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Nanoteknoloji ileri teknoloji ekonomisinin en hizli buytyen sektdrlerinden
biridir. Kigisel, ticari ve medikal olarak kullanilan nanomalzemelerden
ginimuizde 1000’den fazla drin elde edilmektedir. 100 nm veya altindaki
boyutlarda diizenlenen nanomalzemeler elektronik, saglk, kozmetik teknolojileri
ve mihendislik endustrisi uygulamalarinda yenilikler saglamaktadir. Kozmetik
uygulamalarinda yaygin olarak c¢inko oksit kullaniimaktadir. Nanomalzemeler
ustun oOzelliklerine ragmen toksisite gibi bazi problemleri de beraberinde
getirmektedir. Nanomalzemeler Uzerinde toksikolojik bilgilerin  eksikligi,
nanomalzemelere maruz kalindiginda ortaya cikacak risklerin belirlenmesini
zorlastirmaktadir.

Bu tezde kullandigimiz farkli boyut ve sekle sahip ZnO nanotozlarinin
sitotoksik etkisi in vitro olarak hiicre kultirt teknikleriyle arastiriimistir. Bu
amacla Cin hamster akciger (V79 379 A) hicreleri 100 nm ZnO, 2-8 um ZnO
plakalar ve 7 um ¢ubuk ZnO nanotozlarinin belirli dozlarina maruz birakildiktan
sonra, hucrelerin sitotoksisitesi, MTT ( Mitokondriyal aktivite 6lclim testi ) ve
NR ( Lizozomal aktivite Olglim testi )  testleriyle Olgtilmustur. Sonuglar tim
maddelerin zamana ve doza bagimli olarak sitotoksik etki yaptigini gostermistir.

Bu nanopartikillerin hticre iskeleti tizerine etkisini arastirmak icin FITC-
Phalloidin boyama yapilmistir. Bu test maddelerinde doz artisina baglh olarak F-
aktin filametlerinde bozulmalar ve hiicre morfolojisinde degisiklikler saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Nanoteknoloji, Nanopartikiller, Cinko oksit, Sitotoksisite,
Hicre iskeleti
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IN VITRO EVALUATION OF EFFECTS OF DIFFERENT PROPERTIES
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Nanotechnology is one of the fastest growing sectors of the high-tech
economy. In recent times, there are more than 1000 nanomaterials products that
are used in commercial, medical and personal applications. Engineered
nanomaterials with dimension of 100 nm or less provide novel applications in
electronics, healthcare, cosmetic technologies and engineering industries. ZnO
nanoparticles are widely used in cosmetic applications. Although nanomaterials
have high properties, problems like toxicity will come with together. Lack of
toxicological data on nanomaterials makes it difficult to determine if there is a
risk associated with nanomaterials exposure.

The materials that are used in this study are ZnO nanoparticles that have
different shapes and dimensions. In this thesis, cytotoxic effects of ZnO metal
oxide nanoparticles were investigated with techniques of cell cultures on healthy
cells as in vitro. Accordingly, at first Chinese hamster lung cells (V79 379 A)
were exposed to approprite dose of 100 nm ZnO, 2-8 um ZnO and 7 pm rod shape
ZnO materials and, then cell cytotoxicity are measured with MTT ( mitochondrial
activity) test which is accepted as indicator of mitochondrial activity and NRU
( lysosomal activity) test which is accepted as indicator of lysosomal activity.
The results showed that all materials cause cytotoxicity on healthy cells dependent
on times and doses.

In order to evaluate effects of these nanoparticles on the cell cytoskeleton,
FITC-Phalloidin staining was used. Increasing of these test doses are caused some
changes of cell morphology and F-Actin filaments.

Keywords: Nanotechnology, Nanoparticles, ZnO, Cytotoxicity, Cell
Cytoskeleton
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1. GIRIS

Son yillarda bilim adamlarinin ilgisini gok ¢eken nanoteknoloji, 100 nm’nin
altinda partikul alanina sahip maddelerin kullanimi ve gelisimiyle ilgilenmektedir.
Insan yasaminin her alaninda nano devrimi gorillmektedir. Elektronik, optik
araclar, endustriler, diagnostik, ilag gelisimi, biyosensorler, gorunttileme ve ayrica
gunes kremleri, tekstil, kozmetik, spor ve aksesuarlar gibi tiketici Grunleri de
nanoteknolojinin kullanildigi alanlardir ( Balshaw ve ark.2005; The Royal
Society, 2004; Lee ve ark.2008; Thomas ve ark.2006).

Gunumuz teknoloji diinyasinda nanoteknolojinin bu kadar populer olmasinin
temel sebebi, nanomateryallerin sagladigi genis yuzey alani ile optik, elektrik ve
mekanik Ozelliklerindeki artigla kuantum mekanigindeki nano boyuttaki oran
artisina bagh olarak yizey alanindaki artistir. Bununla birlikte, nano boyuttaki
materyal tarafindan kazanilan bu yeni Ozellikler, biyolojik sistemlerle bu
materyallerin etkilesimi sonucu tahmin edilemeyen sonuclara neden olabilir.
Farkh kimyasal kompozisyona sahip, farkli metodlarla sentezlenen farkl alan,
sekil ve yuzey kaplamasina sahip nanopartikillerin memeli hiicreleri (izerinde
sitotoksik ve genotoksik etkiler meydana getirdikleri yapilan cesitli calismalarla
kanitlanmistir ( Sharma ve ark.2009, Dhawan ve ark. 2006; Isakovic ve ark. 2006;
Lewinski ve ark.2008; Papageorgiou ve ark. 2007; Singh ve ark. 2007).
Nanopartikillerin toksisitesi hentiz tam olarak aydinlatilamamistir.

Bu alanda son iki yil icindeki hizlh blyltme, dinya pazarindaki
nanoteknolojiye dayanan tiketici Urlnlerinin sayisinda % 185 oraninda artisa
neden olmustur. Bu nanoteknolojiye dayanan tlketici drlnlerinin en genis
kapasiteli alani kozmetiktir. Halk arasinda ve bilim dinyasinda bu tiketici
urtinlerinin toksisitesi cevaplanmadigindan dolayi kaygilar bulunmaktadir.

Gunes kremleri, yaygin olarak tim dinyada kullaniimaktadir. Deriye
uygulanan bu nanopartikillerin glvenlik ve toksisitesi hakkindaki bilgiler
zamanla artmasina ragmen nanopartiktllerin toksisitesi hakkinda yeterince bilgi
bulunmamaktadir. ZnO (cinko oksit) nanopartikilleri yogun oranda gines
kremleri icerisinde kullaniimaktadirlar. Fakat ZnO ile yapilan toksisite ¢alismalari
yeterli degildir.



Hayvan hicre kultirleri, kanser arastirmalarinda hiicre farklilasma
olaylarinin incelenmesi, onkojenik maddelerin ve onkojenlerin etkilerinin
analizleri, hiicre hareketleri olaylarinin incelenmesinde buyik énem tasimaktadir
( Kilig, 2002). Hucre kulttrt yonteminde etkiler dogrudan dogruya oldugundan
sonu¢ kisa surede alinabilir, istatistik olarak hayvan deneyleriyle
karsilastirilamayacak kadar fazla hiicre kullanilabilir, cok sayida hayvanin deney
amaciyla olddrtlmesi Onlenir. Hucre kultirid calismalart in vitro toksisite
calismalarinda yogun oranda kullanilmaktadir. In vitro sitotoksisite testleri, hiicre
canlihigl, hicre gogalmasi, membran segici gegirgenligi, DNA sentezi ya da
hicresel metabolizma gibi toksisiteyi belirleyen gosterge parametrelerin
Olctlmesine dayanir ( Gad, 2000). Sitotoksisite deneyleri in vitro ¢alismalarda
sik¢a kullaniimaktadir. Neutral Red (NR) ve MTT (tetrazolyum tuz rediksiyon)
deneyleri tek tabakali kultiirlerde sitotoksisite Olcimleri ya da toksik madde
varhginda hticre canliiginin belirlenmesinde sik kullanilan yontemlerdir (Fotakis
ve Timbrell 2005; Fent, 2001). Hucre iskeleti, bircok maddenin hiicrede meydana
getirdigi zararlarin incelenmesinde kullanilir. Hcre iskeletindeki zararlari
gorebilmek amaciyla FITC (floresan izosiyonat)- Phalloidin boyamasi yapilarak
F-aktin iskeletine bakilmaktadir ( Kroll ve ark.2009; Gunaratnam ve Grant 2004,
Wulf ve ark. 1979).

Bu tez ¢alismasinda bir¢cok uygulama alani olan ve ticari 6neme sahip farkl
boyut ve sekillerde sentezlenen ZnO nanotozlarinin sitotoksik etkileri ve hicre

iskeleti Uzerine etkileri arastirilmistir.

1.1. Biyoteknoloji

1970’1 yillardan beri ortaya c¢ikan yeni teknolojiler arasinda bulunan
biyoteknoloji o donemden beri ¢cok dikkat cekmektedir. Ortaya ¢iktigi donemden
beri biyoteknoloji ekonominin 6nemli sektorlerini etkilemistir (Gavrilescu ve
ark.2005). Biyoteknoloji biyolojik sistem, organizma veya sureglerin malzeme ve
hizmet endustrilerinde uygulanmasidir. Diger bir tanimla biyoteknoloji, canlilari
veya canlilardan gelen bir yapiyr kullanan herhangi bir teknik ile bir Grin

olusturarak veya degistirerek “6zgun kullanim amach” bitki, hayvan veya



mikroorganizmalar gelistirmektir. Biyoteknoloji kavrami, Birlesmis Milletler’e
bagli 157 (lkenin biyolojik cesitliligin korunmasi amaci ile 1992 yilinda
imzalanan “Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi”’nde; “herhangi bir teknolojik
uygulama, biyolojik sistemleri, organizmalari veya organizma kaynakh
yapilari, bir Grinin yapiminda veya degistirilmesinde veya spesifik bir
surecte kullaniyorsa; biyoteknoloji ” seklinde tanimlanmaktadir ( http:1).

Biyoteknoloji bilimi aslinda yeni olmasina ragmen kokeni MO 6000
yillarina ve eski Misir’da, MO 3000 yillarina dayanmaktadir. Bu dénemler
biyoteknolojik yontemlerle peynir, sarap, yogurt ve sirke yapimiyla yizyillardir
stregelen ilkel fermantasyon tekniklerini icerir. Daha sonra 1900’I0 yillarin
basinda enzim teknolojilerinin temellerinin atilmasi, antibiyotiklerin 1929 yilinda
kesfedilmesi ve Ikinci Diinya Savasi boyunca genis Olcekli tretimleri,
fermentasyon teknolojisinde buytk ilerlemelere neden olmustur. Gunimuzde
modern biyoteknoloji belli bir Grinl ticari miktarlarda elde etmek amaciyla
genetik olarak degistirilmis canlilari kullanmaktadir. Son yirmi yilda, molekiler
biyoloji ve gen teknolojisi alanlarinda kaydedilen buyiuk gelismeler,
biyoteknolojideki hizli degisim ve ilerleyisin itici giuct olmus ve bu teknoloji,
giderek, cok daha fazla sayida sanayi ve hizmet sektorini kapsar ve etkiler hale
gelmistir. insan sagligindan tarima, kimya mihendisliginden cevre korumaya,
gida Uretiminden enerji Uretimine kadar yasamin pek ¢ok alani bu teknolojinin
kapsamina girmistir.

Biyoteknoloji anabilim dali ¢ok farkli bilimlerle etkilesim igindedir.
Bunlardan bir tanesi Nanoteknoloji bilim dalidir. Bu iki bilimin etkilesimiyle
ortaya  ¢lkan  bolim  Biyo-nanoteknoloji  olarak  adlandiriimaktadir.
Biyonanoteknoloji; biyoteknoloji, genetik mihendisligi, sitoloji, molekdler
biyoloji ve biyokimya disiplinlerinin ilerlemesiyle sonuc¢lanan teknoloji ve bilimin

bir alanidir.

1.2. Nanoteknoloji

21. yluzyilda insan yasaminin her alaninda nano devrimi gorulduginden

dolayr bu yizyih nano yuzyili olarak adlandirabiliriz. Nanoteknoloji alani, son



yillarda insan yasaminin daha iyi olmasi icgin farkl sektOrlerde ¢ok sayida
uygulamalarda kullanilarak dunya Gzerinde hizli bir sekilde blyltmeye devam
etmektedir. Nanoteknolojinin 6dnemi, atomlar ve molekdiller seviyesinde (1 ila 100
nanometre (nm) Olglsiinde) calisarak, gelismis ve/veya tamamen yeni fiziksel,
kimyasal, biyolojik 6zelliklere sahip yapilar elde edilmesine imkan saglamasindan
kaynaklanmaktadir. Teknik agidan agiklamak gerekirse malzeme Ozellikleri ve
cihazlarin ¢alisma prensipleri, genel olarak 100 nm’den biyik boyutlari temel
alarak yapilan varsayimlarin sonucunda ortaya ¢ikarilmis geleneksel modelleme
ve teorilere dayanmaktadir. Kritik uzunluklar 100nm’nin altina indiginde ise
geleneksel teori ve modeller ortaya cikan Ozellikleri agiklamakta ¢ogu zaman
yetersiz kalmaktadir. Nanoteknoloji iste burada resme girmektedir. Daha saglam,
daha kaliteli, daha uzun 6mirlu ve daha ucuz, daha hafif, daha kiglk cihazlar
gelistirme istegi birgok is kolunda gozlenen egilimlerdir. Minyatirizasyon olarak
tanimlanabilecek bu egilim bircok mihendislik calismasinin  temelini
olusturmaktadir. Minyaturizasyonun sadece kullanilan parcalarin daha az yer
kaplamasindan ¢ok daha 6nemli getirileri vardir. Minyaturizasyon Uretimde daha
az malzeme, daha az enerji, daha ucuz ve kolay nakliye, daha ¢ok fonksiyon ve
kullanimda kolaylik olarak uygulamada kendini gostermektedir ( Reeves ve
ark.2008).

Nanoteknolojide 6nek olan nano bir Yunanca kelime olan dwarf (clce)
kelimesinden turetilmistir. 1 nanometre, metrenin milyarda birine, 6 karbon
atomunun veya 10 su molekiliiniin genisligine esittir. insan saci 80000 nm, bir
kirmizi kan hticresi ise 7000 nm genisligindedir. Atomlar 1 nm’den kugukturler
halbuki bazi proteinleri iceren cogu molekil ise 1nm veya daha blyuktur.

Nanoteknoloji, koken olarak 6lgl birimi olan “nanometre” den gelmektedir.
Nanometre 6lgu olarak metrenin milyarda birini ifade etmekte ve bir nanometre,
dizlemine 2 — 3 tane atomun dizilebilecegi kadar kuguktir. Nanoteknoloji,
nanometre boyutlarinda malzeme tasarlayip Uretmeyi, bu malzemelerde yeni
yontemlerle belirlenmis amaclara yonelik aygitlar ve aletler Uretmeyi
amaclamaktadir ( Ciraci, 2005). Nanoteknoloji, bir baska anlami ile de metrenin
milyarda biri boyutunda makineler yapmak olarak tanimlanmaktadir ( Ciracl,
2005; Goorsell, 2000 ).



1.2.1. Nanomateryaller ve Nanopartikuller

Nanoboyuttaki materyallerin bilim ve teknolojisi ¢ok eski zamanlara
dayanmaktadir ( Delatte, 2001; Edwards ve Thomas, 2007; Sanchez ve ark.2003).
Ayri anabilim dallari olarak nanobilimler ve nanoteknoloji son 20 yildir
kullanilmaktadir. Nanomateryaller, kristal buyuklikleri en az bir boyutta 1-100
nm arasinda degisen tek fazli yada cok fazl partikullerdir. Klasik malzeme
davranigi kanunlari yerine, atom fizigi kanunlarini sergileyen nanomalzemeler;
metal, seramik, polimer veya kompozit tirde olabilir. Dinyada ticari
nanomalzemelerin en yaygin cesidi olan nanokompozitlere olan talep, yilda
binlerce tona ulagmis ve her gecen giin hizla artmaktadir.

Boyutlarina bagli olarak nano materyaller dort grupta toplanabilir.

a- Nano partikuller

b-Tabakal yada lamelli yapilar

c-ipliksi yapilar

d-Yigin yapili nano materyaller (Suryanarayana ve ark.1999).

Nano materyallerin 6zellikleri temel olarak dort sebebe baglidir;

1- Tane buyukltgu ve tane dagilimi

2- Kimyasal bilesimi

3- Ara fazlarin varhgi ( Taneler arasi bosluklar, serbest ylizeyler)

4- Temel bilesenler arasi etkilesimler. ( Gonsalves ve ark. 2000).

Kullanildigi ana malzemenin yiizeyine veya buraya yakin kisimlara
dagitilabilmesi, nanomalzemeyi normal malzemeden farkh kilan 6zelliklerden
biridir. Boylelikle ana malzeme, elektronik, manyetik, optik ve reaktivite
bakimindan son derece farkli 6zellikler kazanir. Nanomalzemelerin yapisina az
miktarda baska elementler eklenerek, dayaniklilikta % 100°e varan bir artig elde
edilebilir. Malzemelerin yuzeylerine kaplanan ve cogu defa purizsuzligi
saglayan nanopartikiller, su ve nem bakimindan izolasyonu artirmada, ayrica
kirlenmeyi Onlemede kullanilir. Bazi nanomalzemelere silikat pargaciklar
eklendiginde, bu malzemeler normal sartlardakinden 100°C daha ylksek

sicakhkta kullanilabilmektedir. Guvenlik agisindan malzeme seciminin 6nemli



oldugu uzay araclarinin ve ugaklarin yapiminda, cok hafif, sert ve dayanikl
malzemeler gerekmektedir. Nanokompozitlere verilen dayanikli yapi ile sicakhga
direng Ozelligi, bu maddelerin uzay araglari, ugak ve elektronikte yaygin olarak
tercih edilmelerini  mimkun kilmistir.  Ayni zamanda, polimer tabanl
nanokompozit gibi bazi nanomalzemelerin islenmesinin kolay olmasi, bu
malzemelerin kullanimini yayginlastirmistir. Ornegin, bu malzemeler, otomotiv
endustrisinde blyuk olgekli Gretim uygulamalarina kolaylikla uyumlu hale
getirilerek kullaniimaktadir ( Hickman, 2002). Tablo 1’ de farkli endustriyel
alanlarda kullanilan nanomateryallerin kullanim alanlari gosterilmektedir ( Luther,
2004 ).

Nanopartikiller, 100 nm’nin altinda en az tek boyutlu olarak diizenlenen
yapilar olarak adlandirilmaktadir. Geleneksel kimyasallarla karsilastirildiklarinda
multifonksiyonel partikiller olarak imal edilmektedirler. Son zamanlarda, bu nano
yapili partikillerden olusan Grinlerin sayisinda ¢ok yuksek oranda artis
gorulmektedir ( Chaudhry ve ark. 2008). Nanoteknoloji, son yillarda insanlarin
yasam standardini yikseltebilmek amaciyla farkli sektorlerde c¢ok sayida
uygulamalarda kullanilarak dunya Gzerinde hizli bir sekilde blylmeye devam
etmektedir. Nanoteknolojiyi bu kadar ilgin¢ kilan unsur, malzemelerin nano
boyutta makro boyuttakinden farkli davranmalaridir. Kilge seklindeki altin baska
maddelerle reaksiyona girmek istemezken, nano boyuttaki altinda bu durumun
tam tersi gozlemlenmektedir. Kuantum etkileri yliziinden maddeler, nano boyutta
farkli  ozellikler gostermektedir. Bu 0zellik yizunden, bilim adamlari
malzemelerin nano boyuttaki hallerini arastirip, mevcut toplumsal sorunlara bu
nano malzemeleri kullanarak ¢6zuim bulmaya galismaktadirlar.

Malzeme boyutundaki kiculme yapiya farkl ya da ekstra olarak pek ¢ok
Ozellik katmaktadir. Yizey alaninin artmasi ve malzemenin boyutunun
dismesinden dolay1 6n plana ¢ikan quantum etkilerinden dolayr nano yapilarin
Ozellikleri normal boyutlu yapilarinkinden farkhiliklar gosterebilir. Bunlarin
basinda elektriksel, mekanik, kimyasal ve optik ozellikler gelmektedir. Bu
Ozelliklerinden dolay! elektronik, optik, teshis, ilag gelisimi, biyosensorler,

goruntuleme gibi endlstrilerde ve ayrica glnes kremleri, tekstil, kozmetik, spor ve



Tablo 1: Farkl alanlardaki nanomateryal drtinlerinin uygulama alanlarina genel bir bakis

( Luther, 2004)

Otomotiv Sanayi Kimyasal Sanayi Mihendislik
e Beyaz 1sik e Boyama sistemleri e makine ve
konsantrasyonu Icin astar araglar igin
e Boyama ( astar, e Nanokompozitlerinde koruma
taban kaplama, icinde bulundugu (antiblokaj
boya taban kaplama kaplamalar,
temizleme) sistemi tahris olmus
- Katalizorler  Kagitlarda ki plastik
 Lastik (astar) immegrasyon iglemi kaplamalarda,
e Sensor vb.)
Elektronik Sanayi Yap! Malzemeleri Tip
e hafiza kartlari e yapl materyalleri e ilag ulasim
( MRAM, - termal izolasyon sistemleri
GMR-HD) « alev geciktirici - aktif ajanlar
* ekranlar (  bina yapiminda e medyum
OLED, FED) kullanilan ahsap, kontrastinda

e lazer diyotlar zemin, beton, e seri testlerde

e cam yapilarda doseme, cephe, cati e protez ve

» optik doseme vb. implantlar
yapistiricilarda malzemelerde  antimikrobiyal

e filtreler de (IR- » bina cephe ajan ve
blok) kaplamalarinda kaplamalar

Tekstil/Kumas/Dokuma| Enerji Kozmetik

e yizey e vyakit pili e gunes koruma
uygulamalari e gunes pili * ruj

e kaliteli e bataryalar e vicud kremi
elbiselerde  kondansator  dis macunu

Gidalar ve Icecekler
e ambalajlama

materyelleri
e raf omri
sensori
e katki maddeleri
e akigkan
jellerde ki

klarifikasyonda

Ev
e demirin seramik ile
kaplanmasin da
e koku giderici
e pencere, zemin,
seramik, cam
temizlemede

Spor / Acikhava

e kayak
malzemelri

e camve
goOzliklerde

donuklasmama
e bot ve gemilerde

kaplamanin

bozulmamasi




aksesuarlar gibi tiketici trunlerinde nanoteknolojinin kullanimi gézlenmektedir
( Balshaw ve ark. 2005). Kisisel, ticari ve medikal olarak kullanilan 200’den fazla
nanomateryal driin bulunmaktadir ( Brumfiel, 2003).

ZnO gibi metal oksit nanopartiktlleri kozmetikten gida paketlemesine kadar
degisen bir ¢ok alanda riin eldesinde kullanilmaktadir (Chaudhry ve ark. 2008).
Nanopartikiller farmakoloji ve tip uygulamalari i¢inde olaganisti firsatlar
sunmaktadir.  Silika gibi  bir metalik kaplama tarafindan olusturulan
nanokaplamalar, 1sik absorblayicisi olarak is gorurler ve farede fototermal olarak
tumorli organin kesilip disari ¢ikarilmasinda kullanilmaktadirlar ( O’Neal ve ark.
2004). Medikal diagnostikte en goze carpan nanopartikiller Quantum-dot
nanopartikilleridir ve bunlar floresan 6zelliklerle beraber nanokristal
semikondiktorlerdir ( Gao ve ark. 2004; Voura ve ark. 2004). Kitosan gibi
polimer nanopartikiller gen terapisinde ( Mansouri ve ark. 2006) ve ilag

gelistirilmesinde ( Agnihotri ve ark. 2004) kullanilmaktadirlar.

1.2.2. Cinko Oksit ( ZnO ) Nanopartikutlleri

Biyolojik sistemlerde metaller 6nemli bir rol oynar. Cinki metaller
oksidatif stres olusumunun 6nemli bir kaynagidir. Metal oksit nanopartikilleri
kiictuk boyutlara ve genis spesifik ylizey alanina sahiptir. Bu 6zellikler metal oksit
nanopartikillerine yuksek kimyasal reaksiyona girme istegi kazandirmakta ve bu
da intrinsik toksisiteye neden olmaktadir. Bu donemde, c¢ogu nanotoksisite
calismalari nano boyuttaki metal oksitlere odaklanmistir (Wang ve ark. 2007).

Metalik nanopartikillerin kimyasal destabilizasyonuyla birlesen toksik
mekanizmalar:

1- Soltsyonlardaki metallerin dogrudan salinimi,

2- Metalik nanopartikullerin katalitik 6zellikleri,

3- Proteinlerin oksidasyonunu yapan yuzey redoks gelisimi yollariyla reaktif
oksijen tirlerini (ROS) olusturur ve oksidatif stresi indukler ( Limbach ve
ark. 2005; Nel ve ark. 2006; Brunner ve ark. 2006).

Silika ( Si02), titanyum( TiO2), aliminyum ( Al203) ve ¢inko ( ZnO) gibi
metal oksit nanopartiktlleri inorganik partikuller icinde ¢ok yiiksek oranda ticari



olarak kullantlan Grtnlerdir. Metal oksit nanopartikillerinin esas uygulama
alanlari elektronik, eczacilik, tip, kozmetik ve kimya gibi alanlardir. Metal oksit
nanopartikillerinin farkli endustriyel alanlardaki uygulamalari Tablo 2’ de
gosterilmektedir ( Rittner, 2002).

Tablo 2: Metal oksit nanopartikillerinin uygulama alanlari ( Rittner, 2002)

Elektronik, Optoelektronil Biyomedikal, farmasétik | Enerji, katalitik  yapi
magnetik uygulamalar kozmetik uygulamalar | uygulamalari
e Kimyasal- e antimikrobiyal e otomotiv
fiziksel cilalama = biodedeksiyon katalizorleri
» Elektrokonduktif ve etiketleme e membranlar
kaplama * biyomagnetik - fotokatalizOrler
e Optik fiberler ayirmalar e solar hiicreleri
e Quantum optik » ilag gelisimi e vyapisal
araclari e glnes kremleri seramikler
e Multilayer e ortopedi e Gizmeye
kapasitorleri e termal  sprey dayanikli
» fosforlar kapmalalar kaplamalar

Cinko, memeli organizmalari iginde 6nemli eser elementlerden biridir ve
hemoostazi, immun cevap, oksidatif stres, apoptosis ve yaslanmada 6nemli rol
oynar ( Stefanidou ve ark. 2006). Cinko ayrica memeli androjen reseptorleri,
DNA tamir enzimleri ve DNA veya RNA sentezi, stabilitesi, proliferasyonu ve
transkripsiyonu icin gerekli bilesiklerdendir ( Robins, 2005; Urnov ve ark. 2005).

Cinko oksit ZnO formiliine sahip bir kimyasal bilesiktir. Su icinde tam
olarak c¢ozlinemez fakat asit ve bazlar iginde ¢ozlnur. Partikil, cubuk, tel, tip,
kafes, duvar ve yuzuk gibi yapilarini iceren ZnO nanoyapilar, bunlarin yararli
elektronik ve optoelektronik Ozellikleri ve boyalar, UV detektorleri, transparan
konduktif filmler, gaz sensord, solar hucreleri giines kremleri ve diger kozmetik
urtinler gibi yeni uygulamalardan dolay!r son zamanlarda buyuk bir ilgi odagi
haline gelmistir ( Ramakrishna ve Ghosh, 2003; Bae ve Seo, 2004; Ding ve Wang,
2004; Zhu ve ark. 2005; Huang ve ark. 2006).
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Cinko oksit, piezoelektrik, yari iletken ve optik Ozellikleri (morotesi

absorplama, dustk kirinim indisi gibi) bir arada gosterebilen nadir malzemelerden

biridir. Tablo 3’ de ¢inko oksidin temel fiziksel 6zellikleri listelenmistir ( Steiner,

2004).
Tablo 3. ZnO’ nun temel fiziksel dzellikleri ( Steiner, 2004)

Nano boyutlu ¢inko oksit Gstiin optik ve kimyasal Ozellikleri 6zellikle
gunliik hayatta sikhkla karsimiza ¢ikan nemlendiriciler, glines kremleri, bebek
pudralari gibi insan derisine dogrudan temas eden yapilarin icerisinde yaygin
olarak kullanilan malzemelerden birisidir. Cinko oksit yapisindan dolay! anti-
alerjik, kasinti onleyici, kizariklik Onleyici ve gunesin zararl 1sinlarindan
koruyucu Ozelliklere sahiptir. Ayrica c¢inko oksit, yapisindan dolayi
dekontaminasyon (zararli kimyasallari kimyasal tepkime sonucunda etkisiz hale
getirme) alaninda da kullanilabilen malzeme oldugu igin ZnO Kkirli sulari
temizlemede, kimyasal savas ajanlarini ve giibreleme sonrasinda toprakta kalan
kimyasallari etkisiz hale getirmede, topragl ve bitkiyi kimyasallardan
temizlemekte kullanilabilmektedir. Yapisi itibariyla yari iletken 6zellik gdosteren
¢inko oksit ¢cok genis kullanim ve arastirma potansiyeline sahiptir. Cinko oksit
( ZnO ), dermatolojik malzemeler ve gines kremlerinde yogun olarak
kullaniimaktadir.
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1.2.3. Nano Tozlar ve Kozmetik

Kozmetik kimya dali, son 10 yildir nano boyutlu (<100 nm) inorganik
morotesi absorplayicilar veya nano tozlari yani nanoteknolojiyi kullanan lider
sektorlerden biridir. Bu da kozmetik endustrisi i¢in nano boyutlu toz tretiminde
en son teknolojiyi yakindan takip edebilmenin 6nemini ve bu yolla firmalarin
blylk avantajlar saglayabilecegini gostermektedir. Gunimizde, 20°den fazla
ulke, nanoteknolojik 600’den fazla Urunu Ureterek pazarlamaktadir (Sharma ve
ark. 2009). Bu nanoteknolojiye dayanan tuketici Urtnlerinin en genis kapasiteli
alani kozmetiktir ( http:2).

ZnO ve TiOz2 inorganik mordtesi i1sinlari absorplayicilar uzun yillardir
insanlari morotesi 1sinlarindan korumak icin kullaniimaktadir. Kozmetikte en ¢ok
kullantlan metal oksit nanopartikilleri ZnO ve TiO2 nanopartikilleridir ( Innes ve
ark. 2002).

1.2.4. Guines Kremleri

Gunes kremleri, genel ve yaygin olarak kullanilan ttketici driinlerini temsil
eder. ZnO ve TiO2 inorganik nanopartikiilleri guines kremlerinde kullanildiginda
deride beyaz gorintulere neden olurlar. Alan olarak genis olan bu partikiller
gorinen 1s1gin cogunu dagitirlar. Partikul alaninin kigik olmasi gorinen isigin
saciliminin daha az olmasi demektir. Bu nedenle, ayni iceriktekiler nano formda
eklendiginde, daha az 1sik yayilmis olur ve giines kremleri daha seffaf goriinerek
nanopartikillerin simdilerde gunes kremlerinin gerekli icerigi oldugu anlamina
gelir ( Sharma ve ark. 2009).

ZnO ve TiO2 ozellikle pigment maddesi olarak endistriyel ve ticari
uygulamalarda ¢ok genis bir alanda kullanilan iki kimyasal bilesiktir. Fiziksel
Ozelliklerine gore, iki bilesik de UV radyasyonundan korumak igin gines
kremlerinde yogun oranda kullaniimaktadir (Gurr ve ark. 2005). Nano boyuttaki
ZnO ve TiO2 normal boyuttaki glines kremlerine kiyasla benzer seviyede UV

radyasyonundan koruma 0Ozelligine sahip oldugu kanitlanmistir ( Popov ve ark.
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2005). Fakat, nano boyutta kullanilma nedeni normal boyuttaki partikullere
kiyasla nanopartikiller daha fazla transparan 6zellige sahiptir.

Gunes kremi icerikleri 2 ana baslikta incelenmektedir. Bunlar, kimyasal ve
fizikseldir. Kimyasal gunes kremi icerikleri giinesin yaydigi moroétesi isinlarini
absorplama sirasinda yapisinda gines isinlarina maruz kaldiklarinda yapilarinda
meydana gelen kimyasal reaksiyon ile mor6tesi 1sinlarini absorplarlar. Ancak bu
durum deri (zerinde bazi problemlere yol acgabilmektedir. Absorplama
mekanizmas! kimyasal reaksiyonlar sonucunda oldugu igin mordétesi isik altinda
olusan bu reaksiyonlar deride kizarikhk, kasinti, yara gibi problemler

dogurabilmektedir. Fiziksel giines kremi igeriklerinin en bilinen 6rnekleri ZnO ve
TiO2’ dir. Bu tarz inorganik yapilar kimyasal reaksiyonlar olmadan morotesi
Isinlarini absorplayarak ya da sacarak koruma yapmaktadirlar.

Tablo 4’de ZnO’nun dinyada kullanilan giinesten koruyucu kremlerin
icerikleriyle Kkarsilastirilmasi gosterilmektedir. Bu tablo Amerika Birlesik

Devletleri’nde hiikiimetin bir kurulusu olan The Food and Drug Administration

(FDA) tarafindan hazirlanmistir. Cinko oksit optik 6zellikleri bakimindan giinesin
yaydigl UVA ve de UVB iginlarini absorpladigi igin bu alanda kullanilabilecek en

iyi seceneklerden bir tanesidir.

Tablo 4. Giines kremi iceriklerinin karsilastirilmasi
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1.3. Nano-Biyo Etkilesimi ve Nanotoksikoloji

Proteinler ve nikleik asitler nanoteknoloji alanini da igeren ¢ok farkli tipteki
calismalarin odagi haline gelmistir ( Kim ve ark. 2006; Samori ve Zuccheri, 2005;
Sarikaya ve ark. 2003; Seeman, 2003; Zhao ve Zhang, 2006). Dlnya uzerindeki
arastirmacilar, farkh inorganik, organik ve kompozit nanopartikillerin ilag
gelisimi ve hucresel seviye biyogdrunttilenmesini de iceren biyolojik ¢alismalarda
kullanildigini géstermiglerdir (Akerman ve ark. 2002; Allen ve Cullis, 2004; Arap
ve ark. 1988; Martin ve Kohli, 2003).

Nanotoksikoloji, nanomateryallerin  biyoetkisinin  degerlendirilmesidir.
Nanotoksikoloji giderek buytyen bir alan olarak g6ze carpmaktadir ( Suh ve ark.
2009). Nanopartikillerin benzersiz 6zellikleri ve kicuk hacme sahip olmalarina
ragmen, insan ve gevre saghgi igin bu nanopartikiller risk tasimasi sebebiyle
blytk oranda ilgi odagi olmuslardir ( Colvin 2003; Adams ve ark. 2006).

Nanomateryal kullanimi, kozmetik, farmasotik ve diger endstriyel
uygulamalar gibi alanlarda hizli ve genis oranda artarak devam etmektedir. Insan
saghigl icin bu nanomateryallerin glvenligi ve toksisitesi degerlendirilmesi ¢ok
onemlidir. Gelecek ¢alismalarda insan sagligina bu nanomateryallerin potansiyel
riski Uzerinde durulmahdir. Kozmetikten tenis toplarina kadar ticari drtinlerin
artistyla nanoboyuttaki materyallerin toksikolojik degerlendirmesi giderek daha
fazla dikkat cekmektedir ( Colvin, 2003; Maynard ve ark. 2006; Nel ve ark. 2006;
Oberdorster ve ark. 2005).

Uretilen nanomateryallerin farkli tipleriyle son zamanlarda yayinlanan
makalelerin sayisi, sadece nanoyapili materyallerin senteziyle ilgili yayinlar
eksponansiyonel olarak artmaktadir. Sekil 1.1’de bu durumla ilgili grafik yer
almaktadir ( Suh ve ark. 2009). Nanoteknoloji urlnlerinin ticarilesmesiyle
nanopartikiillere maruz kalan insanlarin sayisi giderek artmakta ve
nanopartikiillerin potansiyel toksisitesinin degerlendirilmesi gereklidir. Uretimi
yapilan nanopartikullerin in vivo ve in vitro olarak toksik etkiye sahip olduklari
gosterilmektedir ( Donaldson ve ark. 2006; Lewinski ve ark. 2008; Brumfiel,
2003; Goldston, 2007; Nel ve ark. 2006; lgarashi, 2008; Nielsen ve ark. 2008).
Yayinlardaki bu devasa artis sayesinde yuzlerce in vitro toksikolojik calismalar
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rapor edilmistir (Gurr ve ark. 2005; Oberdorster, 2004; Ramires ve ark. 2002;
Soto ve ark. 2005; Suh ve ark. 2006b; Yoshida ve ark. 2003 ve Suh ve ark. 2009).

Sekil-1.1 1970-2007 yillari arasinda nanomateryal sentezi ile ilgili yayinlanan makalelerin sayisi
( Suh ve ark. 2009 )

1.3.1. In vitro Nanotoksikoloji

Nanomateryal toksisitesinin degerlendirilmesinde en kolay ¢6ztim canliligin
artis veya azalhisi icin cesitli memeli hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro test
yontemleridir. Hicreye bagimli deneyler toksisite testleri, biyomateryal ve
nanomateryal testlerinde yogun olarak kullaniimaktadir ( Nel ve ark. 2006;
Lewinski ve ark. 2008). 5 temel toksisite deney kategorisi bulunmaktadir. Bunlar;
ROS uretimi, hicre canlhihgi, hicre stresi, hiicre morfolojisi ve hicre partikil alim
testleridir ( Jones ve Grainger, 2009). Hiicresel metabolizma ¢ogu hticre canliligi
testlerinin odagl haline gelmistir ( Veranth ve ark. 2007). Bir 6rnekteki 6lu
hicrelere karsi canli hiicrelerin tespiti kullanilan materyale karsi hiicresel cevabin
tahmini konusunda fayda saglar. Cogu hucre canliligi testleri floresan veya
kolorimetrik olarak Olgllebilen testlerdir. Bunlarin ¢ogu boyaya bagimli MTT
( Mosmann, 1983; Tian ve ark. 2006; Jones ve Grainger, 2009 ) ,WST ( Ishiyama
ve ark. 1997), Notral Red (Kroll ve ark. 2009), laktat dehidrogenaz ( LDH)
( Hussain ve ark. 2005) gibi testlerdir. inorganik nanopartikiiller, ( Gurr ve ark.
2005; Ramires ve ark. 2002; Soto ve ark. 2005; Yoshida ve ark. 2003) TiOz, SiOz,
Fe203 (Oberdorster, 2004), nanotupler ( Cui ve ark. 2005; Donaldson ve ark.
2006; Garibaldi ve ark. 2006; Maynard ve ark. 2004), quantum noktaciklari
( Chang ve ark. 2006; Voura ve ark. 2004) gibi metal nanopartiktller farkli
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arastirma gruplari tarafindan htcre kiltart yontemi kullanilarak in vitro testler ile
degerlendirilmektedir.

Memeli hucreleri ile yapilan toksisite ¢calismalari giderek artmaktadir fakat
sadece hayvan calismalariyla nanomateryallerin insan (zerine etkisinin
degerlendirilmesi zor ve bu testlerin insana uygulanmasi imkansizdir. Ek olarak,
nanoyapili materyaller biyolojik sistemlere girerek onlarla devaml kontakt
halindedir (Suh ve ark. 2009).

Nanomateryallerin biyolojik etkisinin belirlenmesi calismalari nanoyapili
tuketici Uridinlerinin kullanilmasiyla giderek artmistir ( Maynard ve ark. 2006).
Hicre icinde veya disinda olusan Reaktif oksijen tirleri ( ROS ) urunleri
nanoyapili materyallerin toksisitesinin degerlendirilmesinde temel faktdorlerden
biridir (Nel ve ark. 2006). Superoksit anyonlari, hidroksil radikalleri ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen turleri sirekli olarak insan viicudunda Uretilir. Disuk
seviyedeki ROS hiicresel sinyalizasyonu ayarlar ve normal hiicre ¢cogalmasinda
onemli rol oynar. Fakat ROS dretiminin artmasi yaslanmanin patojenezine,
kardiyovaskuler hastaliklarin ve kanserin olusumuna neden olur. Oksidatif stres,
DNA, protein ve lipidler gibi farkh hicresel iceriklere hasar vererek
karsinogeneze neden olabilir. Ozellikle, oksidatif stres tarafindan olusturulan
DNA hasari karsinogenezde kritik rol oynar. Oksidatif stres, kanser olusumuna
katkida bulunan genomik kararsizliga neden olan DNA hasarini indikler. Bu
nedenle, ROS’un tumor olusumunda ¢ok cesitli rolleri oldugu distntlmektedir.

Oksidatif stres c¢ok cesitli mekanizmalar tarafindan olusturulur.
Mitokondriyal solunum, enflamasyon ve yabanci bilesiklerin metabolizmasi gibi
mekanizmalar oksidatif stres olusumunda rol oynarlar. DNA’nin ROS’un
olusturulmasi i¢in en énemli bir hedef oldugu dustnalir.

Hucreden kucik bir nanopartikil hticre icine girerek ROS’u olustururarak
hiicre membran stabilitesini ve hicre canlihgini etkileyerek ROS olusumu
sonucunda partikil dagilmasi ve hiicresel birimlerde mekanik hasar olusumuna
neden olur ( Nel ve ark. 2006; Borm ve ark. 2006; Yamamoto ve ark. 2004). Ek
olarak, nanoyapili materyalin yizey elektronigi ve farkli fonksiyonel gruplari,
nanopartikiller ile onlari cevreleyen yapilar arasinda etkilesiminin seviyesini
belirler ( Karakoti ve ark. 2006; Kostarelos ve ark. 2007). Bundan baska
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partiklin tum boyutlari cok 6nemli role sahiptir. Buylk boyutlu partikiller daimi
hasara neden olurken kugik boyutlu partiktller hiicre membranindan gegerek
hicre icinde hasara neden olurlar ( Yoshida ve ark. 2003). Kiiresel olmayan
nanopartikiller kiresel olanlara gore farkli biyolojik etkiye sahiptirler ( Geng ve
ark. 2007). Hucre icinde veya disinda nanopartikullerin dagilma 6zellikleri gesitli

yollarla hucreyi etkileyebilir ( Borm ve ark. 2006).

1.3.2. In Vitro Toksikolojiyi Etkileyen Nanopartikiil Ozellikleri

Nanopartikiller, yeni uygulamalar ve yiksek performansh Grinlerin
cesitliligi icin benzersiz fizikokimyasal 6zellikler gostermektedir. Bu 6zellikler,
sitotoksisite testleri i¢in ¢cok buyik bir engel olabilir ve bu yizden dikkatli bir
sekilde karakterize edilmelidirler. Nanopartikul toksisite ¢alismalarinin giderek
artmasindan dolayr daha iyi gelistirilmis in vitro yontemler kullanilmahdir.
Nanopartikillerin boyutuna ve dagilimina dayanarak nanopartikiller sivi igerisine
diflize mi olmus yoksa hucre kilturt hicreleri Gzerine sediment mi olusturmus
bunu iyice anlamak lazimdir ( Schulze ve ark. 2008). /n vitro toksisite testlerini
etkileyen 6zelliklerden asagida bahsedilecektir.

Yuksek Emme Kapasitesi: Birim kitle basina disen ylizeyden dolayi
nanopartikiller artan oranda emme kapasitesi ve hacimsel materyallere kiyasla
biyolojik reaktivite gosterirler. Bu nedenden dolayi, bir biyolojik sivi igerisine
nanopartikil girecekse bu nanopartikul farkli proteinlerle kaplanmaktadir ( Kane
ve ark. 2007). Kaplama materyali olarak kullanilacak protein sadece protein
belirlenmesi ile degil ayni zamanda partiktl boyutu, yuzeyi, kimelesme durumu
ve partikil konsantrasyonu ile de belirlenir ( Cedervall ve ark. 2007). Kaplama
yontemi, etkili boyutu wve bunun sonucunda fizyolojik kosullar altinda
nanopartikillerin davranigini belirler ( Schulze ve ark. 2008; Kim ve ark. 2005).
Ek olarak, protein konsantrasyonu veya aktivitesi partikil toksisitesini
degerlendirmede kullanildiginda nanopartikiller dogrudan olarak deney
sonuclarini etkileyebilir ( Veranth ve ark. 2007). Sonug olarak, yiksek emme
kapasitesine sahip partikuller tretim prosesi esnasinda kontamine edici bilesiklere
baglanma kapsitesine sahiptir ( Pulskamp ve ark. 2007).
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Optik Ozellikler: Isik absorpsiyonu veya floresan dedeksiyonu partikiil
toksisitesini degerlendirmede kullanilir. Cogu nanopartikiil dedeksiyon sistemiyle
engelleme potansiyel olarak optik 6zellikler gosterirler. Nanopartikullerin 1s1k
absorplama 0Ozelligine bagl olarak sodyum tianat gibi metalik nanopartikiller
dogrudan hicre canliligi testlerinde sonuglari etkilerler ( Davis ve ark. 2007).
Dahasl, altin nanopartikillerinin ve floresan boyalarinin yakinligi azalan floresan
sinyal yogunlugu ile sonuclanir ( Dulkeith ve ark. 2005). Sonug olarak, QD ve
nanokaplama gibi medikal goriintilemede kullanilan nanopartikiller farkl dalga
boylarinda 1s1g1 absorplar ve emerler ve belki optik okuma ile testlerdeki sinyal
yogunlugunu saptirabilirler.

Katalitik Aktivite: Nanoyapili malzemelerin yiiksek yiizey / kitle iliskisi
herhangi bir katalitik aktiviteyi artiran asir1 yizey enerjisiyle sonuclanir. Metal
oksit nanopartikulleri, ful erenler ve silika partikulleri gibi farkh nanopartiktller
hiicre olmayan sistemlerde ROS olusumuna neden olurlar ( Isakovic ve ark.
2006; Kim ve ark. 2004; Fubini ve ark. 2003). 2-4 nm boyutundaki
nanopartikillerin ROS olusturma hizi 100 nm partiktllerin ROS olusturma
hizindan 100-1000 kat daha fazladir ( Hoffman ve ark. 1994). Bu bilgi bize artan
katalitik aktivitenin boyuta bagiml oldugunu gdstermektedir. TiO2 ve ZnO gibi
fotoaktivite Ozelligine sahip nanopartikiller eritrosin gibi anyonik bir boyayi
parcalarlar ( Hasnat ve ark. 2007). Tek duvarli karbon nanotlpler ise MTT
substratini oksidize ederek MTT ile yapilan hiicre canliligi testini engeller (
Belyanskaya ve ark. 2007). Bu nedenle redoks aktif nanopartikiller susbtrat
oksidasyonuna bagli olarak testlerde yanlis sonuglarin olusumuna neden olurlar.

Asidite / Alkalilik: Soliisyonlardaki nanopartikullerin pH’1 distnildigiinde
cogu yaygin in vitro testleri pH bagimh olarak gorilmektedir. Bu nedenle
nanopartikillerin asitligi veya bazhgi test sonuclarini etkileyecektir ( Kroll ve ark.
2009).

Manyetik Ozellikler:  Fe,Os gibi bazi metal oksit nanopartikiilleri super
paramanyetik Ozelliklere sahiptirler, gicli ve bolgesel manyetik alan
olusturabilirler. Bu manyetik alan ise serbest radikallerin olusumu ve daha sonra

redoks reaksiyonlarina bagl olarak sitotoksisite testlerinin engellenmesiyle
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6nemli bir parametre haline gelmistir ( Schafer ve ark. 2000; Dobson ve ark.
2001).

Dagilma: Nanopartikiller su iceren ¢ozeltilerde ¢oziinmemek Uzere ( Larson
ve ark. 2003) veya ZnO gibi sulu ¢Ozeltilerde boyuta bagl ve intrinsik dagilma
gosteren  ( Meulenkamp ve ark. 1998) materyaller olarak dizayn edilmislerdir.
ZnO bir biyolojik medyum icerisine girdiginde metal iyonlarini saliverir.
Sitotoksisite testleri metal iyonlarina duyarlidir ve bu nedenden dolayi
¢coziinmeyen nanopartikillerin bulunmasi biyolojik sistemlere zarar vermektedir
( Kroll ve ark. 2009).

1.3.3. Nanopartikil In Vitro Test Yontemlerinin Tyilestirilmesi

Nanopartikullerin fizikokimyasal 6zellikleri risk degerlendirmesi igin in
vitro sitotoksisite testlerinin daha iyi kullanilabilirligini kisitlar. Nanopartikul
toksisitesini belirlemek icin yapilan ¢alismalar nanospesifik 0zellikler tarafindan
etkilenmeyen test sistemlerini kullanmay gerektirmektedir ( Nel ve ark. 2006).

Toksisiteyi belirleyecek yeni test sistemleri yeni toksisite biyomarkerlarini
icermelidir. Ornek olarak; in vivo toksisite parametrelerini yansitan daha iyi hiicre
kaltard sistemleri gelistirilmelidir ( Lilienblum ve ark. 2008). Genom tarafindan
kontrol edilen huicresel Uriinler tzerine odaklanabilecek toksikogenomik gibi yeni
alt disiplinler olusturulmahdir ( Heijne ve ark. 2005). Bu teknolojiler hicresel
cevaplar ve biyokimyasal mekanizmalarin daha derin bir sekilde arastiriimasina
olanak saglamalidir ( Kroll ve ark. 2009). Yukarida yapilmasi Onerilen yeni
sistemler de konvensiyonel dedeksiyon sistemlerine baglidir ve nanopartikil
spesifik o©zellikler tarafindan etkilenecektir. Markera bagimli olmayan yeni
sitotoksisite testlerinin gelistirilmesi bu engelleri ortadan kaldiracaktir. Ornek
olarak; hucresel analiz, elektrik rezistans veya refraktif indeks gibi fiziksel hicre
Ozellikleri kullanilabilir. Dijital holografik mikroskopi, goriinen isigin degisim
faziyla sonuglanan hiicre kultiri medyumu igindeki yasayan hiicrelerin icsel
refraktif indeksini belirleyebilir ( Marquet ve ark. 2005).

Markera bagimli olmayan canli 6lcim sistemleri degerlendirildikten ve
onaylandiktan sonra spesifik nanopartikiil Gzelliklerinden etkilenmeyen
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nanopartikillerin in vitro toksisite testleri icin genel yeni bir standard
belirlenebilir ( Kroll ve ark. 2009).

1.4. Nanopartikullerin Biyolojik Aktivitesinin Tespit Edilmesi

Nanopartikullerin toksik etkisinin degerlendirilmesinde in vivo ve in vitro
yontemler kullaniimaktadir.  Nanopartikullerin  in  vitro toksisisitelerinin
belirlenmesinde htcre kulttri calismalari 6n plana ¢ikmaktadir.

Hicre kalturd; canlidan izole edilen doku parcalarinin yapay olarak
hazirlanan uygun besiyerlerinde in vitro sartlarda ¢ogaltilmasi esasina dayanir.
Hicre kalturd hicrelerin kontrolli kosullar altinda yasatilmasina dayanan bir
laboratuar islemidir. Tarihsel olarak hticre kulttrd alanindaki gelismeler doku ve
organlardan elde edilen hucrelerin yasatilmasi ve gogaltilmasi igin gelistirilen
metodlara dayanmaktadir. Bu teknikler 6zellikle 1950 ve 1960°h yillarda
virtslerin memeli hticrelerinde biyuttlmesi Gretilmesi tzerine yapilan ¢alismalar
ile gelisme gdstermis ve son yillarda deneysel kanser arastirmalari ve kok hiicre
konusunun bilimsel olarak 6neminin ortaya konmasiyla toplumda da populer bir
hal kazanmistir. Hiicre kaltarleri; viral asilar ve viral teshisli ¢alismalar, blyime
faktorlerinin Gretimi, enzim, antikor ve bocek asi Uretimi, somatik gen tedavisi,
tumor asilari, hicre-gevre iligkilerini arastirmada ve son donemde de
nanotoksikoloji calismalarinda yogun olarak kullanilmaya baslanmistir ( Kroll ve
ark).

In vitro toksisite testleri hiicre canlihigl, hiicre proliferasyonu, membran
secici gegirgenligi, DNA sentezi veya hucresel metabolizma gibi toksisiteyi
belirleyen gosterge parametrelerin 6l¢tilmesine dayanir (Gad, 2000; Kroll ve ark.
2009). In vitro sitotoksisite testleri hizli ve rasyonel metodlardir (Kroll ve ark.
2009). /n vitro da kullanilan yontemler test yapilmasi gereken havyan sayisini
azaltir ve organ toksisitesini hedef alan galismalar igin ¢ok degerli bir aractir.

Insanlarin farkli yollarla biyolojik sistemlerine giren nanomateryallere
yogun oranda maruz kalma riski vardir ( Oberdorster ve ark. 2005). Bu riskler,
nanopartikillere maruz kalmanin istenmeyen yan etkileriyle ilgili olarak son

birka¢ yil icinde yapilan bazi calismalar tarafindan dogrulanmistir ( Brumfiel,
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2003; Goldston, 2007; Nel ve ark. 2006; lgarashi, 2008; Nielsen ve ark. 2008;
Sharma ve ark. 2009; Reeves ve ark. 2008; Hayes ve ark. 2007).

1.4.1. Cahsmada Kullanilan Toksisite Yontemleri

1.4.1.1 Mitokondrial aktiviteye dayali MTT testi

Son yillarda in vitro yontemler cevresel ve ise bagimli olusan saglhk
risklerinin  toksisitesinin  degerlendirilmesinde  6nemli  bir  potansiyel
gostermektedirler ( Lestari ve ark. 2006). Bu yontemlerden birisi MTT ( 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i)-5-(3-  karboksimetoksfenil)-2-(4-stilfonik)-2H-  tetrazolyum)
testidir. MTT testi sayisal olarak ¢ogu sitotoksisite ¢alismasinda uygulanmis ve
gelisim goOstermistir.

MTT testi tek tabakah kultirlerde sitotoksisite 6lclimleri veya toksik madde
varliginda hticre canlihginin belirlenmesinde sik kullanilan bir yontemdir
( Fotakis ve Timbrell 2005; Fent 2001). Bu testin, hizli ve yuksek duyarllga
sahip oldugu kanitlanmistir ( Potera, 2007). Bu yontemin esasl, sari renkli suda
¢ozlnebilen tetrazolium tuzunun (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) mor renkli ¢dziinmeyen formazon tuzuna
dontsimi sonucunda elde edilen formazan tuzunun yogunlugunun olgiilmesiyle
canli hucrelerin yogunlugunun belirlenmesidir.

Bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromdr) sari renkli olup, yasayan hucrelerin mitokondrilerinde
bulunan suksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanmaktadir. Bu
baglanmanin sonunda suda ¢6ztinmeyen koyu mavi renkte kristaller olusmaktadir.
Kristaller, DMSO ve izopropanol gibi organik c¢oziculerde kolayca
cozinmektedir. Cozinmis olan bu boya, konsantrasyona bagimli olarak
spektrofotometrik yontemle gorinir dalga boylarinda olgilebilen bir absorbans
vermektedir. Boylece indirekt olarak hucrelerin  metabolik aktiviteleri
Olcmektedir. Ayrica Olculen deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir
(Mossman, 1983; Potera, 2007).
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1.4.1.2 Lizozomal aktiviteye dayali Notral Red Testi

Neutral Red (NR) testi, tek tabakali kdlturlerde in vitro sitotoksisite
sitotoksisite Olgtimleri veya toksik madde varliginda hucre canliliginin
belirlenmesinde sik kullanilan yontemlerden birisidir (Fotakis ve Timbrell 2005;
Fent 2001; Kroll ve ark. 2009). NR deneyi, lizozomlarda biriken, elektrostatik
olarak lizozomal matriskteki anyonik bdlgelere baglanabilen, katyonik supravital
bir boya olan no6tral kirmizisinin  (3-amino-7-dimetilamino-2metil fenozin
hidroklorid) canli hucrelerce alinimina dayanan bir yontemdir (Bulychev ve ark.
1978; Weyermann ve ark. 2005; Babich ve ark. 1990; Borenfreund ve ark.1988 ).
Hucre yizeyinde veya hassas lizozomal membrandaki hasar, ndtral kirmizisinin
alimini ve baglanmasini azaltarak canli/saglam hicrelerle hasarhi/6li hicreleri
birbirinden ayirmayr mimkun kilmaktadir (Komissarova ve ark. 2004 ). Notral
kirmizisi boyasi canli, hasar gérmemis hicrelerin lizozomlarinda birikmektedir
(Fotakis ve Timbrell 2006). Bu yontem, uzun yillardir kozmetik, farmasotik
ilaglar ve endustriyel kimyasallarin toksisitelerinin  degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Notral kirmizisi alimi sitotoksisite deneyi, oldukca basit,
guvenilir ve diger pahali deneylerin yerini alabilecek nitelikte bir test yontemidir
(Popiolkiewicz ve ark. 2005).

1.5. Huicre iskeleti

Okaryotik hiicrelerdeki hiicre seklinin korunmasini, sekil degisikliklerini,
hlcre hareketini, hucre ici vezikil tagsinimini, hiicre sinyallesmelerini diizenleyen
sitoplazmadaki protein filamentlerden olusan karmasik ag sistemine hucre
iskeleti denilmektedir (Alberts ve ark. 2002; Turner ve ark. 2004; Lodish ve ark.
1999; Pramod ve ark. 2007). Hucre iskeletinin dinamik organizasyonu hiicre
adezyonu, cogalmasi, farklilasmasi ve migrasyonu ic¢in ¢ok 6nemli rol oynar
( Weiger ve ark. 2009). Bazi yiiksek organizmalar ve Okaryotik hiicreler, bir
cekirdek (bazi istisnai durumlar harig) ve hiicre iskeleti icermektedirler ( Salman
ve ark. 2002). Hicre iskeleti zincirler halinde dizilmis protein molekillerinden

olusmaktadir. Okaryotik hicre iskeleti biyopolimer aglarini icermektedir
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( Pramod ve ark, 2007). Okaryotik hiicre iskeleti ¢ farkh tip filament
icermektedir. Bunlar mikrofilamentler, mikrotubtller ve yardimci filamentlerdir
( Promad ve ark. 2007; Berdyyeva ve ark. 2005; Gunaratnam ve Grant 2004;
Jiang ve ark. 2009). Hicre iskeleti elemanlarinin her biri 6karyotik hicrelerin
yapisal bltinlugt, organizasyonu ve sekli tizerinde 6nemli rollere sahiptir. Aktin
filamentleri plazma membraninin asagisinda ag oOrgusu seklini olusturur. Bu
filamentler hicrenin mekaniksel isleri igcin gerekli gucinl olusturma 6zelligine
sahip motor proteinler gibi c¢ok fazla proteinlerle capraz bag kurarlar. Bu
filamentler ayrica cift kath lipid tabakasi icine gomult proteinler yardimiyla
plazma membranina baglanirlar. Sentrozomdan koken alan mikrotubtller
cekirdege yakindir ve aktin korteksine giden yollar uzanir. Yardimci filamentler
ise gekirdek etrafinda yogunlasirlar ( Pramod ve ark. 2007).

1.5.1. Huicre iskeletinin elemanlari

1.5.1.1 Mikrotupgukler

Mikrotlpcukler hlcrelerin onemli yapisal elementlerindendir.
Mikrotubuller, hicrelere fiziksel destek saglayan, hicre seklinin sabit kalmasini
saglayan ve cogu 6nemli fizyolojik olaylari kolaylastiran Okaryotik hicrelerin
hicre iskeletlerinin temel bilesenlerindendir (Watanabe ve ark. 2005; Wang ve
ark. 2009; Stamenovic, 2005). Hiicre icindeki mikrotibuller yiksek derecede
dinamiktirler. Sahip olduklari agik uclari vasitasiyla kolayca polimerize ve
depolimerize olurlar ( Hawkins ve ark. 2010). Mikrotibdller hiicre ici iskeletsel
filamentlerin en sert olanlaridir. Mikrottbullerin sertligi bunlarin biyolojik
fonksiyonlari icin ¢ok 6nemlidir. Hicre seklini olusturmak igin mikrotubllerin
sert olmasi gerekmektedir ( Hawkins ve ark, 2010). Mikrotibul filamentler hiicre
iskeletinin en genis filamentleridirler. Mikrotibuller 25 nm biyikligunde dis
capa, 17 nm buyukliginde i¢c capa sahip olan sert, i¢ci bos cubuklardir.
Mikrottballer tibulin monomerlerinin kendiliginden bir araya gelmesi sonucu
olusan polar ve ici bos kiiglk tiplerdir. Aktin filamentler ile karsilastirildiginda az

sayida bulunurlar. Mikrotibuller mikrotibil dizenleme merkezi veya hicre
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merkezine yakin olan sentrozomdan koken alirlar. ( Pramod ve ark. 2007).
Mikrotlbuller sitoplazmanin her yerine yayillmiglardir ve spektrine bagimli
membran iskeleti ile etkilesmek icin dynaktin ve dynein motor proteinlerini
kullanirlar ( Lambert ve ark. 1997). Ancak, mikrottubuller plazma membranina
kendi baslarina uzanamazlar ( Dejana ve ark. 2004; Small ve Kaverina, 2003). Her
mikrotubuliin duvarinda 13 kadar subfilament bulunmaktadir (Prasain ve Stevens,
2009). Tubdlin heterodimerleri protofilamentler olusturmak icin ug uca gelecek
sekilde kime olusturmaktadirlar. Bu protofilamentler tip icine yuvarlanan bir
tabaka olusturmak i¢in yana dogru baglanirlar( Hawkins ve ark. 2010).

Mikrotupcukler tibulin adi verilen 110.000 Dalton molekil agirliginda bir
protein kapsamaktadirlar. Tibulin 2 monomerden olusan bir dimerdir. Kolsisin,
vinblastin  gibi alkoloid maddeler varhginda ve dusuk sicakliklarda
miktotupgikler hizlica tubulin  dimerlerine pargalanirlar. Bu maddeler ig
ipliklerindeki tubtline baglanarak mitozu engellemektedirler. Baglanma sirasinda
dimer monomerlerine ayrilirlar.

Aktin filamentleri gibi, mikrotipcukler de hicre iginde devamli yapilanip
ayrisabilen dinamik yapilardir. Hicre seklinin belirlenmesinde, hicrelerin yer
degistirmesinde, organellerin hiicre icgindeki tasinmasinda ve mitoz sirasinda
kromozomlarin ayrilmasini igeren cok cesitli hiicre hareketlerinde gorevleri

vardir.

1.5.1.2 Mikrofilamentler

Kasilgan yapilari olusturarak sitoplazmik harekete neden olmaktadirlar
( Turner ve ark. 2004). Hiicrede iki tip mikrofilament bulunmaktadir. Bunlardan
biri aktin, digeri ise miyozin filamentidir. Aktin filamentleri mikrofilament olarak
bilinirler ve bunlar polar protein polimerleridir. Aktin filamentleri, G-aktin olarak
bilinen aktin alt Gnitelerinden kendiliginden olusurlar. Yaklasik 6-8 nm
kalinhginda, birka¢ mikron uzunlugundadirlar (Pramod ve ark. 2007). Ana hucre
iskeleti proteini aktindir. Bir hucrede bulunan aktin filamentler, mikrottbllere
gore daha fazladirlar ve bir hiicrede aktif filamentlerin toplam uzunlugu
mikrotubullerin timdndn uzunlugunun 30 katina esittir ( Koparal, 2001). Aktin,
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kiresel bir proteindir ve kas hicrelerinin temel proteinidir. Butin 6karyot
hiicrelerde aktin bulunmaktadir. Okaryotlarda, aktin filamentleri hiicre ve
dokulara mekanik destek saglamaktadirlar (Cardelli ve ark. 2009). Hicre
iskeletinin protein polimerleri olan mikrotubuller ve aktin filamentleri, hiicrenin
bolinme ve gelismesinde, hareketinde, hiicre seklinin gelisme ve korunmasinda
rol oynamaktadirlar (Lodish ve ark. 1999). Miyozin filamenti kas hicrelerinde
aktin ile siki bir birlik i¢cindedir.

Aktin hicre iskeleti, hicre bolinmesi, hiucre hareketi, organellerde
hlcrelerarasi trafigi, hiuicre polaritesinin devam etmesi ve hucre morfolojisini
iceren hiicresel fonksiyonlarda yer alan dinamik bir yapiya sahiptir ( Revenu ve
ark. 2004; Kobielak ve ark. 2004; Rafaelski ve Theriot, 2004; Pruyne ve ark.
2004). Aktin hicre iskeleti yiiksek derecede dinamik ve hiicresel istege gore
polimerize ve depolimerize olan bir yapiya sahiptir. Bu filamentlerin en énemli ve
dikkat cekici Ozelliklerinden birisi fiziksel ve kimyasal durumlara bagimli olarak
hizli bir sekilde polimerize ve depolimerize olmalaridir (Cardelli ve ark. 2009).
Diz olmayan kas hiicrelerinde 6zguin globuler B-aktin ve gama aktin alt tniteleri
alternatif olarak F-aktin olarak bilinen ¢ift zincirli filamentli bir yapiyi olusturmak
icin polimerize olurlar. Genel olarak G ve F-aktinin miktari birbiriyle dengelidir
( Stossel ve ark. 1985). Aktin bagimli hiicre iskeleti yapisi icin temel yapi olan F-
aktinin olusumu icin aktin polimerizasyonu gereklidir.

Aktin polimerizasyonu, nlkleasyon (cgekirdeklenme)  ve elongasyon
( uzama) adi verilen iki ardisik islem sonucu olusur ( Stossel, 1993). Ug aktin
monomeri bir geometrik konfiglrasyonda birbirleriyle baglandigi zaman
cekirdeklenme olusur ve cekirdeklenme uzama icin bir bolge saglar. Bu bolgeye
ATP bagli G-aktin baglanir ve F-aktin olusturmak icin buytr. F-aktin, aktin
monomerlerinin hizlica baglandigi ve filamentin uzamasini saglayan pozitif uc
olarak bilinen ¢ok hizli biyuyen bir uca sahiptir. F-aktin polar yapisini olusturmak
icin aktin monomerlerinin yavasca eklendigi yavas biyuyen aktin ucu ise negatif
uc olarak bilinir( Steinmetz ve ark. 1997; Prasain ve Stevens, 2009). F-aktin,
komsu monomerler arasindaki baglanma ilgisinin kaybiyla sonuglanan ATP’nin
ADP’ ye doniismesiyle depolimerize olur ( Lambrechts ve ark, 2004; Prasain ve
Stevens, 2009). Aktin hicre iskeletinin fonksiyonu ve organizasyonunu
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ayarlamaktan sorumlu stregler icin gerekli olan ¢apraz baglayici, uzatici ve aktin
ntikleasyonunu indiikleyen ¢ogu aktin baglanma proteinleri tanimlanmistir.

F-aktin, t¢ farkh hucre iskeleti yapisini duzenler. Bunlar; membran iskeleti,
kortikal aktin cerceveleri ve stres lifleridir. Membran iskeleti ve stres liflerinin
ikisi de kisa F-aktin filamentlerinden meydana gelmektedirler ( Heimann ve ark.
1999; Prasain ve Stevens, 2009). Kortikal aktin gergeveleri ise uzun F-aktin
demetlerinden meydana gelmistir (Heimann ve ark. 1999). Membran iskeleti,
membran mimarisini belirler ve membranin gerilebilme kapasitesini saglar ( De
Matteis ve Morrow, 2002). Bu destek yapisi plazma membranina bitisiktir.
Kortikal aktin cercevesi spektrin bagimli membran iskeleti altinda stabilize ve
organize edilmistir. Bu yapinin kalinhgi aktin baglanma ve capraz baglanma
proteinleri tarafindan koordine edilmistir. Membran iskeleti ve kortikal aktin
cerceveleri farkh hticre iskeleti yapilaridir ancak, bunlar genis multi-protein
komplekslerinin koordinasyonu ile etkilesirler (Prasain ve Stevens, 2009).

Stres lifleri aktomyozin demetleridir ve bunlar hicre kasiimalarini
baslatmak icin gereklidirler ( Hotulainen ve Lappalainen, 2006; Prasain ve
Stevens, 2009). Stres lifleri alternatif polariteyle kisa F-aktin proteinlerinden
olusmaktadir ( Prasain ve Stevens, 2009), ve bunlar alpha-aktinin ve diger aktin
baglayici  proteinler tarafindan capraz baglanmaktadir (Hotulainen ve
Lappalainen, 2006). Membran iskeleti ve kortikal aktin cergeveleri hiicre
membranina yakin olmalarina ragmen, stres lifleri hucre sitoplazmasinda
bastanbasa uzanmiglardir.  Gergekten, stres lifleri iceriye dogru bir gerilim
olusturur. Bu kortikal aktin cerceveleri tarafindan olusturulan disa dogru olan
gerilimi etkisiz hale getirir ( Prasain ve Stevens, 2009).

F-aktin hicre iskeleti ile mitokondri arasinda cesitli etkilesimler
bulunmaktadir. Mitokondri ve aktin hicre iskeleti arasindaki etkilesimler sadece
hicre i¢indeki mitokondri pozisyonu ve transportunda degil mitokondriye bagimli
apoptotik olaylar icin de 6nemlidir. Mitokondri ve aktin hiicre iskeleti arasindaki
etkilesimler, hticre bolinmesi esnasinda mitokondriyal hareket ve mitokondrinin
yerlesimi, hiicre polaritesinin kurulmasini ve normal hicre fonksiyonlarini
anlamamizda temel katkilar saglar. Aktin hicre iskeleti bu olaylarda iki 6nemli
role sahiptir.
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1. Organellerin hucre i¢i hareketleri igin gereklidir.
2. Hucre korteksindeki organellerin  immobilizasyonu igin
gereklidir ( Istvan ve ark. 2006).

Mitokondrinin aktine bagimh immobilizasyonunun mekanizmasi yeterince
anlagilmamistir. Bununla birlikte, bu immobilizasyon olaylari mitokondriyal
kahtim ve yiiksek ATP elde edilen bolgelerde mitokondrinin yerlesimi igin kritik
oneme sahiptir. Mitokondri aktin mikrofilamentlerini lokal transportta yardimci
sistem olarak kullanabilir ( Morris ve Hollenbeck, 1995).

1.5.1.3 Intermediate Elementler

Intermediate filamentler yilksek yapili Gkaryotik hiicrelerde ¢ temel
filament sisteminden biridir ( Coulembe ve Wong, 2004; Ndozanque ve ark. 2008;
Marceau ve ark. 2007). Intermediate filamentler 60’dan fazla farkli gen
tarafindan kodlanir ve 5 sinifa ayrihir. Tip | ve Tip Il asit ve bazik keratinlerdir ve
tum epitel hicrelerde bulunurlar. Tip Il intermediate filamentler ¢ogu hicre
tipinde yer almaktadir. Mezensimal endotel ve lokosit hicrelerde vimentin, kas,
glia hucrelerindeki glial fibril asidik proteinlerinde ve periferal sinir fiberlerindeki
periferinlerde ise desmin bulunmaktadir. Tip IV intermediate filamentler
noronlarda ve periferal néroendokrin sistem hiicrelerinde bulunan nérofilamentler
ve interneksindir. Tip V filamentler ise nikleer membranin i¢ zarindaki bir
filament destegi saglamak i¢in bulunan 3 niikleer lamin proteinleridir (Ndozanque
ve ark. 2008; Marceau ve ark. 2007; Broers ve ark. 2006). Her bir intermediate
filament monomeri cubuksu alfa heliks domainine sahiptir ve bu domain N-
terminal ile C-terminal globtler domainleri baglar ( Fuchs ve Weber, 1994). Bu
cubuksu domain intermediate filamentlerin olusumu esnasinda biyuk hareket
ettirici bir kuvvet meydana getirir ( Herrman ve Aebi, 2003). intermediate
filamentler plakin ailesinin proteinleri ( periplakin, plektin ve dezmoplakin)
yardimiyla hicre iskeletinin diger Uyelerine c¢apraz olarak baglanirlar ve
polimerize olurlar. Bu yapinin genel bir fonksiyonel 6zelligi mekaniksel strese
direncliligidir  ( Coulembe ve ark. 2004). intermediate filamentlerin benzersiz
yapist, fibril 6zelligi ve baglayici proteinler ile etkilesimi bunlarin mekanik
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olmayan doku spesifik koruma fonksiyonlari oldugunu vurgulamaktadir. Bu
fonksiyonlar hiicre Olumine neden olan kimyasal strese direncliligi icerir
(Ndozanque ve ark. 2008; Marceau ve ark. 2007). Intermediate filamentlerin
apoptozis esnasinda 2 tip gorevi vardir. Ilki, TNF ( Timér Nekrozis Faktor) ailesi
reseptorleri tarafindan aktive edilen apoptotik sinyalleri azaltir ve bunlarin
kaspazlar tarafindan kesilmesi ile 6len hicrenin parcalara ayrilmig yapisina
katilirlar ( Ndozanque ve ark. 2008).

Ara filamentler 10 nm capindadir ve bu boyut hicre iskeletinin diger iki
temel elemani olan aktin filamentleri ve mikrottpguklerin ¢aplarinin arasindadir.
Diger iki hcre iskeleti elemanlarinin aksine bunlar hiicre hareketlerine dogrudan
katilmazlar. intermediate filamentlerin hiicre iskeletinin elementi olarak hiicresel
batunluk, sekil ve organel pozisyonlarinin korunmasi, hicresel ve hicre igi
hareketlerin duzenlenmesi gibi gorevleri oldugu ileri strilmektedir (Milli ve ark.
2000).



28

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Calismada Kullanilan V79 379A (CHL ) Hucreleri

Chinese Hamster Akciger fibroblast benzeri hicrelerdir. Bu hucreler
sitotoksisite, toksisite ve mutajenite ¢calismalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir
(Melo ve ark.2001; Katzer ve ark.2002). V79 379A hicreleri Institute of

Fermentation Osaka (Japonya)’dan satin alinmistir.

2.2. Kullanilan ZnO Nanotozlari

Cahsmalarda kullandigimiz farkli boyut, sekil ve plakamsi 6zelliklere sahip
ZnO nanotozlari ve bu nanotozlarin elde edilmesiyle ilgili tim veriler Anadolu
Universitesi Malzeme Bilimleri Muhendisligi Bolimu 6gretim Gyesi Dog. Dr.
Ender SUVACI tarafindan saglanmistir.

2.2.1. 100 nm boyutlu ZnO nanotozlari

100 nm boyutlu ZnO tozu ¢ozicu olarak suyun kullanildigi hidrotermal
yontemle sentezlenmistir. ZnO’nun hidrotermal sentezlerinin 6nctil maddeleri,
1,0-M konsantrasyonla Zn(NOs),.6H,0 solisyonundan direkt ¢Okturme prosesi
ile hazirlanmistir. pH degisimi igin ¢Okturme ajani olarak distile su iginde ¢ozlinen
NaOH 10.0,M konsantrasyonda hazirlanmigtir. NaOH sollisyonu, magnetik
karistirici altinda Zn(NOs),.6H,0 Uzerine damlatma yoluyla ilave edilmistir ve
konsantrasyonun 0.5 M’a kadar diltie edilmesi saglanmistir. NaOH soliisyonunun
ilave edilmesi beyaz bir ¢okeltinin olusumuyla sonuglanmistir. Daha sonra ¢okelti
distile su ile yikanmis, kurutulmus ve karakterizasyonu yapilmistir. Sekil 2.1’de
elde edilmis olan 100 nm boyutlu ZnO nanotozunun SEM ile ¢ekilmis goruntusi

yer almaktadir.
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Sekil 2.1 100 nm boyutlu ZnO nanotozunun SEM ile ¢ekilmis gorintist

2.2.2 10-20 nm tanelerin birlesimiyle olusan 2-8 um plaka ZnO

Kontrolli topaklanmis mikron boyutlu plaka sentezi solvotermal yontemle
gerceklestirilmistir. Bu yontemde ¢Ozicl yerine su kullanildigi i¢in hidrotermal
yontemden farkl bir isim verilmistir. Sicaklik ve basing altinda gerceklestirilen bu
sentezde cinko kaynagl ¢Ozicl icerisinde belirli bir sicakliga getirilene kadar
karistirilarak 1sitildiktan sonra sirasiyla yikama, kurutma ve kalsinasyon islemleri
uygulanmistir. Daha sonra maddenin cesitli yontemlerle karakterizasyonu
yapiImistir. Sekil 2.2°de bu nanotoza ait SEM fotografi goruntusi yer almaktadir.

Sekil 2.2 10-20 nm tanelerin birlesimiyle olusan 2-8 pm plaka ZnO’nun SEM goriintiisu
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2.2.3 Ortalama 7 um ¢ubuk ZnO

Daha onceki bir calismaya dayanarak hazirlanan prosedirde ( Suvaci ve
Ozer, 2005); 0.5 M [Zn(NOs3),.6H,0] (Zinc nitrat hegzhidrat, Merck GmbH,
Darmstadt, Almanya) c¢ozeltisi distile su ile hazirlanmistir. Seyreltilerek
hazirlanan 0.1 M NH; ¢ozeltisi c¢inko nitrat cozeltisi ile karistirilarak ¢inko
hidroksit tirlerinin ¢oktirilmesi saglanmistir. Elde edilen jel saf su ile yikanarak
azot iceren bilesenlerden temizlenmistir. Sonrasinda hidrotermal otoklava alinan
jel 100°C’de 3 saat tutulmustur. Hidrotermal sentez sonrasinda elde edilen toz saf
su ile santrifuj yardimiyla yikanmistir. Daha sonra bu toz donmaya dayali
kurutucu ile kurutulmustur. Sekil 2.3’de tozun SEM gérintileri verilmektedir.

Sekil 2.3 Ortalama 7 um ¢ubuk ZnO’nun SEM goriintisi

2.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma), Penicilin-
Streptomycin (Biological Industries), Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma), Tripsin-
EDTA solution (Biological Industries), Dimethyl Sulfoxide (DMSQO) (Merck),
Triton X-100 (Sigma), Sodyum bikarbonat (Sigma), Formaldehit (Merck), CaCl,
(Merck), KCI (Sigma), NaCl (Merck), KH,PO, (Merck), Na;HPO, (Merck),
EDTA (Merck), MTT (Sigma), Phalloidin FITC (Sigma), Neutral Red (Fluka),
Asetik Asit Glasiyal (Carlo Erba), Etanol( Riedel de Haen).
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2.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm?’lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam mezirler, kiicik
cam petriler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), enjektorler (10, 20 ve
50 ml hacimlerinde), 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ml’lik Durham siseleri, Steril
polipropilen santrifiij tupleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik
filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma lamu.

2.5. Kullanilan Aletler

Sogutmali ve yuksek devirli santriftj (Heraus), CO, inklbatori (Heraus),
Steril kabin (Heraus), Kuru hava sterilizatori (Nuve), otoklav, Eliza Cihazi
(ELx808-1U, Bio-Tek), Derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, manyetik
karistirici, sivi azot kaplari, otomatik pipetler, kar-buz makinesi (Scotsman), su
banyosu (Clifton), Olympus BX51 fluoresan mikroskobu, DP-72 analiz sistemi
(Olympus), 12 Kanalli mikropipet (eppendorf), dagitici pipet (eppendorf).

2.6. Kullanilan Arag ve Gerecin Hazirlanmasi

Cahsmalarda kullanilan bazi cam ve metal malzemeler aliminyum
folyolara sarili olarak sterilizatorde 180 °C’de 2 saat bazi cam ve plastik
malzemeler ile sivi solisyonlar aliminyum folyolara sarili olarak otoklavda
121 °C, 1,5 atm/Hg basincta 20 dakika, stre ile steril edilerek kullaniimistir.
Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2 pum aralikh selliloz nitrat filtreden gecirmek

suretiyle steril edilerek kullaniimistir.
2.7. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi
Test maddeleri olarak kullanilan tim ZnO nanotozlari kullanilan hiicrelerin

blytmesi ve gelisimi i¢in kullanilan kiltir vasatinda ¢ozilerek 1000 pg/ml’hk

ana stok dozu hazirlanmistir. Daha sonra bu ana stokdan dilisyon yolu ile
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hazirlanan bu konsantrasyonlar 1,25 pug/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20
pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/mli
konsantrasyonlaridir. Bu hazirlanan  konsantrasyonlar literatiir taramasi
neticesinde belirlenmistir. Bu calismada negatif kontrol olarak kiltir vasati,
negatif kontrol olarak ise vasatin iceriginde de bulunan ultra saf su 1 pl /ml
olacak sekilde kullaniimistir. Bu maddeler her deney oOncesinde taze olarak

hazirlanmistir.

2.8. Yontem

2.8.1. V79 379A Hucrelerinin kulttrt

V79 379A (CHL) hacreleri, inaktif hale getirilmis %210’luk Fetal Bovine
Serum/Fetal Calf Serum, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
Penicilin-Streptomycin ve %9,5 NaHCOj igeren besiyerinin bulundugu 25 cm® lik
flasklarda %95’lik hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda, 37 °C’deki CO,
inkibatorunde (Heraus) kiltire edilmistir.

2.8.2. Hucrelerin testler icin hazirlanmasi

Uygun kosullarda cogalmaya birakilan hiicreler flask yuzeyini %70 oraninda
kapladiklari zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmigtir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lami yardimiyla 3
kez sayilarak MTT testi icin 96 kuyucuklu plakalarin her kuyucugunda belirlenen
saylida (6000) hiicre olacak sekilde % 10 FBS igeren besiyerinde stispansiyon
haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu plakalara 0,1 ml hiicre stispansiyonu
aktarilmigtir. Hucrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi igin plakalar 37°C’de
24 saat inkube edilmiglerdir. 24 saat inklbasyon suresi sonunda hucrelerin
Uzerindeki besiyerleri plakalarin ters cevrilmesi suretiyle uzaklastiriimistir.
Hucrelerin tzerine test maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek Uzere, test
maddelerinin istenen konsantrasyonlarini igeren taze besiyerleri ilave edilip 4 ve
24 saat 37°C’de CO; inkibatorinde inkube edilmistir.
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Calismamizda  kullandigimiz Zn0O nanotozlarinin belirlenen
konsantrasyonlari hazirlanmigtir. Bunlar igin  ¢Ozuctu olarak kultlr vasat

kullantimigtir. Ultra saf su orani %11 gegmeyecek sekilde hazirlanmistir.

2.8.3. MTT dlciimii

Test maddeleri ile 4 ve 24 saatlik muameleye tabi tutulan hicreler
lizerindeki medyum uzaklastirilarak, hiicreler 5 mg/ml™ MTT soliisyonu ile 2 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Bu sire sonunda hicrelerden MTT boyasi
uzaklastiriimistir.  Canhi hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin
¢ozinmesi icin her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki
hicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda
okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik orani
% 100 olarak kabul edilerek, deney hucrelerinin canlilik oranlari yizde olarak
ifade edilmistir. Bu testler 3 kez 8 tekrarli olarak gergeklestirilmistir (Mossman,
1993).

2.8.4. Neutral Red Up-take sitotoksisite 6lcimu

Test maddeleri ile 4 ve 24 saat muamele edilen hiicrelerden besiyerleri
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 50ug/ml Neutral red solisyonu ile 37°C’de 2-3
saat inkibe edilmistir. Bu sure sonunda hicrelerden boya solisyonu
uzaklastirilarak taze hazirlanmis formaldehit-kalsiyum klorur fiksatif/yikama
solisyonundan 0,1 ml ilave edilerek oda sicakliginda 1-2 dakika muamele
edilmistir. Daha sonra fiksatif/yikama sollisyonu dokilip plakalar ters gevrilerek
kurutma kagidi uzerinde 1 gln bekletilerek kurutulmustur. Bu siire sonunda asetik
asit-etanol soliisyonu 0,1 ml ilave edilerek 5 dakika oda isisinda bekletilmis ve 30
dakika calkalayicida calkalanarak boya homojen hale getirilmistir. Plakalardaki
hicrelerin optik dansiteleri  ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Bu test 3 kez tekrar edilmistir (Borenfreund ve ark.1988; Babich ve
ark. 1990).
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2.8.5. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme

Aktin filamentlerinin floresan mikroskobunda incelenmesinde Rhodamin
Phalloidin (RhPh) genellikle kullanilmaktadir (Balaz ve Mansson 2005,
Borovikov ve ark. 1996, Klinth ve ark. 2003).

Phalloidin, aktin filamentlerini simsiki sarmakta ve onlarin yapisini stabilize
etmektedir (Balazs ve ark. 2004 ). Aktin filamentlerini stabilize eden Phalloidin,
daha c¢ok in vitro cahsmalarda kullanilmaktadir. Ayrica intraselltler
calismalardaki Phalloidinin 24  floresan tlrevleri, floresan mikroskobik
yontemlerde aktin iskeletinin mimarisinin tasarlanmasinda uygulanmaktadir
(Balazs ve ark. 2004).

Hicre iskeletindeki zararlari goOrebilmek amaciyla FITC (floresan
izosiyonat)- Phalloidin boyamasi yapilarak F-aktin iskeletine bakilmaktadir
(Gunaratnam ve Grant 2004).

25 cm2’ lik flasklarda buyutilen V79 379A hicreleri Tripsin - EDTA
solusyonu kullanilarak kaldirildiktan sonra, iclerinde 2° ser adet steril yuvarlak
lamel bulunan her bir kuyucuga 150.000 hiicre gelecek sekilde 6’ Ii plakalara
ekilmiglerdir. %5 CO,’ li gaz ortaminda 37°C’ deki CO; inkubatoriinde 24 saat
inkiibe edilmiglerdir. 24 saatlik inklibasyondan sonra besiyerleri 6* lik plakadaki
kuyucuklardan uzaklastirilmistir. Lameller (zerine yapismis hucreler (zerine
belirlenen maddelerin konsantrasyonlari medyum iginde ilave edilmis ve tekrar 12
saat inkube edilmislerdir. Bu sure sonunda lameller % 3,7’lik formaldehit ile 37°
C’ de tespit edilmiglerdir. Daha sonra steril fosfatlanmis tampon ¢ozeltisi (PBS:
137 uM NaCl, 2.7 uM KCI, 15 uM KH3PO4, 8 pM NaHPOy; Ph 7.3 ) ile 3 kere
yikanmiglardir. Ardindan lameller % 0.2’lik Triton X-100 ile 1,5 dakika muamele
edilmigtir. Ardindan 3 kez PBS ile yikanan hicreler, ImM’ lik Phalloidin FITC ile
2 saat kapali ve karanlk ortamda 22°C ‘de bekletilmistir. Daha sonra 3 kez PBS
ile yeniden yikanan hicreler Uzerinde 7 ul PBS bulunan lamlar Gzerine

kapatilarak, sabitlenmistir ( Fujiwara ve ark.2004).
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2.8.6. Mikroskopi ve Fotografi

Hucreler Olympus BX51 fluoresan atagmanli mikroskop ve Olympus DP-72

analiz sistemi ile incelenmislerdir.

2.8.7. lIstatiksel degerlendirmeler

MTT ve NRU deneylerinin sonuclarinin istatistiksel degerlendirmesinde
SPSS programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yénli ANOVA ile post-
hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliklari belirlenmistir. Anlamlilik degeri
olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Test maddelerinin  uygun konsantrasyonlari, sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla V79 379A hicreleri Uzerine 4 ve 24 saat uygulanmis,
gerekli zaman sonrasinda hicrelere MTT ve NR verilmis ve ELISA plate

okuyucusunda sonuglar degerlendirilmistir.

3.1 100 nm ZnO Nanotozlarinin V79 379A (CHL) Hucreleri Uzerine Etkileri

3.1.1. 100 nm ZnO nanotozlarinin MTT testi sonuclari

100 nm ZnO nanotozlarinin konsantrasyonlarinin V79 379A hcreleriyle
yapilan 4 saatlik MTT testi sonucunda, uygulanan maddenin dusik
konsantrasyonlarinin (1,25 pg/ml, 25 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml)
konsantrasyonlarinin CHL hicreleri tzerindeki etkisinin birbirine yakin oldugu
gorulmektedir. Maddenin konsantrasyonlarinin artmasina bagli olarak toksisitenin
giderek arttigi gozlenmektedir. 20 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 80 pg/mi, 100
ug/ml ve 200 pg/mP’hk maddenin sitotoksik etkilerinin  birbirine ¢ok yakin
oldugu gorilmektedir. 4 saat sonucundaki hicre canliigi % 20 oraninda
azalmistir. 20 pg/ml ve tzeri konsantrasyonlarin sonuclari kontrole gore istatistiki
olarak anlamli farkhhklar gostermektedir.

100 nm ZnO nanotozlarinin 4 saatlik uygulamasi sonucunda bu maddelerin
kisa sureli uygulamalarinda toksik etkisinin az oldugu gorulmektedir Sekil 3.1” de
4 saatlik MTT sonucu gosterilmektedir.

100 nm ZnO nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL hticreleriyle yapilan
24 saatlik MTT testi sonucunda, uygulanan maddenin diisiik konsantrasyonlarinin
(1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml) CHL hucreleri Uzerindeki etkisinin
birbirine yakin oldugu gorilmektedir. Bu konsantrasyonlar toksisiteyi ortalama %
20 oraninda azaltmistir. Maddenin konsantrasyonun artmasina bagh olarak
toksisitenin giderek arttigi gozlenmektedir. 20 pg/ml % 25, 40 ug/ml % 32, 50
ug/ml % 43, 80 pg/ml % 50, 100 pg/ml % 55 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyon %
59’luk hucrenin azalmasina etki etmislerdir. Burada 80 pg/mlI’lik konsantrasyon
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hicre sayisini % 50 oraninda azaltmistir. 5 pg/ml ve Gzeri konsantrasyonlarin

sonuclari kontrole gore istatistiki olarak anlamli farkliliklar gostermektedir. Sekil
3.2” de 100 nm ZnO’nun 24 saatlik etkisinin MTT grafigi yer almaktadir.

120

CHL Hicresi / 100 nm ZnO
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Hicre Canhhig! ( % Kontrol )
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O u. Saf Su 1 pl/ml
B 1,25 pg/ml

02,5 pg/mi

05 pg/ml

W10 pg/ml

020 pg/ml

W40 pg/ml

050 pg/ml

W 80 pg/ml

1
Zaman ( 4 Saat)

M 100 pg/ml
00200 pg/ml

Sekil 3.1 100 nm ZnO’nun CHL hiicreleri tizerindeki 4 saatlik etkisinin MTT grafigi. Anlamlilik

degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. ( * Kontrol grubundan anlamli farklihg

gostermektedir).

120

CHL Hucresi/100 nm ZnO

100

80 1

60 1

40 A

20 A

Hicre Canlihg ( % Kontrol )

1

Zaman ( 24 Saat )

O Ultra Saf Su 1 pl/ ml
B 1,25 pg/ml
02,5 pg/mi
05 pg/ml

W 10 pg/ml
0 20 pg/ml
W 40 pg/ml
0 50 pg/ml
W 80 pg/ml
= 100 pg/ml
0 200 pg/ml

Sekil 3.2 100 nm ZnO’nun CHL hiicreleri tizerindeki 24 saatlik etkisinin MTT grafigi. Anlamlihk

degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. (*Kontrol grubundan anlamli farkliligi

gostermektedir).
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3.1.2. 100 nm ZnO nanotozlarinin NRU testi sonuclari

100 nm ZnO nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL hticreleriyle yapilan
4 saatlik NRU testi sonucunda, uygulanan maddenin 1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5
ug/ml konsantrasyonlarinin CHL hicreleri Uzerindeki etkisinin birbirine yakin
oldugu ve hiicre sayisinda % 10 oraninda bir diistise neden oldugu gorulmektedir.
10 pg/ml 20 pg/ml, 40 pg/mP’hk konsantrasyonlarin etkisi de birbirine ¢ok
yakindir ve hicre sayisinda % 15 oraninda bir azalmaya neden olmustur. 50
ug/ml, 80 pg/ml ve 100 pg/ml’hik konsantrasyonlarinin etkisi de yine ayni sekilde
birbirine yakin ve hicre sayisinda ortalama % 30 oraninda azalmaya neden
oldugu goOrulmektedir. 4 saatlik NRU sonucunda maddenin en ylksek
konsantrasyonu olan 200 pg/mlI’hk uygulanan konsantrasyonunun hicre
canlihgini %45 oraninda azalttigl gorilmektedir. Maddenin konsantrasyonlarinin
artmasina bagli olarak toksisitenin giderek arttigi gézlenmektedir. 20 pg/ml ve
uzeri konsantrasyonlarin sonuglari kontrole gore istatistiki olarak anlamli
farkhihklar gostermektedir. Sekil 3.3’de 100 nm ZnO tozunun 4 saatlik NRU
sonucu yer almaktadir.

100 nm ZnO nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL hticreleriyle yapilan
24 saatlik NRU testi sonucunda, uygulanan maddenin 1,25 pg/ml ve 2,5 pg/ml’hk
konsantrasyonlarinin CHL hiicreleri Gizerindeki etkisinin birbirine yakin oldugu ve
hicre sayisinda % 20 oraninda azalmaya neden oldugu gorulmektedir.
Sitotoksisite 5 pg/ml’lik konsantrasyonda % 35 lere kadar ¢ikmistir. 10 pg/ml, 20
ug/ml, 40 pg/ml’hik konsantrasyonlarin etkisi de birbirine ¢ok yakin ve hiicre
sayisindaki azalma ortalama % 40 civarindadir. 50 pg/ml’lik konsantrasyonun
etkisi % 60, 80 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/ml’hk konsantrasyonlarin etkisi de
yine ayni sekilde birbirine yakin ve ortalama % 80 civarindadir. 24 saatlik NRU
sonucu bize bu maddenin lizozomal hasari kuvvetli bir sekilde tetikledigini
gostermektedir. 24 saatlik NRU sonucu muhtemelen hiicre sayisini yari yariya
azaltan konsantrasyonun 40 pg/ml ile 50 pg/ml arasinda oldugunu bize
gostermektedir. Sekil 3.4’de 24 saatlik NRU testi sonuglari gorilmektedir.
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100

CHL Hucresi 100 nm ZnO

90 A
80 A
70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
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Hucre Canlihg! ( % Kontrol )

1
Zaman ( 4 Saat )

m 1,25 pg/ml
02,5 pg/ml
05 pg/ml
W10 pg/ml
020 pg/ml
B 40 pg/ml
050 pg/ml
W 80 pg/ml
=100 pg/ml
0200 pg/ml

O Ultra Saf Su 1 pl/ ml

Sekil.3.3 100 nm ZnO’nun CHL hiicreleri tizerindeki 4 saatlik etkisinin NRU grafigi. Anlamlihk

degeri olarak p<0.05 kabul

gostermektedir ).
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Zaman ( 24 Saat)

W 1,25 pg/ml
02,5 pg/ml
05 pg/ml
W10 pg/ml
020 pg/ml
B 40 pg/ml
050 pg/ml
W80 pg/ml
H 100 pg/ml
0200 pg/ml

OuU. Saf Sulpl/ml

Sekil.3.4 100 nm ZnO’nun CHL hiicreleri tizerindeki 24 saatlik etkisinin NRU grafigi. Anlamlihk

degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. (*Kontrol grubundan anlamli farklihg

gostermektedir).

4 ve 24 saatlik NRU sonuclarini karsilastiracak olursak; 4 saatteki etkinin 24

saate gore daha az oldugu gorulmektedir.

24 saatlik etkide yuksek

konsantrasyonlarda sitotoksisitenin ¢ok fazla oldugu, 4 saatlik sonuglarda ise en

yuksek konsantrasyonda hiicre sayisinin % 50 oraninda azaldigi gorilmektedir.
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100 nm ZnO’nun 4 ve 24 saatlik MTT ve NRU sonuglarini karsilastiracak
olursak; MTT sonucundaki toksisitenin daha az oldugu, NRU’ da ise daha fazla
toksisite oldugu gorilmektedir. 24 saatlik NRU sonucunda sitotoksisite ¢ok
artmistir.  Buradan sonugla, lizozomun mitokondriye goére 100 nm ZnO
nanotozundan daha fazla etkilendigi gorulmektedir.

3.2. 10-20 nm Tanelerin Birlesmesiyle Olusan 2-8 um ZnO Plakalarinin
V79 379A (CHL) Hiicreleri Uzerine Etkileri

3.2.1 2-8 um ZnO plaka nanotozlarinin MTT testi sonuglari

2-8 um ZnO plaka nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL htcreleriyle
yapilan 4 saatlik MTT testi sonucunda, uygulanan maddenin 1,25 pg/ml, 2,5
ug/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pug/ml’hik konsantrasyonlarinin CHL hiicreleri
Uzerindeki sitotoksik etkisinin birbirine yakin oldugu ve hicre sayisinda % 10
oraninda duslse neden oldugu gorilmektedir. Maddenin konsantrasyonlarinin
artmasina bagli olarak toksisitenin giderek arttigi gozlenmektedir. 40 pg/ml, 50
ug/ml, 80 pg/ml, 100 pug/ml’hk konsantrasyonlarinda toksik etkisinin birbirine
yakin ve ortalama % 25 arasinda oldugu gorulmektedir. 200 pg/ml’lik
konsantrasyonun sitotoksik etkisi de % 22 civarindadir. ilk maddede oldugu gibi 4
saat sonucundaki sitotoksisite de % 20 olarak gorilmektedir. 50 pg/ml ve Gzeri
konsantrasyonlarin sonuglari kontrole gore istatistiki olarak anlamli farkliliklar
gostermektedir. Sekil 3.5’de 2-8 um ZnO plakalarin 4 saatlik MTT sonucu
gosterilmektedir.

2-8 um ZnO plaka nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL htcreleriyle
yapilan 24 saatlik MTT testi sonucunda, uygulanan maddenin distk
konsantrasyonlarinin - 1,25 pg/ml ve 2,5 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin CHL
hicreleri Uzerindeki etkisinin kontrole yakin oldugu gorilmektedir. Yani bu
konsantrasyonlarin etkisi yok denecek kadar azdir. 5 pg/ml ve 10 pg/ml’hk
konsantrasyonlarin etkisinin birbirine yakin oldugu ve hicre sayisinda ortalama %
10 oranindan dislse neden oldugu gorilmektedir. 10 pg/ml’ dan sonraki
konsantrasyonlarda ise sitotoksisite hizli bir sekilde artmaktadir. 20 pg/ml’daki
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sitotoksite % 30, 40 pg/ml’ da % 52, 50 pg/ml’da % 65, 80 pg/ml’da % 73, 100
ug/ml’da % 75 ve 200 pg/ml’da % 80 civarindadir.40 pg/ml’hk konsantrasyon
hiicre sayisinda % 50’lik azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Sekil 3.6° de 2-8
um ZnO plakalarin 24 saatlik etkisinin MTT grafigi yer almaktadir.

CHL Hucresi 2-8 um ZnO
10‘120 B Ultra Saf Su 1 pl/ ml
‘E 100 + N m 1,25 pg/ml
§ 80 * 02,5 pg/mi
S’\i 05 pg/ml
o0 60 + W10 pg/ml
c_:; 40 020 pg/ml
O M 40 pg/ml
% 201 050 pug/ml
T o W 80 pg/ml

1 @ 100 pg/ml
Zaman (4 Saat ) O 200 pg/ml

Sekil 3.5 100 nm ZnO’nun CHL hiicreleri tizerindeki 4 saatlik etkisinin MTT grafigi. Anlamlilik
degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. ( * Kontrol grubundan anlamli farkhlig
gOstermektedir).

10-20 nm tozlarin bilesiminden olusan 2-7 mm ZnO plakasi

120 @U.SafSulpl/m
— B 1,25 ug/ml
g 100 7 02,5 ug/ml
N 80 - 05 pg/ml
S W10 pg/ml
)\E:) 60 020 pg/ml
= B 40 pg/ml
§ 40 050 pg/ml
2 o0 B 80 pg/ml
%’ B 100 pg/ml
0 0200 pg/ml

Zaman ( 24 Saat )

Sekil 3.6 100 nm ZnO’nun CHL hiicreleri tizerindeki 4 saatlik etkisinin MTT grafigi. Anlamlilik
degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. ( * Kontrol grubundan anlamli farklihg
gostermektedir).
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2-8 um ZnO plakalarin 4 ve 24 saatlik MTT sonuclarini karsilastiracak
olursak 4 saatteki sitotoksik etkinin %20 olmasina ragmen 24 saatteki sitotoksik
etkisi % 80 civarindadir. 4 saatlik uygulamadaki en yiiksek konsantrasyonlarin
etkisi ile 24 saatlik uygulamadaki 20 pg/ml’lik konsantrasyonun etkisi birbirine
yakin olarak gortlmektedir. Sonu¢ olarak; bu maddenin toksik etkisi zamana ve

konsantrasyona bagimli olarak artis gstermektedir.

3.2.2. 2-8 pum ZnO plaka nanotozlarinin NRU testi sonuclari

2-8 um ZnO plaka nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL htcreleriyle
yapilan 4 saatlik NRU testi sonucunda, uygulanan maddenin 1,25 pg/ml, 2,5
ug/ml, 5 pg/ml konsantrasyonlarinin CHL hiicreleri Gzerindeki etkisinin birbirine
yakin oldugu ve hiicre sayisinda % 10 oraninda azalmaya neden oldugu
gorulmektedir. 10 pg/ml ve 20 pg/ml’hk konsantrasyonlarin etkisi de birbirine
cok yakin ve hiicre sayisinda % 15 oraninda distise neden olmustur. 40 pg/ml,
50 pg/ml ve 80 pg/ml’hik konsantrasyonlarin etkisi de yine ayni sekilde birbirine
yakin oldugu ve hicre sayisinda ortalama % 20 azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. 100 pg/ml’hk konsantrasyondaki toksik etki ise % 30 civarindadir.
4 saatlik NRU sonucunda maddenin en yliksek konsantrasyonu olan 200 pg/ml’lik
uygulanan konsantrasyonunun hiicre canliligint % 35 oraninda azalttigi
gorulmektedir. Maddenin konsantrasyonlarinin artmasina bagli olarak toksisitenin
giderek arttigi gozlenmektedir. 5 pg/ml ve Uzeri konsantrasyonlarin sonuglari,
kontrole gore istatistiki olarak anlamli farkliliklar géstermektedir. Sekil 3.7°de 2-8
um ZnO plaka tozunun 4 saatlik NRU sonucu yer almaktadir.

2-8 pm ZnO plaka konsantrasyonlarinin CHL hcreleriyle yapilan 24 saatlik
NRU testi sonucunda, uygulanan maddenin 1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml ve 5 pg/ml’hk
konsantrasyonlarinin CHL hiicreleri Gizerindeki etkisinin birbirine yakin oldugu ve
hicre sayisinda % 20 oraninda azalmaya neden oldugu gorilmektedir. 10 pg/ml,
20 pg/ml, 40 pg/ml’lik konsantrasyonlarin etkisi de birbirine ¢ok yakin ve hicre
sayisini % 30 oraninda azalttigi gortlmektedir. 50 pg/ml’hk konsantrasyonun
etkisi % 60, 80 pg/ml’lik konsantrasyonun etkisi % 78, 100 pg/ml ve 200
ug/ml’lik konsantrasyonlarin etkisi birbirine yakin ve ortalama % 85 civarindadir.
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24 saatlik NRU sonucu bize bu maddenin lizozamal hasari kuvvetli bir sekilde
tetikledigini gostermektedir. Yine bu maddede de ilk maddede oldugu gibi 24
saatlik NRU sonucu muhtemelen hiicre sayisini % 50 azaltan konsantrasyonun 40
ug/ml ile 50 pg/ml arasinda oldugu gorulmektedir. Sekil 3.8’de 24 saatlik NRU
testi sonuglari gorulmektedir.

CHL Hucresi 2-8 pm ZnO Plaka
’—éIZO Ou.SafSulpl/ml
S00 | B1,25 pg/ml
X m]
© 80 2,5 pg/mi
N 05 pg/ml
800 1 H10 pg/ml
40 @20 pg/ml
8 B 40 pg/ml
g 2 050 pg/ml
g 0 B30 pg/ml
1 m100 pg/ml
Zaman ( 4 Saat ) 0200 pg/ml

Sekil.3.7 2-8 um ZnO plakalarinin CHL hiicreleri Gizerindeki 4 saatlik etkisinin NRU
grafigi. Anlamhilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. (* Kontrol grubundan anlamli
farkhligi gostermektedir).

CHL Hucresi 2-8 pm ZnO Plaka
g 0 Ou.SafSulpl/ml
£ 100 | m1,25 pg/ml
Q 80 *  k 02,5 pg/ml
S 05 pg/ml
@ 0 B 10 pg/ml
% 40 4 020 pg/ml
8 B 40 pg/ml
e 2 050 pg/mi
=R W80 pg/ml
* 1 E100 pg/ml

Zaman ( 24 Saat ) 0200 pg/ml

Sekil.3.8. 2-8 um ZnO plakalarinin CHL hiicreleri Gizerindeki 24 saatlik etkisinin NRU
grafigi. Anlamhlik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. (* Kontrol grubundan
anlamli farkhihgi gostermektedir).
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4 ve 24 saatlik NRU sonuclarini karsilastiracak olursak; 4 saatteki etkinin 24
saate gOre daha az oldugu gorilmektedir. 24 saatlik etkide yiksek
konsantrasyonlarda sitotoksisitenin ¢ok fazla oldugu, 4 saatlik sonuglarda ise en
yuksek konsantrasyonda sitotoksisitenin % 35 oldugu gortlmektedir.

2-8 um ZnO plakalarin 4 ve 24 saatlik MTT ve NRU sonuglarini
karsilastiracak olursak; MTT sonucundaki toksisitenin daha az oldugu, NRU’ da
ise daha fazla toksisite oldugu gorilmektedir. 24 saatlik MTT’ deki yarilanan
konsantrasyon 40 pg/ml iken NRU’nun 24 saatlik uygulamasinda hiivre sayisini
yari yarlya azaltan konsantrasyon 40-50ug/ml arasinda bir konsantrasyondur. Her
iki uygulamada da 4 saatlik sonuglar arasinda yakin sonuglar gérilmektedir. Her
iki uygulama sonucunda elde edilen toksik etki bilgileri birbirlerine yakindir.

3.3. 7 um Cubuk ZnO Nanotozlarinin V79 379A (CHL) Hiicreleri Uzerine
Etkileri

3.3.1 7 pum CQubuk ZnO Nanotozlarinin MTT testi sonuglari

7 um Cubuk ZnO nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL hcreleriyle
yapilan 4 saatlik MTT testi sonucunda, uygulanan maddenin 1,25 pg/ml ve 2,5
ug/mbP’lik konsantrasyonlarinin etkisi ortalama % 5 oranindadir. 5 pg/ml’hk etki
% 8, 10 pg/ml ve 20 pg/ml’lik konsantrasyonlarin etkisi % 9, 40 pg/ml’lik etki %
10, 50 pg/mP’hk etki % 11, 80 pg/mlI’lik etki % 13, 100 pg/ml’lik etki %17 ve
200 pg/mP’lik etki % 24 civarindadir. Maddenin konsantrasyonlarin artmasina
bagli olarak toksisitenin giderek arttigi g6zlenmektedir. ilk iki maddede oldugu
gibi 4 saat sonucundaki sitotoksisite de % 20 olarak gorilmektedir. Tum
konsantrasyonlarin sonuglar1 kontrole gore istatistiki olarak anlamli farkliliklar
gostermektedir. Sekil 3.9’da 7 pm Cubuk ZnO nanotozlarinin 4 saatlik MTT
sonucu gosterilmektedir.

7 pm Cubuk ZnO nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL hcreleriyle
yapilan 24 saatlik MTT testi sonucunda, uygulanan maddenin sitotoksik etkisi
1,25 pg/ml’lik konsantrasyonda % 10, 2,5 pg/ml ve 5 pg/ml’lik konsantrasyonda
% 15, 10 pg/mI’hk konsantrasyonda %30, 20 pg/ml’lik konsantrasyonda %43, 40
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ug/ml ve 50 pg/mlP’hk konsantrasyonlarda ise etkinin % 50 civarinda oldugu
gorilmektedir. iki konsantrasyonun da etkisinin ayni oldugu gériilmektedir. Hiicre
sayisini % 50 azaltan konsantrasyon 40 ve 50 pg/mbP’dir. 80 pg/ml’hk
konsantrasyondaki etki % 55, 100 pg/mlP’hk konsantrasyonda etki % 58 ve 200
ug/ml’lik konsantrasyonda ise toksik etki % 60 civarindadir. Her ne kadar hiicre
sayisini % 50 azaltan konsantrasyon 40 pg/ml olsada 40 pg/ml ve sonraki
konsantrasyonlarda toksik etki ortalama olarak birbirine yakindir. 5 pg/ml’dan
sonra hizh bir sekilde toksik etki artmistir. 40 pg/ml’dan sonra ise toksik etki
giderek azalmig ve sonuclar birbirine yakin olarak c¢ikmigtir.  Tum
konsantrasyonlarin sonuglari kontrole gore istatistiki olarak anlamli farkliliklar
gostermektedir. Sekil 3.10° da 7 pm Cubuk ZnO nanotozlarinin 24 saatlik
etkisinin MTT grafigi yer almaktadir.

CHL Hucresi 7 pm Cubuk ZnO
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Sekil.3.9. 7 um Cubuk ZnO nanotozlarinin CHL hiicreleri Gizerindeki 4 saatlik etkisinin
MTT grafigi. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. (* Kontrol grubundan

anlamli farkhligi gostermektedir).

2-8 um ZnO plakalarin 4 ve 24 saatlik MTT sonuclarini karsilastiracak
olursak 4 saatteki sitotoksik etkinin ortalama %20 olmasina ragmen 24 saatteki
sitotoksik etkisi % 60 civarindadir. 4 saatlik uygulamadaki en yuksek
konsantrasyonlarin etkisi ile 24 saatlik uygulamadaki 2,5 ve 5 pg/ml’hk

konsantrasyonun etkisi birbirine yakin olarak gorulmektedir. Sonug olarak; bu
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maddenin toksik etkisi zamana ve konsantrasyona bagimli olarak artis
gostermektedir.

CHL Hucresi 7 um Cubuk ZnO

120

B uyU.Saf Su 1pl/ ml
100 + m1.25ug/ml
025 pg/ml
05 pg/ml

B 10 pg/ml
820 pg/ml
B 40 pg/ml
050 pg/ml
B30 pug/ml
=100 pg/ml
0200 pg/ml

80 -

60 -

40 -

20

Hicre Canhligi (% Kontrol )

1
Zaman ( 24 Saat)

Sekil.3.10 7 um Cubuk ZnO nanotozlarinin CHL hicreleri Uzerindeki 24 saatlik etkisinin
MTT grafigi. Anlamhlik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. (* Kontrol grubundan

anlamh farkhligi gostermektedir).

3.3.2 7 um CQubuk ZnO nanotozlarinin NRU testi sonuglari

7 pm Cubuk ZnO nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL hcreleriyle
yapilan 4 saatlik NRU testi sonucunda, uygulanan maddenin 1,25 pg/ml, 2,5
ug/ml, 5 pg/ml konsantrasyonlarinin CHL hiicreleri Gzerindeki etkisinin hemen
hemen olmadigi gorilmektedir. 10 pg/ml’lik konsantrasyonda ise yapilan NRU
tekrarlari sonucunun hepsinde ortalama % 20 oraninda hicre artigina neden
oldugu gorulmektedir. Ve bu sonug istatistiki olarak anlamli gorilmektedir. 20
ug/ml ve Uzeri konsantrasyonlarda ise toksisitenin giderek arttigi gézlenmektedir.
20 pg/mP’hk konsantrasyonun etkisi, %11, 40 pg/mI’lik konsantrasyonun etkisi
%19, 50 pg/ml’hk konsantrasyonun etkisi % 28, 80 pg/ml’hk konsantrasyonun
% 36, 100 pg/mlI’lik konsantrasyonun etkisi % 35 ve son olarak 200 pg/ml’lik
konsantrasyonun etkisi % 45 dir. Hiicre sayisini % 50 azaltan konsantrasyon 200
ug/ml’in hemen Uzerinde bir konsantrasyondur. Maddenin konsantrasyonlarinin

artmasina bagl olarak toksisitenin giderek arttigi gozlenmektedir. 10 pg/ml ve
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uzeri konsantrasyonlarin sonuclari, kontrole gore istatistiki olarak anlamli
farkhhklar gostermektedir. Sekil 3.11°de 7 um Cubuk ZnO nanotozlarinin 4
saatlik NRU sonucu yer almaktadir.

CHL Hdcresi 7 um Cubuk ZnO

140

OU. Saf Su 1 pl/ml
B 1,25 pg/ml

02,5 pg/ml

05 pg/ml

H 10 pg/ml

020 pg/ml

B 40 pg/ml

050 pg/ml

W80 pg/ml
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Sekil.3.11 7 um Gubuk ZnO nanotozlarinin CHL hiicreleri Gizerindeki 4 saatlik etkisinin NRU
grafigi. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. (* Kontrol grubundan
anlamh farkhligi gostermektedir).

7 pm Cubuk ZnO nanotozlarinin konsantrasyonlarinin CHL hcreleriyle
yapilan 24 saatlik NRU testi sonucunda, uygulanan maddenin 1,25 pg/ml’lik
konsantrasyonun etkisi % 2, 2,5 pg/ml ve 5 pg/ml’lik konsantrasyonlarin etkisi
ortalama % 5, 10 pg/mP’lik konsantrasyonun etkisi % 18, 20 pg/ml’lik
konsantrasyonun etkisi % 34 dir. 20 pg/ml’lik konsantrasyondan sonra toksisite
yogun oranda artmistir. 40 pg/ml’lik konsantrasyondaki etki % 68, 50 pg/ml’lik
konsantrasyonun etkisi % 74, 80 pg/mlI’lik konsantrasyonun etkisi % 79, 100
ug/ml’hik konsantrasyonun etkisi % 81 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonun etkisi
% 83 civarindadir. Son konsantrasyonlarin etkisi birbirine yakin olarak
gorilmektedir. 24 saatlik NRU sonucu bize bu maddenin lizozamal hasari
kuvvetli bir sekilde tetikledigini gdstermektedir. Bu maddede NRU 24 saatlik
uygulama sonucunda hicre sayisini yari yariya azaltan konsantrasyonun 20 pg/ml
ile 40 pg/ml arasinda oldugu gorulmektedir. Sekil 3.12°de 24 saatlik NRU testi
sonuclari gorulmektedir.
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CHL Hdcresi 7 um Cubuk ZnO
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Sekil.3.12 7 um Cubuk ZnO nanotozlarinin CHL hicreleri Uzerindeki 24 saatlik etkisinin
NRU grafigi. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir. ( * Kontrol
grubundan anlamli farkhligi gostermektedir).

4 ve 24 saatlik NRU sonuclarini karsilastiracak olursak; 4 saatteki etkinin 24
saate gOre daha az oldugu goOrilmektedir. 24 saatlik etkide yiksek
konsantrasyonlarda sitotoksisitenin ¢ok fazla oldugu, 4 saatlik sonuglarda ise en
yuksek konsantrasyonda sitotoksisitenin % 45 oldugu gortlmektedir.

7 pm Cubuk ZnO nanotozlarinin 4 ve 24 saatlik MTT ve NRU sonuglarini
karsilastiracak olursak; MTT sonucundaki toksisitenin daha az oldugu, NRU’ da
ise daha fazla toksisite oldugu goriilmektedir. 24 saatlik MTT’ deki hicre sayisini
yarl yarlya azaltan konsantrasyon 40 upg/ml iken NRU’nun 24 saatlik
uygulamasinda  yarilanan  konsantrasyon  20-40pg/ml  arasinda  bir
konsantrasyondur. Her iki uygulamada da 4 saatlik sonuclarda NRU’daki toksik
etkinin MTT’ ye gore daha fazla oldugu gorulmektedir. 4 saatlik MTT
sonucundaki en yiiksek konsantrasyondaki sitotoksisite % 20 iken bu sonug¢ 4
saatlik NRU sonucunda ise %45 olarak gorulmektedir.

3.4 ZnO nanotozlarinin Hiicre iskeleti Uzerine etkisi

Uygulanan test maddelerinin MTT deneylerinden elde edilen sonuglarina

gore belirlenen konsantrasyonlarinin hiicre iskeleti tizerine etkisi olup olmadigini
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gostermek amaciyla V79 379A hicreleri Uzerine bu maddelerin uygun
konsantrasyonlari denenmis ve FITC-Phalloidin boyamasi yapilmistir. FITC-
Phalloidin boyamada maddelerin 5,10, 20,40, 80 ve 100 pg/ml’lik
konsantrasyonlari kullanilmistir. Daha sonra elde edilen sonuglar Olympus BX51
fluoresan mikroskobu ile incelenmis ve Olympus DP-72 sistemi kullanilarak
fotograflar gekilmistir.

Sekil 3.13’de kontrol ve ultra saf suyun aktin iskeleti Gzerine etkisi
gosterilmistir. Her 3 maddenin de konsantrasyon arttik¢a hticre iskeleti Uzerindeki
etkisi giderek artmaktadir.

Sekil 3.13. CHL cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) boyama ile imminositokimyasal
goriintileri a) Negatif kontrol grubu. b) Negatif kontrol grubu. Oklar F-aktin
filamentlerini gostermektedir. Olgi birimi 10 um

3.4.1 100 nm ZnO Nanotozlarinin Hiicre iskeleti Uzerine Etkileri

Negatif kontrol gruplarinda F-aktin hiicre iskeletinde herhangi bir bozulma
gorilmemis, besiyerlerine 100 nm ZnO nanotozlari eklenmis hicrelerin
konsantrasyon bagimli olarak azaldigi ve 80 pug / mlP’lik konsantrasyondan
baslayarak aktin filamentlerinin konsantrasyona bagiml olarak
depolimerizasyonu sonucu kayboldugu gozlenmistir. Sekil 3.14’de 100 nm ZnO

nanotozlarinin aktin iskeleti tizerine etkisi gosterilmistir.
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a b
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e f

Sekil 3.14. 100 nm ZnO nanotozlarinin CHL cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) boyama ile
imminositokimyasal goruntileri. a) 5 ug / ml b) 10 ug / ml ¢) 20 pg / ml
d) 40 ug/ mle) 80 ug/ ml f) 100ug / ml. Oklar F-aktin filamentlerini
gostermektedir. Olgii birimi 10 um

3.4.2 10-20 nm tanelerin birlesmesiyle olusan 2-8 pm ZnO

nanotozlarinin Hiicre iskeleti tizerine etkileri

Negatif kontrol gruplarinda F-aktin hicre iskeletinde herhangi bir bozulma

gorilmemis, besiyerlerine 2-8 pm ZnO nanotozlari eklenmis hiicrelerin
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konsantrasyon bagimli olarak azaldigl ve diisuk konsantrasyonlarda htcre iskeleti
uzerinde etkili olmadigi 40 pg/mP’lik konsantrasyondan baslayarak aktin
filamentlerinin konsantrasyona bagimli depolimerizasyonu sonucu kayboldugu
gOzlenmistir. Sekil 3.15’de 2-8 um ZnO plaka nanotozlarinin aktin iskeleti

Uzerine etkisi gosterilmistir.

a b

c d

e f
|

Sekil 3.15. 2-8 um plakalarin ZnO nanotozlarinin CHL cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC)
boyama ile immiinositokimyasal goéruntileri. a) 5 ug / ml b) 10 ug / ml ¢) 20 ug / mi d) 40
ug/ mle) 80 g/ ml f) 100ug / ml. . Oklar F-aktin filamentlerini gostermektedir. Olgii

birimi 10 ym
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3.4.3 7 pm Cubuk ZnO Nanotozlarinin Hiicre iskeleti Uzerine Etkileri
Negatif kontrol gruplarinda F-aktin hicre iskeletinde herhangi bir bozulma
gorilmemis, besiyerlerine 7 um Cubuk ZnO nanotozlari eklenmis hicrelerin
konsantrasyon bagimli olarak azaldigi ve 80 pg / ml’lik konsantrasyondan
baslayarak aktin filamentlerinin konsantrasyona bagimli depolimerizasyonu
sonucu kayboldugu gozlenmistir. Sekil 3.16’de 7 um ¢ubuk ZnO nanotozlarinin

aktin iskeleti Uzerine etkisi gosterilmistir.

a b
C d
e f

Sekil 3.16. 7 um ZnO nanotozlarinin CHL cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) boyama ile
imminositokimyasal goruntileri.a) 5 pg/ ml b) 10 ug / ml ¢) 20 pg / ml d) 40 ug / ml
e) 80 ug/ ml f) 100ug / ml. . Oklar F-aktin filamentlerini gostermektedir. Ol
birimi 10 ym
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Nanoteknoloji, yeni 06zelliklere sahip drtnlerin  olusturulmasi icin
nanoboyutta materyallerin elde edilerek Gretilmesini igeren bir teknolojidir. Son
zamanlarda, nanotupler, nanoteller, fuleren tiirevleri ve quantum noktaciklari gibi
nanomateryaller biyoteknoloji ve yasam bilimleri igin analitik araglarin yeni
tiplerinin olusturulmasinda ¢ok dikkat cekici etkiye sahip olmuslardir ( Taton ve
ark.2000; Cui ve ark.2001). 1-100 nm boyutta olan nanomateryaller, yeni fiziksel
ve kimyasal fonksiyonel 06zelliklere sahip nanoboyutta benzersiz araglarin
uretilmesinde kullaniimaktadir ( Colvin, 2003; Oberdorster, 2004). Nanoteknoloji,
kozmetik, elektronik ve plastik gibi tiketici Grlinlerinde kullanilan endistrinin
hizla blytyen bir alanidir ( Vippola ve ark.2009; Monteiro-Riviere ve ark. 2009;
Auffan ve ark.2009). Yapilan bir arastirmada nanoteknolojiye dayal drlnlerin
2015 yilina kadar 4 trilyon dolara ulasacagi ve giderek biylimeye devam edecegi
rapor edilmistir (Monteiro-Riviere ve ark. 2009).

Gelisen nanoteknoloji endustrisi ve yapilan bilimsel calismalar detayh
olarak incelendiginde nanoboyutlu tozlarin en fazla kullanildigi ve ilerleyen
donemlerde de kullaniimasi planlanan sektorlerden birisinin kozmetik sektori
oldugu gorilmektedir. Bu sektorde en yaygin olarak kullanilan nanoboyutlu
malzemeler ise c¢inko oksit (ZnO) ve titanyum oksit (TiOz) metal oksit
nanopartikilleridir. TiO, ve ZnO ’in essiz band arahk degerleri sayesinde UV
Isigini absorplama o6zellikleri bulunmaktadir. ZnO ve TiO, malzemelerinin
dermatolojik agidan insan vicudu ile uyumlu olmasi, hatta koruyucu/iyilestirici,
anti-kasindirici (kasinma giderici) ve kizarik giderici 6zelliklerinin yaninda birde
UV 1s1g1 absorblama 6zelligi nedeniyle kozmetik sektorinde 6zellikle giines
kremi soliisyonlarinda kullaniimaktadir ( Innes ve ark. 2002).

Gunumuzde, nanoboyutlu ¢inko oksit ( ZnO ) elektronik ve optoelektronik
Ozelliklerinden dolay! fotokatalist( Wang ve ark. 2007 ), optik aracglar, gunes
kremleri ve diger kozmetik UGrtinler gibi bircok alanda yogun oranda
kullaniimaktadir (Huang ve ark. 2010; Johnston ve ark. 2010).

Nano boyutlu tozlarin kullaniminda biyuk bir artis gozlenmektedir. Buna

karsihk, insanlarin farkli yollarla biyolojik sistemlerine giren nanomalzemelere
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yogun oranda maruz kalma riski vardir (Donaldson ve ark. 2006; Lewinski ve ark.
2008; Kroll ve ark. 2009; Johnston ve ark. 2010; Oberdorster ve ark.2005). Bu
riskler, nanopartikiillere maruz kalmanin istenmeyen yan etkileriyle ilgili olarak
son birkac yil icinde yapilan bazi ¢alismalar tarafindan dogrulanmistir ( Brumfiel,
2003; Goldston, 2007; Nel ve ark.2006; lgarashi, 2008; Nielsen ve ark.2008;
Sharma ve ark.2009; Reeves ve ark.2008). Nanopartikillerin toksisitesi ve
guvenligi hakkindaki bilgiler zamanla giderek artmis olmasina ragmen, hala elde
edilen bilgiler yeterli degildir ve ¢ok sinirhdir bu nedenle bu alanda yapilacak
yeni ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir (Sharma ve ark.2009; Kroll ve ark. 2009;
Johnston ve ark. 2010; Monteiro-Riviere ve ark. 2009; Auffan ve ark.2009).
Nanotoksikoloji Uzerinde mevcut calismalar genelde farkli nanopartikullerin
toksisitesinin degerlendirilmesi empirik yontemler Uzerine yogunlagsmis ancak
nanopartikil ozellikleri ( kimyasal kompozisyon, sekil, boyut, dagilim,
kiimelenme) ve toksisite Uzerindeki calismalar daha azdir ( Hu ve ark. 2009).
Kicuk boyut ve genis yuzey alanindan dolayr metal oksit nanopartikilleri yuksek
kimyasal reaktivite ve intrinsik toksisiteye sahiptirler. Son zamanlarda c¢ogu
nanotoksikoloji calismasi nanoboyutlu metal oksit nanopartikulleri Gzerine
yogunlagmistir ( Hu ve ark. 2009).

Yapilan bu calismalar hucre kiltirl calismalarina dayanmaktadir. Hucre
kaltard yontemleri hayvan modellerinin  kullanildigi testlere gore etkileri
dogrudan dogruya oldugundan kisa strede sonu¢ vermesi, istatistiki olarak hayvan
deneyleriyle Kkarsilastirilamayacak kadar fazla hucre kullanilabilmesi ve c¢ok
saylda hayvanin deney amaciyla oldirtlmesinin énlenmesi avantajlarini tasidigi
icin dinyada yaygin bir kullanima sahiptir. Bu sebepten dolayi hucre kilturd;
kanser arastirmalari, sitogenetik, biyokimya, molekiler biyoloji ¢alismalarinda,
cesitli hastaliklarin tani ve arastirilmasinda, doku ve deri muhendisligi, kok
hicreler, tip bebek ve Kkisirlik tedavilerinde ve kozmetikte sik sik kullaniimaktadir
( Gad, 2000; Putnam, 2002).

Hicre canliligl, hicre proliferasyonu ve hiicresel metabolizma gibi
toksisiteyi belirleyen gosterge parametrelerin  6lgtilmesi in vitro sitotoksite
testlerine dayanir ( Gad, 2000 ). Sitotoksisite testleri in vitro ¢alismalarda sikca

kullanimaktadir. Kiltire edilen hicreler kullanilarak yapilan in vitro ¢alismalari



55

materyallerin toksisitesinin belirlenmesinde énemli rol oynar ( Monteiro-Riviere
ve ark, 2009). /n vitro hiicre kiltirine dayali sitotoksisite belirleme testleri,
toksisiteyi belirlemekte kullanilan hayvan sayisini azaltir ve modern toksikoloji
test stratejilerinin ana dayanagl haline gelmistir. Yiksek veri saglayan hicre
bagimli testler biyolojik goruntuleme yaklasimlarinin baslangic basamagidir
(Monteiro-Riviere ve ark. 2009). Kilture edilen hiicrelerde sitotoksisite ve/veya
hicre canliliginin  belirlenmesinde birka¢ sinif in vitro toksisite testleri
kullanilmaktadir. Bunlar membran igerigini degerlendirerek hucre canhiliginin
belirlenmesini saglayan kolorimetrik veya floresans ozellikteki NR, MTT vb.
testlerdir (Monteiro-Riviere ve ark. 2009). Tek tabakal kultirrlerde sitotoksisite
Olcumleri veya toksik madde varliginda hticre canlihginin belirlenmesinde en sik
Notral Red ve MTT sitotoksisite testleri kullaniimaktadir ( Fotakis ve Timbrell,
2005; Kroll ve ark. 2009 ).

Bu tez calismasinda ZnO metal oksit nanopartikillerinin sitotoksik etkisini
belirlemek amaciyla MTT ve NR sitotoksisite testlerini kullaniimistir.

MTT deneyi, 3-(4,5-dimetiliazol-2-yl)-2,5 difenil tetrozolyum bromid,
oksidatif enzimlerden birinin aktivitesini 6lgerek hicre enerji metabolizmasini
belirlemede kullanilmaktadir. Bu boya, mitokondride suksinik dehidrogenazla
¢coziinmeyen mor renkli bir formazan trintne indirgenir (Fotakis ve Timbrell
2005; Kroll ve ark.2009; Monteiro-Riviere ve ark. 2009). Tetrozolyum tuzunun
mavi bir formazan trini olan bromide donlistimiine dayali olan bu deneyler hiicre
canlihgini ve proliferasyonunu 6lgmekte yaygin olarak kullaniimaktadir.

MTT deneyinin sonuclari; arastirmamizda kullandigimiz her 3 maddenin de
zamana ve konsantrasyona bagimli olarak hicreler Gzerinde sitotoksik etki
olusturdugunu gdostermektedir. Nano boyutlu tozlarla 4 saat muamele sonucunda
elde edilen MTT sonuglarindan her 3 maddede de toksik etkinin ylksek
konsantrasyonlarda birbirine yakin oldugu ve hucre canliligini % 20 oraninda
azalttigl gorilmektedir. 24 saatlik uygulama sonucunda ise 100 nm ZnO ile 7 um
cubuk ZnO toksik etkisinin birbirine yakin oldugu ve 2-7 um plaka ZnO’larin
toksik etkisinin diger 2 maddeye gore daha fazla oldugu gorilmektedir.

Nano boyutlu ZnO ile mikron boyutlu ZnO’lar1 Kkarsilastirdigimizda 10-20
nm tanelerinden olusan mikron boyutlu plakalarin nano boyutlu plakaya ve
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mikron boyutlu c¢ubuksu plakaya gore daha toksik oldugu gorulmektedir.
Literatirde, ayni  kimyasal icerikteki ~mikron boyutlu partikullerin
nanomateryallere gore daha az toksik oldugu belirtilirken ( Karlsson ve ark,
2009), bazi caligmalarda ise mikron boyutlu partikillerin daha toksik oldugu
rapor edilmistir ( Warheit ve ark. 2006). Ayni kimyasal igerikteki nanopartikiller
mikron boyutlu partikillere gore daha toksiktir diye genelleme yapilmayacagi
Karlsson ve ark. (2009) tarafindan belirtilmistir.

Kullandigimiz nanotozlarin toksik etkisinin degerlendirilmesinde yuzey
alaninin da toksik etkiye neden olabilecegi dustntlmustir. 2-8 pm nanoplakalarin
yuzey alani 23 m?/gr, 100 nm ZnO’nun ylzey alani 15.84 m?/gr ve 7 um cubuk
ZnO’nun yuzey alani 6.5 m?/gr dir. 2-8 um nanoplakalarin toksik etkisinin daha
fazla olmasinin materyalin digerlerine nazaran daha fazla ylizey alanina sahip
olmasindan kaynaklanabilecegi dustinulebilir.

Notral Red (Notral kirmizist) testi hiicre canliligini 6lgmek igin kullanilan
diger bir yontemdir. Primer hepatositlerin ve diger hicrelerin kiltiriinde
sitotoksisitenin bir indikatort olarak kullanilmaktadir ( Kroll ve ark. 2009; Fotakis
ve Timbrell 2005). Notral kirmizisi zayif bir katyonik boyadir. Hicre
membranindan dogrudan gecerek difiize olur ve lizozomda birikir. Hucre
canlthginin kaybolmasi lizozomal mebranin batinligini etkiler ve boyanin
lizozom igine alinmasiyla hucre canlihgi dlgtlur (Monteiro-Riviere ve ark. 2009).
Canli hucreler, hiicrelerin lizozom igindeki konsantrasyonunu belirleyen nétral
red boyasini iglerine alirlar. Sonug olarak NR olcimi lizozomal aktiviteye
dayanan bir huicre canlihigi belirleme yontemidir (Monteiro-Riviere ve ark. 2009;
Kroll, 2009).

NRU deneyinin sonuclari; kullanilan her 3 maddenin de zamana ve
konsantrasyona bagimli olarak hicreler Uzerinde sitotoksik etki yaptigini
gostermektedir. Nanoboyutlu partikillerle 4 saat muamele sonucunda elde edilen
NRU sonuclarindan 100 nm ZnO ile 7 pm c¢ubuk ZnO toksik etkisinin birbirine
yakin  oldugu gorulmektedir. 2-7 um plaka ZnO’larin  en yiksek
konsantrasyondaki toksik etkisi hiicre sayisini % 50 oraninda azaltmaktadir. 24

saatlik uygulama sonucunda ise 100 nm ZnO ile 7 pm ¢ubuk ZnO toksik etkisinin
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birbirine yakin oldugu ve 2-7 um plaka ZnO’larin toksik etkisinin diger 2
maddeye gore daha fazla oldugu gortlmektedir.

Yapmis oldugumuz toksisite deneylerinin  sonuglarinda farklihklar
gorulmektedir. 4 saatlik uygulamalarda sonuclar birbirine yakin kabul edilebilir.
Fakat 24 saatlik uygulamada elde edilen sonuclar lizozomun mitokondriye gore
bu maddelere daha dayaniksiz oldugu gosterilmektedir. Buradan da anlayacagimiz
uzere farkl sitotoksisite testlerinden elde edilen bilgiler farkh olabilmektedir
( Clemedson ve Ekwall, 1999; Scheers ve ark.2001 ). Farkli sitotoksisite belirleme
testlerinin, kullanilan test ajanina ve sitotoksisite testine bagimli olarak farkl
sonuclara neden oldugu daha 6nce rapor edilmistir ( Weyermann ve ark.2005 ).
Sharma ve arkadaslart 2009 yilinda ZnO nanopartikillerinin toksik etkisini
belirlemek icin MTT ve NR testlerini yapmiglar ve elde ettikleri MTT ve NR
sonuclarinin farkli oldugunu bildirmiglerdir.

In vivo calismalarin sonuglarina gore normal boyuttaki partikiiller ile
kiyaslandiginda TiO, ve ZnO nanopartikulleri de muhtemelen zararh etkilere
neden olabilir ( Oberdorster, 2005 ). Dunford ve arkadaslarinin Komet ( Tek hticre
jel elektroforezi) deneyini kullanarak yapmis olduklari arastirmada TiO, ve ZnO
nanopartikillerinin kiltire edilen insan fibroblast hiicreleri Gzerinde oksidatif
hasari katalizledigi rapor etmislerdir ( Dunford ve ark.1997).

Sharma ve arkadaslarinin 2009 yilinda yapmis olduklari ¢alismada ZnO
nanopartikillerinin insan deri epitel hucreleri tizerinde artan konsantrasyona ve
maruz birakilma slresine gore sitotoksik ve genotoksik etki yaptigl
gosterilmistir. Burada hucrelere uygulanan ZnO boyutu 50-70 nm arasindadir.
Bu ¢alismada 3, 6, 24, 48 saat olarak 4 farkli muamele suresi uygulanmistir.
Biz calismamizda kullandigimiz 4 ve 24 saatlik muamele ettigimiz 100 nm
boyutlu ZnO ile elde edilen sonucglarla kiyaslayacak olursak, bizim
uyguladigimiz en yiiksek konsantrasyon 200 pg/ml iken calismada uygulanan
en yuksek konsantrasyon 20 pg/ml’dir. Ve 24 saatlik muamele sirecinde
olusan hiicre canlhihigindaki azalma % 90 larda iken bizim calismamizdaki
hicre canlihgindaki azalma ayni konsantrasyonda % 40 oranindadir ve toksik
etkisi bizim elde ettigimiz sonuglara gore daha fazladir. Bu ¢alismada yapilan
NR sonuglari ile bizim NR sonuclarimiz farkliliklar gostermektedir. Calismada



yaptlan NR sonucuna gore toksik etkinin bizim sonuglarimizdan daha az
oldugu gorilmektedir. Sonuclarin farkli ¢ikmasi kullanilan farkl hucre
tipinden kaynaklanabilmektedir.

Diger bir calismada, ZnO ve TiO, nanopartikillerinin 4 ve 24 saat
uygulandigi insan deri fibroblast hiicrelerine MTT sitotoksite testi uygulanmis
ve ZnO nanopartikillerinin sitotoksik etkisinin TiO,’den daha fazla oldugu
gosterilmistir ( Dechsakulthorn ve ark.2007). Burada uygulanan ZnO
nanopartikil boyutu 50-70 nm arasindadir. Bizim uyguladigimiz 100 nm
ZnO’dan elde ettigimiz sonuclarda toksik etki bu yapilan ¢alismaya gore daha
az olarak gorulmektedir. Nanopartikillerin toksik etki mekanizmasi hakkinda
daha kesin olan bir bilgi yoktur. Literatiirde yapilan ¢alismalarda genel olarak
boyutun hucre Uzerindeki etkisi arastirtlmigtir ( Sharma ve ark. 2009;
Dechsakulthorn ve ark. 2007). Bu calismada farkl boyut ve sekle sahip ZnO
nanopartikillerin htcreler (zerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen
sonuclar boyut ve seklin toksisite Uzerinde farkl etkilerinin olabilecegini
gostermektedir.

Bazi ¢alismalarda ZnO ve TiO, nanopartikillerinin farkh konsantrasyon
ve zamana ek olarak UV varliginda ve yoklugunda sitotoksik ve genotoksik
etkileri arastirilmis, UV varhiginda genotoksik ve sitotoksik etkinin daha da
arttig1 sonucu rapor edilmistir ( Uchino ve ark.2002)

Yapilan bir baska calisgmada 20, 30 ve 40 nm boyutlarindaki ZnO
nanopartikilleri hicre canliligl tizerinde konsantrasyon artisina bagimli olarak
azalmaya neden oldugu gosterilmistir ( Yuan ve ark. 2010).

Nano ( 70 nm) ve mikron ( 420nm) boyutlu ZnO partikillerle maruz
birakilan A549 kanserli hiicreler izerinde zamana ve konsantrasyona bagimli
olarak sitotoksisitenin arttigi gozlenmistir ( Lin ve ark.2009 ). Bizim
calismamizda kullandigimiz  nanoboyutlu materyallerle Kkarsilastirdigimiz
zaman Lin ve arkadaslarinin kullandiklari nanoboyutlu partikillerin toksik
etkisinin daha fazla oldugu gorulmektedir.

Hicre iskeleti, dinamik wve duyarhh bir sistemdir. Madde ile
indiklendikten sonra hiicrede meydana gelen degisikliklerin incelenmesinde
degerli bir morfolojik parametre olarak gosterilmektedir ( Kohler ve ark. 1994).
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Hucre iskeletinin yeniden duizenlenmesi esnasinda ve hiicrenin tamaminda bazi
kabarciklar meydana gelmektedir. Hicre disindaki bu kabarciklanmaya
mikrotubullerin dagihsi ve aktin filamentlerinin yeniden diizenlenmesi eslik
etmektedir (Uzdensky ve ark. 2004).

Aktin hucre iskeleti yiksek derecede dinamik ve hicresel istege gore
polimerize ve depolimerize olan bir yapiya sahiptir. Diz olmayan kas
hicrelerinde 6zgln globiler B-aktin ve gama aktin alt Uniteleri alternatif olarak
F-aktin olarak bilinen cift zincirli filamentli bir yapiyr olusturmak igin
polimerize olurlar. Aktin bagimli hucre iskeleti yapisi icin temel yapi olan F-
aktinin olusumu igin aktin polimerizasyonu gereklidir ( Prasain ve Stevens,
2009).

Aktin, kalin ve esnek lifli olan aktin filamentlerini olusturmak igin
polimerize olur. ATP’nin hidrolizi ile G-aktin F-aktini olusturabilmek igin
uygun sartlar altinda hizlica polimerize olmaktadir (Jiang ve ark. 2009). Aktin
polimerizasyonu hiicre siklusunun G1 ve G2/M fazlarinda olmaktadir ( Lu ve
ark. 2004). Aktin polimerizasyonunda F/G aktin oranlari (F-aktindeki artis
veya G-aktindeki azalig) hicresel farklilasmaya isarettir ( Lu ve ark. 2004).
Aktin 42-kDa agirliginda bir proteindir, polimerize olarak aktin filamentlerini
meydana getirmektedir. Aktin hicre iskeleti, hucresel buttnligl ve hicre
seklinin saglanmasinda ¢cok dnemlidir (Banan ve ark. 2000).

Aktin  dinamiklerinin  ¢alisilmasi icin  farkli floresan teknikler
gelistirilmistir. In vitro ve in vivo ortamlarda aktin iskeletinde meydana gelen
degisikliklerin canli izlenmesi icin floresan spektrofotometresi ve mikroskopisi
kullaniimaktadir. Bu iglem, aktin molekillerine kovalent olarak baglanan prenil
ve rhodamine gibi floresan gruplar ile ya da yesil floresan proteini ile aktin
filamentinin Dbirlesmesi ile yapiimaktadir. Bu peptidler filament aktine
baglanirlar, G-aktine baglanmazlar. Bu turevler, F-aktinin teshisinde
kullaniimaktadirlar.

Phalloidin, Amonita phalloides isimli zehirli bir mantar tiriinden elde
edilen dnemli bir komponenttir (Lengsfeld ve ark. 1974). Hucre iskeletindeki

zararlari gorebilmek amaciyla FITC (floresan izosiyonat)- Phalloidin boyamasi
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yapilarak F-aktin iskeletine bakilmaktadir (Gunaratnam ve Grant 2004, Wulf
ve ark. 1979).

Yaptigimiz deneylerde V79 379A hicreleri kullaniimis ve bu hiicrelere
100 nm ZnO, 7 pm ¢ubuk ZnO ve 2-7 um plaka ZnO nanopartikullerin degisik
konsantrasyonlari ygulanmistir. Bitln eklenen test maddelerinin uygulandigi
hicreler phalloidin (FITC) ile boyanarak, hiicrelerin aktin iskeleti incelenmis
ve konsantrasyonlar arttikga aktin filamentlerinde bozulmalar oldugu
gorilmuistar.

Yaptigimiz deneyler sonucunda MTT hucre canhiligi testinin sonuglari ile
hicre iskeleti boyama sonuglari arasinda bir benzerlik oldugu gorulmisdur.
MTT deki konsantrasyona ve zamana bagimli hiicre sayisi azalisinin ayni
sekilde htcre iskeleti preparatlarinda da F-aktin fibrillerinin azalmasi seklinde
gorilmastir. Mitokondri ile F-aktin hicre iskeleti arasindaki etkilesimlerin
hicre 6limdina tetikledigi Istvan ve ark ( 2006) tarafindan rapor edilmistir.

Mitokondri, aerobik enerji mobilizasyonu, 06nemli metabolitlerin
biyosentezi, kalsiyum diizenleyicisi, yagslanma ve apoptosis gibi olaylari iceren
onemli olaylara katkida bulunan bir organeldir. Mitokondri hiicrede fagositize
olan partiktllerin en 6nemli hedefi olup ROS dretiminin en 6nemli kaynagidir.
Mitokondrinin hasar gérmesi ROS (retiminin artmasina, mitokondriyal
membran potansiyelinin azalmasina ve sonug olarak da apoptozise neden olur
( Karlsson ve ark. 2009). Mitokondri ve aktin hicre iskeleti arasindaki
etkilesimler sadece hiicre icindeki mitokondri pozisyonu ve transportunda degil
mitokondriye bagiml apoptotik olaylar icin de 6nemlidir. Mitokondri aktin
mikrofilamentlerini lokal transportta yardimci sistem olarak kullanabilir.
Mitokondri ve aktin hicre iskeleti arasindaki etkilesimler, hiicre bolinmesi
esnasinda mitokondriyal hareket wve mitokondrinin yerlesimi, hicre
polaritesinin kurulmasini ve normal hiicre fonksiyonlarini anlamamizda temel
katkilar saglar. Aktin hicre iskeleti bu olaylarda iki Gnemli role sahiptir.

- Organellerin hicre ici hareketleri igin gereklidir.

- Hucre korteksindeki organellerin immobilizasyonu igin gereklidir.
('Istvan ve ark. 2006).
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Mitokondrinin oksidatif stresin 6nemli kaynagl olmasindan dolayi
olusacak toksik etkiden dolayl apoptozise neden olmasi aktin iskeleti ile
mitokondri arasindaki etkilesimlerin birbirine yogun olarak bagimli oldugunu
gostermektedir.

Nanomateryaller Uzerindeki toksikolojik bilginin yeterli olmamasi,
nanomateryallere maruz kalindiginda olusabilecek riskin degerlendirilmesini
zor hale getirmektedir ( Hu ve ark. 2009). Nanomateryallerin toksik etki
olusturma mekanizmalari daha tam olarak belirlenememistir. Elde ettigimiz
deney sonuclari ve literatlr bilgilerine dayanarak olasi toksik etki
mekanizmalari distnuldugunde, en 6nemli toksik etki mekanizmalarindan
birisi oksidatif stres olusumudur ( Karlsson ve ark. 2009). Nanopartikillerin
hicre igine alinmasinin diflizyon, endositoz ve reseptdr bagiml endositoz gibi
cesitli yollarla olabilecegi belirtilmektedir ( Chitrani ve ark. 2009). Reseptor
bagimli endositoz ile alinan materyaller endozom iginde yerlesirler ve daha
sonra lizozomla birleserek lizozom iginde depolanirlar ( Chitrani ve ark. 2009).
Iste burada, alinan materyallerin diisiik konsantrasyonlarinin etkili olmamasi
sebebiyle ekzositoz yoluyla materyallerin disar1 verilmesi veya yuksek
konsantrasyonlardaki toksisiteden dolay! lizozomal membran potansiyelinin
zayiflamasi ve bunun sonucunda da lizozom igindeki litik enzimlerin hucre
icine dagilarak htcreyi 6lime strikleyebilecegi dustinulebilir.

Diger bir mekanizma olarak nanopartiktllerin cesitli yollarla igeri
alinmasi ve sonucunda ROS’un ( Reaktif oksijen turleri) olusmasi ve buna
bagli olarak oksidatif stres olusumu ayrica OH serbest radikallerinin olusumu
gorulmektedir. Oksidatif stres olusumu DNA hasarina ve mitokondiye bagimli
olarak apotosiz olusumuna neden olabilmektedir. OH serbest radikalleri de
membran hasarina neden olmaktadir. DNA hasari, apoptozis ve membran
hasari da htcre 6limune neden olabilmektedir.

Sonug olarak, nanopartikillerin cok yogun olarak kullanilmaya baslamasi
ve insan yasamina zarar verme olasihgl olmasindan dolay: toksikolojisinin
arastirtimasi  giderek 6nem kazanmaktadir. Nanomateryallerin  sagliga
etkisininin degerlendirilmesinde cok kisa surede hizh, yeterli ve etkili test

stratejilerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Fakat yapilan calismalar hala
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nanomateryallerin insan sagligi

kalmaktadir ve gelisime aciktir.

Uzerindeki

etkisini

belirlemede yetersiz
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