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OZET

Fe203 nanopartikiilleri-NP ve mikropartikiilleri-MP, teshis, hipertermi, gen tasinmasi ve
manyetik rezonans gibi tibbi alanlarda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bunlardan,
kozmetik, tekstil, gida, tarim ve savunma sistemlerinde de yararlanilmaktadir. Yaygin
kullanimlar1 nedeniyle, insanlarin bu partikiillere maruziyeti ve insan sagligi tizerindeki
etkileri de artis gostermektedir. Fakat bu partikiillerin sitotoksik ve 6zellikle genotoksik
etkileri konusundaki bilgiler hem yetersiz ve hem de tartismalidir. Dolayisiyla, bu
arastirmanin amaci, ilgili partikiillerin insan meme kanseri (MCF-7) hiicre hattinda ve
periferal lenfositlerdeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini, sirasiyla, 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir (MTT), komet, kromozomal anormallik (KA), kardes
kromatit degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile ilk kez incelemek ve
karsilastirmaktir.  MTT testinde hiicre canliligi frekansinda anlamli bir degisim
gozlenmezken, lenfositlerde, hem 24 hem de 48 saatte, mitotik indekste, 6zellikle NP
uygulamalari ag¢isindan anlaml diisiisler gézlenmistir. Komet testinde, biitiin Fe2O3 NP’leri
ve MP’leri, ti¢ saatlik uygulamada, kuyruk uzunlugunu anlamh diizeyde artirmistir. Bazi
konsantrasyonlar kuyruk yogunlugunu da anlamli sekilde artirmistir. Fe2O3 NP’lerinin biitlin
konsantrasyonlar1 (250 pg/mL harig), 48 saatte, anormal hiicre frekansin1 ve KA/Hiicre
oranini da anlamli diizeyde ylkseltmistir. KKD testinde, biitiin konsantrasyonlar ve
uygulama stireleri (48 saat, 500 pug/mL hari¢), KKD/Hiicre oranini anlamli diizeyde
artirmigtir. MN testinde, NP ve MP’lerin sadece 250 pg/mL’lik dozunda MN frekansinda
anlamli artig gézlenirken, niikkleer tomurcuklarin frekansi, MP uygulamasinda, 125, 250, ve
500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda anlamli artig gostermistir. Bu sonuglar hem NP hem de
MP’lerin insan hiicrelerinde sitotoksik ve genotoksik olabilecegini géstermektedir. Bununla
beraber, Fe-Oz partikiillerinin sitotoksik etkisi i¢in diger insan hiicre hatlarinda, primer
hiicrelerde ve genotoksik etkisi i¢in de diger in vitro ve 6zellikle in vivo testler ile daha
detayl1 aragtirmalar yapilmasi gerekmektedir.
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ABSTRACT

Fe2O3 nanoparticles-NPs and microparticles-MPs are widely used in medical treatments
such as diagnosis, hyperthermia, gene delivery, and magnetic resonance imaging. They are
also used in cosmetics, textile, food, agriculture and defense systems. Due to extensive use,
exposing of human to these particles and their potential threat to human health is getting
increasing. However, there is inadequate and controversial knowledge on the toxic especially
genotoxic effects of these particles. Therefore, the present study aimed to investigate and
compare cytotoxic and genotoxic effects of these particles on human breast cancer cell line
(MCF-7) and human peripheral lymphocytes (HPLSs) using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), comet, chromosomal aberration (CA), sister chromatid
exchange (SCE) and micronucleus (MN) tests, respectively, for the first time. The results
have revealed that while there was no significant variation in the frequency of cell viability
in MMT assay, there was a significant reduction in mitotic index in lymphocytes following
24h and 48h of NP treatment. In comet assay, all the concentrations of Fe,O3 NPs and MPs
significantly increased comet tail lengths at 3h treatment. Some concentrations also
significantly increased comet tail moment. Fe.Oz NPs significantly increased the frequency
of aberrant cells and CAs/Cell at all the concentrations (except 250 pg/mL) at 48h. In SCE
assay, all the concentrations and treatment periods of both particles (except 500 pg/mL, at
48 h treatment) increased SCEs/Cell. In MN test, while only 250 pg/mL concentration of
both NPs and MPs significantly elevated MN frequency, the frequency of nuclear buds has
significantly increased at 125, 25, and 500 pg/mL in lymphocytes treated with MPs. These
results have indicated that both NPs and MPs may induce cytotoxic and genotoxic effect in
lymphocytes. However, more experiment should be conducted on the cytotoxic effect of
these particles using other human cell lines and primer cells. Besides, more studies should
be carried out using in vivo genotoxicity assays.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cm? Santimetre kare

Hz Hertz

m Metre

mA Mili amper

mL Mili litre

mM Mili molar

nm Nano molar

°C Santigrat

pH Hidrojen kuvveti

ng Mikro gram

pL Mikro litre

M Mikro molar

pm Mikro metre

Kisaltmalar Aciklamalar

BrdU Bromodeoksiiiridin
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimetil siilfoksit

EDTA Etilendiamintetraasetik asit
EFSA Avrupa Gida ve Ila¢ Ajansi
EtBr Etidyum bromiir

Fe Demir

Fe20s Demir (I11) oksit

FBS Fetal bovine serum

H20:2 Hidrojen peroksit
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Kisaltmalar Aciklamalar

HeLa Insan rahim agz1 kanseri hiicre hatt1
KA Kromozom anormallikleri

KCI Potasyum kloriir

KKD Kardes kromatit degisimi

MCF-7 Insan meme kanseri hiicre hatti

Mi Mitotik indeks

MN Mikroniikleus

MP Mikropartikiil

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir
MMC Mitomisin-C

NacCl Sodyum klortir

NaOH Sodyum hidroksit

NBi Niikleer boliinme indeksi

NK Negatif kontrol

NKP Niikleoplazmik koprii

NM Nanomateryal

NT Nanoteknoloji

NTM Niikleer tomurcuk

NP Nanoparikiil

OECD Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilat:
Ri Replikasyon indeksi

ROT Reaktif oksijen tiirleri

SH Standart hata

TEM Gecirimli elektron mikroskopisi
USEPA Amerikan Cevre Koruma Ajansi

US-FDA Amerikan Gida ve Ilag Ajansi



1. GIRIS

Nanoteknoloji (NT) ve bu teknolojinin omurgasint olusturan nanomateryaller (NM),
insanlarin glinlilk hayatinda ve cevresel alanlarda onemli bir bilesen haline gelmistir.
Glinlimiizde ticari olarak iiretilen binlerce NT {iriinii mevcuttur. Ebatlar1 1-100 nm arasinda
degisen nanopartikiiller (NP) ve NP’lerden olugan NM’ler, gliniimiizde bir¢ok ev esyasinda,
tibbi uygulamalarda, farmasoétiklerde, insaat malzemelerinde, gida ve kozmetikte, tekstil ve
boya iiretiminde, enerji doniisiimiinde ve depolanmasinda, endiistriyel ve askeri alanlarda,

oyuncaklarda ve spor malzemeleri gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cok kiiciik yapilar1 nedeniyle NP’ler, hacimlerine oranla ¢ok biiylik yiizey alanina sahiptir.
Bu durumda, mikron boyutlu alternatiflerine kiyasla, NP’lerin, kimyasal, yapisal, katalitik,
coziiniirlik, mekanik, manyetik, optik ve biyolojik acidan oldukg¢a farkli ve avantajl
ozellikler kazanmasini saglamaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle, demir (III) oksit (Fe203)
NP’leri ve mikropartikiilleri (MP), basta kanser olmak iizere birgok hastaligin teshisinde,
tedavisinde ve takibinde, doku miihendisliginde, gida sektoriinde, tarimda, atik sularin geri
kazanilmasinda, manyetik rezonans goriintiilemede, kozmetik ve kisisel bakim iirlinlerinde,

elektronik, tekstil ve askeri alanlarda ¢okga kullanilmaktadir.

Demir (Fe) en 6nemli gecis metallerinden biri olup, canli organizmalarda biyolojik stireglere
dahil olabilmekte ve insan viicudunda metabolik olaylara katilabilmektedir. Fe elementinin
dogal siireglerde yer almasindan da yola ¢ikarak, Fe,Os NP’leri, sergiledikleri manyetik
ozellikleri ve iiretim kolaylig1 gibi nedenlerden dolayi, biyolojik sistemlerde en ¢ok tercih
edilen metal oksit NP’lerinden biridir. Ustiin 6zellikleri nedeniyle insan sagliginda 6zellikle
ildg salmimi, kanser teshisi ve tedavisi, manyetik hipertermi, gen tasinmasi,
biyogoriintillemede kontrast artirimi1 ve doku onarmmi gibi gesitli biyomedikal alanlarda
bliylik avantajlar saglayan Fe»Osz NP’lerinin toksisitesi ve 0&zellikle genotoksisitesi
konusunda, son yillarda, bazi bilim insanlarinda endiseler olusmaya baslamistir. Bu nedenle
yapilan bir kisim arastirmalarda, bu partikiillerin toksik etkisinin olmadig1 belirtilir iken,
diger arastirmalarda partikiillerin biyolojik bariyerlerden kolayca gecerek beyine, karaciger,
bobrek vb. farkli organlara ve hiicrelere ulasabildigi bildirilmektedir. Hatta mitokondri ve
cekirdek ile etkileserek hiicre metabolizmasinda bozulmalara, mitokondride hasara, DNA ve

kromozomlarda mutasyonlara, kiriklara ve yeniden diizenlenmelere sebep olabildigi rapor



edilmistir. Ancak, yine de bu NP’lerin genotoksisitesi ile ilgili ¢aligmalar, bu alandaki
teknolojik caligsmalarin gerisinde kalmaktadir. En Onemlisi de mevcut calismalarin

sonuglariin birbirleriyle ¢elisir durumda ve tartismali olmalaridir.

Genotoksisite, fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlarin genetik materyalde dogrudan veya
dolayli olarak hasar meydana getirme giicii olarak tanimlanmaktadir. Bu hasarlar,
hiicrelerdeki tamir mekanizmalar1 tarafindan onarilmaya calisilsa da bazen yanlis
onarilabildigi gibi, bazen de hi¢ onarilamamaktadir. Kalic1 hasarlar yeni hiicrelere veya yeni
nesillere aktarilabilmekte ve zamanla ¢esitli metabolik ve norolojik bozukluklara ve hatta
cesitli kanserlere yol agabilecekleri gibi, yeni nesillere de aktarilarak, bu nesillerde genetik

anormalliklerin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir.

Bir yandan Fe;Os NP’lerinin kullanimi ve insanlarin maruziyet diizeyinin giderek artis
gostermesi, diger yandan bu partikiillerin, MP’lere kiyasla sitotoksik ve genotoksik
risklerinin olabilecegine yonelik bulgularin olmasi ve ayrica bu verilerin ¢eliskili olmasi
nedeniyle, Fe2Os NP’lerinin hiicresel seviyedeki toksik etkilerini belirlemek amaciyla daha
ayrintili arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Biitiin bu sebeplerden dolayi, bu tez
caligmasinda, Fe20O3 NP’lerinin ve MP’lerinin insan meme kanseri (MCF-7) hiicre hattinda
sitotoksik etkisinin ve insan lenfositlerinde in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
karsilastirmali sekilde incelenmesi hedeflenmistir. Bu hedefe ulasmak amaciyla, MCF-7
hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir (MTT) testi ve insan
lenfositlerinde komet, kromozom anormalligi (KA), kardes kromatit degisimi (KKD) ve
mikrontiikleus (MN) testleri uygulanmistir. Bu ¢aligma, ayni tip partikiiliin nano- ve mikro-
boyutlarinin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin, iki farkli hiicre tipinde bes farkli test

kullanilarak ilk kez incelenmesi ve karsilastirilmasi ag¢isindan bir ilk olma 6zelligine sahiptir.

Bu aragtirma sayesinde, ¢evremizde yaygin sekilde kullanilan ve canlilarin hemen her alanda
maruz kalabildigi Fe;O3’lin NP’lerinin ve MP’lerinin ¢esitli konsantrasyonlarinin ve
uygulama siirelerinin genetik agidan herhangi bir risk olusturup olusturmadigi ve fiziko-
kimyasal Ozellikleriyle toksik etkileri arasinda bir iliski olup olmadig1 da tartisilmistir.
NT’nin ve bu teknolojide kullanilan Fe;O3 partikiillerinin en az zararla, en giivenli sekilde
kullanimi birgok sektdr agisindan biiylik onem tagimaktadir. Elde edilen veriler, basta insan
olmak tizere, dogada bulunan biitiin canlilarin saglig1 ve ¢evrenin korunmasi agisindan da

biiyiik 6nem arz etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, temel fizik/kimya alanlarindaki gelismelerle birlikte ilerleyen, maddenin
yeniden yapilandirilmasini atomik ve molekiiler seviyede gergeklestiren bir alandir [1-4].
Bagka bir ifadeyle nanoteknoloji, 0,1 ile 100 nm arasindaki ¢ok kii¢iik ve hassas iiretim,
miihendislik, bilim ve teknoloji arastirmalarinin tamamini1 kapsayan bir alandir [5-6]. Bu
teknolojiyle elde edilen materyal ya da yapilar, mikron ebatli yapilarina kiyasla birgok
olagan fstii islevler kazanmaktadir (Sekil 1.1). Partikiiller nano boyuta ulastik¢a,
yiizey:hacim oranlar1 da gittikge artis gostermekte, yiizeydeki atom oranlar i¢ kisimlarina
kiyasla artmakta, bu da yeni 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Nano boyutta
yergekimi yerine elektrostatik kuvvetler ve kuantum etkileri devreye girmektedir [7-8].
Sonugta NP’ler fiziksel, kimyasal ve biyolojik a¢idan essiz fonksiyonellik, reaktivite, optik,
manyetik ve elektriksel Ozellikler kazanmaktadir. Bu 0Ozellikleri nedeniyle de tibbi
uygulamalardan ¢esitli miihendislik ve askeri uygulamalara, gida katkilarindan kozmetik,

tekstil, elektronik ve uzay endiistrisine, tarim ilaglarina ve sularin aritilmasina kadar pek ¢ok
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Sekil 1.1. Teknolojik iiriinlerin biyolojik materyallerle boyut bakimindan karsilastirilmasi

[9].



NT, gesitli NM’lerin sentezini ve gelistirilmesini de saglar. NM’ler, yapisal ve bilesimsel
ozelliklerine gore farkli siniflara ayrilabilir (Cizelge 1.1). Bu siniflandirmalar, NM’lerin
belirli uygulamalara yonelik 6zelliklerini belirlemede ve farkli alanlarda kullanimlarini
aciklamada 6nemli bir rol oynamaktadir. Boylece NP’lerin, 6zellikle partikiil boyutu, ylizey
alani, ylizey reaktivitesi, yiikii ve sekli gibi benzersiz ozellikleri tespit edilmekte ve

kullanilabilmektedir [10-11].

Cizelge 1.1. Morfoloji ve 6zellik bakimindan NM’lerin genis bir siniflandirmasi.

Nanomateryal Morfolojisi Ozelligi Yorum
Diskrit nano Partikiiller, ipikler Genl‘s ylizey alani Povtarlsnyel olarak
materyaller modifikasyonlari sagliga zararli
Nano boyutlu - . Ielggpetlestiglllcr, Yart iletken

. Ince filmler ve teller | elektriksel/termal .
cihazlar _ A fabrikasyon
ozellikler

Diskrit nano

Nano kristaller ya - 3 Mekanik ve yapisal materyallerden veya

da nano yapilar e mum D uygulamalar Nano boyutlu

yap Y9 cihazlardan da

yapilabilir

Nanopartikiiller, fiziksel, kimyasal ya da son yillarda biyolojik (yesil sentez) yollarla
sentezlenmektedir. Uretilen nano yapilarin belirli bir biiyiikliige ve &zel bir morfolojiye
sahip olmalar1 hedeflenmektedir. Klasik yontemlerle iiretilen NP’lerden kaynaklanan bazi
toksik etkilerin ylizeye yapisan bazi toksik kimyasallar ve sentez yoOntemleriyle
iliskilendirilmesi nedeniyle son yillarda kimyasal yontemlere alternatif olarak ¢evre dostu
ve biyolojik yontemlerde; mikroorganizmalar [12-15], enzimler [16], mantarlar [17-18],
bitkiler ve bitki 6zleri [15, 19-20] kullanilabilmektedir.

2.2. Nanopartikiil-Canh Etkilesimleri

Nanopartikiillerin sentezinde, kullaniminda, nakliyesinde veya imha etme asamalarinda,
canl1 organizmalarla ve sonucta dogayla dogrudan ya da dolayli etkilesimleri kaginilmazdir.
Kullanim alant her gegen giin genisleyen NP’lerin, 6zellikle saglik alaninda, gida katki
maddelerinde, kozmetikte, tekstilde ve remediasyonlarda yaygin kullanimi, basta insan
olmak {izere, bitkiler, hayvanlar ve hatta mikroorganizmalarin bu partikiillerle dogrudan

veya dolayli olarak etkilesimine sebep olmaktadir.



Yapilan bir¢ok arastirmada, miihendislik {irlinii olan partikiillerin, bina cephelerinden akan
suda, atik su aritma tesislerinin dibinde, nehirlerde, camurlarda ve toprakta tespit edildigi
bildirilmistir [21-24]. Ayrica, partikiillerin atiklarinin ve yan {irtinlerinin karasal veya sucul
ortamlara yayilmasiyla biitliin canlilar ve doga, istenmeden de olsa degisik sikliklarda ve

farkli diizeylerde etkilenmektedir [25-28].

Nanopartikiiller, canlilarin viicuduna temas yoluyla veya soluma yoluyla girerek hiicrelerin
igerisine, ¢ekirdege ve mitokondriye kadar ulasabilmektedir. Eger solunursa, sinir sistemine,
ozellikle koku duyusuyla iliskili epitel dokuya ulasmaktadir. NP’ler ayrica, akcigere,
karacigere, beyine, dalaga, kana, kemik iligine, kalbe ve lenf nodlarina da ulagabilmektedir.
Bu maruziyetler sonucu inflamasyon, oksidatif stres ve antioksidan sistemler
tetiklenebilmektedir [29-30]. Sadece NP’ler degil, MP’ler de endiistriyel ve tip alanlarinda
kullanildiklar1 gibi, ¢evresel remediasyonlarda oldukga fazla tercih edilmektedir [31-34].
Agir metalleri ortamdan uzaklagtirmak amaciyla kullanilan MP’lerin genotoksik riskleri de
beraberinde getirebileceklerine yonelik bulgular mevcuttur. Birden fazla gevresel faktoriin
varliginda, NP’lerin ve MP’lerin, fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkileri de 6nemli 6l¢iide
degisebilmektedir [35-36]. Bu degisiklikler, biyoyararlanimlarini (organizmalar veya
hiicreler  tarafindan  kullanilabilirliklerini) ve  toksisitelerini  bliylik  ol¢iide

etkileyebilmektedir [37].

Nanopartikiillerin biyolojik sistemlerde meydana getirdigi toksik etkilerin en Onemli
sebebinin, olusturduklart reaktif oksijen tiirlerinden (ROT) kaynaklandig: belirtilmektedir
[38-39]. Yiiksek ROT seviyesinin sonucunda hiicrede oksidatif streste artis
gerceklesmektedir. Artan oksidasyon diizeyleri, lipid peroksidasyonuna, hiicre ve ¢ekirdek
zarlarinda tahribata, deoksiriboniikleik asitte (DNA) oksidasyona ve sonrasinda DNA’da
kiriklara sebep olabildigi gibi, gen transkripsiyonunu engelleyerek, gen {iriinii olan
proteinleri okside ederek, sinyal yolaklarini engelleyerek bir¢ok hiicresel fonksiyonu da
bozabilmektedir. Oksidatif stresin daha da fazla artis gosterdigi durumlarda ise hiicrelerde

nekrotik ve apoptotik siireglerin ortaya ¢iktig1 gézlenmektedir [40-42].

Yapilan arastirmalar, partikiillerin iiretiminde kullanilan malzemeler kadar, bu partikiillerin
boyutlar1 ve ylizey modifikasyonlarmin da toksik etkilerinde 6nemli rol oynadigini
gostermektedir [43-44]. Ozellikle Al Faraj ve arkadaslarmin (2015) yiiriittiikleri

karsilastirmali ¢alismalarda oldugu gibi, partikiillerin fiziko-kimyasal karakteristiklerinin



genotoksisiteleri iizerinde 6nemli rol oynadigi belirlenmis oldugundan, kimyasal ya da dogal
olarak ftretilen NP’lerin/MP’lerin karakterizasyonlarmin da iyi bilinmesi gerekmektedir
[45]. Bu nedenle, NP’ler, kullanim alanlar1 ve amaglar1 dikkate alinarak farkli ebatlarda,
sekillerde, yiizey modifikasyonlarinda olacak sekilde iiretilebilmekte ve daha sonra
karakterizasyonlar1 yapilmaktadir. Sonugta, farkli 6zelliklere sahip olan bu partikiillerin hem

toksik etkileri hem de toksisite mekanizmalari farkliliklar gosterebilmektedir [46-48].

2.2.1. Nanopartikiillerin insan viicudundaki seyri

Nanopartikiiller insan viicuduna soluma, yutma veya deri yoluyla giris yapabilmektedir.
Viicuda girdikten sonra viicut sivisi, sekerler ve lipitler dahil olmak iizere ¢ok cesitli
biyomolekiillerle etkilesime gegebilmektedir [49-51]. Hiicreler biiyiik dl¢iide proteinlerden
ve diger makromolekiillerden olugsmaktadir. Proteinler hiicrede, hiicre seklinin ve igyapisinin
olugsmasi, gerekli iiriinlerin tiretilmesi, atiklarin atilmasi ve hasarlarin onarilmasi gibi birgok
hayati fonksiyondan sorumludur. Proteinler ayrica hiicre disindan sinyalleri almakta ve
hiicresel yanit1 harekete gecirmektedir. Bu nedenle, proteinlerin normal isleyisleri tiim hayati
hiicresel faaliyetler icin gereklidir. Dogru molekiiler konformasyon ve uygun ortam,
proteinlerin amaclandigi gibi ¢caligmasi i¢in ¢ok dnemlidir. Konformasyonel yapidaki kiigiik
degisiklikler bile proteinin islevini degistirebilmekte veya yok edebilmektedir. NP’ler, hiicre
sinyalizasyonuna miidahale edebilmekte [52-53] veya proteinlerle etkilesime
girebilmektedir [54-56]. Etkilesimler sonucu ortaya ¢ikan konformasyonel bozukluklar ciddi
hastaliklara yol agabilmektedir [57].

Genetik materyal olan DNA, NM’lerin potansiyel toksikolojik  risklerinin
degerlendirilmesinde ana molekiil olarak odak konusu olmustur. Bazi ¢alismalarin, NP’lerin
cekirdek zarindan gegebildiklerini ve DNA’ya ulasabildiklerini yayimlamalarindan sonra,
bu partikiillerin genotoksisiteleri dikkatli ve detayli bigimde arastirilmaya baglanmistir [58-
60]. Ancak ilgili calismalarda, hangi NP nin hangi parametresinin genotoksik agidan zararl
etki olusturdugu konusunda net ve genel bir sonuca ulasilamamistir. Ayrica, NM’lerden
kaynakli olast DNA hasarinin mekanizmasi1 tam olarak anlasilamamistir. Dogrudan
etkilesim ve/veya elektrokimyasal etkilesim disinda [61-62], ROT'un DNA hasarinda
onemli bir rol oynadigina inanilmaktadir. Bu aciklama, partikiillerin mutlaka ¢ekirdege
ulagmasi gerekmedigi, oksidatif stres yoluyla da genotoksisiteyi tetikleyebileceklerini ifade
etmektedir [63-65].



2.3. Genetik Toksikoloji/Genotoksikoloji

Toksikoloji, zehirlerin canli organizmalar lizerindeki dogasini, yan etkilerini, tespit ve tedavi
yontemlerini inceleyen; tip, eczacilik, kimya ve biyoloji alanlarin1 kapsayan bir bilim dalidir
[66-67]. Genotoksikoloji de toksikolojinin bir alt dali olup, normal biyolojik islevler
esnasinda ortaya ¢ikan iriinlerin veya eksojen fiziksel, kimyasal veya biyolojik etmenlerin
DNA molekiiliinde olusturdugu gen mutasyonlarini, kiriklari, eklentileri veya kromozom
anormalliklerini incelemektedir. DNA molekiiliinde mutasyonlara sebep olan ve mutajen
olarak adlandirilan ajanlar, etkilerini direkt gosterebildikleri gibi gen iiriinii olan proteinlere
baglanarak veya onlarin fonksiyonlarimi degistirerek/engelleyerek dolayli bicimde de

olusturabilmektedir [68].

Genetik materyaldeki veya hiicresel islevlerdeki hasarlar, hizli ve dogru bigimde onarilmaz
ise DNA dizisi ve diger hiicresel olaylar degismekte ve sonugta metabolik hastaliklara, doku
hasarina, infertiliteye, kansere ve hatta gelecek nesillere aktarilabilecek genetik hasarlara yol
agmaktadir [69-70]. Bu nedenle, son yillarda insan sagligi ve gelecegi agisindan 6nemli
bilgiler saglayan genetik toksikoloji alaninda yapilan arastirmalarda biiylik artislar

gozlenmektedir.

Genotoksisite, bir maddenin giivenlik degerlendirmesi siireci boyunca fazlasiyla ilgi
gerektiren, 6nemli bir toksikolojik son noktadir. Insanlarin veya diger canlilarin maruz
kaldigi/kalabilecegi bazi ajanlarin potansiyel tehlikelerinin tanimlanmasi i¢in bazi giincel in
vitro ve in vivo testler kullanilmaktadir. Genetik toksikoloji testleri, bazi fiziksel ve kimyasal
etmenlerin karsinojenik riskinin belirlenmesinde kullanilan ve bazi kurumlar tarafindan da
ozellikle zorunlu tutulan testlerdir. Ozellikle gelismis iilkelerde, insanlarin maruz kaldig1

ajanlarin kalitsal etkileri nemli bir kamuoyu sorunu olarak kabul edilmektedir [71-73].

In vivo yaklagimlarin avantajlari, gogunlukla inflamasyon [74-76] ve oksidatif stres [77-79]
yoluyla ortaya ¢ikan genotoksisite hakkinda bilgi saglayabilmeleridir [80]. In vitro testler
ise, basit, ucuz ve kolay uygulanabilen testlerdir. Bu testler, ticari olarak temin edilebilen ve
laboratuvarda ¢ogaltilabilen hiicre hatlarinin veya lenfositler gibi primer hiicrelerin
kullanilmasina imkan saglarken, deneylerde canli hayvanlarin  kullanilmasim
gerektirmeyerek, sonucta 3R kurali olarak da bilinen; Replacement (yerine koyma),

Reduction (azaltma) ve Refinement (iyilestirme) terimlerinin bas harflerini kapsayan,



ilkelerin birincisine de biiyiikk 6zen, 6nem ve sorumlulukla yaklagmaktadir. Replacement
ilkesi; “bilinci yerinde, canli omurgalilarin kullanildig1 yontemlerin yerine gecebilecek
hissiz materyallerin kullanilmas1” olarak tanimlanmistir [81-83]. Bu yaklasimlarin,
genotoksisiteyi biyolojik olarak farkli seviyelerde incelemek i¢in kendi 6zgiinliikleri vardir,
ancak uygulanacak her bir testin yine kendine dzgii sinirlamalar1 da mevcuttur. Ornegin,
bakterilerde uygulanan Ames ve kemirgenlerde uygulanan lenfoma analizleri veya HPRT
mutasyonlariin analizi mutajenitenin saptanmasini saglarken; komet, KA, KKD ve MN gibi

diger analizler genotoksisiteyi tespit etme 6zelligine sahiptirler [80, 84-85].

Solunum yoluyla viicuda alinan 100 nm’den kii¢iik partikiillerin, tahmin edilenden fazla
diizeyde pulmoner cevap olusturup olusturmadigr ilk kez 1990°da incelenmis ve
yayimlamistir [86-87]. Calismalarda, nanoboyuttaki titanyum dioksit (TiO2) ve aliiminyum
oksit (AlO3) partikiillerinin, biiylik olanlarina kiyasla sigan akcigerinde daha fazla
inflamatuar cevap olusturdugu belirtilmistir. Bu makalelerde, “partikiillere maruziyet
sonucunda olusan pulmoner cevabin bu partikiillerin primer ebatlariyla baglantisi” ve
“nanometre boyutundaki malzemelerin sira dis1 biyolojik aktivitelerinin olabilecegi” beyan
edilmistir. Daha sonra, 2004 yilinda, Donaldson ve arkadaslarinin, nanopartikiillerin sebep
oldugu hasarlar1 incelemek ve bu konudaki eksikligi kapatmak amaciyla toksikolojinin yeni
bir alt dali olmas1 gerektigini 6nermeleriyle birlikte “nanotoksikoloji” terimi kullanilmaya
baglanmistir. “Nanogenotoksikoloji” terimi ise, yeni nanoboyutlu partikiillerin iiretildigi
nanoteknoloji endiistrisindeki hizli geligsmelerle birlikte, tasarlanan ve tiretilen NM’lerin
DNA ve kromozomlardaki potansiyel risklerinin ve bu riskleri artiran faktorlerin
incelenmesi esnasinda dnerilmistir [88-91]. Ilgili terim ve bu terimi kapsayan arastirmalar,
son yillarda her gecen giin daha da fazla 6nem kazanmaya baslamigtir. Arastirmalar,
NP’lerin hem {iretiminde hem de uygulamalarinda kullanilacak konsantrasyon miktarlar
hakkinda daha fazla bilgi saglayacaktir. Cesitli hiicre ve canlilardaki olumlu veya olumsuz
etkileri konusunda detayli bilgilere erisildikce partikiillerin, 6ncelikle tip alaninda olmak
lizere, pek cok alandaki uygulamalar1 konusunda daha biiyiik farkindaliklar olusacak ve
gerekli goriildiigii takdirde tiretiminde ya da kullaniminda yeni diizenlemeler yapilarak daha

saglikli bicimde yararlanilmasi saglanacaktir.



2.4. Nanopartikiillerin Simiflandirmasi

Nanopartikiiller ~genel olarak organik, inorganik ve karbon esasli olarak
siiflandirilmaktadir. Dendrimer, misel, lipozom ve ferritin gibi partikiiller organik NP veya
dendrimer olarak gruplandirilmaktadir. Fulleren, grafen, karbon nanotiip, karbon nanofiber,
karbon karas1 ve aktif karbon, tamamen karbon esasli olan sinif igerisinde yer almaktadir.
Metal ve metal oksit esasli NP’ler inorganik NP sinifini olusturmaktadir. Altin (Au),
aliminyum (Al), bakir (Cu), ¢inko (Zn), Fe, giimiis (Ag), kadmium (Cd), kobalt (Co) ve
kursun (Pb) NP’leri metal grubu igerisinde yer alir iken; Al>O3, ¢inko oksit (ZnO), maghemit
(Fe203), manyetit (FezO4), seryum oksit (CeO2), silikon dioksit (SiO2) ve TiO2 NP’leri ise
metal oksit grubu igerisinde yer almaktadir [92-94].

2.5. Demir Oksit Nanopartikiillerinin Genotoksisitesi

Yapilan bir¢ok arastirmada, ¢ok ¢esitli ve farklh alanlarda yaygin olarak kullanilan Fe>O3
NP’lerinin ve MP’lerinin, insan ve diger canlilarda, hiicresel olaylarda ve genetik materyalde
toksik etkiler olusturabilecek, hatta ekosisteme zarar verebilecek potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir. NP’lerin ¢ok kii¢iik yapida olmasi1 nedeniyle, ¢ok biiyiik yiizey/hacim orani
kazanmast, bu partikiillerin manyetik, optik, katalitik ve mekanik 6zelliklerini degistirmekte
ve biyolojik sistemlerle etkilesimlerini de énemli diizeyde etkilemektedir. Ozellikle metal
oksit NP’lerinin, ROT olusturabildikleri ve bu tiirlerin miktarindaki artisa bagli olarak
programli hiicre 6limii i¢in gerekli sinyal mekanizmalarinin aktive edildigi bilinmektedir
[95-97]. ROT disiik diizeylerde oldugunda ise, yasam miicadelesi igin gerekli sinyal
mekanizmalarinin uyarildigi belirlenmistir. Diger yandan, NP kaynakli ROT un, énemli
transkripsiyon faktorlerini etkiledigi, ¢ekirdek DNA’sinda ve mitokondriyal DNA’da
mutasyonlar ve kiriklar olusturdugu, baz modifikasyonlar1 ve abazik bolgeler olusturarak
genom fonksiyonlarini engelleyip genomda diizensizlige sebep oldugu tespit edilmistir. Bu
durumlar ayn1 zamanda, histonlarin ve DNA’y1 modifiye eden enzimlerin fonksiyonunu
bozarak gen ifadelerini de etkilemektedir. Gergeklestirilen ¢alismalarda; ZnO, CuO, Fe30a,
TiO2, Ag ve SiO2 NP’lerine maruz birakilan hiicrelerde hiicre i¢i ROT seviyesinde ve DNA
hasarinda artisin yani sira apoptoz da gozlenmistir. NP’lere maruziyet sonucunda olusan
sitotoksisitenin/genotoksisitenin, konsantrasyona ve boyuta bagli olarak artan oksidatif
stresle yakindan iligkili olduguna [98] ek olarak, tespit edilen 6nemli bir antioksidan geninde

hasara sebebiyet vererek gen ifadesini de bozabildigi belirtilmistir [99]. Bir tarafta risk
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tasidigina dair kanitlar mevcut iken, diger yanda, bu partikiillerin sitotoksik ve genotoksik
etkileri olmadig1 yoniinde bulgular da mevcuttur. Gergeklestirilen in vivo ve in vitro
calismalarda; Fe3Os NP’leri yiiksek konsantrasyonlarda, uzun maruziyet siirelerinde
kullanilarak XTT [100] ve MTT [101] testleri uygulanmistir. Sonuglarda anlamli bir
degisiklik elde edilmemistir. Ek olarak, Fe;Oz NP ve bulk formlari, yine yiiksek
konsantrasyonlarda ve uzun maruziyet siirelerinden sonra gergeklestirilen komet, KA ve MN
testi sonuglarina gore, genetik hasarda anlamli bir artis gézlenmemistir [102]. Tim bu
bilgiler, NT alanindaki kullanimlar1 hizli bi¢imde artis gosteren Fe,O3 NP’lerin ve MP’lerin
genotoksik agidan riskler tasiyabilecegini, bu konuda hala cevaplanmamis sorular oldugunu
ve eldeki verilerin yetersiz, geliskili ve hem de bu teknolojideki ilerlemelerin oldukg¢a

gerisinde kaldigin1 gostermektedir [103-108].

2.6. Genotoksikolojide Kullanilan Testler

Kimyasal maddelerin genotoksik riskleri ¢esitli testlerle incelenmektedir. Bu testler,
insanlarin  kullanimina sunulacak/sunulmus olan kimyasallarin genotoksik risklerini
belirlemek amaciyla Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilat: (OECD), Amerikan Gida ve
Ilag Ajans1 (US-FDA), Amerikan Cevre Koruma Ajansi1 (USEPA) ve Avrupa Gida ve Ilag
Ajanst (EFSA) gibi gesitli diizenleyici kuruluslar tarafindan da onerilen ve uluslararasi
diizeyde kullanilan testlerdir. Bu testlerde gen mutasyonlari, kromozomal seviyedeki kiriklar
ve yeniden diizenlenmeler, biitlin bir kromozomun veya kromozomal par¢anin kayb:1 veya
kazanimlari gibi genetik degisimler tespit edilmektedir ki bu anormallikler insan saghgiyla
yakindan baglantili olan anormalliklerdir. Hiicre i¢in 6nemli genlerin niikleotit dizisinde,
ifade diizeyinde veya kromozom diizeyinde ortaya ¢ikan degisimler, oncelikle kanser olmak
lizere, gelisimsel anormalliklere, cesitli norodejeneratif ve kalitsal hastaliklara, prenatal
oliimlere, infertiliteye ve hatta dogumsal sorunlara sebep olmaktadir [109-110]. Bazen de
kimyasallarin kendileri veya metabolik {rlinleri hiicre i¢i proteinlerle etkilesime
girebilmektedir [111]. Boylece hiicre boliinmesi ve hiicre dongiisiinde rol oynayan énemli
gen triinlerinin fonksiyonlarinda bozulmalara sebep olmaktadir [112-113]. Biitiin bu
sebeplerden dolayi, bir kimyasalin genetik risk olusturup olusturmayacaginin belirlenmesi
bir yandan bireyin kendisi veya gelecek nesilleri igin diger yandan da dogadaki biitiin

canlilar ve hatta doganin kendisi i¢in de biiyiik nem tasimaktadir [114-116].
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Insanlarin dogrudan veya dolayli olarak temas ettikleri yeni kimyasal maddelerin potansiyel
sitotoksik ve genotoksik etkileri, ¢esitli in vitro ve in vivo toksisite testleriyle
degerlendirilmektedir. Bu testlerin kilavuzlart OECD tarafindan da yayimlanmis olup, ulusal
ve uluslararasi bir¢ok ¢alismada siklikla kullanilan testlerdir. OECD’nin sayfasinda yer alan
ilgili testler; “TG 489 In vivo Mammalian Alkaline Comet Assay” [117], “TG 473 In vitro
Mammalian Chromosomal Aberration Test” [118], “TG 479; Genetic Toxicology: In vitro
Sister Chromatid Exchange Assay in Mammalian Cells (bu kilavuz 2014’te kaldirilmis
olmasmma ragmen, halen wuluslararas1 kaynaklarda genotoksisite c¢aligmalarinda
kullanildigindan dolayi, bu ¢alismaya da dahil edilmistir)” [119] ve “TG 487 In Vitro
Mammalian Cell Micronucleus Test” [120] insan kullanimina sunulacak kimyasallarin test
edilmesi i¢in Onerilen testlerdir. Ayrica bu testler, EFSA [121] ve US-FDA [122] gibi ¢esitli

kuruluslar tarafindan 6nerilen ve uluslararas: diizeyde kabul goren testlerdir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada, Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin ilk kez iki farklr hiicre tipi (MCF-7 hiicre hatt1 ve periferal insan lenfositleri) ve
bes farkli test (MTT, komet, KA, KKD ve MN) kullanilarak olduk¢a detayli bigimde
arastiritlmasi planlanmistir.  Hicbir test tek basma, olusan hasarlar1 ve hasarlarin
mekanizmasini belirlemek i¢in yeterli olmadigindan, birbirlerini tamamlayan kisa siireli
farkli toksisite testleri bir arada kullanilmigtir [123]. Tiim bu testler kullanilarak, DNA’da
ve kromozomlarda ortaya ¢ikan anormalliklerin artisiyla, gesitli hastaliklar ve 6zellikle
kanser olusumu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmistir [124-126]. Bu nedenle,
insanlarin maruz kaldigir kimyasallarin klastojenik ve andjenik etkilerinin ve dolayisiyla
kanser olusturma risklerinin belirlenmesi, insan sagligi acisindan agisindan biiyiik 6nem

tagimaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda uygulanmasi hedeflenen tiim testler, canlilarin maruz kaldigi
elektromanyetik alanlar, UV 1sinlari, NP’ler, pestisitler, gida katki maddeleri, ilag etken
maddeleri gibi ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin canlilarda olusturabilecegi genotoksik
riskleri tespit etmede yaygin bi¢imde kullanilan, uluslararasi diizeyde kabul goren ve

uygulanan tekniklerdir [25, 67, 85, 127-132].
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2.6.1. MTT testi

MTT testi, son yillarda hiicre canliliginin/sitotoksisitenin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
yontemlerin basinda yer almaktadir. 1983’te Mosmann tarafindan gelistirilen [133] ve
sonrasinda farmasotik ve antikanser ilaglarin toksisitesini degerlendirmek amaciyla
kullanilan bu teknik, sitotoksisite testlerinin “altin standardi” olarak adlandirilmaktadir
[134]. MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir), sar1 renkli bir
formazan tuzu olup, pozitif yiki ve lipofilik yan gruplarindan dolay1 hiicre zarindan
gegebilen bir boyadir [135]. Testin prensibi, metabolik olarak aktif ve proliferasyon gegiren
hiicrelerdeki mitokondriyal siiksinat-dehidrogenaz enziminin, sari1 renkli ¢o6ziinebilir
nitelikte MTT boyasindaki tetrazolyum halkasini par¢alamasi sonucunda suda ¢éziinmeyen
mor renkli formazan kristallerine doniismesi olayina dayanmaktadir. Bu kristalleri ¢6zmek
icin izopropil alkol kullanilmakla birlikte, en yaygin kullanilan1 dimetil siilfoksit
(DMSO)’tir. Coztinme sonucunda olusan formazan miktari, kalorimetrik yontemlerle
olgtilmektedir [136]. Elde edilen deger, kiiltiirdeki canli hiicrelerin metabolik aktiviteleriyle
dogru orantilidir. Tetrazolyum halkasi sadece mitokondri tarafindan kirilabileceginden, renk
degisimi sadece canli hiicrelerde gerceklesmektedir. Hiicre canliligi ve dolayisiyla
mitokondriyal fonksiyon olmadiginda, hiicrelerin terazolyum tuzunu formazana
dontistiirebilme giicli de yok olmaktadir. Boylece sitotoksisite, kalorimetrik olarak tespit
edilmektedir. MTT, basit, hizli ve giivenilir bir test olup, ¢ok cesitli hiicre tiplerine
uygulanabilmektedir [135].

2.6.2. Komet testi

Komet testi, fiziksel etmenlerin ve/veya kimyasal maddelerin genotoksik potansiyellerinin
tespitinde 6zellikle son 10 yildir yaygin bicimde kullanilan bir tekniktir. Cesitli kaynaklarda
“tek hiicreli jel elektroforezi” veya “kuyruklu yildiz testi” olarak da isimlendirilmektedir
[137]. Test, DNA’da olusan tek ve ¢ift zincir kiriklarinin, oksitlenmis bazlarin, alkali hassas
bolgelerin ve onarilmamig hasarlarin gézlenmesini saglayan hassas, basit, az maliyetli,
giivenilir, hizli ve tek hiicre siispansiyonu haline getirilebilen her hiicre tipinde kullanilabilen
bir testtir. Cok diistik diizeydeki DNA hasarlarini hem boliinen hem de boliinmeyen, oldukca
az sayidaki hiicrede belirleyebilmesi de bu testin onemli avantajlari arasinda yer almaktadir.
Dogru hiicre se¢imi, detayli inceleme ve dogru istatistik sayesinde 6nemli sonuglar veren bir

tekniktir [138-139].
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Ik kez Rydberg ve Johnson tarafindan 1978 yilinda kullanilan bu test [140], daha sonra 1984
yilinda, Ostling ve Johanson (1984) tarafindan tek hiicre jel elektroforezi seklinde
gelistirilmistir [141]. Testin c¢alisma prensibi, hasar géren hiicrelerin agaroz tabakasi
arasinda kalacak sekilde lam iizerine yayilmasi, notral deterjan ve yiiksek tuz ortaminda liziz
uygulanmasi, aciga ¢ikan DNA’y1 gézlemlemek amaciyla notral kosullarda elektroforez ve
ndtralizasyonu takiben boyama islemine dayanmaktadir. Liziz basamaginda, hiicre zari,
cekirdek zari, hiicre igerigi ve histonlar ¢oziinmekte ve uzaklastirilmaktadir. Sonugta,
niikleoit olarak adlandirilan ¢iplak DNA ortaya ¢ikmaktadir. Hasar gormiis kisa, diistik
molekiil agirlikli ve negatif yiiklit DNA kiriklar, elektroforez sirasinda, biiyiikliiklerine gore
pozitif kutba dogru hareket etmektedir. Boylece, bir bas ve bir de kuyruk bdlgesinden olusan
ve sonucta kuyruklu yildiza benzeyen goriintiiler elde edilmektedir. Olusan kuyruk
uzunlugu, kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk momenti, DNA’da olusan hasarin diizeyiyle
baglantilidir [142]. Bu testin bir¢ok avantaji bulunmakla birlikte, tekrarlanabilirligin diisiik
olmas1 ve kullanilan boyanin ¢ogunlukla karsinojenik olmasi gibi baz1 dezavantajlar1 da
mevcuttur. Buna ragmen komet testi, tek basina uygulanabildigi gibi, 6zellikle mikroniikleus

testiyle birlikte genis bir kullanimi da mevcuttur [138, 143-145].

Komet testi, son yillarda pestisitlerin, NP’lerin, gida katkilarinin, mikotoksinlerin vb. daha
pek ¢ok kimyasal maddenin; insan lenfositlerindeki, gesitli hiicre hatlarindaki, farelerdeki,
ratlardaki ve g¢esitli bitki tiirlerindeki genotoksik risklerinin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir [146-148]. Ayrica, zaman igerisinde gelistirilen farkli modifikasyonlarla,
ozellikle kanser hastalarinda olmak {izere, c¢esitli klinik arastirmalarda ve c¢evresel
maruziyetin toksik etkilerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalarda,
diyabet, bobrek hastaligi, koroner kalp hastaligi, Alzheimer ve 6zellikle kanser hastalig1 olan
insanlarda, komet testiyle tespit edilen DNA hasarinin, kontrollere kiyasla anlamli diizeyde
yiiksek oldugu belirlenmistir [149]. Bu nedenle, komet testiyle DNA hasarlarin tespit
edilmesi, basta insan saglig1 olmak tizere, dogadaki bircok tiiriin saglig1 agisindan da 6nem

teskil etmektedir.
2.6.3. Kromozom anormallikleri testi
Kromozom anormallikleri testi, klastojenik (DNA iizerinde etkili olan) ajanlarin tetikledigi

kirilma, delesyon, dublikasyon, inversiyon ve translokasyon gibi yapisal anormalliklerin

tamir edilememesinden ya da yanlis tamir edilmesinden kaynaklanan veya andjenik (ig
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iplikleri, sentromer/kinetokor veya sentriyol lizerinde etkili olan) ajanlarin etkisiyle olugsan
sayisal kromozom anormalliklerinin belirlenmesinde kullanilan, 6nemli ve Oncii test

tekniklerinden birisi ve belki de en eskisidir [150-151].

Evans (1984) tarafindan gelistirilen bu test hem in vitro ve in vivo kosullarda
caligilabilmektedir [152-157]. In vitro uygulamalarda hiicreler, igerisinde mitojen
(fitohemaglutinin), antibiyotik, aminoasit, vitamin, inorganik tuzlar ve diger bilesiklerin
bulundugu, ticari olarak temin edilebilen siv1 besi ortamlarinda ¢ogaltilmaktadir. Hiicreler,
bu kiiltiireler igerisinde, genotoksisitesi incelenecek olan test maddesine belli bir siire maruz
birakilmaktadir. Hiicre hasadindan yaklasik iki saat once, ig ipliklerinin olusumunu
engellemek ve mitoz boliinmedeki hiicreleri metafaz evresinde durdurmak amaciyla kolsisin
vb. bir madde eklenmektedir. Takiben hiicreler toplanmakta, boyanmakta ve metafaz
hiicreleri, KA agisindan mikroskobik olarak analiz edilmektedir. KA testi, hassas ve ayni
zamanda giivenilir olmasma ragmen, uygulanmasi olduk¢a zor, yavas ilerleyen ve

preparatlarin taranmasinda deneyim gerektiren bir testtir [154-155].

Cesitli ajanlarin somatik hiicrelerde KA olusturma kapasitesi 6zellikle kanser agisindan risk
teskil etmektedir. Bu nedenle KA testi, kanser riskinin degerlendirilmesinde onemli bir
biyogosterge olarak kabul edilmektedir. Somatik hiicrelere ek olarak, esey hiicrelerinde
olusan genetik hasarlar, genetik hastaliklara veya iremede anormalliklere sebep olabilmekte

ve bu da gelecek nesiller agisindan 6nemli bir risk olusturabilmektedir [158-161].

2.6.4. Kardes kromatit degisimi testi

Kardes kromatit degisimi testi, kromozomun iki kromatitinde birden meydana gelen DNA
kiriklarinin, homolog rekombinasyonla onarilmis kromozom bdlgelerinin tespit edilmesini
saglayan bir yontemdir. Bu nedenle, KKD’ler, ekzojenler tarafindan uyarilan DNA c¢ift
zincir kiriklarint gostermektedir. KKD’ler, genotoksik ajan maruziyetine cevap olarak
meydana gelen kromozom karasizliginin ve dolayisiyla genotoksik potansiyelin erken
biyogostergesi olarak degerlendirilmektedir. KKD artisi, hiicre canliliginda azalmaya ve
hiicre dongiisii kinetiginde degisimlere sebep olmaktadir. Genelde enfeksiyonel/malign
hastaliklarda, UV 1518a, kimyasallara maruziyette ve yetersiz beslenmede KKD frekansinda
artis gozlenmektedir. KKD, 6zellikle akut 16semilerde, kalitsal bir hastalik olan Bloom

sendromunda, fankoni anemisi ve kseroderma pigmentosum gibi hastaliklarin klinik
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tanisinda 6nemli bir gostergedir [162-168]. KKD testi, in vitro ve in vivo kosullarda bir¢ok
memeli tiiriinde, primer hiicrelerde, ¢esitli hiicre hatlarinda ve ayrica bazi bitkilerde de
uygulanabilen bir yontemdir [129, 169-172]. KKD testi kullanilarak ¢esitli pestisitlerin [171,
173], gida katki maddelerinin [174-175] ve NP’lerin [129, 176] genotoksik potansiyelleri

degerlendirilmistir.

Bu teknigin son uygulanan versiyonu, Perry ve Wolff (1974) tarafindan gelistirilmistir [177].
Testin ¢aligma prensibi, metafaz evresindeki bir kromozomun kromatitlerinden birinin daha
acik renkli boyanmasina dayanmaktadir. Kiiltiir islemi sirasinda, ortama bir timin analogu
olan 5-bromodeoksiiiridin (BrdU) ilave edilmektedir. Iki hiicre dongiisii boyunca DNA
replikasyonu esnasinda BrdU’nin yeni olugsan kromozomlara dahil olmasini takiben UV
1513a maruz birakilmasi, boyanin giiciinii kismen azaltmakta ve bu bolgeler daha soluk
boyanmaktadir. Sonugta kromozomlarin iki kromatiti ayn1 renge boyanabilecegi gibi, farkli
renklere de boyanabilmektedir. BrdU girisi gerceklesen ve UV’ye duyarli yeni kromatit
bolgeleri daha agik renkte goriindiigii icin KKD’lerin incelenmesine imkan saglamaktadir.
Elde edilen preparatlarda, boliinme esnasinda kromozomlarda olusan renklere dayanarak,
hiicrelerin kaginci mitoz bolinme gegirdikleri, M1 (birinci mitoz), M2 (ikinci mitoz) ve Ms
(liglincti mitoz gegiren hiicre) seklinde tespit edilmektedir. M1; BrdU’ nun etkisinin heniiz
gozlenmedigi ve bir kromozomun her iki kromatitinin de koyu renkli boyandigi fazdir. Mp;
BrdU girisi gerceklesmis ve kromatitlerden birinin agik renkli goriindiigii ve KKD’nin
incelendigi fazdir. M3; kromozomlardan bazilarinin tamamen koyu renkli ve bazilarinin da
BrdU girisi nedeniyle tamamen agik renkli goriindiigii evredir. KKD testi i¢in hazirlanan
preparatlarda ayrica proliferasyon indeksi de degerlendirilebilmektedir ki bu da sitostatik

etki i¢in bir gosterge olarak kabul edilmektedir [128, 169, 178-179].

2.6.5. Mikroniikleus-sitom testi

Mikroniikleus, bir hiicrede, ana ¢ekirdekten daha kiiciik olan ayr1 bir ¢ekirdektir. MN’ler,
mitoz veya mayoz boliinmeyi takiben, telofazin sonunda olusmaya baglayan yavru
hiicrelerin kromozomlar1 etrafinda ¢ekirdek zarlar1 yeniden tesekkiil ederken meydana
gelmektedir. Buna gére MN testi, klastojenik ajanlarin sebep oldugu DNA kiriklarindan ve
dolayisiyla kromozom fragmentlerinden kdken alan veya andjenik ajanlarin sebep oldugu
ve ig ipliklerindeki anormalliklerden ya da kinekotor bdlgesindeki bozulmalar sonucunda

kutuplara ¢ekilemeyerek ortada kalan biitiin kromozomlardan koken alan mikroniikleuslarin,
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niikleoplazmik kopriilerin (telomer sonu birlesmesi ya da DNA tamir mekanizmalarindaki
bozukluk biyobelirteci), niikleer tomurcuklarin (DNA tamir mekanizmalarindaki hasarlarin
ya da fazla kopya sayis1 bulunan DNA’nin biyobelirteci), apoptotik ve nekrotik hiicrelerin,
tekli, ikili ve Uglii ¢ekirdekleri olan hiicrelerin (hiicre proliferasyonunun bir gdstergesi)
oranlarint belirlemede kullanilan bir yontemdir. Genotoksisite testleri arasinda en fazla
tercih edilen, hizli ve giivenilir bir uygulamadir. Farkli hiicre tiplerinde hem in vitro hem de
in vivo kosullarda uygulanabilir. Bir interfaz hiicresinde, mikroniikleusun “var” ya da “yok”

olduguna kolayca karar verilebilmesi, bu testin en 6nemli avantajidir [131, 180-182].

Periferal kan lenfositlerinde kromozomal hasari tespit emek amaciyla mikroniikleus
olusumlarinin kullanilabilecegi ilk olarak 1976 yilinda Countryman ve Heddle tarafindan
ileri stirilmistiir. Fenech ve Morley, 1985 yilinda, mikroniikleus/larin, 6zellikle ¢ekirdek
boliinmesini yeni tamamlamis hiicrelerde spesifik olarak tespit edilmesine imkan saglayan
sitokinez-blok mikroniikleus (CBMN) versiyonunu gelistirmistir [183]. Ayni1 test daha sonra
Fenech (2000) tarafindan yeniden gelistirilmistir [184]. Testin fakli uygulama yontemleri
olmakla birlikte, en yaygin kullanilan yontemin ¢alisma prensibi; uygulama maddesiyle 48
saat muamele edilen hiicrelere, kiiltiirin 44’tincti saatinde sitokinezi durduran sitokalasin-B
ilave edilmektedir. Boylece, sadece “bir kez” bolinme gegirmis biniikleat (¢ekirdek
boliinmesini tamamlamis fakat sitoplazma boliinmesini gergeklestirememis-iki ¢ekirdekli)

hiicreler degerlendirilmektedir [184].

Mikroniikleus testiyle ksilitol gibi bazi gida katki maddelerinin [185], metidatiyon,
klorotiyofos gibi birgok pestisitin [171, 173], Ag, TiO2 ve amorf silika gibi ¢ok sayida
NP’lerin genotoksik potansiyelleri [186-188], farede in vivo [189], insan lenfositlerinde
[190] ve TK®6, 3T3-L1 gibi bir¢ok hiicre hatlarinda [186-188] in vitro olarak incelenmistir.
MN testi ayrica, ¢esitli mesleki calisma sartlarinin, ¢evresel ortamlarin, yasam tarzlarinin,
belli ilaglarla tedavilerin kisilerde olusturabilecegi genotoksik hasari tespit edebilmek
amaciyla da kullanilmaktadir [191-194].

Mikroniikleus frekansindaki artislarin, ileride kanser riskinde de artis olusturmasi,
otoimmiin, ndrodejeneratif ve diyabet gibi hastaliklarin riskini artirmasi ve hatta embriyoda,

yeni nesillerde dogumsal anormallik riskinde artisa sebep olmasi, bu testin 6nemini daha da

artirmaktadir [195-198].
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Mikroniikleus frekansinda artis; genotoksinlere ve iyonlastirici radyasyona yliksek diizeyde
maruziyetten, hiicrelerde ortaya ¢ikan asiri stres ve bunun olusturdugu biyokimyasal
bozulmalardan, mitoz ve mitozun genetik kontrolii i¢in gorev yapan proteinlerdeki
hasarlardan, DNA tamir enzimlerindeki hasarlardan, DNA replikasyonu ve onariminda
kofaktor olarak gerekli bazt mikrobesinlerde yetersizlik vb. sebeplerden kaynaklanmaktadir
[182, 199-202].

Bu tez calismasinin amaci, kimya endiistrisi, tibbi, elektronik, biyo-tip, kozmetik, gida ve
remediasyon gibi bir¢ok alanda kullanilan ve insanlarin ¢esitli yollarla maruz kaldigi Fe2O3
NP’lerinin ve MP’lerinin MCF-7 hiicrelerinde ve insan lenfositlerinde in vitro sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin karsilastirmali sekilde arastirilmasi ve bu partikiillerin kullanimlarinin
giivenligi konusunda daha detayli bilgilere erisilmesini saglamaktir. Bdylece Fe2Os
NP’lerinin ve MP’lerinin, bir¢ok uygulama konsantrasyonu ve siiresinin birebir
karsilastirmas1 yapilabildigi gibi fiziko-kimyasal &zellikleri ve etki mekanizmalar
konusunda yeni ¢ikarimlara da ulasilabilecektir. Sonugcta, bu partikiillerin daha giivenli bir

sekilde kullanimlar1 konusunda yeni bilgiler saglayacaktir.
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3. MATERYAL & METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Numuneler

Insan periferik kani

Periferik kan 6rnekleri, 20-30 yas araligindaki, goniillii olur formunu imzalayan, yapilacak
aragtirmanin bilincinde olan, sigara ve alkol kullanmayan saglikli dondrlerden elde
edilmistir. Ornekler, her uygulama igin bir erkek ve iki kadin dondrden temin edilmistir.
Arastirmanin insan lenfositlerinde yiiriitiilebilmesi i¢in, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (Tarih: 17.05.2021, Karar No: 449).

MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri

Insan meme kanseri MCF-7 hiicre hatt1 (ATCC HTB-22) Amasya Universitesi, Merkezi

Arastirma Laboratuvari, Hiicre Kiiltiirlii Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

3.1.2. Test materyalleri

Demir (I11) oksit nanopartikiilleri ve mikropartikiilleri

Fe>O3 NP’leri ve MP’leri (bulk formu) Sigma-Aldrich’den (Sirasi ile nanopowder CAS-No:
1309-37-1 ve powder CAS-No: 1309-37-1) ticari olarak temin edilmistir. Kum rengi olan
toz halindeki NP’lerin boyutu <50 nm, molekiiler agirligi 159,69 g/mol ve yiizey alan1 50-
245 m?/g. Kiremit rengi olan MP’lerin boyutu <5 pum, molekiiler agirligi 159,69 g/mol ve
saflig1 >%96 dur.

Diger materyaller

MTT boyast Sigma-Aldrich’den; Dulbecco’s Modified Eagle Medium with phenol red
(DMEM) (F0445), fetal bovine serum (FBS) (S0613), penicillin/streptomycin (A2213), L-
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glutamine (K0283), trypsin (L2163) ve fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (L1825)
Biochrome’den; LymphoPlus Medium (CY100-100), BrdU (59-14-3), Giemsa
(HX947066), formaldehit (50-00-0), kolsisin (64-86-8), Sitokalasin B (14930-96-2),
Mitomisin-C (MMC) (200 008-6), saf asetik asit (64-19-7), metil alkol (1624608208),
sodyum kloriir (NaCl) (7647-14-5), monopotasyum fosfat (KH2POs) (A585477452) ve
entellan (1079610500) Carlo Erba’dan; sodyum hidroksit (NaOH) (1310-73-2), DMSO (67-
68-5), Triton X-100 (9002-93-1), etidyum bromiir (EtBr) (1239-48-8), normal erime
sicakligina sahip agar (9012-36-6), diisiik erime sicakligina sahip agar (9012-36-6),
potasyum kloriir (KCI) (7447-40-7), etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (6381-92-6) ve
Tris (77-86-1) AppliChem’den temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Uygulama materyallerinin ve konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Uygulanacak olan Fe2Oz NP’lerinin ve MP’lerinin fiziksel/kimyasal karakterizasyonlari
Kizilkaya (2021) [203] tarafindan daha once gerceklestirilmistir. TEM sonuglarina gore
NP’lerin ortalama boyutlar1 44,48 nm iken MP’lerin 210,68 nm oldugu tespit edilmistir.

Uygulamadan kisa bir siire dnce Fe203 NP’lerin ve MP’lerin stok siispansiyonlart deiyonize
suyla hazirlanmis ve tam siispansiyon elde edene kadar karistiricida karigtirilmigtir.
Homojen bir goriiniime ulastiktan sonra oda sicakliginda, ultrasonik banyo igerisinde (50-
60 Hz) 30 dakika sonikasyon uygulanmistir. Siispansiyon tekrar karistirilarak stok ¢ozelti
hazir hale getirilmistir. Diger konsantrasyonlar i¢in diliisyon islemi deiyonize suyla
gerceklestirilmigtir. Dillisyon sonrast yeni siispansiyonlar hizli bir karigtirma sonrast 15
dakika boyunca sonikasyona birakilmislardir. Sonikasyondan sonra, siispansiyonlar hiicre

kiiltiiriine ilave edilmeden 6nce 3-5 dakika karistirilmig ve siispanse olarak uygulanmustir.

Optimum uygulama konsantrasyonlarini belirlemek icin ilgili testlerle insan lenfositleri
iizerinde o6n calismalar yiiriitilmiistir. On calismalarda, hem testlerin yiiriitildiigii
laboratuvarda daha 6nce kullanilan ve hem de literatiirde kullanilan konsantrasyonlardan
yola ¢ikarak, komet testinde Fe,O3 NP’lerin ve MP’lerin ti¢ farkli konsantrasyonuyla (300,
600 ve 1200 pg/mL) iki saatlik; dort farkli konsantrasyonuyla (25, 125, 250 ve 500 pg/mL)
24 saatlik iki deneme yapilmistir. KA testinde doért (100, 250, 500, 750 ug/mL) ve MN
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testinde sekiz farkli konsantrasyonun (5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 750 pg/mL) 24 ve 48
saatlik uygulamalart denenmistir. Hazirlanan preparatlarda partikiillerin sitotoksik ve
genotoksik etkileri incelenmistir. Elde edilen verilerde, komet ve MN testlerinde negatif
kontrole kiyasla anlamli sonuglar gozlenmemekle birlikte, konsantrasyon yiikseldik¢e komet
testi i¢in hasar tespiti, partikiillerin yogunluklart sebebiyle gii¢ duruma gelmistir [204].
Diger yandan, KA testi sonuglarinda yiiksek konsantrasyonlarda anlamli hasarlar tespit
edilmistir. Mitotik indeks degerleri dikkate alinarak, ECsg (etkili konsantrasyon) degeri orta-
yiiksek konsantrasyon (500 pg/mL) olarak belirlenmistir. On degerlendirmeler ve literatiir
taramalar1 sonucunda dort konsantrasyonun kullanilmasina karar verilmistir. Komet testinde
en yiiksek konsantrasyon degerlendirmeyi zorlastirdigindan 25, 125, 250 ve 500 pg/mL
konsantrasyonlar uygun goriiliir iken MTT testi i¢in daha genis doz aralig1 ve 5, 25, 125,
250, 500, 750, 1000 ve 1500 pg/mL, diger testler icin de 125, 250, 500 ve 750 pg/mL

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.2.2. Sitotoksisite testi

MCEF-7 hiicre hatt1 kiiltiirii

Hiicreler, Amasya Universitesi, Merkez Laboratuvari, Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda,
standart kosullarda (37°C, nemlendirilmis, %5 CO2 ortaminda), yiizey alan1 75 cm? kiiltiir
flasklarinda, %10 FBS, %] penisilin/streptomisin ve 2 mM L-glutamin iceren DMEM’de

gelistirilmistir. Hiicreler istenilen sayiya ulasincaya kadar ¢ogaltilarak depolanmustir.

Cogaltilan hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 5x102 hiicre olacak bicimde

ekilmis ve hiicrelerin plakaya tutunmasi igin 24 saat inkiibe edilmistir.

MTT testi

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) testi, Mosmann (1983)
tarafindan gelistirilen metotta [133] yapilan modifikasyonlar dikkate alinarak [85, 135]
uygulanmistir. Bu teknik, MCF-7 hiicre hattiyla gergeklestirilmistir.

Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin sekiz farkli konsantrasyonuna (5, 25, 125, 250, 500, 750,
1000 ve 1500 pg/mL) ek olarak, bir negatif (deiyonize su) bir de pozitif (0,2 ug/mL MMC)
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kontrol grubu calisilmistir. Belirtilen konsantrasyonlarda partikiiller, kiiltiir ortamlarina
ilave edilmis ve kiiltiirler karbondioksitli inkiibatérde 24 ve 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire bitiminde, tiim kuyucuklara MTT ¢o6zeltisinden eklenmis ve daha sonra
hiicreler yaklasik olarak 2-4 saat kadar aymi sartlarda inkiibe edilmistir. Son olarak tiim
kuyucuklara, olusacak formazan kristallerinin ¢oziinmesi i¢in DMSO ilave edilmistir

(Resim 4.1).

Uygulamalar  tamamlandiginda, ELISA  plaka okuyucuda (Thermo  Fisher
Scientific/Multiscan) 570 nm dalga boyunda, her bir uygulama sonrasi absorbans degerleri
tespit edilmistir. Calisilacak her bir konsantrasyonun ii¢ teknik replikasyonu igin elde edilen
ti¢ farkli absorbans degerinin ortalamasi hesaplanmistir. Bu degerlerden yararlanarak, Fe2Os
NP’lerinin ve MP’lerinin absorbans degerleri, replikasyon sonuglarinin toplanip replikasyon
sayisina boliinmesiyle; kontrole kiyasla nispi canlilik iizerine etkileri ise “Uygulama
absorbans degeri x100 / Negatif kontrol absorbans degeri” formiiliiyle yilizde cinsinden

belirlenmistir.

Resim 4.1. 96 kuyucuklu plaklarda 24 ve 48 saatlik MTT deney tasarimlari. N: nanopartikiil,
M: mikropartikiil.

3.2.3. Genotoksisite testleri

Lenfosit izolasyonu

Ug goniillii dondrden elde edilen periferik kan numunelerinin 100 pL’si, 1 mL PBS’yle
stispanse edilip buz {izerinde 10 dakika bekletildikten sonra, 100 uL Biocoll eklenerek
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santrifiij edilmistir. Bulutsu ara faz toplanarak lenfosit izolasyonu tamamlanmistir. Hiicre

canliligy, tripan mavisiyle degerlendirilmis ve sonug¢ >%93,6 bulunmustur.

Komet testi

Komet testi, Singh ve arkadaslarinin (1988) gelistirdikleri metotta [205] birtakim
modifikasyonlar yapilarak [128, 138, 206] uygulanmistir. Bu teknik, izole edilmis
lenfositlerle gergeklestirilmistir. Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin dort farkli konsantrasyonu
(25, 125, 250 ve 500 pg/mL) kullanilmistir. Ek olarak, bir negatif (deiyonize su) bir de
pozitif (100 uM hidrojen peroksit, H2O2) kontrol grubu ¢alisilmistir. 1:1 oraninda hazirlanan
lenfosit:Fe>O3 partikiillerinin karisimi, iki ve ti¢ saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.
Diisiik erime sicakligina sahip agarla karistirilan hiicre siispansiyonu, dnceden hazirlanmis
agar kapli lamlar tizerine yayilmistir. Hazirlanan preparatlar, liziz ¢ozeltisi igerisinde (2,5 M
NaCl, 10 mM Tris, pH=10, 100 mM EDTA, %10 DMSO ve %1 Triton X-100) bir saat
boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. Elektroforez tamponunda (0,3 M NaOH, 1 mM EDTA,
pH>13) 20 dakika bekletilen preparatlara daha sonra, alkali ortamda (pH>13), 25 V, 300
mA’de 20 dakika elektroforez uygulanmistir [128, 138, 206]. Noétralizasyon (0,4 M Tris,
pH=7,5) isleminin ardindan EtBr’yle boyanan c¢ekirdekler (niikleoidler), olasi DNA
hasarlarin1 tespit etmek amaciyla floresan baglantili mikroskopta (Olympus BX-51)
(uyarilma filtresi: 546 nm; bariyer filtresi: 590 nm), x400 biiyiitmede, Comet Assay-1V
programi (Perceptive Instruments Ltd., Haverhill, UK) kullanilarak, komet parametreleri
acisindan incelenmistir. Her bir konsantrasyon ve uygulama siiresi ig¢in her donérden
hazirlanan en az iki preparatta toplam 100 hiicre (her preparatta 50 hiicre) analiz edilmistir.

Test, li¢ biyolojik ve iki teknik replikasyonla tamamlanmustir.

Lenfosit kiltiri

Ug goniillii dondrden, heparin igeren enjektorlerle alinmus periferik kan drneklerinin 0,2
mL’si, steril sartlarda 2,5 mL besi yeri (LymphoPlus Medium) igeren kiiltiir tiiplerine ilave
edilmistir. KKD testi i¢in her bir tiipe, 10 pg/mL konsantrasyona ulasacak sekilde 50 uL 5-
Bromo-2-deoksiuridin (Bromodeoksiiiridin, BrdU) eklenmis ve tiipler 37°C’lik etiivde, 72

saat inkiibasyona birakilmustir.



24

Kromozom anormallikleri ve kardes kromatit degisimi testleri

Kromozom anormallikleri testi, Evans’in (1984) gelistirdigi metotta [152] yapilan bazi
modifikasyonlarla [153]; KKD testi ise Perry ve Wolf un (1974) gelistirdikleri metotta [177]
yapilan bazi modifikasyonlarla [169, 206-208] uygulanmistir. Bu teknikler, kiiltiirdeki
lenfositlerde gerceklestirilmistir. Hiicrelere, son 24 ve 48 saatte Fe»Os NP’lerinin ve
MP’lerinin dort farkli konsantrasyonu (125, 250, 500 ve 750 ug/mL) 60 uL olarak
uygulanmistir. Ek olarak, bir negatif (deiyonize su) bir de pozitif (0,15 pg/mL MMC) kontrol
grubu ¢aligilmistir. 70’inci saatte her tiipe, 0,06 pg/mL konsantrasyona ulasacak sekilde 10
pL kolsisin eklenmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltiirdeki ornekler santrifiij edilmis ve
hiicrelere 0,075 M hipotonik ¢ozeltiden (KCI) 5 mL olacak sekilde karistirilarak verilmistir.
Sonrasinda, hiicreler 3:1 oraninda metanol:asetik asitle (fiksatif) ii¢ kez tespit edilmis ve

hiicre siispansiyonu lamlarin iizerine yayilarak oda sicakliginda kurutulmustur.

Preparatlarin boyanmasi

Hazirlanan preparatlarin bir kismi1 kromozom anormalliklerinin, bir kismi da kardes kromatit
degisimlerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. KKD’lerin ayirt edilebilmesi igin, Speit ve
Haupter’in (1985) gelistirdikleri metotta [208] birtakim modifikasyonlar yapilarak,
preparatlar, 254 nm dalga boyunda 13 dakika 1sinlanmis ve takiben 60°C’de sodyum kloriir
ve trisodyum sitrat karisiminda (SSC) bir saat inkiibe edilmistir. Daha sonra, her iki test igin
de kullanilacak preparatlar %5’lik Giemsa igerisinde 8-10 dakika boyanmis, oda

sicakliginda kurutulmus ve entellanla daimi hale getirilerek mikroskop altinda incelenmistir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanmasi

Daimfi preparatlarda, her bir partikiiliin farkli konsantrasyonlarinin ve uygulama siirelerinin,
Mi (yiizde cinsinden béliinen hiicre sayismin toplam hiicre sayisina orani) iizerindeki
etkileri, toplam 3000 (her bir donérden 1000) metafaz hiicresi incelenerek tespit edilmistir.
KA’lar tespit etmek icin, her bir uygulamayi temsilen, kromozomlar1 iyi boyanmis ve
dagilmis 300 (her bir donérden 100) metafaz incelenmistir. Metafazlarda, hiicre basina
diisen kromozom anormallikleri sayisi ve anormal hiicre yiizdesi belirlenmistir. incelemeler
Leica-DMLB2 mikroskopta, MI igin x40 ve KA icin x100 biiyiitme kullanilarak
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gerceklestirilmis, fotograflar x1000 biiylitmede, Leica-DFC-320 CCD kamerayla alinmstir.

Test, li¢ biyolojik ve iki teknik replikasyonla tamamlanmistir.

Kardes kromatit degisiminin ve replikasyon indeksinin saptanmasi

Daimi preparatlarda, her bir uygulama siiresi ve konsantrasyonda KKD’nin tespiti igin,
ikinci mitoz béliinme gegiren ve homojen dagilmis toplam 75 (her bir dondrden 25) metafaz
hiicresi incelenmistir. KKD sayisi, bir kromozomdaki kirilmalar sonucu olusmus acik renkli
kromatitteki koyu renkli parcalarin ya da koyu renkli kromatitteki agik renkli pargalarin
sayllmasiyla belirlenebilmektedir. Replikasyon indeksi (RI) igin toplam 300 (her bir
donorden 100) hiicre taranarak, birinci (My), ikinci (M2) ve tiglincii (M3) mitoz evresindeki
hiicreler tespit edilmis ve [1 X (My1) + 2 X (M2) + 3 x (M3)] / N (incelenen toplam hiicre say1si)
formiilii kullanilarak hesaplanmistir [169]. incelemeler Leica-DMLB2 mikroskopta Ri i¢in
x40 ve KKD i¢in x100 biyiitme kullanilarak gergeklestirilmis, fotograflar x1000
biiyiitmede, Leica-DFC-320 CCD kamerayla alinmistir. Test, ii¢ biyolojik ve iki teknik

replikasyonla tamamlanmustir.

Mikroniikleus-sitom testi

Mikroniikleus testi, Fenech’in (2000) gelistirdigi metotta [184] yapilan bazi
modifikasyonlarla [182, 209-210] uygulanmustir. Bu teknik, lenfosit kiiltiiriindeki hiicrelerle
gerceklestirilmistir. Kiiltiirdeki hiicreler, 125, 250, 500 ve 750 pg/mL konsantrasyonlardaki
Fe203 NP’lerine ve MP’lerine kiiltiiriin son 48 saati boyunca maruz birakilmistir. Ek olarak,
bir negatif (deiyonize su) ve bir de pozitif (0,15 pug/mL MMC) kontrol grubu ¢alisilmistir.
Inkiibasyonun 44’iincii saatinde kiiltiirlere 7 pL Sitokalasin B eklenmistir. Inkiibasyon
sonunda Ornekler santrifiij edilmis ve hiicrelere 0,075 M konsantrasyondaki hipotonik
cozeltiden (KCI) 5 mL karistirilarak eklenmistir. Sonrasinda, hiicreler fiksatifte ii¢ kez tespit
edilmistir. Ugiincii tespit 40:1 oraninda fiksatif:formaldehit karisimiyla gergeklestirilmis ve
takiben hiicre slispansiyonu lamlarin iizerine yayilarak oda sicaklifinda kurutulmustur.
Kurutulmus preparatlar %5°lik Giemsa igerisinde 5-8 dakika boyanmis, oda sicakliginda

kurutulmus ve entellanla daimi hale getirilerek mikroskop altinda incelenmistir.
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Mikroniikleus-Sitom frekansinin ve niikleer boliinme indeksinin saptanmasi

MN frekanslarim1 belirlemek amaciyla, partikiillerin her bir uygulama siiresi ve
konsantrasyonunda, toplamda 3000 (her bir dondrden 1000) biniikleat hiicre taranmistir. MN
iceren bintikleat hiicreler bir mikroniikleuslu (IMN), iki mikroniikleuslu (2MN), ii¢
mikroniikleuslu (3MN) vb. olacak sekilde belirlenmis ve her uygulama i¢in MN ytizdesi [ 1
X (IMN) + 2 x (2MN) + 3 x (BMN + 4MN)] / N formiilii kullanilarak tespit edilmistir.
Niikleoplazmik koprii (NKP) ve niikleer tomurcuk (NTM) igeren biniikleat hiicreler sayilmis
ve N’ye béliinerek hesaplanmustir. Niikleer boliinme indeksini (NBI) belirlemek icin ayni
preparatlarda toplamda 1500 (her bir dondrden 500) hiicre incelenerek, bir ¢ekirdekli (1N),
iki ¢ekirdekli (2N), ti¢ ¢cekirdekli (3N) ve dort ¢ekirdekli (4N) olanlarin sayis1 tespit edilmis
ve [1 x (IN) + 2 x 2N) + 3 x (BN + 4N)] / N formiiliiyle hesaplanmistir [206, 211].
Incelemeler Leica-DMLB2 mikroskopta x40 biiyiitmede yapilmis, fotograflar x1000
biiytitmede, Leica-DFC-320 CCD kamerayla alinmistir. Test, ii¢ biyolojik ve iki teknik

replikasyonla tamamlanmuistir.

3.2.4. istatistiksel analizler

Incelemeler tamamlandiginda, Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin insan lenfositlerinde Mi, Ri,
MN, NBI, hiicre basina diisen KA, anormal hiicre frekansi, KKD sayis1 ve kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti; MCF-7 hiicre hattinda MTT sonuglar1 igin
konsantrasyon-etki iligkilerini ortaya koymak amaciyla SPSS 22.0 bilgisayar programinda

regresyon analizi gergeklestirilmistir.

Fe,O3 NP’lerinin ve MP’lerinin uygulamalarindan ve kontrol gruplarindan elde edilen M,
R1I, hiicre basina diisen KA, anormal hiicre frekansi ve MN sonuglar1 z-testi, KKD ve komet
testi sonuglar1 Student’s t-testi, MTT testi sonuglari One Way ANOVA-Dunnett testi

kullanilarak karsilastirilmis ve p<0,05’e uygun degerler anlamli kabul edilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sitotoksisite Testi Sonuclari

4.1.1. MTT testi

Fe2Os NP’lerinin ve MP’lerinin insan meme kanseri MCF-7 hiicreleriyle 24 saatlik

uygulamasinin sitotoksisitesini belirlemek amaciyla elde edilen absorbans degerleri Cizelge

27

4.1‘de verilmigtir. NP’lerin ve MP’lerin bazi konsantrasyonlari, absorbans degerlerinde

degisiklikler olusturmakla beraber (NP’ler i¢in r=0,5363 ve MP’ler i¢in r=0,7250), bu

degisikliklerin hig birisi negatif kontrole kiyasla anlamli degildir. Ancak MP uygulamalari

icin pozitif yonde diisiik bir konsantrasyon korelasyonu goriilmiistiir. Benzer sekilde,

absorbans degerlerinden tiiretilen hiicre canlilig1 (%) degerleri de negatif kontrole kiyasla

anlamli bir farklilik gostermemistir (NP’ler i¢in r=0,5429ve MP’ler i¢in r=0,7309) (Sekil

4.1, 4.2).

Cizelge 4.1. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin, 24 saatlik uygulamasinin MTT testi sonuglari.

Uygulama NP | MP
Test Maddesi Konsantrasyon Absorbans + SH
(ng/mL)

NK - 1,6868 + 0,1364 2,0863 + 0,0565
PK 0,2 0,6166 + 0,0542 0,6146 + 0,0953
5 2,0941 + 0,0866 2,0829 + 0,0767

25 1,7161 + 0,0567 1,8686 + 0,0506

125 2,5562 + 0,0924 2,2281 +0,0774

Fe,0s 250 2,3939 + 0,1506 2,5956 + 0,1656

500 2,4326 + 0,0455 2,6351 +0,0411

750 2,4145 + 0,2034 2,6991 + 0,1388

1000 2,3608 +0,1186 2,2434 + 0,0869

1500 2,1023 + 0,0595 2,6838 + 0,3997

NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (MMC), SH: standart hata.
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Sekil 4.1. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 24 saatlik uygulamasinin absorbans degerleri. NK:
negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil.
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Sekil 4.2. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 24 saatlik uygulamasinin hiicre canliligina etkisi.
NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil.
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Fe>O3 NP’lerinin ve MP’lerinin MCF-7 hiicreleriyle 48 saatlik etkilesimlerinin sitotoksisite
sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. 24 saatlik uygulamada oldugu gibi konsantrasyona bagl
olmayan bazi degisiklikler gozlenmekle beraber (NP’ler ig¢in r=0,7582 ve MP’ler igin
r=0,7760), bu degerlerin higbiri negatif kontrole kiyasla anlamli diizeyde degismemistir.
Ancak her iki partikiil uygulamalar1 i¢in de pozitif yonde diisiik bir konsantrasyon
korelasyonu goriilmiistiir. Benzer sekilde, absorbans degerlerinden tiiretilen hiicre canlilig1
(%) degerleri de negatif kontrole kiyasla anlamli bir farklilik gostermemistir (NP’ler igin

r=0,7721 ve MP’ler i¢in r=0,7771) (Sekil 4.3, 4.4).

Cizelge 4.2. Fe;03 NP’lerinin ve MP’lerinin, 48 saatlik uygulamasinin MTT testi sonuglari.

Uygulama NP | MP
Test Maddesi Konsantrasyon Absorbans + SH
(ng/mL)

NK - 1,8186 + 0,1209 2,0502 + 0,0800
PK 0,2 0,2080 + 0,0093 0,2136 + 0,0111
5 2,1611 + 0,0246 1,8726 + 0,0223
25 2,1095 + 0,0606 2,2623 +0,1485
125 2,1451 + 0,0470 2,2025 + 0,1451
Fe,0s 250 2,6727 +0,1500 3,0253 + 0,0597
500 2,6835 + 0,0845 2,6570 + 0,1623
750 2,4561 + 0,0708 2,8469 + 0,1078
1000 2,5496 + 0,0870 2,4273 + 0,0607
1500 2,4399 + 0,1119 3,0474 £ 0,1021

NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (MMC), SH: standart hata.
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Sekil 4.3. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 48 saatlik uygulamasinin absorbans degerleri. NK:
negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil.
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Sekil 4.4. Fe,O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 48 saatlik uygulamasinin hiicre canliligina etkisi.
NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil.
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Her iki partikiiliin, biitiin uygulama konsantrasyonlariin (MP i¢in 5 pg/mL harig) absorbans
degerlerinden tiiretilen hiicre canlilig1 frekanslarini artirdigi gézlenmistir. NP’lerin, 6zellikle
125 pg/mL’den itibaren biitiin konsantrasyonlarinin hiicre canliligini artirdigi, MP’lerin de
ozellikle 250, 500 ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlarda hiicre canliligini artirdig1, ancak bu
artiglarin hi¢birinin negatif kontrole kiyasla anlamli olmadigi belirlenmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan MMC uygulamasi sonucunda, MCF-7 hiicrelerinde gozlenen canlilik

frekansi, negatif kontrole kiyasla anlamli derecede azalmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).
4.2. Genotoksisite Testlerinin Sonug¢lari

4.2.1. Komet testi

Fe;Os3 NP’lerinin ve MP’lerinin izole insan lenfositlerinde iizerindeki genotoksisite
potansiyeli komet testiyle incelenmistir. Bu testin uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre
goriintiilerinde kuyruk uzunlugu (um), kuyruk yogunlugu (kuyrukta % DNA) ve kuyruk

momenti degerlendirilmistir.

iki saatlik uygulama

Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin izole lenfositlerle iki saatlik etkilesimlerinin DNA hasari
iizerindeki etkileri Cizelge 4.3‘te verilmistir (Sekil 4.5, 4.6, 4.7). Incelenen parametreler
acisindan NP’ler ve MP’ler DNA hasarinda, konsantrasyona bagli olmayan artiglar veya
azaliglar (MP kuyruk momenti hari¢) olusturmakla birlikte (NP’ler i¢in kuyruk uzunlugu
r=0,2142, kuyruk yogunlugu r=0,1237 ve kuyruk momenti r=0,5243; MP’ler i¢in kuyruk
uzunlugu r=0,6758, kuyruk yogunlugu r=0,1520 ve kuyruk momenti r=0,8047), bu

degerlerin hig birisi, negatif kontrole kiyasla anlamli degildir.
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Cizelge 4.3. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin, iKi saatlik uygulamasinin komet testi sonuglari.

Uygulama . Kuyruk Kuyruk

MZSZL si Siire (saat) Konsantrasyon Ku}alnli)[fgﬁugu Yogunlugu (%) Momenti £

(ng/mL) + SH SH

NK - 52,22 £2,07 7,05 +0,58 2,24 + 0,30
PK 100 (uM) 71,14 £ 3,06 11,29+ 1,40 3,39+0,49
25 47,81+1,44 6,37+ 1,24 1,86 £ 0,35
Fe,0s NP 125 41,72 £0,92 4,66+ 0,43 0,98+0,10
250 47,60 + 1,10 5,19+ 0,49 1,22+0,16
2 500 49,70 + 1,05 7,20 £ 0,67 1,72 +£0,19
25 50,59 + 1,25 7,78 +£ 0,62 1,81+0,18
Fe,0s MP 125 46,71 + 1,43 5,63 +0,75 1,83 +£0,40
250 45,81+ 1,15 7,27+0,81 1,80 £ 0,25
500 48,93 + 1,43 6,92 £0,71 1,72 +£0,24

NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (H20,), NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil, SH: standart hata.

Kuyruk Uzunlugu (um)
= N w Y a1 D ~ (o]
o o o o o o o o o

PK

NK

Kontrol grubu

25 125

25

MP

Konsantrasyon (pg/mL)

I I I I I I
0 500 25 125 250 500

Sekil 4.5. Fe,O3 NP’lerinin ve MP’lerinin iki saatlik uygulamasinin komet kuyruk
uzunluguna etkisi. PK: pozitif kontrol (H202), NK: negatif kontrol, NP:

nanopartikiil, MP: mikropartikdil.
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Sekil 4.6. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin iki saatlik uygulamasinin komet kuyruk
yogunluguna etkisi. PK: pozitif kontrol (H202), NK: negatif kontrol, NP:
nanopartikiil, MP: mikropartikiil.

PK  NK 25 125 250 500 25 125 250 500

Kontrol grubu NP MP
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Sekil 4.7. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin iki saatlik uygulamasmin komet kuyruk
momentine etkisi. PK: pozitif kontrol (H202), NK: negatif kontrol, NP:
nanopartikiil, MP: mikropartikiil.
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Uc saatlik uygulama

Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin izole lenfositlerle ii¢ saatlik etkilesimlerinin DNA hasari
tizerindeki etkileri Cizelge 4.4‘te verilmistir. Elde edilen verilere gore, her iki partikiiliin
uygulanan tiim konsantrasyonlari, negatif kontrole kiyasla, kuyruk uzunlugunda,
konsantrasyon artisina NP’ler acisindan bagli, (NP’ler i¢in r=0,7916 ve MP’ler igin
r=0,6534) anlaml artiglar olusturmustur (Sekil 4.8). Partikiillere bakildiginda, genel olarak
MP’lerin olusturdugu hasarin anlamlilik diizeyi (p<0,001), NP’lere kiyasla (p<0,05 veya
p<0,01) daha anlamli diizeydedir.

Cizelge 4.4. Fe20O3 NP’lerinin ve MP’lerinin, {i¢ saatlik uygulamasinin komet testi sonuclari.

Uygulama . Kuyruk Kuyruk
Ml—géz i Siire (saat) Konsantrasyon Ku}zrptlrl;l)Uing;{lugu Yogunlugu (%) Momenti £
(ng/mL) + SH SH
NK 3 41,51 £0,70 441 +0,47 0,83 +0,13
PK 100 (uM) 60,54+ 2,16 13,64 + 1,18 4,17 £ 048
25 43,50 +1,01** 4,82 +0,48 1,07+0,12
Fe,0s NP 125 42,51 +£0,96* 4,07 +0,38 0,88 + 0,90
250 42,97 £ 1,10* 5,24 + 0,48 1,17+0,14
3 500 46,92 £ 1,01*** 6,26 = 0,60* 1,37+ 0,16
25 49,95 £+ 1,30*** 6,54 + 0,61 *** 1,63 +0,24
Fe,03 MP 125 43,38 +(0,89%** 6,05+ 0,58 1,36 £ 0,16
250 46,25 £ 1,19%*** 5,73+ 0,78 1,67 +0,36
500 53,21 £ 1,77%** 7,34 £ 0,74*** 2,06+ 0,34
NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (H202), NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil, SH: standart hata.
Kontrole kiyasla *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 diizeyinde anlam (t-testi).

Olusan DNA hasarlar1 kuyruk yogunlugu agisindan degerlendirildiginde, Fe2Os NP’leri en
yiiksek konsantrasyonda (500 pg/mL), Fe2Os MP’leri ise 25 ve 500 ug/mL’de, negatif
kontrole kiyasla anlamli artiglara sebep olmustur (sirastyla p<0,05 ve p<0,001 diizeyinde
anlamli) (Sekil 4.9) ve konsantrasyon artisina bagh bir artis goriilmiistiir (NP’ler igin
r=0,7693 ve MP’ler i¢in r=0,7379). Diger yandan, Fe;O3z NP’lerinin ve MP’lerinin
uygulanan hig¢bir konsantrasyonu lenfositlerde kuyruk momenti agisindan, negatif kontrole
kiyasla anlamli bir artis olusturmamustir (Sekil 4.10) fakat regresyon analizi sonucuna goére
konsantrasyon artisina bagh olarak etkili bir moment artis1 tespit edilmistir (NP’ler igin

r=0,8467 ve MP’ler i¢in r=0,8709).
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Sekil 4.8. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin ii¢ saatlik uygulamasinin komet kuyruk
uzunluguna etkisi. PK: pozitif kontrol (H202), NK: negatif kontrol, NP:
nanopartikiil, MP: mikropartikiil. Kontrole kiyasla *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 diizeyinde anlaml (t-testi).
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Sekil 4.9. Fe;O3 NP’lerinin ve MP’lerinin {i¢ saatlik uygulamasinin komet kuyruk
yogunluguna etkisi. PK: pozitif kontrol (H202), NK: negatif kontrol, NP:
nanopartikiil, MP: mikropartikiil. Kontrole kiyasla *p<0,05; ***p<0,001
diizeyinde anlaml1 (t-testi).
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Sekil 4.10. Fe;O3 NP’lerinin ve MP’lerinin ii¢ saatlik uygulamasmim komet kuyruk
momentine etkisi. PK: pozitif kontrol (H202), NK: negatif kontrol, NP:
nanopartikiil, MP: mikropartikiil.

Fe>O3 NP’lerinin ve MP’lerinin izole lenfositlerde DNA hasari iizerindeki genotoksisitesini
degerlendirmek amaciyla floresan mikroskobunda tespit edilen bazi hiicre 6rnekleri Resim

4.2’de gosterilmistir.
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Resim 4.2. izole lenfositlerde komet testi gorsel degerlendirmesi. a) negatif kontrol hiicresi;
b) pozitif kontrol hiicresi; c-f) 25-500 pg/mL konsantrasyonlarda NP’lere maruz
birakilmis hiicreler; g-j) 25-500 pg/mL konsantrasyonlarda MP’lere maruz
birakilmais hiicreler.

4.2.2. Kromozom anormallikleri testi

Fe>O3 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositler iizerindeki genotoksisiteleri KA testiyle de
incelenmistir. Bunun i¢in lenfositler, her iki partikiiliin 125, 250, 500 ve 750 pg/mL’lik
konsantrasyonlariyla 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Uygulamalar sonucunda elde edilen
metafaz hiicrelerinde yapisal kromozom anormalliklerinin sayist ve tipleri, anormal hiicre
frekansi ve hiicre basina diisen anormallik sayisiyla sayisal anormallik tipleri ve miktarlari

tespit edilmistir.
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24 saatlik uygulama

Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositlerle 24 saatlik etkilesimlerinin genotoksisite sonug
grafikleri Sekil 4.11°de ve 4.12°de verilmistir. Uygulamalar sonucunda, lenfositlerde
kromatit ve kromozom kirigi, kardes kromatitlerde birlesme, disentrik kromozom ve
fragment tipinde yapisal anormallikler olusmustur. Sayisal anormallik olan poliploidi, NP
uygulamasindan sonra sadece iki hiicrede tespit edilmistir. Tiim yapisal anormallikler
birlikte degerlendirildiginde, Fe»O3z NP’lerinin 125, 500 ve 750 pg/mL’lik
konsantrasyonlari, anormal hiicre frekansinda ve hiicre basina diisen KA sayisinda, negatif
kontrole kiyasla artiglara sebep oldugu ancak bu artislarin anlamli diizeyde olmadig: tespit
edilmistir (Cizelge 4.5) (anormal hiicre frekansi r=0,0374, hiicre basina diisen KA
r=0,0656). Diger yandan, Fe;O3 MP’lerinin ayni siiredeki uygulamalari, anormal hiicre
frekansinda negatif kontrole kiyasla artis olusturmadiklar1 gibi, 125, 250 ve 500 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda, anormal hiicre frekansinda ufak bir diisiise sebep olmustur (r=0,2427).
Hiicre basina diisen KA sayis1 da 125 ve 250 pg/mL’lik konsantrasyonlarda MP’ler i¢in
diistis gostermistir (r=0,3989). Ancak gozlenen degerler anlamli diizeyde degildir. Pozitif
kontrol olan MMC uygulamasi sonucunda hem anormal hiicre frekansinda ve hem de hiicre
bagina diisen KA oraninda anlamli artis goriilmistiir. Elde edilen verilere gore, NP’lerin ve
MP’lerin  hicbir uygulama konsantrasyonunda anlamli seviyede genotoksisSite

gozlenmemistir.

48 saatlik uygulama

Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositlerle 48 saatlik etkilesimlerinin genotoksisite sonug
grafikleri Sekil 4.13‘te ve 4.14‘te verilmistir. Uygulamalar sonucunda, 24 saatlik
uygulamadaki gibi yine yapisal anormallik g¢esitlerinin tiimii gdzlenmistir. Sayisal
anormallik olan poliploidi ise her iki partikiil uygulamasindan sonra sadece bir hiicrede tespit
edilmigstir. Elde edilen verilere gore, NP uygulamalarinda, 250 pg/mL konsantrasyonu
(p>0,05) disindaki diger tiim konsantrasyonlarda hem anormal hiicre frekansini ve hem de
hiicre basina diisen kromozom anormalliklerini, negatif kontrole kiyasla anlamli diizeyde
(p<0,05) artirmistir (anormal hiicre frekansi r=0,7467, hiicre basia diisen KA r=0,8080).
MP uygulamalar1 da tiim konsantrasyonlarda, negatif kontrole kiyasla anormal hiicre

frekansinda ve hiicre basma diisen KA sayisinda artis gostermekle birlikte, bu artiglarin
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higbiri anlamli diizeyde degildir (anormal hiicre frekansi r=,6065, hiicre basina diisen KA
r=0,6832).

Cizelge 4.5. Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin KA testi sonuglari.

Test [ Sire Uy}gsirannirasyon Anormallikler Anormal hiicre KA/Hiicre +
Maddesi | (caat) | (ug/mL) kik | kek | kkb | ds f b + St SH
NK - 3 - 4 1 2 - 3,333 + 1,036 0,033 + 0,010
PK 0,15 14 9 12 5 11 - 16,667 + 2,130 0,170 = 0,021
125 4 3 7 3 3 - 6,667 + 1,440 0,067 0,014
Fe,O3 250 3 3 1 2 - 1 3,333 + 1,036 0,033 + 0,010
NP 500 3 2 6 - 4 1 5,000 + 1,258 0,053 0,013
24 750 2 3 4 3 1 - 4,333 +1,175 0,043 +0,012
125 1 1 2 1 2 2,333+0,870 0,023 = 0,009
Fe,O3 250 3 1 2 2 - - 2,667 + 0,930 0,027 + 0,009
MP 500 3 3 4 1 - - 3,000 + 0,985 0,037 +0,011
750 4 1 2 1 2 3,333 + 1,036 0,033 +0,010
NK - - 3 2 1 2 - 2,667 £ 0,930 0,027 = 0,009
PK 0,15 13 6 8 8 8 1 13,333 + 1,963 0,147 + 0,020
125 6 1 6 3 2 - 6,000 + 1,371* 0,060 + 0,014*
Fe,05 250 2 1 5 1 3 1 4,333 +1,175 0,043 +0,012
NP 500 5 3 7 3 1 - 6,000 + 1,371* 0,063 + 0,014*
48 750 4 5 6 3 3 - 6,333 + 1,400* 0,070 = 0,015*
125 3 1 2 2 1 - 3,000 =+ 0,985 0,030 + 0,010
Fe,05 250 2 1 3 3 - - 3,000 =+ 0,985 0,030 +0,010
MP 500 2 2 4 3 3 1 4,667 +1,218 0,050 +0,013
750 3 2 2 3 1 - 3,333 + 1,036 0,037 +0,011
% KA | 23,810 | 15,714 | 30,000 | 16,190 | 12,381 | 1,905
NP % KA | 22.308 | 16.154 | 32.308 | 13.846 | 13.077 | 2.308
MP % KA | 26.250 | 15.000 | 26.250 | 20.000 | 11.250 | 1.250

ktk: kromatit kirig1, kzk: kromozom kirig1, kkb: kardes kromatitlerde birlesme, ds: disentrik kromozom, f: fragment, p: poliploidi,
NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (MMC), NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil, SH: standart hata.
Kontrole kiyasla *p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Tim NP ve MP uygulama konsantrasyonlari ve uygulama siireleri birlikte
degerlendirildiginde, elde edilen KA degerlerine gore, yapisal anormallik %98,095 iken
sayisal anormallik %1,905°tir. Ortalamalara bakilarak en c¢ok gozlenen anormallik tipi

%30’la kardes kromatitlerde birlesme (kkb) olmustur.
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Sekil 4.11. Fe;O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 24 saatlik uygulamasinin anormal hiicre
frekansina etkisi. PK: pozitif kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP:
nanopartikiil, MP: mikropartikiil.
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Sekil 4.12. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 24 saatlik uygulamasinin KA/Hiicre oranina
etkisi. PK: pozitif kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP:
mikropartikiil.
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Sekil 4.13. Fe;O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 24 saatlik uygulamasinin anormal hiicre
frekansina etkisi. PK: pozitif kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP:
nanopartikiil, MP: mikropartikiil. Kontrole kiyasla *p<0,05 diizeyinde anlamlt

(z testi).
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Sekil 4.14. Fe;O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 24 saatlik uygulamasinin KA/Hiicre oranina
etkisi. PK: pozitif kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP:
mikropartikiil. Kontrole kiyasla *p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi).
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Fe>O3 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositler iizerindeki genotoksisitelerini degerlendirmek
amaciyla 151k mikroskobunda tespit edilen bazi metafaz kromozomlar1 ve bu kromozomlarda
gozlenen anormallik tipleri Resim 4.3’te g0sterilmistir. Preparatlarda, metafaz
kromozomlarmin etrafinda sar1 renkli Fe2O3 NP’lerin ve siyah renkli MP’lerin bulundugu

goriilmektedir.
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Resim 4.3. Lenfosit metafazlarinda KA testi gorsel degerlendirmesi. a) fragment; bl)
fragment ve b2) kromatit kirigi; cl) kardes kromatitlerde birlesme ve c2)
kromatit kirigi; d) kardes kromatitlerde birlesme; e) kromozom kirigi; f)

poliploidi.
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4.2.3. Kardes kromatit degisim testi

Fe>O3 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositler iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri KKD
testi ile belirlenmistir. Bunun i¢in lenfositler, her iki partikiiliin 125, 250, 500 ve 750
ug/mL’lik konsantrasyonlariyla 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Bu test kapsaminda elde
edilen metafaz hiicrelerinde, M2 evresinde gozlenen kardes kromatitler arasindaki degisimler
dikkate alinmis ve genotoksisite degerlendirmesi buna gore yapilmistir. Ayrica, hiicre
popiilasyonundaki genel béliinebilme potansiyelini belirleyebilmek adma Mi; hiicre odakli
boliinebilme potansiyelini belirleyebilmek adma Ri parametreleriyle de sitotoksisite

degerlendirmesi yapilmistir.

24 saatlik uygulama

Fe>O3 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositlerle 24 saatlik etkilesimlerinin genotoksisite ve
sitotoksisite sonu¢ grafikleri sirasiyla Sekil 4.15‘te ve 4.16‘da verilmistir. Elde edilen
verilere gore pozitif kontrol olarak kullanilan MMC’nin 24 saatlik uygulamasi sonucunda,
hiicrelerde 0-35 arasinda KKD olustugu, hiicre basina diisen KKD diizeyinin 11,75 ve
negatif kontrole kiyasla anlamli artis gosterdigi tespit edilmistir. Negatif kontrolde sadece
0-6 KKD gozlenirken, 125, 250, 500 ve 750 pg/mL’lik NP uygulamalari sonucunda
hiicrelerde gozlenen en yiiksek KKD sayisinin, sirasiyla 7, 9, 11 ve 12 oldugu tespit
edilmistir. Hiicre basina diisen KKD sayisinin da konsantrasyon arttik¢a anlamli sekilde artig
gosterdigi (p<0,001) ve sirasiyla 2,45, 2,53, 2,59 ve 3,95 oldugu belirlenmistir (r=0,9148).
MP uygulamalar dikkate alindiginda, en ytliksek KKD sayis1 (10), en yiiksek konsantrasyon
olan 750 pg/mL’de tespit edilmistir. Hiicre basina diisen KKD sayisi, uygulanan biitiin
konsantrasyonlarda, konsantrasyon artisindan bagimsiz olarak (r=0,5706), negatif kontrole

kiyasla anlamli diizeyde artig géstermistir.

Sitotoksisite parametresi olarak degerlendirilen MI, Fe;Os NP’lerinin biitiin
konsantrasyonlarinda, konsantrasyon artisina bagli olarak (r=0,8801), negatif kontrole
kiyasla diisiis gostermistir. Bu diisiis, 125 pg/mL haricindeki biitiin konsantrasyonlarda (250,
500 ve 750 ug/mL) anlamli diizeydedir. Fe2O3 MP’leri de lenfositlerde, negatif kontrole
kiyasla biitiin konsantrasyonlarda, konsantrasyona bagli olarak (r=0,8786), azalmaya sebep

olmustur ancak bunlardan higbiri anlaml degildir (Cizelge 4.6).
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48 saatlik uygulama

Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositlerle 48 saatlik etkilesimlerinin genotoksisite ve
sitotoksisite sonug¢ grafikleri sirasiyla Sekil 4.17°de ve 4.18°de verilmistir. Elde edilen
verilere gore hem NP hem de MP uygulamalari, hiicre basmna diisen KKD sayisini,
konsantrasyona bagli bi¢imde (NP’ler i¢in r=0,8044 ve MP’ler i¢in r=0,7477) ve anlamli
diizeyde artirmistir (NP’lerin ve MP’lerin sirastyla 500 ve 125 upg/mL’lik
konsantrasyonlardaki artiglar1 anlamh diizeyde degildir). Pozitif kontrol olarak kullanilan
MMC, 48 saatlik uygulamada, lenfositlerde 3-29 arasinda KKD olustururken, hiicre bagina
diisen KKD diizeyini 15,75’e ¢ikarmis ve negatif kontrole kiyasla anlamli bir artisa sebep
olmustur (p<0,001). MP’ler hiicre basina en fazla 10 KKD olustururken, NP’lerde bu say1
14’e kadar yiikselmistir.

Tespit edilen Mi, Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 48 saatlik uygulamasini takiben, kontrole
kiyasla bir diigiis gostermistir. Bu azalma, NP uygulamasinda, 125 ug/mL disindaki diger
tlim konsantrasyonlarda, konsantrasyon artigina bagli olarak (r=0,9130) anlamli diizeydedir.
MP uygulamalarinda ise konsantrasyon degisimden bagimsiz olarak (r=0,0374) sadece 125

pg/mL’nin anlamli artis olusturdugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin KKD testi sonuglari.

Test Uygulama Min.
Maddesi Siire | Konsantrasyon | Maks. | KKD/Hiicre+SH | My | M, | M, Ri+SH Mi+ SH
(saat) (ng/mL) KKD
NK - 0-6 [133+024 86 | 98 | 103 | 1,97 +0,05 5,33+ 0,70
PK 0,15 1-35 | 11,75+1,09 91 [ 106 | 96 | 1,97+0,05 2,68 + 0,50
125 0-7 [245+034° 86 | 90 | 102 | 1,91+0,05 429+ 0,64
Fe.0. NP 250 0-9 | 253+0,37° 79 | 82 | 73 [ 154+0,05 3,87 + 0,66**
23 500 0-11 | 2,59+0,39° 92 | 99 | 97 [194+0,05 4,03 +0,61*
24 750 0-12 [395+033° 74 | 76 | 78 | 153+0,05 3,61+ 057
125 0-9 [307+035 88 | 96 | 96 | 1,89+0,05 5,28 + 0,70
Fe.0. MP 250 0-7 [ 1,88+0,30° 89 [ 100 | 91 [ 1,87+0,05 4,45 + 0,64
23 500 0-8 | 279+0,35° 93 | 97 | 101 [ 1,97+0,05 4,59 + 0,66
750 0-10 [ 2,80+0,40° 84 | 100 | 101 | 1,96 +0,05 441+ 0,64
NK - 09 [175+033 86 [ 105 [ 100 | 1,99 +0,05 5,27 + 0,70
PK 0,15 3-29 [ 1515+1,04 88 [ 103 | 89 | 1,87+0,05 2,58 + 0,50
125 0-7 | 295+0,33° 87 | 97 | 96 [ 1,90+0,05 4,58 + 0,66
Fes0c NP 250 0-8 | 235+0,33 94 | 96 | 100 | 1,95+0,05 4,18 +0,63*
23 500 0-7 |277+031 89 | 92 | 103 [ 1,94+0,05 3,69 + 0,59**
48 750 0-14 [ 356+041° 75 [ 86 | 79 | 161+0,05 3,92 +0,61*
125 0-10 [ 2,01+034 85 | 98 | 95 [ 1,89+0,05 4,16 + 0,63*
Fo.0. MP 250 09 [311+041° 87 | 96 | 95 [ 1,88+0,05 5,21+ 0,70
73 500 0-7 | 2,89+0,40° 83 | 99 | 98 [192+0,05 444 + 0,64
750 0-9 | 269+033° 86 | 98 | 99 [ 193+0,05 5,19 + 0,69

NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (MMC), NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil, M 23: mitoz evreleri, Mi: mitotik indeks, Ri:
replikasyon indeksi, SH: standart hata.

Kontrole kiyasla 2p<0,05; Pp<0,01; ®p<0,001 diizeyinde anlamli (t testi).

Kontrole kiyasla *p<0,05; **p<0,01 diizeyinde anlamli (z testi).

Uygulamalar arasinda R sonuglar kiiciik degisiklikler olusturmakla beraber, bunlardan

higbiri kontrole kiyasla anlamli degildir.
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Sekil 4.15. Fe;03 NP’lerinin ve MP’lerinin 24 saatlik uygulamasinin KKD/Hiicre frekansina
etkisi. PK: pozitif kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP:
mikropartikiil. Kontrole kiyasla ®p<0,01; ®p<0,001 diizeyinde anlamli (t testi).
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Sekil 4.16. Fe;O3 NP’lerinin ve MP’lerinin 24 saatlik uygulamasinin mitotik indekse etkisi.
PK: pozitif kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP:
mikropartikiil. Kontrole kiyasla *p<0,05; **p<0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi).
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Sekil 4.17. Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin 48 saatlik uygulamasinin KKD/Hiicre frekansina
etkisi. PK: pozitif kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP:
mikropartikiil. Kontrole kiyasla p<0,05; ®p<0,01; ®p<0,001 diizeyinde anlamli (t
testi).
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Sekil 4.18. Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin 48 saatlik uygulamasinin mitotik indekse etkisi.
PK: pozitif kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP:
mikropartikiil. Kontrole kiyasla *p<0,05; **p<0,01 diizeyinde anlamli (z testi).
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Fe>O3 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositler iizerindeki genotoksisitelerini degerlendirmek
amacityla 151k mikroskobunda tespit edilen bazi KKD 6rnekleri Resim 4.4’te gosterilmistir.
Preparatlarda, metafaz kromozomlarinin etrafinda sar1 renkli Fe2O3 NP’lerin ve siyah renkli

MP’lerin bulundugu goriilmektedir.
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Resim 4.4. Lenfosit metafazlarinda KKD testi gorsel degerlendirmesi. a) M2 evresinde
bulunan bes kez kromatit degisimi ge¢irmis metafaz; b) M2 evresinde bulunan
yedi kez kromatit degisimi gegirmis metafaz.

4.2.4. Mikroniikleus-sitom testi

Fe>O3 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositler tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri MN
testi ile de belirlenmistir. Bunun igin lenfositler, her iki partikiiliin 125, 250, 500 ve 750
pug/mL’lik konsantrasyonlariyla 48 saat muamele edilmistir. Bu test kapsaminda MN
olusumlar1 1ki c¢ekirdekli (biniikleat) hiicrelerde dikkate alinmis ve genotoksisite
degerlendirmesi yapilmistir. Ayrica, hiicre odakli boliinebilme potansiyelini belirleyebilmek
adina genel sitotoksisitenin Ol¢iisii olarak kabul edilen ve kiiltiir ortaminda hiicre
proliferasyonunun gostergesi olan NBI parametresiyle de sitotoksisite degerlendirmesi

yapilmistir.

Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin insan lenfositlerle etkilesimlerinin MN, NBI, NTM ve NKP
olusumlar tizerindeki etkileri Cizelge 4.7°da ve Sekil 4.19’da gosterilmistir. Negatif
kontrolde 0,17 olan MN frekansi, lenfositlere Fe2Os NP’lerinin ve MP’lerinin uygulanmasi

sonucunda bir miktar artis géstermistir. Ancak uygulamalardan sadece 250 pg/mL’lik Fe2O3
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NP’lerinin ve MP’lerinin anlamli artig olusturdugu belirlenmistir. Degerler konsantrasyon
degisimine bagli bir korelasyon gostermemistir (NP’ler i¢in r=0,1868 ve MP’ler icin
r=0,4195). Sitom analizi sonuglaria goére, MP’lerin en yiiksek konsantrasyonu hari¢ (750
ug/mL) diger tiim konsantrasyonlarda NTM olusumunda, konsantrasyon artisindan
bagimsiz olarak (r=0,1758) anlamli artis olusturmustur. NPK olusumu da sadece MP’lerin,
yine konsantrasyon artisindan bagimsiz olarak (r=0,5203), 250 ug/mL’de konsantrasyonlu
uygulamasinda anlamli artis gostermistir. NP’lerde uygulanan sitom analizinde, NTM
olusumu i¢in konsantrasyon artigina bagl bir korelasyon tespit edilmistir (r=0,8405) ancak
NPK olusumu igin konsantrasyon degisimine bagl bir artis-azalig goriilmemistir (r=0,6753).
Ayrica NP’leri i¢in negatif kontrole kiyasli anlamli bir sitom degeri tespit edilmemistir. NBI
bakimindan, NP’ler ve MP’ler, negatif kontrole kiyasla anlamli bir degisiklige sebep

olmamustir.

Cizelge 4.7. Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin MN testi sonuglari.

| Konsantrasyon Bin}'ikleat Hiicrelerdeki )
Test Maddesi Mikroniikleus Sayisi MN NBI NTM NKP
NK - 3 1 0,17 + 0,07 1,37+£0,21 | 0,03+0,03 0,03 +0,03
PK 0,15 62 5 2,40+ 0,27 1,36+0,21 | 0,80+0,16 0,30+ 0,10
125 11 1 0,43+0,12 1,42+0,22 | 0,03+0,03 0,07 £ 0,05
Fe,O0s NP 250 11 2 050+0,12* | 1,31+0,21 | 0,13+0,07 0,17 +0,08
500 6 - 0,20 + 0,08 1,40+0,21 | 0,10+ 0,06 0,10+ 0,06
750 7 2 0,37+ 0,10 1,36 £0,21 | 0,13+0,07 0,13+0,07
125 8 - 0,27 + 0,09 1,38+0,21 | 0,30+ 0,10** 0,13+0,07
Fe,05 MP 250 10 3 053+0,12* | 145+0,22 | 0,30+0,10** | 0,23 +0,09*
500 9 - 0,30+0,10 1,39+0,21 | 0,23 +0,09* 0,17 £0,08
750 6 2 0,33+ 0,09 144+0,22 | 0,13+0,07 0,13+0,07
NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (MMC), NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil, NBI: niikleer béliinme indeksi, NTM:
niikleer tomurcuk, NKP: niikkleoplazmik koprii, SH: standart hata.
Kontrole kiyasla *p<0,05, **p<0,01 diizeyinde anlamli (z testi).
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Sekil 4.19. Fe;O3 NP’lerinin ve MP’lerinin mikroniikleus tizerine etkisi. PK: pozitif kontrol
(MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil. Kontrole
kiyasla *p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi).

Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositlerle etkilesimlerinin MN sitom analizi sonug
grafikleri Sekil 4.20°de ve 4.21°de verilmistir. Elde edilen verilere gore, NP’lerin, NTM ve
NKP olusumlarin1 bir miktar artirdig1 ancak bu artislarin negatif kontrole kiyasla anlamli
olmadig1 tespit edilmistir. MP’lerin ise orta-diisiik (250 pg/mL) konsantrasyonu her iki
parametre i¢in de anlamli artislar olusturur iken (p<0,05); 125 ve 500 pg/mL

konsantrasyonlu uygulama degerleri yalnizca tomurcuk olusumu igin anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.20. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin niikleer tomurcuk tizerine etkisi. PK: pozitif
kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil.
Kontrole kiyasla *p<0,05, **p<0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi).
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Sekil 4.21. Fe20O3 NP’lerinin ve MP’lerinin niikleoplazmik koprii tizerine etkisi. PK: pozitif
kontrol (MMC), NK: negatif kontrol, NP: nanopartikiil, MP: mikropartikiil.
Kontrole kiyasla *p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi).
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Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin lenfositler iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla 151k mikroskobunda tespit edilen bazi MN, sitom ve diger

anormallik ornekleri Resim 4.5’te gosterilmistir.
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Resim 4.5. Lenfositlerde MN-sitom testi gorsel degerlendirmesi. a) biniikleat hiicrede bir
C) biniikleat hiicrede

MN; b) biniikleat hiicrede niikleer tomurcuk;
niikleoplazmik koprii; d) biniikleat hiicrede niikleoplazmik baglantili niikleer

tomurcuk; e) apoptotik hiicre; f) multiniikleat hiicrede iki MN.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, kullanim alanlar1 giin gectikce artan, inorganik partikiil sinifi igerisinde
yer alan Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin sitotoksik ve genotoksik etkileri, MCF-7 hiicre
hattinda ve insan lenfositlerinde, ¢esitli in vitro testlerle arastirilmistir. Boylece, ayn1 metal
oksidin NP ve MP formlarinin hem aymi konsantrasyonlardaki etkilerinin birebir
karsilagtirilmasi yapilabilmis ve hem de farkli hiicre tiplerindeki etkileri kiyaslanabilmistir.
Hiicre kiiltiirleriyle yiirtitiilen in vitro testlerde, ¢ok hiicreli organizmalardan saglanan gesitli
hiicre tiplerinin 06zel olarak dizayn edilmis laboratuvar ortaminda, kontrollii ve
kontaminasyondan korunacak bigimde c¢alisilabilmektedir. Hem insandan hem de diger
canlilardan alinan hiicrelerin suni ortamda kolayca yasatilabilmesi ve etik kaygiy1 da
gidermesi, bu tip hiicrelerin tercih edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu tez kapsaminda
kullanilan MCF-7 hiicre hatti, ¢ok iyi karakterize edilmis olmasi ve diger meme kanseri
hiicre hatlarina kiyasla, bilimsel calismalarda en fazla sayida kullanilmasi gibi yiiksek
avantajlara sahiptir [212-213]. insan lenfositleri ise kolay elde edilebilir olmasiyla, kiiltiir
isleminin basit olmasiyla, yapiskan hiicre olmamasiyla ve yine bir¢ok ¢aligmada oncelikli
olarak kullanilan hiicre kiiltiirii ¢esidi olmasiyla 6ne ¢ikmaktadir [214]. Gergeklestirilen bu
in vitro yaklagimlarda iki farkli hiicre tipinin kullanilma sebebi, farkli hiicresel
fonksiyonlarin farkl: testlerdeki durumlarini degerlendirerek in vivo kosullara daha yakin bir
calisma yiriitebilmektir. Ek olarak, ¢alismalarin gergeklestirildigi laboratuvarlarda insan
lenfosit hiicreleriyle ve MCF-7 hiicre hattiyla uzun siiredir uygulamalar yapilmaktadir ve bu

sayede deneysel sapmalar biiyilik oranda, en bastan itibaren, elimine edilmislerdir.

Arastirmamizda, incelenmesi hedeflenen Fe2Osz NPlerinin ve MP’lerinin ¢alismalarda
kullanilacak optimum konsantrasyonlarin1 belirlemek amaciyla, deneyin yiriitildigi
laboratuvarda daha once degerlendirilmis ve literatiirde kullanilmis konsantrasyonlar da
dikkate alinarak bazi on testler uygulanmistir. Insan lenfositlerinde komet, KA ve MN
testlerinin  kullanildig1 ilk uygulamalar1 takiben kullanilacak asil konsantrasyonlar
belirlenmistir. Bu testlerde 6zellikle hiicre canliligi ve MI dikkate alinmistir. Yapilan
uygulamalardan elde edilen verilere dayanarak MCF-7 hiicrelerinde 5, 25, 125, 250, 500,
750, 1000 ve 1500 pg/mL’lik konsantrasyonlar kullanilir iken insan lenfositlerinde 25, 125,

250, 500 ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlarin kullanilmasina karar verilmistir.
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Cesitli fiziksel/kimyasal etkenlerin hiicre canliligi ve proliferasyonu iizerindeki etkisinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan testlerden biri olan MTT testi, metabolik
aktivitenin 6l¢iimiine dayanan kolorimetrik bir yontemdir. Tekrarlanabilirligi yiiksek, basit,
giivenilir ve hizli olmasi sebepleriyle olduk¢a yaygin kullanilan bir testtir. Sitotoksisiteyi
belirleyen testlerin amaci, yeni sentezlenen bilesiklerin, ila¢ kesif ve gelistirme
arastirmalarinin evrelerine gegmeden once canli hiicre tizerindeki olasi toksik etkilerini ve
mekanizmasini tespit etmektir. Bir¢ok ilacin sitotoksik olmasi tercih edilmez iken, kanser
tedavisinde kullanilan ilaglar gibi bazilarinin da sitotoksisite yaratarak kanserli hiicreleri
oldirmeleri istenmektedir. Bu nedenle, sitotoksisite bazen etkinlik, bazen de toksisitenin
degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica in vitro sitotoksisite testleri sayesinde
kisa siirede, yiiksek tekrarlanabilirlikle birden fazla deney gergeklestirilebilmektedir [215].
MCEF-7 hiicreleri, insan meme kanseri hiicre hatt1 olup, sitotoksisite ¢alismalarinda oldukg¢a
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin, kullanilan
konsantrasyonlarinda ve uygulama siirelerinde, insan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
sitotoksisite gostermedigi tespit edilmistir. Hatta her iki partikiiliin kullanilan tiim
konsantrasyonlarinin (MP i¢in 5 pg/mL harig), hiicre canlilig1 frekansini, kontrole kiyasla
anlamli olmayan bigimde artirdigi1 gozlenmistir. NP’lerin, 6zellikle 125 pg/mL’den itibaren
biitiin konsantrasyonlarinin, hiicre canliligini artirdigi, MP’lerin de 6zellikle 250, 500 ve 750
pug/mL’lik konsantrasyonlarinda hiicre canliligini artirdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, her
iki partikiilin de bu hiicre hattinda hiicre dongiisiinii bloke ederek proliferasyonu

diistirmedigini veya hiicre 6liimiine sebep olmadigin1 gostermektedir.

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen veriler, daha 6nce yapilan bazi arastirmalarla uygunluk
gostermektedir. Ornegin, yaklasik 10 nm boyutlu Fe2O3 NP’lerinin ii¢ farkli konsantrasyonu
(10, 20 ve 30 pg/mL) insan rahim agzi1 kanseri hiicrelerine (HeLa) 12, 24 ve 72 saat siirelerle
uygulandiginda, MTT testiyle yapilan sitotoksisite degerlendirmesinde anlamli bir sonuca
ulasilamamustir [216]. Ozellikle biyosentez sayesinde iiretilen Fe;O3 NP’leri bu baglamda
degerlendirilmelidir. Konsantrasyon araligi 0-200 pg/mL olan 20-60 nm’lik biyosentetik
Fe2O3 NP’lerin 24 saat siiresinde A549 hiicre hattina uygulanmasi sonucunda MTT testi
hiicre canlilig1 sonuglar1 anlamli bulunmamustir [217]. Yine konsantrasyon araligi 0.1-7,5
mg/mL olan 18-28 nm’lik biyosentetik Fe2O3 NP’lerin 24, 48 ve 72 saat siirelerinde MCF-
7 ve 3T3 hiicre hatlarina uygulanmasi sonucunda MTT testi hiicre canlilig1 sonuglart diisiis
gostermis fakat anlamli bir diizeyde olmadigi belirtilmistir [218]. Sitotoksisite gézlenmeyen

bu ¢alismalarda partikiillerin inflamasyonu tetiklemedikleri belirtilmistir. Bunlarin aksine,
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geemis bir calismada yaklasik 44 nm boyutlu ayn1 NP’lerin bes farkli konsantrasyonunun
(10, 25, 50, 75 ve 100 pg/mL) insan lenfositlerindeki 24 saatlik etkisi incelendiginde, MTT
ve laktat dehidrogenaz testlerinin sonuglari, bu partikiillerin sitotoksik olduklarini
gostermistir [219]. Aym sekilde, yaklasik 20 nm boyutlu polietilen glikol (PEG) modifiyeli
Fe203 NP’lerinin 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/mL konsantrasyonlari, Royan B1 hiicrelerine,
12 ve 24 saat uygulandiginda, anlamli sitotoksik sonuglar gézlenmistir [220]. Elde edilen bu
pozitif sonucglara da inflamasyon veya direkt olarak partikiil kaynakli ROT artisinin sebep
oldugu disiiniilmektedir [221-223]. Bu tez ¢alismasinda kullanilan MCF-7 hiicrelerinde elde
edilen sonuglar géz oOniine alindiginda, ayni tip partikiiliin, farkli konsantrasyon ve uygulama
sliresine gore ve ayrica hiicre tipine gore benzer etkiler gosterebilecegi gibi, farkli sonuglar

gosterebilecegi de goriilmektedir.

Bu ¢alismada, MTT testiyle incelenen Fe,O3 NP’leri ve MP’leri opak olup, hizli bir sekilde
kutuplagsma, c¢abuk c¢okelme gibi oOzellikler gostermektedir. Kuyucuklar igerisinde
uygulamasi yapilan partikiiller, adherent hiicrelerin {izerlerini 6rterek ya da birbirleriyle olan
iletisimlerini engelleyerek sadece sitotoksisite sebebiyle etkiliyor olmayabilir. Bu
partikiillerin temas ettikleri tiim yiizeylere yapisabilme nedeniyle, opakliklarindan kaynakli
olarak, spektrofotometrik 6lgiimleri de yaniltabilecegi diisiiniilmektedir [224-225]. Ayrica
ozellikle NP'lerin toksisitesi temelde sekillerine, yiizey alanina, yiizey/kiitle oranina, partikiil
ebatlar1 ve bunun dagilimina, yiizey yiiklerine, ¢oztiniirliiklerine gibi ¢esitli fiziko-kimyasal
ozelliklerine de dayandirilmaktadir [226]. NP’lerin, hidrodinamik boyutlarinin da, kiiltiir
ortamindaki agregasyonlarindan &tiirii daha biiylik oldugu ve agregasyonun partikiil
boyutuyla da dogru orantili oldugu tespit edilmistir. Partikiill boyutunun
farkliligindan/biiyiikliigiinden,  hiicre  igerisine  giremeyecegi  ve  dolayisiyla

sitotoksisitelerinde farkliliklar gozlenebilecegi belirtilmektedir [227].

Mitotik hiicrelerde boliinebilme yetenegi, ortam sartlarinin ve hiicresel fonksiyonlarin
uygunluguyla dogrudan iliskilidir. Uygulamasi yapilan Fe,Os NP’lerinin ve MP’lerinin
kiiltiirdeki lenfositlerde olasi sitotoksisitelerini tespit etmek amactyla Mi degerlendirmesi de
yapilmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak incelendiginde, NP’lerin MP’lere
kiyasla her iki uygulama siiresinde de en diisiik konsantrasyon (125 pg/mL) haricindeki tiim
konsantrasyonlarda, MI’i anlaml diizeyde diisiirdiigii tespit edilmistir. Bu tez calismalarinin
uygulandig1 laboratuvarda daha 6nce ayn1 Fe,O3z NP’lerinin ve MP’lerinin Allium cepa da,

dort farkli konsantrasyonunun (125, 250, 500 ve 750 pg/mL) 24, 48 ve 72 saatlik
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uygulamalarmin MI iizerindeki etkileri de incelenmistir [203]. Sonuglara bakildiginda, her
uygulama siiresinde ve konsantrasyonda her iki partikiil grubu da MI’i diisiirmiistiir
(NP’lerde, 250 pg/mL-24 saat ve MP’lerde 125 pg/mL-48 saat hari¢). Benzer Fe2Os
NP’lerinin kullanildig1 ve yine ayni laboratuvarda insan lenfositleriyle yapilan bir baska in
vitro arastirmada ise 24 ve 48 saatlik uygulamalarda, dort farkli konsantrasyon (39,062,
78,125, 156,250 ve 312,500 pg/mL) calisiimistir [228]. MI sonuglar1 48 saatte 156,250 ve
312,500 pg/mL anlaml diisiis gosterir iken 24 saatte sadece en yiiksek konsantrasyonda
anlaml1 diisiis bulunmustur. Calisma sonuglar1, bu tezde gerceklestirilen MI sonuglariyla
benzerlik gostermektedir. NP’ler, mikron boyutlart sebebiyle hiicre sitoplazmasindan ve
hatta c¢ekirdeginden gecerek hiicresel isleyisi bozabilecek, boliinmeyi durdurabilecek
potansiyele sahiptirler [229-230]. Benzer sekilde, MP’lerin en diisiik konsantrasyonu i¢in de
uzun siireli maruziyette ayni sebep gecerli sayilabilir. Konsantrasyona bagli olarak artan
agregasyon, partikiillerin, hiicre igerisine difiizyonla girmesinin Oniine gegebilmektedir
[231-232]. Uzun siireli uygulamada, endositoz mekanizmalarinin da islevleri sayesinde

[233-236] MI anlaml1 bir diisiis gdstermis olabilir.

Bu tez calismasinda, Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin insan lenfositlerinde, DNA iizerindeki
etkileri komet testiyle degerlendirilmistir. Komet testi prensipte, hiicre ¢ekirdeginde kirtlmis
DNA’nin agaroz jel igerisinde elektrik kuvvetiyle art1 kutba dogru hareket etmesi prensibine
dayanmaktadir. DNA’nin saglam olarak kaldig1 ¢ekirdek kismi “bas” olarak isimlendirilir
iken parcalanmis ve boyutlarma gore gé¢c eden DNA “kuyruk™ olarak isimlendirilir.
Boylece, DNA’sinda hasar olan bir hiicre, yildiz kaymasi/kuyruklu yildiz gibi goriiniir.
Komet testi, geleneksel genotoksisite testlerine gére daha hassas, ucuz, nispeten basit ve
farkli parametrelere gore degerlendirme imkani saglayan bir testtir [237]. Avantajlart ve
kalitesi sebebiyle, dzellikle genotoksikoloji alaninda siklikla kullanilmaktadir [138, 238].
Bu ¢aligmada, komet testinin ti¢ farkli parametresi (kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu,

kuyruk momenti) degerlendirilmistir.

Izole lenfositlerde uygulanan komet testi sonucunda, Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin iKi
saatlik uygulamasinda ne kuyruk uzunlugu ne kuyruk yogunlugu ne de kuyruk momentinde
negatif kontrole kiyasla anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Diger yandan, {i¢ saatlik
uygulamada, DNA kiriklarinda ve dolayisiyla komet bulgularinda artislar oldugu
belirlenmistir. Her iki partikiil de kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugunda,

konsantrasyona bagli olmaksizin, anlamli artislar olusturmustur. Anlamlhilik seviyelerine
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dikkat edildiginde, MP’lerin her iki parametrede de daha etkili oldugu goriilmektedir.
Kuyruk yogunlugu i¢in, NP’lerden sadece 500 pg/mL konsantrasyon etkili goriiniir iken
(p<0,05) MP’lerden 25 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarin etkisi daha anlamlidir (p<0,001).
Kuyruk momenti agisindan negatif kontrole kiyasla anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.
Kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu sonuglarindan tiiretilen bir deger
olup, komet testinde oldukga kullanigh ve tercih edilen bir parametre olmakla beraber [237]
farkli laboratuvarlar arasindaki sonuglarin karsilastirilmasi, bu parametre agisindan oldukga
zordur [239]. Bu nedenle, laboratuvarlar arasi karsilastirmalarin yapilabilmesi agisindan
ozellikle kuyruk yogunlugunun kullanilmasi onerilmektedir. Kumaravel ve Jha (2006),
bilimsel c¢alismalarda hem kuyruk momentinin hem de kuyruk yogunlugunun

kullanilabilecegini rapor etmistir [240].

Sadece NP’ler degil, MP’ler de endiistriyel ve tip alanlarinda kullanildiklar1 gibi, ¢evresel
remediasyonlarda oldukca fazla tercih edilmektedir [31-32]. Agir metalleri ortamdan
uzaklagtirmak amaciyla kullanilan MP’lerin genotoksik riskleri de beraberinde
getirebileceklerine yonelik bulgular mevcuttur. Ornegin, gergeklestirilen bir in vitro
calismada, NP’lerin yiiksek konsantrasyonlarda (200-1000 ppm) anlamli sitotoksisite
gostermedikleri ve oksidatif streste artis olusturmadiklari, komet testinde de DNA hasari
olusturmadiklar1 belirtilir iken, biiylik boyutlara sahip MP’lerin hiicrelerle etkilesimleri
incelendiginde, hiicrelere endositoz mekanizmalari sayesinde daha kolay girebildikleri ve
sonucta daha genotoksik olabilecekleri belirtilmistir [233-236]. Karlsson ve arkadaslarinin
(2009) yiiriittigii in vitro bir calismada, Fe;O3 ve Fe3Os NP (29 nm) ve MP (<1 um)
uygulamalarini takiben, bu partikiillerin sitotoksisite olusturmadiklar1 ve komet testinde
diisiik seviyede DNA hasar1 olusturduklari belirlenmistir [241]. Diisiik seviyeli hasarin
sebebinin, partikiillerin yilizey Ozelliklerine ve iyonlara bagli olabilecegi ve Yyeterli
inflamasyon yaratmadiklarindan oldugu belirtilmistir [242-243]. Bu tez calismalarinin
uygulandigi laboratuvarda daha 6nce ayni Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin Allium cepa
lizerinde, dort farkli konsantrasyonun (125, 250, 500 ve 750 pg/mL) 24 ve 48 saatlik etkileri
komet testi kullanilarak incelenmistir [203]. Arastirma sonuglarina gore, 24 saat igin NP’ler
125 ve 250 pg/mL konsantrasyonlarda DNA hasarinda artisa sebep olur iken MP’ler 250 ve
500 pg/mL konsantrasyonlarda DNA hasarinda artisa sebep olmustur. 48 saatlik
uygulamalarda ise NP’ler benzer sonug¢ verir iken MP’lerin 500 ve 750 pg/mL
konsantrasyonlarinda DNA hasarinda artis goriilmistiir. Benzer Fe;Os NP’lerinin

kullanildig1 ve yine aymi laboratuvarda insan lenfositleriyle yapilan bir baska in vitro
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aragtirmada ise 2 ve 3 saatlik siire ve dort farkli konsantrasyonla (39,062, 78,125, 156,250
ve 312,500 pg/mL) yiiriitiilen komet testi sonucunda, her uygulama igin negatif kontrole
kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu degerlerinde anlamli artiglar tespit edilmistir
[228]. Bu tez galismasindan elde edilen komet kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu
verilerine dayanarak, uzun siireli maruziyetlerde, 6zellikle genomik seviyede MP’lerin
NP’lere kiyasla potansiyel risklerinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Dolayistyla buradaki
sonuglar, daha once yapilan ve yukarida 6zetlenen bazi arastirma sonuglarina benzerlik
gostermektedir. NP’lerin daha diisiik diizeyde DNA hasar1 olusturmasi; nano ebatta olmasi
nedeniyle agregasyon olusturmalarindan ve hidrodinamik g¢apinin biiyiimesi nedeniyle
hiicrelere giris yapamamasindan kaynaklaniyor olabilir. MP’lerin daha fazla DNA hasari
olusturmasi, agregasyon diizeylerinin daha diisiik ve ayrica endositoz mekanizmalariyla
hiicre i¢ine alinabilmesinden kaynaklaniyor olabilir [233-236, 244]. Ayrica, komet testiyle
genotoksisite degerlendirmesi yapilan Fe;Oz NP’lerinin ve MP’lerinin bu test igin
uygunluklar1 ve uygulama konsantrasyonlari da yine ayrica ele alinmalidir. Kullanilan
partikiiller 15181 yansitabilmek, yiizeyinde Kimyasal adsorpsiyonu yapabilmek ve c¢abuk
agregasyon saglayabilmek gibi Ozellikler gostermektedirler [245-247]. Floresan
mikroskobuyla degerlendirme yapilan bu testte partikiiller, boyay1 yiizeyinde tutarak ya da
ozellikle ytliksek konsantrasyonlarda hiicrelerin etrafini/iizerlerini kaplayarak yanlis pozitif

sonuglar vermeye sebep olabilmektedirler [204].

Kromozom anormallikleri testi, genotoksikolojide ve bir¢ok genetik tan1 merkezinde rutin
olarak kullanilan 6nemli bir kromozomal hasar tespit testidir. Hiicre boyutunda inceleme
yapilabilmesi, gozleme dayali olmasi, ¢ok farkli kromozom hasarlarinin kolay tespit
edilebilmesi, istatistiksel agidan yeterince hiicre incelenmesi ve sitotoksisitenin gostergesi
olan MI’in tespit edilmesine de imkin vermesi bu teknigin en 6nemli avantajlaridir.
Dezavantajlar ise yinelenebilir olmamasi, tecrilbbe ve emek gerektirmesi ve kiiltiirleme

adimi icermesi sayilabilir [248-249].

Bu tez calismasinda, genotoksik agidan incelenen Fe2O3 NP’leri ve MP’leri, 24 saatlik
uygulama siiresinde, hi¢bir uygulama konsantrasyonunda KA frekansinda ve KA/Hiicre
oraninda, kontrole kiyasla anlamli bir artis olusturmamistir. 48 saatlik uygulamada ise
sadece NP’lerin 125, 500 ve 750 ng/mL konsantrasyonlarinda her iki parametrede de anlamli
artiglar gozlenmistir. Buna gore NP’lerin uzun siireli maruziyetlerde etkili olduklari

distintilebilir. Biitiin KA sonuglar bir arada degerlendirildiginde, partikiillerin en yiiksek
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diizeyde olusturdugu kromozomal hasar, kardes kromatitlerde birlesmedir. Bu anormallik,
ortamdaki partikiil artisina ve dolayisiyla stres artigina bagli olarak telomeraz aktivitesinin
azalmasi ya da partikiillerden kaynaklanan iyonlarin telomer bolgelerine dogrudan hasar
vererek diger hasarli zincirlerle birlesmeye agik duruma getirmeleri sebepler arasinda

gosterilebilir [250-253].

Daha 6nce yapilan aragtirmalar incelendiginde, yaklasik 43 nm boyutlardaki, 10-100 pg/mL
konsantrasyonlu Fe2Oz NP’lerinin 24 saatlik uygulamalarinin in vitro insan lenfositlerinde
MTT ve laktat dehidrogenaz (LDH) testiyle sitotoksik oldugu ve ayrica komet ve KA
testleriyle de genotoksik oldugu belirlenmistir. EK olarak, oksidatif stresin de 6nemli 6l¢iide
arttig1 tespit edilmistir [219]. Ratlar iizerinde yiiriitiilen in vivo bir arastirmada, 100 nm
boyutlarindan kii¢iik olan Fe2O3 NP’lerinin farkli konsantrasyonlarinin bir hafta boyunca
uygulanmasimi takiben, kan ve kemik iligi hiicrelerinde KA ve komet testleri
gerceklestirilmistir. DNA hasarinda, NP’lerin diisiik konsantrasyonlarinda (25 mg/kg viicut
agirligl) bile anlamhi diizeyde artis gozlenir iken MN frekansinin daha yiiksek
konsantrasyonlarda (50-100 mg/kg viicut agirhigi) anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir.
Bu artis yine oksidatif stresle iligkilendirilmistir [127]. Bu tez ¢alismalarinin uygulandigi
laboratuvarda daha 6nce ayni Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin Allium cepa iizerinde, dort
farkli konsantrasyonunun (125, 250, 500 ve 750 pg/mL), 24, 48 ve 72 saatlik etkileri KA
testi ile incelenmistir [203]. Arastirma bulgularina gore, NP’ler tiim uygulamalarda (72
saatlik 125 pg/mL hari¢) negatif kontrole kiyasla sonuglar anlamli artig gosterir iken
MP’lerin sadece yiiksek konsantrasyonda sonuglarin anlamli artis gosterdigi tespit
edilmistir. Benzer Fe,Osz NP’lerinin kullanildigi ve yine aymi laboratuvarda insan
lenfositleriyle yapilan bir baska in vitro arastirmada ise dort farkli konsantrasyonun (39,062,
78,125, 156,250 ve 312,500 pg/mL) 24 ve 48 saatlik etkileri ¢alisilmistir [228]. KA
sonuglara gore, 24 saatlik uygulamalarda yiiksek olan iki konsantrasyon anlamli artig
gosterir iken 48 saatlik uygulamada, ek olarak 78,125 ug/mL konsantrasyon da anlamli artis
gostermistir. Diger yandan bazi in vivo aragtirmalarda, partikiillerin genotoksik olmadigi
yoniinde bulgular da tespit edilmektedir. Ratlarda gerceklestirilen bir ¢alismada Fe2O3 NP
(30 nm) ve bulk formlarinin oral yoldan (0,5-2 g/kg viicut agirlig1) 6-72 saat verilmelerini
takiben uygulanan komet, KA ve MN testlerinin hig¢birinde, genetik hasarda anlamli bir artis
tespit edilmemistir [102]. Genotoksisitenin olugsmamasi, demir partikiillerinin ratlarda

oksidatif stres artigina sebep olmamasiyla agiklanmigtir [254].
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Dogaya salinan Fe;O3 NP’lerinin, ¢evresindeki canlilarla bir sekilde etkilestikleri ve zarar
verdikleri de yapilan bir¢ok ¢aligmayla kanitlanmistir. Sularin aritilmasinda kullanilan ve bu
yolla karasal/sucul ¢evrelere yayilan nano ebatli Fe;Os partikiillerinin tiitiin BY-2
hiicrelerinde, 5-500 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin 24 saatlik tetrazolium ve Evans mavisi
uygulamalari ile yapilan sitotoksisite degerlendirmesinde, en diisilk konsantrasyonun (5
pg/mL) hiicre canliliginda anlamli diisiis gosterdigi bulunmustur. Komet testinde de diisiik
konsantrasyonlarda (5, 10 ve 15 ng/mL) daha yiiksek DNA hasar1 gézlendigi ve bu etkinin,
partikiillerin ~ diisiik konsantrasyonlarda hiicre igerisine daha yogun seviyede
alinabilmesinden kaynaklandigi ifade edilmistir [255]. Turplar tizerinde uygulanan bir bagka
caligmada, partikiillerin yiiksek konsantrasyonlarinda (1-2 mg/L) kok uzunlugu ve tohum
iiretimi gibi biyolojik faaliyetlerin zarar gordiigli, diisik konsantrasyonlarda (0,25-0,5
mg/L), komet testiyle tespit edilen genotoksik etki ve ayrica oksidatif stres seviyelerinde
anlamli artiglar oldugu rapor edilmistir [25]. Bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen komet ve
KA testlerinin sonuglarinin ortak noktasi, NP’lerin, diisiik konsantrasyonlarda genetik
hasarda anlamli artiglar olusturur iken, orta-diisiik (komet i¢cin 125 ve KA i¢in 250 pg/mL)
konsantrasyonlarda anlamli etki gostermemis olmalaridir. Bu sonuglar, Fe2O3 NP’leri ve
MP’lerinin lenfositlerde olusturdugu etkilerin, literatiirdeki verilerle uyumlu oldugunu

gostermektedir.

Kardes kromatit degisimi, kromatitler arasinda homolog lokuslardaki DNA degis tokusunun
bir sonucudur. DNA’nin kirilip yeniden birlesmesiyle olustugu diisiiniilmekte ve memeli
hiicrelerinde ¢esitli fiziksel/kimyasal klastojenler tarafindan indiiklenmektedir [256]. KKD
ve KA testleri, genotoksisitenin tespitinde kullanilan en etkin sitogenetik tekniklerdir. KKD
testi, DNA tizerindeki toksik aktivitenin belli bir a¢idan hassas bigimde analiz edilmesine
olanak saglamaktadir. Bu testle tespit edilen hasarlarin, tespit edildigi canli i¢in uzun dmiirli
etkileri oldugu vurgulanmaktadir. Ilgili husus, Wolff (1977) tarafindan su sekilde
aciklanmistir, “KA testiyle tespit edilen baz1 anormallikler (cogu durumda) hiicre 6liimiine
sebep olmaktadir, oysa KKD’lerde durum farklidir.” Bagka bir deyisle canli hiicre, yagsamaya
devam etmek adina gerekli tamir mekanizmalarimi kullanmistir 18kin canlinin gelecek
zamanlardaki saglik durumu bundan ciddi sekilde etkileniyor olabilir. KKD olusumunun
kimi zaman DNA iizerinde delesyon, insersiyon veya c¢erceve kaymasi mutasyonlari

yaratabilecegi diistiniilmektedir [257].
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Kardes kromatitlerde degisim testi, genotoksisite tespitinde kullanilmasina karsin, bu testle
ilgili tartismalar da mevcuttur. KKD testi, sadece KKD olusumuna yol agan DNA
hasarlariin tespiti i¢in uygundur. Gegmis ¢alismalarda, hafif genotoksik etkileri tespit
edebildigi vurgulandig1 gibi [258-260] yanlis pozitif sonuglar verdigi de belirtilmistir [261-
262]. Tartigmalar, yalnizca KKD’nin hiicrede yarattigi biyolojik etkilerin hala bilinmedigi
gercegiyle degil, cogu zaman KA testiyle gosterdigZi DNA hasar1 sonuglarindaki
farkliliklarla da desteklenmektedir. Yine de bu test, genotoksisitenin molekiiler
mekanizmalar1 hakkinda ek bilgi ve anlayis elde etmek amaciyla 6zel bir yere sahiptir [263].
Bir toksisite caligmasinda KKD testinin kullanimi, klastojenlerin tespiti i¢in giivenilir bir
yontemdir. Cilinkiit KKD analizi, KA tespitinden ¢ok daha hassastir [207, 264]. Ayrica,
pestisitlerin, endiistriyel kontaminasyonun ve agir metallerin olusturdugu tehlikelerin tespiti
icin kullanilan etkili KA ve MN testleriyle birlikte siklikla tercih edilen bir yontemdir [155,
265].

Bu tez ¢alismasinda uygulanan KKD testi sonuglari, MTT, komet, KA ve MN testleri
sonuclarindan ¢ok daha farkli bir tablo olusturmaktadir. 24 saatlik uygulamalarda, hem
NP’lerin hem de MP’lerin uygulanmasindan sonra, hiicre basina diisen KKD sayisi, her
konsantrasyonda anlamli artiglar gostermistir. 48 saatlik uygulamalarda da hem NP’lerin
hem de MP’lerin bir konsantrasyonu digindaki diger tiim konsantrasyonlarda (NP i¢in 500
pg/mL, MP i¢in 125 pg/mL), KKD/Hiicre sayist negatif kontrole kiyasla anlamli diizeyde
artis gostermistir. 48 saatlik uygulamalar 24 saatlik uygulamalarla kiyaslandiginda ise MP
250 pg/mL konsantrasyonu hari¢ genel hasar ve anlamlilik diisiis gostermistir. Literatiirde,
Fe2Os NP’lerinin genotoksisitesinin  KKD testiyle incelendigi bir ¢alisma tespit
edilememistir. Yalnizca, bu tez ¢alismasinin uygulandigi laboratuvarda daha 6nce benzer
Fe2O3 NP’lerinin insan lenfositleri lizerindeki 24 ve 48 saatlik etkileri, dort farkli
konsantrasyon (39,062, 78,125, 156,250 ve 312,500 pg/mL) kullanilarak KKD testi ile
incelenmistir [228]. Elde edilen sonuglara gore, 24 saatlik uygulamada 312,500 pg/mL
konsantrasyonu ve 48 saatlik uygulamada da 156,250 ve 312,500 pg/mL konsantrasyonlar1
negatif kontrole kiyasla anlamli artis olusturmustur. Bir bagka arastirmada, insan lenfositleri
iizerinde 100 nm’den kiiciik ve 10 pm boyutlarindaki TiO2 partikiillerinin 1-10 uM
konsantrasyonlarindaki genotoksisitesi incelenmistir. Elde edilen sonuglar, KKD artiginin
konsantrasyona bagli ve anlamli diizeyde oldugu gosterilmistir [266-267]. Benzer sekilde,
6, 20 ve 50 nm boyutlarindaki SiO: partikiilleriyle yiiriitiilen bir ¢aligmada, partikiil
boyutunun artmasiyla artig gosteren KKD verileri elde edilmistir [129]. Farkli hiicre kiiltiirii
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caligmalarinda ise TiO2 ve Al,Oz (sirasiyla yaklasik 20 ve 28 nm boyutlarinda) partikiilleri,
Cin hamsteri over hiicrelerine (CHO-K1) uygulanmigtir. TiO2 partikiilleri 1 ve 5 g/mL
konsantrasyonlarinda KKD sayisin1 anlamli diizeyde artirirken, Al2Os partikiilleri, 1-25
g/mL’lik konsantrasyonlarda genotoksik etki gostermemistir [268]. Elde edilen pozitif
sonuglarin partikiil boyutundaki artigtan ve oksidatif stresten kaynaklandig: belirtilmektedir
[269]. Birgok arastirma, TiO2 maruziyetinin neden oldugu hasarin hidroksil radikallerinin
olusumu ile iligkili olabilecegini bildirilmistir [270-272]. Ayrica, TiO2'nin serbest radikal
olusumunu fotokatalize ettigi ve DNA hasarina sebep oldugu da rapor edilmistir [273-274].
Magrez ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir calismada [275], karbon bazli NP’lerin akciger
kanseri hiicreleri tizerindeki toksisitesi degerlendirilmis ve NP boyutu azaldikga, sitotoksik
etkinin arttigin1 6ne siiren bulgular bildirilmistir. NP’lerin toksisitesinin, NP bilesimi,
boyutu, yiizey fonksiyonu, kristalligi ve agregasyonu gibi faktorlere bagli oldugu ileri
stirilmektedir [276]. Ayrica, NP’lerin bireyde yaratabilecegi toksisite, bireyin toksik
maddelere uyum saglayabilme yeteneginin ve tepki verme bigiminin de 0 bireyin genetik

yapisina bagli oldugu belirtilmistir [29].

Bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen KKD testi igin NP’lerden elde edilen degerlere sebep
olarak, diisik konsantrasyonlardaki yogun olmayan agregasyon ve yiiksek
konsantrasyonlardaki partikiil maruziyeti gosterilebilir iken; MP uygulama sonuglarina
sebep olarak da disiik konsantrasyonlardaki partikiil azliginin avantaji, tamir
mekanizmalarinin artisi ve yiiksek konsantrasyonlardaki asiri agregasyon gosterilebilir
[231-232, 245-247].

Bu tezde uygulanan KA testi igin hazirlanan preparatlardan elde edilen Mi sonuglarina
dayanarak, NP’lerin her iki uygulama siiresinde, yliksek konsantrasyonlarda hiicre
boliinmesinin anlamli seviyede azaldig1 gézlenmistir. Ayni uygulama konsantrasyonlarinda,
uygulama siiresi uzadik¢a, 48 saatlik uygulamalarda hem MIi degerlerinin hem de KKD
degerlerinin azaldig1 da g6z Oniine alinirsa, hiicrelerdeki DNA tamir mekanizmalarinin

caligtig1 sdylenebilir [277].

Programlanmis hiicre 6liimii, hiicrenin kendisi tarafindan organize edilen hiicre 6liimii
seklidir [278-279]. Bu organizasyon apoptoz olarak tanimlanmakta ve canlinin normal
gelisimi ve homeostazin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Programlanmis hiicre o6limii,

apoptozla gerceklesebilecegi gibi apoptotik olmayan hiicre 6liimii yollarindan biri olan
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ferroptozla yoluyla da gerceklesebilir. Ferroptoz, apoptoz, klasik nekroz, otofaji ve diger
hiicre 6limii bi¢cimlerinden farkli olarak yiiksek demir seviyesinden kaynaklanan bir hiicre
olimii bi¢imidir [280-281]. Lipid peroksidasyonu (lipidin serbest radikaller tarafindan
oksidatif bozunma siireci), ferroptozu tetikleyen ana biyokimyasal olaydir [282-283]. Bu tez

calismasinda elde edilen MI sonuglar1 da hiicrelerin ferroptozuyla iliskilendirilebilir.

Bu tez ¢alismasinda uygulanan son genotoksisite testi olan mikroniikleus testinde gozlenen
MN’ler, mitoz bdliinmenin sonunda, anafazdan telofaza gec¢is evresinde ve mitoz
tamamlandiginda olusmaktadir. MN’ler, ig ipliklerine diizgiin baglanamayan biitiin bir
kromozomdan veya kromozomlarda meydana gelen kiriklar sonucunda olusan asentrik bir
kromozom parcasindan koken alan ve telofaz sonunda yeni olusan ¢ekirdeklere katilamayan,
ana ¢ekirdeklerden daha kiigiik olan g¢ekirdeklerdir [284-286]. Bu metotta uygulanan bazi
basamaklar nedeniyle, tespiti, gézlemi ve degerlendirmesi kolay, giivenilir, istatistiksel
degerlendirmelere elverisli ve ayrica testte uygulanabilen farkli modifikasyonlar sayesinde

de etkili bir genotoksikoloji testidir [180, 287].

Mikroniikleus testinde kullanilan kimyasallar, hiicrelere, prosediir geregi 48 saat
uygulanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin kullanilan biitiin
konsantrasyonlari, lenfositlerde MN frekansinda artisa sebep olmustur. Ancak bu artig, her
iki partikiil icin de sadece 250 pg/mL’lik konsantrasyonda anlamli diizeydedir. NKP
frekansinda da kontrole kiyasla kii¢iik artiglar gézlenmekle birlikte, bunlardan sadece orta-
diisiik konsantrasyondaki (250 pg/mL) MP uygulamasinda anlamli artig belirlenmistir. NTM
frekanst da MP uygulamasinda en yiiksek konsantrasyon (750 pg/mL) disindaki diger
uygulamalarda anlamli artis gostermistir. Bu tez ¢alismalarinin uygulandigi laboratuvarda
daha 6nce benzer Fe;O3 NP’lerinin insan lenfositleri tizerindeki 48 saatlik etkileri dort farkli
konsantrasyon (39,062, 78,125, 156,250 ve 312,500 pg/mL) uygulamas1 ve MN testinde
incelenmistir [228]. Sonugta sadece en yiiksek konsantrasyonun negatif kontrole kiyasla
anlamli diizeyde MN olusturdugu tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan farkli in vivo
caligmalarda, bu partikiillerin hem MN olusumunu anlamli diizeyde artirdigina ve hem de
bu sekilde bir artis olusturmadigina yonelik sonuglar elde edilmistir. Zebra baliklarinda
gerceklestirilen bir aragtirmada Fe,Os NP’lerinin 96 saatlik uygulamalarini takiben yapilan
cesitli gorilintiileme teknikleri, MN testi ve biyoakiimiilasyon testleri sonucunda, kimyasal
yollarla tiretildikten sonra ¢evreye salinmis olan NP’lerin, yesil sentez yoluyla liretilen

NP’lere kiyasla daha zararli olduklari kanitlanmistir [28]. Farelerde gergeklestirilen bir
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baska c¢alismada, Fe O3 (4-8 nm) ve AlO3 (40 nm) partikiillerinin  farkli
konsantrasyonlarinin (0-300 mg/kg viicut agirligi) uygulanmasi sonucunda anlamli bir MN
artis1 gozlenmemistir. DNA hasariin, maruz kalinan partikiil kaynakli oksidatif stres

artistyla veya stres olusmamasiyla iliskili oldugu yine ¢alismalar igerisinde belirtilmistir.
[288].

Klastojenlerin kromatit kirig1 ya da kromozom kirig1 olusturmasi, hiicre dongiisiiniin hangi
fazinda etkili olduguyla iligkilidir. Hiicre donglsiiniin G0/G1 fazinda etkili olanlar
kromozom kirig1 olusturmakta; S/G2 fazinda etkili olanlar ise kromatit kirigi
olusturmaktadir. Tekrar birlesmeyen kiriklar, delesyonlu bir kromozom ve bir fragment
olusumuna sebep olmaktadir. Ortaya c¢ikan fragmentler ise metafazda kaybolabilir ya da
anafazda MN’leri olusturabilir [289-290]. MN testinde ek olarak, KA testiyle tespit
edilemeyen ig ipliklerine baglanamamis kromozomlar da tespit edilebilmektedir. KA
sonuclarina tekrar bakildiginda, yiizdesi en diisiik yapisal anormalligin fragment oldugu
goriilmektedir. Ancak, tekrar baglanmayan bu parcalarin kaybolabildikleri ve %15,714’le
kromozom kirig1 tipi hiicre hasarinin %?23,81°lik kromatit kirigi tipi hiicre hasariyla
arasindaki fark g6z Oniine alindiginda kromozom kiriklarimin tekrar birlesemedikleri
distintilebilir. Uygulanan partikiillerin hiicre dongiisiiniin her fazinda etkili olabilecekleri de
varsayildiginda, elde edilen MN ve KA test sonuglarinin birbirlerini tamamlayict olduklari

ifade edilebilir.

Bu tez calismasinda uygulanan MTT testi ve MI saymu hiicre popiilasyonu bazinda
gergeklestirilen incelemelerdir. MTT testi, M1 ile karsilastirildiginda diisiis gdzlenmemesi,
bu testin MCF-7 hiicrelerinde gergeklestirilmis olmasindan, oysa Mi’te diisiislerin
gbzlenmesinin, bu testin lenfositlerde gerceklestirilmis olmasindan, kisaca iki farkli hiicre
tipinde ¢alisilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Genotoksisite icin komet testi
degerlendirmelerinde kisa siireli maruziyetlerin potansiyel etkileri olabilecegi fakat anlamli
olmadig1 goriilmektedir. Bu durum, olusan DNA hasarlarinin tamir mekanizmalariyla
diizeltilmesinden kaynaklaniyor olabilir [291]. Genotoksik maddeler, ilk asamada KKD
sayisinda artisa neden olabilmekte ldkin o6nemli bir kromozom kirilmasi
olusturmayabilmektedir [292]. Dolayisiyla diger yapisal ve sayisal bozukluklar KA testinde
incelemeye devam edilmektedir. Yeniden birlesmeyen pargalarin birgogu ve kiriklar burada
tespit edilmektedir. Son olarak MN testi, tiim kromatit ve kromozom kiriklarini tespit etmek

icindir. KKD sonuglarina gore hemen her uygulamada (48 saatlik uygulamalardan 500
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pug/mL NP ve 125 ug/mL MP konsantrasyonu sonuglart harig) partikiillerin klastojenik
etkiye sahip olabilecegi fakat bu etkinin KA veya MN olusumu igin ¢ok zayif oldugu

anlasilabilmektedir.

Konsantrasyon-etki seviyelerini belirleyebilmek i¢in uygulanan regresyon analizi sonuglari
da Fe,O3 NP’lerinin ve MP’lerinin toksisiteleri hakkinda bazi 6nemli bilgiler saglamaktadir.
MTT testi sonuglarinda negatif kontrole kiyasla anlamli bir sitotoksik etki gdzlenmemistir
fakat 24 saatlik NP uygulamalar1 disindaki tiim uygulamalarda konsantrasyon artigina bagl
pozitif yonde bir korelasyon tespit edilmistir. Mi sayimlarinda hem NP’ler i¢in hem de
MP’ler i¢in konsantrasyon artigina bagli bir diislis goriilmiistiir. Yalnizca 48 saatlik MP
uygulamalarinda korelasyon tespit edilmemistir (r=0,0374). Buna sebep olarak, diisiik
konsantrasyonda diisiik agregasyonla negatif kontrole kiyasla Mi’de anlaml diisiis olmast;
yiiksek konsantrasyonlarda ise yiiksek agregasyonun negatif kontrole kiyasla MI’de anlamli
olmayan artis/azalis gostermesi sayilabilir. Regresyon analizi i¢in 6zellikle komet sonuglari
incelendiginde, {i¢ saatlik uygulamalarin kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu
parametrelerinde negatif kontrole kiyasla anlamli artiglar saptanir iken kuyruk momentinde
etkili bir konsantrasyon goriilmemistir. Ancak, kuyruk momenti parametresi i¢in uygulanan
regresyon analiziyle hem NP’lerin (r=0,8467) hem de MP’lerin (r=0,8709) konsantrasyon
artigina bagh pozitif yonde korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bu sebeple, kuyruk
momenti degerleri de kullanilan partikiillerin potansiyel toksik etkili oldugunu
gostermektedir. KA testi i¢in, 48 saatlik NP uygulamalarinda negatif kontrole kiyasla
anlamli sonuglar bulunsa da (125, 500 ve 750 pg/mL), 250 pg/mL uygulamasinda anlaml
degisim olmamistir fakat konsantrasyon artisiyla dogru orantili olarak arttig1 goriilmiistiir
(KA/Hiicre i¢in r=0,8080). Diger KA uygulamalarinda da sadece 48 saatlik NP
uygulamalarinin anormal hiicre frekansinda pozitif yonde hafif bir konsantrasyon-etki
korelasyonu goriilmiistiir (r=0,7467). KKD testinde, 24 saatlik NP uygulamalart her
konsantrasyonda negatif kontrole kiyasla KKD sayisinda anlamli artis olusturmus ve bu
artig, konsantrasyon artigina bagh sekilde ger¢eklesmistir (r=0,9148). Diger uygulamalar da
negatif kontrole kiyasla anlamli artis vermis ve sadece 24 saatlik MP uygulamalarinda
konsantrasyon artisina bagli bir artis géstermemislerdir. Son olarak MN-sitom testiyle, NP
uygulamalarinda tespit edilen niikleer tomurcuk miktarinda konsantrasyon artigina bagli bir
artig goriilmistiir (r=0,8405). Elde edilen biitiin bu gézlemler, partikiillerin, kullanimlarinda
tercih edilmesine sebep olan bir¢ok fiziksel/kimyasal &zelliginin yani sira, 6zellikle nano

boyutlu partikiillerin kuantum 6zelliklerinin tahmin edilemez davranis modellerinden de
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kaynaklaniyor olabilir [293]. Bu sonuglar, partikiillerin, ¢ok sayida mekanizmayla hiicre

fonksiyonlarini etkileyebilecegini gostermektedir [294-295].

Nanopartikiillerin, biyolojik sistemlerde meydana getirdikleri toksik etkilerin en 6nemli
sebepleri arasinda, olusturduklar1 ROT oldugu belirtilmektedir [38]. Yiiksek ROT
seviyesinin sonucunda hiicrede oksidatif stres artis1 gerceklesmektedir. Artan oksidasyon
seviyeleri, lipid peroksidasyonuna, hiicre ve ¢ekirdek zarlarinda tahribata, DNA’da
oksidasyona ve kiriklara sebep olabildigi gibi; gen transkripsiyonunu engelleyerek, gen
iiriinii olan proteinleri okside ederek, sinyal yolaklarini engelleyerek bircok hiicresel
fonksiyonu da bozabilmektedir. Oksidatif stresin daha da fazla artis gosterdigi durumlarda

ise hiicrelerde nekrotik ve apoptotik siireglerin baslatildigi gézlenmektedir [40-41].

Nanopartikiillerin etki mekanizmalar1 konusunda ¢esitli goriisler ileri siiriilmekle birlikte,
Donaldson ve arkadaslar1 (2010) tarafindan ileri siiriilen mekanizmaya gore, nanopartikiiller
primer ve sekonder olmak tizere iki farkli yolla etkili olmaktadir. Primer etki de, dogrudan
ve dolayli olarak ikiye ayrilmaktadir [68]. Dogrudan etki; partikiillerin hiicre ¢ekirdeginden
gecerek dogrudan DNA’yla veya hiicre boliinmesi sirasinda kromozom ayrismasinda gorev
alan hiicresel bilesenlerle, 6rnegin ig iplikleriyle (andjenik etki) etkilesime girmesi olarak
tanimlanmaktadir. Dolayli etki; hiicrelerin NP’lere karst olusturdugu antioksidan
molekiillerin yetersiz kalmasi ve endojen kaynakli ROT’un DNA’da oksidatif hasar
yaratmasi [296-298] olarak agiklanmaktadir. NP’lerin sekonder genotoksik etkisi de yine
oksidatif stres kaynakli bir etkidir, ancak bu etkide oksidanlarin, partikiillerin etkilestigi
alanlardaki 16kositlerden kaynaklandigi belirtilmektedir. NP’ler gibi yabanci maddelere
kars1 immiin yanitla birlikte fagositlerin aktivasyonu, hiicresel oksijen tilketiminde artisa yol
acabilmektedir. Buna bagli olarak, NADPH-oksidaz sisteminin aktivasyonuyla da O, H20>
gibi gesitli oksidanlar ortama salinabilmektedir [299]. NP kaynakli olarak ortaya ¢ikan ROT,
MAPK veya IKK gibi strese bagli sinyal yolaklarinin da aktivasyonuna yol agmaktadir, bu
da transkripsiyon faktorlerinin (AP-1, NF-kB veya Nrf2 gibi) aktivasyonuna ve
antioksidanlar sayesinde gen ekspresyonunda regiilasyona neden olabilmektedir. Oksidatif
stres ayrica mitokondride, cekirdekte ve lizozom gibi farkli organellerde hasara neden
olabilmektedir. Bu hasarlar stres sinyalini giderek yiikseltmekte, DNA’da fragmantasyonlar
olusturmakta ve apoptozu tetikleyecek yolaklari (kaspazlar, kalpainler, katepsinler) harekete

gecirebilmektedir. Hiicre icerisindeki kalsiyum seviyesinin artis1 da bu mekanizmalarin
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indiiklenmesi ve partikiillerin kalsiyum kanallar1 araciligryla hiicre igerisine alinabilmesi

icin alternatif bir mekanizma olarak gosterilmektedir [52].

Nanopartikiillerin hiicrelerde ve canlilarda olusturabilecegi hasarlar epigenetik diizeyde de
olabilir [300-301]. Hiicre ¢ekirdeginden gegebilen partikiiller, hiicresel fonksiyonlari regiile
edebilmekte ve hiicre fizyolojisi, etkilenen kromatin yiiziinden bozulabilmektedir.
Heterokromatin (kromozomda kromatin yogun bdlgelerdir, gen sayisi azdir ve
transkripsiyon bu bolgede zayiftir [302]) yapisindaki bozulmalar ise, ¢ekirdegin yapisinda
bozulmaya ve dayanikliliginin diismesine neden olabilmektedir. NP’ler, DNA metilasyon
mekanizmalarini etkileyebilmekte ve/veya histon proteinlerinin modifikasyonlarin1 da
degistirebilmektedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi, bu partikiiller ROT miktarinda artis
yaratarak oksidatif DNA hasarina yol acabilmekte ve metiltransferazlarin DNA’yla
etkilesime girerek DNA hipometilasyonuna da sebep olabilmektedir [303]. DNA
metilasyonu da ROT kaynakli olarak hatali c¢alisabilmekte ve gen ifadelerini
degistirebilmektedir [301, 304]. En sik calisilan epigenetik mekanizmalardan biri miRNA
ifadesidir [305]. miRNA'lar endojen kaynakli, kisa (~22 niikleotit), kodlanmayan
RNA'lardir ve ilgili mRNA’yla etkileserek transkripsiyon sonrasi ve translasyon
asamalarinda gen ifadesini diizenlemektedir. miRNA'lar, hiicre proliferasyonu, hiicre
farklilagsmasi, stres tepkisi ve apoptoz dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda
onemli roller oynamaktadir [306]. Li ve arkadaslari (2011) NIH/3T3 hiicrelerinde Fe2O3
NP’lerinin, g¢esitli miRNA ifadelerini etkiledigini bildirmistir [307]. Aym1 sekilde giimiis
NP’lerinin insan dermal fibroblastlarinda [308], Jurkat hiicrelerinde [309] ve noral
hiicrelerde [310]; altin NP’lerinin de yine insan dermal fibroblastlarinda [311] ve akciger
fibroblastlarinda [312] miRNA ifadelerini etkiledikleri bildirilmistir.

Yapilan arastirmalar, partikiillerin iiretiminde kullanilan malzemeler kadar, bu partikiillerin
boyutlarinin ve yilizey modifikasyonlarinin da toksik etkilerinde onemli rol oynadigin
gostermektedir [43]. Ozellikle, yiiriitiilen karsilastirmali caligsmalardan anlasilabilecegi
tizere kimyasal ya da dogal yollarla iiretilen NP’lerin/MP’lerin karakterizasyonlarinin da iyi
bilinmesi gerekmektedir [45]. Bu nedenle NP’ler, kullanim alanlar1 dikkate alinarak farkli
ebatlarda, farkli bigimlerde ve farkli yiizey modifikasyonlartyla iiretilmekte ve daha sonra
karakterizasyonlar1 yapilmaktadir. Sonugcta, farkli 6zelliklere sahip olan bu partikiillerin hem

toksik etkileri hem de toksisite mekanizmalar1 farkliliklar gosterebilmektedir [46-47]. Tez
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kapsaminda yapilan tiim c¢alismalarin sonuglart Cizelge 5.1’de ve Cizelge 5.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 5.1. Fe203 NP’lerinin ve MP’lerinin DNA hasar1 lizerine etkileri.
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Cizelge 5.2. Fe2O3 NP’lerinin ve MP’lerinin sitotoksik ve genotoksik etkileri.
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6. SONUC & ONERILER

Nanoteknoloji, giin gegtik¢e hayatimizin daha biiyiik bir pargasi olmaya devam etmektedir.
Artik kullandigimiz cihazlar, giydigimiz kiyafetler ve hatta aldigimiz bazi ilaclar bile NM
diriinleridir. Bu iriinler, fizik, kimya, biyoloji, miithendislik alanlar1 veya beseri/sosyal
bilimler gibi ¢ok sayida multidisipliner ¢alismanin konusu olmustur. Hemen her yerde

karsimiza c¢ikabilecek bu nanomateryallerin yaygin bir sinifi nanopartikiillerdir.

Cok cesitli nanopartikiillerin etkili fiziksel/kimyasal 6zellikleri, miimkiin olan her yolla
modifikasyon imkéanlari ve neredeyse her alanda kullanim amacima hizmet eden bu
partikiillerin kullaniminm1 giderek artirmaktadir. Ayni sekilde, daha biiyiik boyutlara sahip
mikropartikiiller de remediasyon gibi makro boyuttaki ¢aligmalar i¢in yogun bigimde
kullanilmaktadir. ~ Nanopartikiillerin ~ iiretimleri, takipleri ve modifikasyonlari;
modellenmeleri ve sistemlere entegrasyonu kontrollii bi¢imde cok sayida uygulama
gerektirmektedir. Bu partikiillerin kullanimlarindaki artisa kiyasla, canli saghigma olan
etkileri konusunda yapilan ¢alismalar geride kalmaktadir. Dahasi, bir¢ok c¢aligma sonucu

birbirleriyle ¢eliskilidir.

Inorganik partikiiller arasinda yer alan Fe;Os, 6zellikle manyetik ve saglam yapilarindan
otiirti saglik alaninda ¢okga kullanilmaktadir. Canliyla temasi gogunlukla dogrudan olan bu
partikiillerin toksisite potansiyelleri detayli olarak degerlendirilmelidir. Yapilan bu
calismada, Fe,Oz nano- ve mikropartikiillerinin, MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik etkileri
MTT testiyle; insan lenfositlerinde in vitro sitotoksik ve genotoksik etkileri komet,
kromozom anormallikleri, kardes kromatit degisimi ve mikroniikleus testleriyle
gergeklestirilmistir. Ayni partikiiliin hem nano- ve hem de mikroboyutlarinin kullanilmasi,
ayni zamanda iki farkl hiicrede farkli genotoksisite testlerinin de kullanilmas1 agisindan bu

arastirma bir ilk olma 6zelligindedir.

Gergeklestirilen bu arastirma sonuglarina gore, Fe,Os partikiilleri, farkli konsantrasyonlarda
ve uygulama siirelerinde, komet, kromozom anormallikleri, kardes kromatit degisimi ve
mikroniikleus testlerinde, anlamli diizeyde normallikler olusturdugundan, genotoksik etki
olusturabilecek  Ozelliktedir. Daha 06nceki arastirmalarda, Fe2Oz nano- ve

mikropartikiillerinin sitotoksik ve genotoksik etkiler olusturabileceklerine dair bulgular
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oldugu gibi, herhangi bir toksik etki olugturmadigini belirten ¢aligmalar da mevcuttur. Bu
sekilde, birbiriyle ¢elisir sonuglarin tespit edilmesinin, nanopartikiillerin sekil, boyut, yiizey
yiikii, ylizey alani, ylizey/hacim orani ve aglomerasyon-agregat olusturma durumu gibi
fiziko-kimyasal ~Ozelliklerinin ¢ok farkli tiplerde olmasindan kaynaklanabilecegi
belirtilmektedir. Bazi arastirmalarda da nano boyuttaki bu ozelliklerinden o6tiirii tahmin
edilemeyen etkileri olabilecegi rapor edilmistir. Bunlarin disinda, siispansiyonlarinin
hazirlandig1 ortamlara, calisildiklart hiicre kiiltiiri ortamlarina, incelendikleri hiicre
tiplerine, konsantrasyonlarina ve uygulama siirelerine gore de etkilerinin birbirinden
farkliliklar gosterebilecegi vurgulanmaktadir. Bu fiziko-kimyasal o6zellikler, nano- ve
mikropartikiillerin sagliktan tarima, gidadan tekstil ve kozmetik uygulamalara kadar
hayatimizin bir¢ok alaninda tercih edilmelerinde 6nemli rol oynarken, toksik ve genotoksik

etkilerinin farkli diizeylerde olmasinda da etkili oldugu goriilmektedir.

Bu calisma ile Fe2O3 partikiillerinin, giinliik hayatta maruz kaldigimiz disiik
konsantrasyonlarda oldugu gibi yiiksek konsantrasyonlarda da potansiyel hasar
verebilecekleri ve bu nedenle dikkatli kullanilmasi gerektigi bir kez daha tespit edilmistir.
Ozellikle nanopartikiillerin, mikropartikiillere kiyasla uzun siireli maruziyetlerde daha etkili
olabilecekleri, ozellikle mitotik indeks ve kromozom anormallikleri sonuglariyla da
desteklenmektedir. Nanopartikiillerin, icerisine girdigi hiicrede reseptorlerle, proteinlerle,
lipitlerle, organellerle etkileserek, direkt olarak genetik materyale hasar vererek veya dolayl
olarak ROT iiretimini artirarak, hiicre yolaklarmi aktiflestirerek/engelleyerek, epigenetik
reglilasyonlar1 etkileyebilecegi ve Fe2O3 nanopartikiillerinin hiicrede ferroptoz etkisi de
yaratabildigi gz oniline alindiginda sitotoksik ve genotoksik etkilerinin mikropartikiillere
kiyasla daha yiiksek olabilecegi anlagilmaktadir. Diger yandan, nanopartikiillerin toksik
etkisinin, birgok uygulamada, hem konsantrasyon artisina bagli bir korelasyon
gostermeyerek hem bazi benzer arastirma sonuglarindan da farklilik gostererek tahmin

edilemez davraniglar1 oldugu bu ¢alismayla bir kez daha gosterilmistir.

Bu arastirmayla elde edilen sonuclar, nanopartikiil ve mikropartikiil toksisitelerine dair
gelecek caligmalar ve ilgili partikiillerin kullanimlar1 konusunda 6nemli veriler igermektedir.
Literatiirdeki karsitliklarin ¢oziilebilmesi ve nanopartikiil davranislarinin daha net
anlasilabilmesi adma gelecek caligmalarda uygulama siire araligmin ve konsantrasyon
araliginin genisletilmesi, 6zellikle diisiik konsantrasyonlarinin farkli hiicre tiplerinde ve

ozellikle in vivo sartlarda sitotoksik ve genotoksik etkilerinin, epigenetik mekanizmalarin ve
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oksidatif stres faktorlerinin detayli olarak incelenmesi gerekmektedir. Bu sayede,
nanopartikiil ve mikropartikiil kullanimlar1 daha giivenli héle gelebilecek, uygulama alanlar1

artirilabilecektir.
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