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OZET

Anahtar kelimeler: ZnO, Nanomateryal, Kromozomabramallik, Mikronukleus,
Lenfosit

Bu calsmada, kromozomal anormallikleri ve mikronukleustless kullanilarak,in
vitro insan periferal lenfositleri Gzerine ZnO nanopdierinin - muhtemel
genotoksik etkileri ardurilmistir. Bu amacla hicreler, ZnO’in 1, 2, 5, 10, 152@&
pg/mL’lik konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat slgeynuamele edilmlerdir.
Arastirma sonucunda, kromatid ve kromozom giri fragment ve disentrik
kromozomlar olarak dort tip yapisal kromozomal anallik gozlenmgtir. 24 saatlik
ZnO uygulamasinda hem anormal hicre ylzdesi bakeminhem de hiicre paa
disen kromozomal anormallikler bakimindan, 1, 5, 102¢e ug/mL’lik dozlarda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli gler g6zlenmgtir. 48 saatlik uygulamada,
anormal hicre yuzdesi bakimindan sadece 10 pghknddeda kontrole gore anlamli
artisa neden olurken, hiicre gnaa digen kromozomal anormallik agisindan 5 ve 10
pag/mL’lik dozlarda anlamli agiara neden olmgur. Diger yandan, ZnO
nanopartikill 24 saatlik uygulamalarin hepsindeotikit indeksi, kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azatmi ancak 48 saatlik uygulamada
herhangi bir etki gostermestir. Mikronukleus frekansinda, sadece 10 ve 15
pa/mL’lik dozlarda anlamli arflar gozlenmgti. ZnO uygulamasinin nukleer
bolinme indeksi Gizerine herhangi bir etkisi olmgmi



IN VITRO GENOTOX iC EFFECTS OF ZnO NANOMATERIALS
IN HUMAN PER IPHERAL LYMPHOCYTES

SUMMARY

Key Words: ZnO, Nanomaterials, Chromosome abematiMicronucleus,
Lymphocytes

In this study, possible genotoxic effects of ZnOhayarticles onin vitro human
peripheral lymphocytes were investigate by usingriosome aberrations (CA) and
micronucleus assays (MN). For this purpose, thks egtre treated with 1, 2, 5, 10,
15 and 20 pg/mL concentrations of ZnO for 24 anchd@rs. In result of research,
four types of chromosome aberrations were obseagechromatid and chromosome
break, fragment and dicentric chromosome. In Zn€attnents for 24 hour were
observed statistically significant increases ab,110 and 20 pg/mL doses both in
abnormal cell percentage and chromosome aberna¢iooell compared with control.
In 48 hour treatments, while ZnO nanomaterials aedusignificant increase only 10
png/mL dose for abnormal cell percentage, 5 and d/nu doses for chromosome
aberration per cell compared with control. On tligeo hands, it was observed that
ZnO nonmaterial statistically significant decreasled mitotic index in all the 24
hour treatments but no effected in 48 hour. In onacleus frequency, it was
observed significantly increase only in 10 and $§fml doses compare with control.
Cytokinesis-block proliferation index was not etk by ZnO treatment.



BOLUM 1. GIiRiS

Son yillarda, bilimsel cajmalar sonucunda ortaya cikan gelelerin en ilgi
uyandiran kismi  nanoteknolojidir. Molekiler Uretinolarak  adlandirilan
nanoteknoloji, maddeyi nanometre seviyesintieyerek ve bu boyutlarda maddenin
kazandg desisik fiziksel, kimyasal, biyolojik 0Ozellikleri de kidnarak cakan

cihazlar ve sistemler elde etmeyi amaclamaktadon(k ve Oktay, 2007).

Nanoteknoloji, malzemelerin nanometre boyutlaristEnerek pek cok farkh 6zellik
kazanmalarini ggamistir. Bu 6zellikler, malzemelerden yeni nano UrUrilegtimine
izin vermstir. Bu sekilde nanomalzemeler cok sgi alanlarda hizla ygamimiza
girmistir. Gundmuazde elektronik, bgim, savunma sanayi, uzay ve ucak
teknolojileri, filtreler, kompozitler, biyomedikaliygulamalar gibi pek ¢ok alanda

nanomalzemeler kullaniimaktadir (Bsn ve Baal, 2009).

Nanoteknoloji alaninda 6nimuzdeki yillarda beklegefismelerin buytk kismi tip
alaninda gercekfecektir (Gok, 2007). Ozellikle biyomedikal alanikia
nanoteknoloji uygulamalari bir cok hasgaikagl yeni imkanlar sunmaktadir. Bir
sonraki potansiyel gelm alani kanser, diyabet, nérodejeneratif hastali&l ilgili
molekillerin  ve patolojik bakteriler, mantarlar, I\ gibi  enfektif
mikroorganizmalarin  saptanmasidir (Logotheidis, &00 Sadece hastgin
bulundigu velveya yayildii bolgelere saldirarak ilac veren makinalar, ingaoudu
icinde hareket edilmesine olanakglss/an tghis araglari, nanoteknolojin tip ve
saglik sektoril tizerindeki potansiyel uygulama 6rnehkigen bazilaridir (Ozd@n ve
ark., 2006). Nanoteknolojilerin uygulamasinda higed 6nemli alan ise ortopedik

implantlar ve doku muhendiglitirinlerindeki biyogereclerdir (Logotheidis, 2006)



Nanoteknolojinin uygulama alanlarindan biri de ketiktir. Bugin 20’den fazla
tlke 600’den fazla tirde nano Urin iceren kozmatiknleri kullanmaktadir. Giige
kremleri, nano parcaciklarin en sik kullangidkozmetik malzemelerin kada
gelmektedir. Genellikle gigekoruyucu kremlerin icerisinde en ¢cok ZnO (ginko
oksit) ve TiQ (titanyum dioksit)nano parcaciklari kullaniimaktadir. Ozellikle bu
partiktllerde nano boyuta inilginde gortnurgik daha iyi tutulmaktadir (Sharma
ve ark., 2009).

Nano drUnlerin birgcok alanda kullaniminin yanindssan sgligi ya da cevreye
olabilecek zararl etkileri hentuz acgh kavygturulamamgtir. Her ne kadar
nanoteknolojik Urlinler pazarda yerini alsa da tok&n etkileri hakkinda bilgi ve
literatr sinirhdir (Logotheidis, 2006)insanlarda bu parcaciklarin agei, bairsak

ve hatta deri yolu ile kolaylikla kana kgabildigi bilinmektedir (Hoet ve ark., 2004).
Cinko oksit nano partikillerinin toksik etkisinirrtaya konuldgu calsmalar hizla

artmakta olmasina gmen hala bu partikillere ait veriler yetersizdiSharma ve
ark., 2009).

Sharma ve arkagiri (2009), yaptiklari ¢calmada, insan epidermal htcrelerinde
ZnO nano partikallerinin DNA hasar potansiyeliniagirarak, insan epidermal
hicrelerine uygulanan ZnO nanopartikillerinin  koris@syonunun artmasiyla
DNA’da belirgin bir zarar gozlemlesierdir. Brayner ve arkadkrn (2006),
bakteriler Gzerine yaptiklar bir ¢ginada, ZnO nano partikillerinin toksik etkisi
oldugunu bildirmglerdir. Gojova ve arkag&ri (2007), ZnO nano partikillerinin
insan endotel hicreleri Uzerine yapmolduklarl calgmalarda, ZnO nano
partikillerinin klastogenik etkisinin vagini ortaya koymslardir. Jeng ve Swanson
(2006), farelerin noroblastom hicreleri GzerindeOZnanopartikulleriyle yapmi
olduklar calgmada, ZnO nano patrtiktllerine maruz birakilan faseoblastom htiicre
hattinin anormal morfolojide olgu ve hicresel buzulmelerin gercettigini

gormislerdir.

Nanoteknoloji uygulamalarinin mevcut gh& problemleri kagisinda etkili olup
olamayacg@ konusunda ¢dli calismalar yuratilmektedir. Bu tlr camalarin

yaninda canllar Gizerinde olumsuz etkilerinin oblmayacgini ortaya ¢ikarmak da



en az vyapllan der argtirmalar kadar oOnemlidir. Bu a&tmada; ZnO
nanopartikillerinin  insan lenfosit hicrelerinde vitro genotoksik etkisinin

arastiriimasi amaclanmtir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknoloji

Yirmibirinci ylzyila girilmesiyle birlikte strateli bir 6nem kazanmi olan
nanoteknoloji, bircok alanda kullanilarak sganimiza girmeye B&amistir. Gida,
tekstil, ilag, kozmetik, biyoloji, biyoteknoloji,iknya, malzeme, bigim, otomobil ve
metal endustrileri gibi bircok alanda her gecen yayginlamakta ve artik insan

hayatinin vazgecilmezi olmaktadir.

Nano terimi Yunanca’da "cuce" anlamina gelmektediDurucan, 2006).
Nanoteknoloji ismi, kdken olarak 6lctu birimi olamanometre’ den gelmektedir.
Nanometre (nm) 6lcu olarak metrenin milyarda birfade etmekte ve bir nanometre
dizlemine 2-3 tane atomun dizilebilgce kadar kuguktlr (Ciraci, 2005).
Nanoteknoloji, maddenin atom seviyesinde bilingdirak slenmesi ile daha gelnis

ve degismis materyaller, araclar sistemlerin elde edilmesi kqillanilan bir terimdir.
Bu teknoloji, boyutlari 1-100 nm arasindasgen materyal veya sistemler Uzerinde
yapilan argtirmalar kapsamaktadir (Durucan, 2006). Madderdgubu nanometre
mertebesine kadar kuculdikce mekanik, elektrik, optik ve kimyasal 6zellikleri ve
cevresi ile ilgkileri cok desismekte, dnceden dngorilmeyen biyuk hacimli ayni
maddeden ¢ok daha farkli 6zellik ve davsagdsterebilmektedir. Bazi hallerde bu
yeni Ozellik, buyidk boyuttaki maddeden cok Ustiteliie sahip malzemelerin ve
sistemler gefitirmesine imkan vermektedir ([gan, 2006). Bahsedilen boyut
gercekte maddenin temel yapsléan ve molekullerin sahip oldw buyukIEl temsil
etmektedir. Ornek vermek gerekirse bir nanometsannsag telinin 1/80000'ini
olusturmaktadir. Ayrica biyolojik bilgiyi tgyan ve cgitli gbrevleri olan protein,

DNA gibi biyolojik yapilar da fiziksel boyut acisdan nanoteknolojinin icinde yer



almaktadir (Durucan, 2006). Nanometre boyutunu egést bazi 6rneklefekil
2.1’de gosterilmtir.

1T 1T 1T

Bir tek atomun DNA molekulleri Kirmizi kan hiidee
¢apl, birkag yaklasik 2,5 nm gibi biyolojik hiicrelerin
angstrom yani genili gindedir. ¢aplar birka¢ 1008 n
yaklasik boyutundadir.

nanometrenin

ona biri kadardir.

Sekil 2.1. Nanometre boyutunu anlatan érnekler (Byzk 2006)

Nano yapilarin olganustlu Ozellikleri cok onceden tahmin edilmekteyizikgi
Richard Feynman, 1960'li yillarda bilim adamlarinidikkatini nanometre
boyutlarina cekmeye cainistir (Konuk ve Oktay, 2007). Feynman’in ardindan
gelen en buylk geline, 1981’de Binning ve Rohrer tarafindan icat edilaramall
Tunelleme Mikroskobu (Scanning Tunneling MicroscofyM) ile nano yapilarin
gOzlenebilmesi, atomik boyutta ilk gorunttlerin nmhasidir. Argtirmacilar bu
buluslari ile 1986 yilinda Nobel Fizik 6édulini algtardir (Binnig ve ark., 1986).
Ancak STM sadece iletken numunelere ait 6lcimlerkan s&ladigindan, iletken
olmayan numunelerden de gorunti alma ihtiyaci dugsl ile Atomik Kuvvet
Mikroskobu (Atomic Force Microscope, AFM) gglrilmistir. Ilk AFM Binning ve
arkadalari tarafindan 1986 yilinda ggirilirken, ilk ticari AFM 1989 yilinda Digital
Instruments firmasi tarafindan retifii (Butt ve ark., 2005). Nano boyutta gorinti
alabilmenin ardindan, atomik boyutta birbiri ardangni kgifler yapiimstir (Benli,
2008).



Nano yapilar ilk kez, 1985'de Richard E. Smalleyarkadalarinin yapmy oldugu
calismalarda “fulleren” adini verdikleri yapinin fg/le ortaya ¢ikmgtir. “Fulleren”
diger bir ismiyle karbon nanotoplar, 60 ya da dahdaf&arbon atomunun yuzeysel
bir 6rgu olyturacaksekilde birbirine hegzagonal glanmasiyla olgturdusu grafit
plakasinin kivrilarak futbol topuna benzer yapi dana getirmesiyle elde
edilmektedir (Sekil 2.2 ).

Grafit Fulleren

Sekil 2.2. Grafit tabakasi (Mceuen ve ark, 2002puadan olgmus fulleren yapisi (Smalley, 2001)

Degisik elektronik ve optik 6zelfe sahip oldgu fark edilen karbon nanotoplar
Uzerine yapilan caimalar y@unlasmis ve daha sonralari 1991'de lijima’nin
arkadalarinin, buharlgtirma yontemiyle “fulleren” elde etme caghalari sirasinda
tesadufen karbon nanotipler elde editmi Karbon nanotipler, grafit plakasinin
silindirik sekilde kivrilarak ici bg tip gorinimunt algh halidir. Nanotiplerin

uclari acik ya da kapali, duvarlari ise tek ya@daeé gecm silindirler halinde ¢ok

katmanl olabilmektedir§ekil 2.3) (Lee ve ark., 2003; Topggla , 2001).

Sekil 2.3. Cok duvarh ve tek duvarl karbon nanofpenuk, 2007)



Art arda tekrar eden altigegekillerden olgmus grafit plakasinin kivrilmasiyla
olusan nanotuplerin u¢ kisimlarina bu altigenlerigdsd ya da kenarinin gelmesine
gore nanotupler zikzak ya da koltuk tipi gibi isenlalir (Lee ve ark., 2003;
Topcuglu , 2001).

Karbon nanotiplerde tip boyuncagden cap ve kig acisina goére dgsik
elektriksel Ozelliklerin gdzlenmesi, agtamacilarin ilgisini ¢eknyi ve bu konuda
yapilan ¢agmalari hizlandirngtir. Yapilan ¢cakmalar C (Karbon) atomundan gka
diger elementler ve bunlarin oksit billderi Gzerine gernletilmistir. Bunlar arasinda
SiO; (silisyum dioksit), ZnO (cinko oksit), MgO (magnemy oksit), CaO (kalsiyum
oksit), CdO (kadmiyum oksit), GO (bakir | oksit), GgOs (galyum IIl oksit), TiQ
(titanyum dioksit), vs. sayilabilir (Wu ve ark., @8 Smalley, 2001). Bu ¢camada
test maddesi olarak ZnO nanopartiklt kullangbmi

Cinko oksit ( ZnO ) hegzagonapdkil 2.4) (Wurtzit) yapili, Ustiin Ozellikleri olan
saydam ve vyari iletken bir malzemedir (Harthag®93. Dulda, 2006). Yuksek
saydamlik, iyi ik yakalama karakterigine sahip sayili materyallerdendir (Minami,
1985) .

Sekil 2.4. ZnQO'in kristal yapisi (Bilgen, 2008)



ZnO nanopartikiller gunlik hayatimizda ilaglar \azietikler gibi pek ¢cok alanda
kullanilmaktadir (Zheng ve Li, 2009). Gin&remleri, nanopartikillerin en sik
kullanildigi kozmetik malzemelerin lgada gelmektedir. Genellikle gigh&oruyucu
kremlerin icerisinde en c¢cok ZnO ve TiOnanopartikilleri kullaniimaktadir.
(Sharma ve ark., 2009). Mikrofine ZnO gitgide daloguler olmaktadir, ¢ciinkt geani
bir UVA (320-400 nm) arafinda koruyucu 6zelle sahip oldgu gosterilmgtir.
Fotostabildir ve dier organik giingkoruyucularla reaksiyona girmez (Mitchnick ve
ark., 1999).

Amerika Birlesik Devletleri’nde guing koruyucu ajanlar recetesiz Urlnlkggklinde
Amerikan Gida vdlaclar Dairesi (FDA) tarafindan dizenlenir. FDAirson giing
koruyucu monografinda 16 ajan bulunmaktadir. Bunlg&isi disinda timu organik
UV emici filtredir. Yalnizca TiQ ve ZnO inorganik UV emici filtredir
(Kullavanijaya ve Lim, 2005). Avrupa yonetmglson olarak 26 gundiltresi icinde
TiO, tek mineral filtre oldgunu aciklamygtir. Konsantrasyon seviyesinde herhangi
bir sinirlama olmagh icin ZnO Avrupa’da da onaylangtir. Ticari Urtnlerin buylk
cogunlugu bu filtrelerden birini icermektedir (Couteau vi&.22008).

2.2. Mutajenite Testleri

Son yillarda ¢ggmizin en 6nemli sorunlarindan biri, tum canhl@aellikle insanlar
olumsuz yonde etkileyen cevresel tehlikelerin getterartmasidir. Yedimiz,
ictigimiz, kullandgimiz ve cevremizde maruz kaggniz bir cok madde insan
saligini tehdit etmektedir. Bundan dolayi, canlilar irzée bu maddelerin herhangi
bir anormallge yol acip acmadinin anlailabilmesi icin ceitli test metotlari
gelistirilimi stir. Kisa sireli mutajenite ve kanserojenite testtdarak bilinen bu
metotlar bir kimyasal ya da etken maddenin potaisilarak mutajen ya da
kanserojen olup olmaginin belirlenmesinde kullaniimaktadir (Aksoy, 200Bugin
kisa sureli genotoksisite testleri olarak bilinenrbetodlar; kardekromatid dgisimi
(KKD) (Tucker ve ark., 1993), kromozom aberasyoKé) (Carrano ve Natarajan,
1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark., 1994) veronilikleus (MN) (Heddle ve



ark., 1991; Fenech, 2002) testleridir. Bu tesdertKA ve KKD ilk defa Perry ve
Evans'in 1975'deki uygulamalari ile famistir. Bu iki yontemin oldukca duyarh
bir test oldgunun anlailmasindan sonra bir ¢cok atmmaci bu yontemleri
kullanarak cgitli ajanlarin genetik etkilerini incelemeye di@mistir (Topakta ve
Rencuzgullari, 1995).

2.2.1. Kromozom anormallikleri (KA) metodu

Bu yontemle kultire alinmi periferal lenfositlerdeki kromozom anormallikleri
incelenmektedir. Olduk¢ca yaygin olarak kullanilaestierden biridir. Yapisal
degsisimler, kromozomal anormallik tek@i kullanilarak, mitototik metafaz
kromozomlarinda dgrlendirilir (Cakmak, 2000). Kromozom anormallikign
olusum mekanizmasinin farkli dokularda benzer olmasindialayi, lenfositlerdeki
anormallik seviyesinin, kansergikmli dokulardaki anormallik seviyesini gostepi
ve boylece kanser riskinin de gostergesi glddisunulmektedir (Albertini ve ark.,
2000; Bonassi ve ark., 2000; Bonassi ve ark., 2@®tassi ve ark., 2005jnsan
populasyonlari Uzerine vyapilan gatalar, periferal lenfositlerdeki spontan
kromozom anormalliklerinin frekansi ile kanser gimu arasinda dpu orant
(pozitif korelasyon) oldgunu ortaya koymaktadir (Natarajan, 2002; Bolognasi,
2003; Yuzbaioglu ve ark., 2006; Yilmaz ve ark., 2008). Bu yonternmcelenebilen
yapisal aberasyonlar; kromatid Eiri kromozom kugi, fragment, disentrik
kromozom, halka kromozom, kardekromatidlerin birlgmesi (sister union),
translokasyon, izokromozom ve endoreduplikasyon(fdagmar ve ark., 1994;

Bonassi ve ark., 1995).

Kromatid kiriklari, bir kromozoma ait iki kromatth bir tanesinin kirik olmasi
durumudur. Kromozom kiriklari ise her iki kromagdtirden kiriklarin olmasidiiki

kromozomun uclarindaki kirllma ve sonra bu iki kemomun kirllan uclarinin
birlesmesiyle de disentrik kromozomlar etaaktadir. Bir kromozomun her iki
kromatidinin uglarindaki kirllma sonrasinda, bu rkedgidlerin birlemesi ile de

karde kromatidlerde birlgme denilen kromozomal anormallikler eitnaktadir.
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Fragmentler ise kromozomlardan kopan parcalarirmbkmmmdan ayri bir yerde
bulunmasi durumudur (Topaktee Rencuzgullari, 1995).

2.2.2. Mikronukleus (MN) metodu

Mikronukleuslar (MN) hicrenin mitoz bolinmesi siwrafa ortaya cikan, esas
cekirdeggze dahil olmayan, tam kromozom, sentrik veya adenkromozom
fragmanlarindan koken alan eumlardir (Zijno ve ark., 1994; Vanparys ve ark.,
1990). Fenech ve arkagdari (1985), tarafindan getirilen bloklanmg MN metodu,
klasik MN testlerinde karlasilan bazi kinetik problemlerin ortadan kalkmasiel v
teknigin uygulanmasindaki guvenigin artmasini sgdamistir. Bu metod, kuf
mantarlarinin metabolitlerinden biri olan CytoclsataB (Cyt-B) ile mitoz geciren
hicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktathndart lenfosit kilttrlerine
uygun konsantrasyonda Cytochalasin B ilavesiyl& Hfukleus bdlinmesini
tamamlamy ancak sitoplazmik boltinmesini gercestiememi binukleuslu hticreler
kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulundurahtcrelerin  orani
saptanabilmektedir (Fenech ve ark., 1985). MN sageaki arts, cesitli ajanlarin
hicrelerde olgturdusu sayisal ve yapisal kromozom duzensizliklerinimlingekt
gostergesi olarak gerlendiriimektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, $eymer
bolinme hatalarina vegiiplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol acéra
klastojenler ise kromozom kiriklarini gturarak MN olgumuna katkida bulunurlar
(Zijno ve ark., 1994; Vanparys ve ark., 1990). kdgmnik etki sonucu okan ve
asentrik kromozom fragmentleri iceren MN’larin, ajgmik etki sonucu okan tam
bir kromozom iceren MN’lardan daha kicuk aldukabul edilmektedir (Sato ve
Tomita, 2001).
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BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calsmada materyal olarak gl&li ve sigara icmeyen 20 ve 30syaralginda olan
bir bayan ve bir erkekten alinan periferik kan,ttesaddesi olarak Kirikkale
Universitesi Kimya Bolumi’nde uretilen ve partukgdpl 45 nm, parca blyuklii

450 nm olan ZnO nanopartiktlt kullanignr.

Calismada kullanilan gier maddeler:

- Chromosome Medium B (Katalog No: F 5023)
- Mitomisin-C (Katalog No: M 0503)

- Kolkisin (Katalog No: C-64-86-8)

- KCI (Katalog No: 7447-40-7)

- Giemsa (Katalog No: 109-204)

- Cytocalsin B (Katalog No: 14930-96-2)

- Heparin (Katalog No: 63231-57-2)

- HNO; (Katalog No: 443)

3.1.1. Lamlarin temizlenmesi

Lamlarsaleye dizilerek 1 N nitrik asit (HN£)ile doldurulmy ve &z1 kapatilarak 24
saat bekletilmgtir. Stre bitiminde lamlar yarim saat akargsme suyunda yikanip
birkagc kez saf sudan gecirildikten songale % 70'lik alkol ile doldurularak
kullanilincaya kadar -20 °C’de bekletiktir.
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3.2. Metot

3.2.1. Kromozom anormalliklerini ( KA ) belirlemek amaciyla insan lenfosit

hiicre kalturandeki ¢alismalar

Salikli, sigara icmeyen 20-30 yaaralginda olan 1 bayan ve 1 erkek bireyden
alinan, 1/10 oraninda heparinize ediman, sterikartlarda 2,5 mL’lik besi ortamina
(Chromosome Medium B) ekilerek lenfosit kilturldrazirlanmgtir. Daha sonra
kiltiir tupleri etiive kaldirilarak 37 @@ 72 saat inkiibasyona tabi tutuktu. ZnO
nanopartikilinin etkisini incelemek icin kiltlr esinin bitimine 24 ve 48 saat kala
ZnQO’in daha 6nceden belirlengmolan 1, 2, 5, 10, 15 ve 20 pg/mL’lik dozlan Kiilt
tuplerine ilave edilnstir. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele strelerindeifiokontrol
olarak MMC (20 pg/mL) kullanilngtir. inkiibasyon siiresinin bitiminden 2 saat 6nce
(kdlttran 70. saatinde) her tipe 0,06 pg/mL olagddlde kolkisin ilave edilnytir.

Kaltar stresinin bitiminde tupler 1200 rpm’de (dekilaki devir sayisi) 10 dakika
santrifilj edilmg ve Ustte kalan sivi (supernatant) atshni TUpUn dibinde kalan
hicreleri bulunduran 0,5-0,7 mL’lik kisim vortekargimiyla iyice kastirilarak
homojen hale getirilngtir. Sonra bu tuplere 37°C’de bekletilen 0,075 M IKC
hipotonik solisyonundan, vorteks Uzerinde damlaldafh mL) ilave edilmgtir.
Tlpler 37 °C’deki ettivde 30 dakika bekletikti. Stire sonunda tupler 1200 rpm’de
10 dakika santriflj edilni ve sipernatant atildiktan sonra, tiplere 6nceden
buzdolabinda smtulan metanol: asetik asitten (3:1) @o s@uk fiksatif, vorteks
Uzerinde damla damla (5 mL) ilave edifmvie buzdolabinda 45 dakika bekletitim.

Bu tupler 1200 rpm’de santrifilj edildikten sonrgpsinatant atilmgtir. Fiksatifle
yikama glemi Uc¢ kez tekrarlanmgtir. BOylece tupte kalan sivinin tamamen
berraklgmasi sglanmstir.

Son fiksatif gleminin sonunda tlipin dibinde kalan 0,5-0,7 mL4iékelti, pipetaj
yapilarak homojen hale getirilgtir. Pastor pipetine ¢ekilen bu suspansiyon, daha
onceden 1 N HN@ (Nitrik asit)'te temizlenmy ve % 70’lik etil alkolde -20 °C’de

bekletilen nemli lamlar tzerine 40-50 cm yukseldiktfarkli alanlara damlatilarak
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hicrelerin patlatiimasi ve kromozomlarin yayllmalsglanmstir. Hazirlanan bu

preparatlar 24 saat oda sicgkida kurumaya birakilrgtr.

Hazirlanan preparatlar kuruduktan sonra direkt aldaiSorenson tamponu ile
hazirlanan % 5’lik Giemsa boyama tefnie 15-20 dakika boyanrgtir. Giemsadan
cikarilan preparatlar U¢ ayri kaptaki saf sudanrgexgek, boyanin fazlasinin akmasi
sgzlanmstir. Oda sicakfiinda kurutulan preparatlar, DPX ile daimi hale wjetis

ve mikroskobik incelemeye alingtir.

3.2.2. Mikronukleus (MN) sayisini belirlemek amaciia insan lenfosit hicre

kultartndeki cali smalar

Salikli, sigara icmeyen 20-30 yaaralginda olan 1 bayan ve 1 erkek bireyden
alinan, 1/10 oraninda heparinize ediifan, sterikartlarda 2,5 mL’lik besi ortamina
(Chromosome Medium B) ortamina ekilerek lenfosittlkleri hazirlanmgtir. Daha
sonra kdiltur tiipleri etiive kaldirilarak 37 @ 72 saat inkiibasyona tabi tutuluu.
Kdltur stresinin bglangicindan 24 saat sonra ZnO’in daha dncederidetiis olan

1, 2, 5, 10, 15 ve 20 pg/mL’lik dozlar kualtar tapne ilave edilmgtir. Pozitif
kontrol olarak MMC ekimi yapilmgtir (20 pg/mL). Kilttr suresinin 44. saatinde
Cytochalasin-B uygulamasi ( 5,2 pg/mL) yapgnm

Kalttr sdresinin bitiminde tipler 1000 rpm’de 10kda santrifij edilmg ve Ustte
kalan sivi (sipernatant) atilghr. Tapln dibinde kalan hicreleri bulunduran 0,3-0
mL’lik kisim vorteks yardimiyla iyice kagtirilarak homojen hale getirilrgtir. Sonra
bu tuplere 37 °C’'de bekletilen 0,075 M KCI hipotonsolisyonundan, vorteks
Uzerinde damla damla (5mL) ilave edittm. Tlpler 5 dakika boyunca buzdolabinda
bekletilmistir. Stire sonunda Tupler 1000 rpm’de 10 dakika rdantedilmis ve
stipernatant atildiktan sonra, tliplere dnceden balzoma sgutulan metanol: asetik
(3:1) asitten olgan s@uk fiksatif, vorteks Uzerinde damla damla (5 mLavi
edilmis ve buzdolabinda 15 dakika bekletittim. Bu tipler 1000 rpm’de santrifij
edilip stpernatant kisimlari atilghr. Bu islem iki kez daha yapilip heglemden
sonra tupler 5 dakika buzdolabinda (+4 °C) bekfggtir. Uctincu fiksatife % 1'lik
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olacaksekilde formaldehit eklenngiir. Son fiksatif gleminin sonunda 1000 rpm’de
10 dakika santriftj edilen tuplerin stpernatantirkiari atilip tuptn dibinde kalan
0,5-0,7 mL’lik ¢cokelti pipetaj yapilarak homojenlaagetirilmistir. Pastor pipetine
cekilen bu sispansiyon, daha 6nceden 1 N kifdQemizlenms ve % 70’lik etil
alkolde -20 °C’de bekletilen nemli lamlar tzerin®-15 cm yukseklikten farkh
alanlara damlatilarak hicrelerin patlatilmasi veilyaalari sglanmstir. Hazirlanan

bu preparatlar 24 saat oda sicgikida kurumaya birakilrgiur.

Hazirlanan preparatlar kuruduktan sonra direkt abdaiSorenson tamponu ile
hazirlanan % 5’lik Giemsa boyama tefnie 13-14 dakika boyanrgtir. Giemsadan
cikarilan preparatlar U¢ ayri kaptaki saf sudanrgegk, boyanin fazlasinin akmasi
sgzlanmstir. Oda sicakfiinda kurutulan preparatlar, DPX ile daimi hale wjetis
ve mikroskobik incelemeye alingtir.

3.2.3. Mitotik indeks (MI) ve kromozom anormalliklerinin saptanmasi

Mitotik indeksin saptanmasinda,sdve erkek bireye ait preparatlarda her doz icin
3000 (toplam 6000) hicre incelertim. Bolinen hicre sayisinin toplam hicreye
orani yuzde cinsinden hesaplanarak mitotik indeledirlenmistir.  Kromozom
anormalliklerinin belirlenmesinde, her birskicin hazirlanan preparatlardan her doz
icin kromozomlari iyi dgiimis olan 100’er hicre (toplam 200 hicre) incelegtimi
Incelenen toplam hiicre igindeki anormalliiyan hiicrelerin yiizdesi ve hiicre

basina digen kromozom anormagi sayisi (KA/ Hiicre) saptangtir.

3.2.4. Nukleer bolinme indeksi (NBI) ve mikronukles frekansinin saptanmasi

Mikronukleus sayisini belirlemek amaciyla erkekdug bireye ait preparatlarda her
bir doz igin toplam 2000 binukleat hicre inceleikeraikronukleslu hucreler ve
mikronukleus tatyan hiicrelerdeki mikronukleus sayisi belirlegtmi Toplam 2000
hicre icinde mikronukleuslu hiicre orani yizde ciden hesaplangtir. Nukleer

bolinme indeksinin saptanmasinda, herbir bireyde bie doz icin 500 hicre
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sayllmg ve (IxN+2xN+3x(NstNg)/n (n, incelenen toplam hicre sayisi)
formalinden yararlanilarak 1, 2, 3, 4 cekirdeklickalerin sayisina gore nukleer

bolinme indeksi belirlenrgtir

3.2.5.istatistiksel bulgular

Yapilan calgmada, mikroskobik inceleme sonucunda elde ediletotikiindeks,
nikleer  boluinme  indeksi ve  mikronukleus frekansinistatistiksel
deserlendirilmesinde z-testi, kromozom anormalliklemin istatistiksel

deserlendiriimesinde ise t-testi kullanilgtir
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BOLUM 4. BULGULAR

Bu calgma sonucunda, insan lenfosit kultlrlerindevitro ZnO uygulamasi ile dort
tip yapisal anormaliin olustugu saptannstir. Olusan bu yapisal anormallikler
kromatid kirgl, kromozom kirgl , fragment ve disentrik kromozomlardir. Bu
anormalliklerden en sik rastlanilan kromatid &ire kromozom kigidir (Tablo 4.1,
Sekil 4.1). Yapilan analizlerde anormal hicre yurdeakimindan 24 saatlik
uygulamada 1, 5, 10 ve 20 pg/mL’lik dozlarda, 48ta uygulamada ise sadece 10
pg/mL’lik dozda kontrole gore istatistiksel olarékemli oranda a1t gozlenmstir.
Hicre baina digen kromozom anormafi bakimindan, 24 saatlik uygulamada
anormal hicre yuzdesi ile ayni dozlarda kontroleeginlaml artlar gozlenirken,
48 saatlik uygulamada 5 ve 10 pg/mL’lik dozlarddaar artslar gozlenmgtir
(Tablo 4.1). 24 saatlik uygulamada anormal hicredggi bakimindan doza $ia
olarak ¢cok az bir agis6z konusu iken (r=0,43p¢€kil 4.2), 48 saatlik uygulamada
anormal hiicre yuzdesi bakimindan dozglideerhangi bir arty ve azal s6z konusu
degildir (r=-0,08) Sekil 4.3). Hucre bgna digen anormallikte hem 24 saatlik, hem
de 48 saatlik uygulamada dozgbalarak herhangi bir aiyada aza$ s6z konusu
desildir (r=0,40, r=0,07) $ekil 4.4, Sekil 4.5). Mitotik indekste 24 saatlik
uygulamada butun uygulama gruplarinda kontrole giamli azaklar gorulirken,
doza bgh zayif bir azalma gorulmektedir (r=-0,45) (TakldL, Sekil 4.6). 48 saatlik
uygulamada ise kontrole gére herhangi bir farkldgdzlenmedii gibi doza bgl
olarak da herhangi bir @gme gozlenmenstir (r=0,11) (Tablo 4.1Sekil 4.7).
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Tablo 4.1. ZnO uygulamasi ile insan periferal leitferinde olgan kromozomal
anormallikler ve frekanslari

Test Uygulama Anormallikler Anormal KA/Hiicre Mitotik
Maddesi Hiicre + SH + SH indeks
Sire Doz Ktk Kzk F Ds Kkb Ktd (%)
(Saat) (ug/mL) (%)
Kontrol 24 0 2 2 2 - - - 2,50+1,10 0.030+0,012  5,83+0,30
Poz Kont 0,20 22 12 7 3 10 8 24,50+1,69 0,310+0,032  3,43%0,35
ZnO 1 10 3 4 - - - 8,50+1,97** 0.085+0,020*  3,03+0,22***
2 2 5 - - - 6,00£1,68 0.065+0,017  3,75x0,25***
5 4 4 - - - 7,50+1,86* 0.075+0,019*  3,68+0,24***
10 11 5 1 - - - 7,50+1,86* 0.085+0,020*  3,11+0,22***
15 5 5 1 - - - 5,50+1,61 0,055+0,016  4,15+0,26***
20 13 2 3 - - - 9,00£2,02** 0,090+0,020*  2,76+0,21***
Kontrol 48 2 3 2 - - - 3,50+1,30 0,035+0,013  5,55+0,30
Poz Kont 0,20 30 14 10 5 13 10 32,50+2,26 0,410+0,034  4,15+0,45
ZnO 5 4 - - - 7,00£1,80 0,070+0,018 6,15+0,31
4 3 1 - - 6,50+1,74 0,070+0,018 5,92+0,31
4 3 1 - - 8,00+1,92 0,085+0,020* 5,81+0,30
10 15 8 2 - - - 11,50+2,26** 0,125+0,023**  6,38+0,32
15 4 1 3 - - - 4,00+1,39 0,040+0,014  6,03+0,31
20 3 5 2 - - - 5,00+1,54 0,050+0,015  5,75+0,30

Anormal hiicre %'si ve KA/Hlcre gerlendiriimesinde her uygulama grubunda 200 methfaze
kromozozmu incelenngiir. Mitotik indeks icin her uygulama grubundan 60@lcre sayilmstir.
Ktk: kromatid kirgl, kzk: kromozom kigi, kkb: karde kromatidlerde birlgme, kkd: kardg kromatid
degisimi, ds: disentrik kromozom, f: fragment

*Kontrole gére P<0,05 diizeyinde anlamli

**Kontrole gore P<0,01 duzeyinde anlaml

***Kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli
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Sekil 4.1.insan periferal lenfositlerinde ZnO uygulamasi senoicsan kromozom anormallikleri  a)
kromatid kirgi, b) kromozom kig c) frgament d) disentrik kromozom
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Sekil 4.1 (Devam)insan periferal lenfositlerinde ZnO uygulamasi senwdusan kromozom
anormallikleri a) kromatid kigi, b) kromozom kigi ¢) frgament d) disentrik kromozom
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Insan lenfositlerindein vitro kultiir ortaminda 48 saat siireyle uygulanan ZnO
nanomateryali, sadece 10 ve dg/mL’lik dozlarda kontrole gore istatistiksel ola&ra
anlamli oranda mikronukleus ama neden olmyur (Tablo 4.2). insan
lenfositlerinde ZnO uygulamasiyla bir, iki ve Uc¢kmainukleuslu bintkleat hicreler
gOzlenmgtir (Sekil 4.8). Mikronukleus frekansinda dozagbaolarak diguk bir
oranda aryy s6z konusudur (r=0,518€kil 4.9). Bununla birlikte ZnO’in nukleer

bolinme indeksi Gizerine herhangi bir etkisinin adiftabelirlenmitir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. ZnO uygulamasinin insan periferal lemiesnde mikronukleus
frekanslar ve nikleer bélinme indeksi Uzerinesgtki

Test maddesi Uygulama BN hicreler iginde Nukleer bolinme
mikronikleus MN+SH indeksi+tSH
Sire Doz frekanslari (%) (NBI)
saat /mL
( ) (ng ) 1 @ @)
Kontrol 48 0 6 - - 0,30+0,12 2,020,044
Pozitif kontrol 48 0,20 68 8 4 0,48+0,01 1,1040,035
Zn0O 48 1 9 1 0,55+0,17 2,11+0,048
2 11 1 0,65+0,18 1,6340,032
5 9 2 0,65+0,18 2,05+0,046
10 16 1 1 1,0540,23** 2,050,046
15 16 - - 0,80+0,20* 20,5+0,046
20 13 - - 0,65+0,18 2,080,045

MN degerlendirilmesinde her uygulama grubu icin 2000 kle&t hiicre, NB icin 1000 hiicre
incelenmitir.

* Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli

** Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli
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10 um

Sekil 4.8. ZnO uygulamasiyla insan periferal leftfesinde olgan mikronukleuslu bintkleat

hucreler; a) bir mikronukleuslu hicre, b) iki mikigkleuslu hicre c) ti¢ mikronukleuslu hiicre
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c

Sekil 4.8. (Devam) ZnO uygulamasiyla insan perifelenfositlerinde olgan mikronukleuslu
binlikleat hicreler; a) bir mikronukleuslu hiicre, iki) mikronukleuslu hiicre ¢) t¢ mikronukleuslu
hucre
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Sekil 4.9. ZnO ile 48 saat muamele edgninsan periferal lenfositlerinde mikronukleus fraka
ylzdesinin doza g degisimi
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BOLUM 5. TARTI SMA VE SONUC

Gunumuzde nanopartikuller bir cok alanda yaygirsékilde kullanilarak hayatimiza
girmeye balamistir. Son iki yil icerisinde % 185 oraninda nanopaift temelli
tuketim malzemelerinin marketlerde yer gldbildirilmistir. Bugin 20'den fazla
Ulke 600 den fazla tirde nanopartikil iceren kozkneb. Urlinleri Gretmekte ve
kullanmaktadir (Sharma ve ark., 2009). Gin&remleri nanopartiktllerin
kullanildigi kozmetik trtnlerin banda gelmektedir. Bu ¢amada kullanilan ZnO
nanopartikil ise gugekoruyucu urdnler icerisinde oldukga sik kullanikteadir.
ZnO nanopartikdlinidn toksik etkilerinin ortaya kdshugu calsmalar olmasina
ragmen bu etkiler tam olarak acigh kavyturulamamgtir. Bu alanda yapilan
calismalar yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle bu sgah, ZnO nanoparttkalinin
genotoksik etkiye sahip olup olmgchi insan periferal lenfositlerinde kromozom

aberasyonu (KA) ve mikronukleus (MN) testleri ilagurmak amaciyla yapilngtir.

Bu calsmada, insan periferal lenfositlerine sigi konsantrasyonlarda ZnO
uygulamasina [ olarak caitli yapisal kromozom anormallikleri gorulngtiir.
Goriulen bu anormallikler kromatid k@ kromozom kirgl, fragment ve disentrik
kromozomlardir. En cok gorilenler kromatid Eirve kromozom kigidir. Yapilan
analizlerde, ZnO’in 24 saatlik uygulamasinda, hemoramal hicre yizdesi
bakimindan hem de hiicresb@a digen kromozomal anormallik bakimindan 1, 5, 10
ve 20 pg/mL’lik dozlarda kontrole gore istatistikselarak anlamli arglar
goOzlenmgtir. 48 saatlik uygulamada ise, anormal hiicre yzbakimindan sadece
10 pg/mL’lik dozda kontrole gore anlamh artyozlenirken, hiicre Baa digen
kromozomal anormallik agisindan 5 ve 10 pg/mL'libzthrda anlamli aglar
gozlenmgtir. Mitotik indeks, ZnO’in 24 saatlik uygulamasimd tim dozlarda
kontrole gore anlamli derecede azalma gosterird@nsaatlik uygulamalarin hig
birinde kontrole goére anlamh farkhlik olmagl belirlenmitir. Mikronukleus

frekansinda sadece 10 ve 15 pg/mL’lik dozlarda had@tgore anlamli agtioldugu
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gordlmdstar. ZnO’in nukleer boélinme indeksi Uzerine herhargr etkisinin
olmadg belirlenmitir.

Bolt ve arkadglari (2001), gung koruyucu olarak kullanilan UV filtrelerinin
endokrin etkilerinin hentz kesinlik kazanmgadi, ve deneysel modeller ve teknikler
konusunda yanitlanmayr bekleyen sorular bulgndu belirtmglerdir.
Kullavanijaya ve Lim (2005), dermal uygulama tegtin kullanilan hayvan
modelinin yetersiz oldgunu diglunduklerini vein vivo hayvan cakbmalarinda énemli
teknik eksikliklerin mevcut oldgunu bildirmglerdir. Bu aratirmacilarinda belirtgi
gibi, genel olarak gunekoruyucu UV filtrelerinin insanlardaki etkileri ta olarak

aciklanamamive yapilan ¢agmalarda eksiklikler bulunmaktadir.

Yapilan literattr taramasinda ZnO nanopartikilimikronukleus olgumuna (MN)
etkisi Uzerine herhangi bir cginaya rastlaniimangtir. Kromozom aberasyonuna
(KA) etkisi Uzerine yapilan camalarin ise birka¢c tane ile sinirh olglu
gorulmistir. Bu alanda Someya ve arkslda (2008), insan dipulpasi hiicrelerinde
endodontik ilaglarla 3 ve 30 saatlik uygulama siitesyapmg olduklar calgmada,
ZnO’in 30, 100 ve 300 uM'lik konsantrasyonlarinillaomlardir. 30 saatlik
uygulama sonucunda kromatid gaplarin dgedendiriimeye alinmasina glaolarak
anormal metafaz ylzdesinin kontrole gore istatgikolarak 6nemli oranda arti
gosterdgini ve gozlemlenen anormalliklerin ise kromatid gee kromatit kirg
oldugunu belirtmglerdir. Bizim ¢alsmamizda nm boyutunda ZnO kullaniitm ve
gaplar anormallik olarak gerlendiriimeye alinmangtir. En ¢ok kromatid kigina
rastlaniimasindan dolayl bu gaha ile uyumluluk gostermektedir. Ancak bizim
calsmamizda ayrica kromozom Kiry fragment ve disentrik kromozomlar
g6zlemlenmgtir. Anormal hiicre ylzdesi bakimindan 24 saatligulgma sonucunda
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli orandasameydana gelngtir. Dufour ve
arkadalari (2006), cin hamsterlarinin yumurtalik hicrelde ZnO (100 nm) ile
karanlik, 8 zamanli radyasyona maruz birakilma ve daha dnaediyfasyona maruz
birakilmaseklinde gercekligirdikleri uygulama sonucunda, gaplar hari¢ kromozo
anormalliklerinin gorilme sikfinin & zamanli radyasyona maruz birakilan ve daha
onceden radyasyona birakilan hicrelerde karaniigagtére daha fazla olgunu

bildirmislerdir. Dufour ve arkadgarinin yapmg olduklari calgma bizimle uyum
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gostermektedir. Bu sonuclardan, ZnO nanopartikintkidomozom anormalliklerinin

olusumunu uyardil séylenebilir.

Sharma ve arkadkari (2009), insan epidermal hicrelerinde ZnO namidllerinin
DNA hasar potansiyelini agarmak i¢in yapmy olduklar calgmada, ZnQO’in 0.008,
0,08, 0,8, 5, 8 ve 20 pg/mL konsantrasyonlarinilakidrak insan epidermal
hicrelerini 3, 6, 24 ve 48 saatlik uygulamaya talkinuslardir. Calsma sonucunda,
ZnO nanopartikillerine maruz kalan hicrelerin ndrmarfolojilerini kaybederek
blzitugiini ve kiimelgme meydana gelgini bildirmisleridir. Ayrica 24 saatlik
uygulama sonucunda glutatyon (GSH) seviyesinde 0¢08,8 ug/mL’lik dozlarda,
suiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitesir@j8, 0,08, 0,008 pg/mL’lik
dozlarda kontrole gére anlamli azalma goérulirkemy @lozlarda HO, seviyesinde
kontrole gore anlamh astarin oldysunu belirtmglerdir. Laktat dehidrogenaz (LDH)
seviyesinde 24 ve 48 saatlik uygulama siresinirusda 5, 8 ve 20 pg/mL’lik
dozlarda arglar goruldiguni, yine comet testi sonuclarina gére DNA kuyruk
yuzdesi ve kuyruk momentinde de 0,8 ve 5 pg/mldidzlarda kontrole gére anlamli
artglarin oldygunu gozlemlenslerdir. Bu calgma sonucunda insan epidermal
hicrelerinde ZnO nanopartikillerinin sitotoksisre oksidatif strese neden ofglinu
belirtmiglerdir. Yang ve arkaddari (2009), primer fare fibroblast hicrelerinde
icerisinde ZnQO’in de bulundiw cesitli nanopartikillerle 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda 24 saat uygulama ile ygmiduklari calsmada, doza lgh
olarak reaktif oksijen turleri (ROS) ve LDH seviyede anlamli ar, GSH ve SOD
seviyesinde ise anlamli derecede azalmanin galdw gdzlemlensierdir.
Malondialdehit (MDA) seviyesinde ise 20, 50 ve 10/mL’lik dozlarda anlamli
artis oldugunu bildirmglerdir. Ayrica yaptiklari comet test gahasi sonuclarina
gore de DNA kuyruk uzunfu, DNA kuyruk ytzdesi ve kuyruk momentinde de 5 ve
10 pg/mL’lik dozlarda kontrole gore anlamli gidr gozlemlemglerdir. Bu
calismada, ZnO nanopartiktllerinin yiksek dozda sitotoletkiye sahip oldgunu
ve oksidatif hasara neden ofalunu bildirmglerdir. Gerloff ve arkadgari (2009),
insan bgirsak Caco-2 (kolon adeno karsinoma) hucrelerinde Zve csitli
nanopartikillerin oksidatif DNA hasarini belirlemigin yapms olduklari ¢alsmada,
ZnO nanopartikilinin 20 ve 80 pgfenylizey alaninda, 4 ve 24 saatlik

uygulamasini gercekigrmislerdir. 24 saatlik uygulama sonucunda LDH seviygsin
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kontrole gore anlami derecede gardldugunu, 4 saatlik uygulama sonucunda ise
GSH seviyesinde anlamli azalma meydana @geldgdzlemlemglerdir. Comet test
sonuclarinda ise DNA kuyruk yluzdesinde kontroleeganlamli artlar olduzunu
bildirmislerdir. Ayrica 4 saatlik uygulamada 80 pgftie, 24 saatlik uygulamada
ise 20 ve 80 pg/cfide metabolik aktivite bozukfu, 20 pg/cride DNA zincir
kiriklari ve oksidatif DNA hasari Uzerine ZnO'’inkeerinin 6nemli derecede
oldugunu belirtmglerdir. Jeng ve Swanson (2006), fare néroblastoaneiérinde 30-
45 nm capinda olan ZnO ve s¢é nanopartikillerin 50-100 pg/mL arasindaki
konsantrasyonlarini kullanarak 2-72 saatlik uyg@arsonucunda, ZnO nano
partiktllerine maruz birakilan fare noroblastom relibattinin anormal morfolojide
oldugunu ve hicresel biztlmelerin gercekilgni gozlemlemglerdir. Ayrica 50-100
pg/mL dozlarda ZnO’e maruz kalan hicrelerde LDHiyesinde 6énemli argi ve
mitokondriyal fonksiyonda ise anlamli azalma meyalgeldgini gozlemlemglerdir.
ZnO’e maruz kalan hiicrelerde apoptozisin ortayagrk da bildirmglerdir. Lin ve
arkadalari (2009), A549 (bronko alveolar karsinoma) hilerede 70 ve 420 nm
capinda ZnO nanopartikillerinin 8-18 pg/mL arasknd&onsantrasyonlarini
kullanarak 6, 12 ve 24 saatlik uygulama gercgghlmislerdir. Sonu¢ olarak, GSH
seviyesinde doza Bh azalma ve LDH seviyesinde agrtimeydana geldini
bildirmislerdir. ZnO’in doza ve zamana gaolarak hicre canlgini azalttgini ve
oksidatif DNA hasarina neden oglinu gézlemlengierdir. Musarrat ve arkagiar
(2009), ZnO nano partikillerine<20 nm) maruz birakilan insan lenfositlerinde
yaptiklari ¢algmada comet testi ile DNA kuyruk momentinde belirdpir arts
gozlemlemglerdir. Ayrica ZnO nanomateryalinin  mitokondriyal embran
potansiyelinin belirgin bir sekilde azalt@gini ve oksidatif stresi artirgini
belirtmiglerdir. Zhu ve arkadgari (2009), ZnO nanomateryalinin zebra pa(Danio
rerio) embriyolarinin gedimi Uzerine etkilerini incelemek igin olduk¢ca gerdoz
(0,1,0,5, 1, 5, 50, 100 pg/mL) ve zaman (6, 12,354 48, 60, 72, 84, 96 saat) agal
kullanmsglar ve ZnO’e maruz kalrgiembriyolarda ROS seviyesinin agihi ve
bununda hiicresel oksidatif stresin artmasina nettegunu belirtmglerdir. Kim ve
arkadalari (2010), sican alveolar epitel hicre tabakasingpmg olduklari
calismada ise, ZnO nanopartikillerine 24 saatlik apikaruz kalma sonuncunda,
176 pug/mL’lik dozda mitokondriyal aktivitede azalmaH saliniminda ve hicre ici

ROS seviyesinde agtioldusunu gozlemlemierdir. Yukarida bahsedilen agtama
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sonugclar birbirleri ile uyumluluk gostermekte va@ nanopartiktltinin hicrelerde
GSH, SOD, katalaz aktivitelerini azaltarak ve LDlgvigyesini artirarak ROS
olusumuna neden oldwnu gostermektedir. Hiicreler, metabolik prosesirphrcasi
olarak surekli serbest radikaller ve superoksitoamyperoksil, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tirletiretirler. Bu serbest radikaller katalaz,
superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi eme ve vitamin A, E ve C gibi
enzimatik olmayan oksidanlardan ghm bir antioksidan savunma sistemi ile
notralize edilirler (Urso ve Clarkson, 2003). Sarate etkin olan ve hiicre hasarina
yol acan superoksit grubu, SOD aragrida hidrojen peroksit ve oksijene ceuvrilir.
Superoksit grubundan daha zayif etkili olan hidnoperoksit, dokularda bulunan
katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz gilziraterle su ve oksijen gibi daha
zayif etkili GrGinlere dongitrilerek etkisiz kilinir. Stperoksit dismutazikieli gini
engelleyen maddeler stiperoksit gruplarinin zardrale getirilmesini engellerken,
lipit peroksidasyonunu hizlandirirlar (Kaya ve ark998; Mates, 2000). Lipid
peroksidasyonun bir sonucu olarak ortaya cikan nuiéddehit gibi sitotoksik
aldehitler DNA ve proteinlere lgnarak kalici hasara neden olur (Cicek, 2005).
Reaktif oksijen turlerinin artmasi ve antioksidarkanizmasinin yetersiz kalmasi
sonucu oksidatif stres adi verilen bir dizi olayyd@&na gelmektedir. Oksidatif stresin
farkli mekanizmalar ile DNA Uzerinde baz yeker modifikasyonlari, tek ve cift
zincir kiriklari, abazik bélgeler, DNA-protein caar b&lanmasi gibi hasarlara yol
actgl bilinmektedir  (Williams ve Jeffrey, 2000; Cookee ark., 2003). Bu
calismalarin sonuclarindan ZnO’in ROS glimuna neden oldw ve buna bg
olarak da DNA hasarini uyagdi soylenebilir. Bizim caimamizda da en sik
kromatid kirgi ve kromozom kigina rastlaniingtir. DNA ipliginde meydana gelen
bu kirllmalarin ZnO nanopartikiliniin neden @duwlistntlen reaktif oksijen tarleri
ve diger serbest radikallerden kaynaklghdi sdyleyebiliriz. DNA’daki iplik
kirlimalari sonucunda da kromozom ve kromatid kank olusmaktadir. Ayrica
yapilan dger calgmalarda comet test sonuclarina baklidda da ZnO’in DNA'da

kirimalarina bglh hasar meydana getigdigzlemlenmektedir.

Dechsakulthorn ve arkaglari (2007), insan deri fibroblast hiicrelerindev&70 nm
capinda ZnO nanopartikillerla vitro kolorimetrik MTS test metodunu kullanarak

yaptiklari calgmada, ZnO nanopartikillerine 4 ve 24 saat marwuzkban hiicrelerde
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yuksek toksisite meydana getdii gozlemlemglerdir. Gojova ve arkagéari (2007),
insan endotel hicrelerinde ZnO’in farkli konsangoadarini (0.001-50 pg/mL)
kullanarak 1-8 saatlik uygulama sonucunda, MRNA egplasyonu meydana
geldigini belirtmiglerdir. Ayrica daha yuksek konsantrasyonlarda Zn@itotoksik
etkisinin arttgini ve ayrica iltihabi yanita neden ofdunu gozlemlemierdir. Zheng
ve Li (2009), 20 nm capinda ZnO nanomateryalinl@ivo ve in vitro olarak L929
(fare fibroblast hicreleri) ve HelLa hucrelerinde 24 48 saat slrelerle yapmi
olduklari uygulama sonucunda, htcrelerin bélinmeiviadlerinin  bozuldgunu
gozlemlemglerdir. Bizim calsmamizda, ZnO’in 24 saatlik uygulamasinda mitotik
indeksin azalmasina Pla olarak, mitoz bolinmeyi inhibe egtni soyleyebiliriz.
Ancak nukleer bolinme indeksi Uzerine herhangi l@tkisinin  olmadg
gozlemlenmgtir. Ayrica istatistiksel olarak sonuclara bakgiehda, 1, 5, 10 ve 20
pa/mL’lik dozlarda kontrole gére anlamli farkliligozlenirken 2 ve 15 pg/mL’lik
dozlarda kontrole gore anlamli bir farklihk gozteemstir. Maddenin boyutu
nanometre seviyesine kadar kuculdukce buyik hacayhi maddeden ¢ok daha
farkll 6zellik ve davrani gosterebilmektedir. Boyutun nanoboyuta kadar kixgisi
farkll sonuclara neden olabilir. Nanopartikilletmicrelerdeki etki mekanizmalari
henliz tam olarak acigla kavgturulamadgindan bizim cakmamizda dozlar
arasindaki farkhigin nedeni tam olarak bilinememektedir. Nanopartédirn
canhlardaki uygulamalarinin uzun dénem etkilekkada toksisite testlerinin sinirli
olmasindan dolayi, bu partikillerin dozu ve potgelszararlarinin agiklanabilmesi
icin daha ileri argtirmalara ihtiyagc vardir. Bu c¢amada kullanilan ZnO
nanopartikilt 6zellikle kozmetik sanayisinde kullaraktadir. Bata EPA (Cevre
Koruma Orgiiti) olmak ilzere ABD’de cok sayida laborar nanokozmetik
artnlerin risklerini ortaya koymaya cainaktadir. Nanoteknolojinin potansiyel fayda
ve risklerini inceleyen okumlardan bir dieri de CRN (Nanoteknoloji’den Sorumlu
merkez) dir. Bugiine kadar gtemalardan elde edilen sonuclar kesin olngadian
bircok bilim adami givenlik acisindan onlemler adasini ve Urlnlerin icerisinde
nanopartikil bulundgunu belirten uyari konulmasi gereditii diusinmektedir (Gok,
2007)

ZnQO’in mikroorganizmalar tGzerine olan etkilerinicelemek icin de bazi camalar

yapilimstir. Jones ve arkaglari (2008), bir cok mikroorganizma Uzerinde yapmi
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olduklari calsmada ZnO nanopartiktllerinin 6nemli antibakteriyetkiye sahip
oldugunu go6zlemlengierdir. Brayner ve arkadkri (2006), Escherichia coli
bakterileriyle yaptiklari ¢cajmada, ZnO’inE. coli bakterilerinde hasar meydana
getirdigini ve U¢ kat daha fazla membran dizengiaé neden oldgunu
bildirmislerdir. Hidaka ve arkadkari (2006), yapnsi olduklari bir baka calsmada
ise UV sigl altinda ZnO, Ce®ve TiO, nanopartikillerinin jel elektroforez
yontemini kullanarak DNA plazmitlerine olan hasarimcelemgler ve ZnO’in daha

hizli ve daha biyik DNA hasarina neden gichw belirtmglerdir.

ZnO nanopartiktli ile yapilan catnalarda negatif sonucglarinda algdi
argtirmalarda bulunmaktadir. Yoshida ve arkdda (2009), TMAOH
(tetrametilamonyumhidroksit) ile kaplangmiZnO nanopartikillerinin - mutajenik
aktivitesini belirlemek icin ames testi il€almonella typhimurium'in TA98, TA100,
TA1535, TA1537 sglarini ve Escherichia coli'in WP2uvrA® swu kullanilarak
yapillan cakmadan negatif sonuc¢ elde ettiklerini bildigherdir. Bu calsmada
kullanilan TMAOH’in yine ayni sglar kullanilarak daha 6énce yapilanska bir
calismada negatif sonug vegibildirildi ginden (Biosafety Research Center, Foods,
Drugs and pesticides, 1999) Yoshida ve arkiagia ¢ciplak ZnO’in  mutajenitesinin
de negatif oldgunu belirtmglerdir. Gorildigt gibi ames testi ile elde edilen
sonugclar dier argtirmacilarin ve bizim sonuclarimizdan farkllik ggrsnektedir. Bu
konuda kesin yargiya varmak igimvivo testler ile ZnO nanopartiktlinin muhtemel
genotoksik etkisinin agfirilmasi gerekmektedir. Bizim ¢caamizda gozlemlenen
mikronukleus (MN) olgumlarinin, ZnO’in kromatid ki@, kromozom kirgl ve
fragment olgumuna neden olmasindan dolay klastogenik etkisirkdg/naklanmy
olabilecgini disundirmektedir. Comet testi ile yapilan daha onaalismalarda
DNA kiriklarini uyarmasi yonuyle ZnO’in klastogeniktkiye sahip oldgu
yonundeki sonuclarimizi desteklemektedir. ZnO nandpilinin gerek sitotoksik
ve gerekse genotoksik etkilerinin tam olarak betidbilmesi icin daha fazla

aratirma yapilmasi gerekmektedir.

Daha oOncede belirtildi gibi gerek ZnO ve gerekse gdir nanoudrinler tzerine
yapilan arstirmalar oldukca yetersizdir. Bu glamda yap@iimiz calsmada, ZnO

nanopartikilininin vitro insan lenfositlerinde kromozomal anormallikleri ve
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mikronukleus olgumunu uyardii gozlemlenmitir. ZnO nanopartikilinin canlilar
Uzerine herhangi bir etkisinin olup olmgohin kesinlemesi, etkisi oldgu taktirde
hangi konsantrasyonlarda ve hangi dizeyde gidun ortaya cikartilabilmesi icin
gerekin vitro ve gereksen vivo aratirmalarin artirilmasi gerekmektedir. Bu sirecte
ayni zamanda ZnO ile birlikte nanopartikillerin ietknekanizmalarinin da
aydinlatilabilmesi icin daha fazla amama yapilmasina ihtiya¢ vardir. Yapilan bu
calisma, bu alanda agarmalar yapmak isteyen bilim insanlarig&itutacak ve ayni

zamanda kaynak geamis olacaktir.
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