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OZET

Doktora Tezi

BiYOMEDIKAL TEKNOLOJILERDE KULLANIM POTANSIYELi OLAN BAZI
NANOMATERYALLERIN iN VITRO BiYOUYUMLULUKLARININ
ARASTIRILMASI

Giray Bugra AKBABA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Ana Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Hasan TURKEZ

21. ylizyilin bilimi olarak tamimlanan nanoteknolojideki gelismeler malzeme miihendisligi
alaminda koklii degisikliklere neden olmustur. Ozellikle biyomedikal uygulamalarda kullanilan
mikro boyutlardaki klasik biyomalzemelerin yerini nano boyutta iretilen biyomalzemeler
almaya baglamis ve bu gelismelere bagli olarak nanobiyomalzemelerin gerek hammadde olarak
tibbi cihazlarda gerekse tibbi malzeme (kemik protezi, dis implanti, kalp kapakeigi, yapay
damar vs.) olarak viicut igerisinde kullanimi yayginlagmistir. Bu nedenle son zamanlarda
malzeme miihendisliginde yapilan c¢alismalar bu nanopartikiillerin viicuttaki olasi etkileri ve
biyouyumlar1 noktasina odaklanmig durumdadir.

Bu c¢aligmada, biyomalzeme olarak kullanilabilecek farkli nanopartikiillerin (aliiminyum oksit =
Al,Os, Kkalsiyum fosfat = Ca3(PO,), ve ¢inko oksit = ZnO) insan periferik kan hiicreleri
(lenfosit) tizerinde in vitro genetik etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir. Arastirmamiz soz
konusu nanopartikiillerin lenfosit kan hiicreleri lizerindeki genotoksik etkileri konusunda ilk
deneysel calismadir. Aragtirmamiz kapsaminda in vitro kosullarda periferal kan kiiltiirleri
secilen nanomalzemelerin farkli dozlarina (0, 1, 12.5, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 2000 ppm)
maruz birakildi. Genetik arastirmalarda kullanilan heparinize kan 6rnekleri meslegi geregi daha
once herhangi bir toksik ajana maruz kalmamus, sigara ve alkol kullanmayan 4 saglikli bireyden
alindi. DNA ve kromozom hasarlarini tespit etmek icin Mikrogekirdek (MC) ve Kromozom
Aberasyon (KA) testleri uygulandi.

Mevcut ¢alismanin sonuglarina gore, Al;O,ve Caz(PO,), nanopartikiillerinin in vitro kosullarda
insan periferal kan kiiltiirlerinde en yiliksek doz degerinde dahi genotoksik etkilerinin olmadigi
bu nedenle biyouyumlu olarak kullanilabilecekleri dnerilmektedir. ZnO nanopartikiillerinin ise
¢ok diisiik doz degerlerinde (>12.5 ppm) genotoksisiteye sebep oldugu gozlenmistir. Buna ek
olarak ZnO nanopartikiilleri yiiksek konsantrasyonlarda (500 ppm ve iizeri) hiicre boliinme
kosullarim1 olumsuz etkilemistir. Bu nedenlerle biyomalzeme olarak biyouyumlulugunun
bulunmadigi kanaatine varilmigtir.

2013, 67 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, Biyomalzeme, Toksisite, Lenfosit, /n vitro, DNA hasari



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE IN VITRO INVESTIGATION OF BIOCOMPATIBILITY OF SOME
NANOMATERIALS POTENTIALLY IN BIOMEDICAL TECHNOLOGIES

Giray Bugra AKBABA

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan TURKEZ

The advances in nanotechnology defined as the science of 21% century have led to fundamental
changes in the field of materials engineering. Manufactured nano-scale materials have begun to
take place of conventional micro-sized materials especially in biomedical applications and
depending on these developments, the using of nano-biomaterials as well as raw materials in
medical devices as medical equipment (bone implants, dental implants, heart valves, artificial
blood vessels, etc.) is expanding in body. For this reason, the recent studies in material
engineering have been focused on the possible effects of these nano-particles in body and bio-
compatibilities of these materials.

In this study, it is aimed to determine the in vitro genetic effects of different nanoparticles used
as biomaterials (aluminum oxide = Al,Os, calcium phosphate = Caz(PO,), and zinc oxide =
Zn0) on human peripheral blood cells (lymphocytes). Our study is the first experimental study
about genotoxic effects of nanoparticles on the lymphocyte blood cells. In this investigation,
peripheral blood cultures in vitro conditions were exposed to different doses (0, 1, 12.5, 25, 50,
100, 250, 500, 1000 and 2000 ppm) of selected nanomaterials. Heparinized blood samples used
in genetic research were taken from 4 healthy individuals that they had not previously been
exposed to any toxic agent as a part of their work, not smoking and drinking. Micronucleus
(MN) and Chromosome Aberration (CA) tests were applied to determine DNA and
chromosomal damages.

According to the results of the present study, Al;O, and Cas(PO,), nanoparticles have not
genotoxic effects on human peripheral blood cultures in vitro conditions even the highest doses
therefore they are recommended that they can be used as biocompatible. It was observed that,
even at a very low dose (>12.5 ppm), ZnO nanoparticles had led to genotoxicity. In addition, in
high concentrations (500 ppm and above) ZnO nanoparticles affected the reproductive
conditions adversely. For these reasons, it was concluded that ZnO nanoparticles are not
appropriate for using whether as a biocompatible biomaterial.

2013, 67 pages

Keywords: Nanoparticle, Biomaterials, Toxicity, Lymphocyte, In vitro, DNA damage
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Simgeler

nm Nanometre
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Kisaltmalar

MC Mikrogekirdek testi

KA Kromozom aberasyon testi

B Trypan Blue

XRD X-ray diffiraction

SEM Scanning Electron Microscope
DNA Deoksiribontikleik asit

RNA Riboniikleik asit

KKD Kardes kromatid degisimi
NRU Neutral red uptake testi

MTT Dimethylthiazolyl-diphenyl-tetrazolium-bromide
Comet Single cell microgel electrophoresis
MIT Metabolic Inhibition Test
MLA Mouse lymphoma Test
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1. GIRIS

1.1. Nanoteknoloji ve Biyomalzemeler

Unlii fizik¢i Richard Feynman’in 1959 yilinda malzeme ve cihazlarin molekiiler
boyutlarda tiretilmesi tizerine yapmis oldugu “kii¢iik boyutlarda yapilabilecek ¢ok sey
var” ciimlesinin gegtigi konusmasi nanoteknoloji disiplininin baslangici olarak kabul
edilmektedir (Drexler 2004). “Nano” kelimesi Yunanca nannos kelimesinden
tiiretilmistir ve kiigiik yashh adam veya ciice anlamina gelmektedir. Nano bir uzunluk
Olglisii birimidir ve metrenin milyarda birini ifade eder (Sekil 1.1). Yeni sanayi ve
teknoloji devrimi olarak nitelendirilen nanoteknoloji ise, yapi taslar1 olarak atom veya
molekiillerin kullanimiyla insan yapimi 100 nm’den kiigiik yapilarin islevsel olarak
tasarlanarak imal edilmesi seklinde tanimlanmaktadir (Thrall 2004; Syed et al. 2013).
1981 yilinda Binnig ve Rohrer tarafindan gelistirilen ve atomlarin dogrudan
goriintiilenmesini saglayan Taramali Tiinelleme Mikroskobu (STM) gelistirilmistir.
Bunu takip eden yillarda STM’den tiiretilen Atomik Kuvvet Mikroskobunun (AFM)
gelistirilmesi ile bilim diinyasina ¢ok kiiciik boyutlari goriintiilleme ve bu boyutlara
miidahale etme imkani sunulmustur. Bu gelismeler sayesinde nano siiregleri,
etkilesimleri, kimyasal reaksiyonlar: izleyerek atomlar: teker teker kontrollii bir sekilde
istenen yerlere tasiyip yapay malzemeler olusturmak miimkiin hale gelmistir (Drexler
2004; Kocaefe 2007).
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Sekil 1.1. Nanopartikiiller ile baz1 biyolojik yapilarin karsilastirildigir uzunluk dlgegi
(Anonim 2013)

Onemli ekonomik ve bilimsel etkileri olacagina inanilan nanoteknoloji sektdrii, uzay
mithendisligi ve nanoelektrik alanlarindan cevre iyilestirme ve saglik alanina kadar
degisik disiplinlerle iliski halindedir. Nanoteknoloji sayesinde miihendislik alaninda
kullanilan yeni nanomateryallerinin tasarimi ve gelistirilmesi yararl fiziko-kimyasal
ozellikler sundugu i¢in endiistriye 6nemli bir temel olusturmustur. 2009 yili itibariyle
icerisinde nanopartikiil bulunan yaklasik 800 adet tiikketim iirinii bulundugu tahmin
edilmektedir (Sekil 1.2). 2007 yili igerisinde 147 milyon dolar pazar payi olan
nanoteknoloji endiistrisinin bu paymin 2015 yili sonuna kadar 3.1 trilyon dolar
seviyelerine ¢ikaracagi 6n goriilmektedir. Bu veriler gostermektedir ki ic¢inde
bulundugumuz yiizyilda canlilar ve doga siirekli artan dozlarda nanomateryallere maruz

kalacaktir (Singh et al. 2009)


http://nanogenc.org/index.php/nanoteknoloji-nedir

Uriin Kategorileri

m Saglik Urlinleri (369 adet)
M Evsel tiiketim Grinleri (69 adet)
M Elektronik-Bilgisayar (51 adet)
M Yiyecek-icecek (68 adet)
B Otomotiv (35 adet)
M Arag-Cihaz (22 adet)

Cocuk Uriinleri (17 adet)

Sekil 1.2. Nanopartikiil igeren mevcut tiiketici triinleri. Ocak 2009 Woodrow Wilson
veritabanindan uyarlanmistir (Singh et al. 2009).

Cizelge 1.1. 2015°te Diinyada nanoteknoloji i¢in ayrilan paradan pay alacak sektorler
(Ersan 2006)

Sektor Pay ($)

Malzeme Bilimi 340 Milyar
Elektronik 300 Milyar
Eczacilik 180 Milyar
Kimya&Petrol 100 Milyar

Ucak Sanayi 70 Milyar
Saglik-Bakim-Kozmetik 30 Milyar
Cihaz-Aletler 20 Milyar

Uretim Teknikleri 45 Milyar
Toplam ~1 Trilyon Dolar

Nanoteknolojiye ayrilan paradan en biiyiik pay1 alacak olan sektor malzeme bilimidir
(Cizelge 1.1). Bu baglamda tamamen ekonomik agidan bakildiginda bile malzeme
bilimi igerisinde degerlendirilen biyomalzeme alani i¢in nanoteknolojinin énemi agik
bir sekilde goriilmektedir. Biyomlazemeler teshis ve tedavi amagh tip, cerrahi, dis
hekimligi ve veteriner hekimligi uygulamalarinda kullanilan bunun yani sira medikal
implantlarin ve viicut digt cihazlarin pargalari olarak tasarlanan cesitli malzemeler

olarak tamimlanir. Bagka bir ifadeyle biyomalzemeler canli sistemlerin bir kismini



degistirmek i¢in kullanilan sentetik malzemelerdir (Park and Lakes 1992). Yine Park ve
Lakes (1992)’e¢ gore canli dokularla temas igerisinde ¢alisabilecek veya canli bir
sistemin yerine kullanilabilecek malzemelere biyomalzeme denir. Hastaliklarin tedavisi
anlaminda son 30 yilda dikkatler biyomalzemeler {izerinde toplanmistir.
Biyomalzemelerin yaklasik 8000 c¢esit tibbi cihazda kullanildigi bilinmekle beraber
(Ratner 2004) asil ihtiya¢ daha iyi polimer, seramik ve metal biyomalzemelerin
gelistirilmesidir (Peppas and Langer 1994). Polimer biyomalzemeler diyaliz, vaskiiler
greft ve yapay kalp uygulamalarinda siklikla kullanilmalarina ragmen gesitli
komplikasyonlar1 dnleyecek fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahip degildirler.
Sentez tekniginde ki son gelismeler polimerik biyomalzemelere biyouyumluluk
6zelligine sahip olma imkanin1 sunmaktadir. Nanoteknoloji tam da bu noktada devreye
girmekte ve mikro boyutta uyumluluk sorunu yasayan polimerik biyomalzemenin nano
boyuta tiretimi gergeklestirilerek viicuda daha iyi entegre olmasi saglanmaktadir. Sadece
polimerler tizerinde degil seramik, metal ve kompozit biyomalzemeler i¢in de benzer
ornekler ¢ogaltilabilir. Kuskusuz nano 6l¢ekli bilim ve miihendislikteki ilerlemeler
gelismis tan1 ve tedavi yontemlerine olanak saglayacak tip bilimi ve teknolojiye ivme

kazandiracak potansiyele sahiptir (Hilt 2004).

Genis kullanim alani ile birlikte nanomalzemeler ve nanoteknoloji giin gegtikge daha
fazla dikkat c¢ekmektedir. Miihendislik alaninda kullanilan nanopartikiiller yliksek
seviyede ylizey enerjileri, yliksek manyetizma, genis yiizey alani ve diisiik erime noktasi
gibi  olaganiistii  Ozellikleri  sayesinde  endiistride  ¢esitli  uygulamalarda
kullanilmaktadirlar (Chibber et al. 2013). Nanoteknolojinin miithendislik malzemesi
olan biyomalzemelere kazandirdigi birgok distiin Ozelligin yan1 sira toksikolojik
caligmalar, nanobiyomalzemelerin saglik agindan zararli etkileri olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle canli hiicrelerde dahil olmak iizere biyolojik sistemlerle
nanomalzemelerin etkilesimi, malzeme bilimi ve biyolojinin en acil ortak ¢alisma
alanlarindan biri haline gelmis (Nel et al. 2006; Medina et al. 2007) ayrica
nanomalzemelerin giivenligi diinya ¢apinda ciddi bir sorun halini almistir (Moore 2006;

Handy et al. 2008).



1.2. Biyomalzemelerin Uygulama Alanlari

Her ne kadar biyomalzeme alanindaki gelismeler son otuz yilda ivme kazanmis olsa da,
eski ¢aglarda dahi organ ve dokularin azalan aktivitelerini arttirmak igin
biyomalzemeler kullanilmistir. Buna kanit olarak Misir mumyalarinda bulunan yapay
g6z, burun ve digler gosterilebilir (Park and Lakes 1992). Biyomalzemelerin gelisim
stireci incelendiginde genel anlamda {i¢ donemden bahsetmek miimkiindiir. Birinci
donem tahta ve fil disi gibi metal olmayan malzemeler ile altin, giimiis ve bakir gibi
metallerin yaygin olarak kullanildig: 1850 yili ve éncesidir. ikinci dénem, anestezinin
kesfi ile cerrahi operasyon sirasinda hastanin aci hissetmemesi ve buna bagli olarak
biyomalzemelere olan talebin arttigi 1850-1925 yillar1 arasidir. Yine bu doneme
rastlayan X 1sininin kesfi ile hasarli bolge ve ne tiir bir hasarin oldugu net bir sekilde
belirlenebilmistir. S6z konusu dénemde bu iki onemli kesif sayesinde biyomalzeme
alaninda ciddi gelismeler yasanmistir. En hizli ilerlemenin oldugu donem hi¢ kuskusuz
iki biiyiik Diinya savasinin da etkisiyle 1925 yilindan giiniimiize kadar olan siiregtir.

Son donemde, giiniimiizde kullanilan biyomalzeme tiirleri sekillenmistir (Yetim 2009).

Diinya niifusunun yaklasik %10’u viicudunun degisik yerleri i¢in tibbi bir tedaviye
ihtiya¢ duymaktadir. Engelli insanlarin yasam Kkalitesini arttirmak ve bu kisilerin
yasamlarini olabildigince normal insanlarin yasamlarina yaklastirmak icin ortopedist ve
miihendisler ozellikle son 40 yil icerisinde ¢esitli biyomalzemeler gelistirmislerdir

(Gékgek 2006).

Hastalik, yagslilik, spor yaralanmalar1 ve trafik kazalar1 neticesinde islevini kismen veya
tamamen kaybeden omur, femur basi, diz eklemi gibi organlar ortopedistler tarafindan
degistirilerek viicutta dmiir boyu kalacak protezler takmaktadirlar. 1990 yilinda yapilan
Avrupa Toplulugu Biyomekanik Toplantisi'nda verilen rakamlara goére bir yilda
Ingiltere’de 45.000, Avrupa’da 250.000, Diinyada 500.000 femur basi implant:
kullanilmaktadir. Ayni implantin resmi olmayan istatistiklere goére Tiirkiye’deki
kullanim miktar1 yilda 20.000 civarindadir (Akdogan 1998).



Kemik plakalar iskelet sistemindeki kiriklarin tedavisinde kullanilan ilk basarili sentetik
protezlerdir. 1950’li yillarda kan damarlarinin degisimi ve yapay kalp vanalar
uygulamalar1 baglamistir. Bu stireci 1960’11 yillarda kalga protezlerinin gelistirilmesi ve
basarili bir sekilde uygulanmasi izlemistir. Kalga protezlerinin yapiminda, ilk olarak
1937°de dis hekimliginde kullanilmaya baslanan Polimetilmetakrilat (PMMA) ve
yiiksek molekiil agirlikli polietilen kullanilmistir. Poliglikolikasit’den iiretilen bozunur
yapidaki ameliyat ipligi ilk defa 1970’lerde liretilmis ve kullanilmistir. Sonug olarak
viicudun birgok hasarli kisminin onarilmasi ve yenilenmesi i¢in son yillarda 40’dan

fazla metal, seramik ve polimer malzeme kullanilmistir (Pasinli 2004).

Biyomalzemeler, sadece viicut igerisinde degil, viicut disina yerlestirilen ama viicutla
etkilesim halindeki (ekstrakorporeal) cihazlarda, ¢esitli ilaglarda ve teshis kitlerinde de
genis kullanim alam1 bulmaktadir. Buna ragmen biyomalzemeler ile ilgili ¢6ziim
bekleyen bir¢ok sorun vardir. Bu sorunlarin ¢6ziimii noktasinda doku miihendisliginden
gen tedavisi alanina kadar birgok alanda farkli alternatifler arastirilmaktadir.
Biyouyumlulugu yiiksek biyomalzemelerin gelistirilmesi amac1 ile 6zellikle
nanoteknoloji, bilisim teknolojileri ve imalat yontemlerindeki gelismeler yakindan takip

edilmektedir (Glimiisderelioglu 2002).

1.3. Biyomalzeme Cesitleri ve Siniflandirilmasi

Kirklarin tedavisinde, ilk kirik plagr 1900’14 yillarin baglarinda kullanilmistir. Bu
gelisme ortopedinin klinik bir disiplin olarak goériilmeye baglamasini saglamistir (Ben-
Nissan and Pezzotti 2004). Bu siiregte malzeme se¢imi yiizeysel ve rastgele yapilmistir.
[k baslarda nikel kapli, yiiksek karbonlu ve vanadyumlu celikler kullanildi. Kemiklerin
sabitlenmesi i¢in kullanilan icten tespit yonteminin (internal fiksasyon) giderek daha
genis uygulama alani bulmasi iyi malzemelere olan gereksinimi arttirmistir. Ortopedik
implant cerrahisinin kemik ve eklem transplantasyonlarina dogru genislemesi ve diger
endistrilerdeki gelismeler ayni zamana tekabiil etti. Bu esgidimli gelismeler
sonucunda 1950’lerde ortopedik implant iireticileri oldukga kisa bir siirede alagim

sistemlerinden istenen 6zelliklere sahip olanlarini degerlendirdiler ve paslanmaz gelik,



kobalt bazli alagimlar ve titanyum biyomalzeme olarak genis kabul gordii. Sonraki
stirecte daha iyi ya da yakin 6zelliklere sahip alasimlar iiretilmemis sadece 1s1l islemler

ve imalat teknolojisiyle ilgili iyilestirmelerle yetinilmistir (Gokgek 2006).

Miihendislik malzemeleri metaller, seramikler ve polimerler olmak iizere ii¢ ana grupta
siiflandirilirlar. Genellikle bu siniflandirmaya doérdiincii grup olarak en az iki veya ii¢
bilesenden olusan (metal-seramik, metal-polimer, seramik-polimer gibi) kompozitler
eklenir (Van Vlack 1989). Tibbi uygulamalarda kullanilan malzemeler genel olarak
sentetik ve biyolojik malzemeler olarak siniflandirilir. Biyolojik malzemelerde kendi
iclerinde yumusak ve sert doku tipi olmak {izere iki alt grupta incelenir. Metaller,
seramikler, polimerler ve kompozitler olarak smiflandirilan malzemeler esas olarak

sentetik biyomalzeme ¢esitleridir (Tur 2009).

1.3.1. Metalik biyomalzemeler

Mekanik performanslari agisindan ¢ok giivenilir olan metalik biyomalzemeler, yapay
kalca eklemleri, kemik plakalar1 ve dis implantlar1 gibi sert doku implantlarinda ayrica
tibbi cihazlarin imalat siirelerinde yaygm olarak kullanilmaktadirlar. Ozellikle
paslanmaz c¢elikler, Co alagimlari, Ti ve alasimlar1 metalik biyomalzeme {iiretiminde
tercth edilen metallerdir. Titanyum alasimlar1 iistiin biyouyumluluguga sahiptirler.
Bundan dolayr titanyumdan iiretilen biyomalzeme cesitlerinin arastirilmast ve
gelistirilmesi biyomalzeme alaninda yakindan takip edilmektedir (Niinomi 2008).
Metalik biyomalzemelerin istiin mekanik 6zelliklere sahip olmalari mitkemmel Kristal
yapilar1 Ve yapilarinda bulunan giiglii metalik baglardan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
titanyum ve titanyum alagimlari, paslanmaz gelikler, altin ve kobalt gibi metal ve metal
alagimlarmin biyomalzeme alanindaki katkilar1 ¢ok biyiiktiir. Metalik biyomalzemeler,
ortopedik uygulamalarda eklem protezi ve kemik yenileme malzemesi olarak
kullanilabildikleri gibi yliz-¢cene cerrahisinde ve kalp-damar cerrahisinde yapay kalp
pargalari, kateter ve vana olarak da kullanilmaktadirlar. Ayrica teshis ve tedavi amagh
kullanilan biyomedikal cihazlarin metalik pargalarmin iretiminde de metalik

biyomalzemeler tercih edilmektedirler (Park and Kim 2000; Giimiisderelioglu 2002).



Vanadyum ¢eligi insan viicudunda kullanilmak tizere gelistirilen ilk metaldir ve kemik
kiriklarinda plaka ve vida olarak kullanilmistir. Demir, krom, kobalt, nikel, titanyum,
tantal, molibden, nibobyum ve tungsten gibi protez tiretiminde kullanilan ¢ok sayida
metal, disiik konsantrasyonlarda olmak kosuluyla canli viicuduna uygunluk
gostermektedir. Nitekim viicut igerisinde fazla miktarda bulunmasi zararli olan bu
metaller, hiicrelerin dogal metabolizma faaliyetleri sirasinda da olusabilmektedir.
(Ergtin 2010).

16. yiizy1l ortalarinda ¢atlak damak tedavisi igin altin plaka kullanimi ile metalik
implant uygulamasinin bagladig1 diisiiniilmektedir. 19. yilizyilin baslarinda demir, altin,
giimiis, kursun, bronz ve platin gibi metalik biyomalzemeler ¢atlak kemiklerin tedavisi
i¢in ¢ivi ve tel halinde kullanilmaya baslanmistir. Paslanmaz ¢elikler, Co-Cr-Mo igeren
alagimlar, titanyum ve alasimlart yiik tasiyict olarak genis kullanim alanina sahip
metalik implant malzemelerdir (Somunkiran 2006). Metalik biyomalzemeler in vivo
kosullarda asinma, korozyon ve metal salinimi gibi olumsuz 6zelliklere sahip olmasi
nedeniyle bu biyomalzemelerin biyouyumluluklari dikkate alinmasi gereken bir
konudur (Yoo et al. 2007). Nitekim korozyon ve asinma sonucu zayiflayan implanttan
kopan pargalarin ¢evre doku ve organlar iizerinde zararh etkileri oldugu bilinmektedir
(Mudali et al. 2003). Metalik biyomalzemeler ¢elikler, titanyum ve titanyum alasimlari

olmak tizere 3 grupta incelenebilir.

Paslanmaz celikler: Implant iiretimi icin kullanilan ilk paslanmaz celik modern
simiflandirmada Tip 302 olarak bilinen 18-8 paslanmaz ¢eligidir. Tip 302 paslanmaz
celigi, vanadyum ¢eliginden daha gii¢lii ve korozyon dayanimi daha yiiksektir. /n vivo
kosullarda korozyon direnci yetersiz oldugu i¢in vanadyum celigi ¢ok uzun siire
kullanilmamistir. Sonra ki uygulamalarda 18-8sMo paslanmaz ¢eliginin Mo yiizdesi
arttirllarak tuzlu su ¢ozeltilerinde korozyona karsi direng kazanmasi saglanmistir. Bu
alasim Tip 316 paslanmaz celigi olarak bilinir. 1950’1i yillarda Tip 316 paslanmaz
celiginin karbon igerigi %0.08’den %0.03’e diisiiriilerek tuzlu ¢ozeltilere kars1 korozyon
direnci daha da arttirilmustir ki bu siiregten sonra s6z konusu ¢elik Tip 316L paslanmaz

celigi olarak adlandirilmistir. Paslanmaz celiklere korozyon direnci saglayan bir diger



etmen olan krom %11 oraninda paslanmaz g¢eliklerde bulunmaktadir (Park and Kim
2000). Paslanmaz celiklerde stabiliteyi artirmak igin %12-14 oraninda nikel
kullanilmaktadir. Bu durum paslanmaz ¢eligin Ni alerjisine sebep olma potansiyelini
arttirmaktadir. Son zamanlarda baslangic maddesi olarak ferritik paslanmaz ¢elik
kullanarak nikel ve mangan icermeyen yiiksek oranda azot ihtiva eden yeni paslanmaz

celik {iretimi galismalar1 yogunlasmistir (Kuroda et al. 2006; Niinomi 2008).

Titanyum ve alasimlari: Implant iretiminde titanyumun hammadde olarak
kullananimi 1930’1u yillarin sonlarinda baglamistir. 1940’11 yillarin sonlarina dogru ise
titanyum alagimlari iiretilmis ve implant malzemesi olarak yaygin olarak kullanilmistir.
Mevcut titanyum alagimlart igerisinde en yaygin kullanim alanina sahip olan Ti-6Al-4V
alagimidir (Allen 1996). Titanyum alasimi vanadyum (V), molibden (Mo) ve niobiyum
(Nb) gibi elementlerin karistirilmasi sonucu elde edilmektedir. Bazi titanyum alagimlari
550°C-700°C gibi yiiksek sicakliklarda bile performans kaybina ugramamaktadirlar.
Buna ek olarak titanyum ve alagimlart diisiik yogunluk, kirtlma ve yorulma dayanimu,
yiiksek korozyon direnci gibi 6zelliklere sahiptirler (Ivasyshyn and Aleksandrov 2008;
Chunxiang et al. 2011). Titanyum ve titanyum alagimlar1 gerek mekanik gerekse
biyouyumluluk ozellikleri bakimindan paslanmaz c¢elik gibi birgok metalik
biyomalzemeden daha Ustiin 6zelliklere sahiptir. Nitekim kalp ve kardiyovaskiiler
uygulamalardan, ortopedik ve dental uygulamalara kadar pek ¢ok biyomedikal siirecte
siklikla tercih edilmektedirler (Cui et al. 2003).

Kobalt-krom alasimlari: Kobalt alagimlarinin biyomedikal uygulamalardaki en bilinen
ornegi kobalt ve krom bazli alasimlardir. Bu alasimlarin paslanmaz ¢eliklere ve
titanyum alasimlarina goére asinma direncleri daha yiiksektir. Bu nedenle stirekli
stirtlinmeye maruz kalan tibbi cihazlarin pargalarinin tiretimi ve kalga eklem baslar1 gibi
implantlarin iiretiminde kullanilirlar. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan Co
alagimlar1 dokiim ve dovme alasimlart olmak lizere iki kategoriye ayrilir. Yiiksek
dayanim 6zelligine sahip olan implantlarda, ddvme kobalt-krom alagimlarinin kullanim
dokiim alagimlarma gore daha yaygindir (Niinomi 2002). S6z konusu alagimlar

dokilebilirlik  ve islenebilirligini  gelistirmek i¢in O6nemli miktarlarda nikel
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icermektedirler. Ozellikle ddvme Co-Cr bazli alasimlarda nikel oram daha yiiksektir. Bu
nedenle dovme alagimlarinin kullanimi nikel alerjisi riskini artirmaktadir. Co-28Cr-6Mo
nikel icermeyen dévme alasimlardan biridir ve dokiim Co-Cr-Mo alagiminin 6zel

termomekanik islemlerden gecirilmesiyle gelistirilmistir (Berlin et al. 1999).

1.3.2. Seramik biyomalzemeler

Biyouyumluluklar yiiksek olan seramik biyomalzemeler, homojen kolay uygulanabilir
olmalari, az ekipman gereksinimi, kolay sekillenebilirlikleri, toksik madde
icermemeleri, immiin sistemde olumsuz reaksiyon olusturmamalari (non immiinojenik),
kanserojen ve tahris edici olmamalari nedeniyle biyomedikal uygulamalarda tercih
edilen biyomalzemelerdir (Billotte 2006). Biyoseramikler dokuya cevap vermelerine
gore biyoinert (aliimina, zirkonya), biyoaktif (Hidroksiapatit-HA ve biyocam) ve
biyogdziiniir (tri kalsiyum fosfat-TCP) seramikler olmak tizere ii¢ gruba ayrilirlar

(Hench 1991).

Yiiksek derecede biyouyumluluga sahip olan Aliimina (Al,O3) klinik olarak ilk defa
1970°de kullanilmigtir. Korozyon ve yorulma direncinin iyi olmasi ve yapisinin sert
olmasi nedeniyle birgok alanda o6zellikle tercih edilmektedir. Zirkonya (ZrOy) ise
1985°den beri gerek saf olarak gerekse yitriya ile kararli halde ortopedik ipmlantlarin
tiretim siire¢lerinde kullanilmistir. Kirtlma dayanimi olarak zirkonya aliiminadan daha
istlin Ozelliklere sahiptir. Aliimina ve zirkonya saglam yapilarindan dolayr genellikle
kalga baglantilarinin femoral baslarinda kullanilmaktadir. Biyoinert olan bu
biyomalzemeler termodinamik olarak kararli olduklar i¢in ¢evre dokular ile kimyasal

ve biyolojik anlamda herhangi bir reaksiyona girmezler (Hulbert et al. 1993).

Kemik doku nakli althigi olarak kullanilan biyoaktif seramikler hidroksiapatit ve
biyocam genellikle biyokompozit ve metalik biyomalzemelerin yiizeylerini kaplamak
i¢in kullanilirlar. Dokularla kuvvetli ara yiizeyde baglanma ve etkilesim biyoaktifligine
ayrica ¢ok az biyog¢oziiniirliige sahip olan hidroksiapatit, doku-implant arasinda

yiizeysel ve yapisal baglant1 (osteointegrasyon) saglanma yetenegindedir. Biyo¢oziiniir
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seramiklerden olan TCP genellikle kemik doku nakillerinde kullanilmaktadir.
Biyomalzemenin ¢oziinlir olmast yeni kemik dokusunun gelismesi igin iskeleti
olusturmasina imkan saglar ve tamamen ¢6ziildiikten sonra yerini yeni kemik dokusuna
birakarak islevini tamamlamis olur. Zayif mekanik o6zelliklere (kirillganlik, distk
sertlik) sahip olmasi nedeniyle tasiyict ortopedik uygulamalarinda ¢ok az kullanilan

TPC’nin ¢6ziinme orani1 dnceden tahmin edilememektedir (Billotte 2006).

1.3.3. Polimer biyomalzemeler

Giinlik hayatta genisleyen uygulama alanima sahip olan polimerler uzun organik
molekiil zincirlerinden olusurlar (Bhattacharya 2000). Polimerler biyomalzemeler iyi
biyouyumluluklari, esnek yapilari, fonksiyonel gruplardan elde edilebilir olmalari,
yizey degiskenlikleri, hafif oluslar1 ve dogal yumusakliklari sayesinde implant
iiretiminde ¢ok sik tercih edilen biyomalzemelerdir (Hollinger et al. 1996, Pachence et
al. 2000). Bazi polimerler viicut pH’nda ¢oziilebilirlik dereceleri azaltilarak
biyomedikal uygulamalara uygun hale getirilir. 1937°de klinik olarak kullanilmaya
baslanan polimetilmetakrilat (PMMA) ilk sentetik polimerdir. Polimerler biyolojik
olarak parcalanan (biodegradable) ve par¢alanamayan (non-biodegradable) polimerler
olmak ftizere iki grupta incelenebilir. Pargalanabilen polimerlere 6rnek olarak kollajen,
jelatin, polilaktikasit (PLA) ve polilaktikglikolikasit (PLGA) verilebilir. Polietilen (PE),
polietilenteraftalat (PET) ve PMMA pargalanamayan polimerlerdendir (Murugan and
Ramakrishna 2005).

Cok degisik bilesimlerde ve sekillerde (lif, film, levha, jel, boncuk, elyaf) tiretilebilen
polimerler basta kardiyo-vaskiiler uygulamalar olmak iizere bir¢ok biyomedikal siirecte
yaygin kullanim alanina sahiptirler. Polimetilmetakrilat (PMMA), poliiretan (PU),
polilaktikasit (PLA), polietilen (PE), metilmetaakrilat (MMA), politetrafloroetilen
(PTFE), poliasetal (PA), polietilenteraftalat (PET), silikon kauguk (SR), Polietherekton
(PEEK), polisiilfon (PS), ve poliglikolik asit (PGA) polimer biyomalzemelere 6rnek
olarak verilebilir (Lee et al. 2006).
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1.3.4. Kompozit biyomalzemeler

Kompozit malzemeler farkli kimyasal yapida iki ya da daha fazla bilesen veya faz
iceren katt malzemeler olarak tanimlanir. Kompozitler homojen malzemelerle
karsilastirildiklarinda birgok iistiin  6zellige sahiptir. Ornegin yapisal uyumluluk
acisindan kompozitler homojen biyomalzemelere oranla daha giicliidiirler. Ciinkii
kompozit malzeme kendisini olusturan bilesenlerden birinin tek basina sahip olmadigi
ozellikler sergilemektedir. Bu durum bilim adamlari ve miihendislere materyalin
ozellikleri iizererinde onemli bir kontrol yetenegi kazandirmaktadir. Dayanimlarinin
yiiksek olmasi ve esneme kabiliyetlerinin diisiik olmasindan dolay1 6zellikle ortopedik
ve dental uygulamalar i¢in olduk¢a uygundurlar. Kompozitin biyomalzemelerin
ozellikleri degistirilerek, implantin viicuttaki kullanim yerine goére mekanik ve

fizyolojik kosullara daha iyi adapte olmasi saglanabilir (Katz 1980; Lakes 1993).

1.4. Biyomalzemeler ve Biyouyumluluk

Biyouyumluluk teshis veya tedavi amagh kullanilan malzemenin viicutta istenmeyen
lokal veya sistemik olumsuzluklara yol agmamasi olarak tanimlanmaktadir (Williams
2008). Biyouyumluluk terimi daha genis anlamda biyomalzemenin yapisal ve yiizey
uyumlulugudur. Yiizey uyumlulugu, bir biyomalzemenin viicut dokularmna fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olarak sagladigi uyumdur. Yapisal uyumluluk ise malzemenin
vicut doku ve organlariin mekanik davraniglariyla uyumlulugunu ifade eder
(Wintermantel et al. 1996).

Biyomalzemelerin biyouyumluluklart ile ilgili olan diger bir kriter korozyondur.
Korozyon metallerin viicut sivilar ile kimyasal reaksiyona girmesi ve oksijen, hidroksit
gibi bilesikler olusturarak bozunmasidir. Insan viicudunda protein, oksijen, kloriir ve
hidroksit gibi ¢esitli organik ve inorganik maddeler bulunmaktadir. Bu yiizden insan
viicudu metal biyomalzemeler i¢in olduk¢a korozif bir ortamdir. Dolayisiyla
biyomalzeme korozyona ugrayarak zayiflar ve korozyon triinleri doku igerisine girerek

hiicrelere zarar verir. Bu nedenle metal protezlerin in vivo kosullarda kullanilmadan
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once serum, tiikiirik ve kan gibi temas edebilecegi ¢ozeltiler i¢inde test edilmeleri
gerekmektedir (Van Noort 1987; Browne and Gregson 1993). Ayrica korozyon sonucu
viicutta kasinti, kizariklik, iltihaplanma, fibroz doku olusumu gibi istenmeyen
rahatsizliklar ortaya ¢ikabilmektedir (Black and Hastings 1998; Helsen and Breme
1998).

Biyomalzemelerin kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan sorunlar;

e Pihtilasma,

e Korozyon,

e Kireclenme,

e {ltihaplanma,

e Hiicre zehirlemesi,

e Kan ile uyusmazlik,

e Mekanik 6zelliklerde kisitlanma (esneklik, hafiflik, dayanim, yorulma, 6miir),
e Ekonomiklik,

e Hammadde sikintisi,

e Cerrahi olarak tatbik edilebilirlik, uygulanabilirlik,
e Tasarim, sekillendirilebilirlik, tiretim,

e Onarilabilirlik ve onarim kosullari’dir (Yetim 2009).

Kuskusuz son 15 yil icinde ortopedi ve implantolojide meydana gelen gelismeler
igerisinde en ©nemlisi implantolojideki gelismelerdir. Implant olarak kullanilan
malzemeler viicut igerisinde farkli kosullarda ¢alismaktadirlar. Bu nedenle implantin
performansini Kullanilan malzemenin 6zellikleri, implantin dizayni ve fiksasyon metodu
belirlemektedir. Bu nedenle son zamanlarda iizerinde en fazla durulan konular
biyomalzeme olarak kullanilacak malzemenin mukavemeti, yorulmasi, yiizey
korozyonu, dokulara karsi alerjik reaksiyon ozellikleri ve biyolojik uyumlulugudur
(Sarsilmaz 2000).
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Tipta kullanilan implant malzemeler onceden yiizeyleri kaplanmadan dogrudan
kullanilmaktaydi. Buna bagl olarak viicudun implanta uyum siiresini uzatmakta ve
iltihap, implant bolgesinde renk degisikligi gibi problemler yasanmaktaydi. Bu sorunlari
asmak i¢in ¢aligmalar implantin viicut i¢inde kalma siiresini uzatmak, viicut dokular ile
bag yapabilme ve uyumlugunu artirma konularina yogunlasmistir. Implant malzeme ile
kemik arasindaki baglanti yiizeyindeki zayiflik nedeniyle implant-kemik arasinda
bosluklar olusmakta buda zayif ara yiizey baglantisina yol agmaktadir. Sonug olarak
dokular hasar gérmekte ve iltihap nedeniyle implant ret edilmektedir (Giimiisderelioglu
2002).

Protez olarak kullanilacak malzemelerin yiizeylerinin kaplanmast malzemenin
asmnmaya, korozyona, oksidasyona, erozyona ve bakteriyel kolonizasyona Karsi
dayanikli olmasini saglamaktadir (Ibrahim and Hamdy 2011; Kose et al. 2013).
Biyomalzemelerin biyouyumluluk kriterlerinden biri de toksik 6zellik gostermemesidir.
Polimerik biyomalzemelerin sentez asamalarinda gesitli katki maddeleri kullanilir ve bu
maddeler polimerik ag yapisindan disariya salgilanarak ortamdaki hiicreler {izerinde
toksisiteye neden olur. Bu nedenle biyomedikal uygulamalarda kullanilacak olan
biyomalzemelerin toksik Ozelliklerinin ¢ok 1yi bilinmesi gerekmektedir. Bu amag
dogrultusunda s6z konusu biyomalzemelerin viicut sivilart igerisinde in vivo ve in vitro
olarak cesitli test yontemleriyle sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arastirilmasi
gerekmektedir (Ratner 2004).

1.5. Kullanilan Test Yontemleri

Tez kapsaminda kullanilan biyomateryallerin toksik etkilerinin belirlenmesi i¢in yaygin
olarak kullanilan, giivenirligi kanitlanmis kromozom aberasyon ve mikrogekirdek

testleri kullanilmistir.
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1.5.1. Kromozom aberasyon testi (KA)

De Vries ilk olarak 1918 yilinda Oenothera’da translokasyon tipi anormalliklerin
varligin1 saptayarak, kromozom yapisinda degisikliklerin olusabilecegini gOstermistir.
Daha sonra Morgan 1922’de ve Bridges 1923’te Drosophila’da translokasyon ve
inversiyon tipi anormalliklerin oldugunu gozlemislerdir. Drosophila tiikrik bezi
kromozomlarinda ve misir pakiten kromozomlarinda delesyon, duplikasyon, inversiyon,
translokasyon gibi kararli aberasyonlarin kendiliginden olustugu ortaya konmustur.
McClintock’un 1942 yilinda misir bitkisinde yaptigi genetik ¢alismalar neticesinde
disentrik ve sentrik halka olusumu gibi kararsiz aberasyonlarin genetik materyalin
kirilmasi, birlesmesi ve koprii olusumu sonucunda meydana geldigini saptamistir.
Genotoksik kimyasallar ve iyonize radyasyona maruz kalmis insanlarda, kromozom
aberasyonu onemli bir toksisite gostergesi olarak kabul edilmistir (Natarajan 2002). KA
test sistemi ile andploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom mutasyonlar ile
kromozom/kromatid tipi kirilmalar ve anormal birlesmeler saptanabilmektedir. 70’li
yillardan bu yana klastojenik etkinin arastirilmasinda bu test yontemi yaygin bigimde

kullanilmaktadir (Ayaz 2001).

Kromozomlarin eslenmesi (replikasyon) sentez fazi (S fazi) sirasinda olur. Replikasyon
sirasinda DNA molekiilleri tamamen agilir. Bu nedenle S fazinda DNA molekiilleri
metafaz kromozomlar1 veya interfaz kromatinin fibrilli yapisina gore ¢ok biiyiiktiirler.
Nitekim Du Praw (1970) insanin 1. kromozomunun 7.5 c¢cm uzunlugunda DNA
molekiilii icerdigini yaptig1 hesaplamalarla gostermistir. Bu DNA molekiilii metafaz’da
yaklasik 10 pm uzunlugunda iken interfaz da 1350 um fibriller yapidadir. Dolayisi ile
bu DNA molekiilleri, ¢ok biiyiik boyutlari nedeniyle hem interfaz evresinde hem de S
evresinde mutasyonlara neden olan fiziksel ve kimyasal ajanlarin agik hedefleridir.
Mikroskopta goriilebilen yapisal kromozom aberasyonlar1 olusacak DNA hasari

neticesinde gézlemlenir (Obe et al. 2002).

Yapisal kromozom aberasyonlari, aberasyonun kromozomun bir kromatidde veya her

iki kromatidde goriilmesine bagli olarak iki gruba ayrilir. Eger aberasyon tek bir
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kromatidde goriiliiyorsa buna kromatid tip, her iki kromatidde de goriiliiyorsa
kromozom tip aberasyon denir (Sekil 1.3). Bu aberasyon tipleri mutajen uygulamasinin

yapildig1 hiicre siklusu sathasina ve kullanilan mutajenik ajanin tipine baghdir (Muranh

2006).
-x
d

Z

C

X

Sekil 1.3. Baglica kromozomal aberasyon tiirleri

a) normal kromozom, b) kromatid gap, c-d) kromatid kirigi, e) kromozom gap, f-g) kromozom kirigi
(Tirkez 2007)

®»

Kromozom aberasyon testide mikroskobik gozlemler yapilirken;

e Metafaz hiicrelerinin 46 kromozom i¢cermesine,

e Kromozomlarin iyi boyanmis ve kollarinin birbirinden ayrilmis olmasina,
e Kromozomlarin etrafa yayilmamis olmasina,

e Ust iiste gelmis kromozomlarin degerlendirilmemesine,

e Aberasyonlarim tek tek kaydedilmesine dikkat edilmelidir (Hatayoglu 2004).
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1.5.2. Mikrocekirdek testi (MC)

Mikrogekirdek testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom anormalliklerinin
belirlenmesinde, 1970’lerde ise hayvan hiicrelerinde (Widel et al. 2001; Jagetia et al.
2001) ve daha sonraki yillarda kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde mutajen maddeleri
belirlemeye yonelik (Schmidt 1975) bir test olarak kullanilmaya baglanmistir. Daha
sonralar1 ise mikrogekirdeklerin aslinda ig ipliklerinin islevlerini yerine getirememesi
sonucunda olustugu fark edilmistir (Yamamoto and Kikuchi 1980). Fenech ve Morley
(1985,1986) tarafindan gelistirilen Sitokinezi-Blok Metodu ile bazi kinetik problemlerin
ortadan kalkmasi saglanarak teknik uygulamadaki giivenirlik arttirillmistir. Daha sonra
ise mikrogekirdek testleri yapisal ve sayisal kromozom aberasyonlarinin
tanimlanmasinda kullanilmaya baslanmistir. Mikrogekirdek testlerinin uygulanmasinin
kolay olmasi ve bunun yani sira Klastojenik veya anojenik Kirleticilerin etkilerinin
calisilmasinda molekiiler yaklagima izin vermesi gibi avantajlart vardir. Bu sebeple de
bu test sistemi giiniimiizde sitogenetik zararin tanimlanmasinda genis ¢apta kullanilan

bir parametre haline gelmistir (Pavlica et al. 2000).

Mikrogekirdek olusumunu tetikleyen etmen kimyasal ajanlara veya radyasyona maruz
kalma durumudur. Boéliinen hiicrelerde sentromersiz kromozom kiriklari ve/veya
kutuplara c¢ekilme islemi sirasinda 1§ ipliklerine tutunamadigi i¢in kutuplara
cekilememis tim bir kromozom mikroniikleuslarin olusumuna neden olabilir. Bu
sebeple mikroniikleuslarin kromozom kiriklarin1 ve kromozom kayiplarini belirlemek
icin giivenilir ve kullanigh bir gosterge oldugu disiiniilmektedir. Geri kalmis
kromozomun ya da sentromersiz kromozom pargasinin etrafinda telofaz evresinde
niiklear bir zar olusur. Bu yiizden mikroniikleuslarin sitoplazmada gézlemlenebilmesi
zor degildir (Sekil 1.4). Cekirdek boliinmesi tamamlanmis fakat heniiz sitoplazma
boliinmesi ge¢irmemis biniiklear (¢ift ¢ekirdekli) hiicrelerde mikroniikleuslarin en ideal

skorlanmasi yapilir (Fenech 2000; Joksi§ 2004).
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Sitokinezin durdurulmasi

00 ®®

Sekil 1.4. Mikrogekirdek olusum mekanizmasi

Mikrogekirdek sayma esaslart Heddle and Countryman (1976)’in kriterlerine gore

belirlenmistir. Bunlar;

e Mikrogekirdek ¢apinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiigiik olmast,
e Boya alma yogunlugu esas c¢ekirdek ile ayn1 olmast,
e Sadece sitokinezi bloke edilmis ve ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki mikrogekirdeklerin

sayllmasidir.

1.6. Tez Calismasinda Kullamlan Biyomalzemeler

1.6.1. Aliiminyum oksit (Al,O3 ) nanopartikiilleri

Aliminyum nanopartikiilleri endiistriyel, evsel ve medikal iiriinlerden savunma
sanayisine kadar genis kullanim alanma sahiptir (Di Virgilio et al. 2010). Farkli

boyutlardaki aliminyum nanopartikiilleri, nanotip alaninda kullanilan ilag dagitim
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sistemlerinde ¢Ozlniirliigi arttirmak icin kullanilmaktadir. 2005 yili itibari ile Diinya
nanopartikiil pazarinin yaklasik %20’ne sahip olacagi tahmin edilen aliiminyum oksit en

bol iiretilen nanopartikiildiir (Rittner 2002).

Seramik bir biyomalzeme olan ve aliimina olarak da bilinen aliiminyum oksit yiiksek
yogunluk ve safliga (>%99.5) sahiptir. Ayrica aliiminanin yiiksek dayaniklilik 6zelligi,
korozyon direnci ve iyi biyouyumluluk ozellikleri vardir. Bu sebeple de kalca
protezlerinde ve dis implantlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Protezlerde ve dis
implantlarinda kullanilan aliimina nanopartikiilleri, iri tane yapisina sahip polikristalin
alfa-Al,O3’tin 1600-1700°C sicaklikta sinterlenmesiyle {iretilir. 20 yili askin siiredir
ortopedik uygulamalarda kullanilan ve yiiksek safligi olan aliiminanin temel kaynagi
boksit ve korendondur. Dogal aliimina safir veya ruby olarak da bilinmektedir. implant
tirlerinin %99.5 saflikta ve %0.1°den az SiO, ve alkali oksitler icermesi gereklidir. o
aliimina rombohedral kristal yapiya (a=4.758 ve ¢=12.991 A°) sahiptir (Kawahara 1989;
Parker and Bajpai 1993). Aliiminyum oksit in vivo kosullarda kimyasal reaksiyonlari
etkilemeyen (tepkimeye girmeyen) bir biyomalzemedir (Park and Lakes 1992). Rhesus
maymunlari tizerinde yiiriitiilen in vivo ¢alismada kemik dokudaki aliiminanin yaklasik
350 giin boyunca toksik etki goOstermedigi ve herhangi bir reddetme isaretine
rastlanmadig bildirilmistir (Henrich et al. 1971; Graves et al. 1972).

1.6.2. Kalsiyum fosfat [Ca3(POg).] nanopartikiilleri

Kalsiyum fosfat seramikleri yaygin sekilde kemik doku onarimi ve gii¢lendirilmesinde
kullanilan, islenebilir biyo-¢oziiniir madde sinifina aittir (Dorozhkin and Epple 2002).
Bu biyomateryaller yiizey o6zellikleri sebebiyle osteoblast yapisma/g¢ogalmasi ve yeni
kemik olusumuna (osteoendiiksiyon) yardimci olurlar (Albrektsson and Johansson
2001; Lee et al. 2006). Daha da 6nemlisi bu molekiillerin in vivo kosullarda kemik
gelisimini destekledigi (Mastrogiacomo et al. 2006) ve kemik iligi stromal hiicrelerini
kuvvetlendirdigi goriilmiistiir (Song et al. 2013). Fakat tiim kalsiyum fosfat tiirleri in
vivo kosullarda ayni biyolojik etkiye sahip olmayabilir. Nitekim bir¢cok kalsiyum fosfat
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cesidi viicut igerisinde kemik gelisimini indiiklerken (osteoindiiktif) bazi gesitleri ise
kemik gelisimini etkilemez (LeGeros 2008).

Kalsiyum fosfat seramikleri kalsiyum ve fosfat atomlarinin ¢oklu oksitleri seklindeki
yapilardir. Ornek olarak hidroksiapatit [3Caz(POg),.Ca(OH),], trikalsiyum fosfat
[Ca3(POy),] ve oktakalsiyum fosfat [CaH(PO,4)3.20H] verilebilir. Yaklasik 20 yildan
beri tipta ve discilikte kalsiyum fosfat bazli biyoseramikler kullanilmaktadir. Bu
malzemeler “kemik tozu” olarak ortopedik kaplamalar ve dis implantlarinda, yiiz
kemiklerinde, kulak kemiklerinde, kalga ve diz protezlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kalsiyum fosfat seramikleri 1000-1500°C sinterlendikten sonra
istenilen geometride sikigtirilirlar. Degisen hizlarda tiim kalsiyum fosfat seramikleri

biyolojik bozunmaya ugrarlar (Pasinli 2004).

1.6.3. Cinko oksit (ZnO) nanopartikiilleri

Cinko 300 den fazla enzimin fonksiyonu, hiicre biiyiimesi, DNA sentezi, RNA
transkripsiyonu, hiicre boliinmesi ve hiicre aktivasyonu igin gerekli olan temel eser
elementtir (Stefanidou et al. 2006; John et al. 2010). Ayrica bu element memelilerde en
¢ok bulunan gegis metallerindendir. Insan populasyonlarinda yaygin olarak goriilen
cinko eksikligi biiyiimede, sinir hiicresi gelisiminde ve bagisiklik sistemi fonksiyonlari
tizerinde zararli etkilere neden olmaktadir (Tapiero and Tew 2003; Plum et al. 2010).
ZnO nanopartikiilleri nanomateryal ailesinin en onemli iiyelerindendir (Wang 2008).
Giinlimiizde kullanilan miihendislik malzemeleri arasinda ¢inko oksit, tiiketim
rtinlerinde en yaygm kullanima sahiptir. ZnO nanopartikiillerinin - miihendislik
malzemelerinin yani sira tekstil, tibbi tani, boya, nanoelektronik ve biyomedikal
uygulamalar gibi kullanim alanlar1 da vardir. Kozmetik ve gilines kremlerinde ise UV
isinlarin1 emme Ozelliginden dolay: tercih edilmektedir (Schilling et al. 2010). Dis
macunu, gida ambalaj malzemesi ve katki maddesi olarak da antibakteriyel 6zellikleri
nedeniyle kullanilmaktadir (Gerloff et al. 2009; Jin et al. 2009; Musee et al. 2011;
Tankhiwale and Bajpai 2012). Biyoteknoloji ve nonotip alaninda gelistirilmeye

baslanan kanser tedavi ve ilag dagitim uygulamalarinda ¢inko oksit igeren biyosensorler
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ve biyomedikal nanopartikiiller kullanilmaktadir. Kullanim alaninin  giderek
yayginlagmasina paralel olarak giivenlik endiseleri artmaya baglamis ve ZnO
nanopartikiillerinin muhtemel toksik etkileri ile ilgili ¢alismalar yogunluk kazanmistir

(Rasmussen et al. 2010; Anish et al. 2011).

Yapilan calismanin amact biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek Aliminyum
oksit (Aliimina-Al,O3), Kalsiyum fosfat (Ca3(PO4);) ve Cinko oksit (ZnO)
nanomateryallerinin muhtemel genotoksik etkilerini belirlemektir. Yontem olarak insan
periferik kan kiiltiirlerinde in vitro Kromozom Aberasyon (KA) ve Mikrogekirdek (MC)

test yontemleri se¢ilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda nanoteknolojide ki gelismeler bir¢ok disiplini etkiledigi gibi biyomalzeme
alaninda da yeni gelismelere yol agmistir. Bu nedenle nano boyutlarda biyomalzeme
tiretimi ve bu malzemelerin toksik etkilerinin arastirildigi ¢alismalar hiz kazanmustir.
Nanotoksikoloji alaninda ulusal ve uluslararasi bilim diinyasinda son zamanlarda

yapilan bazi calismalar asagida 6zetlenmistir.

Balasubramanyam et al. (2009) Al,O3 molekiiliinin 30 ve 40 nm boyutlarindaki
formlartyla yaptiklart in vivo galismada, 500, 1000 ve 2000 mg/kg Al,O3; dozlart oral
olarak disi Wistar sicanlarina uygulanmis ve kemik iligi hiicrelerinde kromozom
aberasyon ve mikroniikleus testleri ile genotoksisite arastirilmistir. Deney sonucu elde
edilen veriler Al,O3 molekiiliiniin her iki formunun da 1000 ve 2000 mg/kg uygulama

dozlarinda genotoksik oldugunu ortaya koymustur.

Kim et al. (2009) in vitro olarak yiirittikleri ¢alismada, comet ve MLA (Mouse
lymphoma assay) testleri ile fare lenfoma hiicre hatt1 (L5178Y) ve insan bronsial epitel
hiicrelerinde (BEAS-2B) 50 nm’den kiigiik Al,O3 nanopartikiillerinin toksik etkilerini
aragtirmiglardir. Sonug olarak 0-5000 pg/mL doz araliginda Al,O3 nanopartikiillerinin
genotoksik etki gosterdigi kesin olarak gosterilememis fakat 6zellikle 2500 pg/mL ve
izeri dozlarda genotoksisite potansiyeline sahip olabilecegi ifade edilmistir. Bu sonuca

ek olarak bu nanopartikiiliin kesinlikle mutajen olmadig: rapor edilmistir.

Bir bakteri tiirii olan Salmonella typhimurium’un TA100, TA1535, TA98, TA97a ve
TA102 suslar1 iizerine Al,O3 nanopartikiillerinin (30 ve 40 nm) mutajenitesinin
arastirtldigr in vitro ¢alismada Ames testi kullanilmis ve nano-Al,O3 molekiillerinin

mutajeniteye neden olmadigi tespit edilmistir (Balasubramanyam et al. 2010).

Virgilio et al. (2010) TiO2 ve Al;O3; nanopartikiillerinin sitotoksik ve genotoksik
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda Chinese Hamster Ovaryum (CHO-K1)
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hiicrelerinde farkl test yontemlerini (NR, MTT, KKD ve MC testleri) kullanmislardir.
Al;O3’un 0-100 pg/mL doz araliginin uygulandigr arastirmanin sonuglarina gore etkisi

arastirilan her iki molekiiliinde sitotoksik ve genotoksik olduklari rapor edilmistir.

Radziun et al. (2011) Al,O3 molekiiliiniin sitotoksik etkilerini si¢an fibroblast (L929) ve
insan deri fibroblast (BJ) hiicrelerinde 0-400 pg/mL doz araliginda arastirmislardir.
EZAU testi ile yiiriitiilen ¢alismanin sonuglarina gore nano-Al,O3 molekiillerinin 1L929

ve BJ hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Muramatsu et al. (2005) in vivo olarak yirittiikleri caligmalarinda B-TCP ve
karboksimetil-kitin ~ (CM-Kitin)  kompozitini  kemik  kirigmin  onariminda
kullanmiglardir. Yaklagik 4-7 mg/kg olacak sekilde erkek ve disi sicanlara implante
edilen kompozit 28 giin boyunca viicutta kalmis ve 28. giiniin sonunda toplam 44
organda ve dokuda hematolojik, biyokimyasal (kan), iirinolojik (idrar) ve histopatalojik
bulgular degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonucunda kullanilan kompozitin

subakut sistemik toksisiteye neden olmadig1 rapor edilmistir.

Huang et al. (2009) osteoporoz gelisiminin engellenmesi i¢in kullanilan normal boyutta
ki kalsiyum bilesiklerinin gastrointestinal sistem tarafindan tamamen emilmedigi bu
nedenle nanoboyutta olan kalsiyum bilesiklerinin kullanilmasini dnermislerdir. Bu amag
dogrultusunda nano boyutlarda ki kalsiyum bilesiklerinin toksikolojik etkilerini
arastirdiklar1  ¢alismalarinda kalsiyum karbonat (CaCO3) ve kalsiyum sitrat
(Caz(CeHs07)2) nanopartikiillerinin in vivo kosullarda toksik etki gostermedigini, bu
nedenle s6z konusu tedavide nanopartikiil boyuttaki kalsiyum bilesiklerinin

kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Patil et al. (2012) dolomit nanopartikiillerinin sitotoksik ve genotoksik etkilerini insan
akciger epitel hiicrelerinde (A549) incelemislerdir. Molekiiler formiili CaMg(COs3);
dolomit %54.35 CaCO; ve %45.65 MgCO; igermektedir. MTT, TB ve MN test
yontemleriyle yiriitilen calismada hiicre kiiltiirleri 0-400 pg/mL doz araligindaki

nanopartikiil ¢ozeltilerine maruz birakilarak hiicre canliligi degerlendirilmistir. Deney
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sonuglarina gore soz konusu nanopartikiillerin akciger hiicreleri iizerinde sitotoksik ve

genotoksik etkileri oldugu rapor edilmistir.

Jang et al. (2012) insan servikal kanser hiicreleri (HeLa) tizerinde mono kalsiyum fosfat
(CaP) molekiillerinin sitotoksik etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda MTT test sistemi
ile s6z konusu nanopartikiillerin sitotoksik etkisinin olmadigin1 ve biyosistemlerde

kullanilabilecegini gostermislerdir.

Bauer et al. (2009) Yeni Zelanda tavsanlariyla yiiriittiikleri in vivo ¢alismada proksimal
tibia ve distal femur pargalar1 ¢ikarilarak tekrar implante edilmis ve B-TCP kemik
tutkali ile tutturulmustur. Operasyon sonrasi 12, 24, 48, 72, 240 ve 504. saatlerin
sonunda hematolojik, trinolojik ve biyokimyasal analizler yapilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonuglarima gore B-TCP kemik tutkalinin
biyouyumlulugunun yiiksek oldugu ve akut-subakut, lokal veya sistemik toksisiteye yol

acmadigi bildirmistir.

Zhang et al. (2009) AlamarBlue hiicre canlilik testi ile in vitro olarak yiirittiikleri
calismada peridontal hastaliklarin tedavisinde kemik tamir malzemesi olarak kullanilan
polifosfoester (UPPE)-B-TCP kompozitinin sitoksik etkilerini arastirilmiglar ve sigan
fibroblast (L929) hiicreleri ile gergeklestirilen ¢alisma sonuglarina gore bu kompozitin

toksik olmadig1 sonucuna varmiglardir.

Young et al. (2010) Escherichia coli (E. coli) ve Salmonella typhimurium (S.
typhimurium) bakteri tiirlerinin mutant suslar1 tizerinde B-TCP’mn genotoksik etkilerini
arastirmiglar ve Ames testi ile yiiriitiilen deney sonuglaria gore bu molekiiliin mutajen

olmadigin1 rapor etmislerdir.

Dofour et al. (2006) CHO hiicreleri iizerinde kromozom aberasyon testi ile yiiriittikleri
in vitro c¢alismada ZnO nanopartikiillerinin (100 nm) DNA hasarini artirdigini

dolayisiyla bu molekiiliin genotoksik oldugunu bildirmislerdir.
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Osman et al. (2010) insan monolayer tiimoér hiicrelerini (Hep-2) kullanarak ZnO
nanomateryallerinin  genotoksik etkilerinin arastirildigt in  vivo ¢alismalarinda
konsantrasyona ve zamana bagli olarak bu molekiillerin genotoksik oldugunu rapor
etmiglerdir. Mevcut aragtirmada genotoksisite testi olarak Comet ve mikrogekirdek

testleri kullanilmistir.

Hackenberg et al. (2011) ZnO nanopartikiillerinin toksisitesini aragtirdiklari in vitro
caligmalarinda etkisi arastirilan nanopartikiiliin 0-50 ug/mL toz aralifinda MTT ve
Comet testleri ile sitotoksik ve genotoksik potansiyellerini belirlemeyi amaglamiglardir.
Insan mukoza hiicreleri iizerinde yiiriitilen deney sonuglarna gére ZnO
nanopartikiillerinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile sitotoksik ve genotoksik etkisi

oldugu rapor edilmistir.

Sharma et al. (2011a) MIT, NRU ve Comet testleri ile in vitro olarak yiiriittiikleri
caligmalarinda, insan karaciger hiicreleri (HepG2) iizerinde ZnO nanopartikiillerinin
konsatrasyon ve zamana bagl toksik etkilerini arastirmislardir. Deney sonuglarina gore
test edilen molekiiliiniin DNA hasarina yol agmak suretiyle genotoksik oldugu ve ayni

zamanda sitotoksik etkisi bulundugu bildirilmistir.

Sharma et al. (2011b) epidermal keratinosit hiicreleri (HEK) ile yaptiklari toksisite
calismalarinda Comet test sistemini kullanarak ZnO nanopargaciklarinin sitotoksik ve

genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.

Gonzalez et al. (2012) MTT test yontemi ile The real time cell analyzer (RTCA)
sisteminin sonuglarimi karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda 11 farkli molekiiliin sitotoksik
etkilerini belirlemeyi amaclamislardir. insan bronsial epitel hiicreleri (16HBE140-)
tizerinde in vitro olarak yiiriitilen deney sonuglarina gore ZnO nanopartikiiliiniin

sitoksik oldugu rapor edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kan orneklerinin alinmasi ve kiiltiirlerin kurulmasi

Bu ¢alismaya yaslar1 20 ile 25 arasinda olan (22,25+1,70) sigara ve alkol kullanmayan,
belli bir hastalig1 saptanmayan ve meslegi dolayisiyla fiziksel ve kimyasal ajanlara
maruz kalmamis goniillii 4 erkek birey dahil edildi. Heparinize enjektore alinan
periferik kan numuneleri, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Toksikoloji ve Doku Kiiltiirii Laboratuarlarinda yiiriitiilen genetik aragtirmalarda
kullanildi. Yapilan 6n denemelerden elde edilen sonuglar ve mevcut literatiir bilgileri
dogrultusunda test maddelerinin kiiltiirlere uygulanacak olan dozlar1 tespit edildi. Test
edilen biyomalzemeler ve Kkiiltiirlere uygulanan konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1°de
gosterilmistir. Genotoksisite aragtirmalart 72 saatlik tam kan kiiltiirleri lizerinde yapildi.
Elde edilen preparatlar daha sonra analiz edilmek iizere uygun kosullarda saklandi.
Kontrol (-) grubu olarak kurulan kiiltiirlere herhangi fizyolojik su eklendi. Kontrol (+)
grubu olarak Mitomisin-C (MMC) (10"M) kullanildu.

Cizelge 3.1. Test edilen biyomalzemeler ve uygulanan konsantrasyonlari

Nanomalzeme Test edilen konsantrasyonlari
Aliiminyum oksit

Kalsiyum fosfat 0,1, 125, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ve
Cinko oksit 2000 ppm

3.1.2. Test ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Test edilecek nanomalzemeler distile suda hesaplanan miktarlarda ¢oziilerek test

¢Ozeltileri hazirlandi.
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3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kromozom medium B Biochrom® firmasindan, cytochalasin-B,L-
glutamine, colcemid, giemsa, mitomisin-C Sigma® firmasindan, potasyum kloriir
(KCI), glasiyal asetik asit ve sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) Riedel-de Haent®
firmasindan, metanol ve potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Fluka® firmasindan,
sodyum heparin Roche® firmasindan temin edildi. Ayrica c¢alismada kullanilan

nanomalzemeler Atatiirk tiniversitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimiinden temin edildi.

3.1.4. Kullanilan aletler ve cihazlar

Arastirmalar siiresince kullanilan aletler ve cihazlarla ilgili bilgiler Cizelge 3.2°de

sunulmustur.

Cizelge 3.2. Arastirma siiresince kullanilan cihazlar

Aletler ve Cihazlar Temin edildikleri firmalar

Distile su cihazi Easypure RF compact ultarpure ws, USA
Etiiv Heraeus FB 420, Germany

Hassas terazi Sartorius AG, Germany

Mikroskop Prior T-100 mA, England

Otomatik pipet Finpipette Labsystems, Finland

pH metre Handylab - 2BNC

Santrifiij Niive NF 200, Niive M.S.L.T.A, Ankara

Su banyosu Niive BM 101, Niive M.S.L.T.A, Ankara
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3.1.5. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

Hipotonik ¢ozeltinin hazirlanis

0,5592 gr KCl tartilarak 100 ml distile suda ¢6ziildii. Konsantrasyonu 0,075 M olan KC1

¢oOzeltisi kullanilmadan 6nce etiivde 37°C’ye kadar 1sit1ld1.

Carnoy fiksatifinin hazirlanisi

1 kisim Glasiyel asetik asit’in iizerine 3 kisim metanol ilave edilerek iyice karigtirildi.
Soliisyon her kullanim i¢in taze olarak hazirlandi. Kullanmadan 6nce buzdolabinda

(+4°C’de) sogutuldu.

Giemsa boya ¢ozeltisinin hazirlanisi

A Cozeltisi: NagHPOg4’ten 11,88gr tartilarak 1litre distile suda ¢oziildii.
B Cozeltisi: KH,PO4’ten 9,08gr tartilarak 1 litre distile suda ¢oziildii.

A ¢dzeltisinden 30 ml saleye konuldu. Uzerine; pH metre 6,8’i gosterinceye kadar B
cozeltisinden ilave edildi. Sonra lizerine 5 ml Giemsa boyasi eklendi. Pipetajla
karistirldi. Uzerinin yag1 kurutma kagidi ile alindi. Cozelti oda 1sisinda muhafaza
edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Genotoksisite testleri

Genotoksisite arastirmalari, giivenilir ve oldukca yaygin olarak kullanilan Kromozom
aberasyon (KA) ve Mikrogekirdek (MC) teknikleri kullanilarak yiiriitildi. Tim

kromozom c¢alismalarinda oldugu gibi bu arastirmada da 6zellikle hiicre kiiltiirlerindeki
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kontaminasyon ihtimalini azaltmak ve c¢alisma sirasinda optimum miktarda hiicre elde

edebilmek igin sterilite, pH, sicaklik ve 151k kosullarina dikkat edildi.

3.2.1.a. Kromozom aberasyon (KA) yontemi

1) Protokol numarasi verilmis steril hiicre kiiltiir tiiplerine (cellstar) 6nceden
hazirlanmis ve 37°C’ye getirilmis besiyerinden (Chromosome Medium B) 6 ml

konuldu.

2) Besiyerinin lizerine 0,5 ml tam kan eklendi.

3) Tiplerdeki kiiltiirlere son konsantrasyonlar1 1, 12.5, 25, 50, 100, 250, 500,1000 ve

2000 mg/L olacak sekilde test edilen nanomalzeme ¢o6zeltileri ilave edildi.

4) Tiipler alt iist edilerek karistirildi ve kapaklari kapatilarak 37°C’lik etiive birakildu.

5) Inkiibasyon baslangicimdan 70 saat 15 dk sonra, colcemid ¢dzeltisinden (+4°C de

muhafaza edilmis, 10 pg/ml konsantrasyonunda) 0,1 cc tiim kiiltiirlere eklendi.

6) Tlpler tekrar etiive yerlestirilerek (37°C’de) 1 saat 45dk daha beklendi.

7) 72 saatin sonunda etiivden ¢ikarilan tiipler santrifiij islemine alindu.

8) Kiiltiirler 900 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

9) Santrifiij siiresinin sonunda siipernatant pastor pipeti ile atild1.

10) Tiipte kalan ¢okeltinin (pellet) lizerine 8 ml Hipotonik ¢dzeltisi yavas yavas ilave
edildi.
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11) Hipotonik ¢ozelti eklenen tiipler 37°C’lik etiivde 15-20 dk bekletildi.

12) Bekleme siiresi sonunda etiivden ¢ikarilan tiipler 900 rpm’de 10 dk santrifiij edildi

ve siipernatant atildi.

13) Tiipte kalan pellet iizerine taze hazirlanmis soguk tespit ¢ozeltisinden yavas yavas 7

ml eklenerek 900 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

14) Bir onceki basamak iki kez daha tekrar edildi.

15) Son siipernatant da atild1 ve pellet pastor pipeti ile yavas yavas karistirildi.

16) Pipetle cekilen pellet dnceden {izerine protokol numarasi yazilmis, temizlenmis ve
sogutulmus (+4°C) lamlara 45°’lik ac1 ile yayilarak lamlar oda 1sisinda karanlik bir

ortamda 3 giin kurumaya birakildu.

17) 3. giiniin sonunda preparatlar 15 dk. Giemsa boyasinda bekletildi.

18) Boyama isleminin sonunda preparatlar tekrar distile sudan gegcirilerek oda

sicakliginda kurumaya birakildi.

19) Kuruyan lamlar entellan kullanilarak kapatildi ve incelemeye hazir hale getirildi.
Preparatlar 151k mikroskobunda immersiyon (x100) objektifi ile incelendi. Her bir
bireyden 30 metafaz plagi degerlendirildi. Incelenen metafazlar da daha ¢ok kromatid
ve kromozom gap’leri ile kromatid ve kromozom kiriklar1 degerlendirmeye alinarak

hiicre basina ortalama KA degeri elde edildi.
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3.2.1.b. Mikrocekirdek (MC) yontemi

KA yénteminde oldugu gibi kiiltiir ortam1 hazirland1. Inkiibasyonun baslangicindan 44
saat sonra, sitokalazin-B’den son konsantrasyonu 3ug/ml olacak sekilde tiim kiiltiirlere
ilave edildi. 72 saatin sonunda etiivden c¢ikarilan tiipler santrifiij islemine alindu.
Santriftij islemleri, hipotonik ve tespit g¢ozeltilerinin ilave edilmesi ile yaymalarin
yapilmasinda KA i¢in verilmis olan protokol uygulandi. Yayma islemini takip eden
3.gliniin sonunda preparatlar 15dk. Giemsa boyasinda bekletildi. Boyama isleminin
sonunda preparatlar tekrar distile sudan gegirilerek oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Kuruyan lamlar entellan kullanilarak kapatildi ve incelemeye hazir hale getirildi.
Preparatlar 151k mikroskobunda immersiyon (x100) objektifi ile incelendi.
Mikrogekirdek olusumunu degerlendirmek i¢in hazirladigimiz sitokalazin-B’li
kiiltiirlerde elde edilen biniikleuslu hiicrelerde MC degerlendirme kriterleri dikkate
alinarak sayim yapildi. Mononiikleuslu, triniikleuslu veya daha fazla ¢ekirdekli hiicreler
degerlendirme dis1 birakildi. Her bir kiiltiirde en az 1500 biniikleuslu hiicre incelendi ve

MC frekanslar1 hesaplandi.

3.3. Biyomalzemelerin Karakterizasyonu

Calismamizda kullanilan biyomalzemelerin  karakterizasyonlar1 XRD  (X-ray
diffiraction) ve SEM (Scanning Electron Microscope) analizleri ile yapilmistir.
Kullanilan biyomalzemelere ait XRD ve SEM sonuglart Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5 ve
3.6’da verilmistir. XRD sonuglarindan elde edilen raw verileri Scherrer denklemi
(Scherrer equation) ile degerlendirilmis ve biyomalzemelerin nanopartikiil boyutlari

hesaplanmistir. Hesaplamalar asagida verilen denkleme gore yapilmistir.

B.Cos0

Scherrer denklemi; T = seklindedir (Rodriguesa and Avila 2012).

T: Parcgacik biiyiikligii
K: Boyutsuz sekil faktorii (0.9)
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A: X-151m1 dalga boyu (1.54 A° =0.154 nm)
B: Yar yiikseklik genisligi (XRD raw verilerinden elde edilmistir)

0: Bragg acisin1 simgelemektedir.
3.3.1. Aliiminyum oksit bilesiginin karakterizasyonu

XRD ve SEM analizleri yapilan aliiminyum oksit bilesigine ait veriler Scherrer

denklemi ile hesaplanmis ve partikiil biiytikliikleri belirlenmistir.

K.A 0,90x0,154 0,1386
H - [—

T= — T=
B.CosO 0,04x0,830 0,0332

5

— T =4,175nm

Counts

300 -aluminyumoksit

200

Position [*2Theta] (Copper (Cu))

Sekil 3.1. Aliiminyum oksit nanopartikiiliiniin XRD goriintiisii
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HV |spot| mag 0| WD | det | pressure
2.00kV | 3.0 [S0000x| 7.4 mm ETD|1.61e-4 mbar IYTEMAM

Sekil 3.2. Aliiminyum oksit nanopartikiiliiniin SEM goriintiisii

3.3.2. Kalsiyum fosfat bilesiginin karakterizasyonu

XRD ve SEM analizleri yapilan kalsiyum fosfat bilesigine ait veriler Scherrer denklemi

ile hesaplanmig ve partikiil biiyiikliikleri belirlenmistir.

K.A 0,90x0,154 _0,1386

B.Cos0 0,016x0,956 0,0153

— T =9,058 nm
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Counts

500 — 2-kalsiyumfosfat

400 H

200

| | | | | |
10 20 30 40 50 60

Position [“2Theta] (Copper (Cu))

Sekil 3.3. Kalsiyum fosfat nanopartikiiliiniin XRD goriintiisii

HV [spot| mag 01| WD |det| pressure
200kV| 3.0 |[20000x | 7.5 mm |ETD | 5.70e-5 mbar IYTEMAM

Sekil 3.4. Kalsiyum fosfat nanopartikiiliiniin SEM goriintiisii
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3.3.3. Cinko oksit bilesiginin karakterizasyonu

XRD ve SEM analizleri yapilan ¢inko oksit bilesigine ait veriler yine Scherrer denklemi

ile hesaplanmis ve partikiil biiyiikliikleri belirlenmistir.

K.A 0,900x0,154 0,1386
—> T= —_ =
[.Cos6 0,007x0,960 0,0070

— T =19,8 nm

Counts

3<inkooksit

600

400

Position [“2Theta] (Copper (Cu))

Sekil 3.5. Cinko oksit nanopartikiiliiniin XRD goriintiisii
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HV [spot[mag O] WD [det| pressure
2.00 kV | 3.0 |20 000 x| 7.1 mm |ETD | 7.47e-5 mbar NTEMAM

Sekil 3.6. Cinko oksit nanopartikiiliiniin SEM goriintiisii

3.4. Istatistiksel islemler

Calismadan elde edilen bulgularin istatiksel yonden degerlendirilmesinde SPSS 18
programi kullanildi. Tespit edilen KA ve MC analizlerinde belirlenen ortalamalarin
kontrol ve deney gruplar1 arasinda degisiklik gosterip gostermedigi varyans analizi
kullanilarak belirlendi. Varyans analizi i¢in one way Anova testlerinden Fisher’s Least
Significant Difference (LSD) testi kullanildi. Elde edilen veriler 0.05 anlam seviyesi

g6z Oniinde bulundurularak yorumlandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada in vitro kosullarda insan tam kan kiiltiirleri test bilesikleri olarak belirlenen
aliminyum oksit, kalsiyum fosfat ve ¢inko oksitin son konsantrasyonlar1 0, 1, 12.5, 25,
50, 100, 250, 500, 1000 ve 2000 ppm olacak sekilde hazirlanan soliisyonlar1 ile
muamele edilmistir. Genetik arastirmalar kromozom aberasyon ve mikrogekirdek
testleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Kiiltiirlerden elde edilen KA/hiicre ve MC/1000

hiicre degerleri tizerinden istatistiki hesaplamalar yapilarak sonuglar tartigsilmistir.

4.1. Aliiminyum oksit (Al,O3) Nanopartikiiliine Ait Sonuclar

4.1.1. Kromozom aberasyon testi sonuc¢lari

Test bilesigi olarak kullanilan aliininyum oksidin in vitro kosullarda kromatid ve
kromozom tipi aberasyonlarin incelendigi KA testi sonuglari, KA/hiicre degerlerinin
tim uygulama dozlar1 i¢in 0.15£0.04 ve 0.71+0.07 degerleri arasinda oldugunu
gostermistir. Kan kiiltiirlerine uygulanan aliiminyum oksidin hi¢bir dozu kontrol
grubuna (0.24+0.02) kiyasla KA sikliginda istatistiki olarak anlamli artisa sebep
olmamustir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan MMC ise hem kontrol grubuna hem
de aliiminyum oksidin uygulanan konsantrasyonlarina kiyasla KA sikliginda belirgin bir
artisa yol acmistir (Sekil 4.1). Etkisi arastirilan aliiminyum oksit bilesiginin
konsantrasyonlarina bagli olarak tam kan kiiltiirlerinde ortaya koydugu KA/hiicre
degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Ayrica metafaz alanlarindaki KA 6rnegi Sekil

4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. In vitro kosullarda aliminyum oksit bilesiginin konsantrasyonlarma gore
olusturdugu KA degerlerinin istatiksel dagilimi

Gruplar Kromatid tipi Kromozom tipi KA/hiicre+
Gap Kirik Gap Kirik S.S
Kontrol’ 0.38 0.35 0.17 0.10 0.24+0.02°
Kontrol® 0.90 0.75 0.63 0.58 0.71+0.07°
1 ppm 0.35 0.32 0.10 0.00 0.22+0.02°
12.5 ppm 0.35 0.34 0.10 0.10 0.19+0.03°
25 ppm 0.31 0.31 0.00 0.00 0.15+0.04%
50 ppm 0.33 0.32 0.10 0.10 0.21+0.02°
100 ppm 0.41 0.31 0.10 0.10 0.23+0.02°
250 ppm 0.38 0.29 0.00 0.10 0.19+0.02°
500 ppm 0.39 0.28 0.10 0.10 0.21+0.03°
1000 ppm 0.39 0.26 0.10 0.10 0.21+0.02°
2000 ppm 0.40 0.33 0.00 0.10 0.20+0.02°

*Degerler Ortalama+Standart Sapma olarak verilmistir (n=4). Aym siitundaki farkli harfler P<0.05
diizeyinde istatiksel farklilig: ifade etmektedir. Kontrol = Fizyolojik su, Kontrol*= Mitomisin-C (10”M).

AlL,O; KA/Hiicre Degerleri

Sekil 4.1. Aliiminyum oksit maruziyeti sonucunda gozlenen KA/Hiicre degerleri
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Sekil 4.2. Aliminyum oksit bilesiginin 1000 ppm’de neden oldugu kromozomal
aberasyon (kromatid gap)

4.1.2. Mikrocekirdek testi sonuclari

In vitro kosullarda MC/1000 hiicre degerleri, biitiin konsantrasyonlar igin 2.00+0.35 ve
7.83+£0.91 degerleri arasinda bulunmustur. Negatif kontrol grubu igin tespit edilen
MC/1000 hiicre degeri (2.00+0.35) ile deney gruplarindan elde edilen MC/1000
degerlerleri arasinda istatistiki agidan herhangi bir farklilik gozlemlenmemistir. Farkli
konsantrasyonlarda kiiltlirlere uygulanan aliiminyum oksit hi¢bir dozda kontrol grubuna
kiyasla MC sikliginda belirgin degisiklige yol agmamustir. Pozitif kontrol grubu olarak
kullanilan MMC’nin MC/1000 hiicre degeri (7.83+0.91), hem kontrol grubunun hem de
deney gruplarinin MC/1000 hiicre degerlerinden istatistiki olarak farkli ¢ikmustir (Sekil
4.3). Aliminyum oksit nanopartikiiliiniin tam kan kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagli
olarak ortaya koydugu MC/1000 hiicre degerleri Cizelge 4.2’de sunulmustur.
Mikrogekirdek test teknigine gdre hazirlanmis preparatlardan elde edilen 6rnek MC
fotograflar1 Sekil 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. In vitro kosullarda aliiminyum oksit bilesiginin konsantrasyonlara gdre
olusturdugu MC/1000 hiicre ve MC sayisina gore CCH (¢ift ¢cekirdekli hiicre) dagilimi

Gruplar Sayilan MC sayisia gére CCH | MC/1000 hiicre
toplam CCH | dagilimi
0 1 2
Kontrol 6000 5988 12 |0 2.00+0.35°
Kontrol” 6000 5953 44 |3 7.83+0.91°
1 ppm 6000 5987 11 2 2.16+0.38°
12.5 ppm 6000 5986 14 0 2.33+0.41°
25 ppm 6000 5982 16 2 3.00+0.38°
50 ppm 6000 5984 16 0 2.66+0.35°%
100 ppm 6000 5986 13 1 2.33+0.29°
250 ppm 6000 5985 14 1 2.50+0.33°
500 ppm 6000 5985 15 0 2.50+0.31°
1000 ppm 6000 5987 13 0 2.16+0.42°
2000 ppm 6000 5983 16 1 2.83+0.32°

*Degerler Ortalama+Standart

Sapma olarak verilmistir (n=4). Ayn siitundaki farkli harfler P<0.05

diizeyinde istatiksel farklilig: ifade etmektedir. Kontrol = Fizyolojik su, Kontrol*= Mitomisin-C (10”M).
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Sekil 4.3. Aliiminyum oksit maruziyeti sonucunda gozlenen MC/1000 hiicre degerleri
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Sekil 4.4. Karyokinez evresini tamamlamus ¢ift ¢ekirdekli lenfosit hiicresi

Sekil 4.5. 500 ppm aliiminyum oksit maruziyeti sonucunda gozlenen mikrogekirdek
olusumu
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Sekil 4.6. 1000 ppm aliiminyum 0ksit maruziyeti sonucunda gézlenen mikrogekirdek
olusumu

Sekil 4.7. 2000 ppm aliiminyum oksit maruziyeti sonucunda gozlenen mikrogekirdek
olusumu
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4.2. Kalsiyum fosfat [Ca3(PO,).] Nanopartikiiliine Ait Sonuclar

4.2.1. Kromozom aberasyon testi sonuclari

Test bilesigi olarak kullanilan kalsiyum fosfat nanopartikiiliiniin in vitro kosullarda
kromatid ve kromozom tipi aberasyonlarin incelendigi KA testi sonuglart KA/hiicre
degerlerinin tiim uygulama dozlar1 i¢in 0.16+£0.03 ve 0.71+0.07 degerleri arasinda
oldugunu gostermistir. Kan kiiltiirlerine uygulanan kalsiyum fosfatin higbir dozu
kontrol grubuna (0.24+0.02) kiyasla KA sikliginda istatistiki olarak anlamli artisa sebep
olmamistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan MMC ise hem kontrol grubuna hem
de kalsiyum fosfatin uygulanan konsantrasyonlarina kiyasla KA sikliginda belirgin bir
artisa sebep olmustur (Sekil 4.8). Etkisi arastirilan kalsiyum fosfat bilesiginin
konsantrasyonlarina bagli olarak tam kan kiiltiirlerinde ortaya koydugu KA/hiicre
degerleri Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Ayrica metafaz alanlarindaki KA 6rnegi Sekil

4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.3. In vitro kosullarda kalsiyum fosfat bilesiginin konsantrasyonlarma gore
olusturdugu KA degerlerinin istatiksel dagilimi

Gruplar Kromatid tipi Kromozom tipi KA/hiicre+
Gap Kirik Gap Kirik S.S
Kontrol 0.38 0.35 0.17 0.10 0.24+0.02°
Kontrol” 0.90 0.75 0.63 0.58 0.71+0.07"
1 ppm 0.31 0.32 0.00 0.00 0.16+0.03
12.5 ppm 0.39 0.30 0.00 0.00 0.17+0.03°
25 ppm 0.28 0.30 0.10 0.10 0.19+0.05°
50 ppm 0.35 0.32 0.00 0.10 0.19+0.03
100 ppm 0.37 0.32 0.00 0.00 0.17+0.02°
250 ppm 0.34 0.29 0.00 0.10 0.18+0.01°
500 ppm 0.43 0.24 0.10 0.10 0.22+0.03°
1000 ppm 0.35 0.27 0.00 0.10 0.18+0.03
2000 ppm 0.33 0.30 0.10 0.00 0.18+0.02°

*Degerler Ortalama+Standart Sapma olarak verilmigtir (n=4). Aym siitundaki farkli harfler P<0.05
diizeyinde istatiksel farklilig1 ifade etmektedir. Kontrol = Fizyolojik su, Kontrol*= Mitomisin-C (10”'M).
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Cay(PO,), KA/Hiicre Degerleri

Sekil 4.8. Kalsiyum fosfat maruziyeti sonucunda gozlenen KA/Hiicre degerleri
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Sekil 4.9. Kalsiyum fosfat bilesiginin 500 ppm’de neden oldugu kromozomal aberasyon
(kromatid kirig)
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Sekil 4.10. Kalsiyum fosfat bilesiginin 1000 ppm’de neden oldugu kromozomal
aberasyon (Kromozom kirig1)

4.2.2. Mikrocekirdek testi sonuclari

In vitro kosullarda MC/1000 hiicre degerleri, biitiin konsantrasyonlar icin 2.00+0.35 ve
7.83£0.91 degerleri arasinda bulunmustur. Negatif kontrol grubu igin tespit edilen
MC/1000 hiicre degeri (2.00+0.35) ile deney gruplarindan elde edilen MC/1000
degerleri arasinda istatistiki ac¢idan herhangi bir farkliik bulunmamistir. Farkli
konsantrasyonlarda kiiltiirlere uygulanan kalsiyum fosfat hi¢bir dozda kontrol grubuna
kiyasla MC sikliginda belirgin degisiklige yol agmamustir. Pozitif kontrol grubu olarak
kullanilan MMC’nin MC/1000 hiicre degeri (7.83+0.91), hem kontrol grubunun hem de
deney gruplarinin MC/1000 hiicre degerlerinden istatistiki olarak farkli ¢ikmistir (Sekil
4.11). Kalsiyum fosfat nanopartikiiliiniin tam kan kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagl
olarak ortaya koydugu MC/1000 hiicre degerleri Cizelge 4.4’de sunulmustur.
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Mikrogekirdek test teknigine gdre hazirlanmis preparatlardan elde edilen 6rnek MC
fotograflar Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14°de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. In vitro kosullarda kalsiyum fosfat bilesiginin konsantrasyonlara gore
olusturdugu MC/1000 hiicre ve MC sayisina gore CCH (gift ¢ekirdekli hiicre) dagilimi

Gruplar Sayilan MC sayisina gore CCH | MC/1000 hiicre
toplam CCH | dagilimi
0 1 2
Kontrol 6000 5988 12 0 2.00+0.35°
Kontrol® 6000 5953 44 3 7.83+0.91°
1 ppm 6000 5986 13 1 2.33+0.30°
12.5 ppm 6000 5979 21 0 3.50+0.22°
25 ppm 6000 5983 17 0 2.83+0.41°
50 ppm 6000 5986 14 0 2.33+0.29°
100 ppm 6000 5987 13 0 2.16+0.29°
250 ppm 6000 5982 18 0 3.00+0.43%
500 ppm 6000 5981 19 0 3.16+0.37°
1000 ppm 6000 5987 13 0 2.16+0.36°
2000 ppm 6000 5987 13 0 2.16+0.31°

*Degerler Ortalama+Standart Sapma olarak verilmistir (n=4). Ay siitundaki farkli harfler P<0.05
diizeyinde istatiksel farklilig: ifade etmektedir. Kontrol = Fizyolojik su, Kontrol*= Mitomisin-C (10”M).
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Cay(PO,), MC/1000 Hiicre Degerleri

Sekil 4.11. Kalsiyum fosfat maruziyeti sonucunda gézlenen MC/1000 hiicre degerleri
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Sekil 4.12. Karyokinez evresini tamamlamuis ¢ift ¢ekirdekli lenfosit hiicresi

Sekil 4.13. 500 ppm kalsiyum fosfat maruziyeti sonucunda gozlenen mikrogekirdek
olusumu
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Sekil 4.14. 1000 ppm kalsiyum fosfat maruziyeti sonucunda gézlenen mikrogekirdek
olusumu

Sekil 4.15. 2000 ppm kalsiyum fosfat maruziyeti sonucunda gézlenen mikrogekirdek
olusumu
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4.3. Cinko oksit (ZnO) Nanopartikiiliine Ait Sonuclar

4.3.1. Kromozom aberasyon testi sonuclari

Test bilesigi olarak kullanilan ¢inko oksit nanopartikiiliiniin in vitro kosullarda kromatid
ve kromozom tipi aberasyonlarin incelendigi KA testi sonuglar1 KA/hiicre degerlerinin
tim uygulama dozlar1 i¢in 0.24+£0.03 ve 0.71+0.07 degerleri arasinda oldugunu
gostermistir. Ayrica ZnO’un 500 ppm ve yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik
etkilerinden dolayi kiiltiirlerin {ireme kosullarin1 olumsuz etkileyerek steriliteye neden
oldugu gozlenmistir. Kan kiiltiirlerine uygulanan ¢inko oksit ’in 1 ppm hari¢ biitiin
dozlar1 kontrol grubuna (0.24+0.03) kiyasla KA sikliginda istatistiki olarak anlamli
artisa sebep olmustur. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan MMC ise hem kontrol
grubuna hem de ¢inko oksidin uygulanan konsantrasyonlarina kiyasla KA sikliginda
belirgin bir artisa sebep olmustur (Sekil 4.16). Etkisi arastirilan ¢inko oksit bilesiginin
konsantrasyonlarina bagli olarak tam kan Kkiiltiirlerinde ortaya koydugu KA/hiicre
degerleri Cizelge 4.5’de gosterilmistir. Ayrica metafaz alanlarindaki KA goriiniimleri

Sekil 4.16 ve 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.5. In vitro kosullarda cinko Oksit bilesiginin konsantrasyonlarma gore
olusturdugu KA degerlerinin istatiksel dagilimi

Gruplar Kromatid tipi Kromozom tipi KA/hiicre£S.S
Gap Kirik Gap Kirk

Kontrol 0.38 0.35 0.17 0.10 | 0.24+0.03°
Kontrol” 0.90 0.75 0.63 0.58 |0.71+0.07°
1 ppm 0.44 0.40 0.18 0.14 | 0.29+0.06°
12.5 ppm 0.67 0.53 0.47 0.40 |0.51+0.04°
25 ppm 0.74 0.57 0.47 0.43 | 0.55+0.03"
50 ppm 0.72 0.66 0.58 0.47 |0.61+0.04"
100 ppm 0.79 0.69 0.62 0.55 |0.66+0.03"
250 ppm 0.83 0.75 0.59 0.57 |0.68+0.03"
500 ppm - - - - -

1000 ppm - - - - -

2000 ppm - - - - -

*Degerler Ortalama+Standart Sapma olarak verilmistir (n=4). Ayni siitundaki farkli harfler P<0.05
diizeyinde istatiksel farklilig1 ifade etmektedir. Kontrol'= Fizyolojik su, Kontrol*= Mitomisin-C (10”'M).
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Kontrol- Kontrol+ 1ppm 125ppm 25ppm 50 ppm 100 ppm 250 ppm
ZnO KA/Hiicre Degerleri

Sekil 4.16. Cinko oksit maruziyeti sonucunda gézlenen KA/Hiicre degerleri

Sekil 4.17. Cinko oksit bilesiginin 100 ppm’de neden oldugu kromozomal aberasyon
(kromozom gap)
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Sekil 4.18. Cinko oksit bilesiginin 100 ppm’de neden oldugu kromozomal aberasyon
(kromozom kirigi)

4.3.2. Mikrogekirdek testi sonuglar:

In vitro kosullarda MC/1000 hiicre degerleri, biitiin konsantrasyonlar i¢in 2.00+0.35 ve
19.50+1.41 degerleri arasinda bulunmustur. Negatif kontrol grubu igin tespit edilen
MC/1000 hiicre degeri (2.00+0.35) ile 1 ppm hari¢ diger biitiin deney gruplarindan elde
edilen MC/1000 degerleri arasindaki farklarin istatistiki olarak 6nemli oldugu tespit
edilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan MMC’nin MC/1000 hiicre degeri
(7.83+£0.91), kontrol grubu ve 1 ppm deney grubunun MC/1000 hiicre degerlerinden
istatistiki olarak farkli ¢ikmistir (Sekil 4.19). Yine 500 ppm ve daha yiiksek deney
gruplarinda  sitotoksisiteye bagli olarak hiicre sayillamamistir. Cinko oksit
nanopartikiiliiniin tam kan kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagh olarak ortaya koydugu
MC/1000 hiicre degerleri Cizelge 4.6’da sunulmustur. Mikrocekirdek test teknigine
gore hazirlanmis preparatlardan elde edilen 6rnek MC fotograflart Sekil 4.19, 4.20, 4.21

ve 4.22°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. In vitro kosullarda cinko oksit bilesiginin konsantrasyonlara gore
olusturdugu MC/1000 hiicre ve MC sayisina gore CCH (¢ift ¢cekirdekli hiicre) dagilimi

Gruplar Sayilan MC sayisina gére CCH | MC/1000 hiicre

toplam CCH | dagilimi

0 1 2

Kontrol 6000 5988 12 |0 2.00+0.35%
Kontrol” 6000 5953 44 |3 7.83+0.91°
1 ppm 6000 5985 15 0 2.50+0.20%
12.5 ppm 6000 5948 52 |0 8.66+1.31"
25 ppm 6000 5945 5 |0 9.16+1.34
50 ppm 6000 5947 53 |0 8.83+1.21°
100 ppm 6000 5927 73 |0 12.16+1.54°
250 ppm 6000 5883 117 |0 19.50+1.41°
500 ppm - - - - -
1000 ppm - - - - -
2000 ppm - - - - -

*Degerler OrtalamatStandart Sapma olarak verilmistir (n=4). Aymi siitundaki farkli harfler P<0.05
diizeyinde istatiksel farklilig ifade etmektedir. Kontrol = Fizyolojik su, Kontrol*= Mitomisin-C (10”'M).
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ZnO MG/1000 Hiicre Degerleri

Sekil 4.19. Cinko oksit maruziyeti sonucunda gézlenen MC/1000 hiicre degerleri
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Sekil 4.20. Karyokinezi evresini tamamlamis ¢ift ¢ekirdekli lenfosit hiicresi

Sekil 4.21. 50 ppm ¢inko oksit maruziyeti sonucunda gozlenen mikrogekirdek olusumu
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Sekil 4.22. 100 ppm ¢inko oksit maruziyeti sonucunda gozlenen mikrogekirdek
olusumu

Sekil 4.23. 250 ppm Cinko oksit maruziyeti sonucunda goézlenen mikrogekirdek
olusumu
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez calismamiz kapsaminda KA ve MC test sistemleri kullanilarak, biyomedikal
stireclerde  biyomalzeme olarak kullanilabilecek Al,O3, Caz(PO4), ve ZnO
nanopartikiillerinin insan lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik etkileri aragtirilmistir.
Arastirma kapsaminda kullanilan nanomalzemelerin toksik etkilerini belirlemek
amactyla bugiine kadar yapilmis olan onceki arastirmalarda farkli hiicre sistemlerine
(fare ovaryum hiicresi, bitki hiicre siispansiyonlari, insan brons epitelyum hiicreleri) KA
ve MC testleri uygulanmistir. Bu c¢alismada Al,O3;, Cag(PO4), ve ZnO
nanomateryallerinin in vitro insan periferik kan kiiltiirleri {izerinde doza bagli genetik
etkileri ilk kez degerlendirilmektedir. Arastirma sonuglari aliiminyum oksit ve kalsiyum
fosfat biyomateryallerinin genetik hasara yol agmadigini ortaya koymustur. Nitekim
kontrol grubuna kiyasla test bilesiklerine maruz kalan lenfosit kiiltlirlerinde KA ve MC
oranlarinda istatistiki olarak 6nemli bir degisikligin olmadigi goriilmiistiir. Aksine ¢inko
oksit nanopartikiillerinin ise uygulanan doz araliklarinda genotoksik etkilerinin oldugu
belirlenmistir. Mevcut literatiir bilgileri, KA testinin biyolojik ve kimyasal mutajenlere
maruziyetin ¢ok 6nemli ve faydali bir indikatorii oldugunu kabul etmektedir (Padovani
et al. 1997). Benzer sekilde MC testi, klastojenik ve anojenik aktivitelerde kromozom
kirigi, kromozom kaybi ve kromozom ayrilmamasina dair giivenilir dl¢im olanaklari

saglamaktadir (Karaman et al. 2009).

Calisma bulgularimiza paralel olarak sigan fibroblast (L929) ve insan deri fibroblast
(BJ) hiicrelerinde EZ4U testi ile Al,O3 nanopartikiillerinin (10-400 pg/ml
konsantrasyon araliginda) toksik etkilerinin arastirildigi in vitro calismada Al,Osin
sitotoksik etkili olmadig: tespit edilmistir (Radziun et al. 2011). Ames testi ile S.
typhimurium tiriiniin farli suslar1 iizerinde nano-Al;O3’iin etkisinin arastirildigi
calismada toksisite saptanmamistir (Balasubramanyam et al. 2010). Benzer sekilde in
vitro olarak yiiriitiilen diger bir ¢alismada fare lenfoma ve insan bronsial epitel
hiicrelerinde comet ve MLA (mouse lymphoma thymidine kinase gene mutation assay)
testi ile nano-Al,O3’lin mutajenik olmadigi bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada 0-1250

ug/mL konsantrasyon araliginda genotoksik etki gézlemlenmemistir (Kim et al. 2009).
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Bu bulgularin aksine CHO-K1 (Chinese hamster ovary) hiicrelerine Al;O3
nanopartikiiliiniin toksik etkilerini belirlemek amaciyla in vitro kosullarda NR, MTT,
KKD ve MC analizleri uygulanmis ve bu molekiiliin sitotoksik ve genotoksik etkili
oldugu ileri siiriilmiistir (Di Virgilio et al. 2010). Ilgili ¢alisma bulgularindaki
farkliligin kullanilan hiicre kiiltiirlerinin ve kullanilan nanopartikiillerin boyutlarinin
farkli olmasindan kaynaklandigi disiinilmektedir. Chithrani et al. (2006)
nanopartikiillerin partikiil bliylikliigline bagl olarak hiicreye alinma hizlarini ve toksik
etkilerini karsilastirmislardir. Karsilastirma sonuglarina goére 50 nm biiyiikliigiindeki
partikiillerin, 14 nm’den kiigiik partikiillerden daha hizli hiicreye alindigin1 ve toksik
etkilerinin daha fazla oldugunu rapor etmislerdir. Nitekim bu g¢aligmada kullanilan
Al,O3’lin partikiil bityiikligii 4,175 nm iken, ilgili ¢calismada 28 nm’dir. Benzer sekilde
in vivo kosullarda KA ve MC testi sonuglarina gore (sigan kemik iligi hiicrelerinde)
Al;0O3; nanomateralinin 500, 1000 ve 2000 mg/kg doz araliginda genotoksik oldugu
belirtilmistir (Balasubramanyam et al. 2009). Deneylerin in vivo kosullarda
gerceklestirilmesinin ve ¢ok yiiksek dozlarda Al,O3 nanopartikiilii kullanilmasinin
mevcut farkliliga neden oldugu kanaatindeyiz. Tez bulgularimiz ve genel literatiir
verileri dogrultusunda Al,O3’lin nanopartikiill boyutta toksik etki gostermedigi ve

biyomalzeme olarak kullanilabilir oldugu teklif edilebilir.

Caz(POs); nanopartikiiliiniin ~ toksisitesi ile ilgili literatiirde kayithh  bilgi
bulunmamaktadir. Ancak kalsiyum veya fosfat iceren farkli bilesiklerin nanopartikiil
formlar1 ile yapilan ¢alismalar mevcuttur. Ornegin Jang et al. (2012) insan servikal
kanser hiicreleri (HelLa) iizerine CaP nanopartikiillerinin sitotoksik etkilerini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda MTT testi sonuglarina gore s6z konusu nanopartikiiliin
sitotoksik potansiyelinin olmadigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde ICR (Imprinting
Control Region) fareler iizerinde yapilan in vivo ¢alismada yiiksek dozlarda (1.3 g/kg ve
2.3 g/kg) CaCO; ve Caz(CgHs07), nanopartikiillerine maruz birakilan (oral olarak)
farelere 7-giin akut oral toksisite ve tekrarlanan-doz 28-giin subkronik oral toksisite
testleri uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore her iki nanopartikiilin de yliksek
dozlarda dahi toksik etki gostermedigi rapor edilmistir (Huang et al. 2009). Dolomit
[CaMg(COg);] adi verilen ve kalsiyum igeren nanopartikiil boyuttaki bilesigin sitotoksik
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ve genotoksik etkilerinin arastirildigi ¢calismada MTT, TB ve MN testleri kullanilarak
s06z konusu nanopartikiiliin insan akciger epitel hiicreleri (Assg) lizerinde 0-400 pg/mL
doz araliginda hem sitotoksik hem de genotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir (Patil et
al. 2012). Bakir iyodiir ve bakir fosfat nanoparcaciklarinin sitotoksik etkilerinin
aragtirtldigr in vitro ¢alismada insan meme kanseri hiicreleri (MCF7) farkli
konsantrasyonlarda (0-50 pug/mL) nanopartikiil ¢ozeltilerine maruz birakilmis ve hiicre
canliligiin belirlenmesi amaci ile MTT testi uygulanmistir. Elde edilen test sonuglarina
gore her iki bilesiginde sitotoksik oldugu sonucuna varilmistir (Laha et al. 2012).
Toksisite tespit edilen ¢alismalarda bilesiklerin toksik oldugu gosterilmesine ragmen bu
toksisitenin bilesigi olusturan elementlerin hangisinden kaynaklandigi tam olarak

anlagilamamustir.

Mikro boyutlara sahip Kalsiyum fosfat bilesigi ile yapilan ¢alismalar ayrica
incelenmistir. Kalsiyum fosfat bilesikleri miikemmel biyouyumluluk ve toksik olmayan
Ozellikleri nedeniyle tercih edilen biyomedikal materyallerdir (Kumta et al. 2005).
Ornegin Young et al. (2010) molekiiler biyolojide kullanilan bir biiyiime faktérii PDGF-
BB ile B-TCP kombinasyonunun biyouyumlulugunu arastirmiglar ve sonug¢ olarak bu
kombinasyonun sistemik veya lokal toksisiteye yol agmadigini bildirmislerdir. Benzer
sekilde Beyaz Yeni Zelanda tavsanlari ile in vivo olarak yiiriitiilen ¢alismada B-TCP’in
biyouyumlulugunun yiiksek oldugu ve toksik etki gostermedigi rapor edilmistir (Bauer
et al. 2009). B-TCP molekiiliiniin subakut sistemik toksisitesi in vivo olarak arastirilmig
(sigan femur kemigi) ve toksik herhangi bir bulgu kaydedilmemistir (Muramatsu et al.
2005). L-929 fibroblast hiicre hattinda AlamarBlue testi ile in vitro olarak yiiriitiilen
hiicre canliliginin takip edildigi deneyde B-TCP bilesiklerinin sitotoksik etki
gostermedigi sonucuna varilmistir (Zhang et al. 2009). Tez ¢alismamiz kapsaminda elde
edilen veriler nanomateryal boyutta da Caz(PO,), bilesiginin toksik olmadigini ve

biyomedikal uygulamalarda biyomalzeme olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Cinko oksit nanopartikiillerinin (nano-ZnO) sitotoksik ve genotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla birgok arastirma yapilmistir ve Yyapilan arastirmalarda bu

molekiiliin genotoksik etkisinin oldugu ortaya konmustur. Nano-ZnO’nun diisiik
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konsantrasyonlarda bile lipid peroksidasyonuna ve oksidatif strese yol agarak insan
epidermal hiicrelerinde genotoksisiteye sebep olabilecegi ileri siiriilmistiir (Vandeputte
et al. 1994; Osman et al. 2010). Comet ve cytokinesis-blocked micronukleus testleri ile
Hep-2 (insan monolayer tiimor hiicreleri) hiicre hattinda nano-ZnO’ un toksisitesi
arastirtlmis ve bu molekiiliin sitotoksisiteye sebep olmadan genotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir (Osman et al. 2010). Benzer sekilde ZnO nanopartikiillerinin 0-500 mg/L
doz araliginda insan brons epitel hiicreleri (16HBE140-) {izerinde methyl tetrazolium
(MTT) testi ile toksisitesi arastirilmis ve ZnO’un diisilk konsantrasyonlarda bile
sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Gonzalez et al. 2012). Insan karaciger
(HepG2), epidermal keratinosit (HEK) ve epidermal (A431) hiicreleri ile yiriitiilen
farkli caligmalarda nano-ZnO’un bu hiicrelerde (Comet testi) DNA hasarina yol agtigi
bildirilmistir (Sharma et al. 2009, 2011a, 2011b). Mevcut ¢alisma sonuglarina paralel
olarak Dufour et al. (2006) CHO hiicrelerinde kromozom aberasyon testi ile
yiriittiikleri ¢aligmada nano-ZnO molekiillerinin genotoksisiteye neden oldugunu
gostermigtir. Comet ve MTT testi ile nano-ZnO bilesiklerinin insan mukozal hiicreleri
tizerinde genotoksik ve sitotoksik etkisi gosterilmistir (Hackenberg et al. 2011). Tez
calismamiz kapsaminda elde edilen veriler ve ZnO nanopartikiileri ile yapilan diger
toksisite ¢alismalar1 bu bilesigin cesitli organizmalarda diisiik doz degerlerinde bile

toksik etkili oldugunu gostermistir.

Sonug olarak, biyomedikal uygulamalarda biyomalzeme olarak kullanilan aliiminyum
oksit ve kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin in vitro insan kan kiiltiirlerinde genotoksik
etkilerinin olmadig1 bu nedenle Al,O3 ve Caz(PO,4), nanomateryallerinin biyomedikal
uygulamalarda biyouyumlu oldugu kanaatindeyiz. Mevcut bilgilerimiz dogrultusunda
kalsiyum fosfatin nanopartikiil boyutta toksik etkisinin arastirildig: ilk ¢alisma sunulan
tez arastirmamizdir. Kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin toksik etkisini belirlemek
amaciyla farkli hiicre kiiltiirleri tizerinde gesitli genotoksisite testleri ile arastirmalar
yapilmasinin faydali olacagi diigiiniilmektedir. Calismamiz kapsaminda genotoksik
etkisi arastirilan ZnO nanopartikiillerinin ise genotoksik potansiyele sahip olduklar1 ve
biyouyumlu olmadiklart sonucuna varilmistir. Her ne kadar ZnO nanopartikiliiniin

toksisitesinin ¢oziinme iiriinii olan Zn*? iyonlarindan kaynaklandig: diisiiniilse de (John
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et al. 2010) bu konu heniiz aydinlatilmis degildir. Bu nedenlerle ZnO
nanopartikiillerinin biyomalzeme veya kaplama malzemesi olarak kullaniimalarinin
uygun olmadigi, buna ek olarak yapilacak olan ileri c¢alismalarin soz konusu

nanopartikiillerin toksikokinetigi {izerine odaklanilmasi gerektigi dnerilmektedir.
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