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BAKIR-CINKO ALASIM NANOPARTIKULLERININ IN VITRO SITOTOKSIK VE
GENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Umit KUMBICAK

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Tolga CAVAS

Bu ¢alismada Cu-Zn alasim nanopartikiillerin BEAS-2B insan akciger epitel hiicreleri
iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Sitotoksik etkilerin
belirlenmesi i¢cin XTT ve klonojenik test kullanilmistir. Genotoksik etkiler ise
mikroniiklus, komet ve y-H2AX fokus testleri kullanilarak belirlenmistir. Ayrica,
apoptotik ve nekrotik etkiler ile ROS olusumunun belirlenmesi i¢gin M30, M65 ve ROS
testleri uygulanmustir.

Deneylerden dnce, kullanilan nanopartikiil siispansiyonunun karakterizasyonu icin zeta
potansiyeli, DLS ve TEM analizleri kullanmilarak gerceklestirilmistir. XTT ve
Klonojenik testler icin BEAS-2B hiicreleri 24 saat stiresince 0,1 ile 100 pg/ml degisen
dozlarda Cu-Zn alasim nanopartikiillerine maruz birakilmiglardir. Elde edilen IC50
degerine (4,66 pg/ml) dayanarak genotoksisite testlerinde kullanilacak dozlar (0,1-3,2
pug/ml) belirlenmistir.

Calisilan siispansiyonun karakterizasyonu sonucunda zeta potansiyeli -22 mV ve
ortalama partikiil bliyiikliigii de 200 nm olarak belirlenmistir. TEM analizlerinde ayrica
Cu-Zn alasim nanopartikiillerinin sitoplazma icerisinde lokalize oldugu belirlenmistir.
Mikrontikleus, komet ve y-H2AX fokus testlerinin sonucunda Cu-Zn alasim
nanopartikiillerinin kromozomal hasarlar yaninda tek ve ¢ift iplik DNA kiriklarmna yol
actig1 belirlenmistir. Calismamizda belirlenen M30:M65 oranlar1 ise hiicre 6limiiniin
agirhikli olarak nekroz yoluyla gergeklestigini gostermistir. Ayrica, elde ettigimiz
bulgular goézlenen sitotoksik ve genotoksik etkilerden hiicre i¢i ROS olusumunun
sorumlu olabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Nanotoksikoloji, Bakir-Cinko alasim nanopartikiilleri, BEAS-
2B hiicreler, Sitotoksisite, Genotoksisite.

2013, x + 114 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

ASSESSMENT OF IN VITRO CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
COPPER-ZINC ALLOY NANOPARTICLES

Umit KUMBICAK

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr Tolga CAVAS

In the present study, cytotoxic and genotoxic effect of copper-zinc (Cu-Zn) alloy
nanoparticles on BEAS-2B human epithelial cells were evaluated. XTT test and
clonogenic assay were used to determine cytotoxic effects. Genotoxic effects were
evaluated using micronucleus, comet and y-H2AX foci assays. Furthermore, M30, M65
and ROS assays were applied to evaluate apoptotic and necrotic effects as well as
intracellular reactive oxygen species formation, respectively.

Before the experiments, characterization of the nanoparticle suspension was carried out
using zeta potential, DLS and TEM analyses. For XTT and clonogenic assays, BEAS-
2B cells were exposed the different concentrations (0,1-100 pg/ml) of Cu-Zn alloy
nanoparticles. Based on the determined IC50 value (4,66 pg/ml), concentrations to be
used in genotoxicity experiments (0,1-3,2 pg/ml) were determined.

Characterization of the studied suspension showed that the zeta potential was —22 mV
and the average size was 200 nm. TEM analyses further revealed the intracellular
localization of Cu-Zn alloy nanoparticles in cell cytoplasm. Analysis of micronucleus,
comet and y-H2AX foci frequencies showed that exposure to Cu-Zn alloy nanoparticles
induced chromosomal damage as well as single and double stranded DNA damage in
BEAS-2B cells. Evaluation of M30:M65 ratios suggest that cell death was
predominantly due to necrosis. Our results further indicated that increased intracellular
ROS formation could be responsible from the observed cytotoxic and genotoxic effects.

Keywords: Nanotoxicology, Copper-Zinc alloy nanoparticles, BEAS-2B cells,
Cytotoxicity, Genotoxicity.

2013, x + 114 sayfa.
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1. GIRIS

Son on yilda nano oOlgekteki bilim ve teknoloji alaninda Onemli gelismeler
kaydedilmistir. Giiniimiizde giyim, gida, enerji, uzay arastirmalari, aritma ve savunma
sanayi gibi bir¢ok alanda nanomateryallerin kullanildig1 bilinmektedir. Bu materyallerin
gerek {liretim asamalarinda gerekse kullanimi ve sonrasinda dogrudan veya dolayli
yollarla insan ve cevre lizerine olan etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir. Boylece
nanomateryallerin olas1 zararlarinin Onlenebilmesi i¢in gerekli tedbirlerin alinmasi

saglanabilir.

Nanometre, 6lgii olarak metrenin milyarda birini ifade etmekte olup bir nanometre,
diizlemine 2-3 tane atomun dizilebilecegi kadar kiigiiktiir. Bu boyut araligindaki
materyaller cevreleri ile beklenenden farkli fiziksel veya kimyasal etkilesimler
olusturabilir (Oberdorster ve ark. 2005a). Bunun disinda, nanomateryallerin ¢ok kiiclik
boyutlar1 nedeniyle, oldukca yiiksek yiizey alani ve hacim oranina sahip olmalari, onlar1
son derece reaktif hale getirmektedir. Bu yiiksek reaktivite potansiyelleri nedeniyle
nanomateryaller biyolojik sistemler ve cevre ile zararl etkilesimleri toksisiteye neden

olabilmektedirler (Oberdorster ve ark. 2005b).

Amerikan Cevre Koruma Orgiitii USEPA (Anonim 2007) nanomateryalleri 4 ana kisma
ayirmistir. Bunlar,

1) Karbon bazli nanomateryaller (karbon nanotiip, fulleren),

2) Metal bazli nanomateryaller (nanogiimiis, nanoaltmn, TiO,, metal oksitler),

3) Dendrimer (nanodlcekli polimerler),

4) Nanokompozitler

Mevcut nanopartikiiller arasinda en genis kullanim alanma sahip gruplardan birini metal
nanopartikiilleri  olusturmaktadir. Metal nanopartikiiller, nanoboyuttaki biiyiik
potansiyelleri sayesinde farkli disiplinlerarasi uygulamalarda yogun olarak ilgi odag:
haline gelmistir. Bircok metal tabanli nanopartikiil, antimikrobiyal (antiviral,

antibakteriyel, zehirli boya ve antifungal), biyosit, antibiyotik tedavi alternatifleri ve



nanokompozit kaplamalar gibi uygulamalar i¢in aday olarak arastirilmistir (Cioffi ve

ark. 2005).

Metallerin en tipik Ozelliklerinden biri de g¢esitli amaglar i¢in alasim formuna
dontstiiriilebilmeleridir. Temel olarak alagim; bir metale belirli bir 6zellik saglamak
iizere en az bir bagka elementin (metal/ametal) eklenmesi ile elde edilen metal karakterli
malzeme olarak tanimlanmaktadir. Alasim metallerin kendisini olusturan bilesenlere
gore daha farkl 6zellikler kazanabildikleri bilinmektedir. Yapilabilecek alternatifler goz
ontine alindiginda metal alasim partikiiller bir¢ok alanda kendilerine uygulama alani

bulmaktadir.

Piring, bakir ve ¢inko alagimlarinin ortak adidir. Oldukga sert ve kolay islenebilen bir
malzeme olmas1 nedeniyle giiniimiizde vazgecilmez alasimlarin basinda gelir. Piringte
bakir orant % 60-90, cinko orani ise % 10-40 arasinda degisir. Uygun kimyasal
bilesimindeki bakir ve ¢inko alasimimin yani pirincin se¢ilmesi ile istenilen mukavemet,
siineklik, sertlik, iletkenlik, sekillendirilme, asmma dayanimi, renk ve korozyon
dayanimi ozelliklerine sahip malzemeler elde edilebilir. Bakir ve bakir alagimlar1 kolay
sekillendirilmesi nedeniyle diinyada ve iilkemizde yaygm kullanim alani bulmaktadir

(Gerengi 2008).

Bakir-¢inko (Cu-Zn) alasim nanopartikiiller, mikropiller, mikro elektronik devreler,
nanokablolar ve nanosivilarin iiretim asamalarinda kullanilmaktadir. Ayrica,
antibakteriyal 0©zelligi nedeniyle de biyomedikal alandaki kullanimina yonelik
calismalar devam etmektedir (Tripathi ve ark. 2012). Bu alasimlar1 olusturan
partiikiillerle ilgili, bakir (Ahamed ve ark. 2010) ve ¢inko (Kumari ve ark. 2011) i¢in
tekli genotoksisite verileri bulunmasina ragmen alasim formlarma (Cu-Zn) iliskin
herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismada bakir-¢inko (Cu-Zn)
metal alagim nanopartikiillerinin saglikli insan hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik ve

genotoksik etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmastir.



Bu ¢alisma asagida belirtilen sorulara cevap bulmak i¢in gerceklestirilmistir:

1. Cu-Zn alagim nanopartikiiller, besiyeri icerisinde ne tiir fiziko-kimyasal 6zelikler

gostermektedir?

2. Cu-Zn alasim nanopartikiilleri, in vitro sartlarda hiicre ig¢ine ve ¢ekirdege

girebilmekte midir?

3. Cu-Zn alasim nanopartikiilleri, akciger epitel hiicreleri (BEAS-2B hiicre hatti)

iizerinde sitotoksik bir etkiye sahip midir?

4. Cu-Zn alagim nanopartikiilleri BEAS-2B hiicre hatt1 iizerinde genotoksik etkiye

sahip midir?

5. Bu etkilerin olas1t mekanizmalari neler olabilir?



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1. Nanoteknoloji ve Nanomateryaller

2.1.1. Tanmim ve tarihcesi

Nanoteknoloji, nanometre boyutlarinda malzeme tasarlayip tiretmeyi, bu malzemelerden
yeni yOntemlerle belirlenmis amaglara yonelik aygitlar ve aletler {iretmeyi
amaglamaktadir (Cirac1 2005). Nanoteknoloji kullanilarak tiretilen iiriinlerin satiginin
2015 yilina kadar yillik 1 trilyon $’a ulasabilecegi tahmin edilmektedir (Xia ve ark.
2009).

Nanomateryal terimi, en az bir boyutu 1-100 nm araliginda olan materyalleri
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Nanomateryallerin igerisinde nanopartikiiller,

nanofiberler, nanotiipler ve nanokompozitler yer almaktadir (Borm ve ark. 2006).

Nanomateryallerin 6nemli bir kismini olusturan nanopartikiiller ise 0,1-100 nm
biiylikliigiindeki parcaciklardir. Nanopartikiiller amorf, kristalin, sferik, igneli vs.
sekillerde olabilirler ve 1-100 atom ya da molekiilden olusurlar (Buzea ve ark 2007).

Sekil 2.1°de nanoobjeler ve tanimlar1 belirtilmistir.

Miihendislik {iriinii nanopartikiiller, 6zellikleri ve boyutlar ile ilgili fonksiyonlarindan
yararlanmak i¢in insanlar tarafindan tasarlanmis veya tiretilmis, belirli bir fiziko-

kimyasal kompozisyona ve yapiya sahip nano 6l¢ekli parcaciklardir.

Nanopartikiiller, mikropartikiiller ile karsilastirildiginda, birim kiitle basina ¢ok daha
genis bir yiizey alanma ve ¢ok daha fazla partikiil sayisina sahiptir. Ornegin, 60 um
capmna sahip bir karbon mikropartikiilii 0,3 pg kiitleye ve 0,01 mm’ yiizey alanina
sahiptir. Her bir partikiilii 60 nm ¢apa sahip ayni kiitledeki karbon nanopartikiiller, 11,3
mm’ yiizey alanma sahiptir ve 1 milyar nanopartikiilden olusur. 60 nm ¢apa sahip bir

partikiiliin, yiizey alan1 / hacim oran1 (veya kiitle) 60 mikron ¢apa sahip bir partikiilden



1000 kat daha biiyiiktiir. Nanopartikiil seklindeki malzeme kimyasal reaksiyon i¢in daha
biiytik bir yiizey alanina sahiptir (Buzea ve ark. 2007).

----------------------------------
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Sekil 2.1. Nanoobjelerin ISO tanimlar1 (Nanopartikiiller (her ii¢ boyutu da nano
Olgekli), nanolifler (iki boyutu nano 0Olgekli) ve nanoplakalar veya nano katmanlari
(sadece boyutu bir nano 6lgekli) igeren Nanoobjelerdir. * Nanodl¢ek: 1 ve 100 nm
arasindaki boyut) (Krug ve Wick 2011).

Nanopartikiiller, genelde modern bilimin kesiflerinden biri olarak diisiiniilse de aslinda
cok daha uzun bir ge¢mise sahiptir. 9.yy.’da, Mezopotamya’da, sanatkarlar canak ve
comlekleri parlatmak amaciyla nanopartikiillerden yararlanmislardir. Orta Cag ve
Ronesans donemlerinde, ¢omlekeilikte, altin ve bakir renkli metalik parlakligi koruma
amaciyla cilalama islemleri yapilmistir. Cilalama islemlerinde giimiis ve bakir
nanopartikiilleri seramik s camsi matriksinde homojen olarak dagilarak ince bir
tabaka olusturmus ve atmosferik oksidasyonu engellemistir. Sanatkarlar, bakir ve
glimiis tuzlarmi oksitlerle birlikte sirke, toprak boyas1 ve kil karisimina eklemisler ve bu

karigim1 6nceden sirlanmis ¢dmlek yilizeyine uygulamislardir. Daha sonra bu ¢omlegi



600 °C’de firinlayarak ¢omlek yiizeyinde renk veren ve optik ozellikler gosteren bu

nanopartikiilleri elde etmislerdir (Rawson, 1984).

Nanopartikiiller gerek boyutlar1 gerekse fiziksel ve kimyasal 6zelikleri nedeniyle hem
bir¢ok teknik alanda hem de tibbi uygulamalarda biiyiik avantajlar sunmaktadir. Ancak
nanoteknoloji gibi gelisen yeni teknolojiler, belirsizlikleri ve riskleri de beraberinde
getirmektedir. Sahip oldugu bazi 6zellikler acgisindan insan ve ¢evre agisindan yararh
olabilecegi gibi her ikisi i¢in de zararh olabilir. Hem gereksiz risklerden kaginmak ve
glivenli nanoteknoloji kullanimini kolaylastrmak hem de nanopartikiiller ve
nanoteknolojinin ortaya ¢ikardigi risklerin degerlendirilmesi i¢in detayli toksikoloji

arastirmalarma ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.1.2.  Metal nanopartikiiller

Nanomateryallerin farkl tiirleri arasinda, metal ve metal oksit nanopartikiiller kiigiik
boyutlar1 ve genis yiizey alanlarmin yanisira biliylik boyuttaki formlarindan ylizey
yiikleri, sekilleri, iletkenlikleri, erime ve donma noktalarinin farkliliklar1 gibi bir¢ok

fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile de farklilik gostermektedirler (Roduner 2006).

Benzersiz 0Ozellikleri nedeniyle gilinlimiizde bir¢ok metal, metal oksit ve alasim
nanopartikiil tiretilmekte ve pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Karlsson ve ark. 2008).
Ornegin, titanyum dioksit (TiO,), bakir (Cu), ¢inko (Zn), aliminyum (Al) ve giimiis
(Ag) nanopartikiilleri gibi metal nanopartikiiller tiiketici ve endiistriyel liriinlerde katk1
maddesi olarak kullanilmaktadir. Altin nanopartikiiller, islemeleri ve yiizey
modifikasyonlar1 olduk¢a kolay oldugundan ve DNA gibi bir¢ok biyolojik molekiil ile
ligand olusturabildiklerinden dolay1 biyolojik goriintiileme, ilag uygulamasi, hiicre
isaretleme, hedefe yonlendirme, kanser terapisi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Yah
2013). Aliiminyum nanopartikiilleri yine ila¢ uygulamalar1 ve ila¢ kapsiilasyonu gibi
alanlarda kullanilmaktadirlar (Kim ve ark. 2009, Schrand ve ark 2010). Metal
nanopartikiilleri ile ilgili yapilan toksisite ve genotoksisite ¢aligmalarinda altin, glimiis,
titanyum ve ¢inko gibi metal partikiillerinin yaygin olarak kullanildig1 dikkati

cekmektedir. Bu partikiillerle yiiriitiilen in vivo ve in vitro ¢aligmalarinda elde edilen



verilerin genellikle toksik etkilerin kullanilan yontem, hiicre hatt1 ve konsantrasyonuna
bagl olarak degistigi ortaya konulmaktadir (Lanone ve ark 2009, Singh ve ark. 2009,
Shinde ve ark 2012). 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 Alanlan

Aluminyum Al Yakit katkisi, patlayicilar, ilag¢ uygulamalari

Altin Au Hiicresel gortintiileme, fotodinamik terapi

Demir Fe Manyetik goriintiileme, ¢evre temizligi

Glimiis Ag Antimikrobial ajan, fotograf¢ilik, piller, elektronik
Bakir Cu Antibiyotik uygulamalari, iletkenler, lubrikantlar vb.
Seryum CeO, Parlaticilar, bilgisayar ¢ip iiretimi, yakit katkis1
Mangan Mn Katalizor, piller

Nikel Ni Bask1 miirekkepleri, manyetik uygulamalar, pil tiretimi
Titanyum TiO,  Fotokatalizor, antibakteriyel kaplama, boya, kozmetik
Cinko Zn Cilt koruyucular, giines kremleri

2.1.3. Metal alasim nanopartikiiller

Metaller degisik oranlarda karistirilarak, farkli 6zeliklere sahip yeni metalik sistemler
olusturulabilir (Ferrando ve ark. 2008). Alasim nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri, kendisini olusturan atomlarin sirasi, bilesenleri ve biiytikliigii degistirilerek
ayarlanabilir. Ayrica, mikroboyutta iken alagim olusturmayan metal ¢iftleri nanoboyutta
karigtirilarak yeni metal alasimlar1 ortaya cikarilabilmektedir. Bu sekilde iiretilen
alasimlar ozelliklerine, yapilarma ve bilesenlerinin ¢esitliligine bagli olarak optik,
manyetik, termik, elektrik ve sensor cihazlarda kullaniminin yani sira kozmetik ve

biyomedikal alanda da kullanilmaktadir (Prabhu ve ark. 2010, Chaloupka ve ark. 2010).



2.2. Nanotoksikoloji

1990’11 yillarin baglarinda ¢ap1 100 nm’den kiiciik inhale partikiillerin beklenenden daha
fazla bir pulmoner yanit (Oberdorster ve ark. 1990, Ferin ve ark. 1990) olusturup
olusturmadigini arastran iki makale art arda yaymlanmistir. TiO, ve ALOs;’nin
nanometre Ol¢ekli parcaciklari, ayn1 kimyasal bilesime sahip daha biiyiik partikiiller ile
karsilastirildiginda sicanlarin akcigerlerinde anlamli olarak daha fazla inflamatuar yanit
olusturdugu ortaya cikarimustir. iki calismada da “partikiile maruz kalmaya yanitin
partikiillerin kimyasal bilesimi agisindan anlasilabilir olmali ve nanometre 6lgegindeki
malzemeler ile ilgili swra dis1 biyolojik aktivite ile ilgili fikir vermeli” seklinde iki
onciili  vardi. Daha sonra, Donaldson ve ark. (2004) nanotoksikolojinin,
nanopartikiillerin neden oldugu 6zel problemleri ele almak ve bu alanda bilgi eksikligini
doldurmak icin toksikolojinin yeni bir alt kategorisi olmasmi 6nermislerdir. Boylece, bu

arastirma alani, “nanotoksikoloji” alani olarak resmiyet kazanmaistir.

Nano-genotoksikoloji ise siirekli olarak yeni nanoboyutlu materyallerin iiretildigi
nanoteknoloji endiistrisinde goriilen hizl ilerlemeye bagl olarak ortaya ¢ikmis olan bir

disiplindir (Doak ve ark. 2009, Landsiedel ve ark. 2009, Singh ve ark. 2009).

Nanotoksikoloji ayni zamanda toksisite calismalarinda kullanilan nanomateryallerin
uygun sekilde karakterizasyonunu da kapsamaktadir (Oberdorster ve ark. 2005a). Son
yillarda, karakterize etme ve miktar belirlemeyi iceren doz cevresindeki sorular,
nanomalzemelerin toksisitesinin merkezini olusturmustur. Nanopartikiiller ylizey
ozellikleri ve kuantum etkileri nedeniyle ayn1 formdaki daha biiylik malzemelerden
onemli Ol¢iide farklilik gostermektedir (Roduner 2006). Bu etkenler, maddelerin
kimyasal reaktivitelerinin yani sira, mekanik, optik, elektrik ve manyetik 6zelliklerini de

etkilemektedir.

Nanotoksikoloji, stirdiiriilebilir ve giivenli bir nanoteknoloji gelisimi i¢in Onemli

katkilar saglayacak bir disiplindir (Donaldson ve ark. 2004).



2.2.1. Nanopartikiillerin sitotoksik ve genotoksik etkileri

Kiiciik boyutlar1 ve biliyiikk yiizey alanlar1 ile birlikte ¢ok ¢esitlilik gosterebilen
fizikokimyasal Ozelliklerine bagh olarak nanomateryallerin, daha biiyiik 6lcekli
formlarina gore Ongoriilemeyen genotoksik etkilere sahip olabilecekleri tahmin
edilmektedir. DNA hasarinin incelenmesi toksikoloji arastirmalarinin tiim alanlarinda
onemlidir. Dogru tamir edilmezse mutasyonlara yol acabilir (Karlsson 2010). DNA
hasarmin Olgiilmesi, kanser gelisimi ve ¢esitli gen mutasyonlarinin belirlenmesinde
onemli bir yere sahiptir. Bu nedenle kromozom anomalileri ve DNA zincirinde
meydana gelen kirilmalar kanser risk degerlendirmesinde kullanilabilir (Schins ve

Knaapen 2007).

Nanopartikiillerin DNA’ya zarar verme mekanizmalar1:

1. Nanopartikiiller mitoz smrasinda niikleer gozenekler yoluyla, cekirdegin icine
gecebilir. Cekirdekte, nanopartikiiller DNA’ya dogrudan temas edebilir ve zarar
verebilir (Karlsson 2010).

2. Nanopartikiillerin yiizeyinde reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olusumu veya partikiil
ylizeyinden salinan metal iyonlar1 hiicresel bilesenler ile etkileserek, DNA’ya zarar

verebilir (Nel ve ark. 2006).

3. Nanopartikiiller mitokondri i¢inde elektron tasmmasini etkileyerek veya sitokrom
P450 enzimlerini uyararak veya NADPH-oksidazi uyararak ROS {iretimine neden
olabilir ve bu sekilde hedef hiicreleri uyarmak veya zarar vermek icin etkilesime

girebilir (Risom 2005, Karlsson 2010).

4. Nanopartikiiller, notrofiller ve makrofajlar gibi aktiflestirilmis fagositlerin
etkinlesmesine neden olabilir ve inflamatuar hiicrelerden iiretilen ROS, DNA hasarina
neden olabilir (Karlsson 2010, Fubini ve ark. 2010). Sekil 2.2°’de nanopartikiillerin

DNA hasarina neden oldugu belirtilen mekanizmalar verilmistir.
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Sekil 2.2. Nanopartikiillerin hiicreye etki semasi (Han ve ark. 2011)

Dogrudan ya da dolayli olarak partikiiler tarafindan olusturulan genetik hasar birincil
genotoksisite olarak tanimlanir. Nanopartikiil dozuna bagli olarak bir inflamatuar etki
sonucu olusan DNA hasar1 ise ikincil genotoksisite olarak adlandimrilr. Ikincil
genotoksisite icin doz miktarinin yeterince yiliksek olmasi ve inflamasyonu tetiklemek
icin doz miktarinin belirli bir doz esigini asmasi gerekmektedir (Stone ve ark. 2009).
Ikincil genotoksisitenin tersine, birincil genotoksisite i¢in doz esik degeri yoktur ve
DNA hasar1 dogrusal olarak doz artisi ile iligkilidir. DNA hasarlar1 sirasinda 6zellikle
hasar ve onarim arasinda bir denge ile gecici lezyonlar olusur (Dusinska ve Collins
2008). Bir esik olmadiginda dahi teorik olarak tek bir DNA lezyonu bile bir mutasyona
neden olabilir ve her DNA hasar1 i¢in artan kanser riski kiigiik olmasina ragmen kanser

goriilme oraninda artigsa yol acar (Anonim 2009a).

Nanopartikiillerin kristal yapilar1 ya da kuantum etkileri, enerji absorpsiyonu ve
transferini tetikleyebilir, bu durum oksijen radikallerinin olusumuna veya hidrokarbon
bozulmasma neden olur. Ayrica, nanopartikiiller, proteinler veya DNA gibi

karsilastirilabilir  biiytikliikteki biyolojik makromolekiillere baglanabilir. Bu tiir
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reaksiyonlar hiicresel homeostazi icinde yan etkilere neden olabilir. Partikiiller
cekirdege girer ve dogrudan boliinme sirasinda, i iplikleri veya DNA ile etkilesir. Sekil

2.3, 2.4 ve 2.5’te nanopartikiillerin sitotoksik ve genotoksik etkileri gésterilmistir.

DNA, hiicre dongiisiiniin tiim asamalarinda ROS tarafindan zarar gorebilir.
Nanopartikiiller tarafindan mekanik miidahale interfaz boyunca mikrotiibiil ve
sentrozom gibi hiicresel bilesenleri hedef alarak hiicresel trafigin gecikmesine yol

acabilirler.

Nanopartikiiller niikleer membrani1 gegerek niikleozom organizasyonuna engel olabilir
ve degismis gen ekspresyonuna neden olabilir. Mitoz sirasinda, mikrotiibiillere
miidahale andploid veya poliploid hiicrelere yol agan yanlis kinetokora baglanmaya

neden olabilir (Singh ve ark. 2009).

A. interfaz

Xl @

DNA onarim

enzimleri

1: ROS
2:Mekanik
Miidahale

Sekil 2.3. Nanopartikiillerin hiicre béliinmesinin interfaz evresindeki olas1 etkileri
(Gonzalez ve ark. 2008)
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B. Metafaz AMMAN

Antioksidanlar

X

Sekil 2.4. Nanopartikiillerin hiicre bdliinmesinin metafaz evresindeki olast etkileri
(Gonzalez ve ark. 2008)

1: ROS
2:Mekanik
Miidehale

C. Anafaz/Telofaz

W

1: ROS

2:Mekanik .,.N‘r’ "qu,v,

Miidehale

Sekil 2.5. Nanopartikiillerin hiicre béllinmesinin anafaz ve telofaz evresindeki olasi
etkileri (Gonzalez ve ark. 2008)
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Dolayli mekanizmalar da genotoksisiteye yol acabilir. Nanomateryaller DNA hasar1 ve
transkripsiyon kaliplarmi degistirme potansiyeline sahip oldugu icin oksidatif stres ya
da inflamatuar yanitlara neden olabilirler. Klinik ve deneysel calismalar,
nanopartikiillerin kii¢iik boyutlar1 nedeniyle daha genis bir ylizey alanina sahip
olduklar1 icin Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) meydana getirebildiklerine ve hiicre

hasarma sebep olduklarma isaret etmektedir (Colvin 2003, Nel ve ark. 2006).

2.2.2. Nanopartikiillerin hiicre ici ROS olusumundaki rolii

Hiicre i¢cinde veya disinda olusan ROS nanoyapili materyallerin toksisitesinin
degerlendirilmesinde temel faktorlerden biridir (Nel ve ark. 2006). Deneysel kanitlar
metal - metal oksit nanopartikiillerinin ROS iiretimini ve oksidatif stres araciligiyla
DNA hasar1 ve apoptozu indiikledigini gostermistir (Park ve ark. 2008, Asharani ve ark.
2009, Ahamed ve ark. 2011).

Yapilarinda eslesmemis elektron iceren atom veya molekiiller, serbest radikaller olarak
tanimlanmaktadir. Eslesmemis elektronun kazandirdigi en 6nemli 6zellik bir¢ok radikal
ile bu elektronun paylasilabilir olmasidir (Dormandy 1983, Halliwell ve Gutterrigde
1989). Serbest radikaller hiicrede metabolik dengenin bir pargasi olarak devamli
iiretilmektedirler (Urso ve Clarkson 2003). Viicutta serbest radikaller ya da ROS
fazlalig1 oldugunda oksidatif stres olusur. Oksidatif stres, hiicre igerisinde serbest
oksijen radikallerinin artmasina ve antioksidan seviyelerinin diismesine bagli olarak
bozulan redoks dengesini tanimlamaktadir (Singh ve ark. 2009). Organizmada oksidatif
strese neden olan radikal yapimi endojen ve cevresel faktorleri iceren cesitli

mekanizmalarla gerceklesir (Young ve Woodside 2001).

Oksidatif stresin, bir¢ok nanopartikiil tiiriiniin neden oldugu hiicresel hasarin ortak bir
mekanizmas1 oldugu ileri siiriilmiistiir (Stone ve ark. 2007). Onceki ¢aligmalar, giimiis
nanopartikiiller, bakir oksit nanopartikiiller ve silika nanopartikiillerin lipid
peroksidasyonu, ROS iiretimi ve oksidatif stres araciligiyla kiiltiire edilmis insan
hiicrelerinde sitotoksisite, DNA hasar1 ve apoptozise neden oldugunu gostermistir

(Ahamed ve ark. 2008, Ahamed ve ark. 2010, Akhtar ve ark. 2012).
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Belirli baz1 nanopartikiillerden saliman kadmiyum (Cd), krom (Cr), kobalt (Co), bakir
(Cu), demir (Fe), nikel (Ni), titanyum (T1) ve ¢inko (Zn) gibi ge¢is metali iyonlari, H,O,
(hidrojen peroksit) ve O,°" (Siiperoksit anyonu) gibi hiicresel metabolik oksijen
tiriinlerinin OH® (Hidroksit) radikaline doniismesine neden olmaktadir. OH® radikali ise

DNAya zarar veren en 6nemli serbest radikaldir (Sekil 2.6).

Nanopartikiiller

Nanopartikiiller l
Metaller

a OH

Lipit DNA iplik kiriklart
DNA’nin kovalent
modifikasyonlar

Protein Oksidasyonu

Peroksidasyonu

Sekil 2.6. Nanopartikiillerin neden oldugu oksidatif stres ve toksik sonuglar1 (Huang ve
ark. 2010a) SOD: Siiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz GPx: Glutatyon peroksidaz

Nanopartikiillerin yapilarinda gecis metalleri bulundurmalarina ilave olarak genis yiizey
alanina sahip olmalar1 da ROS olusumunu tesvik etmektedir. O nedenle daha kiiciik
boyuttaki nanopartikiiller oksidatif stresi daha fazla indiiklemektedir. Park ve
arkadaslar1 (2008), yaptiklar1 ¢aligmada, titanyum dioksit (TiO,) nanopartikiillerinin
periniiklear dagilimi ile ayn1 bolgede olusan ROS iligkisini floresan bir ajan yardimiyla

gostermislerdir.
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Risom ve ark. (2005) gore ROS olusumuna neden olan etmenler asagidaki gibidir:

1) ROS nanomateryallerin yiizeylerinde dogrudan meydana gelebilir.

2) Gegis metalleri ROS olusumu i¢in katalizor olarak islev gorebilir.

3) Nanomateryaller solunum zinciri dengesini bozarak, mitokondri hasarina neden
olur (L1 ve ark. 2003).

4) Nanomateryaller tarafindan makrofaj ve noétrofillerin aktivasyonu sirasinda, bu

hiicreler kendi kendilerine ROS veya RNS (reaktif nitrojen tiirleri) iiretirler.

Nanomateryallerin ylizeyleri kendilerine 6zgiidiir. Endojen antioksidanlar tarafindan
baglanmamigsa (Ornegin C vitamini) veya antioksidan enzimlerin yapilari
nanopartikiiller tarafindan bozulmus ise bu radikaller inflamatuar reaksiyonlar1 tetikler.
Inflamasyon; yaralanma olaylarinda, bagisiklik sistemini aktive edip, iyilesme siirecini
baslatan dogal bir tepkidir. TNFa veya interlokinler (IL-8, IL-6, IL-2) gibi sitokinler, bu
islem sirasinda aciga cikar. Sekil 2.7°de nanopartikiillerin neden oldugu toksisitenin

oksidatif yolag1 gosterilmistir.

. Nanopartikiil Mitokondrial fonksiyon
DNA hasarl bozuklugu Apoptoz
= Fagositik oksidatif
Lipit per0k51dasy0nu patlama
000 .
. O 0 3
s +———— #a RO oy _-
o) PN o
"' & Oksidatif stres
/ \ TNF-a, IL-18,
IL-13, TGF-p
Multiniikleus olusumu p38-MAPK,
Hiicre dis1 matriks NF-kB
(ECM birikimi
Kanser FlbI‘OZlS Inflamasyon

Sekil 2.7. Nanopartikiillere bagl toksisitenin oksidatif yolagi (Manke ve ark. 2013)
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Partikiil boyutu azaldik¢a, bazi metal-tabanli (Ag, Au ve Cu) nanopartikiillerin
toksisitesi artig gostermektedir. Nanopartikiiller, hiicre i¢indeki proteinler ve enzimlerle
etkilesir ve ROS’larin iiretimine yol acarak antioksidan savunma mekanizmalarini
engelleyebilir, inflamatuvar yanit baslatir ve mitokondrinin yikimina, apoptoz veya

nekroza neden olur (Schrand ve ark. 2010).

2.2.3. Apoptoz ve nekroz

Apoptoz ve nekroz kavramlar1 hiicre 6liim stireglerinin iki farkl seklini belirtmektedir.
Hiicre tarafindan genlerle programlanmayan ve ¢esitli dis etkenlerle gergeklesen hiicre
Oliimiine nekroz adi verilir. Apoptoz terimi ise ilk defa 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari
tarafindan nekrozdan farkli olarak gerceklesen kontrollii hiicre 6liimiinii belirtmek igin
onerilmistir. Apoptosis i¢in fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre intihari, hiicre delesyonu ya

da programlanmis hiicre 6liimii terimleri de kullanilmastir.

Nekroz fizyolojik bir 6liim sekli olmamasma ragmen apoptoz hem fizyolojik hem de
patolojik sartlar altinda meydana gelebilir (Ulukaya 2003). DNA hasar1 olan hiicreler
organizmay1 korumak icin intihar ederler (Mondello ve Scovassi 2011). Bu intihar

siireci Yunanca’da yaprak dokiimii anlamma gelen apoptoz ile gergeklesir.

Nekrotik hiicre Oliimiinde; enerji depolarinda ani azalma ile birlikte hiicre zarinin
gecirgenligi bozulur ve sodyum ile suyun hiicre icerisine girmesine neden olur, boylece
hiicre siger. Ayrica hiicreyle birlikte mitokondrilerde degisme gozlenir, diger organeller
ise plazma i¢inde dagilir. Sigsme sonucunda hiicre zar1 patlar ve biitiinliigiinti kaybeder.
Proteolitik enzimler iceren plazma, hiicreler arasi bosluga sizarak doku cevresinde
inflamasyon ile birlikte zedelenme olusturur (Nanji ve Hiller-Sturmhofel 1997, Israels

ve Israels 1999). Apoptoz ve nekrozun karsilastirilmasi Cizelge 2.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Nekroz ve apoptozun karsilastirilmasi (Ulukaya 2003)

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan Iskemi, Biiyiime faktorii eksikligi,
nedenler Hipertermi, Hiicre yaglanmasi1 “Senescence”,
Hipoksi, HIV, Kanser ilaglari, Radyasyon,
Litik viral enfeksiyon, Yiiksek doz glukokortikoid,
Toksik maddelerin Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
yiiksek aktivasyonu, Sitotoksik T lenfositler,
konsantrasyonlari, Cok siddetli olmayan oksidatif stress.
Siddetli oksidatif stress.
Morfolojik Hiicre membrani Intakt hiicre membram fakat membranda
ozellikler biitlinliigiiniin kaybi, “bleb”lerin olusumu,
Kromatin Kromatinin niikleer membran civarinda
“flocculationu, toplanmasi ve yogunlasmasi,
Hiicre sismesi, Hiicre kiiclilmesi,
Organellerin Organellerde disintegrasyon yok.
disintegrasyonu, Hiicrenin intakt mitokondri, ribozom,
Endoplazmik niikleus parcalar1 ve diger organelleri
retikulumun dilatasyonu, | iceren membranla kapli apoptotik
Biiyiik vakuollerin cisimciklere par¢alanmasi.
olusumu,
Hiicre lizisi.
Biyokimyasal | Bozulmus iyon Iyi kontrollu, bazi aktivasyonlarm ve
ozellikler hemostazisi, enzimatik basamaklarin olmasi,
ATP gerekmez (pasif ATP gereklidir (aktif siireg).
stireg). +4 9C’de gergeklesmez.
+4 9C’de gergeklesebilir.
Biyokimyasal | DNA rastgele parcalanir | DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
ozellikler (agaroz jel ciftinin katlar1 olacak sekilde kirilir
elektroforezinde “smear” | mono ve oligonukleozomlara ayrilir
goriintlisii). (agaroz jel elektroforezinde merdiven
Postlitik DNA patterni=apoptozisin en dnemli
fragmentasyonu(=0liimii | belirteci).
niin ge¢ sathasinda). Prelitik DNA fragmentasyonu (=erken
evrede gergeklesir).
Diger Hiicreler gruplar halinde | Hiicreler tek tek veya birkacgi birarada
ozellikler oOliir. olir.
Fizyolojik olmayan Fizyolojik sartlarda da ger¢eklesebilir.
(patolojik) etkiler sonucu | Komsu hiicreler veya makrofajlar
gerceklesir. tarafindan fagosite edilirler.
Lizozomal enzimler Inflamasyon goriilmez.
salinir. Inflamasyona
neden olur.

Apoptoz; gelisim, dokularda hiicre populasyonun korunmasi ve yaslanma gibi

hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla fizyolojik olarak meydana gelir.
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Bunun yaninda hiicreler, hastaliklar veya zararli ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde
veya immun reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma olarak ortaya c¢ikar (Thompson
1995, Vaux ve Flavell 2000). Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok
biyokimyasal ve morfolojik degisim gozlenir. Hiicre kiiciilmeye ve kondanse olmaya
baslar, hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer yer erir. Cekirdek DNA’s1 parcalara
ayrilir (Cohen 1993). Apoptoz ve nekrozun olugma siireci Sekil 2.8’de gosterilmistir.

Sekil 2.8. Apoptoz (2-6) ve nekrozda (7 ve 8) yapisal degisiklikler (Kerr ve ark. 1994)

Apoptozu cesitli faktorler indiikler ama hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorler en dnemlileri
olarak siiflandirilabilir. Hiicre dis1 faktorler granzim/perforin sistemi ya da hiicre
ylizeyi Oliim reseptorleri araciligiyla rol oynar. Hiicre i¢i faktorler mitokondriyal
aktivasyona neden olur. Bununla birlikte mitokondriyal aktivasyon hiicre dis1 faktorler
tarafindan da tetiklenebilir. Bu sebeple hiicre i¢i faktorlerde mitokondri anahtar rol
oynar. Mitokondri, sitokinler, biiylime faktorleri ve 6liim reseptorleri gibi hem 6lim
hem de canlilik sinyallerinin kesisim noktasidir. Apoptoz islemi boyunca geri

doniisiimsiiz olarak mitokondriden sitozole sitokrom c¢ salmir. Mitokondriyal
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aktivasyonda ana faktor Bcl-2 protein ailesidir. Bu ailenin pro-apoptotik ve anti-
apoptotik liyeleri sitozole sitokrom ¢ salinimini ya inhibe etmek ya da indiiklemek i¢in

mitokondride etkilerini gosterirler (Wang ve Youle 2009).

2.3. Nanopartikiillerin Genotoksisitesini Etkileyen Faktorler

Nanopartikiiller ayni1 kimyasal bilesimine karsilik gelen daha biliyiikk formlar1 ile
karsilastirildiginda olaganiistii essiz Ozellikleri ve etkileri oldugu bilinmektedir.
Nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri ile biyolojik yanitlar1 arasindaki iliskiyi

anlamak disiplinler aras1 bir yaklasim gerektirir (Pettibone ve ark. 2008).

Nanotoksikoloji klasik toksikoloji calismalarina gore daha karmasik bir alani temsil
etmektedir. Bunun temel nedeni nanopartikiillerin toksik etkilerini farkli kilabilen
bircok parametrenin olmasidir. Bu parametreler temel olarak partikiiliin fiziksel ve
kimyasal ozelliklerine dayanmaktadir (Teeguarden ve ark. 2007). Bu parametrelerden
en az birkacini ortaya koymak yani calisilan partikiilii karakterize etmek, nano

toksikoloji ¢alismalarmin ilk ve en 6nemli adimini olusturmaktadir.

Hangi 6zelligin bir nanopartikiiliin toksisitesini daha fazla etkileyebilecegi heniiz tam
olarak bilinmemekle birlikte nanopartikiil toksisitelerini etkileyen bazi faktorler

sunlardir:

1. Partikiil boyutu ve yiizey alani
2. Agregasyon ve aglomerizasyon
3. Zeta potansiyeli

4. Partikiil sekli ve kristal yapis1

5. Yiizey kimyas1 ve yiizey reaktivitesi

Bu etmenler toksik etkilerde farkliliklara yol acabilecek ana faktorler arasinda
sayllmaktadirlar. Bu faktorlerin ¢esitliligi nanotoksikoloji ¢alismalarmi zorlastiran en
onemli unsurlarin basinda gelmektedir. Bu nedenle toksik etkisi ¢alisilan partikiiliin, ilk

olarak diizgilin bir bigimde karakterize edilmesi gerekmektedir.
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2.3.1. Partikiil boyutu ve yiizey alam

Nanoboyutlu partikiillerin saglik iizerine etkileri arastirilirken parcacik biiyiikligi de
onemli bir faktordiir (Schlesinger ve ark. 2006). Biiyiikliik faktoriiniin en 6nemli etkisi
kiigiilen boyut ile birlikte biyolojik bariyerleri gecerek hedefe daha kolay ulasilabilme
dolayisiyla daha yiiksek etki gosterebilme ile iliskilidir (Shukla ve ark. 2005). Gurr ve
ark. (2005) tarafindan yapilan caligmada, fotoaktivasyon yoklugunda 10 ve 20 nm
boyutlu TiO; anataz partikiillerinin BEAS-2B hiicrelerinde, oksidatif DNA hasari, lipid
peroksidasyonu, mikroniikleus olusumu ve artan hidrojen peroksit ve nitrik oksit
iretimini uyardig1r gosterilmistir. Bununla birlikte, 200 ve> 200 nm boyutlu anataz

parcaciklarinin radyasyon yoklugunda oksidatif strese neden olmadigi tespit edilmistir.

Mesleki ve cevresel ortamlarda partikiil konsantrasyonlar: lizerinde limit degerleri
belirlerken kendi kiigiik boyutu ve yiiksek bollugu nedeniyle, nanopartikiillerin ylizey-
agirlik oraninin dikkate almmasi gerekmektedir (Nel ve ark. 2006). Toksikolojik
kanitlar nano boyutlu maddelerin kardiyovaskiiler sistem iizerinde ozellikle zararl
etkiler olusturabilecegini gostermektedir (Brook ve ark. 2010). Bu seviyede
malzemelerin  fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozellikleri genellikle ayni
kompozisyondaki bilyiik malzemelerden farklidir. Ornegin, indiyum ve kalaym erime
noktasi yaklasik 100 ° C iken partikiil cap1 100 nm'den 10 nm'ye diisiiriildiiglinde ve 15

nm altinda erime noktasina katlanarak azalir (Auffan ve ark. 2009).
Daha kiiciik partikiillerin partikiil yiizeylerinde daha fazla atom vardir, bu yiizden daha

etkin bir sekilde, ¢evre ile etkilesimde bulunabilmektedir. Partikiil capi ile yilizeyde yer

alan molekiil arasindaki iligki sekil 2.9°da gosterilmektedir.
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Sekil 2.9. Parcacik boyutunun bir fonksiyonu olarak yiizey molekiilleri (Oberddrster ve
ark. 2005b)

2.3.2. Agregasyon ve aglomerizasyon

Partikiil boyutunu belirleyen aglomerasyon ve agregasyon olmak tizere iki dnemli siire¢
vardir (Jiang ve ark. 2009). Nanopartikiiller, Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik gii¢
ve/veya yiizey gerilimi gibi zayif kuvvetler tarafindan bir arada tutuldugu zaman
aglomerat (topak) olarak adlandirilir. Partikiiller kovalent ya da metalik bag gibi daha
gliclii baglar tarafindan birbirine bagl ise agregat adini alir (Anonim 2008, Anonim
2011). Canl sistemlerin partikiillere maruz kalma siirecinde partikiillerin tam olarak

nasil davrandigini saptamak toksik etkilerinin belirlenmesi i¢in gereklidir.

Nanopartikiillere maruz kalma durumunda maruz kalinan nanomateryaller tekli
partikiillerden ziyade agregat formunda olacaklardir ve birgok toksisite testinde
nanomateryallerin uygulamas1 sulu bir ¢evrede ya da tasiyicida gergekleseceginden
dolay1 gozlenen etkiler temelde aglomere formdaki nanomateryallerin etkileri olacaktir

(Thess ve ark. 1996, Singh ve ark. 2009).

Nanopartikiiller fizyolojik sivilarda aglomerat olusturma egilimindedir ama ayni

zamanda kararl agregatlar da meydana getirebilirler. Hidrodinamik ¢ap ile karakterize
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edilen aglomerat ve agregatlar birincil partikiill ¢capindan 6nemli derecede farklilik

gosterebilir (Jiang ve ark. 2009). Sekil 2.10°da agregat ve aglomeratlar yapilari

gosterilmistir.
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Sekil 2.10. Agregat ve aglomeratlar (Jiang ve ark. 2009)

2.3.3.  Zeta potansiyeli
Zeta potansiyeli partikiiller arasindaki itme veya ¢ekme degeri olup, yiizey yiikiiniin bir
Olgiisii olarak da adlandirilir. Zeta potansiyel 6lgiimii dagilma mekanizmalar: ile ilgili

ayrmtil bilgi verir (Hunter 1981).

Powers ve ark. (2006) nanomateryallerin karakterizasyonunda farkli yOntemler
kullanarak c¢ozeltideki nanomateryallerin zeta potansiyeli, partikiil boyutu ve boyut
dagilimi degerlendirmek i¢in yararli bir teknik olarak dinamik 1s1ik sagilimini (DLS)
onermigstir. DLS,

cozelti icindeki partikiil boyutunun Ol¢imii ve slispansiyon

stabilitesini analiz etmek icin basit bir yontem olarak yeni ve son ¢aligmalarda
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kullanilmaktadir (Berne ve Pecora 1975, Wu ve ark. 2005, Simakov ve Tsur 2006,
Williams ve ark. 2006).

2.3.4.  Partikiil sekli ve kristal yapisi

Nanopartikiiller yildiz, serit, tiip, cubuk, kurdele, kiire, tanecik gibi bir¢cok sekillerde
bulunabilirler. Bu sekillerin her biri hiicre igerisine alinim ya da hedef molekiillerle
etkilesimde farkli reaksiyonlara yol agarlar (Obersorster ve ark. 2007). Ayni kiitleye
sahip uzun sekilli nanopartikiil ile kiiresel sekilli nanopartikiil arasindaki hidrodinamik
capin farkli olmasi hem nanopartikiillerin difiizyonunu ve hem de diflizyon hizini

etkiler.

Partikiill kimyasi1 nanopartikiillerin  toksisitesinin  belirlenmesinde  Onemlidir.
Partikiiller kimyasal yapilarmma bagl olarak, hiicresel alimi, hiicre i¢i lokalizasyonu ve

ROS olusturma yetenegi agisindan farklilik gosterebilir (Xia ve ark. 2006).

Partikiiller ayn1 bilesime sahip olsa bile farkli kimyasal ya da kristal yapiya sahip
olabilir. Bir malzemenin toksisitesi kristalin formunun tipine bagldir. Ornegin rutil ve
anataz, titanyum dioksitin ayni1 kimyasal bilesime sahip iki allotropudur. Ancak farkli
kristal yapiya sahip olduklar: i¢in degisik kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahiptirler.
Rutil nanopartikiillerin (200 nm) fotoaktivasyon yoklugunda oksidatif DNA hasarma
neden oldugu bulunmustur ama ayn1 boyutta anataz nanopartikiillerinin zarar vermedigi

tespit edilmistir (Gurr ve ark. 2005).

2.3.5. Yiizey kimyasi ve yiizey reaktivitesi

Absorbe edilen ve partikiil tarafindan depolanan enerji tekrar serbest birakildiginda
radikal olusturabilir veya hidrokarbonlarin bozulmasina neden olabilir (Sekil 2.11).
Ayrica, proteinlerle ayni boyuta sahip molekiiller dogrudan yiizeylere tutunabilir
(Cedervall ve ark. 2007, Lundqvist ve ark. 2008) ve proteinlerin inhibisyonuna ya da

diger protein modifikasyonlarma neden olabilir.
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Sekil 2.11. Nanopartikiillerin yiizey reaktifligi (Krug ve Wick 2011)

Kristal yapilar1 ya da kuantum etkileri, enerji absorpsiyonu ve transferini tetikleyebilir
bu durum oksijen radikallerinin olusumuna veya hidrokarbon bozulmasina neden olur.
Ayrica nanopartikiiller, protein veya DNA gibi karsilastirilabilir biiytikliikteki biyolojik
makromolekiillere baglanabilir. Bu tiir reaksiyonlar hiicresel homeostazi iginde yan

etkilere neden olabilir (Krug ve Wick 2011).

2.4. Toksisite Testleri

Nanopartikiiller oksidatif hasar olusturarak DNA hasarina yol agabilecekleri gibi
yeterince kiiclik boyutlu iseler hiicre zarindan igeri girebilir ve DNA ile interaksiyona
girerek hasara yol acabilirler. Hiicre zarin1 gegerek sitoplazmaya giren nanopartikiiller
cekirdek zarin1 gegemeseler bile hiicre boliinmesi esnasinda c¢ekirdek zarinin
erimesinden dolayr DNA ile kars1 karsiya gelebilir ve cesitli hasarlara yol agabilirler.
Nanopartikiillerin sitotoksisite ve etki mekanizmalarinin arastirilmasinda kullanilan
yontemlerin basinda klonojenik test, XTT, M30, M65 ve Oksidatif hasarlarin
belirlenmesine olanak saglayan ROS ve GSH testleri gelmekte, genotoksik etkilerinin
arastirildigr caligmalarda ise mikroniikleus, komet ve y-H2AX testleri siklikla

kullanilmaktadir (Oberdorster ve ark. 2007, Singh ve ark. 2009).
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2.4.1. Sitotoksisite testleri
Klonojenik test

Klonojenik test, bir hiicrenin genis bir koloni ya da klon olusturacak sekilde lireme
kabiliyetini korumasina ve siiresiz olarak prolifere olabilmesine dayanmaktadir. Bu
sekilde iireyen hiicrelere klonojenik hiicreler denilmektedir. Diger taraftan, DNA ve
protein sentezleme 6zelligini koruyan, 1-2 mitoz geciren fakat yeterli diizeyde prolifere
olup koloni olusturamayan hiicreler 6lii olarak nitelendirilmektedir. Bu nedenle koloni

sayimu1 yapilirken en az 50 hiicre igeren koloniler sayilmaktadir (Franken ve ark. 2006).

Ilk zamanlarda, klonojenik test radyasyonun hiicreler iizerindeki etkisinin
degerlendirilmesinde kullanilirken giintimiizde daha ¢ok klinik uygulamalardaki cesitli

ajanlarm sitotoksik etkilerinin incelenmesinde kullanilmaktadir (Munshi ve ark. 2005).
Klonojenik testin degerlendirilmesinde asagidaki formiiller sik¢a kullanilir:

Her bir doz i¢in 4 tekrar yapilan ¢alismalarda,;
1. petrideki toplam koloni sayist: K1
2. petrideki toplam koloni sayisi: K2
3. petrideki toplam koloni sayisi: K3
4

petrideki toplam koloni sayisi: K4 olmak iizere;
Kontrol grubu i¢in petri bagina ortalama koloni sayist: (L) =(K1+K2+K3+K4)/4

Diger gruplar i¢in petri basina ortalama koloni sayist ise: (N) = (K1+K2+K3+K4)/4

formiilii ile hesaplanir.
Kaplama Etkinligi (KE) ya da Plating Efficiency (PE) terimi ise petriye ekilen

hiicrelerden prolifere olarak koloni olusturanlarm %’sini ifade etmektedir. Ornegin; 50

hiicre ekilen bir petride sonug olarak 25 koloni sayiliyorsa PE: %50 olarak hesaplanir.
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Bir 6rnek (petri) i¢cin Kaplama Etkinligi (Plating Efficiency) (PE);
PE =(Sayilan Koloni Sayis/Ekilen Hiicre Sayis1)* 100 formiilii ile hesaplanir.

Hiicre sagkalim fraksiyonu (SF), belirli bir konsantrasyonda uygulanan ajan ile buna
bagl olarak iireme yetenegini koruyabilen ve koloni olusturan hiicre sayis1 arasindaki

iligki olarak tanimlanmaktadir (Franken ve ark. 2006 ).

Her doz grubu i¢cin SF = (Doz PE/Kontrol PE)*100

Her doz grubu i¢in % Canlilik = (N/L)*100 formiiliiyle hesaplanir.

XTT testi

XTT hiicre canlilik testi kiti renk degisimine dayanan hiicresel metabolik aktiviteyi
Olcen bir testtir. Bu test yontemi ilk defa 1988 yilinda P. A. Scudiero tarafindan

tanimlanmistir (Scudiero ve ark. 1988).

Test siiresince sar1 tetrazolium tuzu XTT metabolik olarak aktif olan hiicrelerde
dehidrogenaz enzimi tarafindan yogun renkli formazan boyasina indirgenir (Sekil 2.12).
Bu mitokondrial enzim hiicre 6ldiikten kisa siire sonra inaktive edildigi i¢in turuncu
renkli formazan boyasi sadece canli hiicrelerde olusur. Uretilen formazanin miktar1
ornekteki canli hiicre sayisi ile orantilidir. Testte olusan formazan boyasi sulu
cozeltilerde c¢oziinebilir ve 450 nm dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak
absorbans Olciilerek hesaplanir. PMS (N-Methylphenazonium methyl sulfate) gibi
elektronla baglanan reajan hiicrelerde XTT indirgenmesinin etkinligini anlamli sekilde

arttirr (Roehm ve ark. 1991).
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Sekil 2.12. XTT tetrazolium ve formazan (Anonim 2010a) XTT tetrazolyum tuzu (2,3-
Bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrazolyum-5-karboksianilit tuzu) mitokon-
driyal solunum zincirinin dehidrogenaz sistemi tarafindan formazana pargalanabilen bir
tuzdur.

2.4.2. Genotoksisite testleri

Mikroniikleus testi

Mikrontikleuslar (MN) interfaz hiicrelerinde gbzlenen ve mitoz bdliinme sirasinda
ortaya c¢ikan, ana cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom
fragmanlarindan koken alan olusumlardir. Bu olusumlar genellikle hiicre siklusunu
kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, mitotik i§deki hatalardan, kinetokordan veya
mitotik aygitin diger parcalarindan ve kromozomal hasarlardan kaynaklanmaktadirlar.
MN sayisindaki artig, cesitli ajanlarm hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir.
Anoploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarma ve ig iplikgiklerinde
fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak
MN olusumuna yol agmaktadirlar (Sekil 2.13). Bu nedenle hiicrelerde MN sayisindaki
artiy, genotoksik ajanlarmn hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Demirel ve Zamani 2002,

Niwa ve ark. 2006, Cavas ve Konen 2008).
MN’ler temel olarak DNA kiriklarindan kaynaklanan asentrik kromozom ya da kromatit

parcalarindan olusur. MN’ler mikrotubiillerin kinetekorlara yanlis baglanmasindan

dolayl, kromozom ya da kromatidlerin anafazda geride kalmasi sonucu veya
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sentromerik DNA’daki kinetekor proteinlerindeki ya da kinetekor aygitindaki defektler
nedeniyle olusabilir (Cimini ve Degrassi 2005, Mateuca ve ark. 2006).

Profaz Metafaz Anafaz Telofaz

Sekil 2.13. Mikroniikleus olusumuna yol agan farkli mekanizmalar A. Normal mitoz
B. Klastojenik etki C. Anojenik etki (Zelazna ve ark. 2011°den degistirilerek alinmistir)

MN testi yapisal ve sayisal kromozom hasarlarinin tespitinde, metafaz kromozom
analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel
yonden daha anlamli sonuglar elde etme avantaji saglamasiyla bir¢ok hiicre tipine
uygulanabilen ve yaygin kullanim alani bulan bir teknik olmustur. Basitligi,
giivenirliligi, gecerliligi ve farkl hiicre tiplerine uygulanabilirligi gibi avantajlara sahip
olmasi nedeniyle yillardir kullanilmakta olan MN testi, gelecekte de mutajenitenin
belirlenmesi ve dnlenmesinde 6nemli bir rol listlenecektir (Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu

2011).

In vitro c¢alismalarda MN testi protokoliine gore preperat hazirlanirken;

her bir doz grubu i¢in; A, B, Tekrar-A ve Tekrar-B olmak iizere 4 preperat hazirlanir (4
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tekrarli c¢aligilir). Sayim yapilrken mono, bi, tri ve tetra niikleuslu hiicreler ve
biniikleuslu hiicrelerin i¢indeki MN’ler dikkate alinarak her bir preperattan dncelikle
toplam 1000 hiicre sayilir. Daha sonra binilikleuslu hiicrelerin sayisin1 1000’e
tamamlayana kadar sadece biniikleuslu hiicreler ve varsa bintikleuslu hiicrelerdeki
MN’ler sayilir. Biniikleuslu hiicrelerdeki toplam MN sayisi1 belirlenerek, MN tasiyan
biniikleuslu hiicrelerin oram1 ve toplam MN sayismin incelenen biniikleuslu hiicre
sayisia boliinmesiyle hiicre basina diisen MN ortalamas1 ve % MN hesaplanir. Ayrica
cekirdek boliinme indeksi (CBI), fiziksel ya da kimyasal bir ajanin sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in dnemli bir parametredir (Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu 2011). CBI’deki
bir azalma hiicre dongiisiindeki bir inhibisyonu ve hiicrenin proliferasyon

kapasitesindeki bir kaybi yansitir. CBI;

CBI =(1*Mononiikleus + 2* Biniikleus + 3* Triniikleus + 4* Tetraniikleus) / (Toplam

hiicre sayis1) formiiliiyle hesaplanmaktadir.

Komet testi

Ilk olarak 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarinin
Olciilmesi amaciyla kurulan, daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan
gelistirilen teknik, notral pH’daki lizis sartlarinda uygulanarak DNA ¢ift sarmal
kiriklarini tayin etmektedir. 1988 yilinda Singh ve arkadagslar1 tarafindan protokolde bir
takim degisiklikler yapilarak yontem alkali lizis kosullarinda uygulanmistir. Alkali
kosullar altinda uygulandigindan dolayr DNA iplikleri birbirinden ayrilmakta ve tek
iplik hasarlarin belirlenmesine olanak saglamaktadir (Pitarque ve ark. 1999; Cavas ve
Koénen 2008). Bu metot, oksidatif stres, toksik agir metaller, kimyasal ajanlar, ilaglar ve
ultraviole gibi ¢esitli genotoksik ajanlarin DNA sarmallar1 tizerinde olusturdugu tek
zincir kiriklarint dogru, hassas, hizli, ucuz ve az bir 6rnek hacmi kullanarak 6lgen bir
yontem olup, tim canli hiicreleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Dikilitas ve Kogyigit 2010).

In vitro ve in vivo olarak uygulanabilen alkali komet yontemi, DNA’da tek zincir

kiriklarini, yiiksek alkali ¢ozelti icerisinde hizli bir sekilde DNA kiriklarina doniisen
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alkalilenebilecek noktalar1 olduk¢a hassas bir sekilde belirleyebilmektedir. Piperakis
(2009), komet yonteminin diger genotoksite yontemleri ile karsilastirildiginda cesitli

avantajlara sahip oldugunu belirtmistir. Piperakis’e gore bu avantajlar;

1) Komet yontemi hiicre hatlarina uygundur.

2) Komet yontemi, bitkileri de iceren herhangi bir okaryotik hiicreye ve pek cok
prokaryotik hiicreye basaril1 bir sekilde uygulanabilir.

3) Yontem, tek hiicre seviyesinde hasar belirleyebilir.

4) Yontem, hiicre basina 50—15000 kirik belirleyebilecek kadar hassastir.

5) Yontem sayesinde, ayni giinde sonug alinabilir.

6) Yontem, hasarlar1 siklusta olmayan hiicrelerdeki kadar siklustaki hiicrelerde de
belirleyebilir.

7) Oldukg¢a hizl1 ve pahali olmayan bir yontemdir.

8) Noninvaziv bir tekniktir.

9) Taze veya dondurulmus 6rneklere uygulanabilir.

10) Yontem az sayidaki hiicre ile gergeklestirilebilir (Piperakis 2009).

Yontemin temel prensibi, tek hiicre DNA’smin agaroz jel icerisinde elektroforetik
alanda gb¢ etmesi esasma dayanmaktadir. Bu nedenle ilk Onceleri, tek hiicre jel
elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis SCGE) olarak isimlendiriliyordu. Daha
sonra, sonugta elde edilen goriintii kuyruklu yildizi andirdigi i¢in komet (comet;
kuyruklu yildiz) ismini almistir. Mikroskoptaki goriintii tipkit bir kuyruklu yildiza
benzemektedir, niikleusu igeren genis bir bas kismi1 ve DNA fragmentlerini igeren bir
kuyruk kismi bulunmaktadir. Yani yontem fragmente olmus DNA’nmn non fragmente
DNA’dan ayrilmasina izin vermektedir. Bu sayede bir¢ok ¢esit DNA hasar iirliniini

belirleyebilmek miimkiindiir (Cavas ve Konen 2008).

Bu teknikte temel olarak agaroza gOmiilen hiicreler lamlar iizerine yayildiktan sonra
lizis islemine tabi tutulurlar. Lizis islemini takiben alkali ortamda muamele edilen
hiicreler elektroforeze tabi tutulduklarinda kirikk DNA ilmekleri ana niikleustan
uzaklasacak sekilde katota dogru yiiriirler. Etidyum bromiir gibi boyalarla boyandiktan

sonra floresan mikroskop altinda kuyrukluyildiz (komet) benzeri bir goriintii ortaya
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cikar (Sekil 2.14). Boylece komet kuyrugu ve bas bolgesi arasindaki oranlara bagli
olarak gorsel ya da goriintii isleme programlari araciligi ile yapilan gesitli hesaplamalar

ile DNA hasar miktarlar1 belirlenebilmektedir (Collins ve ark. 2008).

|
;‘/ L Low melting hiicre
| H karisimi agaroz
— | — / i kapli lamlara yayilir
Dozlamadan 24 saat Low melting agaroz \
sonra hiicreler kaldirilir ile hiicreler karigtirilir o
Lizis ¢ozeltisi ile
muamele edilerek
DNA’daki histon
‘ proteinleri
uzaklastirilir.
Etidyum Bromiir ile Alkali ¢ozelti i¢erisinde 30 dk
boyanan lamlar floresan bekletilerek DNA denatiirasyonu
mikroskopta incelenir saglanir ve yiiriitme yaptirilir

Sekil 2.14. Komet testi agsamalar1

v-H2AX fokus testi

Cift iplik DNA kiriklarinin belirlenmesine yonelik caligmalar genetik toksikolojide en
cok tlizerinde durulan konulardan birisidir. DNA c¢ift iplik kiriklarmin belirlenmesinde,
y-H2AX testi 6nemli bir yer tutmaktadir (Ibafiez ve ark. 2009). Yakmn bir zamanda
ortaya ¢ikan bu test yontemi sadece daha ekonomik bir yontem olmakla kalmayip, diger
tekniklere gore ¢ok daha hassas oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle, hiicre icerisindeki
DNA hasarlarmin fiziksel lokasyonlarmin floresan yontemler ile goriilebilmesine
olanak saglayan bu yontem cift iplik kiriklarmin belirlenmesinde son donemlerde

oldukea kullanisgh bir teknik haline gelmistir (Smart ve ark. 2008).
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H2AX histonunu H2A ailesinin diger {iyelerinden ayiran 6zelligi ise evrimsel siirecte
korunmus —KKATQASQEY karboksi terminal motifine sahip olmasidir. Karboksi
terminalin 139. pozisyondaki serin aminoasidi (Ser139), cift zincirli DNA kirig1 olusan
bolgelerde hizli bir sekilde fosforilasyona ugramaktadir (Sekil 2.15). H2AX histonunun
fosforilasyonu, kromatinde ¢ift zincir kirigi olusan bdlgenin her iki ucundan baglayarak
megabaz ¢ifti uzunlugundaki genis mesafelere kadar yayilmaktadir (Lobrich ve ark.

2010).

DNA’nin niikleozom
cekirdeginden giris ¢ikis
H3 noktasi H3
H2A
C-Terminal
DNA '
Histon
katlanmasi
H4 H4
H2B H2A(X) H2B

Sekil 2.15. y-H2AX histonunun kromatin i¢erisindeki goriiniimii (Kinner ve ark. 2008).
H2A: H2A histonunu, H2B: H2B histonunu, H3: H3 histonunu, H4: H4 histonunu, P-
S139: 139. pozisyondak i serin aminoasidini belirtmektedir

v-H2AX fokus testinde H2AX histonunun fosforilasyonu ile olusan y-H2AX

molekiilleri, immunofloresan boyama yontemi kullanilarak hazirlanan preperatlarda,
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floresan mikroskop altinda y-H2AX fokuslar1 olarak goriilebilmektedir. Her bir ¢ift
zincir ki@t icin binlerce y-H2AX molekiilii olusmakta ve bu molekiillerin
immiinofloresan olarak isaretlenmesiyle bir y-H2AX fokusu ortaya c¢ikmaktadir
(Muslimovic ve ark. 2012). Dolayisiyla her y-H2AX fokusu bir ¢ift zincir kirigma
karsilik gelmektedir.

Bir ¢ift zincir kirig1 i¢in binlerce y-H2AX molekiiliiniin olugmas1 bu testin ¢ift zincir
kirigmin belirlenmesindeki duyarliligini ortaya koymaktadir. Ayrica ¢ift zincir kiriginin
tamir edilmesi ile o bolgedeki y-H2AX fokusun ortadan kalkmasi arasinda ¢ok yakin bir
iligki vardir. Bu noktadaki bir sinirlama ise diisiik sitotoksik dozlarin kullanimini esas
almaktadir. Genomda, 100 — 150 civari ¢ift zincir kirigi olusturan diisiik sitotoksik
dozlar kullanildiginda olusan fokus sayisi ile ¢ift zincir kirig1 arasindaki oran ¢ok daha
anlamlidir. y-H2AX fokuslar1 DNA tamir proteinlerine gore ¢cok daha duyarh bir ¢ift
zincir kirigi belirtecidir. Ciinkii DNA tamir proteinleri hiicre i¢inde siirekli bulunurken
v-H2AX fokuslari ¢ift zincir kirig1 olusan bolgelerde hizli bir sekilde olugmakta ve ¢ift
zincir kirig1 tamirine bagl olarak ayni oranda ortadan kalkmaktadir (Ismail ve Hendzel

2008).

v-H2AX fokus testinin temelini immunofloresan boyama yontemi olusturmaktadir. Bu
yontem dahilinde, sirasiyla hiicrelerin fiksasyonu ve permeabilizasyonu saglanir. Daha
sonra blokaj islemi uygulanarak spesifik olmayan bolgelere primer antikorun
baglanmas1 engellenir. Blokaj islemini takiben hiicreler, dnce anti-fosfo histon H2AX
monoklonal primer antikoru ile daha sonra da florokrom boya ile isaretlenmis sekonder
antikor ile bir siire inkiibe edilirler. Son olarak floresan DAPI/Antifade boya soliisyonu
ile niikleusun karsit boyanmasi saglanir. Sekil 2.16’da y-H2AX fosforilasyonunun

immiinofloresan analizi gosterilmistir.
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Sekil 2.16. y-H2AX fosforilasyonunun immiinofloresan analizi (Muslimovic ve ark.
2012)

v-H2AX fokus sayimi yapilirken niikleuslarin kesin sinirlarmin bilinmesi fokuslarin
dogru degerlendirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle y-H2AX fokuslarinin
saymmu i¢in floresan mikroskoba entegre dijital bir fotograf makinesi ve ilgili bilgisayar
programi yardimiyla fotograflar cekilir. FITC filtresi kullanilarak cekilen fotograflarda
degerlendirmeye alinacak niikleuslar i¢in dncelikle DAPI filtresi kullanilarak ¢ekilmis
fotograflar1 incelenmeli ve niikleuslarin sinirlar1 belirlenmelidir. Daha sonra FITC
filtresi kullanilarak cekilen fotograflar manuel sayimla ya da Foci Counter benzeri
programlarla degerlendirilebilir. y-H2AX fokuslarinin sayiminda, her doz grubu i¢in en

az 50 niikleus degerlendirmeye alinir (Muslimovic ve ark. 2012).
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2.4.3. M30 ve M65 testleri

M30 testi

Apoptoz sirasinda kaspazlar cesitli hiicresel proteinleri parcalar. Epitel hiicrelerinde, bu
substratlardan biri de ara flament sitokeratin 18 proteini (CK18) dir. CK18 apoptoz
stiresince kaspazlarca iki ayr1 bolgeden (Asp 237 ve Asp 396) parcalanir. M30 antikor,
CK18’in kaspazlarca parcalanmasindan sonrasi agiga c¢ikan 396. aspartik asit
kalintisinin neo-epitopunu tanir (Sekil 2.17). Bu pozisyonda pargalanma kaspaz-9,
kaspaz-3 ve kaspaz-7 tarafindan meydana getirilir (Leers ve ark. 1999). M30 CytoDeath
Elisa, KI18Asp396 neo-epitoplarin1 igeren kaspazla kirilmis CKI18 (ccK18)
fragmentlerinin miktarini dlger. Epitel hiicrelerinde apoptosisin indiiklenmesinden sonra
ccK18 artig1 ilk olarak hiicre ekstraktlarinda gozlenir. Antijenin hiicre dis1 bosluga

salinmas1 daha sonra gergeklesir (Hagg ve ark. 2002).

1 237 396 429
N I S
Intakt CK18 Epitel Hiicresi
APOPTOZ

Kaspaz (3, 7, 9) aktivasyonu M30 cytoPEATHTM ELiSA

r A

M6 M30
37 DALD™®

2
v e .-

Kaspazlarca pargalanmig Sitokeratinl8 fragmenti (ccCK18)

APOPTOZ

Sekil 2.17. M30 test kitinin ¢alisma mekanizmast (Anonim 2010b)
(http://www.enzolifesciences.com, 2010’dan degistirilerek alinmistir)
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Olgiilen absorbansa kars1 bilinen konsantrasyonun standart egrisinin ¢izilmesi ile
ornekteki antijen miktar1 Olciilebilir. Antijenin konsantrasyonu litredeki birim olarak

(U/L) ifade edilir (Altun ve ark. 2010).

MG65 testi

Hiicre dis1 CK18, epitel hiicre 6liimii i¢in bir belirte¢ gibi de kullanilabilir (Altun ve ark.
2010). Nekroz sirasinda hiicre membran biitiinliigiiniin kaybi, hiicre digma, CK18 gibi
hiicre i¢i proteinlerin serbest birakilmasi ile sonuclanir. Apoptosis, plazma membrani
biitlinliigiinii koruyan hiicre 6liimiiniin aktif bir formunu temsil eder, fakat genellikle
hiicre i¢i bilesenleri serbest kalan nekroz tarafindan takip edilir. M65® Elisa testi, lii

hiicrelerden serbest kalan ¢oziinebilir CK18’1 6lger (Sekil 2.18).

1 237 396 429
¥ 1 BEE
Intakt Sitokeratinl8 Epitel Hiicresi
A%THSA

APOPTOZ NEKROZ

M5 M6 M5 M

6
237 " Il DALD** 1 237 Il 396 429
LT <

I. .x

Kaspazlarca par¢alanmig Intakt Sitokeratinl8
Sitokeratin18 fragmenti (ccCK18)

APOPTOZ

Sekil 2.18. M65° Elisa testi ile nekrozun belirlenmesi (Anonim 2010b)
(http://www.enzolifesciences.com 2010°dan degistirilerek almmustir)
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M65" Elisa, hiicre kiiltiirii siipernatantlar1 ya da insan serum / plazma 6rneklerinden
toplam epitel hiicre 6liim miktarin1 6lgmektedir (Leers ve ark. 1999, Kramer ve ark.

2004, Linder ve ark. 2010).

Olgiilen absorbansa kars1 bilinen konsantrasyonun standart egrisinin ¢izilmesi ile
ornekteki antijen miktar1 Olciilebilir. Antijenin konsantrasyonu litredeki birim olarak

(U/L) ifade edilir.

M30 testi (kaspazlarca parcalanan CKI18 miktar1) ile M65 testi (Toplam CKI18)
arasindaki oran hiicre 6lim modunu yansitmaktadir. M30/M65 oraninin yiikek olmasi

apoptozu isaret ederken, oranin diisiik olmasi hiicrelerin nekroz yoluyla 61diigiinii ortaya

koymaktadir (Linder ve ark. 2010).

2.4.4. Enzimatik analizler

ROS testi

Cell Biolabs’ OxiSelect™ Hiicreigi ROS test kiti (Yesil floresan) hidroksil, peroksil
veya hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin aktivitesini 6lgmek icin kullanilan hiicre
tabanli bir testtir. Bu testte hiicreye giren fluorojenik prob 2°, 7’-Diklorodihidrofloresein
diasetat (DCFH-DA) kullanilir. Kisaca, DCFH-DA hiicre i¢ine diflize olur ve hiicresel
esteraz tarafindan deasetillenerek florasan olmayan 2’, 7’-Diklorodihidrofloreseine
dontstiiriiliir. Bu yap1 ise ROS tarafindan oldukca floresan ozellikteki 2°, 7°-
Diklorodihidrofloresein (DCF)’e hizli bir sekilde oksitlenir. Floresan yogunlugu hiicre
sitozolii icindeki ROS seviyesi ile orantilidir (Pogue ve ark. 2012).

Hiicreler, 96 kuyucuklu mikroplakalarda kiiltiire edilir ve sonra DCFH-DA ile birlikte
inkiibasyona birakilir. Etkisi arastirilan antioksidan veya ROS ornekleri hiicrelere
eklenir. Kisa bir inkiibasyondan sonra, hiicreler standart floresan plate okuyucuda
okunabilir. Incelenen &rneklerin ROS ya da antioksidan igerigi DCF standart egri ile

karsilagtirarak belirlenebilir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. DCF testinin mekanizmasi (Anonim 2009b) (Biolabs Inc. izniyle
kullanilmistir).
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2.5. Metal ve Metal Alasim Nanopartikiillerinin Toksik Etkileri

Metal ve metal alasim nanopartikiiller, kiiciik boyutu ve genis yiizey alanlar ile birlikte
ayn1 bilesimdeki daha biiyiik formlarindan ¢ok farkl fiziko-kimyasal 6zeliklere sahip
olmalar1 sebebiyle bircok alanda yaygm olarak kullanilmaktadir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 dogaya ve insan sagligina olumsuz etkileri olabilecegi diisiincesiyle bilim
insanlarmin dikkatini ¢ekmislerdir. Yakin zamanda baslanan nanotoksisite ¢alismalari,
nanopartikiillerin hiicre igerisine farkli yollarla girerek, hiicre ici yapilarla ve ¢ekirdek
materyali ile etkilestigini ve sonugta toksik etkiler olusturduklarini ortaya koymustur.
Ancak giliniimiize kadar aliminyum, altin, giimiis, bakir, ¢inko gibi bazi metal ve
metaloksit tabanli nanopartikiillerin c¢esitli hiicre tipleri tiizerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkileri arastirilmis olmasina ragmen metal alagimlarina ait caligsmalar

sinirhidir.

Fahmy ve Cormier (2006), solunum sistemi lizerinde, havadaki kirleticilerin etkisini
belirlemek i¢in, HEp-2 solunum yolu epitel hiicrelerini, silisyum oksit (Si0O,), demir
oksit (Fe,O3;) ve bakir oksit (CuO) nanopartikiillerin artan dozlarma maruz
birakmiglardir. Calisma sonucunda SiO, ve Fe,Os3’lin yiiksek dozlarda bile HEp-2
hiicreleri i¢in toksik etki gostermez iken bakir oksitin (CuO), doz artisina bagli olarak

sitotoksisiteye neden oldugunu ortaya koymuslardir.

Farkli metal oksitlerin (CuO, TiO,, ZnO, CuZnFe;04, Fe;04, Fe,O3) ve karbon
nanotiiplerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin karsilastirildigi bir calismada, farkl
nanopartikiillerin toksik etkilerinin de farkli oldugu bildirilmistir. Bu nanopartikiiller
arasinda sitotoksik ve genotoksik etkiler bakimmdan CuO nanopartikiillerinin en toksik

etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Karlsson ve ark. 2008).

Sharma ve ark.(2009) kozmetikte yaygin olarak kullanilan maddelerden biri olan ¢inko
oksit (ZnO) nanopartikiillerin, A431 insan epidermal hiicre hatt1 {izerindeki genotoksik
etkilerini arastirmak i¢in yaptiklari c¢alismada, ZnO nanopartikiillerin diisiik
konsantrasyonlarda dahi lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres yoluyla insan epidermal

hiicrelerinde genotoksik etkiye yol agtiklarii gostermislerdir.
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Ostrovsky ve ark. (2009) ZnO nanopartikiillerinin bir¢ok insan glioma hiicre hatinda
(A172, U87, LNZ308, LN18 ve LN229) sitotoksik etki yaptigin1 ancak normal insan
astrositlerde hicbir sitotoksik etki yapmadigini bildirmislerdir. ZnO nanopartikiillerin
normal periferik kan mononiikleer hiicreleri ile karsilastirildiginda HL60 insan
myeloblastik 16semi hiicrelerini 6ldiirmek icin tercihli bir yol izledigini saptamiglardir

(Premanathan ve ark. 2011).

Iki insan akciger hiicre hatt1 (A549 ve THP-1) iizerinde benzer esdeger kiiresel ¢apa
sahip cesitli elemental kompozisyondaki 24 nanopartikiiliin toksik etkisinin
degerlendirildigi calismada, bakir ve ¢inko tabanli nanopartikiillerin en toksik oldugu
tespit edilmistir. Titanyum, aliminyum, seryum ve zirkonyum tabanli nanopartikiiller
orta derecede toksisite goOsterirken tungsten karbiir nanopartikiiller hi¢bir toksisite
gostermemistir. Ayrica sitotoksisite ve esdeger kiiresel ¢ap veya spesifik ylizey alani

arasinda higbir korelasyon bulunmamaistir (Lanone ve ark. 2009).

Ahamed ve ark. (2010) A549 insan akciger epitel hiicrelerinde p53 yolag: araciligiyla
CuO nanopartikiillerince indiiklenen genotoksik yanit1 degerlendirmek i¢in yaptiklari
calismada, hiicre canliliginin doza bagli olarak azaldigini ve CuO nanopartikiillerinin
doza bagh olarak oksidatif stres yoluyla genotoksik hasara neden olduklarini

gostermislerdir.

Moschini  ve ark. (2010) bakiroksit ve titanyumdioksit (CuO ve TiOy)
nanopartikiillerinin A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini karsilastirmak i¢in
nanopartikiillerin  fizikokimyasal karakterizasyonunu yaptiktan sonra hiicrelere
uygulamis ve hiicre-partikiil etkilesimleri, membran biitiinliigli, canlilik ve oksidatif
stres durumlarmi incelemislerdir. TiO;’ye maruz kaldiktan sonra hicbir etki
gozlenmezken CuO’ya maruz kalma durumunda hiicre canliliginin 6nemli dlgiide

azaldigini rapor etmislerdir.
Papageorgiu ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada nanoboyutlu kobalt-krom

alasimmnin insan fibroblastlar1 lizerindeki genotoksik etkileri komet testi yapilarak

arastirilmis ve DNA hasarinda artis oldugu ortaya konulmustur. Bir diger ¢alismada ise
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yine kobalt-krom alagimlarinin primer insan fibroblastlar1 tizerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkileri trypan blue ve mikrontikleus testleri ile degerlendirilmis ve ¢alisma
sonunda hem sitotoksisite hem de genetik hasar frekanslarinda anlamli artiglar oldugu

belirlenmistir (Tsaousi ve ark. 2010).

Gomez ve ark. (2011) medikal implantlarda kullanilan titanyum alasim
nanopartikiillerin (Ti-6Al-4V) CHO-KI1 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkilerini degerlendirdikleri arastirmada Ti-6Al-4V alasimindan salinan iyonlarm DNA

ve niikleer hasara neden oldugunu bildirmislerdir.

Akhtar ve ark. (2012) ZnO nanopartikiillerinin HepG-2 insan hepatoseliiler karsinom,
A549 insan akciger adenokarsinom, BEAS-2B insan bronsiyal epitel ve primer sigan
astrositler ve hepatositleri lizerindeki etkilerini arastirmis ve sitotoksik etkilerin hiicre

tipine gore farklilik gosterdigini belirlemislerdir.

Klien ve Godni¢-cvar (2012) metal nanopartikiillerin in vivo genotoksik etkilerini
degerlendirmek icin yaptiklar1 caligmada, bazi nanopartikiil tiirlerinin deney
hayvanlarinda hem DNA zincirinde kirilmalara hem de kromozomal hasarlara neden
oldugunu, bu genotoksik etkilerin, sadece partikiil biiytikliigii, ylizey modifikasyonu
(partikiil kaplama) ve maruz kalma bi¢imine degil, ayn1 zamanda maruziyet siiresine de

bagli oldugunu belirtmislerdir.

Hahn ve ark. (2012) primer endotelyal ve diiz kas hiicrelerine farkli dozlarda alasim
nanopartikiiller uyguladiklar1 ¢alismada, kobalt ve nikel nanopartikiillerin en yiiksek
sitotoksisiteye neden oldugunu, titanyum, nikel-demir ve nikel-titanyum
nanopartikiillerin ise 10 puM’nin altindaki nanopartikiil konsantrasyonlarinda hiicreler

iizerinde hicbir etkisinin olmadigini rapor etmislerdir.
Gilimiis ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢calismada, ZnO nanopartikiillerinin insan

periferal lenfosit hiicrelerinde zamana ve doza bagl olarak sitotoksik, klastojenik ve

mutajenik etkiler meydena getirdigi belirtilmistir.
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Shukla ve ark. (2013) TiO; nanopartikiillerinin HepG2 insan karaciger hiicrelerinde
oksidatif hasar olusturarak apoptozise neden oldugunu bildirmisler. 1pg/ml

konsantrasyonda bile oksidatif hasar olusturdugunu rapor etmislerdir.

Valdiglesias ve ark. (2013) ZnO nanopartikiillerin insan SHSYSY noéral hiicreleri
iizerinde sitotoksik ve genotoksik etkilerini arastirmislardir. Calismada ZnO
nanopartikiillerin hiicre igerisine girmedigi ancak ortamda bulunmasi sebebiyle dahi
canlilig1 azaltmasi, MN olusumu, H2AX fosforilasyonu ve DNA hasar1 olusturmak
suretiyle doza ve zamana bagh olarak toksisiteyi indiikledigi gosterilmistir. Bir baska
calismada ise ZnO nanopartikiillerin 1132 insan akciger epitel hiicrelerinde oksidatif

stress araciligiyla apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Sahu ve ark. 2013).

Metal nanopartikiiller ile ilgili yogun miktarda calisma bulunmasina karsin, metal
alasim partiikiilleri ile ilgili son derece sinirli sayida calismaya rastlanabilmistir. Metal
nanopartikiillerin boyutlar1 kiigiildiik¢ce ayni elemental yapidaki daha biiyiik saf
metallerden ¢ok farkli fiziksel ve kimyasal Ozelikler gosterdigi ve metal alasim
nanopartikiillerin ise kendilerini olusturan metal partikiillerden farkl 6zeliklere sahip
olduklar1 g6z Oniine alindiginda nanotoksisite caligmalarinin artarak devam etmesi

gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.

Bu tez calismasinda, Bakir-Cinko (Cu-Zn) metal alasim nanopartikiillerinin BEAS-2B
sagliklt insan akciger epitel hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
arastirilmasit amaglanmistir. Bu ¢alismada kullanilacak olan alasim partikiiliin
sitotoksitesi ve genotoksisitesi ile ilgili veriler ilk kez ortaya konulacagi icin ¢aligma

0zgiin degere sahiptir.
Ayrica elde edilen bulgular, ad1 gegen alasim formlarinin biyolojik uygulamalarinda

dozaj belirlenmesi ve cevresel regiilasyonlarda konsantrasyon belirlenmesi agisindan

veri saglayacaktir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada Cu-Zn alasim nanopartikiillerinin saglikli insan akciger epiteli (BEAS-
2B) hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Bu amacla
klonojenik test, XTT testi, MN testi, komet testi, y-H2AX testi ile M30, M65 ve ROS
testleri uygulanmistir. Calisma Uludag Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’'nde bulunan Hiicre Kiltiirii ve Genetik Toksikoloji Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.

3.1. Kullamlan Ekipmanlar, Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, sarf malzemelerine iliskin bilgiler ise

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipman

Ekipman Marka / Model
Floresan/Isik mikroskop NIKON — ECLIPSE 801
Goriintiileme sistemi KAMERAM

-80°C derin dondurucu ELCOLD

Distile su cihazi 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 tank1

pH metre

-20°C derin dondurucu

+4°C cam kapakli buzdolabi

Sogutmal1 santrifiij

Etiiv (37°C ve %5 CO, takviyeli)

BANDELIN - RK 31

MTOPS — MS300HS
SHIMADZU — AUW220D
RADWAG - WTB2000

INT. CRYOGENICS - IC 20R
HANNA - HI 221

ALASKA - ADF 06 V
HORECA — HRS 375 CHL
SIGMA —2-16PK

BINDER - CB 150
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Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipman (devam)

Ekipman Marka / Model
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

8 kuyucuklu lamlar BD BIOCOAT - LOT:87501
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

Steril petriler (60 ve 100 mm’lik) FALCON

Etil alkol AY-KIM

Metanol

Asetik asit

Potasyum

Sitokalasin-B

Giemsa

Kristal viyole
Paraformaldehit

Triton X-100

Bovine Serum Albumin
Anti-H2AX primer antikor
Alexa Fluor 488 sekonder antikor
RPMI-1640 (500 ml)
DPBS (500 ml)

Penisilin — Streptomisin

MERCK 1060082500
MERCK 1000632511
MERCK 1049361000
SIGMA C6762

MERCK 1092040500
MERCK 1159400100
SIGMA — ALDRICH P6148
GERBU 2000

SIGMA- ALDRICH A9418
PIERCE MA-5 15310
INVITROGEN — A11008
LONZA 12-702F

SIGMA 08537

THERMO SH40003.12
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler (devam)

Sarf Malzeme Firma / Katalog No
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
DAPI/antifade boyast VECTASHIELD H-1200
XTT Test Kiti BI

M30 CytoDeath™ Elisa PEVIVA

M65® Elisa testi PEVIVA

OxiSelect™ Hiicrei¢i ROS test kiti CELL BiOLABS

3.2. Cozeltiler

Cu-Zn alasim nanopartikiil kolloidlerinin hazirlanmasi
Yapilan caligmada bilesiminde % 60 Cu - % 40 Zn bulunan 150 nm den daha kiiclik
boyuta (<150 nm) sahip Cu-Zn metal alagim nanopartikiil kullanilmistur.

Cu-Zn metal alagim nanopartikiilleri toz formda temin edilmistir. Distile su igerisinde 1
mg/ml oranda siispanse edilen Cu-Zn metal alagim nanopartikiiller, ultra sonikatorde 20

dakika araliksiz sonike edilerek hazirlanmistir.

Besiyeri hazirlanmasi
500 mI’lik sisedeki RPMI-1640 medyum igerisine; 60 ml fetal bovine serum (FBS), 6
ml penisilin — streptomisin, 6 ml sodyum piruvat, 3 ml L-glutamin eklenerek hazirlan-

mistir.
Hidrojen Peroksit (H,O) soliisyonunun hazirlanmasi

% 35°lik stok H,O,’den 6,318 pl gekilerek 4993,682 ul steril distile su igeren falkon

tiiptine eklenmis ve 5 ml’lik yeni bir stok olusturulmustur.
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Klonojenik test icin:

Kristal viyole boyasinin hazirlanmasi
0,5 g toz halindeki kristal viyole boyas1 20 ml metanol igerisinde ¢ozdiiriilerek 100 ml’

ye tamamlanmastir.

XTT testi icin:

XTT ajanlarinin hazirlanmasi
-20 °C’de bulunan XTT' ve XTT" ¢ézeltileri 1s1iks1z ortamda 1:50 oraninda karistirilarak

kullanilmstir.

MN testi i¢in:

Sitokalasin-B hazirlanmasi
0,001 g Sitokalasin-B, % 70’lik bir miktar etanolde ¢6ziilmiis ve steril saf su ile 5 ml’ye

tamamlanmigtir. -20 °C’de aliqotlanarak saklanmistir.

KCI ¢ozeltisinin (Hipotonik) hazirlanmasi

1,397 g KC1 250 ml suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

Carnoy cozeltisinin (Fiksatif) hazirlanmasi
Metanol: Asetik asit (3:1) oraninda karigtirilarak taze olarak hazirlanip soguk olarak

kullanilmastir.

Dulbecco’s fosfat tampon cozeltisinin (DPBS) hazirlanmasi

0,48 g DPBS 500 ml distile suda ¢ozdiirtilmiistiir.

Giemsa boyasinin hazirlanmasi
5 ml Giemsa boyasi ilizerine 95 ml DPBS eklenerek 100 ml’ye tamamlanmstir.

Hazirlanan boya filtreden gegirilerek kullanilmistir.
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Komet testi icin:

Lamlarin agar ile kaplanmasi
0,75g normal melting agaroz 100ml suda ¢oziilmiistiir. Lamlar rodajli kisminin yarisia

kadar agaroza batirilmis, lamin alt yiizeyleri silinerek havada kurumaya birakilmstir.

Lizis Buffer Hazirlanmasi
178ml suda 2,5M NaCl, 100mM Na,EDTA, ve 100mM Tris karistirilmistir (pH= 10).
Uygulamadan 6nce soliisyona toplam hacmin % 1’1 kadar Triton X 100 ve % 10’u

kadar DMSO eklenmistir.

Running Buffer Hazirlanmasi

1,51t suda 0,56g Na,EDTA,ve 8¢ NAOH ¢oziilerek (pH 13) kullanilmistir.

Notralizasyon Buffer Hazirlanmasi

100 ml suda 4,8456¢g Tris (pH=7,5) ¢oziilmiistiir. +4 °C’de saklanmistir.

Low melting agaroz (LMA) icin PBS hazirlanmasi
0,48g PBS, 50ml suda ¢oziilmiistiir.

Low melting agaroz (LMA) hazirlanmasi

0,065g LMA 10ml PBS’de ¢6ziilmiistiir.

Etidyum bromiir boyasinin hazirlanmasi

Etidyum bromiir 20 pg/ml konsantrasyonda distile su i¢erisinde ¢oziilmiistiir.

y-h2ax testi icin:

% 1 BSA hazirlanmasi
100 mg BSA tartilarak 10 ml suda ¢oziilmiistiir.
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% 0,2’lik Triton X-100 hazirlanmasi
9.98 ml DPBS iizerine 20 pl Triton X-100 eklenmistir.

% 4 Paraformaldehit hazirlanmasi

200 mg paraformaldehit 5 ml suda ¢ozlilmiistiir.

Primer antikor hazirlanmasi

1/200 primer antikor: 1 ml BSA {izerine 5 pl primer antikor eklenmistir.

Sekonder antikor hazirlanmasi

1/50 sekonder antikor: 5 ml BSA iizerine 100 ul sekonder antikor eklenmistir.

M30 testi icin:

M30 cytodeath HRP konjugat seyreltilmesi

M30 cytodeath konjugat seyreltme tampon ile M30 cytodeath HRP konjugat ile
seyreltilmistir. Dogrudan HRP konjugat iceren siseye M30 cytodeath konjugat

seyreltme tamponundan 9,2 ml eklenmistir.

M30 cytodeath yikama tabletin c¢oziindiiriilmesi

500 ml deiyonize suda bir yikama tableti ¢oziilerek kullanilmistir.

M6S testi icin:

M65 HRP konjugatinin seyreltilmesi
M65 HRP konjugati, M65 konjugat diliisyonu tamponu kullanilarak seyreltilmistir.

Yikama ¢ozeltisinin seyreltilmesi

50 ml yikama ¢6zeltisi, 450 ml deiyonize su ile seyreltilmistir.

Metafosforik asit (MPA) hazirlanmasi

Deiyonize suda % 5 (w/v) metafosforik asit (MPA) ¢ozeltisi taze olarak hazirlanmistir.
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ROS analizi i¢in reaktiflerin hazirlanmasi

1X DCFH-DA

FBS'siz hiicre kiiltiir besiyerinde 20X DCFH-DA stok ¢ozeltisi 1X’e seyreltilerek
kullanilmstir.

3.3. Deney Plam

Cu-Zn metal alasim nanopartikiillerinin saglikli insan akciger epitelyum hiicreleri

iizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in;

1. Nanopartikiil kolloidlerinin karakterizasyonunun yapilmasi

2. Hiicre hattmin deney protokolleri i¢in hazirlanmasi

3. Kontrol ve doz gruplarinin belirlenmesi

4. Sitotoksisite testlerinin (klonojenik test ve XTT testi) yapilmasi

5. Genotoksisite testlerinin (MN, komet ve y-H2AX) yapilmasi

6. Nanopartikiilin neden oldugu hiicre 6liim yolagmin M30 ve M65 testleri ile

belirlenmesi

7. Olast etki mekanizmalarmin hiicre i¢i ROS analizleri ile belirlenmesi planlanmustir.

3.3.1. Bakir—¢inko metal alasim nanopartikiil kolloidlerinin karakterizasyonu

Yapilan ¢alismada 1 mg Cu-Zn metal alasim nanopartikiilleri 1 ml distile su i¢inde 20

dk ultra sonikatérde sonike edilmistir. Elde edilen ¢ozeltinin karakterizasyonu hizmet

alim1 yolu ile gergeklestirilmistir. Bu kapsamda zeta potansiyeli 6l¢limii, dinamik 151k
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sacilim spektrofotometresi (DLS) ve transmisyon elektron mikroskopisi (TEM)

analizler1 yaptirilmistir.

Zeta potansiyeli dl¢iimii

Zeta potansiyeli tanecikler arasindaki itme veya ¢ekme degerinin Olgiisiinii ifade
etmektedir (Hunter 1981). Partikiiller yiizey yiiklerine bagli olarak bir araya gelip
agregat olusturabilirler. Genellikle 15 mV’dan yiiksek ya da -15mV’dan kiigiik degere
sahip partikiiller stabil olarak kabul edilirler. Bundan dolay1 nanopartikiil calismalarinda

kullanilacak bir ¢6zeltideki partikiillerin zeta potansiyelinin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu calismada, Cu-Zn alasim nanopartikiillerinin zeta potansiyeli 25 °C’de Zetasizer

Nano-ZS90 (Malvern Ins.) cihazi kullanilarak belirlenmistir.

Dinamik 151k sacilm (DLS) spektrofotometresi analizi

Yapilan calismada, Cu-Zn alasim nanopartikiil ¢o6zeltisindeki patikiillerin biiytikliikleri
Malvern CGS-3 (Malvern Inst.) dinamik 151k sacilim spektrofotometresi kullanilarak 25

°C sicaklikta ve 90 derece agida Sl¢iilmiistiir.

Transmisyon elektron mikroskopi (TEM) analizleri

Cu-Zn alagim nanopartikiillerinin biiyiiklilk ve dagilimi hakkinda veri elde etmek ve
DLS analizi ile elde edilen verileri dogrulamak i¢in transmisyon elektron mikroskobik
(TEM) analizler gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 6rnekler 300 mesh’lik bakir gridler
iizerine damlatildiktan sonra bir gece kurumaya birakilmistir (Dhawan ve ark. 2006).
Kurutma sonrasinda gridler FEI marka Technai Spirit G2 model 120 kV transmisyon
elektron mikroskobu altinda incelenmistir. Uygun goriintii alanlarmm Morada TEM

kameras1 ve Soft Imaging system programi kullanilarak fotograflar1 ¢ekilmistir.
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3.3.2. Cahismada kullanilan hiicre hatti

Genotoksisite arastirmalarinda kullanilabilirligi daha 6nceki caligmalarda gosterilmis,
ATCC kokenli CRL 9609 numarali hazir hiicre hatlar1 olan normal insan akciger
BEAS-2B epitel hiicre hatt1 se¢ilmistir (Gurr ve ark. 2005, Park ve ark. 2008, Xia ve
ark. 2008, Kim ve ark. 2009).

Saglikli insan alveolar bazal epitel hiicreleri (BEAS-2B), filtre kapakli T-75 flasklarda,
RPMI-1640 ile hazirlanmis besiyeri ortaminda ¢ogaltilmigtr. BEAS-2B hiicre
kiiltiirleri, havalandirmali T75 flasklar igerisinde 37°C ve % 5 CO, ortama sahip
inkiibator icerisinde yasatilmistir. Flasklara konulacak olan besiyeri; RPMI-1640 + % 1
sodyum piriivat+ % 10 fetal bovin serum + 2 mM L-glutamin, 50 pg/ml penisilin -

streptomisinden olusmustur. Hiicreler haftada 2 kez pasajlanmistir.

Hiicrelerin pasajlanma protokolii

1. Pasajlanmasi gereken kiiltiir flaskindaki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilmistir.

2. Hiicre tabakasi uygun miktarda PBS ile ~1 dk yikanmis ve PBS aspire edilerek
uzaklastirilmastir.

3. Tripsin eklenerek 1 — 2 dk beklenmis ve invert mikroskop altinda hiicrelerin
zeminden ayrilip ayrilmadigi kontrol edilmistir.

4. Tripsin reaksiyonunu durdurmak igin flaska tripsin ile ayni miktarda besiyeri
eklenmistir.

5. Flasktaki hiicre siispansiyonu uygun bir serolojik pipet ile toplanarak 15 ml’lik falkon
tiipline konulmustur.

6. Tlip icerisindeki hiicreler +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

7. Siipernatant hiicrelerin lizerinde yaklasik 500 pl kalacak sekilde aspire edilirerek,
kalan pellet yeniden siispanse edilmistir.

8. Hiicre sayim cihazi ile toplam hiicre sayis1 belirlenmistir.

9. Yeni flaska uygun miktarda besiyeri eklenmis ve belirlenen hacimdeki hiicre

siispansiyonu flaska aktarilarak inkiibatore kaldirilmistir.
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Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in gereken malzemeler ve kimyasallar Cizelge 3.3’te,

flasklara eklenmesi gereken kimyasallar ve miktarlar1 ise Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in gereken malzemeler ve kimyasallar

GEREKLI MALZEMELER KIMYASALLAR
15 ml steril tiipler PBS

Steril pipetler Tripsin (% 0,25°lik)
Flask(lar) Hazirlanmis besiyeri

Cizelge 3.4. Flasklara eklenmesi gereken kimyasallar ve miktarlari

FLASKLAR (D)PBS TRIPSIN BESIYERI
T-12,5 1-2ml 1 ml 2,5 ml

T-25 2—-3ml 2—-3ml 5 ml

T-75 5—6ml 4—5ml 10 ml

3.3.3. Bakir—cinko metal alasim nanopartikiillerin hiicre icine alinim

I mg/ml oraninda hazirlanan Cu-Zn metal alasim stok ¢ozeltisinden BEAS-2B hiicre
hatt1 besiyerine 2 pg/ml olacak sekilde dozlama yapilmis ve partikiillerin hiicre igine
almip alinmadiklar1 elektron mikroskobu ile belirlenmistir. Bu islem hizmet alimi
yoluyla gerceklestirilmistir.

3.3.4. Kontrol ve doz gruplan

Bu calismada biiylime, solvent ve pozitif olmak {izere ii¢ tip kontrol grubu

kullanilmastir.

Biiyiime Kontrol: Hiicreler herhangi bir ajana maruz birakilmamistir.

Solvent Kontrol: Hiicreler sitotoksisite testlerinde 100 pl/ml, genotoksisite testlerinde

ise 3,2 ul/ml steril su ile muamele edilmistir.
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Pozitif Kontrol: Sitotoksisite ve genotoksisite testlerinde test sistemlerinin dogru calisip
calismadigmi kontrol etmek amaciyla hiicreler Hidrojen Peroksit (H,O,) ile muamele
edilmistir. Pozitif kontrol grubunda besiyerinde 147uM H,0O, olacak sekilde dozlama
yapilmistir.

Sitotoksisite test gruplart:

Cu-Zn alasim nanopartikiillerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in BEAS-2B
hiicreleri 24 saat boyunca Cizelge 3.5’te belirtilen doz konsantrasyonlarmdaki
nanopartikiil ¢ozeltisine maruz birakilarak, klonojenik test ve XTT testleri yapilmistir.

Testlerin sonucuna gore IC50 degeri belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Sitotoksisite testleri i¢in kullanilan dozlar

KONTROL GRUPLARI DOZLAR

Biiyiime Kontrol 0,1 pg/ml 8 ng/ml 20 pg/ml

Solvent Kontrol I pg/ml 10 pg/ml 25 pg/ml

Pozitif Kontrol 4 pg/ml 12 pg/ml 50 pg/ml
5 pg/ml 16 pg/ml 100 pg/ml

Genotoksisite test gruplart:

Sitotoksite testlerinin degerlendirilmesi sonucunda genotoksik dozlar belirlenmistir.
Test sonuclarina gore diisiik sitotoksik etkiye sahip degerler secilerek genotoksisite
testler1 gerceklestirilmistir. Belirlenen genotoksik doz degerleri Cizelge 3.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Genotoksisite testleri i¢in kullanilan dozlar

KONTROL GRUPLARI DOZLAR

Biiyiime Kontrol 0,1 pg/ml 0,8 pg/ml
Solvent Kontrol 0,2 pg/ml 1,6 pg/ml
Pozitif Kontrol 0,4 pg/ml 3,2 pg/ml
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3.3.5. Sitotoksisite testlerinin yapilmasi
Klonojenik Test

Bu testte Cu-Zn metal alagim nanopartikiillerin sitotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla
BEAS-2B hiicre hatlar1 kullanilarak farkli konsantrasyonlarda klonojenik test analizi

yapilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak H,O, kullanilmistir.

Klonojenik test protokolii:

1. Hiicreler 15 ml’lik falkon tiipiinde toplanmaistir.

2. Tiip icerisindeki hiicreler +4 'C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

3. Siipernatant hiicrelerin lizerinde yaklasik 1 ml kalacak sekilde aspire edilmis ve kalan
pellet siispanse edilmistir.

4. Hiicre sayimi yapilarak tiipteki toplam hiicre sayis1 belirlenmistir.

5. Flaskalara 50000 hiicre ekilmistir.

6. Flasklara ekilen hiicreler %80 ve iizeri konfluent hale geldigi zaman besiyeri
degistirilerek dozlama yapilmistir.

7. Flasklara Cu-Zn alasim nanopartikiil soliisyonunun farkli konsantrasyonlari
uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

8. Klonojenik test analizi i¢in 5 miligram Cu-Zn alasim nanopartikiil 5 ml steril distile
suda ¢Oziilmiistiir.

9. Cu-Zn alasim nanopartikiil HD 2070 Bandelin Sonoplus marka sonikatérde 20 dakika
boyunca sonike edilmistir.

10. Belirlenen dozlar bu silispansiyondan herhangi bir seyreltme islemi yapilmaksizin 2
giin once ekim yapilmis olan flasklara aktarilmistir.

11. Inkiibasyon siiresinden sonra flasklarin igindeki besiyeri aspire edilerek
uzaklastirilmastir.

12. Hiicreler PBS ile iki kez yikanmis ve PBS aspire edilerek uzaklastirilmistir.

13. Hiicreler, tripsinlenerek 15 ml’lik falcon tiiplerine alinmigtir.

14. Tipler +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

15. Siipernatant hiicreler aspire edilmis ve kalan pellet yeniden siispanse edilmistir.

16. Bu hiicre siispansiyonundan canli hiicre sayimi1 yapilmstir.
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17. Toplam canli hiicre sayis1 belirlendikten sonra 60 mm’lik petrilere 500 canli hiicre
olacak sekilde hiicre siispansiyonu eklenmis ve petriler inkiibatére kaldirilmistir. Her
doz i¢in 4 adet 60 mm’lik petriye hiicre ekimi yapilmistir. Ancak 25 pg/ml, 50 pg/ml
ve 100 pg/ml dozlarda eklenen 25 lik flasklarda tiim hiicreler 61diigii i¢in petrilere ekim
yapilamamastir.

18. Hiicre hattmin biiylime hizina gore petrilerin besiyeri belirli siirelerle tazelenmistir.
BEAS-2B hiicre hatt1 i¢in ekim yapildiktan 3 — 4 giin sonra ilk besiyeri degisimi
yapilmistir. Bu hiicrelerin koloniler olusturarak biiyilimeleri ve boyanacak duruma
gelmeleri icin 7 — 8 gilin beklenmis ve bu silire esnasinda, invert mikroskopta koloni
gelisimi kontrol edilmistir.

19. Olusan koloniler PBS ile yikanmis, etanol ile 5 dk fikse edilmis ve kristal viyole
boyasi ile 5 dk boyanmustir.

20. Daha sonra her petri i¢cin en az 50 hiicre iceren kolonilerin sayim1 yapilmastir.

Biiyiime kontrol grubu i¢in petri basma ortalama koloni sayis1 (L), diger gruplar i¢in
petri basma ortalama koloni sayisi (N) olarak belirtilirse; her doz grubu igin
% Canlilik = (N/L)*100 olarak hesaplanmistir. Bu formiilden yararlanilarak, herbir
kontrol ve doz gruplarina iliskin % canlilik hesaplanmis ve elde edilen degerlerden bir
dagilim grafigi ¢izilmistir. Dagilim grafigi lizerinde diizglin egim gosteren li¢ nokta
belirlenmistir. Bu {ic noktadan gecen egim cizgisi ¢izdirilerek egim formiili elde
edilmistir. Y=aX+b seklinde elde edilen formiilde Y degeri yerine 50 yazilarak X degeri
hesaplanmistir. Y=50 iken elde edilen X degeri IC50 olarak kabul edilmistir.

Her uygulama grubu icin 4 petri kullanilmistir. Deney fakli zamanlarda iki kez 4 tekrarh
olarak gerceklestirilmistir. Uygulama gruplarinda doza bagliligi belirlemek icin
regresyon ve korelasyon analizi gerceklestirilmistir. Parametrik veriler i¢cin Pearson
korelasyonu, parametrik olmayan veriler icin Spearman korelasyonu yapilmistir.
Biiyiime kontrol grubu ile doz gruplar1 arasindaki farklilk Dunnett testi ile

degerlendirilmistir.
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XTT testi

Yapilan testte Cu-Zn metal alasim nanopartikiillerin sitotoksisitesinin belirlenmesi
amaciyla klonojenik testte uygulanan ayni konsantrasyondaki dozlar kullanilmistir.

Calismada pozitif kontrol olarak H,O, kullanilmistir.

XTT test protokolii:

1. Su eklenmesi gereken kuyucuklara 200 pl su, diger kuyucuklara blanklar dahil 200 pl
besiyeri eklenmistir.

2. Hiicre sayimi yapilarak blanklar disindaki besiyeri iceren herbir kuyucuga 5000’er
hiicre ekilmis ve hiicreler 24 saat siireyle 37 °C, %5 CO, inkiibatérde ¢ogalmaya
brrakilmstir.

3. 24 saat sonunda besiyeri degistirilmistir. Her kuyucuga yine 200 pl besiyeri
eklenmistir.

4. XTT testi i¢in klonojenik test i¢in belirlenen dozlar kullanilmistir. Dozlamadan sonra
hiicreler tekrar inkiibasyona kaldirilmigtir.

5. 24 saatlik inkiibasyondan sonra hiicreler besiyeri aspire edilerek kuyucuklar PBS ile
yikanmigstir.

6. Kuyucuklara 100 pl besiyeri eklenmistir.

7. Mikroplakanin her bir kuyucuguna 50 pl XTT 6l¢iim soliisyonu eklenmistir.

8. Hiicreler tekrar 2 saat siireyle inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda Elisa cihazinda

hem 450 nm de hemde 630 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

Bu ¢aligsmada herbir kontrol ve doz gruplar1 farkli zamanlarda iiger tekrarli olmak tizere
dort kez test edilmistir. XTT testinin sonuglarma gore asagidaki formiille % canlilik
hesaplanmistir. Korler (sadece besiyeri iceren kuyucuklar) dahil herbir grubun
ortalamast alinmistir. Korlerin ortalamalari, tiim kontrol ve doz gruplarmin
ortalamalarindan ¢ikarilmistir. Bu sekilde herbir doz icin elde edilen degerlerden

asagidaki formiil kullanilarak dozlara gdre inhibisyon hesaplamasi yapilmistir.

Inhibisyon = (1-Inhibisyonu Hesaplanan Doz Ort./ Biiyiime Kontrol Ort.) *100
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% Canlilik = (100- Hesaplanan Doz Inhibisyonu)

Herbir kontrol ve doz gruplarina iliskin % canlilik hesaplanarak, elde edilen degerlerden
bir dagilim grafigi ¢izilmistir. Dagilim grafigi iizerinde diizgilin egim gdsteren ii¢ nokta
belirlenmistir. Bu {ic noktadan gecen egim c¢izgisi cizdirilerek egim formiilii elde
edilmistir. Y=aX+b seklinde elde edilen formiilde Y degeri yerine 50 yazilarak X degeri
hesaplanmistir. Y=>50 iken elde edilen X degeri IC50 olarak kabul edilmistir.

Deney farkli zamanlarda her seferinde ii¢ tekrarli olmak {izere dort kez
gergeklestirilmistir. Uygulama gruplarinda doza bagliligi belirleyebilmek i¢in regresyon
ve korelasyon analizi yapilmistir. Parametrik veriler i¢in Pearson korelasyonu,
parametrik olmayan veriler i¢cin Spearman korelasyonu yapilmistir. Kontrol grubu ile

doz gruplar1 arasindaki farklilik Dunnett testi ile degerlendirilmistir.

Sitotoksisite testlerinden elde edilen verilere gore belirlenen konsantrasyonlara gore

genotoksisite testleri (mikroniikleus, komet ve y-H2AX testleri ) yapilmistir.

3.3.6. Genotoksisite testlerinin yapilmasi

Mikroniikleus testi

Bu test Cu-Zn metal alasim nanopartikiillerin BEAS-2B hiicrelerinde olusturdugu
sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin (mitoz boliinmesi sirasinda ortaya
cikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom

fragmanlarindan koken alan olusumlarin) tespiti ger¢eklestirilmistir.

Mikrontikleus test protokolii:

1. Hicreler 15 ml’lik falkon tiipiline toplanmistir.

2. Tiup igerisindeki hiicreler +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

3. Siipernatant hiicrelerin lizerinde yaklasik 1 ml kalacak sekilde aspire edilmis ve kalan

pellet yeniden siispanse edilmistir.
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4. Hiicre siispansiyonundan hiicre saymmi yapilmis ve tiipteki toplam hiicre sayisi
belirlenmistir.

5. Flasklara hiicre siispansiyonundan 50000 hiicre ekilmis ve ekilen hiicreler %80 ve
iizeri konfluent hale geldigi zaman belirlenen konsantrasyonlarda dozlama yapilarak 24
saat inkiibasyona birakilmistir.

6. Siire sonunda flasklarin igindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilmistir. Hiicreler
PBS ile 1-2 kez yikanmig ve PBS aspire edilerek uzaklastirilmagtir.

7. Flasklara 5 ml taze besiyeri ve 150 pl Sitokalasin-B eklenerek 24 saat daha
inkiibasyona birakilmistir.

8. Hiicreler tripsin ile kaldirilarak tiiplere toplanmis ve +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk
santrifiij edilmistir.

9. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra tiiplere oda sicakliginda taze hazirlanmis
hipotonik (KCI) ¢6zeltiden 5 ml eklenmis ve 3 dk beklenilmistir.

10. Siire sonunda tiipler tekrar +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmis ve
hipotonik ¢dzelti uzaklastirilarak, kalan kisim tekrar siispanse edilmistir.

11. Tiplere taze hazirlanan Carnoy fiksatifinden 5 ml eklenerek 5 dk beklenilmistir.

12. Tipler +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez tekrar
edilmistir.

13. Pellet siispanse edilerek lam {izerine damlatma yontemi ile yayilmistir. Lamlar
havada kurumaya birakilmistir.

14. Daha sonra lamlar Giemsa boyasi ile 15 dk boyanmistir. Siire sonunda lamlar

havada kurumaya birakilmis ve 151k mikroskobu altinda incelenmistir.

Deney farkli zamanlarda ii¢ kez gerceklestirilmis olup, her tekrarda deney gruplar1 igin
ikiser preperat degerlendirilmistir. Mikroskobik degerlendirmeler 40X biiyiitmede
gerceklestirilmistir. Degerlendirme asamasimda 1000 adet hiicre sayilmis ve daha sonra
biniikleuslarim sayis1 1000’e tamamlanmistir. Toplam MN sayis1 kaydedilmistir.
Istatistiksel analizler SPSS 15 paket program kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin
normal dagilima uyup uymadiklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra
parametrik ve non-parametrik testler kullanilarak verilerin istatistik analizleri
yapilmigtir. Normal dagilima uyan veriler tek yonlii varyans analizi (one-way

ANOVA) ve Tukey HSD testi ile degerlendirilmistir. Doz gruplarmi, kontrol grubu ile
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karsilastirmak i¢in ise Dunnett testi uygulanmistir. Uygulama gruplarinda doza bagliligi

belirleyebilmek i¢in regresyon ve Pearson korelasyon analizi ger¢eklestirilmistir.

Komet testi

Bu test, Cu-Zn metal alasim nanopartikiillerinin BEAS-2B hiicrelerinde neden oldugu
tek iplik kiriklarinin belirlenmesi i¢in Dhawan ve ark. (2009) metoduna goére bazi

modifikasyonlar uygulanarak gergeklestirilmistir.

Komet testi sonuglarindan, 2001 yilinda Almanya’da ger¢eklestirilen uluslararasi komet
calistayinda kabul géren ve komet calismalarinda degerlendirilmesi onerilen (Browne
2009) ii¢ parametre olan; Olive Tail Moment (OTM), Tail DNA (Kuyruk % DNA) ve

Tail length (Kuyruk uzunlugu (um)) parametreleri degerlendirilmistir.

Komet testi protokolii:

1. Hiicreler 15 mI’lik falcon tiipiine toplanmis ve +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij
edilmistir.

2. Siipernatant kisim aspire edilmis ve kalan pellet yeniden siispanse edilmistir.

3. Hiicre siispansiyonundan hiicre sayimi yapilmis ve tiipteki toplam hiicre sayisi
belirlenmistir.

4. Hiicrelerin yogun oldugu tiipler siispanse edildikten sonra iizerine PBS eklenerek
seyreltilmistir.

5. PBS hiicre siispansiyonundan 100 pl kullanilarak LMA ile slispanse edilmistir. Bu
siispansiyondan 35 pl alinarak 6nceden agarla kaplanmis olan rodajli lamlara yavasca
yayilmis ve tizerine 24x60 mm’lik lamel kapatildiktan sonra donmas1 beklenmistir.

6. Lamel ile kaplanan preparatlar buz akiilerinin {iizerine konularak sogumaya
brrakilmistir.

7. Daha sonra lamlar +4°C’de 15 dk bekletilmis ve preparatlarin tizerindeki lameller
yavasca yana dogru kaydirilarak alinmistir.

8. Lamlar, lizis buffer soliisyonu (100mM EDTA, 2.5 M NaCl, 1% Triton X-100 ve
10% DMSO) ile muamele edilmis ve +4°C’de 1 gece bekletilmistir.
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9. Lamlar elektroforez tankina dizilmis ve Running Buffer soliisyonu (0.3 M NaOH,
ImM EDTA, pH 13) lamlarn {izerini kaplayacak sekilde tanka doldurulmus ve 20 dk
bekletilmistir.

10. Gii¢ kaynagi, 25 V 300 mA olarak ayarlanarak 25 dakika yiirlime yaptirilmis ve
karanlikta, +4 °C notralizasyon tamponunda (400 nm Tris, pH 7.5) 5dk bekletilmistir.
11. Siire sonunda lamlar yikanmis ve havada kurumaya birakilmstir.

12. Lamlar soguk etanolde 5dk fiske edilerek tekrar kurumaya birakilmistir.

13. Daha sonra lamlar Etidyum Bromiir ile 1 dk siireyle boyanmis ve komet lamu ile

kapatilarak floresan mikroskopta 40X biiylitmede fotograflar1 ¢cekilmistir.

Deney farkli zamanlarda ti¢ tekrarli olarak yapilmis olup, her tekrarda deney gruplari
icin iki preparat hazirlanmis ve her preparattan 50 hiicre incelenmistir. Kometlerin
degerlendirilmesi Kameram21 yazilmi kullanilarak gerceklestirilmistir. Istatistiksel
analizler SPSS 15 paket programi ile yapilmistir. Verilerin normal dagilima uyup
uymadiklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra uygun parametrik ve
non-parametrik testler kullanilarak verilerin istatistik analizleri hazirlanmistir. Normal
dagilima uyan veriler tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Grup varyanslarmin homojen oldugu durumlarda Tukey HSD testi,
homojen degilse Tamhane’s T2 testi, kontrol grubu ile karsilagtirmak i¢in ise Dunnett
testi uygulanmistir. Parametrik olmayan veriler Kruskal Wallis (KW) H kullanilarak
degerlendirilmistir. Uygulama gruplarinda doza baglilig1 belirlemek i¢in regresyon ve
korelasyon analizi gerceklestirilmistir. Parametrik veriler icin Pearson korelasyonu,

parametrik olmayan veriler icin Spearman korelasyonu yapilmistir.

v-H2AX fokus testi

Bu testte, Cu-Zn metal alasim nanopartikiillerinin BEAS-2B hiicrelerinde meydana

getirdigi ¢ift zincir DNA kiriklarinin tespiti amag¢lanmastir.

v-H2AX fokus testi protokolii:
1. BEAS-2B hiicreleri tripsinleme yolu ile 15 ml’lik steril tiiplere toplanmastir.
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2. Hiicre saymmi yapilarak y-H2AX testi i¢in kullanilacak olan 8 kuyucuklu kiiltiir
lamlarma 8000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmis ve 750 pl besiyeri
eklenmistir.

3. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler ilgili ajanlara 24 saat maruz birakilmustir.

4.Siire sonunda kuyucuklarm igindeki besiyeri aspire edilmis ve hiicreler 300 pl
PBS/kuyucuk ile 2 kez yikanmustir.

5.PBS uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara 100’er pl taze hazirlanmis % 4’lik
paraformaldehit eklenerek oda sicakliginda 10 dk fiksasyon islemi yapilmistir.

6. Hiicreler 3 kez, 300 ul PBS ile yikandiktan sonra kuyucuklara 100’er pl % 0,2 Triton
X-100 eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir.

7. Hicreler 3 kez PBS ile yikandiktan sonra kuyucuklara 100’er pl % 1°lik BSA
eklenerek oda sicakliginda 20 dk bekletilmistir.

8. Siire sonunda BSA uzaklastirilmis ve 1000 pl BSA igerisine Sul primer antikor
eklenmistir. Her kuyucuga %1°lik BSA ile 1/200 oraninda seyreltilmis olan primer
monoklonal anti-fosfo histon H2AX antikorundan 100 pl ilave edilmis ve oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.

9. Hiicreler tekrar 3 kez PBS ile yikanmis ve kuyucuklara % 1°lik BSA igerisinde 1/50
oraninda seyreltilmis Alexa-Fluor 488 isaretli sekonder antikordan 100 pl eklendikten
sonra +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.

10. PBS ile yikama yapildiktan sonra kuyucuklar cikarilmis ve lamdaki hiicreler
antifade/DAPI ile boyanarak saklanmstir.

11. Boyama isleminden sonra preparatlar floresan mikroskopta incelenerek 100X
biiylitmede fotograflar1 ¢ekilmistir. Her bir cekirdekteki sinyal/fokus sayilari foci

counter yazilimi kullanilarak belirlenmis ve ortalama fokus/hiicre sayis1 hesaplanmaistir.

Her bir doz grubu i¢in 50+50 olmak iizere 100 hiicre analiz edilmis ve deneyler iki

tekrarl olarak ii¢ kez gergeklestirilmistir.

Istatistiksel analizler SPSS 15 paket program kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin
normal dagilima uyup uymadiklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra
uygun parametrik ve non-parametrik testler kullanilarak verilerin istatistik analizleri

yapilmistir. Normal dagilima uyan veriler tek yonlii varyans analizi (one-way
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ANOVA) ile degerlendirilmistir. Gruplar aras1 farkliliklar1 karsilastirmak igin
Tamhane’s T2 testi, kontrol grubu ile karsilastirmak i¢in ise Dunnett testi uygulanmistir.
Uygulama gruplarinda doza bagliligi belirleyebilmek icin regresyon ve korelasyon
analizi gerceklestirilmistir. Parametrik veriler i¢in Pearson korelasyonu, parametrik

olmayan veriler i¢in Spearman korelasyonu yapilmistir.

3.3.7. Nanopartikiiliin neden oldugu hiicre 6liim yolaginin M30 ve M6S5 testleri ile

belirlenmesi

M30 testi

Cu-Zn alasim nanopartikiillerin apoptotik etkileri Peviva marka M30 CytoDeath Elisa

kitinde belirtilen yontem uygulanarak belirlenmistir.

M30 test protokolii:

1. Giin: 96 kuyucuklu mikroplakada herbir kuyucuga 200 pl besiyeri konulmus ve
herbir kuyucukta 5 000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir.

2. Giin: Besiyeri aspire edilmis ve kuyucuklar PBS ile yikanmistir. Kuyucuklara 200 pl
taze besiyeri eklenmistir. Hiicreler, 1,6 pg/ml, 3,2 pg/ml, 6,4 pg/ml ve 12,8 pg/ml
dozlarda Cu-Zn alasim nanopartikiillere maruz birakilmis ve pozitif kontrol olarak

26,56 uM Cis-platin kullanilmistir.

3. Giin: Mikroplaka -20°C ya da daha diisiik sicaklikta dondurularak islem

sonlandirilmistir.

4. Giin: 24 saatlik dondurma isleminden sonra M30 CytoDeath ™ Elisa testi, oda
sicakliginda (24 + 3 © C) yapilmustur.

1. -20 °C saklanan mikroplaka ve tiim reaktiflerin uygulamadan énce oda sicakhigmna
gelmesi saglanmustir.

2- Yikama tableti taze deiyonize suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
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3- M30 CytoDeath Konjuge Seyreltme Tamponu ile M30 CytoDeath HRP konjugati
seyreltilmistir.

4. Mikroplakada 200 pl medium ihtiva eden kuyucuk bagma 10 pl %10 Triton X
eklenerek oda sicakliginda 5 dk boyunca bir plaka c¢alkalayicist lizerinde lizis
olugmasina izin verilmistir.

5. Herbir kuyucuktaki lizat toplanarak ependorflara konulmustur.

6. Ependorflar 2000 rpm’de 30 sn santrifiij edilerek hiicrelerin dibe ¢okmesi
saglanmigtir.

7. Ependorfun iist kisminda kalan medyum/lizat karisitmmdan her bir doz ve standart
icin her kuyucuga 2x25 pL M30 cytodeath kapli mikroseritlere transfer edilmistir.

8. Her kuyucuk basmna 75 pL seyreltilmis M30 cytodeath HRP konjugat soliisyonu
eklenmistir.

9. Karanlikta 600 rpm’de 4 saat inkiibasyona birakilmstir.

10. Inkiibasyon soliisyonu atilmis ve herbir kuyucuga her seferinde seyreltilmis 250 pl
yikama soliisyonu konularak 5 kez yikama yapilmistir.

11. Her kuyucuga 200ul TMB substrati eklenerek 20+1 dakika oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edilmistir.

12. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek mikroplaka 5-10 saniye
calkalanmustir.

13. Absorbans okumadan 6nce mikroplaka 5 dakika brrakilmistir.

14. 30 dakika i¢inde mikromikroplaka okuyucuda 450 nm de absorbans dl¢iilmiistiir.

15. Analitik sonuclarin hesaplanmasi: M30 cytodeath Elisa test kitindeki
standartlardan yararlanilarak, X ekseninde konsantrasyon y ekseninde absorbans olacak
sekilde dagilim grafigi ¢izilmis ve egim formiilii hesaplanmigtir.

16. Egim formiilinde X yerine M30 testinde kullanilan herbir dozun ortalamasi

yazilarak doz gruplarina gére U/L degerleri hesaplanmistir.

Deney farkli zamanlarda ikiser tekrarli olmak {tizere iic kez gergeklestirilmistir.
Istatistiksel analizler SPSS 15 paket program kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin
normal dagilima uyup uymadiklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra

parametrik ve non-parametrik testler kullanilarak verilerin istatistik analizleri
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gergeklestirilmistir. Uygulama gruplarinda doza baghiligi belirlemek icin regresyon

analizi yapilmstur.

MO65 testi

Cu-Zn alasim nanopartikiillerinin nekrotik etkileri Peviva marka M65 Elisa kiti
kullanilarak  belirlenmistir. Test protokolii test kitinde belirtildigi  sekilde
gerceklestirilmistir.

M65 test protokolii:

1. Giin: 96 kuyucuklu mikroplakanin herbir kuyucuguna 200 pl besiyeri konulmus ve
herbir kuyucuga 5 000 hiicre ekimi yapilmastir.

2. Giin: Eski besiyeri aspire edilerek, kuyucuklar PBS ile yikanmistir. Kuyucuklara 200
pl taze besiyeri eklenmistir. Hiicreler 1,6 pg/ml, 3,2 pg/ml, 6,4 pg/ml ve 12,8 pg/ml
dozlarda Cu-Zn alasim nanopartikiillere maruz birakilmistir. Pozitif kontrol olarak 147

UM hidrojen peroksit kullanilmistir.

3. Giin: Nanopartikiil muamelesinden 24 saat sonra M65 Elisa testi, oda sicakliginda

(24 £ 3 ° C) yapilmustur.

1. Tiim reaktiflerin deneye baslamadan 6nce oda sicakligina gelmesi saglanmistir.

2- Deiyonize su ile yikama soliisyonu seyreltilmistir.

3- M65 konjuge seyreltme tamponu ile M65 HRP konjugati seyreltilmistir.

4. Her kuyucuktaki lizat toplanarak ependorflara konulmustur.

5. Ependoflar 2000 rpm’de 30 sn santrifiij edilerek hiicrelerin dibe ¢okmesi
saglanmigtir.

6. M65 mikroplakasindaki kuyucuklara, 25’er pul M65 standart (A-G), M65 diisiik
kontrol, M65 yiiksek kontrol ve 6rnekler eklenmistir.

7. Ependorfun iist kisminda kalan medyum/lizat karisimindan her doz ve standart i¢in

kuyucuk basma 2x25 uL mikroseritlere transfer edilmistir.
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8. Her kuyucuga 75 ul seyreltilmis M65 HRP konjugati eklenmis ve mikroplaka
calkalayicida 600 rpm hizda 2 saat inkiibe edilmistir.

9. Kuyucuklar 5 kez 250 ul seyreltilmis yikama soliisyonu ile yikanmis ve her kuyucuga
200 pl TMB substrati eklenerek oda sicakliginda 20+1 dk inkiibe edilmistir.

10. Kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklenmistir. Absorbansi okumadan dnce
mikroplaka 5 dk brrakilmustir.

11. 30 dakika i¢cinde mikroplaka okuyucuda 450 nm de absorbansi belirlenerek sonuglar
kaydedilmistir.

12. Analitik sonuglarin hesaplanmasi: standartlardan elde edilen degerlerden, x
ekseninde konsantrasyon y ekseninde absorbans olacak sekilde dagilim grafigi
cizilmistir.

13. Elde edilen grafikten egim formiilii hesaplanmistir.

14. Egim formiilinde X yerine M65 testinde kullanilan herbir dozun ortalamasi

yazilarak doz gruplarmna gore U/L degerleri hesaplanmistir.

Deney farkli zamanlarda ikiser tekrarli olmak ftizere iic kez gergeklestirilmistir.
Istatistiksel analizler SPSS 15 paket program kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin
normal dagilima uyup uymadiklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra
parametrik testler kullanilarak verilerin istatistik analizleri yapilmigtir. Normal dagilima
uyan veriler tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve LSD testi ile
degerlendirilmistir. Uygulama gruplarinda doza bagliligi belirlemek icin regresyon

analizi yapilmstur.

3.3.8. Olasi etki mekanizmalarinin hiicre ici ROS analizleri ile belirlenmesi

ROS testi

Cu-Zn alasim nanopartikiillerin hiicre i¢i ROS olusumuna etkisi Cell Biolabs’
OxiSelect™ Hiicrei¢ci ROS test kiti kullanilarak belirlenmistir. Hiicreler 0,1 pg/ml, 0,2
pg/ml, 0,4 ng/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pug/ml, 3,2 pg/ml ve 6,4 pg/ml dozlarda Cu-Zn alagim
nanopartikiillere maruz birakilmistir. Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit

kullanilmistir. Kisa bir inkiibasyondan sonra, hiicreler standart floresan plate okuyucuda
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okunmustur. Genotoksik dozlarm, ROS ya da antioksidan igerigi DCF standart egri ile

karsilagtirarak belirlenmistir.

ROS testi protokolii:

a. Standart egrinin hazirlanmasi:

1. Hiicre kiiltliri besiyerinde ImM DCF stogunu seyrelterek 0 um — 10 pM
konsantrasyon oraninda DCF standartinin 1:10 seyreltme serisi hazirlanmistir.

2. Floresan 0l¢iimii i¢in uygun mikroplakaya her DCF standartindan ikiser kuyucuga 75
pl ve 2X Hiicre Lizis tamponundan 75 pL eklenmistir.

3. 480nm ve 530nm’de floresan plate okuyucuda okuma yapilmastir.

b. DCF boya yiikleme:

1. Tiim ajanlar kullanimdan 6nce hazirlanmistir. Her doz iki tekrarlh olarak 6l¢iilmiistiir.
2. Hiicreler siyah 96 kuyucuklu mikroplakada kiiltiire edilmistir.

3. Florometre okuyucudan uygun mikroplaka tabani secilmistir.

4. Tim kuyucuklardan besiyeri uzaklastirilarak, hiicreler 2-3 kez DPBS ile yikanmustir.
5. Hiicrelere 1X DCFH-DA/besiyeri ¢ozeltisinden 100 pl eklenmis ve 37°C’de 60 dk
inkiibe edilmistir.

6. Cozelti uzaklastirilarak DPBS ile hiicreler 2-3 kez yikanmuistir.

7. Son yikama yapilip ¢Ozelti uzaklastirildiktan sonra 100ul besiyerinde belirlenen
dozlarda Cu-Zn alasim nanopartikiil ¢cozeltisi ile DCFH-DA yiiklii hiicreler muamele
edilmistir.

8. Mikroplaka kinetik analiz i¢in 480 nm/530 nm’de florometrik plaka okuyucuda 1
saate kadar 5 dk artislarla okunmustur.

9. Analitik sonuglarin hesaplanmasi: standartlardan yararlanilarak dagilim grafigi
cizilmistir.

13. Elde edilen grafikten egim formiilii hesaplanmaistir.

14. Egim formiilinde X yerine ROS testinde kullanilan herbir dozun ortalamasi

yazilarak doz gruplarina gore relatif floresan degerleri hesaplanmistir.

Deney farkli zamanlarda ikiser tekrarli olmak {izere iki kez gergeklestirilmistir.

Istatistiksel analizler SPSS 15 paket program kullanilarak gergeklestirilmistir. Normal
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dagilima uyan veriler tek yOnli varyans analizi (one-way ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Kontrol grubu ile doz gruplarimi karsilastirmak i¢in Dunnett testi

uygulanmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada Cu-Zn alasim partikiiller besiyeri ortaminda fizikokimyasal 6zellikleri ve
davraniglar1 ile ilgili karakterize edilmistir. Partikiiliin hiicre i¢i lokalizasyonu TEM
analizleri ile belirlenmistir. Maruziyet sonucu olusan sitotoksik etkileri belirlemek i¢in
klonojenik ve XTT testleri, genotoksik etkileri belirlemek i¢in mikroniikleus, komet ve
y-H2AX testleri, o6lim yolagni belirlemek i¢cin M30 apoptoz ve M65 nekroz testleri,

olas1 etki mekanizmalar1 ise ROS testi uygulanarak belirlenmistir.

4.1. Karakterizasyon ile Ilgili Bulgular

Cu-Zn nanopartikiil soliisyonunun karakterizasyonu transmisyon elektron mikroskopi,
zeta potansiyel ve DLS analizleri ile gerceklestirilmistir. Cu-Zn nanopartikiil
siispansiyonunun zeta potansiyeli degeri -22 mV olarak belirlenmistir. Bu deger
cozeltinin stabil oldugunu gostermektedir. DLS ve TEM analizlerinden elde edilen
bulgular ise partikiil boyutlarmin ortalama 200 nm oldugunu goéstermistir. TEM ile

cekilmis olan partikiil dagilimimni gosteren bir fotograf Sekil 4.1°de gosterilmistir.

500 nm

Sekil 4.1. Cu-Zn alagim nanopartikiillerinin TEM goriintiileri
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4.2. Bakir-Cinko Alasim Nanopartikiillerin Hiicre i¢cine Ahnmas

Cu-Zn alagim nanopartikiillerin hiicre i¢ine girip girmediklerini belirlemek i¢in 5 ml
besiyeri iceren BEAS-2B hiicre kiiltiiriine 2 pg/ml oraninda Cu-Zn alagim nanopartikiil
¢oOzeltisi uygulanmig ve elektron mikroskobu goriintiileri fotograflanmistir. Elektron

mikroskobu gortintiileri Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2. BEAS-2B hiicrelerinden alinan enine kesitlerde agregat olusturmus halde
sitoplazmada bulunan Cu-Zn nanopartikiillerinin genel goriintiileri
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4.3. Bakir-Cinko Alasim Nanopartikiillerin Hayatta Kahs (% Canhhk) Oranina
Etkisi

Calismada kullanilan Cu-Zn alagim nanopartikiillerin IC50 doz konsantrasyonun
belirlenmesi amaciyla, BEAS-2B hiicre hatt1 0 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 4 ug/ml, 5
pg/ml, 8 pg/ml, 10 ug/ml, 12 pg/ml, 16 pg/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100
pg/ml konsantrasyonlarnda Cu-Zn alasim nanopartikiilleri ile 24 saat siiresince
muamele edilerek klonojenik test ve XTT testi uygulanmistir.  Pozitif kontrol olarak

H,0; kullanilmistir.

4.3.1. Klonojenik test bulgular

Klonojenik test sonuglarinin degerlendirilmesi asamasinda, en az 50 hiicre iceren

kolonilerin sayimi yapilmistir (Sekil 4.3). Elde edilen veriler kontrol grubu ile

karsilastirilarak yasayabilirlik egrileri ¢izilmistir.

Sekil 4.3. Klonojenik test sonucu olusan kolonilerin petri ve mikroskobik goriintiisii
A. Biiytime kontrol grubu B. 16 pg/ml Cu-Zn alasim nanopartikiil uygulamasi sonucu
olusan koloniler
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Klonojenik test uygulamasi sonuglarina gore test gruplarindan elde edilen ortalama %

canlilik oranlar1 ve standart sapma miktarlar1 Sekil 4.4’°te belirtilmistir.
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Sekil 4.4. Klonojenik test sonucu belirlenen % canlilik oranlar1 (Biiyiime kontrole gore
fark **P<0,01, ***P<0,001)

25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml dozlarda eklenen 25 lik flasklarda tiim hiicreler
0ldigil igin petrilere ekim yapilamamistir. Klonojenik test sonuglarma gore ortalama
IC50 degeri 4,66 ug/ml olarak belirlenmistir. Uygulama gruplarinda doza baglilig:
belirleyebilmek i¢in regresyon analizi gergeklestirilmistir. Regresyon analizi sonucu doz
artis1 ile canlilik arasindaki iliskinin P<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
oldugunu gostermektedir (R’=0,829). iliskinin yoniinii ve siddetini belirlemek icin
uygulanan Spearman korelasyon testi sonucunda r = -0,943 degeri bulunmus olup, bu
deger doz artis1 ile canlilik arasinda ¢ok giiclii negatif dogrusal bir iligkinin oldugunu

yani doz artisina bagli olarak canliligin azaldigini istatistiksel olarak ortaya koymustur.
4.3.2. XTT test bulgulan
Yapilan c¢aligmada kullanilan Cu-Zn alasim nanopartikiillerin IC50 doz

konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla XTT testi uygulanmistir. XTT test

sonuclarina gore ortalama IC50 degeri 4,55 png/ml olarak bulunmustur. XTT testleri
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sonucu belirlenen ortalama % canlilik oranlar1 ve standart sapma miktarlar1 Sekil 4.5°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. XTT testi sonucu belirlenen % canlilik oranlar1 (Biiylime kontrole gore fark
*P<0,05, ***P<0,001)

XTT testi sonuclarina gore uygulama gruplarinda doza bagliligi belirleyebilmek igin
regresyon analizi gergeklestirilmistir. Regresyon analizi sonucu doz artis1 ile canlilik
arasindaki iligkinin P<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gdstermektedir (R*=0,972).

Klonojenik test sonuglarindan elde edilen IC50 degerleri ile XTT testi sonuglarindan
eldilen IC50 dozlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini test
etmek amaciyla Wilcoxon Iliskili Tki Orneklem testi uygulanmstir. P>0,05 oldugu icin
Klonojenik test ve XTT testleri sonucu elde edilen IC50 degerleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadigi sonucuna varilmistir.
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4.4. Bakir-Cinko Alasim Nanopartikiillerin Genotoksik Etkileri

4.4.1. Mikroniikleus testi bulgular

Yapilan calismada kullanilan Cu-Zn alagim nanopartikiillerin genotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla mikroniikleus testi uygulanmistr. MN  preparatlarinin
degerlendirilmesinde bir, iki, li¢ ve dort ¢ekirdekli toplam 1000 hiicre sayilmis ve iki
cekirdekli hiicrelerin sayilar1 1000’e tamamlanmistir. Boylece her doz grubu i¢cin %o
mikroniikleus frekanst (MN) ve cekirdek boliinme indeksi bulunmustur. Elde edilen

bulgular Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. MN testi bulgulari. MN; %o mikroniikleus frekansi, CBI; Cekirdek
Boliinme Indeksi, SS; Standart Sapma.

MN =+ SS CBIi =SS

Biiyiime Kontrol 4,5 +1,048 1,757 £ 0,141
Solvent Kontrol 5,17 £1,169 1,758 £ 0,142
Pozitif Kontrol 96,16 + 1,722 1,292 + 0,093
0,1 ug/ml 7,83 £ 1,722 1,745 £ 0,145
0,2 ng/ml 9,3 +£2,581 1,737 £ 0,148
0,4 ng/ml 11,6 £ 1,211 1,730 £ 0,151
0,8 pg/ml 14,83 £2,714 1,724 £ 0,156
1,6 ng/ml 20,16 = 1,169 1,718 £ 0,158

3,2 ug/ml 26,33 £ 1,211 1,7+0,167

MN frekansi kontrol grubunda 4,5 + 1,048, Pozitif kontrol (H,O;) grubunda ise 96,16 +
1,722 olarak belirlenmistir. 0,1 pg/ml; 0,2 ug/ml; 0,4 pg/ml; 0,8 pg/ml; 1,6 pg/ml ve
3,2 ng/ml uygulamalarinda ise swrastyla 7,83 £1,72; 9,3 +£2,581; 11,6 +1,211; 14,83 +
2,714; 20,16 + 1,169 ve 26,33 + 1,211 olarak belirlenmistir. Bu verilerden elde edilen
MN testi bulgular1 Sekil 4.6’da verilmistir.
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Doz artigina bagli olarak, MN frekansi P<0,001 diizeyinde anlamli bir artig gostermistir.
Regresyon analizi sonucunda doz artigina baglh olarak MN frekansinin artigi belirlenmistir
(R>= 0,899; P< 0,001). Regresyon denklemi y=3,417x+3,274 olarak bulunmustur.
Korelasyon testi sonucu, doz miktar1 ile MN sayisindaki artig arasinda pozitif dogrusal

bir iliski oldugunu gdstermektedir (r = 0,948).
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Sekil 4.6. MN testi bulgular1. Iki cekirdekli 1000 hiicredeki MN sayisi(%o) (Biiyiime
kontrole gore fark **P<0,01, ***P<0,001)

Cu-Zn alagim partikiil uygulamasi sonucu olusan mikroniikleus 6rnekleri Sekil 4.7°de

verilmistir.
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Sekil 4.7. MN testi preperatlarindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri (20X)
A. Bir c¢ekirdekli hiicre B. Iki cekirdekli hiicre C. Dort cekirdekli hiicre D. Bir
cekirdekli hiicre bir MN E. Bir cekirdekli hiicre iki MN F. iki ¢ekirdekli hiicre bir MN
G. Iki cekirdekli hiicre iki MN H. Ug cekirdekli hiicre bir MN 1. Dért cekirdekli hiicre
bir MN

Caligmada kullanilan Cu-Zn alasim nanopartikiil konsantrasyonlarinin herhangi bir
sitotoksik etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla g¢ekirdek boliinme indeksi

degerleri (CBI) hesaplanmistir. MN testi CBI bulgular1 Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. MN testi ¢ekirdek boliinme indeksi bulgular1 (Kontrole fark ***P<0,001)

MN testi sonucunda CBI degerleri asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
CBI = (MI + 2xMII + 3xMIII + 4xM1IV) / N ; N = MI + MII + MIII + MIV
(MI:  Mononiikleuslu hiicrelerin  sayisi, MII: Biniikleuslu hiicrelerin = sayist

MIII: Trintikleuslu hiicrelerin sayisi, MIV: Tetraniikleuslu hiicrelerin sayisi).

Pozitif kontrol grubunun CBI degeri kontrol grubuna gére P<0,001 diizeyinde anlamli
bir azalma gostererek 1,292 =+ 0,093’e¢ diismiistir. Ancak Cu-Zn alasim
nanopartikiillerin doza artisma bagh olarak CBI degerleri, kontrol grubuna gére P<0,05

diizeyinde anlamli bir diisiis gostermemistir (P>0,05).

4.4.2. Komet testi bulgularn

Komet testi bulgular1 igerisinden Kuyruk uzunlugu (K.U.) (um), Kuyruk %DNA
(K.%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM; Olive Tail Moment) parametreleri

degerlendirilmistir. Komet testinde elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri Sekil

4.9°da gosterilmistir. Elde edilen verilerin ortalama degerleri Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.9. Komet testi preperatlarindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri
(X20).

Cizelge 4.2. Komet testinden elde edilen ortalama degerler. K.U.: Kuyruk uzunlugu
(um), K.%DNA: Kuyruk %DNA miktari, OTM: Olive kuyruk momenti, SS: Standart

sapma

K.U <SS K.%DNA + SS OTM + SS

Biiyiime Kontrol 8,2 +1,923 8,799 + 2,030 1,6 + 0,894
Solvent Kontrol 10 4,358 9,700 £ 1,623 2+1,224

Pozitif Kontrol 44,4 + 10,382 37,859 + 8,330 15+6

0,1 ug/ml 18,6 +5,941 17,385 £ 2,724 5+2,120
0,2 ug/ml 22,2 + 7,886 19,151 + 2,667 5,6 +£2,07
0,4 ng/ml 23,4 + 6,348 22,669 + 3,491 6,2 £2,580
0,8 pg/ml 27,8 +£9,038 26,879 + 4,317 9+ 3,464

1,6 pg/ml 33,8 + 8,497 31,116 + 6,686 10,8 + 3,962

3,2 ug/ml 37,2+ 8,613 36,304 + 8,129 12,2 +2,774




Bu parametreler igerisinden K.U. degerlerinden elde edilen grafik Sekil 4.10’da
gosterilmistir. Kuyruk uzunlugu bakimimdan tiim gruplar kendi aralarinda ANOV A testi
ile karsilastirilmis ve doz artis1 ile kuyruk uzunlugu arasindaki iligkinin P<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. ikili karsilastirmalar icin
Tukey testi kullanilmistir. Kontrol grubu ile diger dozlar1 karsilastirmak i¢cin Dunnet
testi yapilmistir. Kontrol grubunda kuyruk uzunlugu degeri 8,2 um £ 1,923 olarak
belirlenmistir. Solvent kontrol grubunda 10 + 4,358, Pozitif kontrol (H,O;) grubunda
ise 44,4 + 10,382 olarak belirlenmistir. 0,1 ug/ml; 0,2 pg/ml; 0,4 pg/ml; 0,8 ug/ml; 1,6
pg/ml ve 3,2 pg/ml uygulamalarinda ise sirasiyla 18,6 £ 5,941; 22,2 + 7,886; 23,4 +
6,348; 27,8 +£ 9,038; 33,8 + 8,497 ve 37,2 + 8,613 olarak belirlenmistir. Kontrol grubu,
solvent kontrolle karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur (P>0,05). Ancak kontrol ile pozitif kontrol ve diger doz gruplar1 arasinda
P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir. Regresyon
analizi sonucunda doz artigina bagli olarak kuyruk uzunlugunda artis oldugu tespit
edilmistir (R*= 0,627; P< 0,001). Regresyon denklemi y=4,393x+11,279 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.10. Komet testi Kuyruk Uzunlugu (um) degerleri (Kontrole fark *P<0,05,
**P<0,01 ***P<0,001)
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Komet testinde belirlenen bir bagka 6l¢lim kuyruk % DNA miktaridir. Beas- 2B hiicre
hattinda Cu-Zn alasim nanopartikiil muamelesi sonrasinda yapilan Komet testinde
Olciilen Kuyruk % DNA grafigi Sekil 4.11°de gosterilmistir. Kuyruk % DNA
bakimindan tiim gruplar kendi aralarinda ANOVA testi ile karsilastirilmis ve doz artisi
ile kuyruk % DNA arasindaki iliskinin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir. ikili karsilastrmalar icin Tamhane’s T2 testi kullanilmustur.
Kontrol grubu ile diger dozlar1 karsilastirmak i¢in Dunnet testi yapilmistir. Kontrol
grubunda kuyruk % DNA degeri 8,79 + 2,03 iken solvent kontrolde 9,70 + 1,62 Pozitif
kontrolde ise 37,85 + 8,33 olarak belirlenmistir. Biiylime kontrol grubu, solvent
kontrolle karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
(P>0,005). 0,1 pg/ml; 0,2 pg/ml; 0,4 pg/ml; 0,8 pg/ml; 1,6 pg/ml ve 3,2 pg/ml
uygulamalarinda ise sirasiyla 17,385 £2,724; 19,151 + 2,667, 22,669 + 3,491; 26,879 +
4,317; 31,116 + 6,686 ve 36,304 + 8,129 olarak belirlenmistir. Biiylime kontrol grubu
ile pozitif kontrol ve diger doz gruplar1 arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark oldugu belirlenmistir. Regresyon analizi sonucunda doz artigina bagl
olarak kuyruk % DNA miktarida artis oldugu tespit edilmistir (R*= 0,78; P< 0,001).
Regresyon denklemi y=4,204x+10,576 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.11. Komet testi kuyruk % DNA degerleri (Biiylime kontrole gore fark *P<0,05,
**P<0,01 ***P<0,001)
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Komet testinde Olgiilen olive kuyruk momenti grafigi Sekil 4.12°de gdsterilmistir. Olive
Kuyruk Momenti bakimindan tiim gruplar kendi aralarinda ANOVA testi ile
kargilastirilmis ve doz artis1 ile olive kuyruk momenti arasindaki iligkinin P<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. ikili karsilastirmalar icin
Tamhane’s T2 testi kullanilmistir. Kontrol grubu ile diger dozlar1 karsilastirmak igin
Dunnet testi yapilmistir. Kontrol grubunda olive kuyruk momenti degeri 1,6 + 0,894
iken solvent kontrolde 2,00 + 1,224 Pozitif kontrolde ise 15,00+6,00 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubu, solvent kontrolle karsilastirildiginda aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (P>0,005). Olive kuyruk momenti 0,1 pg/ml;
0,2 pg/ml; 0,4 pg/ml; 0,8 pg/ml; 1,6 ng/ml ve 3,2 ug/ml uygulamalarinda ise sirasiyla
5,00 + 2,121; 5,6 = 2,073; 6,2 + 2,588; 9,00 + 3,464; 10,8 + 3,962 ve 12,2 + 2,774
olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ile pozitif kontrol ve 0,8 ug/ml; 1,6 pg/ml ve 3,2
pg/ml doz gruplar1 arasinda P<0,001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu belirlenmistir. Regresyon analizi sonucunda doz artigina bagh olarak olive
kuyruk momentinde artis oldugu tespit edilmistir (R*= 0,639; P< 0,001). Regresyon
denklemi y=1,671x+2,186 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.12. Komet testi olive kuyruk momenti degerleri (Biiylime kontrole gore fark
**%p<0,001)
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4.4.3. y-H2AX fokus testi bulgulan

Bu ¢alismada kullanilan Cu-Zn alasim nanopartikiillerinin BEAS-2B hiicrelerinde DNA
cift zincir ki@ olusturup olusturmadigi tesbit etmek amaciyla y-H2AX testi
uygulanmistir. Fokus sayim islemleri “Foci Counter” adli yazilim kullanilarak
gergeklestirilmistir. Beas-2B hiicrelerine Cu-Zn alasim nanopartikiil uygulanmasi

sonucu meydana gelen y-H2AX fokuslar1 Sekil 4.13 gosterilmistir.

Sekil 4.13. y-H2AX fokus olusumlar1 (x100) A. DAPI boyali ¢ekirdekler B. FITC
isaretli y-H2AX fokuslar1

v-H2AX testi her defasinda iki tekrarli olmak iizere ii¢ kez yapilmistir. Elde edilen
sonuclardan ortalama fokus sayilar1 ve standart sapmalari hesaplanmistir. Kontrol
grubu i¢in ortalama fokus sayis1 7,196 + 1,271 iken Solvent Kontrol grubu i¢in bu deger
7,6 £ 0,329; Pozitif Kontrol grubu ise 38,256 + 2,467 ’dir. Benzer sekilde Cu-Zn
nanopartikiil doz gruplar1 arasinda hiicre basina diisen ortalama fokus sayist doza baglh
olarak artis gozlenmektedir. 0,1 pg/ml; 0,2 pg/ml; 0,4 pug/ml; 0,8 pg/ml; 1,6 pg/ml ve
3,2 pg/ml uygulamalarinda ise swrasiyla 11,188 £ 3,231; 19,218 + 5,824; 24,392 +
3,946; 27,356+2,581; 31,003 £ 3,152 ve 35,8 &+ 6,883 olarak belirlenmistir. Sekil 4.14’te

her doz grubu i¢in hiicre basina ortalama fokus grafigi verilmistir.
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Sekil 4.14. Her doz grubu i¢in hiicre basina diisen ortalama y-H2AX fokus sayisi
(Bliylime kontrole gore fark ***P<0,001)

v-H2AX testi sonuglarina gore belirlenen fokus sayilar1 bakimindan tiim gruplar kendi
aralarinda ANOVA testi ile karsilastirilmis ve doz artis1 ile fokus sayilari arasindaki
iliskinin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Ikili
karsilagtirmalar i¢in Tamhane’s T2 testi kullanilmistir. Kontrol grubu ile diger dozlar
karsilagtirmak i¢cin Dunnet testi yapilmistir. Dunnett testi sonuglarina gore kontrol grubu
ile Solvent Kontrol ve 0,1 pg/ml doz gruplar1 arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir. Ancak kontrol grubu ile Pozitif Kontrol
grubu ve 0,2 pg/ml; 0,4 pg/ml; 0,8 pg/ml; 1,6 pg/ml ve 3,2 ug/ml doz gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001). Regresyon analizi
sonucunda doz artisia bagli olarak fokus sayisinda artis oldugu tespit edilmistir (R*=

0,850; P<0,001). Regresyon denklemi y=4,771x+7,996 olarak bulunmustur.
4.4.4. M30 testi ve M65 testi bulgular
Bu c¢alismada kullanilan Cu-Zn alasim nanopartikiillerin neden oldugu hiicre 6liim

yolagini belirlemek amaciyla BEAS-2B hiicreleri 1,6 ug/ml; 3,2 pg/ml; 6,4 pg/ml ve

12,8 pg/ml Cu-Zn alasim nanopartikiil konsantrasyonlarina 24 saat siliresince maruz
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birakilmistir. Apoptotik ve nekrotik 6liim oranlarini belirlemek amaciyla M30 testi ve
M65 testi protokolii uygulanmistir. M30 testi sonucunda Olgiilen absorbans verileri
degerlendirilerek standart egri grafikleri hazirlanmistir. Herbir doz i¢in, standart egri
grafiginden elde edilen formiil kullanilarak M30 miktarlar1 U/L cinsinden
hesaplanmistir. Farkli zamanlarda ii¢ kez ikiger tekrarli olarak gergeklestirilen M30 testi

sonuclarindan elde edilen verilerin ortalamalar1 ve standart hata degerleri asagida

belirtilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Farkli dozlarda Cu-Zn nanopartikiil uygulamasi sonucu elde edilen M30
degerleri

Kontrol grubu i¢cin M30 (U/L) ve standart hata degeri 188,95+20,51 iken bu degerler
pozitif kontrol grubunda 442,05+£28,55 olarak belirlenmistir. 1,6 ug/ml; 3,2 ug/ml; 6,4
pg/ml ve 12,8 pg/ml doz gruplarinda ise sirasiyla 238,13+20,51; 248,29+6,78;
247,88+6,88 ve 229,65+7,47 olarak olgiilmiistiir. Cu-Zn alasim nanopartikiillerin doz
artigina bagli olarak M30 degerleri, kontrol grubuna gore P<0,05 diizeyinde anlamli bir

farklilik gostermemistir (P>0,05).
Nekroz yoluyla dlen hiicrelerin miktarmin belirlenmesi i¢in 1,6 pg/ml; 3,2 pg/ml; 6,4

pg/ml ve 12,8 pg/ml Cu-Zn alasim nanopartikiil konsantrasyonlarma 24 saat siiresince

maruz birakilan Beas-2B hiicrelerine M65 test protokolii uygulanmis ve nekrotik 6lim
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oranlar1 belirlenmistir. M65 testi sonucunda Olgiilen absorbans verileri degerlendirilerek
standart egri grafikleri hazirlanmistir. Herbir doz i¢in, standart egri grafiginden elde
edilen formiil kullanilarak M65 miktarlari U/L cinsinden hesaplanmigtir. Farkli
zamanlarda ii¢ kez ikiser tekrarli olarak gerceklestirilen M65 testi sonuglarindan elde

edilen verilerin ortalamalar1 ve standart hata degerleri agagida belirtilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Farkli dozlarda Cu-Zn nanopartikiil uygulamasi sonucu elde edilen M65
degerleri (Bliylime kontrole gore fark *P<0,05, **P<0,01)

Kontrol grubu igin M65 (U/L) ve standart hata degeri 187,594+4,99 iken bu deger pozitif
kontrol grubunda 368,73+22,47 olarak belirlenmistir. 1,6 pg/ml; 3,2 ug/ml; 6,4 ug/ml
ve 12,8 ug/ml doz gruplarinda ise sirastyla 334,794+43,93; 396,5+35,07; 455,44+70,12
ve 499,6+86,63 olarak oOlgiilmiistiir. Kontrol grubu 1,6 pg/ml doz gruplar1 arasinda
P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir. Ancak
kontrol grubu 3,2 ug/ml doz grubu arasinda P<0,05 diizeyinde, 6,4 pg/ml ve 12,8 ug/ml
doz gruplar1 arasinda ise P<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
bulunmustur. Regresyon analizi sonucunda doz artigina bagli olarak nekroz yoluyla 6len
hiicre saysinda artis oldugu tespit edilmistir (R*= 0,936; P< 0,05). Regresyon denklemi
y=74,467x+151,38 olarak bulunmustur. M30 ve M65 testlerinden elde edilen verilerin
kargilastirilmast Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Farkli dozlarda Cu-Zn nanopartikiil uygulamasi sonucu elde edilen M30 ve
M65 degerlerinin karsilastirilmast

Yiiksek M30/M65 orami hiicrelerin apoptoz yoluyla, diisik M30/M65 orani ise
hiicrelerin agirlikli olarak nekroz yoluyla oldiigiini gostermektedir (Linder ve ark.
2010). Cu-Zn alasim nanopartikiillerin doz artisina bagli olarak neden oldugu 6lim

yolagini belirlemek i¢in M30 apoptoz ve M65 nekroz testlerinden elde edilen verilerden

M30/M65 orani belirlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. M30 apoptoz / M65 nekroz orani
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Apoptoz ve nekroz testlerinin sonuglar1 karsilagtirildiginda kontrol grubunda hiicrelerin
% 50,2’si apoptoz yoluyla dliirken, % 49,8’1 nekroz yoluyla 6ldiigii tesbit edilmistir. 1,6
pg/ml; 3,2 pg/ml; 6,4 pg/ml ve 12,8 pg/ml doz gruplarinda ise apoptoz yoluyla 6len
hiicrelerin yiizdesi sirasiyla 41,56; 38,51; 35,24 ve 31,49 iken nekroz yoluyla dlen
hiicreleri ylizdesi ise sirasiyla 58,44; 61,49; 64,76 ve 68,51 oldugu belirlenmistir.

4.3.5 ROS testi bulgulan

Bu calismada kullanilan Cu-Zn alasim nanopartikiillerin, ROS olusumu {izerindeki
etkilerini arastirmak amaciyla BEAS-2B hiicreleri 0,1 pg/ml; 0,2 ug/ml; 0,4 pg/ml; 0,8
pg/ml; 1,6 pg/ml; 3,2 pg/ml ve 6,4 pg/ml Cu-Zn alasim nanopartikiil
konsantrasyonlarina 3 saat siiresince maruz birakilmig ve ROS testi protokolii
uygulanmistir. Ros testi farkli zamanlarda iki tekrarli olarak iki defa gergeklestirilmistir.
Deneyler sonucu elde edilen verilerden ortalama ROS miktarlar1 ve standart sapma

degerleri belirlenmistir ( Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Farkli dozlarda Cu-Zn nanopartikiill uygulamasi sonucu elde edilen ROS
degerleri (Bliylime kontrole gore fark *P<0,05, **P<0,01)
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Kontrol grubu i¢in ROS degeri 1,496+0,035 iken bu deger 0,1 pg/ml; 0,2 pg/ml; 0,4
pg/ml; 0,8 pug/ml; 1,6 pg/ml; 3,2 pg/ml ve 6,4 pg/ml doz gruplarinda sirasiyla
1,73+0,22; 1,905+0,08; 2,194+0,14; 2,333+0,04; 2,461+0,09; 2,163+0,14 ve 2,045+0,03
olarak olciilmiistiir. Kontrol grubu ile 0,1 pg/ml doz gruplar1 arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir (P>0,05). Ancak kontrol
grubu ile 0,2 pg/ml; 0,4 pg/ml; 3,2 pg/ml ve 6,4 pg/ml doz gruplar1 arasinda P<0,05,
kontrol grubu ile 0,8 pg/ml ve 1,6 ug/ml doz gruplar1 arasinda ise P<0,01 diizeyinde

anlamli bir farklilik gostermistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Nanoteknoloji, yeni 0Ozelliklere sahip irilinlerin olusturulmasi i¢in nanoboyutta
materyallerin elde edilerek iiretilmesini iceren bir teknolojidir. Nanomateryallerin
kendine 6zgli benzersiz kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin insan saghigi {izerindeki
olumlu veya olumsuz etkileri tam olarak bilinmemektedir. Arastirmalar, partikiillerin,
boyutu, sekli, yiizey alani, kimyasal 6zellikleri ve ¢oziinebilirlik derecelerini igeren
fizyokimyasal 6zelliklerinin biyolojik sistemlerde etkili olduklarini belirtmektedir. Son
yillarda nanoteknolojinin meydana getirebilecegi zararlar ve dolayis: ile riskler tiim
diinyada gittik¢e artan bir sekilde tartisilmaya baslanmistir. Onceleri sadece avantajlari
g6z oniinde bulundurulurken nanoteknoloji uygulamalarmin hizla yayilmasi tizerine risk
ve risk degerlendirme kavramlar1 ortaya ¢ikmaya baslanmistir. Nanoteknolojinin genis
bir uygulama alanma sahip olmasindan dolayi, nanomateryallere maruz kalma ile ilgili
ortaya ¢ikabilecek olasi risklere karsi gelistirilebilecek dnlemlerin belirlenmesi oldukca

Onemlidir.

Nanoteknoloji alanindaki yatirimlar hizli bir gsekilde artmaktadir. Oysa {iretilen
nanopartikiillerin toksisitesi hakkinda yapilan arastirmalar yetersizdir (Atli-Sekeroglu
2013). Nanopartikiil etkilerinin degerlendirilmesinde in vivo ve in vitro yontemler
kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin in vitro toksisisitelerinin belirlenmesinde hiicre
kiiltlirii ¢aligmalar1 6n plana ¢ikmaktadir. Hiicre kiiltiiri; canlidan izole edilen doku
parcalarinin yapay olarak hazirlanan uygun besiyerlerinde cogaltilmasi esasina dayanir

(Joris ve ark. 2013).

Nanopartikiiller hiicre i¢ine girebilmekte ve hiicre i¢indeki yapilarla etkilesime
gecebilmektedir. Buna gore, herhangi bir nanopartikiiliin hiicreye alimi, ilgili partikiiliin
fizikokimyasal yapisi, boyutu, sekli ve yiizey yiikiine baghdir (Xia ve ark. 2006).
Gilinlimiizde nanopartikiillerin hiicre igine alinmasini etkileyen o©nemli fiziksel
parametrelerden biri partikiil biiytikliigli olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte
hiicre zarmimn negatif yliklii olmas1 nedeniyle katyonik partikiillerin nétral ve anyonik
partikiillere gore daha etkin bir sekilde hiicre icerisine girebildigi bildirilmektedir.
Nitekim Panariti ve ark. (2012) tarafindan nanopartikiillerin hiicre igerisine alimini

etkileyen partikiil biiyiikliigii ve ylizey yukii gibi 6zelliklerin degerlendirildigi bir
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calismada, kiiciik partikiillerin biiyiik partikiillere, pozitif ytlikli partikiillerin de negatif
yiiklii partikiillere gore daha hizli bir sekilde hiicre i¢ine alindig1 gosterilmistir.

Nanopartikiiliin hiicreye alim1 ve hiicre i¢inde serbest hareket etmesi ise bu partikiilleri
sitoplazma proteinleri ve organellere dogrudan baglanmasi yoluyla oldukga tehlikeli
hale getirmektedir. Ayrica nanopartikiiller organel ya da DNA’ya zarar vererek en

sonunda hiicrenin 6liimiine neden olabilmektedir (Buzea 2007).

Bu tez ¢alismasinda Cu-Zn nanopartikiillerinin BEAS-2B akciger epitel hiicrelerine
alindig1 TEM analiz yontemiyle gosterilmistir. Bununla birlikte hiicre igerisine alinan
Cu-Zn’nin sitoplazmada konumlandig1 ancak ¢ekirdek igerisine giremedigi de tespit
edilmistir. Sitoplazma igerisine giren nanopartikiiller hiicresel proteinlerle veya mitoz
boliinme siiresinde dogrudan DNA ile etkileserek hasara neden olabilmektedir (Sing ve

ark. 2009).

Gilinitimiizde in vitro XTT ve klonojenik testler sitotoksisite; MN, komet ve y-H2AX
testleri ise genotoksisite diizeyinde hasarin tespitine yonelik uygulanan kullanish
yontemlerdir (Singh ve ark. 2009). XTT yonteminde, canli veya apoptozun erken
evresindeki  hiicrelerin  mitokondrileri  araciligiyla  olusturdugu reaksiyonda,
soliisyonlarda bulunan tetrazolium halkasi, hiicre mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimlerince pargalanarak renkli formazan kristalleri olusturur (Berridge
ve ark. 2005). Boylece renk yogunluguna dayali olarak canli hiicre sayis1 hakkinda veri

elde edilmektedir.

Bir hiicrenin genis bir koloni ya da klon olusturacak sekilde iireme kabiliyetini
korumas1 ve siiresiz olarak prolifere olmasiyla iireyen hiicrelerin klonojenik hiicre;
DNA ve protein sentezleme 6zelligini koruyan, az sayida mitoz geciren fakat prolifere
olup koloni olusturamayan hiicrelerin ise 6lii hiicreler olarak tanimlandig1 klonojenik
test, nanopartikiillerin  hiicreler  lizerindeki  etkisinin  degerlendirilmesinde
kullanilabilmektedir (Kim ve ark. 2010). Sonu¢ olarak, XTT ve klonojenik testler
ozellikle gelistirilen kontrollii ¢aligmalarda, kimyasal ve fiziksel kaynakli ajanlarin

neden oldugu sitotoksik harabiyetin giivenilir bir gostergesi olarak kullanilmaktadir.
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MN testi, sitogenetik hasarin tespitinde, kromozom analizine goére kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre incelenmesi ve istatistiksel yonden daha
anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar saglamasiyla yaygm kullanim alanina
sahiptir. Bu metot sadece boliinme 6zelligi gosterebilen hiicrelerde kullanilabilmektedir.
Kromozom kayiplarmin tam olarak belirlenebilmesi agismdan MN metodu oldukca
kullanighdir (Gonzalez ve ark. 2011). Komet yonteminde kullanilan ajanlarin DNA’da
olusturduklar1 tek ve c¢ift zincir kiriklari, yiiksek alkali ¢ozelti igerisinde hizli bir sekilde
DNA kiriklarina doniisen alkalilenebilecek noktalara etkileri, oldukga hassas bir sekilde
belirlenebilmektedir (McArt ve ark. 2009). Boylece belirlenen DNA kiriklarmin tespiti,
uygulanan nanopartikiillerin genetik yapi iizerindeki olumsuz etkilerini agiklamada
tamamlayic1 bilgiler sunmaktadir. DNA c¢ift iplik kiriklar1 onarilmadiklar: takdirde
kromozom aberasyonlarina, genomik istikrarsizliga veya hiicre 6liimiine neden olabilen
en zararlit DNA lezyonlaridir. Cift iplik kiriklarimmin olusumu y-H2AX iireten histon
H2AX varyantmin fosforilasyonu da dahil olmak tizere bircok faktorii tetikler
(Podhorecka ve ark. 2010). Fosforile olmus H2AX, gammaH2AX (yYH2AX) admi alir
ve DNA cift zincir kiriklar1 olustugunda goriilebilir niikleer odaklar olusturur. Bu
nedenle YH2AX’nin ekspresyonu DNA c¢ift zincir kiriklarinin tespitinde hassas bir
indikator olarak son yillarda siklikla kullanilmaktadir (Yuan ve ark. 2010). Sonug
olarak; MN, komet, y-H2AX testleri, ¢esitli ajanlarin hiicre iizerindeki etkilerinin
saptanmasmda giivenilir sonuglar ortaya koymaktadwr. Bdylece ilgili ajanlarin
gelecekteki olasi etkilerini yorumlamada ve kullanimlarinin ydnetilmesinde hayati

Onem tagiyacaktir.

Yapilan literatlir arastrmalarma gore Cu ve Zn metalleri hakkinda sitotoksik ve
genotoksik etkilerin belirlendigi ¢alismalar mevcut iken, Cu-Zn alagimmi konu alan

herhangi bir arastirma bulunmamaktadir.

Nanopartikiillerin ayni bilesime sahip mikromolekiillerden daha toksik etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Ozellikle metal iyonlarmin hiicrede toksisiteyi indiikledigi ve
maruz kalmman cevresel Ozelliklerin nanopartikiillerin durumunu etkilemesi yoluyla
toksik etkiyi kuvvetlendirdigi  bildirilmistir (Chang ve ark. 2012). Bakir

nanopartikiillerinin farkli konsantrasyonlarda, farkl hiicre hatlar1 tizerinde doz artisina
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bagl olarak hiicre canliliini azalttig1 distiniilmektedir. Ahamed ve ark. (2010)
tarafindan yapilan ¢calismada CuO nanopartikiillerin insan akciger adenokarsinom epitel
hiicreleri iizerinde 10, 25 ve 50 pg/ml dozlarda uygulandiginda canliligin sirasiyla %
75, 66 ve 48 oldugu gosterilmistir. Lanone ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 arastirmada,
benzer ¢apa sahip 24 farkli nanopartikiilin A549 ve THP-1 hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkileri MTT ve NRU test yontemleriyle belirlenmistir. Calismada uygulanan
nanopartikiiller arasimda IC50 (pg/ml) degerleri karsilastirildiginda bakirin 6,46 ve
cinko oksitin 4,05 degerine sahip oldugu bildirilmistir. Buna gore bakir ve ¢inko temelli
nanopartikiillerin en yiiksek seviyede toksisiteye sahip oldugu ortaya konulmustur.
Fahmy ve Cormier (2009)’in yaptiklar1 diger bir ¢alismada CuO, SiO, ve Fe,03
nanopartikiillerinin HEp-2 {izerindeki sitotoksik etkileri Alamar blue testi ile
arastirilmistir. Buna gére SiO, ve Fe,O; 80 pg/em® dozda nontoksik iken CuO’nun
uygulandig1 hiicrelerde canliligin % 60’a kadar azaldigi ve buna bagl olarak da
CuO’nun yiiksek derecede toksik oldugu rapor edilmistir. DNA hasar1 ve oksidatif stres
olusumuna gore farkli metal oksit (CuO, TiO,, ZnO, CuZnFe,;04, Fe;04, Fe,03) ve
karbon nanopartikiillerinin insan akciger epitel hiicreleri (A549) lizerinde tripan blue
yontemine gore toksik aktiviteleri karsilastirilmistir. Calisma sonuglart  CuO
nanopartikiillerin diger metal ve karbon partikiillerine gére daha yiiksek etkide hasara
neden oldugunu gostermistir. Ayrica, demir oksit nanopartikiillerin (Fe;O4, Fe,O3)
toksisitesi ¢ok diisiik diizeyde iken CuZnFe,O4 formun etkili bir sekilde DNA hasarini
indiikledigi ortaya konulmustur (Karlsson ve ark. 2008).

Cinko oksit (ZnO) ve seryum oksit (CeO;) nanopartikiillerin RAW 264.7 ve BEAS-2B
hiicre hatlar1 {lizerinde toksisite mekanizmalarinin karsilastirildigr ¢alismada ROS
olusumu, inflamasyon uyarilmasi ve hiicre 6liimii yoluyla her iki hiicre tiirlinde de
toksisiteyi onemli Ol¢iide indiikledigi gosterilmistir (Xia ve ark. 2008). Huang ve ark.
(2010b)’nin  yaptiklar1 ¢alismada ZnO nanopartikiillerin BEAS-2B  hiicre hatt1
iizerindeki konsantrasyon ve zamana bagli sitotoksisite, oksidatif stres, hiicre ig¢i
homeostaz ve gen ekspresyon 6zellikleri arastirilmistir. Buna gore ZnO’in 5-6 pg/ml
konsantrasyonunda toksik oldugu, 6-10 pg/ml konsantrasyonunda ise hiicre canliliginda
hizli bir disiisiin gozlendigi rapor edilmistir. ZnO nanopartikiiliin insan karaciger

hiicreleri (HepG2) iizerindeki etkisini agiklayan calismada MTT, NRU ve LDH testleri
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yoluyla sitotoksisite belirlenmis ve IC50 degeri 14.5 pg/ml olarak tespit edilmistir
(Sharma ve ark. 2012).

Bu tez c¢aligmasinda insan akciger epitel hiicre hattinda (BEAS-2B) sitotoksik
aktivitenin belirlenmesi i¢cin XTT ve klonojenik test yontemleri denenmis ve Cu-Zn
alasim nanopartikiilleri 0 pg/ml, 0,1 pug/ml, 1 pg/ml, 4 pg/ml, 5 pg/ml, 8§ pg/ml, 10
pg/ml, 12 pg/ml, 16 pg/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinda uygulanmistir. Buna gore ¢aligmada XTT testi IC50 degeri 4.55
pg/ml; klonojenik testi IC50 degeri 4.66 png/ml seklinde bulunmustur. Elde edilen
veriler Onceki caligmalarla kiyaslandiginda Cu-Zn nanopartikiillerin uygulandigi
hiicrelerdeki IC50 degeri, Cu ve Zn tiirevli nanopartikiillerin kullanildig: hiicrelere gore
az miktarda diisik degerde bulunmustur. Bu da BEAS-2B hiicre hattinda, Cu-Zn
nanopartikiillerinin tekli Cu ve Zn tabanli metal oksit partikiillerine gére daha sitotoksik
etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte XTT ve klonojenik test
sonuclarmma gore elde edilen IC50 degerleri birbirine uyumlu olarak bulunmus ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ortaya konulmustur. Bu da
sitotoksik aktiviteyi belirlemek amaciyla gergeklestirilen XTT ve klonojenik test

sonuclarinin birbirine paralellik gosterdigini agiklamaktadir.

Hiicre dongilisli sirasinda ortaya cikan ve cekirdege dahil olmayan kromozom veya
kromozom fragmanlarindan olusan mikronukleuslar (MN); ¢esitli ajanlarin olusturdugu
DNA hasarin1 0Olgebilen bir testtir. Ayrica kromozom analizine gore kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel olarak anlamli
sonuclar elde edilebilmesi gibi avantajlar1 sayesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Sekeroglu ve Sekeroglu 2011). Cekirdek olusumundaki diizensizliklerin uygulanan
ajanin ¢esidine, dozuna, zamana ve hiicre tipine gore degistigi bilinmektedir.
Valdiglesias ve ark. (2013) ZnO nanopartikiillerinin insan SHSYS5Y noral hiicreleri
iizerinde sitotoksik ve genotoksik etkilerini arastirmiglardir. Calismada ZnO
nanopartikiillerin hiicre igerisine girmedigi ancak ortamda bulunmasi sebebiyle dahi
canlilig1 azaltmasi, MN olusumu, H2AX fosforilasyonu ve DNA hasar1 olusturmak
suretiyle doza ve zamana bagh olarak toksisiteyi indiikledigi gosterilmistir. Ayrica

farkli sekillere sahip CuO nanopartikiillerin RAW 264.7 (makrofaj) hiicre hatti lizerinde
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toksik etkilerin arastirildigi calismada doza bagl olarak iki g¢ekirdekli hiicrelerin MN
frekansinda artis oldugu gozlenmistir. Bu durum komet yonteminin kullanilmasiyla
DNA hasarindaki artisla iliskili olarak agiklanmistir (Bucchianico ve ark. 2013). Gilimiis
ve ark. (2013) tarafindan ZnO nanopartikiillerin insan lenfosit hiicrelerinde kromozom
aberasyonu ve mikronukleus testini uygulanmis ve ¢alisma sonucunda 10 ve 15 pg/ml
konsantrasyonlarda mikroniikleus frekansinin arttigi; 24 saatlik uygulamada mitotik
indeksin azalmasina bagli olarak, mitoz bdliinmeyi inhibe ettigi ancak c¢ekirdek

boliinme indeksi lizerine herhangi bir etkisinin olmadig bildirilmistir.

Bu tez calismasinda MN frekans1 kontrol grubunda 4,5 + 1,048 iken 0,1 ug/ml - 3,2
pg/ml doz uygulamalarinda ise sirasiyla 7,83 £1,72-26,33 + 1,211 olarak belirlenmistir.
Bu veriler 1s1¢inda doz artisina paralel olarak MN frekansinda artis oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte uygulanan dozlarda cekirdek boliinme indeksinde
anlaml bir fark bulunamamigstir. MN testinin sitotoksisite testleri sonucunda belirlenen
genotoksik dozlar kullanilarak yapilmis olmasi nedeniyle ¢ekirdek boliinme indeksinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusmadigi diigiiniilmektedir. Buna gore elde
edilen sonuglar ZnO ve CuO nanopartikiiller kullanilarak daha 6nce yapilan ¢aligmalara

benzerlik gostermektedir.

Komet test yontemi (tek hiicre jel elektroforez) kimyasal ve fiziksel etmenlerin canlilar
iizerinde yol ac¢tig1 genotoksik etkilerin bir gostergesi olan DNA hasar seviyelerinin
Olciilmesini saglayan giivenilirligi yiiksek ve uygulamasi kolay bir yontemdir. Y ontem,
oksidatif stres, toksik agir metaller, kimyasal ajanlar, ilaglar ve ultraviole gibi ¢esitli
genotoksik ajanlarin DNA sarmallar1 iizerinde olusturdugu tek veya ¢ift zincir
kiriklarin1 dogru, hassas, hizli, ucuz ve az bir 6rnek hacmi kullanarak 6lgen bir
uygulama olup, tiim canli hiicreleri iizerinde yapilan caligmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu avantajlar1 dikkate alinarak, son yillarda komet testi farkli insan
hiicre hatlar1 iizerine uygulanan nanopartikiillerin etki seviyelerini belirlemek amaciyla

da sikc¢a kullanilmaktadir.

Toksik maddeler doza bagli olarak hiicrede DNA parcalarmin olugsmasina yol agabilir

ve DNA parcalar1 bas ve kuyruk olarak iki ana boliime ayrilir. Kuyruk kismindaki DNA
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yilizdesi % DNA olarak ifade edilmektedir. Ayrica kuyruk uzunlugu ve Olive Kuyruk
Momenti kullanilan parametreler arasindadir (Collins ve ark. 2008). Komet kuyruklarini
degerlendirmek icin gorsel puanlama veya bilgisayarl goriintii analizi kullanilmaktadir.
Elde edilen veriler ise uygulanan c¢evresel ajanin aktivitesini yorumlamada onemli

ipuclar1 sunmaktadir.

Genotoksik etkilere sahip olan fiziksel veya kimyasal maddelerin hedef organizma
iizerinde belirli bir periyot ve konsantrasyonda DNA hasar1 olusturup olusturmadigi
belirlenebilmektedir. Metal oksit nanopartikiil ve karbon nanotiiplerin toksisite ve DNA
hasar1 agismndan tripan blue boyama, komet testi ve ROS testi uygulanarak
karsilastirildigi calismada, A549 hiicrelerine 4 saat 2, 40 ve 80 pg/ml dozlarda farkh
nanopartikiiller verilmis ve CuO 80 pg/ml dozda kuyruk % DNA degeri 41 olarak
bulunmustur. Bu deger ise karsilastirilan diger nanopartikiillere gore en fazla DNA
hasar1 olusturdugunu gdstermistir (Karlsson ve ark. 2008). Nanopartikiillerin ylizey
biiylikligli genotoksisite diizeyini etkileyen faktorlerden biridir. Midander ve ark.
(2009)’na gore mikrometre boyutlu CuO ve Cu partikiilleri, nanopartikiillerine kiyasla
daha diisiik genotoksik etki gdstermistir. Ayrica komet testi ile Cu’nun CuO’ya gore
daha toksik oldugu bildirilmistir. Cu nanopartikiilleri ile yapilan benzer bir ¢alismada;
40, 60 ve 80 nm boyutundaki partikiillerin DRG ndéronlar1 lizerindeki toksik etkisi
arastirilmis ve sonug¢ olarak 40 ile 60 nm boyutundaki partikiillerin daha toksik etkiye
sahip olduklar1 bulunmustur. Buna gore toksik etkinin boyuta baglh oldugu
vurgulanmustir (Prabhu ve ark. 2010).

Sharma ve ark. (2009) tarafindan insan epitel hiicre hatti (A431) iizerinde ZnO
nanopartikiillerin ~ genotoksik  seviyelerinin  belirlenmesine  yonelik ¢alismada
konsantrasyona ve doza maruz kalma siiresine bagli olarak hiicre canliliginin azaldigi
tespit edilmistir. Calismada Olive Kuyruk Momenti (OTM) kontrol grubunda 1.37+0.12
iken 0.8 pl/ml dozda 2.13+0.12 olarak bulunmustur. OTM’deki bu artis ise DNA hasar
potansiyeline bir kanit olarak gosterilmistir. Gerloff ve ark. (2009) Caco-2 hiicrelerine 4
saat siire ile 20 pg/cm” dozda ZnO, TiO,, MgO ve SiO; partikiilleri uygulayarak DNA
hasar1 potansiyelini komet analizi ile kiyaslamislardir. Calisma sonunda ZnO kuyruk %

DNA degerinin (% 16) diger partikiillerden daha yiiksek oldugu gosterilmistir. insan
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lenfosit hiicrelerine ZnO nanopartikiillerin uygulandigr ve DNA hasarmin belirlendigi
bir caligmada Olive kuyruk momentinde belirgin bir artis tespit edilmistir. Ayrica ZnO
nanopartikiillerin mitokondri membran potansiyelini azaltarak oksidatif stresi attirdigi
rapor edilmistir (Musarrat ve ark. 2009). Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ve
antioksidan mekanizmasinin yetersiz kalmasi1 sonucu oksidatif stres ad1 verilen bir dizi
olay meydana gelmektedir. Oksidatif stresin farkli mekanizmalar ile DNA {izerinde baz
ve seker modifikasyonlari, tek ve cift zincir kiriklari, bazik bdlgeler, DNA-protein
capraz baglanmasi gibi hasarlara yol a¢tig1 bilinmektedir (Giimiis 2010).

Yapilan bu tez calismasinda komet testi bulgular1 kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve
Olive Kuyruk Momenti parametrelerine gore degerlendirilmistir. Kuyruk uzunlugu,
biiylime kontrol grubunda 8,2 um + 1,923 iken 0,1 pg/ml - 3,2 ug/ml arasindaki doz
uygulamalarinda 18,6 £ 5,941 - 37,2 + 8,613 arasinda bulunmustur. Kuyruk % DNA
degeri, biiylime kontrol grubunda 8,79 + 2,03 iken 0,1 pg/ml - 3,2 pg/ml arasindaki doz
uygulamalarinda sirasiyla 17,385 + 2,724 - 36,304 £ 8,129 olarak kaydedilmistir. Olive
Kuyruk Momenti degeri ise kontrol grubunda 1,6 + 0,894 iken 0,1 pg/ml- 3,2 pg/ml
arasindaki doz uygulamalarinda 5 + 2,121 - 12,2 + 2,774 olarak bulunmustur. Bu veriler
birlikte degerlendirildiginde doz artisina bagli olarak DNA hasarinda da bir artisin
oldugu ortaya konulmustur. Elde edilen bu pozitif iliski ise daha 6nce Cu, CuO, Zn ve
ZnO nanopartikiiller ile yapilan c¢alismalarda kaydedilen sonuglarla uygunluk

gostermektedir.

H2AX, DNA hasarma yanit yollarda gorev alan ilk proteinlerden birisidir. DNA c¢ift
zincir kiriklarina yanitta H2AX, korunmus olan C-terminal kuyruk bdlgesindeki serin
139 pozisyonundan, PI-3 (Phosphoinositol-3) kinaz ailesi iiyeleri olan ATM, ATR ve
DNA-PK’ler tarafindan hizla fosforillenir. ATM ve DNA-PK’ler genellikle iyonize
radyasyon sonrast H2ZAX’nin fosforilasyonunda fonksiyonel gorev tistlenirken, ATR ise
replikasyon catalini1 yavaslatan ya da duraklatan DNA hasarma yanitta daha 6nemli bir
gorev istlenmektedir. Fosforile olmus H2AX, gammaH2AX (y-H2AX) admi alir ve
DNA ¢ift zincir kiriklar: olustugunda goriilebilir niikleer odaklar olusturur. Bu nedenle
v-H2AX’nin ekspresyonu DNA ¢ift zincir kiriklarinin tespitinde hassas bir indikator
olarak son yillarda siklikla kullanilmaktadir DNA hasar tespitini saglayan diger test
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veya uygulamalarla kiyaslandiginda; tek bir hiicre diizeyinde genomun biitiinliigiindeki
cok kiiciik degisiklikleri saptayabildigi icin y-H2AX testi, daha avantajhidir. Bu test,
genomu etkileyebilecek radyasyon gibi fiziksel etkenlerin, ilaglar, gida katki maddeleri,
nanomateryaller, pestisitler ve c¢evresel kirleticiler gibi sitotoksik ve genotoksik
olabilecek her tiirlii kimyasal ajanin DNA hasar1 ve tamiri lizerindeki etkilerinin tespiti
ve risk tayininin yapilabilmesi i¢in molekiiler diizeyde kullanilabilecek hassas bir

yontemdir (Sekeroglu 2013).

Kobalt (Co) ve TiO, nanopartikiillerin A549 epitel hiicreleri tizerindeki genetik hasarin
tespiti ve ROS olusumuna etkisi arastirilmistir. Bu caligmada TiO,’in ROS olusumunu
indiiklemedigi ancak Co’in ROS’u artirdigi goriilmiistiir. A549 epitel hiicrelerinde
Co’mn neden oldugu DNA hasarmin komet kuyrugundaki uzunluk ve kuyruk % DNA
degerlerinde artiga neden oldugu belirlenmistir. Bu artan degerler doza ve zamana baglh
olarak fosforillenmis H2AX’de de paralellik gostermistir (Wan ve ark. 2012). Toyooka
ve ark. (2012) iki farkli boyuta sahip TiO, nanopartikiillerinin A549 hiicreleri
iizerindeki etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada kiigiik boyutlu partikiillerin daha fazla

v-H2AX fokusu olusturdugu gdsterilmistir.

Bu tez c¢aligmasinda Cu-Zn alasim nanopartikiillerin, y-H2AX fokuslarinin
olusumundaki rolii arastirilmistir. y-H2AX testi sonuglarmma goére belirlenen fokus
sayilar1 degerlendirilmistir. Buna gore, kontrol grubu icin ortalama fokus sayis1 7,196 +
1,271 iken 0,1 pg/ml - 3,2 ng/ml arasindaki doz uygulamalarinda ise 11,188 + 3,231 -
35,8 £ 6,883 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ ise Cu-Zn nanopartikiil doz gruplari
arasinda hiicre basma diisen ortalama fokus sayisinin doza bagli olarak artis gosterdigini

kaydetmistir.

Mikrontikleus, komet ve y-H2AX testlerinden elde edilen sonuglar; Cu-Zn alasim
nanopartikiillerinin DNA kiriklarma, yapisal ya da sayisal kromozom anormalliklerine
neden oldugu ve DNA hasarina yol agtigini gostermektedir. Bdylece, nanopartikiillerin
ya dogrudan DNA’ya baglanarak ya da DNA’ya bagl proteinlerle etkilesime gecerek

replikasyon, transkripsiyon ve translasyon olaylarini dnleyebilecekleri, diger hiicresel
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proteinlere baglanarak hiicre boliinmesi siirecini etkileyebilecekleri, oksidatif strese ve

sonugta hiicresel hasara yol acabilecekleri diistiniilmektedir.

ROS’lar DNA, protein ve lipitler gibi hiicresel makromolekiillerle zararh bir sekilde
etkilesime girerek homeostaziyi bozabilen son derece reaktif molekiillerdir. Tek ve ¢ift
iplikteki DNA kirilmalari, 8-hidroksideoksi-guanozin (8-OHdG) katim olusumu ve
benzeri baz modifikasyonlari, DNA capraz baglanmalar1 gibi ROS ile indiiklenmis
DNA hasarlar1 tamir edilemez ise karsinogenezin baslamasma ve ilerlemesine neden

olabilir (Singh ve ark. 2009).

Birgok in vitro ¢aligma, nanopartikiile maruz birakilan hiicrelerde toksisitenin
basladigin1 gosteren ROS seviyesinde 6nemli artiglarin oldugunu ortaya koymustur.
Nitekim Ahamed ve ark. (2011), A549 akciger epitel hiicrelerini nikel-ferrit
nanopartikiiline maruz birakmis ve partikiillerin hiicre igerisine girmesiyle hiicrede

ROS olusumunun arttigini gostermislerdir.

Hiicrelere uygulanan nanopartikiillerin doz artisina paralel olarak hiicre ici ROS
miktarinda da 6nemli bir artisin oldugu saptanmaktadir. Fahmy ve ark. (2009)’nin
yaptiklar1 ¢alismada HEp-2 hiicreleri artan dozlarda SiO,, Fe,O; ve CuO
nanopartikiillerine maruz birakilmis ve doz arttikga ROS miktarinin da arttig1 ortaya
konulmustur. Bu ¢alismada CuO nanopartikiillerinin oksidatif stres araciligiyla hiicre

Oliimiini kuvvetli bir sekilde indiikledigi tesbit edilmistir.

TiO,, Ag, Al, Zn ve Ni gibi baz1 metal nanopartikiillerin A549 insan epitel hiicrelerinde
ROS olusumuna neden olma bakimindan karsilastirildigr bir c¢alismada, Zn’nin

digerlerine gore daha etkin oldugu sonucuna ulagilmistir (Park ve ark. 2007).

Bu tez calismasinda Cu-Zn nanopartikiillerinin doz artisina bagl olarak hiicre i¢i ROS
artisina neden oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu i¢cin ROS degeri 1,496+0,04 iken
bu deger 0,1 pg/ml - 1,6 pg/ml doz gruplar1 arasinda; 1,7340,22 - 2,461+0,1 olarak
Olciilmiistiir. 3,2 pg/ml ve 6,4 pg/ml doz gruplarinda sirasiyla; 2,163+0,14 ve

2,045+0,03 olarak olciilmiistiir. Yiiksek dozlarda, ROS seviyesinin diismesinin hiicre
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canliliginin azalmasi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Buna ragmen XTT ve
Klonojenik test sonucglarina gore belirlenen IC50 dozundan yiiksek konsantrasyonlarda
bile iiretilen ROS miktar1 ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir.

Elde edilen bu sonug ise 6nceki caligmalarla uygunluk gostermektedir.

ROS’lar yiiksek kimyasal reaktiviteleri sayesinde DNA, proteinler, karbonhidratlar ve
yaglar ile reaksiyona girebilmeleri nedeniyle apoptoz veya nekroz yoluyla hiicre
Olimiine neden olurlar (Schrand ve ark. 2010, Arora ve ark. 2012). Hampton ve
Orrenius (1997) jurkat T lenfositlere farkli dozlarda H,O, uygulayarak yaptiklari
calismada, siddetli oksidatif stresin hiicrelerde nekroza, orta derecede ise apoptoza

neden oldugunu bildirmislerdir.

Jeng ve Swanson (2006) metal oksit nanopartikiillerinin 6zellikle de ZnO’nun Neuro-
2A fare noroblastoma hiicrelerinde en temel toksisite kaynagin1i ROS iiretimi olarak
aciklamiglardir. Bu calismada, ZnO’nun doza bagl artisinin apoptotik ya da nekrotik
yollarla hiicreyi 6liime gotiirdiigii gosterilmistir. Ozellikle nanopartikiillerin diisiik
konsantrasyonlarinda hiicrenin apoptoz, yiiksek konsantrasyonlarinda ise nekroz yoluna
girdigi gosterilmistir. Ayn1 sekilde (Beyersmann 2002) hiicre i¢i Zn konsantrasyonunun
artmasmin apoptozu tetikleyebilecegi, yliksek konsantrasyonlarda ise hiicreleri baskin

sekilde nekroza yonlendirecegi bildirilmistir.

T10, nanopartikiillerinin anataz ve rutil olmak tizere iki farkli formunun kullanildig1 bir
calismada, anataz uygulanan hiicrelerin nekroza, rutil uygulanan hiicrelerin ise apoptoza
neden oldugu saptanmistir (Braydich-Stolle ve ark. 2009). Boylece toksisite kaynakli
hiicre 6liim mekanizmasmin tercih edilmesinde nanopartikiil konsantrasyonunun etkisi
kadar partikiil seklinin de 6nemli olabilecegi savunulmustur. Ada ve ark. (2010) HeLa
hiicreleri iizerine NiO nanopartikiiliiniin olas1 etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada
NiO’nun doz ve zaman artisina bagl olarak apoptoz ve nekroz oraninda da artiglar
oldugunu saptanuslardir. Ozellikle de uygulama zamaninm 2-16 saat artistyla toplam

apoptotik hiicre artisinda da % 20’ye kadar artisin oldugu gosterilmistir.
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Bu tez calismasinda Cu-Zn alasim nanopartikiillerinin Beas-2B akciger epitel
hiicrelerinde indiikledigi 6liim yolaklari, M30 apoptoz ve M65 nekroz testleri
sonuglarina gore belirlenmistir. M30 testi sonuglarina gore kontrol grubu ile doz
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulumamistir. Oysa M65 testi sonucglarina gore
kontrol grubunda M65 (U/L) degeri 187,59+4,99 iken bu deger 12,8 pg/ml’de
499,6+86,63 ¢ yiikselmis ve doz artigina bagli olarakta anlamli bir artis géstermistir.

M30 ve M65 test sonuclar1 karsilastirildiginda, kontrol grubunda hiicrelerin % 50,181
apoptoz yoluyla 6liirken, % 49,82 nekroz yoluyla 6lmiislerdir. 1,6 pg/ml-12,8 ug/ml
arasindaki doz uygulamalarinda apoptoz yoluyla 6len hiicrelerin yiizdesi 41,56-31,49
arasinda iken, nekroz yoluyla Glen hiicrelerin yiizdesinin ise 58,44- 68,51 arasinda
oldugu belirlenmistir. Buna gore, Cu-Zn nanopartikiillerinin diisiik dozlarda apoptoz,
yiliksek dozlarda ise nekroz yoluyla hiicre 6liimiine neden olmasi bakimindan farkli
nanopartikiiller ~kullanilarak  yapilan Onceki ¢alisma sonuglariyla paralellik

gostermektedir.

Sonug olarak, bu calismada Cu-Zn alasim nanopartikiillerinin sitotoksik ve genotoksik
etkileri in vitro yontemlerle arastirilmistir. Calismada, alagim nanopartikiillerinin
BEAS-2B akciger epitel hiicreleri igerisine girdigi, sitoplazmada konumlandig1 ve doz
artisgina bagli olarak sitotoksik ve genotoksik hasarm artmasina neden oldugu
saptanmistir. Buna gore yakin gelecekte Cu-Zn alagim nanopartikiillerinin kullaniminda
meydana gelecek artisa paralel olarak olasi etkilerinin de net olarak ortaya konulmasi,
cevre ve saglik agisindan ciddi sorunlarin 6niine gecilmesinde ve korunma stratejilerinin

gelistirilmesinde 6nemli rol oynayacaktir.
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