiil
sayisinin ¢okluguna ragmen, bunlarin toksik etkileri konusunda yapilan ¢alismalarin sayisi
ayni miktarda yiiksek degildir. Bu nedenle farkli nanopartikiillerin c¢esitli toksisite

testleriyle degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.4. Nanopartikiillerin Genotoksik Etkileri

Son yillarda nanopartikiillerin ¢ok genis ve farkli teknolojilerde yaygin sekilde
kullanilmaya baslanmasi, hem tiiketicilerin ve hem de bu partikiillerin tiretiminde ¢alisan
kigilerin bu partikiillere bilerek veya bilmeyerek gittikge artan sekilde maruz kalmasina
sebep olmaktadir. Diger yandan, nanopartikiillerin sahip olduklar1 spesifik ozellikleri
nedeniyle, ¢esitli yan etkilere ve 6zellikle genotoksik etkilere sahip olabilecekleri yoniinde
bulgular elde edilmeye baslanmistir. Bu bulgular, bilim insanlarin1 bu partikiillerle ilgili
genetik  toksisite caligmalarini  ve bunlarin  risk  degerlendirmelerini  yapmaya

yonlendirmektedir (Gratton ve ark., 2008; Vijay ve ark., 2018).



17

Nanomateryaller ¢ok kiiciik ebatli olmalar1 sebebiyle dkaryotik organizmalarda biyolojik
bariyerleri kolayca asabilmekte ve hiicre igerisine ulagabilmektedir. Nanopartikiiller sadece
sitoplazmaya degil, sitoplazma i¢indeki organellere ve c¢ekirdek icine kadar
taginabilmektedir. Makromolekiillerin ¢ekirdek zar1 ve sitoplazma arasinda iki yonli
tasinmasinda, niiklear por kompleksi (NPC) olarak adlandirilan 6zel kanallarin rol
oynadigi belirlenmistir. Yaklagik 9 nm ebatindaki iyonlar ve kiiclik molekiiller bu
komplekslerden pasif difiizyon yoluyla taginirken, bundan biiyiik molekiillerin sinyal
aracili mekanizmalarla secici sekilde tasindigi bilirlenmistir. Ornegin Xeonopus laevis
oositlerinde yiiriitiilen bir arastirmada, niiklear lokalizasyon dizileri (NLSs) tasiyan
niikleoplazmin proteini ile kapli ve yaklastk 39 nm ebatlarinda olan altin
nanopartikiillerinin, reseptér molekiillerle birlikte NPC tarafindan sinyal aracili
mekanizmalarla igeriye alindigi belirlenmistir (Pante ve Kann, 2001). Bu da
nanopartikiillerin hem hiicre i¢i organelleriyle ve hem de genetik materyal olan DNA ve
kromozomlarla etkilesime girebilecegini gostermektedir. Nanopartikiillerin DNA ile
etkilesimi sonucunda gen mutasyonlar1 olusabilmektedir. Ayrica, kromozomlarla
etkilesimi sonucunda kromozom sayisi ve yapisinda hasarlar meydana gelebilir.
Nanopartikiiller, DNA ve kromozomlardaki etkilerini ya direkt veya indirekt yollarla
olusturmaktadir (Haase ve ark., 2017). Gerek kiiltiir ortamindaki hiicrelerde ve gerekse in
Vivo kosullarda deney hayvanlarinda yiiriitiilen bir ¢ok arastirmada, bazi nanopartikiillerin
DNA hasarlari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, kardes kromatidlerde degisim
ve mikronukleus gibi anormallikleri tetikledigi tespit edilmistir (Oesch ve Landsiedel,
2012; Pietroutsi ve ark., 2017; Gea ve ark., 2019).

Nanopartikiillerin hiicre zarindan ve ¢ekirdeginden gegislerinde, hiicrelere ve dokulara
absorbsiyonunda ve olusturdugu genotoksik hasarlarin diizeyinde, partikiiliin biiyiikligii ve
morfolojisi, partikiiliin kimyasal yapisi, yiizey alani, ylizeyinin kapli olup olmamasi ve
kaplt ise kaplama maddelerinin kimyasal Ozellikleri gibi bir ¢ok faktor 6nemli rol
oynamaktadir (Haase ve ark., 2017; Pietroutsi ve ark., 2017; Salawu ve ark., 2018).
Partikiil biiytikliigii, nanopartikiiliin hareket, lokalizasyon ve kiimelenmesini ve dolayisiyla
genotoksik potansiyelini etkileyen 6nemli bir 6zelliktir (Manickam ve ark., 2017). Giimiis
(Ag), altin (Au) ve platin (Pt) NP’leri, farkli teknolojik solusyonlarda ve ticari iirlinlerde
kullanilan ve gittik¢e daha ¢ok kullanilmasi diisiiniilen metalik nanopartikiillerdendir. Bu
partikiillerin 5 ve 50 nm ebatlarindaki formlarinin insan bronsiyal epitel hiicrelerindeki

genotoksik potansiyelini belirlemek amaciyla g¢esitli testler uygulanmistir. Yapilan
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analizlerde, biitin partikiillerin her iki ebatinin da serumsuz ortamda aglomerasyon
olusturudugu tespit edilmistir. Ag nanopartikiillerinin her iki ebatinin ve Au NP’lerinin
kiigiik ebati olan 5 nm’nin (50 pg/mL’ye kadarlik konsantrasyonlar1) Alamar mavisi
testiyle incelenen hiicre canliliginda hafif bir diisiise sebep oldugu tespit edilmistir. Benzer
sekilde, sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda, hem 5 ve hem de 50 nm Ag-NP’leri ve 5
nm Au NP’lerinin komet testiyle belirlenen DNA hasarlarinda artiga, diger yandan Pt
NP’lerinin sadece 50 nm’lik ebatin DNA hasarinda hafif bir artisa sebep oldugu
gbzlenmistir. Bu partikiillerin hi¢ bir1 20 pg/mL’ye kadar olan dozlarda mikronukleus
olusturmamistir. Kisaca, Au NP’lerinin 5 nm’lik, Pt NP’lerinin ise 50 nm’lik ebatinin
toksik etki gosterdigi, komet testinde, Au ve Pt nanopartikiillerinin olusturdugu DNA
hasariin ebata bagli oldugu fakat Ag nanopartikiillerinin genotoksik etkisinin ebattan
bagimsiz oldugu tespit edilmistir. MN olusumu agisindan higbir nanopartikiiliin etkili
olmadig: bildirilmistir (Lebedova ve ark., 2018). Anataz TiO; nanopartikiillerinin farkli
boyutlarinin in vitro komet ve mikronukleus testleri ile incelendigi bir arastirmada, 10-20
nm ebatlarindaki partikiillerin genotoksik oldugu tespit edilirken, daha biiylk
ebatlardakinin (200 nm) genotoksik olmadigi vurgulanmistir (Haase ve ark., 2017). 1-100
nm arasinda degisen boyutlardaki Fe, ZnO ve TiO, nanopartikiillerinin in vitro ortamda
sira dist bir interfasiyal tepkime gosterebilecegi bildirilmistir. Nanopartikiil ebati
kiigiildiikge, hiicre i¢ine ve hiicre ¢ekirdegine aglomere olma oraninin da arttigina vurgu
yapan arastiricilar, difiize olan nanopartikiil bilesenlerinin yaklasik %35-40’1nin 10 nm ve
altindaki inorganik nanopartikiillerden, %20’sinden daha azinin ise 30 nm ebatlarindaki
nanopartikiillerden  olustugunu  belirtmislerdir. ~ Ayrica, daha kiiglik ebattaki
nanopartikiillerin DNA fragmentleri, kromozom aberasyonu ve mikronukleus olusumunda

anlamli artiglara sebep oldugu belirtilmistir (Auffan ve ark., 2009).

Nanopartikiillerin toksik etkileri, kullanilan tiire, hiicre tipine, doku ve kiiltiir farkliliklarina
gore de farkliliklar gdsterebilmektedir. Bu konuda Jacobsen ve arkadaglarinin (2007)
yaptig1 bir ¢alismada, siyah karbonun (Printex 90, aglomeratlarin ortalama partikiil
bliytikligi: 1,59 pm) FEI Muta™ fare akciger epitel hiicre hattinda comet testi ile
incelenmesi sonucunda genotoksik oldugu gozlenirken, ayni nanopartikiilin 37 nm
ebatindaki formunun, Cin hamsteri V79 fibroblastlar1 ve insan Hel 299 embriyonik akciger
fibroblastlarinda ayni test ile incelenmesi sonucunda her hangi bir genotoksik etki

gozlenmemistir (Zhong ve ark., 1997).
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Nanopartikiiliin sentezlenme teknigi, bilesimindeki minér elementler ve lizerinde tagidigi
kaplama malzemeleri de genotoksisitesinde farkliliklara sebep olabilmektedir. Bu
farkliliklar, nanopartikiillerin insan intestinal bariyeri ve hiicre ve ¢ekirdek zarindan gegme
yeteneklerini, lenf veya dolasim sistemindeki translokasyonunu ve makrofajlar tarafindan
fagosite edilip edilemedigini de etkilemektedir (Manickam ve ark., 2017). Ornegin, tiyol
bazli bir ligand olan merkaptoundekanoik asit (MUA) ile kaplanan 5 nm boyutundaki
CdSe quantum dotlarinin insan bronsiyal epitel hiicrelerindeki (NHBE) etkisinin komet
testiyle incelendigi bir aragtirmada, MUA’in tek basina DNA fragmentasyonuna sebep
olmadig1 fakat CdSe nanopartikiilleriyle birlikte DNA hasarini anlamli diizeyde artirdigi
gozlenmistir (Atha ve ark., 2017). %75 anataz ve %25 rutil karisimindan olusan ve partikiil
boyutu 21 nm olan TiO. nanopartikiillerinin, model organizma olan farede, 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin, gama-H2AX odaklari, mikronukleus ve DNA delesyonlarini uyardigi
tespit edilmistir. TiO> toksisitesinin, inflamasyon ve/veya oksidatif stres yoluyla sekonder
mekanizma ile olustugu vurgulanmistir. Elde edilen sonuglara dayanarak, TiO:
nanopartikiillerine maruziyetin saglik agisindan potansiyel zararlara sebep olabilecegi ifade

edilmistir (Trouiller ve ark., 2009).

Nanopartikiillerin  genotoksik etkilerinin partikiil biiytikligli, sekli ve kimyasal
kompozisyonu ile baglantili olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilan bir arastirmada,
sferik sekilli karbon karasi (CB), iplik seklindeki tek katmanli karbon nanotiipler, kristal
yapida olan silikon dioksit (SiO2) ve ginko oksit (ZnO) nanopartikiilleri incelenmistir. Bu
partikiillerin 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/mL’lik esdeger dozlarmin primer fare embriyo
fibroblastlarindaki sitotoksik, genotoksik ve oksidatif etkileri arastirilmistir. Metil tiazolil
tetrazolium (MTT) ve suda-¢oziinebilen tetrazolium (WST) testleri, ZnO’in metal-olmayan
nanopartikiillerden ¢ok daha sitotoksik oldugunu gostermistir. Bu etki, nanopartikiiliin
olusturdugu ve glutatyon azalmasi, melondialdehit {iretimi, siiperoksit dismutaz azalmasi,
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve hiicre ici oksidatif stres diizeyindeki artisla paralellik
gostermistir. Nanopartikiiliin sitotoksik etkisinin oksidatif stres olusumuyla tetiklendigi
belirtilmistir. ZnO’e kiyasla, karbon nanotiiplerinin daha az sitotoksik oldugu fakat komet
testiyle belirlenen DNA hasarinin daha fazla oldugu gozlenmistir. CB ve SiO2’in ise daha
az genotoksik oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada, nanopartikiillerin sitotoksik etkisinde
daha ziyade partikiil kompozisyonunun &ncii rol oynadigi, fakat genotoksik etkinin daha

ziyade partikiil sekline bagli oldugu vurgulanmistir (Yang ve ark., 2009).
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Zebra baligi embriyolar1 lizerinde yapilan bir arastirmada, LD50 ve LD10 diizeyleri
dikkate alinarak Ni nanopartikiillerinin sferik ve dentritik yapilarinin genotoksik etkileri
karsilastirilmistir. Sferik ve dentritik formlarin genotoksik diizeylerinin birbirinden farkli
oldugu ve denritik formun daha fazla genotoksik oldugu tespit edilmistir (Ispas C. ve ark.,
2009). Diger yandan CuO nanopartikiiliiniin dort farkli sekli olan toz, kiiresel, cubuk ve
igne formunun 0,1-100 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarinin miirin makrofajlar
tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri comet, MN ve MTT testleriyle incelendiginde,

biitlin formlarin genotoksik oldugu tespit edilmistir (Bucchianico ve ark., 2013).

2.5. TiO2 Nanopartikiilleri ile Yapilan Toksisite ve Genotoksisite Calismalari

TiO2 nanopartikiilleri, bilgisayar iiretiminden pek ¢ok teknolojik uygulamaya, tip ve saglik
alanindan g¢evre ve enerji uygulamalarina, kozmetik alanindan savunma sanayisine kadar
cok genis bir alanda kullanilmaktadir. TiO2 nanopartikiillerinin bu kadar yaygin kullanimi
ve buna bagli olarak insanlarin bu partikiillerle yakin etkilesimi, giiniimiizde bir¢ok
arastiriciy1, bu partikiillerin toksik ve genotoksik etkilerini incelemeye yoOnlendirmistir.
Yapilan bazi arastirmalar, bu materyallerin hem toksik hem de genotoksik etkilerinin
oldugunu gosterirken, bazi ¢aligsmalar ise herhangi bir toksik veya genotoksik etkisinin

olmadigin1 géstermektedir (Lu ve ark., 1998; Gea ve ark., 2019).

TiO2 nanopartikiillerinin inflamatuvar yanitlar1 ve toksik etkileri {izerine insan doku ve
hiicrelerinde pek ¢ok calisma yapilmistir. Insan dermal fibroblastlarinda yapilan bir
caligmada, gilines kremlerinde modifiye edilmis bir sekilde siklikla kullanilan 10-100 nm
arasinda degisen TiO2 nanopartikiillerinin fotonlar etkisiyle reaktif oksijen tiirleri
Olugturdugu belirlenmigstir. TiO2’nin  UVA 15181 absorbladigi, siliperoksit anyon
radikalleri, hidrojen peroksit ve serbest hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu katalizledigi tespit edilmistir (Tiano ve ark., 2010). TiO2 nanopartikiilleri,
formlarina gore (rutil, anataz vb.) farkli biyolojik ve kimyasal etkiler gosterebilmektedir.
Falck ve arkadaslariin yaptig1 bir ¢calismada, TiO2 nin endiistride olduk¢a yaygin olarak
kullanilan 2 farkli formu olan rutil ve anatazin, BEAS 2B (transforme edilmis insan
bronsgiyal epiteli) lizerine etkisi incelenmistir. 25 nm’den daha kiiglik ebattaki anataz ve
rutil formlarmin aym dozlarinin (0-180 pg/cm?) 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalari
neticesinde anataz formunun rutile kiyasla 1,5 kat daha fazla fotokatalitik etkiye sahip

oldugu gozlenmistir. Sadece anataz formunun MN frekansin1 bir miktar artirdigi, rutil
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formun ise herhangi bir genotoksik etki olusturmadigi tespit edilmistir (Falck ve ark.,
2009). Sayes ve arkadaslarinin insan dermal fibroblastlarinda ve insan akciger epitelyal
A549 hiicrelerinde yaptig1 calismada, 3-5 nm ebatlarindaki anataz formunun, ayni
olgeklerdeki rutil formuna nazaran, 2 ve 24 saatlik uygulamalar neticesinde 100 kat daha
fazla toksik etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (Sayes ve ark., 2006). 21 nm ebatindaki
rutil P-25 TiO2 NP’lerinin 5, 10, 20 ve 40 pg/mL’lik dozlarinin 1, 2, 3 ve 4 giin boyunca
insan bronso epitelyal hiicreleri {izerine uygulanmasi sonucunda, nanopartikiillerin
periniiklear bolgede kiimelendigi gosterilmistir. Diger yandan, doz artisiyla paralel olacak
sekilde ROT’nde artisa ve gen ifadesinde bozulmalara sebep oldugu tespit edilmistir.
Maruziyet siiresi arttikca, oksidatif stresle ilgili hema oksijenaz-1 ve inflamasyonla ilgili
interlokin 1, 6 ve 8 ekspresyonlarinda anlamli bir artis oldugu gézlenmistir (Park ve ark.,
2008). 33 yasindaki saglikli kadin dondrden alinan periferal kan hiicrelerinin, 25 nm
ebatindaki rutil (%30-15) ve anataz (%70-85) TiO2’ye maruziyeti sonucunda, DNA’da
meydana gelen hasardan dolay:1 hiicre dongiisii kontrol noktalarinin aktive oldugu ve bu
noktalarda kilit role sahip olan p53°te yiiksek diizeyde artis oldugu gbzlenmistir (Kang ve
ark., 2008). Insan linfoblast hiicrelerinde TiO2 nanopartikiillerinin 25 ila 155 nm arasinda
degisen ebatlardaki formlariyla yapilan bir arastirmada, komet testi, HPRT mutasyon testi
ve MN testine dayanilarak, nanopartikiillerin boyutlar kiiciildiik¢e genotoksik etkilerinin
arttig1 tespit edilmistir (Wang ve ark., 2007). Akcigerde biriken TiO2 NP’lerinin analiz
edildigi diger bir ¢alismada, maruziyet kesildikten yillar sonra bile toksik ve genotoksik
etkilerin devam edebildigi gézlenmistir. 53 yasinda, 40 yildir sigara kullanan ve 13 yildir
TiO, paketleme boliimiinde ¢alisan bir kadinda, TiO2 NP’lerinin lokal makrofaj yanitini
tetikledigi ve bu kiside olusan papiller adenokarsinomanin TiO, pnémokonyozu ile iligkili
oldugu vurgulanmistir (Yamadori ve ark., 1986). Her ne kadar bir¢ok arastirmada
nanopartikiillerin insan doku ve hiicrelerinde toksik ve genotoksik etkiler olusturdugu
bildirilmis ise de, bunun tersini gosteren aragtirmalar da mevcuttur. In vitro insan periferal
lenfositlerinde komet testi kullanilarak yapilan bir aragtirmada, TiO2 NP’lerinin (<25 nm,
anataz) 20, 50, 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinin 24 saat uygulanmasi neticesinde
herhangi bir DNA hasarina yol agmadigi gosterilmistir (Hackenberg ve ark., 2011).
Bhattacharya ve arkadaglari, insan bronsoepitelyal hiicrelerinde (BEAS-2B) ve
fibroblastlarinda 100 nm’nin altindaki TiO2 ve Fe:Os nanopartikiillerinin genotoksik
etkilerini komet testi ile incelemisler ve TiO2 NP’lerinin herhangi bir DNA kingi
olusturmadigini tespit etmislerdir (Bhattacharya ve ark., 2009).
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TiO2 nanopartikiilleri ile ilgili hayvanlar lizerinde de degisik ¢alismalar yapilmis ve ilging
bulgulara ulasilmigtir. Ratlarda yapilan bir arastirmada, c¢ok ince taneli (ultrafine) TiO>
(<100 nm) inhalasyonunun, ince taneli (fine) TiO2 (<2,5 mm)’e kiyasla, daha disiik
konsantrasyonlarda bile akciger tiimorleri olusturdugu tespit edilmistir (Dankovic ve ark.,
2007). Baska bir calismada, Ferin ve arkadaslari, ratlarin pulmoner intersitisiyel bosluguna
20 nm boyutundaki ultrafine TiO2 nanopartikiillerinin, 250 nm ebatindaki fine partikiillere
nazaran daha kolay niifuz ettigini gozlemislerdir. Ug¢ aylik inhalasyondan sonraki takip
calisgmasinda, 20 nm boyutundaki TiO2 nanopartikiillerinin viicuttan atilmasinin, 200 nm
boyutuna kiyasla 6nemli derecede yavas oldugu, 20 nm’lik partikiillerin intersitisiyal alana
ve lokal lenf nodiillerine translokasyonunun daha fazla oldugu gézlenmistir (Ferin ve ark.,
1992). Farelerde TiO2 nanopartikiiliinden kaynaklanan genotoksisite ve olas1 kronik gastrit
tetiklenmesinin kaliciligininin incelendigi bir arastirmada, hiicrelerde kalic1 apoptoz ve
DNA mutasyonlarinin yani sira malondialdehit ve nitrik oksit seviyelerinde belirgin kalici
yiikselmelerin ve glutasyon seviyesi ile katalaz aktivitesindeki azalmalarin, doz ve

maruziyet siireleri ile baglantili oldugu belirlenmistir (Mohamed ve Ramadan, 2015).

TiO2 nanopartikiillerinin toksik ve genotoksik etkilerinde, maruziyet dozu ve sekilleri
onemli rol oynamaktadir. 100 nm’nin altindaki titanyum dioksit NP’lerinin insan
lenfositleri ve eritrositlerinde hemotoksik, sitotoksik ve genotoksik etkilerinin incelendigi
bir arastirmada, 0, 25, 50 ve 100 pg/mL’lik dozlarin 3 saatlik etkileri membran hasari,
mitokondriyal fonksiyon, metabolik aktivite ve lizozomal membran stabilitesi agisindan ve
komet testi kullanilarak genotoksik etkileri agisindan degerlendirilmistir. Ayrica, hemolitik
ozellikleri, ozmotik kirilganligi ve hemoglobinle etkilesimi de incelenmistir. Sonugta
membran biitiinligiiniin etkilenmedigi fakat TiO» dozundaki artigla birlikte, insan
lenfositlerinde mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesinde anlamli bir diisiis ve DNA hasar1
ve apoptozda artis tespit edilmistir (Ghosh ve ark., 2010). Kolon kanseri hastalar1 ve
saglikli goniillillerden elde edilen periferal kan hiicrelerinde, 34 nm ebatindaki TiO>
nanopartiliillerinin 10-80 pg/mL dozlarmin 24 ve 48 saatlik uygulamasinin DNA hasar1
olusturup olusturmadigi incelenmistir. Mikronukleus ve komet testlerinin uygulandig
aragtirmada, TiO2 NP’lerinin her iki grupta da DNA hasarin1 doz artist ile korelasyonlu
olarak tetikledigi tespit edilmistir. Diger yandan, komet testine gore, TiO2 NP’leri kolon
kanseri olan hastalarda DNA hasarint kontrol grubuna kiyasla daha fazla artirmaktadir
(Kurzawa ve ark., 2017). Rodriguez ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklar1 bir
aragtirmada sferik, ¢ubuk ve tel seklindeki TiO2 nanopartikiillerin Caco-2/HT29
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hiicrelerinde 12,5-350 pg/mL’lik dozlarinin etkileri komet testi ile incelenmis ve
genotoksik etkinin en yiiksekten en diisiige dogru sirasiyla tel seklinde, cubuk seklinde ve
sferik seklinde oldugu tespit edilmistir (Rodriguez ve ark., 2018). TiO2 nanopartikiillerinin
levha, cubuk ve bipiramit sekillerinin insan bronsiyal epitel hiicreleri (BEAS-2B) tizerine
20, 50, 80, 120 ve 160 pg/mL’lik dozlarda uygulanarak genotoksik etkilerinin komet testi
ile incelendigi bir ¢aligmada bipiramit ve ¢ubuk sekilli TiO2 NP’leri oksidatif hasar ve
genotoksik etki gostermezken, levha seklinde olanlarin anlamli genotoksik etkiler
gosterdigi tespit edilmistir (Gea ve ark., 2019).

Sonug olarak insan ve hayvan dokulari1 ve hiicreleri lizerinde yapilan in vitro ve in vivo
calismalar neticesinde, TiO2 nanopartikiillerinin genotoksik olmadigini gosteren sonuglar
mevcut olmakla birlikte, bu partikiillerin dozlarina, uygulanma siirelerine, ebatlarina,
sekillerine, kimyasal yapilarina, uygulandigi hiicre tipine vb oOzelliklerine gore cesitli
toksik ve genotoksik etkiler meydana getirebildigi de gozlenmektedir. Bu nedenle,
kullanim1 giin gegtikge artan TiO2 nanopartikiillerinin olas1 toksik ve genotoksik etkilerinin
detayli ve c¢esitli genotoksik testler kullanilarak arastirilmasi, hem insanlarin bu
nanopartikiillerden en yiiksek diizeyde yararlanmalar1 ve hem de bu kullanimdan zarar

gormemeleri acisindan biliyiik 6nem tagimaktadir.

2.6. Genetik Toksisite Testleri

Genetik toksikoloji, fiziksel veya kimyasal ajanlarin genlerde veya kromozomlarda
meydana getirdigi hasarlari, bu ajanlarin giivenilirliklerini ve kanser meydana getirebilme
riskini inceleyen bir bilim dalidir. Ultraviyole 1sinlar ve radyasyon, fiziksel ajanlar olarak
bilinirken, kimyasal ajan olarak bilinenler ¢ok biiyiik bir grubu olusturmaktadir. Pestisitler,
ilaglar, gida katki maddeleri, nanomateryaller, sigarada bulunan maddeler, lastik
tekerleklerin iiretimi, arabalarin boyanmasi ve havada bulunan kirli atiklar bunlardan
sadece bazilaridir. Biitlin bu ajanlarin genetik risklerini ve kanser olusturabilme
potansiyellerini belirlemek amaciyla cesitli testler uygulanmaktadir. Bu testler kisa siireli
genetik toksisite testleri olarak bilinmektedir. Genetik toksisite testleri, ayrica, ilaglarin
hem piyasaya siiriilmeden Oncesinde ve hem de sonrasindaki etkilerini incelemede, bazi
hastaliklardan kaynaklanan genetik hasarlarin  belirlenmesinde, kansere yatkinligin
incelenmesinde, kanser hastalarinda hastaliktan veya tedavi siirecinden kaynaklanan

genetik hasarlarin ve iyilesme siireclerinin takip edilmesinde, belli bir is sektoriinde
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calisanlarda o is yerinden kaynakli genetik hasarlarin tespit edilmesinde ve buna benzer
daha pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Jacobsen ve ark., 2008; Kumari ve ark., 2009;
Mamur ve ark., 2010; Kim ve ark., 2011; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Zengin ve
ark., 2011; Timoroglu ve ark., 2012; Krol ve ark., 2017). Giiniimiizde insanlarin birgok
fiziksel ve kimyasal ajana maruz kaldigi disiiniiliirse, bu testlerin kullanilmasi ve bu
ajanlarin genotoksisitesi ve kanser olusturabilme potansiyellerinin belirlenmesi insan

saglig1 acisindan biliyiik 6nem tasimaktadir.

Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD) ile Uluslararas1 Uyum Konferansi (ICH),
nanopartikiillerin genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in ¢esitli testlerin uygulanmasini
onermektedir. Bu testler, DNA kiriklari, gen mutasyonlari ve kromozomal degisiklikler
gibi hasarlar1 belirleyen bir dizi testi kapsamaktadir. Salmonella mutajenite testi (Ames-
testi), komet testi, gen mutasyonu testi, mikronukleus testi ve kromozom anormallikleri
testi bunlardan en yaygin kullanilanlarindan bazilaridir. Oksitlenmis DNA bazlarim1 ve
dolayisiyla indiiklenen oksidatif DNA hasarinin diizeyini belirlemede bakteri enzimlerinin
kullanilmasi ile komet testinde yeni yontemler de gelistirilmektedir. Testler in vivo olarak
uygulanabildigi gibi, in vitro kosullarda da uygulanabilmektedir. S6z konusu testler tek
basina yeterli ve giivenilir veriyi saglamadig1 i¢in, daha ziyade birka¢ tanesi birlikte
kullanilarak fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik etkileri belirlenmeye ¢alisilmaktadir
(Efsa Scientific Comittee, 2011; Kumar ve Dhawan, 2013; Magdolenova ve ark., 2014;
Manickam ve ark., 2017).

Ames testi ekzojen maddelerin mutajenitesini belirlemede kullanilan bakteriyel geri
mutasyon testidir. Bu testte, histidin operonunun degisik bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar
iceren Salmonella typhimuriun’un mutant suslar1 kullanilmaktadir (Ames ve ark., 1975).
Bu testin esasi, S. typhymurium’un histidin sentezleme yeteneklerini bir mutasyon
sonucunda kaybetmis olan suslarin, test maddesi ile muamele edildikten sonra ikinci bir
mutasyon gegirerek histidini sentezleme 6zelligini yeniden geri kazanmasina ve sonugta
histidinsiz ortamda iireyebilmesi esasina dayanmaktadir. Histidinsiz ortamda iireyebilen
koloniler sayilarak mutajenite belirlenmektedir. Bu test kolay ve ucuz olmasi nedeniyle,
cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik risklerinin belirlenmesinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Zeiger, 2007; Doak ve ark., 2012; Manickam ve ark., 2017; Vijay
ve ark., 2018).
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Kromozomal anormallik testi, mutajenler tarafindan tetiklenen gesitli yapisal ve sayisal
kromozomal anormalliklerin  belirlenmesi amaciyla kullanilan bir  yOntemdir.
Kimyasallarin klastojenik olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Klastojenite dnemlidir, ¢linkii kromozomlarin kirilip sonradan tekrar birlesmesi sonucunda
baz1 onkogenler aktif hale gelebilirler ya da bazi tiimoér baskilayic1 genler inaktif hale
gelebilirler. KA testinde, homojen olarak boyanan kromozomlardaki yapisal ve sayisal
anormallikler incelenmektedir. Bu metotta etkisi arastirilan kimyasal i¢in c¢ok sayida
kromozom preparatlarinin hazirlanmasi, anormallik diizeylerinin ayr1 doz ve siireler icin
belirlenmesi ve yiizlerce ve binlerce hiicrenin mikroskopta incelenmesi gerekmektedir.
Insan ya da diger canlilarin kromozomlarm inceleyebilmek igin aranan ilk kosul,
hiicrelerin boliinme evresinde olmasidir. Bu nedenle in vivo olarak herhangi bir dis uyarana
gerek kalmaksizin siirekli boliinebilme yetenegine sahip olan “kemik iligi hiicreleri” gibi
hiicreler kullanilmaktadir. In vitro yontemde ise ¢esitli tip hiicreler yapay uyaricilarla
mitoza yonlendirilmek suretiyle uygulanmaktadir. In vitro sartlarda genellikle “insan
periferal kan lenfositleri” kullanilmaktadir. Normal dolasimda Go evresinde olan bu
hiicreler, kiiltiir ortaminda mitojenlerle uyarilarak mitoz boliimme uyarilmaktadir. Bu
esnada uygulanan kimyasaldan dolay1 kromozomun her iki kolunda DNA ¢ift zincirinde
kirilma varsa kromozom kirigindan; kromozomun bir kolunda kirik olusmugsa kromatid
kirigindan s6z edilir. Eger kimyasal Gi evresinde etkili olursa kromozom tipi
anormallikler, G evresinde etkili olursa kromatid tipi anormallikler, S evresinde etkili

olursa her iki tip anormallik ortaya ¢ikmaktadir (Zeiger, 2007; Doak ve ark., 2012).

Kromozom anormallikleri testi ile kisaca asagida belirtilen sayisal ve yapisal anormallikler

gozlenebilmektedir.

e Kromatid kirigi

¢ Kromozom kirig1

e  Fragment

e Disentrik kromozom

e Halka kromozom

e Kardes kromatidlerde birlesme
e Translokasyon

e [zokromozom
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e Endoreduplikasyon (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Hagmar ve ark., 1998;
Bolognesi, 2003; Garcia-Sagredo, 2008; Jain ve ark., 2017; Honda ve ark., 2018).

Kardes kromatit degisimi testi, Perry ve Evans tarafindan 1975 yilinda tanimlanan ve
ekzojen maddelerin mutajenik ve kanserojenik etkilerinin belirlenmesinde uzun yullardir
kullanilan onemli bir testtir. KKD, bir kromozomdaki kardes kromatidlerin homolog
lokuslar1 arasinda DNA replikasyon ({irlinlerinin karsilikli yer degisimi sonucunda
olusmaktadir. Degisimin yapildig1r bu bolgeler, DNA ¢ift zincir kiriklarinin homolog
rekombinasyon yoluyla onarildigin1 gostermektedir. Bu test ile 6zellikle DNA eklentileri
olusturan veya DNA replikasyonu ile etkilesime giren mutajenler belirlenebilmektedir. Bir
kimyasalin KKD frekansinda artisa neden olmasi, onun replikasyon mekanizmasini
etkileyerek DNA hasar1 olusturabildiginin gostergesidir. Kardes kromatid degisimlerini
ayirt edebilmek i¢in kromozomlar floresan ile isinlandiktan sonra Giemsa ile boyanir.
DNA replikasyonu sirasinda timin analogu olan BrdU (bromodeoksiiiridin) girisi yapilan
bolgelerin farkli siddette boyanmasi nedeniyle, kardes kromatid degisimi yapilan bolgeler
ayirt edilebilmektedir. Degerlendirme bu renk degisimlerinin sayisina gore yapilmaktadir
(Latt ve ark., 1980; Perry ve Thompson, 1984; Albertini ve ark., 2000; Wilson Il ve
Thompson, 2007; Jain ve ark., 2018; Salawu ve ark., 2018).

Kimyasal mutajenlerin ve kanserojenlerin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda
kullanilan bir bagka test ise mikronukleus testidir (MN). Fenech ve Marleyn tarafindan
1985 yilinda tanimlanan bir yontemdir. Mikronukleuslar (MN), hiicrenin mitoz boliinmesi
sirasinda ortaya cikan, esas cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik
kromozom fragmanlarindan koken alan olusumlardir. MN sayisindaki artis, cesitli
ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt
gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar ve klastojenler MN
frekansinda artriga sebep olmaktadir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda
Cyt-B ilavesiyle, ¢ekirdek boliinmesini tamamlamig, ancak sitoplazma boéliinmesini
gerceklestirememis cift ¢ekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN
bulunduran hiicrelerin frekansi saptanabilmektedir (Bekeschus ve ark., 2018; Arul ve ark.,
2018). Heddle ve Countryman’in kriterlerine gore, bir olusumun MN olarak

tanimlanabilmesi igin;
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1. MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiiglik olmasi,
2. Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi,
3. Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin dikkate alinmasi

gerekir.

Bu metotta en az 1.000 adet ¢ift ¢ekirdekli hiicre sayilarak bu hiicrelerdeki bir, iki ya da
daha fazla sayidaki kronukleuslar tespit edilip toksisitenin  seviyesi de
degerlendirilebilmektedir. Memelilerde in vivo MN testi kemik iligi veya periferal kan
hiicrelerindeki eritrositlerin analiziyle, ilgili kimyasal maddenin, eritroblastlarin mitotik
elemanlar veya kromozomlar iizerindeki hasarinin belirlenmesi amaciyla uygulanmaktadir.
Cesitli arastirmalarda MN frekansindaki artis ile kanser hastali§i arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu belirlendiginden, MN frekansindaki artis, kanserin erken belirteci
olarak degerlendirilmektedir. (Celik ve ark., 2004; Kawaguchi S. Ve ark., 2010; Fenech,
2007; Bonassi ve ark., 2011; Bekeschus ve ark., 2018; Arul ve ark., 2018; Avuloglu
Yilmaz, Unal ve Yiizbasioglu, 2017; Yiizbasioglu ve digerleri, 2018).

Bu tez calismasinin amaci, giinliik hayatimizda ¢ok genis alanlarda kullanilmaya baglanan
ve bu nedenle insanlarin direkt veya dolayli olarak maruz kalmaya basladigi TiO:
nanopartikiillerinin genetik acidan bir risk olusturup olusturmadigini belirlemektir. Bunun
icin, TiO2 nanopartikiillerinin kiiresel ve igne formlarinin genotoksik etkileri in vitro insan
lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatid degisimi ve mikronukleus

testleri kullanilarak karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kromozom incelemesi i¢cin materyal

Insan lenfositlerinde titanyum dioksit nanopartikiiliiniin igne ve kiiresel formlarinn
genotoksik etkilerini incelemek amaciyla kullanilan periferal kan, sigara ve alkol
kullanmayan, herhangi bir saglik problemi olmayan, son 3 ay i¢inde genotoksik ajanlara ve
radyasyona maruz kalma Oykiisii olmayan, 21-25 yaslarinda bir bayan ve iki erkek
dondrden temin edilmistir. Bu tez ¢alismasi, G.U. Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis olup (Tarih: 24.03.2014, Karar No: 168), periferik kan, goniillii olur formu

imzalayan donoérlerden alinmustir.

3.1.2. Test materyali ve kullanilan kimyasallar

Ti0, nanopartikiilii (igne ve kiiresel formlari) ve diger kimyasallar

Test materyali olarak kullanilan igne formundaki titanyum dioksit nanopartikiilii (TiO2
Rutile), Nanostructured & Amorphous Materials, Inc.’den (CAS No: 13463-67-7) temin
edilmis olup, tarafimiza, G.U. Fen Fakiiltesi, Kimya Béliimii’nden Prof. Dr. H. ibrahim
Unal tarafindan hediye edilmistir. Bu partikiiliin boyutu 10x40 nm APS, yiizey alan1 160
m?/g, %5 ve daha az oranda SiO; kapli ve %98 safliktadir. Diger test materyali olan
kiiresel formdaki titanyum dioksit nanopartikiilii (TiO2 Nanopowder) Sigma-Aldrich’den
(CAS no: 13463-67-7) temin edilmistir. Partikiil boyutu <100 nm (BET), yiizey alan1 14
m?/g, %1 Mn katkili, Erime noktas1 >350°C (lit.) dir.

Bu aragtirmada kullanilan diger kimyasallardan Bromodeoksiiiridin (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-Aldrich’den temin edilmistir.
Kromozom Medium B (Katalog No: F 5023) Biochrom’dan, KCI (CAS-N0:7447-40-7) ise

Applichem’den temin edilmistir.
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Resim 3.1. TiO2-NP-igne formunun SEM goriintiisii (Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Béliimii’nden Prof. Dr. Halil ibrahim UNAL’dan temin edilmistir)

-

GUFEF

Resim 3.2. TiO2-NP-kiiresel formunun SEM goriintiisii (Demirtas Korkmaz, 2012)

3.2. Metot

3.2.1. Test materyalinin hazirlanmasi

TiO; nanopartikiillerinin hazirlanmasi

TiO, nanopartikiiliiniin igne formunun (TiO2-NP-I) 1.000 ug/mL’lik stok siispansiyonu,

deiyonize suda siispanse edilerek hazirlanmis ve ultrasonik banyoda (J.P. Selecta, v: 50-60
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Hz) 30 dakika sonikasyona tabi tutulmustur. Bu stok solusyondan deiyonize su ile 500, 250
ve 125 pg/mL’lik konsantrasyonlar hazirlanmistir. TiO2-NP-I formunun hazirlanan tiim
konsantrasyonlar1 kiiltiirdeki hiicrelere uygulanmadan 6nce 10 dakika daha sonikasyona

tabi tutulmustur.

TiO2 nanopartikiiliiniin kiiresel formunun (TiO2-NP-K) stok siispansiyonu da 1.000
png/mL’lik olacak sekilde deiyonize suda slispanse edilerek hazirlanmistir. Bu siispansiyon
da, yukaridaki gibi, Once ultrasonik banyoda (J.P. Selecta, v: 50-60 Hz) 30 dakika
sonikasyona tabi tutulmustur. Bu stok solusyondan deiyonize su ile 500, 250 ve 125
ug/mL’lik uygulama konsantrasyonlari hazirlanmistir. TiO2-NP-K formun hazirlanan tim
konsantrasyonlar1 kiiltiirdeki hiicrelere uygulanmadan o6nce 10 dakika daha sonike

edilmistir.

3.3. Preperatlarin Hazirlanmasi

3.3.1. Kiiltiirdeki insan lenfositlerinde uygulanan testler

Kromozom anormallikleri ve kardes kromatit degisimi testi i¢in preperatlarin hazirlanmasi

Bu calismada TiO2 nanopartikiiliiniin igne ve kiiresel formlarinin olast genotoksik
etkilerini tespit etmek ve karsilastirmak amaciyla kullanilan testlerden ikisi kromozom
anormallikleri ve kardes kromatit degisimi testleridir. Kromozomal anormallik testi igin,
Evans ve arkadaslarinin (1984) metodunun temel alindig1, Yiizbasioglu ve arkadaslarinin
(2006) uyguladig1 teknik, bazi degisimler yapilarak uygulanmistir. Kardes kromatid
degisimi (KKD) testi ise Perry ve Wolff'un (1974) yonteminin esas alindigi Speit ve
Haupter (1985)’in teknigindeki baz1 modifikasyonlar ile uygulanmistir. Bu testi uygulamak
amaciyla, yukarida belirtilen 6zelliklere sahip saglikli bir bayan ve iki erkek donérden
alian periferik kanin 0,2 ml’si steril sartlarda 2,5 ml’lik kromozom ortami (Chromosome
Medium B) igeren tiiplere ilave edilmistir. Her bir tiipe 10 pg/mL olacak sekilde BrdU
ilave edilmis ve tilipler 37°C’de toplam 72 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiir baglangicindan 24
ve 48 saat sonra, TiO, NP’liniin igne ve kiiresel formlarimin 1.000, 500, 250 ve 125
png/mL’lik konsantrasyonlari kiiltiir ortamina ilave edilmistir. Kiiltlir siiresi bitiminden 2
saat once, kiiltiirler kolkisin ile muamele edilmistir. Deneylerde bir negatif (besiyeri), bir

¢oziicii (deiyonize su) ve bir pozitif kontrol (MMC; 0,20 pg/mL) grubu da kullanilmistir.
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Kiiltiir siiresi bitiminde tiiplere 37°C’deki 0,075 M KCl ¢ozeltisinden ilave edilip, 37°C’de
30 dakika bekletildikten sonra kiiltiir tlipleri santrifiij edilip silipernatant atilmistir.
Fiksasyon igin tiiplere 3:1 metanol:asetik asit ilave edilmistir. Fiksasyondan sonra tiipiin
dibinde kalan 0,5-0,7 mI’lik siispansiyon pastor pipeti ile ¢ekilerek, dnceden temizlenmis
lamlar iizerine damlatilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar oda sicakliginda

kurutulmustur.

Mikronukleus testi icin preperatlarin hazirlanmasi

TiO2 nanopartikiillerinin igne ve kiiresel formlarmin insan periferal lenfositlerinde
mikrontikleus olusturup olusturmadigini belirlemek ve karsilagtirmak amaciyla, ii¢ farkl
dondrden alinan periferik kanin 0,2 ml’si, igerisinde 2,5 ml’lik kromozom ortami bulunan
tiiplere ilave edilerek 37°C’deki inkiibatdre yerlestirilmistir. Inkiibasyon siiresi toplam 72
saat uygulanmistir. Kiiltiirdeki hiicreler 24. saatte, TiO2 NP’lerinin her iki formunun 1.000,
500, 250 ve 125 pg/mL’lik konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Ayrica bir negatif
(besiyeri), bir ¢oziicii (deiyonize su) ve bir pozitif (MMC; 0,20 pug/mL) kontrol grubu da
kullanilmistir. Tiim kiiltiirlere inkiibasyonun 44. saatinde 7 uL sitokalasin B (Cytochalasin-
B) ilave edilmistir. Kiiltiir siiresi bitiminde tilipler santrifiij edilmis, siipernatant atilmis ve
0,075 M KCl ilave edilerek etlivde 5 dakika bekletilmistir. Kiiltiirler tekrar santrifiij edilip
stipernatant atildiktan sonra, 3:1 metanol:asetik asitte, lic kez fiksasyon uygulanmistir.
Uciincii fiksatife formaldehit ilave edilip santrifiij edildikten sonra, tiiplerdeki siipernatant
atilarak, geriye kalan hiicre siispansiyonu pipetaj yapilip Onceden temizlenmis lamlar

iizerine damlatilmistir. Hazirlanan preparatlar, oda sicakliginda kurutulmustur.

Preperatlarin boyanmasi

Kromozom anormallikleri ve mikroniikleus testi i¢in hazirlanan preparatlar, Sorensen
tamponunda hazirlanan % 5°lik Giemsa ile (pH 6,8) boyanmistir. Kardes kromatid
degisimlerinin  gozlenebilmesi i¢in, preparatlar floresantgiemsa metoduna gore
boyanmustir (Speit ve Haupter, 1985). Bu metotta preparatlar, 254 nm dalga boyunda 13
dakika 1sinlandiktan sonra 60°C’deki 1xSSC’de 1 saat inkiibe edilmis ve % 5’lik Giemsa
ile (pH 6,8) boyanmistir. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar, entellan ile daimi hale

getirilerek mikroskobik incelemeye alinmistir.
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Mitotik indeks ve kromozom anormalliklerinin belirlenmesi

Mitotik indeksin belirlenmesinde, her bir uygulama i¢in her bir dondrden 1.000’er hiicre
(toplam 3.000 hiicre) incelenmis ve mitoz boliinme gegiren hiicre sayisinin, toplam hiicre
sayisina oraninin yiizde cinsinden degeri ile tespit edilmistir. Kromozom anormalliklerinin
belirlenmesinde, her bir uygulama i¢in her bir dondrden kromozomlari iyi dagilmis 100
metafaz (toplam 300 metafaz) degerlendirilmis, anormal hiicrelerin yilizdesi (% KA) ve

hiicre bagina diisen kromozom anormalligi (KA/Hiicre) belirlenmistir.

Replikasyon indeksi ve kardes kromatit degisiminin belirlenmesi

Replikasyon indeksinin belirlenmesi i¢in her bir uygulama ve her bir donérden 100 hiicre
(toplam 300 hiicre) incelenmistir. Bunlar arasinda birinci (M1), ikinci (M2) ve liclincii
(M3) metafaz evresindeki hiicrelerin sayisi belirlenmis ve replikasyon indeksi (Ri) =
Ix(M1)+ 2x(M2)+ 3x(M3)/N (N= incelenen toplam hiicre sayisi) formiili ile

hesaplanmustir.

Kardes kromatid degisimi sayisinin belirlenmesinde, her bir uygulama igin her bir
donorden, kromozomlar1 iyi dagilmis, ikinci mitozdaki 25 hiicre (toplam 75 hiicre)

incelenmistir.

Niikleer boliinme indeksi ve mikronukleus frekansinin belirlenmesi

Hiicre boliinme kinetigi olarak da bilinen niikleer boliinme indeksi, her bir uygulama i¢in
her bir donorden 500 hiicre (toplam 1.500 hiicre) incelenerek, NBI= 1xN1 + 2xN2 +
3x(N3+N4)/ n formiiliinden belirlenmistir. Burada N1 bir ¢ekirdekli hiicre, N2 iki
cekirdekli hiicre, N3 ii¢ ¢ekirdekli hiicre, N4 dort ve daha fazla ¢ekirdege sahip hiicrelerin

say1sini, n ise incelenen toplam hiicre sayisini ifade etmektedir.

Mikronukleus frekansinin belirlenmesi i¢in ¢ekirdek boliinmesi gegirmis fakat sitoplazmik
boliinme gegirmemis iki ¢ekirdekli (biniikleat) hiicreler degerlendirilmistir. Bu ¢alismada,
her bir uygulama icin her bir dondrden 1.000 biniikleat hiicre (toplam 3.000 biniikleat),
mikronukleus tasiyip tasimadigina ve mikronukleus sayisina gore degerlendirilmistir

(Fenech ve ark., 2003).



34

Istatistiksel analizler

Bu arastirmada, mitotik indeks, replikasyon indeksi, niikleer bdliinme indeksi,
mikronukleus frekansi, anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi
ve kardes kromatid degisimi sayisinda, doz-etki iliskisini ortaya koymak amaciyla
SPSSwin 13.0 bilgisayar programi ile regresyon analizi uygulanmistir. Uygulama ve
kontrol gruplarindan elde edilen verilerin karsilagtirilmasinda, mitotik indeks, replikasyon
indeksi, niikleer boliinme indeksi, anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom
anormalligi ve mikronukleus frekansi i¢in z-testi, kardes kromatid degisimi igin ise t-testi

uygulanmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu aragtirmada, titanyum dioksit nanopartikiillerinin igne ve kiiresel fromlarinin in vitro
insan periferal lenfositlerindeki genotoksik etkileri incelenmis ve karsilastirilmistir. Elde

edilen sonuclar agagida verilmistir.

4.1. TiO, Nanopartikiillerinin igne ve Kiiresel Formlarinin Kromozomal Anormallik
ve Mitotik indeks Uzerine Etkilerinin Karsilastiriimasi

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin igne ve kiiresel formlarmin dort farkh
konsantrasyonunun (125, 250, 500 ve 1.000 pg/mL) insan periferal lenfositlerinde 24 ve 48
saat uygulamasi sonucunda elde edilen kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre
frekans1 ve hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayis1 ile mitotik indeks degerleri
Cizelge 4.1. ve 4.2.°de gosterilmistir. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin her
ikisi de periferal insan lenfositlerinde kromatit kirigi, kromozom kirigi, fragment, kardes
kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom olmak iizere 5 farkli yapisal kromozom
anormalligi olusturmustur. Bunlarin disinda, TiO2-NP-igne formu, kiiresel formdan farkli
olarak, kromatid degisimine de sebep olmustur. Her iki nanopartikiiliin sayisal anormallik
tipi olan poliplodi olusturdugu da belirlenmistir. Kromatid kirigi, her iki nanopartikiil
formunun en yiiksek frekansta olusturdugu anormallik olarak ortaya ¢ikmistir (Resim 4.1,

Resim 4.2).

TiO2-NP-igne formunun 24 saatlik uygulamasi sonucunda, insan lenfositlerinde, anormal
hiicre frekansinin ve KA/Hiicre oraninin, uygulanan tiim konsantrasyonlarda negatif
kontrole kiyasla artig gosterdigi belirlenmistir. Ancak bu artis, her iki parametre icin de
250 ve 1.000 pg/mL’lik dozlarda anlamli diizeydedir. Bu konsantrasyonlardaki degerler,
¢oziicli kontrol ile karsilastirildiginda, her iki parametrenin de sadece 1.000 pg/mL’lik
konsantrasyonda anlamli bir artis gosterdigi tespit edilmistir. Hem anormal hiicre frekansi
ve hem de KA/Hiicre orani doz artisina bagh fakat zayif bir artis gostermistir (r=0,668 ve
r=0,708, sirasiyla) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1., Sekil 4.3.). Benzer sekilde, TiO2-NP-kiiresel
formun 24 saatlik uygulamasi sonucunda da hem anormal hiicre frekansinda ve hem de
KA/Hiicre oraninda, tim konsantrasyonlarda, kontrole kiyasla bir artis tespit edilmistir.
Ancak, anormal hiicre frekansindaki bu artis, negatif kontrole kiyasla istatistiksel a¢idan

anlamli degilken, ¢oziicli kontrol ile kiyaslandiginda, en yiiksek konsantrasyon olan 1.000
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pg/mL’de anlamhi diizeydedir. KA/Hiicre oraninda da sadece 500 pg/mL’lik
konsantrasyonun hem negatif ve hem de ¢oziicii kontrole kiyasla anlamli oldugu tespit
edilirken 1000 pg/mL’lik dozun ise sadece negatif kontrole gore anlamli oldugu tespit
edilmistir. Bu uygulamada, igne formundakine kiyasla, hem anormal hiicre frekansi ve
hem de KA/Hiicre oraninda, doza baglh giiglii bir artig tespit edilmistir (r=0,991 ve
r=0,9849, sirasiyla) (Cizelge 4.2., Sekil 4.1., Sekil 4.3.).

TiO2-NP-igne formunun 48 saatlik uygulamasinda, anormal hiicre frekans1 ve KA/Hiicre
oraninda, 125 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda, negatif kontrole kiyasla anlamsiz ve
kiicik bir azalma oldugu tespit edilmistir. Diger yandan 250 ve 1.000 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda, her iki gostergede de artis oldugu tespit edilmistir. Bu artis 1.000
ug/mL’de, hem anormal hiicre frekansinda ve hem de KA/Hiicre oraninda, hem negatif ve
hem de ¢oziicii kontrole kiyasla anlamli diizeydedir. 48 saatlik uygulamada, anormal hiicre
frekans: ve KA/hiicre oranindaki artigin, genel anlamda doz artisi ile giiglii bir korelasyon
olusturdugu tespit edilmistir (r=0,845 ve 1=0,882, sirasiyla), (Cizelge 4.1., Sekil 4.1., Sekil
4.2.). Diger yandan, TiO2-NP-kiiresel formunun 48 saatlik uygulamasinda, 125, 250 ve 500
ng/mL’lik konsantrasyonlarda, anormal hiicre frekansinda hem negatif ve hem de ¢oziicli
kontrole kiyasla artis oldugu fakat bunlarin higbirinin anlamli olmadigi belirlenmistir.
1.000 pg/mL’lik konsantrasyonda ise anlamsiz fakat ani bir diisme oldugu tespit edilmistir.
Kiiresel formun 48 saatlik uygulamalari, KA/Hiicre oraninda, negatif kontrole kiyasla
anlamli bir farklilik olusturmazken, en yiiksek ii¢ konsantrasyonun (250, 500 ve 1.000
ug/mL) c¢oziici kontrole gore anlamli bir artis olusturdugu tespit edilmistir. Bu
uygulamada, konsantrasyon artisi ile anormal hiicre frekansinda zayif negatif bir
korelasyon gozlenirken (r= -0,65), KA/hiicre oraninda doza baglh giiclii bir korelasyon

gozlenmistir (r=0,963), (Cizelge 4.2., Sekil 4.2., Sekil 4.4.).

Bu caligmada, TiO2-NP-igne formu, insan lenfositlerinde 24 saatlik uygulamada, mitotik
indeksi, 125, 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda, negatif kontrole kiyasla artirmistir
fakat bu artis sadece 250 pg/mL’lik konsantrasyonda istatistiksel agidan anlamlidir. 1.000
ug/mL’lik konsantrasyonda ise, MI’te hem negatif ve hem de ¢oziicii kontrole kiyasla bir
diisiis gozlenmis ancak bu diisiisiin sadece ¢oziicii kontrole gore anlamli oldugu
belirlenmistir Doz artisi ile mitotik indeskteki azalma arasinda oldukga giiclii bir negatif
korelasyon oldugu belirlenmistir (r=-0,755) (Cizelge 4.1., Sekil 4.3.). Diger yandan TiO»-

NP-kiiresel formunun tiim konsantrasyonlari, 24 saatlik uygulamada, insan lenfositlerinde,



37

mitotik indekste diisiise sebep olmustur. Bu diisiis, 1.000 pg/mL’lik dozda, hem negatif ve
hem de ¢oziicii kontrole kiyasla anlamli diizeydedir. Bu formun 24 saatlik uygulamasinda,
konsatrasyon artis1 ile MI arasinda doza bagl giiclii negatif bir korelasyon oldugu tespit

edilmistir (r=-0,980) (Cizelge 4.1., Sekil 4.5.).

TiO2-NP-igne formunun 48 saatlik uygulamasinda, 125 pg/mL’lik konsantrasyonda MI’te
negatif kontrole kiyasla anlamsiz bir artis oldugu, fakat diger konsantrasyonlarda mitotik
indekste bir azalma tespit edilmistirr Bu azalma 500 ve 1.000 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda hem negatif ve hem de ¢o6ziicii kontrole gore istatistiksel olarak
anlamlidir. Burada, genel olarak mitotik indekste, doz artisina bagli oldukga gii¢lii bir
negatif korelasyon tespit edilmistir (r=-0,912) (Cizelge 4.1., Sekil 4.3.). TiO2-NP-kiiresel
formun 48 saatlik uygulamasinda, biitiin konsantrasyonlarda MI’te kontrole kiyasla bir
diistis tespit edilmistir. Bu diistisiin 250, 500 ve 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda,
kontrole kiyasla anlamli oldugu belirlenmistir. MI’teki diislisiin konsantrasyon artisi ile
giiclii ve negatif bir korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (r= -0,980), (Cizelge 4.2, Sekil
4.6).

Cizelge 4.1. TiO2-NP-igne formunun insan periferal lenfositlerinde kromozom
anormalliklerine etkisi

__Uygulama A ik S
normallikler ay1s .
Testmaddesi  Sure Dozlar Yapisal al Anormal hiicre KA/Hiicre Ml SH
(saat) (ng/mL) + SH (%) +SH o
ktk kzk ktd f kkb dis p (%) = SH
N. Kontrol 24 0,00 10 - 3 - - - 4,33+1,18 0,04-0,01 3,70+0,35
P. K (MMC) 24 020 37 3 5 8 2 1 16,33+2,13 0,19+0,02 3,37+0,33
C.K. 24 0 1 - 2 7 2 1 7,33=1,51 0,07+0,02 5,270,41
TiO, NP 24 125 1 1 3 1 - 5,33+1,29 0,05+0,01 4,23+0,37
250 18 4 - 3 5 1 11,00+1,81%** 0,110,02%** 4,77+0,39*
500 8 2 1 5 5 - - 6,67<1,44 0,07+0,02 4,47+0,38
1.000 24 3 - 7 1 3 - 12,67+1,92%x2  (,13+0,02%**2 3,67+0,34%
N. Kontrol 48 0,00 7 - ) R R 3,67+1,09 0,04=0,01 5,07+0,40
P. K.(MMC) 48 0,20 21 3 2 11 5 1 R 13,67+1,98 0,14+0,02 3,20+0,32
C.K. 48 0 5 - 1 2 2 3,33+1,04 0,03+0,01 4,77+0,39
TiO, NP 48 125 5 - 1 3 2 3,00+0,99 0,03+0,01 5,43+0,41
250 7 3 2 1 _ 4,67+1,22 0,04+0,01 4,87+0,39
500 7 _ _ _ 2 _ 1 3,00+0,99 0,03+0,01 3,67+0,34*a
1.000 13 2 - 1 4 3 _ 8,3341,59% 0,08+0,02%*2 3,33+0,33**aaa

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigi, ktd:kromatid degisimi, f:fragment, kkb: kardes kromatidlerde
birlesme, dis: disentrik kromozom, p:poliploidi, SH: Standart Hata, P.K: Pozitif kontrol, N.K: Negatif
kontrol, MMC: Mitomycin-C, C.K: Coziicii Kontrol.

*Kontrole gore P< 0,05 anlaml (z testi) 3Coziicli Kontrole gore p<0,05 anlamli (z testi)
**Kontrole gére P< 0,01 anlamli (z testi) @Coziicl Kontrole gore p<0,01 anlamli (z testi)
*#*Kontrole gore P< 0,001 anlaml1 (z testi) @aCoziicli Kontrole gore p<0,001 anlamli (z testi)
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Cizelge 4.2. TiO2-NP-kiiresel formunun insan periferal lenfositlerinde kromozom
anormalliklerine etkisi

__ Uygulama Anormallikler
. . Sayisal ~ Anormal hiicre KA/Hiicre Mi + SH
Test maddesi (i;;f) (Iig/zrlrz:\{ ) Yapisal £ SH (%) +SH (%)< SH
ktk kzk ktd f kkb dis p
N. Kontrol 24 000 4 - - 1 1 - 1 2,33+0,87 0,020,008 5,20+0,41
P.K.(MMC) 24 020 14 - - 5 4 2 - 7,67+1,54 0,08+0,02 3,17+0,32
CK. 24 0 4 - - - 1 2 - 2,00+0,81 0,02+0,008 4,43+0,38
TiO, NP 24 25 3 - - 3 2 - - 2,67+0,09 0,03+0,01 4.23+0,37
250 6 - - 1 2 - - 2,67+0,93 0,03+0,01 4,10+0,36
500 7 1 - - 2 - - 3,67+1,09 0,04+0,01*2 3,87+0,35
1000 10 1 - 3 1 - 1 5,33+1,300 0,05:0,01* 2,7040,30-=:
N.Kontrol 48 000 5 - - 1 - - 1 2,00+0,81 0,020,008 4,80+0,39
P.K.(MMC) 48 020 15 2 - 1 - 1 - 6,33+1,41 0,06+0,01 2,00+0,26
C.K. 48 0 3 - - - -1 - 1,3340,66 0,01+0,006 3,93+0,36
TiO2 NP 48 25 4 - - 1 1 1 - 2,33+0,87 0,020,008 4,07+0,36
2% 6 - - 2 - 1 - 3,00:0,99 0,030,012 3,17+0,32*
500 5 1 - 1 1 1 1 3,00:0,99 0,030,012 3,20+0,32*"
1000 10 2 - - 3 - - 1,67:0,74 0,05+0,01 *aaa 3,1340,32"**

ktk: kromatid kingi, kzk: kromozom kirigi, ktd:kromatid degisimi, f:fragment, kkb: kardes kromatidlerde
birlesme, dis: disentrik kromozom, p:poliploidi, SH: Standart Hata, P.K: Pozitif kontrol, MMC: Mitomisin-
C, C.K: Coziicii kontrol, N.K: Negatif kontrol

*Kontrole gore P< 0,05 anlamli (z testi) aCoziicii Kontrole gore p<0,05 anlamli (z testi)
**Kontrole gore P< 0,01 anlamli (z testi) @Coziici Kontrole gore p<0,01 anlamli (z testi)
***Kontrole gore P< 0,001 anlamli (z testi) aaCoziicti Kontrole gore p<0,001 anlamli (z testi)

. = N.Kontrol
Anormal Hucre % m Pozitif Kontrol
m Coziicli Kontrol
18,00 ® 125 pg/ml
16,00 m250 pg/ml
1400 | = 500 ugimi
12,00 < #1.000 pg/ml
10,00 L
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00
24 Saat 24 Saat
Igne Formu Kiiresel Form

Sekil 4.1. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 24 saatlik uygulamasinin, insan
periferal lenfositlerinde anormal hiicre frekansina etkisi
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14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Anormal Hiicre %

N\

48 Saat
Igne Formu

48 Saat
Kiiresel Form

= N.Kontrol

m Pozitif Kontrol
m Coziicli Kontrol
H 125 pg/ml
250 pg/ml
=500 pg/ml
=1.000 pg/ml

Sekil 4.2. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 48 saatlik uygulamasinin, insan

periferal lenfositlerinde anormal hiicre frekansina etkisi

0,20
0,18
0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

KA/Hicre
Ve
24 saat 24 saat
igne Formu Kiiresel Formu

= N.Kontrol

m Pozitif Kontrol
m Coziicli Kontrol
® 125 pg/ml
250 ug/ml
=500 pg/ml

=1.000 pg/ml

Sekil 4.3. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 24 saatlik uygulamasinin, insan
periferal lenfositlerinde KA/Hiicre oranina etkisi
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. = N.Kontrol
KA/Hiicre
m Pozitif Kontrol
0,14 m Coziicti Kontrol
0,12 ® 125 pg/ml
0,10 m 250 pg/ml
0,08 - # 500 pg/ml
0,06 51.000 pg/ml
0,04
0,02
0,00
48 saat 48 saat
Igne Formu Kiiresel Formu

Sekil 4.4. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 48 saatlik uygulamasinin, insan
periferal lenfositlerinde KA/Hiicre oranina etkisi

. I = N.Kontrol
Mitotik Indeks = Poxitif Kontro

m Coziict Kontrol

6,00 - m 125 pg/ml

500 - =250 pg/ml
5500 pg/ml

4,00 + =1.000 pg/ml

3,00 -

2,00 -

1,00 -

0,00 . .

24 Saat 24 Saat
igne Formu Kiiresel Form

Sekil 4.5. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 24 saatlik uygulamasinin, insan
periferal lenfositlerinde mitotik indekse etkisi
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. e s = N.Kontrol
MltOtlk Indeks m Pozitif Kontrol

m Coziicti Kontrol

6,00 - 125 pg/ml

5.00 - =250 pg/ml
5500 pg/ml

4,00 - #1000 pg/ml

3,00 -

2,00 -

1,00 +

0,00 . .

48 Saat 48 Saat
igne Formu Kiiresel Form

Sekil 4.6. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 48 saatlik uygulamasinin, insan
periferal lenfositlerinde mitotik indekse etkisi



Resim 4.1. TiO2-NP-igne formunun etkisi sonucunda olusan kromozom anormallikleri
a) kromatit kirigi, b) kromozom kirigi, c)disentrik, d) kardes kromatitlerde
birlesme, e) fragment, f) poliploidi
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Resim 4.2. TiO2-NP-kiiresel formunun etkisi sonucunda olusan kromozom anormallikleri
a) kromatit kirigi, b) kromozom kirigi, c) disentrik, d) kardes kromatitlerde
birlesme, ¢) fragment, f) poliploidi
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4.2. TiO; Nanopartikiillerinin Igne ve Kiiresel Formlarmin Kardes Kromatid
Degisimi ve Replikasyon Indeksi Uzerine Etkilerinin Karsilastirilmasi

TiO2-NP-igne formunun ve kiiresel formunun kardes kromatid degisimi ve replikasyon
indeksi iizerine etkileri sirasiyla Cizelge 4.3. ve Sekil 4.4. ile Cizelge 4.4. ve Sekil 4.7. ve
Resim 4.3’te gosterilmistir. Her iki formun, hiicre basina 1-15 kardes kromatid degisimi
olusturdugu tespit edilmistir. igne formunun 24 saatlik uygulamasinda, KKD/hiicre say1s,
250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla diisiis gosterirken, 125
ve 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise artis gostermistir. Bu degisimlerden 250
png/mL’lik dozda meydana gelen diisiis kontrole gore istatistiksel olarak anlamlidir. Diger
iic dozda (125, 500 ve 1.000 pg/mL’lik) KKD/Hiicre sayisindaki artig, ¢oziicli kontrole
gore anlamlidir. Bu uygulamada, KKD/hiicre sayisi ve konsantrasyon artisi arasinda hafif
bir korelasyon gozlenmistir (r=0,64), (Cizelge 4.3., Sekil 4.4.). Diger taraftan TiO: kiiresel
formdaki NP’lerin 24 saatlik uygulamasinda KKD/hiicre sayisinda doz artisina bagh giiglii
bir artis gozlenmis (r=0,99) olmasina ragmen, burada 125 ve 250 pg/mL’lik
uygulamalarda, KKD/Hiicre sayisi, negatif kontrole kiyasla anlamsiz bir sekilde diisiik
diizeydedir. Buradaki artislarin, sadece 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonda negatif kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Coziicii  kontrol ile
kiyaslandiginda ise, biitiin konsatrasyonlarin KKD/Hiicre sayisinda artisa sebep oldugu,
bunlardan 6zellikle 500 ve 1.000 ug/mL’lik konsantrasyonlardaki KKD/Hiicre sayisinin
anlamli diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.4., Sekil 4.7.).

TiO2-NP-igne formunun 48 saatlik uygulamasinda da, 250, 500 ve 1.000 pg/mL’lik
konsantrasyonlar, KKD/hiicre sayisinda, hem negatif ve hem de ¢6ziicli kontrole kiyasla
anlamli bir artis meydana getirmistir. Diger taraftan 125 pg/mL’lik doz, hem negatif ve
hem de c¢oziicii kontrole kiyasla daha diisiik diizeyde olup, bu diisiis ¢oziicii kontrole
kiyasla anlamli, kontrole gore ise anlamsizdir. TiO2-NP-igne formunun 48 saatlik
uygulamasinda KKD/hiicre sayisindaki artis doza bagli degildir (r=0,347), (Cizelge 4.3.,
Sekil 4.4.). Diger taraftan TiO2 NP-kiiresel formun 48 saatlik uygulamasinda KKD/Hiicre
sayisinda doza baglh giiclii bir artig tespit edilmistir (r=0,97). KKD/Hiicre sayisi, kontrole
kiyasla tiim konsantrasyonlarda artis gostermistir. Bu artis, 500 ve 1.000 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda hem negatif ve hem de pozitif kontrole kiyasla anlamlidir (Cizelge

4.4., Sekil 4.8.).
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TiO2-NP-igne ve kiiresel formlarmin replikatif indekste kiigiik degisikler olusturdugu
ancak bu degisikliklerin ne 24 saatlik ve ne de 48 saatlik uygulamalarda anlamli olmadig:
tespit edilmistir (Cizelge 4.3. ve 4.4., Sekil 4.9. ve 4.10.)

Cizelge 4.3. TiO2-NP-igne formunun insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi ve replikasyon indeksine etkisi

Uygulama

Min.- .
Test maddesi Siire Doz maks. KKEQECW Mi Mz Mz Ri+ SH
(saat)  (ug/mp)  KKD

N. Kontrol 24 0,00 1-12 3,91+0,20 40 77 183 2,48+0,04
P.K. (MMC) 24 0,20 1-17 7,39+0,50 37 90 173 2,57+0,06
C.K. 24 0,00 1-6 2,88+0,17 28 75 198 2,45+0,04
TiO, NP 24 125 1-12 4,15+0,26° 37 76 187 2,50+0,04
250 1-9 3,24+0,202 44 76 180 2,45+0,04

500 1-8 3,85+0,19° 40 81 179 2,46+0,04

1.000 1-15 4,57+0,27° 36 76 188 2,51+0,03

N. Kontrol 48 0,00 1-8 3,27+0,17 52 80 169 2,40+0,05
P.K. (MMC) 48 0,20 3-34 12,07+0,76 58 85 157 2,33+0,04
C.K. 48 0.00 1-7 3,55+0,16 35 76 189 2,51+0,03
TiO, NP 48 125 1-7 3,20+0,17° 34 75 191 2,52+0,04
250 1-9 4,47+0,15% 35 76 189 2,51+0,04

500 1-11 4,15+0,20% 54 75 171 2,39+0,05

1.000 1-9 4,080,202 43 79 178 2,45+0,04

KKD: Kardes Kromatid Degisimi, RI: Replikasyon Indeksi, SH: Standart Hata, C.K.: Céziicii Kontrol, P.K.:
Pozitif Kontrol, N. K.: Negatif Kontrol, MMC: Mitomisin-C
aKontrole gore p< 0,05 anlaml (t testi) PCoziicii kontrole gore p< 0,05 anlamli (t testi)

Cizelge 4.4. TiO2-NP-kiiresel formunun insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi ve replikasyon indeksine etkisi

Uygulama Min.- .
Testmaddesi ~gu o Doz  Maks. KKE/S};“HC Mi M2 M Ri+SH
(saat) (ng/mL) ~ KKD

N. Kontrol 24 0,00 1-13 4,40+0,25 60 87 153 2,314+0,05
P.K.(MMC) 24 0,20 3-23 10,36+0,37 64 90 146 2,274+0,05
C.K. 24 0.00 1-14 3,75+0,25 37 80 183 2,49+0,04
TiO, NP 24 125 1-13 3,91+0,27 62 81 157 2,324+0,05
250 1-10 4,29+0,24 70 85 145 2,254+0,05

500 1-9 4,92+0,23P 58 87 175 2,524+0,05

1.000 1-12 6,12+0,27% 41 83 176 2,45+0,04

N. Kontrol 48 0,00 1-9 4,20+0,23 50 96 154 2,354+0,04
P.K. (MMC) 48 0,20 7-28 12,23+0,44 53 99 148 2,324+0,04
C.K. 48 0,00 1-9 4,31+0,17 55 90 159 2,37+0,05
TiO, NP 48 125 2-15 4,68+0,24 67 83 150 2,28+0,04
250 1-10 4,28+0,25 76 86 138 2,214+0,05

500 2-14 5,45+0,29% 58 81 161 2,34+0,05

1.000 2-13 7,32+0,31% 64 83 153 2,30+0,05

KKD: Kardes Kromatid Degisimi, Ri: Replikasyon indeksi, SH: Standart Hata, C.K.: Céziicii Kontrol, P.K.:
Pozitif Kontrol, N. K.: Negatif Kontrol, MMC: Mitomisin-C

aKontrole gore p< 0,05 anlamlr (t testi) bCoziicii kontrole gore p< 0,05 anlaml (t testi)
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KKD/Hiicre = N Kontrol
m Pozitif Kontrol
12,00 - = C6ziicii Kontrol
H 125 pg/ml
1
1000 250 pg/ml
8,00 v = 500 pg/ml
#1.000 pg/ml
600 +
4,00 -
2,00 -
0,00 . .
24 Saat 24 Saat
Igne Formu Kiiresel Form

Sekil 4.7. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 24 saatlik uygulamasinin, insan
periferal lenfositlerinde KKD/Hiicre frekansina etkisi

KKD/ Hﬁcre = N.Kontrol

m Pozitif Kontrol

u Coziicli Kontrol

14,00 -
H 125 pg/ml
1200 +~
m250 pg/ml
10,00 - 5500 pg/ml
8,00 - = 1.000 pg/ml
600
4,00 -
2,00
0,00 . i
48 Saat 48 Saat
igne Formu Kiiresel Form

Sekil 4.8. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 48 saatlik uygulamasinin, insan
periferal lenfositlerinde KKD/Hiicre frekansina etkisi
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2,60
2,55
2,50
2,45
2,40
2,35
2,30
2,25
2,20
2,15
2,10
2,05

Replikasyon Indeksi

NN\

24 Saat
Igne Formu

24 Saat
Kiiresel Form

= N.Kontrol

m Pozitif Kontrol
m Coziicti Kontrol
m 125 pg/ml
1250 pg/ml
5500 pg/ml
51.000 pg/ml

Sekil 4.9. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 24 saatlik uygulamasinin, insan

periferal lenfositlerinde replikasyon indeksine etkisi

2,55
2,50
2,45
2,40
2,35
2,30
2,25
2,20
2,15
2,10
2,05

Replikasyon Indeksi

_ 48 Saat
Igne Formu

48 Saat
Kiiresel Form

= N.Kontrol

m Pozitif Kontrol
m Coziicli Kontrol
B 125 pg/ml

m 250 pg/ml
1500 pg/ml
51.000 pg/ml

Sekil 4.10. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin 48 saatlik uygulamasinin, insan

periferal lenfositlerinde replikasyon indeksine etkisi
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Resim 4.3. NP’lerin etkisi sonucunda olusan kardes kromatit degisimleri a) TiO2-NP-igne
formu, b) TiO.-NP-kiiresel formu

4.3. TiO, Nanopartikiillerinin igne ve Kiiresel Formlarinin Mikronukleus ve Niikleer
Boliinme indeksi Uzerine Etkilerinin Karsilastirilmasi

TiO2-NP-igne formunun ve kiiresel formunun incelenen konsantrasyonlarinin insan
periferal lenfositlerinde mikronukleus olusumu iizerine olan etkileri sirasiyla Cizelge 4.5.,
4.6. ve Sekil 4.11. ve Resim 4.4.’te gosterilmistir. TiO2-NP-igne formunun 250, 500 ve
1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlari, insan periferal lenfositlerinde mikronukleus
frekansinda hem negatif ve hem de ¢oziicli kontrole kiyasla artis meydana getirmistir. Bu
artiglar, 500 ve 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda hem negatif kontrole ve hem de
¢oziicii kontrole kiyasla anlamli diizeydedir. Genel olarak MN frekansinda doza baglh
gliclii bir artig tespit edilmistir (r=0,99). TiO2-NP-kiiresel formun 125 ve 250 pg/mL’lik
konsantrasyonlari, insan lenfositlerinde, MN frekansinda, hem negatif kontrole ve hem de
coziicii kontrole kiyasla bir azalma meydana getirmistir. 500 ve 1.000 pg/mL’lik
konsantrasyon ise, MN frekansinda, negatif kontrole kiyasla bir artisa sebep olmustur.
1.000 pg/mL’lik konsantrasyonda, nanopartikiillerin olusturdugu MN frekansindaki artis,
hem negatif ve hem de ¢oziicii kontrole gore istatistiksel acidan anlamhidir. Kiiresel TiO2
nanopartikiillerinin artan konsantrasyonu ile, MN frekansindaki artis arasinda gii¢lii bir

korelasyon tespit edilmistir (r=0,99).

TiO2-NP-igne ve kiiresel formlari, niikleer boliinme indeksinde, sirasiyla doza bagl orta
diizeyde bir artis (r=0,737) ve kiigiik bir diislis (r=-0,583) olusturmakla birlikte, bunlarin
hig¢ biri anlamli degildir (Cizelge 4.5., Sekil 4.12.). Diger taraftan TiO2 -NP kiiresel formu,
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niikkleer boliinme indeksinde negatif yonlii fakat anlamli olmayan kiigiik bir artis

olusturmustur (r=-0,583) (Cizelge 4.6., Sekil 4.12.).

Cizelge 4.5. TiO2-NP-igne formunun insan periferal lenfositlerinde mikronukleus
olusumuna etkisi

Uygulama Incelenen
Test o MN + SH
maddesi Siire Doz l?lnukleat (%) NBI + SH
(saat) (ug/mL) hiicre sayist

N. Kontrol 48 0,00 3.000 0,40+0,12 1,82+0,35
P.K. (MMC) 48 0,20 3.000 2,10+0,26 1,76+0,34
C.K. 48 0,00 3.000 0,37+0,11 1,88+0,35
TiO2 NP 48 125 3.000 0,27+0,09 1,90+0,35
250 3.000 0,63+0,15 1,94+0,36

500 3.000 0,93+0,18* 1,88+0,35

1.000 3.000 1,9340,25***aaa 2,01+0,36

MN: Mikronukleus, NBI: Niikleer Boliinme Indeksi, P.K.: Pozitif Kontrol, C.K.: Céziicii Kontrol, N. K.:
Negatif Kontrol, MMC: Mitomisin-C

*Kontrole gore p<0,05 anlamli (z testi) 2 (Coziicii Kontrole gore p<0,05 anlamli (z testi)
**Kontrole gore p<0,01 anlamli (z testi) & Cozicl Kontrole gore p<0,01 anlamli (z testi)
***Kontrole gore p<0,001 anlamli (z testi) a2 Coziicli Kontrole gore p<0,001 anlamli (z testi)

Cizelge 4.6. TiO2-NP-kiiresel formunun insan periferal lenfositlerinde mikronukleus
olusumuna etkisi

Test Uygulama iqcelenen MN = SH Niikleer boliinme indeksi

maddesi Siire Doz Ennﬁkleat %) +SH

(saat)  (ug/mL) hiicre sayist (NBI)
N. Kontrol 48 0,00 3.000 0,13+0,07 1,55+0,32
P.K. (MMC) 48 0,20 3.000 0,47+0,13 1,65+0,33
CK. 48 0,00 3.000 0,20+0,08 1,25+0,29
TiO2 NP 48 125 3.000 0,03+0,03 1,61+0,33
250 3.000 0,07+0,05 1,80+0,34
500 3.000 0,20+0,08 1,45+0,31
1.000 3.000 0,60+0,14**2 1,50+0,31

MN: Mikronukleus, NBI: Niikleer Boliinme Indeksi, P.K.: Pozitif Kontrol, C.K.: Coziicii Kontrol, N. K.:
Negatif Kontrol, MMC: Mitomisin-C

*Kontrole gore p<0,05 anlamli (z testi) & Cozicii Kontrole gore p<0,05 anlamli (z testi)
**Kontrole gore p<0,01 anlamli (z testi) @ (Coziicl Kontrole gore p<0,01 anlamli (z testi)

***K ontrole gore p<0,001 anlamli (z testi) aa Coziicii Kontrole gore p<0,001 anlamli (z testi)
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M N = N.Kontrol

m Pozitif Kontrol
m Coziicli Kontrol

2,50 - 125 ug/ml
250 pg/ml

2,00 7 =500 pg/ml

1,00 -

0,50 -

0,00 : . ;

Igne Formu Kiiresel Form

Sekil 4.11. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin, insan periferal lenfositlerinde
mikronukleus frekansina etkisi

N B I = N.Kontrol
m Pozitif Kontrol
m Coziicli Kontrol
2,50 - ® 125 ug/ml
m 250 pg/ml
2,00 - =500 pg/ml
1,00 -
0,50 -
0,00 - T :
Igne Formu Kiiresel Form

Sekil 4.12. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin, insan periferal lenfositlerinde
niikleer boliinme indeksine etkisi

a)

Resim 4.4. NP’lerin etkisi sonucunda olusan mikronukleuslu biniikleat hiicre a) TiO2-NP-
igne formu, b) TiO2-NP-kiiresel formu
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5. TARTISMA

Nanoteknoloji, nanoyapilar tasarlayip sentezlemeyi, bu nanoyapilara yeni olaganiistii
ozellikler kazandirmaytr ve bu oOzellikleri yeni islevlerde kullanmayi amaclamaktadir
(Goodsel, 2000; Ciraci, 2006; Gong ve Cheng, 2016). Nanoteknolojide kullanilan
nanomateryaller ¢ok aktif olmalar1 ve 6nemli kimyasal siireglere aracilik etmelerinin
yaninda, cok farkli biyolojik ve olaganiistii elektronik veya manyetik Ozellikler de
sergileyebilmektedir (Cai ve Xu, 2011; Zhang ve ark., 2016; Remiao ve ark., 2018). Bu
nedenle nanoteknoloji ve nanopartikiiller, kisisel bakim iiriinlerinden savunma sanayiine,
eczacilik ve tip sektoriinden otomotiv sektoriine, dis hekimliginden boya ve tekstil
tretimine kadar c¢ok genis alanlarda kullanilmakta ve her gegen giin daha da fazla
yayginlasmaktadir. Nanoteknoloji ve nanopartikiiller, 6zellikle saglik alaninda, pek ¢ok
hastaligin teshisinde ve tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Ilacin etki edecegi yere
uygun zaman ve dozda ulasimi bu tekniklerle saglanabilmektedir. Biitiin bu veriler,
insanlarin nanopartikiillere maruziyetinin her gecen giin arttigin1 gostermektedir (Cai ve

ark., 2011).

Cagimizin en yaygin ve Oliimcil hastaliklarindan biri olan kanserin ortaya ¢ikmasinda
genetik yatkinlik %10 gibi kiigiik bir rol oynarken, g¢evresel etmenler %90’lara varan
diizeylerde etkili olmaktadir. Cevresel faktorler, oksidatif stresi artirarak inflamasyona ve
serbest radikal olusumuna neden olmakta ve gen ekspresyon mekanizmasini bozarak
DNA’daki genetik kodlamanin degismesine veya kromozom diizeyinde hasarlarin ortaya
¢ikmasina yol agmaktadir (Akerlund ve digerleri, 2018; Hamzeh ve Sunahara, 2013;
Uboldi ve digerleri, 2016). Son yillarda, insanlarin giderek yaygin bir sekilde maruz
kalmaya basladiklar1 ve Onemli cevresel faktorlerden biri haline gelmeye baslayan
nanopartikiillerin, normal partikiillere nazaran ¢ok kii¢iik boyutlarda olmasi sebebiyle,
yiizey alanlar1 ve kimyasal aktiviteleri de daha yiiksektir. Bu sayede hiicrelere daha kolay
girerek daha fazla toksik ve genotoksik etkiler gosterebilmektedir (Lam ve ark., 2004). Bu
nedenle son yillarda ¢ok farkli tipteki nanopartikiillerin hem toksik ve hem de genotoksik
etkileri konusunda in vitro ve in vivo kosullarda, farkli hiicre ve doku tiplerinde ve farklt
organizmalarda arastirmalar gittik¢e artis gostermektedir (Khan ve ark¢i 2018; Manickam
ve ark., 2017; Trouiller ve ark., 2009; Haase ve ark., 2017; Skocaj ve ark., 2011). Bu
arastirmalarin bir kisminda NP’lerin toksik, sitotoksik ve genotoksik olduklar ifade
edilirken (Federico ve ark., 2007; Liu ve ark., 2008, Chen ve ark., 2009; Kryston ve ark.,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20XF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27649147
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2011), diger baz1 arastirmalarda nanopartikiillerin anlamli diizeyde toksik veya genotoksik
etki olusturmadig: bildirilmektedir (Chavez-Garcia ve digerleri, 2018; Khare ve digerleri,
2011; Miller ve digerleri, 2010). Bir yandan nanopartikiil kullanilan alanlarin sayisinda
meydana gelen artislar ve bu artislara paralel olarak insanlarin nanopartikiillere
maruziyetinin her gegen giin artis gostermesi, diger yandan bu partikiillerin giivenilirligi
konusunda bir kesinlik bulunmadigi gibi, mevcut sonuglarin da oldukga farkli ve hatta bir
biriyle ¢elisir durumdadir. Bu nedenle bu tez calismasinda oldukca farkli amagclar icin
yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanan TiO nanopartikiillerinin ilk defa iki farkli formu
olan igne ve kiiresel formun sitotoksik etkileri mitotoik indeks ile, genotoksik etkileri ise
kromozom anormallikleri, kardes kromatid degisimi ve mikronukleus testleri ile
incelenmis ve elde edilen bulgular karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu ve buna
benzer arastirmalar, hem iretici ve tiiketicilerde nanopartikiil ve nanomateryal kullanimi
konusunda bilinglenmeye, hem NP’lerin varsa risklerinin ortaya konmasina ve buna uygun
tedbirlerin alinmasina ve hem de zararli etkileri yoksa kullanimlarinin giivenli bir sekilde

artirilmasina katki saglayacaktir.

Bu calismada nanopartikiillerin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla kullanilan mitotoik
indeks, hiicre boliinmesini-¢ogalmasini analiz eden basit ve kolay bir testtir. Mitotik
indeksteki  azalmanin, hiicrelerin mitoza girmesini saglayan G2 safhasinin
engellenmesinden dolay1 ya da ATP seviyesinde azalmadan ve enerji tiretim merkezindeki
bozukluktan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. DNA sentezinin engellenmesi, DNA sentezi
icin gerekli ve ig olusumundan sorumlu olan enzimlerin baskilanmasi gibi durumlarda da
mitotik indekste diisiis gézlenmektedir. Mitotik indeks diizeyi, bazit melanomlarin (bir ¢esit
deri kanseri) ve diger bazi kanser tiplerinin diizeyini belirlemede de kullanilmaktadir
(Hidalgo ve ark., 1989; Yiizbasioglu ve digerleri, 2006). Cesitli kimyasallarin ve ¢evresel
ajanlarin genotoksik risklerini belirlemek amaciyla olduk¢a yaygin sekilde kullanilan ve
OECD tarafindan yonergeleri de yaymlanmis olan diger testler, kromozom anormallikleri
ve mikronukleus testleridir. Kromozomal anormallikler, kendiliginden veya kimyasal
maruziyetin sonucunda, DNA’da veya mitotik elemanlarda meydana gelen hasarlara bagh
olarak normal kromozom yapis1 ve sayisinda olusan degisiklikleri ifade etmektedir (Obe ve
ark., 2010; Ginzkay ve ark., 2014). Yapilan pek ¢ok bilimsel arastirmada, kromozom
anormallikleri ve mikronukleus olusumu ile kanser olusumu arasinda anlamli bir baglanti
oldugu ve insanda kanserojen olan pek cok kimyasalin ayni zamanda klastojen oldugu

belirlendigi i¢in, KA ve MN olusumlari, kanser olusma tehlikesine karsi bir indikator
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olarak kullanilmaktadir (Bonassi ve ark., 2000, 2011). Kromozom anormallikleri yapisal
ve sayisal olarak iki sekilde ortaya ¢ikabilmektedir. Yapisal anormallikler, DNA kiriklart,
DNA sentezinin inhibisyonu ve DNA replikasyonundaki hatalardan kaynaklanabilirken;
poliploidi gibi sayisal anormallikler ise anojenik ajanlarin mitotik iplikleri etkilemesi ve
kromozomlarin diizensiz sekilde ayrilmasindan kaynaklanmaktadir (Albertini ve ark.,
2000; Kaur, Singh, Batish ve Kohli, 2014; Tiirkoglu, 2012; Krol ve ark., 2017). Kardes
kromatit degisimi testi de c¢esitli ajanlarin DNA’daki genotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla uzun yillar kullanilan ancak 2014 yilinda OECD’nin yo6nergelerinden ¢ikarilan
bir testtir. Buna ragmen gilinimiizde hala bircok pestisitin, kimyasal mutajenlerin,
karsinojenlerin ve nanopartikiillerin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla bilim
insanlar tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu test, kromozomda, homolog
bolgelerdeki DNA replikasyon triinlerinin karsilikli degisimini, DNA’da mutajene bagl
kirilmalar1 ve yeniden birlesmeleri gostermektedir (Singh, 1988; Santoro ve ark., 2008;
Beg ve ark., 2009; Montoro ve ark., 2012). Homolog rekombinasyon sirasinda olusan bu
degisim bolgeleri, 6zel bir teknik ile kolayca ayirt edilmektedir. KKD testinin potansiyel
karsinojen ve mutajenleri tespit etmede olduk¢a duyarli oldugu vurgulanmistir (Latt ve
Schreck, 1980; Montoro ve ark., 2012; Soysal ve ark., 2008; Salawu ve ark., 2018; Remiao
ve ark., 2018; Gea ve ark., 2019). Bu ¢alismada kullanilan son test olan mikronukleus testi,
cesitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin in vitro ve in vivo genotoksik etkilerini incelemede
sik¢a kullanilan bir testtir (Gentile ve ark., 2012; Fenech, 2007; Parry ve Kirsch-Volders,
2010; Preston ve ark., 2010; Bonassi ve ark., 2011). Cevresel ajanlara siirekli maruziyetin
genetik hasar1 tetikledigi ve hiicre boliinme mekanizmasini degistirerek mikronukleus
sayisint anlamli bir sekilde artirdigi kanitlanmistir (Hongping ve ark., 2006; Bekeschus ve
ark., 2018; Arul ve ark., 2018; Bonassi ve ark., 2011). MN testi kimyasallarin hem
andgenik ve hem de klastogenik etkisini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Albertini
ve ark., 2000; Bekeschus ve ark., 2018; Arul ve ark., 2018).

Bu ¢aligmada titanyum dioksit nanopartikiillerinin insan lenfositlerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkilerini incelemek amaci ile hem igne ve hem de kiiresel formlarin 125, 250,
500 ve 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlar: kullanilmistir. Hazirlanan preparatlarda, her iki
nanopartikiil formunun sitotoksik etkileri mitotik indeksin analiz edilmesiyle tespit
edilmistir. TiO2 NP’lerinin igne formunun 125, 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlari
mitotik indeskte negatif kontrole kiyasla artislara sebep olmustur, bu artiglardan 250
pg/mL’deki anlamli diizeydedir. 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonda ise ¢dziicli kontrole
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kiyasla mitotik indekste anlamli bir diislis gergeklesmistir. 48 saatlik uygulamada, 250, 500
ve 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlarin mitotik indekste diisiislere sebep oldugu, bunlardan
en yliksek iki konsantrasyonun olusturdugu disiisiin, hem negatif ve hem de c¢oziicii
kontrole kiyasla anlamli oldugu tespit edilmistir. TiO2> NP’lerinin diger bir tipi olan kiiresel
formun tiim konsantrasyonlart hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamada, hem negatif ve
hem de ¢oziicii kontrole kiyasla (125 pg/mL hari¢) mitotik indekste diigiise sebep
olmustur, bunlardan 24 saatlik uygulamada 1.000 ug/mL (hem negatif ve hem de ¢oziicii
kontrole kiyasla) ile 48 saatlik uygulamada 250, 500 ve 1.000 pg/mL’lik (negatif kontrole
kiyasla) konsantrasyonlardaki diisiisler anlaml diizeydedir. Lenfositlerdeki mitotik indeks,
fiziksel ve kimyasal toksisitenin gostergesi olarak uzun yillardir kullanilan ve halen
kullanilmaya devam edilen onemli bir parametredir. Mitotik indeksteki diisiis, kullanilan
ajanin, S evresindeki hiicrelerde hem DNA sentezinin baslamasin1 engellemesinden ve
hem de devam etmekte olan DNA sentezinin diizeyini azaltmasindan kaynaklanabilir.
Mitotik indeksteki azalma, ¢esitli enzimlerin engellenmesi ile G2 safhasinin
yavaslatilmasindan veya ATP seviyesindeki azalma neticesinde enerji {retim
mekanizmasindaki bozulmalardan da kaynaklanmaktadir. Mitotoik indeksteki diisiis,
kullanilan kimyasalin hiicre metabolizmasinda bozulmalara sebep oldugunu da
gostermektedir (Yiizbasioglu ve ark., 2006; Alako¢ ve Eroglu, 2011; Hassanane ve ark.,
2012; Honda ve ark., 2018). Biitiin bu bilgiler dikkate alindiginda, TiO2 NP’lerinin igne
formunun kisa siire ve diisiik konsantrasyonlarda mitotik indeksi hafif diizeyde tetikledigi,
uzun siire ve yiiksek konsantrasyonlarda ise, kiiresel formda oldugu gibi mitotik indeksi
anlamli sekilde diistirmiis olmasi nedeniyle (16 uygulama noktasindan 7 tanesinde) her iki
partikiiliin de orta derece sitotoksik oldugu ifade edilebilir. Diger yandan olusan

sitotoksisite, kiiresel formda, igne formuna kiyasla daha yiiksek goriinmektedir.

Bu ¢aligmada, her iki formdaki TiO2 NP’lerinin insan lenfositlerindeki genotoksik etkileri,
once kromozom anormallikleri testi ile degerlendirilmistir. Igne formundaki
nanopartikiillerin insan lenfositlerine 24 ve 48 saat uygulamalar1 sonucunda, hem anormal
hiicre frekansinda ve hem de KA/Hiicre sayisinda, bazi konsantrasyonlarda hem negatif ve
hem de ¢oziicii kontrole kiyasla artiglara sebep oldugu belirlenmistir. 24 saatlik
uygulamada, KA frekansinda ve KA/Hiicre sayisinda, biitiin konsantrasyonlarda negatif
kontrole kiyasla artis gézlenmesine ragmen, bunlardan 250 pg/mL ve 1.000 pg/mL’deki
artiglar anlamli diizeydedir. 1.000 pg/mL’deki artis, ayn1 zamanda ¢dziicli kontrole kiyasla

da anlamlidir. 48 saatlik uygulamada ise 250 ve 1.000 pg/mL’lik dozlarda, hem negatif ve
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hem de pozitif kontrole kiyasla KA frekansinda artislar olmasina ragmen, sadece 1.000
pg/mL’lik doz, hem negatif ve hem de pozitif kontrole kiyasla anlamli diizeydedir.
KA/Hiicre diizeyi, sadece en yiiksek doz olan 1.000 pg/mL’de, hem negatif ve hem de
pozitif kontrole kiyasla anlamlidir. Kiiresel formdaki TiO> NP’lerinin 24 saatlik
uygulamasinda da kromozom anormallikleri frekansinda ve KA/Hiicre sayisinda, tiim
konsantrasyonlarda hem negatif ve hem de ¢oziicii kontrole kiyasla artislar olmasina
ragmen, KA frekansi 1.000 pg/mL’de (¢6ziicli kontrole kiyasla), KA/Hiicre sayis1 da 500
pg/mL’de (hem negatif ve hem de pozitif kontrole kiyasla) anlamli diizeydedir. 48 saatlik
uygulamada ise, KA frekansindaki degisimler anlamli degilken, KA/Hiicre sayisindaki
artis, 250, 500 ve 1.000 pg/mL’de, ¢oziiclii kontrole kiyasla anlamli diizeydedir. Kisaca,
KA frekansi ve KA/Hiicre sayis1t bakimindan, 24 ve 48 saatlik toplam 16 uygulama dikkate
alindiginda, igne formundaki TiO2 NP’leri, alti1 uygulama noktasinda anlamli artiglar
gosterirken, kiiresel formdaki TiO2 NP’leri bes uygulama noktasinda anlamli artislara
sebep olmustur. Bu veriler her iki formdaki nanopartikiiliin sekilleri ve ebatlar1 (igne formu
ebat1 10x40 nm APS; kiiresel formu ebat1 <100 nm (BET)) farkli olsa da etkilerinin benzer
ve zayif genotoksik olduklarini gostermektedir. Ancak, igne formundaki nanopartikiillerin
hem 24 ve hem de 48 saatte olusturdugu anormallik frekanlar1 ve KA/Hiicre diizeyleri,
kiiresel forma nazaran daha yiliksek diizeydedir. Bu da, igne formundaki TiO-
nanopartikiillerinin kiiresel forma nazaran genotoksik diizeyinin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Kiiresel formun 48 saatlik uygulamasinda, en yiiksek konsantrasyonda,
KA frekansinin anlamli diizeyde olmamasi, bu konsatrasyonun mitotik indekste anlamli
disiisler olusturmasindan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii mitotik indekste diisiis olmasi,
kimyasalin toksik etkili oldugunu ve dolayisiyla gozlenen hiicrelerin sayisinda azalmaya
sebep oldugunu gostermektedir (Oberdorster ve ark., 2005; Yiizbasioglu ve ark., 2006;
Alakog ve Eroglu, 2011; Hassanane ve ark., 2012; Correiaa ve ark., 2017; Honda ve ark.,
2018).

Bu tez calismasinda incelenen TiO2 nanopartikiillerinin igne ve kiiresel formlarinin her
ikisi de periferal insan lenfositlerinde kromatit kirigi, kromozom kirigi, fragment, kardes
kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom olmak iizere 5 farkli yapisal kromozom
anormalligi olusturmustur. Igne formu kiiresel formdan farkl1 olarak 1 hiicrede kromatid
degisimi anormalligine de sebep olmustur. Ayrica her iki formdaki nanopartikiil, sayisal

anormallik tipi olan poliplodi olusturmustur. Kromatid kirigi, her iki nanopartikiil
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formunun en yiiksek frekansta olusturdugu anormallik tipidir. Bunu fragment ve kardes

kromatitlerde birlesme takip etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda gerek mitotik indekste ve gerekse kromozom anormalligi frekansi ile
KA/Hiicre sayisinda gozledigimiz sonuglar nedeniyle TiO> nanopartikiillerinin hem igne
formu ve hem de kiiresel formlarin zay1f toksik ve genotoksik olmasi, bazi arastirmalardan
elde edilen verilerle benzerlik gosterirken, diger bazi arastirmalardan elde edilenlerden
farklilik gostermektedir. Ciinkii, nanopartikiillerin toksik etkisinde, partikiilin sekli,
ebatlari, kristal durumlari, yiizey alani, ylizey kimyasi, kaplama ozellikleri, yilizeylere
adsorbsiyonu, pH ve tuzluluk gibi bir¢cok faktor rol oynamaktadir (Handy ve digerleri,
2008; Yin ve digerleri, 2015). Ornegin, Warheit ve arkadaslar1 tarafindan, TiO;
nanopartikiiliniin 1,4 nm ila 1 pm ebatlar1 arasinda degisen igne formunun CHO
hiicrelerinde in vitro memeli kromozomal anormallik testi ile degerlendirildigi bir
calismada, bu partikiiliin 750, 1.250 ve 2.500 pg/mL’lik konsantrasyonlari S9’suz ortamda
4 saat, 62.5, 125 ve 250 pug/mL’lik konsantrasyonlar1 S9’1u ortamda 4 saat ve 25, 50 ve 100
ug/mL’lik  konsantrasyonlar1 S9’suz  ortamda 20 saat uygulanmistir. TiO>
nanopartikiillerinin kromozom anormalliklerinde, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir artisa sebep olmadig1 ifade edilmistir (Warheit ve ark., 2007). Bizim ¢alismamiza
kiyasla daha yiiksek konsantrasyonlarin ve daha kisa siireli muamele siirelerinin
kullanildig1 bu ¢alismada, kromozom anormalliklerinde artis gézlenmemesi fakat bizim
caligmamizda baz1 konsatrasyonlarda anlamli artislarin ortaya ¢ikmasi, hem kullanilan
nanopartikiiliin ebatlarindan ve hem de kullanilan hiicre tiplerinden kaynaklanmis olabilir.
100 nm’nin altindaki ebatlarda olan TiO2 nanopartikiillerinin etkilerinin incelendigi bir
bagka arastirmada, insan lenfositleri ve eritrositleri, 0, 25, 50 ve 100 pg/mL’lik dozlara 3
saat maruz birakilmistir. Sitotoksik etkinin belirlenmesinde membran hasari, mitokondriyal
fonksiyon, metabolik aktivite ve lizozomal membran stabilitesi degerlendirilmis,
genotoksik etkinin belirlenmesinde ise komet testi kullanilmigtir. Ayrica nanopartikiillerin
hemolitik 6zellikleri, ozmotik kirilganligi ve hemoglobinle etkilesimini de belirlenmistir.
Elde edilen sonuclar, insan lenfositlerinde membran biitiinliigiiniin etkilenmedigini fakat
uygulanan nanopartikiiliin dozu arttikga mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesinde anlamli
bir diisiis oldugunu, DNA hasar1 ve apoptoz diizeyinin tetiklendigini gostermistir (Ghosh
ve ark., 2010). Bizim ¢alismamiza kiyasla daha diisiik konsantrasyonlar ve daha diisiik
maruziyet siirelerinin kullanildigi bu c¢alismada, apoptozun konsantrasyon ve maruziyet

stiresiyle korelasyonlu olarak tetiklenmesi, bizim c¢alismamizda gozlenen sitotoksik ve
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genotoksik etkilerin daha zayif olmasinin nedeninin, doz ve maruziyet siiresinin daha uzun
olmasi nedeniyle, hiicrelerin daha fazla apoptoza yonelmesinden kaynaklanmis
olabilecegini gostermektedir. Bu tez c¢alismanin yapildig1 laboratuvarda daha once
Korkmaz ve arkadaslariin inceledigi ve bizim c¢aligmamizda da kullandigimiz kiiresel
TiO2 nanopartikiiliiniin 20, 40, 60, 80 ve 100 ug/mL’lik dozlarinin, 24 ve 48 saatlik
uygulamalarinda, KA frekansinda en fazla artigin en diisiik dozlar olan 20 ve 40 pg/mL’lik
dozlarda oldugu tespit edilmistir (Demirtas Korkmaz., 2012). Nanopartikiillerin aglomerat
olusturma potansiyeli nedeniyle, yliksek konsantrasyonlarda daha biiyiik partikiillere
doniigsmesi ve bunlarin da hiicre i¢ine girememesi nedeniyle, yliksek konsantrasyonlarda

daha diistik etkiler meydana gelmis olabilir.

Molekiiler diizeyde yapilan incelemelerde, insan periferal kan hiicrelerinin 25 nm
ebatindaki rutil (%30-15) ve anataz (%70-85) TiO2’ye maruziyeti sonucunda, DNA’da
hasar olusturdugu ve bu nedenle DNA kontrol noktalarinin aktive oldugu ve bu noktalarda
kilit role sahip p53 proteininde yiiksek diizeyde artis oldugu gozlenmistir (Kang ve ark.,
2008). Akcigerde biriken TiO2 NP’lerinin analiz edildigi diger bir ¢alismada, maruziyet
kesildikten yillar sonra bile toksik ve genotoksik etkilerinin devam edebildigi gdzlenmistir.
53 yasinda, 40 yildir sigara kullanan ve 13 yildir TiO2 paketleme béliimiinde ¢alisan bir
kadinda, TiO2 NP’lerinin lokal makrofaj yanitini tetikledigi belirlenmis ve bu kiside olusan
papiller adenokarsinomanin TiO2 pnomokonyozu ile iliskili oldugu ortaya konulmustur
(Yamadori ve ark. 1986). Diger taraftan rutil ve anataz TiO2’in bulk ve nanopartikiil
formlarmin Balb/3T3 fare fibroblastlarindaki uygulamasi ile nanopartikiillerin hiicre igine
alinmasmin kristal formundan bagimsiz ve boyuta bagli oldugu, nano-titanyumun bulk
formundan daha fazla alindig1 bildirilmistir. Ayrica, klonojenik aktiviteyi, rutil formun
diigiirdiigli, anataz formun etkilemedigi gozlenmistir (Uboldi ve digerleri, 2016). In vitro
WIL2-NS insan lenfosit hiicrelerinde ZnO partikiiliiniin farkli boyutlarinin (26, 78 ve 147
nm) etkilerini belirlemek amaciyla uygulanan testler sonucunda, nanopartikiiliin boyutu
kiiciildiikge, hiicre canlilig1 diizeyinin diistiigii tespit edilmistir. Ayrica, olugsan genotoksik
hasarlarin NP’lin boyutuna gore degisiklik gosterdigi ve parcacik boyutu kiiciildiik¢e
hasarin diizeyinin arttig1 vurgulanmistir. Arastirmacilar bunun sebebinin, nanopartikiiliin
ebat1 kiiciildiik¢e, hiicreye niifuz kabiliyetinin artmas1 ve hiicre ¢ekirdegine kadar girerek
hiicrenin yasamsal faaliyetini olumsuz sekilde etkilemesinden kaynaklandigini
belirtmiglerdir (Yin ve digerleri, 2015). Saygili’nin yaptig1 bir ¢alismada SiO2 (12 nm; 10,
50, 250 ve 1.000 pg/mL), CuO (<50 nm; 25, 50, 75, 100 pg/mL) ve Fe2Oz (<50 nm;
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39.062, 78.125, 156.250 ve 312500 pg/mL) nanopartikiillerin insan periferal
lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik etkileri incelenmistir. Arastirma bulgularina gore tim
nanopartikiillerin ve tiim konsantrasyonlarin anormal hiicre frekansini ve KA/Hiicre
sayisint anlamli bir sekilde artirdigi, tim nanopartikiil uygulamalarinin (CuO NP’i, 24
saatlik uygulama, 25 pg/mL’lik doz hari¢) mitotik indeksi anlamli bir sekilde azalttigi
tespit edilmistir. S6z konusu ¢aligsmada, arastirmacilar metal oksit nanopartikiillerinin hem
primer hem de sekonder genotoksik mekanizmalarla DNA hasarina yol acabilecegini de
ifade etmislerdir (Saygili, 2015).

Nanopartikiillerin toksik ve genotoksik etkilerinin, onlarin sekillerinden etkilenebilecegi
diigtiniilerek, son yillarda nanopartikiillerin farkli sekillerinin genotoksik etkilerini
belirlemeye yonelik ¢esitli ¢alismalar da yiiriitilmektedir. TiO2 nanopartikiillerin sferik,
cubuk ve tel seklindeki formlarmin 100 nm’den kiigiik ebatlarmin Caco-2/HT29
hiicrelerindeki genotoksik etkilerinin incelendigi bir arastirmada, 12,5-350 pg/mL’lik
dozlar kullanilmigtir. Uygulanan komet testi sonuglarina gore, genotoksik etkinin
yiksekten diisiige dogru sirasiyla en fazla tel seklinde, sonrasinda ¢ubuk seklinde ve en az
etkinin ise sferik seklinde oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar genotoksik etkideki bu
farkin, kullanilan NP’lerin sekillerindeki farktan kaynaklandigini ifade etmislerdir. Ciinkii
farkli sekillerdeki nanopartikiillerin hiicre zarindan gegis oranlarinda farkliliklar
olabilecegini belirtmislerdir (Rodriguez ve ark., 2018). TiO, nanopartikiillerinin levha,
cubuk ve bipiramit sekillerinin 1-100 nm arasindaki ebatlarinin insan bronsiyal epitel
hiicreleri (BEAS-2B) tizerine 20, 50, 80, 120 ve 160 ug/mL’lik dozlarda uygulandig: ve
genotoksik etkilerin komet testi ile incelendigi baska bir g¢alismada, bipiramit ve ¢ubuk
sekilli TiO2 NP’lerinin oksidatif hasar ve genotoksik etki gostermedigi fakat levha seklinde
olanlarin anlamli DNA hasar1 olusturdugu tespit edilmistir. Arastiricilar, levha seklinde
olan NP’lerin hiicre i¢ine niifuz oraninin digerlerine oranla daha yiiksek oldugunu ve bu
nedenle meydana gelen DNA hasariin bu formda anlamli oldugunu belirtmislerdir (Gea

ve ark., 2019).

Literatiirde, TiO2 nanopartikiillerinin diginda, farklt nanopartikiillerin farkli formlariyla
yapilmis arastirmalar da yer almaktadir. Fe2O3 NP'lerinin, 1.000 nm=1 pm kiiresel, 36 nm
kiiresel ve 50X100X500 nm ebatlarinda ¢ubuk olmak tizere li¢ farkli formunun, fare
makrofaj hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin, ¢ubuk formundakinde en diisiik, kiiresel

formlarda ise daha yiiksek fakat bir biriyle esdeger diizeyde oldugu belirlenmistir.
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Genotoksik etkinin ise en fazla gubuk seklindeki nanopartikiilde, en az ise mikro boyuttaki
kiiresel partikiilde oldugu gozlenmistir. Genotoksik etkinin ¢ubuk formunda en yiiksek
olmasinin, ylizey alaninin biiylik olmasi nedeniyle daha reaktif olmasindan kaynaklandigi
belirtilmistir (Lee ve digerleri, 2014). Amorf yapidaki kiiresel (100 nm) ve ¢ubuk (100x10
nm) silika NP’leri ile yapilan bir arastirmada, boyut arttikca toksik etkinin azaldigi ve
kiiresel olanlarin, ¢ubuk seklinde olanlardan daha toksik oldugu goézlenmistir. Bu durum,
biiyiik aglomerat olusturan partikiillerin daha az toksik oldugu seklinde agiklanmistir.
Ciinkii cubuk seklinde olan nanopartikiiller 91 um boyutunda aglomeratlar olustururken,
kiiresel formdaki nanopartikiiller 260 nm boyutunda aglomeratlar olusturmustur. Yapilan
arastirmalarda nanopartikiillerin olusturdugu aglomeratlarin ebatlar1 biiytlidiik¢e, hiicreye
girislerinin  zorlastigi, bu sayede genetik materyalin daha az bozulmaya ugradigi
belirtilmektedir. Bununla birlikte yapilan arastirmalarda aglomeratlarin fazlaligi, inceleme
ve analizleri de zorlastirdifindan genotoksisite verilerinde diisiisler gozlenebilmektedir.
(Brown ve digerleri, 2007; Demirtas Korkmaz., 2012; Gea ve ark., 2019). Kiire (7 nm),
cubuk (7x40 nm) ve mil seklinde (1200x270x30 nm) CuO NP'leri ile fare makrofajlari ve
periferal kanda yapilan diger bir aragtirmada, her iki hiicre kiiltiiriinde de kiiresel formun
daha sitotoksik oldugu ifade edilmistir. Ayrica, CuO NP'lerininin, sekli ve boyutu dikkate
alimmaksizin, pozitif kontrol olarak kullanilacak kadar toksik oldugu bildirilmistir (Di

Bucchianico ve digerleri, 2013).

Sonug olarak, sitotoksisite (mitotik indeks) ve kromozom anormallikleri testlerinden elde
etigimiz bulgular, literatiirdeki bazi kaynaklar1 desteklerken, diger bazi ¢alismalarin
sonucglarindan farkliliklar da gostermektedir. Bu farkliliklar, NP’iin tiirii, sekli, ebatlari,
kimyasal yapist ve yiizey kaplamasi gibi pek ¢ok ozellikten kaynaklanmaktadir. Bu tez
caligmasinda i1gne formundaki TiO2 nanopartikiilii kiiresel formdakine kiyasla daha fazla

genotoksik etki gdstermistir.

Bu tez galigmasinda, titanyum dioksit nanopartikdllerinin igne ve kiiresel formlarinin insan
lenfositlerindeki genotoksik etkileri, ikinci bir test olan kardes kromatid degisimi testi ile
de incelenmistir. Igne formunun 24 saatlik uygulamasinda, negatif kontrole kiyasla 500
pug/mL’lik doz, KKD/Hiicre sayisinda anlamli olmayan, 250 pg/mL’lik doz ise anlamli bir
diisiise sebep olmustur. 125 ve 1.000 pg/mL’lik dozlar ise negatif kontrole kiyasla anlamli
olmayan artiglara sebep olmustur. Coziici kontrol ile karsilastirildiginda, biitlin

konsantrasyonlar (250 pg/mL hari¢) KKD/Hiicre sayisinda anlamli artiglar olugturmustur.
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Kiiresel formun 24 saatlik uygulamasinda, KKD/Hiicre sayisi, 500 ve 1.000 pg/mL’lik
dozlarda ¢oziicii kontrole kiyasla, 1.000 ug/mL’lik dozda ise sadece negatif kontrole
kiyasla anlamli diizeyde artis gostermistir. Kiiresel formun 48 saatlik uygulamasinda ise,
biitiin konsantrasyonlarda KKD/Hiicre sayis1 hem negatif ve hem de pozitif kontrole
kiyasla artig gostermis ancak bu artiglarin, 500 ve 1.000 pg/mL’de anlamli oldugu tespit
edilmistir. Kisaca bu calismada, her iki nanopartikiil formunun sadece iki yiiksek
konsatrasyonu (500 ve 1.000 pg/mL) KKD olusumunu anlamli sekilde tetiklemistir.
Kardes kromatid degisimi, kromozom kararsizlifinin gostergesi olarak yaygin bir sekilde
kullanimaktadir. Herhangi bir maddenin KKD sayisinda artisa neden olmasi, o maddenin
replikasyon mekanizmasii etkiledigini ve DNA hasar1 olusturabildigini gostermektedir.
Yapilan arastirmalarda, KKD sayisinin normal bireylere nazaran kanser hastalarinda
anlamli diizeyde yiiksek oldugu, hatta sporadik kanserlere nazaran ailesel kanserlerde
anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, KKD freaksinin sadece
kanserleri degil, ailesel kanserleri belirlemede de biyogosterge olarak kullanilabilecegi
ifade edilmektedir (Perry ve Thomson, 1984; Wilson Ill ve Thompson, 2007; Santoro ve
ark., 2008; Beg ve ark., 2009; Montoro ve ark., 2012; De Pascalis ve ark., 2015; Pandey ve
ark., 2016). Bu ¢alismada elde edilen bulgular, daha 6nce gerek TiO2 nanopartikiilleri ile
yapilan gerekse diger nanopartikiiller ile yapilan baz1 genotoksik arastirmalarin
sonuglartyla  benzerlik  gosterirken, baz1 arastirma  sonuglarindan  farkhiliklar
gostermektedir. Ayni laboratuvarda Demirtas Korkmaz’in yaptigi ¢alismada da TiO:
nanopartikiiliiniin (Partikiil boyutu <100 nm (BET), ylizey alan1 14 m2/g, %1 Mn katkil,
Erime noktas1 >350°C (lit.)) hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarinda 20, 60, 80 ve
100 pg/mL’lik dozlarinin KKD frekansinda kontrole gore anlamli artisa sebep oldugu
belirlenmistir  (Demirtas Korkmaz, 2012). TiO; nanopartikiiliniin 0-5 mikroM
konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilen CHO-K1 hiicrelerinde de KKD frekansinda
anlamli ve doza bagl bir artig tespit edilmistir. Bu nedenle TiOz’in potansiyel mutajen
oldugu bildirilmistir (Lu et al., 1998). Di Virgilio ve arkadaslari, Cin hamster ovaryum
hiicrelerinde, 20 nm TiO2 NP’nin 1 ve 5 pg/mL’lik konsantrasyonlarmin 24 saatlik
uygulamasmin KKD frekansinda anlamli bir artisa sebep oldugunu, fakat Al2Os NP’nin
herhangi bir artis olusturmadigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar farkli metal NP’lerinin
farkl1 etkiler gosterebilecegini ve bu farkliligin nanopartikiillerin farkli kimyasal yapilara
sahip olmalar1 nedeniyle hiicre igine niifuz etme diizeylerinin farkli olmasmdan
kaynaklandigint vurgulamislardir (Di Virgilio ve ark., 2010). 3 mM, 5 mM ve 10 mM

Ti02-NP’leri (<100 nm) ile muamele edilen insan lenfositlerinde de KKD frekansinda artig
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oldugu rapor edilmistir (Turkez, 2011). SiO2 (12 nm; 10, 50, 250 ve 1000 pug/mL), CuO
(<50nm; 25, 50, 75, 100 pg/mL) ve FeO3 (<50nm; 39.062, 78.125, 156.250 ve 312.500
ug/mL) nanopartikiillerinin tiim konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda da
KKD sayisinda anlamli bir artis oldugu, bu nedenle bu partikiillerin genotoksik oldugu
bildirilmistir. NP’lerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri birbirinden farkli olmasi nedeniyle,
en fazla genotoksik etkinin CuO NP’leri tarafindan olusturuldugu vurgulanmistir (Saygili,
2015). NP’lerin sekil, ebat ve kimyasal yapilari, aglomerat olusturma ozellikleri ve
uygulandigi hiicrelerin farkliliklarinin yaninda, kullanilan konsantrasyonlar ve uygulama
stirelerindeki farkliliklar nedeniyle, bazi calismalarda giiglii pozitif genotoksik etki
gozlenirken, bizim c¢aligmamizda daha az genotoksik etki tespit edilmistir. KKD
sonuglaria gore igne formundaki TiO; nanopartikiiliiniin kiiresel formuna nazaran sekil

farklilig1 sebebiyle daha fazla genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Bu aragtirmada, titanyum dioksit nanopartikiillerinin igne ve kiiresel formlarinin
mikronukleus olusumuna etkileri de incelenmistir. Insan lenfositlerinin igne formundaki
nanopartikiillere 48 saat maruziyeti, 500 ve 1.000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda, MN
frekansin1 hem negatif ve hem de ¢6ziicli kontrole kiyasla anlamli sekilde artirmistir.
Lenfositlerin kiiresel formdaki nanopartikiillere maruziyeti sonucunda ise sadece 1.000
ug/mL’lik konsantrasyon, MN frekansini hem negatif ve hem de ¢6ziicii kontrole kiyasla
anlaml diizeyde ylikseltmistir. Her iki formda da MN olusumunun doz artis1 ile artis
gosterdigi tespit edilmistir. Burada gozlenen sonuglar, bazi arastirma sonuglarina uygunluk
gosterirken, bazilarina gore de tam tersi sonuglar gostermektedir. Ornegin, insan linfoblast
hiicrelerinde 25 ila 155 nm arasindaki fine TiO2 nanopartikiilleriyle yapilan bir
arastirmada, 26, 65 ve 130 pg/mL’lik dozlarin 6, 24 ve 48 saatlik uygulamasinda, MN
frekansi istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermis ve bu nedenle bu nanopartikiiliin
genotoksik oldugu ifade edilmistir (Wang ve ark., 2007). Partikiil boyutu <20 nm
(ultrafine) ve >200 nm (fine) TiO2 partikiillerinin genotoksik etkileri Suriye hamsteri
embriyo hiicrelerinde MN testi ile incelendiginde, ultrafine TiO: partikiillerinin test edilen
tim konsantrasyonlarda (0,5-5 pg/mL) MN frekansini artirdigi ve bu nedenle etkinin
klastojenik oldugu rapor edilmistir (Rahman ve ark., 2002). Bunlarin aksine, Sadiq ve
arkadaglarinin yaptig1 incelemede, 10 nm anataz TiO2 nanopartikiillerinin 0.5, 5 ve 50
mg/kg dozlarinin fare kemik iliginde sitotoksisiteye sebep oldugu fakat MN frekansinda
anlamli bir artig olusturmadigi belirlenmistir (Sadiq ve ark., 2012). Laboratuvarimizda

Demirtag Korkmaz’in yaptigi arastirmada, bu tez ¢calismasinda da kullanilan kiiresel TiO2
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nanopartikiiliiniin 20, 40, 60, 80 ve 100 ug/mL’lik dozlarinin insan lenfositlerine 48 saatlik
maruziyet sonucunda, tiim uygulamalarin MN frekansini kontrole kiyasla artirdigi fakat bu
artigin sadece en yiiksek konsantrasyon olan 100 pug/mL’lik uygulamada anlamli, diger
uygulamalarda ise anlamsiz oldugu tespit edilmistir (Demirtas Korkmaz, 2012). Bu tez
calismasinda, Demirtas Korkmaz’in konsantrasyonlarina nazaran daha yiiksek
konsantrasyonlar kullanilmasina ragmen, sadece en yiiksek iki konsantrasyonda (500 ve
1.000 pug/mL) MN frekansinda hem negatif ve hem de ¢oziicti kontrole gore anlamli artis
gbzlenmistir. Bu bilgiler de sadece nanopartikiiliin tipi, sekli ve ebat1 gibi 6zellikleri degil,
ayni zamanda kullanilan primer hiicrenin elde edildigi bireyin genetik ve belki de
beslenme ve diger ¢evresel farkliliklarinin da toksik etkilerde farkliliklar olusturabilecegini

gostermektedir.

Bu ¢alismada, TiO2 nanopartikiillerinin igne ve kiiresel formlarinin, insan lenfositlerinde
replikasyon indeksini ve niiklear boliinme indeksini anlamli sekilde tekilemedigi tespit
edilmistir. Bu sonug, nanopartikiiliin her iki formunun da DNA replikasyonu ve hiicre
proliferasyonu tizerinde anlaml etki gostermedigine isaret etmektedir. Bu durum, hem
TiO2 NP’nin farkli tipleri, sekilleri, ebatlar1 ve konsantrasyonlari ile ve hem de diger bir
cok nanopartikiiliin farkli konsantrasyon ve siirelerde uygulanmasi sonucunda elde edilen
verilerle benzerlik gostermektedir (Horie ve ark., 2009; Demirtas Korkmaz, 2012; Saygil,
2015; Korkmaz, 2018).

Sonug olarak her iki nanopartikiil formunun da sitotoksik ve genotoksik etkiler
olusturmakla birlikte, bu etkilerin biitiin uygulamalarda anlamli diizeyde olmamas1 ve
anlamli degisikliklerin genellikle yiiksek konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmasi nedeni ile
(Cizelge 5.1), bu nanopartikiillerin zayif sitotoksik, zayif genotoksik ve zayif klastojenik
oldugu ifade edilebilir. Bununla birlikte bazi yiiksek konsantrasyonlarda, genotoksik
hasarlarin, diisiik dozlara nazaran daha diisiik oldugu gozlenmistir. Bu durum, ya
hiicrelerin apoptoza gitmesi veya sitotoksik etki nedeniyle mitotik indeksin azalmasi
sonucunda boliinmekte olan hiicre sayisindaki azalmadan kaynaklanabilir, ya da yiiksek
konsantrasyonlarda aglomerasyon diizeyi de arttigindan, nanopartikiillerin toplam ebatlari
biiylidiigii i¢in hiicre i¢ine girmede zorlanacaklarindan genotoksik etkilerinin de diisiik
diizeyde kalmasii saglayabilir (Churg ve ark., 1998; Gurr ve ark., 2005; Horie ve ark.,
2011; Allouni ve ark., 2009; Mohamed, 2015). Her iki partikiil benzer sitotoksik etki

gosterirken, kromozom anormalligi ve mikronukleus olusumunda igne formu, kiiresel
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forma kiyasla daha etkili rol oynamis, kardes kromatid degisiminde ise kiiresel form igne
formuna kiyasla daha etkili olmustur (Cizelge 5.1.). Bu farkliliklar hem nanopartikiiliin
tipinden, hem seklinden ve hem de uygulanan testlerin mekanizmalarindaki farkliliktan

kaynaklanabilmektedir (Ispas ve ark. 2009; Bucchianico ve ark. 2013).

Nanopartikiillerin toksisitesine yonelik olarak gerek bu calismada ve gerekse diger bir ¢ok
calismada gozlenen sitotoksik ve genotoksik etkilerin, nanopartikiillerin sahip oldugu
spesifik ozellikler nedeniyle olusturulan iki farkli ve 6nemli mekanizma ile ortaya ¢iktigim
gostermektedir. Bu mekanizmalar primer ve sekonder genotoksik mekanizma olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 5.1.) (Golbamaki et al., 2015; Modrzynska ve ark., 2018).

“Sekonder genotoksisite”, genotoksisitenin partikiilden kaynakli inflamasyon nedeniyle
iretilen reaktif oksijen tiirleri vasitasiyla olusturulmasi, “primer genotoksisite” ise,
inflamasyon yoklugunda olusturulan genotoksisite olarak adlandiriimaktadir (AshaRani ve
ark., 2009). Arastirmalar, primer genotoksik mekanizmanin, nanomateryallerin ya direkt
olarak DNA ile etkilesime girmesi sonucunda ya da NM-kaynakli reaktif oksijen tiirleri
veya ¢Oziinebilen veya az ¢Ozlinen nanomateryallerden salinan toksik iyonlardan
kaynaklandigimmi gostermektedir. Sekonder genotoksik mekanizmada DNA hasari,
nanomateryal kaynakli inflamasyon esnasinda aktive edilen fagositler tarafindan iiretilen
reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulmaktadir (Sekil 5.1) (Asharani ve ark., 2009;
Wang ve ark., 2012; Golbamaki ve ark., 2015).

Primer genotoksik mekanizma

Primer genotoksik mekanizmanin, direkt ve indirekt mekanizma olmak tizere iki sekilde
ortaya ciktig1 ifade edilmektedir. Direkt genotoksisite, nanopartikiillerin hiicreye ve
cekirdege girmesinden sonra, direkt olarak DNA molekiillerine baglanmasi (bazlara veya
DNA fragmentlerine) ve DNA replikasyonu ve transkripsiyonu gibi molekiiler
mekanizmalar1 bozmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Bir¢ok arasgtirmada nanomateryallerin bu
sekilde etkili oldugu belirtilmistir. Primer genotoksitenin indirekt mekanizmasinda, aslinda
nanomateryallerin DNA hasar1 olusturabilmesi i¢in direkt olarak DNA ile etkilesime
girmesi gerekmedigi belirtilmektedir. Bu mekanizma, nanopartikiillerin niiklear
proteinlerle (replikasyon, transkripsiyon ve tamir) etkilesimi, hiicre dongiisiinde ve onarim

sisteminde hasar olusturmasi, nanopartikiil yiizeyinden ROT’lerinin ve toksik metal
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iyonlarinin salinmasi, hiicre komponentleri tarafindan ROT’lerinin olusturulmast ve
antioksidan savunma sisteminin bozulmasi gibi yollarla ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 5.1)
(Doak ve ark., 2007; Gonzalez ve ark., 2008; Golbamaki et al., 2015; Manickam ve ark.,
2017).

Sekonder genotoksik mekanizma

Sekonder genotoksik mekanizmada genotoksisite, nanomateryallerin etkisiyle inflamatuvar
hiicreler (nétrofil ve makrofajlar) tarafindan tiretilen ROT leri ve reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNT) etkisiyle olusmaktadir. Bu durumda ROT’leri nanopartikiiliin kendisi veya
ylizeyinden salinan iyonlar tarafindan degil, nanomateryal etkili inflamasyon isleminden
kaynaklanmaktadir (Wang ve ark., 2012; Golbamaki et al., 2015). Ayrica, inflamasyon
boyunca iiretilen sekonder medyatorlerin etkileri (sitokinez ve kemokinez gibi) ve hepatik
akut faz cevabin1 da igeren DNA hasar siireci ile de olusabilir. Son olarak karacigerdeki
akut faz lezyonlar ile de meydana gelebilmektedir (Modrzynska ve ark., 2017). Sekonder
genotoksik mekanizma, kisaca, nanomateryalin kronik inflamatuvar yaniti tetiklemesi ve o
bolgeye akin eden notrofil ve makrofajlar tarafindan olusturulan asir1t ROT’lar tarafindan
tetiklenmektedir (Federico ve ark., 2007; Correia ve ark., 2017). Bu durum hiicre
membran1 ve yapisindaki proteinlere ve daha makro boyutlardaki dokulara da zarar
vermektedir. En 6nemlisi de genetik materyalde ve kromozomlarda yapisal hasarlara yol
acmaktadir (Sekil 5.1) (Petersen ve ark., 2010; Golbamaki ve ark., 2015; Akhtar ve ark.,
2016; Correia ve ark., 2017; Manickam ve ark., 2017) .
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Cizelge 5.1. TiO2-NP-igne ve TiO2-NP-kiiresel formlarinin, insan periferal lenfositlerinde
24 ve 48 saatlik uygulamalarinin anormal hiicre yiizdesi, KA/Hiicre, KKD,
MI, MN, RI ve NBI sonuglarinin karsilagtiriimasi

i i i i Anormal
T'tairl':: ml\%;o ksit Hiicre H’;ﬁ‘r’e KKD MI MN RI NBI
gne S Yiizdesi
25pgml | * | * | T T T
24 250 pg/mL T | T 4 T 4
saat 500 pg/mL T T 1 =T 1
1000 pg/mL T r T 1 T
125 pg/mL i | 4 . T 3 T T
18 250 pg/mL T T T 4 T T T
sat | s00ugml | | 1 1 4 T 1 T
1000 pg/mL T T T l T €T T
Titanium dioksit
kiiresel NP
125 pg/mL - - 1 3 T
24 250 pg/mL r - Il 3 4
s | soopgml | ¢ | ¢ | T 1 T
1000 pg/mL T T T 3 T
125 pg/mL T - Tr 4 i B . B T
48 20pgml | ¢ | o+ | = | ¥ i ! 1 S T
st | soopgml | 4+ | 4+ | T 4 T 4 1
1000 pg/mL i B T T 4 T 3 3

T Negatif Kontrole gére anlamhi artis B Negatif Kontrole gore anlamsiz artis
J Negatif Kontrole gore anlamli azalis || Negatif Kontrole gére anlamsiz azalis
== Negatif Kontrole gore ayni
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6. SONUC VE ONERILER

Nanoteknolojide son yillarda yasanan gelismelerle birlikte, nanopartikiillerden {iretilen
iriinlerin  sayisinda da artiglar olmustur. Nanoteknolojinin temelini  olusturan
nanopartikiiller, biiyiikk formlarina kiyasla, nano boyutlar1 sayesinde kazandiklar1 pek ¢ok
fizikokimyasal oOzellikleri nedeniyle, hayatimizin bircok alaninda yer edinmeye
baslamistir. Nanopartikiiller elektronikten kozmetige, teshis ve tibbi tedaviden spor
malzemelerinin iiretimine, boya sanayiinden tekstile, askeri malzemelerden gidaya kadar
pek cok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanimla birlikte hem insanlar
ve hem de ekosistemde bulunan tiim canlilar dogrudan ve dolayli olarak bu partikiillere
maruz kalmaya baglamistir. Bu da nanopartikiillerin potansiyel zararlari konusunda bir¢ok
bilim insaninin endise duymasina sebep olmus ve bunlarin toksik ve ozellikle genotoksik
etkilerinin arastirilmasi gerektigi ortaya ¢ikmistir. Bu tiir arastirmalardan elde edilen bazi
sonuglar, nanopartikiillerin hem sitotoksik ve hem de genotoksik oldugunu gosterirken,
diger baz1 arastirma sonuclar1 ciddi bir toksik etki hatta bazilarinda higbir toksik etki

olmadigimi gostermektedir.

TiO2 nanopartikiilleri, kisisel bakim friinlerinden duvar ve gida boyalarina, dis
macunlarindan kagit ve plastik iiretimine, elektronik uygulamalardan ila¢ kapsiillerinin
iretimine kadar ¢ok genis alanlarda kullanilmaktadir. Bu nanopartikiillerin genotoksik
etkileri konusunda yapilan arastirmalarda da hem pozitif ve hem de negatif sonuglar elde
edildigi goriilmektedir. Hem nanopartikiillerin insan hayatinda bir¢ok alanda kullanilmaya
baglanmas1 ve hem de bunlarin sitotoksik ve genotoksik olabilecegi yoniinde celigkili
sonuglarin bulunmasi, bu partikiillein toksik etkilerinin de detayli bir sekilde incelenmesi
gerektigini gostermektedir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda TiO2 nanopartikiillerinin igne
ve kiiresel formlarinin sitotoksik ve genotoksik etkileri, kromozom anormallikleri, kardes

kromatid degisimi ve mikronukleus testi kullanilarak incelenmistir.

TiO2 nanopartikiiliiniin her iki formu da benzer sitotoksik etkili olup, bu etki zayif
diizeydedir. Kromozomal anormallik testine gore her iki nanopartikiil zay1f genotoksik ve
klastojenik olup, igne formunun etkisi kiiresel forma nazaran biraz daha yiiksektir. Kardes
kromatit degisimi testine gore her iki nanopartikiil de hiicre basina diisen KKD sayisinda,
ayni miktardaki uygulamada istatistiksel olarak anlamli artiga sebep olurken, igne

formunun 24 saatlik bir uygulamasinda anlaml diisiis tespit edilmistir.
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Ancak her ikisi de zayif genotoksik ve mutajenik etki gostermistir. Mikronukleus testine
gore, igne formu daha fazla uygulamada, kiiresel form ise daha az uygulamada
mikronukleus olusturmustur. Biitiin bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, TiO>
nanopartikiiliiniin igne ve kiiresel formlarmin zayif sitotoksik, zayif genotoksik, zayif
klastojenik ve zayif mutajenik oldugu sonucuna varilmistir. Ancak, bu nanopartikiillerin
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin ortaya konulabilmesi igin, hem in vitro kosullarda
farkli organizmalarin farkli hiicre tiplerinde, hem de in vivo kosullarda gesitli canli
tirlerinde daha detayli genotoksik arastirmalarin yapilmasi1 gerekmektedir. Boylece
nanopartikiillerin toksik etkileri konusunda daha fazla bilgilere ulasilacagi gibi, bunlardan

en az zararla en fazla yararlanmanin yollar1 da belirleniyor olacaktir.
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