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ONSOZ

Titanyum dioksit nanopartikiilleri (TiO2-NP) giiniimiizde giines koruyucu
kremlerde en yaygin kullanilan UV filtrelerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ancak yapilan arastirmalar, TiO2-NP’lerinin hiicrelerde DNA hasar1 olusturabildigi
ve dolayisiyla genotoksik etkili olabilecegini gostermektedir. Tezimizde, TiO2-
nanopartikiiline maruz kalinmasi durumunda hiicre DNA’sinin nasil etkilendigi
genotoksisite testlerinden mikrogekirdek testi kullanilarak insan keratinosit hiicreleri
(HaCaT) ile aragtinnlmistir. Ayrica, mikrogekirdeklerin karakterizasyonu igin ilk kez
bu tez ile CREST (antikinetochore antibodies) analizleri laboratuarimizda kurularak
uygulanmistir. Tezimizden elde ettigimiz sonuglara gore TiO2-NP’niin test edilen 5,
10 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda mikrogekirdek sayilarini artirdigi, bu artigin 5 ve
50 ug/mL konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.
Mikrogekirdek testi sonuglarina dayanarak CREST analizleri uygulandiginda ise,
TiO2-NP’niin  mikrogekirdek sayilarin1  andjenik  mekanizmalarla  artirdigi

gOriilmiistiir.

Yiiksek lisans egitim hayatim boyunca, tez konusu se¢iminden c¢alismanin
sonuglandirilmasina kadar, her asamada katkisini1 esirgemeyen, degerli yorumlariyla
beni yonlendiren, bilgi ve deneyiminden faydalanma sans1 veren tez danigsman hocam

saymn Dog. Dr. Aylin USTUNDAG’a sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Hem egitimim sirasinda hem de her basim sikistiginda, motivasyonumu
kaybedip vazgegmeme engel olup her zaman yanimda olan canim aileme, manevi
olarak her daim yamimda olan ve desteklerini esirgemeyen arkadaslarim Irem
IYIGUNDOGDU ve Naile Merve GUVEN’e en icten dileklerimle tesekkiir ederim.
Bu tezi hazirlarken eczanemdeki yiikiimii hafifletip, ayn1 zamanda her tiirlii destegini

esirgemeyen Oguzhan OZEL’e ayrica tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Yirmibirinci ylizyila girilmesiyle birlikte stratejik bir énem kazanmis olan
nanoteknoloji, bircok alanda kullanilarak yasamimiza girmeye baslamistir.
Tekstil,gida, kozmetik, ilag, biyoloji, bilisim, biyoteknoloji, kimya, ve metal
enddstrileri gibi birgok alanda her gecen y1l yayginlasmakta ve artik insan hayatinin
vazgecilmezi olmaktadir. Ozellikle nanopartikiiller pek ¢ok kisisel bakim {iriiniin
iceriginde de yer almaktadir (Deodorant, sabun, dismacunu, sampuan, sa¢ kremi,
giines koruyucu, kirisiklik karsiti krem, nemlendirici, fondéten, yiiz pudrasi, ruj,
allik, gbz fari, oje, parfiim, tras sonrasit losyon gibi). Nanopartikiiller iginde
toksikolojik etkileri {izerinde en ¢ok durulan karbonlu (karbon siyahi, karbon
nantiipleri), silikali (silisyum dioksit) ve metal oksitli nanopartikiillerdir. Ornegin
metaloksitlerden olan titanyum dioksit hem toz hali ile hem de son yillarda
nanoboyutu ile Ultraviyole (UV) 1sinlarin1 engelleyebilme 6zelligi nedeniyle giines
koruyucu preperatlarin yapisinda siklikla yer almaktadir. Ancak yapilan arastirmalar,
titanyum dioksit nanopartikiillerinin  (TiO2-NP) hiicrelerde DNA hasari
olusturabildigi ve dolayisiyla genotoksik etkili olabilecegini gostermektedir.
Tezimizde, TiO2-nanopartikiiline maruz kalinmasi durumunda hiicre DNA’sinin
nasil etkilendigi genotoksisite testlerinden mikrogekirdek testi kullanilarak insan
keratinosit hiicreleri (HaCaT) ile arastirllmistir. Ayrica, mikrogekirdeklerin
karakterizasyonu icin ilk kez bu tez ile CREST (antikinetochore antibodies)

analizleri laboratuarimizda kurularak uygulanmistir.



1.1. Nanoteknoloji

Nanobilim, nanometre dlgiitlerinde ortaya ¢ikan bu yeni davranislari kuantum
kurami yardimi ile anlamamizi saglar; nanoteknoloji ise ya yeni nanoyapilar
tasarlayip sentezlemeyi ya da nanoyapilara yeni olaganiistii 6zellikler kazandirmay1
ve bu Ozellikleri yeni islevlerde kullanmayr amaglar (Ciract S., 2006).
Nanomateryaller bir¢ok alanda her yil artarak kullanilmaktadir ve insan hayatinda

onemli bir yer almaktadir.

Nano terimi Yunanca kokenlidir ve “clice” anlamina gelir. Kelime olarak ise;
herhangi bir birimin milyarda biri anlamina gelmektedir. Bir nanometre (nm) bir
milimetrenin milyonda biri olan bir uzunluk birimidir ve 10° m’dir. Nanoteknoloji
terimi, atom seviyesinde maddelerinislenmesi ile daha gelismis materyaller ve
sistemlerin elde edilmesi igin kullanilir. Nanoteknoloji, boyutlar1 1-100 nanometre
(nm) arasinda degisen materyaller ile yapilan ¢aligmalari kifade etmektedir. Buradaki
boyut ger¢cekte maddenin yapr taslar1 ve molekiillerin biiyiikligini temsil
etmektedir. Ayrica protein, DNA gibi biyolojik yapilar da fiziksel boyut agisindan
nanoteknolojinin i¢ine girmektedir (Gok H., 2007).

1T 1T 1T

Bir tek atomun DNA molekiilleri Kirmuzi kan hiicreleri
capu. birkag vaklasik 2.5 nm gibi biyolojik hiicrelerin
angstrom yani genisligindedir. caplar birka¢ 1000 nm
yaklasik boyutundadir.

nanometrenin

ona biri kadardur.

Sekil 1.1.1. Nanometre boyutunu anlatan érnekler (Bozkaya, 2006)



1.2. Nanotoksikoloji

Nanotoksikoloji  nanoteknolojinin ~ 6nemli  bir  subdisiplini  olarak
gelismektedir. Nanotoksikoloji, toksik bir biyolojik yanitin indiiksiyonu ile boyut,
sekil, ylizey kimyasi, yapi, bilesim gibi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri arasindaki
iliskiyi ortaya koyan bir 6nem biyolojik sistemler ile nano etkilesimler dogru
sorusturulmasi yoniinde yer alir. Nanomateryallerin fizikokimyasal 6zelliklerinde
donilistimiin yan1 sira biyolojik doku ile daha iyi alim ve etkilesim igin firsat
olusturulabilir. Halen, biyolojik sistemlerle nanomateryal boyut, sekil, yap1 bilesimi
ve toplama bagimli etkilesimlerinin kapsamli bir anlayis, islenmis nanomateryal
insanlar, hayvanlar, bocekler ve bitkilerde muhtemelen zararli biyolojik yanitlar
tretebilir  olup olmadigini  tahmin edilemez. Bu nedenle, nanoteknoloji
nanotoksikoloji yeni bir subdisiplin gelistirmistir. Ciinkii biyolojik sistemlerde
nanomateryallerin igslenmesi nanotoksikolojik arastiritlmasi miimkiin dngoriillemeyen
etkilere neden olur. Nanomateryal biyolojik membranlardan, doku ve organ
inhalasyon ile erisimi miimkiindiir. Insan derisi, akciger ve mide-bagirsak ortamu ile
stirekli temas halinde kalir. Cilt yaygin yabanc1 maddelere kars: etkili bir bariyerken,
akcigerler ve gastrointestinal sistem daha duyarlidir. Enjeksiyonlar ve implantlar
agirlikli miithendislik malzemeleri ile sinirlt maruz kalma yollar1 vardir. Kendi kiigiik
boyutu nedeniyle, nanomateryaller dolasim ve lenfatik sistemleri i¢ine ve sonunda
viicut doku ve organlara bu giris portallarindan translokasyona ugrayabilir. Onlarin
kompozisyon ve biiyiikliigiine sorumlu baz1 nanomateryaller, oksidatif stres ya da
organel yaralanma hiicrelere kalici tahribat gelistirebilir. Cok cesitli boyutlarda
nanopartikiiller hiicrelere girebilir ve nanopartikiillerin toksisitesi ¢esitli faktorlere

baglidir(Janrao K. Ve arkadaslari, 2014).



1.3. Genotoksisite

Genotoksisite veya genotoksik etki, genetik materyalde fiziksel ya da
kimyasal maddeler nedeniyleolusan hasarin tanimidir. Bu hasarlar; DNA tek
zincirinde meydana gelen kiriklar1 (SSB), DNA cift zincirinde olusan kiriklar
(DSB), DNA alkali isaretli bolgeleri (ALS) ve DNA katim iiriinleri ve DNA ¢apraz
gecisleri (Cross links) seklinde siniflandirilabilir. Gen iizerinde meydana gelen
hasarlar tamir edilemediginde DNA’da sekans degisiklikleri, kromozom
aberasyonlar1 ile sonlanabilen niikleotid degisiklikleri ve sonu¢ olarak
rekombinasyon, doku hasari, yaslanma,mutasyon ve hatta kanser olusabilmektedir
(Bedir 2004).

Genotoksisite  testleri, kimyasal ve  fiziksel ajanlarin  neden
olabilecegigenotoksik  etkininbelirlenmesi ve bu ajanlarin  karsinojenik
potansiyellerinin tahmin edilebilmesi i¢in pek ¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu testler; fiziksel etkenlerin ve ilaglarin genotoksik etki
potansiyellerini degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi gibi, cevresel kirleticiler ve
gida katki maddeleri gibi giinlik yasamda maruz kaldigimiz her tiirlii kimyasal
maddenin de genotoksik potansiyellerinin ve giivenilirlilik degerlendirmesini, kanser

riskinin tahmin edilmesini ve kanserin izlenmesini saglayan testlerdir.

Genotoksik etki ve karsinojenik etki arasindaki iliski pek c¢ok c¢aligmada
arastirilmistir ve insanlar igin karsinojenik etkisi olan pek ¢ok kimyasal ve ilacin
genotoksik etkisinin de oldugu bulunmustur. Kimyasal maddelerin ve ilaglarin
mutajenik etkileri ile karsinojenik etki potansiyelleri arasinda kuvvetli bir iliskinin
oldugunun gdsterilmesi, genotoksisite testlerinin endiistri kuruluslar1 tarafindan
kimyasal maddelerin ve ilaglarin karsinojenik risklerinin arastirilmasinda tarama

testleri olarak kullanilabilecegini gostermistir.



1.3.1. Genotoksisite Testlerinin Kullanim Alanlari

Genotoksisite testleri 1970’lerden bu yana kullanilan testlerdir ve
giniimiizdemutajen ve genotoksik etkili kimyasallarin ~ karsinojenik  etki

potansiyellerini degerlendirmek igin pek ¢ok genotoksisite testi gelistirilmistir.

DNA yapisinin tamimlanmasindan 6nce bile, kimyasal, fiziksel ve biyolojik
ajanlarin genetik materyalle etkilesime girebildigi ve bunun da genomik dengesizlik
ve kanserle iligkili mutasyonlara yol actig1 cok agik olarak bilinmekteydi. Bunu goz
oniine alarak, Gida ve Ilag Idaresi (FDA), Avrupa Ilag Ajansi (EMA) ve Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, Brezilya) gibi diizenleyici kurumlar, ilag
onaylamanin temel bir parcasi olarak genotoksisite testlerine ihtiya¢ duymaya
baslamistir. Bu testler, genetik mutasyonlar1 ve / veya kromozomal sapmalar
indiiklemek i¢in ilag potansiyelini saptamak i¢in in vitro ve in vivo deneyleri igerir.
Insan Kullanimi Amagh Ilaglar i¢in Genotoksisite Testi ve Verilerin Yorumlanmasi
ile Ilgili S2 (R1) Kilavuzu, gelistirilmekte olan yeni ilaglar1 test etmek igin FDA,
EMA ve ANVISA tarafindan uygulanir. Bu Kilavuz, iki batarya testi se¢enegi onerir:

Secenek 1 - bakterilerde ters mutasyon testi, ardindan farelerde lenfoma TK
hiicresinde kromozomal hasar1 (kromozomal sapma veya mikrogekirdek deneyi)
veya genetik mutasyon testini degerlendirmek i¢in bir in vitro sitogenetik test veya

bir in vivo test test (kromozomal sapma veya mikrogekirdek deneyi);

Secenck 2 - Bakterilerde ters mutasyon testi ve iki dokuda in vivo
genotoksisite degerlendirmesi: hematopoietik (mikrogekirdek deneyi) ve COMET

deneyi gibi diger in vivo testler.



Bununla birlikte, kilavuz ayrica arastirmact / kurum ilag gilivenligini
kanitlayabildiginden farkli yontemlerin kullanilmasina da izin verir. Mevcut
genotoksisite testleri arasinda, COMET tahlil (CA) ve mikrogekirdek tahlil (MNA),
mutajenlik 6zellikleri olarak kabul edilebilecek DNA kirilmalarin1 degerlendirmek
icin saglamliklari, duyarliliklar1 ve istatistiksel gligleri nedeniyle taninmaktadir.
Ayrica, su anda yapilan aragtirmalar, CA ve MNA iligkisinin mutajenik potansiyeli
degerlendirmek i¢in en 1iyi testler olduguna isaret etmektedir, ¢ilinkii her iki deney de
oldukca hassas, basit ve sirastyla kromatik ve kromozomal seviyelerde kirilmalar
tespit etmeye izin vermektedir. Bununla birlikte, yayinlanan ¢ok sayida protokoliin
ve CA ve MNA'nin en son kesfi ve Onerileri islevinde, bu teknikler hakkinda bir

inceleme yapilmasi gerekmektedir(Araldi R. P. ve ark., 2015).

Genotoksisite i¢in prokaryotik (6rnegin bakteriyel) veya oOkaryotik (6rn.,
Memeli, kus veya maya) hiicrelerinde DNA hasar1 veya biyolojik sonuglarini tespit

eden birgok in vitro ve in vivo test gelistirilmistir.

En yaygin olarak kullanilan standart in vitro ve in vivo mutajenite testleri;

e Ames testi (Amest test),

e Komet testi (Comet assay),

e Kromozom anormallikleri (KA, Chromosom Aberation test) testi,

e Kardes kromatit degisimi (KKD, Sister Chromatid Exchange, SCE) testi ve
e Mikrogekirdek (MN, Micronucleus) testidir.



1.4. Titanyum Bazhh Nanomateryaller

TiO, (titanyum dioksit) nanomateryalleri (NM) etkileyici fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri nedeniyle genis uygulama alant bulmuslardir. Titanyum dioksit
nanopartikiiller yaygin olarak beyaz pigment, gida renklendirici, giines kremleri ve
kozmetik kremler gibi birgok iriinlerde kullanilmistir. Sonug olarak, insanlar
tizerinde nano- TiO, maruziyetinin olasi olumsuz etkileri endise konusu haline
gelmistir. Bu g¢alismada ileri gelisme seviyesinde olan nanomateryallerin advers
etkileri, potansiyal maruziyet yollar1 ( 6rn. Solunum sistemi, deri absorbsiyonu ve
sindirim sistemi gibi) , fizikokimyasal karakterizasyonu ( kristal yapi, sekil,
biiyiikliik, zeta potansiyeli, tedavi yeri, agregasyon ve aglomeriilasyon egilimi, yiizey
karakteristigi ve kaplamalar1) ,nanotoksikolojik risk degerlendirmesi (6rn.
Sitotoksisite, ekotoksisite, fototoksisite, fitotoksisite) ve potansiyel yan etki
mekanizmalart ( Orn.reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi, oksidatif stres ve organel
disfonksiyonu) gibi arastirmalart kapsamaktadir. Amag¢ TiO, nanomateryallerinin
giinlik yasamda giivenli kullanimi hakkinda rehberlik etmek ve saglik riskleri

tizerinde bilimsel degerlendirmeler i¢in olanak saglamaktir.

Nano TiO; parcaciklar1 diisiik toksisiteli kabul edilirken bu fikir IARC
tarafindan Grup 2B olarak siniflandirilmasiyla degismistir(IARC 2010). Siradan
TiO; partikiilleriyle karsilastirildiginda (nano TiO, ve mikro biiyiikliikteki TiO;
dahil) giiclii katalitik aktivitelerinden dolay1 nano TiO; partikiilleri daha 6zeldir. Bu
birka¢ yil boyunca nano TiO; en yaygin olarak kullanilan nanopartikiil haline
gelmistir ve bliylik sanayi Olceginde iiretilmeye baslanmistir. Farmasotik ve
kozmetik tirlinlerde katki maddesi, kemik protezini gelistirmek i¢in kullanilan
polimerik maddelerin dolgu maddesi olarak ve biyomedikal alanda iskele olarak
kullanilmistir (Zhang X. ve arkadaslar1,2015).



1.4.1. Nano TiO, Maruz Kalma Yollar:

Insan viicuduna nano-TiO, partikiilleri solunum sistemi, deri ve sindirim
sistemi yoluyla ¢esitli yollarla girdigi bulunmustur. Nanoendiistriyel {iretim
sonucunda solunum sistemiyle nano-TiOypartikiilleri kolaylikla inhale edilebilir ve
akciger hasarma yol acabilir. Berges ve arkadaslar1i(2007) tesisin dolum bolgesindeki
havadaki total TiO, konsantrasyonu 15000 ile 156000 parcacik/cm® arasinda
degistigini ve %97sinden fazlasi 100 nm’den kiiciik olmas1 gerektigini gostermistir.
Alt1 Avrupa tilkesinde yapilan bir epidemiyolojik calisma gostermistir ki genel
populasyona gore nanomateryallere maruz kalan iscilerde daha yiiksek akciger
kanseri insidans1 gozlenmistir. Sonug olarak izin verilen maruziyet limiti ve is¢ilerin
giivenli ¢alismasi i¢in gerekli tehlikeli konsantrasyon sirasiyla 15 mg/m3 ve 7500
mg/mgolarak sapmistir  (NIOSH 2011). Agir nano-TiOz’ye maruz kalan

populasyonlar i¢in solunum yolu biiyiik bir maruziyet yoludur.

Nano TiO; partikiillerinin istenmeyen oOzelliklerinin tartisilmasina ragmen
emilim 6zellikleri nedeniyle kozmetik endiistrisinde kullanimi artmaktadir.Giinliik
yasamimizda kozmetik {riinler ve disperse olmus TiO, nanomateryallerine deri ile
maruz kalma sonucunda kiimiilatif maruziyet soz konusudur. Giines kreminin %5
nanoTiO; igerdigi varsayilarak yetiskin agirlik basina 8-37 kg™ olacak sekilde deriye
uygulanmistir. Wu ve ark.(2009) tarafindan penetre olabilir TiO;’ye tiiysiiz farelerin
60 gilin boyunca maruz kalmasindan sonra 6zellikle karaciger ve deride lezyonlar
meydana geldigini bulmuslardir. Buna ek olarak nano TiO; igeren giines kremleri
psoriatik deride saglikli deriye gore stratum corneumda daha genis alana etkir ¢iinkii

hastalikli deride korneosit organizasyonu kayb1 vardir.

Igme suyu aritma isleminde tercih edilmis ve nano TiO; gidada kullanilabilir

madde olarak bulunmustur,beslenme prosesleriyle sindirim sistemiyle absorbsiyonu



yiiksektir ve diger doku ve organlarda dagilmasi miimkiindiir. 5000 mg kg™ miktarda
TiO; igeren tek bir oral gavaj sonrasi farelerin karaciger, dalak, bobrek, akciger ve
beyinlerinde birikme gozlenmistir. Ayrica nano TiO; ¢evresel kosullar, endiistriyel
prosesler ve tiiketici iirlinleri nedeniyle ve atik su dezenfektani olarak kullanilmalari
ile ortama yayilabilirler. Dogada bulunan nano TiO; suya, topraga karisir ve bunlarla
iligskili mikroorganizmalar1 etkileyerek medakanin yiiksek derecede mortalitesine,
bakteri komiiniteleri kompozisyonuna ve ekolojik fonksiyonlarinda alterasyona,
cimlenmede degismelere ve bitkilerde kok uzamasma yol acar. Insanlar besin
zincirinin en istiindeki canli oldugu icin bu kirlenmeler sonrasi su ve yiyeceklerle
beslenmesiyle sindirim sistemi araciligryla insanlar iizerinde olumsuz etkiler

olacaktir.

Potansiyel saglik riski agisindan deri, solunum ve sindirim sistemi nano TiO;
nin viicuda girisi i¢in major maruziyet yollaridir. Nanotoksikolojik agidan
degerlendirme icin diger yollar Ornegin i.v enjeksiyon, i.m enjeksiyon ve
implantasyon cesitli hayvan testleri gelistirilmis ve yaygin olarak kullanilmistir. Bu
hayvan deneyleri insan maruziyeti i¢in simiile ediliyor olsa da hala tartismalar

mevcuttur, bu yontemler yukaridaki li¢ yolun pargasi olarak kabul edilmektedirler.

1.4.2. Nano TIO, Karakterizasyonu

Nanomateryallerin hiicreye penetre olabilmesi igin hiicre disg yiizeyinde
spesifik bir reseptore gerek yoktur ve Van der Waals baglari, elektrostatik yiikler,
sterik etkilesimler gibi yollarla pasif alim veya adhezif etkilesimi ile
gerceklesebilirNano TiO, maruziyetlerinden sonra saglik riski i¢in objektif bir
degisiklik saglayabilmek icin 6nemli olan seylerden biri de test drneklerinin yeterli

materyal karakterizasyonun anlasilmasidir. Nanomateryal maruziyetinde yeni



caligmalar nano TiOz’nin fizikokimyasal Ozelliklerinin nanomateryal maruziyeti
sonrasinda invitro ve invivo sonug¢ degisiklikleri, kristalyapisi, boyut, sekil, zeta
potansiyeli, agregasyon ve agromerulasyon meyili, ylizey karakteristik ve kaplamalar

acisindan gibi yonlerden etkileyebilir.

TiO, nanoparcacitk alimi karakterizasyonu bu malzemeler toksisitelerini
anlamak i¢in ¢ok Onemlidir. TiO, nanopartikiiller yiizey modifikasyonu olmadan
¢Ozlim agregat olusturma egilimindedir, bdylece etkinin boyutunu ve bunlarin neden
oldugu sitotoksisiteyi etkileyebilir. Bu tiir agregasyon ve aglomerasyon alimi ve
lokalizasyon calismalarinda kolaylikla gozlenmektedir. TEM kullanan pek cok
calismada TiO; nanopartikiillerin hiicre icine alinmis ve lizozomlar veya hiicre
vesikiilleri i¢inde agregat olarak lokalize olma egilimindedirler. Hackenberg ve
arkadaslar1 ile Simon-Deckers ve arkadaslar1 tarafindan nanopartikiil alimi
gozlenmis; ancak, nanopartikiiller sitoplazmada lokalize kalmistir. Elektron
mikroskobu [TEM ve SEM] maruz kalma iizerine hiicrede morfolojik degisiklikleri
gozlemlemek i¢in kullanilabilir. SEM goériintiileme kullanarak, Pan ve arkadaslar
TiO; nanopartikiillerinin agrete olabilir ve insan dermal fibroblastlarinda morfolojik

degisikliklere neden oldugunu gostermistir. (Love S. A. ve arkadaslar1,2012)

1.4.3. Kristal Yap1

X-151m1 difraksiyonu (XRD), nano-TiO; kristal yapisinin analiz edilmesi igin
temel bir aractir. Nano TiO; i¢in anataz, rutil ve brokit olmak tizere 3 kristal yapisi
bulunmaktadir. Brokit nadir olarak bulunur ve diger iki yapi igin nano TiO, toksisite
degerlendirmeleri yapilmaktadir. Bir ¢alisma anataz nano TiO2’nin rutil nano TiO;
akciger epitel hiicrelerinde (A549) daha fazla toksisite gosterdigini bildirmistir.

Bunun aksine, anataz/rutil nano TiO, karisimi zebrafish lavralari tizerinde UV 1s1ma
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altindaki anataz kristal yapidaki nano TiOpartikiillerine gore daha yiiksek toksisite
gostermistir.  Ciinkii  kristal yapidaki nano TiOz’nin fotokatalitik o6zellikleri

etkilenmektedir.

Hiicrelerde TiO; kristallik etkilerini daha iyi anlamak i¢in yapilan invitro
calismalarda anataz kristal formu rutil forma oranla daha fazla toksik etkiye neden
oldugunu ortaya koymustur. Toksik yanitin izahi TiOznanopartikiillerin  hiicre
canliliginda doza ve zamana bagli azalmaya neden oldugunu ortaya koymustur ki
MTS, MTT, hiicre boyama ve hiicre proliferasyonu deneyleri yer alir; anataz formu
canli hiicrelerde en biliylik azalmay: indiikler. Buna ek olarak hiicresel canlilik
azalmis, TiO, nano-tanecikleri, 6zellikle de anataz formu, LDH ve IL-8 gibi
enflamatuvar gostergelerin diizeylerinde artisa neden olmus; yine, anataz
nanopartikiiller rutil nanopartikiillerin yaptigindan daha biiyiik bir enflamatuar yanita
neden olmustur. Schanen ve arkadaslart multipleks sitokin dizisi ile birlestiginde
salgilanan proinflamatuvar mediatorleri 6lgmek icin yeni bir simiile bagisiklik
sistemini kullanmistir; TiOznanopartikiillerin hepsinin enflamatuar yanit1 baglatabilir
ve yine anataz nanopartikiillerin diger TiO2 nanopartikiil formlarina gére daha fazla
bir proinflamatuar sitokin salgilanmasina neden oldugu tespit edilmistir. (Love S. A.

ve arkadaslart)

Anataz kristal formu igin reaktif tiirlerin daha biiyiik bir miktarda tiretecek
oldugu oksitleme potansiyeli daha toksik olabilir. TiO, nanopartikiillerin (herhangi
bir kristal formu) oksitleyici potansiyelinin etkisi yaygin ROS dogrudan saptanmasi
ve / veya glutatyon ve SOD olarak oksidatif stres gostergelerinin dolayli 6l¢timii ile
hiicresel oksidatif stres olarak degerlendirilir. Oksidatif stres doz ve zaman-bagiml
bir artis TiO, nanopartikiiller i¢in gozlenmistir; anataz formu en biiylik miktarda
tiretir. Comet yontemi le dlciilen TiO2 nanopargacik kaynakli oksidatif stresin hipotez
triini DNA hasar1; bununla birlikte, cok az genotoksisite ancak sadece yliksek

dozlarda TiO, nanopartikiiller maruziyet lizerine gozlenmistir. Wu ve ark. PC12
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hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyeli TiO, nanopartikiiller tarafindan
uyarilan oksidatif stres etkileri incelenmistir; bunlar anataz nanopartikiillerine maruz
kaldiktan sonra membran potansiyelinde doza bagli bir diislis tespit edilmistir.
Bununla birlikte, Hussain ve arkadaslar1 nanoparcaciklara maruz kaldiktan sonra
bronsiyal epitel hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinde hicbir azalma
bulunmamistir. Buna ek olarak membran potansiyelinde bir azalma, kaspaz-3 gibi
sinyal molekiilleri yliksek diizeyde gozlenmistir, anataz nanopartikiillerinde nekroza

neden oldugunu gostermektedir. (Love S. A. ve arkadaslar1,2012)

1.4.4. Sekil, Boyut ve SpesifikYiizey Alani

Degisik uygulamalar icin sentezlerde degisiklik yapilarak( hammadde,
sicaklik, asitlik, alkalilik vs.) ¢esitli sekil(noktalar, cubuklar, kayis (belts)) , boyut ve
spesifik ylizey alanma sahip nano TiO; hazirlanmaktadir. Nano TiO; yapisal
komponentleri 100 nm’den kii¢lik ve en az bir boyutludur, onlarin morfolojilerini
gbézlemlemek i¢cin TEM (Transmisyon elektron mikroskobu) ve SEM ( taramali
elektron mikroskobu) gereklidir. Yayinlanmig literatiirde gosterildigi  gibi,
morfolojisindeki degisiklikler nano TiO,’ye maruz kaldiktan sonra, farkli yan etkiler
ile sonuclanmistir. Ornegin, TiO; nanokiirecikler (¢ap 60-200 nm) ve kisa TiO;
nanobelts (0,8-4 mikrometre -uzunlugunda, 60-300 nm genisliginde), uzun TiO2
nanobelts ile karsilastirildiginda (15-30 mikrometre uzunlugunda, 60-300 nm
genisliginde ) 6nemli 6l¢iide uyarilan ¢esitli dozajlarda 4 saat maruz kaldiktan sonra,

alveolar makrofajlarda daha yiiksek sitotoksisite gozlenmistir.

Baska bir ¢alisma gostermistir ki igne yapili nano TiO2’nin rutil ile ayn1 boyut ve

yaptya sahip olmasma ragmen kiiresel nano TiO;’lerden daha diisiik
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konsantrasyonda (20-100 mikrogram/ml™) daha fazla interlokin (IL)-1p olusumunu

stimiile etmislerdir.

Park ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada anataz nano TiO2’lerin
[180,2 = 50,8 nm and —11.15 + 0.46 mV fetal bovine serum (FBS)i¢inde]ayn1 ¢ubuk
seklinde olmalarima ragmen brokit nano TiOpartikiillerine (126,8 £ 36,5 nm ve —
9.66 = 0.42 mV i FBS i¢inde) gore fare kalp, akciger ve karacigerlerinde daha fazla

akiimiile oldugunu gostermistir.

Seklin yani sira, boyut solunum yolu ile maruz kaldiktan sonra, nano- TiO,
dagiliminda baska bir belirleyici ana faktordiir. Ornegin ratlarda 3 farkli boyuttaki (
5,21,50 nm) nano TiO, bir doz(5 mg kg™) ile verilmis, akcigerlere en yiiksek toksik
etkiyi 5 nm biiyiikliikteki partikiiller gostermistir. Sekil ve boyut olarak farklilik,
spesifik yiizey alani ile ilgili 6zellikleri degistirmektedir ve daha biiyiik bir spesifik
yiizey alani, 6zellikle spesifik ylizey alan1 bagimli fototoksik etki i¢in in vitro ve in

vivo olarak inkiibasyondan sonra yiiksek yan etkilere neden olmustur.

1.4.5. Bulunduklar: Ortam

Bir iriiniin yasam dongiisii igerisinde asil/saf nano TiO, karakterizasyonu
kullanim ve atilm asamalarinda degisebilir. Risk degerlendirmesinden once,
degistirilmemis nanomateryaller {izerinde odaklanarak pratik bir durum {izerinde
davramisini belirlemek gereklidir. Ornegin, ayn1 nano TiO; su iginde 53-311 nm, 461
nm ve 86-356 nm boyutlarinda verildiginde, PBS ve hiicre kiiltiir ortaminda
kiltiirlenmis hiicreler in vitro sitotoksisite degerlendirmesi icin bir model sistem

olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadi. Bununla birlikte, Prasad ve dig. (2013)
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nanomateryallerin bulunduklar1 ortamkolaylastirilmas1 pargacik yigilma yoluyla
parcacik alimi, hiicre-nano etkilesimi ve kromozomal hasari etkiledigi saptanmistir.
Hiicre kiiltiirti ortamu katkilar1 (6rn bisfenol A) nano-TiO, agregasyon seviyesi ve
zeta potansiyelini artirmak yoluyla nanomateryaller ile sinerjik toksisiteye yol
acmistir. Mide asit (pH <4) deiyonize su i¢inde pH 7 civarinda test sonuglarindan
farklidir intragastrik (ig) uygulamadan sonra yiyecek cinsi nano TiO; zeta

potansiyelini degistirebilir.

1.4.6. Modifikasyon

Nano TiO2’nin %3-5 oranina tekabiil eden giines 111 i¢in bilinen bir UV
emilimi vardir. Demir katkili TiOznanogubuklar, Azot katkili TiO, nanopartikiiller,
fosfat ile modifiye edilmis nano TiO; ve polimer i¢ceren nano TiO;’ler gibi bir¢ok
modifikasyon i¢in solar radyasyon kullanimi i¢in gériiniir 151k araligindaki nano TiO;
partikiillerinin aktivitesine odaklanilmistir. Modifiye nano TiO, fotokataliz ile suda
¢oziinebilir organik kirleticileri azaltabilir, nano TiO,modifikasyonu giines enerjisi
altinda serbest radikal olusumunu ortadan kaldirabilir ve farkli olarak serbest radikal

olusumunu indiikleyebilir.

1.4.7. Risk Degerlendirmesi

Nano TiOy’nin hava, su, toprak ve organizmalar i¢in kagmilmaz varligina
dayanarak  potansiyel toksisitesi hiicre, doku ve hayvan seviyesinde

arastirilmaktadir.(insan hiicreleri, fareler, ratlar, akuatik canlilar, bakteri ve bitkilerle
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ilgili tablolar verilmistir.) nano TiO,’ye maruziyet sonucunda sitotoksisite,

fototoksisite, ekotoksisite, fitotoksisite olustugu bulunmustur.

1.4.8. Sitotoksisite

Insan sagh@ acisindan risk degerlendirmesi sirasinda, cesitli insan hiicreleri
kullanilmis, maruz kalma ile ortaya cikan advers etkiler bronsiyal epitel hiicreleri,
keratinositler, lenfositler, makrofajlar ve hepatositler iizerinde incelenmistir. invitro
nanomateryallerin risk degerlendirmesi sirasinda, nano- TiO,’nin dogrudan kiiltiir
hiicreleri ile etkilesimi kullanilmistir. Nanomateryallere maruz kalma sonucunda
hiicre membran biitiinliigiinde, mitokondriyal aktivitede, apoptozis markerlarinda ve

DNA yapisinda degisiklikler tespit edilmistir.

Sonug olarak, nano TiO; doza ve zamana bagli olarak ROS olusumu, gen
ekspiresyonunu degistirme, lizozomal membran destabilizasyonu ve lipid
peroksidasyonu, hiicre morfoloji degisimi, hiicre matriks adhezyonu gibi sekillerde
hiicreleri 6ldirmistiir. Nanomateryal inkiibasyonundan sonra genotoksisite dahil
olmak {lizere DNA hasarinin indiiklendigi, DNA eklentilerinin formasyonu ve hiicre

dongiistiniin degistigi gdzlenmistir.

In vitro testler nanomateryallerin advers etkileri agisindan 6nemli bir rol
oynarlar, in vivo toksisite i¢in baslangi¢c olusturup, mekanistik 6zelliklerinin
degerlendirilmesinde  kullanmilirlar.  Bununla  birlikte, dogal muadili ile
karsilastirildiginda mikrogevrelerde yapilan invitro testler yanlis sitotoksisite
sonuglarina yol agabilir bu nedenle insan viicudunu daha iyi taklit etmek i¢in invivo

cesitli hayvan testleri (fare, rat vb) kullanilmistir.
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Hayvan deneyleri sirasinda, fare ve ratlara, inhalasyon, intraperitonal(i.p)
uygulama, intragastrik (i.g.) uygulama ve intratrakeal insitilasyon(damlatma) gibi
yollarla nanomateryaller verilebilir. Nano TiO, uygulamalarinda ve sonrasinda
biyolojik dagilim ile akciger, beyin, karaciger, kalp ve bobrek gibi cesitli organ ve
dokularla etkilesime girer. Major olarak etkilenen organ akcigerlerdir. Akcigerdeki
hasarli bolgeler arasinda hiicre hasari, alveolar makrofaj ve mikrovaskiiler
disfonksiyon, noétrofil infiltrasyon, akciger inflamasyonu, trombozis, alveolar septal
kalinlagsma vb. goriilmiistiir. Beyinde nano TiOfarelerde nérotranmitter sistemin ve
eser elementlerin homeostazini bozarak boyutsal tanima ve hafiza davraniglarini
bozmus ve beyin gelisimi, néronal apoptozis, oksidatif stres ve uzun siire mazuriyet
sonucu inflamasyon ile iliskili gen ekspresyonunda degisimleri indiiklemistir. I.g.
uygulamadan sonra nano TiO, karacigerde birikir ve fokal hepatosit apoptozuna ve
hepatik disfonksiyona yol acar, histopatolojik degisiklikler yani sinuzoid alan kaybu,
hidropik dejenerasyon, yag degisikligi ve inflamasyon gozlenir. Nano TiO;’nin
bobreklerde birikiminden sonra saccus lymphaticus, proteinik sivilar ve renal
tubullerde dilatasyon, renal glomeruluslarda sisme gozlenmistir. Daha 6nemlisi, i.g.
uygulamalarda reproduktif sistemde dagilabilir, inflamasyon/folikiiler artesia
tarafindan  sitokin  ekspresyonunun indiiklenmesi  aracifiyla  yumurtalik
yaralanmasina ve fertilite rediiksiyonuna neden olur. Maruz kalan disi yavrularda

sinirsel davranis degisikliklerine yol actig1 gézlenmistir.

1.4.9. Ekotoksisite

Nano TiO;’ nin gida tiriinleri ve atiksu dezenfektani gibi tiiketici {iriinleri ve
endiistriyel islemlerde kullanimi ile ekotoksisitenin indiiklenmesine neden olabilir.
Nano TiO;’nin su igerinde yayilmasiyla birlikte, akuatik canlilar tizerinde ¢esitli
defektler goriildii 6rnegin medakanin motalitesi yiliksek oranda artmis, zebrafish
solungaclar1 {lizerindeki ribozom yapis1 gen ekspresyonlar: ile degismis, siddetli

gelisme gerilikleri gozlenmistir ve Daphnia manga’da tireme defektleri gézlenmis,
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UV radyasyondan sonra sucul canlilar iizerinde fitotoksisite ve c¢evresel
norotoksikoloji gézlenmistir. Hidrofit i¢in nano- TiO, fotosentez-iligkili genlerin

fonksiyonlarini etkilemis ve UV 1sinlarina yoluyla ROS diizeyleri artmistir.

[laveten, nano TiO, (&rnegin kursun vb.) baska metallerle de etkilesime
girebilir ve onlarin biyoyararlanimini ve akuatik g¢evredeki toksisiteyi modifiye
edebilir. Nano TiO, agir metal iyonlari(érn. Zn*?) ile sinerjistik etki gostererek
fotosentez kapasitesi ve alglerin yasam siireleri lizerinde fitotoksisitesi artar.
Zebrafish lavrasi iizerinde kursunun tek basina maruziyetine gore, nano TiO;
kompleksiverildiginde biyokonsantrasyon ve toksisite 6zellikle néronal sistemde gen

ekspresyonuna ve tiroid endokrin sistem bozulmasina yol agar.

Nano TiO, topraktaki bakteri ve karasal bitkileri de etkilemektedir.
Topraktaki bakteri komiinitelerinde, nano TiO, maruziyetinden sonra mikrobiyal
biyokiitle ve biyocesitlilik azalmistir ve ekosistemdeki fonksiyon ve
kompozisyonlarin1 degistirebilir. Toprakta yetisen karasal bitkiler biiyiidiik¢e
metabolik sistemler, yaprak ve meyve saplari, tohum ve fide ¢imlenme, kdk uzamasi
gibi durumlarda nano TiO; absorblayabilir. Toprak i¢ine gére suda daha toksik olan
bitkiler, topragin ve cesitli bilesenlerinin etkisini engellemek i¢in nanotoksisite

degerlendirmesinde tercih edilmistir.

Besin zincirinde insanlarin {ist siralara géz oniine alindiginda, ekolojik cevre
insanlar i¢in gereklidir. Su ve topraktaki nano- TiO, maruziyeti tarafindan uyarilan
bir sonug¢ olarak ekotoksisite insanlar ve ¢evre arasindaki etkilesiminden sonra

sitotoksisiteye ¢evrilmektedir.
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1.4.10. Potansiyel Mekanizmalar

In vitro dogrudan nano TiO; hiicreleri etkileyerek ROS olusumu,
mitokondriyal disfonksiyon, DNA hasari, hiicre olimi gibi advers olaylar

indiikleyebilir.

In vivo nano TiO, farkli dokulara (akciger, karaciger, dalak, bdbrek gibi)
penetre olabilir ve dagilim, metabolizma ve eliminasyon sonrasinda normal hiicre

fonksiyonlarmi etkiler.

1.4.10.1. ROS (Reaktif oksijen) Uretimi ve Oksidatif Stres(OS)

ROS iiretimi nanomateryal maruziyeti sonrasinda ortaya ¢ikan yaygin bir
toksik mekanizma olarak kabul edilmektedir. Nano TiO.dahil olmak iizere cesitli
nanomateryallerin hiicre lizerine ROS {iretiminin advers etkileri rapor edilmistir.
ROS birikimi biyolojik antioksidan savunma yanitlarin1 (oksidan / antioksidan
dengesi) bozabilir. Artmig ROS seviyesi nedeniyle GSH, dopamin (DA),
dihidroksifenilasetik asit (DOPAC) ve homovanillik asitin(HVA) doza bagimli
olarak tiikenmesi gergeklesebilir. Nanomalzemeler maruziyeti tarafindan olugan ROS
hizla biyolojik hedeflere (6rnegin bronsiyal epitel hiicreleri) zarar verebilir ve
sitozolik kaspaz-3 ve kromatin yogunlagmasini harekete gegirerek apoptotik siireci

tetikleyebilir.
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Reaktif oksijen iretimi ve detoksifikasyonu arasindaki dengesizlik,
hiicrelerde oksidatif stresi indiikler. OS modelinde, ROS iiretimi altinda ii¢ artan
hiicre cevab1 antioksidan savunma, proinflamatuvar etkiler ve sitotoksisite

kotiilesmistir.

Yaymlanmig literatiire gore, faz Il enzim olusturucularindaki antioksidan
yanit eleman1 homeostatik redoks denge yolunu diizenleyebilir. Sonra mitojen aktive
edici protein kinaz (MAPK), AP-1 ve niikleer faktor kapa-6 sinyal zinciri sitokin ve
kemokin ekspresyonunu aktive edebilir. Transkripsiyon faktorii NF-KB ve oksidana
dayali inflamatuvar sinyal seviyesinin artigi, akcigerler nano- TiO, ye maruz kaldig
zaman hiicresel inflamatuvar cevabi indiikleyebilir. Nano TiOjtranskripsiyonal ve
post-transkripsiyonal ~ yollardan  IL-8 mRNA  seviyelerinin  yiikselmesini
indiikleyebilir. En sonunda, mitokondriyal diizensizlik toksik OS'yi yonetir ve
sitotoksik hiicre Oliimiinii aktive eder. Kiiltiir hiicrelerinin nanomateryaller
maruziyeti OS ile iligkili genlerin(katalaz ve tiyoredoksin rediiktaz gibi) aktivitesini
indiikler ve hiicre apoptozu kaspaz-8/Bid ve mitokondriyal sinyal yolaginin

aktivasyonuyla tetiklenmistir.

1.4.10.2. Organel Disfonksiyonu

Nanomateryaller(NM) ¢ok fazla biyolojik molekiille benzer boyut ve yapiya
sahiptir, bu da NM’lerin hiicrelere, organellere ve fonksiyonel biyomolekiiler
yapilara girmesini saglar ve biyolojik sistemlerle etkilesmesini saglar. En 6nemlisi,
intraseliiler NM’ler go6zlenebilen toksisiteye sahip olabilirler ¢ilinkii hiicre
membranina bagl degillerdir ve makromolekiille direk etkilesime girerler. Ornegin,

proteinlerin NM ylizeyine adsorbsiyonu protein konformasyonunu degistirebilir.
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Sonug olarak, protenin abnormal davranist bazi sinyal yolaklarini kisitlayabilir bu da

hiicre 6liimiine sebep olabilir.

Mitokondri hiicrelere enerji saglayarak yasamalarini saglar. Nano TiO;
maruziyetinden sonra mitokondri membran gecirgenligi yiliksek oranda degisir, bu da
sitozole mitokondriden sitokrom C salinmasina neden olabilir. Mitokondriyal
diizensizlik (mitokondri membran potansiyeli ve mitokondriyal hasar gibi) hiicre

olumiine neden olur.

Sitoiskelet(CSK), yapisal proteinlerden olusan siki bir agdir ve intraseliiler
taginma ve hiicresel division(boliinme) 6nemlidir. Bir invitro ¢alisma NM’lerin, CSK
biitiinliglini bozmasiyla hiicre yasamini etkileyebilecegini gostermistir. Hiicre
penetrasyonu esnasinda NM’ler kaveolin, endositoz ve adhesif etkilesimlerle

sitoiskeletsel agin normal fonksiyonunu bozabilirler.

1.5. Kozmetoloji ve Dermatolojide Nanopartikiiller

Diinya  c¢apindaki  bilim  merkezlerinde yiiriitiilen = nanoteknoloji
aragtirmalariin hizla gelismesi nedeniyle, NP'ler gittikce artan bir katki maddesi
veya daha oOnce kullanilan terapdtik maddelere bir alternatif haline geliyor.
Nanoteknoloji alaninda Amerika ve Avrupa iilkeleri AR-GE calismalar1 ile 6n
siralardadir. 2012 yilinda nanoteknoloji kullanan kozmetikler i¢in kiiresel pazarin
yaklasik 155,8 milyon dolara ulasacagi ongoriilmektedir. Biyoloji ve tip gibi saghk
alanlari ve nanoelektronik, nanomalzemeler gibi teknolojik
alanlardananoteknolojinin ¢ok hizli gelisim gostermistir. Endiistri tarafindan tiretilen

ana NP'ler, AgNP'ler, AI203NP'ler, y-Fe20O3NP'ler, Fe304NP'ler, SiO2NP'ler,
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TiO2NP'ler ve ZnONP'lerdir. Kiiresel olarak, yukarida belirtilen NP cesitlerinin
tiretimi yilda birkag ton oldu. NP igeren iiriinlerin popiilerligi en iyi satis istatistikleri
ile gosterilmektedir. Nanopartikiiller kozmetik {irtinlerin igerisinde 2006
yilindayalnizca % 5 oraninda bulunmaktaydi. Bu tarihten itibaren giiniimiize kadar
nanopartikiil iceren kozmetik iirlinlerinin satiglarindan elde edilen gelir ¢ok ¢arpici
bir sekilde artmistir. Uriin dagilim1 icin yapilan anket sonuglarina gore, kozmetik
tirtinlerinin Ti02NP'lerin yaklasik% 70-80'ini, ZnONP'lerin% 70'ini ve AgNP'lerin%

20'sini igerdigini gosterilmistir.

Nanoteknoloji, ayn1 zamanda cilt bakimi ve giizellik alaninda da yaygin
olarak kullanilmaktadir. Nano 6l¢ekli yapilarin benzersiz 6zelliklerinden birinin, yani
yiiksek yiizey alanindan hacim oranina sahip olmasinin, ultraviyole 1s181m1 bloke
etme kabiliyetine katkida bulundugu bulunmustur. Fonksiyonellestirilmis nano
boyutunda materyallerin ilag ve saglik sektorii alaninda(cilt kanseri, melanomagibi
hastaliklarin hedef tedavisinde) kullanilir. Ayrica, kozmetikte sabunlarkremler,
sampuanlar, deodorantlar, renkli kozmetikler gibi kozmetoloji ve dermatolojideki
artan pazarlama rekabeti nedeniyle, sirketler, 6rnegin nanopartikiiller gibi yeni

igeriklerle tirtinleri farklilastirmaktadirlar.

1.6. Giines Koruyucular

Glines kremleri, cildi giines 1sinlarinin maruz kalma ftzerindeki zararh
etkilerinden korumak i¢in yaygin olarak kullanilir. Cinko oksit (ZnO) ve titanyum
dioksit (T102), cildi giines hasarlarindan koruyan, onaylanmis en etkili mineral bazli
bilesendir. Bu mineraller cilt lizerinde materyalist bir bariyer olusturur, UVA ve
UVB smlarinin  derinin derinden asagiya niifuz etmesini engelleyerek giines
1sinlarin1 yansitir ve daha az tahris edicidir. Geleneksel giines koruyucularinin ana

dezavantaji, uygulandiginda cilt iizerinde beyaz kirecli bir tabaka birakmasidir.
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Nanoparcaciklar tam olarak burada devreye girmektedir. Gelistirilmis gilinesten
koruyucular nanoteknolojinin yenilik¢i kullanimlarindan sadece bir tanesidir. ZnO
veya TiO2 nanopargaciklarini kullanan giinesten koruyucu iirlinler seffaf, daha az

yagli ve daha az kokulu olup estetik ¢ekiciligi arttirmistir.

Titanyum dioksit (TiO2) ve ¢inko oksit (ZnO) nanoparcaciklar: (NP) i¢eren
giinesten koruyucu maddeler, UVB-hasarl ciltte yer almalar1 konusunda ¢ok az sey
bilinmesine ragmen, ultraviyole B (UVB) hasarina kars1 etkili engellerdir (Monteiro-
Riviere, N. A. ve ark., 2011).

Deri kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'nde, yilda 1 milyondan fazla
vakanin solar ultraviyole (UV) radyasyonu ile iliskili bazal hiicre ve skuamoz hiicreli
karsinomlar tanis1 kondugu en sik goriilen kanser tiiriidiir (American Cancer Society,
2009; Armstrong ve Kricker, 1993). Melanom cilt kanseri insidans1 énemli dl¢lide
artmaktadir ve 25 ila 29 yas arasindaki en yaygin kanserdir (National Cancer
Institute, 2006). Cilt kanseri, giines yamgi, fotoyaslanma ve cilt kirigikliklarini
onlemek i¢in glines koruyucu kullanilmasi onerilir. Geleneksel giines koruyuculari,
siirekli tekrar uygulama gerektiren ve cilt tahrisine neden olabilecek kimyasallari
igerir. Cinko oksit (ZnO) losyonlart daha uzun siireli tahris edici olmayan genis
spektrumlu fiziksel glines kremi saglar. Bununla birlikte, biliyiik ZnO partikiilleri,
kozmetik olarak ¢ekici olmayan beyaz bir bariyere neden olur. Giinlimiizde, etkili
genis spektrumlu fiziksel giines kremi saglamak i¢in glinesten koruyuculara 100
nm'den az nanoscale titanyum dioksit (Ti02) ve mikronize ZnO nanopargaciklari

(NP) dahil edilmistir (Monteiro-Riviere, N. A. ve ark., 2011).

Borm ve dig. (2006), cilt bakim {iriinlerinde kullanilmak tizere kiiresel TiO2
ve ZnO iiretiminin 2003 ve 2004 yillarinda 1000 ton oldugunu tahmin etmektedir.
[Village tarafindan yapilan 2007 tarihli bir ankete katilanlarin% 11'inin her giin bir
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tir glines kremi kullandig1,% 59'unun ise ara sira giines koruyucu kullandig1 tespit
edildi. (Cilt Kanseri Vakfi, 2007). Bu verilerin ekstrapolasyonu, Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki 33 milyon insanin giinde bir giines koruyucu iiriinti kullandigini ve
177 milyon kisinin ara sira glines koruyucu kullandigin1 gosteriyor. Bu yaygin
kullanim ve giinesten koruyucularda TiO2 veya ZnO NP maruziyeti potansiyeli ile
ilgili endiseler, canli keratinositlerle temas etmek icin stratum corneum (SC) cilt
bariyeri boyunca olasi penetrasyonlarina odaklanmistir. Genellikle giines kremleri,
suya batirilmis cilde veya SC'nin biitiinliigliniin bozulabilecegi ciddi yanmis cilde
uygulanir. Avrupa Birligi (AB) Kozmetik ve Gida Dis1 Uriinler Bilimsel Komitesi
(SCCNFP, 2000), NP'nin in vitro veya in vivo cilt penetrasyonu kanit1 bulamayan
TiO2 giivenligi hakkinda fikir verdi. Bununla birlikte, 2007 yilinda AB Tiiketici
Uriinleri  Bilim  Komitesi  tarafindan  yaymlanan kozmetik iiriinlerdeki
nanomalzemelerin giivenligi, nanolasmis TiO2 giivenlik degerlendirmesinin anormal
cilt kosullarin1 ve mekanik etkilerin cilt penetrasyonu iizerindeki olas1 etkisini
dikkate almas1 gerektigini belirtti (SCCP, 2007). . ZnO hakkinda daha 6nceki bir
goriis, mikronize ZnO'nun perkiitan absorpsiyonu konusunda giivenilir veri

bulunmadigini tespit etti (SCCNFP, 2003). (Monteiro-Riviere, N. A. ve ark., 2011)

Deri kanserinin goriilme siklii ve prevalansi arttikga, dermatologlar
hastalarima giines koruyucular1 daha sik tavsiye etmektedir. Bununla birlikte,
giinesten koruyucularin ¢ogunda titanyum dioksit ve ¢inko oksit nano-tanecikli
partikiillerin giivenligi hiikiimetlerden ve kamuoyundan inceleme altina alinmistir

(Newman, M. D. ve ark.,2009).

Nanoteknoloji, 100 nm'nin altindaki materyallerin kontroliinii inceleyen hizla
gelisen bir bilim dalidir. Nanoteknoloji, cilt bakimi ve kisisel hijyen dahil olmak
tizere birgok yasam ve tip alaninda uygulanabilir. Metallerin ve metal oksitlerin
nanopargaciklart (NP'ler) dermatolojide ve kozmetikte, 6zellikle bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlarin onlenmesinde ve tedavisinde, giinesin poatansiyel toksik etkilerine

kars1 korunma amagli ve onarimin hizlandirilmasiyla lekelerin goriintimiinti azaltan
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iriinlerde son zamanlardasiklikla kullanilmaktadir.. NP'ler ayrica cilt bakimi ve
dermatolojik tedavilerde hastalarin yasam kalitesini iyilestirmek ic¢in kullanilabilir.
Nanodermatoloji ve nanokosmetoloji sayesinde etkin, giivenli, hizli {iriin
formiilasyonlar1 sunar. Bu sayedegiiniimiize kadar kullanilan triinlerin istenmeyen
etkilerini minimuma indirir. Nanopartikiillerin bazi o6zellikleri (partikiiliin kiigiik
olmasi ile biiyiik yiizey alan1 ve biyolojik bariyerlere niifuz etme 06zelligi)
sayesinde;sistemik dozu biiyiik 6l¢iide azaltilabilir, boylece potansiyel istenmeyen

etkiler ve toksisite de azalir.

Hastanin yagam kalitesini (QOL) azaltan en hizl biiyiiyen problemlerden biri
cilt hastaliklaridir. Sorunun 6lgeginin koroner arter hastaligi, astim veya diyabet ile
karsilastirilabilir oldugu belirtilmektedir. QOL, siklikla uzun siireli tedavi gerektiren
goriiniir cilt lezyonlarindan kaynaklanir ve tedaviden sonra sik sik izler kalmasina
neden olur. Bu nedenle, dermoaktif maddeler {izerinde Onemli arastirmalar
yapilmakta olup, etkili, gilivenli ve yiiksek hizli preparatlar aranmaktadir ve
nanoteknoloji tarafindan nano o6lc¢ekte iiretilen NP'ler bu preparatlar1 formiile etmek

icin iyi adaylar olabilir.

Nanopartikiillerin yiiksek yiizey alani / hacim orani ve biyolojik bariyer ve
hiicre membranlar1 yoluyla kolayca niifuz etme Ozelliklerine sahip olmalari,
dermatoloji ve dermo-kozmetoloji gibi birgok saglik alaninda uygulama oranlarini
arttirmistir. Gergekten de, NP'ler dermal ilag dagitim sistemlerinde, kremlerde, yara
izlerinin goriinmesini azaltabilecek koruyucu maddeler, cilt onarimi siirecini
hizlandirarak, gilines kremlerinin yani sira dermatolojik hastaliklarin ve cesitli
dermatolojik preparatlarin veya dermo kozmetik iiriinlerin teshisinde goriintiileme
tekniklerini hizlandirabilir . Nanopartikiil i¢eren triinlerin kullaniminin artmas,
insan derisi hiicrelerinin maruziyetini arttirmigtir. NP'lerin cilt bakiminda artan
uygulamalari, Nanoteknoloji Dernegi'nin nanoteknolojinin bilimsel ve tibbi
yonlerinin cilt saglig1 ve bozukluklarina daha iyi anlagilmasini ve bilgi aktarilmasini

saglamak i¢in 2010 yilinda Nanodermatoloji Dernegi'nin kurulmasina yol agmistir.
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Cesitli NP'ler arasinda, metal NP'ler ve bunlarin oksitleri, genis biyolojik aktivite
yelpazesi ve essiz fizikokimyasal 6zellikler nedeniyle, dermatolojik hastaliklarin tani

ve tedavisinde ve kozmetiklerde biiyiik ilgi gormiistiir.

1.7. UV Filtresi Olarak Nanopartikiiller

Cildin goriniimiinii ve saghigimmi etkileyen en yaygin etkenlerden biri UV
radyasyonudur. Giines 1518ina maruz kalmanin etkileri, kizariklik ve gilines yanigi
(viicudun dogal savunmasi) goriiniimii, cilt kanseri olusumu gibi daha tehlikeli
etkilere yol agabilir. Ayrica 1s18a asir1 duyarliligin neden oldugu hastaliklar artan
oranda ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle UV etkilerinden koruyan driinler cilt
hastaliklarinin ~ 6nlenmesinde bliylik yer almaktadirlar. Cildi korumak igin
formiilasyonlardaki ana bilesen UV filtreleridir. UV filtreleri i¢in en Onemli
malzemelerden biri Ti02NP'lerdir. Bu nanopartikiiller, UV 1gmmimin varhiginda
yiikksek bir stabilite ve 365 nm dalga boyunda (UVA i1simasina karsilik gelen
uzunluk) 1s51mm emme kabiliyeti ile karakterize edilir. TiO2NP'lerin ayrica 200 ila
400 nm arasindaki radyasyonu emdigi goriilmistiir. Ek olarak, bu NP'lerin
preparasyona (krema, losyon vb.) Eklenmesinin hem UVA (320-400 nm) hem de
UVB'ye (280- 320 nm) karsi koruyucu Ozelliklerini genisletecegi sonucuna
vartlmistir. Ayrica, Ti02NP'ler cildi tahris etmez ve bazi antialerjik Ozellikler
gosterir. Ustelik, bu NP'ler, TIO2NP'ler tipik olarak stratum korneumda birikirken,
cilt igine niifuz etmez. Cinko oksitlerde giines koruyucu kremlerde filtreler olarak
kullanilabilmektedir. Ti0O2NP'lere benzer sekilde, ZnO'nun NP'leri, UVA olan 380
nm'ye kadar dalga boyuna sahip giines 1sinimin1 emer. Tercih edilmelerinin sebebi,
yilksek  dayaniklilik ve cilt {iizerinde beyaz izler birakmamasindan
kaynaklanmaktadir. Hem TiO2NP hem de ZnONP'ler ayrica cildi fiziksel
ozelliklerinden korurlar. Deride zararli radyasyonu yansitan bir mikroayna gorevi

goren aglomeralar olustururlar. (Niska K. Ve ark,2018)
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1.8. Nanopartikiiller ve Cilt Kanserleri

Deri kanseri, en 6liimciil malign hastalik sekli olmamasina ragmen, Amerika
ve diger iilkelerdeki Kafkas irkinda en yaygin goriilen malign neoplazmi temsil eder.
Ormegin Polonya'da yapilan bir ¢alismada kanser vakalarmin % 8 ila 10 araligindacilt
kanseri oldugu ve bu saymin daha daartacagi disiiniilmektedir. Bazal hiicreli
karsinom; tiim cilt kanserleri igerindedortte tigliik bir oran ileen fazla rastlananmalign
tiimordir. Bununla birlikte, en yiiksek o6lim sayisi esas olarak skuamoz hiicreli
karsinom ve malign melanomdur. Deri kanseri olusumundan sorumlu en 6nemli risk
faktorii, giliglii ultraviyole radyasyona ve giines yanigma maruz kalmaktir. Bazal
hiicreli karsinom ve skuamoz hiicreli cilt kanseri i¢in baskin risk faktoriidiir.
Iyonlastirict radyasyon ve arsenik, pestisitler, herbisitler veya aromatik
hidrokarbonlar gibi bazi1 kimyasal maddeler de normal hiicrelerin koti huylu

hiicrelere doniisiimiine neden olabilir.

Bu tiir bir doniisiimiin molekiiler mekanizmas: / mekanizmalar1 hala tam
olarak anlagilmamistir. Melanom durumunda, melanositin displastik hiicrelere
asamalt  doniislimiiniin ~ kanser  hiicrelerinin  goriiniimiiyle ~ sonuglandig:
varsayllmistir. UV radyasyonu ayrica insan derisi hiicrelerinde DNA'nin oksidatif
hasarini indiikleyebilir ve melanom ve melanom dis1 cilt kanserinin patogenezinde
onemli bir rol oynayabilir.Bu nedenle, cilt kanseri gelisimine karsi korunmak icin
mikromirror goérevi gorecek ve cildi hem UVA hem de UVB radyasyonuna karsi
koruyacak etkili kimyasal veya fiziksel filtreler i¢in stirekli bir aragtirma vardir.Metal
ve metal oksitler ZnONP'ler ve TiO2NP'ler gibi NP'ler cilt koruyucu olarak
kullanilabilir. Bununla birlikte, bu NP'ler cilt iizerinde bazi toksik etkiler de
gosterebilir.Ornegin, metal NP'lerin UV radyasyonu ile etkilesimleri, bu NP'lerin
fototoksik ve fotoalerjik etkilerini artirabilir.ZnONP'lerin ve TiO2NP'lerin, cildin
foto kanserojenitesi ve yaslanmasinda onemli rol oynayan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusmasina katkida bulunabilecegi bulunmustur.NP'lerin indiikledigi ROS

olusumuna temel olarak {i¢ faktor neden olur: NP'lerin reaktif ylizeyindeki pro-
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oksidan fonksiyonel gruplar, gecis metali NP'nin geg¢isi nedeniyle NP yiizeyinde aktif
redoks dongiisii ve partikiil hiicre etkilesimleri. UV radyasyonu iizerine, nanoyapili
Zn0O / TiO2 elektron uyarma ile sonuglanan fotosekslenir.Ortaya ¢ikan eksitonlar
veya elektron deligi ¢iftleri, bir radikal olusturmak {izere yilizeye bagli molekiillerle
(anlik oksijen veya su igin) reaksiyona girebilir.Ornegin, fotosekslenmis ZnONP'ler,
hidroksil radikalini (OH) ve daha az miktarda siiperoksit anyonunu (O) ve ayrica
tekli oksijeni (10 02) iiretebilirler. Ti0, NP'ler, O, OH ve hidrojen peroksit (H202)
gibi ROS olusturabilen elektron deligi ¢iftleri olusturur.Ek olarak, NP'ler
mitokondriyal solunum zincirinin bozulmas1 ve NADPH benzeri enzim sistemlerinin
aktivasyonu ile hiicre i¢ci ROS olusumunu indiikleyebilir.Sonu¢ olarak, NP'lerin
tirettigi oksidatif stres, DNA bdoliinmesine neden olur, lipid peroksidasyonunu
indiikler ve endojen DNA eklentileri (8-OHdG) firetir.Bu nedenle, NP radyasyonun
varliginda NP'lerin cilt hiicreleri iizerindeki etkilerini netlestirmek i¢in daha ileri

caligmalar yapilmalidir.

1.9. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii ile caligmalar, ilk olarak Harrison tarafindan 1907 yilinda
hayvan hiicreleri kullanilarak, canli viicudunun disinda inceleyebilmek amaciyla
bulunmustur. Organizmanin disinda hiicrelerin kiiltiiriinlin yapilabilmesi, viicudun
normal homeostazisi ile olusabilecek sistemik degisikliklere yol agabilmesi ve bu
degisikliklerin arastirmalar tizerinde olusturabilecegi olumsuz etkilerinden bagimsiz

olarak, hiicreyi inceleme imkan1 yaratmistir (Kogakl ve ark., 2015).

Harrisson’dan sonra da hiicre kiiltiirii ile calismalar farkli arastirmaci gruplari
tarafindan gelistirilerek uygulanmistir.Earle ve arkadaslari, 1943 yilinda farelerde
timor hiicresini izole ederek calismalar yapmislardir. Leonard Hayflick ise 1961
yilinda hiicrelerin, kiiltiir ortaminda sinirli yasam siiresine sahip olduklarim

gostermistir (Kocakli ve ark., 2015).Hiicre kiiltiirii yonteminin temel ilkesi, canh
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dokulardan alinan pargalarin in vitro kosullarda yasamalarimin ve g¢ogalmalarinin

saglanmasidir (Tuncer ve Demirci, 2011).

Bu amagla insan, maymun, fare, sican ve tavsan gibi ¢esitli canlilarin; bobrek,
karaciger, akciger, amniyon zarlar1 gibi dokular1 6nce parcalanarak tek tek hiicrelere
ayrilirlar. Ayrilan bu hiicreler ¢esitli tuzlar, tampon ¢dozeltileri, aminoasitler,
vitaminler, dana veya at serumu igeren besi yeri sivilarda slispansiyon hazirlanilarak
steril tiip veya uygun Kkaplara koyulur. Bu hiicre siispansiyonu 37 °C’de
bekletildiginde hiicreler,bulunduklar1 kabin yiizeyine tutunarak c¢ogalirlar. Cogalma
sonucunda olusan bu yapiya hiicre kiiltiirii adi verilir (Haboken; John Wiley ve
Sons.,2015; Candan C., 2006).

Hiicre kiiltiri ¢alismalarinda genellikle iki tip hiicre kullanilir. Bu
hiicreler;primer hiicreler ve devamli hiicre hatlaridir. Primer hiicre kiiltiirleri doku
ve organlardan alinan hiicrelerin 1 giinden daha uzun siire ¢gogaltilmasiyla elde edilir.
Fibroblast hiicreleri ve vaskiiler diiz kas hiicreleri primer hiicre kiiltliriine 6rnektir.
Devamli hiicre hatlar1 ise sinirsiziireyebilme ozelligine sahip transformasyona
ugramis primer hiicrelerdir. Laboratuar ¢alismalarda daha yaygin olarak kullanilan
devamli hiicre hatlar1 fare fibroblast hiicreleri (L-929, 3T3) veya insan epitelyal
hiicreleridir (HeLa) (Tuncer ve Demirci,2011). Ayrica insan ve hayvan pulpa
hiicreleri, insan THP-1 monositleri ile immortalize fare odontoblast hiicre hatlar1 da
kullanilmaktadir (Schmalz G ve Bindslev D.A., 2009; Haboken, John Wiley ve Sons,
2005; Helgason C.D. ve Miller C.L., 2005).

Asagidaki tabloda primer hiicre kiiltiirti ile devamli hiicre hattinin avantaj ve

dezavantajlar1 verilmistir.
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Cizelge 1.9.1. Primer hiicre kiltiirii ve devamli hiicre hattinin avantaj ve dezavantajlari

(Tuncer ve Demirci, 2011)

AVANTAJ DEZAVANTAJ
Siiresiz e Insandan izole
PRIMER HUCRE ¢ogalabilme edilmesi ve
KULTURU ozelligine kiiltiirinlin
sahiptir. yapilmasi
Bagka kiiltiirlere zordur.
ekilip e Stabil fenotipe
cogaltilabilir. sahip degildir.
Kolaylikla e in vivo
cogaltilabilirler. ozelliklerinin
DEVAMLI HUCRE HATTI Daha stabil bir tumunii
fenotipe sahiptir. koruyamazlar.

Bircok arastirmaya olanak saglayan hiicre kiiltiiriiniin, cesitli avantajlar ile birlikte

dezavantajlar1 da mevcuttur (Kocakli ve ark., 2015). Asagidaki tabloda hiicre

kiiltliriiniin avantaj ve dezavantajlar1 verilmistir.
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Cizelge 1.9.2. Hiicre kiiltiiriiniin avantaj ve dezavantajlar1 (Kogakli ve ark., 2015)

AVANTAJ DEZAVANTAJ
e Fizikokimyasal kosullarin o Kiiltiir calismalarinda
kiiltiir ortaminda kontroliiniin kontaminasyon riskinin

saglanabilmesi (Sicaklik, bulunmasi

osmotik basing, pH, O, CO,

yogunlugu...) e Kiiltiir ortaminda mantar ve

bakteri bulunmasi

e Fizyolojik kosullarin  sabit
tutulabilmesi e Uzun siire pasajlama islemi

durumunda hiicrelerin

farklilasma kapasiteleri ve

e Ozel bir hiicre tipi iizerinde e heterojenite oranlarinda artis
caligilmasina olanak saglamasi meydana gelmesi

e Pasajlama islemi ile istenilen e Uygun steril  kosullarin
asil homejen hiicrenin elde saglanmasindaki zorluklar
edilebilmesi

e Bagka  arastirmalarda  ve
tekrarli deneylerde kullanmak
iizere, hiicrelerin uygun sartlar
altinda uzun yillar

saklanabilmesi

Tez ¢alismamizda, insan cilt hiicre hatt1 olarak HaCaT hiicresi kullanilmistir.
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1.10. Tezin Amaci

Gilinlik yasantimizda her giin maruz kaldigimiz ve giivenli olarak
diistindiigiimiiz her kimyasal maddenin aslinda yiiksek dozlarda toksik olabilecegi,
toksikoloji biliminin her zaman g6z 6nilinde bulundurdugu en temel prensiptir. Bu
noktadan hareketle, tehlikeli kimyasal maddelerin smiflanmasi ve etiketlenmesi
esnasinda, Ozellikle kimyasal maddelerin olusturabilecegi toksik etkiler
degerlendirilirken, insanlarin is yerlerinde veya giinliik yagsam kosullar1 i¢inde maruz
kaldiklar1  maksimum  konsantrasyonlarin  belirlenmesi ve  ozellikle bu
konsantrasyonlarin toksik etki olusturup olusturmadiginin bilinmesi biiylik 6nem

kazanmustir.

Tezimizde insan saglikli cilt hiicresi olan HaCaT hiicreleri gilines
preparatlarinda  siklikla kullamilan metal oksitli nanopartikiillerden TiO2
nanopartikiilii ile maruz birakildiktan sonra kromozomlarda meydana gelebilecek
degisikliklerin gdzlenmesi amaglanmigtir. Bu basamaktaki amacimiz, giines
koruyucu preparatlarda siklikla kullanilan nanopartikiillerden olan TiO2-NP’nin

insan cildinde neden olabilecegi hasari invitro sartlarda taklit edip degerlendirmektir.

Kromozomal hasar, laboratuarimizda rutin olarak uygulanan mikrogekirdek
testi ile degerlendirilmistir. Kromozomal hasarin karakterizasyonu ig¢in ise
laboratuarimizda CREST testi uygulamalar1 ilk olarak bu proje ile

gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda uyguladigimiz MN frekanslarinin arastirildigi sitogenetik
yontem oldukca sik kullanilan yontemlerdendir. Bu testten elde edilen sonuglar ile
saglik riskleri (kanser gibi) arasinda bugiine kadar bir iligki kurulamamis olmasina

ragmen, maruz kaliman kimyasal maddenin genetik materyali etkileyebildigini
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gostermeleri  acisindan  biyoizleme caligmalarinda  olduk¢a sik  olarak

kullanilmaktadir.

Mikroniikleus testi mitoz sirasinda boliinen hiicrenin ¢ekirdeginden hasar
sonucu kopan kromozom pargalarinin veya ayrilan tam kromozomlarin goériilmesine
dayanan, genotoksik etkininarastirilmasinda oldukc¢a duyarli bir yontemdir. Pahali
olmamasi, hizli sonug alinmasi, giiglii bir istatiksel sonug elde edilmesi (mikroskopta
1000 hiicre degerlendirildigi i¢in) acisindan olduk¢a avantajli bir yontemdir. CREST
analizleri ise ililkemizde heniiz yaygin olmayan bir yontemdir; bu yontem MN
testleriyle birlikte, olusan mikrogekirdeklerin klastojenik/anojenik mekanizmasinin

ayrimina olanak verir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Maddeler

-Fotal Calf Serum (Sigma, ABD)
-L-Glutamin-Penisilin-Streptomisin (Sigma, ABD)

- Metanol (Merck, Almanya)

- Glasiyal asetik asit (Merck, Almanya)

-PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi)(Sigma, ABD)

- Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Biological Industries, Israil)
- Akridin orange (Sigma, ABD)

- Titanium IV oxide, dispersion (Sigma, ABD)

- 1.Antibody: Pozitif kontrol sentromer serumu (Davis, ABD)
- 2. Antibody: FITC konjuge IG (Santa Cruz, ABD)

- Tween 20 (Sigma, ABD)

- .Fluor Preserver reagent (Calbiochem, ABD)

- Tripan mavisi (Biological Industries, Israil)

- DAPI : 4°,6- diamidin-2-fenilindol-dihidroklorid (Sigma, ABD)
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2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

- Karbondioksitli 37<C inkiibator (Heal Force HF240, Cin)
-Santrifuj cihazi (Hettrich Rotina 90, Almanya)

-pH metre cihazi (WTW pH 3301, Almanya)

-Hiicre sayim cihaz1 (Bio-Rad TC20, Singapur)

-Inverted Mikroskop (Micros MCX 7600,Avusturya)
-Fluoresan Mikroskop (Leica 1000, Almanya)

-Su banyosu (Boeco, Ultraterm BWT-U, Almanya)
-Derin Dondurucu (-20°C) —(-80°C), (Scancool, Almanya)
-Steril ¢alisma kabini (Esco, Class II Biological Safety Cabinet, Singapur)
-Buz makinasi (Hoshizaki ,Avrupa)

-S1v1 azot tanki (International Cryogenics, ABD)

-Vorteks (Niive NM110, Tiirkiye)

2.2. Mikrogekirdek Yonteminde ve CREST Analizinde Kullanilan Cozeltilerin

Hazirlanmasi

Besi yeri ortami: 500 ml DMEM iizerine 50 ml (%10) FBS ve 5 ml (%1)

penisilin/streptomisin eklendi, +4 °C’ de saklandi.

Hipotonik potasyum Kkloriir (KCl) ¢ozeltisi: 1.397 g potasyum kloriir 250 ml suda

¢Ozildii.
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Sabitleme cozeltisi (Carnoy’s Fiksatif): 300 ml metanol 100 ml glasiyel asetik asit

(3:1 oraninda) karistirildi. Taze olarak hazirlanarak -20 °C ‘ye gelmesi saglandi.

AKridin orange cozeltisi (0.2 mg/ml) : 5 ml akridinorange(1mg/ml), 7 ml 0.3 M
KH2PO4, 7 ml 0.3 M Na2HPO4*2H2, 80 ml distile su ile ¢oziilerek hazirlanarak 1:2

oraninda suyla seyreltildi. +4 derecede karanlikta Al folyo ile sarilarak saklanildi.

Stop medyum: Tripsinin ¢aligmasint ndtralize etmek amaciyla %60 DMEM, %40
FCS karistirilarak hazirlandi.

Boyama c¢ozeltisi: 1 mg/ml DAPI + 0.1 mg/ml propidyum iyodiir, 3:1 oraninda

karistirilarak kullanilir.

Tween-PBS Cozeltisi: 5 mL Tween 20 tlizerine 95 mL PBS ilave edilerek hazirlanir.

Oda sicakliginda saklanir.

1. Antibody (sentromer serumu):1:50 oraninda PBS/0.2% Tween 20 ile

seyreltilerek hazirlandi.

2. Antibody(FITC-conjuge 1gG): 1:100 oraninda PBS/%0.5 Tween 20 ¢ozeltisi ile

seyreltilerek hazirlandi.

KCI cozeltisi:%4’liik ¢ozeltisi hazirlandi, +4 °C’ de saklandi.
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Boyama cozeltisi: 1 mg/ml DAPI + 0.1 mg/ml propidyum iyodiir, 3:1 oraninda

karistirilarak kullanilir.

2. 3. TiO, nanopartikiilii ile ilgili 6n cahsmalar

Kullanmis oldugumuz TiO2-NP’niin etiket bilgisi su sekildedir;

- Titanium IV oxide, mixture of rutile and anatase, <100 nm particle size,
dispersion (Sigma Aldrich)

Partikiil biiyiikliigli olgtimleri Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
kullanilarak  yapilmistir. TiO; nanopartikiiliiniin  test edilecek maksimum
konsantrasyonu olan 100 pg/mL’de zeta potansiyeli ve dagilimi Zeta Sizer
kullanilarak ~ dl¢iilmiistiir.  Olgiimler, Bilkent Universitesi UNAM (Ulusal

Nanoteknoloji Arastirma Merkezi)’nde yapilmistir.
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2.4. Hiicre Kiiltiira

Oncelikle s1v1 azotta saklanan hiicreler ¢ikarilmistir.

HaCaT hiicrelerinin cogaltilmasi:

- S1vi azottan ¢ikarilan hiicrelerin 37 °C’de hizlica ¢oziinmesi saglandi.

- Hood (Laminar Air Flow) altinda 15 ml’lik steril santrifiij tiipiinde 10 ml (37 °C)
DMEM medyum igerisine aktarildi. 1300 rpm’de, oda sic. 5 dakika santrifiij edildi.

- Ust faz pastor pipeti yardimiyla steril kosullarda vakumla atildiktan sonra alt
fazdaki hiicrelerin iizerine 10 ml DMEM medyum ilave edildi. Hiicreler medyum
igerisine pipetle ¢ek-birak yontemi kullanilarak homojen olarak dagitildi. Hiicrelerin
hepsi alinip 25 cm?lik flaskla inkiibatére kaldirildi (37°C, % 5 CO,). Azottan ¢ikan
hiicrelerin iirememe, c¢ogalmama olasiligina karsi pasajlama iglemini birkac kez

tekrarladiktan sonra hiicrelerin diizenli cogalip ¢ogalmadigina bakildu.

3 giinde bir hiicreler tripsinlenerek yeni besiyeri ortamina ilave edilerek
pasajlanmistir. Hiicrelerin diizenli iiredikleri kontrol edildikten sonra, analizler
yapilmistir (analizler sirasinda da bu pasaj islemi tim analizler bitene kadar devam

ettirilmistir).
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Sekil 2.4.1. HaCaT hiicrelerinin mikroskop altinda goriintiileri

HaCaT hiicrelerinin pasaj islemi:

- Flasktaki DMEM medyum aspire edildi.
- 2 ml steril PBS (37°C) ile yikandiktan sonra, PBS aspire edildi
- 2 ml tripsin (37°C) konulduktan sonra ve 37°C’de 6-8 dakika bekletildi

- 2 ml STOP medyum ilave edildi ve hafif¢e calkalandi (tripsinin ¢aligsmasini

durdurmak igin).

- Bu 4 mI’lik hiicre suspansiyonu pastor pipet ile 15ml’ilk tiipe aktarildi.

- 1000rpm oda sic. 6-7 dak santrifiij edildi

- Tiipiin dibinde goriinen pellete dokunmadan {ist faz1 pastor pipet ile atildi.

- Pelletin lizerine bir miktar (yaklagik 2 ml) DMEM medyum ilave edildi.
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- Pastor pipet ile ¢ek-birak seklinde karigtirildi ve hiicre sayimi yapildi.

- Yeni pasaj i¢in Sml DMEM medyum igerisinde 300.000 hiicre olacak sekilde flaska
konuldu.

Hiicrelerin sayilmasi:

Tezimizde kullanilan hiicrelerin canlilig1 ve sayimi, tripan mavisi boya atilim
yontemi kullanilarak belirlendi.

Sekil 2.4.2. TC 20 cihazi, kullanilan sayim lamlar1 ve tripan mavisi

Bu yontemde; hiicre siispansiyonu %0.4’likk tripan mavisi ile 1:1 oraninda

karigtirildiktan sonra, sayim lami iizerine yiiklenerek TC-20 cihazi ile hiicre sayimi
yapildi.
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Sekil 2.4.3. TC20 sayim cihazinda ImL siispansiyondaki canlt hiicrelerin say1s1

2.5. Mikrocekirdek Testi (Micronucleus Test, MN)

Mitoz boliinmenin anafaz evresinde sentrik kromozomlar kutuplara
cekilirken, genotoksik hasar sonucu olusan asentrik kromozomlar veya kromozom
parcalart kutuplara ¢ekilemeyerek geride kalirlar. Bu kromozomlar hiicre boliinmesi
sonunda sitoplazmada hiicre ¢ekirdeginden ayr1 olarak membranla cevrili bir yap1
olustururlar. Bu yapilara mikrogekirdek denir. MN, genotoksik maddelere maruz
kalan popiilasyonlarda molekiiler epidemiyoloji ve sitogenetik hasarlarda yaygin

olarak kullanilan 6nemli bir in vivo ve in vitro biyobelirtectir.

Howell-Jolly cisimleri olarak da bilinen mikrogekirdek (MN) terimi, 1951
yilinda anafazin ge¢ evrelerinde ana g¢ekirdekten atilan asentrik fragmanlarla ilgili
olarak tanitilmigtir. MN'ler iki mekanizma yoluyla olusturulabilir: kromozomal

kopmalar (klastogenez) veya mitotik aparatin bozulmasi (aneugenesis). Bu nedenle,
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anti-kinetokor antikoru kullanilarak, belirli bir ilacin klastogenez veya aneugenesis
yoluyla MN olusumunu indiikledigini dogrulamak miimkiindiir. MN'lerde
kinetokorun bulunmamasi klastojenik etkiyi gosterirken, bunun varligi, anojenik

etkiyi gosterir(Araldi R.P. ve ark., 2015).

Mikrogekirdek iceren yavru hicreler

X/
®

L]
/“'\‘
e

Sekil 2.5.1. Mikrogekirdek testinin prensibi

Mikrogekirdekli hiicrelerin sikligindaki artig, indiiklenmis kromozom
hasarmin bir gostergesidir (Chen, N., ve ark., 2014). Mikrogekirdek ya g¢ekirdek
kromozom fragmanlarindan ya da hiicre boliinmesi sirasinda ek cekirdeklere dahil
edilmeyen biitiin kromozomlardan / kromatidlerden kaynaklanir. Bu nedenle,
mikrogekirdek deneyi, hem klastojenleri hem de kromozomlarin diizenli olarak mitoz
dagilimmi etkileyen ajanlar tespit edebilir. Bununla birlikte, tahlil, test edilmis bir
bilesik tarafindan indiiklenen niikleer bozuklugun niteligini  karakterize
edilememistir. Kromozom kirilmasindan kaynaklanan mikrogekirdekler ile farklh
ajanlar tarafindan indiiklenen mikrogekirdegin DNA igerigini Olcerek ig fonksiyon
bozuklugundan kaynaklananlar arasinda ayrim yapmak icin bir¢ok girisimde

bulunulmustur (Degrassi, F. ve Tanzarella,C., 1988).
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Mikrocekirdek testinin uygulanisi:

1. HaCaT hiicrelerine TiO, uygulanmasi:

TiO; nanopartikiiliiniin 5, 10, 50 ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlari hazirlanarak

HaCaT hiicrelerine uygulanmaistir.

2. HaCaT hiicrelerine pozitif kontrollerin uygulamasi:

MMC (mitomisin, klastojenik ajan), VCR (Vincristin, anojenik ajan) ve 4-NQO (4-

nitroquinolin 1-oksit, klastojenik ajan) uygulamas1 yapilmustir.

HaCaT hiicreleril milyon/5ml flasklara ekim yapilarak MN testi yliriitiilmiistiir.

Sekil 2.5.2. MN testinde 5mL’lik flasklarda test kimyasallarinin ve kontrollerin maruziyet

asamasi
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Flasklar 37°C’lik inkiibatore koyularak 24 saat beklendi. 24. saatte flasklar
inkiibatorden alindi ve laminar air flow altinda her bir tiipe uygun konsantrasyonda
test kimyasal maddeleri ve pozitif kontroller eklendi. Kimyasal madde
maruziyetinden 24 saat sonra flasklar inkiibatérden alindi ve pasajlama asamasindaki
gibi tripsinlenerek test tiiplerine alindi. Daha 6nceden hazirlanan ve ¢alismadan en az
bir saat once +4°C’de bekletilip sogutulan % 0.4 KCI ¢ozeltisi tliplerin hacmi 5
ml’ye gelecek sekilde damla damla ilave edildi. Tiipler bu sekilde 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

Fiksasyon:

Tiipler 1000 rpm‘de 10 dakika sanrifiij edildi. Pastor pipet ile siipernatant
atildi ve tiipler elle karistirildi. Calismadan bir saat once taze olarak hazirlanip
buzdolabinda bekletilip sogutulan fiksatif c¢ozeltisi vorteksleme esnasinda pastor
pipetle toplam hacim 5 ml olana kadar ilave edildi. Tiipler bu sekilde oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. Tiipler 1000 rpm‘de 10 dakika sanrifiij edildi.
Fiksasyon iglemi 2 kez daha tekrarlandi. En son santrifiijden sonra pastor pipet ile
stipernatant atild1 ve tiipler karistirildi. Daha onceden temiz ve yumusak bir bezle
silinen lamlar iizerine hiicreler damlatildi. 100 °C’lik 1sitict lizerine tutularak

kurutuldu.

Boyama veMikroskopta Inceleme:

Lamlar tizerine Akridin Orange Cozeltisinden damlatildi ve lamel kapatilarak
fluoresan mikroskopta incelendi. Her bir konsantrasyon i¢in hazirlanmis olan 2 adet

lamda 1000’er hiicre icerisindeki mikrogekirdek sayilari kaydedildi.

43



2.6. CREST (Anti-kinetochore staining, Anti kinetokor boyama) analizleri

Mikrogekirdek testi (MN testi), genotoksik maddelerin etkilerini in vitro veya
in vivo olarak dogru bir sekilde degerlendirebilen nispeten basit bir sitogenetik testtir
(Caria, H.,1995), yaygin olarak kullanilmaktadir, ¢iinkii hizli ve Kkolaydir.
Mikrogekirdekler (MN), lojistik kromozom fragmanlar1 ve/veya tamamen gecikmeli
kromozomlardan olusabilir. Bu nedenle, mikrocekirdek deneyi, potansiyel olarak ig
bozukluklarinin yani sira klastojenleri de tespit edebilir. Bununla birlikte, geleneksel
analiz iki olay arasinda ayrim yapamaz. Kromozom kirilmasi ile iiretilen MN'nin ig
arizasindan kaynaklananlardan ayirt edilmesi i¢in gesitli laboratuvarlar basarilt bir
sekilde in vitro immiinofloresan antikinetokor antikorlari1 kullanarak bir metodu
basariyla uygulamistir. Antikinetokor antikorlart Moroi ve arkadaslar1 tarafindan
1980 yilinda belirli bir skleroderma pigmentosum formunda (CREST varyanti) olan
hastalarin serumunda kesfedilmistir(Miller, B. M., 1990).

Mikrogekirdek ya ¢ekirdek kromozom fragmanlarindan ya da hiicre
boliinmesi sirasinda ek cekirdeklere dahil edilmeyen biitiin kromozomlardan /
kromatidlerden kaynaklanir. Bu nedenle, mikrogekirdek deneyi, hem klastojenleri
hem de kromozomlarin diizenli olarak mitoz dagilimini etkileyen ajanlari tespit
edebilir. Bununla birlikte, tahlil, test edilmis bir bilesik tarafindan indiiklenen niikleer

bozuklugun niteligini karakterize edemez.

Kromozom kirgindan tireyen ve spindle malfonksiyonundan tiireyen
mikrcekirdekler arasinda ayrim yapabilmek igin degisik ajanlarla indiikleyerek
mikrogekirdegin boyutunun veya DNA igeriginin Ol¢iilmesi yoluyla bir¢cok cabada
bulunulmustur.Son zamanlarda skleroderma hastalarindan (CREST varyanti) gelen

serumun antikinetokor antikorlar1 igerdigi kesfi, dolayli immiinofloresan
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boyamasiyla hem metafaz hem de interfaz hiicrelerinde kinetokorlar

gorsellestirmeyi miimkiin kilmistir.

Hiicre kiiltiirlerinde veya insan lenfositlerinde mikrogekirdegin indiiksiyonu,
kromozomlarin mitozda diizenli dagilimini etkileyebilecek hem klastojenleri hem de
ajanlart tespit etmek i¢in kullanilabilmektedir. Sentromerler ve mitotik ig arasindaki
etkilesim, sentromer iligkili bir protein olan kinetokor ile ilgilidir. Andploidi
indiikleyici ajanlar i¢in bir test sistemi olarak bir antikinetokor antikoru ile
isaretlenmis mikrogekirdegi, birka¢ arastirmaci tarafindan Onerilmektedir ve bir
kinetokor pozitif mikrogekirdegin tim bir kromozom igerdigi varsayimina
dayanmaktadir (Caria, H. ve ark.,1995). Anti-kinetochore (CREST) antikorlar ile ek
boyama, mikrogekirdegin biitiin kromozomlar1 veya asentrik fragmanlari igerip
icermedigini belirlemeye yaramaktadir (Di Virgilio, A. L. ve ark.,2004). MN'ler iki
mekanizma yoluyla olusturulabilir: kromozomal kopmalar (klastogenez) veya
mitotik aparatin bozulmasi (aneugenesis). Bu nedenle, anti-kinetokor antikoru
kullanilarak, belirli bir ilacin klastogenez veya aneugenesis yoluyla MN olusumunu
indiikledigini dogrulamak miimkiindiir. MN'lerde kinetokorun bulunmamasi
klastojenik etkiyi gosterirken, bunun varlig1 angjenik etkiyi gostermektedir(Miller, B.

M., ve Adler, I. D., 1990).

Kimyasallarin mutajenitesini belirlemek i¢in Ingiltere Saglik Bakanlig1
Mutajenlik Kilavuzlari Komitesi'nde (Gida, Tiiketici Uriinleri ve Cevrede
Kimyasallarin Mutajenite Komitesi, 2000) onerilen bir test prosediiriidiir (Dhawan,
A. ve ark.,2003).
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CREST analizinin prensibi:

Mikrogekirdek yontemiyle tespit edilen kromozom hasarlarinin antikinetokor
antibodiler kullanilarak karakterizasyonuna olanak veren analizlerdir. Kinetokor +
sonu¢ veren ajanlarin andjenik, kinetokor — sonug¢ veren ajanlarin ise klastojenik
etkili olduklar1 belirlenir. Andjenik ve klastojenik etkilerin birbirlerinden ayrimi ilk

kez Russo vd. (1992) ve Renzi vd. (1996) tarafindan CREST analizleri ile
gergeklestirilmistir.

Asentrik kromozom fragmani
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Sekil 2.6.1. CREST testinin prensibi

CREST analizlerinin uygulanisi:

Pozitif kontrol olarak andjenik etkili vinkristin (8,3 nM) ve mitomisin (0,5

pg/mL)kullanilmigtir.

Bu yontemde hiicreler flask yerine dnceden sterilize edilmis lamlar {izerine

petri icerisinde uygulandi. Bu amagcla lamlar ¢alismadan once silinip Al folyoya
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sararak veya bir beherin igerisine dizilip iizeri Al ile kaplanip otoklavlanarak sterilize
edildi.

Sekil 2.6.2. CREST testinde 18 saatlik inkiibasyon

Test edilecek kimyasallarla 18 saat (1 gece) inkiibe edildikten sonra (at
37°C’de ve 5% CO ile), lamlar 2 dak. PBS ile yikandi, sonra 0.075 M KCl ile 15
dak. 37°Cde inkube edildi. Hiicrelerin fiksasyonu igin lamlar 30 dak. -20°C
metanolde bekletildi. Fiksasyondan sonra lamlar 5 dak. 0.1% Tween 20 igeren PBS

¢Ozeltisine daldirilda.
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Sekil 2.6.3. Lamlarin Tween 20-PBS ¢6zeltisi ile yikama asamasi

Daha sonra lamlarin iizerine 50 mL 1. Antibody ilave edilerek 24 saat (37°C)

bekletildi. 24 saatlik beklemenin sonunda lamlar 2 kez ile yikanda.

Sekil 2.6.4. CREST analizlerinde antibody ilavesi
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2. Antibody ilave edilerek 1 saat bekletildi. Son olarak lamlar PBS/% 0.1
Tween 20 ¢ozeltisi ile 2 kez yikand1 ve 100 mL boya ¢dzeltisi (DAPI) ile boyandi.
Lamlar tekrar su ile yikanip kurutulduktan sonra 2-3 damla FluorPreserver lamel
tizerine damlatilarak lamin {izerine hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatilir.

Karanlikta saklanmalidir.

Boyama veMikroskopta Inceleme:

Lamlar Leica fluoresan mikroskop kullanilarak 400x veya 1,000x biiyiitme ile
degerlendirildi. Fluoresan filtreleri eksitasyon DAPI i¢in 340-380 nm, emisyon 425-
590 nm olacak sekilde ayarlandi. CREST serumu ve FITC-isaretli antibodiler ile
boyanmis hiicreler de oncelikle lam iizerindeki mikrogekirdekli hiicreler belirlendi
(DAPI filtre ile), sonra filtre degistirilerek eksitasyon 490 nm, emisyon 525 nm
olacak sekilde (FITC filtre) ayarlanarak mikrogekirdek goriintiisii saptandi. Her bir
lam i¢in 100 mikrogekirdek sayildi.

Sekil 2.6.5. Fluoresan mikroskop (goriintiileme kamerasi ile)
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Sayilan mikrogekirdekler “CREST pozitif” veya “CREST negatif” seklinde
degerlendirildi. CREST pozitif yanit (filtre degistirildiginde mikrogekirdek hala var
ise), olusan mikrogekirdegin bir veya daha fazla biitiin kromozomdan olustugu
anlamina gelmektedir, bu da andjenik etkiyi gosterir. CREST negatif (filtre
degistirildiginde FITC filtre ile mikrogekirdek gdriinmiiyor ise) yanit ise klastojenik

etkiyi gosterir.

2.7. Istatistiksel degerlendirme

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar “SPSS version 22.0” kullanilarak
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve sonuglar yorumlanmistir.Mikrogekirdek testi
sonuclarinin degerlendirilmesinde her bir numune i¢in ¢ift sayilan 1000hiicrenin
mikocekirdek sayilaristudent-ttest yontemi kullanilarak kontrol ve pozitif kontroller

ile karsilastirilmugtir. Istatistiksel anlamlilik olarak p<0.05 degeri kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. TiO; nanopartikiilii ile ilgili on calisma sonuglari

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)’den elde edilen veriler ile
nanopartikiil dispersiyonunun stok ¢ozeltisinin partikiil biiytlikliik dagilimimin (Sekil
3.1.1'de)uygun oldugu goriilmiistiir.

Sekil 3.1.1. TiO2-NP’niin biiyiikliigiininTEM ile 6lgiilmesiyle elde edilen goriintiisii
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Ti02 nanopartikiiliiniin stok ¢ozelitisi olan 100 ug/mL’de DMEM igerisinde
zeta potansiyeli ve dagilimi Zeta Potential Sizer kullanilarak yapilmis ve elde edilen

sonu¢ Sekil 3.1.2°de verilmistir.

Temperature (*C): 250 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 4775 Measurement Position {mm}; 1,25
Cell Description; Glass cuvette with square aperture Attenuator; 4
Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 2805 Peak 1: 4309 a7 294 1
Pdl: 0387 Peak 2: 5009 1,3 605,65
Intercept: 0,921 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

Size Digtribution by Intensity

Intensity (%)
. @

%]

0.1 1 11 100 1000 10000

Size (d.nm}

Sekil 3.1.2. Zeta potanisyeli sonuglari

Elde edilen sonuglara gore TiO, stok ¢ozeltisindeki partikiil bliytliklik ve

dagilimlarinin uygun olduklar goriildiikten sonra tezimizdeki deneylere gegilmistir.
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3.2. MN testi sonuclari

Mikrogekirdek testi ile elde edilen mikroskop goriintiileri ve sayim sonuglari

asagida sunulmustur.

Sekil 3.2.1. Fluoresan mikroskopta mikrogekirdek goriintiileri
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HaCaT hiicrelerine, TiO, nanopartikiiliiniin stok ¢ozeltisinden hareketle
hazirlanan 5 pg/mL, 10 pg/mL ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonunda elde edilen
mikrocekirdek sonuglari agagidaki Cizelge 3.2.1'de gdsterilmistir.

Mikrogekirdek testinde pozitif kontrol olarak 8,33 nM VCR ve 0,5 pg/mL
MMC kullanilmistir.

Her bir test kimyasal1 ve kontroller i¢in ¢ift lam sayilmis, her lamda 1000

hiicre degerlendirilmistir.

Cizelge 3.2.1. HaCaT hiicrelerine uygulanan TiO; ile elde edilen ¢ift lamda sayima ait
mikrogekirdek sayilar

Mikrogekirdek sayist
1. saytm 2. sayim Ortalama
Kontrol 5 9 7

8,33 nM Vinkristin 22 27 25*%
0,5 pg/ml MMC 23 15 19*
5 pg/mL TiO; 13 10 12*
10 pg/mL TiO; 11 8 10
50 pg/mL TiO, 16 15 15*

* student-ttest, p<0.05
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Mikrogekirdek testinden elde ettigimiz sonuglara gore TiO;
nanopartikiilii test ettigimiz her 3 konsantrasyonda mikrogekirdek sayilarini
artirmaktadir. 15 pg/mL ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlarda bu artis istatistiksel

olarak anlaml1 bulunmustur.
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Kontrol 8,33 nM 0,5 pg/ml 5ug/mLTiO2 10 pug/mLTiO2 50 ug/mLTiO2
Vinkristin MMC

Sekil 3.2.2. HaCaT hiicrelerine uygulanan TiO, ile elde edilen ortalama mikrogekirdek

sayilari

Mikrogekirdek  sonuglarimiza gore, TiO, NP’lerinin test edilen
konsantrasyonlarda HaCaT hiicrelerinde kromozal hasara neden oldugu sdylenebilir.
Bu hasarin klastojenik mekanizma ile veya andjenik mekanizma ile olustugu

isecalismamizin devaminda uygulanan CREST analizleri ile arastirilmistir.
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3.3. CREST testi sonug¢lar:

CREST testi mikrocekirdek sayisini indiikleyen ajanin anojenik veya
klastojenik  oldugunu gostermek amaciyla uygulanan ve ancak artmisg
mikrogekirdeklerin  karakterizasyonunda  kullanilan  bir  yontemdir. TiO,
nanopartikiiliiniin 5 pg/mL ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlarindaHaCaT hiicrelerine
maruziyeti ile anlamli olarak mikrogekirdek sayilarini artirmasi nedeniyle, bu artisin

klastojenik ve/veya andjenik olup olmadiginit CREST analizi yapilarak gosterilmistir.

CREST testi laboratuarimizda ilk kez bu tez ile oncelikle pozitif kontrol

olarak kullanilan vinkristin ve mitomisin i¢in uygulanarak kurulmustur.

Laboratuarimizda bulunan mikroskop ile DAPI ve FITC filtreler ve
goriintlileme kamerasiyla elde ettigimiz sonuglar incelenmis ve goriintiileri

alinmistir.

Sekil 3.3.1. DAPI filtre ile hiicrelerin goriintiisii.
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DAPI filtre ile hiicreler gozlendikten sonra sadece mikrogekirdek igeren
toplam 100 hiicre sayilmigtir. CREST testi ile pozitif kontrol olarak kullanilan

anojenik etkili vinkristin (8,3 nM) ve mitomisin ile elde edilen mikroskop goriintiileri

ve sayim sonuglar1 asagida sunulmustur.

Sekil 3.3.2. CREST testinde kullanilan andjenik (CREST+) etkili vinkristin ile mikroskop

goriintileri.
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Sekil 3.3.2°de vinkristin ile elde edilen CREST analiz sonuclarinda, sol
tarafta gosterilen mavi cekirdek ve mikrogekirdekler DAPI filtre ile goriintiilendikten

sonra FITC filtreye gecirilerek sagdaki goriintiiler elde edilmistir.

Sekil 3.3.3. CREST testinde kullanilan klastojenik (CREST-) etkili MMC ile mikroskop

goriintileri.

Sekil 3.3.3‘de MMC ile elde edilen CREST analiz sonuglarinda, sol tarafta
gosterilenmavi ¢ekirdek ve mikrogekirdekler DAPI filtre ile goriintiilendikten sonra
FITC filtreye gegirilerek (mikrogekirdek goriinmemekte) sagdaki goriintiiler elde

edilmistir.
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VCR

= CREST+ = CREST- = Belirsiz

Sekil 3.3.4. Anodjenik pozitif kontrol olarak kullanilan VCR’nin HaCaT hiicrelerine
uygulanmasi ile elde edilen CREST sonuglart

MMC

= CREST+ = CREST- = Belirsiz

Sekil 3.3.5. Klastojenik pozitif kontrol olarak kullanilan MMC’nin HaCaT hiicrelerine
uygulanmasi ile elde edilen CREST sonuglart
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Andgjenik pozitif kontrol olarak kullanilan VCR veklastojenik pozitif kontrol
olarak kullanilan MMC ile elde edilen sonuglar (Sekil 3.3.4 ve 3.3.5), CREST

analizlerinin laboratuarimizda basariyla uygulanabildigini gostermistir.

Daha sonra CREST analizleri, TiO; nanopartikiiliiniin 50 pg/mL’lik
konsantrasyonda HaCaT hiicrelerine uygulanmistir. Elde edilen CREST goériintiileri,
TiO; nanopartikiiliiniin CREST+(anojenik etki) etkili oldugunu gostermektedir.

TiO2-NP

m CREST+
m CREST-

m Belirsiz

Sekil 3.3.6. TiO, nanopartikiiliniin 50 pg/mL’lik konsantrasyonda HaCaT hiicrelerine
uygulanmasi ile elde edilen CREST sonuglari

CREST analizleri sonuglarimiz, TiO, nanopartikiiliiniin kromozomlarda
anojenik etki ile mikrogekirdek sayilarini, kromozom sayisini degistirerek artirdigini

gostermektedir.
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4. TARTISMA

Son zamanlarda ozellikle kozmetik alaninda ve gilines preparatlarinda
nanopartikiillerin yaygin kullanilmast nedeniyle, nanopartikiillerin toksisitesinin
arastirilmasi énemli bir konu haline gelmistir. Glines koruyucu krem ve losyonlarda
kullanilan TiO2-NP’lerinin insan deri hiicrelerinde kromozomlarda neden olabilecegi

hasarin gosterilmesi 6nemli ve gereklidir.

Tezimizde bu etkilerin degerlendirilmesi icin kullanmis oldugumuz
yontemlerden mikrogekirdek testi rutin olarak kullanilan bir testtir. Bu test ile elde
ettigimiz sonuglarin kromozom sayisini veya yapisint degistirerek yani diger bir
deyisle anojenik/klastojenik etkili oldugunun gosterildigi CREST analizleri ise

laboratuvarimiza ilk kez bu tez ile kurulmus ve basari ile uygulanmastir.

Mikrogekirdek testinden elde ettigimiz sonuglara gore, TiO, nanopartikiilii
test ettigimiz her 3 konsantrasyonda mikrogekirdek sayilarini artirmaktadir. 15
pg/mL ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlarda bu artig istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu sonuglarla TiO, NP’lerinin test edilen konsantrasyonlarda HaCaT
hiicrelerinde kromozal hasara neden oldugu sodylenebilir. Bu hasarin klastojenik
mekanizma ile veya andjenik mekanizma ile olustugu ise ¢alismamizin devaminda

uygulanan CREST analizleri ile arastirilmistir.

Ilk olarak bu tez ¢alismasi ile laboratuvarimiza kurmus oldugumuz CREST
testi; ileride yapilacak yiiksek lisans ve doktora dgrencilerinin tezlerinde, bilimsel
arastirmalarimizda ve projelerimizde mikrogekirdek testi c¢alismalarimizla birlikte

yiiriitiilecek 6zellikte olup, sonuglarimizin anlamliligini artiracak ve ¢alismalarimizin
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bilimsel yoniinii giiclendirecektir. Yani CREST testinin kurulmus olmas1 sayesinde
mikrogekirdek sikligini arttiran bir kimyasal maddenin bu etkiyi andjenik mekanizma

ile mi yoksa klastojenik mekanizma ile mi gergeklestirdigi anlasilabilecektir.

Abrusci ve arkadaslari(2013) tarafindan TiO;'nin kiiresel sekil ve anataz
kristal formu kullanilarak insan embriyonik bdbrek hiicrelerinde yapilan ¢aligmada
10-1000pg/mL konsantrasyonda, 1 saat — 3 hafta maruziyet sonucunda 1000
ug/mL’de yumusak agar icinde DNA hasari, hiicre transformasyonu ve hiicre yerine
sabitlenmeden bagimsiz biliyime gozlenmistir.Archana ve arkadaslari(2013)
tarafindan TiO, nin kiiresel sekil ve anataz kristal formu kullanilarak insan Caco-
2gBe1 hiicrelerinde yapilan ¢alismada 0.35-35 pg/mL konsantrasyonda ,24 saat
maruziyet sonucunda gida smifi nano-TiO2 maruziyeti Caco-2gge; hiicre sistemi
mikrovilluslarinda kayiplara yol agmistir. Ghosh ve arkadaslari(2013) tarafindan
TiO2 'nin kiiresel sekil ve anataz/rutil kristal formu kullanilarak insan eritrosit ve
lenfositlerde yapilan ¢alismalarda 25-500 pg/mL konsantrasyonda, 3 saat maruziyet
sonucunda mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesinde azalma, DNA hasar1 ve
lenfositlerde apoptoza yol agmis; eritrositlerde hemoliz ve hemoglobin ile etkilesim
gozlenmistir.Drevet ve arkadaglar1 (2012) tarafindan TiO;'nin kiiresel sekil ve
anataz/rutil kristal formu kullanilarak akciger fibroblast hiicrelerinde yapilan
caligmada 25-400 pg/mL konsantrasyonda 24 - 48 saat maruziyet sonucu hiicre igi
ROS olusumu, mitokondriyal membran potansiyeli kaybi, hiicre donglisi
ilerlemesinde degisiklikler, TNF ve CYP1A gen degistirme gozlenmistir.Vyas ve
arkadaslar1(2011) ) tarafindan TiO,'nin anataz kristal formu kullanilarak dermal
fibroblast hiicrelerinde yapilan ¢alismada 1-100 pg/mL konsantrasyonda 24 saat
maruz kalma sonucunda H2AX, ATM ve Chk2 fosforilasyonunu artisina yol agar,
DNA sentezi ve replikon baslatma frekansi inhibe eder.Falck ve arkadaslar1 (2009)
tarafindan TiO;'nin  anataz(kiiresel) ve rutil(igne) kristal formu kullanilarak
bronsiyal epitel hiicreleri (BEAS-2B) ile yapilan c¢alismada 1-100
ug/cmzkonsantrasyonda 24, 48, 72 saat maruz kalma sonucunda DNA hasar1 ve
mikrogekirdeklar artmistir. Hussain ve arkadaslari(2010) tarafindan  TiO, nin

anataz(kiiresel) kristal formu kullanilarak bronsiyal epitel hiicrelerinde yapilan 10—40
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ug/em®  konsantrasyonda 0.5, 1, 2, 4, 24 saat maruz kalma sonucunda lipid
peroksidasyonu, lizozomal membran destabilizasyon ve hiicre  Oliimii
gbzlenmistir.Morishige ve arkadaslar1 (2010) tarafindan TiO,'nin anataz (kiiresel)
kristal formu kullanilarak makrofaj benzeri gibi insan THP-1 hiicreleri kullanilarak
yapilan ¢alismada 20-500 pg/mL konsantrasyonda 24 saat maruz kalma sonucunda
daha kiiciik anataz ve daha biiyiik rutil IL-1p iiretimini yliksek oranda provoke eder
ve igne gibi nanomateryaller aymi biiytlikliikteki kiiresel sekilde olanlara gére daha
yiiksek toksisite gostermistir.Kocbek ve arkadaslar1 (2010) tarafindan TiO, nin
kiiresel ve igne gibi formu kullanilarak insan keratinositlerinde yapilan ¢aligsmalarda
0.5-10 pg/mL konsantrasyonda 3 ay maruziyet sonucunda hiicre dongiisiinde
degisiklikler ve apoptotik hiicre artmasina neden olmustur.Fujita ve arkadaslari
(2009) tarafindan TiO; nin anataz (granular) kristal formu kullanilarak keratinosit
HaCaT hiicreleri kullanarak yapilan ¢alismada 47.0-60.2 pg/mL konsantrasyonda 24
saat maruziyet sonucunda  hiicre-matriks yapigsmasini etkileyebilir.Ghosh ve
arkadaglar1 (2010) tarafindan TiO;'nin kiiresel formu kullanilarak lenfositlerde
yapilan ¢aligmalarda 0.25-2 mM konsantrasyonlarda 3, 6, 24 saat maruz kalma
sonucunda genotoksisite ve sitotoksisite gozlenmistir. Ema ve arkadaglart ile
Yamashita ve arkadaslar1 tarafindan farelerde plasenta, fetus karacigeri ve beyninde
TiO,-NP’nin santral sinir sistemi gelisimi ile ilgili gen ekspresyonunu etkiledigi ve
yavrularda viicut agirligi, sperm hareketliligi gibi parametrelerde azalmaya neden
olduklar1 gosterilmise Ti-NP’nin insan spermlerinde genotoksik etkiyi artirdigi, fare
testis leydig hiicrelerinde gen ekspresyonu, ¢ogalmasinmi ve canliligini etkileyerek
sitotoksik etkiyeneden oldugu bulunmustur. Long ve arkadaslari tarafindan farelerin
mikroglialar1 {lizerinde yapilan ¢aligmalarda TiO, oksidatif stres olusturarak beyne
hasar vermekte oldugunu gostermistir (Long T. C ve arkadaslar1,2006).Yuzuki
Nakagawa ve arkadaglarnin(1997) TiO,NP ile yaptiklart caligmada ise TiO;
nanopartikiiliiniin UV 1ginlar1 olmadan genotoksik etkisinin zayif oldugu, UV/vis 151k
isinlama uygulandiginda ise SCE ve CA testleri ile genotoksik etkiyi artirdigini

gosterilmistir.
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Tezimizden elde ettigimiz sonuglar, daha Once yapilan calismalarin
sonuglarin1 destekler nitelikte olup, TiO, nanopartikiillerinin mikrocekirdek
sayilarii artirdigimi gostermektedir. Mikrogekirdek sayilarindaki artisin hangi yolla
oldugu, yani andjenik mekanizmalarla artirdiginin gosterilmesi ise ilk kez bu tez

calismasi ile gergeklestirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Nanoteknoloji, elektronik, miihendislik, kozmetik, gida ve ila¢ sektorii gibi
cok c¢esitli alanlarda kullanilmaktadir ve her giin bu alanlara bir yenisi
eklenmektedir.Nanoteknoloji, hem arastirma hem de isletme i¢in miikemmel firsatlar
sunan, yirmi birinci yiizyilin kilit teknolojilerini temsil eder. Nanoteknolojinin hizh
yayilmasi ve ticarilesmesi, biiyiik teknik ve ekonomik yeniliklere yol agarken, ayni
zamanda tiiketicilerin saglik ve giivenligine yonelik ortaya c¢ikan risklerin de
sorgulanmas1 gerekmektedir. Bu nedenle, nanoteknolojiye dayanan kozmesotik
triinler, tiiketicilerin ve ¢evre sagligina tam olarak saygi gosterecek sekilde

tasarlanmali ve satilmalidir.

Nanopartikiiller pek ¢ok kisisel bakim {iiriiniin iceriginde de yer almaktadir
(Deodorant, sabun, dismacunu, sampuan, sa¢ kremi, glines koruyucu, kirigiklik
karsit1 krem, nemlendirici, fondoten, yliz pudrasi, ruj, allik, goz fari, oje, parfiim, tras
sonrasi losyon gibi). Nanopartikiiller i¢inde toksikolojik etkileri iizerinde en ¢ok
durulan karbonlu (karbon siyahi, karbon nantiipleri), silikali (silisyum dioksit) ve
metal oksitli nanopartikiillerdir. Ornegin metaloksitlerden olan titanyum dioksit hem
toz hali ile hem de son yillarda nanoboyutu ile UV 1sinlarini engelleyebilme 6zelligi
nedeniyle gilines koruyucu preperatlarin yapisinda siklikla yer almaktadir. Yaygin
kullanimi nedeniyle hem {ireticiler hem tiiketiciler i¢in gerek 6zellikle deri yolu ile
toksisite gosterebilmektedir. Nanopartikiil tiretiminin ve kullaniminin artmasina baglh
olarak, nanopartikiillerin toksikolojik analizlerinin yapilarak risk degerlendirmesinin
yapilmast gerekli ve onemli hale gelmistir. Ancak genel olarak nanopartikiillerin
giivenlik calismalarinda celiskili sonuglar elde edilmistir. Biiyiikliikleri, yapilari,
yiizey alanlari, formlar1 ve sekilleri nedeni ile insan sagligi lizerine olumsuz etkileri
de degismektedir. Son yillarda 6nemi gittikge artan nanopartikiillerin giivenligi ile
ilgili caligmalar az sayida olmalar1 sebebiyle toksisite profilleri tam olarak

cikartlamamustir. Partikiil biiyiikliiklerinin ¢ok kii¢lik olmasi, teknolojik agidan bir
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avantaj saglamasina ragmen, bu partikiiller deri ve akcigerlere kolaylikla gegebilme
yetenegine sahiptir. Bu 6zellikleri nedeni ile nanopartikiillerin insan saglig1 iizerine
olan toksik etkilerinin arastirilmasi ¢ok gerekli bir alan (nanotoksikoloji) haline
gelmistir. Bu nedenle nanopartikiillerin toksikolojik degerlendirilmelerinin
yapilabilmesi i¢in ¢ok yonlii ve kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Amerika
Birlesik Devletlerinde ve Avrupa Birliginde nanopartikiillerin kozmetik ve diger
alanlarda kullanimlar1 ile ilgili yasal diizenlemeler eksiktir. Bu eksiklik risk

degerlendirme ¢alismalarina yansimaktadir.

Titanyum dioksit nanopartikiilleri (TiO,-NP) giiniimiizde giines koruyucu
kremlerde en yaygin kullanilan UV filtrelerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ancak yapilan arastirmalar, TiO,-NP’lerinin hiicrelerde DNA hasar1 olusturabildigi
ve dolayisiyla genotoksik etkili olabilecegini gostermektedir. Tezimizde TiO,-
NP’iine maruz kalinmasi durumunda hiicre kromozomlarinin nasil etkilendigi

genotoksisite testleri ile insan keratinosit hiicreleri kullanilarak arastirilmistir.

Tezimizde genotoksisite i¢in mikrogekirdek testi uygulanmis ve
mikrogekirdeklerin karakterizasyonu igin ilk kez bu tez c¢alismasi ile CREST
analizleri laboratuarimizda kurularak uygulanmistir. MN yontemi, mitoz boliinme
sirasinda boliinmekte olan hiicrenin g¢ekirdeginden kopan tam kromozomun veya
pargalarinin goriilmesinisaglayan, genetik hasarin belirlenmesinde oldukga hassas bir
yontemdir. Pahali olmamasi, hizli sonu¢ alinmasi, giiclii bir istatiksel sonu¢ elde
edilmesi (mikroskopta 1000 hiicre degerlendirildigi i¢in) agisindan oldukga avantajli
bir yontemdir. CREST analizleri ise lilkemizde heniiz yaygin olmayan bir yontemdir;
bu yontem MN testleriyle birlikte, olusan mikrogekirdeklerin klastojenik/anojenik
mekanizmasinin ayrimina olanak verir. CREST analizinin kurulmus olmasi
sonuclarimizin anlamliliginm1  artiracak ve ¢alismalarimizin  bilimsel yOniini

giiclendirecektir.
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Elde etmis oldugumuz sonuglar giines kremlerinde yer alan TiO2
nanopartikiillerinin ~ cilt  hiicrelerinde  klastojenik  etki  olusturabilecegini
gostermektedir. Calismalarin tekrarlanmasi1 ve farkli testlerle desteklenmesi
gerekmektedir.Ayrica UV radyasyonun indirekt veya direkt mekanizmalarla
insanlarda DNA hasarina neden oldugu bilinmektedir. Giinese maruziyet genellikle
giines koruyucu kremlerle birlikte gerceklestigi i¢in; kozmetiklerde, 6zellikle giines
koruyucu tiriinlerde yer alan titanyum dioksit nanopartikiillerinin insan sagligi

izerine olan etkilerinin incelenmesi de gerekli ve 6nemlidir.
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OZET

TiO, Nanopartikiiliinin Kromozomlar Uzerindeki Toksik Etkisinin In-vitro
Arastirilmasi

Glinese maruziyet genellikle giines koruyucu kremlerle birlikte gerceklestigi icin;
kozmetiklerde, 0Ozellikle gilines koruyucu firiinlerde yer alan titanyum dioksit
nanopartikiillerinin insan saglig1 iizerine olan etkilerinin incelenmesi de gerekli ve dnemlidir.

Titanyum dioksit nanopartikiilleri (TiO2-NP) giiniimiizde giines koruyucu kremlerde
en yaygim kullanilan UV filtrelerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak yapilan
arastirmalar, TiO2-NP’lerinin hiicrelerde DNA hasar1 olusturabildigi ve dolayisiyla
genotoksik etkili olabilecegini gostermektedir.

Tezimizde TiO2-NP’iine maruz kalinmasi durumunda hiicre kromozomlarinin nasil
etkilendigi Mikrogekirdek ve CREST (antikinetochore antibodies) testleri ile insan
keratinosit hiicreleri kullanilarak arastirilmigtir. Mikrogekirdeklerin karakterizasyonu igin
kullandigimiz CREST analizleri ilk kez bu proje ile laboratuarimizda kurularak
uygulanmgtir.

Tezimizden elde ettigimiz sonuglara gére TiO2-NP’niin test edilen 5, 10 ve 50
pg/mL konsantrasyonlardamikrogekirdek sayilarini artirdigi, bu artisin 5 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlaml1 oldugu bulunmustur.

Mikrogekirdek testi sonuglarina dayanarak CREST analizleri uygulandiginda ise,
TiO2-NP’niin mikrogekirdek sayilarini an6jenik mekanizmalarla artirdigi goriilmiistir.

Anahtar Sozciikler: CREST analizi, mikrogekirdek testi, titanyum dioksit.

68



SUMMARY

In-vitro Investigation of Toxic Effect of TiO2 Nanoparticle on Chromosomes

Since sun exposure usually occurs with sunscreen creams; It is also necessary and
important to investigate the effects of titanium dioxide nanoparticles on human health in
cosmetics, especially sunscreen products.

Titanium dioxide nanoparticles (TiO2-NP’s) are now one of the most widely used UV
filters in sunscreen creams. However, research has shown that TiO2-NPs can cause DNA
damage in cells and thus can be genotoxic.

In our thesis, the chromosomal effect of TiO2-NP was investigated by micronucleus test
and CREST (antinetochore antibodies) testin human keratinocyte cells. The CREST analysis,
which we use for the characterization of micronuclei, was established and applied in our
laboratory for the first time with this thesis.

According to the results obtained from our thesis, TiO2-NP increased the number of
micronuclei at 5, 10 and 50 pg /mL concentrations and this increase was statistically
significant at 5 and 50 pg /mL concentrations.

When the CREST analysis was performed based on the results of the micronucleus test, it
was observed that TiO2-NP increased the number of micronuclei by aneugenic mechanisms.

Keywords: CREST analysis, micronucleus test, titanium dioxide.
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