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OZET

(Yiiksek Lisans Tezi)

NANO VE BULK BOYUTLARDA SERYUM (1V) OKSIT BILESIGININ
GENOTOKSIK ETKILERININ INCELENMESI

Kader ARSLAN

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Giray Bugra AKBABA

Bu calismada, biyomalzeme olarak kullanilan seryum (IV) oksit (CeO-) bilesiginin nano
ve mikro boyutlarda genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Calismada, yaglar
18-25 arasinda olan bes saglikli erkek bireyin periferal kan hiicreleri kullanildi.
Arastirmamiz kapsaminda in vitro kosullarda periferal kan kiiltiirleri CeO; bilesiginin
nano ve mikro boyutlardaki farkli konsantrasyonlarina (0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25
ve 50 ppm) maruz birakildi. Genotoksisiteyi belirlemek i¢in Mikrogekirdek (MC) ve

Kromozom Aberasyon (KA) testleri kullanildi.

Mikrogekirdek testi sonuglari ve Kromozom Aberasyon testi sonuglari
degerlendirildiginde, nano ve bulk boyutlarda seryum oksitin biitiin uygulama
konsantrasyonlarinin negatif kontrol grubuna goére toksik oldugu belirlenmistir.
Kromozom aberasyon frekanslari incelendiginde bulk boyuttaki seryum oksitin nano
boyuta gore daha toksik oldugu tespit edilmistir. Mikrogekirdek testi sonuclarina gore

de bulk boyutun daha toksik oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Seryum (IV) oksit, Biyomalzeme, Genotoksisite, Kromozom

Aberasyon, Mikrogekirdek, Nanopartikiil

2019, 43 Sayfa



ABSTRACT

(M. Sc. Thesis)

INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF NANO AND MICRO SIZED
CERIUM (I1V) OXIDE COMPOUND

Kader ARSLAN

Katkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Bioengineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Giray Bugra AKBABA

In this study, it was aimed to determine the genotoxic effects of nano and micro sized
cerium oxide (CeO2) compound which is used as biomaterial. The peripheral blood cells
of five healthy men aged 18-25 years were used. In vitro, the peripheral blood cultures
were exposed to different concentrations (0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 and 50 ppm)
of nano and micro sized CeO,. To determine genotoxicity, Micronucleus (MN) and

Chromosome Aberration (CA) tests were performed.

When the results of Micronucleus test and Chromosome Aberration test were evaluated,
it was determined that all concentrations of cerium (IV) oxide in nano and bulk sized
were toxic according to the negative control group. When Chromosome Aberration
frequencies were examined, it was found that cerium oxide in bulk size was more toxic
than nano sized. According to the results of Micronucleus test, cerium oxide in bulk size

was determined to be more toxic.

Anahtar Kelimeler: Cerium (IV) oxide, Biomaterial, Genotoxicity, Chromosome

Aberration, Micronucleus, Nanoparticle

2019, 43 pages



ONSOZ
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1.GENEL BiLGILER
1.1. Giris

1.1.1. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller

Latince bir kelime olan “nano”, ciice anlamina gelmekte olup bir fiziksel biiyiikliigiin
bir milyarda birini ifade etmektedir (Johal M. S., 2011). Daha iyi anlagilmas1 amaciyla
baz1 biyolojik yapilarin boyutlari nanometre olarak $ekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1: Nanoboyutun biyolojik yapilarla gosterimi (Anonim 1,2019)

Maddenin atomik boyutta islenebilme olasiligini 1959 yilinda ilk kez ifade eden
Richard Feynman, “Yaptigimiz seyleri gorebilme ve atomik seviyede ig yapabilme
yetimiz gelistirilebilirse, kimya ve biyoloji alanlarinda yasanan sorunlar bilyiik oranda
¢ozmek miimkiin olabilecektir’’ diyerek nanoteknoloji biliminin temellerini attigi kabul
edilmektedir (Drexler, 2004). Maddenin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin
agifa cikanlarak atomik diizeyde miihendisliginin yapilmasina nanoteknoloji denir.

Nanoteknolojinin temel amaci fonksiyonel materyallerin nanoboyutta elde edilmesini



saglamaktir. Bu sayede malzemelerin ve yapilarin molekiiler diizeyde islenerek nano
hassasiyette cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesi saglanabilir (Erkan ve ark., 2005;
Senol ve ark., 2005; Kut ve Giinesoglu, 2005). Bir baska ifadeyle nanoteknoloji, atom
ve molekiillerin bir araya getirilmesi ile nanometre &lgekli fonksiyonel yapilarin
olusturulmasidir (Erkog, 2007). Nanoteknoloji daha dayanikli, daha hafif ve dogaya
daha az zarar vererek iiretim yaptlmasini saglayacak bir teknolojidir (Ozdogan ve ark.,

2006).

Fizik, kimya, biyoloji ve tip gibi alanlarda gelistirilen ve miihendislik alaninda dizayn
edilen nanomalzemeler, enerji, ¢evre, elektronik, telekomiinikasyon ve bilgisayar gibi
bircok teknolojik alanda genis bir uygulama potansiyeline sahiptir. Bunun en temel
sebebi nanomalzemelerin dzelliklerinin makro diizeydeki malzemelerin 6zelliklerinden
farkli olmasidir. Birgok bilim adami nano partikiillerin, 6niimtizdeki dénemlerde yeni
nesil tiiketim {irinlerinde, minyatiirlestirilmis bilgisayar c¢iplerinde, nano &lcek
sensorlerde, DNA molekiillerini siralayan cihazlar ve entegre mikrosistemler gibi
alanlarda daha etkili olacagi diisinmektedir (Miyazaki ve Islam, 2007). Nanoteknoloji
yukarida belirtilen alanlarin tamaminda ve daha birgok alanda etkindir. Yeni bir
teknoloji olmamakla beraber, mevcut teknolojilere yeni bir bakis acis1 olan
nanoteknoloji, bir taraftan bilinen tirlin ve prosesler i¢in teknik, ekonomik ve ekolojik
parametrelerde bir performans artisini ifade ederken; diger taraftan da mevcut
teknolojilerin gelistirilmesiyle tretilen yeni triinleri ve uygulama alanlarini ifade

etmektedir (Siipiiren ve ark., 2007).

Diinyada nanoteknoloji uygulamalarina bakildiginda her gecen yil bu alanlarinin arttig
gorillmektedir. Pazar yonelimlerini arastiran Lux Research adli sirketin yaymlamis
oldugu bir rapora gore, Ozel sirketler ve tniversiteler 2004 yilinda nanoteknoloji
arastirmalarina 8,6 milyar dolar ayirmislardir. Rapora gore, diinya genelinde 1.500
sirket, giderek artan oranda nanoteknoloji alanina yatirnm yapmaktadir (Kut ve
Giinesoglu, 2005). ABD, Japonya, AB iilkeleri, Kore, Israil, Giiney Afrika Birligi ve
Kanada gibi iilkelerde ¢ok sayida nanoteknoloji arastirma merkezleri kurulmustur
(Criraci, 2006). Nanoteknoloji alaninda yapilan Ar-Ge c¢alismalarina ABD hiikiimeti
tarafindan 2000 yilinda saglanan destek 420 milyon dolar civarinda iken 2001 yili
biitcesinde bu alana ayrilan pay yaklasik 520 milyon dolara ulasmis, 2003 yili i¢in ise



yaklagik 700 milyon dolar olarak belirlenmistir. 2005 yilindan baglayarak 4 yil siireyle
nanoteknoloji alaninda gergeklestirilen aragtirma ve gelistirme projelerinde kullanilmak
tizere 3,7 milyar dolar tutarinda fon ayrilmigtir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yiriitiilen ¢aligmalar, nanoyapili malzemeler, molekiiler elektronik, modelleme,
simiilasyon ve nanorobotlar gibi alanlarda yogunlagmistir (Ayhan, 2004). Nanoteknoloji
tim gelismis ve cok sayida gelismekte olan iilkenin Oncelikli olarak aragtirma destegi
verdigi alanlarin basinda gelmektedir. Ornegin; ABD, Avrupa ve Hindistan gibi iilkeler,
nanoteknolojiye yatinm yapmanin zorunlu oldugunu diisiinmektedirler (Ureyen, 2006;
El Naschie, 2006). Sekil 1.2°de diinya genelinde nanoteknolojiye ayrilan fon
miktarlarinin yillara baghi olarak gittikge arttigi goriilmektedir. Avrupa Birligi'nin 6.
Cerceve Programu ile Tiirkiye’de kuramsal ve bireysel diizeyde olan nanoteknoloji

arastirmalart yeniden yapilandirilmis ve biiyiik ivme kazanmistir (Ureyen, 2006).
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Sekil 1.2: Diinyadaki nanoteknoloji yatirimlari (Anonim 2, 2019)

Nanoteknolojinin temelini olugturan nanopartikiiller 0,1 ile 100 nm arasindaki
tanecikler olarak tamimlanmaktadir. Nanomalzemelerin igerisinde nanopartikiiller,
nanofiberler, nanotiipler ve nanokompozitler bulunmaktadir (Borm ve ark., 2006).
Boyutlar1 100 nm’nin altinda olan malzemelerde, kuantum mekanik giicler elektrik ve
1smin daha iyi iletilmesini saglamakta ve mekanik &zellikleri modifiye edilebilir hale
getirmektedir. Ornegin, karbon atomlari grafit gibi ¢ok yumusak bir malzemeyi
olustururken ayn1 zamanda karbon nano-tiipler gibi gelikten daha sert malzemeleri de

olusturabilmektedir. Yar iletken bir malzeme olan silisyum, nano boyuta inildiginde



iletken ©zellige sahip olabilmektedir. Nanopartikiiller sahip olduklar1 bu &zellikler
sayesinde ileri teknoloji uygulamalarinda yer almis ve geleneksel teknolojilerle ileriye
gidemeyen sektorlere umut 15181 olmustur. Woodrow Wilson veritabanindan alinan
verilere gore tilketime yonelik 800°den fazla nanomateryal igeren Uriin bulunmaktadir.
Bu iiriinlerden 2007 yilinda yaklasik olarak 147 milyar dolar gelir elde edilmistir
(Anonim 3, 2019). Richard Feynman’in 1959°da nano yapilara dikkat c¢eken
konusmasindan giiniimiize kadar siirekli gelisen nanopartikiil iiretim teknikleri
sayesinde degisik morfolojide ve kimyasal ozellikte nanopartikiiller tiretilebilmektedir.
Baslica nanopartikiil tiretim teknikleri sol-jel, alev sentezi, mekanik asindirma, kimyasal
buhar yogunlastirma, inert gaz yogunlastirma ve ultrasonik sprey piroliz teknigi olarak

siralanabilir (Kartal, 2013).

Nanopartikiilleri, metal nanopartikiiller, metal oksit nanopartikiiller ve metal ve metal
oksit nanopartikiiller seklinde de smiflandirilir. Metal nanopartikiiller, yiiksek
aktiflikleri nedeniyle dzellikle katalizér uygulamalarinda kullanimlar1 yaygindir. Demir
nanopartikiiller kaynak ¢ubuklarinda, alev kesicilerde, gida zenginlestirmede,
elektronik, manyetik ve kimyasal uygulamalarda kullanilmaktadirlar (Samal ve
Newkirk, 2015). Demir nanopartikiilleri toprak ve su Kkirliligini gidermede
kullanilabilmektedir (Dickinson ve Scott, 2010). Giimiis nanopartikiilleri antibakteriyel
ozelliginden dolayi tibbi cihazlar, elektrikli ev aletleri, spor, kozmetik, duvar kaplama
tiriinleri gibi titketim dirtinleri igerisinde bulunmaktadir. Altin nanopartikiilleri ise tipta
tiimorlerin tedavisinde, kalp hastaliklari, kanser ve enfeksiyon ajanlarinin teshisinde ve
elektronikte rezistanslarin birlestirilmesinde kullanilmaktadir (Chou ve Ren, 2000;
Kartal, 2013). Bakir nanopartikiilleri, miirekkep piiskiirtme, baski teknolojisi ve organik
sentez reaksiyonlarinda katalizér olarak kullanilmaktadir (Genger, 2009). Ayrica bakir
nanopartikiilleri klorlu organik kirleticiler, agir metaller, nitratlar ve boyalar gibi degisik

kirleticilerle kirlenen yer alt1 sularinin temizlenmesinde de kullanilirlar (Huang ve ark..
2012).

Metal oksit nanopartikiilleri, seramik, implant, yeni nesil bilgisayar ¢ipi ve sensor
tiretiminde kullanilmaktadir. Titanyum dioksit nanopartikiiller biyouyumlu ve biyoaktif
kaplamalarda, fotokatalitik ozelliklerinden dolayt kendi kendini temizleme

uygulamalarinda, antibakteriyel kaplamalarda ve hava temizleme uygulamalarinda



kullaniimaktadir (Othman ve ark., 2012). Aluminyum oksit, demir oksit, kalay oksit,
krom oksit nanopartikiilleri sertlik ve asindirma 6zellikleri dikkate alinarak hassas
yapilarin ve miicevheratlarin parlatilmasida kullanilir. Seryum oksit nanopartikiilleri,
fiber optik ve optik malzemelerin parlatilmasinda; ¢inko oksit ve demir oksit
nanopartikiilleri sirasiyla genel kataliz uygulamalarinda ve oksidasyon rediiksiyon
siireglerinde  katalizér ~ olarak  kullanilmaktadirlar. ~ Ayrica, demir  oksit
nanopartikiillerinin manyetik sivilar, ila¢ tasiimi, biyolojik seperasyon, giines enerjisi
déniisiimii, manyetik depolama aygitlari, elektronik sektorii, sensdér ve elektrot
malzemesi olarak kullanildig1 bilinmektedir (Kartal, 2013). Cinko oksit nanopartikiilleri
ise nano-tel, nano-cubuk, nano-yiiziik ve nano-disk gibi farkli morfolojilerde tiretilerek
optik, optoelektronik, fotoelektronik, yiizey akustik dalga cihazlar, elektronik cihazlar,
varistdrler ve katalizérler gibi genis bir uygulama alanina sahiptir (Masoomi ve Morsali,

2012).

Metal ve metal oksit karisimi nanopartikiillerin tiretimi ile daha fonksiyonel partikiiller
elde edilmistir. Titanyum dioksit nanopartikiilleri igerisine giimiis nanopartikiilleri
eklenerek giimiis titanyum dioksit metal/metal oksit nanopartikiilleri tiretilmistir.
Gumiis titanyum dioksit nanopartikiilleri, antibakteriyel ozellikli plastiklerin,
kaplamalarin, fonksiyonel elyaflarin, mutfak malzemelerinin ve tibbi tesislerin
imalatinda dolgu maddesi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ciinkii Ag”
katyonu diisik konsantrasyonlarda bile birgok bakteri tiirline karsi gligli bir
antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Cheng ve ark.,, 2006). Glimiis ¢inko oksit
nanopartikiilleri fotokatalitik aktiviteyi arttirmaktadir (Whang ve ark., 2012).

Nanoceria olarak bilinen nano yapili seryum (IV) oksit, nadir toprak ailesinin, en ¢ok
bulunan metal oksitidir. Seryum (IV) oksit katalizor, iletken, elektrot, UV absorbent ve
cam parlatict olarak genis kullanim alanlarina sahiptir. Ayrica, zayif liiminesans ozelligi
nedeniyle yiiksek performansl liiminesans aygitlarda da kullanilmaktadir. Biyomedikal
uygulamalar incelendiginde diisiik toksisitesi nedeniyle biyosensdr, retina tabakasinda
goriilen bozukluklarin tedavisinde ve cilt kanseri tedavisinde antimutajenik ajan olarak

kullanimi 6nerilmistir (Liying ve ark.. 2015).

Nanoteknolojik tirlinlerin son zamanlarda kullanim alanlarimin yayginlasmasi ile

dogrudan veya dolayli olarak insanlar, diger canhlar ve alici ortamlar nanomalzemelere



daha fazla maruz kalmaya baglamislardir. Cevresel ortamlara salinan nanomalzemelerin
miktarlar, tasimimi, bozunumu, dontisiimii ve nihai akibetleri tam olarak
bilinmemektedir. Solunum, dermal ve oral yolla viicut igerisine girenbilen
nanopartikiiller direkt veya indirekt mekanizmalar ile genetik materyalin biittinltigiinii
bozabilmektedir (Coskun, 2012). Organik bilesiklerin dogada toksik olmayan
bilesiklere doniisebilme imkani1 olmasina ragmen, inorganik bilesikler i¢in bu durumun
soz konusu degildir. Bu nedenle de mikro ve nano yapili inorganik bilesiklerin toksik
etkilerinin bilinmesi daha onemlidir (Dadook ve ark., 2014). Genotoksisite; ¢ekirdek,
kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen
mutasyonlari, kromozom anormallikleri, klastojenite ve antploidi gibi hasarlar seklinde
tamimlanir (Choy, 2001; Young, 2002). Bir maddenin genotoksik olup olmadigini

belirlemek i¢in birgok genotoksisite testleri yapilmaktadir.

1.1.2. Genotoksisite

Genotoksisite; DNA yapisinda meydana gelen DNA eklentileri (Randerath ve ark.,
1989; Phillips ve ark., 2000), DNA ipligindeki kiriklar (Larsen ve ark., 1982: Bradley
ve Dysart, 1985), mutasyonlar (Clive ve Spector, 1975), krozom sayis1 veya yapisindaki
degisiklikler (Perry ve Evans, 1975; Galloway ve ark., 1994), DNA onarimi (San ve
Stich, 1975; Mitchell ve ark., 1983) ve normal hiicrelerin maling hiicrelere doniismesi
(Kakunaga, 1973; LeBoeuf ve Kerckaert, 1987) gibi durumlar kapsayan genel bir
terimdir. Kisaca genotoksisite bir hiicrenin genetik materyalinin butiinligtint
bozulmasidir. DNA ile etkilesme afinitesine sahip genotoksik bilesikler potansiyel
mutajenik ya da karsinojenik ajanlar olarak nitelendirilirler. Bazi bilesikler direkt olarak
DNA ile etkilesim igerisine girmese bile ¢esitli indirekt mekanizmalarla DNA hasarina
ve dolayli genotoksisiteye neden olabilmektedirler (Bal ve ark., 2011). Benzer sekilde
toksik maddeler DNA tamir enzimlerinin sentezinden sorumlu genleri de olumsuz
sekilde etkileyerek dolayli genotoksisiteye neden olabilmektedirler (Zeiger, 2004).
DNA molekiiliinde mutasyonlara yol agan ajanlar ya da mutajenler, DNA {izerindeki
etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak
dolayh yolla gosterirler (Kirsch-Volders ve ark., 2003). Genetik hasarlar; kanser,
yaslanma, infertilite ve dogum kusurlar1 gibi genetik ve multifaktdriyel hastaliklara yol

acmaktadirlar (Athi-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).



Genotoksisitenin belirlenmesi amaciyla 1970°lerden itibaren genotoksisite testleri
yvaygin olarak kullanilmaktadir (Bedir ve ark., 2004). Toksisitenin ve buna bagl
hastaliklarin erken teshisinde “Toksisite ve Epidemiyoloji” alanindaki gelismelerin
takibi ve uygulanmast onemlidir (Aykanat, 2010). Genotoksisite testleri, ¢esitli
mekanizmalarla genetik hasara yol agabilecek pek ¢ok etkenin mutasyonlara, kromozom
anormalliklerine veya DNA hasarlarina neden olup olmadiginin belirlenmesini saglar
(Zeiger, 2004; Vural, 2005). Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan standart in vitro ve in
vivo genotoksisite testleri; Kardes kromatid degisimi (KKD), Kromozom anormallikleri
(KA), Ames testi, Comet testi ve Mikrogekirdek (MC) testleridir (Athi-Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011; Bozkurt, 2016). Bu ¢alismada CeO:’in getotoksisitesini belirlemek
amaciyla Kromozom Aberasyon (KA) ve Mikrogekirdek (MC) testleri kullanilacaktir.

Kromozom Aberasyon Testi (KA)

Hugo de Vries 1918 yilinda yaptigi ¢alismada Oenothera cinsinin farkl tiirlerinin
kromozomlarinda translokasyon tipi anormalliklerin oldugunu bildirmistir (de Vries,
1918). Daha sonra Drosophila melanogaster’in tiikriikk bezi hiicrelerinde yapisal
kromozom anormallikleri (translokasyon ve duplikasyon) tespit edilmistir (Morgan,
1922: Bridges, 1923). Drosophila melanogaster’in tikurik bezi hiicreleri ve misir
bitkisinin pakiten hiicreleri iizerinde yapilan galismalar sonucunda genetik materyalde
delesyon, duplikasyon, inversiyon ve translokasyon gibi kararsiz aberasyonlarin
kendiliginden meydana geldigini saptamistir (Giles, 1941). Genotoksik kimyasallara ve
iyonize radyasyona maruz kalmis insanlarda, kromozom aberasyonu dnemli bir toksisite
gostergesi olarak kabul edilmistir (Natarajan, 2002). Kromozom anormalliklerinin
kanser riski belirleyicisi olarak dogrulanmasini amaglayan ilk epidemiyolojik arastirma
1990'larin basinda gerceklestirilmistir (Bonassi ve ark., 2004). 1960’1 yillarin basinda,
Theodor Boveri'nin Ongoriisii ile insan primer timoriinde ilk spesifik kromozom
anormalligi ile kromozomal diizenlemelerin karsinogenezdeki ana rolii tam olarak
tammmlanmistir. 1980°lerde, ¢ogunlukla hematolojik tiimorlerde meydana gelen bir dizi
veni kansere dzgli diizenlemeler (¢cogu translokasyonlar) bulunmus ve onlarin mekanik
yonleri daha ayrmtili bir sekilde belirlenmigtir. Hiicre biiylimesi, gelisimi ve hayatta
kalmasi gibi bazi1 kritik asamalar iceren kromozomal yeniden diizenlemelerden

etkilenen bir¢cok genin gézlemlenmesi, yeniden diizenlemelerin bu hedef genlerin



islevini nasil degistirdigini gostermektedir. Bu, kromozomal degisikliklerin olusum
mekanizmalarinin ve bunlarin kanser gelisimindeki rollerinin daha iyi anlasilmasini
saglamistir. Hematolojik malignitelere iliskin bazi translokasyon ornekleri ile birlikte
kromozomal translokasyonlarm olusumunun ve sonuglarinin ilging bir aciklamasi
Rowley (1998) tarafindan yayinlanan bir inceleme makalesinde verilmistir. Calismanin
sonuglarina gore bircok kromozom anomalisi, Ozellikle translokasyonlar veya
inversiyonlar, 16semi, lenfoma ve sarkomun belirli bir morfolojik veya fenotipik alt tipi
ile yakindan iligkilidir. Ayrica, kromozom translokasyon c¢alismalarinda, bu
diizenlemelerin gogunda tanimlanan essiz flizyon genleri ve proteinleri malign hiicreler
icin tiimore ozgii belirtegler oldugu igin gelecekte daha da biiyiik bir dneme sahip
olacagina deginilmistir. Solid timérlerde, kromozom materyali kaybinin, 6zellikle RB,
p53 ve BRCA1 gibi tlimor baskilayict genlerin fonksiyonunun kaybi, hiicrelerin kotii
huylu transformasyonunda kritik bir rol oynadigi da c¢alismada agikc¢a belirtilmistir
(Bonassi ve ark., 2004; Boveri, 1914; Rowley, 1998). Kromozom anormallikleri sayisal
ve yapisal anormallikler olarak iki ana gruba ayrilir. Sayisal kromozom anormallikleri
anodploidi ve poliploidi’dir. Trizomi 21 (Down sendromu) ve Monozomi (Turner
sendromu) ¢ok bilinen sayisal kromozom anormallikleridir (De Arce ve Kearns, 1984;
Sutherland, 1983; Antonarakis, 1998). Duplikasyonlar, delesyonlar, translokasyonlar,
inversiyonlar, izokromozom ve insersiyon ise yapisal kromozom anormallikleridir
(Karkucak, 2016). Kromozom Aberasyon testi yapisal kromozom anormalliklerinin
belirlenmesi i¢in kullanilan en etkin ve yaygmn yontemlerden biridir. Ozellikle
kromozom ve kromatid seviyesinde meydana gelen yapisal aberasyonlarin tespitinde
kullanilmaktadir (OECD, 1997). Kirik ve gap siklikla karsilasilan aberasyon cesitleridir.
Bu aberasyon ¢esitleri kromozom seviyesinde goriilebilecegi gibi kromatid seviyesinde
de goriilebilir. Eger yapisal kromozom aberasyonu tek bir kromatidde goriiliiyorsa buna
kromatid tip, her iki kromatidde de goriiliiyorsa kromozom tip aberasyon denir
(Speicher ve ark., 2009). Kromozom veya kromatid tipi aberasyon cesitlerinin ortaya
cikmasinda, etkisi arastiritlan maddenin Gzelligi ve uygulama zamani belirleyici
olmaktadir (Muranli, 2006). Biiyiik boyutlarindan dolayr DNA molekiilleri, interfazin
ozellikle S evresinde, kimyasal veya fiziksel ajanlarin hedefi haline gelmektedir (Obe ve
ark., 2002).
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Sekil 1.3: Kromozomal Aberasyon tiirleri a) normal kromozom, b) kromatid gap. c-d)

kromatid kirigi, ) kromozom gap, f-g) kromozom kirig1) (Tiirkez, 2007)

Kromozom Aberasyon testinde mikroskobik incelemeler yapilirken, 46 kromozomlu
metafaz hiicreleri bulunmasina; iyi boyanmis kromozomlarin degerlendirilmesine;
kromozomlarin kollarinin ayrilmis olmasina ve kromozomlarin iist {iste gelmemis
olmasina dikkat edilmelidir. Ayrica dagimik metafaz plaklarinin dikkate alinmamadir

(Hatayoglu, 2004).
Mikrocekirdek Testi (MC)

Insan populasyonunun genetik biitiinliigli, daha 6nce hig¢ olmadigi kadar fazla kanser
vakasinin ortaya ¢ikmasi sonucu, ¢esitli fiziksel ve kimyasal maddelere maruz
kalmaktan dolay: siirekli bir tehdit altindadir. insanlarda goriilen biiyiik neoplazi (kati
neoplazmalar dahil) cesitleri kromozomal anormallikler sergiler (Rowley, 1980; Yunis,
1983). Sadece tiimér dokusu ornekleri degil, kanser hastalarinin periferal kan
lenfositlerinin de yiiksek oranda sayisal ve yapisal kromozomal anormallikleri
gosterdigi bildirilmistir (Murty ve ark., 1985; Ochi ve ark., 1988; van den Berg-de
Ruiter ve ark., 1990; Venkatachalam ve ark., 1999). Mikrogekirdek terimi 1951 yilindan
itibaren kullanilmaya baslanmis ve mikrogekirdegin anafazin sonlarina dogru atilan bir
asentrik fragmentten veya hiicre bdoliinmesi sirasinda geride kalan biitiin  bir
kromozomdan olustugu belirlenmistir (Heddle ve Carrano, 1977). Mikrogekirdekler,

100 yildan uzun siiredir hematolojide Howell Jolly cisimleri olarak bilinmektedir.



Mikrogekirdekler, eritrositlerde goriilen diizglin sekilli yuvarlak niikleer kromatin
kalintilaridir ve hemoglobinin oksidatif hasarindan ve ¢okmesinden kaynaklanan Heinz
veya Heinz Ehrlich cisimleri ile karistirilmamalidir (Krsihna ve Hayashi 2000; Kirsch-
Volders ve ark., 2003). Mikrogekirdekler, hiicrelerin ana ¢ekirdegine kiyasla daha
kiiciik cekirdeklerdir. Kigitk mikrogekirdekler icerisinde kromozomal fragmentleri
bulundururken, geri kalmis kromozomlar ise daha biiyiik mikrogekirdeklerin olusumuna
neden olur. Kromozomal fragmentleri barindiran mikrogekirdekler, dogrudan DNA
kirtlmasindan, hasarli bir DNA’nin ¢ogaltilmasindan veya DNA sentezinin
inhibisyonundan kaynaklanir. Biitiin kromozomlar1 barindiran biiyiik mikrogekirdekler,
oncelikle mitotik milin, Kkinetekor veya mitotik aparatin diger kisimlarinin
bozulmasindan veya kromozomal alt yapilarin zarar gérmesinden, hiicresel fizyolojideki
degisikliklerden ve mekanik bozulmadan dolay1 olusurlar. Dolayisiyla, mikrogekirdekli
hiicrelerin sikhigindaki bir artis, klastojenik (kromozom kirtlmasi; hedef olarak DNA)
veya andjenik (kromozom sayisi izerindeki etki; ¢ogunlukla DNA olmayan hedef) etki
tarzlarina sahip ajanlara maruz kalmayi yansitan bir genotoksik etkiyi belirlemektedir.
Mikrogekirdek testi uygun sekilde yapildiginda hem klastojeniteyi hem de andjeniteyi
tespit etme imkan1 sunar (Schmid, 1975). Kromozomal hasarin nicel bir 8lglisii olarak
mikrogekirdek oraninin kullanimi ilk olarak Evans ve ark. (1959) tarafindan, bir ig
zehirinin daha 6nce in vivo olarak tiimor hiicrelerinde mikrogekirdege sebep olmasi ile
ortaya atilmistir. O zamandan beri, cesitli memeli hiicre hatlarinda genotoksik ajanlarin
taranmasi i¢in en hizli yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir (Evans ve ark.,
1959). 1970°lerin basinda iki bagimsiz arastirma grubu, in vivo olarak mutajenlere
maruz kalan hayvanlarda, kemirgen kemik iligi eritrositlerinde kromozomal hasarin bir
Olgiisti olarak mikrogekirdek olusumunu kullanmiglardir (Matter ve Schmid, 1971;
Heddle, 1973). Countryman ve Heddle (1976), kiiltiirlenmis periferal lenfositleri
kullanarak in vitro bir yontem gelismislerdir. Fenech ve Morley (1985) sitokinez blok
yontemini Onerdiginde bu alanda bir atilim gergeklesmistir. Bu ydntemde, mitozu bloke
etmeden sitokinezi inhibe etmek icin Helminthosporium dematioideum’dan izole edilen
bir mikotoksin olan sitokalazin-B’yi kullanmislardir (Carter, 1967). Sitokalazin-B
kullanimina bagli olarak sitoplazma bélinmesi gerceklesmedigi igin iki cekirdekli
hiicreler olusmustur. Bu sayede sadece bir defa ¢ekirdek bdliinmesi gegiren hiicrelerde

mikrogekirdek tanimlanmasi ve skorlanmasi gergeklestirilebilir (Doherty ve ark., 2016).
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Ayrica Sitokalazin-B kullanimi, hiicrenin sitokinezini inhibe ettigi i¢in sonraki hiicre
boliinmesiyle ilgili herhangi bir fragman veya kromozom kaybini onleyerek ilk bsliinen

hiicrelerdeki mikrogekirdegin sayilmasim saglar (Jagetia ve ark., 2001).

Mikrogekirdek testi, ¢esitli ajanlarin genotoksik ozelliklerinin in vitro /in vivo olarak
degerlendirilmesi i¢in kullanilan basit ve hassas bir yontemdir. Mikroniikleus testi,
kiiltiirlenmis memeli hiicreleri ve insan hiicreleri ile yapilan in vitro ¢alismalarda da

yaygin olarak kullanilir.

HUCRE BOLUNMESININ DURDURULMASI

Sekil 1.4: Mikrogekirdek olusum mekanizmasi
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Mikrogekirdek testinde de Kromozom Aberasyon testinde oldugu gibi mikroskobik
incelemeler yapilmaktadir. Mikrogekirdekler morfolojik olarak ana gekirdek ile aynidir.
Ancak daha kiigiiktiirler. Bu nedenle mikrocekirdek sayiminda dikkat edilmesi gereken

bazi hususlar vardir. Bunlar;

> Insan lenfositlerindeki mikrogekirdeklerin ¢api, ana gekirdegin capinin 1/16 ile
1/3°11 arasinda degisir.

» Sayimi yapilan mikrogekirdekler diizgiin hatlara sahip yuvarlak veya oval
bicimli olmalidir.

» Ana cekirdek ile mikrogekirdekler birbirinden tamamen baZimsiz olmali,
aralarinda herhangi bir kdprii bulunmamaldir.

» Boyama yogunluguna bakildiginda, mikrogekirdekler ile ana cekirdekler ayni
boyama yogunluguna sahip olmalidir. Ancak bazi istisnai durumlarda
mikrogekirdekler daha yogun boyanmis olabilir.

» Mikrogekirdekler ile anagekirdek kesinlikle fist tiste gelmemeli ve sinirlart ayirt
edilebilir olmalidir.

» Yalnizca sitokinezi bloke olmus bintikleer hiicrelerdeki mikrogekirdekler
sayllmahdir (Titenko-Holland ve ark., 1997; Fenech ve ark., 2003; Yilmaz,

2013).

1.1.3. Seryum (IV) Oksit

Seryum, lantanit serisinin ikinci ve en reaktif elementidir. Seryum, 1803 yilinda
birbirinden bagimsiz olarak calisan Klaproth, Berzelius ve Hisinger tarafindan
kesfedilmistir. “Ceria” adin1 ise 1801’de kesfedilen “Ceres™ astreoidinden almistir
(Weeks, 1932). Seryum, en bol bulunan nadir toprak elementidir (Patnaik, 2002). Cesitli
minerallerin  bilesiminde bulunmaktadir. Seryum gaz aydinlaticilarda, atesleme
aygitlarinda, uzay gemisi yakiti bileseni olarak ve vakum tiiplerinde gaz giderici olarak
kullanilmaktadir. Seryum, +3 ve +4 yiikseltgenme basamaklarina sahiptir. Ce** [Xe]4f’
elektronik konfigiirasyonuna sahiptir ve Ce™ igin verilen [Xe]4f' -elektronik
konfigiirasyona kiyasla daha kararli kabul edilmektedir. Yiikseltgenme basamaklarina
bagli olarak seryumun bilinen iki oksidi vardir. Bunlar seryum (IV) oksit ve seryum

seskioksit (Ce203)’dir. Seryum dioksit kiibik (florit) bir yapiya sahiptir. Sitokiyometrik
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yapisinda kiibik yapinin merkezinde dort oksijen atomu ve merkezi oksijenleri
cevreleyen esgiidiimlii sekiz seryum atomu bulunmaktadir. Seryum, koseleri oksijen

atomlan tarafindan iggal edilen tetrahedronun ortasindadir (Malavasi ve ark., 2010).

Sekil 1.5: Seryum (IV) oksitin yapis1 (Bumajdad ve ark., 2009).

Seryumun dogada bol miktarda bulunmasi, onun gesitli sektorlerde genis uygulama
alanlar1 bulmasmi ve teknolojik olarak onemli hale gelmesini saglamistir (Patnaik,
2002; Haynes, 2017). Seryum (IV) oksit, absorpsiyon katalizorii, yakit hiicrelerinde
elektrolit malzemesi, yiiksek refraktif indeks malzemeleri, dizel yakit katkisi, gaz
sensoril, oksijen sensorii, yakit pili ultraviyole emicisi, optik cihaz, kozmetikte UV
onleyici malzeme, oksijen membrani, cam parlatma malzemesi, paslanmaz geligin
kaplama malzemesi, otomobillerde katalitik doniistiiriicii, elektrokromik ince film
olarak tip, biyomedikal, biyoteknoloji ve gevre kimyasi alanlarinda yaygin bir bigimde
kullanilmaktadir (Kargozar ve ark., 2018; Kaspar ve ark., 1999; Jasinski ve ark., 2003;
Park ve ark., 2000; Sun ve ark., 2010; Li, 2002; Goubin ve ark., 2004; Yin ve ark,,
2006; Feng, 2006; Ozer, 2001; Tarnuzzer ve ark., 2005; Asati ve ark., 2009; Ali ve ark.,
2017; Masui ve ark., 2000; Mogensen, 2000; El-Toni ve ark., 2005; Patil ve ark., 2002;
Niu ve ark.,2007; Chen ve ark., 2006). Ayrica, Ce™’iin Ce™>’e indirgenmesi ile olusan
oksijen boslugu nedeni ile serbest radikal siipiiriicii 6zellige sahiptir. Bu ozelligi

sayesinde biyolojik sistemlerde oksidatif stresi azaltg: bildirilmistir (Niu ve ark., 2007).
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Bu ¢alismada biyomedikal uygulamalarda kullanilan nano seryum (IV) oksit bilesiginin
genotoksisite profilinin belirlenmesi ve ayni kosullarda bulk boyuttaki seryum (IV)
oksit genotoksisitesi ile karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda daha
once de belirtildigi gibi Kromozom Aberasyon ve Mikrogekirdek test yontemleri

kullantimistir.

1.1.4. Literatiir Bilgileri

CeO; nanopartikiilleri son zamanlarda biyomedikal uygulamalarda ilgi gérmektedir. Bu
nanopartikiillerin toksik maddelere ve radyasyona maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikan
bazi norolojik  bozukluklar, kardiyak-beyin iskemisi/reperfiizyon ve retinal
norodejenerasyon gibi hastaliklarda indiiklenen hiicresel hasara karsi koruyucu etkiler
gosterdikleri tespit edilmistir (Culcasi ve ark., 2012; Mittal ve Pandey, 2014). Ayrica
CeO2 nanopartikiilleri bazi serbest radikalleri stipiiriicti etkisi sayesinde antioksidan ve
antienflamatuvar (Hirst ve ark., 2009; Xue ve ark., 2011), noroprotektif (Schubert ve
ark., 2006), kardiyoprotektif (Niu ve ark., 2007) ve pankreas kanser hiicreleri tizerinde
potansiyel antikanserojen (Wason ve ark., 2013; Pulido-Reyes ve ark., 2015) 6zelliklere
sahip oldugu belirlenmistir. Nano-CeO;'in antioksidan veya prooksidan aktivitesi
iizerinde pH o©nemli bir rol oynar. Nitekim, ndtr pH’da, CeO: nanopartikiilleri,
antioksidan 6zellik gosterirken, asidik pH'da sitotoksik etkilere yol acan oksidazlar gibi
davranirlar (Gao ve ark., 2014; Lord ve ark., 2012; Pesi¢ ve ark., 2015; Rosenkranz ve
ark., 2012). Ayrica, belli konsantrasyonlarda nano-CeQ; ile mumele edilen insan gogiis
timor hiicreleri (MCF-7) ve saglikli hiicreler {izerine radyoterapinin etkileri Tarnuzzer
ve arkadaslar tarafindan incelenmistir. Radyoterapi sonucunda sadece saglikli hiicreleri
(% 99 oraninda) korundugu belirlenmistir. Yani nano-CeO: radyoterapinin zararli
etkilerine karsi saghkli hiicreleri koruyucu etkiye sahiptir (Tarnuzzer ve ark., 2005).
Nitekim, CeQO:; nanopartikiillerinin toksisitesi literatiir sonuglarina gore tartismali
olmaya devam etmektedir. Son raporlar, CeO2 nanopartikiillerine maruz kalmanin insan
sagligi iizerinde olumsuz etkilere yol acabilecegini gostermistir. Aalapati ve arastirma
ekibi CeQ: nanopartikiillerinin solunmasi durumunda pulmoner ve ekstrapulmoner
toksisiteye neden olabilecegini bildirmislerdir (Aalapati ve ark., 2014). Yapilan bir
diger ¢alismada, CeO; nanopartikiillerinin ROS serbest radikalinin neden oldugu DNA

hasart ve hiicre dongiisiiniin bloke olusuna neden oldugu bildirilmistir (Mittal ve
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Pandey, 2014). A549, CaCo2 ve HepG2 hiicre hatlar1 lizerinde yapilan in vitro
calismada, seryum oksit nanopartikiilerine uzun siireli maruz kalinmas: durumunda
sitotoksik ve genotoksik oldugunu belirlenmistir (De Marzi ve ark., 2013). Wu ve
arkadaslar1 nano-CeOz'nin dizel yakit katkist olarak kullanildiginda uzun siireli maruz
kalisin karaciger, dalak, bobrek ve beyinde lipid peroksidasyonunu tetikledigini
belirlemislerdir (Wu ve ark., 2019).

Benameur ve arkadaslari (2015) nano-CeO2'in 6x107°-6x107 g/L (0,22-22 uM)
konsantrasyon araliinda primer insan deri fibroblastlarinda genotoksik oldugunu
belirlemislerdir. Auffan ve arkadaslari (2009), nano-boyutlu (7 nm) CeO:2’in in
vitro kosullarda insan dermal fibroblastlari iizerinde cok diisiik dozlarda (6x107°-0,6
g/L) bile oksidatif strese bagli olarak DNA lezyonlarini ve kromozom hasarini
artirdigini ortaya koymuslardir. Nano ve bulk boyutlarda seryum (IV) oksite in vive
kosullarda Wistar ratlarin uzun siire maruz birakildiginda (28 giin) artan doza bagh
olarak periferal kan 16kosit hiicrelerinde DNA lezyonlarmin arttigi ve karaciger, bobrek
ve beyin gibi ©Onemli organlarda histopatalojik degisikliklerin ortaya ¢iktig1
belirlenmistir (Kumari ve ark., 2014). Konen-Adigiizel ve Ergene (2018) in vitro
kosullarda, Comet, Mikrogekirdek ve Gama H2AX testleri kullanilarak nano-CeO:'e
insan kan lenfositleri {izerinde kisa siireli maruz kalindiginda (3-24 saat) bile
genotoksisiteye neden oldugunu rapor etmislerdir. Kargar ve arkadaslart (2015)
sentezledikleri 10,5 nm boyutundaki CeO2 nanopartikiillerinin farkli konsantrasyonlarda
(0-800 ug/mL) L929 hiicre hatt1 lizerine MTT test yontemi sonuglarina gore herhangi

bir sitotoksik etkisinin olmadig1 sonucuna varmislardir.

Ayni kimyasal bilesime sahip, sadece morfolojileri (gubuk veya oktahedral/kiibik) farkl
olan CeO; nanopartikiillerinin morfolojisinin in vitro toksisitesi iizerine bir c¢alisma
yapmuslardir. Ug farklt morfolojiye sahip CeO: nanopartikiillerine maruz birakilan
RAW264.7 hiicre hattindan gelen makrofajlar {izerinde ROS iiretiminin
gergeklesmedigi tespit edilmistir. Ayrica kiibik ve oktahedral nanopartikiillerin aksine,
cubuk sekilli nanopartikiillerin onemli dl¢iide ve doza bagli olarak pro-enflamatuar etki
ve sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir (Forest ve ark., 2017). Insan epitelyal akciger
hiicre hattina (BEAS-2B) 2.5 pg/mL konsantrasyondaki CeO:> nanopartikiilleri ile &n

muamele yapilmig (Rubio ve ark. 2016) ve nanopartikiiliin oksidatif stresi indiikleyici

15



ajan olarak kullanilan KBrOs ile indiiklenen ROS'un hiicre igi tiretimini dnemli 6lgiide
azalttig1 belirlenmistir. De Marzi ve arkadaslar: (2013) 0,5-5000 pg/mL konsantrasyon
araliginda CeO; nanopartikiillerinin A549, CaCo2 ve HepG2 hiicre hatlarina kisa siireli
(24 saat) maruz kalma durumunda nanopartikiillerin toksisite sergilemedigini ancak
uzun siireli (10 giin) maruziyetin toksisiteye neden oldugunu MTT ve Comet

yontemlerinin sonuglarina gére belirlemislerdir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin isimleri, kimyasal formilleri, temin edilen

firma adlar1 ve CAS numaralar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1: Kullanilan kimyasal maddelerin listesi

Madde Adi

Kimyasal Formiili Firma Adi

CAS Numarasi

Kromozom Medyum
B
Sitokalazin-B

Kolsemid

Giemsa Boyasi
Mitomisin-C
Potasyum Kloriir
Glasiyal Asetik Asit

Disodyum Hidrojen
Fosfat
Metanol

Potasyum Dihidrojen
Fosfat

Seryum (1V) Oksit
Bulk

Seryum (IV) Oksit
Nano

Heparin (Nevparin)

C29H37NOs5
C21H2sNOs
C14H14CIN;S
CisHisN4Os
KCI
CH;COOH
Na;HPO4

CH;0OH
KH2PO4

CeO2

CeOs

C26H42N2037S5

Gibco™

Sigma-Aldrich
Roche

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Mustafa Nevzat

Ilag Firmasi

12557021

14930-96-2

10 295 892 001
51811-82-6
50-07-7
7447-40-7
64-19-7
7558-79-4

67-56-1
7778-77-0

1306-38-3

Uriin Kodu: 202975
1306-38-3

Uriin Kodu: 544841
8699541770408
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2.1.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlarin ad1, marka ve modelleri Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: Kullanilan alet ve cihazlarin listesi

Cihaz Adx Marka Model

Hassas Terazi OHAUS Pionner (ABD) PA214C

Saf Su Cihazi Niive (Tiirkiye) ND 4

Su Banyosu Niive (Tirkiye) BM 101

Etiiv J.P. Selecta (Ispanya) Digiheat
Vorteks Cihazi [SOLAB (Almanya) 622.01.001
Santrifiij Cihazi HETTICH (Almanya) EBA 200
Otomatik Pipet GILSON P2, P10, P200, P100, P1000
Otomatik Pipet NICHIRYO (Japon) Nichipet EX 11
pH Metre HANNA (Romanya) HI 2211
Mikroskop Biological Microscope (Cin) XSZ-107BN
SEM Zeiss Sigma 300

2.1.3. Seryum (I1V) Oksit Bilesiginin Partikiil Bityiikliigiiniin Belirlenmesi

Ticari olarak satin alinan nano ve bulk boyuttaki seryum (IV) oksit bilesiginin partikiil

buyiikliikleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) yardimi ile belirlenmistir.
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2.1.4. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Kiiltiirlerin Kurulmasi

Bu calismada yaslar1 18 ile 25 arasinda olan 5 saglikli erkek bireyin heparinize periferal
kan ornekleri kullanilmigtir. Bu bireyler alkol, sigara ve uyusturucu gibi bagimlilik
olusturacak herhangi bir madde veya tedavi amacl herhangi bir ilag kullanmayan ve
belirli bir genetik veya sistemik hastaligi olmayan ayrica yaptig1 meslek dolayisiyla
fiziksel ve kimyasal mutajenlere maruz kalmamis goniilli bireylerdir. Kiltlirlere
uygulanacak dozlar, yapilan 6n deneyler ve literatiir bilgilerinin taranmasi sonucunda
belirlenmistir. Bu dogrultuda genotoksik etkisi arastirilan nano ve mikro boyutlarda
seryum (IV) oksit’in uygulama konsantrasyonlar1 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12.5; 25 ve 50
ppm olarak belirlenmistir. Genotoksisite arastirmalar1 72 saatlik tam kan kiiltlirleri ile
yapilmis ve protokoller dogrultusunda hazirlanan lamlar mikroskobik analiz i¢in uygun
kosullarda muhafaza edilmistir. Negatif kontrol grubu olarak fizyolojik su ve pozitif

kontrol grubu olarak ise Mitomisin-C (MMC) (10”"M) kullanilmistir.
2.1.5. Seryum (IV) Oksit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Seryum (IV) oksit ¢ozeltisi, 50 mg nano boyuttaki Seryum (IV) oksit kullanilarak 1 L
%0.9 NaCl (izotonik) ¢ozeltisi icerisinde g¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan 50 ppm’lik
stok ¢ozeltiden 0,78; 1,56; 3.125; 6.,25; 12,5 ve 25 ppm’lik g¢ozeltiler seyreltilerek
hazirlandi. Bulk boyuttaki Seryum (IV) oksit stok ¢ozeltileri de ayni sekilde hazirlanda.

2.1.6. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hipotonik ¢ozeltinin hazirlanisi

0,075 M’lik KClI ¢ozeltisi hazirlamak igin 0,5592 g KCl tartilip balon jojeye alindi. Bir
miktar (5-10 mL) suda kati1 kisim tamamen ¢6ziildiikten sonra 100 mL’ye tamamlandi.

0,075 M’lik KCI ¢ozeltisi kullanilmadan once etiivde 37 °C’de bekletildi.
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Carnoy fiksatifinin hazirlanisi

Fiksatif ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1:3 (V/V) oraninda glasiyel asetik asit:metanol
kullanildi. Soguk olarak kullanilmasi gereken fiksatif ¢ozeltisi deneyler baslatilmadan

iki saat dnce hazirlanarak buzdolabinda (+4 °C’de) bekletildi.
Giemsa boya ¢ozeltisinin hazirlanigi

Boya ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanmak tizere, 11,88 g NaHPO4 1 L distile suda
(A cozeltisi) ve 9,08 g KH2PO4 1 L distile suda (B ¢ozeltisi) ¢ozildii. Saleye 30 mL A
¢ozeltisi konuldu. pH 6,8 olana kadar B ¢6zeltisinden eklendi. Hazirlanan ¢dzeltinin
tizerine 5 mL Giemsa boyasi eklendi ve pipetaj ile karistinldi. Stizgeg kagidi ile ¢ozelti

lizerinde biriken yag tabakasi alindi. Cozelti oda sicakliginda bekletildi.
2.2. Yontem
2.2.1. Kromozom Aberasyon (KA) Yontemi

» Steril hiicre kiltiir tiipleri etiketlenerek igerisine 37 °C sicaklikta bekletilen
Kromozom Medium B besiyerinden 6 mL konuldu.
» Heparinize enjektore alinan 0,5 mL tam kan besiyerinin tizerine eklendi.

Tiiplere 0,78; 1,56; 3.125; 6,25; 12,5; 25 ve 50 ppm konsantrasyonlarda

Y

hazirlanmis Seryum (IV) oksit ¢ozeltilerinden 0,5 mL ilave edildi. Kapaklari
kapatilan tiipler alt Ust edilerek karistirildi ve etiivde 37 °C’de inkiibasyona
birakildi.

» 70 saat 15 dakika inkiibasyondan sonra, 0,1 mL kolsemid ¢&zeltisinden tiiplere
eklendi. Tipler 1 saat 45 dakika daha 37 °C’lik etiivde bekletildi.

A 74

Etiivden ¢ikarilan tiipler 900 rpm’de 10 dakika santriftijlendi.

» Olusan siipernatant pastor pipeti yardimiyla atildiktan sonra pipetaj yapilarak
tiipte kalan hiicre siispansiyonu (pellet) karistirildi.

» Pellet tizerine 8 mL hipotonik ¢dzeltisi damla damla ilave edildi.

» Tipler 37 °C’de 15-20 dakika inkiibe edildi.

» Etlivden cikarilan ttipler 900 rpm’de 10 dakika siireyle santriftijlendi ve olusan

slipernatant atild1.
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» Kalan pellet tizerine 6nceden hazirlanmis olan soguk tespit ¢dzeltisinden 7 mL
yavasca eklendi ve tekrar santriftij yapildi. Olusan siipernatant atildi. Bu islem
iki kez daha tekrar edildi.

» Tiptn alt kisminda kalan son pellet énceden numaralandirilmis, temizlenmis ve
sogutulmus (+4 °C’de) lamlara pipet yardimi ile 45°°lik a¢1 ile yayildi. Lamlar
karanlik bir ortamda 3 giin siireyle kurumaya birakildi.

» 3. gliniin sonunda preparatlar giemsa boyasi ile boyanarak kurumaya birakildi.

» Incelemeye hazir hale gelen preparatlar 151tk mikroskobunun x100°liik
objektifinde immersiyon yagi kullanilarak incelendi. Her birey i¢in 30 metafaz

plagi incelenerek yapisal kromozom aberasyonlar sayildi.

2.2.2. Mikrogekirdek (MC) Yontemi

Mikrog¢ekirdek yontemi islem basamaklari agisindan Kromozom Aberasyon ydntemiyle
benzerlikler gostermektedir. Mikrogekirdek yonteminde inkiibasyon baslangicindan 44
saat sonra, tiiplerdeki son konsantrasyon 3 pg/mL olacak sekilde 0,1 mL sitokalazin-B
eklendi. Sitokalazin-B eklendikten sonra 72 saatlik inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi
beklendi. 72 saatin sonunda diger islem basamaklar1 Kromozom Aberasyon testindeki
ile ayni sekilde uygulanarak elde edilen preparatlar incelemeye hazir hale getirildi.
Preparatlar 151tk mikroskobunun x100’liikk objektifinde immersiyon yagi kullanilarak
incelendi. Mikrogekirdek degerlendirme kriterleri dikkate alinarak her bir birey icin her

bir konsantrasyonda 1500 biniikleuslu hiicre sayildi ve MC orani hesaplandi.

2.3. Istatistiksel islemler

Deneysel calismalardan elde edilen verilerin istatiksel yénden degerlendirilmesinde
SPSS 18 paket programi kullanildi. Gruplar arasinda istatistiki olarak fark olup
olmadig1 Varyans Analizi (ANOVA) kullanilarak degerlendirilmis ve ANOVA igin
gerekli olan varsayimlar yerine getirilmistir. Sonuglar ortalama =+ standart sapma (X =+

SD) olarak verildi ve p<0,05°den biiyiik degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile nano ve bulk boyutlarda seryum (IV) oksit
bilesiginin partikiil boyutlar1 belirlendikten sonra genotoksik arastirmalar, Kromozom
Aberasyon ve Mikrogekirdek testleri kullanilarak yapildi. Bu arastirma igin in vitro
kosullarda insan tam kan kiiltiirlerine, nano ve bulk boyutlarda seryum (IV) oksit
bilesiginin; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 ve 50 ppm konsatrasyonlardaki ¢ozeltileri
uygulanarak yapildi. Kiiltiirlerden elde edilen KA/hiicre ve MC/1000 hiicre degerleri

iizerinden istatistiki hesaplamalar yapilarak sonuglar tartigildi.
3.1. SEM Sonugclan

Nano ve bulk seryum (IV) oksitin patikiil boyutari sirasiyla 22-28 nm ve 138-159 nm
arasinda degismektedir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2)

EHT= 5.00 kV Signal A = InLens
WD= 6.8 mm Mag= 15000 K X

DAYTAM

Sekil 3.1: Nano boyutta seryum (IV) oksitin SEM goriintiisii
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Sekil 3.2: Bulk boyutta seryum (IV) oksitin SEM goriintiisii
3.2. Kromozom Aberasyon Testi Sonug¢lari

Yapilan istatistiki hesaplamalar sonucunda seryum (IV) oksitin hem nano hem de bulk
boyutlarinda biitiin uygulama konsantrasyonlarinda negatif kontrol grubuna goére
genotoksik oldugu belirlenmistir. Ayrica seryum (IV) oksitin nano ve bulk boyutlarinin
toksisitesi karsilagtirildiginda aralarinda istatistiki olarak anlamli bir fark gériilmemistir.
Bunun yani sira kromozom aberasyon frekanslar: incelendiginde bulk boyuttaki seryum

(IV) oksitin nano boyuttaki seryum (IV) oksite gore daha toksik oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 3.1: Nano-CeO; ve Bulk-CeO:’in Kromozom Aberasyon testi frekanslarinin ayr
ayr1 gruplar arasi istatistiksel dagilimi

Bulk-CeO2 Nano-CeQOz
Gruplar KA/Hiicre£S.S KA/Hiicre+S.S
Negatif kontrol 0,35+0,17° 0,45+0,14°
Pozitif kontrol 8,42+0,81° 6,66+1,42¢
0,78 ppm 6,32+0,77° 5,97+1,884
1,56 ppm 6,52+1,60P 5,81+1,394
3,125 ppm 6,75+1,37° 6,35+2,304
6,25 ppm 6,96+1,03" 5,85+1,244
12,5 ppm 7.41+1,62° 5,13+0,844
25 ppm 7,39+1,48P 6,011,884
50 ppm 7,45+1,45P 6,66+2,02¢

*Degerler Ortalama+tStandart Sapma olarak verilmistir (n=5). Aym siitundaki farkli harfler p<0.05
diizeyinde istatiksel farklilign ifade etmektedir. Negatif kontrol= Fizyolojik su, Pozitif kontrol=
Mitomisin-C (107M).

-
(=]

S =1 G0 D

o e
-
=

e

[T R ]

Negatif Pozitif 0,78
Kontrol Kontrol

Konsantrasyonlar (ppm)

Sekil 3.3: Bulk seryum (IV) oksite ait Kromozom Aberasyon testi sonuglari
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Sekil 3.4: Nano seryum (IV) oksite ait Kromozom Aberasyon testi sonuglari

Tablo 3.2: Seryum (IV) oksit bilesiginin boyuta gére olusturdugu Kromozom

Aberasyon frekanslarinin istatistiksel dagilimi

Bulk-CeO> Nano-CeO»
Gruplar Sayilan toplam MP KA/Hiicre+S.S KA/HiicreS.S
0,78 ppm 150 6,32+0,77° 5,97+1,882
1,56 ppm 150 6,52+1,60° 5,81+1,39°
3,125 ppm 150 6,75+1,37° 6,35+2,30°
6,25 ppm 150 6,96+1,039 5,85+1,244
12,5 ppm 150 7,41+1,62¢ 5,13+0,84°
25 ppm 150 7,39+1,48" 6,01+1,88"
50 ppm 150 7,45+1 458 6,662,028

*Degerler Ortalama+Standart Sapma olarak verilmisgtir (n=4). Aym satirdaki farkli harfler p<0.05
diizeyinde istatiksel farklilig ifade etmektedir. Kontrol= Fizyolojik su, Kontrol*= Mitomisin-C (10”"M).
MP=Metafaz plag

25



(5]
L=

@ 5 g
c
: a b cC T d
a b d f g
e o .
g 6
E 5 I
E 4 i
3
3
1 _ _
" _
0,78 1,36 3,125 6,23 125 25 30

Konsantrasyonlar (ppm)

®m Bulk » Nano

Sekil 3.5: Nano-CeO2 ve Bulk-CeO,’in ayni konsantrasyonlarda neden oldugu
Kromozom Aberasyon frekanslarinin istatistiki dagilimi

3.3. Mikrocekirdek Testi Sonuclar:

Mikrogekirdek testi sonuglari degerlendirildiginde, Kromozom Aberasyon testi
sonuglarina benzer olarak nano ve bulk boyutlarda seryum (IV) oksitin biitiin uygulama
konsantrasyonlarinin negatif kontrol grubuna gore toksik oldugu belirlenmistir. Bulk
boyutundaki seryum (IV) oksitin uygulama konsantrasyonlar1 kendi aralarinda
kargilagtinldiginda, 3,125; 6,25; 12,5 ve 25 ppm konsantrasyonlarda toksisite agisindan
istatistiki olarak fark olmadifi belirlenmistir. Benzer sekilde 0,78 ve 1,56 ppm’lik
konsantrasyonlarin toksisiteleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamigtir.
Caligilan en yiiksek konsantrasyon olan 50 ppm’de bulk seryum (IV) oksit pozitif
kontrol grubu ile aym toksik etkiye neden oldugu tespit edilmistir. Nano boyuttaki
seryum (IV) oksitin incelenen konsantrasyonlar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda,
0,78 ve 1,56 ppm’lik konsantrasyonlarda toksisiteleri birbiri ile istatistiki olarak ayni,
diger konsantrasyonlardan ise farkli oldugu belirlenmistir. Ayrica 3,125; 6,25; 12,5; 25
ve 50 ppm’lik uygulama dozlarinin toksisiteleri istatistiksel olarak aymidir.
Mikrogekirdek oranlart kiyaslandifinda toksisitenin artan doza bagl olarak arttif
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belirlenmigtir. Mikrogekirdek yonteminden elde edilen datalar kullanilarak yapilan

istatistiksel degerlendirmeye gore aymi derigsimler dikkate alindiginda, seryum (IV)

oksitin nano ve bulk boyutlarda 0,78; 1,56; 3,125 ve 6,25 ppm’deki toksisitelerinin ayni

oldugu saptanmigtir. Benzer bir degerlendirme ile 12,5; 25 ve 50 ppm’lik

konsantrasyonlarin toksik etkisinin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. Genel olarak

seryum (IV) oksitin nano ve bulk boyutlarinin toksisitesi birbiriyle kiyaslandiginda bulk

boyutun daha toksik oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.3: Nano-CeO2 ve Bulk-CeO2’in olusturdugu Mikrogekirdek oranlarinin ayri

ayr1 gruplar arasi istatistiksel dagilimi

Bulk-CeO2 Nano-CeO:z
Gruplar MC/1000 Hiicre MC/1000 Hiicre
Negatif kontrol  8,80+2,64 5,20+1,85¢
Pozitif kontrol ~ 89,73+2,73" 65,20+4 938
0,78 ppm 31,87+1,85¢ 28,80+2 64"
1,56 ppm 40,40+£3,90%¢ 35,333 50"
3,125 ppm 47,60+6,30%°  46,80+4,15!
6,25 ppm 53,87+6,77%¢  46,80+3,54
12,5 ppm 61,07+10,59° 46,00+5,06'
25 ppm 62,27+1529°  50,80+5,04
50 ppm 80,00+6,38° 50,13+4,721

*Degerler Ortalama+Standart Sapma olarak verilmistir (n=5). Aym siitundaki farkli harfler p<0.05
diizeyinde istatiksel farklilign ifade etmektedir. Negatif kontrol= Fizyolojik su, Pozitif kontrol=

Mitomisin-C (10”7M).

27



[~

=]
=)
=
—
—
=
—
[
=
-

Negatif Pozitif 0,78
konirol komtrol
Konsantrasyonlar (ppm)

Sekil 3.6: Bulk seryum (IV) oksitin Mikrogekirdek testi sonuglart

En

MC/1000 Hiicre
— [ ] (¥ b
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Negatif Pozitif 0,78 156 3125 625 12,5
konirol komirol

Konsantrasyonlar (ppm)

Sekil 3.7: Nano seryum (I'V) oksitin Mikrogekirdek testi sonuglari
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Tablo 3.4: Seryum (IV) oksit bilesiginin boyuta gore olusturdugu Mikrogekirdek
oranlarmnin istatiksel dagilimi1

Bulk-CeO2 Nano-CeOs
Gruplar  Sayilan toplam CCH MC/1000 Hiicre MC/1000 Hiicre
0,78 ppm 7500 31,87+1,85% 28,80+2,64°
1,56 ppm 7500 40,40+3,90° 35,33+3,50°
3,125 ppm 7500 47,60+6,30° 46,80+4,15°
6,25 ppm 7500 53,876,774 46,803,544
12,5 ppm 7500 61,07£10,59° 46,00+5,06¢
25 ppm 7500 62,27+15,298 50,80+5,04"
50 ppm 7500 80,00+6,38! 50,13+4,72

*Degerler Ortalama+Standart Sapma olarak verilmistir (n=5). Aym satirdaki farkli harfler p<0.05
diizeyinde istatiksel farklilig: ifade etmektedir. Kontrol= Fizyolojik su, Kontrol*= Mitomisin-C (10-"M).
CCH= Cift Cekirdekli Hiicre
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Sekil 3.8: Nano-CeO: ve Bulk-CeO7’in ayni konsantrasyonlarda neden oldugu
Mikrogekirdek oranlarinin istatistiki dagilimi
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4. TARTISMA ve SONUC

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda &zellikle biyomedikal uygulamalar olmak lizere ¢ok
genis kullamim alanina sahip olan nano boyuttaki Seryum (IV) oksit bilesiginin
genotoksik etkileri Kromozom Aberasyon (KA) ve Mikrogekirdek (MC) yontemleri ile
arastirtlmis ve ayni zamanda bulk boyutlardaki Seryum (IV) oksit’in genotoksik etkileri
ile karsilastirilmistir. Deneysel calismalar, in vifro kosullarda insan periferal kan
lenfosit  kiiltiirleri ile  yUriitulmiistir. Deneysel sonuglar istatistiki olarak
degerlendirilmis ve Seryum (IV) oksit’in hem nano hem de bulk boyutlarda en dusiik
konsantrasyonda (0,78 ppm) bile genotoksik oldugu belirlenmistir. Bu b&limde giincel

literatiir bilgileri degerlendirilmis ve bu ¢alismada elde edilen veriler ile kiyaslanmistir.

Nano-CeO2'nin toksisitesi iizerine yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde genel olarak
bu nanopartikiillerin toksik oldugu bildirilmesine ragmen birkac arastirmada toksik
olmadigr ve hatta diisiik konsatrasyonlarda antioksidan ve antigenotoksik oOzellikler
sergileyebilecegi rapor edilmistir. Ornegin, in vitro kosullarda nano-CeQOx’nin (<25 nm)
2,5-7,5 pg/mL konsantrasyon aralifinda BEAS-2B akciger hiicre hatt1 lizerinde
antigenotoksik etkisi oldugu ve oksidatif stresi ortadan kaldirarak antioksidan etki
gosterdigi bildirilmistir (Rubio ve ark., 2016). Bu g¢alismada ii¢ farkli (2,5; 5 ve 7,5
ng/mL) konsantrasyonda Nano-CeO:2’nin antigenotoksik ve antioksidan &zellikleri
desteklenmis olsa da maruz kalinan dozun diismesi ve yiikselmesinin bu nanopartikiiliin
toksisitesinin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre oldugunu diisiinmekteyiz.
Nano-CeO; nin L1929 hiicreleri iizerine sitotoksisitesi MTT testi ile in vitro kosullarda
arastirilmistir. 10,5 nm partikiil boyutunda 800 pg/mL konsantrasyonda herhangi bir
toksisite saptanmamistir (Kargar ve ark., 2015). Bu verilerin aksine farkh
konsantrasyonlar, farkli hiiere hatlari, farkli toksisite testleri, farkli deney kosullart (in
vitro-vivo) ve degisen maruz kalma siirelerine gbre nano-CeO:’nin sito-genotoksik
oldugunu bildiren c¢alismalarda mevcuttur. Incelenen literatiirde neredeyse her
calismada farkli konsantrasyonlarda c¢alisilmigtir. Ancak maruz kalma siiresinin
ozellikle degerlendirildigi in vitro ve in vivo ¢calismalar bulunmaktadir. In vitro ¢alisma
kosullarinda De Marzi ve ark. (2013) tarafindan 0,5-5000 pg/mL konsantrasyon
araliginda 40 nm boyutta CeO;’nin sitotoksik ve genotoksik ozellikleri arastiriimistir.

A549, CaCo2 ve HepG2 hiicre hatlan {izerinde bilesigin sitotoksisitesi MTT yontemi ile

30



genotoksisitesi ise Comet yontemiyle degerlendirilmistir. 24 saat siire ile nanopartikiile
maruz kalan hiicre hatlarinda herhangi bir toksisiteye rastlanmazken 10 giin stiren
maruziyet sonucunda partikiiliin hem sitotoksik hemde genotoksik oldugu belirlenmistir
(De Marzi ve ark.,, 2013). 25 nm’den daha kiigiik boyutlara sahip CeO:
nanopartikiillerinin farkli konsantrasyonlarda (6; 12 ve 18 pg/mL) insan lenfosit
kiilttirleri tizerinde genotoksik etkisi degerlendirilmistir. Ayni zamanda 3, 24 ve 72 saat
maruz kalma sonucunda kullanilan genotoksisite yontemleri arasinda farkliliklar
gozlenmistir. Soyle ki, HZAX ve Comet testinde 3 saat maruz kalma ve mikrogekirdek
yonteminde ise 24 saatlik maruz kalma siiresinde DNA hasarinin arttigi rapor edilmistir.
Doza bagli genotoksisite degerlendirildiginde konsantrasyonlar arasinda onemli bir fark
goriilmezken, 72 saatlik maruz kalma siiresine bagli olarak genotoksik etki dnemli
derecede artmistir (Konen-Adigiizel ve Ergene, 2018). In vivo olarak ylirlitiilen bir diger
calismada ise dizel yakitlarda katki maddesi olarak kullanilan CeO; nanopartikiillerine
uzun ve kisa vadede maruz kaligin toksik etkileri arastirmistir. Dizel motorda yanma
sonrast CeO: nanopartikiillerinin kristal boyutu 20 nm’nin iizerine ¢ikmaktadir. Bu
nedenle kiyaslama yapabilmek i¢in bu degerden daha kii¢iik (7 nm) ve daha biiylik (25
nm) partikiil boyutuna sahip CeO; nanopartikiilleri kullanilmistir. Yapilan biyokimyasal
ve histopatolojik degerlendirmeler sonucunda intranazal damlatma yoluyla farelere
verilen nano-CeOz nin her iki boyutta da pulmoner toksisiteye ve oksidatif strese neden
oldugu belirlenmistir. Ayrica akcigere niifuz eden bu nanopartikiiller kan bariyerini
asarak dolasim sistemine geger ve akciger disindaki diger organlara ve merkezi sinir
sistemine kadar ulasabilir. Bu sistemik birikim sunucu nano-CeOs, karaciger, dalak,
btbrek ve beyinde lipid peroksidasyonunu tetiklemistir. Buna ek olarak 7 nm boyutta
nano-CeQOz daha siddetli pulmoner hasara neden olurken, sistemik toksisite tizerindeki
etkileri ise 25 nm boyuttaki nano-CeO:’nin etkileri ile benzerdir (Wu ve ark., 2019).
Calismanin bulgulari nano-CeO2’nin dizel yakit katalizérii olarak kullanilmasinin bile
ciddi saglik sorunlarina neden olabilecegini vurgulamaktadir. Bu nedenle CeO»
nanopartikiiliiniin dizel yakit katkisi olarak dahi kullanimi tavsiye edilmezken,
biyomedikal uygulamalarda malzeme olarak onerilmesi tartismaya agik bir konudur.
Biyolojik sistemdeki nano-CeO:’nin oksidasyon durumu XANES spektrumlar: ile
belirlenmistir. Spektrumlarda seryum hem Ce™ (CeO:) hem de Ce™ (Cex(C204)3)

halinde bulunmaktadir. Bu yiikseltgenme basamaklarindaki gecis ve Ce™iin Ce**’e
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indirgenmesi reaktif oksijen tiirlerinin agiga ¢ikmasini tetiklemekte ve oksidatif strese
bagl olarak insan deri fibroblast hiicrelerinde DNA lezyonlar1 ve kromozomal hasara
neden olmaktadir (Auffan ve ark., 2009). Boyutlar1 5-70 nm arasinda degisen seryum
(IV) oksit nanopartikiillerinin in vitro olarak toksisitesi RAW264.7 hiicre hatt1 lizerinde
degerlendirilmistir. Yapilan ¢alismada LDH salinimi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
Ttimor Nekrozis Faktor-a’nin tiretimi tizerine partikiil boyutunun yani sira CeO2’nin
morfolojik yapisi ve konsantrasyonun (15, 30, 60 ve 120 mg/mL) etkisi de
arastirilmistir. Calisma sonuglari nanopartikiiliin kristal yapisinin toksisite tizerinde
daha etkili oldugunu gostermistir. Kiibik ve oktahedral kristal yapilara sahip CeO>’nin
herhangi bir toksisiteye neden olmadigi rapor edilmistir. Cubuk seklinde kristal yapiya
sahip nanopartikiillerin, LDH saliniminda ve TNF-a tiretiminde doza bagli olarak artisa
neden oldugu gosterilmistir (Forest ve ark., 2017). Wistar ratlar tizerinde in vivo olarak
ylriitiilen ve Comet, Mikrogekirdek ve Kromozom Aberasyon test ydntemlerinin
kullanildig1 ¢alismada nano-CeO2’nin genotoksik oldugun bunun aksine bulk-CeOz’nin
toksik etkiye neden olmadigi belirlenmistir. Calismada 28 giin boyunca oral olarak 30,
300 ve 600 mg/kg dozlarda seryum (IV) oksite maruz birakilan ratlarin periferal
I6kositlerinde DNA hasarinin arttigi ve histopatolojik durumlarin ortaya ¢iktig1 rapor
edilmistir. Bu c¢alismada Kumari ve c¢alisma ekibi (2014) seryum (IV) oksit
nanopartikiillerinin farkli organlarda (karaciger, bébrek ve beyin) glutatyon seviyesini
diisiirerek genotoksik ve histopatolojik etki gosterdigini rapor etmislerdir (Kumari ve

ark., 2014).

Literatiirde primer insan deri fibroblastlari {izerine nano ve bulk boyutta CeO:’in
genotoksik etkilerinin arastirildigt  bir diger ¢alisma bulunmaktadir. Calisma
sonug¢larimizin aksine, yaklasik olarak 10-1000 ppm konsantrasyonda bulk boyutta
CeOz’in primer insan deri fibroblastlar: izerine herhangi bir toksik etkisi bulunmadigi
belirtilirken bizim ¢alismamizin sonuglarinda insan lenfosit hiicrelerinde bulk-CeO; en
diisiik konsantrasyonda (0,78 ppm) bile toksik bulunmustur. Bu farkin ¢alisilan hiicre
hatlar1 ve partikiil boyutundan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Calisma
sonug¢larimiza benzer olarak nano-CeO;’in ROS iiretimini tetikleyerek asentrik
kromozom fragmentleri olusumu nedeniyle klastojenik etkiye neden oldugu

belirlenmistir. Ayrica nano-CeO:’in lipid peroksidasyonu artisina ve glutatyon
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seviyesinin diismesine neden oldugu ve buna bagl olarak genetik hasarin ortaya

¢ikmasini tetikledigi rapor edilmistir (Benameur ve ark., 2015).

Sonug olarak teknolojik gelismeler nedeniyle malzeme bilimine ihtiya¢ her gegen giin
artmaktadir. Bu baglamda gerek yeni malzemelerin sentezi gerekse var olan
malzemelerin  uygulamaya yonelik incelenmesi ©Onemlidir. Biyoteknoloji ve
biyomedikal uygulamalarda nanopartikiiller yaygin bigimde kullanilmaktadir. Bu
nanopartikiillerden biri olan seryum (IV) oksitin toksik etkilerini arastirmak amaciyla
yaptigimiz literatiir taramasi Ozellikle otomotiv sektdriinde saliniminin riskleri
noktasinda bile tartismaya neden olurken c¢esitli hiicre hatlar1 ve canlilar {izerinde
kullanimina iliskin bir belirsizlik s6z konusudur. Sito-genotoksik etkisinin arastirildigi
neredeyse her ¢alismada daha fazla yontem, daha gesitli hiicre hattt ve daha genis
dlgekte partikiil boyutu ile ilgili ¢alismalarin yapilmasi onerilmistir. Literatiire katkida
bulunabilmek adina bu ¢alismada ilk kez 0,78; 1,56; 3.125; 6,25; 12,5; 25 ve 50 ppm
konsatrasyonlardaki nano-CeO2’in insan kan lenfositleri iizerinde genotoksik etkileri
Kromozom Aberasyon yontemi ile belirlenmis ve bulk boyuttaki CeO:’in
genotoksisitesi ile kiyaslanmistir. Literatiirde Mikrogekirdek yontemi ile 6: 12 ve 18
ppm konsantrasyonlar kullanilarak yapilan ¢alismaya alternatif olarak bu
konsantrasyonlardan daha diisiik ve daha yiiksek konsantrasyonlarda da c¢alisilmis ve
sonuglar degerlendirilmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglara gore
seryum (IV) oksit bilesiginin hem nano hem de bulk boyutta 6nceki galismalara paralel
olarak genotoksik oldugu tespit edilmistir. Insan sagligi iizerinde olusturdugu ve
olusturabilecegi olumsuz etkiler degerlendirildiginde, bu bilesigin biyomedikal, tip ve
biyoteknoloji alanlarinda, kozmetik, cam ve otomotiv sanayinde kullaniminin

simirlandirilmas: gerektigini diisiinmekteyiz.
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