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Danisman: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

Bu ¢alisma, insan periodontal ligament fibroblast (hPDLF) ve fare dermal fibroblast
(mDF) hiicrelerinin ti¢ farkli nanoparcaciga (NP) [fulleren (Cep), tek duvarli karbon
nanotiipler (TDKNT) ve demir (ILII) oksit (Fe304)] zamana ve doza bagimli olarak
verdikleri hiicresel yanitin xCELLigence sistemi ve in Vvitro toksisite testleri kullanilarak
degerlendirilmesi ve karsilastirilmasi amaciyla tasarlanmigtir. NP’lar morfoloji, orgii
parametresi, yiizey alani, parcacik boyut dagilimi ve zeta potansiyellerine gore
transmisyon elektron mikroskopisi (TEM), X-isimm1 kiriimi (XRD), Braun-Emmet-
Teller ylizey alan1 analizorii (BET), dinamik 151k sa¢ilimi (DLS) ve zeta boyut analizorii
(zeta sizer) kullanilarak karakterize edilmistir. Mdossbauer Spektroskopisi Fe3zOs
NP’larinin manyetik olarak karakterize edilmesi igin kullanilmigtir. hPDLF ve mDF
hiicreleri kontrollii kosullar altinda farkli derisimlerde hazirlanan NP ¢o6zeltileri ile (0,1;
1; 10; 50 ve 100 pg/mL) belirli zaman araliklari boyunca (6, 24 ve 48 saat) muamele
edilmistir. Ardindan, NP’lara maruz birakilan hiicrelerde canlilik, membran biitlinliigii
ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumu incelenmistir. Secilen NP’lara verilen
hiicresel tepkiler, in vitro sitotoksisite testlerine ek olarak ger¢ek zamanli empedans
Olclimiine dayali bir biyosensor sistemi olan xCELLigence sistemi kullanilarak
belirlenmistir. Tiim deneylerden edinilen bulgular birlikte ele alindiginda segilen
NP’larin toksisitelerinin hiicre tipine, derisime ve zamana bagimli oldugu goriilmiistiir.

Aralik 2016, 90 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

INVESTIGATION OF THE IN VITRO CYTOTOXICITY OF NANO METAL OXIDE
AND CARBON NANOPARTICLES

Cigdem DONMEZ GUNGUNES

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

The present study was designed to evaluate and compare the time and dose-dependent
cellular response of human periodontal ligament fibroblast (hPDLF) cells and mouse
dermal fibroblast (mDF) cells to three different nanoparticles; fullerene (Cgo), single
walled carbon nanotubes (TDKNT) and iron (I1,111) oxide (Fe3O4) nanoparticles (NPs)
via the XCELLigence system and in vitro toxicity methods. NPs were characterised
according to their morphology, lattice parameter, surface area, particle size distribution
and zeta potential by using transmission electron microscopy (TEM), X-ray diffraction
(XRD), Braun-Emmet-Teller (BET), dynamic light scattering (DLS) and zeta sizer
analysis. The Mdssbauer spectroscopy was used in order to magnetically characterize
the Fes04 NPs. The hPDLFs and mDFs were exposed to different concentrations of the
NPs (0,1; 1; 10; 50 and 100 pg/mL) for predetermined time intervals (6, 24 and 48
hours) under controlled conditions. Subsequently, NP exposed cells were tested for
viability, membrane leakage and intracellular reactive oxygen species (ROS)
generation. Additional to in vitro cytotoxicity assays, the cellular responses to selected
NPs were determined in real-time using an impedance based biosensor system;
XCELLigence. Taken together, information obtained from all experiments suggests that
toxicity of the selected NPs is cell type, concentration and time dependent.

December 2016, 90 pages
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1. GIRIS

Nanoteknolojinin saglik, giyim ve temizlik irilinlerinin de dahil oldugu c¢esitli
endiistriyel uygulamalarda ve tiiketici iiriinlerinde hizla yayginlasan kullanimina bagl
olarak, ¢ok genis bir cesitlilikte ve giderek artan miktarlarda iiretilmeye devam edilen
nanopargaciklar (NP) zamanla giinliik yasamin bir pargasi haline gelmektedirler. Bu
nedenle, insan ve c¢evre biyogiivenligi icin NP’larin kapsamli ve giivenilir bir
nanotoksikolojik degerlendirmeden ge¢meleri gerekmektedir. Nano boyutta olmayan
(bulk) formlarina goére sahip olduklar1 biiyiik yiizey alani- hacim oranlar1 ve buna bagl
olarak ortaya c¢ikan farkli ve ilging Ozellikleri NP’larin sanki yeni kesfedilen
kimyasallarmis gibi aragtirllmalarmi gerekli kilmaktadir. Ayrica, NP’larin kiiciik
boyutlar1 ile insan viicudunun nano 6lcek i¢in yetersiz kalan bariyerlerini asabildikleri

bildirilmistir (Nasterlack vd. 2008, Schulte vd. 2008).

Yeni tasarlanan bir¢ok malzemenin popiiler yapitaslari olan NP’larin boyutlar1 1-100
nm araligindadir (Auffan vd. 2009). Bunlarin arasinda Fe3O4 NP’lar ile karbon temelli
NP’lar olan fulleren (Cgp) Ve tek duvarli karbon nanotiipler (TDKNT) avantajli
ozellikleri sayesinde ¢ogunlugunu insan maruziyeti olasiligimin yiiksek oldugu
biyomedikal uygulamalarin olusturdugu genis bir yelpazedeki uygulamalar i¢in uygun

adaylar olmalar1 sebebiyle dikkat ¢ekmektedirler.

Fullerenler olaganiistii kimyasal ve fiziksel 6zellikleriyle malzeme bilimi ve ¢ok cesitli
biyolojik uygulamalar i¢in kullanilmak iizere arastirilmaktadir. Fullerenlerin kozmetik,
doku miihendisligi ve yara iyilesmesi malzemelerini de iceren tiiketici {irtinlerinin
tiretiminde kullanilmasi sebebiyle (Takada vd. 2006, Sitharaman vd. 2007, Lens 2009,
Lens 2011, Benn vd. 2011, Inui vd. 2014, Pulicharla vd. 2014) ticari iiretiminin
cogalmast toksik agidan ayrintili olarak incelenmesini gerekli hale getirmistir. Ayrica
bazi arastirma gruplar1 (Kanaparthy ve Kanaparthy 2011, Kukreja vd. 2012, Bhardwaj
vd. 2014) gelecekte dis hekimliginin de dahil oldugu biyomedikal alanlarda kullanilmak

lizere gelistirilecek nanorobotlarin liretiminde fullerenlerin kullanilmasini énermektedir.



Fulleren toksisitesi lizerine daha once yapilmis calismalar farkli hiicrelerle farkli
sonuclar ortaya ¢ikarmistir. Sayes ve arkadaslart Cgp’in hDF (human dermal fibroblast-
insan dermal fibroblastlar1) ve HepG2 (insan karaciger kanseri hiicre dizisi) hiicreleri
tizerindeki toksik etkilerini arastirmis ve 20 ppb seviyesinde toksik etkilerin
goriildiigiinii belirlemislerdir (Sayes vd. 2004). Fare orta beyin hiicreleri ile yapilan bir
baska caligma ise (Tsuchiya vd. 1996) fullerenlerin doza bagli olarak hiicre
farklilasmasin1 ve proliferasyonunu inhibe ettigini ortaya c¢ikarmistir. Yeni
gerceklestirilen in vivo bir ¢alismaya gore ise (Shipelin vd. 2015) Cg viicut agirliginin
kg’1 bagma 0,1; 1,0 ve 10 mg/kg olacak dozlarda 92 giin boyunca siganlara verilmis ve
sadece verilen en yiiksek doz olan 10 mg/kg diizeyinde hepatik dokuda toksik etki
olusturmustur. Cgo lizerine yapilan bazi ¢alismalar (Gharbi vd. 2005, Levi vd. 2006,
Kyzyma vd. 2015) toksik etkinin ya hi¢ goriilmedigini ya da diisiikk oranlarda
goriildiigiinii rapor ederken diger bazi ¢aligmalar da (Sayes vd. 2004, Shipelin vd. 2015)
hiicre tipine ve derisime bagh olarak toksik etkilerin goriildiiglinii bildirmistir;

dolayistyla tiim hiicre tiirleri i¢in Cgo toksisitesi iizerinde bir goriis birligi yoktur.

TDKNT ultra-yiiksek yiizey alan1 ve benzersiz ylizey kimyasi ile sahip oldugu
karakteristik yapist gibi olaganiistii o6zellikler1 i¢in sentezlenen grafit nano
malzemelerdir.  Tasarlanan  kompozit malzemeleri  giiclendirmek  amaciyla
kullanilmalarinin yani sira biyomedikal alanlarda da kullanilmaktadirlar. Saf halde ya
da modifiye edilmis olarak biyosensorler (Zelada-Guillen vd. 2013), doku miihendisligi
(Sitharaman vd. 2007, Baktur vd. 2011, Gupta vd. 2014, Hernandez-Ferrer vd. 2014),
kontrollii ilag salinimi (Madani vd. 2011, Meng vd. 2012), kanser teshisi ve tedavisi
(Andreoli vd. 2014), dis hekimligi (Zhang vd. 2008, Akasaka vd. 2009) gibi ¢ok cesitli
alanlarda ve yara bandajlarinda antimikrobiyal ajan olarak (Simmons vd. 2009)

kullanilmaktadir.

TDKNT’lerin genis uygulama alanlarina ragmen, sahip olduklar1 yliksek en boy orant
ve 1g sekilli yapilar1 onlara insan viicudunda yiliksek hareketlilik ve gecirgenlik
saglayarak potansiyel olarak toksik nanomalzemeler haline getirmektedir. TDKNT
toksisitesi ilizerine yapilan iki ¢alismada (Zhang vd. 2010, Cicchetti vd. 2011) ndral
PC12 hiicrelerinde ve insan gingival fibroblast hiicre dizisinde TDKNT lerin



sitotoksisiteye ve ROT olusumuna yol agtig1 belirlenmistir. Meng ve arkadaglarinin He-
La hiicreleri lizerinde yaptiklari bir ¢aligmaya gore (Meng vd. 2012) TDKNT ler hiicre
igine girerek toksik etki olusturmustur. Yapilan daha yeni bir ¢alismada ise (Kim vd.
2014), TDKNT ler insan periferal kan lenfositlerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)

olusumunu tetikledigi gosterilmistir.

FesOs NP’lart sadece boyuta bagimli siliperparamanyetizma ozelligi ile degil
(Buyukhatipoglu ve Clyne 2011) ayni zamanda ucuz ve kolay iiretilebilir olmasi
sebebiyle basta biyomedikal alan olmak {izere; hedeflendirilmis ila¢ salinim1 (Sadighian
vd. 2014), doku miihendisligi (Ito vd. 2004, Shimizu vd. 2007) ve hipertermi tedavisi
(Ren vd. 2012) gibi pek c¢ok farkli uygulamada yerini almistir. Ayrica manyetik
rezonans goriintilemede (MRI) kontrast madde olarak (Tiefenauer vd. 1996, Jun vd.
2005, Stephen vd. 2011) ve gen aktariminda vektor olarak (Fouriki vd. 2013) kullanim1
da yaygindir. Bunlara ek olarak, fonksiyonlandirilmis Fe3O4 NP’lar1 yara pansuman
tekstillerinde antifungal ve antimikrobiyal madde olarak (Anghel vd. 2012, Grumezescu
vd. 2014) ve dis hekimliginde periodontit tedavisinde (Di Turi vd. 2012, Chifiriuc vd.
2013) kullanilmastir.

Bu zamana dek Fe3;O4 NP’larinin toksisitesi lizerine ¢ok sayida ¢alisma yayinlanmustir.
Bunlardan bazilar1 Fe3O4 NP’larinin  sitotoksisiteye sebep oldugu yoniinde goris
bildirirken bir kismi1 da toksik olmadigini sdylemektedir. Daha 6nce yapilmis bu
caligmalardan birinde normal, glia ve gogiis kanseri hiicreleri FezO4 NP’larina maruz
birakilmis ve her tig hiicre tipi igin de 0,1-10 x«g/mL araliginda toksik etki olusturmadigi
bulunmustur (Ankamwar vd. 2010). Bir diger ¢alismada da ii¢ farkli insan hiicresi ile
[HCM (kalp), BE-2-C (beyin), ve 293T (bobrek)] ¢alisilmis ve derisime bagimli olarak
toksisitenin olustugu bildirilmistir (Mahmoudi vd. 2011).

Nanoparcaciklarin toksisitesini belirlemek i¢in in vitro sitotoksisite testlerini de igeren
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesinin 6l¢iimiine
ya da laktat dehidrogenaz enziminin (LDH) salimma dayali testler ve benzer in vitro

sitotoksisite testleri NP’larin potansiyel risklerinin in vivo testlere gegilmeden evvel 6n


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0730725X95021064

degerlendirilmesinin yapilabilmesi i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Ancak hiicresel
sitotoksik cevabin nihai biyokimyasal iiriinlerinin optik olarak tespitine dayanan in vitro
test yontemlerinin incelenen NP’larin test kimyasallari ile etkilesimine bagl olarak bir
takim sinirlamalar1 ve dezavantajlar1 vardir (Kroll vd. 2012). Bu testler sadece belirli bir
zaman noktasindaki hiicresel cevabi belirleyebilirler ve bazi NP’larin etiketleme ya da
dedeksiyon asamalarinda kullanilan bilesiklerle etkilesimi nedeniyle yanilgiya neden
olabilirler. Ayrica, sitotoksisite testlerinin tekrarlanabilirlikleri NP’larin tiirti, hiicre
kiiltiirti kosullari, hiicre tipi ve kullanilan test yontemi gibi parametrelerden etkilenir
(Patil vd. 2015). Bu durum zaman zaman yanlis pozitif ya da yanlis negatif sonuglarin

ortaya ¢ikmasina sebep olabilir.

In vitro testlerin bahsedilen dezavantajlarini elimine etmek ve herhangi bir karisikliga
engel olmak icin bu tez calismasinda geleneksel in vitro testlere ek olarak, hiicre
canliligin1 izlemek i¢in NP’larin testin icerdigi kimyasallarla etkilesimini ortadan
kaldiran bir sistem kullanilmistir (Vetten vd. 2013, Ozturk vd. 2014). Yerinde empedans
Olclimiine dayal1 bu sistemde, yiizeye tutunan hiicreler biyosensor yiizeyinde bolgesel
bir yalitima neden olarak elektrot ve hiicre kiiltiirii ortam1 arasinda farkli bir ara yiiz
olustururlar. Bu durum empedansta artisa sebep olur, yiiksek empedans degerleri
elektrotlar lizerinde biliylimekte olan hiicre sayisinin da ytliksek oldugunu gosterir (Xiao

vd. 2005).

Bu tez calismanin amaci, hPDLF ve mDF hiicrelerinin ticari olarak satilan {i¢ farkl
NP’a (Cgo, TDKNT ve Fe3O4) verdigi in vitro sitotoksik cevabin karsilastirilmasi ve
boylece NP toksisitesinin hiicre tipine bagimliliginin belirlenmesidir. Uretim yontemine
bagl olarak yapida olusabilecek farkliliklarin sitotoksisiteye etkisi diisiiniilerek ticari
olarak satilan NP’lar tercih edilmistir. Ayrica geleneksel sitotoksisite testlerinin
sonuglarinin empedans Ol¢iimiine dayali xCELLigence sisteminin sonuglar ile
karsilastirilmas1 ve NP toksisitesini belirlemek i¢in kullanilmakta olan sitotoksisite

tarama testlerinin glivenilirligi hakkinda bir fikir olusturulmasi da amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Nanoteknoloji

Molekiiler diizeydeki miihendislik yontemleri ile iiretilen ¢ok kii¢iik 6lgekli (<100 nm)
malzemeler olan nanomateryaller, kendilerine has mekanik, optik, elektriksel ve
manyetik Ozellikleri sebebi ile bilimsel olarak olduk¢a fazla ilgi goérmektedir. Bu
nanomateryallerin kullanimi ile gelistirilen nanoteknoloji uygulamalar1 ise ticari ve
askeri alanlarin yan sira saglik alaninda da artarak devam etmekte ve bu alanda yapilan
calismalar nanoparcaciklarin insan sagligina ve c¢evreye verdigi etkilerin arastirilmasi

icin yapilan ¢alismalarindan ¢ok daha hizli bir sekilde ilerlemektedir.

Son zamanlarda yapilan calismalar saglik alaninda hastaliklarin teshisi, tedavisi ve
onlenmesi i¢in nanoparcaciklarin kullaniminin olumlu sonuglar ortaya ¢ikarabilecegini
gostermistir. Ayrica doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda 6zellikle hiicre
terapisi ve organ rejenarasyonu c¢alismalarinda da nanoteknoloji kullanilmaktadir.
Bunun yan1 sira nanoteknoloji yontemleri ile gelistirilen sensor sistemleri de pek cok
biyo-uygulamada yerini almistir. Bu sebeple giiniimiizde oldugu gibi gelecekte de
nanoparcaciklara ve nanoyapilara biiyiik bir talep olacaktir. Nanomalzemelerin giivenle
kullanilabilmesi i¢in bu malzemelerin hangilerinin insan sagligi agisindan risk
olusturabileceginin tespit edilmesi gerekmektedir. Bunun icin de hiicresel ve sistemik

toksisitenin arastirilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.2 Nanoparcaciklar

En az bir boyutta 100 nm ya da asagisinda Slgiilere sahip olan pargaciklar nanoparcacik
olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.1). Bunlar arasinda baslicalar1 olarak karbon

nanotiipler, dendrimerler, quantum noktalar1 ve nano metal-oksitler sayilabilir.

Nanopargaciklar boyuta bagimli olarak kendilerine has bazi 6zellikler gosterirler.
Manyetik malzemelerde siiperparamanyetizma ve yari iletken malzemelerde kuantum

simnirlamas1 bu Ozelliklere ornek olarak verilebilir. Reaksiyonlar bir malzemenin



yiizeyinde gerceklesir, bu sebeple ayn1 hacim i¢in yiizey alan1 ne kadar biiyiik olursa
reaktivite de o kadar fazla olacaktir. Nanopargaciklar da hacimlerine gore ¢ok biiyiik bir
yiizey alanina sahip olduklar1 i¢in oldukca yiiksek reaktivite gdsterirler. Ornegin altin
nanoparcaciklar makroboyutta iken inert Ozellik gdstererek pek ¢ok kimyasalla
reaksiyon vermezken nanoboyutta oldukga reaktif hale gelerek reaksiyonlari

hizlandirmak i¢in katalizor olarak kullanilirlar (Thompson 2007).
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Sekil 2.1  Nano  Olgekte  boyut  karsilastirmasi  (http://www.wichlab.com/wp
content/uploads/2013/04/Size-comparison-Bio-nanoparticles.jpg 2013
adresinden degistirilerek alinmistir).

2.2.1 Fulleren

Bu calismada secilen karbon temelli nanoparcaciklardan biri olan fulleren ya da diger
ismi ile buckminister fulleren (Cgp), 60 karbon atomundan olusan 1 nm g¢apinda kiiresel
sekilli bir nanopargaciktir (Sekil 2.2). Robert Curl tarafindan 1985 yilinda kesfedilen
fulleren; volkanik patlamalar, orman yanginlar1 ve karbon temelli maddelerin yanmasi

gibi dogal ve antropojenik kaynaklardan dolayr dogada da  bulunur.


http://www.wichlab.com/wp%20content/uploads/2013/04/Size-comparison-Bio-nanoparticles.jpg
http://www.wichlab.com/wp%20content/uploads/2013/04/Size-comparison-Bio-nanoparticles.jpg

Sekil 2.2 Fullerenin: a. 2 boyutlu, b. 3 boyutlu yapisi
(http://web.ornl.gov/~pk7/thesis/pkthimg858.gif 2016 ve
http://cfile24.uf tistory.com/image/115C114B4D13226D068374 2016

adreslerinden alinmistir).

Fulleren 20 heksagonal ve 12 pentagonal halkadan olusan ikozahedral simetriye sahip
bir kapali kafes yapisindadir. Her karbon atomu 3 diger karbon atomuna baglidir ve sp’
hibritlesmesi yapmustir. ki farkli bag uzunluguna sahiptir; 6:6 baglari ¢ift bag olarak
kabul edilir ve 6:5 baglarina oranla daha kisadir. Cgp pentagonal halkalarda c¢ift bag
yapmadigindan siiper aromatik degildir, dolayisi ile zayif bir elektron delokalizasyonu
vardir. Bu sebeple elektron eksigi olan bir alken gibi davranir ve niikleofiller, bazlar,
indirgen ajanlar ve radikaller gibi elektronca zengin tiirlerle kolayca reaksiyona girer.

Kararl1 bir molekiiler yapiya sahiptir (Talbot 1999).

2.2.2 Tek duvarh karbon nanotiipler

Karbon nanotiipler fulleren ailesinin iiyeleridir ve silindirik bir nano yapiya sahip
karbon allotroplaridir. Tek atom kalinligindaki grafen adi verilen karbon tabakanin

sarilmasiyla uzun ve i¢i bos yapida tek duvarl karbon nanotiipler elde edilir (Sekil 2.3).


http://web.ornl.gov/~pk7/thesis/pkthimg858.gif

Caplar1 1-100 nm arasinda degisir. Nanotiiplerin biikiilme derecesi ve elektronik
Ozellikleri grafit tabakanin ne sekilde sarildigina (nanotiip kiralitesi), tliplerin ¢apina,

uzunluguna ve morfolojisine bagl olarak degisiklik gosterir (Taczak 2007).

Grafen Tek duvarl karbon nanotiip

Sekil 2.3 Tek duvarli karbon nanotiipiin yapisit (Kreupl vd. 2002)

Tek duvarli karbon nanotiipler i¢i bos ve inert, dis1 ve uglar ise reaktif 6zellikte olan
tamamen konjuge poliaromatik makro molekiillerdir. Sahip olduklar piiriizsiiz yiizey ve
yiiksek derecede polarize edilebilirlikleri sayesinde nanotiipler arasinda kuvvetli Van
der Waals etkilesimleri meydana gelir ve pi istiflenmesine ugrayarak paralel olarak
demetler ve ipler halinde 6bekler olustururlar. Nanotiiplerdeki kimyasal bag grafittekine
benzer sekilde tamamen sp2 baglarindan olusur. Elmasta ve alkanlarda bulunan sp3
baglarindan daha kuvvetli olan bu baglar nanotiiplerin kendilerine has dayanikl
yapilariin sebebidir. Teorik ve deneysel calismalar karbon nanotiiplerin oldukca
yiiksek bir elastik modiilii oldugunu ve en dayanikli gelikten 10-100 kat daha kuvvetli
oldugunu gostermistir (Ganesh 2013)

Bu silindirik karbon molekiilleri nanoteknoloji, elektronik, optik ve diger malzeme
bilimi ve teknolojisi alanlar1 i¢in degerli ve alisilmamis 6zelliklere sahiptir. Olagantistii
termal iletkenlikleri, mekanik ve elektriksel Ozellikleri ile karbon nanotiipler golf
malzemeleri, beyzbol sopalari, araba pargalar1 gibi hayatin i¢cinde yer alan malzemelerin

yapitaglar1 olarak da kullanilmaktadir (Britz vd. 2006).



2.2.3 Demir (II, III) oksit (manyetit) nanoparcaciklari

" tiirlerinin her ikisini de

Demir (I1,111) Oksit ya da diger adi ile manyetit; Fe' ve Fe
iceren ferrimanyetik, siyah bir mineraldir (Sekil 2.4). Onemli bir demir cevheridir.
Titanomanyetit ile birlikte kayalarin manyetik 6zelliklerinden sorumludur. Diger
isimleri siyah demir oksit, manyetik demir cevheri, demir * * oksit, miknats tasi, tri

demir tetraoksit ve ferr6z ferrit olarak sayilabilir.

(b)

Sekil 2.4.a. Manyetit cevheri (https://nhmu.utah.edu/sites/default/files/styles/content-node-
img/public/collection-object/a2805_Magnetite_0.jpg?itok=Ut_cn-gC//  2016), b.
Manyetit nanopargaciklari (Dissanayake vd. 2015).

Kristal yapis1 invers spineldir, yiizey merkezli kiibik birim hiicresine 32 O% anyonu, 16
Fe** katyonu ve 8 Fe*? katyonu diizenli ve kiibik bigimde yerlesmistir (Sekil 2.5).
Manyetit hem divalent hem de trivalent demir igerdigi i¢in diger demir oksitlerden
ayrilir. Formiilii Y[XY]O, seklinde yazilir; formiilde X:Fe®, Y: Fe® ve parantezler de
oktahedral bolgelere karsilik gelir. Sekiz tetrahedral bolge Fe’ ve Fe® arasinda
dagilmistir, trivalent iyonlar hem tetrahedral hem de oktahedral bolgede bulunur.
Manyetit cogunlukla tam oransizdir (non-stochiometrik), yani katyon eksigi olan bir Fe®
altorgiisiine sahiptir (Cornell ve Schwertman 2001). Ayrica iyi bir iletken olan
manyetitin Fe? ve Fe® merkezleri arasindaki elektron degisimi sayesinde elektriksel

iletkenligi hematite gore 10° kat daha fazladir (Greenwood ve Earnshaw 2012)


https://nhmu.utah.edu/sites/default/files/styles/content-node-img/public/collection-object/a2805_Magnetite_0.jpg?itok=Ut_cn-gC//
https://nhmu.utah.edu/sites/default/files/styles/content-node-img/public/collection-object/a2805_Magnetite_0.jpg?itok=Ut_cn-gC//

Fe,0, (111)

Sekil 2.5 Manyetitin kristal yapist
(https://discovery.kaust.edu.sa/cms/figure/index/5687¢00e140ba025318b4568. 2016)

Manyetit cesitli kaya tiirlerinde dogal olarak olusan bir faz olmasinin yanmi sira
magnetotaktik bakteriler tarafindan da sentezlenmektedir. Ayrica siyah yazici tonerleri
gibi pek ¢ok sentetik iirlinlin de igerigini olusturmaktadir. Biyolojik ve medikal alanda
da diger manyetik malzemelere gore iistiin biyouyumlugu, fizyolojik ortamdaki
kimyasal kararliligi, kolay ve ekonomik sentezlenebilirligi gibi 6zelliklerinden dolay1
cok ilgi goren manyetit, ilag hedeflendirme calismalarinda, MRI taramalarinda kontrast
ajan olarak ve g¢esitli kimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak da kullanilmaktadir

(Konczol vd. 2011).

2.3 Nanoparcacik Karakterizasyonu

Nanoparcaciklara maruz kalan hiicre tipinin yani sira, nanopargaciklarin boyut, sekil
gibi ozellikleri sitotoksisitede 6nemli rol oynar. Daha 6nce yapilan pek ¢ok caligsma
(Pan vd. 2007, Carlson vd. 2008, Karlsson vd. 2009, Xie vd. 2016) nanoparcacik
ozelliklerinin biyokinetik ve biyolojik etkilerinin toksisiteye etki ettigini gostermistir.
Bu o6zelliklerinnanoparcgaciklarin hiicre i¢ine alim, protein adsorpsiyonu, organellerde

birikim ve viicutta dagilim gibi davraniglarini belirledigi gosterilmistir (Kong vd. 2011).

10


https://discovery.kaust.edu.sa/cms/figure/index/5687c00e140ba025318b4568.%202016

Bu etkilerin 6nemli bir nedeni, parcacik boyutu ile yiizey alam1 arasindaki
korelasyondur. Pargacik boyutu kiigiildiikge yiizey alani biyiir ve yiizeydeki toplam
atom ya da molekiil sayisinin oran1 da iistel olarak artar. Ornegin, parcacik boyutu 30
nm’den 3 nm’ye diisiiriildiiglinde ylizeydeki molekiil sayis1 oransal olarak %10’dan

%350’ye artis gosterir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Pargacik boyutu ile yiizey alani arasindaki korelasyon (Oberddster vd. 2005°ten
degistirilerek alinmistir).

Boyutun kiiciilmesi kimyasal reaktiviteyi arttirir, ancak ayni zamanda nanoparcaciklarin
yiiksek yiizey enerjisinden dolayr obek olusturma egilimi de artar. Obek olusumu
nanopargacigin orijinal seklini ve boyutunu 6nemli Ol¢iide degistirir. Bu da toksik
cevabin deg8ismesine sebep olur. Zayif baglarla Gbeklesen nanopargaciklar
ultrasonikasyon ya da vorteksleme yontemi ile ¢ozelti iginde kolayca yeniden
dagitilabilirler ancak, kuvvetli baglarla 6beklesen nanopargaciklarin orijinal sekil ve
boyutlarina dondiiriilmeleri olduk¢a zordur. Bu tiir nanoparcaciklarin hiicre ile
etkilesimleri de bu oObeklesmeden etkilenir. Bu sebeple toksisitenin dogru bigimde
anlagilabilmesi i¢in nanopargaciklarin karakterizasyonunun ayrintili bir sekilde
yapilmas1  gerekmektedir.  Asagidaki  cizelgede bu c¢aligmada  arastirilan
nanopargaciklarin karakterizasyonu i¢in incelenen nanoparcacik 6zellikleri ve kullanilan

yontemler listelenmistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Nanopargacik karakterizasyonu ig¢in incelenen ozellikler ve kullanilan
karakterizasyon yontemleri

Kullamlan  karakterizasyon

Nanoparcacik ozellikleri . .
yontemi

Hiicre i¢ine giris TEM

Boyut ve sekil TEM, DLS

Aglomerasyon-agregasyon (dbeklesme) davranisi, | pLg
kararlilik

Kristal yap1 ve orgli parametresi XRD

Yiizey kimyasi, yiik, yiizey alani, gozenek boyutu BET, ZETA Potansiyeli

Manyetik ozellik, kristal yap1, yilik Mbssbauer Spektroskopisi

2.3.1 BET yiizey alam analizi

Brauner-Emmet-Teller (BET) analizi kuru toz ornekler icin spesifik yiizey alaninin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu 6l¢lim teknigi, diisiik ve sabit sicakliklarda
azot ya da helyum gazinin fiziksel adsorpsiyonuna dayanir. Kati maddeler yiizey
enerjileri nedeniyle atmosferdeki gaz molekiillerini adsorplarlar. BET teorisine gore,
artan adsorbat kismi basinct kuru toz 6rnek iizerindeki tek ve ¢ok tabakali adsorpsiyonu
artirtr. BET tekniginde Ornek ylizeyini tek bir molekiiler tabaka ile kaplamak icin
gerekli gaz miktari tayin edilerek yiizey alani hesaplanir (Dgbrowski 2001).

Parcacik yiizeyine adsorplanan gazin hacmi azotun kaynama noktasinda (-196°C)
Olciiliir. Adsorplanan gaz miktar1 parcacigin ylizey gozeneklerinin hacmini de igeren
toplam ylizey alani ile iligkilidir. Yiizey alan1 BET teorisine gore hesaplanir. Genellikle
adsorbat olarak azot gazi kullanilir. Gaz adsorpsiyonu ayn1 zamanda mikro gézeneklerin

boyutunun ve hacimsel dagiliminin belirlenmesini de saglar.
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Sekil 2.7 BET analiz cihazinin sematik gosterimi (http://archive.cnx.org/contents/f5c058e0-
41f2-4ef6-878b-2fdc07760129@ 1/bet-surface-area-analysis-of-nanoparticles. 2016

adresinden degistirilerek alinmustir.)

Gaz adsorpsiyonu Oncesinde parcacik yiizeyinin su, yag gibi kontaminantlardan
arindirilmasi gerekir. Bu amagla, numunenin bir hiicre i¢inde vakum altinda ya da gaz
akist altinda 1sitilmasi ile yiizey temizligi (degaz islemi) gergeklestirilir. Yiizey
temizliginden sonra, drnek sabit sicakliga getirilir ve vakumlanmis numune hiicresine
kiiciik miktarlarda adsorban gaz gonderilir (Sekil 2.7). Kati ylizeye tutunan gaz
molekiilleri ince bir tabaka olusturur. Cok tabakali adsorpsiyonu tanimlayan ve
Langmuir izoterminin her bir tabakaya uygulanmis sekli olan BET modeline gore
(Brunauer vd. 1938) 6rnek yiizeyinin tek bir tabaka adsorban molekiilii ile kaplanmasi
icin gereken molekiill sayis1 hesaplanabilir. Gaz molekiillerinin hiicre igine
gonderilmesine devam edildiginde tek tabakanin iizerine ikinci, lglincii tabaka gaz
molekiilleri adsorplanmaya baglar. Bu adsorplanma kapiler kondenzasyon ile birlikte
gerceklesir. Denge adsorbat basinct doygunluga yaklastikga godzenekler adsorbat
molekiilleri ile tamamen dolu hale gelir (Sekil 2.8). Adsorbatin yogunlugu kullanilarak

kapladigt hacim ve dolayisiyla Ornegin toplam gozenek hacmi hesaplanir.
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(@ Bir katt partikiilin (@) Tek tabaka olarak (3 Cok tabakal: kapiler (%) Gozenek hacminin tiimii dolu,
bityiitiilmiis kesiti adsorblanmis molekiiller, kondenzasyon asamast, yaklasik %100 doygunluk
yaklasik %620 doygunluk yaklasik %70 doygunluk

Sekil 2.8 Farkli adsorbat basinglarinda adsorbatin bir kati partikiil {izerine adsorplanma
davraniginin sematik gosterimi (http://www.istcgroup.com/pdf/NOVA%20Series.pdf
2016’dan degistirilerek alinmustir.)

2.3.2 Mossbauer Spektroskopisi

Mossbauer spektroskopisi, Mossbauer etkisine dayali, katilarda gama 1sinlarinin geri
tepmesiz ve rezonant olarak yaymimi ve sogurulmasi ile ilgili spektroskopik bir
tekniktir. Nanometre Olgeginde manyetik malzemelerin yapisal ve manyetik
ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilir. Kristal 6rgii icerisindeki bir ¢ekirdek tarafindan
enerji kayb1 olmadan fotonun salinmas1 Mdssbauer etkisi olarak bilinir ve 1957°de R. L.

Mossbauer tarafindan kesfedilmistir (Yoshida ve Langouche 2013).

Mossbauer spektroskopisi, bir ¢ekirdegin i¢inde bulundugu fiziksel veya kimyasal
ortamin Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilan, gama isinlarinin yiiksek enerjisi ve
asirt dar ¢izgi genisligi sebebiyle ileri derecede duyarli bir tekniktir. Radyoaktif bir
kaynagin ¢ekirdeginden yayilan gama isinlar1 kullanilarak 6rnegin cekirdegi etrafinda
bulunan elektronlarin olusturdugu elektromanyetik alandaki kiiciik enerji degisimlerinin

incelenmesini saglar.

Kaynak, kat1 bir matris i¢ine gomiilii olarak Mossbauer izotopunun ana g¢ekirdegini
icerir. Mossbauer siiriictisii kaynag1 degisik hizlarla ileri-geri hareket ettirir. Bu hareket
Doppler etkisi yaratir ve kaynaktan yayimlanan 1sinlarda enerji kaymasina sebep olur.
Yayimlanan gama 1sinlar1 bir 151n yonlendiriciden (kolimator) gectikten sonra incelenen
materyalden (sogurucudan) gecirilir. Sogurucudan gecen 1sinlar dedektore gelir.
Dedektor, kaynagin hizina bagiml olarak 6rnekten gegen 1sinlar tespit eder ve sayar

(Sekil 2.9).

14


http://www.istcgroup.com/pdf/NOVA%20Series.pdf

Eger kaynagin ¢ekirdegi ve sogurucu ayni ortamda ise (6rn. her iki ¢ekirdekteki niikleer

gecis enerjisi esitse) gama isinlar1 rezonant olarak sogurulur ve bir absorpsiyon piki

P B .

Mossbauer
Sdrucusu

Radyoaktif v ¥ Yonlendirici
kaynak e Dedektor

(Mossbauer piki) gozlemlenir.

Sekil 2.9 Mossbauer spektroskopi sisteminin sematik gosterimi
(https://orgspectroscopyint.blogspot.com.tr/p/mossbauer-spectroscopy
spectroscopic.html 2016 adresinden degistirilerek alinmustir.)

Bir ¢ekirdek ile onu c¢evreleyen ortam arasindaki etkilesim asirt ince (hyperfine)
etkilesim olarak bilinir. Bu etkilesimler ¢ekirdegin kendisi ile karsilagtirildiginda ¢ok
kiigiiktiir ancak Mossbauer etkisinin ileri seviyedeki enerji ayirma duyarlilifi bu
etkilesimlerin incelenebilmesini olanakli kilar. Bu teknik ile ¢ekirdegin i¢ manyetik
alan1 (Hf), ¢ekirdegin s elektron yogunlugu hakkinda bilgi veren izomer kayma degeri
(IS), cekirdegin simetrisi hakkinda bilgi veren kuadrupol yarilma (QS) ve c¢ekirdegin
yiik durumu hakkinda bilgi edinilebilir. Ayrica, bu yontem Ornek iginde olusan

manyetik fazlarin hacimce yiizdeleri hakkinda yiliksek duyarlikta bilgi vermektedir.

2.3.3 Zeta potansiyeli

Pek cok nanopargacik ya da kolloidal partikiil siispansiyon ic¢inde yiizey yiikiine
sahiptir. Zeta potansiyeli (elektrokinetik potansiyel) nanoparcacik yiizeyindeki etkin
elektrik yiikiiniin bir dlgiistidiir ve kolloidal nanopargaciklarin yiik kararliligimni ifade
eder. Bir nanopargacik net bir yiizey yiikiine sahip oldugunda, nanoparcacik yiizeyine

yakin bolgede bir karsit yiiklii iyon toplulugu tarafindan g¢evrelenir. Pargacik yiizeyine
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yakin olan karsit yiiklii iyonlar (Stern tabakasi) parcaciga sikica baglanirlar. ikinci

tabaka ise zayif baglanan iyonlardan (diflizyon tabakas1) olusur.

Bu karsit yiiklii iyonlar nanoparcacik ile birlikte hareket eder ve ylizey yiikii ile beraber
karsit yikli iyon topluluguna elektriksel cift tabaka adi wverilir (Sekil 2.10).
Parcaciklarin dagildigr sivi ortam ile pargacik arasinda bir potansiyel farki olusur. Bu
potansiyel farki elektriksel ¢ift tabakanin kalinligi ile degisir. Bu potansiyele zeta

potansiyel ad1 verilir. Simgesi &, birimi volt’tur (Hunter 2013).

w—i Elekiriksel cift

! ! tabaka
[} i
Oy ©

Kayan dizlem

Megatif ylizey
ylkld parcacik

o

Stern tabakasi
-100

Diflizyon tabakasi

Wizey potansiyel
Stern potansiyeli
my
Zeta potansiyeli

Parcacik ylzeyinden uzaklik

Sekil 2.10 Cozelti ic¢indeki nanoparcacik yiizeyindeki elektriksel ¢ift tabakanin sematik
gosterimi (http://nanocomposix.com/pages/characterization-techniques 2016
adresinden degistirilerek alinmustir.)

Zeta potansiyeli, bir partikiilin i¢inde dagildigi sivi kiitlesi ile nanopargacik
yiizeyindeki karsit yiiklii iyonlar1 igeren siv1 tabakasi arasindaki potansiyel farkinin bir
Ol¢iistidiir. Pozitif bir zeta potansiyele sahip olan partikiiller negatif yiiklii yiizeylere,
negatif zeta potansiyelli olanlar ise pozitif yiizeylere baglanir. Zeta potansiyelinin
biiylikliigli partikiil kararliligi hakkinda bilgi verir ve partikiil yiizeyindeki yiik

karakteristigini belirlemek icin kullamilir. Yiiksek zeta potansiyel degerleri elektrostatik
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itme kuvvetinin fazla olmasi anlamina gelir, bu da siispansiyon kararlifini arttirir ve

diistik viskoziteli, iyi dagilmig bir siispansiyon olusturur (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 Zeta potansiyelin siispansiyon Ozellikleri iizerine etkisinin sematik gosterimi
(http://www.americanpharmaceuticalreview.com/Featured-Articles/139288-An-
Overview-of-the-Zeta-Potential-Part-3-Uses-and-Applications/,An  Overview of
the Zeta Potential - Part 1: The Concept, American pharmeceuticals review
2013’den degistirilerek alinmustir.)

Zeta potansiyel partikiillerin elektriksel potansiyelini yansitir ve partikiil
kompozisyonundan ve partikiiliin i¢inde dagilmis oldugu ortamdan etkilenir.
Nanopargacik ylizeyindeki yiikiin biiylikliigii ¢ozeltinin pH’1 ile degiskenlik gosterir.
Yiizey yikiiniin sifirlandigi pH degerine izoelektronik nokta adi verilir ve

slispansiyonun en kararsiz oldugu pH’dir (Sekil 2.12).

(+/-) 30 mV iizerinde zeta potansiyeline sahip nanoparcaciklar siispansiyon iginde

kararhidir ¢linkii yilizey yiikleri partikiillerin agregasyonunu engeller.

0-5mV  :Yigmlar olusturma ya da 6beklesme egiliminde partikiiller
5-20 mV  : Minimal partikiil kararlilig

20-40 mV : Orta derecede partikiil kararlilig

40+ mV  : Yiiksek partikiil kararlilig
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Sekil 2.12 Zeta potansiyelin pH’a bagli olarak degisimi (Information about Zeta Potential K.
Khoshnevisan, M. Barkhi, Institute of Agricultural Biotechnology, Nano
Department, Karaj, Tehran, Iran-
https://www.researchgate.net/publication/275834023_Zeta_potential 2016
adresinden degistirilerek alinmistir.)

Zeta potansiyeli ol¢iimii i¢in iki altin elektrot iceren bir hiicre igine ¢dzelti eklenir ve
elektrota bir gerilim uygulanir. Uygulanan gerilimin etkisiyle partikiiller zit yiikli
elektroda dogru hareket eder. Hareketin yonii ve hiz1 pargacigin yiikiine, siispansiyon
ortamina ve elektrik alaninin kuvvetine baghdir. Pargacigin hizi, kayma diizlemindeki
elektriksel potansiyeli (zeta potansiyeli) ile orantilidir. Zeta potansiyeli, parcaciklarin
hareket hiz1 bir lazer sistemi yardimiyla farkli gerilimler altinda optik olarak olciilerek

hesaplanir (Sekil 2.13).

2.3.4 DLS (Dinamik Isik Sa¢ilimi)

Dinamik 151k sacilimi (foton korelasyon spektroskopisi, yar1 elastik 1s1k sa¢ilimi) bir sivi
icinde siispanse edilmis parcaciklarin alt mikron bdlgesindeki boyutunu (mikron
diizeyindeki pargaciklar, nano biiyiikliikteki pargaciklar ve makromolekiiller) 6lgmek
icin kullanilan bir tekniktir. DLS teknigi Brownian hareketleri 6lgerek parcaciklarin
boyutu ile iliskilendirir. Parcaciklarin kendilerini g¢evreleyen solvent molekiilleri ile
carpismasi sonucu rasgele hareketlerine Brownian hareket adi verilir. Pargacik boyutu
ne kadar biiyilkse, Brownian hareket o kadar yavas olur. Pargcacik boyutu kiigiik

oldugunda ise solvent molekiilleri ile carpistiklarinda daha uzaga firlarlar ve dolayisiyla
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daha hizli hareket ederler. Brownian hareketin hizi ¢evrimsel difiizyon katsayist (D) adi

verilen bir kavramla ifade edilir (Hoo vd. 2008).

Sekil 2.13 Zeta potansiyeli 6l¢iim sisteminin sematik gésterimi (http://laser.spbu.ru/en/research-
eng/dzeta-eng.html 2016 adresinden degistirilerek alinmistir.)

DLS tekniginde Olciilen capin biyiikliigli, bir parcacigin sivi icinde ne sekilde
difiizlendigine baghdir. Yani aslinda dlgiilen cap, parcacik ile birlikte difiizlenendigi
varsayilan, parcacikla ayni ¢evrimsel difiizyon katsayisina sahip olan bir kiirenin ¢apidir
ve bu sebeple hidrodinamik c¢ap (Stokes c¢api) olarak adlandirilir. Hidrodinamik ¢ap,
parcacigin etrafinda olusan elektriksel c¢ift tabaka ile birlikte olusturdugu biiyiikliiktiir.
O yiizden hidrodinamik ¢ap her zaman pargacik boyutundan daha biiyiiktiir (Sekil 2.14).

DLS sisteminde, sivi ig¢inde siispanse edilen nanoparcaciklar bir lazerin optik yolu
iizerine yerlestirilir ve lazer 1518min siispansiyon igindeki parcaciklarla etkilesmesi
saglanir. Brownian hareketi sergilemekte olan nanopargaciklara carpan lazer isinlari
sacgilir (Sekil 2.15). Sagilan 15181 siddetindeki degisim, parcacigin hareketine, buna
bagl olarak da pargacigin biiyiikliigiine, ortamin viskozitesine ve sicakliga bagldir.
Sacilan 1smlar bir dedektor yardimiyla tutularak difiizyon hizi belirlenir ve Stokes-

Einstein esitligi yardimiyla ortalama hidrodinamik pargacik boyutu hesaplanir.
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Stokes- Einstein esitligi:  d(H)=kT/3mmD

Burada; d(H): Hidrodinamik capi, k: Boltzmann sabitini, T: Mutlak sicakligi, n:

Viskoziteyi ve D: Cevrimsel diflizyon katsayisini ifade eder.

TEM (Parcacik ¢api)

n Hidrodinamik ¢cap

Sekil 2. 14 Hidrodinamik cap (http://www.fritsch-international.com/particle-sizing/fritsch-
knowledge/hydrodynamic-diameter/2016 adresinden degistirilerek alinmigtir).

DLS yontemi, sagilan 151k siddetinin zamana baghh dalgalanmalarint 6lgerek
hidrodinamik biiytiklik, difiizyon katsayisi, dagilim indeksi ve pargacik biiyiikligi

dagiliminin elde edilmesinde kullanilir.

Numune
Sagilan igik .
LAZER ‘tc,cm S
Nanoparcaciklar (\
EEEE f l*'\/* "PU[\
Surekli Faz VNV
(Solvent) t
Sagilan igiktaki dalgalanma
Lazer Isigi

4

D = Pargaciklarin ¢evrimsel difiizyon katsayisi

> Ortalama I1SIK
Sacilan 1g1k Dedektore gelen sagilan isik siddeti

Sekil 2.15 DLS sisteminin sematik gosterimi (Malvern Instruments Ltd. Printed in England,
2008. Zetasizer Nano User Manual’dan degistirilerek alinmistir.)
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2.3.5 TEM (Gegirimli Elektron Mikroskopisi)

TEM (Gegirimli Elektron Mikroskopisi) optik 1s181n yerine yiiksek enerjili bir elektron
demetini kullanan bir mikroskopi tiiriidiir. Elektron tabancasindan gelen yiiksek enerjili
bir elektron demeti 151k toplayici lens araciligiyla ¢ok ince bir drnekten gegirilir. Ornege
carpan 1s1nin bir kismi 6rnegin kalinligr ve elektron gecirgenligine bagl olarak 6rnegin
icinden gecer, gecis sirasinda da Ornekle etkilesir (Sekil 2.16). Elektronlarin 6rnekle
etkilesimi sonucu olusan goriintli biiyiitiiliir ve bir goriintiileme cihazi (fotograf filmi,
floresan ekran ya da CCD kamera) lizerine fokuslanir. Elektronlarin 6rnegin iginden
gecebilmesi icin, 6rnek kalinliginin ¢ok ince (genellikle 10 nm’den ince) olmasi gerekir.
Gecirimli elektron mikroskobu, 151k mikroskobundan belirgin sekilde daha yiiksek
¢Oziiniirliige sahiptir ¢linkii elektronun goriiniir 1s1ktan ¢ok daha kiiciik bir de Broglie

dalga boyu vardir.

Elektron tabancasi D
Kondensdr lens % @ &
Ornek gridi @

Projektif Iens Goruntu

Fosfor ekran o

Sekil 2.16 TEM sisteminin sematik gosterimi (http://frimat.unifr.ch/frimat/en/page/485/ 2016
adresinden degistirilerek alinmistir.)
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2.3.6 XRD (X-Isinlar1 Kirinim Difraktometresi)

X- 1sinlar elektromanyetik 1s1manin yiiksek enerjili ve kisa dalga boylu bir tiiridiir. X
1sinlarinin dalga boyu, katilardaki atomik bosluklarin boyutu ile ayn1 mertebededir ve

bu 6zellik sayesinde kristalin atomik ve molekiiler yapisini incelemek igin kullanilir.
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Sekil 2.17 Bir X 1smn1 difraktometresinin sematik gosterimi (Callister ve Rethwisch
2007°den degistirilerek alinmastir.)

Bir x-151n1 demeti kati bir materyal iizerine yoneltildiginde 1gmin bir kismi 151mn yolu
tizerinde bulunan atom ya da iyonlara ait elektronlar tarafindan her yone sagilir.
Kirmima ugrayan bu demetlerin agilar1 ve genlikleri kristaldeki elektron yogunlugunun
3 boyutlu goriintiisiinii verir. Boylece kristalin birim hiicre parametreleri, kristaldeki
atomlarin kimyasal baglari, kristal yapidaki diizensizlikler ve atomik diizlemler gibi

ozellikleri aydinlatilabilir (Callister ve Rethwisch 2007).

Diiz bir plaka formundaki 6rnek eksen etrafinda donebilecek sekilde yerlestirilir. Ornek,
X-1s11 kaynagi ve dedektér ayni diizlem {lizerinde yer alirlar (Sekil 2.17). X-15181

kaynagi ve dedektorler, 0°den 90%ye kadar dondiiriiliir
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Monokromatik x-1sin1 demeti &rnek {izerine gonderilir. Dedektor kirilan i1sinlarin
yogunlugunu tespit ederek 20’nin bir fonksiyonu olarak kaydeder ve bu verilerden x-
1sin1 difraktogrami elde edilir. 20 deneysel olarak belirlenir ve kirinim agis1 olarak

adlandirilir (Callister ve Rethwisch 2007).

Atomlarin birbirine paralel ve komsu diizlemleri arasindaki mesafenin biiytkligi
(diizlemler aras1 bosluk) Miller indislerinin (h, k ve ) ve aym zamanda orgii
parametresinin (s) bir fonksiyonudur. X-isim1 kirmimindan, Bragg yasasina uygun
olarak 20 acisina karsilik gelen h, k, 1 Miller indisleri belirlenir. Bu sayede kristal

yapinin 0rgli parametresi olan a degeri hesaplanabilir.

2.4 Nanotoksikoloji

Boyut ve sekli nano dlgekte tasarlanmis malzeme ve cihazlarin nanoboyutun getirdigi
fiziksel, elektriksel ve mekanik oOzelliklerden faydalanarak dizayni, sentezi ve
uygulamast nanoteknoloji olarak tanimlanir. Nanoteknolojinin ortaya c¢ikmasi ile
birlikte nanomalzeme bilimi de popiiler hale gelmistir. Nanomalzeme biliminin hizla
gelismesi ve ilerlemesi sonucu nano malzemelerin toksik etkilerinin arastirilmasi da bir
ihtiyac haline gelmistir. Malzemelerin nano boyuta indirilmesiyle birlikte malzemenin
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri de ¢ogunlukla degisime ugramakta ve dolayisiyla daha
once biiyiik boyutlu malzemelerde goriilmeyen bir takim yeni toksik etkiler
olusabilmektedir. Ayrica boyutun kiiclilmesiyle beraber bu malzemelerin hiicre igine
girmesi de kolaylagmakta ve toksik etki yaratma ihtimali artmaktadir. Bu etkilerin
arastirtlmas1 ve nanomalzemelerin giivenli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in toksikoloji
ve nanomalzeme biliminin ortak c¢aligmast gerekmekte ve bu calismalar da
nanotoksikoloji ¢aligmalar1 olarak adlandirilmaktadir. Her gecen giin yeni bir
nanomalzemenin sentezlendigi ve mevcut nanomalzeme iiretiminin artarak devam ettigi
diistintildiiginde nanotoksikoloji ¢aligmalar1 kapsaminda nanomalzemelerin ayrintili
karakterizasyonunun yapilmasi, hiicrelerle ve dokularla etkilesiminin arastirilmasi insan

saglig1 ve ¢evre giivenligi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.
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2.4.1 Nanoparcacik sitotoksisitesi ve in vitro sitotoksisite testleri

Bir malzemenin hiicre viicut i¢inde nasil davranacaginin anlasilmasina yonelik ilk adim
genellikle hiicre kiiltiiri calismalarii igerir. Hayvan calismalari ile karsilastirildiginda
etik olarak daha avantajli, kontrolii, tekrarlanabilirligi daha kolay ve daha ekonomiktir.
Malzemelerin kontrollii kosullarda dogrudan hiicrelerle etkilestirilmesi ve olusan toksik

cevabin degerlendirilmesi sitotoksisite ¢calismalarinin temelini olusturur.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda hiicre kiiltiirlerinin test edilen malzemeye ek olarak sicaklik,
pH, besin ve atik konsantrasyonundaki degisimlere duyarli oldugu gbéz Oniinde
bulundurulmalidir. Bu sebeple deneysel kosullarin kontrol altinda tutulmasi, ol¢iilen
hiicre tepkisinin kiiltiire eklenen nanoparcacigin toksik etkisini yansittigin
kesinlestirmek/garantilemek agisindan ¢ok 6nemlidir. Ayrica nanoparcaciklar boyalari
adsorplayabilir ve redox reaksiyonlarina yol acabilirler, bu sebeple her nanoparcacik
icin uygun testleri belirlemek gerekir. Saglikli sonuglar almak ic¢in birden fazla
sitotoksisite testini uygulayarak karsilastirma yapmak avantaj saglar (Lewinski vd.
2008).

Hiicre tiirtine gore elde edilen toksik etki degiskenlik gdsterebilir. Bunun sebebi, farkli
hiicrelerdeki hiicre fizyolojisindeki (6rn. epitel ya da lenfoid), membran-fagosit
karakteristigindeki ve proliferasyon agamasindaki (tiimoral ya da istirahatteki hiicreler)
farkliliklardir (Diaz vd. 2008). Ornegin kanser hiicreleri artan proliferasyon hizi ve

metabolik aktivite sebebiyle nanoparcacik toksisitesine daha direnglidir (Nan vd. 2008).

2.4.1.1 ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) ve ROT testi

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
icerdiklerinden yiiksek bir reaktivite gosteren ve kararli olmayan bilesiklerdir. Reaktif
oksijen tiirleri (ROT), oksijen iyonlarini, serbest radikalleri ve peroksitleri iceren ¢ok

kiigiik molekiillerdir. ROT’u olusturan baglica radikaller siiperoksit anyonu (O, ™),
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hidroksil radikali (OH’), hidrojen peroksit (H20,), tekli oksijen (*O,), hipoklordz asit
(HOCI) ve alkoksi (RO-) radikalleridir (Manke vd. 2013).

ROT normal oksijen metabolizmasinin dogal bir yan {iriinii olarak olusur ve hiicre
sinyalizasyonunda 6nemli role sahiptir ancak, ¢evresel stresin arttigi zamanlarda ROT
seviyeleri onemli Olgiide artarak protein, lipit, DNA ve niikleotid koenzimler gibi
hiicresel yapilara hasar verebilir. Yiiksek ROT seviyeleri oksidatif stres olarak

tanimlanir.

Oksidatif stres, ROT olusumu ile biyolojik sistemin detoksifikasyon yetenegi ya da
olusan hasari onarma potansiyeli arasindaki bir dengesizlik sonucunda olusur. ROT
artisgin1  dengelemek icin hiicreler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
sistemlerini aktive edebilirler ancak bu sistemler yetersiz kaldiginda oksidatif stres
toksik seviyelere yiikselebilir. Bu yiikselme proteinlerin oksidatif modifikasyonu ile
protein radikallerinin olusumuna, mitokondriyal membran hasarina ve elektron
zincirinin  fonksiyonsuz kalmasina, lipit peroksidasyonuna, DNA’da zincir
kirllmalarina, niikleik asitlerin modifikasyonuna, redoksa duyarli transkripsiyon
faktorlerinin aktive olmasi ile gen ifadesinin degismesine ve sinyal tansdiiksiyonu
araciligr ile inflamatuar tepkinin degismesi sonucu genotoksik etkilere ve hiicre

Oliimiine sebep olur.

ROT ve oksidatif stresin kalp-damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt,
Alzheimer, Parkinson, seker, bagisiklik sisteminde zayiflama ve sinir sistemi
hastaliklar1 gibi yaslanma ile ilgili pek cok dejeneratif hastalikla ilgisi oldugu
belirlenmistir (Fu vd. 2014).

Nanopargaciklar farkli sekillerde ROT olusumuna sebep olabilir. Kiigiik boyut, yiiksek
yizey alam1 ve yliksek ylizey reaktivitesi nanoparcaciklarin ROT olusumuna ve
sitotoksisiteye yol agan baglica ozellikleridir. Boyutun kiigiilmesi nanopargaciklarin
hiicre membranlarindan ve diger hiicresel bariyerlerden gecerek hiicre i¢ine alinmasini
kolaylastirir ve hiicre icinde ROT olusturma ihtimali ile birlikte sitotoksisite olusturma

ihtimalini de arttirir.
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Nanoparcaciklarin boyutu kadar kimyasal dogasi da ROT olusumu ag¢isindan énemli bir
etkendir. Nanopargacik yiizeyindeki serbest radikaller ROT olusturabilir. Fe, Ni, Cu ve
Cr gibi gec¢is metallerinden sentezlenen nanopargaciklar Fenton tiirli hidroksil
radikalleri olusturan reaksiyonlar i¢in katalizor gorevi gorerek ROT olusumuna yol
acabilir. Ayrica bu ge¢is metalleri Fenton benzeri reaksiyonlarin ve Haber Weiss
reaksiyonlariin da (asagida verilmistir) katalizorliigiinii yaparak DNA hasarina sebep
olabilecek hidroksil radikalleri olusturabilirler. Diger bir ihtimal ise, nanopargacik
alimmin mitokondriyal fonksiyonlar1 degistirmesi ya da fiziksel olarak mitokondri
membranina hasar vermesi sonucu ROT olusumuna ve oksidatif strese yol agmasidir

(Petersen ve Nelson 2010).

Fenton Reaksiyonu
Fe?* + H,0, — Fe** + OH + :0H’ (2.1)
Fe** + H,0, — Fe?* + OOH + H* (2.2)

Fenton Benzeri Reaksiyon
Cu* + H,0,—> Cu?* + ‘OH + OH" (2.3)
Ag + H,0,— Ag”" + OH + OH (2.4)

Haber-Weiss Reaksiyonu
Fe’* + 0, > Fe®* + 0O, (2.5)
Fe?* + Hy0,— Fe** + OH + OH’ (2.6)

Bu c¢alismada incelenen NP’lardan o6zellikle manyetitin sitotoksisite olusturma
mekanizmasinda da Fenton reaksiyonlarmin etkili oldugu distliniilmektedir. Farkli
sekillerde (pasif diflizyon, endositoz) hiicre ic¢ine alinan manyetit, yiiksek ihtimalle
lizozomlarda hidroliz enzimlerinin etkisi ile demir iyonlarina pargalanir. Olusan bu
serbest demir iyonlari (Fe2+) niikleer ya da mitokondriyal membrandan gegerek hidrojen
peroksitle ve mitokondride olusan oksijen ile etkilesebilir ve Fenton reaksiyonlari
araciligr ile hidroksil radikalleri ile ferrik iyonlarin (Feg+) olusumuna sebep olabilir.
Yani, H,0;’in hidroksil ya da siiperoksit radikallerine doniisiimii manyetitin hiicre

icinde olusturdugu Fe®’Fe®  iyonlan tarafindan katalizlenir (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18 Fe3O4 nanopargaciklarinin muhtemel sitotoksisite olusturma mekanizmasi (Singh vd.
2010’dan degistirilerek alinmistir)

Olusan radikaller de hiicre i¢i yapilara ve hiicre membranina zarar verme potansiyeline
sahiptir (Singh vd. 2010). Manyetit nanopargaciklarinin yiizey kimyasi ve hiicre iginde

tetiklenen muhtemel Fenton/Haber Weiss reaksiyonlar sekil 2.19°da verilmistir.

24
Ayrlsmy Fe

2+ .
Fe +H0,-> Fe* + OH +-OH Fe

<H +:O0H

Ayrlsma
Fe*' + Hzo2 > Fe? +H +-O0H

Sekil 2.19 Manyetit nanoparcaciklarinca tetiklenen muhtemel Fenton/Haber Weiss reaksiyonlar
(Wydra vd. 2015’ ten degistirilerek alinmigtir
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Manyetitten ayrisan demir iyonlar1 hidrojen peroksitle etkileserek yiiksek reaktivite

gosteren hidroksil ve siiperoksit radikallerini olusturur (Wydra vd. 2015)

TDKNT i¢in de muhtemelen manyetite benzer bir ROT olusumu mekanizmasindan
bahsetmek miimkiindiir. Cesitli sekillerde hiicre ig¢ine giren TDKNT i¢indeki safsizliklar
ve metal iyonlar1 lizozimlerde ayrisarak hiicre i¢ine salinir ve Fenton reaksiyonlarina
neden olabilir (Sekil 2.20). TDKNT iizerine adsorplanmis metal safsizliklar (6rn. Co)
ROT olusumuna ve oksidatif strese sebep olabilir. Ayrica ROT mitokondriye kimyasal

hasar verirken TDKNT de fiziksel hasar vererek fonksiyonsuz kalmasina neden olabilir.

.
= & §
. L] .o
) v
2 . s o

‘?fepton reaksiyonu

Oksidatif stres

Sekil 2.20 Hiicre ortaminda TDKNT i¢in muhtemel ROT olusumu mekanizmasi (Rodriguez-
Yafiez vd. 2015’ den degistirilerek alimmustir)

Ceo'in biyolojik ag¢idan en Onemli Ozelliklerinden biri, c¢esitli serbest radikalleri
geleneksel antioksidanlardan daha etkin bir sekilde sondiirme ve "serbest radikal
giderici" olarak islev yapma kabiliyetidir. Ancak fullerenler ultraviyole (UV) 15181

kuvvetli sekilde ve spektrumun goriinen bolgelerini orta derecede sogurur.
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Bu da Cgp yiizeyinin uyarilmasina sebep olur ve ROT olusumunu tetikler. Cgo’in ROT
olusturmas1 fotokimyasal mekanizma ile gergeklesmektedir. Tip II fotokimyasal
mekanizma ile Cgo’tan molekiiler oksijene enerji aktarimi ile olusan tekli oksijen (‘05);
lipitler, proteinler, niikleik asitler ve karbohidratlar gibi biyolojik molekiillerle dogrudan
etkileserek hiicre hasarina ya da fonksiyonlarinda degisimlere sebep olabilir. NADH
gibi indirgen molekiiller igeren hiicreler arast bosluk gibi karmasik bir ortamda fulleren
radikal anyonundan molekiiler oksijene ya da dogrudan indirgeyici molekiilden tekli
oksijene tip I fotokimyasal mekanizma ile elektron aktarimi siiper oksit olusumunu
tetikleyerek hidrojen peroksit ya da hidroksil radikali olusumuna sebep olabilir (Sekil
2.21) (Markovic ve Trajkovic 2008).

Ceo
AV X
0, 30,

102 LDQL_F HEDE_" lOH - HEDE - Dgl_

ROT
‘-//f x\

plazma l hicre
membrani mitokondriyal sinyalizasyonunda
hasan hasar dedisim

hilcre hilcre

alilmid fonksiyonunda

farklilagma

Sekil 2.21 Hiicre ortaminda 1sikla uyarilmig Cgg i¢in muhtemel ROT olusumu mekanizmasi ve
olasi sitotoksik etkiler (Markovic ve Trajkovic 2008’den degistirilerek alinmistir)

Bu calismada ROT seviyesini belirlemek i¢in en yaygin indikatorlerden biri olan 6-
karboksi-2',7'-diklorodihidrofloresein diasetat (Karboksi-H,DCFDA) kullanilmistir.
Karboksi-H,DCFDA, floreseinin indirgenmis ve asetillenmis formudur. Baslangicta
floresan ozellikte olmayan karboksi-H,DCFDA, hiicre zarindan gecebilir ve hiicre
icinde esterazlarin etkisiyle hidrolizlenerek karboksi-diklorofloreseine (Karboksi-

DCFH) doniisiir. Karboksillenmis olmas1 fizyolojik pH’da molekiile iki negatif yiik
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kazandirir ki bu, molekiiliin hiicre digina sizmasini engeller. Karboksi-DCFH hiicresel

peroksidazlarin varliinda ROT ile reaksiyona giren bir indikatordiir. Bu sebeple

oksidatif stresin Olgiilmesi i¢in genel bir test olarak kullanilir. ROT ile reaksiyona

girdiginde floresan oOzellikteki karboksi—-DCF’ye doniisiir ve oksidasyon iirlinleri,

floresanstaki artigin bir mikroplaka okuyucu ile takip edilmesi ile belirlenir (Sekil 2.22).

i 2
GHy=C-0. a o O O-C—CHy
o] Cl
HA\-cooH Karboksi-H,DCFDA
E—"Cl// (Floresan degil)
Hood 4
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giris
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GHy=C-0. O o O G-C—CHy
cl " Cl Karboksi-H;DCFDA
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Hiicresel
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l
CH,—C—OH

Karboksi-DCFH
(Floresan degil)

u ROT

Karboksi-DCF
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Sekil 2.22 Karboksi-H,DCFDA ile ROT testinin mekanizmasi

6-karboksi-2',7'-diklorodihidrofloresein  diasetat

Hiicre

/) Nanopartikiil

maruziyeti

ROT Testi

Mikroplaka okuyucu
ile floresans olglimii

(Karboksi-H,DCFDA) floreseinin

indirgenmis ve asetillenmis formudur ve hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROT) i¢in
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bir indikator olarak kullanilir. Floresan olmayan bu molekiil, asetat gruplar1 hiicre igi
esterazlar ve ROT lerinin sebep oldugu oksidasyon sebebiyle uzaklastirildiginda yesil

floresan forma doniistir.
2.4.1.2 LDH (Laktat Dehidrogenaz) testi

Hiicre membran1 biitlinliigii bozuldugunda LDH hiicre sitoplazmasindan kiiltiir ortamina
sizar. Bu sebeple, kiiltiir ortamina gegen LDH miktar1 hiicre liimiiniin bir gdstergesi
olarak kabul edilir ¢iinkii bu genellikle geri dontisiimsiiz bir sitotoksik olaydir. Bu
calismada uygulanan in vitro LDH testi, iki asamali bir testtir. ilk asamada LDH
NAD™1 indirgeyerek NADH'+H"a doniistiiriir. Aym zamanda laktat ta piruvata
yiikseltgenir. Ikinci enzimatik reaksiyonda ise bir katalizér yardimiyla NADH+H" dan
tetrazolyum tuzuna (2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolyum kloriir) 2 H
aktarilir ve agik sari renkteki tetrazolyum tuzu kirmizi renkli formazan tuzuna

dontstiiriliir (Sekil 2.23)

SITOTOKSISITE Kolorimetrik 8lgiim
e

& r

Olen Hiicre QC\NFQ' °

coo

| 1@
HO— c H NO:

Nanopargacik '—DH Sahm |an1azan tuzu (mavi-mor)|
Laktat
(Fe304, C60, TDKNT)

&y
i Maruziyet ILDH Olgumu Katalizor
- HADH

—

B

inki.ibasyon e c o

- i : n—u
e I | er
5 Fo CHa SH=N:
e | IR e L Piriivat
Canlh hiicre — ne

(hPDLF, mDF) Hicre hasan
Tetrazolyum tuzu (agik sari)

Sekil 2.23 LDH testinin mekanizmasi
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Olusan renkli formazan tuzu suda ¢oziiniir 6zelliktedir ve 490 nm civarinda maksimum
absorbans gosterir ancak tetrazolyum tuzu bu aralikta absorbans vermez. Test
sonucunda olusan formazan tuzu spektrofotometrik bir mikroplaka okuyucu yardimiyla
Olctliir. Hiicre 6liimiiniin derecesi kontrol grubunun absorbans degerleri ile NP’a maruz
birakilmig hiicrelerin absorbans degerlerinin yiizde olarak oranlanmasi ile ifade edilir.
LDH miktarindaki artis plazma membraninin biitiinliiglinli koruyamadigini1 gosterir ve

sitotoksik bir cevap olarak ifade edilir.

2.4.1.3 MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] testi

MTT testi, canli hiicrelerin suda ¢oziiniir 6zellikteki tetrazolyum tuzunu ¢dziinmeyen
formazan kristallerine doniistiirme kabiliyetini belirleyen kolorimetrik bir testtir.
Tetrazolyum tuzlar1 NADH ve NADPH gibi oksitlenmis substratlardan ya da uygun
enzimlerden elektron alirlar. MTT mitokondriyal elektron transfer sistemindeki
ubikinon ve sitokrom b and ¢ bélgelerinde indirgenir ve bu indirgenme metabolik olarak
aktif canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi
tarafindan katalizlenir. Bu reaksiyon sar1 renkteki tetrazolyum tuzlarinin mavi-mor
renkteki formazan kristallerine déniisiimiine sebep olur. Olii hiicreler bu doniisiimii
gerceklestiremez. Olusan kristaller suda c¢oziinmez ancak organik bir ¢oziiciide
¢oziinebilir ve derisim spektrofotometrik olarak belirlenir. (Sekil 2.24) MTT testi, hiicre
proliferasyon hizini ya da metabolik olaylar apopitoz ya da nekrozu tetiklediginde hiicre

canliligindaki azalmay1 6lgmeye olanak saglar.
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2.4.1.4 Gercek zamanh empedans dl¢iimiine dayal sitotoksisite testi

In vitro sitotoksisite testlerinin sahip oldugu dezavantajlar ve sinirlayict ozellikler
sebebiyle empedans Ol¢imiine dayali, yiiksek verimlilikle calisan sistemler son
zamanlarda toksikoloji ¢alismalari i¢in ilgi ¢ekici hale gelmistir; ¢linkii hiicre adezyonu,
yayilmasi, ¢cogalmasi ve 6liimii gibi morfolojik degisikliklerin uzun vadeli, etiketlemeye
gerek olmadan ve dinamik olarak izlenmesine olanak saglarlar (Xing vd. 2006, Urcan

vd. 2010).

Hiicre canliligi ve proliferasyonunun oOlgiilmesi igin, klasik in vitro sitotoksisite
testlerinden farkli olarak nanopargaciklarin test materyali ile etkilesimini ortadan
kaldiran ve optik 6l¢iime degil empedans dl¢limiine dayali bir sistem olan xCELLigence
gercek zamanli hiicre analizoérii (xCELLigence RTCA DP-sistemi-Roche Applied
Science, Penzberg, Germany) kullanilmistir. Calisma plakasi olarak 16 kuyucuklu E-
plaka (E-plates, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) se¢ilmistir.

Bir biyosensor yilizeyi igceren bu sistemde, hiicrelerin varligi ve/veya hiicrelerde
meydana gelen degisimler sensor ylizeyindeki elektronlarin ve iyonlarin gegisini etkiler.
Sensor yiizeyinin elektronik O6zelliklerinin Sl¢lilmesi sensor yiizeyindeki hiicrelerin
biyolojik durumu hakkina 6nemli bilgiler verir. Bu prensiple g¢alisan sistemin ana
bileseni E-plaka adi verilen 16 kuyucuklu plakanin tabanina yerlestirilmis
mikroelektronik hiicre sensorleridir (Sekil 2.25). Bu sensor elektrotlarinin elektronik
empedansinin Olgiilmesi suretiyle elektrotlar {izerindeki hiicrelerdeki degisiklikler
izlenerek tespit edilebilir. Elektrot empedansini etkileyen bu degisiklikler hiicre
canliligi, hiicre sayisi, hiicre morfolojisi ve hiicre baglanmasiin derecesi olarak

sayilabilir.
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Sekil 2.25 xCELLigence sisteminin  mekanizmas1  (http://www.aceabio.com/wp-
content/uploads/xCELLigence-Tech-Overview-Fig-1.jpg 2016 adresinden
degistirilerek alinmigtir)

Elektrotlar tizerindeki hiicrelerin varligi, elektrot/cozelti ara yiiziindeki bolgesel iyonik
cevreyi etkiler ve empedansta artisa sebep olur. Elektrot yiizeyine baglanan hiicre sayisi
arttikga empedans ta artar. Ayrica, empedans elektrotlarla hiicrelerin nasil etkilestigi ile
ilgili olarak degiskenlik gosterir. Ornegin, artan hiicre baglanmasi ve yayilmasi daha
biiyiik bir hiicre/elektrot temas ylizeyi olusturacagindan empedansta daha biiylik bir
degisim yaratir. Bu sayede empedans degerleri hiicrelerin durumu ile ilgili anlamli bir

veri olusturur.

Tek bir kuyucuk icinde elektrotlar arasinda olclilen empedans degerleri, elektrotun
geometrisine, kuyucuk icindeki iyonik derisime ve hiicrelerin elektrot yiizeyine
baglanmis ya da baglanmamis olmasina gore degisiklik gosterir. Hiicreler olmadiginda,
elektrot empedans1 biiyiilk Olciide elektrot/cozelti ara yliziindeki ve ¢ozeltinin
tamamindaki iyonik ¢evreye baghdir. Yani ortamda hiicre bulunmadiginda, sensoriin
elektronik ozelligi kayda deger bir degisim gostermez ve Olgiilen diisiik empedans
degeri bazal empedans olarak adlandirilir (Sekil 2.26). Hiicrelerin varliginda, elektrot
yiizeyine baglanan hiicreler yalitkan olarak gérev yaparlar ve iyonik ¢evreyi degistirerek
empedansta bir artisa sebep olurlar. Elektrot ylizeyinde ne kadar fazla hiicre olursa
empedanstaki degisim de o kadar fazla olur. Ancak hiicre 6liimii ya da toksisite

hiicrelerin yiizeyden ayrilmasina sebep olur ve empedans degeri diiser.
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Sekil 2.26 Empedans Ol¢ciimiiniin prensibinin sematik gosterimi.

(http://www.aceabio.com.cn/images/cartoon_pic.jpg 2016  adresinden
degistirilerek alimustir)

a. Elektrot yiizeyinde hiicre olmadiginda olgiilen bazal empedanstir. b. Bir hiicre elektrot yiizeyine
tutundugunda yalitkan olarak davranarak devredeki elektrik akimini kismen engeller ve empedansta artisa
sebep olur. c. iki hiicre elektrot yiizeyine tutundugunda elektrik akimimin gegisini daha fazla engeller ve
b’de 6lgiilen empedansin iki kat1 bir empedans olusturur. d. Iki hiicre elektrot yiizeyine ¢’de oldugundan
daha kuvvetli sekilde baglandiginda c’dekine kiyasla daha fazla empedansin olusmasina sebep olur.
Hiicreler elektrot yiizeyinden ayrildiginda ya da 6ldiiklerinde ise empedans degeri azalir.

Yani temel olarak 6l¢iilen empedans degerindeki degisiklik iki faktore baglidir; elektrot
yiizeyine baglanmis hiicre sayis1 ve yiizeye baglanan hiicrelerin boyutsal degisimi.
Yiizeye baglanan hiicre sayist ayni olsa da baglanmis hiicrelerin boyutsal degisimi
empedans degerlerini degistirir. Hiicre baglanmasindaki ya da hiicrenin yiizeye

yayilmasindaki artis daha yiiksek empedans degerlerinin okunmasina neden olur.

Toksisite hiicrelerin yayilma ya da yigin olusturma davraniglarin1 ve dolayisiyla hiicre

ylizeyi/sensOr temasini etkileyeceginden empedans degerlerinin de degismesine yol
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acar. Toksik bilesikler cogunlukla hiicrelerin yuvarlaklasmasina ve/veya ylizeyden

ayrilmasina sebep olarak empedans degerini diistiriirler (Urcan vd. 2010).

Elektriksel empedansin hiicrenin durumuna gore bagil degisimini ifade etmek igin
birimsiz bir parametre olarak hiicre indeksi (CI) kullanilir. CI degeri Olgiilen
empedanslarin oranlanmasi ile hesaplandigi icin bagil ve boyutsuz bir parametredir ve
elektrot/¢ozelti ara yiiziindeki iyonik ¢evrenin durumunu yansitir. CI degeri asagidaki

formiile gore hesaplanir;

Cl=(Zi— Zo)/15 ¢

(Zi: Deney sirasinda her hangi bir zamandaki empedans degeri, Zo: Deneyin

baslangicindaki empedans degeri)

Normalize hiicre indeksi (NCI) ise belirli bir zaman noktasindaki (6rn. Hiicrelerin
uyarildig1 ya da toksik maddenin eklendigi an) CI degerlerinin 1,0 (% 100 deger) olarak
kabul edilerek hesaplanmasi ile elde edilen bir degerdir. Boylece tiim degerler secilen
zaman noktasindaki CI degerine oranlanarak verilmis olur. NCI hiicrelerin yiizeye
baglanma derecesini ylizde olarak ifade eder, bu sebeple hiicre canlilig: ile ilgili olarak

bilgi verir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Madde ve Malzeme

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) L-glutaminli, yiiksek glikoz igeren
besiyeri Lonza’dan  (Biowhittaker, Verviers, Belgika), karboksi-H,DCFDA
Invitrogen’den (Invitrogen-Molecular Probes, Inc. Eugene, OR), MTT [3-(4,5-
dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] ve LDH tespit kiti Sigma’dan,
Fe304 NP ve Cg Sigma-Aldrich firmasindan alinmistir. Elicarb® TDKNT ise Thomas

Swan (Consett, Ingiltere) firmasindan kuru toz olarak temin edilmistir.

Hiicre izolasyonu, ekimi ve maruziyet ¢alismalari laminer akish steril kabinde (Nuaire,
Class II, Plymouth, Minnesota, ABD), hiicre kiiltiirlerinin inkiibasyonu ise 37 °C, % 5
COz, % 95 nem ortamuni saglayan bir karbondioksitli inkiibatérde (Heracell 240®,
Waltham, Massachusetts, ABD) ger¢eklestirilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Nanoparc¢aciklarin karakterizasyonu

Nanoparcacik toksisitesinin belirlenmesinde karakterizasyonun onemi biiyiiktiir ¢linki
toksik cevap nanoparcacikla ilgili pek ¢ok parametreden etkilenmektedir. Nanopargacik

toksisitesini etkileyen parametreler ¢izelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Nanopargacik toksisitesini etkileyen parametreler (Ostiguy vd. 2009)

Spesifik ylizey alani

Partikiil sayisi

Boyut ve granulometrik dagilim

Derigim

Kimyasal bilesim (Saflik derecesi ve safsizliklar)
Yiizey ozellikleri

Zeta potansiyel ve reaktivite

Fonksiyonel gruplar

Metallerin varligl/ Redoks potansiyeli

Serbest radikal olusturma potansiyeli

Spesifik yiizey alani

3.2.1.1 BET yiizey alani analizi

BET metodu kati numunelerde gozenek boyutu, gézenek boyutu dagilimi ve yiizey
alanimnin tespiti i¢in kullanilan bir yontemdir. Prensip olarak atmosferdeki gaz
molekiillerinin kati madde yiizeyine fiziksel adsorpsiyonu temel alinarak ol¢iim
gerceklestirilir. Numune yiizeyini molekiiler olarak tek tabaka kaplamak i¢in sarf edilen

gaz miktar1 tayin edilir ve Brunauer, Emmett ve Teller (BET) teorisi kullanilarak

numunenin yiizey alan1 hesaplanir.

Bu c¢alismada nanopargaciklarin Braun-Emmet-Teller (BET) yiizey alanlar1t NOVA
2200e volumetrik gaz adsorpsiyon cihazi (Quantachrome Instruments, Boynton Beach,
FL, USA) kullanilarak baska bir yayinda tarif edilen prosediire gore (Yagmur vd. 2008)

Coziintirlik

Sekil, gbzeneklilik
Aglomerasyon/agregasyon
derecesi

Biyokararlilik

Kristal yap1
Hidrofiliklik/hidrofobiklik
Partikiil yas1

Malzemenin kaynagi ve iireticisi

Malzemenin sentez yontemi

Yiizey kaplamasi

belirlenmistir. Adsorpsiyon i¢in azot gazi kullanilmistir.
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3.2.1.2 Dinamik 1s1k sacilimi (DLS) ve zeta potansiyel analizi

Nanoparcacik boyut analizi i¢in foton korelasyon spektroskopisi olarak da bilinen
dinamik 1s1k sa¢ilimi yontemine dayali olarak 6l¢iim yapan Malvern NanoZetasizer-ZS
(Worcestershire, Ingiltere) cihazi kullanilmistir. Zeta potansiyeli dl¢iimleri de ayni cihaz
ile gerceklestirilmistir. Olgiim igin NP’ler hiicre kiiltiirii ortaminda 100 pg/mL
derisimde siispanse edilmistir. Elde edilen siispansiyonlar aglomerasyonu engellemek
ve homojeniteyi saglamak tiizere 5 dakika boyunca ultrasonik banyoda (Fisher
Scientific, FB15060) bekletilmistir. Ol¢iimler tek kullanimlik kiivetler igerisinde 25
°C’lik oda sicakhiginda gergeklestirilmistir. Her NP icin toplamda 13 ardisik dlgiim
yapilmuistir.

3.2.1.3 X Isinlan difraktometresi (XRD) analizi

NP’lerin kristal yap1 ve orgli parametresi analizleri Rigaku (RadB-DMAX 1) X-1sinlar1
toz difraktometre cihazi ile 260: 20—80° tarama araliginda Cu Ko radyasyon ortaminda
(30 kV, 15 mA, L = 1,5405 A), 2°dak tarama hizi ile oda sicakhiginda
gerceklestirilmistir. NP’lerin ortalama kristalit boyutlart (Dpy), gozlemlenen ¢izgi
genislikleri kullanilarak asagida verilen Debye—Scherrer formiiliine goére (Cullity vd.

2001) hesaplanmustir.

Debye-Scherrer formuli:

D= 0,9 M/ B cos 0 (3.1)

Burada D, ortalama kristalit boyutu, B, radyan cinsinden XRD kirinim pikinin yar1
maksimumdaki tam genislik (FWHM) degeri; A, kullanilan X-1ginlarinin dalga boyu
(0,154056 nm) ve 6, XRD pikinin Bragg kirinim agisidir.

Parcacik boyutu ise NP’lerin XRD pikleri i¢in hesaplanan boyutlarin ortalamasi
alinarak elde edilmistir. Orgii parametresi "a" asagida verilen Bragg yasasina gore (El

Ghandoor vd. 2012) belirlenmistir.
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Bra asasi:

dhkl =A/2sin 0 (3.2)

d=a/ h2+k2+|2 (3.3)

Orgii gerinimi ve kristal boyutu, kirmim piklerinin FWHM degerleri kullanilarak

asagidaki formiile gore hesaplanmuistir.
BcosO/A=1/e+nsin® /A (3.4)

Burada B, radyan cinsinden XRD kirmmim pikinin yart maksimumdaki tam genislik
(FWHM) degeri; A, kullanilan X-1ginlarinin dalga boyu (0,154056 nm), 6, XRD pikinin

Bragg kirinim agist, €, etkin pargacik boyutu ve 1 ise gerinim miktaridir.
3.2.1.4 Fe3O4 NP Mossbauer spektroskopisi

FesO4 NP’larin icerdigi manyetik fazlar sabit hizlanma modunda c¢alisan bir Wissel
Maossbauer 6l¢iim sistemi ile belirlenmistir. Mossbauer spektrumu oda sicakliginda sabit
hizlanma modunda ¢alisan bir spektrometre ile Rh (rodyum) matriks i¢indeki 50 mCi
aktiviteye sahip >’Co (kobalt) kaynagi kullamlarak elde edilmistir. Hiz kalibrasyonu
WissEl GmbH’den alinan Wissel MVC 450 model bir lazer kalibrasyon cihazi
kullanilarak yapilmistir. Ayrica oda sicakliginda a-demir folyonun °’Fe Mdssbauer
spektrumu almnarak olgiilen hiz degerleri valide edilmistir. Olgiim icin ~40 mg FesO,
NP numunesi 1 cm? kesit alanlt naylon 6rnek tutucuya yerlestirilmistir. Herhangi bir dis

manyetik alan uygulanmamustir.

Spektrum, Win Normos i¢in Igor yazilim paketi (ver. 6.36) kullanilarak en kii¢lik
kareler yontemi ile Lorentzian fonksiyonlarina uydurularak asiri ince yapi (hyperfine)
parametreleri; izomer kayma (IS), kuadrupol yarilma (QS) ve yar1 maksimumdaki tam
genislik (W) degerleri mms’1 cinsinden elde edilmistir. izomer kayma degerleri oda

sicakligindaki a-demirine gore verilmistir.
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3.2.1.5 Nanoparcaciklarin TEM analizi

Nanoparcaciklarin sekil, boyut ve morfolojileri JEOL 100 CX (Tokyo, Japan) TEM
kullanilarak incelenmistir. NP’ler uygun dispersiyon ortaminda siispanse edilerek
problu sonikator yardimiyla 3 dakika boyunca sonike edilmis ve ardindan karbon kaplh
elektron mikroskobu gridleri lizerine damlatilmistir. Gridler tozdan arindirilmis ortamda
kurutulmus ve TEM mikrograflar1 ¢ekilmistir. Cgo, TDKNT ve Fe30, i¢in kullanilan

dispersiyon ortamu sirasiyla toluen, saf su ve etanoldiir

3.2.2 Hiicre kiiltiiri calismalar:

3.2.2.1 hPDLF hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii

hPDLF hiicreleri laboratuvarimizda daha once tarif edilmis bir metoda gore (Albandar
vd. 2005, Inang vd. 2007) izole edilmis ve dondurulmustur. Bu c¢alisma ig¢in
dondurulmus hiicreler ¢oziilerek kiiltire edilmis ve maruziyet deneylerinde

kullanilmistir. Tiim deneylerde 8. ile 10. pasajlar arasindaki hiicreler kullanilmistir.

Daha once laboratuvarimizda yapilan bir c¢alisma i¢in Inang vd. tarafindan
gerceklestirilen hPDLF izolasyonu igin ¢iiriiksiiz ve restorasyonsuz premolar dis (kiigiik
az1 disi) kok yiizeyi hiicre kaynagi olarak kullanilmistir. Disler yalniz ortodontik amagla
cekilmistir. hPDLF hiicre izolasyonu i¢in dondrlerden bilgilendirilmis goniillii onam
formu ve ayrica etik kurul onayr alinmistir. Kullanilan izolasyon metoduna gore,
periodontal ligament dokusu steril bir bistiiri ile parcalara ayrilmis ve %10 fetal sigir
serumu (FBS), 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin, %1 esansiyel olmayan
amino asit stok ¢ozeltisi ve 2 mM L-glutamin (timii Lonza’dan) ile desteklenmis
DMEM igeren kiiltiir sisesi i¢cine tohumlanmstir. Eksplantlar %95 nem, %5 CO; igeren,
37°C’deki inkiibatorde hiicreler konfluent olana kadar (¢cogaldiklar1 yiizeyi tam olarak

doldurana kadar) inkiibe edilmistir.
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3.2.2.2 mDF hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii

mDF hiicreleri 8-10 haftalik erigkin fareden daha 6nce yayinlanmis bir metotta (Lichti
vd. 2008) tarif edilen yonteme gore izole edilmistir. Hiicre kaynagi olarak,
intraperitoneal olarak avertin ile uyusturulmus farelerden alinan kuyruk derisi
kullanilmistir. Kuyruklar alinmadan 6nce %70 etanol ile dezenfekte edilmistir. 10-15
adet kuyruk biitiin olarak kesilmis ve kuyruk derisi soyularak kuyruktan ayrilmistir
(Sekil 3.1 a, b, c). Ayrilan kuyruk derisi antisepsi kosullarinda kii¢lik kare pargalara
ayrilarak 20 mL tripsin ¢ozeltisi igeren steril bir petri kabina (60 x 15 mm) aktarilmistir
(Sekil 3.1 d). Petri kaplar1 bir gece boyunca 4°C’de bekletilerek epidermisin dermisten
ayrilmasi saglanmistir (Sekil 3.1 e, f, g). Ayrilan dermal eksplantlar; %10 FBS, 2 mM
L-glutamin, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin ve 1% esansiyel olmayan
amino asit c¢ozeltisi ile desteklenmis yiiksek glikozlu DMEM Kkiiltiir ortami iginde
inkiibe edilmistir (Sekil 3.1 h, 1). Inkiibe edilen hiicreler 37°C’de nemlendirilmis %5
CO, atmosferine sahip ortamda 48 saat boyunca bekletilmis ve kiiltiir kab1 yiizeyine
tutunmayan hiicreler uzaklastirnlmistir. Yiizeye tutunan hiicreler ise kiiltiire edilmis ve

besi ortam1 haftada iki kez degistirilerek hiicrelerin ¢ogalmasi saglanmistir.

3.2.3 NP stok ve maruziyet ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

NP’lar kullanim 6ncesi UV radyasyonu altinda (254 nm) 30 dk. boyunca sterilize
edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda NP’lar hiicre kiiltlirii ortaminda 100 pg/mL
konsantrasyonda siispanse edilerek stok c¢ozeltiler elde edilmistir. Seyreltme 6ncesinde,
NP’larin ¢ozelti i¢inde topaklanmalarint onlemek amaciyla stok ¢ozeltiler 30 dk.
boyunca sonikatérde bekletilmistir. Hazirlanan stok c¢ozeltiler hiicre besi yeri ile

onceden belirlenmis maruziyet konsantrasyonlarina seyreltilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1 Fare dermal fibroblast hiicrelerinin izolasyon agamalar1

—

— — —— — Maruziyet
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Sekil 3.2 Nanoparcacik stok ve maruziyet ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
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3.2.4 Nanoparcacik maruziyet ¢calismasi

Hiicreler onceden belirlenmis zaman araliklart boyunca (6, 24 ve 48 saat) farkh
derisimlerde (0,1; 1; 10; 50, 100 pg/mL) hazirlanan Cgy, TDKNT ve FesO4 NP
cozeltileri ile inkiibe edilmistir. Bu amagcla, hiicreler % 0.25 tripsin-EDTA ¢06zeltisi
(Sigma) ile tripsinize edilerek 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyu basina 1x10” hiicre
yogunlugunda ekilmistir. Hiicre kiiltiirii, 37°C’de ve nemlendirilmis %5 CO, igeren
atmosferde bir gece boyunca devam ettirilmistir. Ardindan hiicre kiiltiirii ortami1 NP
eklenmis kiiltiir ortam1 ile degistirilerek 6, 24 ve 48 saatlik maruziyet deneyleri
gerceklestirilmistir. NP icermeyen hiicre kiiltiiri ortaminda ayni kosullarda ve
yogunlukta inkiibe edilen hiicreler kontrol olarak kullanilmistir. In vitro sitotoksisite

testleri i¢in hiicre basina diisen NP miktarlari ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 In vitro sitotoksisite testleri i¢in hiicre basina diigen NP miktar1

" NP Maruziyet konsantrasyonu | Hiicre bagma NP miktari (1,0 x10% hiicre /kuyucuk)
~ OolpgmL | 1,0x10°ugNP/hicre
1,0 pg/mL 1,0x10™ pg NP/hiicre
10 pg/mL 1,0 x10™* ug NP/hiicre
50 pg/mL 5,0 x10™ pg NP/hiicre
100 pg/mL 1,0 x10”° ug NP/hiicre

3.2.5 Hiicre morfolojisi

Hiicresel toksisitenin morfolojik belirtileri Primo Vert model dijital ters faz-kontrast
mikroskop (Zeiss, Jena, Almanya) kullanilarak incelenmistir. hPDLF ve mDF hiicreleri
NP’lar ile etkilestirilmis ve 48 saatlik maruziyet sonrasinda faz kontrast fotograflar

cekilmistir.
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3.2.6 NP’ larn hiicre icine alinmasi ve lokalizasyonunun incelenmesi

NP’larin hiicre igine alinmasi ve lokalizasyonunun gézlemlenebilmesi igin hiicreler 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5 mL besi ortaminda kuyucuk basma 0,3 x 10° hiicre
yogunlugu olacak sekilde ekilmistir. Ceop TDKNT ve FesO4 igin IC 50 degerleri
hesaplanmistir. Her bir NP i¢in kendi IC 50 degerine esit konsantrasyonda NP
siispansiyonlar1 hazirlanarak 3 giinliikk inkiibasyon sonrasinda ~%70 konfluent olan
hiicreler ile 48 saat siiresince etkilestirilmistir. NP ile muamele edilmeyen hiicreler
kontrol olarak kullanilmistir. Hiicreler maruziyet sonunda i{ic kez besi ortami ile
yikanmig ve tripsinize edilmistir. Ardindan hiicreler 5 dk. boyunca 1100 rpm’de
santrifiijlenerek incelenmek iizere toplanmistir. Hiicreler TEM analizi i¢in daha 6nce
tarif edilen bir yonteme gore (El¢in vd. 2003) hazirlanmistir. Bu yonteme gore, hiicreler
santrifiij sonras1 toplanmis, % 2,5 gluteraldehit ile 6n tespit yapilmis, % 1 osmiyum
tetraoksit ile ikinci tespit yapilmis, ardindan dereceli alkol serilerinden gegirilerek
dehidre edilmis ve epoksi regine i¢ine gomiilmiistiir. Leica (Ultracut UCT, Viyana,
Avusturya) marka bir ultramikrotom kullanilarak hazirlanan 6rneklerden ince kesitler
alimmistir. %1 toluidin mavisi ile 6n boyama ve uranil asetat ve kursun hidroksit ile
ikinci boyama uygulanan ornekler Jeol marka 100 CX model (Tokyo, Japonya) bir

taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak incelenmistir.

3.2.7 Toksik Etkinin Belirlenmesi

3.2.7.1 MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] testi

DF ve hPDLF hiicrelerinin metabolik aktiviteleri 6, 24 ve 48 saatlik siireler boyunca
farkli derisimlerdeki NP’lar ile etkilestirildikten sonra kolorimetrik MTT testi (Sigma)
kullanilarak incelenmistir. Ozetle, hiicreler belirlenen derisimlerdeki Cgp, TDKNT ve
FesO4 NP’lara maruz birakilmis ve maruziyet siireleri sonunda NP’larin uzaklastirilmasi
amaciyla besi ortami aspire edilerek hiicreler tahrip edilmeden ii¢ kez serumsuz besi
ortami ile yikanmistir. Ardindan her kuyucuga 20 pL taze hazirlanmis MTT cozeltisi (5
mg/mL) ve 180 pL DMEM (serumsuz) eklenmis ve hiicreler 37°C’de, %95 nem igeren
%5 CO; atmosferinde 4 saat boyunca inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda ortam dikkatli bir sekilde aspire edilmis ve her kuyucuk igine
200 pul MTT ¢oziiciisii (susuz izopropanol i¢ginde 0,1 N HCI) eklenerek olusan mavi
formazan kristallerinin (Sekil 3.3) ¢ozlinmesi saglanmistir. Ardindan kalan NP’lari
uzaklastirmak amaci ile 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplar1 25°C’de 5 dk. boyunca 250
x g’de santrifiijlenmis ve siipernatantlar yeni 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina
aktartlmistir. Olusan formazan miktar1 SpectraMax M5 mikroplaka okuyucu (Molecular
Devices) kullanilarak 570 nm’de 6l¢iilmiistiir (Emin vd. 2008). Olgiilen absorbans [A]
miktar1 ile belirlenen formazan {riiniiniin artan konsantrasyonu kiiltiir i¢indeki canli

hiicre sayisi ile dogru orantilidir.

Bagil hiicre canliligi (%) asagidaki formiile gore hesaplanmustir;
[Alsmer! [Alkontrol % 100

Burada [Alsmex test numunesinin absorbansi ve [Alkonror iS€ kontrol numunesinin

absorbansidir.

(a) (b) ()

Sekil 3.3 a. Cgp, b. TDKNT ve c. FesO,4 6 saatlik maruziyet sonrasi olusan formazan
kristallerinin faz kontrast mikroskobu goriintiileri.
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3.2.7.2 LDH (Laktat Dehidrogenaz) testi

Hiicre membrani biitiinliigli sitoplazmaya sizan LDH miktarinin ticari bir enzimatik
LDH olgiim kiti araciligi ile tespit edilmesi ile belirlenmistir. Farkli derisimlerde Ceo,
TDKNT ve Fe3O4 NP’lara maruz birakilan mDF ve hPDLF hiicreleri 96 kuyucuklu

plakalara ekilmis ve 6, 24 ve 48 saatlik maruziyet siireleri boyunca inkiibe edilmistir

Maruziyet siiresinin sonunda test materyali ile herhangi bir girisimi 6nlemek amaci ile
NP’lar 250xg’de 5 dk. oda sicakliginda santrifiijlenerek test ortamindan

uzaklastiriimistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilmak tizere santrifiijden 45 dk. 6nce NP’lara maruz
birakilmayan hiicrelerin bulundugu kontrol kuyucuklarinin her birine 10 pL lizis
sollisyonu eklenmistir. Elde edilen silipernatantlar bir baska temiz 96 kuyucuklu plaka
icerisinde taze hazirlanan LDH test karisimina (substrat/boya/kofaktor) eklenmistir. 50
pL siipernatant 100 pL LDH test karisimina eklenerek oda sicakliginda 30 dk. inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu durdurmak iizere her kuyucuga 15
pL,1 N HCI eklenmistir. Son olarak, 490 nm’deki absorbans degerleri bir mikroplaka
okuyucu araciligt ile kaydedilmistir. Enzimatik analiz adimlarinin timi 1siktan
korunarak gergeklestirilmis ve her ornek ii¢ tekrarli olarak okunmustur. 690 nm’de
okunan zemin (background) 6l¢timleri 490 nm’de okunan birincil 6l¢iim degerlerinden

cikarilarak 6rnegin ve kontroliin gergek absorbans degerleri elde edilmistir.

LDH aktivitesinin pozitif kontrole gore % olarak hesaplanmasi i¢in asagidaki formiil

kullanilmistir;

([A]émek - [A]negatif)/([A]pozitiﬁ [A]negatif) x100

Burada [A]poziit lizise ugramis kontrol hiicreleri i¢in Olgiilen ortalama absorbansi;
[A]negatit NP’lar ile etkilestirilmemis kontrol hiicreleri i¢in 6lgiilen ortalama absorbansi

Ve [Alsmek NP’lara maruz birakilmis hiicreleri igin Olgiilen ortalama absorbansidir.
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3.2.7.3 Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) belirlenmesi

Hiicre i¢i  ROT sebepli hiicre Olimiiniin  tespiti  5-(ve-6)-karboksi-2',7’-
diklorodihidrofloresin  diasetat  (karboksi-H,DCFDA) (Invitrogen) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon dncesinde hiicreler farkli derisimlerdeki (0,1; 1; 10; 50;
100 pg/mL) NP’lara maruz birakilmistir

NP’larin karboksi-H,DCFDA ile etkilesimini miimkiin oldugunca en aza indirmek
amaciyla, hiicrelerin ardigik olarak iic kez PBS ile yikanmasi suretiyle NP’lar test
ortamindan uzaklastirilmistir. Hiicreler daha sonra 20 uM karboksi-H,DCFDA ile
etkilestirilerek olusan floresans yogunlugu 485 nm eksitasyon ve 520 nm emisyonda

mikroplaka okuyucusu kullanilarak dl¢tilmustiir.

NP icermeyen kiiltiir ortam1 i¢inde inkiibe edilen hiicreler negatif kontrol olarak, 400
mM H,0, igeren kiiltiir ortam1 i¢inde inkiibe edilen hiicreler ise pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.

3.2.7.4 Empedans ol¢iimiine dayah gercek zamanh hiicre analizorii (xCELLigence)
ol¢iimleri

hPDLF ve mDF hiicrelerinin sitotoksik yanitin1 gergek zamanli olarak 6l¢mek igin
hiicreler sirastyla 6.25 x 10% ve 12.50 x 10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda 16 kuyucuklu
mikroplakalarin zeminine yerlestirilmis altin mikro-elektrotlar (E-plates, Roche
Diagnostics, Basel, Isvicre) iizerine ekilmistir. Sonrasinda mikroplakalar inkiibator icine
yerlestirilerek hiicreler 37°C ve % 5 CO; kosullarinda log fazina ulasana kadar inkiibe
edilmistir (Seker vd. 2014). Bu asamada hiicreler NP’larin farkli konsantrasyonlarina
maruz birakilarak meydana gelen empedans degisimleri XCELLigence Gergek Zamanh
Hiicre Analiz (RTCA) DP-sistemi (Roche Applied Science, Penzberg, Almanya) ile 15
dakika araliklarla es zamanl olarak Ol¢iilmiistiir. Hiicre basina diisen NP miktarlar
cizelge 3.3’te verilmistir. NP igermeyen hiicre kiiltiirii ortami ile inkiibe edilen hiicreler

negatif kontrol olarak kullanilmigtir.

49



Pozitif kontrol olarak, bilinen bir toksik etkiye neden olan ZnO NP’lar1 (100 pg/mL) ile
hiicreler etkilestirilmistir. Hiicre icermeyen, sadece besi yeri ortami iginde NP’larin en
yiiksek konsantrasyonunun bulundugu 6rnek kuyucuklari ise olusabilecek herhangi bir
potansiyel girisim igin test edilmistir. NP’larin yari-maksimal inhibisyon derisimlerinin
(IC50) hesaplanmasi i¢in xCELLigence yazilimi kullanilmistir. IC50 degeri hiicre

¢ogalmasini %50 oraninda baskilayan ya da inhibe eden madde miktaridir.

Cizelge 3.3 xCELLigence sistemi i¢in hiicre basina diisen NP miktar1

NP Maruziyet hPDLF mDF
Hiicre bagina NP miktar1 Hiicre bagina NP miktar1
konsantrasyonu (6,25 x10° hiicre /kuyucuk) (12,50 x10° hiicre /kuyucuk)
0,1 pg/mL 1,6x 10° pg NP/hiicre 8 x 10" ug NP/hiicre
1,0 pg/mL 1,6x 10™ pug NP/hiicre 8 x 10° pg NP/hiicre
10 pg/mL 1,6x 10™ ug NP/hiicre 8 x 10 pg NP/hiicre
50 pg/mL 8 x10™ pg NP/hiicre 4 x10™ pgNP/hiicre
100 pg/mL 1,6x 10”° pg NP/hiicre 8 x10™ pgNP/hiicre

3.2.8 istatistiksel analiz

Deneylerden elde edilen tiim veriler birbirinden bagimsiz ili¢ deney sonucunda elde
edilmistir ve ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Student's T dagiliminin
cift yonli (two-tailed) testi kullanilarak elde edilen sonuclarin anlamlilik diizeyleri test

edilmis ve P <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 NP’ larin XRD Analizi Bulgularn

Cs0, TDKNT ve Fe304 NP’larin toz XRD desenleri, sirasiyla sekil 4.1 a, b ve c’de

gosterilmistir.
(a) (b)
3500 — 1800
<
:
= 1600 -
3000 =
E 5 1400 A
2
__ 2500 4 -~
% g 1200 -
3
8 2 S 1000
= z
% 1500 4 800
c [
] 2
c LIy £ 600
= 1000 - ~ =
8 g3
~ 9957 400 + ~
aIq° s zs
500 | o < e 2
U = 200 <
} i W
10 20 30 40 50 60 70 80 20 40 60 80
2-Theta (°) 2-Theta (")

)

—_
O

250

(311)

[
S
S

a
=]

(a40)

Intensity (Counts)
3

=)
I
o
50 - F
S
o
o
0 T T T T

T T Y
10 20 30 40 50 60 70 80

2-Theta (%)

Sekil 4.1 a. Cgp, b. TDKNT ve c. Fe304 nanopargaciklarinin XRD desenleri. Her pike ait
Miller indisleri parantez i¢inde verilmistir.

Ceo pargacik boyutu, sirasi ile; (111), (220), (311), (222), (331), (420), (422) ve (511)
pikleri i¢in hesaplanan boyutlarin ortalamasi alinarak elde edilmistir (Sekil 4.1.a).
TDKNT parcacik boyutu, sirast ile; (002) ve (101) pikleri i¢in hesaplanan boyutlarin
ortalamasi alinarak elde edilmistir (Sekil 4.1.b).
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TDKNT X-1s1n1 kirmim desenine gore, (002) pikindeki Bragg yansimasi 20= 25.5°
acisia ortalanmigtir ki bu 0,35 nm’lik bir d —mesafesine karsilik gelmektedir. Fe3O4
pargacik boyutu ise sirasi ile; (111), (220), (311), (222), (400), (422), (511), (440), (620)
ve (622) pikleri i¢in hesaplanan boyutlarin ortalamasi alinarak elde edilmistir (Sekil
4.1.c).

4.2 Fe304 NP’larin Méssbauer Spektroskopisi

FesOs NP’larin dort sekstet (altili pik) ile fit edilmis (uyumlandirilmis) oda
sicakligindaki (RT) Mossbauer spektrumu sekil 4.2°de verilmistir.

Bagil sayimlar

0.8 | | | ! |
-10 -5 0 5 10

Hiz (mm/sn)

Sekil 4.2 Fe30,4 nanoparcgaciklarinin Mossbauer spektrumu
Elde edilen parametreler, manyetitin oktahedral bélgelerinde (Hf: 43.904 T) Fe?™,
tetrahedral bolgelerinde (Hf: 47.741 T) ise Fe®* varligina isaret etmektedir. Tetrahedral
bolgelerdeki diger iki Fe** sekstetinin magemit (Hf: 49,539 T) ve hematite (Hf: 50,969
T) ait oldugu distiniilmektedir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Fe3O,4 nanoparcaciklarinin Mossbauer spektrumunun oda sicakliginda fit
edilmesiyle (uyumlandirilmasiyla) elde edilen asir1 ince yapi (hyperfine)
parametreleri

Bilesen IS(mms™) QS (mms™) Hf(Tesla) W (mms?)  Alan (%)
Fe>" (M) 0.4071 -0.033 43.904 0.9 18.815
Fe** (M) 0.3445 -0.04 47.741 0.4249 19.049
Fe** (Mh) 0.3181 0.0109 49.539 0.4253 42.818
Fe** (H

e (Hm) 0.3410 0.0096 50.960  0.3643 19.318

(IS: izomer kayma, QS: Kuadrupol kayma, Hf: Manyetik asir1 ince yapi, W: Maksimum yarisi
cizgi genisligi) (Mt: Manyetit, Mh: Magemit, Hm: Hematit)

4.3 Parcacik Boyut Dagilim ve Zeta Potansiyeli

Hiicre kiiltiir ortami i¢inde DLS yontemi ile dlgiilen NP’larin ortalama tanecik boyutu
dagilimi ve zeta potansiyeli () verileri sekil 4.3, sekil 4.4 ve cizelge 4.2°de
gosterilmistir. TDKNT, Cgp Ve Fe3Oy icin ortalama hidrodinamik ¢ap sirasiyla 112.9,
142 ve 316.6 olarak belirlenmistir. Nano Zetasizer cihazi kullanilarak polidispersite
indeksi (PDI) de belirlenmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen dl¢iim sonuglarina gore tiim
parcaciklarin goreceli olarak genis bir boyut dagilimina sahip oldugu gozlemlenmis, bu
sebeple hiicre kiiltiir ortami i¢inde polidispersite (genis molekiiler agirlik dagilimi)

gosterdikleri saptanmigtir
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Cizelge 4.2 Nanopargacik karakterizasyonu

Ceso TDKNT Fe;0,4
BET yiizey alan1 (m%/g) 10.58 808.3 40.89
Ortalama ¢ap DLS (nm) 142.0 112.9 316.6
Zeta potansiyeli () (mV) -37,4+ 6,45 12,9+ 3,19 -18,4+ 4,49
Polidispersite indeksi (PDI) 0.548 0.573 0.644
Boyut TEM (nm) 34,64 9,00* 28,33
*TDKNT cap1
(a) Boyut dagilmm
g,u ..... -
§= ) A
iﬁa}ut {nm)
| Aecors 7. FLALEREN 1]
(b) Boyut dagilmm
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Sekil 4.3 a. Cgo, b. TDKNT ve c. FesO4 NP’larmin DLS yontemi ile hiicre ortami i¢inde elde
edilmis pargacik boyut dagilimlari
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Sekil 4.4 a. Cgo, b. TDKNT ve c. FesO4 NP larinin Zeta potansiyel dagilimlart
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4.4 BET Yiizey Alam Ol¢iimii

BET analizi ile dlciilen spesifik ylizey alanlari ¢izelge 4.2°de gosterilmistir. Elde edilen
verilere gore, TDKNT lerin Cgp Ve Fe3O4’e kiyasla daha genis ylizey alanina sahip

oldugu belirlenmistir.

4.5 NP’larin TEM ile Karakterizasyonu

NP’larin TEM mikrograflar1 Sekil 4.5’te gosterilmistir. TEM verilerine gore, Cego
NP’larmin ¢ozelti i¢inde dairesel sekilli biiyiik agregatlar olusturdugu ve agregat
capinin ortalama 34,64 nm olmak tizere 26.78 nm ile 44.23 nm arasinda degistigi tespit
edilmistir (Sekil 4.5. a). TDKNT lerin ise dogal olarak kiimelendikleri ve molekiiller
arast Van der Waals kuvvetleri sebebiyle tek basina tiipler olarak degil, demetler ve
aglomerat/agregat yi8inlar1 olarak bulunduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.5. b). Ayrica
nanotlip capmnin ortalama 9 nm oldugu belirlenmistir. FesO4 NP’larinin nispeten
homojen bir boyut dagilimina sahip oldugu sekil 4.5. c’de goriilmektedir. TEM
mikrografi incelendiginde Fe3O, NP’larnin da aglomerat/agregat olusturdugu
sOylenebilir ancak Cgg ve TDKNT lere gore daha kiigiik boyutlu yiginlar olusturduklar
gozlemlenmistir. FesOs NP’lart icin aglomerat/agregat ¢apinin ortalama 28.33 nm

oo

olmak iizere 19.44 ile 36.11 nm arasinda degistigi belirlenmistir.
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Sekil 4.5 a. Cg, b. TDKNT ve c. Fe30O4 NP’larinin TEM mikrograflari (Ol(;ek
cubuklart: 100 nm)
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4.6 Hiicre Morfolojisi

hPDLF ve mDF hiicrelerinde sitotoksisite sebebiyle meydana gelen morfolojik
degisimlerin goriintiilenebilmesi amaciyla, hiicreler NP’lara 48 saat boyunca maruz
birakilmadan dnce ve sonrasinda ters faz-kontrast goriintiileri ¢cekilmistir. Kontrol grubu
hiicreleri normal bir morfoloji ve inhibisyonsuz bir proliferasyon sergilemistir (Sekil
4.6). TDKNT, Cg Ve Fe3O, ile muamele edilmis hiicrelerin ters faz-kontrast
mikrograflar1 sekil 4.7 - 4.8’de verilmistir. NP’lar ile etkilestirilmis hPDLF hiicreleri
orijjinal 1§ sekilli yapilarin1 kaybetmis ve sitoplazmik biizilme nedeni ile
yuvarlaklagmistir. Ayrica faz-kontrast mikroskobu goriintiileri incelendiginde hiicrelerin
kiiltir ~ kab1  yiizeyinden ayrildizn  saptanmustir.  Ozellikle  yiiksek NP
konsantrasyonlarinda (50 ve 100 pg/mL) karakteristik morfolojinin korunamadig:

gbzlemlenmistir (Sekil 4.7).

mDF hiicreleri de yiksek NP konsantrasyonlarinda yiizeyden ayrilmis ve
yuvarlaklagmis, hiicrelerin bir kismi karakteristik fusiform sekillerini kaybetmis ve

diizensiz, biiziilmiis bir goriiniim kazanmistir (Sekil 4.8).

Hiicreler ayrica videomikroskopi yontemi ile izlenmis ve elde edilen veriler NP’larin
varligiin o6zellikle yiiksek derisimlerde hiicrelerin morfolojilerini ve yilizeye baglanma
davranislarin1 olumsuz yonde etkiledigini ortaya koymustur. Ozellikle Fe304 NP’larmin
hiicre ortamindaki aglomerasyon davraniginin artan konsantrasyonla arttig1 goriilmiistiir

(Sekil 4.7-4.8).

Sekil 4.6 Kontrol grubu hiicreleri a. hPDLF, b. mDF
Mikrograflar (200X) optik biiyiitmede ¢ekilmistir.
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50 pg/mL 10 pg/mL 1 pg/mL 0,1 pg/mL

100 pg/mL

TDKNT FesOq4

Sekil 4.7 Farkli derisimlerdeki Cgp, TDKNT ve Fe3;04 NP maruziyeti sonrasi
hPDLF hiicrelerini gosteren faz kontrast mikrograflari

Tiim mikrograflar (200X) optik biiylitmede ¢ekilmistir.
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50 pg/mL 10 pg/mL 1 pg/mL 0,1 pg/mL

100 pg/mL

TDKNT FesOq4

Sekil 4.8 Farkli derisimlerdeki Cgp, TDKNT ve Fe3O4 NP maruziyeti sonrasi
mDF hiicrelerini gosteren faz kontrast mikrograflari

Tiim mikrograflar (200X) optik biiyiitmede ¢ekilmistir.
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4.7 Hiicresel Ahm, Hiicre I¢i Birikim ve Morfolojik Degisimler

Segilen hiicrelerde hiicresel alim, hiicre i¢i birikim ve morfolojik degisimler maruziyet
caligmalarindan elde edilen TEM mikrograflar1 kullanilarak ayrintili  olarak
incelenmistir. Sonuglar sekil 4.9’da verilmistir. NP’lar ile etkilestirilmis hiicrelerin
kontrol hiicrelerine kiyasla sitoplazmik vezikiiller bakimindan zengin oldugu
goriilmiistiir. Kontrol hiicrelerinde ise vezikiillerin homojen dagilim gosterdigi ve NP
icermedigi, hiicre morfolojisinin normal oldugu ve herhangi bir hiicre hasar1 belirtisi
bulunmadigr gozlemlenmistir (Sekil 4.9.a ve b). TDKNT’e maruz birakilan hPDLF
hiicrelerinin niikleuslarindaki oluklanma ve kivrimlanmalar sebebiyle diizensiz sinirl,
girintili ¢ikintili goriinen bir niikleus yapisina sahip olduklart belirlenmistir (Sekil 4.9.
c). TDKNT ile etkilestirilmis mDF hiicrelerinde ise koyu renkteki (elektronca yogun)
mitokondriler dikkat c¢ekmektedir (Sekil 4.9. d). Cg’e maruz birakilmis hPDLF
hiicrelerinde artan sayida ve biiyiikliikteki vakuoller haricinde hiicre hasarina iligkin bir
bulguya rastlanmamistir (Sekil 4.9.e). mDF hiicrelerinin ise vakuollerinde Cgp
bulundugu ve graniillii endoplazmik retikulumun diizensiz bir yapiya sahip oldugu
gbzlemlenmistir (Sekil 4.9.f). Hiicre membraninda belirgin bir bleb (membranda cepgik,
tomurcuklanma) olusumuna rastlanmamistir. Fe3O4 NP agregatlari, her iki tip hiicrenin
de (hPDLF ve mDF) sitoplazma ya da sitoplazmik vezikiillerinde goriilmektedir. Hiicre
membran1 lizerinde biriken belirgin sayidaki endositotik-ekzositotik vezikiiller
(kesecikler) dikkat c¢ekicidir. Ozellikle FesO; NP’lara maruz birakilan hPDLF
hiicrelerinde membran {izerinde yogun bleb olusumu goriilmektedir (Sekil 4.9.g). Fe304
ile etkilestirilen mDF hiicrelerinde de membran tizerinde mikrovillus agi ile birlikte bleb

olusumuna rastlanmistir (Sekil 4.9.h).
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Sekil 4.9 a. hPDLF ve b. mDF kontrol hiicreleri; ¢. Cgg ile muamele edilmis hPDLF, d.
Ceo ile muamele edilmis mDF, e TDKNT ile muamele edilmis hPDLF, f.
TDKNT ile muamele edilmis mDF, g. Fe3sO4 ile muamele edilmis hPDLF ve
h. Fe30, ile muamele edilmis mDF hiicrelerinin TEM mikrograflari.

Mikrograflar iizerinde isaretlenen bdlgeler yanda daha yiiksek biiylitmede verilmistir. Oklar NP
obeklerini isaret etmektedir. (N: Nukleus, M. Mitokondri, ER: Endoplazmik retikulum, V: Vezikiil. Olcek
gubuklart: 1pm)
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4.8 Mitokondriyal Fonksiyon

Hiicre canliligi, NP maruziyeti sonrasinda mitokondriyal dehidrogenazlarin 6l¢iimii

yontemi ile belirlenmistir. Sekil 4.10°da goriildiigii gibi, hiicre canliligi hPDLF hiicreleri

icin maruziyetin ilk 6 saatinde yiiksek olmasima ragmen sonraki zaman noktalarinda

onemli dl¢giide (~%50) azalmistir.
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Sekil 4.10 hPDLF ve mDF hiicrelerinin 6, 24 ve 48 saatlik NP maruziyeti sonrasi elde
edilen MTT testi sonuglari

mDF hiicre canlilifinin 24 ve 48 saatlik maruziyet siirelerinde hPDLF hiicreleri ile

karsilastirildiginda daha ytiksek oldugu tespit edilmistir. TDKNT maruziyetinin ilk 6

saatinde hPDLF hiicre canliliginin artan derisimlerde kademeli bir azalma gdsterdigi

icin konsantrasyona bagli oldugu anlasilmaktadir. Ancak Cgp ile etkilestirilen hiicrelerde

canliligin konsantrasyona bagimlilig1 nispeten daha diisiiktiir ¢iinkii bu hiicrelerde tiim

derisimlerde birbirine yakin hiicre canlilig1 degerleri elde edilmistir.
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4.9 LDH Olciimleri

Nanopargaciklarin hPDLF ve mDF hiicre membranlarina verdigi zarari ortaya koymak
amaciyla membran biitlinliigiiniin bozulmas1 sonucu hiicre dis1 siviya sizabilen LDH
enziminin miktar1 maruziyet sonrasinda incelenmistir. Deney sonuglarina gore, her ii¢
nano parcacigin zaman iginde artan bir sekilde hiicrelerin membran biitlinliiglini
bozdugu belirlenmistir. mDF hiicreleri ile karsilastirildiginda, hPDLF hiicreleri igin
Olclilen LDH seviyelerinin tiim zaman noktalarinda belirgin sekilde daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Yalnizca 48 saat boyunca Fe3O,4 ile muamele edilen mDF hiicreleri i¢in
Olciilen LDH degerlerinin ayni kosullarda test edilen hPDLF hiicrelerine gore daha
yiikksek oldugu gozlenmistir. mDF hiicrelerinden salinan LDH miktarmin tiim
nanopargaciklar i¢in zamana bagl olarak arttidi belirlenmistir. Ozellikle 48 saatlik
maruziyet sonunda 100 pg/mL Fe304 ile muamele edilen hiicrelerde anlamli derecede
yiiksek miktarda (~% 84) LDH salimi1 oldugu tespit edilmistir. hPDLF hiicrelerinde
meydana gelen LDH miktarindaki artis, mDF hiicrelerine gore daha konsantrasyona

bagiml bir sekilde gerceklesmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 hPDLF ve mDF hiicreleri i¢in 6, 24 ve 48 saatlik NP maruziyeti i¢in LDH
Olclim sonuglari
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4.10 Hiicre ici ROT Olciimleri

Nanoparcaciklar tarafindan hiicre i¢inde tetiklenen oksidatif strese bagli olarak olusan
reaktif oksijen tiirlerini belirlemek {izere indikator olarak karboksi- H,DCFDA igeren
bir floresan test kullanilmistir. Elde edilen sonuglar (Sekil 4.12), maruziyetin ilk 6
saatinde her ii¢ nanoparcacigin ROT olusumunu tetikledigini gostermistir ancak, daha
ileri zaman noktalarinda (24. ve 48. saatler) ROT miktarlar1 daha diisiik seviyelere
gerilemistir. Ilk 6 saat i¢inde hPDLF hiicrelerinde olusan ROT miktarinin mDF

hiicrelerine gore belirgin sekilde daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.12 hPDLF ve mDF hiicrelerinin 6 saatlik NP maruziyeti sonrast ROT &lgiim sonuglart
4.11 Hiicresel Empedans (Direnc) Olciimleri

Hiicrelerin maruziyet kosullart altindaki adhezyon ve proliferasyon dinamikleri
xCELLigence sisteminin yardimi1 ile hiicresel empedans olarak oOl¢iilmiis ve
degerlendirilmistir. Sonuglar ii¢ tekrarli 6rnekler i¢in ortalama + ortalamanin standart
hatasi1 olarak verilmistir. Hiicre indeksinde (CI) nanopargaciklara bagli olarak meydana
gelen degisiklikler sekil 4.13’de verilmigir. CI degerleri nanoparcaciklarin eklendigi
zaman noktasina gore normalize edilmistir. Normalize hiicre indeksi (NCI) degerleri,
kontrol hiicrelerinde her iki hiicre tipi icin hiicre proliferasyonu sebebiyle sabit bir hizla

artmistir.
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xCELLigence deneyleri, konsantrasyonun hiicresel toksik cevap iizerindeki etkisini
gozlemlemek {izere nanoparcaciklarin 5 farkli derigimi i¢in (0,1; 1; 10; 50; 100 pg/mL)
gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.13 hPDLF ve mDF hiicrelerinin TDKNT,Cg, Ve Fe;O4 maruziyeti sonrasi empedans
6l¢iimiine dayali hiicre canliligi verileri

Sonuglar, hPDLF hiicrelerinin tiim NP’lar i¢in kontrol hiicrelerine benzer NCI degerleri
olusturdugunu, kontrol hiicrelerinin degerleri ile gozlemlenebilir anlamli bir fark
bulunmadigini ortaya ¢ikarmistir. mDF hiicreleri i¢in ise NP maruziyeti konsantrasyona
bagli olarak, her ti¢ NP i¢in NCI artisinda, ozellikle yiiksek konsantrasyona maruz
birakilan hiicrelerde, belirgin bir yavaslamaya sebep olmustur (Sekil 4.13).
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Pozitif kontrol deneyi sonuglari her iki hiicre tipi i¢in de CI degerlerinin belirgin sekilde

distigiinii (sifir diizeyine yaklastiginl) gostermistir (Sekil 4.14).

o
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Sekil 4.14 a. hPDLF, b. mDF, hiicreleri i¢in ZnO NP ile yapilan pozitif kontrol deneyi sonuglari

NP’lerin higbiri NCI degerlerinin sifir seviyesine gerilemesine sebep olmamistir. Test
edilen NP’ler i¢in IC50 degerleri (ug / mL) XCELLigence RTCA yazilimi ile her iki
hiicre tipi i¢in hesaplanmistir. hPDLF ve mDF hiicreleri i¢in hesaplanan IC50 degerleri,

cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Periodontal ligament fibroblast ve dermal fibroblast hiicreleri i¢in
hesaplanan IC 50 degerleri

NP hPDLF mDF

Ceo 50.7 pg/mL 48.1 ng/mL

TDKNT 168.4 pg/mL 136.6 pg/mL
FesOy 143.4 ng/mL 88.7 ug/mL
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5. TARTISMA VE SONUC

Cs0, TDKNT ve Fe30, nano-boyutlar1 ve atomik yapilartyla essiz ve olaganiistii
Ozelliklere sahip nano pargaciklardir. Bu nedenle, bircok alandaki uygulama
potansiyelleri yogun bir sekilde arastirllmakta ve kullanim alanlar1 genisledikce
tiretimleri de dolayli olarak artmaktadir. Ne var ki, hiicreler ve dokular ile temas halinde
olan nano malzemeler kiiciik boyutlar1 sayesinde hiicrenin bariyerlerini agabilirler ve bu
sebeple toksikolojik agidan endise uyandirmaktadirlar. Biyomedikal alan1 da i¢ine alan
bir¢cok alandaki uygulamanin potansiyel yapi tasi olan nano malzemelerin yukarida
bahsedilen endise uyandirici 6zellikleri nedeni ile sitotoksisite agisindan tam olarak

aydinlatilmalar gerekmektedir.

Bu calismada, iki farkl hiicre tipi; hPDLF ve mDF segilen {i¢ nanopargacigin sitotoksik

etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

hPDLF hiicreleri (Sekil 5.1 a) alveolar kemik ve disin sement tabakas1 arasinda bulunan
dis kokii hiicreleridir. Hastalara uygulanan uzun siireli tedavilerden biri olan dental
implantlar periodontal bag dokusu iginden gegtigi i¢cin hPDLF hiicreleri ile dogrudan
temas halinde bulunmaktadirlar. Periodontal doku miihendisligi ve dental implantlarin
(Sekil 5.1 b) gelistirilmesi gibi dis uygulamalari i¢in tasarlanmis malzemeler {izerine
yayimlanmis veya devam eden bir¢ok arastirmada, olaganiistii yapisal 6zelliklerinden
faydalanmak i¢in nanopargaciklar kullanilmaktadir (Kong vd. 2006, Wang vd. 2007,
Jurczyk 2012). Ne var ki dental implant malzemelerinin in vivo ortamda bozunmasi
ve/veya asinmasi son derece miimkiindiir ve periprostetik dokular ve/ veya diger
organlarda nano boyutlu kalintilar olarak bu malzemelere rastlandigi bildirilmistir

(Yang ve Webster 2012).

mDF, yara iyilesmesinin onemli faktorlerinden olan dermis tabakasi igindeki cildin
kollajen iireten hiicreleridir (Thangapazham vd. 2014). Son yillarda, nanopargaciklar,
yara iyilesmesi lizerine yapilan caligmalara antimikrobiyal maddeler olarak dahil
edilmistir (Simmons vd. 2009, Zhou vd. 2010,. Anghel vd. 2012, Grumezescu vd.
2014).
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Ayrica, cilt kremleri ve dis macunlart gibi kozmetik {iriinlere de NP’larin ilave edilmesi
arastirilmakta ve NP’larin endiistrideki kullanim alanlar1 genislemektedir (Takada vd.

2006, Lens 2011, Inui vd. 2011, Benn vd. 2011, Inui vd. 2014).

Kusp B o e Dogal Dis  Dental implant
Dis minesi ' ’
S \ el . <_imphnt
Dentin ' ’ kuronu
Di eti
Pulpa
Sementum

Periodontal ligament

Alveolar kemik
Apeks

Sekil 5.1 a. Periodontal ligament fibroblast hiicreleri, (Archana vd. 2014’ten degistirilerek
alinmstir) b. Dental implant (http://www.lichoudds.com/dental-implants.html 2016
adresinden degistirilerek alimustir.)

Nanoparcaciklarin dermal hiicrelere ulagmasinin tek yolu kozmetik iiriinler araciligiyla
dermal maruziyet degildir, bu nanoparcaciklarin ticari iiretimi mesleki maruziyet riskini
de ortaya ¢ikarmaktadir. TDKNT {izerine yapilan bir ¢alismada (Maynard vd. 2004), el
basina 0.2-6 mg mesleki dermal maruziyet saptandigi bildirilmistir. Belirtilen
gerekeelerle, bu ¢alismada iki tip fibroblast hiicresi; hPDLF ve mDF prototip olarak

secilmistir.

Bildigimiz kadariyla, hPDLF ve mDF hiicreleri iizerine Cg, TDKNT ve Fe3O4
NP’larmin sitotoksik etkileri ilk olarak bu calismada gosterilmistir. Ayrica, hPDLF ve
mDF hiicrelerinin secilen nanopargaciklara verdikleri proliferatif sitotoksik yanitlar
xCELLigence sistemi ile ilk kez bu ¢alismada degerlendirilmistir. Geleneksel in vitro
sitotoksisite testlerinin (MTT, LDH ve ROT) nispeten yeni empedans dl¢iimiine dayali

XCELLigence sistemi ile karsilastirilmast da c¢alismanin  amaglarindandir.
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Segilen NP’larin XRD desenleri toksisiteye etki edebilecek olan boyut ve yapisal
ozellikler hakkinda bilgi vermektedir. Cgp Orgli yapist i¢in elde edilen XRD kirinim
deseni (Sekil 4.1.a) daha once literatiirde yayinlanan desenlerle uyum saglamaktadir (Pu
vd. 2014), (JCPDS file N0.44-0558). Bragg esitligi kullanilarak yapilan hesaplamadan
elde edilen sonuglar, TDKNT‘nin grafitteki diizlemler arasi ayrilmaya benzer bir
ayrilmaya (mesafelenmeye) sahip oldugunu gostermistir. TDKNT kirinim desenindeki
nispeten genis (002) piki, TDKNT nin tipik amorf yapisin1 ve kusurlu uzun aralikli
diizenli yapisin1 yansitmaktadir (Sekil 4.1.b) ve bu bulgular daha 6nce yaymlanmis bir
calismanin bulgular ile de ortiismektedir (Ng vd. 2005). Fe3O4 NP’larinin tiim kirinim
pikleri (Sekil 4.1.c) standart JCPDS deseni ile (JCPDS Kart No. 79-0417) ve daha 6nce
yayinlanmis bagka bir calismada elde edilen desenle (El Ghandoor vd. 2012)
uyumludur. Elde edilen kirinim deseni incelendiginde kiibik spinel bir yapiyr isaret
etmektedir. Piklerin genislikleri Fe3Os NP’larinin  kristal yapida olduklarim

gostermektedir. XRD kirinim desenlerinde herhangi bir safsizlik fazina rastlanmamuistir.

FesO4 veya diger adiyla manyetitin oksijen varliginda termodinamik agidan kararsiz
oldugu bilinmektedir. Oda sicakliginda kendiliginden yavasca 6nce magemite (y-Fe,O3)
ve daha yiiksek sicakliklara ¢ikildiginda ise hematite (Fe,O3) oksitlenir (Tang vd. 2003).
Ayrica, nano boyutlu Fe3Os, nano olmayan formuna (bulk) gére daha az kararlidir ve
biiyiikk yiizey alani sebebiyle magemite daha kolay oksitlenebilir (Schwertmann ve
Cornell 2006). Bu sebeple, Fe304 NP’lar1 iginde her hangi bir oksidasyon iiriiniiniin
olusup olusmadiginin tespit edilmesi 6nemlidir, zira bu durum NP’larin aktivitesine etki

edebilir ve dolayisiyla hiicresel toksik cevabin degismesine yol acabilir.

Manyetit ve magemitin XRD piklerinin (Sekil 4.1.c) her ikisi de kiibik yapida ve hemen
hemen ayni acida kristallenirler. Bu nedenle, bu iki demir oksit tiiriinii XRD yontemi ile
birbirinden ayirt etmek olduk¢a zordur. Bu durumda manyetik Fe3O, NP’larinin
ayrintili yapr ve oksidasyon durumunu belirlemekte yetersiz kalan XRD teknigine ek
olarak demir iceren bilesiklerin incelenmesinde hassasligi ve spesifikligi ile 1yi bilinen

bir lokal Ol¢lim teknigi olan Maossbauer spektroskopisi teknigi kullaniimistir.
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Gozlemlenen Mossbauer spektrumu ve Olgililen parametreler Andrade ve arkadaslari
tarafindan yayimlanan spektruma benzerlik gostermektedir (Andrade vd. 2009). Fe304
NP’larinin Mossbauer spektrumu, dlglimlenen numuneler i¢inde magnetit, magemit ve
hematit Kkristal fazlarinin her i¢iiniin de bulundugunu diisiindiirmektedir. Bu durum,
nanopargcaciklarin sentezlenme ve/veya daha biiyiik ihtimalle depolama sirasinda havada
kismi oksidasyona ugramalarinin bir sonucu olabilir. Pargaciklarin nano boyutta
olmalar1 yiiksek yilizey alanina bagli olarak oksidasyon islemini kolaylastirmakta ve
Fe3O4 nanoparcaciklarin yiizeyi kismen oksitlenmis bir manyetit ¢ekirdege doniismesine
sebep olmaktadir. Hafif¢e genislemis rezonans ¢izgileri partikiil boyutunun kii¢iik
olmasinin bir sonucu olabilir ki bu ayn1 zamanda Hf degerinin nano boyutta olmayan

(bulk) malzemeye gore azalmasina sebep olur (Schwertmann ve Cornell 2006).

Nanoparcaciklarin 6zgiil ylizey alan1 BET analizi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen
bulgulara gore, TDKNT nin Cgo Ve Fe304’e kiyasla daha biiyiik bir yilizey alanina sahip
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2). Bu durumda TDKNT ‘nin daha yiiksek bir reaktiflige
sahip oldugu sdylenebilir. Reaktifligin yiiksek olmasi da toksik etkiyi arttiran bir faktor

olarak degerlendirilebilir.

NP’larin hiicre kiiltiirii ortamindaki kiimelenme davranigi1 hakkinda bilgi edinmek igin,
hidrodinamik boyutlar besi yeri ortaminda olgiilerek belirlenmistir.  Olgiilen
hidrodinamik c¢aplarin degerlerinin, her ic NP icin TEM ya da XRD ile o6lgiilen
caplardan (Cizelge 4.2) daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Bunun baslica iki olas1 sebebi
olabilir; ilk olarak nanopargaciklar hiicre kiiltiirii ortami i¢inde disperse edildiginde, bir
elektrik dipol tabakasi yilizeye tutunarak NP etrafinda bir katman olusturur ve DLS ile
dlgiilen partikiil ¢apina bu katmanin kalinhig da eklenir. Ikinci neden ise, par¢aciklarmn
hiicre kiiltiirii ortamia girdiklerinde kiimeler veya yiginlar olusturma egiliminde

olmalaridir (Carvalho vd. 2016).

Nanopargaciklarin karakterizasyonu i¢in TEM kullamilmistir. Elde edilen TEM
mikrograflarinin (Sekil 4.5) literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Cgo y1ginlarinin
ortalama ¢ap1 34.64 nm olarak belirlenmistir. Cgo y18inlarinin saydam goriiniislerinin

sebebi  elektronca yogun olmayan yapilart ile ilgilidir (Sekil 4.5.a).
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Yiginlarin paralel olarak {ist {iste binmis goriiniimii, C60 NP’larinin kristal yapisinin bir
sonucu olabilir. Fe304 NP’larmin pargacik boyutu TEM verilerine gore yaklasik olarak
19.44 ile 36.11 nm arasinda degismektedir ve ortalama olarak 28.33 nm’dir. Bu veriler

XRD o6l¢timlerinden elde edilen verilerle benzerlik gostermektedir.

NP’larin hiicre icine alim1 ve lokalizasyonun belirlenmesi ile NP maruziyetinin hiicreler
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi igin de TEM yontemi kullanilmistir. Hiicrelerin NP
maruziyeti Oncesi ve sonrasit elde edilen mikrograflarinin incelenmesi sonucunda,
kontrol hiicreleri ile NP’lara maruz birakilmis hiicreler arasinda bazi farkliliklar oldugu
goriilmiistiir. Hem hPDLF hem de mDF hiicrelerinin kontrol grubunun normal bir
morfolojiye ve saglam bir hiicre membrani ile endoplazmik retikuluma sahip olduklari

belirlenmistir (Sekil 4.9.a ve 4.9.b).

Ceo ile muamele edilen hPDLF hiicrelerinde sayica artmis ve biliylimiis vakuoller
haricinde belirgin bir hiicre hasarina rastlanmamistir (Sekil 4.9.c). mDF hiicrelerinin
diizensiz bir graniillii endoplazmik retukulum yapisina sahip olduklar1 ve vakuollerinde
de Cg NP’larinin bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.9.d). Belirgin bir membran

cepeigi (bleb) olusumuna rastlanmamastir.

TDKNT ile muamele edilen hPDLF hiicrelerinin niikleer oluklanma ve
kivrimlanmalarin bir sonucu olarak diizensiz, girinti ¢ikintili bir niikleus sinirma ve
sekline sahip oldugu goriilmistir (Sekil 4.9.e). Bu ayni zamanda malign hiicre
cekirdeginde de goriilen karakteristik bir morfolojik anormalliktir (Dey 2010). TDKNT
ile muamele edilmis mDF hiicrelerinde ise karanlik goriinen (elektronca yogun) bolgeler

dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4.9.1).

Incelenen NP’lar arasinda Fe3O4 NP’larina maruz birakilan hiicrelerle kontrol hiicreleri
arasindaki bazi farkliliklar dikkat ¢ekmistir. hPDLF ve mDF hiicrelerinin her ikisinde
de sitoplazmada ya da sitoplazmik vezikiillerde FesO4 6beklerine rastlanmistir. Belirgin
sayida endositotik-eksositotik  vezikiillerin hiicre membran1 {izerinde biriktigi
gorilmiistiir. Ozellikle Fe30,4 ile muamele edilmis hPDLF hiicrelerinde yogun bir
membran cepgigi olusumu dikkat ¢ekicidir (Sekil 4.9.9).
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FesO, ile muamele edilmis mDF hiicrelerinde de bir mikrovillus agiyla beraber

membranda cepg¢ik olusumu goriilmektedir (Sekil 4.9.h).

Hiicrelerin, membranlar1 iizerinde kiigiik c¢ikintilar-cepgikler seklinde gozlemlenen
anormal morfolojiyi NP’lar tarafindan tetiklenen toksisitenin bir sonucu olarak ortaya
¢ikan hiicre hasar1 ve nekrozun bir belirtisi olarak sergiledikleri diisiiniilmektedir. Bu
bulguya paralel olarak, daha once literatiirde Fe3O, NP na maruz birakilan farkl: tiirde
hiicreler {izerine yapilan ¢alismalarda da (Yurchenko vd. 2010, Sadhukha vd. 2014)
membranda cepcik olusumu gozlenmistir. Membranda cepgiklerin olusumu ayrica hiicre
Oliimiiniin bir isareti olarak apoptozis ile iliskilendirilmistir. Ayn1 zamanda hiicre-hiicre
temasmin da kaybedildigi gozlemlenmistir. Bu bulgular Fe3O, NP’larinin ROT
olusumuna bagli olarak apoptozisi tetiklemis olabilecegini akla getirmektedir ki bu
durum, daha 6nce Ramesh vd. ve Shi vd. tarafindan yapilan ¢alismalarda (Ramesh vd.

2012, Shi vd. 2012) rapor edilen bulgularla da ortiismektedir.

NP’larin hiicre i¢ine giris yolu ve hiicre i¢ine giren NP miktar1 sadece NP’larin
fizikokimyasal 6zelliklerine ve boyutlarina degil, ayn1 zamanda hiicre tiiriine de oldukga
baghidir. NP’larin ekstraseliiler matriks, hiicre membran1 ve sitoplazma ile etkilesimi
NP’larin 6beklenme (aglomerasyon) davranisi ile de ilgilidir ki 6beklenme davranisi
NP’larin etkin boyutunu, seklini ve dolayisiyla temas ylizey alanini, hareket ve hiicre
igine giris kabiliyetini de belirleyici bir rol oynar. Obeklenme egilimi diisiik olan NP’lar
hiicre i¢ine daha kolay girebilirler ve bu durum dbeklenmeye egilimi olan NP’lara gore
maruziyet dozunun daha yiiksek olmasina sebep olur. Obeklenme davranisi NP’lar igin
yaygin bir durumdur ¢iinkii ¢ogunun hiicre ortaminda proteinler gibi molekiillerle
etkileserek protein korona (Sekil 5.2) olusturabilecek yiizey yiikleri vardir. Ayrica
NP’larin dogrudan membrandan ge¢is icin yeterince kiiciik olmalar1 Obeklenme
durumunda miimkiin olmayacagi icin endositotik alim haricinde hiicre igine girisi

engelleyebilir (Nazarenus vd. 2014).
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Ceo ve TDKNT ler karbon atomlarinin birbirine kuvvetli kovalent baglarla bagli oldugu
sentetik bir karbon allotroplart ailesidir. Cgop ve TDKNT lerin sahip oldugu hidrofobik
yiizey, nr-nw ve/veya van der Waals etkilesimleri araciligr ile genis bir madde sinifini
adsorbe edebilir. Fe3O4, Cso ve TDKNT nanopartikiilleri hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimler ile hiicre kiiltiir ortaminda bulunan serum proteinlerini yiizeylerinde
adsorbe edebilirler ki bu durum yiizey yliklerinde ve Obeklenme davranislarinda
degisiklige sebep olur (Murdock vd. 2008). Ayrica, FesO4 NP’lar siiperparamanyetik
davranig sergiler. Manyetik ¢cekim kuvvetleri ile birlikte yiiksek ylizey enerjileri sivi
icinde yogun Obeklesmelere sebep olur. DLS o6lclimlerinin sonuglart Fe3Os NP

obeklerinin Cgp ve TDKNT 06beklerine gére daha biiyilik oldugunu gostermistir.

Sekil 5.2 Hiicre zarn ve NP’larin olusturdugu protein koronanin sematik gosterimi
(http://www.nature.com/nnano/journal/v8/n2/images_article/nnano.2013.11-f1.jpg
a 2016)

NP’larin hiicre i¢ine girisi antioksidan mekanizmalarin dogasini bozarak oksidatif stresi
tetikleyebilir. Bu sebeple, secilen hiicrelerde NP maruziyet caligsmasi sonrasinda olusan
oksidatif stres diizeyi arastirilmistir. Incelenen her ii¢ NP icin 6lciilen reaktif oksijen
tiiri (ROT) seviyesinin kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda hPDLF ve mDF
hiicrelerinin her ikisi i¢in de maruziyetin 6. saati sonunda ytikseldigi, ancak bu noktadan

sonra zamana bagimli olarak azaldig: belirlenmistir.
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Benzer sekilde, daha Once yapilan c¢esitli ¢calismalar da ROT seviyelerinin baslangicta
yiikselmesine ragmen ilerleyen zaman noktalarinda azaldigini bildirmistir (Hussain vd.
2005, Kuo vd. 2009). Bu durum, hiicrelerin hiicre i¢i adaptasyon siirecinde antioksidan
mekanizmalarinin tetiklenmesi ve indirgenmis glutatyon (GsH) ve tiyoredoksin (TrX)
gibi, reaktif oksijen tiirlerini nétralize edebilecek molekiillerin salgilanmasi ile ROT
seviyelerinin ilerleyen zaman noktalarinda diismesine sebep olmast seklinde
aciklanabilir. Bir diger muhtemel aciklama ise; maruziyetin ilk saatlerinde olusan
serbest radikallerin NP’larla etkilesimi sonucu antioksidan benzeri bir mekanizma ile
ROT seviyelerinin diismesine sebep olmasi olabilir. Bu agiklama, dzellikle antioksidan
ozellikleri ile bilimsel ¢alismalara konu olmus Cgy ve TDKNT igin literatiirle uyum
saglamaktadir (Wang vd. 1999, Gharbi vd. 2005, Galano 2010, Johnston vd. 2010).
ROT seviyelerinin yukarida belirtildigi gibi zamana bagli olarak azalmasi sebebiyle,
tim NP’lar ve hiicre tipleri i¢in sadece ilk 6 saatte olusan ROT degerleri dikkate

alinmistir.

Segilen NP’larin hPDLF ve mDF hiicreleri lizerindeki potansiyel toksik etkisi impedans
temelli xCELLigence sistemi ile izlenmistir. Her iki hiicrenin de gerekli NCI degeri
olan 1’e (Meindl vd. 2013) 24 saatten daha az bir siirede ulastigi ve dolayisiyla
xCELLigence sistemine uygun oldugu tespit edilmistir. NP ile muamele edilmis
hiicreler icin toksisitenin derecesi, NP’lara maruz birakilmamis kontrol hiicrelerinin
NCI degerine gore NCI degerindeki azalma olarak ifade edilmistir. Elde edilen NCI
degerlerinin, kullanilan NP tiirline ve hiicre tipine bagli olarak belirgin sekilde
birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. hPDLF hiicrelerinde en diisiik toksisite
seviyesini TDKNT olustururken, mDF hiicrelerinin TDKNT maruziyetine daha duyarli
oldugu goriilmiistir. mDF hiicreleri i¢in en belirgin toksik etkiyi ise FesO, NP
olusturmustur. Bu bulgular, sitotoksik cevabin hedef hiicre tiirline bagli oldugunu
dogrulamaktadir. TDKNT ile daha 6nce yapilan bir toksisite ¢aligmasinin sonuclar1 da
(Hu vd. 2010) bu bulgu ile olduk¢a uyumludur. S6z konusu ¢alismada test edilen {i¢
hiicre dizisinin her biri NP maruziyetine farkli bir toksik cevap olusturmustur. Ayrica,
farkli gruplar tarafindan ytiriitiilen ¢aligmalarda da (Treichel vd. 2004, Falcdo vd. 2006,
Patra vd. 2007, Sohaebuddin vd. 2010, Suresh vd. 2012) benzer sonuglar

vurgulanmaktadir.
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Bu calismada gergeklestirilen empedans oOlglimlerinin sonuglari da secilen NP’larin
farkli hiicreler tlizerinde farkli sitotoksik etkiler olusturdugunu gostermistir. Hiicrelerin
NP’lara karsi1 farkl sitotoksik cevaplar vermelerinin olas1 sebebi, farkli hiicrelerin farkli
hiicre membrani kompozisyonuna sahip olmalar1 olabilir; ¢linkii  hiicre
membranlarindaki bu fark, NP’larin hiicre icine alim mekanizmasin1 ve dolayisiyla
hiicre i¢ine giren NP miktarin1 degistirebilir. Ayrica, hiicrelerin viicuttaki konum ve
fonksiyonlarina bagli olarak farkli hiicresel savunma mekanizmalarina sahip olmalari
verdikleri sitotoksik cevabin farklilik gostermesinin sebeplerinden biri olabilir. Farkli
hiicrelerin farkli ortamlar: tolere edebilmek igin farkli adaptasyon becerilerine sahip

olmalar1 da (Williams vd. 2002) diger bir muhtemel sebep olarak sayilabilir.

Ozetle, hPDLF ve mDF hiicrelerinin TDKNT, Cgo Ve Fe3O4 NP’lar ile maruziyet
calismalar;; mDF hiicrelerinin, hPDLF hiicreleri ile karsilastirildiginda, NP
maruziyetine daha duyarli oldugunu ortaya koymustur. hPDLF hiicreleri i¢in en diisiik
toksik etkinin TDKNT tarafindan olusturuldugu belirlenmistir. mDF hiicreleri i¢in en
belirgin toksik etki Fe3O4 NP tarafindan olusturulmustur. Sonug¢ olarak, her biri
biyomedikal malzemelerin potansiyel yapitasi olan, incelenen li¢ NP’mn da maruz
kalinan konsantrasyonlarinin toksik cevap olusturmayacak seviyede tutulmasi kosulu ile

biyouyumluluk agisindan uygun adaylar olduklar1 sdylenebilir.

Daha once yapilan toksisite ¢alismalarinin sonuglarina gére TDKNT i¢in NIOSH
(National Institute for Occupational Safety and Health) tarafindan tavsiye edilen is yeri
maruziyet limiti (Recommended Exposure Limit -REL) degeri giinliik sekiz saatlik bir
caligma siiresi i¢in 1 pg/ m® olarak belirlenmistir (2013). Fulleren i¢in belirlenen bir
limit olmamakla birlikte, NIOSH tarafindan elementel karbon i¢in tavsiye edilen REL
degeri de TDKNT i¢in onerilen degerle aynidir. Manyetit i¢in ise OSHA (Occupational
Safety and Health Administration) tarafindan izin verilen maruziyet limiti (Permissible

Exposure Limit -PEL) 10 mg/m>olarak agiklanmistir (2009)
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Bu verilerle birlikte bu ¢alismanin bulgular1 goz 6niine alindiginda, secilen iki hiicre
tipinin verdigi farkli toksik cevaplar, biyomalzemenin muhtemel uygulama bdlgesi ve
kullanim amaci hakkinda fikir verebilir. Ornegin TDKNT NP’larina hPDLF
hiicrelerinin gosterdigi dusiik sitotoksisite sebebiyle uygun derisim araliginda dis
hekimligi uygulamalar1 i¢in biyouyumlu bir nano malzeme olarak nitelendirilebilir.
mDF hiicreleri ile yapilacak caligmalarda ise denemelerde kullanilan en diisiik derisim
miktarlarinin maksimum maruziyet derisimi olarak kullanilmasi kosulu ile her ti¢c NP 1n

biyomedikal alanda kullanima uygun oldugu sdylenebilir.

NP’lar kullanilarak toksik acidan gilivenli biyomalzemeler iiretilebilmesi i¢in daha fazla
farkli tiirde hiicre ile c¢aligmalar yiiritilerek bu hiicrelerin NP’lara verecekleri
kendilerine has cevaplar, giivenli maruziyet dozlar1 ve adaptasyon kabiliyetleri
belirlenmelidir. Bu ¢alismalarin 1s181nda daha fazla sayida ve tiirde NP’in FDA (Food
and Drug Administration), WHO (World Health Organisation) ve EMA (European
Medicines Agency) gibi kuruluslarca onaylanarak kontrollii ilag salimimi, yara
lyilesmesi, dental uygulamalar gibi biyomedikal alanlarda rutin olarak kullanilmasi

mumkin olacaktir.

77



KAYNAKLAR

Akasaka, T., Nakata, K., Uo, M., and Watari, F. 2009. Modification of the dentin
surface by using carbon nanotubes. Bio-medical materials and engineering,
19(2-3); 179-185.

Albandar, J.M. 2005. Epidemiology and risk factors of periodontal diseases. Dental
Clinics of North America, 49(3); 517-532.

Andrade, A.L., Souza, D.M., Pereira, M.C., Fabris, J.D., and Domingues, R.Z. 2009.
Magnetic properties of nanoparticles obtained by different chemical routes.
Journal of nanoscience and nanotechnology, 9(3); 2081-2087.

Andreoli, E., Suzuki, R., Orbaek, A.W., Bhutani, M.S., Hauge, R.H., Adams, W.,
Fleming, J.B. and Barron, A.R. 2014. Preparation and evaluation of
polyethyleneimine-single walled carbon nanotube conjugates as vectors for
pancreatic cancer treatment. Journal of Materials Chemistry B, 2(29); 4740-
4747,

Anghel, 1., Grumezescu, A.M., Andronescu, E., Anghel, A.G., Ficai, A., Saviuc, C.,
Grumezescu, V., Vasile B.S. and Chifiriuc, M.C. 2012. Magnetite
nanoparticles for functionalized textile dressing to prevent fungal biofilms
development. Nanoscale research letters, 7(1); 1.

Anghel, 1., Holban, A.M., Grumezescu, A.M., Andronescu, E., Ficai, A., Anghel, A.G.,
Maganu, M., Lazar, V. and Chifiriuc, M.C. 2012. Modified wound dressing
with  phyto-nanostructured coating to prevent staphylococcal and
pseudomonal biofilm development. Nanoscale research letters, 7(1); 1-8.

Ankamwar, B., Lai, T.C., Huang, J.H., Liu, R.S., Hsiao, M., Chen, C.H. and Hwu, Y.K.
2010. Biocompatibility of Fe304 nanoparticles evaluated by in vitro
cytotoxicity assays wusing normal, glia and breast cancer cells.
Nanotechnology, 21(7); 075102.

Anonymous. 2008. Instruments, Malvern. Zetasizer nano user manual. Man 317 (2008):
6-2. England.

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://archive.cnx.org/contents/f5c058e0-41f2-4ef6-
878b-2fdc07760129@1/bet-surface-area-analysis-of-nanoparticles, Erisim
Tarihi: 28.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http:/frimat.unifr.ch/frimat/en/page/485, Erisim Tarihi:
26.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://laser.spbu.ru/en/research-eng/dzeta-eng.html,
Erisim Tarihi: 26.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://nanocomposix.com/pages/characterization-
techniques, Erisim Tarihi: 23.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://www.aceabio.com.cn/images/cartoon_pic.jpdg,
Erisim Tarihi: 24.10.2016

78


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJason%20B.%20Fleming
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJason%20B.%20Fleming
http://archive.cnx.org/contents/f5c058e0-41f2-4ef6-878b-2fdc07760129@1/bet-surface-area-analysis-of-nanoparticles
http://archive.cnx.org/contents/f5c058e0-41f2-4ef6-878b-2fdc07760129@1/bet-surface-area-analysis-of-nanoparticles
http://frimat.unifr.ch/frimat/en/page/485
http://laser.spbu.ru/en/research-eng/dzeta-eng.html
http://nanocomposix.com/pages/characterization-techniques
http://nanocomposix.com/pages/characterization-techniques
http://www.aceabio.com.cn/images/cartoon_pic.jpg

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://www.aceabio.com/wp-
content/uploads/xCELLigence-Tech-Overview-Fig-1.jpg, Erisim Tarihi:
26.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi:
http://www.americanpharmaceuticalreview.com/Featured-Articles/139288-
An-Overview-of-the-Zeta-Potential-Part-3-Uses-and-Applications/,An
Overview of the Zeta Potential - Part 1: The Concept, American
pharmeceuticals review (2013), Erisim Tarihi: 25.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi:  http://www.fritsch-international.com/particle-
sizing/fritsch-knowledge/hydrodynamic-diameter, Erisim Tarihi:
26.10.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://www.istcgroup.com/pdf/NOVA%20Series.pdf,
Erisim Tarihi: 26.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://www.lichoudds.com/dental-implants.html Erisim
Tarihi: 28.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi:
http://www.nature.com/nnano/journal/v8/n2/images article/nnano.2013.11-
fl.Jpg, Erisim Tarihi: 26.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://www.wichlab.com/wp-
content/uploads/2013/04/Size-comparison-Bio  nanoparticles.jpg, Erisim
Tarihi: 24.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: http://www.wichlab.com/wp-
content/uploads/2013/04/Size-comparison-Bio  nanoparticles.jpg, Erisim
Tarihi: 27.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi:
https://discovery.kaust.edu.sa/cms/figure/index/5687c00e140ba025318b456
8, Erisim Tarihi: 25.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: https://nhmu.utah.edu/sites/default/files/styles/content-
node-img/public/collection object/a2805 Magnetite 0.jpg?itok=Ut_cn-gC//,
Erisim Tarihi: 25.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi: https://orgspectroscopyint.blogspot.com.tr/p/mossbauer-
spectroscopy spectroscopic.html, Erigim Tarihi: 26.11.2016

Anonymous. 2016. Web Sitesi:
https://www.researchgate.net/publication/275834023 Zeta potential, Erisim
Tarihi: 26.11.2016

Archana, A., Srikanth, V., & Kurien, B. (2014). Fibroblast Heterogeneity in
Periodontium—a Review. International Journal of Dental Sciences and
Research, 2(3); 50-54

79


http://www.aceabio.com/wp-content/uploads/xCELLigence-Tech-Overview-Fig-1.jpg
http://www.aceabio.com/wp-content/uploads/xCELLigence-Tech-Overview-Fig-1.jpg
http://www.fritsch-international.com/particle-sizing/fritsch-knowledge/hydrodynamic-diameter
http://www.fritsch-international.com/particle-sizing/fritsch-knowledge/hydrodynamic-diameter
http://www.istcgroup.com/pdf/NOVA%20Series.pdf
http://www.lichoudds.com/dental-implants.html
http://www.nature.com/nnano/journal/v8/n2/images_article/nnano.2013.11-f1.jpg
http://www.nature.com/nnano/journal/v8/n2/images_article/nnano.2013.11-f1.jpg
https://discovery.kaust.edu.sa/cms/figure/index/5687c00e140ba025318b4568
https://discovery.kaust.edu.sa/cms/figure/index/5687c00e140ba025318b4568
https://www.researchgate.net/publication/275834023_Zeta_potential

Auffan, M., Rose, J., Bottero, J.Y., Lowry, G.V., Jolivet, J.P. and Wiesner, M.R. 2009.
Towards a definition of inorganic nanoparticles from an environmental,
health and safety perspective. Nature nanotechnology, 4(10); 634-641.

Baktur, R., Patel, H. and Kwon, S. 2011. Effect of exposure conditions on SWCNT-
induced inflammatory response in human alveolar epithelial cells.
Toxicology in Vitro, 25(5); 1153-1160.

Benn, T.M., Westerhoff, P. and Herckes, P. 2011. Detection of fullerenes (C 60 and C
70) in commercial cosmetics. Environmental pollution, 159(5); 1334-1342.

Bhardwaj, A., Bhardwaj, A., Misuriya, A., Maroli, S., Manjula, S. and Singh, A.K.
2014. Nanotechnology in dentistry: present and future. Journal of
international oral health: JIOH, 6(1); 121.

Britz, D. A. and Khlobystov, A. N. 2006. Noncovalent interactions of molecules with
single walled carbon nanotubes. Chemical Society Reviews, 35(7); 637-659.

Brunauer, S., Emmett, P. H. and Teller, E. (1938) Adsorption of gases in
multimolecular layers. J. Am. Chem. Soc. 60, pp. 309-319

Buyukhatipoglu, K. and Clyne, A. M. 2011. Superparamagnetic iron oxide
nanoparticles change endothelial cell morphology and mechanics via
reactive oxygen species formation. Journal of Biomedical Materials
Research Part A, 96(1); 186-195.

Callister, W. D. and Rethwisch, D. G. 2007. Materials science and engineering: an
introduction (Vol. 7, pp. 665-715). New York: Wiley

Carlson, C., Hussain, S.M., Schrand, A.M., Braydich-Stolle, L.K., Hess, K.L., Jones,
R.L. and Schlager, J.J. 2008. Unique cellular interaction of silver
nanoparticles: size-dependent generation of reactive oxygen species. The
journal of physical chemistry B, 112(43); 13608-13619.

Carvalho, K.P., Martins, N.B., Ribeiro, A.R.L.P., Lopes, T.S., de Sena, R.C., Sommer,
P. and Granjeiro, J.M. 2016. Optimized method of dispersion of titanium
dioxide nanoparticles for evaluation of safety aspects in cosmetics. Journal
of Nanoparticle Research, 18(8); 244.

Chifiriuc, M.C., Grumezescu, A.M., Andronescu, E., Ficai, A., Cotar, A.l,
Grumezescu, V., Bezirtzoglou, E., Lazar, V. and Radulescu, R. 2013. Water
dispersible magnetite nanoparticles influence the efficacy of antibiotics
against planktonic and biofilm embedded Enterococcus faecalis cells.
Anaerobe, 22, 14-19.

Cicchetti, R., Divizia, M., Valentini, F. and Argentin, G. 2011. Effects of single-wall
carbon nanotubes in human cells of the oral cavity: geno-cytotoxic risk.
Toxicology in Vitro, 25(8); 1811-18109.

Cornell, R.M. and Schwertmann, U. 2001. The Iron Oxides. Structure, Properties. Wiley
Online Library

80



Cullity, B.D., Stock, S.R. and Stock, S. 2001. Elements of X-ray Diffraction, 3rd edition
Prentice Hall. New Jersey.

Dabrowski, A. 2001. Adsorption—from theory to practice. Advances in colloid and
interface science, 93(1); 135-224.

Dey, P. 2010. Cancer nucleus: morphology and beyond. Diagnostic cytopathology,
38(5); 382-390

Di Turi, G., Riggio, C., Vittorio, O., Marconcini, S., Briguglio, F., Funel, N., Campani,
D., Barone, A., Raffa, V. and Covani, U. 2012. Sub-Micrometric Liposomes
as Drug Delivery Systems in the Treatment and Periodontitis. International
journal of immunopathology and pharmacology, 25(3); 657-670

Diaz, B., Sanchez-Espinel, C., Arruebo, M., Faro, J., de Miguel, E., Magadan, S.,
Yagiie, C., Fernandez-Pacheco, R., Ibarra, M.R., Santamaria, J. and
Gonzalez-Fernandez, A. 2008. Assessing methods for blood cell cytotoxic
responses to inorganic nanoparticles and nanoparticle
aggregates.Small, 4(11); 2025-2034.

Dissanayake, N.M., Current, K.M. and Obare, S.0. 2015. Mutagenic effects of Iron
oxide nanoparticles on biological cells. International journal of molecular
sciences, 16(10); 23482-23516.)

El Ghandoor, H., Zidan, H.M., Khalil, M.M. and Ismail, M.l.M. 2012. Synthesis and
some physical properties of magnetite (Fe304) nanoparticles. Int. J.
Electrochem. Sci, 7(6); 5734-5745.

Elcin, Y.M., Elcin, A.E. and Pappas, G.D. 2003. Functional and morphological
characteristics of bovine adrenal chromaffin cells on macroporous poly (D,
L-lactide-co-glycolide) scaffolds. Tissue engineering, 9(5); 1047-1056.

Emin, N., Kog, A., Durkut, S., El¢in, A.E. and El¢in, Y.M. 2008. Engineering of rat
articular cartilage on porous sponges: Effects of TGF-p 1 and microgravity
bioreactor culture. Artificial Cells, Blood Substitutes, and Biotechnology,
36(2); 123-137.

Falcdo, A.S., Fernandes, A., Brito, M.A., Silva, R.F. and Brites, D. 2006. Bilirubin-
induced immunostimulant effects and toxicity vary with neural cell type and
maturation state. Acta neuropathologica, 112(1); 95-105.

Fouriki, A. and Dobson, J. 2013. Nanomagnetic gene transfection for non-viral gene
delivery in NIH 3T3 mouse embryonic fibroblasts. Materials, 6(1); 255-264.

Fu, P.P.,, Xia, Q., Hwang, H.M., Ray, P.C. and Yu, H. 2014. Mechanisms of
nanotoxicity: generation of reactive oxygen species. Journal of food and
drug analysis, 22(1); 64-75

Galano, A. 2010. Carbon nanotubes: promising agents against free radicals. Nanoscale,
2(3); 373-380.

81


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campani%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23058016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campani%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23058016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barone%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23058016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raffa%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23058016

Ganesh, E.N. 2013. Single walled and multi walled carbon nanotube structure, synthesis
and applications. International Journal of Innovative Technology and
Exploring Engineering (IJITEE) ISSN, 2278-3075.

Gharbi, N., Pressac, M., Hadchouel, M., Szwarc, H., Wilson, S.R. and Moussa, F. 2005.
[60] fullerene is a powerful antioxidant in vivo with no acute or subacute
toxicity. Nano Letters, 5(12); 2578-2585.

Greenwood, N.N. and Earnshaw, A. 2012. Chemistry of the Elements. Elsevier.

Grumezescu, A.M., Holban, A.M., Andronescu, E., Mogosanu, G.D., Vasile, B.S.,
Chifiriuc, M.C., Lazar, V., Andrei, E., Constantinescu, A. and Maniu, H.
2014. Anionic polymers and 10nm Fe 3 O 4@ UA wound dressings support
human foetal stem cells normal development and exhibit great antimicrobial
properties. International journal of pharmaceutics, 463(2); 146-154

Gupta, A., Main, B.J., Taylor, B.L., Gupta, M., Whitworth, C.A., Cady, C., Freeman,
JW. and ElI-Amin, S.F. 2014. In vitro evaluation of three-dimensional
single-walled carbon nanotube composites for bone tissue engineering.
Journal of Biomedical Materials Research Part A, 102(11); 4118-4126.

Hernandez-Ferrer, J., Pérez-Bruzon, R.N., Azanza, M.J., Gonzalez, M., Moral, R.,
Anson-Casaos, A., Fuente,J.M., Marijuan, P.C. and Martinez, M.T. 2014.
Study of neuron survival on polypyrrole-embedded single-walled carbon
nanotube substrates for long-term growth conditions. Journal of Biomedical
Materials Research Part A, 102(12); 4443-4454.

Hoo, C.M., Starostin, N., West, P. and Mecartney, M.L. 2008. A comparison of atomic
force microscopy (AFM) and dynamic light scattering (DLS) methods to
characterize nanoparticle size distributions. Journal of Nanoparticle
Research, 10(1); 89-96.

Hu, X., Cook, S., Wang, P., Hwang, H.M., Liu, X. and Williams, Q.L. 2010. In vitro
evaluation of cytotoxicity of engineered carbon nanotubes in selected
human cell lines. Science of the Total Environment, 408(8); 1812-1817.

Hunter, R.J. 2013. Zeta potential in colloid science: principles and applications (Vol. 2).
Academic press.

Hussain, S.M., Hess, K.L., Gearhart, J.M., Geiss, K.T. and Schlager, J.J. 2005. In vitro
toxicity of nanoparticles in BRL 3A rat liver cells. Toxicology in vitro,
19(7); 975-983.

Inang, B., Eser El¢in, A., Kog, A., Balos, K., Parlar, A. and Murat Elcin, Y. 2007.
Encapsulation and osteoinduction of human periodontal ligament fibroblasts
in chitosan—hydroxyapatite microspheres. Journal of Biomedical Materials
Research Part A, 82(4); 917-926.

Inui, S., Aoshima, H., Nishiyama, A. and Itami, S. 2011. Improvement of acne vulgaris
by topical fullerene application: unique impact on skin care. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicine, 7(2); 238-241.

82



Inui, S., Mori, A., Ito, M., Hyodo, S. and Itami, S. 2014. Reduction of conspicuous
facial pores by topical fullerene: possible role in the suppression of PGE 2
production in the skin. Journal of nanobiotechnology, 12(1); 1.

Ito, A., Hayashida, M., Honda, H., Hata, K.I., Kagami, H., Ueda, M. and Kobayashi, T.
2004. Construction and harvest of multilayered keratinocyte sheets using
magnetite nanoparticles and magnetic force. Tissue engineering, 10(5-6);
873-880.

Johnston, H.J., Hutchison, G.R., Christensen, F.M., Aschberger, K. and Stone, V. 2010.
The Biological Mechanisms and Physicochemical Characteristics
Responsible for Driving Fullerene Toxicity. Toxicological Sciences, 114(2);
162-182.

Jun, Y.W., Huh, Y.M., Choi, J.S., Lee, J.H., Song, H.T., Kim, S., Yoon, S., Kim, K.S,,
Shin, J.S., Suh, J.S. and Cheon J. 2005. Nanoscale size effect of magnetic
nanocrystals and their utilization for cancer diagnosis via magnetic
resonance imaging. Journal of the American Chemical Society, 127(16);
5732-5733.

Jurczyk, M. (Ed.). 2012. Bionanomaterials for Dental Applications. CRC Press.

Kanaparthy, R. and Kanaparthy, A. 2011. The changing face of dentistry:
nanotechnology. Int J Nanomedicine, 6, 2799-804.

Karlsson, H.L., Gustafsson, J., Cronholm, P. and Moller, L. 2009. Size-dependent
toxicity of metal oxide particles—a comparison between nano-and
micrometer size. Toxicology letters, 188(2); 112-118

Kim, J.S. and Yu, 1J. 2014. Single-wall carbon nanotubes (SWCNT) induce
cytotoxicity and genotoxicity produced by reactive oxygen species (ROS)
generation in phytohemagglutinin (PHA)-stimulated male human peripheral
blood lymphocytes. Journal of Toxicology and Environmental Health, Part
A, 77(19); 1141-1153.

Kong, B., Seog, J.H., Graham, L.M. and Lee, S.B. 2011. Experimental considerations
on the cytotoxicity of nanoparticles. Nanomedicine, 6(5); 929-941.

Kong, L.X., Peng, Z., Li, S.D. and Bartold, P.M. 2006. Nanotechnology and its role in
the management of periodontal diseases. Periodontology 2000, 40(1); 184-
196.

Konczol, M., Ebeling, S., Goldenberg, E., Treude, F., Gminski, R., Gieré¢, R., Grobéty,
B., Rothen-Rutishauser, B., Merfort, I. and Mersch-Sundermann, V. 2011.
Cytotoxicity and genotoxicity of size-fractionated iron oxide (magnetite) in
A549 human lung epithelial cells: role of ROS, JNK, and NF-«B. Chemical
Research in Toxycology, 24(9); 1460-1475.

Kreupl, F., Graham, A.P., Duesberg, G.S., Steinhdgl, W., Liebau, M., Unger, E. and
Honlein, W. 2002. Carbon nanotubes in interconnect
applications.Microelectronic Engineering, 64(1); 399-408.

83


http://europepmc.org/search;jsessionid=DCD9AC41BC37992C64AA4D736C879A10?query=AUTH:%22Yoon+S%22&page=1
http://europepmc.org/search;jsessionid=DCD9AC41BC37992C64AA4D736C879A10?query=AUTH:%22Kim+KS%22&page=1
http://europepmc.org/search;jsessionid=DCD9AC41BC37992C64AA4D736C879A10?query=AUTH:%22Shin+JS%22&page=1
http://europepmc.org/search;jsessionid=DCD9AC41BC37992C64AA4D736C879A10?query=AUTH:%22Cheon+J%22&page=1

Kroll, A., Pillukat, M.H., Hahn, D. and Schnekenburger, J. 2012. Interference of
engineered nanoparticles with in vitro toxicity assays. Archives of
toxicology, 86(7); 1123-1136.

Kukreja, B.J., Dodwad, V. and Singh, T. 2012. Robotic Dentistry-The Future is at the
horizon. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Sciences (JPBMS);
16(16).

Kuo, T.C., Yang, J.S., Lin, M\W., Hsu, S.C,, Lin, J.J., Lin, H.J., Hsia, T.C., Liao, C.L.,
Yang, M.D., Fan, M.J., Wood, W.G. and Chung, J.G. 2009. Emodin has
cytotoxic and protective effects in rat C6 glioma cells: roles of Mdrla and

nuclear factor «B in cell survival. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 330(3); 736-744.

Kyzyma, E.A., Tomchuk, A.A., Bulavin, L.A., Petrenko, V.l., Almasy, L., Korobov,
M.V., Volkov, D.S., Mikheev, I.V., Koshlan 1.V., Koshlan N.A., Avdeev,
M.V., Aksenov, V.L. and Blaha, P. 2015. Structure and toxicity of aqueous
fullerene C60 solutions. Journal of Surface Investigation. X-ray,
Synchrotron and Neutron Techniques, 9(1); 1-5.

Lens, M. 2009. Use of fullerenes in cosmetics. Recent Patents on Biotechnology, 3(2);
118-123.

Lens, M. 2011. Recent progresses in application of fullerenes in cosmetics. Recent
patents on biotechnology, 5(2); 67-73.

Levi, N., Hantgan, R.R., Lively, M.O., Carroll, D.L. and Prasad, G.L. 2006. C60-
Fullerenes: detection of intracellular photoluminescence and lack of
cytotoxic effects. Journal of Nanobiotechnology, 4(1); 14.

Lewinski, N., Colvin, V. and Drezek, R. 2008. Cytotoxicity of nanoparticles.small, 4(1);
26-49

Lichti, U., Anders, J. and Yuspa, S.H. 2008. Isolation and short-term culture of primary
keratinocytes, hair follicle populations and dermal cells from newborn mice
and keratinocytes from adult mice for in vitro analysis and for grafting to
immunodeficient mice. Nature protocols, 3(5); 799-810.

Madani, S.Y., Naderi, N., Dissanayake, O., Tan, A. and Seifalian, A.M. 2011. A new
era of cancer treatment: carbon nanotubes as drug delivery tools. Int J
Nanomedicine, 6, 2963-2979.

Mahmoudi, M., Laurent, S., Shokrgozar, M.A. and Hosseinkhani, M. 2011. Toxicity
evaluations of superparamagnetic iron oxide nanoparticles: cell “vision”
versus physicochemical properties of nanoparticles. ACS nano, 5(9); 7263-
7276.

Manke, A., Wang, L. and Rojanasakul, Y. 2013. Mechanisms of nanoparticle-induced
oxidative stress and toxicity. BioMed research international, 2013.

Markovic, Z. and Trajkovic, V. 2008. Biomedical potential of the reactive oxygen
species generation and quenching by fullerenes (C
60). Biomaterials, 29(26); 3561-3573.

84



Maynard, A.D., Baron, P.A., Foley, M., Shvedova, A.A., Kisin, E.R. and Castranova,
V. 2004. Exposure to carbon nanotube material: aerosol release during the
handling of unrefined single-walled carbon nanotube material. Journal of
Toxicology and Environmental Health, Part A, 67(1); 87-107.

Meindl, C., Absenger, M., Roblegg, E. and Frohlich, E. 2013. Suitability of cell-based
label-free detection for cytotoxicity screening of carbon nanotubes. BioMed
research international, 2013.

Meng, L., Zhang, X., Lu, Q., Fei, Z. and Dyson, P.J. 2012. Single walled carbon
nanotubes as drug delivery vehicles: targeting doxorubicin to tumors.
Biomaterials, 33(6); 1689-1698.

Murdock, R.C., Braydich-Stolle, L., Schrand, A.M., Schlager, J.J. and Hussain, S.M.
2008. Characterization of nanomaterial dispersion in solution prior to in
vitro exposure using dynamic light scattering technique. Toxicological
sciences, 101(2); 239-253.

Nan, A., Bai, X., Son, S.J., Lee, S.B. and Ghandehari, H. 2008. Cellular uptake and
cytotoxicity of silica nanotubes. Nano letters, 8(8); 2150-2154.

Nasterlack, M., Zober, A. and Oberlinner, C. 2008. Considerations on occupational
medical surveillance in employees handling nanoparticles. International
archives of occupational and environmental health, 81(6); 721-726.

Nazarenus, M., Zhang, Q., Soliman, M.G., del Pino, P., Pelaz, B., Carregal-Romero, S.,
Rejman, J., Rothen-Rutishauser, B., Clift, M.J.,, Zellner, R., Delehanty,
J.B., Medintz, I.L., Parak, W.J.and Nienhaus, G.U. 2014. In vitro
interaction of colloidal nanoparticles with mammalian cells: What have we
learned thus far?. Beilstein journal of nanotechnology, 5(1); 1477-1490.

Ng, S.H., Wang, J., Guo, Z.P., Chen, J., Wang, G.X. and Liu, H.K. 2005. Single wall
carbon nanotube paper as anode for lithium-ion battery. Electrochimica
Acta, 51(1); 23-28.

Oberdorster, G., Oberdorster, E. and Oberdorster, J. 2005. Nanotoxicology: an
emerging discipline evolving from studies of ultrafine particles.
Environmental health perspectives, 823-839.

Ostiguy, C., Roberge, B., Ménard, L. and Endo, C.A. 2009. Best practices guide to
synthetic nanoparticle risk management. IRSST, report R-599, Montréal
Québec

Ozturk, F., Toy, E., Hatunoglu, E., Bozkurt, B.S. and Hakki, S.S. 2014. Real-time cell
analysis of cytotoxicity of orthodontic cements on gingival fibroblasts.
Journal of Orthodontic Research, 2(1); 32.

Pan, Y., Neuss, S., Leifert, A., Fischler, M., Wen, F., Simon, U., Schmid, G., Brandau,
W. and Jahnen-Dechent, W. 2007. Size-dependent cytotoxicity of gold
nanoparticles. Small, 3(11); 1941-1949

Patil, U.S., Adireddy, S., Jaiswal, A., Mandava, S., Lee, B.R. and Chrisey, D.B. 2015.
In vitro/in vivo toxicity evaluation and quantification of iron oxide

85


http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Rejman+J%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Rothen-Rutishauser+B%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Clift+MJ%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Zellner+R%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Delehanty+JB%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Delehanty+JB%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Medintz+IL%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Parak+WJ%22&page=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmid%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17963284
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandau%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17963284
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandau%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17963284

nanoparticles. International journal of molecular sciences, 16(10); 24417-
24450.

Patra, H.K., Banerjee, S., Chaudhuri, U., Lahiri, P. and Dasgupta, A.K. 2007. Cell
selective response to gold nanoparticles. Nanomedicine: Nanotechnology,
Biology and Medicine, 3(2); 111-1109.

Petersen, E.J. and Nelson, B.C. 2010. Mechanisms and measurements of nanomaterial-
induced oxidative damage to DNA. Analytical and bioanalytical
chemistry, 398(2); 613-650.

Pu, J.,, Mo, Y., Wan, S. and Wang, L. 2014. Fabrication of novel graphene—fullerene
hybrid lubricating films based on self-assembly for MEMS applications.
Chemical Communications, 50(4); 469-471.

Pulicharla, R., Zolfaghari, M., Brar, S.K., Cledon, M., Drogui, P. and Surampalli, R.Y.
2014. Cosmetic Nanomaterials in Wastewater: Titanium Dioxide and
Fullerenes. Journal of Hazardous, Toxic, and Radioactive Waste, 20(1);
B4014005

Ramesh, V., Ravichandran, P., Copeland, C.L., Gopikrishnan, R., Biradar, S.,
Goornavar, V., Ramesh, G.T. and Hall, J.C. 2012. Magnetite induces
oxidative stress and apoptosis in lung epithelial cells. Molecular and cellular
biochemistry, 363(1-2); 225-234.

Ren, Y., Zhang, H., Chen, B., Cheng, J., Cai, X., Liu, R., Xia, G., Wu, W., Wang,
S., Ding, J., Wang, J., Bao, W., Wang, L., Tian, L., Song, H., Wang, X. and
Gao, C. 2012. Multifunctional magnetic Fe304 nanoparticles combined
with  chemotherapy and hyperthermia to overcome multidrug
resistance. International journal of nanomedicine, 7, 2261.

Rodriguez-Yanez, Y., Bahena-Uribe, D., Chavez-Munguia, B., Loépez-Marure, R.,
Gonzalez-Monroy, S., Cisneros, B. and Albores, A. 2015. Commercial
single-walled carbon nanotubes effects in fibrinolysis of human umbilical
vein endothelial cells. Toxicology in Vitro, 29(5); 1201-1214

Sadhukha, T., Wiedmann, T.S. and Panyam, J. 2014. Enhancing therapeutic efficacy
through designed aggregation of nanoparticles. Biomaterials, 35(27); 7860-
7869.

Sadighian, S., Rostamizadeh, K., Hosseini-Monfared, H. and Hamidi, M. 2014.
Doxorubicin-conjugated core-shell magnetite nanoparticles as dual-
targeting carriers for anticancer drug delivery. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 117, 406-413.

Sayes, C.M., Fortner, J.D., Guo, W., Lyon, D., Boyd, A.M., Ausman, K.D., Tao, Y.J,,
Sitharaman, B., Wilson, L.J., Hughes, J.B., Colvin, V.L. and West, J.L.
2004. The differential cytotoxicity of water-soluble fullerenes. Nano letters,
4(10); 1881-1887.

Schulte, P., Geraci, C., Zumwalde, R., Hoover, M. and Kuempel, E. 2008. Occupational
risk management of engineered nanoparticles. Journal of occupational and
environmental hygiene, 5(4); 239-249.

86


http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Ramesh+GT%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Xia+G%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Wu+W%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Wang+S%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Wang+S%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Ding+J%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Wang+J%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Bao+W%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Wang+L%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Tian+L%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Song+H%22&page=1
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Wang+X%22&page=1

Scwertmann, U., and Cornell, R.M. 2006. The Iron Oxides, Structure, Properties,
Reactions, Occurrences and Uses. Wiley-VCH, Weinheim, Germany

Shi, S.F., Jia, J.F., Guo, X.K., Zhao, Y.P., Liu, B.Y., Chen, D.S., Yongyuan,G. and
Zhang, X.L. 2012. Toxicity of iron oxide nanoparticles against osteoblasts.
Journal of Nanoparticle Research, 14(9); 1-11.

Shimizu, K., Ito, A. and Honda, H. 2007. Mag-seeding of rat bone marrow stromal cells
into porous hydroxyapatite scaffolds for bone tissue engineering. Journal of
bioscience and bioengineering, 104(3); 171-177.

Shipelin, V.A., Smirnova, T.A., Gmoshinskii, 1.V. and Tutelyan, V.A. 2015. Analysis
of Toxicity Biomarkers of Fullerene C60 Nanoparticles by Confocal
Fluorescent Microscopy. Bulletin of experimental biology and medicine,
158(4); 443-449.

Simmons, T.J., Lee, S.H., Park, T.J., Hashim, D.P., Ajayan, P.M. and Linhardt, R.J.
2009. Antiseptic single wall carbon nanotube bandages. Carbon, 47(6);
1561-1564.

Singh, N., Jenkins, G.J., Asadi, R., and Doak, S.H. 2010. Potential toxicity of
superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION). Nano Reviews and
Experiments, 1

Sitharaman, B., Shi, X., Tran, L.A., Spicer, P.P., Rusakova, I., Wilson, L.J. and Mikos,
A.G. 2007. Injectable in situ cross-linkable nanocomposites of
biodegradable polymers and carbon nanostructures for bone tissue
engineering. Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, 18(6); 655-
671.

Sohaebuddin, S.K., Thevenot, P.T., Baker, D., Eaton, JW. and Tang, L. 2010.
Nanomaterial cytotoxicity is composition, size, and cell type dependent.
Particle and fibre toxicology, 7(1); 1.

Stephen, Z.R., Kievit, F.M. and Zhang, M. 2011. Magnetite nanoparticles for medical
MR imaging. Materials Today, 14(7); 330-338.

Suresh, A.K., Pelletier, D.A., Wang, W., Morrell-Falvey, J.L., Gu, B. and Doktycz, M.J.
2012. Cytotoxicity induced by engineered silver nanocrystallites is
dependent on surface coatings and cell types. Langmuir, 28(5); 2727-2735.

Seker, S., El¢in, A.E., Yumak, T., Sinag, A. and El¢in, Y.M. 2014. In vitro cytotoxicity
of hydrothermally synthesized ZnO nanoparticles on human periodontal
ligament fibroblast and mouse dermal fibroblast cells. Toxicology in Vitro,
28(8); 1349-1358.

Taczak, M. 2007. Controlling the Structure and Properties of Carbon Nanotubes. Report
No. MP070015, The MITRE Corporation, McLean, VA.

Takada, H., Mimura, H., Xiao, L., Islam, R.M., Matsubayashi, K., Ito, S. and Miwa, N.
2006. Innovative Anti-Oxidant: Fullerene (INCI#: 7587) is as “Radical
Sponge” on the Skin. Its High Level of Safety, Stability and Potential as

87



Premier Anti-Aging and Whitening Cosmetic Ingredient. Fullerenes,
Nanotubes, and Carbon Nonstructures, 14(2-3); 335-341.

Talbot, C. 1999. Fullerene and nanotube chemistry: an update. School science
review, 81, 37-48

Tang, J., Myers, M., Bosnick, K.A. and Brus, L.E. 2003. Magnetite Fe304
nanocrystals: spectroscopic observation of aqueous oxidation kinetics. The
Journal of Physical Chemistry B, 107(30); 7501-7506.

Thangapazham, R.L., Darling, T.N. and Meyerle, J. 2014. Alteration of skin properties
with autologous dermal fibroblasts. International journal of molecular
sciences, 15(5); 8407-8427.

Thompson, D.T. 2007. Using gold nanoparticles for catalysis. Nano Today, 2(4); 40-
43..

Tiefenauer, L. X., Tschirky, A., Kiihne, G. and Andres, R.Y. 1996. In vivo evaluation of
magnetite nanoparticles for use as a tumor contrast agent in MRI. Magnetic
resonance imaging, 14(4); 391-402.

Treichel, J.L., Henry, M.M., Skumatz, C.M., Eells, J.T. and Burke, J.M. 2004.
Antioxidants and ocular cell type differences in cytoprotection from formic
acid toxicity in vitro. Toxicological sciences, 82(1); 183-192.

Tsuchiya, T., Oguri, 1., Yamakoshi, Y.N. and Miyata, N. 1996. Novel harmful effects of
[60] fullerene on mouse embryos in vitro and in vivo. FEBS letters, 393(1);
139-145.

Urcan, E., Haertel, U., Styllou, M., Hickel, R., Scherthan, H. and Reichl, F.X. 2010.
Real-time xCELLigence impedance analysis of the cytotoxicity of dental
composite  components on  human gingival fibroblasts. Dental
materials,26(1); 51-58

Vetten, M.A., Tlotleng, N., Rascher, D.T., Skepu, A., Keter, F.K., Boodhia, K.,
Koekemoer, L.A., Andraos, C., Tshikhudo, R. and Gulumian, M. 2013.
Label-free in vitro toxicity and uptake assessment of citrate stabilised gold
nanoparticles in three cell lines. Particle and Fibre Toxicology, 10(1); 1-15.

Wang, I.C., Tai, L.A,, Lee, D.D., Kanakamma, P.P., Shen, C.K.F., Luh, T.Y., Cheng,
C.H. and Hwang, K.C. 1999. C60 and water-soluble fullerene derivatives as
antioxidants against radical-initiated lipid peroxidation. Journal of medicinal
chemistry, 42(22); 4614-4620.

Wang, W., Watari, F., Omori, M., Liao, S., Zhu, Y., Yokoyama, A., Uo, M., Kimura, H.
and Ohkubo, A. 2007. Mechanical properties and biological behavior of
carbon nanotube/polycarbosilane composites for implant materials. Journal
of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials, 82(1); 223-
230.

Williams, G.M., and latropoulos, M.J. 2002. Alteration of liver cell function and
proliferation: differentiation between adaptation and toxicity. Toxicologic
Pathology, 30(1); 41-53.

88


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17183562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kimura%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17183562

Wydra, R.J., Oliver, C.E., Anderson, K.W., Dziubla, T.D. and Hilt, J.Z. 2015.
Accelerated generation of free radicals by iron oxide nanoparticles in the
presence of an alternating magnetic field. RSC advances, 5(24); 18888-
18893.

Xiao, C., and Luong, J.H. 2005. Assessment of cytotoxicity by emerging impedance
spectroscopy. Toxicology and applied pharmacology, 206(2); 102-112.

Xie, Y., Liu, D., Cai, C., Chen, X., Zhou, Y., Wu, L., Sun, Y., Dai, H., Kong, X. and
Liu, P. 2016. Size-dependent cytotoxicity of Fe3O4 nanoparticles induced by
biphasic regulation of oxidative stress in different human hepatoma
cells. International Journal of Nanomedicine, 11, 3557.

Xing, J.Z., Zhu, L., Gabos, S. and Xie, L. 2006. Microelectronic cell sensor assay for
detection of cytotoxicity and prediction of acute toxicity. Toxicology in
vitro, 20(6); 995-1004.

Yagmur, E., Ozmak, M. and Aktas, Z. 2008. A novel method for production of
activated carbon from waste tea by chemical activation with microwave
energy. Fuel, 87(15); 3278-3285.

Yang, L., and Webster, T.J. 2012. Biological responses to and toxicity of nanoscale
implant materials. In Degradation of Implant Materials (pp. 481-508).
Springer New York.

Yoshida, Y., and Langouche, G. 2013. Madssbauer Spectroscopy. Mdssbauer
Spectroscopy: Tutorial Book, ISBN 978-3-642-32219-8. Springer-Verlag
Berlin Heidelberg, 2013, 1.

Yurchenko, O.V., Todor, I.N., Khayetsky, I.K., Tregubova, N.A., Yu Lukianova, N.,
Chekhun, V.F. 2010. Ultrastructuraland some functional changes in tumor
cells treated with stabilized iron oxide nanoparticles. Exp. Oncol. 32:237-
242,

Zelada-Guillén, G.A., Tweed-Kent, A., Niemann, M., Goéringer, H.U., Riu, J. and Rius,
F.X. 2013. Ultrasensitive and real-time detection of proteins in blood using
a potentiometric  carbon-nanotube  aptasensor.  Biosensors  and
Bioelectronics, 41, 366-371.

Zhang, F., Xia, Y., Xu, L. and Gu, N. 2008. Surface modification and microstructure of
single-walled carbon nanotubes for dental resin-based composites. Journal
of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials, 86(1); 90-
97.

Zhang, Y., Ali, S.F., Dervishi, E., Xu, Y., Li, Z., Casciano, D. and Biris, A.S. 2010.
Cytotoxicity effects of graphene and single-wall carbon nanotubes in neural
phaeochromocytoma-derived PC12 cells. Acs Nano, 4(6); 3181-3186.

Zhou, Z., Joslin, S., Dellinger, A., Ehrich, M., Brooks, B., Ren, Q., Rodeck, U., Lenk,
R. and Kepley, C.L. 2010. A novel class of compounds with cutaneous
wound healing properties. Journal of biomedical nanotechnology, 6(5); 605-
611.

89



OZGECMIS

Adi Soyadi : Cigdem DONMEZ GUNGUNES
Dogum Yeri : Burdur

Dogum Tarihi : 22.05.1980

Medeni Hali : Evli

Yabanci Dili : Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Y1l)

Lise: TED Ankara Koleji (1998)

Lisans: Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Béliimii (2003)
Yiiksek Lisans: Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii (2006)

Doktora: Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali

(Eyliil 2007-Aralik 2016)

Calistig1 Kurum/Kurumlar ve Yil

Hitit Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii (2008-Halen)

SCI KAPSAMINDAKI BILIMSEL ARASTIRMA MAKALELERI

Donmez Giingiines, C., Seker, S., El¢cin, A.E. and El¢in, Y.M. 2016. A comparative
study on the in vitro cytotoxic responses of two mammalian cell types to
fullerenes, carbon nanotubes and iron oxide nanoparticles. Drug and Chemical
Toxicology, 1-13.

90



