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OZET

BIiZMUT OKSIiT NANOPARTIKULUNUN SIGIR BOBREK MDBK HUCRE HATTI UZERiINDEKI
APOPTOTIK VE GENETIK HASAR POTANSIYELiINiN INCELENMESI

Bu calismada; genotoksik etkiyi belirlemek icin tek hiicre jel elektroforez (komet)
yontemi ve apoptotik etkiyi belirlemek i¢in akim sitometri yontemi kullanilmistir. MDBK hiicre
hatt1 30pg/ml, 60pg/ml ve 90pg/ml olmak iizere ii¢ ayr1 konsantrasyonda 90-210nm boyut
araligina sahipBizmut Oksit nanopartikiilii ile muamele edilmistir. Pozitif kontrol olarak
H;0:(hidrojen peroksit), 10mM kullanilmistir. Bu ¢alismada; Bi»03 nanopartikiiliiniin tiim
konsantrasyonlarinda Genetik Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi degerlerinde artis
gozlenmistir. Bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir(p>0,05). Akim
sitometri analizinde ise 30pg/ml'lik konsantrasyonda erken ve ge¢ apoptotik, canli ve nekrotik
hiicre sayisinda artis gozlenmis ve bu artisin negatif kontrol ile istatistiksel olarak anlamh
oldugu gozlenmistir(p<0.05). Akim sitometri parametreleri arasinda negatif ve pozitif yonde
korelasyon belirlenmistir. Komet parametreleri arasinda ¢ok yiiksek pozitif korelasyon oldugu
tespit edilmistir. Komet parametreleri ile akim sitometri analizinde erken, ge¢c apoptotik hiicre
sayis1 parametreleri arasinda pozitif yonde orta ve zayif dlizeyde ama nekrotik hiicre sayisi ile
ise negatif yonde zayif korelasyon tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bizmut Oksit, Nanopartikil, MDBK Hiicre Hatti, Apoptoz, Akim Sitometri,
Komet

Danisman: Prof. Dr. Ayla CELiK, Mersin Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

AN INVESTIGATION OF POTENTIAL OF APOPTOTIC AND GENETIC DAMAGE OF BISMUTH
OXIDE NANOPARTICLES ON BOVINE KIDNEY MDBK CELL LINE

The aim of this study was to determine the in vitro genetic damage potential and
apoptotic effects of bismuth oxide nanoparticle having a size range of 90-210 nm. Study; to
determine the genotoxic effect, single cell gel electrophoresis (Comet) method and flow
cytometry method were used to determine the apoptotic effect. The MDBK cell line was treated
with Bismuth oxide at three different concentrations of 30pg /ml, 60ug /ml and 90pg/ml. H20,
(hydrogen peroxide) values were taken into consideration as a positive control. In this study, an
increase in terms of the genetic damage index and percentage of damaged cells values was
observed in all concentrations of Bi»03 nanoparticle. This increase was not statistically
significant (p> 0.05). Flow cytometry analysis showed an increase in the number of early and
late apoptotic, live and necrotic cells at a concentration of 30mg / ml and this increase was
statistically significant with negative control (p <0.05). A high positive and negative correlation
was determined between flow cytometry parameters. It is determined that there is negative and
positive correlation among flow cytometry parameters and there is very high positive
correlations among comet parameters. We found that there is a medium and weak positive
correlation between komet parameters and early, late apoptotic cell count parameters, but
there is a weak negative correlation with necrotic cell counts.

Keywords: Bismuth Oxide, Nanoparticle, MDBK Cell Line, Apoptosis, Flow Cytometry, COMET

Advisor: Prof. Dr. Ayla CELIK, Department of Biology, University of Mersin, Mersin.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji klasik olarak dogal, matematiksel, bilgisayar ve malzeme gibi bilimlerin
benzersiz bir kombinasyonunu temsil ederek, nanometreler o6lgceginde fiziksel maddeleri
arastirip ve manipiile eden biitiinleyici bir disiplindir [1].

Nanoteknolojinin gelismesi ile birlikte nanokristal, nanopartikiil, nanotiip gibi nano boyutlu
malzemelerin T{retilebilmesi saglanabilmektedir. Son yillarda biiylik ©6nem kazanan
nanopartikiiller nanoteknolojinin asil temelini olusturmaktadir. Nanopartikiiller nanometre
Olceginde (100 nanometre boyutundan daha az) parcaciklardir. Tim alanlarda bunu saglayan

tek diizelik, davranis ya da 6zel gorsel 6zellikler gibi maddi seyler olabilir [2].

Nanomalzemeler boyut, yapi, kompozisyon ve sekil gibi dogal ve fizikokimyasal
ozelliklerden bagimsiz olarak, evrensel olarak kiicik boyutlu ve yiizey alani ile
kombinasyonunun bir anahtar oOzelligi ile karakterize edilmistir. Artan ylizey enerjisi ve
nanopartikiillerin degistirilmis kimyasal potansiyeli, mekanik, manyetik, optik ve katalitik
ozelliklerini dontstiirerek ; kimyasal sentez, enerji tedariki, insaat ve nakliye, gida iiretimi, veri
depolama gibi cesitli endustrilerde ve telekomiinikasyon, biyoteknoloji, saglik ve tiiketici
Uiriinlerinin iiretimi gibi alanlarda yeni performans seviyelerine izin verilmektedir [3].

Biyolojik a¢idan nanoteknolojinin amaci genis c¢apli olarak tiim insanhgin biyolojik
sistemlerine kapsamli izleme, kontrol, savunma ve iyilestirme olarak tasarlanabilir, en sonunda
tibbi fayda saglamak i¢in mithendislik cihazlar1 ve nanoyapilarini kullanarak molekiiler diizeyde
calismalara olanak saglamaktadir [4].

Ginimiizde nano Olgekli teknolojideki gelismeler sayesinde hayatin hemen hemen tiim
alaninda nanopartikiiller kullanilmaya baslanmistir [5].

Nanopartikiiller ~ o6zelliklerine  gore  farkhh  sekillerde  simniflandirilabilmektedir.
Nanopartikiillerin cesitli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle, ilactan sanayiye kadar cesitli
alanlara ¢alismaya olanak saglamakta fakat insanlarinnanopartikiillere karsi yogun bir sekilde
maruz birakilmamasi gerekmektedir.Giiniimiizde nanoteknolojinin bir¢ok alanda kullanimi
daha fazla nanopartikiile maruz kalma anlamina gelmektedir, bu nedenle, saghkla ilgili
tehlikelerini 6nlemek i¢in nanopartikiillerin potansiyel etkilerini incelemek gereklidir [2].

Baz1 calismalarda, in vivo ve in vitro nanopartikiillere maruz kalinmasi halinde toksik
etkileri oldugu goriilmistiir. Su anda biyomedikal, teshis ve tedavi amach olarak artan sayida
nanopartikill uygulanmaktadir. Bununla birlikte, biyomedikal alanda nanopartikiillerin
kullanimi diisiik biyobozunurluk, kii¢iik boyutlu nanopartikiillerin solunmasi, tiiketimi veya cilt
temas1 (insanlarda ve hayvanlarda hiicrelere ve dokulara niifuz ederek biyokimyasal hasara

neden olabilir)sakincali olabilmekte ve ayrica bu nanomalzemelerin bir¢ogu klinik ¢alismalara
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doniistiiriilemediginden dolayi, bu nanopartikiillerin biyogiivenlik ve biyo uygulamasi daha
fazla arastirilmalidir [6].

Bu glinlerde nanoteknolojinin bir¢ok alanda kullanimi nanopartikiiller ile daha fazla
temas anlamina gelecektir. Bu nedenle nanopartikiillerin insan ve hayvan saghgi lizerindeki
potansiyel etkilerinin incelenmesi gerekmektedir [7].

Bu calismada 90-210nm boyut araligina sahip Bizmut oksit nanopartikiiliiniin sigir bébrek
MDBK hiicre hatt1 kiiltiirlerinde in vitro genetik hasar potansiyeli ve apoptotik etkilerinin

belirlenmesi amaglanmistir.
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KAYNAK ARASTIRMALARI

1.1. Nanoteknoloji'nin Tanimi

Nanoteknoloji icinde nanometre boyutunda bilesenleri bulunan malzemelerin
olusturulmasi ve kullanilmasi anlamina gelir. Su anda Nano teknik bir birim olarak kullaniliyor
ve bir metrenin milyarda birini temsil etmektedir [8].

Genellikle metre ile birlikte kullanmistir, Ancak genel olarak soylenecek olursa,
nanoteknoloji maddeyi dolayli olarak atom boyutuna yani “nano-boyutuna” indirgeme isidir.
Nano terimi bir seyin bir milyarda biri anlamina gelir. “Nanoteknoloji”, “nanobilim” gibi basinda
“nano” oneki bulunan terimler, “nanometre” teriminden gelmektedir. Temel olarak nanometre,
bir ol¢lim skalasidir. Bir metrede 1.000.000.000 nanometre vardir, yani bir nanometre, bir
metreden bir milyar kere kiigtiktiir [9].

Nanoteknolojiyi ilk anlami, tinlt fizik¢i Richard Feynman tarafindan atomlarin direkt
kontrolii aracihigiyla bir sentezin olasihigindan bahsettigi konusmasi “There's Plenty of Room at
the Bottom" sirasinda tartisiimistir. “Nanoteknoloji” terimi 1974’te Norio Taniguchi tarafindan
kullanilmistir. Bu sekilde, 1980’lerde nanoteknolojin dali olarak ortaya cikmaktadir . Teorik ve
kamu islerinin birlesmesiyle olmustur. Bu birlesim, nanoteknoloji i¢cin ve maddenin atomik
kontroliine biraz daha dikkat ¢eken ytiksek goriintirliiklii deneysel gelismeler icin kavramsal bir
cerceve gelistirmis ve yayginlastirilmistir [10].

Nanoteknoloji atomlarla oynayan bir teknolojidir, atom ve molekiilleri tek tek maniple
ederek istenilen yapinin olusturulmasi ilkesine dayanir ve atomlar ayri ayri isleme tabii tutulur
ve yaklasik 100-1000 atom bir araya gelerek nano 6lceklerde bir nesneyi olusturmaktadir [11].

Maddeleri molekiiler ya da nanometre diizeyinde ele alan bir miithendislik bilimi olan
nanoteknoloji, daha gii¢lii ve daha hafif elektronik materyallerin kullanildig1 yeni bir ¢ag vaat
ederek bilim adamlarinin son yillarda umutlarini arttirmaya devam etmektedir. Mithendisler ve
bilim insanlar1 her giin daha kiiclik boyutlara inmeye, daha az yer kaplayan, daha az enerji
harcayarak daha hizli calisabilen aygitlar yapmaya calismiglardir. Sekil 2.1’de nanometre

boyutunu anlatan érnekler verilmistir [12].

INano: Bir fizilcsel biavhilddaiSiin milvarda biri

1lm = 10° mm = 10%wm = 10 nm

S ~

Insan sag telinin capr —100_ 000 nm Toplu igne bas: . 1lnm

Sekil 2.1. Nanometre Boyutunu Anlatan Ornekler [13].
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1.2. Nanoteknoloji’'nin Tarihgesi

Nanoteknoloji vizyonunun ortaya cikisi, 1959 yilinda fizik¢i Richard Feynman'i,
molekiiler boyutlarda malzeme ve cihaz iiretimi ile elde edilebilecek basarilar iizerine linlii
konusmasina kadar uzanabilir. Bu konusmasinda Feynman minyatiirize edilmis enstriimanlar
ile nano yapilarin olgiilebilecegi ve yeni amaglar dogrultusunda kullanilabileceginin altini
¢cizmistir. Arastirmacilar daha kii¢iik boyutlarda calismaya basladik¢a, bir¢cok sorun ortaya
cikmaya baslamistir. Boyutlar ne kadar kiigiik olursa, yapilan isi takip etmek o kadar zor
olacaktir. 1981'de IBM tarafindan yeni bir mikroskop tiirii “Scanning Tunneling Microspcope”
(STM) gelistirilmis ve bu dnemli gelismeye katilan arastirmacilar, kesifleri ile 1986 yilinda
Nobel Fizik Odiilii'nii almislardir [14].

1990’larda Rice Universitesinde Richard Smalley 6nciiligiindeki arastirmacilar
tarafindan 60 karbon atomunun simetrik bicimde siralanmasiyla elde edilen futbol topu
seklindeki “fullerene” molekiilleri gelistirilmistir. Elde edilen molekiill 1 nanometre
biiyiikliigiinde ve celikten daha gii¢lii, plastikten daha hafif, elektrik ve 1s1 gecirgen bir yapiya
sahipti. Bu arastirmacilar 1996 yilinda Nobel Kimya 6diiliinii almislardir. 1991 yilinda Japon
NEC firmas1 arastirmacilarindan birinin, Sumio lijima’'nin, karbon nano tiipleri buldugunu
duyurmustur. Karbon nano tiipler, fullerene molekiiliiniin esnetilmis bir sekli olup benzer
sekilde onemli 6zelliklere sahipti; celikten 100 kat daha giiclii ve agirligi celigin agirliginin 6’da
1'i kadardi. 90’larda ayrica Feynman'in fikirleri Eric Drexler tarafindan yazilan kitapta “Engines
of Creation” gelistirildi. Drexler'in fikirleri siipheyle karsilanmasina karsin 1992 yilinda
yayinlamis oldugu kitabinda “Nanosystems: Molecular Machinery, Manufacturing, and
Computation” genel kavram ve diislincelerini detayli analiz ve tasarimlar ile ayrintil olarak
anlatmistir .1999 yilinda ABD'deki Bill Clinton hiikiimeti, ilk resmi hiikiimet programini,
Nanoteknoloji arastirma, gelistirme ve ticarilestirme hizin1 artirmayr amaglayan Ulusal
Nanoteknoloji Girisimi'ni baslatti. 2001 yilinda Avrupa Birligi, Cerceve Programi i¢in éncelik
alan1 olarak Nanoteknoloji ¢calismalarini iceriyordu. Japonya, Tayvan, Singapur, Cin, israil ve
Isvicre, benzer programlar baslattilar ve 21. yiizyihn ilk kiiresel teknoloji yarisina katilma
¢abalarini hizlandirdilar (Url-1)[15].

Baskan Clinton ABD Ulusal Nanoteknoloji Girisimi icin yaptif1 biitge onayiyla
nanoteknolojinin 6nemine diinya ¢apinda dikkat getirdigi zaman nanoteknoloji Amerika'da
2001 yilinda daha fazla kamusal alana girdi. Baslangic¢ icin Amerika'da nanoteknoloji icin ayrilan
biitce 442 milyon dolar oldu. Bunun yanisira Amerika'da ulusal giivenlik icin nanoteknoloji
stratejik bir 6nem tasimaktadir. 3 yil sonra; Aralik 2003'te Baskan Bush 21.yy nanoteknolojik
arastirmalar ve gelistirmeler icin ayrilan biitcenin 849 milyon dolar oldugunu aciklamistir. Bu

gelismelerden sonra siiphesiz nanoteknolojik arastirmalar i¢in bir¢ok iilke biitce ayirmaya
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baslamistir. Fakat nanoteknoloji gelisiminde, giliniimiizde ilk sirayr Amerika ve Japonya
olusturmaktadir. Baslangicta nanoteknolojik arastirmalarda Japonya 6nde olmasina ragmen
glinlimiizde Amerika, nanoteknoloji a¢isindan Japonya'dan daha o6ndedir. ABD, Japonya,
Almanya, Ingiltere, Cin, Avustralya, Rusya ve hatta Singapur ile Tayvan gibi iilkeler, nano
teknoloji konusunda siirekli olarak calismaktadirlar. Pazar arastirma sirketi Lux Research 'iin
yayinladig1 raporda, o6zel sirketler ve {niversitelerin 2004 yili boyunca nano teknoloji
arastirmalarina 8.6 milyar dolar 6denek aktaracaklari bildirilmistir. Bu rakamin simdiye kadar
sektorde akan en yiiksek rakam oldugu belirtilmistir. Aralarinda General Electric ve Intel gibi
devlerin de bulundugu 1500 sirket, nano teknoloji adina giderek artan oranlarda yatirim
yapmaktadirlar. ABD hiikiimeti 1.6 milyar dolar ile nano teknolojiye en ¢ok kaynak ayiran

devlet olmustur [16].

1.3. Nanoteknoloji’'nin Kullanim Alanlari

Nanobilim ve nanoteknoloji son derece kiiciik seylerin calisilmasi ve uygulanmasidir ve
kimya, biyoloji, fizik, malzeme bilimi ve miihendislik gibi diger tiim bilim alanlarinda
kullanilmaktadir. Nanoteknoloji sayisinda tip, elektronik, biyomateryaller ve enerji liretimi gibi
cok cesitli uygulamalarla bircok yeni malzeme ve cihaz yaratilabilir. Bu malzemelerin bir kismi
glinlik hayatimizda kullanim alani olarak yerini almisken, bir kismi ise arastirmacilar

tarafindan, problemlere ¢6ziim olabilmek amaciyla arastirma asamasindadir [17].

saglik ve

Nanoteknolojinin
kullanim alanlari

energy

elektronik

Sekil 2.2. Nanoteknolojinin kullanim Alanlar1 [18].
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1.3.1. Saglik ve Tip Sektorii

Nanoteknoloji yasayan sistemlere molekiiler seviyelerde miidahale etme imkani
olusturabilir ve yasayan organizmalar ile etkilesime gecebilecek boyutlarda araclar tiretilmesi
ile bir ¢ok yeni teshis ve tedavi yontemlerinin gelismesi olasidir. Sadece hastaligin bulundugu
ve/veya yayildigl bolgelere saldirarak ilag veren makineler, insan viicudu iginde hareket
edilmesine imkan saglayan teshis araglari, nano-teknolojinin tip ve saglik sektorii lizerindeki

potansiyel uygulamalari olarak gosterilebilmektedir [19].

Bilimsel ve bilimsel analiz alanlari, cesitli programlar i¢in nanomateryallerin 6zel
niteliklerini kullanmistir (6rnegin, mobil resim ve kanser tedavisi i¢in terapdtikler igin
karsilastirma saglayicilari). Bu c¢oklu alani agiklamak i¢in biyomedikal nanoteknoloji,
biyonanoteknoloji ve nanotip gibi kosullar kullanilir [20].

Nanomalzemelere, bilimsel unsurlar veya bilesenler ile arayiiz olusturarak 6zellikler
kazandirilabilir. Bu nedenle, nanomateryallerin hem in vivo hem de in vitro biyomedikal analiz
ve programlar i¢in yararh olabilecegi bildirilmistir. Simdiye kadar, nanomalzemelerin kimya ile
birlestirilmesi, analitik araglarin, karsilastirma saglayicilarin, sistematik kaynaklarin, fiili fiziksel
rehabilitasyon programlarinin ve ilag dagitim sektdriiniin biiylimesine yol acmistir, hatta
viicuda ek bir bagisiklik sistemi de kazandirabilirler. Hedef hiicrelerin 6zellikleri
programlandiginda, mesela grip viriislerine saldirabilir ve blinye hastalanmadan viriis istilasini
durdurabilirler. Ayni zamanda vicuttaki her bulguyu rapor edip bir nevi doktorluk da
yapabilirler. Nanoteknolojinin 6zellikle saghk konusunda sorunlarin ¢oéziimiine ve yasamin
uzatilmasina yonelik saglayacagi katkilar, insanoglunun nanoteknolojiye olan ilgisini
artirmaktadir. Bu kapsamda, gelecekte tip alanindaki nanoteknolojik beklentiler Tablo-2.1'da

gosterilmistir [21]

Tablo2.1. Tip Alanindaki Nanoteknolojik Beklentiler [21]

Tip Alanindaki Nanoteknoloji Beklentileri Yil
Yashilara yonelik bakimin yayginlasmasi ve hayat tarzi kaynakh
hastaliklarin 6nlenmesi 2010
Tek kart tizerinde kisinin tibb1 gegmisini n saklandig1 sistemlerin
Kullanilmasi 2011
Atar damarlari etkileyen ateros kloroz hastaliginin cerrahi islem
gerektirmeden erken tanisi vetedavisi 2012
Ateros kleroz olusum mekanizmasinin ortadan kaldirilmasi 2013
Alzheimer hastalig1 ile kanser hiicrelerinin ilk ortaya ¢iktiklan
organdan baska yere giderek cogalmasi (metastaz)'nin ortadan 2013
kaldirilmasi
Oral insulin tedavisi ve viral karaciger hastaliklarini tedavi eden
ilaclarin kullanima girmesi 2014
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Lokal tikanmas onucu kalp kasinin bir béliimiiniin fonksiyonlarini

kaybetmesine karsi (Myokard enfaktiisii) hiicre tedavisi 2015
Tim kanserlerin kandan erken taninmasini saglayan sistemlerin

Kullanilmasi 2015
Ekzema gibi alerjilerin tedavisi 2016
Bilinmeyen hastaliklarin diinyay1 tehdit etmeden énlenmesi 2016
Genetik tani ile kanserlerin 6nlenmesi 2017
Tim kanserlerin 5 yillik sag kalim siiresinin % 70'in lizerine ¢ikmasi, 2020
K6k hiicre tedavisi kullanilarak hasarli organlarin rejenerasyonu

Yaslanmanin ortadan kaldirilmasi 2021

Nanoteknoloji tip diinyasinda bir nimet olarak goriiliiyor, zira bunlar akilli ilaglar denen
seyin yaratilmasina yardimci olabilir. Bunlar, diger geleneksel ilaglarin sahip oldugu yan etkileri
olmadan insanlarin daha hizli tedavi edilmesine yardimci olur [22].

Tipta nanoteknolojinin arastirmasi, doku rejenerasyonu, kemik onarimi, bagisiklik ve
kanser, diyabet ve diger yasami tehdit eden hastaliklar gibi rahatsizliklarin iyilestirilmesi gibi
alanlara odaklanmaktadir. Nanoteknoloji tipta biiyiik ilerlemeler saglama potansiyeline sahiptir.
Nanobotlar tikanikliklar: gidermek icin bir hastanin arterlerine génderilebilir. Ameliyatlar daha
hizli ve daha dogru olabilirdi. Yaralanmalar hiicre-hiicre tamir edilebilir. Hasar gérmiis genleri
sabitleyerek genetik kosullari iyilestirmek bile miimkiin olabilir. Nanoteknoloji, ila¢ liretimini
iyilestirmek, ilaclar1 molekiiler diizeyde uyarlamak ve daha etkili hale getirmek ve yan etkileri
azaltmak icin de kullanilabilir. Nanotip, kiiresel olarak "ilaca uygulanan nanoteknoloji" olarak
tanimlanmaktadir. Geleneksel saglk bakim prosediirlerini gelistirmek icin biiyik bir
potansiyele sahiptir. Nanotip, tipta siklikla yetersiz olan teshis ve tedavi planlarimi eskimis
olabilir. Molekiiler tanima islemi ile belirli hiicrelerin taninmasi i¢cin molekiillerin olusturuldugu
yerlerde nanopartikiiller belirli bir hastalik veya duruma cekici olacak sekilde tasarlanabilir;
ornegin kanser.Bu ila¢ dagitim sisteminde miihendislik parcaciklari kanser hiicrelerini arar ve
kemoterapi gibi bir ila¢ yilkiinii dogrudan bu kanser hiicrelerine gonderir. Geleneksel
kemoterapiye gore avantaji dogumda olacaktir. Kemoterapi ilaci sadece kanser hiicrelerine
saldirarak viicudun geri kalan kismina dokunulmamis olur. Sonu¢ kemoterapiden daha az
hastalik ve daha az kullanildig1 i¢in gercek ila¢ maliyetinde bir azalmadir. Nano-miihendislik
ilaglar bilinen biyolojik hedeflere spesifik olarak baglanmak i¢in tasarlanabilir. Bu tasarlanmis
ilaglar, sadece saglikli doku iizerinde degil, hedeflenen spesifik hastalik dokusu tizerinde

hareket eder. Ek olarak bu ilaglar bireye 6zgii olarak tasarlanmistir [23].

1.3.2. Kimya ve Cevre Sektorii

Nanoteknolojik triinler, siirecler ve uygulamalarin, sera gazi ve tehlikeli atiklarin

azaltilmasinin yani sira hammadde, enerji ve su tasarrufu saglayarak cevre ve iklim korumasina
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onemli oOlgiide katkida bulunmaktadir. Nanomalzemelerin kullanilmasi bu nedenle belirli
cevresel faydalar ve siirdiiriilebilirlik etkileri vaat ediyor. Bununla birlikte, nanoteknolojinin su
anda arastirmalarda veya pratik uygulamalarda olsun, cevre korunmasinda olduk¢a alt rol
oynadigini unutmayin. Cevre miihendisligi sirketleri kendi alanlarinda nanoteknolojiye sadece
sinirli bir 6nem vermektedir. Bir iiriiniin ¢evreye olan hem olumlu hem de etkilerinin olumsuz
belirlenmesi yasam ddnglsiiniin bitiminde hammaddeden {retime kadar tiim yasam
dongiisiiniin incelenmesini gerektirir. Kural olarak, ¢evresel faydalarin tanimlari, Uriinlerin

tiretilmesinde harcanan kaynak ve enerji miktarini dikkate almamaktadir [24].

1.3.3. Kataliz Sektori

Maddenin katalizér avantajlari, 6zellikle nanopartikiillerden dolayi, inanilmaz oranda
biiyiik yiizey yeri miktarina baghdir. Katalizde nanopartikiillerin gelecegi program, enerji
mobilinden katalitik konvertorlere ve fotokatalitik aletlere kadar degismektedir . Kataliz de
maddelerin gelistirilmesi icin gereklidir. Taki nanopargaciklar1 simdi bir sonraki otomobil
katalitik dontstiiriictiler olusturmada kabul ediliyor ¢iinkii nanopartikiillerin ¢ok yiiksek olmasi
gereken platin miktarini azaltabilir, ancak, metan normal hava ile birlestiginde otomatik olarak
yanacaklarin1 gosteren testler nedeniyle bazi sorunlar gliindeme gelmistir.Nanofiltrasyon,
onemli bir program olarak gelebilir, ancak gelecekteki analizler olas1 zehirlenmeleri incelemek

icin temkinli olmalidir [25].

1.3.4. Gida Sektorii

Gida alaninda nanoteknolojinin uygulamalar1 d6rt ana baslikta tanimlanabilir:

1- Gida isleme ve fonksiyonel iiriin gelistirme

2- Biyolojik olarak aktif maddelerin ve gidalarin tasinmasi ve serbest birakilmasi

3- Patojenlerin tespiti ve gida giivenliginin gelistirilmesi

4- Uriin kalitesini ve raf omriinii olumlu etkileyen ambalajlama sistemlerinin

gelistirilmesi.

Gida alaninda, nanoteknoloji tekniklerinin ve araglarinin islenmesi, iiretimi ve
paketlenmesi icin kullanildigi NANOGIDA'nin gelistirilmesi ile nanoteknoloji gelismeleri ortaya
cikmistir. Nanoteknolojinin gida sistemlerinde uygulamalar1 hizla gelismektedir. Bu teknoloji
tarafindan iretilen yogunluga ragmen, yeni gida iriinlerinin potansiyel faydalarina dikkat
cekilmistir, ¢iinkii bu triinlerin giivenligi hakkinda heniiz bilgi sahibi olmadigindan halk saghgi
tizerindeki etkileri konusunda endiseler bulunmaktadir. Nanoteknoloji irtinlerinin iiretimi,

kontrolii ve giivenligi icin kisa slirede ulusal ve uluslararasi yasal diizenlemelerin uygulanmasi



Asawir Esamaldeen Ebrahim Mohamed, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

¢ok onemlidir. Boylece, bu irilnlerin gilivenligi ile ilgili kaygilar ortadan kalkacak ve bu

teknolojinin maksimum kullanimi saglanacaktir [26].

1.3.5. Tarim Sektorii

Nanomalzemelerin tarimda uygulanmasi o6zellikle bitki koruma irtnlerinin
uygulamalarini1 azaltmak, ddllenme sirasinda besin kayiplarini en aza indirmek ve optimize
edilmis besin yonetimi yoluyla verimi arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Tarimdaki bu potansiyel
avantajlara ragmen, heniiz nanoteknoloji uygulamasinin diger sektorleri ile karsilastirildiginda
daha biiytik 6l¢iide pazara sunulmamistir [27].

Nanoteknolojinin tarimda biiyiik potansiyele sahiptir, ancak iiretim siireclerinin
6lceginin arttirilmasi ve maliyetlerin diisiiriilmesi gibi riskle ilgili birka¢ konu ele alinmalidir. Bu
acidan, ozellikle cekici olan, insan saglig1 ve cevre lizerinde diisiik etki gdsteren proteinler ve
karbonhidratlar gibi biyopolimerlerden tiiretilmis nanopartikiillerdir. Ornegin, agrokimyasallar
ve biyostimiilanlar i¢in zehirli olmayan ve stirdiiriilebilir dagitim sistemleri olarak nisasta bazh
nanopartikiillerin potansiyeli kapsaml bir sekilde arastirilmaktadir. Ticari agidan bakildiginda,
mevcut tarimsal kimyasal firmalar nanoteknolojinin potansiyelini arastirmakta ve oOzellikle,
kasith olarak tiretilen nano boyuttaki aktif bilesenlerin bitkilerde yararl bilesenlerin daha fazla
etkinligini veya daha fazla niifuzunu saglayip saglayamayacag: arastirilmistir. Bununla birlikte,
simdiye kadarki nano boyut, 6zellikle biiyiik 6lcekli tiretimin ilgisi ve buna dahil olan maliyetler
goz onilinde bulunduruldugunda, irin oOzelliklerinde onemli gelismelere sahip oldugunu

gostermemistir [28].

1.3.6. Tekstil Sektori

Nanomalzemelerin benzersiz ve yeni 6zellikleri biiylik ekonomik potansiyeli nedeniyle
sadece bilim insanlarini ve arastirmacilari degil, ayni zamanda isletmeleri de cezbetmistir.
Nanoteknolojinin ayrica tekstil endiistrisi icin gercek bir ticari potansiyeli vardir. Bu, esas
olarak, kumaslara farkli o6zellikler kazandirmak ig¢in kullanilan geleneksel yontemlerin,
genellikle kalic1 etkilere yol agmadig1 ve aklama veya asinmadan sonra islevlerini yitirecegi
gerceginden kaynaklanmaktadir. Nanoteknoloji, kumaslar icin yliksek dayaniklilik saglayabilir,
¢linkll nano-parcaciklar genis yiizey alani-hacim oranina ve yiiksek yiizey enerjisine sahiptir.
Boylece kumaslar i¢in daha iyi bir afinite sunar ve fonksiyonun dayanikliliginda bir artisa neden
olur. Ek olarak, kumaslarin nano-pargaciklarla kaplanmasi, kumasin nefes alma yetenegini veya
el hissini etkilemeyecektir. Tekstildeki nanofiberler kii¢ciik uygulama alanlarini kaplamakla

birlikte, normal tekstil malzemesi ile birlikte yaygin uygulama alanina sahiptir [29].
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Tekstil, nano elyaf ve elektrostatik iplik egirme o6zelligi sayesinde cok islevli hale
gelmektedir. Bu sayede tekstil iirtinleri artik giyim esyasi disinda uygulamalara sahiptir. Bunlar
ylksek performansh teknik tekstiller, biyomedikal tekstiller ve cevre dostu tekstil tiriinlerini

nasil unutabiliriz [30].

1.3.7. Kozmetik Sektorii

Nanopargaciklar ve diger nanoyapili malzemeler, malzemenin hacimli formuyla
calisirken elde edilemeyen benzersiz o6zelliklere sahiptir. Bu benzersiz o6zellikler birgok
endiistrinin bagvurmus oldugu bir alan haline gelmistir ve kozmetik endiistrisi de nanoteknoloji
tarafindan sunulan firsatlardan en iyi sekilde yararlanmaya istekli hale gelmistir [31].

Nanomalzemeler, nemlendirici ve yaslanma karsiti kremlerden sa¢ bakimina kadar
genis bir irinin performansini denemek ve gelistirmek icin kullanilmaktadir.Kozmetik
trinlerde nanopartikiillerin kullanimi ikiye ayrilir.1.UV filtreleme ve 2.Aktif bilesenlerin
verilmesidir. Lipit nanoparcaciklarindan dendrimer veya asir1 dalli polimerlere kadar,
nemlendiriciler, yaslanma karsit1 kremler ve diger cilt bakim iirtinlerindeki kozmetik bilesenler
icin cok cesitli nanoyapilar onerilmistir. Yine, bu nanoyapili malzemeler aktif bilesenin deri
hiicrelerine daha etkili bir sekilde verilmesini gostermistir [32].

Bununla birlikte, bu yeni malzemelerin giivenligi konusunda hala baz tartismalar vardir
ve kozmetikte nanomalzemelerin diizenlenmesi diinyanin bir¢ok yerinde genis veya belirsizdir.
Bununla birlikte, nanomalzemelerin insan saghig iizerindeki uzun vadeli etkilerini daha iyi
anlamak i¢in daha ¢ok calisma yiiriitiilmektedir. Bu arada kozmetik {ireticileri giderek daha cok
nanoformiile iriinler gelistirmektedirler. Nanoemdiilsiyonlar ve nanokristaller cilt bakim
triinlerinde gittikce daha popiiler hale gelmektedir ve genellikle ¢ok az toksikolojik etkiye sahip
organik malzemelerden iiretilmektedirler. Mevcut degisikliklerin sonucu ne olursa olsun,
nanomateryallerin kozmetik endiistrisinin geleceginde yogun bir sekilde yer almas1 muhtemel

goriinmektedir [33].

1.4. Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, atomik ve molekiiler yapilar diizeyinde materyallerin, cihazlarin ve
fonksiyonel sistemlerin gelistirilmesidir. Gliniimiizde nanoteknolojideki gelismeler artmistir ve
bu alandaki yatirimlar siirekli artmaktadir. Nanoteknoloji gelisimi ile nanokristaller,
nanopartikiiller ve nanotiipler gibi nano o6lcekli materyaller Uretmek mimkiindiir.

Nanopartikiiller nanoteknolojinin temeli oldugu icin biiyiik 6nem tasimaktadir [2].
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Nanopartikiiller sentetik veya dogal kaynakli bir makro molekiilden sentezlenir.
Nanopartikiiller icin benzersiz bir tanimin bulunmamasina ragmen, genellikle 100 nm den 1
nm'e kadar bir boyuta sahip parcaciklar olarak adlandirilirlar. Genellikle polimerik yapilar
kullanilmaktadir, her polimerin kendine has 06zelligi yaninda nanopartikiil halinde c¢esitli
ozellikler kazanmaktadirlar. Ornegin biyobozunur, biyouyumlu, termal ézellikler kazanmalari
gibi, nanopartikiiller, en yaygin olarak metal oksit seramikler, metaller, silikatlar ve oksit
olmayan seramikler olmak {izere ¢ok ¢esitli malzemelerden yapilabilmektedir [34].

Nanopartikiiller kii¢iik partikil boyutlarina sahiptir. Nanopartikiiller kolaylikla sterilize
edilebilirler bir maddenin iletkenligi, reaktifligi, elastisitesi, sertligi, rengi, sicaklik ve basinca
dayanimi bu degisimden etkilenir ve bu degisimler daha kii¢iik, daha hizli, daha akilli, daha ucuz
ve daha glivenli ¢oziimler icin anahtar role sahiptir. Bu baglamda nanopartikiilleri tiim bu
coziimlere katki saglayacak malzemelerin insasinda kullanilabilecek temel yapitaslari olarak
gormek miimkiindiir [35].

Nanopartikiiller, kiitle malzemeleri ile atomik veya molekiiler yapilar arasinda bir koprii
olduklar1 i¢in biiyiik bir bilimsel ilgi haline gelmislerdir. Bir dokme materyal, boyutuna
bakilmaksizin sabit fiziksel 6zelliklere sahip olmalidir, ancak nano o6lgekte boyut bagimlilik
ozelliklerine siklikla rastlanir. Boylece, malzemelerin 0zellikleri, buyiikliikleri nano 6l¢iime
yaklastikca ve bir malzemenin hacminin ylizdesine gore yiizeyin ylizdesi olarak 6énemli hale
geldikce degismektedir [36].

Bir mikrometreden (veya mikrondan) daha biliyiik hacimli malzemeler igin, yilizeyin
yluzdesi, malzemenin kiitlesindeki hacimle ilgili olarak Onemsenmemektedir. Bu nedenle
nanopartikiillerin ilging ve bazen beklenmedik o6zellikleri biiytlik olasilikla materyalin kiigiik
hacimli kiitlesinin katkilarina hakim olan malzemenin genis yiizey alanina baghdir [37].

NP'ler, yiiksek ylizey alani ve nano boyutlarindan dolay1 benzersiz fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahiptir. Optik o6zelliklerinin, goriiniir bolgedeki emilim nedeniyle farkli renkler
kazandiran biyiikliige bagli oldugu bildirilmistir. Onlarin reaktivitesi, toklugu ve diger
ozellikleri de onlarin essiz boyutlarina, sekline ve yapisina baghdir. Bu 6zellikler nedeniyle
kataliz goriintiileme, tibbi uygulamalar, enerji tabanl arastirma ve gevresel uygulamalari iceren

cesitli ticari ve evsel uygulamalar i¢in uygun adaylardir [38].
1.4.1. Nanopartikiillerin é6zellikleri
Nanopartikiiller {iretildikleri dékme malzemenin daha biiyiik partikiilleri ile

karsilastirildiginda, spesifik 6zelliklere (boyut, dagilim, morfoloji, vb.) dayali tamamen yeni veya

gelistirilmis 6zellikleri gdstermistir [39].
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Sekil 2.3. Nanopartikiillerin Kullanim Sekilleri [40].

1.4.1.1.  Ozgiil Yiizey Alan1 (m2/g)

Nanopartikiiller, nanopartikiillerin azalan boyutu ile hacim oranina daha yiliksek bir
ylizey sunmaktadir. Ylizey alaninin stabilizasyonu, nanopartikiiller topolojisi (piiriizliiliik) ve
destek malzemesi ile ara ytiz de ilgili yonler olsa da, spesifik ylizey alani katalitik reaktivite ve
diger ozellikleri (6rnegin sensorler) icin uygundur. Bunun iyi ornekleri, ¢ok yiliksek ylizey
alanlarinin ve yiiksek dayanimli g6zenekliligin, son teknoloji katalizorlere kiyasla iistiin katalitik
aktiviteye yol actif1 asil metal bazhi katalizorlerdir. Metal partikiillerin spesifik yiizey alan
arttikga, belirli uygulamalardaki biyolojik etkinligi de yiizey enerjisindeki artisa bagh olarak
artabildigi rapor edilmistir [40].

1.4.1.2. Manyetik Ozellikler

Nano Olgekte parcacik biyiikligliniin azaltilmasi1 genellikle gelistirilmis manyetik
davranisla sonuclanir (biiyiik esdegerlere kiyasla). Ornegin, milkemmel manyetik malzemeler
(transformatorlerde uygulanabilirlik, farkli sensérler vb.) ve ayrica nano boyutlu yapi
bloklarindan olusan kat1 manyetik malzemeler (yay degisimi miknatislari olarak adlandirilir).
Yiksek yogunluklu ortamlarin ve tibbi uygulamalarin depolanmasi, yukaridakilerden
yararlanan temel uygulamalardir. Nanopartikiiller matris veya substratta homojen olarak

dagilirlarsa depolama malzemesi olarak kullanilabilirler [40].
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1.4.1.3.  Optik Ozellikler

Emilim veya sogurma dalga boyu, boyut secimi, ligandlar ile etkilesimlerle kontrol
edilebilir. Ornegin, nanoparcacik boyutu 1s1g1n kritik dalga boyunun altindaysa, saydamlik elde
edilebilir. Buuygulama nanopartikiilleri (6rnegin metaller, silikatlar veya metal oksitli
seramikler) bariyer filmler ve kaplama uygulamalari icin ¢ok uygun hale getirir ve saydamligi
diger ozelliklerle (UV emilimi, iletkenlik, mekanik mukavemet, vb.) birlestirir. Ayrica, kozmetik

uygulamalar i¢in ilging optik (1s1k emici / filtreleme) 6zellikler kullanilabilir [40].

1.4.1.4. Elektriksel Ozellikler

Tasinma nanopartikiillerin bireysel ézellikleri ile kontrol edilebilir. Ornegin, kimyasal
yapl1 ve boyut, iyonik potansiyeli veya elektron ilgisini kontrol etmektedir. Nanopartikiiller tipik
olarak daha ince bir tabaka ve daha glivenilir bir elektriksel yol saglayan daha fazla noktadan

noktaya temas saglamaktadir [40].

1.4.1.5. Kimyasal Ozellikleri

Asagidaki kimyasal 6zelliklerden bazilar1 sunlardir:

1.) Yiizeyin istlinligl, nano Olcekteki malzemelerin davranislarindaki degisimin temel
nedenlerinden biridir. Nanopartikiillerdeki tiim atomlarin yarisina kadar yilizey atomlaridir,
elektriksel ulasim gibi 6zellikler artik kat1 hal yi1ginsal olgusu tarafindan belirlenmez.

2.) Nanopartikiillerdeki atomlar, daha biiyiik yapidaki atomlardan daha yiiksek ortalama
enerjiye sahiptir, ciinkii yiizey atomlarinin daha biiyiik bir oran vardir. Ornegin Kkatalitik
materyaller, katalizoriin nano boyutta kiiciiltiilmesiyle maruz kalan ylizey atomu basina daha
biiytik bir kimyasal aktiviteye sahiptir.

3.) Molekiller mono tabakalar ylizey 0Ozelliklerini degistirmek ve kontrol etmek ve

nanopartikiiller arasindaki etkilesime aracilik etmek icin kullanilabilir [40].

1.4.1.6.  Diger Ozellikleri

Yiiksek yogunluklu veri depolama gibi nanopartikiillerin diger 6zelliklerinden
bahsedilmistir. Ancak, bu daha c¢ok bir miilkten daha ¢ok bir uygulama alani olarak
diistiniilebilir (esas olarak manyetik davranislarindan kaynaklanir).Yiiksek anizotropy manyetik
nanopartikiillerin 6zel diizenini kullanarak veri depolama yogunlugunu arttirmak igin yiiksek

bir potansiyel vardir. Belirtilen diger 6zellikler arasinda biyolojik 6zellikler / biyoaktivite
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bulunur. Bu bir 6zellik kendisi degil, nanopartikiillerin yiiksek 6zgiil yiizey alan1 ve kimyasal

ozelliklerinin bir kombinasyonu olarak gorilmemistir [40].

1.4.2. Nanopartikiillerin Sinflandirilmasi

Nanopartikiiller, boyut, morfoloji, fiziksel ve kimyasal 06zelliklerine gore farkli tiplerde
siniflandirilabilir. Bazilar1 karbon bazli, seramik, metal, yar iletken, polimerik ve lipit bazl

nanopartikiillerdir [41].

1.4.3. Metal Bazli Nanopartikiiller

Metal nanopartikiiller metal onciilerden hazirlanirlar. Bu nanopartikiiller kimyasal,
elektrokimyasal veya fotokimyasal yontemlerle sentezlenebilir. Kimyasal yontemlerde metal
nanopartikiiller, ¢ozelti icindeki metal iyonu onciillerini kimyasal indirgeyici maddelerle
azaltarak elde edilir. Bunlar kiigiik molekiilleri adsorbe etme ve yiiksek ylizey enerjisine sahip
olma yetenegine sahiptir. Bu nanopartikiiller arastirma alanlarinda, biyomolekiillerin tespiti ve
goriintiilenmesi, cevresel ve biyoanalitik uygulamalarda kullanilmaktadir [42].

Bi203 onemli metal oksitlerden biridir ve biyomolekiil adsorpsiyonu icin uygun bir
ortam saglar. Toksik olmadig1 belirtilen Biz203'ler, daha biiyiik avantajlar1 ve yeni ozellikleri
(daha yiiksek spesifik yiizey, daha fazla yiizey serbest enerjisi ve iyi elektrokimyasal kararlilik,

vb.) nedeniyle diizenli boyuttaki partikiillerden daha iyi adsorpsiyon 6zelligine sahiptir [43].

1.4.4. Nanopartikiillerin EtKileri

Nanopartikiiller insanlara, dogaya ve canlilara bir¢cok yararlar saglamaktadir.
Nanopartikiillerinin en biiylik yarar1 tip alanindadir. Geleneksel yontemlerle tedavi edilemeyen
hastaliklar kolayca nanopartikiiller kullanilarak tedavi edilebilir. Nanoteknoloji arastirmalar:
hastalar icin yeni iirlinler ve araclar ile yeni tedavilere, modern teghislere, tedavi yontemlerine
ve hayati materyallere ihtiya¢c duyarlar [44].

Hastaliklarin erken teshisi ve tedavisi ile yasam kalitesini, yasam standartlarin1 ve insan
yasaminl arttirmak miimkiindiir, nanopartikiiller tiim bunlar1 basarmak icin vazgecilmez hale
gelmistir [41].

Nanopartikiiller her giin yeni bir avantaj sunmaktadir. Elektronik, ilag, medikal cerrahi,
gida, ambalaj, aydinlatma, giyim vb. alanlarinda kullanilmakta, ama herhangi bir bilimin
yapabilecegi iyiligin her zaman yan etki olasiligi vardir. Bilimsel arastirmalari ve yeteneklerin

kotliye kullanimini 6nlemek i¢in bir kontrol ve denge sistemi mevcuttur [45].
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Nanopartikiillerin diinyaya sundugu avantajlar ve gelismelere ragmen, nanoteknolojinin
yayllmasi konusunda ciddi tartismalar yasanmakta ve boylece son zamanlarda diinyada

dezavantajlariyla baglantili potansiyel riskleri beklenmektedir [46].

1.4.5. Nanopartikiillerin Hedef Organlar Uzerindeki Toksik Etkileri

Cesitli hayvan modellerini kullanan son c¢alismalar, nanopartikiillerin farkli organlarda
biriktigini ve farkl saglik risklerine neden olma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Bu
calismalarin ¢ogu kisa stireli nanopartikiillere maruz kalan sistemler kullanilarak yapilmistir.
Nanopartikiillerin uzun vadeli etkilerini degerlendiren daha fazla calismaya ihtiyag vardir [47].

Nanopartikiillerin toksikokinetik oOzelliklerini degerlendiren bazi ¢alismalar mevcutken
bunlarin bir¢ogu sadece toplam ilaci veya yiikt incelemekte, ancak nanopartikiilleri kendileri
O0lcememekte veya kapsillenmis ilacin oranini belirlememektedir. Sonug¢ olarak ilac
nanopartikiil sistemlerinin gercek farmakokinetikleri iyi tanimlanmamistir. Ayrica akcigerler,
karaciger, dalak ve bobrekler de dahil olmak tizere bir¢ok nanopartikiiliin biriktigi dokularda

benzer sorunlari ele almak icin ek stratejilere ihtiyag vardir [48].
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Sekil 2.4. Nanopartikiillerin Giris Yollar1 ve Etkiledikleri Baslica Sistemler [49].

1.4.6. Nanopartikiillerin Maruziyeti ve Toksisitesi

Nanopartikiil maruziyeti ve toksisitesi yogunlugun artmasiyla kullanilan nanomalzemeler,
hem is sagligi hem de halk sagligina maruz kalmaya yol agar. Deriye maruz kalmanin aksine,
nanopartikiiller bir gériintiilleme ajani olarak veya dogrudan teshis ve teshiste, bir goriintiileme
ajan1 olarak veya biyolojik bir sensor olarak dogrudan transplantasyon yoluyla aktif veya

yardimci bir ajan olarak verilebilir [50].
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Nanopartikiiller, parcacik boyutuna ve ylizey 06zelliklerine bagl olarak bir¢ok cihaz ve
sistem tarafindan absorbe edilebilir ve reaksiyona girebilir. Ancak ana maruziyet yollar
solunum sistemi, gastrointestinal (GI) sistem ve deri iken ikincil hedef organ olarak bobrek, kalp
ve beyin soylenebilir [51].

Nanopartikiillerin toksik etki potansiyelleri partikiil boyutu, aglomerasyon/agregasyon
derecesi, boyut dagilimi, sekli, kristal yapisi, kimyasal kompozisyonu, yiizey kimyasi, yiizey
yuki, yiizey alani, miktari, ¢oziiniirliigii gibi fizikokimyasal parametrelere bagh olup farkli hiicre
ve dokularda farkli yanitlara sebep olabilmektedir [52].

Son yillarda nanopartikiillerin toksik potansiyeli Uzerine bir¢ok ¢alisma yapilmis
olmasina ragmen yeni pargacik tasarimlarinin, tasarim yontemlerinin ve parcacik kullaniminin
sonuglar1 yetersizdir. Genel olarak, nanopartikiillerin toksik etkileri i¢in mekanizmalar

asagidaki sekilde rapor edilmistir;

e Hiicre duvari ve plazma zar1 hasari

o Elektron transport ve aerobik solunum ile etkilesim

e Oksidatif stres indiiksiyonu

e Hiicre sinyal yolaginda aktivasyon

e Iyon dengesinde bozulma

e Bazi nanopartikiillerden toksik metal iyonlarinin a¢iga ¢ikmasi
e Lizozomal membran biitiinligiinde bozulma

e Fagositoz olayinin ger¢eklesmemesi, yetersizalim

e Hiicre iskelet fonksiyonlari ile etkilesim

e DNA ve kromozomal hasar

Nanopartikiillerin ¢evre ve insan saglig1 tizerine etkileri konusunda ¢alismalara son 15-
20 yilda hiz verilmesine ragmen toksisiteleri ile ilgili cevaplandirilmasi gereken halen bir¢cok
eksik nokta mevcuttur [53].

Nanopartikiiller arasinda bizmut nanopartikiilii, kiiresel nanopartikiillerin bir ¢esididir
ve karisik renkler veya belirgin aglomerasyonu yoktur ve kendine has 6zellikleri nedeniyle

yogun olarak calisiimistir [54].
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1.5. Bizmut ve Tarihte Kullanimi

1.5.1. Tarihge

Bizmutun antik ¢agda Asya, Misir, Roma ve Cin’de kullanildigina dair bazi bilgiler
bulunmakyadir. inkalarin da bronz alasimlariyla bigak yapiminda kullandiklari rapor edilmistir.
Ancak ilk olarak 1450 yilinda Alman kesis Basil Valentine tarafindan tanimlanmistir. ilk
bulundugu yillarda kursun ve kalay ile karistirilmistir. 1753 yilinda Claude Francgois Geoffroy
tarafindan kalaydan daha agir bir metal oldugu ve kursun formu olmadig1 tespit edilmistir. Eski
Almancada bizmut icin “beyaz kiitle”, “beyaz madde” anlamindaki “wissmuth” kelimesi

kullanilmistir. Daha sonra bu kelimeden Latince “bisemutum” kelimesi tiiretilmistir [55].

1.5.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bizmut, kimyasal sembolii “Bi” olan bir yar1 metaldir , Bizmut periyodik tablonun 5A
grubundaki azot ailesinin en metalsi ve en az bulunan elementidir. Bizmut, biitiin metaller
icinde en diyamagnetik ve civadan sonra 1s1 iletkenligi en diisiik olanidir. Parlak, kaba kristalli
ve gevrek bir metaldir; ¢ok sert ve slinek olmamakla birlikte oldukg¢a déviilgendir. Dogada
genellikle element halinde bulunur. Bazi durumlarda siilfiir ve oksit gibi bilesikler halinde
bulunabilir. Cogunlukla kalay, kursun gibi cevherlerle bir aradadir ve aritma sirasinda bir yan
Urin olarak ayrilir. Bizmut oda sicakliginda kararmayan bir metaldir ancak 1s1 ile temas
ettiginde ylizeyinde kahverengimsi sar1 renkte bir oksit katmani olusur. Bizmut tuzlar tipta
sindirim bozukluklarinin tedavisi, sindirim yollarinin X i1sinlariyla incelenmesi, deri yaralarinin

ve enfeksiyonlarinin tedavisi gibi alanlarda kullanilir [56].

Sekil 2.5: Bizmut Elementi [57].

Elektrik iletkenligi diisiik ve 1s1 iletkenligi civadan sonra en diisiik elementtir.
Katilastiginda ve sogurken genlesme ytlizde orani 3.3‘e kadar genlesir ve hacmi biiytr. Sodyum

hidroksitte ve kloriir asidiyle beyaz bir ¢okelti olusturur [58].
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Bizmutinit veya bizmut tristlfiir 6nemli bizmut mineralleridir. Bu minerale
“bizmutglans” denir. Bizmutun en 6énemli ikinci minerali magmatik kayalarda manyetit, pirit,
kalkopirit, sfalerit, galenit gibi minerallerle birlikte kalay-tungsten yataklarinda bulunan bizmut

trioksittir [58].

Tablo 2.2. Bizmut Elementinin Ozellikleri[59,60].

Ozellik Deger

Atom Numarasi 83

Grup Metal

Kristal Yapisi Rombohedral
Atomik Agirhig 208,98037
Proton Sayisi ve Elektron Sayisi 83

No6tron Sayisi 126

Degerlik (valans) 3,5

Erime Noktasi 271.3°C
Kaynama Sicaklig 1560 °C £5 °C
Yogunluk 9.8 g/cm?
Ozgiil Is1 0.12]/gK
Manyetiklik Diyamanyetik

1.5.3. Kullanim Alanlari

Bizmut kat1 halde genlesme 0zelligi sebebiyle ince ayrintili metal dokiim parcalarinin
tiretiminde kullanilir. Baz1 kimyasal islemlerde iyi bir katalizordiir. Bizmutun radyoaktif izotopu
Bi-210, niikleer sayma aletlerinin ayarlar1 icin beta standardi olarak kullanilmaktadir. Bazi
bilesikleri boyalarda pigment iriini olarak kullanilir. Lehimlerde kursun yerine
kullanilabilmektedir. Disiik erime noktali alasimlar olusturmak icin kalay, demir ve kadmiyum
gibi metallere bizmut katilir. Bizmut alasimlar1 katilastiginda hafifce donar. Bu sebeple
kaliplarda ¢ok net ve keskin hatlar olusturur. Bizmut alasimli déktimler, plastik veya baska bir
malzeme ile kaplanabilir. Niikleer reaktorlerde sogutma sivisi olarak kullanilabilmektedir.
Bizmut, bilesik ve alasimlarinin kullanildig1 bazi iriinler sunlardir; 6zel lehimler, otomatik
puskiirtme basliklari, otomatik kap1 diizenekleri, elektrik sigortalari, basin¢h gaz silindirlerinin
giivenlik tapalari, yangin dedektorleri, termoelektrik sistemler, akrilik lifler, boyalar, plastikler,
kozmetik iiriinler, 6zel yapistiricilar, seramik, porselen, cam, radyografi, ilaclar, akrilik elyaf,
lehimler, plazma ekranlar, diskler, yakit depolar1 emniyet aparatlari, tiifekler, gres yaglar1 vb.
Bizmutun dogadaki tek izotopu Bi-209’un yarilanma omri 19 kentilyon yildir. Buna gore

bizmutun, evrenin yasindan 1 milyar kat daha fazla bir siirede bozundugu anlami ¢ikmaktadir.
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100 gram bizmut, evrenin baslangici olarak varsayilan 14 milyar yil 6nce herhangi bir yerde
bulunsaydi bugiine kadar grami bozulmadan ulasabilirdi. Bizmut olaganiistii uzun yarilanma
omrii sebebiyle bilinen biitiin kimyasal, tibbi ve endiistriyel uygulamalar arasinda en kararl ve
radyoaktif olmayan madde gibi muamele goérmektedir. Bizmut tuzlari, sindirim sistemi
bozukluklari, yaralar ve enfeksiyonlarin tedavisi icin bazi ilaglarda kullanilir ve bazi egzama
tiirlerinde toz formu dogrudan uygulanabilir. Uzun siire asir1 oranda bizmuta maruz kalan bir
insanda zihin bulanikligl, hafiza kaybi, koordinasyon eksikligi, spazmlar, eklem agrilar1 ve kalp
rahatsizliklar1 gortlebilir. Mide rahatsizliklarinda kullanilan ilaglarda bizmut bilesenleri

bulunmaktadir [60].

1.5.4. Bizmut Nanopartikiillerinin Toksisitesi

Bizmut bilesikleri, soluma veya yutmanin ardindan orta diizeyde emilimi azdir, fakat
oOlciilmiis veriler yoktur. Bizmutun en yiiksek konsantarsyonalra ulastugi organlar bobrek ve
karacigerdir. Bizmut esas olarak idrarla atilir. Tiim viicuttaki tutulum sonucunda biyolojik
yarilanma siiresi 5 giindiir, ancak bizmut bilesikleriyle tedavi edilen hastalarin bébreklerinde
yillarca kaldigi rapor edilmistir. Yiiksek diizeyde maruziyet, proksimal renal tiibiillerin
dejenerasyonu ve nekrozu, yagh degisiklikler, karaciger nekrozu, norodejenerasyon, deri
dokiintiileri ve bagirsak pigmentasyonu ile iliskili bobrek yetmezligine yol actigi rapor
edilmistir. Mesleki maruziyet bildirilmemistir. Genel nufiis i¢in gida ile giinliik tiiketilen miktar
5-20pg olup ¢ok daha az miktarda hava ve suda bulundugu rapor edilmistir. Gegmiste niifusun
belirli sektorlerinde 6nemli bir 6l¢clide maruz kalmasinin sonunda bizmut bilesikleri terapotik
olarak kullanilmistir. Bizmut bilesiklerinin kozmetik kullanimi hala yaygindir. Bizmut
subnitrat, kalp ve bobrek dokularinda metallotiyonin indiiklemek ve sirasiyla doksorubisin
(Adriamisin) ve sisplatin bilesiklerinin toksisitesini azaltmak icin kullanilmistir[61].

Bizmut bilesikleri ayni zamanda nanomalzemelerin iiretiminde ve 0Ozellikle bakteriyel
mide-bagirsak enfeksiyonlar1 tedavisinde de kullanilmistir. Bizmutun radyoizotoplari

radyasyon tedavisi icin degerlendirilmektedir [62,63].
1.5.5. Bizmut OKksit
Bizmut oksit, rombik sekilli kristaller ile karakterize edilen kokusuz sar1 bir tozdur.

endiistride yaygin olarak bulunan bizmut bilesiklerinden biridir. Bismit cevherinin tirettigi ham

maddedir [58].
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Nanoteknoloji laboratuvarlarinda yiiksek hassasiyetle saflik ve tane boyut degerlerine
baglh kalarak iiretilen Bi.Os; nanopartikiilleri optik ve elektronik uygulamalar icin gelistirilmistir
[64].

Bizmut oksit insanlar i¢in en az zehirli agir metal olarak goriiliir ve iyi antibakteriyel
ozellikleri icin tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilir. Bizmut oksit nanopartikdlleri in
vivo ve in vitro deneylerde farkli boyutlarla kullanilmistir. Bizmut oksit nanopartikiilleri insan
lenfositlerinde ve murin fibroblast hiicrelerinde komet yontemi ile genotoksik aktivite
gostermedigi belirlenmistir ve ayrica hiicre 6liimiini tetikledigi bildirilmistir. Baz1 bizmut oksit
bilesiklerinin antibakteriyel aktivite sergiledikleri, antitiimor, antifungal ve sitotoksik aktiviteye
sahip olduklar1 bildirilmistir. Abudayyak ve arkadaslar1 bir ¢alismada memeli hiicrelerinde
Bi»03; nanopartikiillerin toksisitesini degerlendirmek i¢inkaracigerde (HepG2 hepatokarsinoma
hiicresi), bobrek (NRK-52E bobrek epitelyal hiicresi), bagirsakta (Caco-2 kolorektal
adenokarsinoma hiicresi) ve akcigerde (A549 akciger karsinom hiicresi) toksik etkilerini
arastirmislardir. Bi»0z nanopartikiillerinin (~ 149.1 nm) tim hiicreler tarafindan kolayca

alindig ve sitotoksik ve genotoksik etkiler gosterdigi rapor edilmistir [65].

Nanopartikiillerin, bir¢ok mikroorganizma kokenli enfeksiyon hastaliklar1 basariyla
tedavi etmek icin yeni bir alternatif oldugu belirtilmistir. Son zamanlarda, sifir-degerli bizmut
kolloidal nanopartikiillerinin bakterisit aktivitesinin Streptococcus mutans biiylimesini inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu alanda yapilan bir calismada 77nm boyutunda kullanilan Bizmut oksit
nanopartikiillerinin Candida albicans'a kars1 fungisidal aktivitesi ve bunlarin antibiyofilm
yetenekleri analiz edilmistir ve bizmut oksit, bizmut metalik tuzunun ve bizmut nitratin

antimikotik aktiviteleri de karsilastirilmistir [66].

1.6. MDBK Hiicre Hatt1 Genel Ozellikleri

Yetiskin bir sigirin (Bos taurus) bobrek dokusundan elde edilen epitelyal hiicre hattidir.
Hiicreler orijinal olarak Temmuz 1967'de donmus bir ampul (F-145) olarak ATCC (American
Type Culture Collection)'den elde edilmigtir. Ozellikle viral kontaminantlarin tespitinde

kullanilan bir hiicre hattidir [67].

Sekil 2.6. a. Primer Sigir Bobrek Hiicreleri, 100X. b. 32. Alt kiiltiirde kurulmus Sigir
Bobrek Hiicreleri (MDBK), 100 X. c. Vesikiiler Stomatitis Virusun Enfekte Etmis Oldugu MDBK
Hiicreleri, 100 X. [68]

20


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653516315533#!

Asawir Esamaldeen Ebrahim Mohamed, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Diinya ¢apindaki laboratuvarlarda gesitli uygulamalar i¢in epitel hatt1 kullanilmaktadir. Bu
epitelial hiicre hatt, asilar olarak uygulanan =zayiflatilmis virislerin {iretiminde

kullanilmaktadir.
- Morfoloji ve Ureme Ozellikleri: Yapisik, epitelyum benzeri hiicreler.
- Organizma: Bos taurus (s181r) - Doku: Organ: Bobrek - Hastalik: Normal, erkek.

- Ortam: Temel Besleyici Ortam (Eagle) (2 mM L-glutaminli) ve Earle' iin BSS (1. 5 g/L
sodyum bikarbonat).

- immunolojisi: Hiicresel keratin i¢in immiinofloresan ile pozitif [68,69].

Sekil 2.7. Madin-Darby Sigir Bobrek(MDBK) Hiicre Hatt1 [70].

1.7. Genotoksisite

Toksikolojinin dalindan biri genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik isleyisi
sirasinda hiicrelerin DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir disiplindir
ve farkl ajanlarin meydana cikardigi genetik hasarin degerlendirilmesinde énemli bir rol oynar.

DNA molekiiliinde mutasyonlara sebep olan DNA tzerindeki ajanlar ya da mutajenler,
etkilerini dogrudan veya genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayh
yolla gosterirler. DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yolaklardaki bozukluklar ise doku
hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve baz1 genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir

[71].
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Sekil 2.8. Genotoksinlerin DNA Uzerindeki Etki Mekanizmasi ve Sonuglari [71].

Genetik bilginin nesiller arasindaki giivenli transferini saglamak i¢cin DNA yapisini
korumaliyiz. DNA, cevresel faktorleri veya normal metabolik aktiviteler gibi bir¢ok zararh
etkene stirekli maruz kalir ve hasara neden olur. DNA hasari, kendiliginden veya DNA'nin dogal
metabolizmasi sirasinda ¢evresel faktorlerin etkisi altinda olusabilir. Ancak DNA tamir yollari,
meydana gelebilecek DNA hasarini tanimlamak ve diizeltmek i¢in hiicrede siirekli olarak aktive
edilir. DNA hasari kisa vadede, replikasyonun durmasina, proteolitik aktivitenin indiiksiyonuna,
transkripsiyon ve protein sentezinin inhibisyonuna, deoksiriboniikleotid trifosfat miktar1 ve
bilesiminde degisikliklere; uzun donemde ise mutasyona ve kromozom anomalilerine neden
olur. DNA hasari az o6l¢iide ise DNA onarim mekanizmalari tarafindan verimli bir sekilde tamir
edilir. DNA hasar1 agir seviyede apoptotik mekanizmalar1 uyararak hiicre 6liimiine sebep olur.
Orta dereceli hasarlar ¢ogunlukla mutasyonla ortaya cikmaktadir. Normal DNA metabolizmasi
sirasinda DNA hasari kendi kendine ya da ¢evresel etkenlerin etkileriyle olusmaktadir [72].

Genotoksisiteyi belirlemek i¢in farkl yontemler tanimlanmistir:

Kromozom anormalligi testi.

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi.

Kardes kromatid degisimi testi

Hipoksantin guanin fosforibozil transferaz ileri mutasyon testi.
Mikrogekirdek testi.

Bakteriyel geri mutasyon testi

N o s N

Tek hiicre jel elektroforezi [73].
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1.8. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (KOMET- THJE)

Gen diizeyinde DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) molekiilii tizerinde olusan kiriklarin tayini
prensibine dayanan Komet yontemi, pek ¢ok DNA hasarinin ve onariminin belirlenmesinde,
biyoizleme ve maruziyet calismalarinda yaygin kullanim alani bulmustur. Komet yéntemi, basit,
hassas ve hizli bir yontem oldugundan genetik toksikoloji ¢alismalarinda oldukea kullanish ve
tercih edilen bir yontem haline gelmistir. Bu hasarlarin baslicalari;

e Oksidatif DNA hasari,

o Tek ve cift sarmal kiriklari,

e DNA’da mutasyonlar,

o DNA ilag etkilesimleri gibi bir takim yapisal bozulmalardir [73].

Komet yontemin kromozom aberasyonu (KA), kardes kromatid degisimi (SCE),
mikronukleus (MN) gibi DNA hasar1 belirlemede kullanilan sitogenetik test yontemlerine gore
avantajlara sahiptir [74]:

1. Komet yontemi diisiik diizeydeki DNA hasarlarini gosterebilmesi
Az sayida hiicre ile analizin gerceklestirilebilmesi
Fazla ekipman gerektirmemesi
Kolaylikla uygulanabilmesi
Ucuz ve hizli elde edilmesi
Degisik hiicre ve doku gruplari ile ¢calisilabilmesi

Sonuglarin birkag saat icinde elde edilip degerlendirilmesi

©® N o ;s WD

Giivenli ve ekonomik olmasi nedeniyle giderek yayginlasan bir kullanim alani

bulmaktir [75].

Notral teknik ilk olarak 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan modifiye edilerek
hiicredeki DNA hasarinin dogrudan gosterilmesinde “Microgel Electrophoretic Technique”
olarak sunulmustur. Ostling ve Johanson agarozda silispanse edilerek radyasyona maruz
birakilmis hiicreleri lam tizerine yaymis ve ardindan yiiksek tuz ve deterjanla muamele islemine
ve ardindan elektroforeze tabi tuttuktan sonra akridin oranj gibi DNA boyayabilen floresan bir
boya ile boyamislardir. Eger DNA kirik iceriyorsa, gevsemis ve kirilmis DNA fragmanlari nedeni
ile elektrik yiik kazanmis olan DNA, cekirdekten anoda dogru goc¢ ederek kuyruklu yildiz
goriinimiini vermis, bu nedenle hasarl hiicreler COMET olarak adlandirilmistir. DNA hasarini
saptamak icin kuyruk uzunlugu olcilmiis, ve kuyruk uzunlugunun radyasyon dozunun
fonksiyonu oldugu rapor edilmistir. Ancak nétral sartlar altinda proteinlerin tam olarak

uzaklastirilmamasi nedeniyle DNA c¢ift sarmal kiriklarinin tespitine izin veren nétral sartlar, tek
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sarmal kiriklarinin belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa DNA’da hasar olusturan ¢ogu ajan
¢ift sarmaldan ¢ok tek sarmalda hasar meydana getirmektedir [75].

Bu nedenle Singh ve ark. (1988) bazik komet metodunu tanimlamislardir. Béylece “tek
sarmal kiriklar1” denilen ve sadece bazik teknikle ortaya ¢ikarilabilen DNA tek sarmal kiriklarini
tanimlama imkani dogmustur. Kullanilan daha giicli lizis kosullar1 proteinlerin % 95 inden
fazlasini yok edebilmekte, boylelikle modifiye edilmis THJE teknigi bireysel hiicrelerin hemen
hepsinde DNA hasar biiytikliigiiniin dogrudan tespitini saglamaktadir. Hasara ugramamis olan
DNA cekirdek sinirlari igerisinde yapisini korumaktadir. DNA hasara ugradigind yap1 bozulmaya
baslar. Bu durumda DNA zincirleri yogunlasmis yapilarini kaybederler ve ana g¢ekirdek
bolgesinden disar1 dogru uzanirlar. Ortama bir elektrik akimi uygulandiginda DNA yapisi
itibariyle katoda (+u¢) dogru hareket etmektedir. Ana gekirdegi olusturan ve hasarli olmayan
DNA zinciri ¢ok biiyiik oldugu icin gekirdek bolgesini terk edemeyip yerinde kalmaktadir. Diger
taraftan kiicik DNA pargalar1 akim uygulama siirecine bagh olarak ana DNA'dan ayrilarak gog
edebilmektedirler. Boylece ana gekirdek bolgesini terk eden DNA'nin miktar1 hiicrede meydana
gelen DNA hasarinin miktarinin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Lam tlizerinde agara
gomiilmus haldeki hiicrelerde kirik uglar elektroforez islemi esnasinda pozitif elektrot tarafina
dogru hareket ederler ve floresan boyama ile gozlenebilen kuyruklu yildiz (KOMET/COMET)

benzeri goriintiler meydana gelir [76].

Sekil 2.9.DNA Hasarinda Bas ve Kuyruk [77].

Komet Testinin Ozelliklerine Bakildiginda;

o Pratiktir.

Guglidir.

Cok yonludur.

Guvenilir, hizh ve duyarlidir.

Analiz icin az sayida hiicre yeterlidir.

Goreceli olarak ucuz ve uygulamasi kolaydir.

Tek bir hiicre diizeyinde elde edilen veriler olusturur.
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e Hem boliinen hem de béliinmeyen hiicrelere uygulanabilir.

e DNA onarim ve onarim kinetiginin calisilmasinda da kullanilabilir.

Sadece DNA hasarlarinin varligini belirlemekle kalmaz tipini de belirler.

Kiiltlire alinmis hiicreler ve dogrudan canlidan alinan hiicrelere uygulanabilir.

Prokaryot ve okaryotik organizmalardan bir ¢ok hiicre tipine uygulanabilir [71].

KOMET yonteminin genel basamaklari

I.  Hiicrelerin izolasyonu
II.  Preperatlarin hazirlanmasi
III.  Lizis
IV.  DNA sarmalinin ¢6ziilmesi
V.  Elektroforez
VI.  Notralizasyon
VIL Boyama

VIII.  Degerlendirme ve sayim

lamlarin hazirlanmasi TEKHUCRE e " HUCRELERVEDOKULAR
SUSPANSIYONU N
l-?ﬂ_ T
it et LAMLARIN HAZIRLANMAS|
w—ei | Y .
-~ NOTRALLIZIS ALKALILIZIS o
) LIZIZICIN YIKAMA KAVANOZU
05 Lueh ‘l:m' ‘ 2Mvs k [ .
e Comne?
alkalin ¢ozinme alkalin gozinme
?::"z'l\:ﬁ:m;unmm l ‘ TEK ZINCIR KIRIKLARININ
+ - TANIMLANMASI
Neutral Wash —
ﬁﬁ ALKALIN ELEXTROFOREZ
¢ (<0.7: 1.0 Viem, 300mA)
NOTRALIZE, 4
NOTRAL ELEKTROFOREZ (04 T, pHTE) oSeiNTi
i Smin, lh«eellmee‘
PREPARATLARIN YIKANMASI .
RS, m

Sekil 2.10. KOMET Yo6nteminin Genel Basamaklari [76].
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1.8.1. Komet Testinin Asamalar :

Preparasyon Asamasi; Bu asamada, hiicreler agar ile karistirilarak lam tizerine yayilir.
Liziz; Bu asama agara gomiilii halde lam {izerine yayilmis olan hiicrelerin hiicre zar1 ve

proteinlerin yikimini icermektedir. Bu asamada c¢iplak DNA elde edilir. Bu islem igin
onceden hazirlanan ve +4°C'de sogutularak saklanan lizis soliisyonu kullanilmaktadir. Lizis
¢ozeltisindeki tuz; DNA'nin proteinler ve hiicre ile olan baglarini ve RNA (Ribo Niikleik Asit)
yapisini bozmaktadir. Deterjanlar ise hiicre membran yapisini bozar. Boylece lizis
uygulamasi sonucunda hiicre yapisindaki membran, proteinler, RNA ile sitoplazmik ve
cekirdek bilesenleri parcalanmaktadir. Bunun sonucunda da niikleoid olarak adlandirilan ve
komet olusumunun gézlenecegi DNA yumaginin kalmasi saglanmaktadir.

DNA Sarmalinin A¢ilmasi (Unwinding); Bu asamada lizis isleminden gegirilen preparatlar
elektroforez tankina yerlestirilir ve tank soguk elektroforez ¢ozeltisi (pH:13) ile doldurulur.
Bu esnada DNA zincirleri ayrilarak tek iplik haline gelmektedirler. Boylece bazik sartlar
altinda ytiritiilen bu test alkali komet testi olarak adlandirilmaktadir.

Elektroforez Asamasi; Bu asamada DNA sarmalinin ac¢ilmasi islemi tamamlanan
preparatlara ayni tank sollisyonu icerisinde elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi
gerceklestirilmektedir. Bu esnada; tek iplik DNA iizerindeki kirik parcalar ve kirilma ile
olusan DNA ilmekleri eksi (-) yiikklii olmalar1 nedeniyle boyutlarina bagh olarak degisen
hizlarda art1 (+) uca dogru go¢ etmektedirler.

Notralizasyon; Elektroforez isleminden sonra tanktan c¢ikarilan preparatlar noétralizasyon
islemine alinmaktadir. Buradaki amag¢ pH ayarlamasini saglamaktir. Bunun i¢in preparatlar
soguk notralizasyon tamponu iceren salelere alinmak ya da tamponu direkt olarak
{izerlerine damlatmak suretiyle notralize edilmektedir.

Degerlendirme; Etidyum bromiir ile boyanan preparatlardan floresan mikroskop ile elde
edilen DNA goriintiileri degerlendirilir. Komet yonteminde sonuglarin degerlendirilmesi i¢in
farkli teknikler kullanilmaktadir. Burada kullanilan en yaygin parametreler; kuyruklu
hiicrelerin ytlizdesi, kuyruktaki DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentidir.
Gelismis teknolojik imkanlara sahip olmayan laboratuvarlarda hasarl hiicreler gérsel sayma
yontemi ile degerlendirilmektedir. Teknikte hasarsiz hiicrelerin incelenmesinde yuvarlak
kenarlar1 daha az yogun olmak iizere ortasi parlak bir 151k gériintimii vardir. Hiicrelerin bu
goriinimii gé¢c etmemis olarak degerlendirilir. Eger DNA hasari olusmaya baslamis ise goc
uzunlugu fargmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve alkali-labil boélgelerin
seviyesine bagl olarak degisiklik gosterdiginden normalde diizgiin kenarli olan goriintii
DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina gocli nedeniyle diizensiz kenarli bir gériintim alir. Hasarin
siddetine gore merkezden kenara dogru uzama olur. Bu goriintime diisiik diizeyde go¢ denir.

Hasar arttik¢a hiicreler kuyruklu yildiz (comet, yiiksek goc) seklini alir. Son asama ise
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apoptosistir. Bu uzama hasar ile dogru orantilidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da

hasarin derecesine estir [75].

Sekil 2.11. a.Normal DNA, b, ¢, d ,e : Hasarli DNA (Komet)[72].

Olusan hasarin derecesine goére DNA goriintileri cesitli alt kategorilerde
siniflandirilarak puanlandirilir. Hasar bulunmayan DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar hasarin
derecesine gore 1 den 4’e kadar puan verilir ve sonuglar arbitrary unit (AU) olarak
degerlendirilir. Gelismis laboratuarlarda sonuglarin degerlendirilmesinde kamera bagli,
bilgisayar sistemine sahip goriintii analiz sistemiyle hasarli hiicrelerin bas uzunlugu bas ve
kuyruktaki DNA ytizdesi gibi cesitli komet parametreleri 6l¢iilebilmektedir. komet 6lciimii icin
o0zel bilgisayar yazilimlar1 kullanilarak bu parametreler basarili ve objektif olarak dlciiliir [75].

Son yillarda gelistirilen Laser scanning microscopy (LSM) teknolojisi ile sarmal
kiriklarindaki farklhiliklar kolaylikla belirlenebilmektedir. Canli popiilasyonlarinin genetik
biitiinligl, kimyasal ve fiziksel genotoksik ajanlara maruziyetle sonuclanan endiistriyel
faaliyetler, yasam bi¢imi, cesitli tibbi tedaviler, iklim degisiklikleri ve bir¢ok stres faktori
nedeniyle giderek artan bir baski altindadir. Goézle sayim, Tip 0 (kuyruk yok)’dan Tip 4 (hemen
hemen tiim DNA kuyruk bolgesinde)’e kadar bes farkli kategoride incelenmektedir. Her érnek
icin 100 komet sayilir ve sayilirken her bir komet goérintiisiine 0-4 arasinda deger verilir.
Sonucta toplam skor 0-400 arasinda bir deger olarak karsimiza cikmaktadir. Gozle yapilan
analize gore 5 smifa ayrilan kometlerin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
parametrelerden iki tanesi hasarli hiicre yiizdesi ve genetik hasar indeksidir.

Hasarli Hiicre Ylzdesi (HHY)=Tip 2 + Tip3 + Tip4.
Genetik Hasar Indeksi (GHI)= [Tip 1+ (2xTip2)+(3xTip3)+(4xTip4)] [78].
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1.8.2. Komet Testinin Dezavantajlari

Teknigin asamalarindaki bazi farkliliklar farkli sonuglara yol agsa da, ayni protokolii
uygulayan farkl laboratuvarlarin sonug¢larinda da farklilik olabilmektedir. Bu degisiklikler

genellikle sayimi gergeklestiren kisilerden kaynaklanmaktadir [75].

1.9. Apoptozis

Canlilarda her hiicrenin belli bir yasam siiresi vardir. Hiicre 6liimiiyle hiicre ¢ogalmasi
arasinda kontrollii bir denge vardir. Hiicre o6liim tiplerinden biri olan apoptoz Yunancada
agactan diisen yaprak veya cicekten ayrilan petal anlamina gelir. Apo: ayri, Ptosis: diisme
demektir. Apoptoz terimi ilk kez 1972’de Avusturalyal bir patolog olan J.F.K. Kerr tarafindan
kullanilmistir. Apoptozis veya programlanmis hiicre 6liimi, inflamatuar cevap olusturmadan
hiicrelerin 6liimii ile sonuglanan bir seri kontrollii olaylar zinciridir. Istenmeyen hiicrelerin
uygun zamanda cevre dokularda herhangi bir hasara neden olmadan ortadan kaldirilmasi ve
hiicre doniisiimiiniin diizenlenmesi sirasinda goriiliir [79].

Organik olaylar, hiicrelerde biiziilme ve siskinlik, niikleer par¢alanma, kromatin ve DNA
parcalanmasi, apoptoz stirecinin bir parcasidir ve hiicre degisir ve hiicrenin 6liimiine yol acar

(Sekil 2.11).

2 hiicre biiziilmesi ve kromatin
M vogunlasmasi

i
baslangic hiicresi 6ncesi apoptoz

':'Ei.'}% e %.'“;, { / 3. Membran cikintis: ve
o srisim q niikleer cokiis
apoptotik viicut ve Riicre 4.

"kalimtilarimin lizizi

apoptotik viicut olusumu

Sekil 2.12. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Farkli Asamalar1 [80)].

DNA hasarina bagh hiicre 6limii apoptoz, nekroz ve otofaji tarafindan gerceklestirilir.
Bu farkli hiicre inaktivasyonu formlarindan apoptoz DNA hasarindan sonra goriilen ana 6liim
yoludur. Hiicreler, 6liim reseptérii veya intrinsik mitokondriyal yol araciligiyla genotoksik stres

lizerine apoptosise ugramaktadirlar. Apoptozun iki yolu vardir bir hiicrenin DNA hasarinin
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saptanmasi nedeniyle kendi genlerinden veya proteinlerinden birini tahrip edecek bir sinyali
aldig1 “intrensek yol” demektir ve bir hiicrenin, organizmadaki diger hiicrelerden apoptosisi
baslatmak icin bir sinyal aldig1 “ekstrensek yoludur“.Apoptoz, Biyoloji'de 6zellikle Embriyoloji
ve Molekiiler Biyoloji'de ¢ok o6nemli bir yere sahiptir. Bu olay Gelisim Biyolojisi'nde
(embriyoloji) ve temel tip bilimlerinde bir¢cok olayin agiklanmasinda kullanilmistir.

Bazi o6nemli tibbi siireclere neden olan ve hastaliklar1 6nleyen bir rol oynar.
Organizmalarin kendi hiicrelerini yok etmesine izin verdigi icin 6nemli bir evrimsel
adaptasyondur [81].

Apoptozun belirlemek icin kullanilan yontemler:
1. Floresan mikroskopi

Giemsa boyama

Hemotoksilen-eozin boyama

Anneksin V yontemi

Faz kontrast mikroskopi

Elekton mikroskopi

Western blotting

Kaspaz-3 yontemi

TUNEL(TdT-dUTP nick-end-labelling) yontemi

© © N o 1ok w N

_
o

. M3 yoOntemi

—_
[N

. Agaroz jel elektroforezi

[EnN
N

. ELISA(Enzyme linked immuno sorbent assay)

[EnN
w

. AkKim sitometri yontemi [82].

1.10. Akim Sitometri Yontemi

Akim sitometri, hilicre veya partikiillerin akmakta olan bir akiskanin icindeyken
karakteristiklerinin 6l¢iilmesidir. Akim sitometrisi ile siispansiyon halindeki hiicre ya da
partikiiller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bélmeden gecirilir; hiicrelerin 1s181n
oniinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi,
hiicrenin buyiikliik, grantlarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan cesitli
fluorokromlar da olabilir. Boylece;

o Hiicre ya da partikiiliin immunofenotipi,
o DNA icerigi,

e Enzim aktiviteleri,

¢ Hiicre membran potansiyeli,

e Canlilig1 gibi cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir [83].
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1.10.1. kim Sitometrinin Calisma Prensibi

Her bir hiicre veya partikiil lazer demetinin i¢cinden gecerken saptirilan lazer 15181 ve
hiicreler tarafindan yayilan fluorosen 15181 bir araya getirilip, optik filtreler ve aynalar
tarafindan farkli dalga boylarina gore ayrilarak, analog sinyallere doniistiriiliirler. Bu sinyaller
dijitallestirilerek, histogramlar olarak ekrana aktarilir. Histogram, Olciilen parametrelerin
frekans dagilimlarinin gérsel sunumudur. Olgiim sirasinda hiicreler canh veya sabit olmahdir,
ayrica sivl icinde hiicreler tek tek askida olmalidir. Hiicreleri iceren siispansiyon siirekli bir
akisla lazer 1s1n1 icinden gegcmelidir. Her bir hiicre lazer 1s181n1in bir kismini saptirir ve ayni
zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji yiiklenmis oldugundan,
fluorosen 15181 yayarlar. Fluorosen 1s181n yogunlugu her bir hiicre i¢in es zamanl olarak birgok
farkli dalga boylarinda o6lciiliir. Fluorosen proplari hiicrelerin spesifik bilesenlerinin sayilarini
rapor etmek icin kullanilir. Akim sitometri yontemi ayni zamanda hiicreler arasi serbest
kalsiyum, zar potansiyeli, pH veya serbest yag asitlerindeki hizli degisiklikleri de izleyebilir.
Akim sitometriler; akiskanlar, lazer optikler, elektronik dedektorler, analog dijital ¢evrimciler
ve bilgisayarlari icerir. Optik kisim lazer 15181 yayar ve 1511 birkag hiicre ¢capinin olusturdugu

demet iizerine odaklar [84].

1.10.2. Akim Sitometri Uygulamalari icin Yapilan Hazirhklar
1.10.2.1. Hiicre Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Akim sitometri ile analiz edilen hacimler cok kii¢iik oldugu icin, yaklasik 103/ml’den az
olanlar konsantre edilmelidir. Hazirlik sirasinda;
o Santrifij
o Tegetsel akis filtrasyonu
e Polikarbonat zar filtreleri

e Gravitasyon filtrelemesi (niikleopor) uygun islemlerdir [84].

1.10.2.2. Kalibrasyon ve Onemi
Cok yiiksek dogruluk oranlarinda sitometriler, sinyalleri degerlendirirken bazi hedef

hiicreleri kagirabilirler. Araglarin kalibrasyonu, kacan hiicrelerle ilgili dogrulamay1 saglar. Bu

ylzden, orneklerin hiicre konsantrasyonu da kalibre edilmis olmalidir [84].
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1.10.2.3. Hiicrenin Optik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ileri 151k sagilmalar1 hiicre boyutu ile ilgili bilgiler verir. Fluorosen ile boya icerigi
belirlenir. Parametrelerin her biri i¢in hiicre sinyalleri boéliinerek, her bir populasyon icin
normalize edilebilir. Eger logaritmik amplifikator kullanilirsa, veriler genellikle bu

normalizasyon yapilmadan 6nce lineerlestirilir [84].

1.10.2.4. Hiicre Gruplamasi(Cell Sorting)

Bazi sitometrilerin hiicrelerin tiiplere konusu sirasinda agar plaklar tizerinde direkt
gruplanmas1 mikrobiyologlar icin bir avantajdir. Farkli bakteri, maya ve fungus tiirleri igin,

farkli goriintiileme ve hiicre gruplama stratejileri olmalidir [84].

1.10.2.5. Hiicre Gruplayicilar
Bazi1 akiskan sitometriler partikiilleri fiziksel olarak gruplayabilir .
e Damlacik Saptirma (Droplet deflection) gruplayicilari: Damlacik iceren hiicreye elektrik

yiiklenir. Ornek elektrikli alandan gecerken, yiiklii damlaciklar toplama cihazina sapar.

Bu gruplayicilar hizlidir. Grublama hizi 10.000 h/sn’dir [84].

e Mekanik gruplayicilar: Hiicreler akiskandan gecerken toplanip, yakalama tiiplerinde
biriktirilir. Grublama hizi 100 hiicre/sn. olup yavasti, Ucuzdur, Diizeneklerin kurulmasi

ve kullanilmasi kolaydir [84].

1.10.2.6. Ornek Ekstraksiyonu ve Hazirlanisi

Akim sitometri serbest partikiillii tuzlu ¢ozelti icerisinde serbestce asili duran hiicre

tiplerini analiz edebilir. Ornek tiiriine bagh olarak bir¢ok teknik uygulanabilir [84].

1.10.2.7. Etiketleme

Akim sitometri, hiicre ylzeyinde veya icindeki spesifik kimyasallarin varligina ¢ok
baghdir. Hucreler ¢ok kiiciiktiir ve dogal olarak giiclii fluorosen veren molekiilleri yoktur. Bu
ylizden hiicreler etkili fluorosen yayan kimyasal boyalarla etiketlenir. Hiicreler hakkinda
spesifik bilgiler elde etmek i¢in bu kimyasal boyalar yiizeydeki hiicre molekiillerine veya hiicre

icine biyolojik olarak tutturulur [84].
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1.10.2.8. Tek Sira AKis1

Etiketlenmis hiicrelerin bulundugu ¢ozelti dar bir bélgeden akitilir ve igindeki hiicreler
tek sira seklinde gecmeye zorlanir. Bu durum dar, kilcal tiipler kullanilarak veya hidrodinamik
odaklanma ile saglanir. Lazer Aydinlatmasi Lazer 15181, akan Ornek iizerinde hiicreleri
aydinlatmak iizere odaklanir. Hiicrelere bagl boya etiketler optik olarak uyarilir ve fluorosen
yayar. Bir molekil hiicrenin hizina ve odaklanan 15181n biiytikliigiine bagh olarak farkli sayilarda

yayilim yapar [84].

hiicre stispansiyon

hicre

/ﬁ#relev detektor

lens ve filtreler

odak
optik

lazer
CD=(
hiucre sirahiyicisi 1
/ h ~
" A—

Sekil2.13. Hiicre Siispansiyonunun Borudan Akisi ve Hiicrelerin Lazer Isinindan Gegerek

kiiresel ve Oval Hiicrelerin Birbirinden Ayrilmasi [84].

1.10.3. Akim Sitometrisi Deneyi 4 Asamadan Olusur:
1) Numune Hazirlama:

Hiicreler 6zel biyoisaretleyiciler ile isaretlenir. Glinlimiiz teknolojisi bir akis sitometrisi
deneyinde yaklasik 18 adet biyoisaretleyicinin bir arada kullanilabilmesine olanak

saglamaktadir.
2) Enstriman Kalibrasyonu:

Kalibrasyon asamasinda kullanilacak biyoisaretleyicilere gore, dedektorler ayarlanir ve
kontrol ornekleri kullanilarak bu detektdrlerin kalibrasyonlar1 yapilir. Her deney icin cihaz

kalibrasyonunun yapilmasi gerekmektedir.

3) Veri Toplama:

Bu asamada hiicreler akis sitometrisi icerisinde yer alan tlipten gecirilir ve lazerin 6niinde
bir anda tek bir hiicre gecisi olmasi saglanir. Hiicre ve lazer 1s181inin ¢arpismasi sonucu 1sik

sacilir. Sagilan 151k farkh optik filtreler ile kombinlenmis detektorler tarafindan toplanir ve 151k
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yogunlugu degerleri veri analizi icin bilgisayara gonderilir. Meydana gelen sacilma hiicrenin

biiytikligiine, i¢ yapisina ve hiicrenin biyolojik 6zelliklerine gore farklilik gosterir.

4) Veri Analizi:

Bilgisayara gonderilen 1s1ma degerleri ile ¢esitli sacilim grafikleri elde edilir. Bu grafikler
lizerinden uzmanlar biyolojik bilgilerini kullanarak aradiklari hiicre grubunun kanda olup
olmadigini, varsa hangi oranlarda oldugunu tesbit edebilirler [85].

1.10.4. Akim Sitometrinin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

2.10.4.1.AKkim Sitometrinin Avantajlar

e Hiz: Hizlidir, saniyede binlerce bireysel hiicreyi test edebilme potansiyeli vardir.

e Duyarhlik: Hiicrelerin fluorosan1i manuel epifluorosen mikroskobu ile olgiilebilecek

kadar parlak degildir. Akim sitometri ile bu hiicreler belirlenip, dl¢iilebilir.

e Dogruluk: Tek tip mikro kiireciklerin 1s1k sag¢ilimi ve fluorosen dl¢iimleri i¢in varyasyon

sabiti (CV=standart sapma/ortalama); %1 gibi cok kiiciik degerde olur.

e Gruplama: Akim sitometrinin en giiclii ve kendisine 6zgii avantaji, herhangi bir optik
karakteristige veya bunlarin kombinasyonlarina bagh olarak hiicrelerin fiziksel olarak
birbirlerinden ayirabilmesidir. Boylece daha ileri analizler yapabilmek icin, spesifik

hiicrelerin saf 6rneklerini elde etmek miimkiin olur [85].

2.10.4.2.AKim Sitometrinin Dezavantajlari

o Sinirli ¢éziimleme: Akim sitometriler tipik olarak sadece ileri yapisal detaylar1 degil de
pik yapan veya entegre sinyalleri o6lcebilir. Fitoplanktonlar1 veya tiirlerininadiren
belirleyebilir. Oysa hiicreler optik karakteristiklerine gore siiflandirilir. Epi flurosen
mikroskobu ve goriintii analizi gibi diger metotlar bir plankton 6rneginde, heterojenite

ile ilgili cok daha biiyiik ¢6ziimleme imkani saglar.

¢ Kiiciik érnek boyutu: Bir¢ok akim sitometri ¢ok kii¢iik hacimleri (<0.5 mm) analiz
eder. Oysa, hiicreler en az yaklasik 103/ml olarak bulunurlar. Bu yilizden
prekonsantrasyon veya cihaz modifikasyonu olmadan dogru bir sekilde analiz
edilemezler. Akim sitometriler cok dogru dl¢iimler yapabiliyor olmalarina ragmen, bu

Olciimler kullanilan 6rnegin 6zelligine gore kalibrasyonuna baghdir [85].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Bizmut oksit (Bi203) (Yiiksek saflikta,% 99.95, CAS Numaras1 1314-23-4 Sigma),
Ureticiye gore, Bizmut oksit Nanopowder, Crystal Fazes: monoclinic, APS: 90-210 nm, Renk:
sar1, Ger¢cek Yogunluk: 5.89 g / cm3. Steril distile su kullanilarak bir Bi.0; (500 ul) stok ¢ozeltisi
hazirlandi ve 4 ° C'de karanlikta saklandi. DMEM ve fetal Buzagi serumu( Sigma). Bu calismada
kullanilan diger kimyasallar veya ¢oziiciiler hiicre kiiltiirii, HPLC veya analitik derecedeydi.

Bu c¢alismada boyutlar1 (90-210) nm arasinda olan bizmut oksidin {i¢ farkl
konsantrasyonu(30pg/ml, 60 pg/ml, 90 ug/ml) kullanilmistir.

Bu tezde kullanilan Bi;03; nanopartikiiliiniin boyut o6l¢iimiic MEITAM’da bulunan
nanosizer cihazin (Malvern) 'nda 6lgiilmiistiir. Olgiim sonuglari sekil 3.1’de sunulmustur.

Boyut Safhik
Peak 1: 191 .2 100,00

Size Distribution by Number

=t A SRR AR S :
A0ps e e L R :

SO P P R R R R 5

Number (%)

201 R R R e :

o 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm})

Record 4: bizo3 1]

Sekil 3.1. Bi,0; Nanopartikiiliine ait Boyut Ol¢iim Sonuglar

3.1.1. Bi;0; Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

1,5 mg Bi203 500 pl steril distile su icerisinde ¢ozdiiriildu.

v 30 pg/ml Bi;03 konsantrasyonu i¢in;
4x105 hicre elde etmek i¢cin 990 pl medium i¢ine hazirlanan soliisyondan 10 pl
eklendi.

v" 60 pg/ml Bi;03 konsantrasyonu i¢in;
4 x 105 hiicre elde etmek icin 980 pl medium i¢gine hazirlanan soliisyondan 20 pl
eklendi.

v" 90 ug/ml Bi,03 konsantrasyonu i¢in;
4 x 105 hiicre elde etmek icin 970 pl medium i¢ine hazirlanan soliisyondan 30 pl

eklendi.
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3.1.2. MDBK Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi
3.1.2.1. Medyum Hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz MDBK hiicreleri icin DMEM medyumu (2,5 mM L-
Glutamin+) bazal medyum olarak kullanildi. Bazal medyum icine inaktive edilmis %10 fotal sigir
serumu (FBS) eklenerek katkili medyum hazirlandi. Hazirlanan katkili medyum +4°C’de

muhafaza edildi.

3.1.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

% 80 oraninda ¢ogalan hiicrelerde, hiicre tabakasinin iizerindeki ortam steril serolojik
pipet yardimiyla c¢ekildi. 37°C’de 1stilmis fosfat tamponlu serum (PBS) hiicre tabakasinin
tizerine eklenerek hiicrelerin tzerinde kalan ortam medyumu uzaklastirildi. Ardindan bu
tampon da ortamdan uzaklastirildi ve ortama hiicrelerin ylizeyini kaplayacak miktarda % 0,25
tripsin/PBS eklendi. Tripsin eklenmis hiicreler yaklasik 5 dakika 37°C’de inkiibatorde bekletildi.
Daha sonra hiicre tabakasinin ylizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskop altinda kontrol edildi ve
ayrilma gerceklesmis ise Tripsin hiicrelerin lizerinden c¢ekildi. Hiicrelerin iizerinden cekilen
miktar kadar katkili medyum eklendi ve hiicre dbeklerini kirmak icin siddetli bir sekilde pipetaj
yapildi. 1 ml hiicre mikrofijj tiipiine alindi. Hiicreler mikroskopta sayildi. Hiicrelerin ne kadar
seyreltilmesi gerektigine ve ekim konsantrasyonuna karar verildi. Karar verilen miktarda hiicre,
yeni flaska aktarildi. Onceden 37°C’ye 1sitilmis yeni medyum, hiicrelerin iizerine eklendi. Flask
(kiltiir sisesi) nazikce cevrildi ve hiicrelerin esit sekilde dagilmasi saglandi. Daha sonra hiicreler
inkiibatore yerlestirildi. 2-3 gilinde bir hiicreler % 80 konfluent oluncaya kadar medyum
degistirilerek inkiibe edildi. Deney icin yeterli sayida hiicreye ulasana kadar bu islem

tekrarlandi.

Sekil 3.2. Sigir Bobrek Hiicre Kiiltirleri (MDBK), 10 X.
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3.1.3. MDBK Hiicre Kiiltiirii'niin Bizmut ve Hidrojen Peroksit ile Muamele Edilmesi

e MDBK hiicreleri yukarida anlatildig1 gibi 1ml taze DMEM igerisine konuldu, daha
sonra 379C %5 CO; kiivoz icerisinde gece boyu dinlendirildi.

e Strelize edilmis 30 ug/ml, 60 pg/ml ve 90 pg/ml filtreler ile Bi.Os nanopartikiil
soliisyonu ve pozitif kontrol olarak kullanilan H;0; (10Mm) kiiltiir ortamina
eklendi ve 72 saat muamele edildi.

e Ardindan hiicreler, ependorf tiiplerinin icine konuldu ve stizlintiileri temizlemek
icin 2000 rpm’de santrifiijlendi.

e Hiicreler PBS’de yeniden askiya alindi. Bu yikama 3 kez tekrar edildi.

e Bu siiziintlii temizlendikten sonra hiicreler sayildi ve analizler igin hiicreler

ayrildi.

3.1.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

» Homojenizasyon Tamponu

0,89 gr EDTA ve 0,438 gr NaCl %10’luk DMSO c¢ozeltisi icinde (10 ml DMSO ve 90 ml distile su)
¢ozilerek hazirlanmistir.

» Lizis Cozeltisi - (500 ml - Ph10)

75,05 gr NaCl, 18,6 gr EDTA, 0,6 gr Trizma (tris) iizerine 350 ml saf su ilave edildi. 20 dk sonra 4
gr NaOH eklenerek saf su ile 445 ml'ye tamamlandi. Hazirlanan bu soliisyondan 71 ml alindi,
tizerine 8 ml DMSO ve 1 ml Triton-X-100 eklenerek hazirlandi.

» Fosfat tamponu (PBS)

0,96 gr PBS 100 ml saf su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

» Diisiik erime noktali agaroz (LMA)

0,065 gr LMA 10 ml PBS icerisinde ¢6ziilerek hazirlanmistir.
» Yiiksek erime noktal agaroz (NMA)

0,25 gr NMA 50 ml PBS icerisinde c¢oziilerek hazirlanmistir. NMA, lamlar1 kaplamak igin
kullanilmistir.

» Elektroforez ¢ozeltisi - (1,5 It - pH 13)

18 gr NaOH, 0,63 gr EDTA iizerine 1,5 It olana kadar saf su ilave edilerek hazirlanmistir.
» Notralizasyon c¢ozeltisi - (500 ml - pH 7,5)
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24 gr Trismabase 500 ml’ye kadar saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

» Etidyum bromiir boya soliisyonu

5 mg etidyum bromiire 50 ml saf su ilave edilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok
¢ozeltiden 1:4 oraninda seyreltilerek hazirlanan ¢ézelti kullanilmistir.

» Annexin V soliisyonu
10 x FITC Annexin V Buffer’dan 1 ml alinir ve tizerine 9 ml distile su eklenir.

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

++ Santrifiij (Nive-NF 815)

+ Ph metre (inolab wtw)

+» Elektroforez (thermoscientific, EC300XL2)

+ Floresan mikroskobu (olympus, BX51 mikroskop)
+ Manyetik karistirici (misung scientific, MS300HS)
+«+ Hassas terazi (Kern, AL] 220-24)

+ AKim sitometri cihaz1 (BD Facs Aria III)

% Nanosizer (Malvern)
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Yontem

3.2.1. Bizmut Oksit ile Muamele Edilmis MDBK Hiicre Hatti1 Preparatlarina Komet

Yontemi Uygulanmasi

e Bizmut oksit ile muamele edilmis 3 farkli konsantrasyondaki hiicreler PBS ile 1:10
oraninda seyreltildi.

e Lamlar kodland1.

e Her konsantrasyondan 6rnek alinmasi icin 250 pul LMA+30 pL 6rnek karistirildi.

e Karisimlar énceden NMA ile kaplanmis lamlara yayildi ve lizerine lamel ile kapatildi.

e Lamlar, 15 dakika +4°C’de bekletildi.

e Lameller, lamlarin tzerinden alindi ve salelere konuldu, lizerine 80 ml lizis ¢ozeltisi
eklendi ve 1 saat +4°C’de bekletildi.

e Lizisten cikarilan preperatlar elektroforez tankina yerlestirildi.

o Elektroforez ¢ozeltisiyle tank dolduruldu ve 20 dakika ¢alistirilmadan bekletildi.

e 20 dakika 25V (volt) 300 mA’da (miliamper) elektroforez edildi.

o Elektroforezden c¢ikarilan preperatlar 15 dakika notralizasyon ¢ozeltisinde bekletildi.

e Notralizasyondan g¢ikarilan preparatlar 10 dakika soguk etanolde bekletildi.

e Etanolden ¢ikarilan preperatlar kurutma kagidi iizerine yayildi.

e Kurutma isleminden sonra etidyum bromiir ile boyanan preperatlar floresan

mikroskobunda sayildi.

3.2.2. Bizmut Oksit ile Muamele Edilen MDBK Hiicre Hatti1 Preperatlarina Akim Sitometri

Yontemi Uygulanmasi

e Bu test icin biiyiimekte olan hiicrelerin konfluent olmalarinin ardindan Bizmut dozlar
hiicrelere analiz saatinden 24 saat dnce 6 well plate 400.000 hiicre olacak sekilde
eklendi. Siire sonunda (72 saat) hiicrelerin tizerindeki katkili ve bizmut konsantrasyonu
iceren medyum uzaklastirildi.

e Hiicreler 3 mL DPBS ( Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline ) ile 3 defa yikand.

e Son yikamada kullanilan DPBS c¢ekildikten sonra hiicrelere 2 mL % 0,05 tripsin-EDTA
eklenerek 5 dk boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.

e Tripsin inaktivasyonunu saglamak icin flaska 2 mL FBS katkili DMEM medyumu eklendi

ve flasktaki hiicre siispansiyonu 15 mL falkon tiipiine aktarildi.
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e 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen tiipten slipernatant uzaklastirilarak, pellet 1 mL
katkili medyum ile resiispande edildi.

e C(Cedex cihazi ile hiicre canlilig1 ve sayilari belirlendi.

o Siispanse hiicreler santrifiij edildi. Pellet olarak elde edilen hiicreler iki kez soguk DBPS
ile yikanarak 1X Binding Buffer ile 1x106 hiicre/ml olacak sekilde hazirlandu.

e Her bir tiip i¢in 100 pl (1x105) siispansiyon 5 ml'lik FACS tiiplerine aktarildi. Daha sonra
yukarida verilen tabloya gore tiiplere uygun boya veya boyalar 5 pl ve 10 pl hacimde
eklenerek 15 dakika boyunca karanlikta inkiibasyona birakildu.

e Inkiibasyon islemi tamamlandiginda kullanilacak kontrol ve deney tiiplerinin tamamina
400 pl 1X binding buffer eklenerek BD Facs ARIA III cihazinda analiz yapildu.

3.2.2.1. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicre sayimi i¢in Cedex XS (Roche, Mannheim, Germany) cihazi kullanilmistir. Bu cihaz
tripan mavisi boyama yontemini ile yari-otomatik olarak hiicre konsantrasyonu ve canliligi
hakkinda bilgi saglayan yiiksek dogrulukla o6lii canhh ayirimi yapmaktadir. Hiicrelere
Tripsinizasyon islemi yapildiktan sonra 5 dakika 1000 rpm de santriifiij yapilmistir. Elde edilen
pelletin iizerindeki siipernatant atilip hiicrelere 1 ml besiyeri eklenmistir ve hiicreler
reslispanse edilmistir. Reslispanse edilen hiicrelerden 20 ul alinarak 0.2 ml'lik eppendorf
icerisine aktarilmistir. Bu hiicrelerin tzerine ise canli hiicrelerin icerisine girerek 6lii ve canl
hiicre ayrimini saglayan 1:1 oraninda steril distile su ile seyreltilmis 20 pl Tripan Mavisi (Roche,
Mannheim, Germany) eklenmistir. Elde edilen karisim pipetaj islemi ile homojen hale
getirildikten sonra cihazin 6zel lami olan Smart Slides (Roche, Mannheim, Germany) haznesine
bu karisimdan 20 pl eklenmistir. Daha sonra 6rnek lam icinde Cedex XS hiicre sayim cihazina
yerlestirilmis sayim gerceklestirilmistir.

e Deneyde her grup icin n=4 tekrar yapilmistir.
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3.3. Istatistiksel Analiz

Tiim parametreler icin normallik kontrolii Shapiro Wilk’s testi ile yapilmistir. Deney
protokolleri sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
STATISTICA 13.0 analiz programi kullanilmistir. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark olup olmadigini incelemek amaciyla uygulanan konsantrasyonlar hem kendi
aralarinda hem pozitif kontrol degerleri hem de negatif kontrol degerleri arasinda
kiyaslanmigtir. Tiim analizler yapilirken deney protokollerinden elde edilen verilerin
ortalamalar1 kullanilmistir. Gruplar arasindaki fark Kruskal Wallis programi ile analiz
edilmistir. Degerlendirilmeler yapilirken p degeri (giiven Araligl) 0.05 olarak alinmistir.
Komet ve akim sitometri parametreleri arasinda iliskinin belirlenmesi icin Pearson

korelasyon analizi uygulanmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

Calismada, Bi»03 nanopartikiliiniin li¢ konsantrasyonuna (30pg/ml, 60 pg/ml ve 90 pg/ml)
maruz birakilmis MDBK hiicre hatlarindan elde edilen preparatlarin genotoksisite dl¢iimleri
komet test yontemi ile belirlenmistir. Her bir konsantrasyona ait preparattan 100 hiicre
sayllmis ve sayilan hiicreler ugramis olduklar1 hasara gore Tip 0, Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve Tip 4
olmak iizere bes grupta siniflandirilmistir. Yapilan sayimlar sonucu iki farkli parametre olan
hasarli hiicre ytlizdesi ve genetik hasar indeksi asagidaki formiiller kullanilarak belirlenmistir.
Genetik hasar indeksi (GHI): [(Tip0x0) + (Tip1x1) + (Tip 2x2) + (Tip3x3) + (Tip4x4)]

Hasarli hiicre yiizdesi (HHY): (Tip2) + (Tip3) + (Tip4)

Hiicre canlilig1 ise akim sitometri yontemi ile tayin edilmistir. Akim sitometri yonteminde
hiicreler erken ve ge¢ apoptotik, canli ve nekrotik ozelliklerine gore degerlendirilmistir.
Yaklasik 4x105 hiicre akim sitometri cihazindan gegirilerek Bizmut oksit nanopartikiiliine maruz

kalmis MDBK hiicrelerinin apoptotik stirece siiriiklenme miktari belirlenmistir.

4.1.1. Komet Analiz Sonugclari

Uygulanan konsantrasyonlar sonucunda MDBK hiicre hattindan elde edilen komet sonuglari
Tablo 4.1’de gosterilmistir. Floresan mikroskop altinda elde edilen gorintiiler Sekil 4.1.'de
gosterilmistir.

Konsantrasyon artisina paralel olarak GHI ve HHY parametrelerinde artis gozlenmistir
(Sekil 4.2). GHI parametresi bakimindan negatif kontrol grubu ile 30pg/ml’lik ve 60pug/ml'lik ve
90ug/ml'lik konsantrasyon grubu arasinda anlamli istatistiksel fark bulunmamistir (p>0,05).
HHY parametresi bakimindan negatif kontrol grubu ile 30pg/ml’lik ve 60pg/ml’lik ve

90ug/ml'lik konsantrasyon grubu arasinda anlaml istatistiksel fark bulunmamistir(p>0,05).
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Tablo 4.1. Bi,O3 Nanopartikiilii ile Muamele Edilmis MDBK Hiicrelerinde Komet Sayim Verileri

Uygulama TeKkrar Tip 0 Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tip 4 GHI HHY
Sayilari
30 pg/ml 1.tekrar 69 22 8 1 0 41 9
Bi:03
2.tekrar 80 15 2 0 0 30 5
3.tekrar 77 17 5 1 0 30 6
4.tekrar 62 32 5 0 0 45 6
60 pg/ml 1.tekrar 82 15 3 1 0 21 3
Bi203
2.tekrar 85 11 3 1 2 20 4
3.tekrar 96 3 1 1 0 5 1
4.tekrar 86 8 4 1 0 22 6
90 pg/ml 1.tekrar 88 8 4 0 0 16 4
Bi203
2.tekrar 97 1 1 1 0 7 2
3.tekrar 92 4 2 0 0 15 4
4.tekrar 84 11 2 2 0 25 5
NK 1.tekrar 86 11 2 1 0 18 3
(Negatif
Kontrol) 2.tekrar 84 13 3 0 0 19 3
3.tekrar 77 17 5 1 0 30 6
4.tekrar 86 12 2 0 0 16 2
PK 1.tekrar 34 42 14 7 3 103 24
(Pozitif Kontrol)
(H202) 2.tekrar 26 32 21 14 7 144 24
(10mM)
3.tekrar 30 37 17 11 5 124 33
4.tekrar 24 38 20 12 6 138 38
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Floresan Mikroskopta Komet Goriintiileri 30pg/ml

Floresan Mikroskopta Komet Gériintiileri 60 pg/ml

. Floresan Mikroskopta Komet Goriintiileri 90 pg/ml

Sekil: 4.1. Floresan Mikroskopta Komet Goriintileri

Tablo 4.2. Bi;0; Nanopartikiil ile Muamele Edilmis MDBK Hiicrelerinde Komet Parametleri ve

Istatistiksel Sonuclar

Uygulama GHI+S.H HHY+S.H

30 pg/ml 36.5+7.68 6.50%1.73
60 pg/ml 17.0+8.04 3.50+2.08
90 pg/ml 15.7+£7.36 3.75%x1.25
Negatif Kontrol 20.75%6.29 3.50+1.73
Pozitif Kontrol(H:0-) 127.25+£18.2* 29.75+6.94*

*p<0,05 Negatif kontrolle karsilastirildiginda
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30ug/ml 60 pg/ml 90 pg/ml

NK: Negatif kontrol - PK: Pozitif kontrol (H20; ) - GHI: Genetik Hasar indeksi - HHY: Hasarh
Hiicre Yiizdesi

Sekil 4.2. Komet Analiz Sonuglarinin kosantrasyonlara goére Dagilimi

4.1.2. AKkim Sitometri Analiz Sonug¢lari

MDBK hiicrelerine uygulanan akim sitometri sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.3.'"de
sunulmustur. Akim sitometri analizine ait istatistiksel analiz sonuclar1 Tablo 4.4’de verilmistir.
Konsantrasyon artisina paralel olarak Erken apoptotik, gec apoptotik, nekrotik hiicre sayisinda
artis gozlenmemistir (Sekil 4.3). 30pg/ml’lik konsantrasyon goz 6ntine alindiginda Erken ve geg
apoptotik,nekrotik hiicre ve canli hiicre sayis1 bakimindan negatif kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda anlaml istatistiksel fark vardir (p<0.05). 60pg/ml’lik ve 90 pg/mllik
konsantrasyon goz oniine alindiginda Erken apoptotik, nekrotik ve canli hiicre sayisi
bakimindan negatif kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlaml istatistiksel fark vardir
(p<0.05). Pozitif kontrol ile negatif kontrol arasinda Erken ve ge¢ apoptotik, nekrotik hiicre ve

canli hiicre sayis1 bakimindan anlaml fark bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 4.3. Bi;03 Nanopartikiili ile Muamele Edilmis MDBK Hiicrelerinde Akim Sitometri

Sonuglari
Uygulama Degerlendirilen Erken Geg Canh Nekrotik
Hiicre sayisi Apoptotik Apoptpotik Hiicre (%) Hiicre (%)
Hiicre (%) Hiicre (%)
30 pg/ml 1. Tekrar 3711 30.6 0.8 66.5 2.1
2. Tekrar 3794 21.3 0.6 75.9 2.2
3. Tekrar 3494 18.7 0.4 78.6 2.3
4. Tekrar 3865 219 0.5 74.7 2.9
60 pg/ml 1. TeKkrar 3034 21.3 0.4 76.1 2.2
2. Tekrar 3151 22.1 0.3 75.5 2.1
3. Tekrar 3009 20.3 0.2 77.0 2.5
4. Tekrar 3066 18.6 0.5 78.0 2.9
90 pg/ml 1. Tekrar 3809 19.7 0.2 78.3 1.8
2. Tekrar 3740 26.4 0.6 70.6 2.3
3. Tekrar 3465 25.1 0.7 72.3 1.9
4. Tekrar 4486 17.2 0.3 79.8 2.7
Negatif 1. Tekrar 2588 0 0 99.7 0.3
Kontrol
2. Tekrar 3049 0 0 99.6 0.4
3. Tekrar 3101 0 0 99.9 0.1
4. Tekrar 3062 0 0 99.4 0.6
Pozitif 1. Tekrar 4681 27.8 0.6 70.3 1.2
Kontrol
(10mM) 2. Tekrar 4962 29.9 0.6 68.5 1.0
H20:2
3. Tekrar 4401 25.8 0.7 72.2 1.4
4. Tekrar 4866 25.6 0.3 73.1 1.0
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BIZMUT- 30 pg/ml

BIZMUT- 60 pg/ml
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Sekil 4.3. Akim Sitometri Analizde Hiicrelerin Dagilim Grafiklar

Q1= Erken Apoptotik
Q2= Geg¢ Apoptotik

Q3= Canl hiicre

Q4= Nekrotik hiicre
PE-A = Phycoerythrin
APC-A= Allophycocyanin
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Tablo 4.4. Bi;03 Nanopartikiilii ile Muamele Edilmis MDBK Hiicrelerinde Istatistiksel Akim

Sitometri Sonuglari

Uygulama Degerlendirilen Erken Geg Canli hiicre Nekrotik hiicre
Hiicre sayis1 Apoptosis Apoptosis (%) (%)
Ortalama * SH hiicre (%) hiicre (%) Ortalama+SH Ortalama+SH
OrtalamaxSH Ortalama+SH

30 pg/ml 3716+80.41 23.12+£5.17* 0.57+0.17* 73.9245.21* 2.37+0.36*

60 pg/ml | 3065+£30.94 20.57+1.50* 0.35+0.12 76.65+1.09* 2.42+0.35*

90 pg/ml 3875+216,79 22.10+4.36* 0.45+0.23 75.25+4.48* 2.17+0.41*
Negatif 2950+121.17 0.00+0.00 0.00+0.00 99.65+0.21 0.35+0.21
Kontrol
Pozitif 4727+123.46 27.27+2.01* 0.55+0.17* 71.02+£2.04* 1.15+0.19*
Kontrol

(H202)

* p<0,05 negatif kontrolle karsilastirildiginda

GA OCanli Nekrotik

30 pg/ml

60 pg/ml 90 pg/ml

EA: Erken Apoptotik - GA: Ge¢ Apoptotik - NK: Negatif kontrol- PK: Pozitif kontrol (H202)

Sekil 4.4. Akim Sitometri Analiz Sonuglarinin Konsantrasyonlara Gére Dagilimi
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4.2. Akim Sitometri Verileri ve Komet Analiz Verileri Arasindaki Korelasyon Sonuclari

Tablo 4.5 akim sitometri verileri ve komet analiz verileri arasindaki korelasyon sonuglarini
gostermektedir. Akim sitometri verileri arasinda yapilan korelasyon analizinde ge¢ ve erken
apoptotik hiicre sayisi arasinda pozitif yonde ¢ok yiiksek korelasyon tespit edilmistir. Erken
apoptotik hiicre sayisi ve canli hiicre sayis1 arasinda negatif yonde ¢ok yiiksek korelasyon tespit
edilmistir. Ge¢ ve canli hiicre sayisi1 arasinda negatif yonde ¢ok yiiksek korelasyon tespit
edilmistir. Ge¢ apoptotik hiicre sayisi ile nekrotik hiicre sayis1 arasinda pozitif yonde zayif
korelasyon tespit edilmistir. Canli hiicre sayisi ile nekrotik hiicre sayisi arasinda negatif yonde
yliksek korelasyon tespit edilmistir.

Komet analiz parametreleri olan GHI ve HHY degerleri arasinda pozitif yonde ¢ok yiiksek
korelasyon tespit edilmistir. Nekrotik hiicre sayisi ile hem GHI hem de HHY degerleri arasinda
negatif yonde zayif korelasyon tespit edilmistir. Canli hiicre sayis1 ve nekrotik hiicre sayis: ile
GHI ve HHY degerleri arasinda negatif yonde zayif korelasyon tespit edilmistir. Ge¢ apoptotik
hiicre sayisi ile GHI ve HHY degerleri arasinda pozitif yonde zayif korelasyon, Erken apoptotik
hiicre sayisi ile GHI ve HHY degerleri arasinda pozitif yonde orta derecede korelasyon tespit

edilmistir.

Tablo 4.5. Akim Sitometri Yontemi ve Komet Analiz Yontemi Korelasyon Tablosu

Erken . .
) Geg apoptotik Canh Nekrotik
apoptotik i .. . GHI HHY
hi hiicre hiicre hiicre
licre
Erken apoptotik hiicre 1
Geg apoptotik hiicre 0.872%* 1
Canli hiicre -0.998**** -0.877%*** 1
Nekrotik hiicre 0.581* 0521% 10,33+ 1

0.446** 0.361*

GHI -0.400* -0.282* 1

HHY 0.440™ 0.343% | 0396* | -0266* |0962%%*| 1

w#*x Cok yliksek korelasyon, *** Yiiksek korelasyon,** Orta derece korelasyon, * Zayif korelasyon
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4.3. Tartisma

Bu calismada 30, 60, ve 90 pg/ml’lik konsantrasyonlarda Bi»03 nanopartikiilii (90-210nm)
ile muamele edilmis sigir bobrek (MDBK) hiicrelerinde genotoksik ve apoptotik etki
arastirilmistir. Genotoksik etki Komet yontemi ile ve hiicre canliligi/apoptotik etki ise akim
sitometri analizi yontemi ile belirlenmistir. Genetik hasar ve apoptotik etki arasindaki iliski
korelasyon ¢alismasi ile belirlenmistir. Bu c¢alismada Bi;O3; nanopartikiiliiniin tim
konsantrasyonlarinda GHI ve HHY degerlerinde artis gézlenmistir. Bu artisin istatistiksel olarak
anlaml olmadig1 belirlenmistir. Akim sitometri analizinde ise 30pg/ml’lik konsantrasyonda
erken ve gec apoptotik, canli ve nekrotik hiicre sayisinda artis gozlenmis ve bu artisin negatif
kontrol ile istatistiksel olarak anlaml oldugu gézlenmistir (p<0.05).

Bizmut oksit nanopartikiillerinin in vitro olarak sitotoksisite etkileri lizerine az sayida
¢alisma vardir. Farkl tip, boyut ve konsantrasyonlarda hazirlanmis nanopartikiillerinetkilerinin
incelendigi farkl hiicre tipleri ile yapilan in vivo ve in vitro ¢calismalarda genetik hasar ve hiicre
canlilig1 agisindan elde edilen verilerde tartismali sonuglar rapor edilmistir.

Baz1 bizmut oksit bilesiklerinin antibakteriyel aktivite sergiledikleri, antimikrobiyal,
antifungal aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmistir. Bu alanda Hernandez ve arkadaslar
tarafindaN Bizmut kolloidal nanopartikiillerinin bakterisit aktivitesi Streptococcus mutans ile
test edilmistir ve Streptococcus mutans'in bliylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bizmut oksit
nanopartikiillerinin Candida albicans'a kars1 fungisidal aktivitesi incelenmis ve bunlarin
antibiyofilm yeteneklerin analiz edilmistir. 77nm boyutunda bizmut oksit nanopartikiillerinin C.
albicans biiyiimesin (koloni bliyiikliigliiniin% 85 oraninda azalmasina) ve biyofilm olusumunu
engelledigi ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu sonuglarin en etkili oral
antiseptik ve ticari antifungal ajanlar olan klorheksidin, nistatin ve terbinafin ile elde
edilenlerden daha etkili oldugu bildirilmistir. Bu sonuglar bizmut oksit kolloidal
nanopartikiillerinin bir oral antiseptik icine dahil edilmek iizere fungisid ajan olarak ¢ok ilging
bir aday olabilecegini diisiindiirmektedir [66]. Hiicresel bazda karsilastirma yapildiginda toksik
etki agisindan ¢alismamizla uyum saglamaktadir.

Abudayyak ve arkadaslari, Bi,O3 nanopartikiillerinin toksik etkilerini dort farklh hiicre
tipinde “karaciger (HepG2 hepatokarsinoma hiicresi), bobrek (NRK-52E bobrek epitelyal
hiicresi), bagirsak (Caco-2 kolorektal adenokarsinoma hiicresi) ve akciger (A549 akciger
karsinom hiicresi)” hiicrelerinde degerlendirmislerdir. Bi,O3; nanopartikiilleri (~ 149.1 nm) tiim
hiicreler tarafindan kolayca alinmistir ve sitotoksik ve genotoksik etkiler gosterdigi
belirlenmistir. Ana hiicre 6liim yollarinin HepG2 ve NRK-52E hiicrelerinde apoptosis oldugu ve
Bi,O3 nanopartikiillerinin A549 ve Caco-2 hiicrelerinde nekrotik etkiye sahip oldugu

gozlenmistir. Ayrica, glutatyon (GSH), malondialdehid (MDA) ve 8-hidroksi deoksiguanin (8-
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OHdG) seviyeleri, A549 hiicresi haric HepG2, NRK-52E ve Caco-2 hiicrelerinde 6nemli 6lciide
degismistir[65]. Bizim calismamizda da kullandiimiz Bi;0z nanopartikiilii sigir bobrek
hiicreleri iizerinde nekrotik etkiye sahiptir. Iki calisma degerlendirildiginde nekrotik etki
acisindan birbirini desteklemektedir. Ayrica, Ozcan ve arkadaslar1 tarafindan 8-hidroksi
deoksiguanin (8-OHdG) seviyelerindeki artisin oksidatif strese cevap olarak olusan DNA hasar
belirteci oldugu rapor edilmistir. 8-hidroksi deoksiguanin (8-OHdG) seviyelerinin artmis olmasi
DNA’daki hasar1 gostermesi acisindan oOnemlidir. Reaktif oksijen tilrleri DNA’da bazlar
etkileyerek degisme ugratirlar ve degisen bazlarin olusturdugu irtlnlere, timin peroksil
radikalleri, hidroksi hidroperoksit, timin glikol, 5-hidroksime- tilurasil, 5-formilurasil ve 5 -
hidroksi 5-metilhidanto- in gibi 20’den fazla 6rnek verilebilir. Bu hasara ugrayan bazlar
icerisinde en fazla bilineni 8-OHdG (8-hidroksi deoksiguanozin)'dir. Bu yiizden 8-OHdG
formunda oksidatif degisiklife ugramis DNA, DNA hasarinin miktarinin belirlenmesinde
kullanilir.  Hidroksil radikalleri (OHe), guanin molekiilinde 8. pozisyonda etkileserek
oksidasyona yol acar. Degisiklige ugrayan DNA’'nin oksidatif hasar1 sonucunda 8-OhdG (8-
hidroksi deoksiguanozin) olusur. Ayrica Cu*2 iyonlar1t DNA'nin 6zellikle guanin bazlarina yiiksek
afinite ile baglanir ve H;0; ile etkilesime girerek DNA hasarina katkida bulunduklari
bildirilmistir [86].

Ahamed ve arkadaslar1 tarafindan insan meme kanseri hiicre hatt1 (MCF-7) tlizerinde Bi»03
nanopartikiillerinin doza bagiml sitotoksisite ve apoptoz yaniti incelenmistir ve Bi;03
nanopartikiillerinin potansiyel sitotoksisite mekanizmalarinin oksidatif stres yoluyla
olustugunu rapor etmislerdir. Fizikokimyasal calismada, Bi,O3; nanopartikiillerinin ortalama
yap1 olarak 97nm olan kristal yapiya ve kiiresel bicime sahip oldugunu gostermislerdir ve
toksisite ¢alismalarinda Bi;O3 nanopartikiillerinin hiicre canliligini azalttigimi ve 50-300 pg/ml
konsantrasyon araliginda doza bagh olarak membran hasarini indiikledigini gostermislerdir.
Ayrica MCF-7 hiicrelerinde hiicre donglsiintin bozuldugu da rapor edilmistir. Bi03
nanopartikiillerinin MCF-7 hiicrelerinde oksidatif strese neden oldugu, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumu, yiiksek lipid peroksidasyonu, glutation'un (GSH) azaltilmasi ve diisik
siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ile belirlenmistir. ilging bir sekilde, harici
antioksidan N-asetil-sisteinin takviyesi, Bi,O3; nanopartikiillerinin neden oldugu oksidatif stres
ve hiicre d6liimiiniin etkisini neredeyse ortadan kaldirmistir. Ayrica MCF-7 hiicrelerinin Bi;03
nanopartikiillerine maruz kalmasi, Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 genlerinin ekpresyon diizeyinin
artmasi apoptotik tepkiye neden oldugunu géstermistir. Toplamda, Bi»O3 nanopartikiillerinin
MCF-7 hiicrelerinde sitotoksisiteyi, redoks homeostazim1 Bax / Bcl-2 yolu ile modiile ederek
indukledikleri bildirilmistir. Bu ¢alismada, Bi»03 nanopartikiiliiniin hiicre canliligini etkiledigi ve
apoptotik etkiye neden oldugu ile ilgili sonuc¢ bizim ¢alismamizda MDBK hiicrelerindeki Bi,Os

nanopartikiiliiniin ortaya ¢ikarmis oldugu erken apoptotik hiicre ve nekrotik hiicre sayisindaki
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artisi gosteren akim sitometri sonuglariyla ortiismektedir. Ayrica, akim sitomeri ve komet analiz
parametreleri arasinda orta ve diisiik diizeyde korelasyonun bulunmasi iki analizin birbirine
destekler nitelikte oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, komet analizinde DNA hasar
parametrelerindeki negatif kontrole nazaran artisin istatistiksel olarak anlamli olmasa da Tip4
komet parametresinin artis gostermesi apoptotik yanitin bir belirteci olarak alinabilecegi daha
onceki calismalarda rapor edilmistir [87,88]. MCF7 hiicrelerinde apoptotik gen ekspresyon
diizeylerindeki artis bizim ¢alismamizin Komet analizi verileri ile 6rtiismektedir[89].

Diger bir calismada Akbarzadeh ve arkadaslari, oral epidermoid karsinoma hiicreleri
(KB) ve akciger kanseri (A549) hiicre hatlari tizerinde bizmut oksit folat ve 5-aminolevulinik
asit (5- ALA) etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada bizmut oksit nanopartikiiliiniin hiicreler
lizerinde meydana getirdigi sitotoksik etki hem tek basina hem de folat (5- ALA) ile birlikte
kullanilarak degerlendirilmistir. KB ve A549 hicreleri 10, 20, 50 ve 100 pg / ml
konsantrasyonlarda Bi;03 nanopartikiilleriyle ve folat-5-ALA-konjiige edilmis Bi,03
nanopartikiilleriyle inkiibe edilmistir. Sitotoksik etki MTT metoduyla test edilmistir. Ayrica,
muamale edilen hiicrelerde nanopartikiillerin indiikledigi apoptoz Caspases-3 aktivite deneyi ve
akim sitometri analizi kullanilarak elde edilmistir. Basariyla sentezlenmis olan ortalama 19.2 +
6.5 nm biiyiikliigiindeki Bi,03 nanopartikiilleri, daha sonra 5-ALA ve folat ile konjlige edilmistir.
Bi»03 veya folat konjuge edilmis nanopartikiiller, hiicreler tarafindan konsantrasyona bagh bir
sekilde kolayca alinmistir ve sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Her iki bilesik i¢in de 50
pg/ml'den daha fazla konsantrasyonlarda onemli hiicre dliimii kaydedilmistir. Hazirlanan
nanopartikiiller diisiik inkiibasyon siirelerinde diisiik sitotoksisite gdstermislerdir. Bununla
birlikte nanopartikiillerin artan konsantrasyonlar ile sitotoksisite diizeyinin arttifi rapor
edilmistir. Bizim ¢alismamizda da Bi;03; nanopartikiiliiniin akim sitometri analizinde erken ve
nekrotik hiicre sayis1 parametrelerinde artis gézlenmis olmasi hiicre 6liimiine neden oldugunu
gostermesi acisindan veriler birbirini destekler niteliktedir ve kullanilan partikiil biiyiikliigiiniin
farkli olmasi nedeniyle partikiil biiytikliigl acgisindan iki ¢alismay1 karsilastirmak uygun olmasa
da KB ve A549 hiicrelerinin nanopartikiile vermis olduklar1 yanit agisindan benzerlik
gostermektedir [90].

Liu ve arkadaslarn insan embriyonik bdbrek hiicrelerinde (HEK293)bizmut
nanopartikiiliiniin hiicreler tarafindan alinmasi ve toksisitesini arastirdiklar1 calismada bdbrek
hiicreleri tarafindan hiicre icine alindigini, otofajinin indiiklendigini ve LC3II proteininin
miktarinin arttigin1 ve bizmut nanopartikiiliiniin embriyonik bébrek hiicreleri iizerine toksik
etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir [91]. Bizim ¢alsimamizla toksisite etkisi ac¢isindan
benzerlik gdstermektedir.

Shakibaie ve arkadaslar1 boyutlar1 20-120 nm arasinda olan ve bakteriyel kékenli Bizmut

nanopartikiillerinin A549, MCF-7 gibi kanser hiicrelerinde ve 3T3 normal fibroblast

51



Asawir Esamaldeen Ebrahim Mohamed, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

hiicrelerinde  sitotoksik potansiyele sahip oldugunu rapor etmislerdir. Bizmut
nanopartikiillerinin kimyasal yapilari ve yiizeylerinde bulunan organik ve inorganik bilesiklerin
onlarin  sitotoksisitelerinde etkili rol oynadiklar1 belirtilmektedir [92]. Bizmut
nanopartikiiliiniin toksik etkiye sahip olmasi bizim ¢alismamizda akim sitometri sonuglari ile
ortiislir niteliktedir.

Reus ve arkadaslar1 LASIS yontemiyle sentezlenmis olan 250 nm boyutundaki bizmut
nanopartikiillerinin etkilerini incelemek icin BALB/c 3T3 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada,
nanopartikiilllerin hiicrelere giris yaparak hiicrenin morfolojik yapisinin bozuldugunu ve hiicre
Olimiiniin apoptotik siirece bagh oldugunu TUNEL yontemi kullanarak rapor etmislerdir.
Calismamizda kullanmis oldugumuz yontem apoptotik hiicrelerin belirlenmesine dayali bir
yontem olmasi nedeniyle akim sitometri analizinde hem erken hem de ge¢ apoptotik hiicrelerin
sayisindaki artis Reus ve arkadaslar1 tarfindan yapilan calismanin sonuglarini destekler

niteliktedir [93].
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuclar son yillarda olduke¢a genis kullanim alani bulunan
bizmut oksit nanopartikiiliin avantajlarinin ve dezavantajlarinin belirlenebilmesinde oldukca
onemlidir. Ozellikle yangin sondiiriicii alanlarda ve mikro-elektronik endiistrisinde (sensér
teknolojisi, optik kaplama, seramik cam iiretimi, boya, igme suyu, maden suyu)cesitli amagclarla
kullanilarak bir¢ok durumda hizmet kolaylig1 saglamaktadir. Ayrica kozmetik iiriinlerde
sagladig1 yararlarinin yani sira tibbi ilag sektoriinde yer alarak, basta mide rahatsizliklar1 olmak
tizere ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanildigindan hayati faydalar1 s6z konusudur. Son
zamanlarda, Bi»O3; nanopartikiillerin uygulamalar1 6zellikle biyo goriintiileme, biyo-algilama,
biyomolekiiler algilama ve X-1s1m1 radyo-duyarliligi gibi biyolojik bilimlerde genis bir alan
almistir.

Calismada kullanilan Komet analiz parametreleri olan GHI ve HHY degerleri arasinda pozitif
yonde yiiksek korelasyon bulunmasi bu iki parametrenin birbirini tamamlayicisi oldugu
sonucuna varimaktadir. Akim sitometri analizinden elde edilen sonuglara goére analiz
parametreleri arasinda yiiksek pozitif ve negatif korelasyon bulunmasi parametrelerin analizde
kullanilabilen paremetreler oldugunu gostermektedir. Komet analiz parametreleri olan GHI ve
HHY degerleri ve akim sitometri parametreleri olan erken/ge¢ apoptoz, canli ve nekrotik hiicre
sayilar1 arasinda hem negatif hem de pozitif yonde korelasyon bulunmasi bu iki yontemin
birbirini destekler nitelikte oldugunu sonucunu dogurmaktadir.

Sonuc olarak, Bi»03 nanopartikiillerinin DNA hasari, apoptoz etkileri, elde edilen sonuglara
ve bu literatiire gore tiiketici Uriinlerindeki uygulamalariyla iliskili giivenlik konusundaki
endiseleri arttirmaktadir. Bununla birlikte, Bi,O3 nanopartikiilleri toksik olarak en az zehir
etkisine sahip metal oksit olmasina ragmen bu ¢alismada neden oldugu etkilerin daha detayh
arastirilmasi gerektiginden toksisite mekanizmasini tam olarak anlayabilmek icin in vivo ve in

vitro destekleyici calismalara ihtiya¢ vardir.
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