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SIMGE ve KISALTMALAR
ANOVA: Varyans Analizi
ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Au: Altin
BME: Eagle’s Basal Medium
CAS: Chemical Abstracts Service
CAT: Katalaz
c¢DNA: Komplementer DNA (Tamamlayict DNA)
CsHeS: Benzotiofenin
CMRL: Connaught Medical Research Laboratories
COz2: Karbondioksit
Cu: Bakir
DMSO: Dimetil Siilfoksit
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNA: Deoksiriboniikleik asit
EC: Enzyme Commission
EDTA: Etilen-Diamin Tetra Asetik Asit

EMEM: Eagle’s Minimum Essential Medium



FBS/FCS: Fetal Bovine Serum/Fetal Calf Serum

Fe: Demir

GAPDH: Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz
GMEM: Glasgow’s Modification of Eagle’s Medium
GSH: Glutatyon

HSP: Heath Shock Protein (Is1 sok proteinleri)

KA: Kromozom Anormallikleri

KKD: Kardes Kromatit Degisimi

LDso: Median Lethal Dose (Ortalama Letal Doz)
LDH: Laktik Dehidrogenaz

MTT: 3-(4,5-dimetiliazol-2-yl)-2,5 difenil tetrozolyum bromid
MN: Mikronukleus

NIOSH: The National Institute for Occopational Safety Health (Amerikan Ulusal Mesleki
Giivenlik ve Saglik Enstitiisii)

NO: Azot oksit
PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

gRT-PCR: Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (Ger¢ek Zamanli Kantitatif
Ters Transkripsiyon PCR)

RNA: Ribontikleik Asit

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

SO:2: Kiikiirt dioksit

SOD: Siiperoksit Dismutaz

T/G HA VSMC: Aort Muscle Cell (Aort Diiz Kas Hiicresi)
TiO2: Titanyum dioksit

UV: Ultraviyole

Zn: Cinko

ZnO0O: Cinko Oksit



GIRIS ve AMAC

Nanoteknoloji, nanomateryallerin olusturulmasi, gelistirilmesi ve canli sistemler
tizerindeki etkilerinin ortaya konulmasi iizerine c¢alisan bilim alanidir. Giinlimiizde
nanoteknoloji  hizla biiyliyen endiistriyel sektorlerden  biridir.  Cesitli  alanlarda,
nanomalzemelerden ¢ok sayida iiriin elde edilmektedir. Nanoteknoloji ve nanomalzemeler,
saglik, kozmetik, miihendislik gibi uygulama alanlarina farkli yenilikler saglamaktadir.

Uzun vadede nanoteknolojinin kazanimlar1 diger teknolojilerle birlestirildiginde
yaygin etkiler yaratacak potansiyele sahip goériinmektedir. Giiniimiizde nanoteknolojinin
gelecekte sunacagi faydalar ile ilgili olarak O6nemli arastirmalar yapilmasina ragmen,
muhtemel risklerinin degerlendirildigi arastirmalar kisith sayidadir (1). Bir nanometre (nm)
bir milimetrenin milyarda biri ve milimetrenin milyonda birini ifade eder. Bu kosullar altinda
nanoteknolojinin boyutlar1 genellikle 1-100 nm arasinda degisen birbirine bagli birka¢ bin
veya on binlerce atomdan olusan temel fiziksel, kimyasal ve biyolojik yapilari inceleyen bilim
alan1 olarak daha kapsamli bigimde tanimlanir. Nanobilim ve nanoteknoloji, doga ile yasam
arasindaki yakinlagmayi ve disiplinler arasi temay: temsil etmektedirler. Bununla birlikte
nanoteknoloji niikleer enerji ve genetik miihendisliginde oldugu gibi baz1 etik konulari
giindeme tasimaktadir (2).

Nanomalzemelerin sahip olduklar1 bu son derece kiigiik boyutlarindan dolayi, saglik
alanindaki etkilerinin degerlendirilmesi olduk¢a dnemlidir (3).

Ticari olarak en fazla kullanilan nanopartikiillerin basinda titanyum dioksit (TiO2)
gelmektedir. Nanomalzemeler endiistride iistiin 6zellikler tagimasina ragmen toksik etkilere
yol actigi bilinmektedir. TiO2 pargaciklart ¢ok gesitli organik ve biyolojik molekiillerle

reaksiyona girebilecek giilii oksitleyici ajanlardir (4).
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Bu ¢aligmada bircok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanildig:r bilinen TiO:
nanopartikiillerinin doza ve siireye bagli olarak insan aort diiz kas hiicre hatt1 (T/G HA
VSMC) iizerindeki, sitotoksik etkisinin, mitokondriyal aktivite Ol¢iim testiyle (MTT) ve

genotoksik etkisinin ise qRT-PCR yontemiyle degerlendirilmesi planlanmistir.



GENEL BIiLGILER

NANOTOKSIKOLOJI

Nanoteknoloji, sagladigi faydalardan dolay1r bazi arastirmacilar tarafindan gelecek
vaad eden faydali bir bilim alan1 olarak goriiliirken, bazilar1 tarafindan ise olusturacagi olasi
yan etkilerden dolayr dikkatli yaklasilmast gereken bir bilim alan1 olarak
degerlendirilmektedir. ilk donemlerde nanoteknolojinin sadece yararlar1 gdz oniine alinmus,
boylelikle bu alandaki faaliyetler kisa siirede hizla cogalmalmistir. Bu siirecin devaminda ise
nanomateryallerin canli sistemler iizerindeki etkilerinin degerlendirildigi ve bunlarin
sonuglarinin ortaya kondugu c¢alismalar hiz kazanmistir. Gilinlimiizde nanoteknolojinin
gelecekte sunacagi faydalar ile ilgili olarak Onemli aragtirmalar yapilirken, muhtemel
risklerinin degerlendirildigi arastirmalar kisitl sayidadir (1). Bu nedenden dolayi son yillarda
tiim diinyada nanoteknolojinin meydana getirecegi risklerin tartisilmasi hizlica artmaktadir.
Nano boyuttaki maddelerin insan ve ¢evre sagligina olan olas1 etkileri hakkinda bilgi sunan
cok sayida rapor hazirlanmistir (3).

Nanopartikiillerin toksisitesi tam anlamiyla ortaya konmamis olsada bazi c¢aligsmalar
toksisitenin ¢esitli unsurlara bagli oldugunu gostermistir. Bu unsurlar; nanopartikiillerin
cesidi, ylizey kimyasi (6rnegin; katyonik Au nanopartikiiller genellikle toksik iken aniyonikler
toksik degildir.), boyutu (tek basina veya toplanmis durumlarinin boyutu), bi¢imi, derisimi ve
sentezlenmesinde kullanilan birka¢ maddedir (5-9).

Nanopartikiillerin, hiicrelerdeki toksik etkilerinin, benzer mekanizmalarla meydana
gelebilecegi diigiiniilmektedir. Nanopartikiillerin genel olarak, mitokondriyal islevi, laktik

dehidrogenaz (LDH) salinimini, plazma membran gecirgenligini degistirebilecegini, ayni



zamanda apoptoz ya da nekroz yoluyla hiicre 6limiine neden olabilecegini gdstermistir
(10,11).

Nanomalzemelere maruz kalma ile ilgili ortaya ¢ikabilecek olasi tehlikelere karsi
alinmasi gereken onlemlerin ortaya konmasi olduk¢a 6nemlidir. Nanomalzemelerin kimyasal
ve fiziksel yapilarinin, yiizey alani ve ¢oziiniirliiklerinden olusan fizikokimyasal 6zelliklerinin
canlt sistemler ilizerindeki etkileri acik degildir. Bir ¢ok c¢alisma nano boyuttaki yapilarin
seklinin, boyut biiylkliigiinlin, biyolojik sistemler iizerindeki etkilerinde 6nemli oldugunu
ortaya koymaktadir (12).

Nanomalzemeler deri ve solunum yolu ile viicuda girmektedirler. Bu materyaller
genelde nanopargacik ve havada ugusan nanoyapili malzemeler halinde bulunmakta boylece
deri ve solunum yolu ile viicuda girerek, kan dolasimina katilip organlara yayilarak toksik etki
gostermektedirler.

ABD’de Ulusal Mesleki Giivenlik ve Saglik Enstitiisii (NIOSH) tarafindan, deney
hayvanlarinda 100 nm den daha kiigiik olan, ¢oziinme 6zelligi gostermeyen, partikiillerin daha
biiylik olanlara oranla, miktarlar1 ayn1 olsa dahi akciger iltihaplanmas1 ve akciger tlimoriinde
artislara neden oldugu belirtilmisti.  Deney hayvanlar1 ile yapilan c¢alismalar nano
malzemelerin molekiiler yapilarinin ve nanomalzemelerin ylizey 6zelliklerinin ve kimyasal
bilesimlerinin, muhtemel toksik etkilerini ve toksisite oranlarini etkiledigini gdstermistir.
Nanoodlcekli aerosol malzemelere maruz kalma durumunda ¢alisanlarda, akciger
fonksiyonlarda bozukluklar belirtilmistir (13).

28 Eyliil 2005 diizenlenen nanoteknolojik arastirmalar igin strateji plant (NIOSH)
nanoteknolojik calismalarda olasi riskleri ve bu konuda alinmasi gereken Onlemleri ortaya
koymak iizere hazirlanmistir. Bu plan g¢ergevesinde yapilmasi gerekenler belirli basliklar
altinda toplanmistir. Bu konular; maruz kalma ve doz, zehirlilik, salgin hastaliklar ve
gozetleme, risk degerlendirmesi, 6l¢lim metodlari, kontroller, giivenlik, iletisim ve egitim,
oneriler ve calismalar basliklar1 altinda smiflandirilmistir. Planda, yakin bir gelecekte
nanoteknolojide meydana gelecek risklerin ¢ogunluguna nanopargaciklarin sebep olacagi
belirtilmistir (14).

Nanomateryallerin biyolojik etkisinin belirlenmesi arastirmalari, nanoyapili tiiketici
tirlinlerinin denenmesi ile giderek cogalmistir (15). Hiicre i¢cinde veya disinda olusan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) tiriinleri nanoyapili malzemelerin toksisitesinin degerlendirilmesinde ele
alinan temel faktorlerin basinda gelmektedir (16). Siiperoksit, hidroksil radikalleri ve ROS
insan viicudunda siirekli iiretilmektedir. Diisiik diizeydeki ROS hiicresel sinyalizasyonun

diizenlenmesinde ve normal hiicre ¢ogalmasinda etkin rol oynar. Ancak ROS {iretiminin
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¢ogalmasi hiicresel yaslanmanin patojenezinde 6nemli role sahiptir. Oksidatif stres, DNA,
protein ve lipidler gibi farkli hiicresel yapilara hasar vererek karsinogeneze sebep olabilir.
Oksidatif stres, kanser olusumuna katkida bulunan genomik kararsizliga sebep olan DNA
hasarmi tetikler. Oksidatif stres ¢ok cesitli mekanizmalar ile meydana gelir. Mitokondriyal
solunum, enflamasyon ve yabanci bilesiklerin metabolizmasi1 gibi mekanizmalar oksidatif
stres olusumunda etkin rol tstlenirler. Hiicre i¢cinde veya disinda nanopartikiillerin dagilma
Ozellikleri farkli yollarla hiicreyi hasara ugratmaktadir (17,18). Ek olarak, nanoyapili
malzemelerin yiizey elektronigi ve farkli fonksiyonel gruplari, nanopartikiiller ile onlari
cevreleyen yapilar arasinda etkilesiminin diizeyini belirler (19,20). Hiicresel hasarin
derecesinin belirlenmesinde nanopartikiillerin boyutlari olduk¢a onemlidir. Bu partikiiller
boyutlarindan dolay1 rahatlikla hiicre membranindan gegerek hiicre icinde hasara sebep
olmaktadirlar (21). Bununla birlikte hiicresel etkinliklerinde nanopartikiillerin sekilleride
onem arz etmektedir. Kiiresel olmayan nanopartikiillerin kiiresel olanlara gore farkli biyolojik

etkilerinin oldugu ifade edilmistir (22).

NANOPARTIKULLERIN SITOTOKSIK ve GENOTOKSIK ETKIiLERI

Nanopartikiillerin genotoksisitesi ve sitotoksisitesi iizerine yapilan arastirmalarda
nanopartikiiliin biiyiikliigiine, tiirline ve ¢alismalarda kullanilan metodlara bagli olarak farkli
sonuglar elde edilmistir. Nanopartikiil buytiklikliigiindeki ¢ok ufak degisikliklerin dahi
sitotoksiteyi degistirebilecegi Pan ve ark. (8) tarafindan gosterilmistir. Arastirmacilar, 1929,
Hela ve melanom hiicrelerini 12 saat siireyle farkli boyutlardaki altin (Au) nanopartikiilleri ile
muamele etmis ve sitotoksik etkisini arastirmislardir. Sonug¢ olarak 15 nm Au partikiiliiniin
toksik olmadigini; 1,4 nm Au partikiiliiniin nekrozla hiicre 6liimiine; 1,2 nm Au partikiiliiniin
ise apoptoz ile programli hiicre 6liimiine sebep oldugunu agiklamislardir.

Hussain ve ark. (23), farkli biiytikliikte bir¢ok farkli nanopartikiilin BRL 3A sican
akciger hiicrelerindeki toksik etkisini, hiicre proliferasyonunu MTT testi ve ROS olusmasi ile
iliskilendirmislerdir. Brayner ve ark. (24), bakteriler iizerine yaptiklar1 bir aragtirmada, ¢inko
oksit (ZnO) nanopartikiillerinin toksik etkisi oldugunu ortaya koymuslardir. Bununla birlikte
ZnO nanopartikiillerinin fare ndroblastom hiicre hatlarinda anormal morfolojiye sebep
oldugunu, insan endotel hiicrelerinde klastogenik etkisinin oldugunu, insan epidermal
hiicrelerinde ise konsantrasyona bagli olarak DNA yapisinda hasara yol actigini farkli
calismalarla ortaya konmustur (10,25,26).

Deri fibroblast ve insan akciger epitel hiicre hatlar iizerinde ve siganlarda in vivo

olarak yapilan arastirmalarda anataz formdaki TiO2’nin 100 pg/mL {zerindeki
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konsantrasyonlarinda sitotoksik etkisi MTT testi ile belirlenmis ayrica solunum sistemi
tizerine toksik etkileri oldugu ortaya konmustur (27).

Nano boyutta kullanilan TiO» partikiillerinin pulmoner fibrozis ve siganlarda akciger
tiimorleri meydana getirdigi bildirilmistir. Wang ve ark. tarafindan insan lenfosit kiiltiirlerinde
yapilan ¢alismada 100 nm’den kiiciik TiO; partikiillerinin 0.25, 65, 130 pg/mL dozlarinda 6,
24, 48 saat inkubasyon siirelerinde sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirtlmistir. Hiicre
Oliimlerinde, uygulama dozunun ve uygulama siiresinin énemli oldugu ve hiicre 6liimlerinde
artisa yol actig1 belirtilmistir. Genotoksik olarak 65 pg/ml dozda DNA hasarinda kontrole
oranla arttigt COMET testi ile belirlenmistir. Ayrica mikronukleus (MN) olusumunda
mutasyon frekansinda artisin meydana geldigi ifade edilmistir (4).

TiO> partikiillerinin genotoksik ve oksidatif stres lizerine etkilerinin arastirildig: bir
diger calismada kardes kromatit degisimi (SCEs) ve MN metodlar1 kullanilarak toksisite
degerlendirilmesi yapilmistir. Her iki yontemle de doza bagl olarak genotoksik etkide artig
saptanmis ve TiO2’in oksidatif stresi artirdig1 bildirilmistir (28).

William F. ve Awadhesh J. (29) tarafindan yapilan bir baska arastirmada 11.8-38.5 nm
boyutlarindaki TiO; nanopartikiillerinin baliklar tizerindeki toksik etkilerini arastirilmistir.
Calisilan dozlarda genotoksik etki bulunamazken, lizozomal canlilik testi lizerinden sitotoksik

etki degerlendirilmis ve 50 pg/mL doz ve iistiinde sitotoksik etkinin oldugu ifade edilmistir.

TITANYUM DIOKSIT

Titanyum, oksit seklinde diinya kabugunda bol miktarda vardir. Plaj kumlarinda,
kayalarda “Ilmenit” FeO.TiO>=FeTiOs ve daha az oranda bulunan rutil TiO, mineralleri
vardir. Asil kaynagi Avustralya’daki plaj kumlaridir. Kirmizi, kahverengi ve sart renkli
olabilen tetragonal kristallerdir (30).

TiO., beyaz toz seklinde, kokusuz ve yanici olmayan bir maddedir. Rutil, anataz ve
brokit olmak iizere li¢ ¢esit yapist bulunmaktadir. Hepsi oktahedral TiO¢ yapisindadir. Anataz,
rutil ve brukitin kristal yapilar1 Sekil 1°de gosterilmistir. (31,32).



A

C

Sekil 1. Titanyum dioksitin A-Anataz, B-Rutil, C-Brokit kristal yapisi.

Tablo 1. TiO2’ nin temel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Molekiil agirligt 79.866 g/mol

Yogunluk 3.78 g/cm?(Anataz)
4.23 g/cm’(Rutil)

Erime noktasi 1843 °C

Kaynama noktasi 2972 °C

g: Gram; cm®: Santimetrekiip; °C: Derece Celsius; eV:

Enzyme Commission.

Kristal yapisi Tetragonal(anataz ve rutil)
Ortorombik(brokit)

Kirilma indisi 2.488(Anataz)
2.609(Rutil)
2.583(Brokit)

pH 3-7.5(% 5’ lik dispersiyonunun)

Enerji boslugu 3.05 eV(rutil)

Renk indeksi numarasi C177891

Gida katki maddesi kodu E 171

CAS numarasi 13463-67-7

EC numarasi 236-675-5

Elektron volt; CAS: Chemical Abstracts Service; EC:




TiO2 nanopartikiilii birgok malzemede katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Saydamlastirict 6zelliginden dolay1 boya ve vernik yapiminda, miirekkep imalatinda, kagit
endiistrisinde, plastik iirlinlerde, gida ve ilag¢ sanayinde, giines kremleri ve ¢esitli kozmetik
tirtinlerde kullanilir (Tablo 3).

Nanodlgekteki TiO2> molekiilleri mor 6tesi (UV) 1sinlara (dalga boyu 180-340 nm
arasindaki 1s1n1m) maruz kaldigi zaman reaktif hale doniistir. TiO2 molekiillerine mor Gtesi
1sinlar carptigt zaman katalitik bir reaksiyon baslamakta, nano TiO> molekiilleri foto
bozunumu hizlandirmakta ve bu reaksiyonla kirlilik yaratan azot oksitler gibi molekiiller
kaybolmaktadir. Fotokatalik 6zelligi nedeniyle nano titanyum dioksit kullaniminin avantaji
giiniimiizde artmaktadir. Ornegin, binalarin dis cephelerinde kullanilan nano TiO» katkili
boyalar, ylizeylere bakteri ve kirin yapismasini engellemekte ve kirin yagmurla kolayca
yikanip uzaklagsmasini saglamaktadir. TiO> fotokatalitik 6zellikte bir madde olmasi nedeniyle
fotokimyasal hidrojen ve kendi kendini temizleyen camlarda tercih edilmektedir. TiO:
nanoparcaciklart ¢evre teknolojilerinde; atik sularin ve yeralti sularmmin islenmesinde,
benzotiofenin (CgHsS) dizel yakitlardan arindirilmasinda ve azot oksit (NO), kiikiirt dioksit
(SO») gibi hava kirleticilerinin yok edilmesinde basarili olarak kullanilmaktadir (33-35).

Giines kremleri, hemen hemen her tiiketicinin kullandig: {irtinler arasindadir. Giines
kremleri igerisindeki ZnO ve TiO; inorganik nanopartikiilleri deride beyaz goriintiilere sebep
olurlar. Yiizey alani olarak genis olan bu partikiiller goriiniir 15181n ¢ogunu dagitirlar. Partikiil
alanmin kiigiik olmas1 goriiniir 15181n sag¢iliminin daha az olmasi anlamina gelmektedir. Bu
sebeple, ayni iceriktekiler nano formda ilave edildiginde, daha az 151k yayilmis olur ve giines
kremleri daha seffaf goriinlim kazanarak nanopartikiillerin simdilerde giines kremlerinin
gerekli igerigi oldugu anlamma gelmektedir (26). ZnO ve TiO2 o6zellikle pigment maddesi
olarak endiistriyel ve ticari uygulamalarda ¢ok genis bir alanda yaygin olarak kullanilan iki
kimyasal bilesiktir. Fiziksel 6zelliklerine gore, iki bilesik de UV radyasyonunu onlemek i¢in
giines kremlerinde yogun oranda kullanilmaktadir (36). Nano boyuttaki ZnO ve TiO2 normal
boyuttaki glines kremlerine kiyasla benzer diizeyde UV radyasyonundan koruma 6zelligine
sahip oldugu ispat edilmistir (37). Fakat, nano boyutta tercih edilmesinin sebebi normal
boyuttaki partikiillere kiyasla nanopartikiillerin daha fazla transparan 6zellige sahip olmasidir.

Giines kremi icerikleri kimyasal ve fiziksel olmak iizere iki ana ozellikleri temel
alimarak degerlendirilir. Kimyasal giines kremi igerikleri giinesin yaydigi morétesi 1sinlarini
absorplama sirasinda giines 1sinlarina maruz kaldiklarinda yapilarinda meydana gelen
kimyasal reaksiyon ile mordtesi 1sinlarini absorplarlar. Ancak bu durum deri lizerinde bazi

problemlere neden olmaktadir. Absorplama mekanizmasi kimyasal reaksiyonlar neticesinde
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oldugu i¢in mordtesi 151k altinda olusan bu reaksiyonlar deride kizariklik, kasinti, yara gibi

problemler yaratmaktadir. Fiziksel giines kremi igeriklerinin en bilinen 6rnekleri ZnO ve

Ti0y’ dir. Boyle inorganik yapilar kimyasal reaksiyonlar ger¢eklesmeden morétesi 1sinlarini

absorplayarak ya da sacarak koruma yapmaktadirlar.

Cinko oksit optik ozellikleri acisindan gilinesin yaydigi UVA ve UVB i1sinlarini

absorpladig1 i¢in bu alanda kullanilabilecek en iyi malzemelerden biridir. TiO2, ZnO’ dan

sonra bu alanda tercih edilen ikinci bilesiktir. TiO> nanopartikiillerinin farkli endiistriyel

alanlardaki uygulamalar1 Tablo 2’ de gosterilmektedir.

Tablo 2. TiO2’ in uygulama alanlar

Uygulama Alam Spesifik Kullanimlari

Boya Anataz kristali beyaz boya, vernik, miirekkep
imalatinda kullanilir.

Gida Rutil kristali sekerleme, sakiz, kabartma tozu,
beyaz leblebi, soslar, siit iirtinleri, unlu
mamiiller, meyve suyu ve toz icecekler
imalatinda kullanilir.

Seramik Mineli seramik iiretiminde rutil kristali
kullanilir.

Kagt Kagit  imalatinda  opaklastirici  olarak
kullanilir.

Cam Cam imalatinda opaklastirici olarak ve cam
elyaf iiretiminde rutil kristali  tercih
edilmektedir.

Mag Renk wverici katki maddesi ve kaplama
maddesi olarak kullanilir.

Plastik Saydamlastiric1 olarak kullanilir.

Kozmetik Giines kremi  ve  losyonlarda,  dis
macunlarinda UVA ve UVB i1sinlarin1 6nleme,
beyazlastirici, yaglayict ve kalinlastirict
olarak kullanilmaktadir.

Tekstil Kendi kendini temizleyen kumas iiretiminde
kullanilir.

Dis hekimligi Baz1 kok kanali dolgusu ve pulpa kaplama
maddeleri icinde katki maddesi olarak
kullanilmaktadir.

Kaplama Sirlar ve emayelerde kullanilmaktadir.




TiO2’in Fotokatalitik Etkisi

Fotokatalizor, kat1 bir maddenin, 1s1k etkisi ile aktif hale gecerek reaksiyon meydana
getirmesi ve reaksiyon boyunca varligini korumasidir. Uygun fotokatalizdr; goriiniir 151k veya
UV 151k ile etki gostermeli, yiiksek fotokatalitik aktivite, diisiik tane biiyilikligi, yliksek ylizey
alan1 ve kararlik gibi 6zelliklere sahip olmakla birlikte toksik etki gostermemelidir. Kristal
yaptya sahip yari-iletken bir madde olan TiO;’in, anataz ve rutil yapilar fotokatalitik 6zellik
tasir (38,39).

TiO2, klorofilin fotosentez yetenegine benzer bi¢imde, fotokatalitik 6zellik gosterir
(40). Sekil 2°de goriildiigii gibi TiO; giines 1s18indan absorpladigi UV 1sinlarini veya evlerde
kullanilan fluoresan 1s1kla etkileserek bir organik maddeyi karbon dioksite ve suya doniistiiriir

(41).

A
Zararsiz b Q’
)
Zararh D \? Q

Isik

Sekil 2. TiO2’in fotokatalitik etkisi (42)

Isikl1 bir ortamda, TiO>’ in degerlik bandindaki elektron uyarilir. Bu asir1 enerji yiikli
elektron, TiO2’ in iletkenlik bandina gecerek negatif elektron (e-) ve pozitif bosluk (h+) ¢iftini
meydana getirir (Sekil 3). Bu asama, bir yari iletken ozelliktir ve burada foto uyarilma
olmaktadir. Degerlik bandi ile iletkenlik bandi arasindaki enerji farkina bant boslugu denir ve

bir foto uyarilma icin gerekli 15181n dalga boyu 388 nmdir.
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Reduksiyon

A A
iletken band A

0o 1T E

B
Valans band
v R

POTENSIYEL

Oksidasyon

Sekil 3. Fotokatalizlenme mekanizmasi: A-Indirgenebilir ve B-Oksitlenebilir
maddeler (43)

TiO2’ in ayn1 zamanda, antibakteriyel oOzellik gosterebilir, buharlasan organik
bilesikleri pargalayarak koku giderici (tiitiin kokusu, benzin kokusu, sigara dumani gibi)
ozellige sahiptir (Sekil 4). Bunlarin yanisira, kirlenen dis cepheler TiO;’ in anti statik, siiper
oksidan ve hidrofilik 6zellikleri sayesinde hava sartlarinin yardimi ile kendi kendini

temizleyebilme 6zelligi gosterir (44-51).

Hava Aritma(NOy, SOy, Co, Formaldehit)

A

Su Koku Aritma
Aritma(Organik (Titiin kokusu, ¢op kokusu, aldehit
klortirler,nisasta, amonyak, kiikiirtlii bilesikler, kloroform

boya) \ / p-diklorbenzen, gazyagi, hidrojen)

Fotokatalitik

Nano TiO2

Sterilizasyon Toprak Kirliligi
(Bakteri,

mantar, algler, (Yag, yagmur lekesi, kenc‘li .kendini
mikroplu temizleme, bugu dnleyici)

ortam)

Sekil 4. Fotokatalitik nano TiO2’ in uygulama alanlar:
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HUCRE KULTURU

Hiicrelerin uygun bir besi ortaminda in vitro olarak ¢ogaltilmasi hiicre kiiltiirii olarak
tanmimlanir. Belirli bir takim maddelerin etkisini incelemek, hiicreler tarafindan tretilen ve
yasam ortamlarina salinan ¢esitli maddelerin etkilerini arastirmak amaciyla belirli bir hiicre
serisinden Tlretilen hiicrelerle yapilan c¢alismalar, in vitro g¢aligmalar olarak tanimlanir.
Gliniimiizde in vitro ¢alismalar oldukca gelismis ve beraberinde biyoteknolojinin gelismesine
de katk1 saglamistir (52).

Hiicre biyolojisi, genetik miihendisligi, proteomik, genomik ve kimya miihendisligini
iceren farkl1 disiplinlerle hizmet eden hiicre kiiltiirii teknolojisi, arastiricilara in vitro ortamda
hiicre ve doku davraniglarini aragtirma imkani saglamaktadir (53,54).

Genetik miihendisligi ve rekombinant DNA teknolojisinin yayginlagmasi hiicre
kiiltiirinde bir¢ok firliniin iiretilmesini elverisli kilmustir. Cesitli hiicre serilerinde bircok
vektor, dogal ve modifiye insan proteinlerinin {iretiminde kullanilir. Hiicre mekanizmasi
mithendisligi protein iirlinlerinin stabilitesinde, etkinliginde ve biyolojik aktivitesinde
modifikasyona olanak verir. Hiicre kiiltiirii teknolojisindeki gelismeler doku miihendisligine

ulasan yolu agmustir (55).

Hiicre Kiiltiirlerinin Kullanim Alanlar:

[laglarin metabolize olmasinda rol oynayan enzim sistemlerinin ve enzim aktivitesini
etkileyebilecek unsurlarin belirlenmesi, ilag metabolizmasi sonucunda ortaya ¢ikan
metabolitlerin toksik etkilerinin arastirilmasi, ilacin metabolik yikilma siiresinin ve birbirleri
ile etkilesim derecesinin tespit edilmesi ile birlikte ila¢ metabolizmasinda genetik, yas, ¢cevre
ve hastalik etkenlerinin incelenmesi alanlarinda hiicre kiiltiirii  teknolojilerinden

yararlanilmaktadir(56).

Toksisite Arastirmalarindaki Hiicre Kiiltiiriiniin Onemi

Hiicre kiiltiiri ¢alismalari; kimyasal maddelerin muhtemel toksik etkilerinin in vitro
ortamda deri, karaciger gibi spesifik doku hiicreleri lizerinde incelenmesine olanak saglama,
toksisite mekanizmalariin hiicreler iizerinde aydinlatilmasi konusunda imkan sunma, deney
hayvanlarin kullanimini azaltarak gereksiz deney hayvani kullanimini engelleme ve tiirler
aras1 farklilig1 ortadan kaldirma gibi konularda avantajlar saglamaktadir. Bununla birlikte
hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, hiicrelerin in vitro ortamdaki yasam siirelerinin kisa olusu,

yagsamalar1 i¢in bazi kofaktorlere gereksinim duymalari, enzim stabilitelerinin sinirli olusu,
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cok faktorlii ila¢ metabolizmasi calismalari i¢in uygun olmamalar (tek sistemli olmalari)

acisindan beraberlerinde bazi dezavantajlarida getirmektedir (57).

Bashica Hiicre Kiiltiir Tipleri
Bu hiicre kiiltiirleri ¢ok farkli kaynaklardan elde edilebilir. Hiicre kiiltiirleri elde edilis

bicimleri ve pasajlama sayilar1 dikkate alindiginda ii¢ sekilde incelenir (58).

a) Primer hiicre Kiiltiirii: Tripsin kullanilmasi ile dokulardan izole edilen hiicrelerin
in vitro ortamlarda ¢ogaltilmalar ile olusturulan kiiltlirlerdir. Genel olarak bu kiiltiirler birkag

pasajdan sonra ¢ogalma yeteneklerini kaybederler.

b) Sekonder hiicre kiiltiirii: Diploid hiicrelerden elde edilen sekonder hiicre kiiltiirii
hiicreleri en fazla 50 kez pasajlanabilirler ve normal kromozom sayisina sahip hiicrelerden

olusur.

¢) Siirekli hiicre kiiltiirii: Sonsuz ilireme yetenegine sahip bu hiicreler genel olarak
habis tiimorlerden elde edilirler ve sonsuz pasajlanabilme 6zelligi gosterirler. Bu hiicreler in

vitro ortamda degisiklige ugrarlar ve kromozom sayilar1 degisiklik gosterir.

T/G HA VSMC (Aort Diiz Kas Hiicresi)

Diiz kas hiicreleri, kan damarlarinin histolojik tabakalarindan birisi olan Tunika media
tabakasini olusturan énemli hiicrelerdir. Bu hiicreler mezenkimal hiicrelerin diferansiyasyonu
ile meydana gelirler. Endotel hiicrelerinden salgilanan mediatdrler diferansiyonun
gerceklesmesinde rol oynar. Anjiyogenezde, vaskiiler diiz kas hiicreleri, mezenkimal
hiicrelerin diferansiyasyonu ile ya da mevcut vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi sonucu
meydana gelebilmektedir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, canli organizmalarda gozlenen iki fenotopi
bulunmaktadir.

1. Kasilabilme 6zelligi gosteren vaskiiler diiz kas hiicreleri

2. Sentetik tip vaskiiler diiz kas hiicreleri

Yetigkin  vaskiiler diiz kas hiicreleri, kasilabilme 0Ozelligi gosterirler ve
sitoplazmalarinin %75°ni kasilip gevseme yetenegine sahip proteinler olusturur. Ancak bu
hiicreler kiiltiire edildiklerinde sentetik tipteki hiicrelere doniisebilmektedirler. Sentetik tipteki

hiicreler embriyonal gelisim siirecinde gen¢ damarlarda bulunmaktadir. Bu hiicreler
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sitoplazmalarinda ¢ok sayida endoplazmik retikulum ve golgi aygiti bulundururlar. Ancak
aktin ve miyozin gibi kasilip gevseme yetenegine sahip proteinleri az bulundururlar. Ayni
zamanda bu hiicreler yogun olarak kollajen ve elastik lifleri sentezleme yetenegine sahiptirler.
Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kasilip gevseme yeteneklerini kaybederek sentetik tipe
degisimleri arteriogenezde 6nem tagimaktadir (59).

T/G HA VSMC hiicreleri insandan (Homo sapiens) elde edilmis normal aort beyaz kas
hiicreleridirler (Sekil 5). Fibroblast goriiniimiinde olan bu hiicreler yapiskandirlar. 46, XX
karyotipine sahiptir. Normal insan genotipine sahip bu hiicrelerin % 0.8’inde poliploidi
gozlemlenmektedir. Herhangi bir kromozom degisimleri yoktur ve iki X kromozomu da
normaldir (60,61).

ATCC Number: CRL-1999
Designation: T/G HA-VSMC
> ——

Low Density Scale Bar

Sekil 5. T/G HA VSMC hiicre hatti (60, 61, 62)

Hiicre Kiiltiirii Cahismalarinda Dikkat Edilmesi Gereken Konular
Hiicre kiiltiirlerinde g¢alisilan ortamlarin mikroorganizmalardan arindirilmasi (asepsi)
oldukg¢a onemlidir. Asepsinin saglanmasi ve hiicre hattinin igeriginin muhafaza edilmesi igin

dikkat edilmesi gereken bazi kurallar mevcuttur (63).

Bu kurallar su sekilde siralanabilir:

1. Calisilacak hiicre hattinin icerigi ¢alisma dncesinde mutlaka dogrulanmalidir.

2. Subkiltiir oOncesinde ve sonrasinda hiicrelerin yapisin1 standart fotograflar
kullanilarak degerlendirilmelidir.

3. Her hiicre hatti i¢in, ayr1 bir vasat tercih edilmelidir.

4. Hiicre kiltir flasklari, vasatlari ve besi ortamlarinin muhafaza edildigi siseler her

bir hiicre hatt1 i¢in 6zel olmalidir.
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5. Kullanilan pipetler tek hullanimlik olmalidir. Hiicre igeren bir flaska sokulan pipet
bir daha kullanilmamalidir. Her zaman tikacl pipetler tercih edilmelidir.
6. Hiicre hatlarinda mikoplazma kontaminasyonun olup olmadigi mutlaka kontrol

edilmelidir.

Hiicre Kiiltiir Ortamimin Genel Ozellikleri
Kiiltiire alinan hiicreler steril bir ortama ve bazi besin 6gelerine ihtiyag duyarlar. Her

seyden Once kiiltlir ortami, pH ve sicaklik agisindan kararli olmalidir.

Tampon sistemleri: Besi ortami bilesenleri, hiicreler agisindan saglikli biiyiime
ortaminin saglanmasi icin Onemlidir. Hiicrenin osmotik basincinin diizenlenmesinde rol
oynayan sodyum, kalsiyum ve potasyum iyonlarinin tampon sistemleri i¢indeki varliklar1 ve
konsantrasyonlar1 6nem tagimaktadir. Bu iyonlarla birlikte besi ortamlarinda, inorganik tuzlar,
aminoasitler, karbonhidratlar, vitaminler, peptitler, proteinler, yag asitleri, lipitler ve serumlar
yer almaktadir.

Kiiltlir ortaminin pH’s1 oldukca énemlidir. Bir ¢ok hiicrenin en iyi gelisim gosterdigi
pH aralig1 7,2 - 7,4°dir. Ureme ortamlarindaki uygun pH sinitlarin1 dengede tutmak amaci ile
en sik olarak iki ayr1 sistem kullanilmaktadir. Bu sistemler;

1. Dogal tampon sistemi olan CO2 gazi1 CO3; / HCO3 tampon sistemi

2. HEPES(4-(2-hidroksietil)-1-piperazinethansulfonik asid) adi verilen 6zel bir
kimyasal tampon ile saglanur.

Dogal bikarbonat (HCO3) - CO, tampon sistemleri CO» inkiibatoriinde %5 - 10’luk
COs atmosfer ile birlikte kullanilir. CO3 - CO» hiicreler icin toksik etki yaratmaz. HEPES ise,
cok yiiksek tampon kapasitesine sahip olmasina ragmen 7,2 - 7,4 pH araligindadir ve yliksek
konsantrasyonlari toksik etki gosterebilir. Bu tampon sisteminde, ayrica gaz atmosfere ihtiyag

yoktur (55).

Temel besiyeri bilesenleri: Gilinlimiizde hayvan hiicrelerinin kiiltiirii i¢in ¢ok sayida
formiilasyon bulunmaktadir. Hangi formiilasyonun kullanilacagi kiiltlirii yapilacak olan
hiicreler ile iliskili olarak degisebilmektedir. Bu besiyerinin igerikleri karbonhidrat,
aminoasitler, tuzlar, vitaminler, hormonlar ve biiylime unsurlarmi gibi kompleks
karisimlardan olusmaktadir.

Besiyeri, plazma ve embriyonik ekstraktlar gibi ¢esitli biyolojik sivilarda hayvan

hiicrelerinin biiyiitiilmesine dayanmaktadir. Kimyasal olarak icerigi bilinmeyen besiyerlerinin
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kullanilmast ¢esitli ve duyarli kontaminasyonlar bakimindan dezavantajlara sebep
oldugundan, bu durum kimyasal igerigi belli olan kiiltiir besiyerlerinin gelistirilmesine yol
acmistir.

Hiicre c¢ogalmasi i¢in gerekli olan esansiyel bilesiklerin bulunmasi besiyeri
caligmalarinda alternatif gelismelere yol agmustir. Gilinlimiizde Eagle’in temel besiyeri
(Eagle’s basal medium — BME) BME nin, modifiye edilmesiyle iiretilmis olan, EMEM, (64),
Glasgow’un Eagle’dan modifiye besiyeri (Glasgow’s modification of Eagle’s medium-
GMEM), Joklik’in Eagle’den modifiye besiyeri (Joklik’s modified of Eagle’s medium), kiiltiir
siispansiyonu i¢in gerekli biiylime besiyeridir (65). Alpha’nin Eagle’den modifiye besiyeri,
melez fare - hamster hiicrelerinin ribozomunda calismak amaciyla kullanilan besiyerleri
arasindadir (66). Bunlarin disinda, McCoy’un 5A besiyeri, besiyeri 199°dan aminoasit ve
vitamin karisimi ile BME’den temel alinarak {iretilmistir. Bu besiyeri McCoy ve arkadaslari
tarafindan formiile edilmis (67) ve sonra Hsu ve Kellogg (68) ile Iwakata ve Grace (69)
tarfindan modifiye edilerek kullanima sunulmuslardir. Sonraki modifikasyonlarda L-alanin
yerine D-alanin tercih edilerek McCoy’un besi yeri klonlanmis hiicrelerin standart besiyeri
olarak kullanilmaya baglanmistir (67, 70).

Serum igermeyen formiilasyonlarin kullanimi i¢in ¢ok sayida kompleks besiyeri
gelistirilmistir. Bu besiyerleri arasinda Bigger’s besiyeri (71), Connaught Medical Research
Laboratories- (CMRL) 1066 besiyeri (72) bulunmaktadir. Ayrica eRDF, RPMI 1640: DMEM:
F12 (2 : 1 : 1) karistmidir. Hiicre kiiltiirtinde farkl: tiir hiicrelerin birlesmesiyle meydana gelen
melez hiicre klonlarini desteklemek i¢in bulunmug serum olmayan formiilasyondur (73).

Standart besiyeri formiilasyonlar1 hem sivi hem de toz olarak ticari {ireticilerden satin
almabilir. Sivi formlar1t x1 ya da x10 konsantrasyonlarda satisa sunulmaktadir ve ihtiyag
duyulan sonraki seyretme steril saf su ile yapilir. Alternatif olarak 6zellikle fazla miktarda besi
yerine ihtiya¢ duyuldugunda toz besiyeri kullanilabilir. Bu durumda toz besiyeri saf suda
¢oziilmeli ve 0,22 pm filtreden gegirilerek steril hale getirilmelidir. Steril sodyumbikarbonat,
antibiyotikler ve glutamin c¢ogu zaman besiyerinin sterilizasyonundan sonra eklenir.
Antibiyotikler hiicre kiiltlirlerinde ortaya ¢ikabilecek olan kontaminasyon riskini ortadan
kaldirmak amaciyla kullanilmaktadirlar (55). Besi ortamlarina ilave edilen antibiyotiklerin
konsantrasyonlar1 amaca yonelik olarak degisiklik gostermektedir. Gram pozitif bakterilerin
gelisimini engellemek amaciyla 100 IU/ml Penisilin, gram negatif bakterilerin gelisimini
engellemek amaciyla 50 pg/ml Streptomycin kulanilmaktadir. Ayrica 25 pg/ml Amphoterisin-

B antifungal olarak ilave edilmektedir.
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Hiicre kiiltiirii ortamina ilave edilen karbonhidratlar genelde glukoz ve galaktoz
olmakla beraber besi ortaminda maltoz ve fruktoz da kullanilabilir. Karbonhidratlar besi
ortaminda 1 g/L ve daha karmasik besi ortaminda ise 4,5 g/L konsantrasyonda kullanilabilir.

Hiicre kiiltiir ortaminda bulunan bir diger bilesen de bir serin proteaz tipi enzim olan
tripsindir. Hiicre pasajlamalarinda kullanilan tripsin, lizin ve arjinin aminoasitleri arasindaki
peptit bagini kirar. Hiicre kiiltiirlerinde kullanilan serum tripsin inhibitorlerine sahiptir. Bu
yiizden hiicreler tripsine maruz birakilmadan 6nce mutlaka bir kere Ca ve Mg bulundurmayan
fosfat tampon tuzu (PBS) ile yikanmali ve yiizeylerindeki serum uzaklastirilmalidir (74).

Kiiltiir ortaminda biiyliyen hiicreler agisindan serum oldukc¢a Onemlidir. Kiiltiir
besiyerine % 5 - 10 konsantrasyonda serum ilave edilene kadar biiylimenin gergeklesmedigi
gOriilmiistiir. Serumun niteligi hiicrelerin gelisimi agisindan oldukca dnemlidir.

Hiicre biliylimesi icin en sik olarak f6tal sigir serumu kullanilmaktadir. Fotal sigir
serumu embriyonik bliylime faktorii igermesi sebebiyle siklikla tercih edilmektedir (55).
Hiicre kiiltiir ortaminda ki serum ayn1 zamanda ¢ok 6nemli bir vitamin kaynagidir. Vitaminler
besi ortaminin zenginlestirilmesinde kullanilirlar. Bazi besi ortamlari, A ve E vitaminlerine
ihtiyag¢ duyabilirler. B grubu vitaminler, hiicre gelisiminde biiylik 6nem arz etmektedir.

Ayrica serum, protein ve lipitler gibi besi degerlerini igerebilir. En yaygin kullanilan
protein ve peptitler; albumin, transferrin, fibronektin ve fetuindir. Bunlar besi ortamina serum
ile ilave edilirler. Ancak serum bulundurmayan ortamlarda protein ve lipitlerin mutlaka yer
almas1 gerekir. Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda siklikla kullanilan aminoasitler Tablo 3’ de
gosterilmistir. Ozellesmis hiicreler kolesterol ve steroidlere ihtiya¢ duyabilirler. Besi ortami

i¢cinde, ¢inko, bakir, selenyum ve trikarboksilik asit gibi eser elementler bulunabilir (75).
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Tablo 3. Memeli hiicre sistemleri i¢cin temel ve temel olmayan amino asitler

Temel Amino Asitler Temel Olmayan Amino Asitler
Metiyonin Glisin
Fenilalanin Prolin
Triptofan Serin
Valin & Tirozin
Glutamin S Alanin

% Izoldsin Asparajin

< Losin Sistin
= Aspartik Asit
:-3 Glutamik Asit
=

= | Lizin 2 Histidin

3 3 Arjinin

Q Q

HUCRELERDE TOKSISITENIN GOSTERILMESI

Sitotoksisite Testleri

Hiicre canliligimmi ve g¢ogalmasii belirlemek i¢in metodlar arasinda en kullanish
olanlar, 96 kuyucuklu plakalarin kullanildigi modern deneylerdir. Bu metodlar ile bir¢ok
ornek aynmi anda ve hizli analiz edilmektedir. Sitotoksisite deneyleri farkli parametreleri
kullanarak hiicre oOliimiinii ve ¢ogaliminmi tespit eden caligmalardir (76). Sitotoksisite,
kimyasallarin ~ hiicreler ~ ve  dokular  iizerindeki  aktivasyon = mekanizmasinin
degerlendirilmesinde onemli bir faktordiir. Sitotoksisitenin karsinogenesis ve inflasyonun da
icinde bulundugu patolojik proseslerde etkin bir sekilde goérev aldigi varsayilmaktadir.
Sitotoksisite serbest radikaller, irritanlar ve genotoksinlerinde i¢inde bulundugu diger
ajanlarin aktivitelerinde etkilidir. Sitotoksisite testleri, toksik oldugu varsayilan maddelerin,
belli kiiltiirler kullanilarak, hiicre biiylimesi ve hiicre hasar1 iizerindeki etkileri gdz Oniine
alinarak degerlendirmenin yapilmasina olanak veren testlerdir . Bu test sistemleri; hiicresel
hasarin belirlenmesi, hiicre biiylimesinin gozlemlenmesi ve hiicre metabolizmasinin
degerlendirilmesi acgisindan sonuglar sunmaktadir. In vitro testler; sitotoksisiteyi, metabolik
veya diger hiicre fonksiyonlarmi ve genotoksisiteyi degerlendirmede fayda saglarlar bu
anlamda ii¢ grup altinda toplanirlar (77).

In vitro sitotoksisite testleri, hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, membran segici

gecirgenligi, DNA sentezi ya da hiicresel metabolizma gibi toksisiteyi saglayan gosterge
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parametrelerinin Ol¢lilmesine dayanir. Notral Kirmizi (Neutral Red - NR) ve MTT deneyleri
monolayer kiiltiirlerde sitotoksisite dl¢timleri ya da toksik madde varliginda hiicre canliliginin
Olclilmesinde ¢ogunlukla kullanilan metodlardir (78).

Sitotoksisitenin in vitro testler ile degerlendirilmesindeki en 6nemli noktalardan birisi
toksisite testleri i¢in kullanilan hayvanlar1 disarida birakmasidir. Bunun yani sira hiicre ya da
organin toksik etkiye karst mekanizmasinin tespit edilebilmesidir. Tiim bunlarin sonucunda
yeni {riinlerin toksisitesinin in vitro metodlarla {iretimin erken evrelerinde tespit edilebilmesi
harcanan paradan ve zamandan tasarruf saglamaktadir (76). Ancak in vitro testlerin baslica
dezavantajlari, organizmanin disinda gerceklestirildikleri igin, viicutta biyolojik yaniti

olusturan bir¢ok etkilesimin mevcut olmamasidir (79).

Notral kirmizi alim sitotoksisite testi: Notral kirmizi testi kalorimetrik bir metodtur.
Bu metodun esas1 notral kirmizisinin (3-amino-7-dimetilamino-2-metil fenozin hidroklorid)
lizozomlarda biriken, anyonik yapilara tutunmasina dayanir. Notral kirmizisinin anyonik
yapilara olan ilgisi katyonik 6zellikte olmasi ile agiklanir (80,81,82). Hiicre yiizeyindeki veya
hassas lizozom membranin bozulmast sonucu, boyanin alimini ve baglanmasini azaltir.
Boylece canli, hasarli veya 6lii hiicreler birbirinden ayrilir (83,84). Notral kirmizi boyasi

canli, hasar gormemis hiicrelerin lizozomlarinda yogun olarak toplanmaktadir (85).

Mitokondrial aktiviteye dayali MTT testi: MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium) testi, hiicre kiiltiirlinde indirekt olarak hiicre biiylimesi ve hiicre 6limiinii
belirlemek amaciyla kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. MTT, mitokondrilerde gerceklesen
reaksiyon ile koyu mor renkli, suda ¢oziinmeyen formazan tirliniine indirgenen sar1 renkli bir
boyadir (86). MTT testi, diger yontemler ile karsilastirildiginda, maliyet acisindan uygun
olmasi tekrarlanabilir olmas1 ve kolay bir yontem olmasi bakimindan Ustiinliikleri nedeniyle
tercih edilen bir yontemdir (87,88,89).

Bu metod ile canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenazin
MTT boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayabilmesi prensibine dayanmaktadir. Meydana
gelen reaksiyon frajil bir mitokondriyal enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin
aktivitesine baghdir. Olusan koyu mor renkli formazan tuzunun yogunluguna bagh
kolorimetrik olarak Ol¢iilen deger, canli hiicre sayis1 ile dogru orantili olarak degerlendirilir
(90). Canli ve mitokondriyal fonksiyonlari bozulmamis hiicreler boya ile mor renkte
boyanmakta, canliligini yitirmis, fonksiyon gerceklestiremeyen mitokondrilere sahip hiicreler

ise boyanmamaktadir.
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Genel olarak yontem oOncelikle hiicrelerin MTT boyas1 ile inkiibe edilmeleri,
inkiibasyon siiresi sonunda olusan ¢okelme reaksiyon iiriiniiniin ¢oziiniir hale gelmesi ve bu

irlinlin kolorimetrik olarak ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

7 N\ 4N 7 mitokondrial indirgenme;— N NH
|\ -::_l- {: | o . /i \"\'.. i
A==/ * M N N \ N=)
B | :‘}
5 ff 'I
MTT (3-(4.5-dimetiltriazol- 2-i)-2,5- (2E.47)-(4,5 Dimetiltiazol-2-il)-3-5-
difeniltetrazolyum) difenil formazan

Sekil 6. MTT’ nin formazana doniisiimii (91)

GENOTOKSISITE

Genotoksisite, kimyasal, fiziksel veya biyolojik maddelerin genetik materyalde yol
act1ig1 hasardir (92). Bir ¢ok kimyasal ajan ve besin maddesi direk yada indirek olarak DNA
tizerinde genotoksik etkiye yol agmaktadir (93). Genotoksisite, DNA yapisinda gbzlenen
DNA kiriklari, nokta mutasyonlar, kromozom yapis1 ve sayis1 hasarlarinin tanimlanmasi igin
kullanilan bir ifadedir. Genotoksik etki ise, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu esnasinda
genotoksik maddelerin, bu olaylar1 kontrol eden enzimlerin aktiviteleri iizerine etki ederek
DNA hasari ya da DNA’nin isleyisinde degisimlere yol agmasini ifade eder (94).

Genotoksisite testleri 1970 lerden gilinlimiize kadar geliserek farklilagmistir.
Giintimiizde mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik etkilerini 6l¢ebilmek amaciyla
gelistirilmis ¢cok sayida genotoksisite testi bulunmaktadir. Bu testler arasinda;

1. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi,

2. Ames testi,

3. Kromozom anormallikleri (KA) testi,

4. Comet testi,

5. Mikroniikleus (MN) testi

6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yer almaktadir.
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POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PCR)

1985 yilinda Erlich, Mullis ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen PCR 6zel bir DNA
dizisini ¢ogaltilmasinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Gliniimiizde genotoksisitenin
gen diizeyinde degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. PCR’in  mevcut
bilesenleri; amplifiye edilecek kalip DNA, bu kalip DNA’nin komplimenteri (cDNA) dizisi
olacak bigimde secilmis ve genelde 20 bazlik sentetik oligoniikleotid primerleri ve Taq DNA
polimerazdir. Kofaktdr olarak Mg*? iyonu kullanilmaktadir. Reaksiyonda kullanilan dATP,
dGTP, dTTP, dCTP 2’den ibaret olan dNTPler Tag DNA polimerazin substratini olustururlar.
Yeni sentezlenen DNA zincirinin uzamast primerler ile baslatilan ve Taq polimeraz
tarafindan dNTP’lerin eklenmesiyle saglanir. Hedef DNA’nin ¢ogaltilmast genelde 20-40
PCR dongiisiiyle gerceklesir. Her bir dongii farkli sicakliklari birbirinden farkli olan 3
asamadan olusur. Bunlar kalip olarak kullanilan ¢ift zincirli DNA dizisinin ag¢ildig1 ve tek
zincir halini aldig1 denatiirasyon, 50-60°C arasinda meydana gelen tek zincirli kalip DNA nin
primerlerle birlesme sathasidir. DNA polimeraz enziminin maksimum aktivite gosterdigi
72°C de meydana gelen uzama sathasidir. Boylece ortamda bulunan Taq polimeraz tek sarmal
primerle baslar ve ortamdaki ANTP’lerin harcanmasiyla zincirin uzamasimi katalizler bu 3

asamanin 20-40 dongii olarak tekrarlanmasiyla siire¢ devam eder.

PCR’ 1n Uygulama Alanlan

PCR uygulamasi DNA klonlanmasindan daha az zahmetli ve kisa siirmesi nedeniyle
tercih edilen bir uygulamadir. PCR Kklinik alanda kullanimlarma ek farkli disiplinler
tarafindanda yaygin kullanima sahiptir (95). Bunlar 6zetlendiginde;

1. Hemofili gibi kalitsal hastaliklarin teshisinde yaygin olarak PCR uygulamalarindan
yararlanilmaktadir. Hasta genlerindeki bozukluklar ve tastyicilar bu sayede belirlenir.

2. Kanser arastirmalarinda mutasyonlar PCR teknolojisiyle aydinlatilabilir.

3. Adli tip arastirmalarinda; suclu kisilerin belirlenmesinde ya da babalik testinde
kullanilmaktadir.

4. Biyoteknolojik olarak rekombinant proteinlerin ve rekombinant asilarin
tiretilmesinde tercih edilir.

Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); retro viriislerden elde
edilen revers transkriptaz enziminin kullanilmasiyla izolasyonu yapilan RNA molekiillerinden
cDNA’nin sentezlenmesi ve bu cDNA {izerinden gen ekspresyon analizlerinin yapilmasina

olanak veren hassas ve sik kullanilan bir yontemdir (96).
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Farkli dokulardan basarilt RNA izolasyonu, RT-PCR ve Real Time PCR tekniklerde
dogru sonuglarin alinmasinda sonuglarin dogru degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir (97).

RT-PCR sonuglarinin saglikli olabilmesi i¢in uygun primerlerin ve tamponun
secilmesi, dongii sayisinin dogru belirlenmesi, yiiksek saflikta izolasyonun yapilmasi ve

kaliplarin dogru hazirlanmasi 6nemlidir (98).

ISI SOK PROTEINLERI

Is1 sok proteinleri ilk kez Drosophila melanogaster’in tiikiiriik bezi kromozomlarinda
Ritossa ve ark. (99) tarafindan 1962 yilinda tanimlanmistir. 1974 yilinda da Tissieres ve ark.
(100) tarafindan “Is1 soku ile artan gen {iriinii” olarak ifade edilmistir. Is1 sok proteinleri
ailesinin lyeleri, evrimsel siire¢ icerisinde hem prokaryotlarda hemde dkaryotlarda oldukga
iyl korunmuslardir. Hiicre igerisinde strese bagl olarak devamli olarak sentezlenmektedirler
(101). Is1 sok proteinleri, molekiil agirliklarina gore bazi alt gruplara ayrilirlar. Bu gruplarin
icinde en iyi taninanlar1t HSP60 ve HSP70 proteinleridir. Bu grubun tiyeleri farkli 6zellikleri
acisindan birbirlerine benzemektedir ve temel gorevleri proteinlerin endoplazmik retikulum
matriksinde dogru katlanmalarini saglamaktir (102). Is1 sok proteinleri hiicrede, biiyiime,
farklilagsma, boliinme, hiicre oliimii de dahil olmak iizere bir ¢ok metabolik olayda rol
oynamaktadir. Is1 sok proteinlerinin en 6nemli fonksiyonlarindan birisi immiin cevabin
olusmasindaki etkileridir. Geligen bir enfeksiyona karsi antijen olarak gorev yaparlar (103).
Ayn1 zamanda, 1s1 sok proteinlerin diger proteinlerle etkileserek onlarin fonksiyon ve
yapilarin1 degistirebilme 6zelligi tagirlar. HSP60 ve HSP70 ailelerinin bireyleri, hiicre igi
polipeptidlerin katlanmalarinda, agilmalarinda ve tasinmalarinda , oliogomerik protein
komplekslerin toplanmasinda, birlesme ve ayrilmalarinda da rol alirlar. Bu sayede proteinlerin
sitoplazmik proteinlerin mitokondri, kloroplast veya endoplazmik retikuluma tasinarak
organellerin i¢inde dogru katlanmalarini saglarlar (104).

HSP70 Proteinin Hiicredeki Gorevleri

HSP70 ailesinin hiicredeki gorevleri asagidaki gibi siralanabilir:
. Proteinlerin hiicre i¢inde tasinmasina
. Sitozol, endoplazmik retikulum, mitokondrideki proteinlerin katlanmasina
. Kararsiz proteinlerin yikimina
. Protein komplekslerinin ¢oziinmesine
. Protein agregasyonunun engellenmesine

. Bozuk katli proteinlerin yeniden katlanmasina

N N R W N =

. Programl1 hiicre 6liimiine (apoptosis) yardimci olurlar (105).

22



HSP70 Proteininin Yapisi

Hsp70 proteini, proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarin1 kazanmalar1 ve bu yapilarin
korumalarin1 saglar. Bu proteinler sentezlenmis proteinlerin dogru konfigiirasyonu
kazanmalarinda ve bu yapilarin1 korumada, agregasyonun onlenmesinde gorev yaparak
hiicreyi stresten korurlar. Is1 sok proteinleri stres faktorlerine yanit olarak prokaryotik ve
Okaryotik canlilarda iiretilir. Bu protein translasyon, membranlar arasinda protein tagima ve
klatrin parcalanmasi gibi hiicresel gorevlerine ilaveten ii¢ilinciil yapilarina kismi olarak erigsmis
proteinlere baglanip agregasyonu Onleyerek hiicreleri stresten korur. Tim bu farkl
fonksiyonlar substratin proteine baglanma ve salinmasina bagli olarak diizenlenmistir.
HSP70’ler; 44 kDa’lik ATPaz domain, 18 kD’lik substrat baglanma domain ve 10 kDa’lik C-
terminali olmak tizere ii¢ domainden olusur (105).

1. N- ucu ATPaz domaini: Bu bolge ATP’ye baglanarak, ADP’ye hidrolize olmasin
ve ATP’den ADP’ye doniisiim, yapisal degisim igin gerekli enerjiyi saglamaktadir.

2. Substrat baglanma domaini: Notral ve hidrofobik aminoasit rezidiilerine yiiksek
afinite gdsteren bu alan aracilifiyla peptidlerle etkilesim kurulmasi gerceklestirilmektedir.

3. C- ucu domaini: Bu bdlge substrat baglanma alani olusturmaktadir. HSP70
proteinine ATP bagli oldugunda C-ucu domaini agik olmakta, peptidler hizla proteine
baglanmakta ve ayrilmakta iken, ADP bagli oldugunda C- ucu domaini kapali durumda olup

peptidler substrat baglanma alanina sikica tutturulmaktadir (105).

Antioksidan Savunma Sistemi

ROS olusumunu engellemek, bunlara bagli olusan hasarin Onlenmesini ve
detoksifikasyonu saglamak {izere viicutta gorev yapan savunma sistemleri “antioksidan
savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” olarak adlandirilmaktadir. Antioksidanlar,
radikallerle olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girerek otooksidasyon/ peroksidasyonun
ilerlemesini O6nleyen maddelerdir. Antioksidanlarin rolleri arasinda serbest radikallerin
fazlasini etkisizlestirmek, serbest radikallerin toksik etkilerine karsi hiicreleri korumak ve
hastaliklar1 Onlemede katki saglamak sayilabilir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek ya da ROS’u siipiirerek hiicreyi lipit peroksidasyonunun toksik
etkilerine kars1 korurlar (106,107).

Normal fizyolojik kosullarda reaktif tiirlerin olusumu farkli enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar tarafindan siki bir sekilde diizenlenirken, ROS'un fazla iiretilmesi
oksidatif stresle sonuglanir; oksidatif stres, lipidler ve membranlar, proteinler ve DNA da

dahil olmak iizere hiicre yapilarinda hasarin 6nemli aracisidir (108).

23



Glutatyon (GSH): Glutatyon, diisilk molekiil agirliga sahip, ¢oziinebilir 6nemli bir
antioksidandir. Glutamik asit, sistein, ve glisin aminoasitlerinden olusan GSH, karacigerde
yogun olarak sentezlenmektedir. Hiicre metabolizmasinda ve hiicre yapisinin korunmasinda
rol oynayan esansiyel bir bilesiktir. Glutatyon hiicreyi oksidatif hasara ve serbest radikallere
kars1 korur ve sonug olarak serbest radikallerin toksik etkilerini azaltir. Hidroksil radikalleri
ile singlet oksijenin temizlenmesinde fonksiyon yapar (108). Tiim bunlarin yaninda Glutatyon
peroksidaz (GPx), (EC 1.11.1.9) ile birlikte enzimatik olarak da faaliyet gosterir. Ayrica bir
cok enzimin kofaktoriidiir. Glutatyon, hiicrelerde DNA ve protein sentezinde, aminoasitlerin
tasinmasinda, E ve C vitaminleri gibi 6nemli antioksidanlarin aktif formlarinin korunmasinda

rol oynar (109,110).

Katalaz: (CAT, E.C.1.11.1.6): H»O2’nin varhigmi 1811°de Thenard tarafindan
kanitlamis ve canli dokularda H>O> doniisiimiiniin 6zel bir madde tarafindan yapildigini
belirtmistir. 1863’te  Schonbein tarafindan bu maddenin bir enzim oldugu ifade
edilmistir(111). CAT, antioksidatif potansiyel etkisinden dolay1 iizerinde yogun olarak
caligilan bir enzimdir. (112).

CAT, hemen hemen tiim aerobik hiicrelerin peroksizomlarinda bulunan ve hiicreleri
hidrojen peroksitin toksik etkilerinden koruyan bir enzimdir. Bu koruyuculugunu, hidrojen
peroksiti molekiiler hicbir serbest radikal olusturmaksizin oksijene ve suya parcalayarak
saglar.

2 H2O» CAT 2 H,O + Oy

[
»

CAT tetramerik bir yapiya sahiptir. Her bir monomer, aktivite i¢in gerekli olan
prostetik grup olarak; merkezinde demir iyonu bulunan protoporfirin halkas: bi¢iminde bir
Hem grubuna sahiptir. CAT monomerlerinin her birinde bulunan nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADP) molekiilii, katalaz1 H>O»’nin oksitleyici etkisinden korur. Katalaz,
biiyiik Olclide peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde ve daha az olarak mitokondri ve
endoplazmik retikulumda bulunur. Katalaz Kkatalitik aktivitesini, iki asamadan
gerceklestirmektedir(106,113,114).

H,0, + (Fe**- Katalaz ) H,O + (O=Fe**- Katalaz)

H,0; + (O=Fe™-Katalaz)  H»O + (Fe"-Katalaz) +O»
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Siiperoksit dismutaz: (SOD, EC 1.15.1.1) : Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit
radikalinin (O*") hidrojen peroksit (H202) ve oksijene (O2) déniisiimiinii katalizleyen katalitik
aktivitesi son derece yliksek olan oksidatif strese karsi hiicreleri korumada ve DNA hasarini
engellemede etkili antioksidan bir enzimdir. Bagslica fonksiyonu, dokularda ve hiicrelerde
olusan ROS’nin zararli etkilerini yok etmektir. SOD enzimi, ¢ok Onemli bir siiperoksit

stiptiriictistidiir ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk savunma hattini olusturur. (115).

20°"+2H" SOD 02 + H202

»
»

Canli dokularda artan oksijen tiiketimi, SOD aktivitesinde artmalarin sonucu olarak
belirtilir, yani SOD aktivitesi; yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda daha yiiksektir. Bu
savunma mekanizmasi hayati 6nem arz etmektedir, ¢iinkii oksijen konsantrasyonlar1 arttiginda
enzimatik reaksiyonlardan gelen oksijen tiiketen serbest radikallerin iiretimi artar. ROS
metabolizmast ile SOD aktivitesi arasindaki etkilesim, peroksit radikallerinin cesitli
siiflarinin detoksifikasyonunda biiyiik bir rol oynar. SOD’un sahip oldugu metal iyonlarina
gore memelilerde {i¢ izoformu bulunmaktadir. Bunlar, dkaryotik hiicrelerin sitozoliinde ve
¢ekirdeklerinde bulunan dimerik Cu ve Zn igeren Cu-ZnSOD (SODI1), ekstraselular etki
gosteren prokaryotik ve Okaryotik organizmalarin mitokondrilerinde bulunan Mn-SOD
(SOD2) ve SOD’un sadece mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde bulunan ve Fe ihtiva eden
izomeri Fe-SOD (SOD3) diir. Tiim SOD’un tiim izomerleri siiperoksitin dismutasyon
reaksiyonunu katalizlemektedir. Genel olarak hiicrelerde en yogun olarak bulunan SOD1 dir.

(106,116,117,118).
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GEREC ve YONTEMLER

CALISMADA KULLANILAN HUCRE HATLARI

Deneylerde kullanilan T/G HA VSMC (Aort Muscle cell) hiicre hattt Amerikan Tip
Kiiltir Koleksiyonundan (ATCC) satin alinmig, saglikli hiicre hatti olarak 2. pasajlart -150
°C’de muhafaza edilmis olan Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi (TUTAGEM) hiicre koleksiyonundan temin edildi. T/G HA
VSMC Hiicre kiiltiirii uygulamaya gore 75 cm? flasklarda ¢ogaltildi. Hiicrelerin iireme ortami
icin, 200 mL DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential Medium), 200 mL HAM’S F12, 200
mL EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium), % 2-10 FBS (Fetal Bovin Serum), % 1 L-
glutamine, % 1 Penicilin Streptomycin i¢eren kiiltiir medyumu kullanildi. Kullanilan hiicreler

ZEISS (Observer.Z1) mikroskopta goriintiilendi (Sekil 8).
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Sekil 7. T/G HA VSMC hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii (x100)

HUCRELERIN KULTURE ALINMASI ve PASAJLANMASI

Calismamizda kullanilan hiicre hatlarmin  kiiltiire alinmasi ve pasajlanmasi
islemlerinin tiimi steril kiiltiir odasinda ve laminar kabin (Safe Fast Elite (EN 12469 2000))
icerisinde gergeklestirildi. Hiicreler temin edildikten sonra %35 yeni dogan sigir serumu (FBS)
100 1U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin ve %1 L-glutamin igeren EMEM: DMEM:
HAMS F12 besin ortami flasklara ekilerek 37°C de %95 nem ve %5 CO2 igeren etiive
alinmigtir. Hiicrelerin yapigmasi ve diger 6zellikleri OLYMPUS marka invert mikroskop ile
belirli araliklarda kontrol edilmistir. Saglikli olarak cogalan ve flask tabanina yapisan
hiicreler, iicer giin ara ile pasajlanmistir.

Pasajlama isleminin  gergeklestirilmesi esnasinda flaskta bulunan besiyeri
uzaklastirilmis igerisine 37°C sicakliktaki tripsin-EDTA ilave edilerek, hiicrelerin flask
tabanindan kalkmasi i¢in 5 dk. beklenmistir. Hiicrelerin mikroskop tabanindan kalkip
kalmadiklar1 mikroskop ile kontrol edildikten sonra tabandan ayrilan hiicre ve tripsin karigimi
15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 2500g’de 2.5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiigasyon
sonunda silipernatant uzaklastirilarak dipte kalan hiicreler besiyeri ile karistirildiktan sonra

yeni flasklara ekilmistir.

DENEY GRUPLARI ve TiO2 KONSANTRASYONLARI
Calismada partikiil ¢aplari 50-100 nm olan TiO2 nanopartikiilleri kullanildi. Calisma,
iki kontrol ve on deney grubu olmak {izere toplam on iki grup olacak sekilde gergeklestirildi.

500 pg/mL’lik TiO2 ana stok dozu hazirland1 ve bu ana stokdan seri sulandirma yapilarak

0,390 pM, 0,781 pM, 1,562 pM, 3,125 uM, 6,25 pM, 12,5 pM, 25 uM, 50 pM, 100 uM ve
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200 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanan TiO2 nanopartikiil ¢ozeltileri hiicre

kiiltiirtindeki T/G HA VSMC hiicrelerine 24 ve 48 saat siire ile uygulandi.

MTT (3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromid) YONTEMI ile
HUCRE HATLARINA UYGULANACAK MADDE KONSANTRASYONLARININ
BELIRLENMESI

MTT, canli hiicrelerin mitokondri enzimleri tarafindan indirgenen sar1 renkli MTT
maddesi mor renkli suda ¢oziinmeyen kristallere doniistiirmesi esasina dayali kolorimetrik bir
yontemdir. Olusan kristallerin {izerine DMSO’nun eklenmesi ile 492 nm’de absorbans
Olciilerek, belirlenen absorbanslara gore % hiicre canliliklart ve hiicrelerin % 50’sinin canli
kaldig1 doz degerleri hesaplanmaktadir.

MTT Testi Protokolii

Iki adet 96’11 plakalara her bir kuyucuga 180 uL olacak sekilde T/G HA VSMC hiicre
ekimi yapildi. Plakalar ekimi yapilan hiicreler 24 saat siireyle 37°C’de, % 5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki hiicreler iizerine
belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan TiO2 nanopartikiilleri iceren ¢ozeltiden 20 pL
eklendi.

24 ve 48 saatlik uygulama siiresi sonunda, her bir kuyucuga 5 mg/mL olacak sekilde
hazirlanmis olan MTT c¢ozeltisinden 20 uL eklendi. 37°C’de, % 5 CO2’li etiivde 2-4 saat
siiresince inkiibasyona birakild1. iki saatlik siirenin sonunda, kuyucuklarda bulunan hiicreler
tizerindeki medyum plaka, ters ¢evirilerek uzaklastirildi. Plakanin her bir kuyucuga 200 pL
DMSO ilave edildi. Kuyucuklardaki hiicrelerin optik yogunluklart mikroplaka okuyucu
cihazda 492 nm dalga boyunda okundu. Belirlenen absorbans degerlerine gore % hiicre
canliliklar1 ve hiicrelerin % 50’sinin canli kaldig1 doz (LDso) degerleri asagidaki formiile gore

hesaplandi.

% Hiicre Canlihg: Ornek absorbans degeri / Kontrol absorbans degeri * 100

RNA IZOLASYONU
Gen ekspresyonlarinin degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak T/G HA VSMC hiicreleri
3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarmna ekildi. MTT testi

sonucuna gore belirlenmis olan TiO2 nanopartikiilleri kontrol grubu hari¢ tiim kuyucuklara
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uygulandi. Uygulama sonucu elde edilen hiicrelerden toplam RNA izolasyonu RNA izolasyon
Kiti kullanilarak izole edilmistir.

1. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre Kkiiltiirii plaklarinin iizerindeki sivi
uzaklagtirilarak kit igerisinde hazir olarak bulunan %1 merkaptoetanol igeren 500 uL lizis
tamponu ilave edilmis Ve hiicreler ependorf tiiplere alinmigtir.

2. Orneklerden 400 pL almarak iizerlerine 400 pL %70’lik etanol ilave edilerek
vortekslenmistir.

3. Karisim, kitte bulunan kolonlu tiiplere aktarilarak 12.000 g’de 15 saniye santrifiij
edildikten sonra altta kalan s1vi uzaklastirilmustir.

4. Kolon fiizerine yikama tamponu 1’den 700 pL ilave edilerek 12.000 g’de 15 sn
santrifiij edilmis ve altta kalan s1v1 yine uzaklastirilmistir.

5. Kolon iizerine 500 pL yikama tamponu 2’den ilave edilerek 12.000 g’de 15 sn
santrifiij edilmis ve altta kalan siv1 uzaklastirtlmistir.

6. Kolon kurutma amaci ile bos olarak 12.000 g’de 1-2 dk santrifiij edilmis, alttaki tiip
atilarak yeni bir kapakl tiip konulmustur.

7. Kolonun tam ortasina 60 pL RNaz icermeyen su pipetlenmis ve 2 dakika inkiibe
edildikten sonra 2.5 dakika 12.000 g’de santrifiij edilmistir.

8. Elde edilen RNA o6rneklerinden, 2 pL alinarak Nanodrop cihazi iizerine pipetlenip

260-280 nm’de okunmus, miktar ve saflik degerleri belirlenmistir.

TAMAMLAYICI DEOKSIRIBO NUKLEIK ASIT (¢cDNA) SENTEZi

cDNA sentezi, izole edilen RNA'lardan High-Capacity cDNA Reverse Transcription
sentez kiti kullanilarak ve PCR sartlar1 Basamak 1: 25°C, 10 dk; Basamak 2: 37 °C, 120 dk;
Basamak 3: 85 °C, 5 dk olacak sekilde programland1 (Tablo 4). Sentezlenen cDNA’lar daha

sonraki analizlerde kullanilmak tizere -20 °C’de saklandu.
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Tablo 4. cDNA sentez protokolii

Madde Hacim
Total RNA 10
10 X RT tampon 2 uL
25 X dNTP mix (100mM) 0.8 uL
10 X Random Primer 2ulL
MultiScribe Reverse Transkriptaz 1 uL
Nukleaz free su 4.2 uL
Son hacim 20 uL

KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Tablo 5. Kullanilan hiicre hattinin /kimyasal maddenin adi, markas1 ve katalog

Numaralari
Kullanilan Hiicre Hattinin/ Kullanilan Hiicre Kullanilan Hiicre Hattinin/
Kimyasal Maddenin Adi Hattimin/ Kimyasal Kimyasal Maddenin

Maddenin Markasi Katalog Numarasi

T/G HA VSMC Aort Muscle ATCC CRL-1999™
Cell
TiOy Sigma 791326
MTT Biomatik A3338-5G
Etanol Merck 603-002-00-5
DMSO Merck 67-68-5
Ham’s F-12 Multicell 318-010-CL
EMEM Multicell 320-026-CL
DMEM Multicell 319-020-CL
Tripsin-EDTA Multicell 352-542-EL
L-Glutamin Multicell 609-065-EL
FBS Multicell FBS-HI-1IA
Penicilin- Streptomisin Multicell 450-201-ZL
High-Capacity cONA Reverse | Thermo Fisher Scientific | 4368814
Transcription sentez kit
RNA PureLink® RNA Mini Kit | Life Sciences 12183018A
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KULLANILAN CiHAZLAR

Tablo 6. Kullanilan cihazlarin adi ve markasi

Kullanilan Cihazlarin Adi Kullanilan Cihazlarin Markasi
Laminar Kabin Safe Fast Elite (EN 12469 2000)

Etiiv (%5 COy) Panasonic

Santrifiij Hermle

Mikro plaka spektrofotometre Multiskan go-Thermo Fisher Scientific
Gradient PCR Applied Biosystems Veriti 96 Well
gRT-PCR Applied Biosystems Quant studio 6 Flex
Nanodrop NaNoQ Optizen

GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiINCiR REAKSIYONU (gQRT-PCR)

SOD, CAT, GSH antioksidan enzimlerinin, HSP70 1s1 sok proteininin sentezinden
sorumlu genlerin ekspresyonlar1 diizeyleri 384 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen Quant
Studio 6 Flex gRT-PCR sistemi kullanilarak degerlendirilmis ve Endojen gen olarak GAPDH
kullanilmistir. qRT-PCR yonteminde, gen ekspresyon ¢aligmalarinda “RNA izolasyonu”
boliimiinde aciklandigi sekilde izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA’lar kullanilmastir.

Sentezlenmis olan cDNA’lar RT-PCR’da SYBR Green qPCR Mastermix protokoliine
uygun olarak, primerler ile RT-PCR’da PCR program: 1 dongii 2 dakika 50°C ve 10 dakika
95°C, bunu takiben, 40 dongii denaturasyon (95°C 15 s) ve annealing, uzama (60°C ‘de 1
dakika) ile cogaltildi. qRT-PCR karisimi; cDNA, SYBR Green ve ilgili genleri icermektedir.
SYBR Green boyasi ¢cDNA ve genlere baglanarak reaksiyonun baslamasinda rol
oynamaktadir.

Cogaltma islemi esnasinda elde edilen piklere ait Ct degerleri gen ekspresyonlarin
belirlenmesinde kullanildi ve AACt metodu ile hesaplandi. Calismamizda kullanilan
primerlerin baz dizileri Tablo 7 de gosterilmistir. QRT-PCR reaksiyonu karisiminin igerigi,
384 kuyucuklu plakanin her bir kuyusu i¢in 6 pl SYBR Green Master Mix, 2 pl cDNA ve 2 pl
RNaz free su ve primer forward 0,5 pl, reverse 0,5 pl olacak seklinde plakalara pipetlenmistir

(Tablo 8).
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Tablo 7. gRT-PCR’ da kullanilan genler ve sekanslari

SOD

CAT

GSH

HSP70

GAPDH

F: GTTCGGTGACAACACCAATG
R: GGAGTCGGTGATGTTGACCT
F: TACGAGCAGGCCAAGAAGTT
R: ACCTTGTACGGGCAGTTCAC
F: TGGGACCAGCAAGTAAAACC
R: TCGCGAATG TAGAACTCGTG
F: CGAGETCGACGCATTGTTTG
R: GAGTGGATCCGCCGACGAGTA
F: TTGGTATCGTGGAAGGACTCA
R: TGTCATCATATTTGGCAGGTTT

Tablo 8. qRT-PCR karisim igerigi

Sybr Green Master Mix 6 uL
cDNA 2ul
RNaz free su 2 uL
F Primer 0.5 uL
R Primer 0.5 uL
Son hacim 11 uL

VERILERIN iSTATIKSEL OLARAK ANALIZi

Real Time PCR c¢aligmalarinda gruplar arasinda gen ekspresyon farklarimin
belirlenmesinde A A Ct metodu ayrica kalibrasyon egrisi ve diizeltme faktorii olarak GADPH
gen ekspresyonu kullanilmistir. Kontrol ve deneme gruplarinin karsilastirilmasinda tek yonlii
ANOVA testi yapilmis ve ortalamalarin girdigi gruplar Duncan Testi (p<0.0001) ile

belirlenmistir. Yapilan analizlerin tamaminda SPSS 20 (iiniversite lisansli), XLSTAT ve

PAUP demo version istatistik paket programlar1 kullanilmigtir.




BULGULAR

TiO2 KONSANTRASYONLARININ T/G HA VSMC HUCRELERI UZERINE
ETKILERI

Calisma kapsaminda ilk olarak T/G HA VSMC hiicre hatlarinda TiO2 uygulamasinin
24. ve 48. saatlerde hiicre canlilig1 iizerine etkisi materyal ve metod bdliimiinde agiklandigi
sekilde MTT testi ile saptanmis, sonuglar One way Anova- Duncan Testi ile

degerlendirilmistir.

T/G HA VSMC Hiicre Hatti Uzerine 24 Saat Siire ile Uygulanmus TiO:
Konsantrasyonlarinin MTT Testi Sonuclar:

TiO2 uygulamasi yapilan T/G HA VSMC hiicrelerinde 0.39 uM ile 200 pM arasinda
uygulanan TiO2’ nin 24 saat sonra hiicre canliligina etkisi Sekil 8 de verilmistir.

TiO2 uygulamasindan 24 saat sonra T/G HA VSMC hiicre canliliginda istatistiksel

olarak anlamli bir azalma olmadig1 belirlenmistir (p>000.1).
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T/G 24 saat Titanyumdioksit

120 -
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80 -
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40 -
20 -

Kontrol 0,39yM 0,79uM 158uM 3,7125uM 625uM 125uM  251M  50uM 100uM  200pM
UYGULAMA GRUPLARI

% CANLILIK

Sekil 8. T/G HA VSMC hiicre hattinda 24 saat siireyle 0.39 pM ile 200 pM
konsantrasyonlarda TiO2 uygulamasimin hiicre canhihgina etkisi ve MTT testi

plagi, Veriler % Canhlik Ortalama+Standart Sapma.

T/G HA VSMC Hiicre Hatti Uzerine 48 Saat Siire ile Uygulanmus TiO:
Konsantrasyonlarinin MTT Testi Sonuclar:

TiO2 uygulamasi yapilan T/G HA VSMC hiicrelerinde 0.39 puM ile 200 uM arasinda
uygulanan TiO2’ nin 48 saat sonra hiicre canliligina etkisi Sekil 9” da verilmistir.

TiO2 uygulamasindan 48 saat sonra T/G HA VSMC hiicre canliliginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre
canliliginda kontrole gdre en belirgin azalmanin 12.5 pM konsantrasyonda oldugu ve bu
konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece %50.80+ 0.067’sinin canli oldugu saptanmuistir.

25, 50, 100 ve 200 uM’lik uygulama gruplarindaki hiicre canliligi kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir (p>000.1). En yiiksek hiicre canliliginin ise
200 uM TiO2 konsantrasyonunda gozlenmis ve hiicre canliligt %114.65+0.208 olarak
belirlenmistir (Sekil 9).

T/G 48 saat Titanyumdioksit

140

120

100
8
6
4
2

Kontrol 0,39uM 0,79uM 1,58uM 3,125uM 6,25uM 12,5uM  25uM  50uM  100pM  200uM
UYGULAMA GRUPLARI

% CANLILIK
S o ©

=}

=}

Sekil 9. T/G HA VSMC hiicre hattinda 48 saat siireyle 0.39 pM ile 200 pM
konsantrasyonlarda TiO2 uygulamasinin hiicre canhihgina etkisi ve MTT testi

plagy, Veriler % Canlilik Ortalama+Standart Sapma.
Caligmada farkli konsantrasyonlarda TiO; uygulamasinin % hiicre canliligi iizerine

etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 48. saatte hiicrelerin %50’sinin

Oliimiine neden olan LDsg degeri 15.083 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. T/G HA VSMC hiicre hattinda 48 saat siire ile TiO2 uygulamasimin MTT testi

sonugclari kullanilarak yapilan probit analizi ve LDso degeri.

Titanyumdioksit Uygulamasinin Doz-Zaman fliskisi

Titanyum dioksit, T/G HA VSMC hiicre serisine 24 ve 48 saatlik siireler ile
uygulanmis ve her bir uygulama birbiriyle ayni olacak sekilde 0.39-200 pM araliginda 10
farkli konsantrasyonda yapilmistir. Uygulamalarda elde edilen kontrole kiyasla belirlenen %

canlilik oranlar1 (Tablo 9) ve bu oranlar kullanilarak yapilan korelasyon analizi yapilmistir

(Tablo 10).

24 saatlik analiz degerlendirildiginde, titanyum dioksit T/G HA VSMC hiicre serisinde
doza bagiml bir diisiis goriilmedigi goriilmektedir. Ancak 6zellikle 48 saatlik uygulama 24
saatlik uygulamadan farkli olarak T/G HA VSMC hiicre serisinde doz bagimli bir 6lim

olusturmustur.
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T/G HA VSMC hiicre serisinde 24 ve 48 saat siireyle 0.39-200 uM doz TiO2

uygulamasinin hiicre canlhihigina etkisi

Doza bagiml degisim ile ilgili yapilan korelasyon analizinde en yiiksek korelasyon

0.528 korelasyon kat sayisi degeri ile 48 saatlik uygulamada belirlenmistir.

Ayni siitunda farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir. Anova-

Duncan Test p<0.05.

Tablo 9. TiO2’in uygulama dozuna bagh olarak degisen doz-% canh hiicre iliskisi

Titanvum dioksit Doz-% Canh Hiicre Tablosun

Doz N 24 Saat 485aat
Kontrol 8 100,00=0,062 100,00=+0,08¢=
0,39 uM B 100,000,072 77.34=0.08"
0,78 uM B 102,420,072 65,8520, 08
1,56 uM B 106,150,053 59,960,053
3,13 uM B 111,270,193 532.60=x0,122
6,25 pM 8 111,350,073 59780093
12,5 uM B 119,37+0.08% 50,800,062
25 uM B 122.11+0.09¢% 105.70x0,12¢
50 pM B 122.72+0.11°F 106.88+0.11¢
100 pM B 123.00=0.09¢% 107.99+0.10°
200 pM 8 123.20+0.07" 114 64=+0.20¢°

Tablo 10. TiO2 doz-zaman iliskisine ait pearson korelasyon tablosu

Titanyum dioksit Koreleasyon Tablosu 24 Saat 48 Saat Dozlar

24 Saat Pearson Korelasyon 1 370" 334
Sig. (2-tailed) ,000 001
N 88 88 88

48 Saat Pearson Korelasyon 370" 1 528"
Sig. (2-tailed) ,000 000
N 88 88 88

Dozlar Pearson Korelasyon 334" 528" 1
Sig. (2-tailed) ,001 ,000
N 88 88 88
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TiO2 NANOPARTIKULLERININ GEN iFADELERI UZERINE ETKISI

Calismada T/G HA VSMC hiicre hattindan materyal ve metod kisminda anlatildigi
sekilde izole edilen RNA’lardan elde edilen, cDNA’lar kullanilarak gen ifadelerinde meydana
gelen degisimler qRT-PCR metodu ile saptanmistir. T/G HA VSMC hiicrelerinde
uygulamalarin yapildig1 gruplarin, kontrol grubuna goére belirlenen genlerin ifadelerindeki
degisiklikler 3 tekrarli olmak lizere ¢alismaya alinmig ve istatistiksel degerlendirmeleri

yapilmustir.

HSP70 Gen ifadesi

T/G HA VSMC hiicre hattinda endojen kontrol olarak GAPDH’1n kullanildig1 qRT-
PCR analizi sonuglarma gore TiO2” in 1s1 sok proteini olan HSP70 geninin ekspresyon
diizeyinde meydana getirdigi degisimler Sekil 11°de verilmistir. Buna gore tiim uygulama
gruplarinda HSP70 gen ifadesinin T/G HA VSMC hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel
olarak dnemli diizeyde artis gosterdigi belirlenmistir.

Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin uygulanmas1 T/G HA VSMC hiicrelerinde ayrica
181 sok proteini olan HSP70 geninin ekspresyon diizeyinde de doza bagh artis gdzlemlenmistir

(F: 240.17, p<0.0001) (Sekil 11).
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Ekspresyon Seviyeler

Kontrol | LD50/4 | LD50/2 | LD50 | 2LD50 | 41D50 400 800 1000
Gruplar

Sekil 11. T/G HA VSMC hiicreleri HSP 70 ekspresyon diizeyi (ANOVA-Duncan Test,
p<0.0001)
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GSH (Glutatyon) Gen Ifadesi

T/G HA VSMC hiicre hattinda endojen kontrol olarak GAPDH’1n kullanildig1 qRT-
PCR analizi sonuglarina gore TiO2’ in GSH gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
12°de verilmistir. Buna gore tiim uygulama gruplarinda GSH gen ifadesinin T/G HA VSMC
hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artis gosterdigi belirlenmistir.

Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin uygulanmast T/G HA VSMC hiicrelerinde GSH
geninin ekspresyon diizeyi en yiiksek 1000 uM’lik dozda 9.74 kat artis olurken en diislik
artisin LDso/4 olan 3.77 uM’lik dozda 2.05 kat olmustur (F: 93.890, p<0.0001) (Sekil 12).
uM’lik dozda 2.05 kat olmustur (F: 93.890, p<0.0001) (Sekil 12).
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Kontrol LD50/4 LD50/2 LD50 2LD50 41D50 400 800 1000
Gruplar

Sekil 12. T/G HA VSMC hiicreleri GSH ekspresyon diizeyi (ANOVA-Duncan Test,
p<0.0001)

CAT(Katalaz) Gen ifadesi

T/G HA VSMC hiicre hattinda endojen kontrol olarak GAPDH’1n kullanildig1 qRT-
PCR analizi sonuglarina gére TiO2’ in CAT gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
13’de verilmistir. Buna gore tiim uygulama gruplarinda CAT gen ifadesinin T/G HA VSMC
hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artis gosterdigi belirlenmistir.

Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin uygulanmas1 T/G HA VSMC hiicrelerinde CAT
geninin ekspresyonunda en yiiksek artigin uygulanan en diisiikk LDso/4 olan 3.77 uM’lik dozda
17.01 kat oldugu saptanmustir (F: 56.089, p<0.0001) (Sekil 13).
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Sekil 13. T/G HA VSMC hiicreleri CAT ekspresyon diizeyi (ANOVA-Duncan Test,

p<0.0001)

SOD (Siiper Oksit Dismutaz) Gen ifadesi

T/G HA VSMC hiicre hattinda endojen kontrol olarak GAPDH’in kullanildig1 qRT-
PCR analizi sonuglarina gore TiO2” in SOD gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
14°de verilmistir. Buna gore tiim uygulama gruplarinda SOD gen ifadesinin T/G HA VSMC
hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artis gosterdigi belirlenmistir.

Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin uygulanmas1 T/G HA VSMC hiicrelerinde SOD
geninin ekspresyon diizeyi en yiliksek 400 uM’lik dozda 75.56 kat artis olurken en diistik

LDso/4 olan 3.77 uM’lik dozda 12.21 kat olmustur (F: 20.689, p<0.0001) (Sekil 14.).
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Sekil 14. T/G HA VSMC hiicreleri SOD ekspresyon diizeyi (ANOVA-Duncan Test,

p<0.0001)
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T/G HA VSMC Hiicre hatlarinda SOD, CAT, HSP70, GSH Gen ifadesinin degisimi

Tablo 11°de 6zetlenmistir.

Tablo 11. T/G HA VSMC hiicre hatlarinda SOD, CAT, HSP70, GSH gen ifadelerinin
degisimi (ANOVA-Duncan Test).

KONTROL L Dso/4 L Dso/2 L Dso 2L Dso 4L.Dso 400nM 800nM 1000pM F P

SOD 1,00 12,21 20,60 27,66 44,52 52,41 75,57 58,86 67,14 20,68 p<0.0001
o
L
I
E CAT 1,00 17,01 13,62 10,77 10,12 9,51 1,53 1,33 1,22 56,08 p<0.0001
(O]

Hsp70 1,00 31,11 46,30 45,29 60,79 66,81 127,66 131,28 194,03 240,17 p<0.0001

GSH 1,00 2,06 3,09 4,14 4,69 5,50 6,89 8,14 9,74 93,89 p<0.0001
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TARTISMA

Kiiciik boyutlara ve genis yiizey alanina sahip TiO2 nanopartikiilleri, yiiksek diizeyde
kimyasal reaksiyona girme egilimindedirler ve bu 6zellikleri toksisiteye neden olmaktadir.
Metal naopartikiilleriyle yapilmis olan bazi calismalar, bu partikiillerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin oldugunu ve bunlara maruz kalan insanlar i¢in tehlikeli olabileceklerini
ortaya koymaktadir (119). Bu sebepten dolay: hiicre kiiltiirii; kanser arastirmalari, sitogenetik,
biyokimya, molekiiler biyoloji calismalarinda, ¢esitli hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda,
doku miihendisligi, kok hiicreler, tiip bebek ve kisirlik tedavileri ile kozmetik sanayinde sik
sik kullanilmaktadir (120).

Hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu ve hiicresel metabolizma gibi toksisiteyi
belirleyen gosterge parametrelerin Olglilmesi in vitro sitotoksite testlerine dayanmaktadir
(121). Sitotoksisite testleri in vitro ¢alismalarda sik¢a kullanilmaktadir. Kiiltiire edilen
hiicreler kullanilarak yapilan in vitro ¢aligmalar materyallerin toksisitesinin belirlenmesinde
onemli rol oynar. In vitro hiicre kiiltiiriine dayal1 sitotoksisite belirleme testleri, toksisiteyi
belirlemekte kullanilan hayvan sayisini azaltir ve modern toksikoloji test stratejilerinin ana
dayanagidir. Yiiksek veri saglayan hiicre bagimli testler biyolojik gdriintiileme
yaklasimlariin baglangi¢ basamagidir. Kiiltiire edilen hiicrelerde sitotoksisite ve/veya hiicre
canliliginin belirlenmesinde farkli in vitro toksisite testleri kullanilmaktadir. Bunlar membran
icerigini degerlendirerek hiicre canliliginin belirlenmesini saglayan kolorimetrik veya
floresans ozellikteki NR, MTT vb. testlerdir (122). Tek tabakali kiiltiirlerde sitotoksisite ve
hiicre canliliginin belirlenmesinde siklikla Notral Red ve MTT sitotoksisite testleri

kullanilmaktadir (123,124).
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Degisik konsantrasyonlarda 21 nm TiO2’in insan bronsial epitelyal (BEAS-2B)
hiicrelerinde sitotoksisitesinin incelendigi bir ¢alismada TiO2’in oksidatif stres olusturdugu ve
ROS iiretimini artirdiini, sitoplazmik yolaklar1 aktiflestirdigini, boylece apoptotik siirecle
hiicre Oliimiini baslattigini bildirmislerdir. Ayrica MTT testi ile TiO2 nanopartikiillerinin
zamana ve doza bagli olarak hiicre canlilifin1 azalttigin1 da belirtmislerdir. Dolayisiyla bu
durum nanopartikiil toksisitesinde, nanopartikiillerin hiicre igerisinde tutulma siiresinin ve
konsantrasyonun dnemini agiga ¢ikarmustir (125).

Virgilio ve ark. (126) tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢alismada 0, 25, 50, 100 pg/ml
dozlarda TiO2 (20+£7 nm) ve Al.O3 (28+19 nm) ile yapilan ¢aligmada genotoksik ve sitotoksik
etkiler aragtirilmigtir. Notral kirmizi alim (NR) ve hiicre proliferasyonu testi (MTT) yontemi
ile sitotoksiteleri incelenmis her iki madde ile de 5 pg/ml den yiiksek konsantrasyonlarda
onemli hiicre Oliimleri gozlenmistir. TiO2 i¢in 100 pg/ml dozda % 60 yasayan hiicre
gozlenmigtir. Kardes kromatid degisimi ve Sitokinez blok mikro ¢ekirdek yontemleri ile
genotoksik etkileri incelenmis her iki 6rnekte de gen mutasyonu gozlenmistir.

Martins ve ark.(127) tarafindan yapilan ¢alismada Ag ve TiO2 nanopartikiilleri erkek
Wistar siganlara bireysel ve ayni anda maruz birakilmigtir. Giinliik 0.5 mg/kg TiOz, 0.5
mg/kg Ag ve TiO2-Ag karisimi uygulanmigtir. TiO2 nanopartikiillerine maruz kalan
hayvanlarda 6lgiilen redoks parametrelerinde dnemli bir degisikligin olmadigi ifade edilmistir.
Bununla birlikte, Ag nanopartikiilleri uygulanan ve birlikte maruz kalan gruplarda GPx
aktivitesinde bir azalma, GSH diizeylerinde bir artisin gozlendigi belirtilmistir. Bu ¢alismada
TiO2 ve Ag nanopartikiillerinin bireysel veya birlikte uygulanmasi kan ve karaciger
hiicrelerinde genotoksisiteye neden olmadigi goriilmiistiir. Veriler, TiO2 nanopartikiillerinin
bu calismada kullanilan dozda siganlarda 6nemli oksidatif stres veya genotoksisite
olusturmadigini, aynt doz Ag nanopartikiillerinin diizeylerinin  oksidatif stresle
sonuglandigini, ancak belirgin bir olumsuz genotoksik etkiye neden olmadigini gosterilmistir.

Insan burun mukozas1 hiicreleri ile yapilan bir baska ¢alismada, TiO2 ve ZnO
nanopartikiilleri ayr1 ayr1 va birlikte 0,1 — 20 pg/ml arasinda degisen konsatrasyonlarda
uygulanmis ve TiO2 nanopartikiilleri sitotoksik ve genotoksik etkiye neden olmazken ZnO
nanopartikiillerinin sitotoksik ve genotoksik etki gosterdigi belirtilmistir (128).

Armand ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada TiO2 nanopartikiillerinin uzun siireli ve
diisik konsantrasyonda maruz kalma kosullar1 kullanilarak  genotoksik etkileri
degerlendirilmistir. A549 alveoler epitel hiicreleri iki aya kadar 1-50 pg/mL konsantrasyonda,
% 86 anataz/ % 14 rutil, 24 + 6 nm ortalama primer ¢apa sahip TiO2 nanopartikiillerine

stirekli olarak maruz birakilmistir. TiO2 nanopartikiillerine uzun siireli maruz kalmanin hiicre
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yasayabilirligini etkilemedigini DNA’nin oksidatif hasarina neden oldugunu gostermistir.
Elde edilen veriler TiO2 nanopartikiillerine uzun siireli ve diisiik konsantrasyonda maruz
kalmanin akciger alveolar epitel hiicrelerinde genotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur
(129).

TiO2 nanopartikiillerinin biyolojik etkisinin degerlendirilmesi ve sucul ekosistemde
ekotoksikolojik etkisinin arastirildig1 bir ¢aligmada ise Limnoperna fortunei (altin midye)
olarak isimlendirilen tatli su organizmasma 1, 5, 10 ve 50 pg/mL dozlarinda TiO2
nanopartikiilleri uygulanmistir. 2 saatlik maruziyet sonrasinda hemositlerin DNA’sinin zarar
gordiigii ve 4 saatlik maruziyet sonucunda tiim konsantrasyonlarda genotoksik etkinligin
onemli Olglide arttig1 ortaya ¢ikmistir. Elde edilen sonuglar, TiO2 nanopartikiillerinin DNA
hasarina yol agtigini1 ve oksidatif stres yarattigini géstermektedir (130).

Bayat ve ark. (131) tarafindan yapilan ¢alismada 1-3 nm boyuttaki ultra kii¢iik TiO2
nanopartikiillerinin in vitro endotel hiicrelerindeki ve in vivo olarak da zebra baligi
embriyolar1 iizerindeki etkisi arastirilmistir. In vitro maruziyet ultra kiiciik TiO
nanopartikiillerinin sitotoksik etkiye ve oksidatif strese neden olmadigini, buna ragmen
genotoksik etkiye yol agtigini gostermistir.

Carmona ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada {iglincii evredeki Drosophila
larvalarina 0.08 ila 1.60 mg / mL arasinda degisen konsantrasyonda sindirim yoluyla TiO2
nanopartikiilleri uygulanarak bu nanopartikiillerin in vivo genotoksik ve sitotoksik etkileri
arastirilmistir. Sonug olarak sitotoksik etki gozlemlenmis ancak genotoksik etkiye yol
a¢cmadig1 sonucuna varilmstir (132).

Trachinotus carolinus (deniz balig1) ile yapilan bir ¢alismada TiO2 nanopartikiillerinin
genotoksisitesi, sitogenotoksik yontemlerle degerlendirilmistir. Calismada baliklara
intraperitoneal enjeksiyon ile 1.5 pg ve 3.0 pg TiO2 dozlar 24, 48 ve 72 saat siireyle
uygulanmistir. Sonuglar TiO2 nanopartikiillerinin genotoksik etkiye yol agtigini ve bu tiire
kars1 potansiyel olarak sitotoksik oldugunu bunun da DNA hasarina yol agtigin1 gostermistir
(133).

TiO2 nanopartikiillerinin ratlarda tireme sistemi lizerinde Ki etkileri degerlendirilmis,
21 nm boyuta sahip TiO2 nanopartikiilleri intravendz olarak enjekte edilmistir. Calismada
CAT, GPx ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinde onemli bir diisiis goriiliirken,
lipid peroksidaz ve kaspaz-3 aktivitesinde belirgin bir artis gozlenmistir. TiO:
nanopartikiillerinin sitotoksik ve genotoksik degisiklikler gosterdigi ve oksidatif strese neden

oldugu sonucuna varilmistir (134).
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Chen ve ark. (135) tarafindan yapilan ¢alismada in vivo ve in vitro olarak titanyum
dioksit nanopartikiillerinin genotoksisitesi degerlendirilmis, in vivo ¢alismada, yetiskin erkek
Sprague-Dawley sig¢anlara her giin 0, 10, 50 ve 200 mg/kg viicut agirlig: ile 30 giin boyunca
intragastrik uygulama yoluyla anataz formda 75 + 15 nm boyutta TiO2 nanopartikiillerine
maruz birakilmistir. In vitro calismada, Cin hamster akciger fibroblastlar1 (V79 hiicreleri)
TiO2 nanopartikiillerine 0, 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/mL dozlarinda maruz birakilmistir. 24 saat
ve 48 saat maruz kaldiktan sonra tiim uygulama gruplarda hiicre yasayabilirliginde belirgin
azalmalar tespit edilmistir. Comet testi kullanarak, 24 saat muamele edildikten sonra énemli
DNA hasar1 sadece 100pg/mL konsantrasyonunda gozlendigi belirtilmistir. Elde edilen
veriler, TiO2 nanopartikiillerinin hem in vivo hem de in vitro ¢alismada genotoksik oldugunu
ortaya koymustur.

Demir ve ark. (136) tarafindan yapilan ¢alismada insan periferik kan lenfositleri ve
kiiltiirlenmis embriyonik bobrek hiicrelerinde TiO2, ZrOz, Al203 nanopartikiillerinin ve
bunlarin iyonik formlarinin genotoksik etkinlikleri aragtirilmistir. Hem insan periferik kan
lenfositleri hem de kiiltiirlenmis embriyonik bobrek hiicreleri TiO2, ZrOz, Al2Os3
nanopartikiilleri ile 1, 10 veya 100 pg/ml konsantrasyonlarda inkiibe edilmis ve TiO>
nanopartikiillerinin sadece 100 pg/ml’ lik en yiiksek konsantrasyonu genotoksik bir yanit
olusturdugu belirlenmistir.

Hackenberg ve ark. (137) tarafindan yapilan ¢alismada anataz kristal fazindaki TiO>
nanopartikiillerinin in vitro genotoksisitesi ve sitotoksisitesi 10 erkek dondrden alinan insan
periferik kan lenfositlerinde degerlendirilmistir. Hiicreler 24 saat siireyle artan 20, 50, 100 ve
200 pg/ ml konsantrasyonlarda nanopartikiillere maruz birakilmig, Sonug olarak TiO2
nanopartikiillerinin, hem sitoplazmaya hem de ¢ekirdege ulastigi ve insan periferik kan
lenfositlerinde sitotoksik veya genotoksik etkilere neden oldugu belirlenmistir.

Cin  hamster yumurtaliklart (CHO-K1) hiicrelerindeki TiO2 ve Al2Os
nanopartikiillerinin sitotoksisitesi ve genotoksisitesi arastirildigi bir baska ¢aligmada, 24 saat
sonra lizozomal ve mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesindeki degisikliklerle kanitlanan doza
bagl bir sitotoksik etki gézlenmistir. Genotoksik etkiler ise 0.5 ve 1 pg/ml TiO2 ve 0.5-10
ng/ml Al>Os konsantrasyonlarinda gézlemlenmistir (138).

Yapilan bir bagka ¢alismada, HSP70’in neredeyse tanimlanmis tiim hiicre 6liim bloke
ettigi ve bu nedenden dolay1 en giiglii anti-apoptotik proteinlerden biri oldugu ifade edilmistir
(139). HSP27, HSP70, HSP60 ve HSP90’in asir1 sentezlenmesi durumunda apoptozisin
inhibe olabilecegi ve farkli hiicre modelleri ile yapilan ¢alismalarda 1s1 sok proteinlerinin,

hiicrede hatali katlanmis proteinlerin birikimini engelledigi ifade edilmistir. Bununla birlikte
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hiicrede, serbest radikallerce tetiklenen, hiicresel stres sonucu gozlenen DNA hasarlarinda
HSP27, HSP70, HSP60 ve HSP90 ekspresyonundaki artislarin apoptozisi inhibe edebilecegi
bildirilmistir (140).

Sun ve ark. (141) tarafindan yapilan c¢alismada 90 gin boyunca TiO>
nanopartikiillerine maruz birakilan farelerde pulmoner enflamasyonla ilgili oksidatif stres ve
molekiiler mekanizmalar1 degerlendirilmistir ve HSP 70 ifadesinin azaldigi goriilmiistiir.

Cui ve arkadaglar tarafindan yapilan bir baska calismada ise 60 giin boyunca farelere
TiO2 nanopartikiilleri intragastrik yontemle uygulanmis ve TiO2 nanopartikiillerinin
hepatositlerde apoptozu indiikledigi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte SOD, CAT, GPX
ve HSP 70 gen ekspresyon diizeylerinde azalma goézlemlenmistir (142). Bu g¢alismalar
hiicresel stresin in vivo ve kronik olarak degerlendirildigi calismalardir. Bu anlamda, hiicresel
toksisitenin degerlendirilmesinde, in vitro ve in vivo calismalarin birlikte ele alinmasinin
gerekliligini ortaya koyma bakimindan 6nem arz etmektedirler.

Calismamizda, oksidatif stres parametresi olarak kabul edilen enzim ekspresyonlarinda
gbzlemlenen artislar ve bu durumun yarattig1 hiicresel strese bagli olarak gelistigi diisiiniilen
muhtemel DNA hasarinin, apaptozu tetiklemis olabilecegine dair elde ettigimiz sonuglar
mevcut ¢caligmalar ile paralellik gostermektedir. Ayrica doza bagli olarak indiiklenmis HSP70
ekspresyonunun, yiiksek doz gruplarinda hiicre canliligini artic1 bir etki yaratmis olmasi anti-
apoptotik etkisinin bir gdstergesi olarak degerlendirilmistir.

Gelisen gilinlimiiz teknolojileri ile birlikte nanomateryallerin kullanimi1 giderek hiz
kazanmakta pek cok alanda yaygin bi¢cimde kullanilmaktadir. Bu anlamda dogrudan ya da
besin zinciri yolu ile canli sistemler bu materyallere maruz kalmaktadir. Ancak bu
nanomateryallerin kullanimlarina yonelik olarak yasal diizenlemeler yetersizdir. Gerekli yasal
diizenlemelerin yapilabilmesi agisindan, dogada birikimlerinin ve toksik etkilerinin,
arastirildigr, minimum kullanim dozlarmin belirlenmesine yonelik ve canli sistemler
tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerinin degerlendirildigi arastirmalara ihtiyag vardir.
Hizli ve etkili stratejilerinin gelistirilmesi agisindan ciddi bir bilgi birikimine gereksinim
duyulmaktadir.

Sonug olarak; TiO2 nanopartikiiliiniin belirlenen dozlarda, insan aort diiz kas hiicre
hatt1 olan T/G HA VSMC hiicrelerinde oksidatif strese yol agtig1 ve strese karsi hiicrenin
savunma mekanizmasin tetikledigi distiniilmektedir. Calisma sonucunda elde edilen veriler
TiO2 nanopartikiillerinin ~ 6zellikle genotoksik etki mekanizmalarmin aydinlatilmasi

konusunda daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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Calismamizdan elde edilen sonuglarin bu konudaki bilgi birikimine ve risk

degerlendirme ¢aligmalarinda katki saglayacagi goriigiindeyiz.
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SONUCLAR

Giiniimiizde yaygin kullanimi olan TiO2 nanopartikiillerinin T/G HA VSMC hiicre
hattinda sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arastirildigi ¢alismanin sonuglar1 asagidaki

sekilde 6zetlenebilir.

1. T/G HA VSMC hiicre hatlarinda TiO2 uygulamasinin 24 saatlik uygulama siiresi
sonunda hiicre canliligi iizerine etkisi MTT testi ile saptanmigs ve bunun
sonucunda uygulanan TiO2 dozlarinin 24 saatlik siirede, hiicre canliligi tizerine
etki gostermedigi belirlenmistir. Bu siire igerisinde TiO2’in 6nemli bir oksidatif
stres olusturmadigi ve hiicrelerin savunma mekanizmalarinin hiicreyi korumada
etkin rol oynamis olabilecegi diisiintilmiistiir (p>000.1).

2. T/G HA VSMC hiicre hatlarinda TiO2 uygulamasindan 48 saatlik uygulama siiresi
sonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gozlemlenmistir (p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore
en belirgin azalmanin 12.5 pM konsantrasyonda oldugu belirlenmis ve bu
konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin hiicre canliligt %50.80+£0.067 olarak
saptanmistir. En yiiksek hiicre canliligr ise 200 uM TiO2 konsantrasyonunda
%114.65+0.208 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, TiO2 konsantrasyonuna ve
uygulama siiresine bagli olarak T/G HA VSMC hiicre serisinin gostermis oldugu
adaptif cevabin farkliligini yansitmasi agisindan 6nemlidir.

3. Calismada farkli konsantrasyonlarda TiO2 uygulamasinin % hiicre canliligt

tizerine etkisinin belirlenmesini takiben yapilan probit analiziyle 48. saatte
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hiicrelerin  %50’sinin  6liimiine neden olan LDso degeri 15.083 puM olarak
hesaplanmustir.

Doza bagimli degisim ile ilgili yapilan korelasyon analizinde en yiiksek
korelasyon 0.528 korelasyon kat sayisi degeri ile 48 saatlik uygulamada
belirlenmistir.

Tiim uygulama gruplarinda GSH, CAT, SOD gen ifadelerinde T/G HA VSMC
hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel olarak onemli diizeyde artis gosterdigi
belirlenmistir (p<0.0001). Enzimlerin ekspresyon diizeyindeki artiglar ile TiO2’in
neden oldugu oksidatif strese karst T/G HA VSMC hiicrelerinin adaptif yanit
olusturuldugu belirlenmistir.

Tiim uygulama gruplarinda TiO2, HSP70 gen ifadesinin T/G HA VSMC hiicre
hattinda kontrole gore istatistiksel olarak Onemli diizeyde artis saptanmistir
(p<0.0001). TiO2 nanapartikiillerinin HSP70 indiiksiyonuna neden oldugu ve bu
artisin oksidatif etkileri azaltmaya yonelik oldugu sonucuna varilmaistir.

Tiim uygulama gruplarinda doza bagli olarak HSP70 indiiksiyonunda artis
gbzlenmistir. Bu artisin hiicrelerde olusan oksidatif stresin etkilerini azaltmaya
yonelik olabilecegi diislinlilmektedir. Bununla birlikte HSP70 indiiksiyonunda
gbzlenen artisin apoptosizi inhibe etmis olabilecegi ve bu nedenden dolay1 25uM,
50uM, 100uM, 200uM TiO2 konsantrasyonunda hiicre canlilifinda artig

gozlendigi kanaatine varilmistir.
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OZET

Nanomalzemeler, endiistride yaygin kullanim alanina sahiptirler. Kiigciik boyutlar1 ve
genis ylizey alanina sahip olan metal oksit nanopartikiilleri oksidatif stres olusumunda 6nemli
rol oynarlar. Giinlimiizde en fazla kullanilan nanopartikiillerin basinda titanyum dioksit
gelmektedir. Titanyum dioksit nanopartikiilleri fotokatalitik 6zelliklere sahiptirler ve bu
ozelliklerinden dolayi, boya, plastik, kaplama, ilag ve kozmetik sektorlerinde yogun olarak
kullanilmaktadirlar. Bu sektorlerde galisan kisiler titanyum dioksit nanopartikiillerine maruz
kalmaktadirlar.

Bu calismanin amaci, bir ¢ok alanda yaygin olarak kullanilan titanyum dioksit
nanopartikiillerinin insan aort diiz kas hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin arastirilmasidir. Calisma kapsaminda aort diiz kas hiicreleri 24 ve 48 saat siireyle
titanyum dioksit nanopartikiilleri ile muamele edilmistir. Sitotoksik etki (3-(4,5- dimetiltiazol-
2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfonik)-2H-tetrazolyum)  testi ile belirlenmistir.
Antioksidan kapasitenin degerlendirilmesi amaciyla, oksidatif stres gostergeleri olarak kabul
edilen, Glutatyon, Siiper oksitdismutaz, Katalaz ve HSP70 proteininin gen ifadeleri qRT-PCR
metodu ile saptanmustir. Aort diiz kas hiicre hatt1 iizerine titanyum dioksit uygulamasinin 24
saatlik siire sonunda, hiicre canliligl {lizerine etkisinin olmadig1 belirlenmistir (p>000.1).
Titanyum dioksit uygulamasindan 48 saat sonra aort diiz kas hiicrelerinde hiicre canliliginin
azaldig1 belirlenmistir (p<0.0001). Calismada farkli konsantrasyonlarda titanyum dioksit
uygulamasinin % hiicre canlilig1 iizerine etkisinin belirlenmesini takiben yapilan probit
analiziyle 48. saatte hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan LDsp degeri 15.083 uM olarak
hesaplanmustir.

Tiim uygulama gruplarinda Glutatyon, Siiper oksitdismutaz, Katalaz ve HSP70

proteininin gen ifadelerinde kontrole gore artig gézlenmistir (p<0.0001).
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Calismamiz, titanyum dioksit nanopartikiillerinin aort diiz kas hiicre hatti iizerinde
sitotoksik etkisinin ve oksidatif strese yol agarak, hiicre savunmasini tetiklendiginin
belirlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte HSP70 geninin ifadesinde ki artis,
apoptotik siirecin inhibisyonuna karsi hiicrenin adaptif yaniti gosterme bakimindan ayr1 bir

Ooneme sahiptir.

Anahtar Kelimeler: TiO,, nanopartikiiller, sitotoksisite, genotoksisite, kalp diiz kas

hicreleri
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THE EVALUATION OF THE CYTOTOXIC AND GENOTOXIC
EFFECTS OF TITANIUM DIOXIDE NANOPARTICLES

SUMMARY

Nanomaterials are widely used in the industry. Metal oxide nanoparticles with small
size and large surface area play an important role in the formation of oxidative stress.
Titanium dioxide is one of the most used nanoparticles today. Titanium dioxide nanoparticles
have photocatalytic properties and, due to their properties, they are widely used in the dye,
plastic, coating, pharmaceutical and cosmetic sectors. People working in these sectors are
exposed to titanium dioxide nanoparticles. The purpose of this study is to investigate the
cytotoxic and genotoxic effects of commonly used titanium dioxide nanoparticles on a human
aortic smooth muscle cell line. Aortic smooth muscle cells were treated with titanium dioxide
nanoparticles for 24 and 48 hours. The cytotoxic effect was determined by (3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -5- (3-carboxymethoxyphenyl) -2- (4-sulfonyl) -2H-tetrazolium) test. In
order to evaluate the antioxidant capacity, gene expressions of Glutathione, Superoxide
dismutase, Catalase and HSP70 protein, which are accepted as oxidative stress indicators,
were determined by gRT-PCR method. It was determined that the application of titanium
dioxide on aortic smooth muscle cell line had no effect on cell viability after 24 hours (p>
000.1). It was determined that cell viability decreased in Aortic smooth muscle cells after 48
hours of titanium dioxide application (p <0.0001). The LD50 value, which caused the death of
50% of the cells at 48 hours, was calculated to be 15.083 uM by probit analysis following the
determination of the effect of titanium dioxide application on cell viability at different
concentrations in the study. Glutathione, Superoxide dismutase, Catalase and HSP70 protein

expression levels were increased in all treatment groups (p <0.0001). Our study is important
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in determining whether titanium dioxide nanoparticles induce cytotoxic effects on the Aort
smooth muscle cell line and induce cell defense by inducing oxidative stress or not. The
increase in the expression of the HSP70 gene, however, has a separate proposition to

demonstrate the adaptive response of the cell to the inhibition of the apoptotic process.

Keywords: TiO, nanoparticles, cytotoxicity, genotoxicity, aort muscel cell
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