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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

INSAN PRIMER ALVEOLAR EPIiTEL VE TAM KAN HUCRE
KULTURLERINDE TELLERYUM DIiOKSIT’IN NANOTOKSISITE
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Nursah AYDIN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dal1
Nanobiyoteknoloji Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Hasan TURKEZ

Nanoteknolojideki basdondiiriicli ve hizli gelismelere bagli olarak nanomateryaller veya
nano boyutlu partikiiller son yillarda giinliik yasamda siklikla kullanilan pek ¢ok ticari
{iriiniin muhtevasinda yer almaktadir. Ozellikle telleryum dioksit (TeO,) olmak iizere
cesitli tellliir nanopartikiillerinin optik kayit sistemleri, lazer cihazlari, ayarlanabilir
filtreler, termoelektrik, veri depolama aygitlari, 151k yayan cihazlar, optik
transformatorler, fotonik anahtarlar, fotodedektorler, teshis uygulamalart ve
nanoelekirik gibi genis kullanim alanlari mevcuttur. Bununla birlikte sézkonusu
nanopartikiillerin sitotoksik ve karsinojenik etkileri hakkinda literatiirde kayitli bilgiler
olduk¢a sinirhidir. Bu nedenle, mevcut tez kapsaminda TeO; nanopartikiiliiniin insan
primer alveolar epitel (HPAEpiC) ve kan hiicreleri {izerine in vitro sitotoksik ve
biyokimyasal etkilerinin ilk defa arastirilmasi amaglanmistir. Farkli konsantrasyonlarda
(0-1280 mg/L) kiiltiir ortamma ilave edilen TeO; nanopartikiiliiniin sitotoksisite
potansiyeli 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ve
laktat dehidrojenaz salinimi (LDH) yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica,
hiicre kiiltiirlerinde oksidatif degisimlerin incelenmesinde toplam antioksidan kapasitesi
(TAK) ve toplam oksidan durum (TOD) parametreleri kullanilmigtir. MTT ve LDH
analiz sonuclar1 TeO, nanopartikiiliiniin uygulama dozuna bagli olarak hiicre canliligin
olumsuz etkiledigini gostermistir. Bulgularimiz s6z konusu nanopartikiiliin her iki hiicre
tipinde antioksidan kapasiteyi desteklemedigi iistelik yiiksek konsantrasyonlarda (320,
640 ve 1280 mg/L) oksidatif strese yol agtigin1 ortaya koymustur.

2015, 57 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nanotoksisite, Telleryum dioksit (TeO;), Sitotoksisite, Oksidatif
stres, insan alveolar epitel hiicresi, Tam kan kiiltiirii



ABSTRACT

Master Thesis

THE INVESTIGATION OF NANOTOXICITY POTENTIAL BY TELLURIUM
DIOXIDE IN HUMAN PRIMARY ALVEOLAR EPITHELIAL AND WHOLE
BLOOD CELL CULTURES

Nursah AYDIN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanoscience and Nanoengineering
Department of Nanobiotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan TURKEZ

In recent years, depending on the vertiginous and rapid developments in
nanotechnology, nano- materials or nano-sized particles is located in the content of
many commercial products which are commonly used in daily life. There is a wide
range of applications such as laser devices, adjustable filters, thermoelectric, data
storage devices, light emitting devices, optical transformers, photonic switches,
photodetectors, diagnostic applications and nanoelectronic of various tellurium
nanoparticles, in particular tellurium dioxide (TeO;). However, the recorded
information in the literature about the cytotoxic and carcinogenic effects of these
nanoparticles is very limited. Therefore, in scope of the present thesis it is aimed to
investigate in vitro cytotoxic and biochemical effects of TeO, nanoparticle on human
primary alveolar epithelial (HPAEpiC) and blood cells for the first time. The
cytotoxicity potential of TeO, nanoparticles at different concentrations (0-1280 mg/L)
was evaluated by using 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) and lactate dehydrogenase release (LDH) assays. In addition, total antioxidant
capacity (TAC) and total oxidant status (TOS) parameters were used for assessing the
oxidative alterations in both cell cultures. The results of MTT and LDH analyses
showed that TeO, nanoparticle affected the cell viability in a clear dose-dependent
manner. Our findings exerted that the nanoparticles did not support the antioxidant
capacity, and caused to oxidative stress formations at high concentrations (320, 640 and
1280 mg / L) in both cell types.

2015, 57 pages

Keywords: Nanotoxicity, Tellurium diokside (TeO,), Cytotoxicity, Oxidative stres,
Human primary alveolar epithelial cell, Whole blood culture
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KCI Potasyum klortir
KH,PO, Potasyum hidrojen fosfat
LDH Laktat dehidrojenaz
LPO Lipit peroksidasyonu
MMP Mitokondriyal membran potansiyeli
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MTT 3-(4,5dimetylthiazol-2-yl)-2,5 diphenltetrazolium bromide
NaH,PO, Sodyum hidrojen fosfat

NaCl Sodyum klortir

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SEM Taramal1 elektron mikroskobu
SOD Stiperoksit dismutaz

TeO, Telleryum dioksit

TAK Toplam antioksidan kapasite
TOD Total oksidan durum

XRD X-1s1n Kirinimi
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1. GIRIS

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji 100 nm biiytikliik altindaki maddelerin manipiilasyon, hassas yerlestirme,
Olclim, modelleme, materyal ve ara¢ uygulamalari, karakterizasyon ve sentezini
kapsayan bilim ve miihendislik olarak tanimlanmaktadir (Emerich and Thanos 2003;
Sahoo and Labhasetwar 2003; Dwivedi and Paul 2013). Nanoteknoloji kavrami 1959
yilinda Nobel Fizik Odiilii almis Richard Feyman tarafindan ilk kez ortaya atilmis
olmasma ragmen 1974 yilina kadar kullanilmamistir. Gergek anlamda ilk kez 1974
yilinda, Tokyo Universitesinde bir arastirmacit olan Nario Tanguchi tarafindan
nanometre seviyesinde hassas malzemelerin miihendislikte kullanilabilirligini ortaya

¢ikarmak i¢in kullanilmistir (Feyman 1999; Sahoo et al. 2006).

Miihendislik, fizik, kimya ve biyoloji gibi bir¢ok farkli alanda malzeme ve aletlerin
genis ve ¢ok yonlii diizenlemesini igeren multidisipliner bir alan olan nanoteknoloji,
mevcut maddelere nano boyutta yeni 6zellikler kazandirarak yeni malzemeler, aletler ve
sistemleri iiretmek amaciyla arastirmacilara atomik, molekiiler ve siiper molekiiler
seviyede ¢alisma olanagi saglamaktadir (Roco et al. 2000; Sahoo et al. 2006). Bu da
nanoteknolojinin 6nem kazanmasina ve gelismesine genis olanak saglamistir. Cizelge
1.1°de makro boyutlu teknolojiler ile nano boyutlu teknolojiler arasinda meydana gelen

degisiklikler gosterilmektedir.



Cizelge 1.1. Makro boyutlu teknolojiler ile nano boyutlu teknolojilerin karsilastirilmasi
(Bachman 1994)

Makro Boyutlu Teknolojiler Nano Boyutlu Teknolojiler
Klasik, yukaridan — asag1 yaklagimi Kendiliginden diizenlenerek birlesme
Orta derecede alan kuvveti Asirt derecede yiiksek alan kuvveti
Elverisli yiiksek enerji araliklart Termal dalgalanmali enerji araliklar
Istatistiki Topluluklar Tek tek parcaciklar
Klasik siirekli fizik Kuantum fizik
Geleneksel malzemeler / karisimlar Yeni bilesikler ve karisimlar
Kat1 faz 6zellikleri Baglama 6zellikleri

Gliniimiizde ¢ok genis bir {riin yelpazesinde kullanilmakta olan nanoteknoloji,
gelecekte birgok modern toplumun gelismesinde ¢ok giiclii ve dayanikli materyallerin
iretimi, bilgi ve iletisim teknolojileri, su temizlemesi, ila¢ gelisimi, endiistriyel
biyoislemler, molekiiler tip, yiyecek ve tarim sistemlerinin gelismesi, hastaliklarin tani
ve tedavisi gibi gesitli alanlarda kullanilarak biiyiik bir etkiye sahip olacagi tahmin
edilmektedir (Service 2005; Nel et al. 2006; Hagens et al. 2007; Dwivedi and Paul
2013). Cizelge 1.2°de nanoteknoloji tabanli tiiketici tiriinlerine ait 6rnekler 6zet halinde

sunulmustur.



Cizelge 1.2. Nanoteknoloji temelli tiiketici tirtinleri (Nielsen 2008)

Gida ve gida modelleri

Giyim ve tekstil

Oyuncak ve ¢cocuk
malzemeleri

*Enerji igecekleri
*Beslenme takviyeleri
*(1da saklama kaplari
*Anti bakteriyel kaplar
*Kesme tahtalari

*Kirigiklik ve lekeye
dayanikli kiyafetler
*Anti bakteriyel ve anti
kokulu kiyafetler ve
kumagklar
*Alev geciktirici
kumaglar
*Ultraviyoleye dayanikli
ve koruyucu giysiler

*Lekeye dayanikli pelus
oyuncaklar

*Anti bakteriyel bebek
emzikleri, kupalar ve siseler
*Qyun istasyonlari

* Anti bakteriyel doldurulmus
oyuncaklar

Spor malzemeleri Elektronik Otomotiv
*Bisiklet pargalari *Piller *Hava ve yag filtreleri
*Kayak ve *Organik 151k yayan *Mumlar ve motor yaglari
snowboardlar LED’ler * Anti ¢izik bitirir
*Kayak batonu *Veri bellegi * Ara¢ balmumu
*Golf toplart *Anti bakteriyel ve anti | *Yakat tiiketimini gelistirmek
*Tenis raketleri ve statik kaplamalar icin katalizorler
toplari *DVD kaplamalar *Lastikler
*Hokey degnekleri *MP3 calarlar
* Ayakkabi tabanliklar1 | *Bilgisayar islemcileri

ve cipler
Ev esyalan Bakim iiriinleri ve Kisisel bakim ve saghk
kozmetik

*Anti bakteriyel
mobilyalar ve silteler
*Anti bakteriyel
kaplamali aletler
*Filtreler

*Hava temizleyiciler
*Glines pilleri
*Temizlik {irtinleri
*Kumas yumusaticilari

*Cilt kremleri ve
nemlendiriciler

*Cilt temizleyiciler
*Giines kremleri
*Makyaj malzemeleri

*Isitme cihazlari
*Seliilit tedavisi
*Lensler

*Viicut yikama
*Deodorantlar

*Dis tozu

*Sampuanlar

*Bocek kovucular

*Anti bakteriyel kremler
*Ana gebelik testleri

Gelismekte olan iilkelerin ekonomik biiylimesinde nanoteknolojinin biiyiik bir role
sahip olacagi tahmin edilmektedir (Singer and Daar 2001; Mnyusiwalla et al. 2003).
Nanoteknoloji temelli ekonominin 2015 yilinda 1 trilyon dolar1 asacag: belirtilirken bu

beklentinin ii¢ katindan daha fazla olabilecegi ifade edilmektedir (Berk ve Akkurt



2012). Son yillarda bu ekonomik etkileri fark eden cesitli iilkelerde nanoteknoloji
aragtirma programlar1 {lizerine yatirimlar carpici bir sekilde artmistir (Sahoo 2005;

Moghimi 2005).

Nanoteknolojideki muhtesem gelismeler dikkatlerin bu teknolojinin temelini olusturan
nanopartikiillere ¢evrilmesine neden olmustur (Berk ve Akkurt 2012). Nitekim, son
yillarda nanoteknoloji kullanilarak {iretilen nanopartikiillerin insan ve ¢evre sagligi
tizerine potansiyel etkileri ciddi endise yaratmaktadir. Nanoteknolojinin insan ve gevre
lizerine etkileri konusunda Amerika, Japonya, ingiltere, Almanya, Fransa gibi gelismis
tilkeler farkili derecelerde hassasiyet gostermektedir (Service 2005; Nel et al. 2005;
Krysanov et al. 2010).

1.2. Nanopartikiillerin Genel Ozellikleri

0,1-100 nanometre (nm) arasinda boyutlara sahip olan partikiillere "nanopartikiil" adi
verilmektedir. Bir baska ifade ile nanopartikiil terimi, ¢ok kiigiik partikiil veya birim
materyalin en az bir boyutunun 100 nm’den az oldugu bir formunu tanimlamak i¢in
kullanulmaktadir. Nanodotlar, nanokiirecikler, nanotiipler, nanoteller gibi yapilarin
hepsi nanopartikiil 6rneklerindendir (Moghimi 2005; Dikensoy and Bayram 2010;
Dwivedi and Paul 2013).

"Nano" 6n eki Yunancadaki ciice kelimesinden koken almaktadir. Bir nm metrenin
milyarda birine esittir. Bir bagka anlatimla 6 karbonun enine ya da 10 su molekiiliine
esittir. Bir insan sac1 yaklasik 80.000 nm, bir kirmiz1 kan hiicresi ise yaklasik olarak

7000 nm genislige sahiptir (Whitesides 2003).

Bir madde nano boyutta farkl: fiziksel ve kimyasal 6zellikler kazanmaktadir. Bu 6zellik
de bilim adamlarin1 maddeleri nano boyutta inceleyip bulgular insanlik i¢in kullanmaya
yonlendirmistir. Yaygin olarak kullanilan nanopartikiiller; giimiis (Ag), demir (Fe),
platin (Pt), kalay (Sn), aluminyum (Al), bakir (Cu), zirkon (Zr), selenyum (Se),
kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), titanyum (T1), ¢inko (Zn), seryum (Ce), silisyum (Si),



karbon karasi, karbon nanotiipleri, fullerenler, nanokil, seramik, kuantum noktalar1 ve

organik nanopartikiillerdir (Parlak 2013).

1.2.1. Nanopartikiillerin fiziksel ozellikleri

Nanopartikiiller tiip, nokta, tel, lif ve kapsiil gibi onlarin kendine has karakterlerini
sergileyen her bir yapi ile olaganiistii yapisal cesitlilik gostermektedirler. Tiim bu
nanodlcek materyaller makroboyuttaki benzerlerinden farkli fiziksel, kimyasal, optik,
elektriksel, katalitik ve mekanik Ozelliklere sahiptirler. Nanopartikiillerin benzersiz
ozellikleri sayesinde sahip olduklari kuantum mekanik fenomenleri onlara diger
parcaciklarin niifuz edemedigi alanlara etki etme 6zelligi saglar. Yapilan arastirmada
nanopartikiillerin kan-beyin bariyerini gecebilecek kadar kiiclik olduklar1 gdsterilmistir.
Ayrica nanopartikiillerin, pargacik boyutu, partikiil sayisi, ylizey alam1 ve diger
ozellikleri biyolojik 6zelliklerini 6nemli derecede etkilemektedir (Preining 1998; Ballou
et al. 2004; Roszek et al. 2005; Singh et al. 2006; Hagens et al. 2007; Dwivedi and Paul
2013). Nanopartikiiller, cevrelerindeki ortama goére dort alt kategoriye ayrilmaktadir; (1)
bir kat1 maddenin yiizeyine bagli nanopartikiiller, (II) bir s1v1 i¢inde siispansiyon haline
getirilmis nanopartikiiller, (111) kat1 olarak siispansiyon haline getirilmis nanopartikiiller,

(IV) havadaki nanopartikiiller (Hansen 2009).

1.2.2. Nanopartikiillerin sentezi

Nanopartikiilleri sentezlemek i¢in farkli yaklagimlar onerilmistir. Bu yaklagimlardan en
stk kullanilanlar; asagidan-yukar1 (bottom-up) ve yukaridan-agagi (top-down)
yaklagimlaridir (Shenhar and Rotello 2003).

* Asagidan—yukar1 (bottom—up) yaklagimi: Maddelerin temel yap1 birimi olan atomlar
nanopartikiilleri olusturmak icin birlesmektedirler. Bir baska ifadeyle atom veya
molekiiller seviyeden baglayarak nanoyapilara ulasmay1 amaglayan bir yaklasimdir. Bu

yontemde nanopartikiillerin biiylimesini onlemek i¢in ajan kullanilmaktadir. Ayrica



ilgili yaklasimda ucuz, sentetik bir teknik olan nanokiirecikli litografi yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir.

Diger asagidan-yukar1 yaklasim teknikleri: Ciftlesmis, kimyasal, elektrokimyasal,
sonokimyasal, termal ve fotokimysal indirgeme teknikleridir (Haes et al. 2004; Eustis
and El-Sayed 2006).

* Yukaridan—Asagi (top—down) yaklasimi: Bu yaklasimda amag¢ biiyiikk boyutlu
malzemelerin kii¢iiltiilmesini saglamaktir. Bu yaklasimin ucuz olmamasi, zaman alici
olmas1 ve biylik iiretimler i¢in uygun olmamasi gibi dezavantajlar nanopartikiil
sentezleyecek kisiler i¢in ¢ok biiyiikk engel olarak karsilarina ¢ikmaktadir. Bu

yaklagimda en fazla kullanilan teknikler asagida siralanmistir.

-Fotolitografi: Mevcut lazerlerin dalga boyuna dayali bir tekniktir.
-Elektron demeti litografi: Lazer darbeleri iiretmek icin daha kisa dalga boyu
kullanilarak ¢ok daha kiiciik parcaciklar saglayan bir tekniktir.

Diger yukaridan—asagi yaklasim teknikleri: Mekanik, yiiksek enerji, termik, Kimyasal ve
diger litografik teknikleridir (Eustis and El-Sayed 2006; Kayir ve Bag¢il 2010).

Nanopartikiilleri  sentezlemek i¢in siklikla kullanilan diger yaklasimlar ise
nanopartikiillerin maddelerin i¢inde bulundugu gaz, sivi veya kati1 fazlar1 kullanilarak
cesitli yontemlerle sentez edilmesidir (Nagarajan 2008; Kayir ve Baggil 2010). lgili

yontemlere ait bilgiler asagida sunulmustur.

a) Gaz faz1 sentez yaklagimi; yogunlasma, koagiilasyon ve yakalama yoluyla durgun
buhar olusumu ve sonrasinda pargacik biiyliimesinin homojen olarak ¢ekirdeklenmesine
dayanir. Bu yaklasimin en 6nemli 6zelligi enerjiye c¢ok az ihtiyag duymasidir. Bu

yaklasimda siklikla kullanilan metodlar;



- Lazer ablasyon - Alev piroliz -Yiiksek sicaklik buharlagsmasi -Plazma sentezi -

Mikrodalga 1sinlamasi -Termal ayrisma -Atom tabaka ¢okeltisi -Buharlagtirma

b) Siv1 faz sentez yaklasimi; kimyasal tepkimelere uygun ortam sagladigi i¢in siklikla

tercih edilen bir yaklagimdir. Bu yaklagimda kullanilan metotlar;

- Fiziksel ve kimyasal ¢oktiirme sentezi - Solvent kimyasal reaksiyonlar - Sol-jel sentezi

- Molekiiler kendini yapma yontemi

¢) Kat1 faz sentez yaklagimi; Bu yaklagim siklikla kullanilmasina ragmen maliyet,

uygulama gibi bir cok dezavantaja da sahiptir. Bu yaklasimda kullanilan metodlar;

- Ogiitme - Frezleme - Mekanik alasimlama (Nagarajan 2008; Kayir ve Baggil 2010).

Gaz, sivi, kat1 faz yaklagimlarimin hepsi nanopartikiilleri olugturmak i¢in molekiiler
seviyede baslar. Sekil 1.1°de bu yaklasimlarin mekanizmast gosterilmektedir. Bu
yaklasimlardaki metotlar kullanilarak kil, komiir ve metal gibi minarelerden

nanopartikiil elde etme olanagi saglamaktadir (Nagarajan 2008).

Aglomerasyon

ofe (/ / ‘
e .

Agregasyon

Sekil 1.1. Gaz fazi, siv1 faz ve kati faz yaklasiminin mekanizmasi



1.2.3. Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Karakterizasyon nanopartikiillerin sentezi, molekiiller ve fiziksel 6zellikleri arasindaki
etkilesimi kavramak i¢in en Onemli noktalardan biridir. Karakterizasyon ig¢in bir¢ok

yontem bulunmaktadir. En 6nemli karakterizasyon yontemleri;

1. X 1smn kirmimi (XRD): Kristallerin atomlarinin geometrik diizeni ve aralarindaki
uzaklik hakkinda bilgi elde etmeyi saglayan, nano fazli malzemelerin ¢alismasinda ¢ok
kullanilan bir yontemdir.

2. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM): Nanopartikiilleri dogrudan goriintiilemek igin
kullanilan yontemdir.

3. Taramali ug¢ mikroskobu (SPM): Olgiilecek olan dzellige duyarli bir prob yardimiyla
reaksiyonlar1 6lgmektedir.

4. Dinamik 151k sagilimi: Tek tek parcaciklar tarafindan yayilan 1s13a miidahale sonucu
bir otokorelasyon fonksiyonun tanimlanmasi ile belirlenmektedir.

5. Zeta potansiyeller: Yiizey degisiklikleri icin sik kullanilan bir yontemdir

6. Taramali Elkron Mikroskopu (SEM): Incelenecek materyalin elektron demeti
kullanarak yiiksek c¢oziiniirliklii fotogrefini elde etmeyi saglamaktadir. (Smith and
Oatley 1955; Maruthi et al. 2011).

1.2.4. Nanopartikiillerin yiizey modifikasyonlar:

Nanopartikiiller tatmin edici bir seviyede tretildigi ve saflastirildigi zaman meydana

gelen yiizey degisikliklerini belirlemek i¢in yapilmasi gerekli olan bir islemdir.

Yiizey modifikasyonunun amaglari; (I) ¢ok reaktif molekiilleri pasiflestirmek, (I1)
molekiiller tanima gibi uygulamalar i¢in nanopartikiilleri islevsellestirmek, (111)
nanopartikiillerin diizenegini tesvik etmektir. Sik kullanilan ylizey degistirme
yontemleri ise; (I) tiollenmis yiizey aktif maddeler veya polimerler agilama, (II) yiiklii
yiizey aktif adsorpsiyonu, (III) biyolojik molekiillerin baglanmasi, (IV) polimer firgalar
ve ligand yiiklemedir (Nagarajan 2008).



1.2.5. Nanopartikiillerin toksik etkileri (Nanotoksisite)

Nanopartikiiller miihendislik, c¢evre teknolojisi, bilgi teknolojisi, gida, saglik,
kimyasallar, tarim ilaglari, savunma endiistrisi, uzay arastirmalari, enerji, kozmetik,
saglik gibi farkli alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Dwivedi and Paul 2013).

Sekil 1.2°de nanopartikiiller ile iligkili olan alanlar gosterilmektedir.

MUHENDISLIK

BILGISAYAR BiYOLOJi

Sekil 1.2. Nanopartikiillerin kullanildig: alanlar

Nanopartikiillerin pek ¢ok alanda kullanilmasinin bir sonucu olarak nanopartikiillere
maruz kalan organizma tiirlerinin sayist her gecen giin artmaktadir. Bundan dolay1
nanopartikiillerin potansiyel toksisitelerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Uretimi
yapilan nanopartikiillerin in vivo ve in vitro olarak toksik etki potansiyellerinin varligi
cesitli caligmalar ile gosterilmistir. Bu konuda artan ilgiye bagl olarak yiizlerce in vitro
toksikolojik ¢alisma rapor edilmistir (Ramires et al. 2002; Brumfiel 2003; Yoshida et
al. 2003; Oberdorster 2004; Gurr et al. 2005; Soto et al. 2005; Donaldson et al. 2006;
Nel et al. 2006; Goldston 2007; Handy et al. 2008; Schulze et al. 2008; Igarashi 2008;
Lewinski et al. 2008; Nielsen 2008; Suh et al. 2009). Nanopartikiillerin
biyogiivenilirlikleri hakkindaki bilinenlerin zaman icerisinde artmasina ragmen
literatiirde nanopartikiillerin toksik etki potansiyelleri {izerine kayitli yeterince bilgi

mevcut degildir.
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Nanotoksikoloji olduk¢a yeni bir disiplin olup nanomateryallerin toksisitelerini
arastirmaktadir. Bu alanin dogmasinin temel sebebi nanopartikiillerin kullaniminda agir1
bir artis olmasiyla birlikte bu materyallerin potansiyel toksisitesi hakkindaki artan
kaygilardir. Nanotoksikoloji dozimetre, doz Olgiimleri, maruziyet degerlendirmesi,
tehlike tanimlama ve risk karakterizasyon kavramlarini kapsamaktadir (Buzea et al.

2007; Lewinski et al. 2008; Meng et al. 2009; Gil et al. 2010).

Insanlar ge¢misten giiniimiize kadar volkanik patlamalar, orman yanginlar1 veya kapali
alandaki yanginlar gibi olaylar sonucunda havadaki ultra ince partikiillere her zaman
maruz kalmistir. Ancak sanayi devriminden bu yana ultra ince partikiillere maruziyet
onemli Olclide artmistir. Nanoteknolojinin gelismesi ve uygulamalari hem endiistri hem
de tiiketciler agisindan c¢ok Onemlidir. Nanoteknolojinin uygulama alanlar1 arttikca
insanlarin ve ¢evrenin nanopartikiillere maruziyeti de dogru orantili olarak artmaktadir.
Nanoteknoloji iiriinlerinin insan maruziyeti ve muhtemel toksisitesi {izerine bilgi
siirhidir. Potansiyel risk degerlendirmeleri i¢in Scientific Committee on Emerging and
Newly Identified Health Risk (SCENIHR) nanoteknoloji yoluyla iiretilen iiriinlerin
insan saglig risk degerlendirmesini gelistirmek i¢in ele alinmas1 gereken literatiirdeki
bazi Onemli bilgi bosluklarini belirlemistir. Bu kurulusun oOnerilerinden birisi,
nanoteknoloji {irlinlerinin tiretim siirecleri, formiilasyonlari, nanopartikiillerin salinimi
ve kinetiginin mekanizmalarimin karakterize edilmesi gerektigidir. Ek olarak
nanopartikiillere maruz kalma seviyelerinin gergek araligmin degerlendirilmesi igin
miimkiin oldugu o6lcekte aynmi kimyasal maddelerin biiyiikk pargaciklarimin da
toksikolojik wverilerinin kullanilmas1 gerektigini Onermistir. Literatiirdeki bir diger
Oonemli bilgi boslugu ise insanlart nanopartikiillere maruz kalma siiresi, viicuttaki

dagilimi ve birikimidir (Hagens et al. 2007).

Bir¢ok arastirmaci nanopartikiillerin toksikolojik etkilerini yogun bir sekilde hem in
vivo hem de in vitro sistemler {izerinde arastirmaya baslamistir. Boyut, yiizey bolgesi,
fizyo-kimyasal yapisi, sekli ve yiikii gibi benzersiz &zelliklerinden dolay:
nanopartikiiller biiyiik partikiillerden farkli oldugu i¢in toksisiteleride olduk¢a farklidir.
Cesitli calismalar ile nanopartikiillerin biiyiik partikiillere kiyasla farkl toksik etkilere
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sahip oldugu ileri siiriilmektedir. Nano boyutlu partikiillerin sahip olduklar1 bagil yiizey
bolgesi ve onun hacmi arasindaki oranin fazla olmasi dolayisiyla hiicrelerin biyolojik
bilesenleri ile etkilesime girebildigi icin biiyiik partikiillere kiyasla daha reaktiftirler.
Nanopartikiillerin toksisitesi temel olarak onlarin boyutlar1 ile iliskili olup kiiclik
boyutlu olmasi insan sagligina zarar verebilen temel faktorlerden biridir. Bundan dolay1
da nanopartikiillerin yan etkileri tahmin edilemeyebilir. Ancak makroskobik boyutlu
benzerlerinden veya kimyasal bilesenlerinin bilinen toksisitesinden tiiretilebilir.
Nanopartikiil toksisitesinin diger bir sebebi ise onlarin biyo-uyumlulugudur. Sonug
olarak bir madde makro boyutundaki toksisitesine bakilarak ayni kimyasal forma sahip
nano boyutunun toksisitesi tahmin edilememektedir (Oberdorster et al. 1994; Brown et
al. 2001). Bir nanopartikiiliin toksisitesini belirlemede partikiillerin boyut, sekil, yiizey,
cekirdek kimyasi gibi temel oOzelliklerinin yani sira hedef biyolojik sistemlerle
nanopartikiillerin etkilesimine dayanan ikincil oOzellikler de gozardi edilmemelidir

(Dwivedi and Paul 2013).

Kircher et al. (2005) nanopartikiil toksisitesini ii¢ kategoride ele almistir;

1. Kimyasal toksisitesi,
2. Nanopartikiillerin sekli,

3. Nanopartikiillerin hiicre membranlarina tutunmasi ve hiicre i¢ine girmesidir.

Nanopartikiiller dermal, oral, enjeksiyon ve inhalasyon gibi ¢esitli yollar ile insan
viicuduna niifuz etmektedir. Ayrica giinliik yasamda siklikla kullanilan malzemeler
(hava, su, kiyafet, ilag ve yiyecekler vb.) yoluyla da viicuda alindig1 vurgulanmustir.
Viicuda alinan nanopartikiiller lenf, kemik iligi, bobrek, kalp, akciger ve karaciger gibi
hedef organlara tasinmaktadir (Oberdorster et al. 2005; Parlak 2013). Bulunduklar
ortamla c¢ok hizli bir sekilde etkilesime giren nanopartikiiller toksisiteye sebep
olmaktadir (Ozkan 2014). Nanopartikiiller dolasim sistemine girdiklerinde kan
bilesenleriyle etkilesime girerek hemoliz ve trombozise sebep olmaktadir. Ayrica
nanopartikiillerin ~ bagisiklik  sistemi  ile  etkilesimi  sonucunda  canlilarda

immunotoksisiteyi artirdiklart rapor edilmistir (Dobrovolskaia and McNeil 2007).
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Nanopartikiil maruziyeti sonrasi serbest radikallerin olusumu; lipid, protein ve DNA’nin
oksidasyonuna sebep olarak biyolojik bilesenlerde ciddi hasarlar meydana gelmistir.
Ayrica nanopartikiillere maruz kalindiginda akciger ve bobrek gibi yiiksek miktarda kan
akist olan organlar da ciddi bi¢gimde olumsuz etkilenmektedir. Uzun siire
nanopartikiillere maruziyetlerin sonuglar1 yasayan organizmalar ile nanopartikiiller
arasindaki olas1 etkilesimler heniiz tam olarak anlasilamamistir. Nanopartikiillerin
kontrolsiiz iiretimi ve tiiketimi sonrasinda ekosistem ve dogal sular bu materyaller ile
kirlenmekte ve bu materyaller sularda birikmektedir. Buna ragmen nanopartikiillerin
dogal ortamlar lizerine olan olumsuz etkileri heniiz yeni bir aragtirma alani olarak ortaya
¢ikmig olup bu konuda ilk bulgular durumun g¢ok ciddi olabilecegi yoniinde giiglii
sinyaller vermistir (Barker et al. 2006). Nanopartikiiller kendilerine has ozellikler
tasidiklarindan dolayr in vitro kosullarda toksisitesi degerlendirilirken olasi hatalari
ortadan kaldirmak i¢in ¢ok detayli bir karakterizasyon c¢alismasi yapilmalidir.
Nanospesifik  oOzelliklerden etkilenmeyecek sekilde yapilan test metodlar
nanopartikiillerin toksisitesini belirlemek i¢in kullanilmalidir (Nel et al. 2006; Schulze
et al. 2008; Ozkan 2014).

1.3. Telleryum Dioksit (TeO,) Nanpartikiiliiniin Ozellikleri

TeO, materyali 4 tane Te (telliir), 8 tane O (oksijen) olmak tlizere 12 atomdan olusan
tetragonal yapili bir materyaldir (Yapiorer 2010). Sekil 1.3’de TeO, materyalinin

tetragonal yapis1 gosterilmektedir.

Sekil 1.3. TeO; kristalinin tetragonal yapisi (Yapiorer 2010)
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TeO, materyali elastik davranigi, yiiksek kirilma indeksi, dogrusal olmayan optik
ozellikler ve elektrik iletkenligine sahip milkemmel bir optik kristaldir (E1-Mallawany
1993; El-Mallawany et al. 1995; Mirgorodsky et al. 2006). Bu olaganiistii fiziksel
Ozelliklerden dolayr TeO; nanopartikiilleri son zamanlarda hem temel hem de
uygulamali arastirma alanlar1 igin ilgi c¢ekici olup bircok alanda kullanilmaya
baslanmistir (Ilchenko et al. 2002; El-Mallawany et al. 2008). Bununla birlikte TeO,
nanopartikiillerinin biyolojik etkilerini degerlendiren c¢alismalara literatiirde nadiren

rastlanmaktadir (Qin et al. 2009).

1.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, organizmaya zarar veren hidrojen peroksit, hidroksi radikalleri ve
siiperoksit anyonlar1 gibi reaktif oksijenler ve serbest radikallerin asir1 varliginin
biyokimyasal bir durumunu ifade etmektedir (Storz and Imlay 1999; Valko et al. 2007;
Durackova 2010). Bir baska ifadeyle serbest radikal veya reaktif oksijen iiriinlerinin
tiretimi ile koruyucu antioksidan sistem arasindaki dengenin bir bozuklugu olarak

tanimlanmaktadir (Sies 1991; Dursun vd 2002; Morena et al. 2002).

Viicutta oksidatif stres; (I) enzimatik olan antioksidanlarin konsantrasyonunda veya
aktivitesinde azalma, (IT) enzimatik olmayan antioksidanlarin konsantrasonlarinda veya
aktivitesinde azalma, (III) enzimatik olmayan antioksidanlarin oksidasyonunda artma,
(IV) reaktif oksijen tiirlerinin iretiminin artmasi durumunda meydana gelmektedir

(Deaton and Marlin 2003).

Ayrica antioksidan yetersizligine veya serbest radikal olusumundaki artisa baglh olarak
oksidatif stres meydana gelmektedir. Bu nedenle, antioksidan savunma kapasitesi ve
serbest radikal iireten reaksiyonlar biyolojide onemli yer tutmaktadir (Karafakioglu
2010).
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Oksidatif stres olusumuna bagli olarak; lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA
mutasyon ve kiriklari, sitotoksik etkiler, sinyal iletilerinin bozulmasi goriilmektedir

(Percival 1998; Podda and Kollmann 2001; Portugal et al. 2007).

Insanlarda goriilen seker hastalifi, damar sertlesmesi, hipertansiyon, inflamatuar
hastaliklar, kronik bobrek yetmezligi, Alzheimer, Parkinson, Pick hastaligi, Huntington,
romatoid artirid, gibi 6nemli hastaliklarin dogrudan oksidatif stres ile iliskili olduklart

bilinmektedir (Valko et al. 2007; Demir et al. 2007; Durackova 2010; Caylak 2011).

Oksidatif stresin zararl etkileri enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidan etkisi ile
elimine edilebilir (Valko et al. 2006). Bu nedenle giivenli antioksidan tiirlerinin ve
antioksidan dozlarinin bilinmesi oksidatif stresin yol actig1 zararlarin engellenmesi

acisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir (Karafakiogli 2010).

1.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ¢iftlenmemis elektrona sahip, yasam siireleri kisa,
diisik molekiil agirhikli  molekiiller veya molekiiler fraksiyonlar olarak
tanimlanmaktadir (Karafakiogli 2010; Xing 2012). Azot ve oksijen kaynakli olan
serbest radikaller organik veya inorganik halde bulunmaktadirlar. Serbest radikaller
kendilerini nétralize etmek i¢in diger maddelerden elektron almaktadirlar (Barton and
Zard 2011).

Serbest radikaller ve oksijenin radikal olamyan tiirevleri birlikte reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olarak adlandirilmaktadir (Asmus and Bonifacic 2000). ROS’lar fizyolojik ve
patojik kosullarda olusmaktadir (Dervis 2011). ROS’lar canlilarda hiicre proliferasyonu,
farklilasma, apoptoz, immun sistem ve sinyal ileti yollar1 lizerine etki ederek toksisiteye
sebep olmaktadir. Yapilan arastirmalarda diisiik seviyedeki ROS'un ¢esitli molekiillerin
oksidasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Podda and Kollmann 2001; Portugal et al.
2007). Serbest radikallerin kaynaklari; (I) kiiciik molekiillerin oksidasyonu, (II)
enzimler ve proteinler, (1) mitokondriyal elektron transportu, (V) endoplazmik
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retikulum ve niikleer membran transport sistemleri, (V) plazma membranlari, (VI)
oksijen, (VII) aktive nétrofiller, (VIII) nitrik oksid, (IX) peroksizomlar, (X)
fotokimyasal hava kirliligi, (XI) hiperoksi, (XII) sigara dumani, (XIII) baz1 ¢6ziiciiler,
(XIV) aromatik hidrokarbonlar, (XV) heksoz monofosfat yolu, (XVI) ksenobiotiklerin
metebolizmasi, (XVII) biyosentetik ve biyokimyasal yikimdir (Fridowich 1978;
Jozwtak and Helszer 1981; Petkau and Chelack 1984; Borek 1987; Petkau 1987,
Karabulut ve Kabake¢1 1995; Konukoglu 1997).

Organizmalarda serbest radikal tiretimi siirekli devam ettiginden bu serbest radikallerin

olumsuz etkilerine karsi bir¢ok savunma sistemi gelismektedir (Lohr et al. 1987;

Vaddadi 1991).

1.6. Antioksidanlar

Birgok mekanizma sonucu meydana gelen serbest radikallere karsi viicutta dogal bir
savunma mekanizmasi olugsmaktadir. Bu mekanizmay1 olugturan maddelere antioksidan
denmektedir. Bu maddeler diisiik konsantrasyonlarda okside edilir, bagka bir substratin
oksidasyonunu diisiiriir veya engeller ve boylece oksidayona karsi miicadele etmis olur
(Gokpinar et al. 2006; Caylak 2011). lyi bir antioksidan; (l) zel olarak serbest radikal
sondiirme, (II) redoks metalleriyle selat yapma, (III) antioksidan ag1 i¢indeki diger
antioksidanlar ile etkilesime girme, (IV) gen ekspresyonu lizerinde olumlu etki, (V)
kolayca emilebilme, (VI) fizyolojik olarak uygun diizeyde doku ve biyolojik sivilarinda
bir konsantrasyona sahip olma gibi ozelliklere sahip olmalidir (Valko et al. 2006;
Karafakiogli 2010). Antioksidanlar eksojen ve endojen olarak kategorize edilmektedir
(Cizelge 1. 3) (Akkus 1995; Aslan vd 1995; Madi et al. 1999; Aslan ve Diindar 1999;
Deaton and Marlin 2003; Bouayed and Bohn 2010).
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Cizelge 1.3. Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin A Flavonollar
Vitamin C Flavanollar
Vitamin E Flavanonlar
Karotonoidler Flavonlar
Fenolik asitler [zoflavonlar
Antosiyanidinler

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) a-tokoferol Urik asit
Glutatyon peroksidaz (GPx) B-karoten Askorbik asit
Glutatyon rediiktaz Albumin Lipoik asit
Glutatyon-S-transferaz Bilirubin Miyoglobin
Katalaz (CAT) Glikoz Hemoglobin
Mitokondrial sitokrom oksidaz Melatonin Ferritin
Tioredoksinler Seruplazmin Urat
Glutaredoksinler Koenzim Q Metiyonin
Peroksiredoksinler Transferin Glutatyon (GSH)
Glukoz-6-dehidrojenaz Laktoferrin Sistein

1.7. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite molekiiler olaylar sonucu bir¢ok makromolekiillerin sentezlenmesinin
engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda goriiniir
hasarlar olugmasi olarak tanimlanmaktadir (Aldridge 1993; Murray et al. 2007). Bir
ajanin viicutta nasil tepkiler verecegini anlamak yolunda ilk adim genellikle hiicre
kiiltiirti caligmalarin1 kapsamaktadir. Hayvan calismalarina kiyasla hiicresel testleri
kontrol etmek ve tekerriirlerini saglamak daha kolay ve ucuzdur (Lewinski 2008). Hiicre
kiiltirlerinde, sitotoksisite testleri s6z konusu maddenin toksisite potansiyeli in vitro
sartlarda degerlendirilmektedir (Tuncer ve Demirci 2011). Sitotoksisite durumunda
hiicre kiiltiirleri potansiyel olarak test edilen toksik maddenin konsantrasyonuna ek
olarak pH, besin ve atik konsantrasyonlarindaki degisiklikler gibi ¢evresel faktorleride

degerlendirmek onemlidir (Lewinski 2008). Sitotoksisite testleri hiicrenin organelleri,
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membranlari, boliinmesi, canliligt ve oliimii ile protein veya DNA sentezi hakkinda

bilgi vermektedir (Nicholson 2002).

Sitotoksisiteyi degerlendirmek dort sekilde yapilmaktadir;

a) Canhlik testleri: Toksisite sonucu kiiltiirde canli olan hiicre seviyesinin
belirlenmesini saglar. Notral kirmizi, tripan mavisi ve floresan gibi canlilik testleri kisa
stireli olup hizli ve kolay uygulanmaktadir.

b)Yasam testleri: Uzun siirede olusan toksisitenin etkilerini incelemek igin
kullanilmaktadir. Bu amag¢ i¢in kullanilan metot az hiicre yogunlugunda koloni
olusturma seviyesidir.

c) Proliferasyon testleri: Kiiltiirlerdeki hiicrelerin birkag giin sonraki sayimmi ile
materyalin bir¢cok bileseninin hiicre proliferasyonuna etkisini belirlemeyi saglamaktadir.
Bu amagla kullanilan yontemlere H-timidin testi ve bromodeoksiuridin
immunohistokimyasal teknikleri 6rnek verilmektedir (Freshney 2005)

d) Metabolizma degerlendirme testleri: Fazla yogunluktaki hiicrelerin
degerlendirilmesi, hiicre sayisindaki kesin artig, toplam protein miktar1 veya DNA
artiginin belirlenmesini saglayan testlerdir (Tuncer ve Demirci 2011). Bu testler ile uzun
stirede meydana gelecek hasar1 anlamak igin hiicrelerin metabolik seviyeleri
ol¢iilmektedir (Jenkins 1999) Hiicrelerin canliliklari bu testlerde mikroplaka okuyucu
spektrofotometre yardimi ile plakalarin dogrudan Olcililmesine izin vererek
belirlenmektedir (Weyermann et al. 2005; Tuncer ve Demirci 2011). Bu testlerden
baslicalar1 -(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ve laktat
dehidrojenaz (LDH) salinim1’dur.

MTT testi

MTT deneyi ilk olarak 1983 yilinda Mosman tarafindan gelistirilen hiicre kiiltiirlerinin
toksik maddelere maruz kaldiktan sonra sitotoksisite proliferasyonu veya hiicre
canliligin1 6lgmek icin basit bir kolorimetrik bir yontemdir. MTT mitokondri i¢inde

mitokondriyal dehidrojenaz enzimi ile tetrazolyum halkasinin ayrilmasi ile ¢oziilmeyen
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mor bir formazana doniistliriilen ve suda ¢oziilebilen bir tetrazolyum tuzdur (Pozzolini
et al. 2003; Fotakis and Timbrell 2006). MTT deneyi mitokondriyal dehidrojenaz
faaliyetlerinin  degisiklikleri ile hiicre =zar1 {izerindeki etkilerini gostermektedir
(Mosmann 1983). Eklenen materyalin sitotoksik etkisiyle hiicrede dehidrojenaz
aktivitesinin etkilenmesiyle mavi renkli formazan olusmaz, formazan olusumu sadece
aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde vardir. Ciinkii formazan {iriinti hiicre
zarlarina kars1 gecirgen oldugu igin sadece canli hiicrede birikmektedir (Fotakis and

Timbrell 2006; Tuncer ve Demirci 2011).

LDH salinim testi

Kolorimetrik bir sitotoksisite yontemi olan LDH salinimi testi, saglikli hiicrelerde
sitoplazmada bulunan esansiyel bir enzim olan LDH enziminin, hiicre zarinin hasar
gbrmesi sonucu ortama salinan enzimin kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanan
bir sitotoksisite yontemidir (Bilgin et al. 2002; Moharamzadeh et al. 2009). Salinan
LDH miktar lize edilen veya hasarli olan hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir (Babson
and Phillips 1965). Sitotoksisite ¢alismalarinda materyale maruz kalan hiicrelerin LDH
salinma yiizdesi, pozitif kontrol hiicrelerin maksimum LDH salinimlar ile
karsilagtirilarak hesaplanmaktadir (Reichl et al. 2001; Quinlan et al. 2002; Issa et al.
2004). LDH salinimindaki bir artig, hiicre membranlarinin oksidatif hasarli oldugunu
gosteren bir isarettir. Marc ve arkadaslar1 (1991) belirli bir hiicre tipi i¢in verilen kiiltiir
kosullar1 altinda hiicre basina LDH igeriginin sabit kaldigini1 gdstermistir. Ancak
hiicrelerin LDH igeriginin karbon kaynag tiirii ve pH dahil olmak tizere ¢esitli kiiltiir
parametreleri tarafindan etkilendigi kaydedilmistir (Marc et al. 1991; Thomas et al.
1993; Cartwright 1994; Yildiz vd 1999).

Yukarida verilen literatiir bulgular1 dikkate alinarak sunlar soylenebilir:

- Nanopartikiillerin benzersiz 6zelliklerinden dolay1 biyoloji, fizik, kimya, tip ve

daha bir¢ok alanda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.
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- Nanopartikiillerin yaygin kullaniomima ragmen biyolojik etkileri tam olarak
bilinmemektedir.

- Telliir nanopartikiilleri ilgi ¢eken 6zelliklerinden dolay1 yaygin olarak kullanilan bir
nanomalzemedir.

- Nano boyuttaki partikiiller makro boyuttaki partikiillerden farkli 6zelliklere sahip
olduklarindan dolay1 farkli biyolojik etkilere neden olmaktadirlar.

- Telliir nanopartikiillerinin biyolojik etkileri hakkinda literatiirde smirli diizeyde

bilgi mevcuttur.

Bu nedenlerle, mevcut tez ¢alismasi kapsaminda; TeO; nanopartikiiliiniin nanotoksisite
potansiyelinin hiicre canliligt (MTT ve LDH testleri) analizleri ve biyokimyasal

parametreler (TAK ve TOD) kullanilarak ilk kez arastirilmasi amaglanmustir.



20

2. KAYNAK OZETLERI

Hussayn et al. (2005) farkli boyutlardaki birgok degisik nanopartikiiliin (Ag, molibden
trioksit (MoOg), Al, demir(ll,111)oksit (Fe3O4), kadmiyum oksit (CdO), mangan(IV)oksit
(MnQOy), tungsten (W)) sigan karaciger hiicre hattinda (BRL3A) toksik etki potansiyelini
arastirmiglardir. Toksik degerlendirmeler i¢in hiicre morfolojisi, MTT ve LDH salinim
testleri, GSH, ROS ve mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) maruziyet kosullar
altinda degerlendirmislerdir. Elde edile verilere gore; GSH diizeyinde ve MMP'de
onemli bir azalis olurken, ROS iiretiminde artis oldugunu tespit etmislerdir. MTT
analizinde Ag nanopartikiillerinin doza bagli olarak sitotoksisite sagladigini, diger
nanopartikiillerin ise test edilen dozlarda sitotoksisite de dnemli bir artig gostermedigini
rapor etmislerdir. Toksisite degerlendirmeleri sonucu Ag nanopartikiiliiniin ¢ok toksik
oldugu, MoOj3 orta derecede bir toksik etkisinin oldugu, Fe;O4, Al, MNO;, ve W test
edilen dozlarda yok denilecek kadar az toksik etkiye sahip oldugu kaydedilmistir.
Ayrica yapilan mikroskobik calismalarda yiiksek dozlarda nanopartikiillere maruz kalan
hiicrelerin diizensiz bir sekle sahip oldugu, hiicresel biiziilme gdsterdigi ve boyutunda

anormallikler meydana geldigi tespit edilmistir.

Stolle et al. (2005) bu ¢alismada in vitro germ hattinda nanotoksikolojiyi incelemek i¢in
bir model olarak fare spermatogoniyal kok hiicre hattinin uygunlugunu degerlendirmeyi
amaglamiglardir. Bu hiicrelerde nanopartikiillerin farkli tiplerinin (Ag, MoOs, Al)
etkileri 151k mikroskopu, hiicre ¢ogalmasi ve standart sitotoksisite deneyleri ile
degerlendirmislerdir. Degerlendirmeler sonucunda, 15 nm boyutundaki Ag
nanopartikiiline maruziyet sonucu mitokondriyal fonksiyonda ve hiicre canlilifinda
onemli o6l¢iide azalma oldugu, Mo0O;z; nanopartikiilleri 50 pg/mL ve iizerindeki
konsantrasyonlarda metebolik aktivite iizerinde toksik etki olusturdugu tespit edilmistir.
Sonug olarak test edilen pargaciklarin tiim tipleri i¢in konsantrasyona bagl toksisisteye

sahip olduklarini rapor etmislerdir.

Lin et al. (2006) iki farkli boyuttaki (15 nm-46 nm) silika nanopartikiillerinin

sitotoksisitesini kiiltiirlenmis insan bronkoalveol karsinom tiirevi olan hiicreler {izerinde
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pozitif kontrol olarak kristalin silika kullanilarak arastirmislardir. ROS, glutatyon,
malondialdehit ve LDH’1 iceren sitotoksisite ve oksidatif stresin gostergelerini kantitatif
olarak degerlendirmislerdir. Elde edilen verilere gore, silika nanopartikiillerine maruz
kalan hiicrelerde LDH saliniminda, malondialdehitte, ROS iiretiminde artis olurken,
GSH seviyelerin de azalma oldugu kaydedilmistir. Ayrica, silika nanopartikiillerinin

doza ve zamana bagli olarak hiicre canliliin1 azalttigini da tespit etmislerdir.

Jeng and Swanson (2006) yaptiklar1 ¢alismada farkli boyuttaki (30 nm-45 nm) metal
oksit nanopartikiillerinin (titanyum oksit (TiO,), ¢inko oksit (ZnO), Fe3O4 aluminyum
oksit (Al,03) ve krom trioksidin (CrO3)) Noro-2A hiicreleri tizerindeki doza bagli olarak
toksik etki potansiyelini arastirmiglardir. Toksik degerlendirmeler i¢in hiicre
morfolojisi, MTT, LDH, plazma membraninin gegirgenligi ve apoptoz maruziyet
kosullar1 altinda degerlendirilmistir. Toksik degerlendirmeler sonucunda ZnO
nanopartikiiliiniin hiicre canliligini azaltirken, LDH salinimini artirdigini; Fe304 Al,Os3,
TiO; nanopartikiillerinin 200 pg/mL konsantrasyona kadar hiicre canliligina ve LDH
salinimina 6nemli bir etki etmedigini tespit etmislerdir. Bu sonuglara gore; test edilen
konsantrasyonlarda CrO3 nanopartikiiliiniin toksik olmadigi; ZnO nanopartikiiliiniin ¢ok
toksik oldugu; Al,O3; nanopartikiiliiniin orta derecede toksik iken Fe3O, ve TiO;
nanopartikiillerinin ¢ok az toksik olduklarni rapor etmislerdir. Ayrica, mikroskopik
caligmalar ile 100 pg/mL’den daha fazla konsantrasyonlarda nanopartikiillere maruz

kalan Noro-2A hiicrelerinin boyutlarinda anormallikler oldugu ortaya konmustur.

Pan et al. (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada farkli boyutlardaki (0,8-15 nm) trifenilfosfin
tirevleri tarafindan stabilize olan suda ¢oziiniir altin (Au) nanopartikiillerinin sigan
fibroblast (L929), epitel (HeLa), monositik/makrofaj (J774A1) ve melanom (SK-Mel-
28) hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini MTT analizi ile test etmislerdir. 1,4 nm Au
nanopartikiiliine maruz kalan hiicrelerde nekroz ile hizli hiicre 6liimii gerceklesirken;
1,2 nm Au nanopartikiiliine maruz kalan hiicreler ise apoptoz ile hiicre Oliimiine
programlanmis oldugunu rapor etmislerdir. 15 nm boyutundaki Au nanopartikiillerinin

toksik olmadigini tespit etmislerdir.
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Arora et al. (2008) insan deris/karsinoma (HT-1080) ve fibroblast (A431) hiicreleri
tizerinde 7-20 nm boyutlarindaki kiiresel Ag nanopartikiillerinin (SNP) in vitro
etkilesimlerini arastirmislardir. Arastirma sonucunda her iki hiicre hattinda da GSH ve
SOD enzimlerini azaltarak ve lipid peroksidayonunda onemli artisa sebep olarak hiicre
canliligini azalttigt XTT yontemi ile belirlenmis olup her iki hiicre tipi i¢in de
sitotoksisite gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica A431 hiicrelerinde CAT ve GPXx
enzim seviyelerinde herhangi bir degisiklik olmadigimi kaydetmislerdir. 6 pg/mL’ye
kadar Ag nanopartikiillerine maruz kalan her iki hiicre tipinin morfolojisinde herhangi
bir degisiklik yapmamistir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda (6-50 ug/mL) hiicreler de
biiziilme, c¢ok yiizlilik ve yuvarlaklasma gibi morfolojik degisikliklerin meydana
geldigini kaydetmislerdir.

Carlson et al. (2008) farkli boyutlardaki (15-30-50 nm) aktif Ag nanopartikiillerine
maruz kalan alveolar makrofaj hiicrelerindeki hiicresel etkilesimlerini degerlendirmeyi
amagclamiglardir. MTT testi sonucuna gore, Ag-15 nm ve Ag-30 nm boyutlarindaki
nanopartikiillerin diisiik dozlarda, Ag-50 nm boyutundaki nanopartikiillerin ise sadece
en yiiksek dozda hiicre canlilifini azalttigini tespit etmislerdir. Nanopartikiiliin 15 nm ve
30 nm'lik artan konsantrasyonlarina maruz kalan kiiltiirlerde GSH diizeyinde azalma
olurken, ROS iiretiminde artis oldugu tespit edilmistir. Ayrica aymi ¢aligmada 50
png/mL'lik Ag-15nm nanopartikiillere maruz kalan alveolar makrofaj hiicrelerinde ROS

seviyelerini 10 kattan daha fazla arttirarak oksidatif strese yol actig1 da rapor edilmistir.

Lai et al. (2008) TiO, ve diger metal oksit (ZnO, magnezyum oksit (MgO))
nanopartikiillere maruziyetin insan astostoma (U87) ve fibroblast (HFF-1) hiicreleri
lizerine sitotoksik etkilerini aragtirmiglardir. TiO, mikro ve nanopartikiiller
konsantrasyonla iligkili bir sekilde insan hiicrelerinde hiicre 6liimiine neden oldugunu
MTT testi ile bulmusturlar. Ayrica US87 hiicrelerinde hiicre o6liimiinde ZnO
nanopartikiillerinin en etkili oldugu, TiO; nanopartikiillerinin ikinci olarak etkili oldugu

ve MgO nanopartikiillerinin en az etkili oldugunu tespit etmislerdir.
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Park (2008) farkli konsantrasyonlarda 21 nm boyutundaki titanyum dioksit (TiO,)
nanopartikiillerinin toksisitesini insan brons epitel hiicreleri (BEAS-2B) iizerinde
degerlendirmislerdir. Nanopartikiillere maruziyetin ROS artisina, GSH azalmasina,
oksidatif stresle iliskili olan genlerin (hemo oksijenaz-1, tioredoksin rediiktaz,
glutatyon-S-transferaz, katalaz, hipoksi) indiiklenmesine yol agtigi tespit edilmistir.
Hiicrelerin  apoptozisinde o6nemli bir rol oynayan kaspaz-3 enzimi TiO;
nanopartikiillerine maruz kaldiktan sonra artmistir. Ayrica MTT testi sonucunda TiO,
nanopartikiillerinin doza ve zamana bagli olarak hiicre canlhiligim azalttigini

kaydetmislerdir.

Napierska et al. (2009) farkli boyutlardaki monodispers amorf kiiresel silika
nanoparcaciklarinin endotel hiicrelerinin (EAHY926) canlilig1 {izerine etkilerini
inceleyerek silika nanopartikiillerine maruz kalan EAHY926 hiicrelerinde hiicre

yasaminda azalmaya ve sitotoksik tehlikelere neden oldugu sonucuna varmislardir.

Wang et al. (2009) farkli boyutlardaki (20 ve 50 nm) silika nanopartikiillerinin
sitotoksisitesini insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293) iizerinde c¢aligsmislardir.
Hiicre canlilifi mitokondriyal fonksiyon, hiicre morfolijisi, ROS, GSH, tiyobarbitiirik
asit reaktif maddesi, hiicre dongiisii ve apoptozu silikaya maruz kalma sartlarinda
degerlendirmislerdir. Sonug¢ olarak 20 nm veya 50 nm silika nanopartikiillere maruz
kalan HEK293 hiicrelerinde ROS artarken, GSH ve hiicre canliliginda azalma oldugunu
tespit etmislerdir. Ayrica morfolojik incelemeler sonucunda SiO; nanopartikiillere
maruziyetten sonra hiicrelerin biiziildiigiinii ve niikleer yogunlagsmanin arttigini rapor

etmistirler.

Ahamed (2011) 24-48 saatlik insan akciger AS549 hiicreleri {izerine farkl
konsantrasyonlarda iyi karakterize olmus nikel nanopartikiiliiniin toksik etkilerini
arastirmiglardir. Toksik degerlendirmeler icin MTT, LDH, GSH, ROS, lipit
peroksidasyon (LPO) ve kaspaz-3- aktivitesini maruz kalma sartlarinda belirlemislerdir.
MTT sonuglarina gore nikel nanopartikiiliiniin mitokondriyal fonksiyonlar1 azalttigini

tespit etmislerdir. A549 hiicrelerinin 2, 5, 10 ve 25 pg/mL kosantrasyonlarda nikel
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nanopartikiillerine maruz kalmasi sonucu LDH salinimin da 6nemli dl¢iide artis oldugu
gozlenmistir. Ayrica nikel nanopartikiillerinin A549 hiicrelerinde LPO ve ROS
iiretimini artirarak ve GSH’1in azalmasina neden olarak doz ve zamana bagh oksidatif

strese yol actigini tespit etmislerdir.

Sun et al. (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada farkli konsantrasyonlarda (0,001-100 pg/mL)
demir(lll)oksit (Fe;O3), Fes04 Al,O3, MgO, ve bakir (II) oksit (CuO)
nanopartikiillerinin toksik etki potansiyelini insan kalp mikrovaskiiler endotel
(HCMECs) hiicreleri ilizerinde MTT testi, LDH salinim testi ve ROS iiretimini
maruziyet durumlart altinda arastirmiglardir. MTT, LDH salinimi ve ROS {iretimi
sonuglarina gore; ZnO, CuO ve MgO nanopartikiillerinin doza ve zamana bagli olarak
hiicre canliligint azalttigi, LDH salimiminda ve ROS iiretiminde artisa neden oldugu;
Fe,03, Fe304 ve Al,O3 nanopartikiilerinin hiicre canliligina, LDH salinimina ve ROS
tiretimine 6nemli bir etki yapmadiklarini tespit etmislerdir. Bu veriler 1s18inda; doza ve
zaman bagli olarak ZnO, MgO, CuO nanopartikiillerinin toksik oldugunu, Fe,;03, Fe30y,

Al,0O3 naopartikiillerinin toksik olmadiklarini rapor etmislerdir.

Suliman et al. (2013) Ag nanopartikiillerinin sitotoksik etkilerini A549 insan akciger
epitel hiicreleri lizerinde MTT ve LDH yontemlerini kullanarak arastirmiglardir. Ag
nanopartikiillerinin ROS iiretimini, LPO olusumunu, SOD ve CAT sentezlenmesini
arttirarak, LDH salimimmi ve GSH sentezini azaltarak doza ve zamana bagli olarak

hiicre canliliginin azaldig tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullanmilan Kimyasallar

Aragtirmalar esnasinda kullanilan kimyasal maddeler ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Aragtirmalar sirasinda kullanilan kimyasallar

Malzemenin Adi Temin Edildikleri Firmalar
Penisilin-streptomisin (100 ml) Sigma® , USA

Fetal Bovine serum (100 ml) Sigma®

Karyotipik medyum (100 ml) GIBCO® , USA

Fikoll Stemcell® , USA

Fosfat tamponlu salin (PBS) MP Biomedicals® , Almanya
LDH sitotoksisite deney Kiti Cell Biolabs®, USA

MTT hiicre ¢ogalmasi deney kiti Milipore®, Almanya
[zopropanol Sigma-Aldrich®

Hidroklorik (HCI) asit Sigma-Aldrich®
Triton-X-100 Sigma-Aldrich®

Sodyum kloriir(NaClI) Merck, Darmstadt®, Almanya

Total antioksidan kapasite (TAK) Kiti Rel Assay Diagnostics®, Tiirkiye

Total oksidan durum (TOD) kiti Rel Assay Diagnostics®

Potasyum hidrojen fosfat (KH2POy,) Sigma-Aldrich®

Sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) Sigma-Aldrich®

Trypan Blue Soliisyonu Sigma-Aldrich®

48 kuyucuklu plate Costar (Sigma-Aldrich®), Almanya

RPMI-1640 medyum Lonza®, USA
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3.2. Kullamilan Aletler ve Cihazlar

Arastirmalar sirasinda kullanilan aletler ve cihazlar Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Aragtirmalar stiresince kullanilan aletler ve cihazlar

Aletler ve Cihazlar Temin Edildikleri Firmalar
Sogutucu Edesa, Ispanya

Santrifiij Hettich, Almanya

Isik Mikroskobu Zeiss, Almanya

Steril Kabin Esco, USA

Hassas Terazi Unibloc (Shimadzu), Japonya
Karbondioksitli Etiiv Esco, USA

Mikroplayt Okuyucu Epoch bio-tek, USA
Otomatik Pipet Finpipette Labsystems, Finlandiya
Taramal1 Elektron Mikroskobu | Jeol Jsm-6610, USA

X-Isin Difraktometresi Rigaku SmartLAb, Japonya

3.3. Kullanilan Cozelti ve Hazirlamisi

Fosfat tamponlu salin’in (PBS) hazirlamis1 (pH: 7)

8 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 0,2 gr KH,PO4 ve 2,32 gr Na;HPOy alindi ve 1 litre distile suda

¢oziildii. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.
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3.4. Kan orneklerinin alinmasi ve Kiiltiirlerin kurulmasi

Bu c¢alismaya sigara ve alkol kullanmayan, belirli bir hastaligi ve mesleki maruziyetleri
bulunmayan (fiziksel veya kimyasal ajanlara maruz kalmamis) yas araligi 20-25 olan
gontlli 7 erkek birey dahil edildi. Heparinize enjektore alinan periferik kan numuneleri,
Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Genetik ve Doku Kiiltirii Arastirma Laboratuarlarinda es zamanli olarak yiritiilen

biyokimyasal ve sitotoksik aragtirmalarda kullanildi.

Yapilan 6n ¢alismalardan elde edilen sonuglar ve literatiir bilgileri dogrultusunda TeO
nanopartikiiliiniin kiiltiirlere uygulanacak konsantrasyon miktarlar1 tespit edildi. Test
edilen TeO; nanopartikiiliiniin kiiltiirlere uygulanan konsantrasyonlari; 0, 2.5, 5, 10, 20,
40, 80, 160, 320, 640, 1280 mg/L olarak belirlendi. Sitotoksisite ve biyokimyasal
arastirmalar 72 saatlik tam kan kiiltiirleri iizerinde yapildi. 72 saatin sonunda kiiltiirler
sonlandirilarak uygulanacak olan test tekniklerine uygun prosediirler izlendi. Kontrol
grubu olarak kurulan kiiltiirlere herhangi bir nanopartikiil eklenmedi. Ayrica MTT ve
LDH salimim testleri i¢in pozitif kontrol olarak Triton X-100 soliisyon; toplam
antioksidan kapasitesi analizlerinde pozitif kontrol olarak askorbik asit (10uM); toplam
oksidan durum analizlerinde pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (H.Oz (25 pM)
kullanildi.

3.5. Lenfosit izolasyonu

Kan heparinize siringa ic¢ine alindi. Santrifiij tlipine 12 mL kan hiicresi, 12 mL PBS
eklenerek 1000 rpm’de 20°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Bir baska steril tiipe 8 mL
fikol konuldu. PBS ekli kan yavasga fikoliin iizerine tiipiin kenarindan ilave edilerek
400 rpm’de 20°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra dort farkli katman
olustugu gozlendi. En iistteki katman uzaklastirildi. Kalan tabakalar bos falkon tiipiline
alindi ve 10 mL PBS ile karistirildi. Tiipler 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
supernatant uzaklastirildi. Tiip RPMI-1640 medyum ile dolduruldu. 1500 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirilarak toplam hacim RPMI ve %10’luk



28

PBS ile 5 mL’ye tamamlandi. Tip karistirildi 10 uL 6rnek bir tiipe alindi. Bu tiipe 90
uL trypon blue soliisyonu eklenerek 1sik mikroskobu vasitasiyla thoma lamiyla hiicre
sayimi yapildi. Daha sonra 48’lik plakanin her bir kuyucuguna 20 pL hiicre aktarildi.
Aktarilan bu hiicreler {izerine penisilin streptomisin ve fetal bovin serum (330 uL) ile
belirlenen miktarlarda TeO, nanopartikiilii ilave edilerek 37°C %5’lik CO;’li etiivde

karanlik ortamda 72 saat siire ile kiiltiirii yapildi.

3.6. TeO, Nanopartikiiliiniin Temini

Calismada kullanilan TeO; mikro-nanopartikiiliic Sigma Aldrich (USA) firmasindan
ticari olarak satin alinmigtir. (CaS NO:7446-07-3)

Sekil 3.1. TeOy’nin stok ve seyreltik sulu ¢ozeltileri

Molekiil agirligi 159,60 gr olan malzemenin safsizhigi  %99,995°tir. Partikiil
biiytikliikleri 150 nm ile 1 mikron arasinda degigsmektedir.
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3.7. TeO, Nanopartkiiliiniin Karakterizasyonu

Temin edilen TeO, nanopartkiilin morfolojisini tayin etmek i¢in XRD ve SEM

analizleri yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda, TeO;, mikro-nanopartikiil XRD analizlerinde

Rigaku SmartLAb X 1sin difraktometresi kullanilmis ve XRD analiz 6lgiim

parametreleri Cizelge 3.3’de, analiz sonuglar1 Sekil 3.2 ve Cizelge 3.4’de gosterilmistir.

Orneklerin SEM gériintiileri Jeo Jsm-6610 marka SEM cihazinda ile elde edilmistir.

Analiz sonuglar1 Sekil 3.3 ve 3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. TeO, mikro-nanopartikiiliine ait XRD analizi i¢in dl¢iim parametreleri

X-Ray 40 kV,30 mA  Scan speed / Duration  5.0985 deg./min.
time

Goniometer Step width 0.0200 deg.

Attachment - Scan axis 2Theta/Theta

Fitler Cu_K-beta Scan range 4.0000 - 90.0000 deg.

CBO selection slit - Incident slit 0.500mm

Diffrected beam mono  None Length limiting slit -

Detector D/teX Ultra 250 Receiving slit #1 20.000mm

Scan mode CONTINUOUS Receiving slit #2 20.000mm
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Sekil 3.2. TeO,’ye ait XRD deseni

Sekil 3.2’de TeO, mikro-nanopartikiile ait XRD analiz sonuglari goriilmektedir.
Sekilden en siddetli piklerin, (110) diizleminde 26=26,198’de, (102) diizleminde
29,9368°’de,(201) diizleminde 48,6004°’de oldugu goriilmektedir. Acilar, 1CDD
tarafindan olusturulan JCPDS standartlarina gore 21-1272 JCPDS kart numarasi

uyumluluk gdstermektedir.



Cizelge 3.4. TeO, mikro-nanopartikiiliine ait XRD deseninde yansima veren diizlemlere
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ait pik listesi
No. 2theta(deg) | d(ang.) Z:Eil?:tts) (F(YEVQ?M :zgulnts deg) Int.W(deg)
1 21.867(5) | 4.0613(9) | 906(30) 0.077(5) 93(2) 0.102(6)
2 26.198(3) 3.3989(4) 8823(94) 0.050(3) 636(13) 0.072(2)
3 26.995(19) | 3.300(2) 77(9) 0.08(3) 8.5(16) 0.11(3)
4 28.751(3) 3.1026(3) 1407(38) 0.054(3) 107(3) 0.076(4)
5 29.9368(18) | 2.98234(17) | 12763(113) | 0.0632(16) | 1068(14) | 0.0837(19)
6 35.382(8) 2.5349(6) 159(13) 0.055(7) 11.6(9) 0.073(12)
7 37.391(3) 2.40313(18) | 1394(37) 0.098(4) 191(3) 0.137(6)
8 39.272(16) | 2.2923(9) 127(11) 0.141(16) 20.8(14) 0.16(3)
9 41.986(7) 2.1502(3) 123(11) 0.059(9) 11.4(10) 0.093(16)
10 43.712(4) 2.06918(19) | 413(20) 0.084(4) 49.4(13) 0.120(9)
11 44.536(4) 2.03277(18) | 101(10) 0.060(10) 9.0(10) 0.089(18)
12 47.777(2) 1.90216(9) | 975(31) 0.049(3) 73.2(15) 0.075(4)
13 48.6004(18) | 1.87184(6) | 5341(73) 0.0805(15) | 593(5) 0.111(3)
14 53.8857(19) | 1.70005(5) | 1179(34) 0.056(2) 91.5(14) 0.078(3)
15 55.2833(19) | 1.66034(5) | 2457(50) 0.0681(18) | 228(3) 0.093(3)
16 56.027(4) 1.64005(10) | 343(19) 0.075(5) 38.7(11) 0.113(9)
17 58.825(9) 1.5685(2) 234(15) 0.115(9) 39.2(15) 0.168(18)
18 60.880(5) 1.52042(10) | 700(26) 0.116(5) 121(2) 0.173(9)
19 62.166(3) 1.49201(6) | 1404(37) 0.101(2) 187(3) 0.133(5)




Cizelge 3.4. (devam)

No. |2theta(deg) |d(ang.) ZEE::s) FWHM (deg) E:;u'ms deg) |
20 [62864(4)  |L4T71L®)  |1051(32)  [0.133(3) 190(3) 0.181(8)
21 [64126(13) |1.4511(9) 75(9) 0.069(13) 6.0(10) 0.08(2)
22 [66.107(6)  |1.41220(11)  |225(15)  |0.058(8) 21.0(10)  |0.093(11)
23 [60278(12) |1.3552(2) 130(11)  |0.136(11) 230(13) _ |0.18(3)
24 |71.784(8)  |L31391(13)  |212(15)  |0.099(8) 200(13) _ |0.137(16)
25 [72.380(10) |1.30457(15)  |168(13)  |0.105(13) 204(12)  |0.1802)
26 |73.604(10) |1.28586(14)  |71(8) 0.062(15) 6.709) 0.092)
27 |74830(4)  |1.26781(5)  |457(2)  |0.073(d) 475(13)  |0.104(8)
28 |75458(3)  |1.25881(8)  |94131)  [0.077(3) 1120(17) _ |0.119(6)
29 [76618(10) |1.24261(13)  |69(8) 0.070(15) 6.7(9) 0.103)
30 |77.807(3)  |1.22657(8)  |650(25)  |0.073(4) 713(14)  |0.110(6)
31 [79.72(3)  |1.2018(4) 50(7) 0.28(4) 149(17)  |0.30(9)
32 [80.838(4)  |L18804(5)  |679(26)  |0.126(5) 12902) 0.190(10)
33 [81480(16) |1.18029(19)  |155(12)  |0.096(13) 205(14)  |0.133(19)
34 [83841(17) |L.15297(19)  |111(11)  [0.183(17) 29.0(14)  |0.26(3)
35 [85500(11) |L1.13373(12)  |123(11)  |0.098(11) 15310 [0120)
36 [86.778(7)  |L.12133(7)  |116(11) _ |0.078(9) 11.7(12)  [0.101(19)
37 |87.354(12) |L11541(12)  |202(14)  |0.218(14) 59(2) 0.293)
38 [89.666(5)  |L.09255(5)  |608(25)  |0.102(6) 832) 0.137(10)
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Sekil 3.4. TeO, mikro-nanopartikiillerinin SEM gériintiileri (2)

Sekil 3.3 ve 3.4°de TeO,’ye ait SEM analiz sonuglar1 goriilmektedir. Tiim yiizeyin TeO,
ile kaplanmis oldugu ve homojen bir sekilde yiizeye dagildig1 gézlenmistir.
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3.8. Sitotoksisite Testleri

3.8.1. MTT testi

Kolorimetrik bir sitotoksisite tayin yontemi olan MTT testi hiicre canliligini
Olgmektedir. MTT sar1 renkli suda ¢6ziinebilen tetrazolyum tuzdur (Pozzolini et al.
2003). Tetrazolyum tuzlari memlilerden mikrobiyal orjinlere kadar gesitlilik gosteren
hiicrelerin metabolik aktivitesini dlgmek i¢in hiicre biyolojisinde ¢ok yaygin olarak
kullanilan araglardir (Berridge et al. 2005). MTT metabolik olarak aktif hiicrelerin
tetrazolyum tuzu indirgeyerek ¢éziinmeyen mavi MTT formazan iriiniine doniistiirerek
mitokondriyal dehidrojenaz tarafindan alinimina ve azaltilmasina dayanan bir yontemdir
(Stockert et al. 2012). Bu deneyde hiicre canliligini1 6lgmek igin kullanilan MTT kitinin

bilesenleri;

e Reaktif A: 50 mg/ vial.
e (Cozelti B: PBS pH 7.4, 15 mL
e Diger malzemeler: 0,004 N HCL ile izopropanol

Hiicreler 48’lik plakanin her bir kuyucuguna 100 pL kiiltiir medyumu igerisinde 10°
hiicre bulunacak sekilde, test bilesigi ile birlikte ve test bilesigi olmadan ekildi.
Hiicrelerin 37°C’de, %5’lik CO2’li etiivde 72 saat siire ile kiiltlirii yapildi. 72 saatin
sonunda plakanin her bir kuyucuguna pipet yardimiyla 10 pl reaktif A ve B
karistirtlarak olusturulan soliisyondan ilave edildi. Hiicreler etiivde (37°C, %5 CO,) 4
saat inkiibe edildi. Inkiibe edildikten sonra olusan formazan kuyucuklarin dibinde siyah
kristaller halinde goriildii. Daha sonra 14,95 mL izopropanol alkol ile 50 pul HCI ilave
edilerek olusturulan karisimdan 100 pl alinarak plakanin her bir kuyucuguna ilave
edildi. Her bir numunenin absorbansi mikroplaka okuyucu kullanilarak 570 nm’de

okundu.
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3.8.2. LDH Salinim testi

Bu kolorimetrik sitotoksisite testi laktat dehidrojenaz enzim miktarini 6lgmektedir.
Hiicre sitotoksisitesinin Ol¢limii ve izlenmesi hiicre tabanli aragtirma odakli herhangi bir
laboratuarda kullanilan 6nemli bir yontemdir (Moharamzadeh et al. 2009). Hiicre 6liimii
icin bir parametre hasarli hiicreler tarafindan serbest birakilmis sitoplazmik bir enzim
olan LDH ile dlgiilebilen hiicre zar1 biitiinliigiidiir. Plazma zarinin hasar1 iizerine hiicre
kiltlirii stipernatant igine hizli bir sekilde LDH salinir ve LDH sitotoksisite maddesi ile
tespit edilmektedir (Korzeniewski and Callerwaert 1983). Bu c¢alismada LDH

aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilan LDH kitinin bilesenleri;

e LDH reaktifi=10 mL
e Triton X-100 soliisyon=10 mL

0,1-20x10° kan ve HPAEpiC hiicre/mL igeren bir hiicre siispansiyonu hazirlandu.
Hazirlanan bu hiicre siispansiyonundan 48 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasinin her
kuyucuguna 150 pl ilave edildikten sonra 37°C’de %5’lik CO’li etlivde karanlik
ortamda 72 saat bekletildi. 72 saat sonunda farkli konsantrasyonlardaki TeO;
nanopartikiillerin ve negatif kontroliin bulundugu kuyucuklara 15 pl steril su, pozitif
kontroliin bulundugu kuyucuga is 15 pl triton X-100 soliisyonu ilave edildikten sonra
oda sicakliginda 15-20 dk bekletildi. Bir plaka okuyucu i¢in yeni 48’lik plakanin her
kuyucuguna 90 pl aktarilldi. Aktardigimiz bu karisigma LDH reaktifinden 10 pl
ekledikten sonra etiivde 3 saat inkiibe edildi. Inkiibe edildikten sonra mikroplaka
okuyucuda 450 nm’de her bir numunenin absorbansi okundu. Bu okuma sonucunda elde

edilen absorbans degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

LDH (%Relatif Sitotoksisite)=[AOrnegin Abs. Degeri-ANegatif Kontrol Abs. Degeri
J/[APozitif Kontrol Abs Degeri-ANegatif Kontrol Abs. Degeri ]x100
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3.9. Biyokimyasal analizler

TeO; nanopartikiillerinin doza bagli olarak insan akciger ve tam kan hiicre kiiltiirleri
lizerine biyokimyasal etkilerini degerlendirmek icin total antioksidan kapasitesi ve

toplam oksidan durumu 6l¢iildii.

3.9.1. Toplam antioksidan kapasitesi (TAK)

TAK serbest radikallere karsi viicudun genel antioksidan durumu hakkinda bilgi
vermeye dayanan bir yontemdir. Cesitli yontemler TAK 6lgmek igin gelistirilmistir.
Cok yaygin bir sekilde kullanilan kolorimetrik metodlar 2,2-azinobis (3-ethylbenzo-
thiazolin-6-sulfonate) ABTS" temelli metodlardir (Erel 2004).

Bu deneyde TAK, Erel (2004) tarafindan gelistirilen ticari kitler kullanilarak 6l¢iildii.

Kit Bilesenleri;

e Reaktif I soliisyonu = 50 ml
e  Reaktif 2 soliisyonu = 10 ml
e Standart 1 soliisyonu =10 ml

e Standart 1 soliisyonu= 10 ml

30 pl TeO; nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarinin bulundugu 48°lik plakanin her
kuyucuguna 500 pl Reaktif 1 sollisyonundan ilave edilerek mikroplaka okuyucuda 660
nm’de ilk absorbansi okundu. Sonra ayni kuyucuklara Reaktif 2 soliisyonundan 75 pl
eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletildi. 10 dakika sonunda mikroplaka okuyucuda
660 nm’de ikinci kez absorbansi okundu. Bu iki okuma sonucunda elde edilen
absorbans degerleri asagidaki formiil kullanilarak TAK diizeyleri mmol Trolox Equiv./L

cinsinden tespit edildi.
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TAK (mmol Trolox Equiv./L)=[(AStandart 1’in degeri)-(AOrnegin degeri]/[(AStandart
1’in degeri)—(AStandart 2 nin absorbans1)]x20

3.9.2. Toplam oksidan durumu (TOD)

Bu yontem asidik ortam iginde gesitli oksitleyici tiirlerin varliginda ferrik iyonuna
ferroz iyonunun oksidasyonu ve Xylenol orange tarafindan demir iyonu o&l¢liimii
temeline dayanmaktadir. Bu yontemde oksitleyiciler ferroz iyon-0-dianisidin
kompleksini ferrik iyona oksitlerler. Uretilen ferrik iyonlar Xylenol orange ile beraber
renkli bir kompleks olustururlar. Renk yogunlugu oksidan miktar1 ile iliskili olup

spektrofotometrik olarak dlgiilerek degerlendirme yapilir (Herken et al. 2009).

Bu deneyde TOD, Erel (2005) tarafindan gelistirilen ticari kitler kullanilarak 6l¢iildii.

Kit Bilesenleri

e Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
e Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
e Standard 1 Soliisyonu: 10 ml

e Standard 2 Soliisyonu: 10 ml

75 ul TeO, nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarinin bulundugu 48’lik plakanin her
kuyucuguna 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan ilave edilerek mikroplaka okuyucuda 530
nm’de ilk absorbanst okundu. Sonra ayni kuyucuklara Reaktif 2 soliisyonundan 25 pl
eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletildi. 10 dakikanin sonunda 530 nm’de ikinci kez
absorbansi okundu. Bu iki okuma sonucunda elde edilen absorbans degerleri asagidaki

formiil kullanilarak mmol TOD diizeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi.

TOD (umol H202Equiv./L) = (AOmegin degeri/AStandart 2’nin degeri) x (Standart 2
degeri)
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3.10. Istatiksel islemler

Calismadan elde edilen bulgularin istatiksel yonden degerlendirilmesinde S.P.S.S 18
programi kullanildi. Tespit edilen MTT ve LDH analizlerinde belirlenen ortalamalar ile
TAK ve TOD diizeylerinin kontrol ve deney gruplari arasinda degisiklik gosterip
gostermedigi varyans analizi kullanilarak belirlendi (Seymen vd 2000; Bukowska and
Kowalska 2004). Varyans analizi i¢in one way Anova testlerinden Duncan testi
kullanildi. Elde edilen veriler 0,05 anlam seviyesi goz Onilinde bulundurularak

yorumlandi.
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4. ARASTIRMA ve BULGULARI

4.1. Test Edilen TeO, Nanopartikiiliiniin in Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu
MTT Analiz Degerleri

In vitro kosullarda kontrol grubu i¢in MTT analiz degeri HPAEpiC hiicre kiiltiirleri igin
98,7+3,5 ve tam kandan eclde edilen lenfosit hiicre kiiltiirleri i¢in 99,8+5,7 olarak
bulunmustur. HPAEpiC ve lenfosit hiicre kiiltiirlerinde 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 mg/L
konsantrasyonlarindaki TeO, nanopartikiiliiniin hiicre ¢ogalmasini baskilayic1 bir etki
gostermedigi tespit edilmistir. Ancak 160, 320, 640, 1280 mg/L konsantrasyonlarindaki
TeO; nanopartikiiliiniin hiicre canlilik oranini kontrole gore onemli dl¢lide azalttigi
gozlenmistir. TeO, nanopartikiiliinin HPAEpiC ve lenfosit hiicre kiiltlirlerinde

konsantrasyonlara bagli olarak olusan MTT analiz degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

120
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Konsantrasyonlar (mg/L)

Sekil 4.1. TeO; nanopartikiil maruziyeti sonrasi gozlenen hiicre canlilik ytizdeleri
*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (*p <0.05, n=7)
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4.2. Test Edilen TeO, Nanopartikiiliiniin /n Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu
LDH Analiz Degerleri

Kontrol grubu LDH salinim degeri HPAEpiC hiicre kiiltiirleri i¢in 37,9+£0,7 ve tam kan
hiicre kiiltiirleri i¢in 35,2+0,4 olarak bulunmustur. 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 mg/L
konsantrasyonlarindaki TeO, nanopartikiilleri HPAEpiC hiicre kiiltiirlerinde LDH
salmmm  diizeyini  degistirmemistir. Ancak 160, 320, 640, 1280 mg/L
konsantrasyonlarindaki TeO, nanopartikiiliiniin LDH salimim diizeyini kontrole oranla
onemli derecede arttirmistir. Diger taraftan tam kan hiicre kiiltiirlerinde 2.5, 5, 10, 20,
40, 80, 160 mg/L konsantrasyonlart LDH salinim diizeyini degistirmemistir. Ancak 320,
640, 1280 mg/L konsantrasyonlarindaki TeO, nanopartikiiliiniin LDH salinim diizeyini
kontrole oranla 6nemli Olgiide arttirdigi tespit edilmistir. TeO, nanopartikiiliiniin
maruziyeti sonrasinda HPAEpiC ve tam kan hiicre kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagh

olarak olusan LDH aktivite degerleri Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2. TeO; nanopartikiil maruziyeti sonras1 gozlenen LDH aktivitesi
*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (*p <0.05, n=7)
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4.3. Test Edilen TeO, Nanopartikiiliiniin /n Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu
TAK Degerleri

Kontrol grubu TAK degeri, HPAEpiC hiicre kiiltiirleri i¢in 8,3+£5,0, tam kan hiicre
kiltiirleri i¢in 4,0+0,8 olarak bulunmustur. Sonu¢larimiz HPAEpiC ve tam kan hiicre
kiiltiirlerinde TeO; nanopartikiillerinin test edilen tiim konsantrasyonlarinda TAK
diizeyinde istatiksel olarak onemli diizeyde bir degisiklik yapmadigini gostermistir.
TeO; nanopartikiiliiniin farkli konsanrasyonlar1 i¢in gozlenen TAK diizeyleri Cizelge

4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. In Vitro kosullar altinda TeO, nanopartikiiliiniin olusturdugu TAK
diizeyleri

Gruplar HPAEpIC (mmol Tam Kan (mmol

Trolox Equiv./L) Trolox Equiv./L)
Kontrol 8,3+0,5 40+0,8
Kontrol * 12,4 +1,5% 6,0 £ 1,2%
2,5 mg/L 8,7+1.2 48+1,1
5 mg/L 8,4+0,8 43+0,9
10 mg/L 90+14 46+1,0
20 mg/L 8,6 £0,5 4,7+0,8
40 mg/L 89+1,2 4,4+0,9
80 mg/L 8.2+0,7 49+1,.2
160 mg/L 8,4+04 43+1,1
320 mg/L 8,5+ 1,0 45+1.2
640 mg/L 8,7+0,9 48+0,8
1280 mg/L 8,9+0,6 4,4+0,9

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (*p <0.05, n=7)
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4.4, Test Edilen TeO, Nanopartikiiliiniin /n Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu
TOD Degerleri

Kontrol grubu TOD degeri HPAEpiC hiicre kiiltiirleri i¢in 2,9+0,9 tam kan hiicre
kiltiirleri i¢in 10,2+0,4 olarak bulunmustur. HPAEpiC hiicre kiiltiirlerinde 2,5, 5, 10,
20, 40, 80 mg/L konsantrasyonlarindaki TeO; nanopartikiillerinin TOD diizeyini
degistirmedigi gozlenmistir. Ancak 160, 320, 640, 1280 mg/L konsantrasyonlar1 TOD
diizeyini kontrole oranla 6nemli derecede arttirmistir. Diger taraftan tam kan hiicre
kiiltiirlerinde test edilen nanopartikillerin 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 160 mg/L
konsantrasyonlar1 TOD diizeyini degistirmemistir. Fakat 320, 640, 1280 mg/L
konsantrasyonlarindaki TeO; nanopartikiiliiniin TOD diizeyini kontrole oranla 6nemli
derecede arttirmistir. TeO, nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlar1 i¢in goézlenen

TOD diizeyleri Cizelge 4.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.2. In Vitro kosullar altinda TeO, nanopartikiiliiniin olusturdugu TOD
diizeyleri

Gruplar HPAEpiC Tam Kan (umol
(umol H,OzEquiv./L) H,O,Equiv./L)
Kontrol 2,9+0,9 10,2+0,4
Kontrol * 6,8+1,5% 24,8+1,1*
2,5 mg/L 2,9+0,8 10,5+0,6
5 mg/L 3,1+1,0 10,8+1,0
10 mg/L 2,8t1,4 10,7+0,5
20 mg/L 3,3+0,9 10,9409
40 mg/L 2,9+1,1 11,4+1,1
80 mg/L 3,0£1,5 11,7+0,6
160 mg/L 4,5+1,2% 11,6+0,4
320 mg/L 5,3+0,9* 15,3+1,0%*
640 mg/L 5,7+1,0%* 18,7+0,8*
1280 mg/L 5,9+1,4* 19,2+0,7*

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (* p<0.05, n=7)
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5. TARTISMA ve SONUC

Nanoteknolojideki kars1 konulmaz gelismeler ile birlikte bu uygulamalarin vazgecilmez
materyali olan nandlgekli parcaciklarin biyolojik sistemler lizerindeki ciddi etkilerinin
varhigi giivenli kullanimlar acisindan ¢6zlilmesi gereken en kritik problem olarak
degerlendirilmektedir (Laserra et al. 2015). Bu nanopartikiillerden telliir ve
bilesenlerinin giinimiizde ¢esitli endiistri alanlarinda alanlarda yaygin olarak
kullanilmasimin bir sonucu olarak 6zellikle endiistri iscileri, tiiketiciler ve ¢evre TeO-
nanopartikiillerine maruz kalmaktadir (Jiang et al. 2004; Siciliano et al. 2010; Samal
and Pradeep 2010; Abd El-Sadek et al. 2010). Yapilan bir arastirmada solunum yoluyla
alinan nanopartikiillerin akcigerlerden kana, kandan da ikincil hedef organlara tagindigi
ve toksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Kreyling et al. 2009). Bu nedenle, insanlarin
nanopartikiillere daha c¢ok inhalasyonla maruz kaldiklar1 bilindiginden mevcut tez
caligmasinda insan alveolar epitel hiicre (HPAEpiC) ve periferik insan kan hiicre kiiltiir

modelleri tercih edilmistir.

Mevcut tez calismasinda, TeO; nanopartikiiliinin HPAEpiC ve insan kan hiicreleri
tizerindeki  sitotoksisite potansiyelinin  MTT ve LDH analizleri kullanilarak
degerlendirilmesi amacglanmistir. Bulgularimiz, HPAEpiC kiiltiirlerinde TeOx'nin
yiiksek konsantrasyonlarda (160 mg/L ve {izeri) hiicre canliligimi azaltirken, LDH
salmimin arttirdigl; insan kan hiicrelerinde ise TeOynin 160 mg/L ve ilizeri
konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 azalttigini, 320 ve iizeri konsantrasyonlarda ise
LDH salinimmi arttirdigini ortaya koymustur. Bulgularimiz bu konuda literatiirde
kayithh olan simirli sayidaki arastirmalara ait bulgularla paralellik gostermektedir.
Nitekim, HeLa hiicreleri tlizerinde yapilan bir arastirmada telliir nanopartikiillerinin ve
mikropartikiillerinin yiiksek dozlarda ROS’un olusumuna neden olarak sitotoksisiteye
yol agtigt (MTT yontemi ile) gosterilmistir (Forootanfar et al. 2005; Wen et al. 2013).
Telllir nanopartikiillerinin insan meme kanseri, insan fibrosarkoma, insan hepatosit
karsinoma ve insan adenokarsinomik epitel hiicreleri iizerinde sitotoksik etkilerinin
varlig1 rapor edilmistir. Degerlendirme bulgularina gore telliir nanopartikiilleri artan

konsantrasyona bagl olarak hiicre canliligi belirgin olarak (p<0.05) azaltmustir. In
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vitro olarak yiiriitilen bir baska c¢alismada ise telliir nanotellerinin sitotoksik
potansiyelleri fare embriyonik fibroblast hiicreleri lizerinde arastirilmistir. Arastirma
sonucunda 48 saatlik kiiltiirlerde telliir nanotellerinin artan konsantrasyona bagli olarak
ROS iiretimini indiikledigi ve hiicre canliligin1 6nemli 6l¢lide azalttigi rapor edilmistir
(Mahto et al. 2011). Benzer sekilde Sonmez et al. 2015 yilinda itriyum oksit
nanopartikiiliiniin sitotoksik etkilerini sigan hepatosit hiicreleri lizerinde arastirmislardir.
Aragtirmacilar  itriyum  oksit nanopartikiiliniin 200, 400 ve 500 mg/L
konsantrasyonlarda hiicre canliligmi azaltigimm MTT, LDH ve Notral kirmizi
yontemlerini kullanarak tespit etmislerdir. Gilinlimiize kadar yliriitilmiis ¢esitli
arastirmalara ait bulgularla uyumlu olarak mevcut arastirmada ele alinan toksisiteninde
doza bagl olarak otaya ¢iktig1 gosterilmistir (Turkez 2011; Turkez et al. 2014; Akbaba
et al. 2015; Turkez et al. 2015).

Nanopartikiillerin 6zellikle de TeO, nanopartikiiliiniin kan hiicreleri ve alveolar hiicreler
ile nasil etkilesime gectigi heniiz belirsiz olmakla birlikte TAK, TOD ve ROS gibi
parametreler bu konuya biraz da olsa 151k tutmaktadir. Mevcut tez kapsaminda yiiriitiilen
biyokimyasal arastirmalar sonucunda uygulanan tiim TeO; konsantrasyonlarinin ilave
edildigi HPAEpiC ve tam kan hiicre kiiltiirlerinde gézlenen TAK degerleri ile kontrol
grubunda goézlenen diizeyler arasinda istatiksel bir farklililk bulunmamistir. Diger
taraftan TeO,'nin 160 mg/L ve iizeri konsantrasyonlart HPAEpiC hiicrelerinde TOD
diizeylerini arttirirken, tam kan hiicrelerinde ise TeOynin 320 mg/L ve iizeri
konsantrasyonlarinin TOD diizeylerini arttirdigi gozlenmistir. Bulgularimiza paralel
olarak, endiistride yaygin olarak kullanilan seryum oksit nanopartikiiliiniin 24 saatlik
sican alveolar epitel ve alveolar makrofaj hiicre kiiltiirlerinde antioksidan potansiyeli
degistirmedigi rapor edilmistir (Dunnick et al. 2015). Turkez et al. (2015) tarafindan
yuriitilmiis olan bir c¢alismada lityum titanat nanopartikiiliiniin  yliksek
konsantrasyonlarinin (300, 500 ve 1000 ppm) primer rat hepatosit hiicrelerinde TOD
diizeylerini arttirdig1 kaydedilmistir. Yine son yillarda yapilan bir baska arastirmada
tungsten oksit nanopartikiiliiniin 150, 300, 500 ve 1000 ppm'lik konsantrasyonlarinin
sican karaciger hiicrelerinde TOD diizeylerini arttirdig1 rapor edilmistir (Turkez et al.

2014). Yapilan arastirmalarda gesitli endiistrilerde kullanilmak {izere {iretilmis TeOz'nin
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yani sira metal (karbon, giimiis, vb.) ya da metal oksit (ZnO, MgO, TiO; vb.)
nanopartikiillerinin serbest radikaller tireterek oksidatif stres ve toksisiteye neden
oldugu rapor edilmistir (Turkez and Geyikoglu 2007; Mahto et al. 2011; Anreddy et al.
2013).

Nanopartikiillerin muhtemel sitotoksik etkileri i¢in 6nemli mekanizmalardan birisi
oksidatif strestir (Boczkowski and Hoet 2010). Nanopartikiillerin ROS olusturma
egilimi, nanopartikiillerin toksik ve sitotoksik etkilerini aragtirmak ve agiklamak i¢in en
onemli parametredir (Xia et al. 2006). Oksaidatif stres, mitokondrilerde agir fonksiyon
degisikliklerine yol agarak lipit ve protein oksidasyonuna sebep olmaktadir (Pan et al.
2009). Mitokondriyal membran gecirgenligindeki herhangi bir hasar sonucu hiicre
apoptoza ve nekroza siiriiklenebilmektedir (Liu and Sun 2010). Nitekim Mahto et al.
(2011) yaptiklar arastirmalarinda telliir nanopartikiillerine maruz kalan fare embriyonik
fibroblast hiicrelerinde mitokondriyal hasarin meydana geldigini, hiicrelerin nekroza
stiriiklendigini ve hiicre canliliginin azaldigini tespit etmislerdir. Molekiiler diizeyde
ROS’u protein kinaz ailesi (MAPK) ve p53 ekspresyon gibi birden fazla sinyal iletim
yolunu aktive ettigi bilinmektedir (Simbula et al. 2007). p53, Bax ve Bel-2 genlerinin
genellikle mitokondriyal hasar sonucu meydana gelen apoptoz ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir (Liu and Sun 2010). Son yillarda yapilan bir arastirmada silisyum
nanaopartikiillerine maruz birakilan insan gobek kordonu damar1 endotel hiicrelerinde
(HUVEC'ler) p-JNK, p-c-Jun, p-53, Bax ve kopaz-3 genlerinin ekspresyonu artarken;
Bcl-2'nin ekspresyonun baskilandigi kaydedilmistir (Liu and Sun 2010). Hsin et al.
(2008) giimiis nanopartikiillerinin fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde JNK ve p53'i
aktive etmesi sonucu ROS iireterek apoptozise neden oldugunu rapor etmislerdir.
Ayrica literatiirde kayithh pek ¢ok in vivo arastirma sonucunda nanopartikiil
maruziyetine bagli olarak deney hayvanlarinda nefrotoksisite, akciger toksisitesi,
hepatotoksisite ve norotoksisite rapor edilmistir (Warheit et al. 2004; Lei et al. 2008;
Rahman et al. 2009; Goff et al. 2011; Hasezaki et al. 2011).

Mevcut tezde TeO;, nanopartikiiliniin sitotoksisite, pro-oksidan ve antioksidan

potansiyelleri sirasiyla MTT, LDH, TAK ve TOD testleri ile degerlendirilmis ve elde
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edilen bulgular dogrultusunda TeO; nanopartikiiliiniin antioksidan aktiviteye sahip
olmadigini, yiiksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik ve pro-oksidan etkili oldugu tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak; bilhassa tibbi ve farmakoloji uygulamalarini igeren ¢esitli
endiistriyel proseslerde TeO; nanopartikiiliiniin kullanim1 esnasinda doza bagl gelisen
potansiyel nanotoksisiteden dolayr muhtemel saglik ve giivenlik risklerinin gz ardi

edilmemesi gerektigi dnerilmektedir.
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