GUMUS-KALAY ALASIM NANOPARTIKULLERININ INSAN
AKCIiGER EPIiTEL HUCRELER UZERINDEKI SiTOTOKSIK
VE GENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Hilal SECKIN




T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GUMUS-KALAY ALASIM NANOPARTIKULLERININ INSAN AKCiGER
EPITEL HUCRELER UZERINDEKI SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Hilal SECKIN
0000-0003-4370-6006

Prof. Dr. Tolga CAVAS
(Danigsman)

YUKSEK LISANS TEZI
BIYOLOJi ANABILIM DALI

Bursa — 2020
Her Hakki Sakhdar.



TEZ ONAYI

Hilal SECKIN tarafindan hazirlanan 'Giimiis-Kalay Alagim Nanopartikiillerinin Insan Akciger
Epitelyum Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik Ve Genotoksik Etkilerinin Arastirilmasi’ adli tez
calismas: asagidaki jiiri tarafindan oy birligi/oy goklugu ile Uludag Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damsman: Prof. Dr. Tolga CAVAS

Baskan: Prof. Dr. Tolga CAVAS
Uludag U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Anabilim Dali
0000-0003-1620-1918

Uye: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC
Uludag U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Anabilim Dal1
0000-0002-0522-9432

Uye: Dr. Opr. UyesiGok¢e TANER
Bursa Teknik Universitesi Miih.
veDogaBil. Fak.Biyomiihendislik imza
Anabilim Dal1
0000-0002-0290-1166

Yukaridaki sonucu onayla




Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez
calismasinda;

— tez i¢indeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,

— gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarma uygun
olarak sundugumu,

— baskalarimin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

— atifta bulundugum eserlerin timiini kaynak olarak gosterdigimi,

— kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

— ve bu tezin herhangi bir boliimiinii bu {iniversite veya baska bir iiniversitede baska
bir tez ¢aligsmasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

04/02/2020

Hilal SECKIN



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GUMUS-KALAY ALASIM NANOPARTIKULLERININ INSAN AKCIGER EPITEL
HUCRELER UZERINDEKI SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Hilal SECKIN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Tolga CAVAS

Bu calismada Ag-Sn metal alasim nanopartikiillerinin BEAS-2B insan akciger epitel
hiicrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Sitotoksik etkilerin
belirlenmesi i¢cin XTT testi, genotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in Komet testi
uygulanmistir. Reaktif oksijen varliginin belirlenmesi i¢in ROS testi uygulanmaigtir.

Deneylere baslamadan once, kullanilan nanopartikiillerin karakterizasyonu icin zeta
potansiyeli, DLS ve TEM analizleri yapilmistir. XTT testi icin BEAS-2B hiicreleri 24,
48 ve 72 saat siire boyunca 1 ile 1000 pg/ml arasinda degisen dozlarda Ag-Sn alasim
nanopartikiiline maruz birakilmistir. Ag-Sn alasim nanopartikiiliiniin genotoksik
etkisinin belirlenmesi i¢in, BEAS-2B hiicreleri 24, 48 ve 72 saat boyunca 50 ile 500
png/ml arasinda degisen dozlarda nanopartikiil ile muamele edilmis ve Komet yontemi
uygulanmustir.

Elde edilen sonuglara gore konsantrasyon ve maruziyet siiresi arttikga Ag-Sn
nanopartikiiliiniin sitotoksik etkisinin arttig1 goriilmistiir. Komet testi ile Ag-Sn
nanopartikiiliiniin tek ve ¢ift iplik DNA kiriklarina yol actig1 belirlenmistir. Ayrica elde
edilen bulgulardan bu etkilerin hiicre i¢i ROS olusumu ile iliskili olabilecegi
gOriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Nanotoksikoloji, BEAS-2B hiicre hatti, Giimiis-Kalay alagim
nanopartikiilleri, Genotoksisite, Sitotoksisite.
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ABSTRACT
Mcs Thesis

EVALUATION OF CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF SILVER TIN
ALLOY NANOPARTICLES ON HEALTHY LUNG CELL LINE

Hilal SECKIN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Tolga CAVAS

In this study, cytotoxic and genotoxic effects of Ag-Sn metal alloy nanoparticles in
BEAS-2B human lung epithelial cells were evaluated. XXT test was used to determine
cytotoxic effects, Comet test was used to determine genotoxic effects. ROS test was
applied to determine the presence of reactive oxygen species.

Before starting the experiments, zeta potential, DLS and TEM analyzes were used to
characterize the nanoparticles. For XXT test, BEAS-2B cells were exposed to different
concentrations (1 to 1000 ml) of Ag- Sn alloy nanoparticles for 24, 48 and 72 hours. To
determine the genotoxic effect of the Ag-Sn alloy nanoparticle, BEAS-2B cells were
treated with nanoparticles different concentrations ( 50 to 500 ml) for 24, 48 and 72
hours and a Comet method was applied.

According to the results obtained, it was observed that the cytotoxic effect of Ag-Sn
nanoparticle increased different concentration and exposure time. Comet test showed
that exposure to Cu-Zn alloy nanoparticles induced single and double stranded DNA
damage in BEAS-2B cells. Our results further indicated that increased intracellular ROS
formation could be related to the experiments that these effects

Keywords: Nanotoxicology, Silver-Tin alloy nanoparticles, BEAS-2B cells,
Cytotoxicity, Genotoxicity.
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1. GIRIS

Gliniimiiziin ilerleyen teknolojisi nanoteknoloji hayatimizin bir¢ok alanma girmis
bulunmaktadir. Kozmetik, gida , tip, savunma sanayi, giyim, enerji gibi alanlarda
nanopartikiillerin kullanim1 gittikce yayginlagsmaktadir. Buna bagli olarak insan ve
cevre lzerinde etkilesimi gittikge artmakta olan nanopartikiillerin etkilerinin

arastirilmasi onem kazanmaya baglamistir.

Nano kelimesi metrenin milyarda birini ifade etmektedir. Nanopartikiil ise 1-100 nm
boyutundaki atomlarin bir arada bulunmasidir (Ozcan 2014).Normal metaller ile
karsilagtirildiklarinda genis ylizey alanma sahip nano parcaciklar farkli biyolojik
ozellikler gosterebilmektedir. Nanomateryallerin giimiis, bakir, ¢inko, altin, magnezyum

gibi farkl: tipleri bulunabilmektedir(Ozcan 2014).

Amerikan Cevre Koruma Orgiitii USEPA (Anonim 2007) nanopartikiilleri 4 boliimde
incelemistir. Bunlar,

1) Karbon bazli nanomateryaller

2) Metal bazli nanomateryaller

3) Dendrimerler

4) Nanokompozitler

Nanopartikiiller arasinda en genis kullanim alanina sahip olanlar metal
nanopartikiillerdir. Ozellikle antimikrobiyal etkilerinin yiiksek olmasi antibiyotik
tedavisine alternatif olarak arastirilmistir (Kumbigak 2013). Bunun yaninda metal
nanopartikiiller, kolay sentezlenebilmeleri ve kimyasal agidan sekillendirilmelerinin
kolay olmasindan dolayr makine sanayisinde, askeri malzemelerde ve ozellikle tipta

yaygin olarak kullanilmaktadir ( Atli-Sekeroglu 2013).

Glinlimiizde metaller bagka bilesiklerle bir araya gelerek alasim formuna
doniistiiriilebilmekte ve genis kullanim alanlarma sahip olabilmektedir. Alasim; bir
metalin bagka bir bilesikle (metal/ametal) bir araya gelmesi sonucu olusan, kendini

olusturan bilesiklerden farkli Gzellikler gosteren metalik karakterli malzemelerdir.



Nanometallerin olusturdugu alagimlar gelecekte genis kullanim alanlarma sahip

olabilecektir.

Glinlimiizde alasim olusturarak en yaygin kullanima sahip nanometal glimiis (AgNp)
nanopartikiiliidiir. Ozellikle giimiis nanopartikiiliiniin antibakteriyel, antiviral ve
antifungal etkileri nedeniyle tip alaninda kullanimini gittik¢e yayginlagtirmaktadir.
AgNp emdirilmis yara bantlar1 ve kataterlerin tip alaninda kullanimi gittikge
artmaktadir (AshaRani ve ark. 2009). Bunlarin yaninda giimiis-metal alasim seklinde
nanopargcaciklar da kendine genis kullanim alan1 bulmustur. Giimiig-Bakir (AgCuNp) ve
Glimiis-Kalay (AgSnNp) alasim nanopartikiiller tibbi cihazlarda ve tekstilde
kullanilmaktadir. Bakir ve kalay naopartikiillerinin de antibakteriyel etki gosterdigi

yapilan ¢alismalarda gozlenmistir (Maniratanachote ve ark. 2018).

Gittikge artan kullanim alanlar diisiiniildiiglinde nanoparcaciklarin insan saglig1 lizerine
etkilerinin de arastirilmasi bir zorunluluk haline gelmistir. Kullanim alani yaygin olan
bircok nanopartikiil ile ilgili ciddi c¢aligmalar bulunmaktadir. Bunun yaninda yine
kullanim1 gittikce yayginlasan alasim nanopartikiilleri hakkinda yapilan caligsmalar
halen yetersizdir. Bu ¢aligmada, glimiis-kalay metal alasim nanopartikiillerinin saglikli
insan akciger hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik ve genotoksik etkileri

arastirilmastir.



2. GENEL BIiLGILER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanoteknoloji ve Nanomateryaller

2.1.1. Tanimu ve tarihgesi

1974 yilinda Norio Taniguchi ‘ileri diizey duyarlilikla mevcut teknolojilerin
kiigtiltiilmesine dayal1 bir teknoloji' olarak nanoteknolojiyi ilk kez tanimlamistir

(Beykaya ve Caglar2016). 1981 yilinda atomlarin direk goriintiilerini veren taramali
tiinelleme mikroskobunun kesfi ve 1986 yilinda atomik kuvvet mikroskobunun kesfi ile
nano boyutlu materyallerin incelemeleri miimkiin olmustur. Bu gelismelerle birlikte
biyolojik nano materyallerin incelemeleri de yayginlagsmis ve bilim adamlarinin

nanoteknolojiye olan ilgisi daha da artmistir (Atli-Sekeroglu 2013).

Nanoteknolojide, nanometre boyutlu malzemeler elde edilmekte ve bu malzemeler
kullanilarak yeni teknolojiler iretilebilmektedir (Kumbigak 2013). Nanoteknolojide
kullanilan nanopartikiiller, 100nm'nin altinda en az iki boyutlu yapiya sahip parcaciklar

olarak tanimlanmaktadir ( Foldbjerg 2011).

Nanomateryallerin bir tiirli olan nanopartikiiller, son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
adindan ¢ok soz ettirse de uzun bir geg¢mise sahiptir. 9.yy.’da, Mezopotamya’da,
sanatkarlar ¢anak ve c¢omlekleri parlatmak amaciyla nanopartikiilleri kullanmiglardir.
Orta Cag ve Ronesans donemlerinde, ¢omlekgilikte, altin ve bakir renkli metalik
parlakligi korumak amaciyla cilalama islemleri yapilmistir. Bu islemlerde glimiis ve
bakir nanopartikiilleri seramik sirin camsi1 matriksinde homojen olarak dagilarak ince bir
tabaka olusturulmus ve atmosferik oksidasyonu engellenmistir. Sanatkarlar, bakir ve
giimiis tuzlarini oksitlerle birlikte sirke, toprak boyasi ve kil karigimina eklemisler ve bu
karisimi Onceden sirlanmig ¢omlek yilizeyine uygulamislardir. Daha sonra bu ¢omlegi
600°C' de firinlayarak ¢dmlek yiizeyinde renk veren ve optik ozellikler gosteren bu

nanopartikiilleri elde etmislerdir (Rawson 1984).



Biyolojik agidan bakildiginda aslinda nanoteknolojinin ge¢misi ii¢ milyar yil dncesine
dayanmaktadir. Nanometre boyutlu hiicresel yapilar, ilk canlinin varligindan giiniimiize
hiicre igerisinde kendilerine 6zgii gorevleri ile varliklarini siirdiirmektedirler (Goodsell
2000). Sekil 2.1'de baz1 nanomateryal ornekleri ve biyolojik bazi yapilarin nano

boyutlart belirtilmistir.
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Sekil 2.1.Nanomateryal Ornekleri ve biyolojik yapilarin nano oOlgekte boyutlar
(Goodman 2005)

2.1.2. Metal nanopartikiiller

Metal nanopartikiiller kolay sentezlenebilmeleri ve kimyasal agidan farkli formlara
kolaylikla doniistiiriilebilmeleri nedeniyle tiiketim {irtinlerinde, askeri uygulamalarda,
makine sanayinde, endiistriyel iriinlerde ve tipta cokca kullanilmaktadir. Metal
nanopartikiiller ve alasimlari, kristal yapilar1 ve giiglii metalik baglar1 nedeniyle iistiin

mekanik 6zellikler tasimaktadirlar. Ornegin, titanyum dioksit (TiO2), cinko (Zn),



aliminyum (Al), bakir (Cu) ve glimiis (Ag) nanopartikiilleri, endiistriyel iirlinlerde katki
maddesi olarak kullanilmaktadir. Altin nanopartikiiller, bircok biyolojik molekiil ile
kolayca baglanabildiginden biyolojik goriintilleme, ila¢ uygulamasi, hiicre
isaretlemeleri, hedefe yoOneltme, kanser tedavisi gibi alanlarda kullanilmaktadir.
Aliiminyum nanopartikiilleri ila¢ uygulamalar1 gibi alanlarda kullanilmaktadirlar

( Kumbigak 2013).

Son zamanlarda metal nanopartikiillerin insan hiicreleri tiizerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin arastirilmasi i¢in yapilan ¢aligmalarin sayisi gittik¢e artmaktadir.
Cesitli nanopartikiillerin insan iizerinde sitotoksik ve genotoksik etkiye sahip oldugu ve
nanopartikiil konsantrasyonu artttkca DNA hasarinda artis oldugu goézlemlenmistir.
Oldukga kiiciik boyutlarindan dolayr hiicreye ve c¢ekirdege niifus edebilen metal
nanopartikiillerin, hiicrede serbest radikal olusumuna yol agarak ve DNA'ya baglanarak
genetik hasara yol acabilecegi belirtilmistir. Cesitli genotoksisite ve sitotoksisite testleri
ile bir¢ok hiicre kiiltiiriinde incelenen altin, krom, glimiis, ¢inko oksit, titanyum dioksit
ve bakir oksit nanopartikiillerinin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin olabilecegi
gozlemlenmistir (Athi-Sekeroglu 2013). Cizelge 2.1°de bazi metal nanopartikiiller ve

uygulama alanlar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Baz1 metal nanopartikiiller ve kullanim alanlar1 (Schrand ve ark. 2010)

Nanopartikiil Simge Uygulama Alanlar:

Aluminyum Al Yakat katkisi, patlayicilar, ilag uygulamalari

Altin Au Hiicresel gortintiileme, fotodinamik terapi

Demir Fe Manyetik goriintiileme, ¢evre temizligi

Gumus Ag Antimikrobial ajan, fotografcilik, piller, elektronik
Bakir Cu Antibiyotik uygulamalari, iletkenler, lubrikantlar vb.
Seryum CeO2 Parlaticilar, bilgisayar ¢ip tiretimi, yakit katkisi
Mangan Mn Katalizor, piller

Nikel Ni Baski miirekkepleri, manyetik uygulamalar, pil iiretimi
Titanyum TiO2 Fotokatalizor, antibakteriyel kaplama, boya, kozmetik
Cinko Zn Cilt koruyucular, gilines kremleri




2.2. Nanotoksikoloji

Nanometre boyutlu parcaciklar dogada kendiliginden bulunabildigi gibi endiistriyel bazi
islemler sonucunda da ortaya ¢ikabilmektedir. Nano boyutlu malzemeler, hiicresel
diizeyde canlilar {izerinde olusturabilecekleri olumsuz etkileri sebebiyle bilim
insanlarii endiselendirmektedir. Sonug olarak, nanopartikiillerin toksikoloji ve ¢evresel

etkileri agisindan incelenmeleri kaginilmazdir ( Ates ve ark. 2017).

Nanotoksikoloji, toksikoloji i¢in Onemli bir calisma alanidir. Nanotoksikoloji,
nanomateryaller ve canlilar arasindaki etkilesimler icin c¢alismalar yapmayi
amagclamaktadir. Nanomateryaller ile yapilan ¢alismalar nanomateryallerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin olabilecegini gdstermistir. Ornegin, altin nanopartikiillerin fetal
bariyeri gectigi ve fullerenlerin fare embriyolar1 {izerinde oliimciil etkisinin oldugu
belirtilmistir (Bacanli ve ark. 2014). Nanopartikiillerin toksik 6zellikleri yiizey alan,
¢Oziiniirliik, kimyasal kompozisyon, miktar ve maruziyet siiresi gibi parametrelere bagli

olarak degisiklik gostermektedir (Coskun 2013).

Genotoksik ag¢idan ele alindiginda, olduk¢a kiiciik boyutlarindan dolay1
nanomateryaller, hiicre membranlarindan hiicre icine niifus edebilir, DNA ile direk
etkilesime girebilir. Olusabilecek hasarlar onarilmazsa DNA'da mutasyona yol

acabilecegi diisiiniilebilir.

Nanopartikiilerin, DNA'ya hasar mekanizmalar1 incelendiginde; mitoz sirasindan
cekirdege girebilecegi ve DNA'ya dogrudan temas edebilecegi Ongoriilmiistiir.
Nanopartikiil yiizeylerinde reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olusumu ile hiicrede bulunan
DNA, protein, lipit gibi makromolekiiller ile etkilesime girerek hiicresel hasara sebep
olabilir. Nanopartikiiller mitokondride elektron tasima sistemini etkileyerek veya
mitokondriyal enzimlerle etkilesime girerek ROS olusumuna neden olabilir ve bu
sekilde hiicrelere zarar verebilir (Kumbicak 2013). Genotoksisitesi calisilan bazi

nanopartikiiller Cizelge 2.2'de gosterilmistir.



Cizelge 2.2.Genotoksisitesi ¢alisilan bazi1 nanopartikiiller

Materyal Organizma Test yontemi Bulgular Referans
Altm Insan fetal | 8-OHAG olgmek | - Oksidatif DNA | Li ve ark. 2008
nanopartikiilii akciger tizere HPLC hasari
(AUNP) fibroblast hiicre belirlenmigtir.
hatt1 (MRC-5) -Hiicre olimiinde
artis olmamustir.
-Bazi DNA tamir
genlerinin  down
regiilasyonu
goriillmiistiir.
Giimiis Fare embriyonik | -MN testi -Onemli miktarda | Papageorgiou
nanopartikiilii kok hiicre ve | -Kometi testi stiperoksit(O2 *7) | ve ark. 2007
(AgNP) fibroblastlari -8-MTT ve LDH | ve hidroksil
(MES ve MEF) | testleri (OH*)
radikallerinin
olusumu
gOrilmistir.
-Mn frekansi, %
komet kurugu ve
sitotoksisitede
doza bagh artig
gorilmiistiir.
Su-Ceo fulleren | Periferal kan | - Komet testi Genotoksik yanit | Dhawan ve
slispansiyonu lenfositleri olusumunda doza | grk. 2006
(nCeo) (PBL) bagh artig
gorilmiistiir.
Titanyum oksit | Periferal ~ kan | -MN testi -Hiicre Kang ve ark.
nanopartikiili lenfositleri -Komet testi viabilitesinde 2008
(TiO2NP) (PBL) doza ve zamana
bagli diisiis
gozlenmistir.
-MN frekans1 ve
ROS olusumunda
doza bagh artig
gbzlenmistir.
Cok  katmanli | Tipll pnomosit | -EX vivo ve in | Ex vivo ve in | Muller ve ark.
karbon (AT-1) ve | vitro MN testi vitro MN | 2008
nanotiipler meme  kanseri testlerinde  doza
(MWCNT) hiicre hattt bagli olarak MN
(MCF-7) frekansinda
6nemli Olgiide

artig goriilmiistiir.




2.2.1. Nanopartikiillerin hiicrede ROS olusumundaki rolii

Nanomateryallerin bilesimi ve yiiksek yiizey alanlar1 hiicrede ROS olusumuyla
iligkilidir. Hiicrede olusan ROS nanomateryallerin toksisitesinin belirlenmesinde 6nemli
etkenlerden biridir. Bazi ¢aligmalar metal-metal oksit nanopartikiillerinin ROS
olusumuna ve oksidatif stres araciligiyla DNA hasarina sebep oldugunu gostermistir

(Kumbigak 2013).

Serbest radikaller, yapilarinda eslesmemis elektron iceren atom veya molekiillerdir. Bu
elektronlar bir ¢cok radikalle paylasilabilir. Serbest radikaller hiicrelerde metabolizma
sonucunda Uretilir. Organizmada olusan serbest radikaller ya da ROS miktar1 arttiginda

oksidatif stres olusur. Buna bagli olarak, hiicrede serbest oksijen radikalleri artar ve

antioksidan seviyeleri diismeye baslayarak homeostasinin bozulmasina neden olabilir.

Bir¢cok nanopartikiiliin hiicrede oksidatif strese neden oldugu ve hiicresel hasara yol
actigi ileri stiriilmistiir (Stone ve ark. 2007). Nanopartikiil boyutu kiiciildiikge ve yiizey
alan1 arttikca hiicrede ROS olusumunun arttigini, oksidatif stresin arttigini ve hiicresel

hasarin arttigin1 gosteren ¢aligsmalar mevcuttur.

2.3. Toksisite Test Yontemleri

2.3.1. Sitotoksisite testleri

XTT Testi

XTT testi, hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu 6lgen bir testtir. XTT test yonteminde,
hiicreler igindeki mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerin kapasitesi ile canlilik ve

poliferasyon tespit edilir (Kocaoglu 2014).

XTT yontemi ilk defa 1988 yilinda Scudiero ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir
(Kocaoglu 2014). XTT, renksiz ya da hafif sar1 renkli bir bilesiktir. XTT ayracinda
bulunan tetrazolium halkasi canli hiicrelerde mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan
parcalanarak turuncu-kirmizi renkli formazon kristalleri olusturur. Dehidrogenaz enzimi

hiicre oldiikten kisa bir stire sonra inaktive olur, bu nedenle turuncu-kirmizi renkli



formazon boyast sadece canli hiicrelerde olusur. Sonug olarak, 6rnekteki canli hiicre

sayis1 olusan formazon boya miktari ile dogru orantilidir (Kumbigak 2013).

2.3.2. Genotoksisite testleri

Komet Testi (Tek hiicre jel elektroforez yontemi)

Komet testi yani tek hiicre jel elektroforez yontemi, kisa siirede uygulanabilmesi ve
giivenilir sonug alinabilmesi agisindan kimyasal ve fiziksel etmenlerin sebep olabilecegi
DNA hasarmin tespiti i¢in kullanilan bir yontemdir (Akga 2015). Rydberg ve Johanson
tarafindan 1978 yilinda DNA sarmal kiriklarinin tespiti i¢in kullanilmistir. 1984 yilinda
Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilerek, notral pH lizis sartlarinda DNA ¢ift sarmal
kiriklarini tespit tespit etmek amagli kullanilmigtir. Komet yontemi, diger test
yontemlerine gore az maliyetli olmasi, hizli ve basit bir yontem olmasi nedeniyle
fiziksel ve kimyasal etmenlere bagli olusan DNA hasarlarinin tespitinde, kanser
hastalarinda DNA hasarinin derecesinin belirlenmesinde, bazi kalitsal hastaliklarin
tanisinda kullanilan diisiik hasar seviyesini belirleyebilen ve az hiicre sayisi ile sonug

alinabilen 6nemli bir yontemdir.

2 P
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’
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37°C 'de diisiik Komet lamina ile histon @
erime noktal | hiicreler proteinleri
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karistirtlie.
t ' v / W
Alkali ¢Ozelti "W, s; !
iginde 30 dak. R B q -
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Sekil 2.2.Komet testi asamalari



Komet test yonteminde,alkali pH'da farkli molekiil agirliklarima ve farkli elektrik
yiikiine sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli uzakliga go¢ etmesi esastir.
Sonugta elde edilen goriintii kuyruklu yildiz1 andirdig igin de "komet" (comet;kuyruklu
yildiz) olarak adlandirilmistir. Bu yontemde hiicreler oncelikle agaroza yerlestirilerek
lamlar iizerine yayilir. Sonrasinda lizis islemi uygulanir ve alkali elektroforez
tamponunda yliriitme saglanir. Floresan boyalar ile boyanan hiicreler floresan
mikroskop altinda incelenir. Sonugta olusan hiicreler kuyruklu yildiz goriintiisi
vermektedir. Hiicreler, nukleusun bulundugu bir bas kismi ve DNA fragmentlerinin
bulundugu bir kuyruk kismindan olusmaktadir. Bas bolgesi ve komet kuyrugu
arasindaki oranlardan yapilan hesaplamalar ile DNA hasar1 belirlenmektedir (Kumbicak

2013, Akga 2015).

2.3.3. Enzimatik analizler

ROS Testi

ROS testi hidroksil, peroksil veya hiicre i¢ginde reaktif oksijen tiirlerinin aktivitesini
Olgmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Hiicreye giren 2°, 7’-Diklorodihidrofloresein
diasetat (DCFH-DA) hiicresel esterazlarin etkisi ile 2°, 7’-Diklorodihidrofloreseine
(DCFH) doniistiiriiliir. Bu yapilarin floresan 6zelligi bulunmamaktadir. DCFH hiicrede
reaktif oksijenlerin olmas1 durumunda floresan 6zellikteki

2’, 7’- Diklorodihidrofloresein (DCF)’e hizli bir sekilde oksitlenir. Hiicre icindeki ROS
seviyesinin artigina bagli olarak floresan yogunlugu da artar (Kumbigak 2013, Huriyet
2017).

Hiicreler, 96 kuyucuklu mikroplakalarda kiiltiire edilir ve sonra DCFH-DA ile birlikte
inkiibasyona birakilir. Etkisi arastirilan ROS 6rnekleri hiicrelere eklenir ve kisa siireli
bir inkiibasyondan sonra, hiicreler standart floresan plate okuyucuda okunur. incelenen

orneklerin ROS igerigi DCF standart egri ile karsilastirarak belirlenebilir.
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2.4. Metal ve Metal Alasim Nanopartikiillerin Toksik Etkileri

Nanopartikiiller, genis ylizey alanlar1 ve kiigiik boyutlar1 nedeniyle birgok sektérde
genis kullanim alanina sahiptir. Metal ve metal alasim nanopartikiiller kolay islenebilir
olmalar1 nedeniyle oldukg¢a fazla tercih edilen nanopartikiillerdir. Gittik¢e biiyliyen
kullanim potansiyeline bagli olarak insana ve ¢evreye verebilecekleri zararlar agisindan
degerlendirilmeleri gerektigi bilim insanlar1 tarafindan diisiintilmiistiir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar, nanopartikiillerin hiicrelere farkli yollarla girerek toksik etki
olusturabildigini gostermistir. Bakir, ¢inko, aliiminyum, glimiis gibi metal tabanlh
nanopartikiillerin toksik etkileri gosterilmisken metal alasim nanopartikiiller ile ilgili

calismalar halen yeterli diizeyde degildir.

Kozmetikte yaygin olarak kullanilan maddelerden biri ¢inko oksit (ZnO)
nanopartikiilleridir. Sharma ve ark.(2009) ZnO nanopartikiillerinin A431 insan
epidermal hiicre hattinda olusabilecek genotoksik etkilerini arastirmak icin bir ¢alisma
yapmislar ve ZnO nanopartikiillerin diisiik konsantrasyonlarda bile lipid peroksidasyonu
ve oksidatif stres yoluyla insan epidermal hiicrelerinde genotoksik etkiye neden

olduklarini gostermislerdir.

S6zen(2017) glimiis nanopartikiilii ile sicanlar iizerinde yaptig1 calismada, doz miktari
arttik¢a viicutta oksidatif stres olusumunun arttigin1 ve karaciger toksisitesinin arttigini
gostermistir. Nanopartikiiliin sahip oldugu olduke¢a kiigiik boyutlarin da toksisitenin

artmasinda etkili oldugunu belirtmistir.

Fare spermatogonium kok hiicre hatti iizerinde yapilan bagka bir calismada hiicreler
glimiis nanopartikiillere maruz birakilarak sitotoksisite agisindan degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore nanopartikiile maruziyet doz ve siire bakimindan arttikca
hiicrelerde nekroz ve apoptoz olusumuna bagl toksisite gozlenmistir. Sonug olarak ayn
sekilde maruziyetin insanlarda dogurganligin azalma sebebi olabilecegi diisiintilmiistiir

(Hofmann 2005).

Klien ve Godni¢-cvar (2012) farkli metal nanopartikiillerin  genotoksik etkilerini

arastirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada, bazi nanopartikiillerin deney hayvanlarinda hem
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kromozomal hasarlarahem de DNA zincirinde kirtlmalara yol agtigini gostermistir. Bu
etkilerin, sadece partikiil biliylikligi, ylizey modifikasyonu ve maruz kalma sekline

degil, ayn1 zamanda maruziyet siiresine de bagl oldugunu belirtmislerdir.

Metal nanopartikiillerle ilgili fazla sayida ¢alisma bulunmasina karsilik metal alagim
nanopartikiillerle ilgili yapilan ¢alismalar ¢ok smirlidir. Nano boyuttaki metallerin
boyutlar1 ayni elemantal yapidaki saf metallere oranla ¢ok daha kii¢lik oldugundan
farkli fiziksel ve kimyasal 6zellikler gosterebilmektedirler. Metal alasim nanopartikiiller
ise kendilerini olusturan metal nanopartikiillerden ¢ok farklt  6zellikler
gostermektedirler. Bu nedenler nanotoksisite ¢aligmalarinin zamanla artarak devam

etmesi zorunluluk haline gelmistir.

Bu ¢alismada, Giimiis-Kalay (Ag-Sn) metal alasim nanopartikiillerinin saglikli insan
akciger epitel hiicreleri(BEAS-2B) {izerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
arastirilmast  amaglanmistir. Elde edilen bulgular adi gecen metal alasim
nanopartikiillerin ~ biyolojik uygulamalarda dosaj belirlenmesi ve ¢evresel

diizenlemelerde konsantrasyon belirlenmesi agisindan veri olusturacaktir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu tez calismasi Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii'nde bulunan Hiicre
Kiiltiirii ve Genetik Toksikoloji laboratuvarinda yapilmisgtir. Calismada Ag-Sn alagim
nanopartikiillerinin saglikli insan akciger epiteli (BEAS-2B) hiicreleri iizerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Arastirma sirasinda XTT testi, Komet

yontemi ve ROS testi uygulanmistir. Deney basamaklari asagida siralanmustir;

3.1. Ag-Sn alagim nanopartikiiliiniin temin edilmesi ve karakterizasyonu
3.2. Kullanilan ekipman ve sarf malzemeler

3.3. Saglikl akciger epitel (BEAS-2B) hiicre kiiltiirli ¢alismalari

3.4. Kontrol ve doz gruplarinin belirlenmesi

3.5. XTT hiicre canlilig1 belirleme testi

3.6.Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) yontemi

3.7. ROS testi ile olast hiicre i¢i etki mekanizmalarinin tespiti

3.1. Ag-Sn alasim nanopartikiillerinin temin edilmesi ve karakterizasyonu

Calismada 1 mg Ag-Sn metal alasim nanoapartikiilleri 1 ml besiyeri i¢cinde ¢ozlilmiistiir.
20 dk ultra sonikatérde sonike edilmistir.Olusan ¢6zeltinin karakterizasyonu hizmet
alimi ile gerceklestirilmistir.Bu asamada zeta potansiyeli dl¢limii, dinamik 1s1k sac¢ilim
spektrofotometresi (DLS) ve transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) analizleri

yaptirilmistir.

Zeta potansiyeli 0l¢iimii

Zeta potansiyeli basit olarak tanecikler arasindaki itme veya ¢ekme degeri Ol¢limii
olarak tanimlanabilir (Hunter 1981). Zeta potansiyeli partikiiliin ylizey ylikiine bagh
olup genellikle 15 mV 'dan yiiksek ya da -15 mV'dan kiiciik degere sahip partikiiller
stabil olarak kabul edilir. Bundan dolay1 calismalarda kullanilacak nanopartikiillerin

cozeltideki zeta potansiyeli belirlenmelidir.
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Calismada hazirlanan ¢ozeltideki Ag-Sn alasim nanopartikiiliiniin zeta potansiyeli 25 °C

'de Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Ins.) cihazi kullanilarak belirlenmistir.

Dinamik 151k sacilim (DLS) spektrofotometresi analizi

Calismada, AQ-Sn alasim nanopartikiil ¢ozeltisindeki parcaciklarin blytikliikleri
Malvern CGS-3 (Malvern Inst.) dinamik 1sik sagilim spektrofotometresi ile 25 °C

sicaklikta ve 90 derece agida Olclilmiistiir.

Transmisyon elektron mikroskopi (TEM) analizleri

Ag-Sn metal alasim nanopartikiillerinin biyiikliik ve dagilimi hakkinda veri elde etmek
ve DLS verilerini dogrulamak amaciyla transmisyon elektron mikroskobik (TEM)
analizleri yapilmistir.Bu asamada hazirlanan ¢ozeltiden alinan 6rnekler 300 mesh'lik

bakir gridler iizerine damlatilmis ve bir gece boyunca kurumaya birakilmistir (Dhawan

ve ark. 2006).

3.2. Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan ekipmanlar Cizelge 3.1'de, kullanilan sarf malzemelere ait bilgiler

Cizelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipmanlar

Ekipman Marka / Model

Floresan/Isik mikroskop NIKON — ECLIPSE 80i
Goruntiileme sistemi KAMERAM

-80°C derin dondurucu ELCOLD

Distile su cithazi MP MINI PURE — DEST UP
Su banyosu NUVEBATH NBS

Ultrasonik su banyosu
Isitmal1 manyetik karigtirict
Hassas terazi (Max: 220/82 g)
Kaba Terazi (Max: 2000 g)
Azot tanki

BANDELIN - RK 31
MTOPS — MS300HS
SHIMADZU — AUW?220D
RADWAG - WTB2000

INT. CRYOGENICS - IC 20R
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Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipmanlar(devami)

Ekipman Marka / Model

pH metre HANNA — HI 221
-20°C derin dondurucu ALASKA — ADF 06 V
+4°C cam kapakl1 buzdolabi HORECA — HRS 375 CH
Sogutmali santrifiij SIGMA - 2-16PK

Etiiv (37°C ve %5 CO; takviyeli) BINDER - CB 150
Class 11 steril kabin (laminar flow) THERMO

Inverted mikroskop SOIF
Elisa Reader Fluoroskan Ascent FL 2.6 THERMO
Hiicre sayim cihazi ROCHE

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme Firma / Katalog No

Steril pipetler (5,10 ve 25 ml' lik) COSTAR STRIPETTE
Serolojik pipet tabancasi BIOHIT MIDI PLUS

Steril 15 ml' lik tiipler FALCON

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75) FALCON

Etil alkol AY-KIM

Triton X-100 GERBU 2000

Bovine Serum Albumin SIGMA- ALDRICH A9418
RPMI-1640 (500 ml) LONZA 12-702F

DPBS (500 ml) SIGMA 08537

Penisilin — Streptomisin THERMO SH40003.12
L-Glutamin (100 ml) SIGMA — ALDRICH G7513
Sodyum piruvat (100 ml) THERMO SH30239.01
Fetal Bovine Serum SIGMA - ALDRICH F9665
% 0,25 Tripsin-EDTA SIGMA — ALDRICH T4049
DPBS/Modified THERMO SH30028.02

XTT Test Kiti BI

DCFH-DA TRC CANADA

3.3. Saghkh akciger epitel (BEAS-2B) hiicre kiiltiirii calismalar:

Calismada daha 6nce bir¢ok genotoksisite aragtirmasinda kullanilmis olan
BEAS-2B yani saglikli akciger epitel hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler, filtre kapakli
T-75 flasklarda, % 10 fetal sigir serumu (FBS), %1 PSA (Penisilin, Streptomisin,
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Anfeterosin) ve 1g/L glukoz iceren RPMI besiyerinde ¢ogaltilmigtir. BEAS-2B hiicre
kiltiirleri, filtreli T-75 flasklar igerisinde 37 °C' lik %5 CO2 igeren ortamda
blytitilmiistiir.

Besiyerinin hazirlanmasi: 500ml'lik RPMI-1640 iizerine;3 ml L-Glutamin,6 ml
Penisilin — Streptomisin,6 ml Sodyum piruvat,60 ml Fetal Bovine Serum (FBS)
eklenerek hazirlanan besiyeri biraz ¢alkalanarak homojen karismasi saglanir. Calisma
bittikten sonra agzi sikica parafin ile kapatilarak +4°C' ye kaldirilir. Besiyeri hiicre

hatlar1 iizerinde tekrar kullanilacagi zaman su banyosunda uygun sicakliga getirilmesine

dikkat edilir.

Hiicrelerin pasajlanmasi protokolii

Hiicre kiiltiirlerinin devamini saglamak ya da yeni deneyler kurmak i¢in dolu flasklarin

yenilenmesine pasajlama denir.

BEAS-2B hiicreleri kiiltiir kabinin ylizeyine tutunarak biiyliyebilen hiicrelerdir. Bu
nedenle pasajlama islemi sirasinda Oncelikle tutunduklar kiiltiir kabi yiizeyinden
ayrilmalart gerekmektedir. Bu islem tripsin denen protein sindiren bir enzimle
gergeklestirilir. Tripsin ¢ézeltisinin hazirlanmasi i¢in 80 ml' lik PBS' e 20 ml' lik Tripsin

eklenir. Pasajlama basamaklar1 sdyledir;

1. Pasajlanacak hiicre kiiltiirii flaskindan besiyeri aspire edilir.

2. Flaskta kalan hiicreler uygun miktarda PBS ile ~1 dk yikandiktan sonra PBS aspire
edilmistir.

3. Tripsin eklenerek birka¢ dakika beklenmis ve invert mikroskop altinda hiicrelerin
yiizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol edilmistir.

4. Tripsin aktivitesini durdurmak i¢in flaska tripsin ile ayni miktarda besiyeri
eklenmistir.

5. Flasktaki hiicre siispansiyonu serolojik bir pipet yardimiyla 15 ml'lik falkon tiipiine
aktarilmistir.

6. Tiipte bulunan hiicre siispansiyonu +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.
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7. Hiicrelerin iizerinde yaklasik olarak 500 pl siipernatant kalacak sekilde aspire edilmis
ve kalan kisim tekrar slispanse edilmistir.

8. Hiicre sayim cihazi ile hiicre sayis1 belirlenmistir.

9. Yeni bir flaska uygun miktarda besiyeri koyulmus ve istenilen hacimdeki hiicre

siispansiyonu eklenerek inkiibasyona birakilmistir.

3.4. Kontrol ve doz gruplarinin belirlenmesi

Bu calismada negatif ve pozitif kontrol olmak {iizere iki ¢esit kontrol grubu

kullanilmastir.

Negatif kontrol: Hiicrelerin herhangi bir ajanla muamele edilmedigi kontrol grubudur.
Pozitif kontrol: Genotoksisite ve sitotoksisite test sistemlerinin dogru sekilde ¢alisip
calismadigimi kontrol etmek amaciyla hiicreler 1000 uM'lik hidrojen peroksit (H20>) ile
muamele edilmistir.

Sitotoksisite testlerti;

Ag-Sn metal alasim nanopartikiillerinin sitotoksik etkisinin belirlenebilmesi i¢in 24 saat
boyunca BEAS-2B hiicreleri Cizelge 3.3'te belirtilen konsantrasyonlarda nanopartikiil
¢ozeltisine maruz birakilmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemek amaciyla XTT testi

uygulanmis ve IC50 degerinin belirlenmesi amaglanmastir.

Cizelge 3.3. Sitotoksisite testleri i¢in belirlenen konsantrasyonlar

KONTROL GRUPLARI KONSANTRASYON

Negatif Kontrol lpug/ml 24 pg/ml 256 pg/ml

Pozitif Kontrol 4pg/ml 32 pg/ml 512 pg/ml
12pg/ml 64 pg/ml  1024pg/ml

16pg/ml 128 pg/ml
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Genotoksisite testleri;
Sitotoksisite testleri degerlendirmesi sonucunda genotoksisite test dozlar1 belirlenmistir.
Genotoksisiteyi belirlemek amaciyla Komet yontemi uygulanmistir. Belirlenen

genotoksik test konsantrasyonlari Cizelge 3.4'te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Genotoksisite testleri i¢in belirlenen konsantrasyonlar

KONTROL GRUPLARI KONSANTRASYON
Negatif Kontrol 50 pug/ml 200 pg/ml
Pozitif Kontrol 100 pg/ml 400 pg/ml

3.5. XTT hiicre canlilig: belirleme testi

Yapilan testte Ag-Sn nanopartikiiliiniin sitotoksisitesinin tespiti amaciyla belirlenen
konsantrasyonlarda XTT testi uygulanmistir. Calismada pozitif kontrol olarakhidrojen
peroksit(H20.) kullanilmistir.

Hidrojen Peroksit (H202) ¢ozeltisinin hazirlanmasi;

%35'lik ana stok ¢ozeltisinden alinan 6,318 pl H20> tizerine 4993,682 ul steril saf su

eklenerek 5 ml'lik yeni stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

XTT cozeltisinin hazirlanmasi;

-20 derecede bulunan XTT' ve XTT" ¢ozeltileri, 1s1ks1z ortamda 37°C su banyosunda

1sitilmis ve 1:50 oraninda karistirilmastir.

XTT test protokolii;

1. 96 kuyucuklu plakada her bir kuyucuga 200 pl besiyeri eklenmistir. Ilk siraya ekilen

besiyerleri blank olarak birakilmis ve hiicre eklenmemistir. Burada amag¢ plaka
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okuyucusu ELISA cihazinda besiyerinin absorbans degerlerini ne kadar etkiledigini
bulup sonuglarimizin ortalamasindan ¢ikarmaktir.

2. Hiicre sayimi yapilarak blanklar disindaki her bir besiyeri igeren kuyucuga 5000 adet
hiicre ekilmis ve 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

3. 24 saat sonunda her kuyucuktan besiyeri aspire edilmis ve tekrar 200 pl besiyeri
eklenmistir.

4. XTT testi i¢in belirlenen konsantrasyonlardamadde eklenmis ve hiicreler tekrar
inkiibatore kaldirilmastir.

5. 24 saat sonunda kuyucuklardaki besiyerleri aspire edilerek PBS ile yikama
yapilmuistir.

6. Kuyucuklara 100 pl besiyeri ilave edilmistir.

7. Her bir kuyucuga hazirlanmis olan XTT soliisyonundan 50 pl eklenmistir.

8. XTT eklenmis plak 37°C 'de %5'lik COz igeren inkiibatorde 2 saat bekletilmistir.

9. Inkiibasyon sonunda Elisa cihazinda 450 nm ve 630 nm dalga boyunda absorbans

degerleri olctilmiistiir.

Bu caligmada her bir kontrol ve muamele gruplari farkli zamanlarda ikiser tekrarl
olmak tizere bes kez tekrar edilmistir. Blanklar dahil her bir grubun ortalamasi
alinmistir.  Blanklarin  ortalamalari, kontrol ve doz gruplart ortalamalarindan
cikarilmistir. Elde edilen degerlerden her bir doz i¢in asagidaki formiil kullanilarak

inhibisyon hesaplamasi yapilmuistir.

Inhibisyon = (1 - Inhibisyonu Hesaplanan Doz Ort. / Negatif Kontrol Ort.)*100

% Canlilik = (100 - Hesaplanan Doz Inhibisyonu)

3.6.Tek Hiicre Jel Elektroforez (KOMET) yontemi

Bu test, Ag-Sn metal alasim nanopartikiillerinin BEAS-2B hiicre hatt1 iizerinde neden
oldugu tek iplik kiriklarinin belirlenmesi i¢in uygulanmistir. Kullanilacak dozlar
canlilik testi degerlendirilerek 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml ve 400 pug/ml olarak
belirlenmistir. Calismada pozitif kontrol olarakhidrojen peroksit (H202) kullanilmistir.

19



3.6.1. Komet testi hazirhik asamalari

Lamlarin agar ile kaplanmasi;

0,75 gr normal melting agaroz 100 ml distile suya eklenip ve karigim isitilmistir.
Lamlar buzlu kisimlarinin yarisina kadar agaroza batirilmis, alt kismi silinerek havada
kurumaya birakilmistir.

Low melting agaroz (LMA) icin PBS hazirlanmasi,

50 ml distile suda 0,48gr PBS ¢o6ziilmiistiir.

Low Melting Agaroz (LMA) hazirlanmast;

0.065 gr LMA tartilip 10 ml PBS'de ¢6ziilmiistiir.

Lizis Buffer hazirlanmasi;

178 ml distile su igerisinde 2,5 M NaCl'den 29,22 gr; 100 mM NaEDTA' dan 7,4448
gr; 10 mM Tris'den 0,2422 gr tartilarak ¢oziinmiistiir. NaOH veya HCI kullanilarak
pH=10 olacak sekilde ayarlanmistir. Lizis buffer isleminden 6nce ¢ozeltiye toplam
hacmin % 1'i kadar Triton X 100 ve % 10" u kadar DMSO eklenmistir.

Running Buffer hazirlanmasi;

0,569 Na;EDTA ve 82 NAOH 1,5 It distile suda (pH 13) ¢oziilerek hazirlanmistir. +4°C

'de saklanmustir.

Notralizasyon Buffer hazirlanmasi;

4,8456¢ Tris (pH 7,5) 100ml distile suda ¢oziilmiistiir. +4°C'de saklanmugtir.
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Etidyum bromiir boyasinin hazirlanmasi;

Etidyum bromiir, 20 pg/ml konsantrasyonda distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

3.6.2. Komet test protokolii

1. Hiicreler 15 ml'lik falkon tiipiinde +4 °C' de, 1000 rpm' de, 5 dk santrifiij edilmistir.
2. Siipernatant kisim atilmis ve kalan kisim tekrar siispanse edilmistir.

3. Hiicre slispansiyonundan sayim yapilarak hiicre sayis1 belirlenmistir.

4. Hiicrelerin yogun oldugu tiirlere PBS eklenerek seyreltilmistir.

5. Hiicreleri agaroz i¢ine gdmmek icin (LMA) agar hazirlanmastir.

6.Su banyosunda 37°C'de bulunan ependorflarin igine 250'ser ul LMA aktarilmustir.

7. PBS hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak LMA bulunan ependorflara aktarilmig
ve mikropipet yardimiyla siispanse edilmistir.

8. Bu silispansiyondan 50 pl alinarak onceden agaroz kaplanmis lamlarin iizerine
yayilmis ve lamelle kapatilarak buz akiilerinin lizerinde sogumaya birakilmistir.

9. Lamlar +4°C'de 15 dk bekletildikten sonra iizerlerindeki lameller yavasca alinmustir.
10. Lamlarin {izerine lizis buffer soliisyonu eklenerek +4°C'de 1 gece bekletilmistir.

11. Elektroforez tankina dizilen lamlarin {izerini kapatacak kadar runnig buffer
soliisyon eklenerek 20 dk bekletilmistir.

12. 20 dk sonra yiiriitme islemine gecilmistir. Gii¢ kaynagi 300 mA ve 25 V 'a
ayarlanarak 25 dk yiiritme islemi yapilmis ve +4 °C nétralizasyon tamponunda 5dk
bekletilmistir.

13. Islem sonunda lamlar distile su ile yikanarak havada kurumaya birakilmistir.

14. Lamlar 5 dk soguk etanolde fikse edilerek tekrar kurumaya birakilmistir.

15. Lamlar 1 dk siireyle Etidyum Bromiir ile boyanarak tizeri lamel ile kapatilmis ve
floresan mikroskopta 40X biiylitmede fotograflanmistir.

16. Her lamdan 100 hiicre sayilarak degerlendirme komet yazilimi yardimiyla

yapilmustir.
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3.7. ROS Testi ile Olas1 Hiicre ici Etki Mekanizmalarinin Tespiti

ROS testi

Ag-Sn alasim nanopartikiillerin  hiicre i¢i ROS olusumuna etkisi 2°, 7’-
Diklorodihidrofloresein diasetat (DCFH-DA) kullanilarak belirlenmistir. DCFH-DA
hiicrelerin igine girerek hiicresel esterazlarin etkisiyle 2°,7’- dichlorodihydrofluorescin
(DCFH) olusturur. Bu iki maddenin floresan 6zelligi yoktur ancak DCFH reaktif
oksijenlerin varliginda yiikseltgenerek 2°,7°- dichlorodihydrofluorescein (DCF) ye
doniistir. DCF yliksek oranda floresan 6zellikte bir maddedir.

Hiicreler 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, konsantrasyonlardaAg-Sn alagim
nanopartikiillere maruz birakilmigtir. Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit
kullanilmistir. Kisa bir siire inkiibasyonun ardindan, hiicreler standart floresan plate

okuyucuda okunmustur.

ROS test protokolii;

Calisma igin hiicreler T75cm? lik flasklara ekilmistir. Biiyiimeye birakilan hiicreler 96
kuyucuklu siyah plakalara aktarilmistir. 24 saat siiresince 37 °C ve %5 CO: igeren
ortamda inkiibe edilmistir. Bekleme siiresinin sonunda besi yeri degistirilen hiicreler 2
defa PBS ile yikanmistir. 1X DCFH-DA/besiyeri ¢ozeltisinden hiicre kiiltiirlerine 200'
er ul eklenmis ve 120 dk inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler inkiibasyon sonunda PBS
ile 2 kez yikanmigtir. DCFH-DA yiiklenmis hiicreler Ag-Sn metal alasim
naopartikiiliinden 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 ug/ml ve 400 pg/ml dozlart ile muamele

edilmistir. Pozitif kontrol H2O2' nin IC50 dozu baz alinarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada Ag-Sn metal alagim nanopartikiiliiniin BEAS-2B hiicre hatt1 iizerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢cin XTT
testi; genotoksik etkinin belirlenmesi i¢in Komet yontemi uygulanmistir. Ayrica

nanopartikiillerin besiyeri ortaminda hiicre i¢i karakterizasyonu belirlenmistir.

4.1. Karakterizasyon ile Ilgili Bulgular

Ag-Sn metal alagim nanopartikiil ¢dzeltisinin karakterizasyonu zeta potansiyeli, DLS
analizleri ve transmisyon elektron mikroskopisi ile belirlenmistir. Cozeltinin zeta
potansiyel degeri -20.5 mV olarak belirlenmistir. Belirlenen deger ¢o6zeltinin stabil
oldugunu gostermistir. DLS ve TEM analizleri ile partikiil boyutlarinin ortalama 110
nm oldugunu gostermistir. TEM ile ¢ekilmis partikiil dagilimini gosteren fotograf Sekil

4.1'de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Ag-Sn alasim nanopartikiillerinin TEM gdsterimi
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4.2. Giimiis-Kalay Metal Alasim Nanopartikiillerinin % Canlilik Oranina Etkisi

Ag-Sn metal alasim nanopartikiillerinin yapilan c¢alismada IC50 konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in, BEAS-2B hiicre hatt1 0 png/ml, 1ug/ml, 4 pg/ml, 12 pg/ml, 16 pg/ml,
24 pg/ml, 32 pg/ml, 64 pg/ml, 128 pg/ml, 256 pg/ml, 512 pg/ml ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda Ag-Sn alasim nanopartikiilleri ile 24 saat, 48 saat ve 72 saat
sireyle muamele edilerek XTT testi uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak H20>

kullanilmistir.

4.2.1. XTT test bulgularn

Bu c¢alismada kullanilan Ag-Sn alasim nanopartikiillerin sitotoksik etki gdsteren
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla XTT testi uygulanmistir. XTT testleri
sonucunda % canlilik oranlar1 ve standart sapma miktarlari belirlenmistir. XTT testi i¢in
uygulanan Ag-Sn metal alasim nanopartikiil siispansiyon dozlari 1ug/ml, 4 pg/ml, 12
ug/ml, 16 pg/ml, 24 pg/ml, 32 pg/ml, 64 ug/ml, 128 pg/ml, 256 pg/ml, 512 pg/ml,
1024 pg/ml olarak belirlenmistir.Pozitif kontrol olarak H2O2 kullanilmustir.

Calismada uygulanan XTT testleri sonuglarina gore belirlenen % canlilik ortalamalari
yg g

ve standart sapma miktarlar1 Sekil 4.2'de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. BEAS-2B hiicreleri Ag-Sn alagim nanopartikiilii ile 24, 48 ve 72 saat siire ile
muamele edildiginde elde edilen canlilik oranlar1 ( NK: Negatif kontrol, SK: Solvent
kontrol, PK: Pozitif kontrol)

XTT testlerinde elde edilen sonuglara gore 24 saat Ag-Sn alagim nanopartikiilii ile
muamele edilen hiicreler icin IC50 degeri hesaplanamamistir.48 saat Ag-Sn alasim
nanopartikiiliine maruz birakilan hiicreler i¢in IC50 degeri 487,0323; 72 saat i¢in IC50
degeri 345,6547 olarak hesaplanmistir.

4.3. Giimiis-Kalay Metal Alasim Nanopartikiillerinin Genotoksik Etkisi

Calismada Ag-Sn metal alasim nanopartikiillerinin genotoksik etkilerinin belirlenmesi
icin, BEAS-2B hiicreleri 24, 48, 72 saat boyunca Oug/ml, 50 ug/ml, 100 pg/ml, 200
ug/ml, 400 pg/ml konsantrasyonlarda Ag-Sn Metal alagim nanopartikiilii ile muamele
edilerek Komet yontemiuygulanmistir.Doz degerleri belirlenirken XTT testi sonucunda
belirlenen IC50 degerlerinden diisiik dozlar sitotoksik etki gostermese de genotoksik
etki gosterebilecegi distiniilerek kullanilmistir.  Pozitif  kontrol olarak H20;

kullanilmistir.

25



4.3.1. Komet test bulgular

Bu tez calismasinda yapilan komet testi bulgular i¢erisinden Kuyruk uzunlugu (K.U.)
(um), Kuyruk %DNA (K.%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM; Olive Tail
Moment) parametreleri degerlendirilmistir. Komet testinde elde edilen mikroskobi
ornekleri sekil 4.3'te verilmistir. Komet testinden elde edilen verilerin ortalama
degerleri, negatif kontrol ile Ag-Sn maddesinin ¢esitli doz degerlerinin Wilcoxon Testi

ile karsilagtirilmasi (*p<0,05) Cizelge 4.2'de verilmistir.
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Cizelge 4.2. BEAS-2B hiicreleri Ag-Sn alasim nanopartikiilii ile 24, 48 ve 72saat siire ile muamele edildiginde elde edilen kuyruk
uzunlugu, %DNA miktar1 ve Olive kuyruk momenti komet degerlerinin ortalamasi ve standart hatalar1 (S.H),tlim komet parametrelerinin

negatif kontrolu ile Ag-Sn alasim nanopartikiiliiniin ¢esitli doz degerlerinin Wilcoxon Testi ile karsilastirilmasi (*p<0,05)

BEAS-2B
';f)gnitrgl E%Zr::'rfol 50ug/ml  |100pg/ml  |200ug/ml | 400pg/ml
Kuyruk Uzunlugu (um) 4,6+0,15 33,1+£2,6* 15,3+0,8* 19,7+1,1* 51,3+1,7* 61,2+1,6*
24 saat % DNA miktar1 11,1£1,3 41,242 4* 31,6+1,6* 36,1+1,9* 72,2+2,3* 82,9+1,7*
Olive kuyruk momenti 1,1+0,06 12,5+1,2% 5,7+0,44* 7,2+0,6* 25,7+1,1* 31,2+1,04*
Kuyruk Uzunlugu (um) | 5,7+0,11 41,142 4% 13,740,8%  |66242.4*  |79,742,7%  |87,2+2,7*
48.saat % DNA miktar1 8,2+0,3 42,7+0,06* 18,1+1,3* 74,9+1,7* 78,8+1,8* 88,7+1,1*
Olive kuyruk momenti 1,1+0,04 19,04+1,42* 18,1£1,2* 32,9+1,4* 39,4+1,6* 44 3+1,4*
Kuyruk Uzunlugu (um) 4,7+0,08 48,5+2,25* 9,4+0,5* 22,9+1,4* 59,8+2,7* 119,1+1,9*
72.s5aat % DNA miktar1 7,7+£0,3 43,16+0,24* 12,1+0,8* 32,1+1,9* 63,9+£2,2* 95,3+0,5*
Olive kuyruk momenti 0,9+0,03 27,9+2,1* 1,9+0,16* 7,4+0,7* 27,4+1,6* 62,3£1,1*
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Sekil 4.3. Komet testi ile olusturulan preparatlarin mikroskop goriintii 6rnekleri(X20)

Elde edilen veriler dogrultusunda 24 saat sonunda negatif kontrol grubunda kuyruk
uzunlugu degeri 4,6um=0,15um olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol (H20.) grubunda
ise 33,1um + 2,6 um olarak belirlenmistir. 50 pg/ml; 100 pg/ml; 200 pg/ml; 400 pg/ml
doz uygulamalarinda ise sirastyla 15,3um £ 0,8um; 19,7um £ 1,1um; 51,3um + 1,7um;
61,2um + 1,6um olarak belirlenmistir. Negatif Kontrol ile pozitif kontrol ve diger
konsantrasyonlar arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu

belirlenmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda 48 saat sonunda negatif kontrol grubunda kuyruk
uzunlugu degeri 5,7 um+0,11 um olarak belirlenmistir.Pozitif kontrol (H202) grubunda
ise 41,1 um + 2,4 um olarak belirlenmistir. 50 pg/ml; 100 pg/ml; 200 pg/ml; 400 pg/ml
doz uygulamalarinda ise sirasiyla 13,7 um £ 0,8um; 66,2 um + 2.4um; 79,7 um +
2,7um; 87,2 um + 2,7um olarak belirlenmistir. Negatif kontrol ile pozitif kontrol ve
diger konsantrasyonlar arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

oldugu belirlenmistir.
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Elde edilen veriler dogrultusunda 72 saat sonunda negatif kontrol grubunda kuyruk
uzunlugu degeri 4,7 um+0,08 pm olarak belirlenmistir.Pozitif kontrol (H202) grubunda
ise 48,5 um £ 2,25 um olarak belirlenmistir. 50 pg/ml; 100 ug/ml; 200ug/ml; 400
png/ml doz uygulamalarinda ise sirastyla 9,4 um £ 0,5um; 22,9 um + 1,4pum; 59,8 um +
2,7um; 119,1 um = 1,9um olarak belirlenmistir. Negatif kontrol ile pozitif kontrol ve
diger doz gruplari arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu

belirlenmistir.

Sekil 4.4.'te BEAS-2B hiicrelerinin Ag-Sn alagim nanopartikiil ile 24, 48 ve 72 saat siire
ile muamele edildiginde elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri, 24. saatteki
konsantrasyon gruplarinin kuyruk uzunlugu degerleri ile 48 ve 72. saatteki
konsantrasyon gruplarinin kuyruk uzunlugu degerlerinin Wilcoxon Testi ile

karsilagtirilmasi (*p<0,05) verilmistir.

Kuyruk uzunlugu(pum)
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Sekil 4.4. BEAS-2B hiicrelerinin Ag-Sn alagim nanopartikiil ile 24, 48 ve 72 saat siire
ile muamele edildiginde elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri, 24. saattaki
konsantrasyon gruplarinin kuyruk uzunlugu degerleri ile 48 ve 72. saatteki
konsantrasyon gruplarinin  kuyruk uzunlugu degerlerinin  Wilcoxon Testi ile
karsilastirilmasi (*p<0,05)
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Komet test uygulamasinda diger bir degerlendirme parametresi ise % DNA miktaridir.
Komet testinde Olciilen kuyruk % DNA grafigi Sekil 4.5' te gosterilmistir. 24 saat
sonunda negatif kontrol grubu i¢in kuyruk % DNA miktar1 11,1 £ 1,3 iken pozitif
kontrol grubu i¢in degerler 41,2+ 2,4 olarak bulunmustur. 50 pg/ml; 100 pg/ml; 200
png/ml; 400 pg/ml doz uygulamalarinda ise sirastyla 31,6 += 1,6; 36,1 + 1,9; 72,2 + 2.3;
82,9 + 1,70larak belirlenmistir. Negatif kontrol ile pozitif kontrol ve diger doz gruplari
arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir. 48
saat ve 72 saat uygulanan Ag-Sn alasim nanopartikiil maruziyetinden sonra kuyruk %
DNA miktarlar1 negatif kontrol i¢in sirasiyla 8,2 + 0,3 ve 7,7 + 0,3olarak, pozitif kontrol
igin sirasiyla 42,7+0,06 ve 43,16+0,24 olarak ol¢iilmiistiir. Diger doz gruplar1 olan 50
pg/ml; 100 pg/ml; 200 pg/ml; 400 pg/ml i¢in 48 saat sonunda sirastyla 18,1 + 1,3; 74,9
+ 1,7; 78,8 + 1,8; 88,7 = 1,1olarak; 72 saat sonrasinda sirastyla 12,1 = 0,8; 32,1 = 1,9;
63,9 + 2,2; 953 £ 0,50larak belirlenmistir. 48 saat ve 72 saat igin yapilan
uygulamalarda negatif kontrol ile pozitif kontrol ve diger doz gruplari arasinda p<0,05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5. BEAS-2B hiicreleri x maddesi ile 24, 48 ve 72 saat siire ile muamele
edildiginde elde edilen % DNA miktar1 degerleri, 24. saatteki konsantrasyon gruplariin
kuyruk uzunlugu degerleri ile 48 ve 72. saatteki konsantrasyon gruplarinin % DNA
miktar1 degerlerinin ~ Wilcoxon  Testi ile karsilastirilmasi (*p=<0,05)
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Bu c¢alismada uygulanan komet yonteminin bir diger degerlendirme parametresi olive
kuyruk momentidir. Elde edilen olive kuyruk momenti degerleri Sekil 4.6'da
gosterilmistir. 24 saat ile ¢alisilan test grubunda negatif kontrol degeri 1,1 + 0,06 pozitif
kontrol degeri ise 12,5 + 1,2 olarak belirlenmistir. 50 pg/ml; 100 pg/ml; 200 pg/ml;
400 pg/ml doz uygulamalarinda ise sirasiyla 5,7 £ 0,44; 7,2 £ 0,6; 25,7 £1,1; 31,2 +
1,04 olarak Ol¢iilmiistiir. 24 saatlik uygulamada negatif kontrol ile pozitif kontrol ve
diger doz gruplar1 arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
belirlenmistir. 48 saat ve 72 saatlik uygulamalarda negatif kontrol sirasiyla 1,1 = 0,04 ve
0,9 + 0,03 olarak, pozitif kontrol ise sirasiyla 19,04+1,42 ve 27,9+2,1 olarak
belirlenmistir. 48 saat yapilan testte uygulanan dozlar olan 50 pg/ml; 100 pg/ml; 200
png/ml; 400 png/ml degerleri sirastyla 18,1 £ 1,2; 32,9 + 1,4; 39,4 + 1,6; 44,3 + 1,4 olarak
belirlenmistir. Negatif kontrol ile pozitif kontrol diger doz gruplar1 arasinda p<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir. 72 saatlik uygulama
sonunda olan 50 pg/ml; 100 pg/ml; 200 pg/ml; 400 pg/ml dozlart i¢in elde edilen
degerler swrasiyla 1,9 + 0,16; 74 =+ 0,7, 274 += 1,6; 623 £+ 1,1 olarak
belirlenmistir.Negatif kontrol ile pozitif kontrol ve diger doz gruplar1 arasinda p<0,05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gortilmiistiir.
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Sekil 4.6. BEAS-2B hiicreleri x maddesi ile 24, 48 ve 72 saat siire ile muamele
edildiginde elde edilen Olive kuyruk momenti degerleri, 24. saattaki konsantrasyon
gruplarinin kuyruk uzunlugu degerleri ile 48 ve 72. saatteki konsantrasyon gruplarinin
Olive kuyruk momenti degerlerinin Wilcoxon Testi ile karsilastiriimasi (¥p<0,05)
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4.3.2. ROS testi bulgular

Bu c¢alismada kullanilan Ag-Sn alasim nanopartikiiliiniin, hiicre i¢ci ROS olusumu
tizerine etkilerini aragtirmak amaciyla BEAS-2B hiicre hatt1 24, 48 ve 72 saat siirelerde
50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml ve 400 pg/ml konsantrasyonlarda Ag-Sn alasim
nanopartikiiliine maruz birakilmistir. Elde edilen ortalama degerler ile negatif kontroliin
Ag-Sn alasim nanopartikiiliiniin ¢esitli doz degerleri i¢in karsilastirilmast Wilcoxon

Testi ile yapilmistir (*p<0,05). Cizelge 4.3'te bu veriler gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. BEAS-2B hiicrelerinin bAg-Sn metal alagim nanopartikiilii ile 24, 48 ve 72 saat siire ile muamele edildiginde elde edilen ROS
degerleri, negatif kontrol ile Ag-Sn metal alagim nanopartikiiliin ¢esitli doz degerlerinin Wilcoxon Testi ile karsilastirilmasi (*p<0,05)

BEAS-2B

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol 50ug/ml 100pg/ml 200ug/ml 400ug/ml
24 saat 0,85+0,05 2,61£0,16* 0,9340,02* 1,3340,2% 1,41+0,13* 2,6+0,13%
48.saat 2,66+0,16 11,7+0,9* 3,2+0,15* 3,59+0,3* 4,3+0,3* 3,8+0,3*
72.saat 3,1+0,2 22,8+£2,05% 3,104 5,1+0,5% 12,3+1,5* 9,7+1,6*
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Uygulanan ROS testinde elde edilen verilere gore negatif kontrol degerleri 24, 48 ve 72
saat i¢in sirastyla 0,85 + 0,05; 2,66 + 0,16; 3,1 + 0,2 olarak; pozitif kontrol degerleri ise
sirasiyla 2,61 + 0,16; 11,7 + 0,9; 22,8 + 2,05 olarak Ol¢lilmistiir. Testte uygulanan
dozlar olan 50 pg/ml, 100 ug/ml, 200 pg/ml ve 400 ug/ml konsantrasyonlarin 24 saat
icin degerleri sirastyla 0,93 + 0,02; 1,33 + 0,2; 1,41 = 0,13; 2,6 £ 0,13 olarak; 48 saat
icin degerleri sirasiyla 3,2 + 0,15; 3,59 + 0,3; 4,3 = 0,3; 3,8 + 0,3 olarak; 72 saat i¢in
degerleri sirasiyla 3,1 £0,4; 5,1 £0,5; 12,3 £1,5; 9,7 &+ 1,6 olarak belirlenmistir. 24 saat
icin kontrol grubu ile pozitif kontrol ve uygulanan diger dozlar arasinda p<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir. 48 saat i¢in kontrol
grubu ile pozitif kontrol ve uygulanan diger dozlar arasinda p<0,05 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir. 72 saat i¢in negatif kontrol ile
50 pg/ml doz grubu ile arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 gozlenmistir ( p>0,05); ancak pozitif kontrol ve diger dozlar arasinda p<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goézlenmistir. Yapilan deneyler

sonucu elde edilen ortalama ROS miktarlar1 Sekil 4.7'de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. ROS testi ortalama degerleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Nanoteknoloji, yeni Ozelliklere sahip malzemelerin olusturulmas: i¢in atom ve
molekiillerin bir araya getirilmesi ile nanometre Ol¢eklerde islevli yapilarin
olusturulmasi seklinde ifade edilebilir. Nanoteknoloji ile iiretilen iiriinlerde oldukca
fazla kullanilan nanomateryallerin benzersiz kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin yaninda
cevre ve canli lizerine olumlu veya olumsuz etkileri tam anlamiyla bilinmemektedir.
Son donemlerde yapilan arastirmalar nanomateryallerin sahip oldugu boyut, sekil,
ylizey alani, ¢ozlinebilme kapasiteleri gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin biyolojik ¢evre
tizerinde etkili olabileceklerini gostermektedir. Kullanim alani gittikce yayginlasan
nanomateryal bazli {riinlerin olusturabilecegi zararlar ve riskler bilim diinyasinda
zamanla endise yaratmaya baslamistir. Nanoteknolojik tiriinler hayatimiza bu kadar
yaygin sekilde girmeye basladig1 i¢in ortaya ¢ikabilecek risklerin belirlenmesi agisindan

gerekli galismalarin yapilmasi 6nem kazanmuistir.

Gilin gegtikce yasamin her alanina giren nanoteknolojik iirtinler ile ilgili yatirimlar
artmaktadir. Ancak {retimi yapilan {irilinlerin toksisitesi ile ilgili ¢aligmalar halen
yetersizdir (Ath-Sekeroglu 2013). Nanopartikiillerin neden olabilecegi etkilerin
belirlenmesinde in vivo ve in vitro yontemler kullanilmaktadir. Toksisitenin in vivo

belirleme yontemleri arasinda hiicre kiiltiirii uygulamalar1 6n plandadir.

Nanopartikiiller sahip olduklar1 farkli 6zellikler nedeniyle hiicre i¢ine girebilmekte ve
hiicrelere farkli yollarla etki edebilmektedir. Bunu saglayan 6zellikler nanopartikiiliin
sekli, boyutu, farkl fizikokimyasal 6zellikleri ve ylizey yiikii seklinde ifade edilebilir

( Kumbigak 2013).

Hiicreye giren nanopartikiiller, hiicre i¢inde serbest hareket edebilmekte, organel ya da

DNA'ya hasar vererek hiicrenin 6liimiine neden olabilmektedir ( Buzea 2007).
Bu caligmada Ag-Sn metal alasim nanopartikiillerinin BEAS-2B akciger epitel hiicreleri

tizerinde neden olabilecegi sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Sitotoksik

etkinin tespiti icin XTT test yontemi, genotoksik etkinin tespiti icin Komet yontemi
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kullanilmistir. Olabilecek hiicre i¢i etki mekanizmalarinin tespiti i¢in ise ROS testi

uygulanmigtir.

XTT test yonteminde, soliisyonda bulunan tetrazolium halkasi, dehidrogenaz
enzimlerince parcalanarak renkli formazan kristalleri olusumuna neden olur. Boylelikle

renk yogunlugunun oranina bagli olarak hiicre canlilig1 tespit edilir.

Komet yonteminde, alkali ¢ozelti icerisinde olusan tek ve ¢ift halka DNA kiriklari
tespiti hizli bir sekilde yapilir. Boylece maruz kalinan nanopartikiillerin genetik yapida
neden olabilecegi olumsuz etkileri goriilebilmektedir. Yontem oksidatif stres, toksik agir
metaller, kimyasal ajanlar, ilaglar ve ultraviole gibi ¢esitli genotoksik ajanlarin DNA
sarmallar1 tizerinde olusturdugu tek veya cift zincir kiriklarini dogru, hassas, hizli, ucuz
ve az bir drnek hacmi kullanarak 6lgen bir uygulama olup, tiim canli hiicreleri tizerinde
yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu avantajlari dikkate alinarak,
son yillarda komet yoOntemi farkli insan hiicre hatlar1t {izerine uygulanan
nanopartikiillerin etki seviyelerini belirlemek amaciyla da sik¢a kullanilmaktadir.
Toksik oldugu diisiiniilen ajanlar hiicrelerde DNA pargalarinin olusumuna neden
olabilmektedir. DNA parcalar1 Bas ve kuyruk kismi olarak iki ana boliimde incelenir.
Kuyruk kismindaki DNA miktar1 %DNA olarak ifade edilir. Bunlarin yaninda kuyruk

uzunlugu ve olive kuyruk momenti kullanilan parametrelerdir (Collins ve ark. 2008).

Ag-Sn alasim nanopartikiilleri ile 1lgili yapilan literatiir arastirmalarinda Ag ve Sn metal
nanopartikiilleri ile yapilan caligmalar mevcut iken, Ag-Sn alagim nanopartikiiliinii konu

alan ¢ok az caligmaya rastlanmistir.

Arora ve arkadaslarimin (2008) yaptigi calismada HT-1080 (insan bag doku kanser
hiicresi) ve A431(insan deri kanser hiicresi) hiicreleri ile 7-20 nm boyutlu AgNP'lerinin
etkilesimi saglanmistir. Sitotoksisite belirlemek i¢in 24 saat AgNP maruziyetinden
sonra XTT test yontemi uygulanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda HT-1080
hiicreleri i¢in IC50 degeri 10,6 pug/ml, A431 hiicreleri i¢in IC50 degeri 11,6 pg/ml
olarak hesaplanmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun incelenmesi amaciyla

AgNP'lerine maruz birakilan hiicrelerde katalaz seviyesi, lipit peroksidayonu, siiperoksit
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dismutaz seviyesi, glutatyon icerigi ve glutatyon peroksidaz seviyeleri Olgiilmiistiir.
Elde edilen veriler dogrultusunda her iki hiicre hattinda nanopartikiil igermeyen hiicreler
ile igeren hiicreler karsilastirildiginda lipit peroksidasyonunda artis gézlemlenmistir.
Ayni sekilde hiicre hatlar1 kiyaslandiginda glutatyon seviyesinde ve siiperoksit dismutaz
seviyesinde azalma gozlenmistir. Katalaz ve glutatyon peroksidaz seviyelerinde ise
anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Bu verilere gore AgNP'leri lipit yapisinda
bozulmalara sebep olabildigi gibi baz1 antioksidan seviyelerinin diismesine neden olarak

reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun artmasina yol agabildigi diistiniilmiistiir.

Sukirtha ve arkadaslar1(2012), AgNP'lerin HeLa hiicrelerinin poliferasyonu tizerindeki
etkisini belirlemek igin MTT analizi yapmislardir. AgNP'lerin doz konsantrasyonundaki
artis1 HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkinin artmasina neden olmustur. Elde edilen veriler

dogrultusunda IC50 degeri HeLa hiicreleri icin 300 pg/ml olarak hesaplanmustir.

Yapilan bir diger arastirmada, A549 ve normal periferik lenfositler (PL'ler) iizerinde
MTT, ATP ve laktat dehidrojenaz analizleri ile AgNP'lerin 10 pg/ml ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarinin toksik etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
AgNPs AS549 hiicreleri lizerinde O6nemli seviyede sitotoksisite olustururken normal
saglikli periferik lenfositlerde sitotoksisite olusturmadigi bildirilmistir (Gengan ve ark.
2013).

Foldbjerg ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 bir ¢alismada A549 hiicre hatt1 {izerinde
AgNP ve AgNO:s bilesiginden elde edilen Ag® iyonlarimin sitotoksik ve genotoksik
etkileri arastirilmistir. Toksik etkilerin incelenmesinden 6nce AgNP'lerinin hiicre i¢ine
ne kadar siire sonunda girebildigi ve konsantrasyon artisinin hiicre i¢ine nanopartikiil
giriginde etkili olup olmadig: tespit edilmistir. Buna gore 0 dak, 1dak, 4 saat ve 24 saat
maruziyet sonunda 0 dak ve 1 dak sonunda hiicre iginde AgNP gériillmezken 4. saatten
itibaren hiicre iginde AgNP'lere rastlanmistir. Ayni siirelerde 4. saatten itibaren doz
artigina bagl olarak hiicre iginde partikiil miktar1 da artmistir. Bu da maruziyet siiresi ve
doz miktan arttikca parcaciklarin hiicre i¢ine daha fazla gecebildigini gostermistir.
Yapilan calismada sitotoksik etki MTT test yontemi ile mitokondriyal aktivitenin

Olgiilmesi seklinde arastirilmistir. Elde edilen verilere gore AgNP ve Ag® iyonlari
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mitokondriyal aktivite lizerine benzer toksik etkileri gOstermistir. Hatta Ag" iyonlar
daha diisik dozlarda kullanilmis olmasina ragmen AgNP ile benzer toksik etki
gostermistir. Ayni calismada AgNP'lerinin ROS olusumuna etkisi de arastirilmastir.
Elde edilen bulgularda AgNP'me maruziyetin ROS olusumuna neden oldugu
saptanmigtir. Yapilan caligma sirasinda antioksidan tedavisinin ise ROS olusumunu

azalttig1 ve hiicre canliligin1 biiytik dl¢lide arttirdiini géstermistir.

Yapilan ¢alismalar AgNP ile ilgili olarak toksik etkinin farkli hiicre gruplarinda hiicre
canliligint farkli boyutlarda etkiledigini gostermistir. AgNP'niin toksisitesinin glimiis
iyonlarindan kaynaklanmadigi, AgNP'niin kendisinden olustugunu gosteren ¢aligmalar
da mevcuttur. Nanogiimiis toksisitesinin HepG2 (karaciger kanser hiicreleri)

hiicrelerinde oksidatif strese bagli olarak gerceklestigi gosterilmistir (Kim ve ark. 2009).

Benzersiz optik ve elektronik 6zellikleri nedeniyle kalay oksit nanopartikiilleri (Sn0>
NP'ler) gilines pili, katalizér ve biyotip dahil cesitli uygulamalar i¢in Onemli
potansiyellere sahiptir. Bunun yaninda SnO: nanopartikiillerinin biyolojik etkileri

hakkinda yapilan ¢aligmalar oldukc¢a sinirlidir.

SnO; nanoaprtikiillerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada
SnO2 nanopartikiilleri ile dokme kalay formunun farkli dozlarinin fare deri fibroblast
hiicreleri ile etkilesimi saglanmigtir. Yapilan ¢aligmada hiicreler 0,1 pg/ml ile 100 pg/ml
arasinda farkli dozlara 6, 24 ve 48 saat boyunca maruz birakilmistir. Sitotoksisitenin
tespiti icin MTT test yontemi ile mitokondriyal aktivite Olcililmiistiir. Elde edilen
verilere gore 50 pg/ml altindaki dozlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda sitotoksik
etki gozlenmemistir. 50 pg/ml tizerindeki dozlar ile kontrol grubu karsilastirildiginda ise

diisiik seviyede sitotoksik etki belirlenmistir (Seker 2018).

SnO; nanopartikiilleri ile insan meme kanseri (MCF-7) hiicreleri iizerinde sitotoksik
etki mekanizmalari arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére SnO2 NP'lerin doza ve
zamana bagli olarak hiicre canliliginda azalmaya, hiicrede ROS olusumuna bagli olarak

oksidatif stres meydana gelmesine neden oldugu bildirilmistir (Ahamed ve ark. 2018).
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Allium cepa bitkisi kokii meristematik hiicreleri ile yapilan bir bagka ¢alismada indiyum
kalay oksidin genotoksik etkisi komet test yontemi ile arastirilmistir. Hiicreler 4 saat
siireyle 12,5 ve 100 ppm arasinda degisiklik gosteren dozlarda indiyum kalay oksite
maruz birakilmistir. Elde edilen sonucglara gére kontrol gruplar ile karsilastirildiginda

doz artisina bagli olarak DNA hasarinin arttig1 belirtilmistir ( Cigerci ve ark. 2013).

Diger bir ¢alismada ise insan THP-1 makrofaj hiicre hatt1 iizerinde AgNP, AgCuNP ve
AgSnNp'lerinin toksik etkisi arastirilmistir. Calismada her bir nanopartikiil i¢in 5, 10,
25, 50 ve 100 pg/ml'lik dozlar kullanilmig ve 3 saat maruziyet saglanmistir. Sitotoksik
etki belirlenmesi icin MTS test yontemi, genotoksik etki belirlenmesi icin ROS test
yontemi uygulanmistir. Elde edilen bulgularda her bir nanopartikiil icin kullanilan
konsantrasyonlar sitotoksik etki gdstermemistir. ROS testi bulgularma gore ise
AgCuNP'ii 6nemli miktarda ROS olusumuna neden olurken AgNP ve AgSnNP'i i¢in

ayni etki soz konusu olmamistir (Maniratanachote ve ark. 2018).

Bucalismada Ag-Sn metal alasim nanopartikiillerinin BEAS-2B insan akciger epitel
hiicreleri iizerine sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Sitotoksik etkinin
belirlenmesi i¢in XTT testi, genotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in ise Komet yontemi ve

ROS testi uygulanmustir.

Elde edilen bulgularda XTT testi i¢in 24 saat siire ile uygulanan dozlarda hiicre canlilig1
icin IC50 degeri hesaplanamamistir. 48 saat icin IC50 487,0323 pg/ml, 72 saat i¢in
IC50 345,6547 pg/ml olarak Dbelirlenmistir. Bu sonuglara gore uygulanan
konsantrasyonlarda 24 saat siire ile Ag-Sn alasim nanopartikiillerine maruziyette
sitotoksik etki goriilmedigi, AgNP ve SnO: ile yapilan diger calismalar1 destekler
niteliktedir. Ancak maruziyet sliresinin artisina bagli olarak konsantrasyonlarin artisi

sitotoksik etkiyi arttirabilmektedir.

Komet verilerinde 24, 48 ve 72 saatlik siireler i¢in DNA kuyruk uzunlugu, %DNA
miktar1 ve Olive kuyruk momenti parametreleri degerlendirilmistir. Kuyruk uzunlugu
icin 24, 48 ve 72 saatlik stireler sonunda elde edilen veriler kontrol gruplari ile

karsilagtirildiginda DNA'da meydana gelen hasar miktarinda artis gozlenmistir.Komet
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yonteminde degerlendirme kriterlerinden biri olarak kullanilan % DNA miktari, komet
hiicrelerinde olusan kuyruktaki DNA miktarin1 gosterir. Calismada elde edilen verilere
gore %DNA miktariigin 24, 48 ve 72 saatlik siireler sonundaki sonuglar kontrol
gruplan ile karsilastirildiginda maruziyet siireleri sonunda doz artisina bagli olarak
DNA kiriklarinin arttigi diistinilmiistiir. Komet yonteminin bir diger degerlendirme
parametresi olan olive kuyruk momenti verileri 24, 48 ve 72 saatlik siireler sonunda
kontrol grubu verileri ile karsilastirildiginda DNA hasarinin maruziyet siiresi ve doz
artisina bagl olarak arttig1 gézlenmistir. Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde Ag-

Sn alagim nanopartikiilii hiicrelerde DNA hasarlarinin olugsmasina neden olabilmektedir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda Ag-Sn alasim nanopartikiiliine maruziyet siiresi ve
konsantrasyon miktarlar1 artttkga DNA'da meydana gelen hasarin  arttigi
goriilmustir. AQNP ve SnO: ile yapilan diger ¢alismalarda DNA hasarin1 destekler
niteliktedir.

Hiicreler i¢cinde reaktif oksijen tiirleri miktarinin artisi hiicrelerde oksidatif strese neden
olmaktadir. Bu da kimi zaman hiicre liimleriyle sonuglanabilmektedir. Bu ¢alismada
Ag-Sn metal alagim nanopartikiiliine 24,48 ve 72 saat siireyle 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200
ug/ml ve 400 ug/ml olarak belirlenen dozlarda BEAS-2B hiicreleri muamele edilmistir.
Elde edilen veriler dogrultusunda nanopartikiil maruziyet siiresi ve doz konsantrasyonu
arttikca hiicre i¢gi ROS olusumunun arttigi gozlenmistir. Daha oOnce yapilan bir
caligmada 3 saatlik silire sonunda AgSn alasim nanopartikiiliine maruziyette ROS
olusumu goriilmemesine karsin bizim ¢alismamizda siire artisina bagli olarak reaktif

oksijen tiirlerinin artabilecegi gosterilmistir.

Sonug olarak, bu c¢alismada Ag-Sn alasim nanopartikiiliinlin BEAS-2B hiicre hatti
tizerinde olusturabilecegi genotoksik ve sitotoksik etkileri aragtirilmistir. Calisma
sonunda alagim nanopartikiillerin hiicre i¢ine girebilecegi, sitoplazmada etki edebilecegi
ve muamele siiresi ve doz artigina bagli olarak sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
artabilecegi saptanmistir. Gelecek donemde Ag-Sn nanopartikiil kullaniminda meydana
gelecek olan artisa bagh olarak ortaya cikabilecek toksik etkilerinin de arastirilmasi

biyolojik sistemler acisindan onem arz etmektedir.
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