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OZET

KAPLAMA MALZEMELERININ TASARLANMIS CINKO OKSIT
PARTIKULLERININ SITOTOKSISITE OZELLIKLERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Mahruza YUSIFLI

Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Nanoteknoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danigsman: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL
Ortak Danigsman: Prof. Dr. Ender SUVACI

Kozmetik uygulamalarda {ireticiler tarafindan giines kremi ve kozmetik {iiriin
formiilasyonlarinda ¢inko oksit (ZnO), siklikla bir bilesen olarak kullanilir. Cinko oksit
cesitli dalga boylarindaki (290-400 nm arasi) 1sinlarda biitiin kimyasal filtrelerden daha iyi
koruma saglamaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, 6zgiin bir toz teknolojisi olan ve daha dnce biyouyumlulugu
ZnO nanopartikiilerine gore ¢cok daha iyi oldugu tespit edilen tasarlanmis sekle sahip mikron
boyutlu hegzagonal MicNo-ZnO tozlarmin kozmetik {iriinlerde kullanimini yayginlagtirmak
amaciyla farkli kaplama malzemeleriyle kaplandiginda olusan sitotoksite ozelliklerinin
incelenmesidir. Kaplama malzemeleri trietoksikarililsilan, polidimetilsiloksan, hidrojen
polidimetilsiloksan ve silika olarak kullanilmistir. Elde edilen farkli formlardaki MicNo-ZnO
tozlarmin biyolojik etkileri insan keratinosit (HaCaT) hiicreleri iizerinde incelenmistir. Sonug
olarak, polidimetilsiloksan diger kaplamalarla karsilastirildiginda MTT ve ROS sonuglarina
gore daha az sitotoksisiteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: HaCaT, nanopartikiil, MicNo-ZnO, Giines kremleri.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IMPACT OF COATING MATERIALS ON THE
CYTOTOXICITY PROPERTIES OF DESIGNED ZNO PARTICLES

Mahruza YUSIFLI

Department of Advanced Technologies
Programme in Nanotechnology
Anadolu University, Graduate School of Sciences, August 2019

Supervisor: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL
Co- Supervisor: Prof. Dr. Ender SUVACI

Zinc oxide (ZnO) is often used as a constituent in sunscreen and cosmetic product
formulations by manufacturers in cosmetic applications. Zinc oxide provides better
protection from all chemical filters in various wavelengths (between 290-400 nm).

The aim of this thesis is to investigate the cytotoxicity properties of micron-sized
hexagonal MicNo-ZnO powders, which are a unique powder technology and which have
been designed to be much better than ZnO nanoparticles. The coating materials were used as
triethoxycarylsilane, polydimethylsiloxane, hydrogen polydimethylsiloxane and silica. The
biological effects of MicNo-ZnO powders in different forms were investigated on human
keratinocyte (HaCaT) cells. As a result, polydimethylsiloxane was found to have less

cytotoxicity compared to MTT and ROS results compared to other coatings.

Keywords: HaCaT, MicNo-ZnO, Sunscreens.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, nanometrenin kii¢lik boyutundan elde edilen yeni 6zelliklerle malzeme
yapilarini ve sistemlerini kiigiiltmek, tasarlamak, olusturmak, karakterize etmek ve
kullanmak i¢in 1-100 nanometre (nm) Ol¢eginde calisabilme yetenegini goOsteren bir
kavramdir. En az bir boyuttaki yapisal bilesenler <100 nanometre (nm), nanomalzemelerin
temel Ozelliklerinden biridir. Bu 6l¢ekte, nanomalzemeler, mikro pargaciklarinkinden farkli,
elektronik, katalitik ve optik ozelliklere sahiptir (Angel ve ark., 2016). Nanoboyutlu metal
oksit nanopartikiiller fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle gliniimiizde dnem
kazanmigstir. Metal oksit nanopartikiilleri arasinda, ¢inko oksit (ZnO), timit verici yar1 iletken,
elektrik, optik, katalitik, manyetik, antimikrobiyal ve ultraviyole 1sik absorbe etme
ozellikleri, farkli boyutlarda olabilme kabiliyeti, ve diisiik tiretim maliyeti nedeniyle daha
dikkat ¢cekmistir. ZnO genellikle toksisitesi diisikk bir malzemedir, ¢iinkii ¢inko insan i¢in
onemli bir iz elementtir ve gidalarda yaygin olarak bulunur veya bir besin takviyesi olarak
eklenir. Nanoboyuttaki ZnO, ticari uygulamalar i¢in uygun olan kimyasal reaktivite,
oksidasyon direnci, korozyon direnci, seffaflik ve UV filtreleme verimliligini arttirir (Shalini
ve ark., 2018).

Metal oksit nanopartikiiller, modern nanoteknoloji ¢aginda O©nemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle ¢inko oksit nanopartikiilleri (ZnO NP) boyalar, kauguk, giyim,
elektronik, glines koruyuculari, kozmetik iiriinler ve kisisel bakim iirlinleri gibi ¢esitli
endiistriyel triinlerde kullanilanilabilmesini saglayan siradisi1 6zelliklere sahiptir.

ZnO'nun genis uygulama alanlar1 yari iletkenler, elektrik, optik, katalitik, manyetik,
antimikrobiyal ve ultraviyole (UV) 151k emme 6zellikleri gibi benzersiz 6zelliklerine sahiptir.
Son yillarda, nano boyutlu ZnO da iretilmistir ve ZnO-NP’ler biiyiik boyutlu ZnO
partikiillerine kiyasla daha yiiksek kimyasal reaktivitesi, seffafligi, foto-katalizi ve daha
giiclii yiiksek fonksiyonel inorganik materyalleri oldugu bulunmustur. Bu nedenle, su anda
bir¢gok modern giines koruyucu formiilasyonu, etkili genis spektrumlu fiziksel glines kremi
aktivitesi saglamak igin agirlikca % 25’e kadar degisen ZnO-NP’ler kullanilabilmektedir.
Ayrica son yillarda, ZnO-NP'lerin cilt bakim {riinlerinde kullanilmasina yonelik global
dretiminin siirekli olarak arttigi ve tiketici sayisinin  da arttigt  gozlenmistir

(MahmoodAnsaria, 2016). ZnO NP'ler yiiksek iiretimi ve genis uygulanabilirligi (Keller ve



ark., 2013) biyolojik sistemlerle potansiyel etkilesimlerinin dikkatlice degerlendirilmesi igin
artan bir ihtiyaca dikkat cekmektedir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag idaresi (FDA)
ZnO'yu GRAS olarak kabul etmistir. (GRAS: Genel olarak giivenilir zararsiz kabul edilen
anlamina gelmektedir) (FDA., 2016).

Nanomateryaller biiylik bir teknolojik gelisme olustursa da, bunlarin kullanimi bilimsel
topluluktan, diizenleyici kurumlardan ve genel halkin giivenligiyle ilgili sorular1 giindeme
getirmektedir. Kii¢iik boyutlarina ve daha yiiksek 0zgiil ylizey alanlarmma bagli olarak
NP'lerin artan reaktiviteleriyle ilgili endise artmaktadir. Nanoparcacik yiizey-hacim orani
arttiginda ve canli hiicrelerle dogrudan temas oldugunda toksik etkilerin daha yiiksek oldugu
rapor edilmistir (Leite-Silva ve ark., 2013). Birgok ¢alisma, nanoboyutlu formiilasyonlarin
toksisitesini gostermistir (Pandurangan, 2015). Bazi arastirmacilar, ZnO NP'lerinin en
sitotoksik NP'lerden oldugunu bildirmistir (Hu ve ark., 2009 , Pujalté ve ark., 2015).

Nanomalzemelerin ve nanoteknolojik cihazlarda uygulanacak nanopartikiillerin
toksisitesine dair bilimsel anlayis hala sinirlidir. Akciger, nanopartikiillerin en olasi1 giris
kapisidir ve bu nedenle toksikolojik incelemelerde en fazla dikkati ¢ekmistir.

Bununla birlikte, deri veya sindirim sistemi yoluyla alim da miimkiindiir (Thomassen
ve ark., 2009). Ayrica, aragtirmacilarin ZnO-NP'leri tarafindan ROS iiretimini gosterdikleri
¢ok sayida calisma, NP igeren giines kremlerinin UV 1sinlarina maruz kalmasi durumunda
ROS artisina neden olabilecegi endisesinide ortaya cikarmistir (Pal ve ark., 2016). Hiicrelerle
NP etkilesimi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini artirabilir veya hiicre i¢i ROS
seviyesini normal olarak diizenleyen hiicresel stres savunma sistemine zarar verebilir. ROS
seviyesinin ylikselmesi, DNA iplik¢iklerinin kopmasina, oksidatif DNA eklentilerine, DNA
capraz baglarina ve DNA-protein ¢apraz baglarina neden olur (Kononenko ve ark., 2017).

ZnO nanomalzemelerin (NM) fizikokimyasal &zelliklerinin (6rnegin ¢oziinme ve
olusum hizi, morfoloji, kimyasal bilesim, yiizey reaktivitesi, partikiil sayis1) toksisiteleri i¢in
kritik oldugu bildirilmektedir. ZnO NM'lerinin aracilik ettigi toksisite, serbest reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusumunu ve ardindan pro-enflamatuar etkileri tesvik eden hiicresel hasari
indiikleyen serbest iyonik ¢inko salinimindan kaynaklanabilir. Genel olarak nanomalzemeler
icin biyolojik aktivite, partikiil biiylikliigii azaldik¢a artar. Bununla birlikte, kimyasal
bilesimin yami sira, sekil gibi diger parcacik 6zellikleri de ylizey etkilerini ve biyolojik



reaktiviteyi azaltma ya da arttirma olasiligi ile spesifik fiziko-kimyasal ve tagima 6zelliklerini
etkileyebilir.

Bilim adamlari, insan maruziyeti ve farkli nanomalzemelerin saglik etkilerine iligskin
sinirlt epidemiyolojik veriler bulundugundan, nanomalzemelerin degisken 6zelliklere sahip
karsilastirmali toksik etkileri hakkinda arastirmalar yapilmasi gerektigini diistinmektedirler

(Shalini et al., 2018).

1.1. Nanoteknoloji

Teknoloji son yillarda hizla gelismektedir ve insanlarin faaliyetleri ile bu gelisim
devam etmektedir. Teknolojinin tarihi ayni zamanda insanhigin tarihidir. Nanoteknoloji
insanli@in hayatta kalmasi ve hayat1 daha iyi yapmasi i¢in uzunca bir tarih igeren cabaya
eklenen son eklentidir ve atomlarin boyutlarina inen cok kii¢iik nesnelerle ilgili araclarin
anlagilmasina dayanmaktadir (Wolf ve Medikonda, 2012). Giiniimiizde nanoteknoloji, birgok
alanda performansin iyilestirilmesi agisindan 6nemli faydalar1 nedeniyle, ¢ok sayida farkl
bilim dalinda kullanilmaktadir. Nano boyutlu, nanotel, nanotiip, nano kemer, nanoserit,
nanolif, nanopartikiiller, kuantum noktalari ve i¢i bos kiireler gibi nanoteknoloji stratejilerini
gelistirmek i¢in ¢esitli nano boyutlu yapilar gelistirilmistir. Nanotip, saglik sisteminde
nanoteknolojinin 6zel uygulamasi olarak, ilacin ¢6ziilmemis komplikasyonlar: i¢in yeni
¢Ozlimler saglamak icin ortaya ¢ikmistir. Bu baglamda, nano bazli materyaller, ¢esitli
hastaliklarin teshis ve tedavisi, doku miihendisligi ve rejeneratif tip stratejileri dahil olmak
tizere farkli tibbi ortamlarda kullanilmaktadir (Etheridge ve ark., 2013).

Bitkilerin, hayvanlarin ve insanlarin alani olan biyoloji, nanodlgekli dgeleri iceren
herhangi birseyden farkli goriilebilir. Fakat diger taraftan, biyoloji hiicreleri ve bakterileri de
igerir. Ayrica biyolojideki genetik ve DNA gibi konular da nanodl¢ek fenomeni ile iliskilidir.
Nanoteknoloji genetik, biyoteknoloji ve robotikden farkli olarak aragtirmanin dogal
disiplinleraras1 alanidir ve nanofizige, kKimyaya, madde bilimine, mekanige ve biyolojiye
dayali mithendislik igerir (Wolf ve Medikonda, 2012). Nanoteknoloji, materyaller ve
biyolojik varliklar arasindaki etkilesimlerin, mikro-6l¢eklerden molekiiler seviyeye kadar,

esi goriilmemis bir kontroliinii miimkiin kilmistir (Genchi ve ark., 2017).



Nanoteknolojilerin uygulanmasinda ilk adim, Binnig ve Rohrer tarafindan 1983
yilinda icat edilen taramali tiinelleme mikroskobu (STM) (Binnig ve Rohrer, 1983) ve Binnig
ve arkadaglar1 tarafindan icat edilen atomik kuvvet mikroskobu (AFM), nanoboyutlu
nesnelerin goriintiilenmesi ve manipiilasyonunda devrim yaratmistir. Gergekten de, bu icatlar
“nanodiinya” i¢in farkli alanlardaki bilim adamlarimin kapisini agmis ve bdylece atomik
coziiniirliikle ve atomlar1 hareket ettirmekle birlikte goriintii yiizeylerini incelemek icin
araglar ortaya ¢ikmistir. Zamanla, nanoteknolojiler enerji, elektronik, gida ve tarim, kozmetik
ve saglik gibi farkli alanlarda cesitli uygulamalarda kullanilmistir. Diinyadaki insanlar her
giin nanoteknoloji tabanli cihazlar ve sistemler kullantyor olsalar da bunlar1 kullanmanin
ontindeki engeller olarak etik ve giivenlik konular1 bulunmaktadir (SaeidKargozara, 2018).

Ulusal Bilim Vakfi ve Ulusal Nanoteknoloji Girigimi (NNI) tarafindan tanimlandig
gibi, nanomalzemelerin boyut arali§i 1-100 nm arasindadir ve bu da optik, manyetik,
elektronik ve yapisal {iretimin benzersiz 6zelliklerine sahip olmasina neden olmaktadir. Bu
6l¢ekte, malzemelerin fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri, ayr1 ayr1 atomlar, molekiiller
ve dokme materyallerden temel olarak farklidir. Bir 6rnek olarak, nanopartikiillerin birim
hacmi basina daha yiiksek yiizey alanina sahip olmasi, kimyasal reaksiyonlarin ve katalizin
hizinm arttirmakta ve bdylece bircok islemin verimliliginin arttig1 daha yiiksek ytizey etkinligi
ortaya ¢ikmaktadir (Mozafari ve ark., 2011).

Bu bilim alami tiim diinyada 6nem kazanmistir. Gilinlimiizde daha Once ulusal
nanoteknoloji programlarim1  baglatan 60'tan fazla {ilke wvardir. Bilgiyi zenginlige
doniistiirmek icin diinyanin dort bir yanindaki tiim hiikiimetlerin nanoteknoloji alaninda
temel programlar1 vardir. Ornegin, ABD, 2000 yilinda Ulusal Nanoteknoloji Girisimi'ni
(NN]) baslatmistir. Daha 6nce de bildirildigi tizere, ABD Kongresi tarafindan 6denen biitge,
yaklasik 1620 milyar dolar olan N-D-1616'dan elde edilen nanoteknoloji i¢in 21.8 milyar
dolar olmustur. Ayrica, birgok iilkede tiim egitim diizeyleri i¢in nanoteknoloji ile ilgili egitim
programlarinin gelistirilmesine ilgi artmaktadir. Su anda, ABD ve Cin nanoteknoloji temelli
stratejileri gelistirmek i¢in verimli bir nanoteknoloji toplulugu olan nanoteknoloji arastirma
ve gelistirme alaninda iki lider {ilke olarak tanimlanmaktadir. Tahminlere gore,
nanoteknolojiler 2020 yilina kadar kiiresel ekonomide en az 3 trilyon dolarlik etki yapacak
ve diinya c¢apindaki nanoteknoloji endiistrileri on yi1l sonunda onlar1 destekleyecek en az 6
milyon is¢iye ihtiya¢ duyabilecektir (Gao ve ark., 2016)
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1.2. Nanomateryaller ve Nanopartikiiller

Nanoyapili malzemeler, ilk olarak nanoteknoloji alaninin ortaya ¢ikmasiyla birlikte
ortaya c¢ikmamistir. Mevcut birgcok materyal, mikro ve nanometre Olceklerinde
yapilandirilmistir ve yillardir 6rnegin polimer ve ¢elik iiretimi i¢in kullanilan birgok
endiistriyel proses, nano Olcekli fenomenlerden yararlanmaktadir. En gelismis
nanoteknolojik {iretim stireci, bilgisayar ¢iplerinde mikro ve nanosifik 6zellikler olusturmak
icin ince film kaplamalarin ve litografinin kullanildigr mikroelektronik iiretimdir. Dogal
diinya, siit nano 06lcekli kolloid, proteinler, hiicreler, bakteri, viriisler, vs. gibi nano 6l¢ekli
yapilara sahip sistem Ornekleri ile doludur. Ayrica, ¢iplak gozle piiriizsiiz goriinen birgok
malzemenin nanometre Ol¢eginde karmasik bir yapist vardir. Boylece, bir¢ok yonden,
nanomalzemeler yeni degildir (Buzea, 2007).

Nanomalzemeler, nanobilim ve nanoteknolojinin temel taglaridir. Nanoyap1 bilimi ve
teknolojisi, son birkag yilda diinya capinda hizla biiylimekte olan genis ve disiplinlerarasi bir
arastirma ve gelistirme faaliyet alanidir. Malzemelerin ve {iriinlerin yaratilma yontemlerinde
ve erigilebilecek islevselliklerin kapsaminda ve dogasinda devrim yapma potansiyeline ve
gelecekte de artacak olan dnemli bir ticari etkiye sahiptir (Hadef, 2018). Genis bir tanim
olmasma ragmen, nanomalzemeler, en az bir boyutu 100nm'den daha az olan bir dizi
kimyasal madde olarak tanimlanmaktadir. Nano Ol¢ekte bir boyuta sahip olan (diger iki
boyutta uzatilmis olan) ince filmler veya yiizey kaplamalar1 gibi tabakalardir. Bilgisayar
ciplerindeki dzelliklerden bazilar1 bu kategoridedir. iki boyutlu nano &lgekli materyaller (ve
bir boyutta genisletilmis) nanotel ve nanotiipleri icerir. U¢ boyutlu nano 6lgekli olan
malzemeler parcaciklar, 6rnegin ¢okeltiler, kolloidler ve kuantum noktalaridir (kiiglik yari
iletken malzemelerin kiigiik parcaciklar). Nanometre boyutundaki tahillardan olusan
nanokristal malzemeler de bu kategoriye girer (The Royal Society & The Royal Academy of
Engineering, 2004).

Nanomalzemelerin g¢esitleri ve siniflandirilmasi dort maddeye dayali kategoride
diizenlenebilir:
1. Karbon bazli nanomalzemeler: Genel olarak, bu nanomalzemeler karbon igerir ve i¢i

bos tiipler, elipsoidler veya kiireler gibi morfolojilerde bulunur. Fullerenler (C60), karbon



nanotiipler (CNT'ler), karbon nano lifleri, karbon karasi, grafen (Gr) ve karbon soganlari

karbon bazli nanomalzemeler kategorisine dahil edilir.

2. Inorganik bazli nanomalzemeler: Bu nanomalzemeler metal ve metal oksit NP'lerini
icerir. Bu nanomalzemeler Au veya Ag NP'ler gibi metaller, TiO, ve ZnO NP'ler gibi metal

oksitler ve silikon ve seramik gibi yar1 iletkenler halinde sentezlenebilir.

3. Organik bazli nanomalzemeler: Bunlar, karbon bazli veya inorganik bazli harig,

cogunlukla organik maddeden yapilan nanomalzemeleri igerir.

4. Kompozit bazli nanomalzemeler: Kompozitler, herhangi bir metal, seramik veya
polimer dokme malzeme formuyla herhangi bir karbon bazli, metal bazli veya organik bazl

nanomalzeme kombinasyonu olabilir (Jeevanandam ve ark., 2018).

Istenen uygulama icin gereken ozelliklere bagli olarak nanomalzemeler, Sekil 1.1'de

belirtildigi gibi farkli morfolojilerde sentezlenir.
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Sekil 1.1. Farkli morfolojilere sahip nanomalzemeler. (8) Gozenekli olmayan (palladium) PD
nanopartikiilleri (0D), (b) Grafen nanosheets (2D), (c) Ag nanorobotiari (1D), (d) Polietilen oksit
nanofiberleri (1D), (e) Kestane benzeri ZnO nanotelleri(3D), (f) Wo3 nanotel agi (3D) (Jeevanandam ve ark.,
2018.

Nanopartikiiller genellikle nanobiyomalzemelerde c¢ekirdegi olusturur. Bununla
birlikte, biyolojik bir hedefle etkilesime ge¢mek i¢in, nanoparcaciklara bir arayiiz olarak etki
eden biyolojik veya molekiiler bir kaplama veya katmanin baglanmasi gerekir.

Nanopargaciklart biyo-uyumlu hale getiren kaplamalar arasinda antikorlar, biyopolimerler
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veya kiiciik molekiillerin mono tabakalar1 bulunur. Nanopartikiiller, hiicre terapisi, gen
terapisi, asilar, RNA etkilesimi ve antisens terapdtikleri igeren biyolojik terapilerin
verilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Jain, 2011).

Nanopartikiiller, 10-1000nm araligindaki kati dagilim partikiilleridir. Parcacik
hareketliligi, diflizyon, termal stabilite, depolama kapasitesi, daha biiyiik yiizey alani1 artigina
neden olurlar ve ayrica ekli enzimlerin katalitik aktivitesini, toksisite, biyoyararlanim ve
cesitli ilaglarin ¢ozlniirliigiinii modiile ederler. Biyosensorler, giines pilleri, fotodetektorler,
seramikler ve nanojeneratorler yapiminda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.
Nanotiipler,nanorotlar, nanoreller, nanoteller vb.gibi farkli topografyalara ve sekillere sahip
olabilirler (Arsalan ve Younus, 2018).

Nanopartikiillerin fizyo-kimyasal 6zellikleri biyolojik sistemler {izerindeki etkilerinde
onemli bir rol oynamaktadir. Nanopartikiillerin temel parametreleri sekilleridir (uygun
oldugunda en boy oranlar1 dahil), biiyiikliikleri ve maddenin morfolojik alt yapilaridir.
Kimyasal bilesim ve kimyasalin igsel toksikolojik 6zellikleri parcaciklarin toksisitesi i¢in de
onemlidir. Partikiiliin zeta potansiyelinin, farkli biyomolekiillerle etkilesimlerinde 6nemli bir
rol oynadigi ve maruz kalma ortamindaki zeta potansiyelindeki degisimin, toksik tepkime ile
iyi korele oldugu gosterilmistir (Mukherjee ve ark.,2012).

Akcigerler nanopartikiillerin insan viicudundaki en énemli giris ve hedef organidir.
Nanopartikiillerin solunum yolu maruziyetleri sonucu amfizem, akciger kanseri gibi
hastaliklar ve ayn1 zamanda parkinson ve alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarin olugsma

riskinde artis olabilecegi ile ilgili bazi1 diistinceler bulunmaktadir (Abudayyak, 2015).



Tablo 1.1 Fabrikasyon nanoparcaciklarin son teknolojik alanlara uygulanmas: (Siddiqgi ve Husen, 2016).

Hedeflenen ila¢ dagrtim |
gen tedavisi

kanser tedavisi
goruntuleme

antioksidan aktivite
Antimikrobiyal aktivite

katalitik aktivite,toksik
kirleticilerin uzaklastinimasi/
agir metal/yag damlaciklan/
tanm ilaci/bocek ilaci/

su iyilestirme

|
sivrisinek kullanimi
|

1 _

[ NANOTIP ] [ CEVRE ]
NANOPARTIKULLERIN
UYGULAMA ALANLARI
TUKETIM MALLARI VE
[ ELEKTRONIK J [ TARIM ]

1 !

|
gen teslimi,hiicre etiketleme
biyomolekiil tespiti icin
nanosensérler.giibre teslimi,
bitki koruma ve iiretimi

I
Kozmetik, hizh tiketim !
mallan, fotonik kristaller,
dogrusal olmayan optikier, ‘
Nanoelektronik.etiketieme !
ve goruntileme
]
!

1.3. ZnO Nanopartikiilleri

En ilgi ¢ekici ve gelecek vaat eden metalik nanomalzemelerden biri ¢inko (Zn) ve
oksididir (ZnO). Cinko oldukga aktif bir elementtir ve ayn1 anda giiglii bir indirgeyici ajandir;
Indirgenme potansiyeline gore, kolayca ¢inko oksit nanopartikiillerinin hazirlanmasinda gok
yardimc1 olan ¢inko oksit olusturarak oksitlenebilir. Cinko, insan organizmalarinda en
onemli mikro elementlerden biri olarak 6nemli bir rol oynar. Tiim viicut dokularinda, yani
kas ve kemikte (tlim viicut ¢inko igeriginin% 85'1), deride (% 11) ve diger tiim dokularda
bulunur; temel olarak c¢ekirdege, sitoplazmaya ve hiicre zarma yerlestirilmis hiicre i¢idir.
Cinkonun, hem katalitik (enzimlerin aktif bir merkezi olarak) hem de yapisal rollerinin
oldugu ¢ok sayida makromolekiil ve enzimin diizgiin ¢alismasi i¢in ¢ok O6nemli oldugu
gosterilmistir. Cinko parmak motifleri, protein alt alan adlarinin DNA veya diger proteinlerle
etkilesime girmesini miimkiin kilan benzersiz bir iskele saglar. Her ne kadar ¢inko redoks
aktivitesinden yoksun olsa da ve nispeten toksik olmadigi kabul edilmekle birlikte, serbest
c¢inko iyonlarmin ndronlarin bozulmasina neden olabilecegine dair artan miktarda kanit

vardir. Bu nedenle sitotoksik etkisini ortadan kaldirmak i¢in ¢inko katyonlarmin biyoaktif



ligandlarla (6rnegin proteinler) baglanmasi ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin bu sekilde
sentezi tercih edilmektedir (Shalini ve ark., 2018).

Cinko oksit (ZnO) sensorler, katalizorler, giines pilleri, saydam elektrotlar,
piezoelektrik nanogenerasyon ve optoelektronik cihazlar gibi genis uygulamalara sahip
onemli bir fonksiyonel malzemedir (Klingshirn, 1975; Meng ve ark., 2015; Ma ve ark.,
2016). Umit verici bir yar1 iletken oksit olarak ZnO, biiyiik bir eksiton baglanma enerjisi (60
meV), spesifik bir optik performans (6rnegin, oda sicakliginda = 3,37 eV), iyi
biyouyumluluk, yiiksek elektron hareketliligi ve diisiik maliyet avantajlarina sahiptir. Biitiin
bunlar ZnO nun son yirmi yilda ilgi konusu olmasina izin vermistir (Holmes ve ark., 2016;
Zhang ve ark., 2018).

ZnO NP'leri, ¢ogunlukla kristallik, boyut, morfoloji ve kompozisyon ile tanimlanan
icsel ozelliklere sahiptir. Zaten bilinen 6zelliklerin disinda ¢inko oksit, yiiksek kimyasal
kararlilik, yiiksek elektrokimyasal eslesme katsayisi1 ve yliksek fotostabilite gibi 6zelliklere
de sahiptir (Ficai ve Grumezescu, 2017). Ek olarak, kiitle veya nano yapili ¢inko oksit
partikiillerinin fotoliiminesan &zelligi de yogun sekilde arastirilmustir. Ozellikle farkli
morfolojilere sahip ¢inko oksit malzemeleri gesitli optik ozellikler gostermistir (Huang ve
ark.,2010). Ayni zamanda ZnO bazli nanokompozitler goriiniir 151k ile uyarilir ve hem Gram-
pozitif hem de Gram-negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gosterirler (Ficai ve
Grumezescu, 2017).

ZnO NP'leri, en fazla iretilen {¢linci metal oksit nanopartikilleridir. ZnO
nanopartikiiller, Zn?* iyonunu serbest birakmak igin asidik sulu ¢ozelti (pH<6) iginde
coziilebilmektedir. Zn* iyonunun girisi, hiicrede ¢inko homeostazini etkileyebilir. Ince
kiiciik boyutu, bu nanopartikiillerin hiicresel olarak alimini kolaylagtirir. Hiicrede ZnO
nanopartikiillerin daha fazla ¢6ziinmesi, hiicre i¢i Zn*y1, 6rnegin mitokondride Zn?* iyon
salinmasi, oksidatif stres, iltihaplanma, apoptoz ve diger istenmeyen olaylar yoluyla toksik
hale geldigi suprafizyolojik seviyelere yiikseltir (Chia ve Leong, 2016).

ZnO NP'lerin 1yi bildirilmis toksik yapis1 nedeniyle, NP'lerin toksik etkilerini
hafifletmek i¢in ¢esitli stratejiler denenmistir. NP'lerde yapilan ylizey modifikasyonu, istenen
ozellikleri gelistirmek ve eksiklikleri ortadan kaldirmak i¢in NP'lerin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerini uyarlamak icin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. ZnO NP'lerin

yiizey modifikasyonu {izerine yapilan g¢alismanin cogu, ZnO NP'lerin i¢ 06zelliklerini,
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toksisitesini azaltmak yerine, degistirmek i¢in yapilmistir. ZnO NP'lerin doping ve kapatma
yoluyla toksisitesini azaltmaya yonelik sadece birkag girisimde bulunulmustur. Yiyecekler
veya gidayla ilgili irtinlerde bulunan antimikrobiyal ajanlar gibi biyolojik uygulamalar igin,
ZnO NP'lerin bu yiizey modifikasyonu ZnO NP'nin toksisitesini etkili bir sekilde
azaltabilmelidir (Chia ve Leong, 2016).

Tiiketiciler ve endiistri ¢aligsanlar1 i¢in bu nanomalzemelere maruz kalmak ciddi saglik
sorunlarina neden olur, bu nedenle toksik yan etkilerini arastirmak i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiyac vardir. ZnO NP’lerin maruz kalmasinin toksik / zararl etkilerini anlamak, 6zellikle
biyomedikal ve kisisel bakim uygulamalarinda kullanildiginda, giivenliklerini saglamada
kritik Oneme sahiptir. Daha Once, ZnO NP'lerin toksisitesini analiz etmek i¢in
siyanobakteriler, bakteriler, algler, kabuklular, baliklar, nematodlar, bitkiler, hayvan ve
memeli hiicreleri tizerinde birgok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligmalar ZnO NP'lerin mekanik
hasara neden oldugunu ve hiicrelerin iginde biriktigini géstermistir. ZnO NP'lerin neden
oldugu toksisitenin olast mekanizmalar1 olarak oksidatif stres, sitotoksisite, genotoksisite,
genomik dengesizlik ve iltihaplanma sayilmaktadir (Babele ve ark., 2018).

ZnO birden fazla kararli kristal yapiya sahiptir (Sekil 1.2). Hem altigen wurtize hem
de kiibik ¢inko blende yapisinda bulunabilir (Modi, 2015)

Wurtize Cinko Siilfiir

Sekil 1.2 ZnO kristal yapilarinin sematik bir temsili: Wurtize ve Cinko Siilfiir. Zn ve O atomlart

swrasiyla kil ve mavi dairelerle isaretlenmistir (Razak ve ark., 2017).
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Zn0O NP’lerin 6nemi boyalar, elektronik, kauguk endiistrisi, ingaat, tekstil {iriinleri, ilag
tirtinleri, ila¢ dagitimi, gida ambalaji ve tibbi bakim gibi genis uygulama alanlarindan
gelmektedir. Ayrica 16semi ve karsinom tedavisinde olast kullanimlarini bildiren ¢alismalar
da vardir. Biyomedikal alanda, nanoyapilandirilmis ZnO partikiillerinin, sadece kanser
tedavisi ve gorilintiileme yonetiminde degil, ayn1 zamanda ¢esitli antimikrobiyal iiriinlerin
gelistirilmesinde de etkin bir sekilde kullanildigi kanitlamistir (Ficai ve Grumezescu, 2017).

Spesifik olarak, ZnO NP’ler, kozmetik ve giines koruyucular1 gibi ticari tiriinlerde
yiiksek oranda iiretilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir (Eixenberger ve ark., 2017).
Cinko oksit (ZnO), glines kremlerinde kullanilan en 6nemli inorganik UV filtrelerden biridir
(Hackenberg ve Kleinsasser, 2012). ZnO NP’leri, giinesten koruyucular gibi kisisel bakim
tirtinlerinde 400 nm'nin altindaki bdlgedeki miikemmel UV zayiflatma 6zellikleri nedeniyle
en ¢ok kullanilan miihendislik nanomalzemelerinden biridir.(Luo ve ark., 2014). Cinko oksit
nanopargcaciklari, kozmetikler ve giinesten koruyucular da dahil olmak {izere kisisel bakim
tirtinlerinin ortak bir bilesenidir, ¢linkii bunlar ultraviyole radyasyonu etkili bir sekilde
absorbe eder ve ayrica goriiniir 1518a kars1 ¢ok seffaftirlar.

Bununla birlikte, 100 nm veya daha biiyiik boyuta sahip ZnO partikiilleri, bu yararl
Ozelliklerin kombinasyonuna sahip degildir. Son ¢alismalar, ZnO nanopartikiillerinin,
epidermal hiicreler, endotel hiicreleri, bakteriler (Streptococcus agalactiae ve
Staphylococcus aureus), (zebra baligi (Danio rerio) ve fareler) dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
biyolojik sistemlere toksik olabilecegini gostermistir. Bu toksisiteyi azaltmak i¢in, yiizey
kaplamalari, dopantlar veya degistirilmis goriinlis oranlar1 veya spesifik ylizey alanlar1 gibi
bozulmamigs ZnO NP’larina bir¢ok tip fizikokimyasal modifikasyon uygulanmis ve
onerilmistir. Cok sayida muhtemel modifikasyon katyonunun toksikolojik karakterizasyonu
zaman, maliyet ve deneysel imkanlar acgisindan son derece zorlu olacaktir. Bu nedenle,
nanopartikiillerin toksik davranigini tahmin etmek i¢in hizli hesaplama modelleri gelistirmek
onemlidir. Hangi fizikokimyasal modifikasyonlarin toksisite {izerinde en fazla etkiye sahip
oldugunu belirlemek i¢in bu modellerin kullanilmasi1 faydali olacaktir, boylece tasarim ve
optimizasyonun azaltilmis toksisite ile nanopartikiillere dogru yonlendirilmesi yararh

olacaktir (Le ve ark., 2016).
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ZnO NP’ler tiiketici iriinlerinde yaygin sekilde yayilmaktadir. ZnO
nanopartikiillerinin toksikolojik &zellikleri ile ilgili veriler halen tartismalidir. insan cildi
ZnO NP’lerine maruz kalan en 6nemli organdir. Saglam derinin nanopartikiillere kars1 yeterli
bir engel oldugu gosterilmistir. Bunun aksine, kusurlu cilt, nanopartikiil temasinin ¢ogalan
hiicrelere temas etmesine izin verebilir. Bu durumda kdk hiicreler nanopartikiiller i¢in en
onemli toksikolojik hedeftir (Ickrath ve ark., 2017).

Uygun hiicresel cevap ug¢ noktalarmin se¢imi, in vivo olarak olumsuz sonuglarin
Ongoriisii olan Ozellige bagl hiicresel hasarin nicel olarak degerlendirilmesi i¢in ¢ok
onemlidir. ZnO nanopargaciklarinin hiicrelere verebilecegi hasar tiirleri iki genel sinifa, endo
litik igslemlerle alinan partikiillerin neden oldugu hiicre i¢i toksisite ve nanopartikiillerin
¢ozlinmesi sonucu yaranan ortamdaki ¢inko iyonlarindan kaynaklanan hiicre zedelenmesinin
neden oldugu dis toksisiteye boliiniir. Nanopartikiiller hiicreye girdiginde lizozomdaki asidik
kosullar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretilmesiyle normal hiicresel fonksiyonlari
etkileyen metal veya metal oksit nanopartikiillerinden iyon salimini tetikleyebilir. ROS
olusumundan baska, lizozomlardaki ZnO NP’lerinin hizli ¢éziinmesi, yiiksek hiicre igi Zn?
konsantrasyonuna yol acarak ¢inko bagimli enzimleri ve transkripsiyon faktorlerini
etkileyebilen ve ayrica hiicre Oliimiine neden olabilen yiikksek hiicre i¢i Zn?
konsantrasyonlarina yol agar. Antioksidan tepki elemani (ARE) muhabiri, hiicrelerdeki
oksidatif stres tepkisini 6lgmek i¢in en giivenilir ve hassas in vitro yontemlerden biridir.
Niikleer faktor-E2 ile iligkili faktér (NRF2) ile mRNA transkripsiyon diizenleme
mekanizmasina dayanmaktadir. ROS kaynakli raportdr sinyalinin tespiti i¢in lusiferaz
tahlilleri genis dinamik aralik ile hizli ve oldukca hassastir. Membran hasari, ZnO
nanopartikiillerinin dogrudan temasindan veya ¢inko iyonlarindan kaynaklanabilecek baska
bir olumsuz sonugtur. Bu, hiicre i¢i islemlerin baslattigi programlanmis hiicre 6liimiiniin

(apoptoz) aksine, hiicre nekrozuna yol agar (Le ve ark., 2016).

1.4. Nanokozmetik

Giliniimiizde, milyonlarca insan giinliik kozmetik ve kisisel bakim {iriinleri

kullanimindan yararlanmaktadir. Bu nedenle kozmetik, Avrupa'da 6zellikle de Almanya,
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Fransa, Ingiltere, Italya ve Ispanya'da perakende satis fiyatin1 2014'te 72,5 milyar Avro
gosteren global bir sektorii temsil etmektedir (De la Calle ve ark., 2017).

Nanomalzemeler,  yiizlerce  yil  once  kozmetiklerin  gelistirilmesinde
kullanilmistir. Altin ve glimiis nanopartikiiller, kadinlar tarafindan tirnak renkleri olarak
kullanilmistir. Ayrica, altin nanopartikiilleri igeren sivi formiilasyonlar Orta Caglarda
yaglanma Onleyici olarak kullanilmistir. Ancak, son yillarda, nano 6l¢ekli materyaller
kozmetiklerin gelistirilmesinde daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Shokri, 2017).
Nanomalzemelerin potansiyel cilt emilimi, bu malzemelerin kozmetik {riinlerdeki
giivenligini ve kullanigliligint anlamalarina yardimci olmak i¢in ele alinmasi gereken bir
konudur (Katz ve ark.,2015).

Nanoteknoloji, zarif ve etkili kozmetikler gelistirmek icin kullanilan teknolojiler
arasinda 6zel bir yerde bulunur. Kozmetik arenada, daha kiiciik pargaciklarin ciltte kolayca
emildigine ve hasar1 kolay ve etkin bir sekilde tamir ettigine inanilmaktadir. Kozmetik
endiistrisinde nanoteknoloji parfiimlerin daha uzun siire kalic1 olmasinin saglanmasinda, cildi
korumak i¢in giines kremlerinin, yaslanmaya karsi savasan kremler ve cildin nemini korumak
i¢cin nemlendiricilerin tiretiminde kullanilmaktadir (Lohani ve ark., 2018).

Nanoteknoloji, daha fazla koruyucu ve cilt saglig1 artirict verimlilik ile ¢ogu sorunu
cozmektedir. Cesitli nanoteknoloji yontemleri nanoemiilsiyonlar, nanokapsiiller lipozomlar,
kati lipit nanopartikiiller, kiigiik boyutlu nanopartikiiller, hidrojeller ve dendrimerler gibi
glizellik driinleri  gelistirmede aktif rollere katilir (Ganesan ve Choi, 2016).
Nanoemiilsiyonlar seffaf ve benzersiz dokunsal ve doku 6zelliklerine sahiptir, nanokapstiller
cilt bakim tirtinlerinde kullanilmaktadir, nanopigmentler seffaf ve giines koruyucu triinlerin
verimliligini arttirmaktadir. Lipozomlar tipik olarak 20 nm ile birka¢ yliz mikrometre
arasinda degismektedir. Lipozomlar ¢esitli kozmetik tiriinlerinde kullanilirlar, ¢iinkii bunlar
biyolojik olarak uyumlu, ¢oziinebilen, toksik olmayan ve esnek keseciklerdir ve aktif
maddeleri kolaylikla kapsiilleyebilirler. Lipozomun ana bilesenlerinden biri fosfatidilkolin
yumusatici 0zellikleri nedeniyle cilt bakim iirlinlerinde (nemlendirici, losyonlar, kremler,
vb.) ve sa¢ bakim iirlinlerinde (sampuan, sa¢ kremi) kulanilmaktadir. Dendrimerler heyecan
verici yeni bir makromolekiiler yap1 sinifi ve nanoteknoloji temelli kozmesétikler alaninda

cilt hastaliklarinin gesitlerini tedavi etmek i¢in 6nemli bir bilesendir. Karbon fulleren gibi
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diger nano 6l¢ekli malzemeler, bazi kozmetik tiriinlerinde antioksidatif 6zelliklerinden dolay1
kullanilmistir (Lohani ve ark., 2018).

Nanoteknoloji en umut verici ve devrimci alan olarak kabul edilir. Son on yilda,
nanoteknoloji yaygin olarak kullanilmaktadir ve dermatoloji, kozmetik ve biyomedikal
uygulamalar alaninda da faydalidir. Yeni teknolojiler ve yeni dagitim sistemleri, su anda
kozmesatiklerin tiretiminde kullanilmaktadir (Ganesan ve Choi, 2016). Nanokozmesotiklerin

ana smiflar1 Tablo 1.2’de gosterilmistir.

Tablo 1.2. Nanokozmesdtiklerin ana siniflari. (Ganesan ve Choi, 2016).

Nano Kozmesotik

|
Y J W "

Sac bakimi Tirnak bakimi Cilt balam Dudal balkami
W L W W
Sag serumu Che Nemlendiriei By
Jampuan Giines kremi Dudak balzam
Sag kremi Vaslznma Dudak
Emleyicl irimler parlaticiz
Sag uzaticy Cilt temizleyict Dudak hacim
arttine
Sag Sivilceye karg
sekillendirici jel firiinler
Sag rengi Gz kremi
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Nanopartikiillerin kozmetikte kullanilmasinin baglica avantajlar1  nanopartikiiller
icinde kapsiilleme ile kozmetik bilesenlerin, (6rnegin vitaminler, doymamis yag asitleri ve
antioksidanlar) stabilitesinin iyilestirilmesi, cildin zararli ultraviyole (UV) 1sinlarindan etkili
korunmasi, estetik agidan hos tiriinler olmasidir, 6rnegin mineral giinesten koruyucularda,
daha kiigiik etken mineral partikiilleri kullanilarak bunlarin fark edilir bir beyaz dokiimii
birakmadan uygulanmasina izin verilir. Bu aktif muhteviyatin istenen bolgeye hedeflenmesi
ve uzun siireli etki igin aktif bilesenlerin kontrollii salimi olarak bilinmektedir (Lohani ve

ark., 2018).

1.5. Giines Kremleri

Ciplak cildin giines 1s51g1na maruz kalmasi insan sagligina yararli olsa da, korunmamis
cildin ultraviyole radyasyona (UVR) uzun siire maruz kalmasinin gosterdigi sonuglar
arasinda iltihaplanma, erken foto yaslanma, DNA hasari, fotokarsinojenez ve bagisiklik
baskilanmasi yer almaktadir. Diizenli olarak gilines koruyucu uygulamasinin insanlarda
skuamoz hiicreli karsinom, melanom ve bazal hiicreli karsinom gelisme riskini azalttig
gosterilmistir. Bu nedenle, uzun siire acik havada kalinacagi zaman, giines koruyucularinin
diizenli olarak uygulanmasi tesvik edilmektedir (Osmond-McLeod ve ark., 2016).

Ideal giines kremi gereksinimleri asagidaki gibidir.

e UVR'yi absorbe etmeli veya dagitmali ve genis spektrum korumasina sahip
olmalidir. Saglanan koruma, karsinojenezi, immiin baskilamay1 ve diger giines kaynakl
hasar1 6nleyebilmelidir.

e Insan derisine ve giinese maruz kaldiktan sonra kimyasal olarak stabil
olmalidir. Fotodegradasyon olmamalidir.

e Topikal olarak uygulanmali ve bu nedenle cilde niifuz etmemelidir.

e Suya karsi itici olmali ve kozmetik olarak gelistirilecek estetik degere sahip olmalidir.

Biitin bu 06zelliklerin mevcudiyeti bir aktifte bulunmadigindan, aktiflerin bir
kombinasyonu kullanilir. Aktiflerin bazilarinin modifiye edilmesine veya daha yiiksek SPF
(Glines Koruma Faktorii) elde etmek igin bir tagiyiciya dahil edilmesine ihtiyag duyulur. Bu

nedenle, giines  koruyucularinda nanoteknoloji  ihtiyaci dogar. Nanoteknoloji, giines
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1s18indan etkilenmeyi onlemek, estetik degeri arttirmak, SPF'yi ayn1 aktif madde seviyesine
yiikseltmek, giinesten korunma aktivitesini daha uzun siire engellemek ya da topikal
uygulamada cildin aktif maddelere niifuz etmesini 6nlemekde rol oynamaktadir (Ischenko ve
Krutikova, 2014).

Giines kremlerinde ZnO NP’leri 1980'lerden beri yaygin halde kullanilmaktadir.
Onlarin gelisimleri, son derece etkili UVR filtreleri olan modern formiilasyonlara yol agmis,
yine ayn1 zamanda seffaf ve a¢ik renkli bir dokuya sahip olmuslardir (Wang ve Tooley,
2011). Uluslararast1 Kozmetik Isbirligi (ICCR)’e gore, ZnO NP'ler bircok kisisel bakim
tiriinitinde inorganik UV filtreleri olarak kullanilmaktadir. Metal oksit NP'ler yaygin olarak
giines koruyucusunda seffafliktan 6diin vermeden genis spektrumlu UV engelleme saglamak
icin kullanilmaktadir (Lu ve ark., 2018).

Nano tanecikli pargaciklarin kullanilmasindan 6nce geleneksel gilinesten koruyucu
maddeler, cilde iyi karigmayan ve kozmetik ag¢idan hi¢ hos olmayan kalin formiilasyonlar
olarak biliniyorlardi (Newman ve ark., 2009). ZnO NP'ler UVA ve UVB ismlarim
yansitabilir ve dagitabilirler; bu arada, tipik olarak kimyasal UV filtreleri tarafindan
indiiklenen endokrin sistemin tahris ve bozulmasini 6nlerler (Lu ve ark., 2015).

Ayni zamanda gilines koruyucu triinlerinde, 20 nm'lik boyut araliginda kullanilan
¢inko oksit nanopartikiillerin avantajlari, deride olumsuz saglik etkilerine neden olmamasidir
(Morganti, 2010). Giines kremlerinde nano tanecikli pargaciklarin kullanimiyla ilgili en
biiyiik endise, serbest radikallerin olugsmasidir. ZnO fotovoltaik hiicrelerde elektrik {iretmek
icin kullanilan fotokatalizor olarak bilinmektedir. UV 1s181na maruz kaldiklarinda elektronlar
yayarlar. Bu elektronlar, sirasiyla, peroksitlerin, serbest radikallerin ve diger reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumunu indiiklemektedir (Newman ve ark., 2009).

Avrupa Birligi (AB) Komisyonunun Kozmetik Calisma Grubu, son zamanlarda,
kapsamli gilivenlik dnlemleri temelinde, dermal olarak uygulanan kozmetik {iriinlere nano
boyutta ZnO ve TiO;'nin dahil edilmesinin, insanlarda olumsuz saglik etkileri igin risk
olusturmadig: sonucuna varmistir. Benzer sekilde, Avustralya’daki Terapatik Mallar Idaresi
(TGA) TiO2 ve ZnO nanopartikiillerinin giinesten koruyucularda insan kullanimi igin giivenli
olmadigin1 gosteren higbir delil olmadigini kanitlamistir. Danimarka Cevre Koruma ajansi
tarafindan yaptirilan kapsamli bir derlemede, topikal olarak uygulanan nanoparcaciklarin,
cogu kosulda dermal penetrasyona maruz kalma ihtimalinin diisiik oldugu sonucuna
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varilmistir. Hakemli dergilerdeki bilimsel incelemelerin ¢ogunlugu benzer sonuglara
ulagsmistir. Boylece, giinesten koruyuculardaki nanopargaciklarin insanlarda kullanim i¢in
giivenli oldugu konusunda bilimsel bir fikir birligine varildigini sdyleyebiliriz. Bununla
birlikte, bu giines kremlerinin uzun siireli kullanimindan kaynaklanan olasi1 biyolojik etkilere
iligkin baz1 belirsizlikler devam etmektedir. Bu, nanoteknolojinin yeniligiyle birlestiginde,
toplumun bazi kesimlerinde nanoparcgacik igeren cildi UVR'nin bilinen zararli etkilerinden
koruyan giines kremlerinin uzun vadede gilivensiz olabilece§ine dair spekiilasyonlara yol

a¢gmaktadir (Osmond-McLeod ve ark., 2016).

1.6. MicNo-ZnO tozlan

2009 yilinda ZnO NP’lerden olumsuz 6zelliklerini ortadan kaldirmak {izere Anadolu
Universitesinde ZnO’nun &zel tasarlanmis bir formu olan MicNo ZnO gelistirilmistir.
MicNo-ZnO teknolojisi, mineral bazli yeni bir UV filtresidir. Patentli MicNo partikiil
teknolojisi ile olusturulan iiriin, mikron ve nano ZnO partikiillerinin faydalarimi birlestirir.
Tablo 1.3’de mikron, nano ve MicNo-ZnO partikiilleri UV-filtresi olarak karsilastiriimistir.
MicNo-ZnO partikiillerin hem micron hem de nano ZnO’a oranla daha yiiksek performans

sergiledigi goriilmiistiir (Suvaci ve ark., 2019).

Tablo 3.3 Micron, nano ve MicNo-ZnO partikiillerin karsilastiriimas: (Suvact ve ark., 2019)

Birim kiitle basina UV BTN Yiksek

Cok yiiksek

koruma performansi

Seffaflik Yok Yiiksek Yiiksek

Birim kiitle basina Diisiik Yiksek Cok yiiksek

yiizey ortictligi (eger topaklanmamigsa)

Toksiklik derecesi Diisiik Yiiksek Diisiik

Kontrolsiiz topaklanma @IS Cok yiiksek Diisiik
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ZnO tozlar hidrofilik yiizey 6zellikleri sergiledikleri i¢in ve de giines kremi gibi pek
cok kozmetik iirlinde yag fazinda kullanilmalar: tercih edildiginden yiizeyini kaplamaya

gerek duyulmaktadir.

1.7. Kaplama malzemeleri

Yiizey kaplamalart olarak trietoksikaprililsilan, polidimetilsiloksan, hidrojen

polidimetilsiloksan ve silika olmak {izere dort farkli malzeme se¢ilmistir.

1.7.1. Polidimetilsiloksan (PDMS) ve Hidrojen sonlu Polidimetilsiloksan (HPDMS)

Polidimetilsiloksan (PDMS), polisiloksan grubunun en yaygin kullanilan diyesidir ve
cok cesitli uygulamalar i¢in essiz Ozelliklere sahiptir (Cavusoglu, 2013). En yaygin
kullanilan silikon bazl1 organik polimer olarak bilinen PDMS optik olarak berraktir ve genel
olarak toksik ve yanici degildir. Ayrica dimetilpolisiloksan veya dimetikon olarak
da adlandirilir. Cesitli silikon yagi tiplerinden birisidir (polymerize siloksan) (http-1).

Sekil 1.3. Polidimetilsiloksan (PDMS) (Okech ve ark., 2008)

Polimerin temel yapisi, uygulamanin kisitlamalarma bagli olarak ¢esitli o6zel
gerekliliklere gore imal edilebilen —O-Si (CH3) 2— iinitelerden olusmaktadir, yani ¢esitli
fonksiyonlar 6zel islevlerle kullanilabilir (Deguchi ve ark., 2015).
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PDMS’nin 6nemli fiziksel 6zellikleri genis molar hacim, kohezif enerji yogunlugunun
diisiik olmasi ve esnekliginin yiiksek olmasidir. Ayni zamanda PDMS, goriintir ve UV 15181na
kars1 saydam, ozona karsi ¢ok direncli, atomik oksijen ve hatta oksijen plazmalarina karsi
kararlidir. PDMS’n1 iistiin kilan 6zellikleri film sekillendirme yetenegi, ¢esitli gazlara karsi
yiiksek gecirgenligi, hareket yetenegi, ylizey aktivitesi, kimyasal ve fiziksel etkilere karsi
etkisiz olmasidir (Cavusoglu ve ark., 2013).

PDMS, biyomedikal uygulamalar i¢in MEMS ve mikroakigkan bilesenlerin
gelistirilmesi i¢in ¢ekici hale getiren istenen 6zelliklere sahip bir silikon elastomerdir.
Kimyasal olarak inert, gazlar i¢in gecirgen, kullanimi kolay ve manipiile edilmis, isotropik
ve homojen ozellikler sergileyen ve ayn1 zamanda silikondan daha diisiik maliyetli olan ve
mikro-yapilar1 gelistirmek i¢in mikron alt1 6zelliklere uyum saglayabilen bir maddedir (Mata
ve ark., 2005).

Bu malzeme hizli prototipleme, yiiksek optik seffaflik gostermektedir. Bununla
birlikte, PDMS'nin 6nemli bir dezavantaji hidrofobik olmasi ve ylizey hidrofilizasyonu
sonrasi hizla hidrofobikligi geri kazanmasidir (Gokaltun ve ark., 2017). Polidimetilsiloksan
(PDMS), desenli topografiler gibi yapay hiicre dis1 matris (ECM) iiretmek i¢in umut verici
bir biyomateryaldir, ancak hidrofobik yapisi hiicre bazli yaklasimlara uygulanabilirligini
simirlanmaktadir (Scharin-Mehlmann ve ark., 2018).

Dimetikon kozmetik ve tiiketici {iriinler1 sektoriinde de ¢esitli amaglarla
kullanilmaktadir. Ornegin, kafa derisi iizerinde kafa bitlerinin tedavisinde dimetikon
kullanilabilir (Nair, 2003). Dimetikon'un (biri son derece diisiik ve digeri orta viskoziteli) bir
karistminin birkag dakika iginde in vitro olarak kafa bitlerini 6ldiirdiigii gosterilmistir. Bu
yaklagimin  etkinligi, Brezilyali ¢ocuklarda randomize bir klinik calismada
gosterilmistir. Son zamanlarda, uygun bir dimetikone karisiminin bit yumurtalarina da niifuz
ettigi ve hizla embriyolarn oldiirdiigii gosterilmistir (Feldmeier, 2014).Dimetikone iiriinii
giivenli ve oldukga etkili bir anti-bit sampuandir. Fiziksel hareket tarzindan dolay (bitlerin
merkezi sinir sisteminin oksijen kaynaginin kesilmesi), diren¢ gelismesi olas1 degildir
(Heukelbach ve ark., 2008).

Dimetikon, deri-nemlendirici losyonlarda yaygin olarak kullanilir ve burada "cilt
korumasi1" olan aktif bir bilesen olarak listelenir. Baz1 kozmetik formiilasyonlar %15'e kadar

kullanim konsantrasyonlarinda dimetikon ve ilgili siloksan polimerler kullanir. Kozmetik
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Madde Incelemesi (CIR) Uzman Paneli, dimetikon ve ilgili polimerlerin kozmetik
formiilasyonlarda kullanilmasinin giivenli oldugu sonucuna varmustir (Nair, 2003).
Dimetikon , diizlem tedavisinde kullanilan oral farmasétik formiilasyonlarda simetikon ile
birlikte kullanilabilir (Rowe ve ark., 2009).

Hidrojen sonlu polidimetilsiloksan (HPDMS) bir grup polimerik organosilikon
bilesigine ait, hidrid sonlandirilmis polidimetilsiloksan formudur. HPDMS, aromatik
hidrokarbon ve petrol hidrokarbonlar1 ve benzeri gibi bir¢ok organik ¢oziiciide ¢oziiniir.
Yaygin olarak kullanilan bir organik silikon ara maddesidir ve genellikle organik silikon
engelleme ajani olarak kullanilabilir. Bir¢ok cilt bakimi ve giizellik iiriiniinde, cildin su ve

nem kaybini 6nleyen ve nemlendirici bir bariyer olusturdugu goriilmektedir. (http-2)

1.7.2. Silika

Silika, biyouyumluluk ve koruma etkileri nedeniyle NP'ler icin genellikle kabuk
malzemesi olarak secilmektedir. Bir yandan silika kabuklar, kimyasal maddelerin NP'lerin
icinde ve disinda dagilmasini engeller ve boylece NP'lerin hiicrelere ve bu arada toksik
etkilerini azaltir, kuantum noktalarinin kimyasal ve fotokimyasal stabilitesini arttirir. Diger
yandan, silika kabuklari, biyomedikal uygulama i¢in 6nemli olan biyolojik konjugasyonda
zengin ylizey kimyasi saglar (Zhang ve ark., 2012).

Silika kapli yapili ZnO nanomalzemeleri, son zamanlarda stabilitelerini ve
siispansiyonlardaki yayilma kabiliyetlerini gelistirmek i¢in kullanilmistir ve bu nedenle ¢ok
cesitli uygulamalar i¢in kullanilabilirler. Silika bazli kaplamalar, 6zellikle farkli malzemeler,
yiizey modifikasyon kolaylig1 ve fotokataliz ve serbest radikal olusumu potansiyelini
azalttig1 i¢in ¢evresel agidan iyi bir dengeye sahip olduklarindan ilgi ¢ekicidir. Metal oksit
nanopargaciklarmin silika kaplamasi Fe2Os, TiO2 ve digerleri gibi genis ¢apta ¢aligiimustir.
Bununla birlikte, ZnO nanomalzemesine silika kaplamanin eklenmesi, yiiksek yiizey enerji
aktivitesi ve genis ylizey alani ve dolayisiyla ¢inko oksit nanopartikiilleri nedeniyle kolayca
toplanabildiginden oldukga zordur (EI-Nahhal ve ark., 2016).

Silika kaplamalarin ZnO nanoparcaciklar iizerine uygulanmasi, ZnO'nun fotokatalitik
etkinliginin, 6zellikle de UV koruma uygulamalari i¢in etkin kontrolii i¢in biiyiik 6nem

tagimaktadir. Hem yiiksek sicaklik hem de UV 1smimi altinda genis bir UV 15181
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spektrumunu, fiziksel ve kimyasal stabilitesini emme kabiliyetinden dolayi, ZnO'nun etkili
bir UV emici olarak uygulanmasinda muazzam ticari ve akademik ilgi olmustur (Wang ve
ark., 2010). Amorf fiime nanoyapili SiO2 biyolojik olarak etkisiz sayilir ve kozmetik ve
kisisel bakim iirlinlerinde yaygin olarak kullanilir ve nanoparcacik toksisite tarama
analizlerinde negatif bir kontrol olarak kullanilir (Sotiriou ve ark., 2014).

Parcacik yiizeyindeki ¢ok sayida hidroksi grubu dikkat ¢ekicidir. Pargacik iiretimi igin
yilizey modifikasyonunun 6nemini agiklar: OH gruplar organosilanlarla reaksiyonla bloke
edilir, dolayisiyla partikiiliin hidroksi gruplarinin yogunlasma reaksiyonu ile daha da
bliylimesi Onlenir. Ayni1 zamanda, aglomeralarin olusumu bastirilir ve partikiiller hala
degismez. Ayrica yiizey modifikasyonu parcaciklarin etrafinda bir organik tabaka olusturur

ve bunlar1 organik matris ile uyumlu hale getirir (Pueraria ve ark., 2019).

Hydroxyl
_/ groups

Sekil 1.4. SiO2 nanopar¢acik modeli ( Puerari.,ve ark.2019).

Silika fizikokimyasal ozellikleri, diisik maliyeti, sentezi ve nano o6lgekli kontrol
kolaylig1 genis yiizey alani, gozenekli yapisi ve aglomerasyona kars1 diisiik egilim gostermesi
olarak bilinir (Pueraria ve ark., 2019). Ayrica, cilali vitreus silika, ultraviyole goriilebilir
kizilotesi gecirgenlige ve 1s1 direncine sahiptir ve bu nedenle lensler, prizmalar, lazer
pargalari ve optik fiberler i¢in kullanilmaktadir (Stratta ve ark., 2001). Amorf silika, 100-140
ppm'lik daha yiiksek bir ¢ozliniirliige sahiptir (Patel ve Vashi 2015). Ayrica silika partikiilleri

nanomateryal boyutun biyo-dagilimi ve gesitli biyolojik etkiler tizerindeki etkisini incelemek
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icin ¢ok uygundur, ¢iinkii diger birgcok nanomalzemeden daha sulu ¢ozeltilerde daha iyi
dagilabilirlik gosterirler (He ve ark., 2008).

Silika nanopargaciklar, miikkemmel fizikokimyasal, mekanik ve optik 6zellikler gibi
bircok ¢ekici 0zelligi sayesinde yiiksek teknoloji uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Giiniimiizde silika nanopartikiiller, fotonik kristaller, kimyasal sensorler,
biyosensorler, gelismis kompozit malzemeler i¢in nano-dolgu maddeleri, biyo-goriintiileme
igin isaretleyiciler, kuantum noktalar1 ve katalizorler i¢in substrat olarak kulanilir. Optik
absorpsiyon ve emisyon Ozellikleri, silanol gruplarinin konsantrasyonu, 6zgiil yiizey alani ve
yogunlugu, ¢agdas arastirma ¢aligmalarinda silika nanopartikiillerinin kullanimin1 yoneten
onemli parametrelerden bazilaridir (Rahman ve ark., 2009). Silikon dioksit, cam ve seramik
malzemeler liretmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Rahman ve Padavettan, 2012).
Silikon dioksit nanofilmler, 1 nm kadar ince olabilen bir silikon dioksit molekiilleri tabakasi,
transistor gibi bir cihazin iki parcasi arasinda elektrik yalitimi saglamak icin kullanilir. Bu
yontem bilgisayar ¢ipleri yapiminda kullanilir (Boysen.ve ark., 2011).

SiO2 nanopartikiiller ozellikle giines koruyucu ve kozmetik iriinlerinde
kullanilir. SiO2-NP'lerin topikal olarak uygulanmasi genellikle toksik olarak gériilmese de,
insan sagligina bazi toksikolojik tehlikeler ortaya cikarabilir. Silikon igeren cesitli gecis
metallerinin reaksiyon mekanizmalari araciligiyla reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturdugu
bilinmektedir (Kundu ve ark., 2018).

1.7.3. Trietoksikaprililsilan (TECS)

Trietoksikarililsilan (C14H32S103 ) sivi goriiniimlii suda ¢6ziinmez bir maddedir ve

miitkemmel dagilma, adsorpsiyon, yaglama yetenekleri gibi 6zelliklere sahiptir (http-3).
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Sekil 1.5. Trietoksikaprililsilan yapisal formiilii (http-3).

Trietoksikaprililsilan kozmetik igerik olarak, Kozmetik madde veri tabani’ (CoslIng)
veritabanina dahil edilmistir. Bununla birlikte, Kozmetik Yonetmeligi'nin Eklerinin herhangi
birinde diizenlenmemistir ve bu nedenle giivenilirligi ya bir renklendirici, koruyucu madde
veya UV filtresi olarak degerlendirilmemistir. Trietoksikaprililsilan Tiiketici Giivenligi
Bilim Kurulu (SCCS) tarafindan ¢inko oksit nano-formlar1 tizerinde bir kaplama olarak
degerlendirilmistir.

Kozmetik Madde Incelemesi'nin (Cosmetic Ingredient Review (CIR)) deneme
raporunda (2016) 6zetlenen ¢aligmalar, trietoksikaprililsilanin nispeten toksik olmadigini ve
genotoksik olma olasiligimin diisiik oldugunu gostermektedir. Cilde orta derecede ve yiiksek
tahris edici, goze hafif tahris edici olarak kabul edilir. CIR Uzman Paneli, giivenlik
degerlendirmesinde acgiklanan konsantrasyonda mevcut kozmetik uygulamalarinda ve
kozmetikte konsantrasyonda giivenli oldugu sonucuna varmistir (Bernauer ve ark., 2016).
Kullanim ve tiretimi agsagidaki gibidir (http-4).

1) Sanayi Kullanimlart: yapistiricilar ve dolgu macunu kimyasallari, bitirme ajanlari,
ara lrtinler, diger kategoriler tarafindan tarif edilmeyen boya katki maddeleri ve kaplama
katki maddeleri

2) Tiiketici Kullanimlari: yapistiricilar ve sizdirmazlik tiriinleri, boyalar ve kaplamalar.

1.8. Toksisite Belirleme i¢in Kullanilan Test Yontemleri

Nanoparcaciklarin eksiksiz bir risk degerlendirmesi i¢in, sadece bu malzemelere

maruz kalma seviyesine deginmek degil, ayn1 zamanda potansiyel tehlikelerini de belirlemek
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gereklidir. In vitro sitotoksisite testi, bu partikiiller ve biyolojik prosesler arasindaki olasi
etkilesimlerin degerlendirilmesinde ilk adimi olusturur. Nanopartikiil maruziyetine bagl in
vitro hiicre sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in en yaygin kullanilan analizler arasinda 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT), alamar mavisi (AB) ve notr
kirmizi alim (NRU) deneyleri vardir. Bunlarin hepsi kolorimetrik analizlerdir, ancak prensip
olarak farklilik gosterir ve bu nedenle sitotoksisite mekanistik siiregleri hakkinda

tamamlayici bilgiler sunar.

1.8.1. Mitokondriyal aktiviteye dayali MTT testi

MTT deneyi, MTT reaktifinin, NAD (P) H'ye bagh enzimler tarafindan ¢éziinmeyen
formazana indirgenmesine dayanir (Costa ve ark., 2016). Bu proje kapsaminda sentezlenen
maddelerin hiicreler iizerindeki etkin konsantrasyon araliginin belirlenmesi amaciyla MTT
toksisite testi tercih edilmistir. MTT testi, sar1 renkli suda ¢ozilinebilen tetrazolyum tuzunun
mor renkli ¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisiimiine dayali, hizl1 ve hassas, kolorimetrik
bir testtir. Tetrazolyumun formazana doniisiim iiriinleri NADP ve NADPH ’nin indirgenmesi
ile olusur. MTT yonteminde canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenazi, tetrazoliyum
halkasin1 boler, boylece hiicre igerisinde tetrazoliyum tuzu formazan iriiniine gevirilir.
Hiicrenin canlilig1 (metabolik aktivitesi) kayboldugu zaman mitokondriyal fonksiyon azalir
ve sonu¢ olarak tetrozoliyum tuzunun formazan iriiniine ¢evrilebilme yetenegi azalir.
Formazan miktar1 bir¢ok hiicre hattinda hiicre sayisi ile orantili olarak olusur. Bu nedenle

MTT testi hiicre canliliginin veya ¢ogalmasinin dl¢iilmesinde kullanilir (Fotakis ve Timbrell,
2006).

1.8.2. ROS testi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal metabolizma ve ksenobiyotik maruziyetinin
tirlinleridir ve konsantrasyonlara bagli olarak ROS, hiicreler ve dokular i¢in faydali veya
zararl olabilir. Fizyolojik diisiik seviyelerde, ROS hiicre i¢i sinyalleme ve regiilasyonda
“redoks haberciler” olarak islev goriirken, asirt ROS hiicresel makromolekiillerin oksidatif
modifikasyonunu indiikler, protein fonksiyonunu inhibe eder ve hiicre 6liimiinii tesvik eder.

Ek olarak, glutation, tioredoksin ve piridin niikleotit redoks c¢iftleri gibi cesitli redoks
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sistemleri, apoptotik hiicre O6liimii dahil olmak {iizere hiicre sinyallesmesine ve hiicre
fonksiyonunun modiilasyonuna katilir. Hiicre apoptozu, hiicre dis1 ve hiicre i¢i sinyallerle iki
ana yol, 6liim reseptorii veya mitokondri aracili yolaklar yoluyla baslatilir. Cesitli patolojiler,
ROS artiglarina ve ya antioksidan azalmaya, hiicre i¢i redoks homeostazinin bozulmasina ve
lipit, protein ve ya DNA'nin geri doniisiimsiiz oksidatif modifikasyonlarina neden olan
oksidatif stres kaynakli apoptotik sinyallemeden kaynaklanabilir (Circu ve Aw, 2010).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel oksidatif metabolizmanin dogal yan
tirlinleridir ve hiicre sagkalimai, hiicre 6liimii, farklilagsma, hiicre sinyallemesi ve iltihapla ilgili
faktor tretiminin modiilasyonunda 6nemli roller oynar. Biyolojik agidan 6nemli ROS
elemanlari, singlet oksijen (*O.), siiperoksit (O,~), hidroksil (HO-), hidroperoksil (HO,),
karbonat (COs™), peroksil (RO;), alkoksil gibi serbest radikalleri igerir. (RO ¢) ve
karbondioksit radikali (CO.-)ve hidrojen peroksit (H.O.), hipobroméz asit (HOBr),
hipoklorik asit (HOCI), ozon (O;), organik peroksit (ROOH), perozinitrit gibi radikal
olmayanlar (ONOO-"), peroxynitrat (O.NOO-), peroksijenit asit (ONOOH),
peroksomonokarbonat (HOOCO;), nitrik oksit (NO) ve hipoklorit (OCI). O, O2 = -
stiperoksit dismutazlarin (SOD) aracilik ettigi H202'ye hizli bir sekilde indirgenmesine bagh
kisa bir biyolojik yasam omriine sahip serbest bir radikaldir. Bununla birlikte, (H.O,), uzun
bir biyolojik 6mrii ve serbest radikallere kiyasla daha yiiksek stabiliteye sahip, ROS'un
radikal olmayan bir tiirevidir (Dayem ve ark., 2017).

ZnO NP'lerin bugiine kadarki en iyi ¢alisilmis etki mekanizmasi, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) tiretilmesidir. ROS, hiicre metabolizmasi sirasinda dogal olarak iiretilir ve
konsantrasyonlari, hiicresel antioksidan sistemler (6rnegin, glutation [GSH], siiperoksit
dismutaz, katalaz) tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Hiicrenin antioksidan sisteminin
bu bilesenleri normal hiicre islevi i¢in 6nemlidir ve ROS'un fizyolojik seviyeleri, hiicresel
yollarin ikinci habercisi ve aktivatorleri olarak islev goérebilir. NP kaynaklt ROS'un altta
yatan mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, asgari istenmeyen etkilerle en biiyiik terapotik
fayday1 saglayan NP'lerin rasyonel miithendisligine olanak saglayacaktir (Jain ve ark., 2018).

NP aracili ROS iiretimi, enflamasyon, fibroz, genotoksisite ve karsinojenez gibi bir
dizi patolojik olay baslatir ve biiytikliik, yiik, yiizey alan1 ve kimyasal yap1 gibi NP'lerin
fizikokimyasal ozellikleri ile modiile edilir. NP ile iliskili toksisite, pro-inflamatuar ve

fibrotik sitokinlerin ekspresyonunu ve artan ROS olusumunu etkileyebilen makrofajlar ve
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notrofiller gibi enflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu tetikleyebilir (Abdal Dayem ve ark.,
2017).

ROS, proteinler, lipitler ve poliniikleotitler dahil olmak {izere hiicresel
makromolekiillerin oksidatif modifikasyonlar1 bakimindan oldukg¢a aktif olan oksijen
metabolitleridir. Hiicresel redoks homeostazi, ROS iiretimi ve hiicredeki antioksidan sistem
arasindaki denge ile saglanir. ROS agir1 iiretildiginde veya endojen antioksidan kapasitesi
azaldiginda, ayirt edici olmayan oksidasyon zararl etkiler yaratarak “oksidatif stres” e neden
olur. Birgok ¢alisma, asir1 oksidatif stresin hiicreye zararli oldugunu ve ciddi sitotoksisiteye
neden oldugunu kanitlamigtir. Mitokondri ROS kaynagidir. ROS seviyesi asildiginda,
mitokondriyal biitiinlik ve zar yapilari zarar goriir; nihayetinde redoks denge sistemi
tehlikeye girer ve bu sonucta mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol agar ve ayrica
hiicresel makromolekiillerde, 6zellikle DNA'da ciddi hasara neden olur. DNA hasarinin
kapsami, hiicre kaderini hiicre dongiisii durdurma, DNA onarimi veya apoptotik yollarin
aktivasyonu ile belirler. Ayrica, DNA hasar1 kromozomal kirilma ve mikroniikleus olusumu

ile sonuglanir (Bai ve ark., 2017).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Cahismada Kullamilan HaCaT Hiicreleri

Deneylerde saglikli hiicre hatlar1 olan HaCaT (insan deri keratinosit) hiicreleri
kullanilmstir. HaCaT hiicreleri, Hiicre Hatt1 Servislerinden (CLS, Eppelheim, Almanya)
satin alindi1 ve Dulbecco'nun Modifiye Kartal Ortaminda (DMEM) yiiksek glikozlu (Sigma
Aldrich, Almanya) bir tek tabaka halinde tutuldu. HaCaT hiicreleri igin %10°luk inaktive
edilmis Fetal Sigir Serumu, % 1 Penisilin streptomisin ve %7,5 NaHCOjs igeren Dulbecco's
Modified Eagle's besiyeri kullanilmistir. Hiicreler 75 ecm?’lik flasklar icerisinde %5 CO;

iceren 37 C’lik inkiibatorde yetistirilerek deneyler i¢in hazir hale getirilmistir.

2.2. Kullanilan MicNo-ZnO Partikiilleri

Calismalarda kullandigimiz farkli kaplama malzemeleriyle kaplanmig MicNo-ZnO
tozlar: Eskisehir Teknik Universitesi Malzeme Bilimleri Miihendisligi Béliimii 6gretim iiyesi
Prof.Dr.Ender SUVACI tarafindan saglanmistir. MicNo partikiiller nano primer partikiillerin
birbirlerine giiclii kimyasal baglarla baglanarak olusturduklari mikron boyutlu altigen plaka
sekilli tozlardir. Malzemelerimiz MicNO ZnO, TECS kapli MicNO ZnO, HPDMS kapli
MicNO ZnO, PDMS kapli MicNO ZnO, Silika kapli MicNO ZnO olarak siralanmistir.

Tablo 2.1 Deneyde kullanilan malzemelere ait ozellikler.

CCT T

MicNo ZnO d10: 3.01pm d50: 4.94 um d90: 9.62 ym

TECS Kapli MicNoZnO  d10: 4.23um d50: 6.34 um d90: 14.21 ym  Triethoxycaprylylsilane

HPDMS Kaph MicNo Zn0  d10: 3.92um d50: 5.39 pum d90: 11.73pm  Hidrojen H oW
PolyDimethylSiloane ~ "* *
PDMS Kapli MicNo ZnO ~ d10: 4.52um d50: 6.16 ym d90: 13.01pm  PolyDimethylSiloxane . il n'_f“ J N

Silika Kaph MicNo ZnO  d10: 4.26pum d50: 6.41 um d90: 1297 pm  Silika
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2.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma), Penicilin-Streptomycin
(Biological Industries), Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma), Tripsin-EDTA solution
(Biological Industries), Dimethyl Sulfoxide (DMSO), KCI (Sigma), NaCl (Merck), KH,PO,
(Merck), Na,HPO, (Merck), EDTA (Merck), MTT (Sigma), ROS Kkiti (Abcam).

2.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm:’lik flasklar (TPP), 96 kuyucuklu plakalar (TPP), cam meziirler, disposable
pipetler (5,10 ve 25 ml hacimlerinde), pastor pipetler, 500 ve 1000 m1’lik Durham siseleri,

Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), rezervuar, Thoma lamu.

2.5. Kullanilan Aletler

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), CO2 inkiibatorii (Heraus), Steril kabin
(Heraus), Kuru hava sterilizatorii (Niive), otoklav (Sanyo), Eliza Cihaz1 (ELx808-1U, Bio-
Tek), Derin dondurucu (-20, -86) (Thermo), buzdolabi, sivi azot kaplari, otomatik pipetler
(Ependorf), kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), 12 Kanalli mikropipet

(Eppendorf), dagitic1 pipet (Eppendorf), IX 70 Inverted mikroskop (Olympus).

2.6. Kullanilan Arag¢ ve Gerecin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili
olarak sterilizatdrde 180 °C’de 2 saat, bazi cam ve plastic malzemeler ile s1v1 soliisyonlar
aliiminyum folyolara saril1 olarak otoklavda 121 °C, 1,5 atm/Hg basingta 20 dakika, siire ile
steril edilerek kullanilmistir. Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2 um aralikli seliiloz nitrat

filtreden gecirmek suretiyle steril edilerek kullanilmistir.

2.7. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

Test maddelerine uygulanan konsantrasyonlar diliisyon yontemi uygulanarak
yapilmistir. Konsantrasyon araligi olarak 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml,
80 ug/ml araligr tercih edilmistir. Bu konsantrasyonlar daha once laboratuvarimizda

yaptigimiz 6n denemeler ve literatiirde benzer malzemelerle yapilmis olan ¢aligmalar (Geng
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ve ark., 2018) g6z oniinde bulundurularak belirlenmistir. Konsantrasyonlar hazirlanirken

¢oziicii ortam olarak besi yeri kullanilmigtir.

2.8. Yontem
2.8.1. HaCaT hiicrelerinin kiiltiirii

Deneylerde saglikli hiicre hatlar1 olan HaCaT (insan deri keratinosit) hiicreleri
kullanilmistir. HaCaT hiicreleri i¢in %10’luk inaktive edilmis Fetal Sigir Serumu, % 1
Penisilin streptomisin ve %7,5 NaHCO; igeren Dulbecco's Modified Eagle's besiyeri
kullanilmistir. Hiicreler 75 cm?2’lik flasklar igerisinde %5 CO, igeren 37 C’lik inkiibatdrde

yetistirilerek deneyler i¢in hazir hale getirilmistir.

2.8.2. Hiicrelerin testler i¢cin hazirlanmasi

Uygun kosullarda c¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklar1 zaman PBS-EDTA ile 2 kez yikandiktan sonra tripsin-EDTA ile muamele
edilerek flask tabanindan kaldirilmistir. Thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi
icin 96 kuyucuklu plakalarin her kuyucugunda belirlenen sayida (10000) hiicre olacak
sekilde aktarilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi i¢in plakalar 37°C’de 24
saat inkilibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki
besiyerleri plakalarin ters cevrilmesi suretiyle uzaklastirilmistir.Hiicrelerin iizerine test
maddelerinin  sitotoksik etkilerini  belirlemek {izere, test maddelerinin istenen
konsantrasyonlarini igeren taze besiyerleri ilave edilip 24 saat 37°C’de CO; inkiibatoriinde

inkiibe edilmistir.

2.8.3. MTT ol¢iimii

Test maddeleri ile 24 saatlik muameleye tabi tutulan hiicreler lizerindeki medyum
uzaklastirilarak, hiicreler 5 mg/ml MTT soliisyonu ile 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
siire sonunda hiicrelerden MTT boyast uzaklastirilmistir. Canli hiicreler tarafindan
olusturulan formazan tuzlarmin ¢dziinmesi i¢in her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave
edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda

okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik orani % 100 olarak
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kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari yiizde olarak ifade edilmistir. Bu testler

3 kez 8 tekrarli olarak gercgeklestirilmistir.

2.8.4. Hiicre i¢i ROS seviyesi ol¢iimii ile sitotoksisite belirlenmesi

ROS deneyi Abcam marka ROS assay Kit ile yapilmistir. Deney basamaklar tiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda uygulanmistir.Hiicreler uygun yogunlukta siyah renkli 96
11 plakalara ekilerek 24 saatlik 37°C %5CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir. Daha sonra
ROS inhibitorii negatif kontrol hiicrelerine eklenerek 30 dakika boyunca 37 °C de inkiibe
edilmistir. ROS / siiperoksit saptama karigimi1 test maddeleri ile birlikte hiicrelerle muamele
edilmis ve 30-60 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra d6rnekler floresan mikroplaka
okuyucuda Ex=488nm, Em=520nm olacak sekilde okutulmustur. Bu test 3 kez

tekrarlanmigtir
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3. BULGULAR

3.1. MTT ve ROS Testleri Sonuglari

Test maddelerinin uygun konsantrasyonlari, sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amactyla HaCaT hiicreleri iizerine 24 saat uygulanmis, sonrasinda hiicrelere MTT verilmis
ve ELISA plate okuyucusunda sonuglar degerlendirilmistir. Daha sonra 24 saat siire ile

secilmis konsantrasyonlarda ROS olusturma potansiyelleri tespit edilmistir. Ornekler
floresan mikroplaka okuyucuda degerlendirilmistir.

3.1.1. Tasarlanmis MicNo ZnO Partikiillerinin MTT ve ROS testleri sonuclari

i

IC50

H

(Hucre canliligi)%

T T T T
Kontrol 10 20 30 40 50 80

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.1. MicNo-ZnO’nun, HaCaT hiicreleri tizerindeki 24 saatlik etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi.
(* Kontrole gore anlamli gruplar: gostermektedir, p<0.05 kabul edilmistir)
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Sekil 3.2. MicNo-ZnO 'nun, HaCaT hiicreleri tizerindeki 24 saatlik etkisinin hiicre i¢i ROS seviyesi dl¢timii ile
degerlendirilmesi. (* Kontrole gore anlamli gruplar: gostermektedir, p<0.05 kabul edilmistir)

Sekil 3.1 farkli MicNo ZnO konsantrasyonlarmin, MTT testine gore HaCaT
hiicrelerinin canliligi {izerindeki etkilerini gostermektedir, HaCaT hiicreleri 10 pg/ml’lik
konsantrasyona maruz kaldiginda hiicre canliliginda % 10 oraninda diisilis saptanmigstir. 20
pg/mP’lik konsantrasyona maruz kaldiginda ise hiicre canliliginda % 25 oraninda azalma
goriilmistiir. 30 pg/ml’lik konsantrasyonda % 37, 50 pg/ml’lik konsantrasyonda % 62
oraninda, 80 pg/ml’lik konsantrasyonda %85 oraninda diisiis belirlenmistir. 1C50, 42 ug /ml
olarak hesaplanmustir.

Sekil 3.2'deki sonuglar, kontrol grubuna kiyasla MicNo ZnO'nun farkh
konsantrasyonlarinin ROS olusumundaki etkilerini gostermektedir. ROS seviyesi, 10 ug/ml
konsantrasyonda yaklasik % 2 oraninda artarken, 20 ve 30 ug/ml'lik konsantrasyonlarda %

18 oraninda artt1g1 goriilmiistiir.
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3.1.2. HPDMS kaph tasarlanmis MicNo ZnO Partikiillerinin MTT ve ROS testleri
sonuc¢lar

[ kontrol
I 10ug/mi
[ ]20ug/mi
120 N N 30ug/ml
* T [ ]40ug/ml
] T I 50ug/ml
I s0ug/ml
9\i *
k=)
=
IS
o
Qo
(&)
5 IC50
\I-/ *
T v v T
Kontrol 10 20 30 40 50 80
Konsantrasyon (ug/mil)

Sekil 3.3. HPDMS ile kaplanmis MicNo-ZnO’nun farkli konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri tizerindeki 24

saatlik etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (* Kontrole gore anlamii gruplar: gostermektedir,
p<0.05 kabul edilmistir)
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Sekil 3.4. HPDMS ile kaplanmis MicNo-ZnO’nun farkli konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri iizerindeki 24
saatlik etkisinin hiicre i¢ci ROS seviyesi ol¢iimii ile degerlendirilmesi. (* Kontrole gére anlamli gruplar
gostermektedir, p<0.05 kabul edilmistir)

Sekil 3.3' deki sonuglar, MTT testine gore 10 pg/ml’lik konsantrasyonda HPDMS ile
kaplit MicNo-ZnO'nun, hiicre canliliginin % 5 oraninda, 20 pg/ml’lik konsantrasyonda ise
%10 oraninda arttig1, herhangi bir toksisite etkisine neden olmadan, HaCaT hiicrelerinin
hiicre canliligi tizerindeki olumlu etkilerini gostermektedir. 30 pg/ml konsantrasyonda hiicre
canliligi % 25 oraninda azalmistir. Hiicrelerin canliligi sirasiyla 40 ug/ml konsantrasyonda
% 35 oraninda, 80 pug/ml konsantrasyonunda belirgin bir sekilde % 90 oraninda azalmustir.
IC50, 43 pg/ml konsantrasyonundadir.

Sekil 3.4'de HPDMS ile kaplanmis MicNo-ZnO’nun, 10 pg/ml’lik konsantrasyonda
10 % oraninda, 20 pug/ml’lik konsantrasyonda 15 % oraninda, 30 pg/ml’lik konsantrasyonda

25 % oraninda ROS {iretimi kapasitesinin arttig1 saptanmustir.
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3.1.3. PDMS kaph tasarlanmis MicNo ZnO Partikiillerinin MTT ve ROS testleri
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Sekil 3.5. PDMS ile kaplanmis MicNo-ZnO’nun farkli konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri iizerindeki 24
saatlik etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi (* Kontrole gore anlamli gruplart gostermektedir,

p<0.05 kabul edilmistir)
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Sekil 3.6. PDMS ile kaplanmis MicNo-ZnO’nun farkli konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri tizerindeki 24
saatlik etkisinin hiicre i¢ci ROS seviyesi ol¢timii ile degerlendirilmesi. (* Kontrole gére anlamli gruplar
gostermektedir, p<0.05 kabul edilmistir)

MTT analizine gore, Sekil 3.5'de, PDMS ile kapli MicNo-ZnO'nun hiicre canliliginda,
10 pg/ml’lik konsantrasyonda 7 % oraninda, 20 pg/ml’lik konsantrasyonda 10 % oraninda,
30 pg/mP’lik konsantrasyonda 20 % oraninda hiicre sayisinda diisiise neden oldugu
saptanmistir. Diger bir yandan, 40 pg/ml konsantrasyonunda % 55 oraninda, 80 pg/ml
konsantrasyonda ise, % 65 oraninda azalma belirlenmistir. Bununla birlikte, PDMS ile
kaplanmis MicNo ZnO’nun yiiksek konsantrasyonlariin, HPDMS ile kapli MicNo ZnO ve
MicNo-ZnO’nun yiiksek konsantrasyonlari ile karsilastirildiginda daha az sitotoksik oldugu
gozlenmistir. PDMS ile kaplanmis MicNo ZnO’nun IC50 degeri, 58 ug/mi
konsantrasyonundadir.
Sekil 3.6'daki ROS grafigine bakildiginda, PDMS ile kaplanmis MicNo ZnO ile
kaplanmamis MicNo ZnO (Sekil 3.2) karsilastirildiginda 20 ve 30 pg/ml
konsantrasyonlarinda nispeten fazla ROS olusumunu 6nledigi goriillmektedir. PDMS ile

kaplanmis MicNo-ZnO’nun, 10 pg/ml’lik konsantrasyonda 10 % oraninda, 20 pg/ml’lik
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konsantrasyonda 15 % oraninda, 30 pg/ml’lik konsantrasyonda 20 % oraninda ROS iiretimi

kapasitesinin arttig1 saptanmistir.

3.1.4. Silika kaph tasarlanmis MicNo ZnO Partikiillerinin MTT ve ROS testleri
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Sekil 3.7. Silika ile kaplanmig MicNo-ZnO’nun farkli konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri iizerindeki 24
saatlik etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi (* Kontrole gore anlamli gruplart gostermektedir,
p<0.05 kabul edilmistir)
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Sekil 3.8. Silika ile kaplanmigs MicNo-ZnO’nun farkli konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri iizerindeki 24
saatlik etkisinin hiicre i¢ci ROS seviyesi ol¢timii ile degerlendirilmesi. (* Kontrole gére anlamli gruplar
gostermektedir, p<0.05 kabul edilmistir)

Silika ile kaplt MicNo-ZnO'nun MTT analizinde, 10 ug/ml’lik konsantrasyonda % 95
oraninda ve 10 pg/ml’lik konsantrasyonda % 83 oraninda hiicre yasayabilirligi i¢inde daha
az toksik olarak kabul edile bilir. Ancak konsantrasyonu 30 pg/ml dan 80 ug/ml kadar
arttirdigimiz zaman, belirgin bir sekilde hiicre canliligint % 50 oranindan % 7 oranina
diismistiir. IC50 35 ug/ml konsantrasyondadir.

ROS tahlilinde ise Sekil 3.8'de Silika ile kaplanmis MicN0o-ZnO, uygulamanin, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda % 10, 20 ve 30 ug/ml'lik dozlarda hafifce ROS olusumunu
indiikledigini gosterdi; ROS olusumunun uyarilmasinda MicN0-ZnO, ayrica silika, oksidatif
stresi indiikleme kabiliyetine sahip olmadigindan diger kaplama malzemesinden daha iyidir
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3.1.5. TECS kaph tasarlanmis MicNo ZnO Partikiillerinin MTT ve ROS testleri
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Sekil 3.9. TECS ile kaplanmis MicNo-ZnO’nun farkli konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri iizerindeki

24

saatlik etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (* Kontrole gore anlamii gruplart gostermektedir,

p<0.05 kabul edilmistir).
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Sekil 3.10. TECS ile kaplanmis MicNo-ZnO’nun farkli konsantrasyonlariin, HaCaT hiicreleri iizerindeki 24
saatlik etkisinin hiicre i¢i ROS seviyesi ol¢iimii degerlendirilmesi (* Kontrole gére anlamli gruplar:
gostermektedir, p<0.05 kabul edilmistir)

TECS ile kaplanmis MicNo-ZnO'nun MTT analizine gore (sekil 3.9), 10 ug/ml’lik
konsantrasyonda % 7 oraninda ve 20 pg/ml’lik konsantrasyonda % 10 oraninda ¢ok diisiik
toksisite gostermistir. Ayn1 zamanda dozu 30 ila 80 ug/ml arasinda arttirmak, hiicre
canliliginda, % 70 ila % 60 oraninda olmak tizere ¢ok az degisiklige yol agmustir.

TECS ile MicNo ZnO kaplanmasinin ROS diretim analizinde 10 upg/ml’lik
konsantrasyonda % 10 oraninda ve 30 pg/ml’lik konsantrasyonda % 25 oraninda ROS
olusumunu arttirdigr ve bu zaman MicNo-Zno kaplanmasi, kaplanmamis MicNo ZnO'dan

daha fazla ROS formasyonu yarattigi goriillmiistiir.
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3.1.6. Test maddelerinin IC50 sonu¢larimin degerlendirilmesi
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Sekil 3.11. Test maddelerinin IC50 sonuglarinin degerlendirilmesi.

MTT deney sonuglarina gore farkli kaplama malzemeleri ile kaplanmis MicNo ZnO

NP’lerin IC50 degerlerine bakildiginda,

malzemesinin TECS oldugu saptanmustir.

hiicre canliligim1 en az etkileyen kaplama
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3.1.7. Test maddelerinin ROS sonug¢larinin degerlendirilmesi
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Sekil 3.11. Test maddelerinin ROS sonuglarinin degerlendirilmesi

Farkli kaplama malzemeleri ile kaplanmis MicNo ZnO NP’lerin ROS analiz
degerlerine bakildiginda, hiicre canliligini en az etkileyen kaplama malzemesinin Silika

oldugu gozlemlenmistir.
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4. TARTISMA

ZnO NP sitotoksisitesini azaltmada daha etkili bir strateji hiicrelerin i¢gine NP alimini
azaltmak ve soliisyonda ¢6ziinmelerini engellemektir. ZnO NP'lerin toksisitesi ile ilgili baz1
caligmalar, NP kaynakli oksidatif stres ile sitotoksisitede merkezi bir rol oynayan yedi farkli
hiicrede doza bagli sitotoksisite gostermistir. Bugiine kadar yapilan ¢alisma 6nemli olmasina
ragmen, kesin NP ¢oziinme mekanizmalart ve bunlarin ZnO nanopartikiillerinin
sitotoksisitesini nasil etkiledigi heniiz net degildir. Bu siire¢ i¢in kritik olan, NP biyolojik
etkilesimlerinde 6zel 6neme sahip olan NP'lerin yiizey 6zellikleridir (Luo ve ark., 2014).

ZnO NP'ler gibi metal oksit nanoparcaciklar: (NP'ler), kozmetik losyonlarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir, ¢iinkii bu bilesiklerin etkili UV emici 6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir, bu nedenle basarili UV blokerleri olarak islev goriirler. Genel olarak, ZnO
NP'leri, mikroelektronik cihazlarda yar1 iletken olarak kullanim gibi endiistriyel amaclar i¢in
ve fotokatalitik aktivite ile su kirleticilerin bozulmasini hizlandirmak ic¢in kullanilmistir.
Dahasi, son zamanlarda, ZnO NP'lerinin bu nanomalzemelerin g¢ekici kimyasal 6zellikleri
nedeniyle biyomedikal ve kanser uygulamalarinda kullanim potansiyeline sahip oldugu
bulunmustur. Onceki calismalar, ZnO NP'lerin, kemoterapétik ajanlarla karsilastirildiginda
terapotik endeksleri agma kabiliyetine sahip yliksek derecede kanser hiicresi segiciligi
gosterdigini bildirmistir (Bai ve ark., 2017).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, sadece Zn** iyonlarmin degil, ayn1 zamanda yiizey
kimyasinin, 6zellikle ZnO NP'lerinden ROS olusumunun, ZnO toksisitesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynadigin1 gostermistir. Simdiye kadar, yiizeysel olarak fonksiyonel hale getirilmis,
biyolojik ortamlarda kararli, toksisitesi diisiik ve ¢ok parlak olan ZnO NP'lerin sentezlenmesi
icin uygun yontemler gelistirmek hala biiyiik bir caba gerektirmektedir (Luo ve ark., 2014).

Suvaci ve arkadaslari (2012), nano boyutlarin roliinii koruyarak nanopartikiillerin yan
etkilerini gidermek i¢in MicNo (= Micron + naNo) partikiilleri olarak adlandirilan nano
primer partikiillerden olusan altigen plaka seklindeki MicNo-ZnO partikiillerini
tasarlamislardir. MicNo antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Suvaci ve ark., 2019). Geng ve
arkadaglarinin  (2018) yaptig1 ¢alismada hem mikro hem de nano boyutlu partikiillerden
olusan ve HaCaT hiicreleri iizerinde incelenen MicNo-ZnO partikiilleri, ZnO

nanopartikiillerine kiyasla daha az sitotoksisite, genotoksisite ve fototoksisite gdstermistir.
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Toksisitedeki bu farkin, hiicrelere niifuz etme egilimlerini etkileyebilecek olan partikiillerin
boyutundaki farkliliklarla ilgili oldugu rapor edilmistir (Geng ve ark., 2018).

Bu tez calismasinda, MicNo-ZnO'yu PDMS, HPDMS, TECS ve Silika ile kaplayarak
kozmetik uygulamalarda kullaniminin yayginlagsmasini hedefleyerek, yiizey kaplamalarinin
MicNo-ZnO tozlarinin sitotoksisite Ozelliklerini nasil etkiledigini belirlemeyi amagladik.
Yiizey modifikasyonu ve doping, ¢inko oksit nanopartikiillerinin sitotoksisite etkilerini
azaltmak ve kontrol etmek i¢in temel bir yontem olarak kabul edilmektedir. Yiizey
modifikasyonu, partikiillerin yiizey kimyasini degistirerek toksisiteyi en aza indirebilir.
Polietilen glikol, ZnO NP yiizeyinin, ZnO NP ile karsilastirildiginda hiicresel alimin en aza
indirilmesi sonucunda degistirilebilecegi iyi bir 6rnektir (Luo, 2014; Sruthi ve ark., 2018).
Cinko oksitli yiizey kaplama ayrica hiicreleri oksidatif strese kars1 koruyabilir ve sitotoksisite
etkilerini azaltabilir (Ramasamy ve ark., 2014). Bu arada, yiizey modifikasyonu
nanopartikiillerin sitotoksik etkisine karsi esasen ¢inko iyonlarinin salinimini minimize
ederek, hiicrelerle yiizey temasini azaltarak ve serbest radikal olusumunu 6nleyerek bir
koruma yolu saglar (Sruthi ve ark., 2018). Manganezli doping ¢inko oksit NP'nin
stabilitelerini arttirdig1 tespit edilen sitotoksisiteyi azaltmaya yardimei olur. Ek olarak Sn ile
doping yapmanin, antibiyotiklere karsi diren¢ kabiliyetine sahip bakterilere daha fazla
antibakteriyel aktivite gosterdigi, buna karsin sitotoksisitenin azaldigr ancak c¢ok fazla
olmadigi gortilmustir ( Tarig Jan ve ark., 2013).

MTT testi sonuglarina gore 10, 20 ve 30 ug/ml konsantrasyonlarda MicNo ZnO NP’leri
(Sekil 3.1), hiicrelerin canliligini sirasiyla % 7, % 10 ve % 20 oraninda azaltig1 saptanmustir.
Diger yandan, 40 pg/ml'den baslayan konsantrasyon hiicre canliligint % 55'e, 80 ug/ml'lik
konsantrasyon hiicre canliligii % 35'e kadar diistirmiistiir. Ancak PDMS ile kaplanmis
MicNo ZnO NP’leri ile HPDMS ile kaplanmis MicNO ZnO NP’lerinin yiiksek
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, PDMS’nin daha az toksik oldugu belirlenmustir.
PDMS ile kapli MicNo-ZnO NP’lerinin 1C50 degeri 48 pg / ml'dir.

Sekil 3.2'deki ROS sonuglarina gore, MicNo ZnO'nun PDMS ile kaplanmasinin, 20
ve 30 pg/ml konsantrasyonlarinda kaplanmamis MicNo ZnO ROS deneyine kiyasla (Sekil
3.6.) nispeten daha fazla ROS olusumunu &nledigini tespit edilmistir; 30 pg/ml ROS
olusumunu sirastyla % 10 ve % 15 arttirmustir, ancak 10 pg/ml konsantrasyonda % 20 artigla
daha fazla ROS olusumu goriilmiistiir.
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Bu tez c¢alismasinda, Onceki c¢alismalarimizda, MicNo ZnO'nun sitotoksisitesinin
azaltilmasinda farkli kaplama malzemelerinin faydali roliinii dogruladik.

PDMS yaygin olarak kullanilmaktadir (Cavusoglu, 2013). MTT ve ROS sonucuna gore
deneyimizde PDMS ile kapli MicNo-ZnO, IC50'nin 58 pg/ml konsantrasyonunda ve ROS
seviyesinin, 10 pg/ml’lik konsantrasyonda 10 % oraninda, 20 ug/ml’lik konsantrasyonda 15
% oraninda, 30 pg/ml’lik konsantrasyonda 20 % oraninda ROS iiretimine neden oldugu
MicNo ZnO'nun sitoksisitesinin azaltilmasinda PDMS en iyi kaplanmis yontem olarak kabul
edilir. Pek ¢ok ¢alismada, hiicre cogalmasi ve ROS olusumundaki olumsuz etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in nanopargaciklarin kaplanmasinda PDMS kullanilmistir ve bir¢ok hiicre
tipindeki toksisiteleri arastirilmistir. Bir calismada, farkli PDMS malzemelerine maruz kalan
fare 3T3 fibroblast kiiltiirlerinin ¢ogalmasinda higbir olumsuz etki gozlenmemesi farkli
PDMS materyallerinin giivenligine dikkat ¢ekmistir (Delivopoulos ve ark., 2011). Ayrica,
intraokdiler lens uygulamalari i¢in farkli PDMS molekiiler agirliklarina dayanan polisiloksan
bazli iire (PSU) elastomerlerini sentezlemeyi amaclayan baska bir ¢alismada da hiicre
proliferasyonu iizerinde olumsuz bir etkisi olmadigi HaCaT hiicrelerinde gozlemlenmistir
(Riehle ve ark., 2019). PDMS ayrica 6zellikle goz i¢i lenslerin sentezlenmesinde gesitli
biyomedikal uygulamalarda kullanilir. lyi seffaflik 6zelliklerine sahip olmasi nedeni ile
hiicre morfolojisi ve canliligint degistirmedigi 1L.929 fare fibroblastlarinda rapor edilmistir
(Riehle ve ark.. 2019 ; Jellali ve ark., 2017). Yukarida belirtildigi gibi PDMS bircok
uygulamada giivenilir olarak kabul edilir ve kozmetiklerde yaygin olarak kullanilir, bu
nedenle PDMS ile nanopartikiillerin kaplanmasi toksisitelerini azaltabilir ve bir¢ok
calismada hiicre proliferasyonunun korunmasinda ve ekstra ROS olusumunun
onlenmesindeki rolii aragtirilmistir (Fisichella ve ark. 2012).

Literatiirde HPDMS ile kaplanmig MicNo-ZnO'nun hiicre canliligt ve toksisitesi
tizerindeki etkisine iliskin kanit yoktur; bu tez caligmasinda, hiicre canliliginin % 5 arttig1 ve
hiicre ¢ogalmasi tizerindeki 10 ve 20 ug/ml konsantrasyonlarda HPDMS ile kaplamanin
MicNo-ZnO ile pozitif etkisini arastirdik. Hiicre canlilig sirasiyla % 5 ve % 10 artarken, 30
pg/ml konsantrasyonda hiicre canlilign % 25 oraninda azalmistir. Hiicrelerin canlilig
sirastyla 40 ng/ml konsantrasyonda % 35 oraninda, 80 pg/ml konsantrasyonunda belirgin bir
sekilde % 90 oraninda azalmistir. 1C50, 43 pg/ml konsantrasyonundadir ve bu, 10 ila 20

ug/ml’lik konsantrasyonlarda HPDMS'nin hiicre ¢ogalmasini arttirmada ve nanopartikiillerin

46



sitoksisite etkilerini kontrol etmede etkili bir kaplama yontemi oldugunu gostermistir. Diger
taraftan HPDMS, MicNo-ZnO kontrol grubuyla karsilastirildiginda hafifce ROS olusumunu
indiiklerken, MTT sonucu ayni1 konsantrasyonlarda hiicre ¢ogalmasini arttirmaktadir. Bu
arada, nanopartikiillerin HPDMS ile kaplanmasinin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak ve
cildi UV 1s181na kars1 korumaktaki roliinii analiz etmek i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir.

Nanopargaciklarin veya ¢inko oksidin, hiicrelerin nanomalzemelerin zararl etkilerine
kars1 korunmasinda tecriibe ile kaplanmasinin rolii bu tez ¢alismasinda arastirilmustir.
Calisgmamizda, MicNo ZnO'nun TECS ile kaplanmasinin teknik olarak ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda bile hiicreleri koruyabildigi belirlenmistir. 80 pg/ml'lik konsantrayonda
bile hiicre canliligint % 30 oraninda azalttigi gozlemlenmistir. Ancak TECS ile kaplama,
kontrol grubu ile kiyasla hafif bir yiiksek ROS olusumuna neden olmustur.

Onceki arastirmalar, ZnO NP'lerinin trietoksikapirilsilan ile kaplanmasinimn, fare
akciger epitel hiicre hattinda ZnO NP ile karsilastirildiginda daha az toksisite etkisi
gosterdigini ortaya koymustur. MTT deneylerinde daha iyi bir hiicresel metabolik aktivite
gozlenir. Ek olarak, ¢inko oksit TECS kaplamasina gore ROS iiretimi daha fazla
goriilmektedir (Zhang ve ark., 2014). TECS ile kaplanan ¢inko oksit nanopartikiillerinin
insan karaciger stellat hiicreleri tizerindeki etkileri bagka bir ¢alismada incelenmistir. Bu
calismada TECS ile kaplanmig ZnO NP’ler ile hiicrelerin muamele edilmesi sonucunda MTT
analiz sonuglarina goére, konsantrasyon artisinin, hiicre canliliginda belirgin bir sekilde
azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (Osmond ve ark., 2014).

Baska bir ¢aligmada da ¢inko oksit silika ile kaplanmis ve kolorektal hiicre hatlar: ile
muamele edilmeden 6nce mide suyunun nanopartikiiller {izerindeki modifikasyon etkilerini
analiz etmek icin sentetik tiikiiriik ve sentetik mide suyu gibi alim sivilarina maruz
birakilmistir. Sonuglar, ZnO NP'nin silika ile kaplanmasinin, NP'in nétr ve asidik durumda
iyonlarin ayrigmasini engelleyerek NP'nin kolorektal hiicre hatlar1 lizerindeki toksisite
etkilerini en aza indirgemekte ¢ok etkili oldugunu gostermistir. Ayrica bu calisma, yiiksek
dozlarda silika kaplt Zno NP'nin toksik olabilecegini ve dozun uygulamadan 6nce dikkate
alinmasi gerektigi anlamina geldigini gostermistir (Chia ve Leong, 2016).

Ek olarak, silika kapli ZnO NP’leri, akut toksisiteyi indiikleme tizerindeki etkilerini
analiz etmek i¢in farelerde arastirilmistir. 10 mg/ kg ve 30 mg / kg dozlarda intravendz ¢inko
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oksit NP enjeksiyonu tiim farelerde 6liime neden olmus, buna karsin tim fareler ayni
konsantrasyon silika kapli ZnO ile muamele edildiginde hayatta kalmistir (Tongu ve ark.,
2014). Elde ettigimiz sonuglara ve literatiir sonuglarina goére silikanin giivenli oldugu ve 10

ila 20 mg / ml'lik konsantrasyonlarda MicNo-ZnO toksisitesini kontrol edip yonetebildigi
sonucuna varabiliriz.
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5. SONUC

Ozgiin MicNo-ZnO partikiilleri ad1 verilen nano primer ZnO partikiillerinden olusan,
altigen plaka seklindeki mikron partikiilleri, ZnO nanopartikiillerine goére ¢ok daha az
sitotoksisite sergilemektedir.

HPDMS ile kaplanmis MicNo ZnO NP’leri MTT testi sonucuna gore en iyi sonucu
vermektedir. TECS ile kaplanmig MicNo ZnO NP’ler ile yapilan MTT deneyinde yiiksek
dozlarin daha az toksik oldugu goriilmiistiir. Ancak fazla ROS iiretimine sebep olmaktadir.
Silika ise ROS a gore en iyi sonug¢ veren kaplamadir. Fakat MTT testi sonucuna gore
toksikdir. Son olarak PDMS diger kaplamalarla karsilastirildiginda MTT ve ROS sonuglarina
gore daha az sitotoksisiteye sahip oldugu goriilmiistiir. Buna gore, kaplanmig MicNo-ZnO
pargaciklari, goriiniir 151k seffafligl, yiiksek yiizey alan1 ve daha giivenli 6zellikleri gibi
nanoparcaciklara kiyasla avantajlar sergiler. Mikron boyutundaki ZnO partikiilleri, bu
sekilde tasarlanan kaplanmis partikiiller, giinesten koruyucu uygulamalar i¢in su anda

mevcut aktif bilesenlere bir alternatif olarak diisiiniilebilir.
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