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GIRIS ve AMAG

Nanoteknoloji, materyalleri nano boyutta incelemeye yarayan, disiplinler arasi
oldukga yaygin olarak ilgi gosterilen bir teknolojidir. Modifiye edilen nanoparcaciklarin
boyutlari <100 nm altinda ise bu materyaller nanopargacik olarak adlandirihr (1).
Nanoteknolojinin 2015 yilinda market hacminin 1 trilyon dolar oldugu tahmin
edilmektedir. Bu nanoparcaciklarin dinya genelinde cok fazla kullaniimasi, bu
maddelerin Uretiminde ve kullanimlarinda nedeni bilinmeyen bazi saglik sorunlarini
ortaya cikarmigtir. Son vyillarda, bu materyallerin neden oldugu saglik sorunlarinin
arastinimasi igin ¢ok sayida galisma yapilmaktadir (2). GUnimuzde bu maddelerin
insan saglgl Uzerinde etkilerini arastirma c¢alismalari popularite kazanmistir.
Nanopargaciklar elektronik, tekstil, kozmetik, lastik ve ila¢ tasima sistemleri gibi birgcok
alanda kullaniimaktadir (3). Bu pargaciklarin sentezinde birden fazla ydntem
kullaniimaktadir. Mekanik asindirma (4), alev sentezi (5), ve sol-jel metodu (6) bu
yontemler arasinda bulunmaktadir. Alev sentezi yontemi bu yontemler arasinda daha
fazla Urin c¢iktisi oldugu igin daha o6ne c¢ikan yontemdir. Nanoparcgaciklar
sentezlenmesinde birden fazla materyal baslangi¢ maddesi olarak kullanilabilir bunlar
arasinda alasimlar, metal oksitler, multi-metal oksitler ve daha fazlasi. Ancak bu
nanomateryaller arasinda en fazla ticari degeri olan nanomateryaller oksit tlrevli olan
nanopargaciklardir. Cinko oksit (ZnO), aliminyum oksit (Al203), demir oksit (Fes0a),
titanyum dioksit (TiOz2) ve silisyum dioksit (SiOz2) bunlar arasinda en fazla tercih edilen
oksit trevli nanomateryallerdir (7). Bunlarin yani sira karbon nanotuplerde (KNT) bu
teknolojide yaygin olarak kullaniimaktadir (8). Son yillarda, nanomateryaller ile yapilan

calismalara ¢ok fazla ilgi vardir.



Bu ¢alisma, nanoparcgaciklarin sitotoksik etkilerini, bu maddelerin in vitro olarak
uygulanmasi ile toksisitesi arasindaki iligkiyi irdelemek igin dusundlmustir. Biz bu
calismadaki planlamamizi, g farkli tipte (ZnO, SiO2 ve Ag) nanoparc¢aciklarin, MCF-7
ve HT-29 hicre hatlarinda biyolojik etkilesimi sonucu neden oldugu toksisite testleri,
ROT’un indUkledigi apoptozun nedenleri ve bu nanopargaciklara kargi hicre hatlarinda
meydana gelen tepki, hasar ve sitotoksik etkileri gen ekspresyonu ve spektrofotometrik

yontemler ile arastirilmasi Uzerine olusturduk.



GENEL BILGILER

NANOMATERYALLER

Nanomateryaller, belirli bir boyuttaki malzemenin buyudkligu 'nin 1-100 nm
arasinda olmasi durumunda bu maddeler Ulusal Nanoteknoloji Inisiyatifi (NNI)
tarafindan nanomateryal olarak sayilir. Son zamanlarda nanoteknolojinin gelismesi ile
birlikte essiz fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip olan nanopargaciklarin
geligtiriimesine olanak saglamistir. Nanomateryallerin  bu 6zellikleri  dolgu,
opaklastirici, katalizor, yariiletken, mikro elektronik, kozmetik, terapétik, diagnostik ve
ilagc tastyict olarak c¢ok vyaygin bir sekilde kullaniimasi ortaya ¢ikarmigtir.
Nanomateryallerin su an hala klinik uygulanabilirligine ve uygunluguna ydénelik birgcok
calisma yapilirken, bu malzemelerin sahip olduklari fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
nedeniyle biyolojik calismalarda, basta kanser olmak Uzere c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ve teshisinde umut vaat eden malzeme arasinda gosterilmektedir.
Modifiye edilmis nanopargaciklar, metal oksit pargaciklar, polimer nanoparcaciklar,
kuantum noktalar ve diger tlarlerde olanlari yaygin olarak Uretilmekte ve
kullaniimaktadir (9). insan sagligina zarar veren bu sitotoksik etkinin, maddenin
kimyasal yapisi, boyutu, yuzey 6zellikleri ve morfolojisi gibi birgok etki eden faktorler
vardir (10). NNI tarafindan 2015 yilina kadar nanoteknoloji sektdériinde ABD’de 2
milyon insanin calisacagini ve trilyon dolarlarca para ulke ekonomisine katki
saglayacagini bildirilmistir (11). Nanoteknoloji alaninda tahminlere gére endustri
devriminin neden oldugu etkinin bile ¢ok 6tesinde bir etkiye neden olacagi tahmin

edilmektedir.



2015 yilinda nanoteknoloji alanin dinyadaki pazar pay! 1 trilyon dolardan daha
fazladir. Nanopargaciklar ne sivi, ne gaz ne de katilar gibi davranirlar ve kuantum
fiziginde farkli bir yere konumlandirilmiglardir. Nanopargaciklar insidental ve modifiye
edilmis olarak iki kategoride ele alinabilir. insidental nanoparcaciklar endiistride yakma
sureglerinin sonucu olarak ortaya g¢ikar. Modifiye edilmis olan nanopargaciklar ise
muahendislik, Gretim ve tiketici kullanimini igin modifiye edilen spesifik

nanoparcaciklardir (12,13).

Su ana kadar kullanilan nanopargaciklarin Uretimi ¢ok fazla miktarda degildir.
Ongérilen bir disiinceye gore 2004 yilinda modifiye edilmis nanopargaciklarin miktari
2000 ton iken bu oranin 2011-2020 tarihleri arasinda 58000 ton ulagsmasi
beklenmektedir (13). Modifiye edilerek Uretilen nanopargaciklarin kullanim alanlari
sinirsizdir. Nanomateryallerin elektrik aletleri, kozmetik, boya ve benzeri birgok alanda
kullanimi giderek artmaktadir. Son yillarda, nanomateryallerin kullanimi biyomedikal
ve biyoteknolojik alanlarda ilag/gen tasiyici, hastalik teghisi, tUmdérli hicrelerin takibi
ve goruntuleme alanlari bu materyallerin tip alaninda kullanildigi alanlardan bazilaridir
(14). Farkh boyutlarda nano tastyicilar, biyouyumlu polimer miseller (15-17), lipozomlar
(18), ylizey modifiyeli nanopargaciklar (19,20), kati lipit nanopargaciklar (21); bunlarin
hepsi belirli amaglar icin gelistiriimis olan nano tasiyicilara érnek olusturur. Sekil 1’de
nanomateryallerin boyutlarina ve sekillerine goére, nanotlp, nanopargaciklar, nanoring,

nanokafes, veya nanoteller olarak gosterilmistir.

Sekil 1. Nanomateryal c¢esitleri A- Nanoteller B- Tek duvarlhh nanotiup
C- Nanopargaciklar D- Nanogubuklar E- Cok duvarl nanotiip (22)



Nanomateryal olarak kullanilan element ve molekullerin sayisi su an da sinirli olup;
bunlar arasinda sirasiyla gumus, karbon nanotupler, fullerenler, titanyum, titanyum
dioksit, silisyum, silisyum dioksit, ¢ginko ve ¢inko oksit (23) en siklikla kullanilanlardir.
Organik lipitleri iceren, polimerler, inorganik silisyum, kuantum noktalar, seramik, diger
metaller ve bakir oksit demir oksit aliminyum oksit gibi metal oksit turleri ve hibritlerde

nanomateryal olarak kullaniimaktadir (16,24,25).

Uygulama alanlarinin sayisi her gegen gun artmasi ile nanopargaciklarin
biyolojik canlhlar icin olusturdugu riskler dolayisiyla “Nanotoksikoloji” adinda yeni bir
disiplin ortaya ¢ikmistir (26). Nanomateryallerin boyutu, yapisi, ¢ézunebilirligi, agrede
olmasi, bu materyallerin ¢ok farkl fizikokimyasal 0zelliklere sahip olmasi ile
baglantihdir. Bu essiz olan Ozelliklerinden dolayl biyolojik etkileri tam olarak
tanimlanamamigtir. Bu 6zelliklere sahip olmasi bu materyallerin biyolojik canllar ile
olan etkilesimi agisindan iki tarafli bir arastirma olanagdi saglamaktadir. Bunlardan ilki
bu maddelerin toksik etkilerinin, ikinci olarak ta bu materyallerin teshis ve tedavide

kullanilabilme olasiliklarinin arastiriimasidir (1,27-30).

Kanser ve Kanser Hiicrelerinin Diger Hiicrelerden Farklari

Hucreler programli hucre 6lumu ya da nekroz ile yok olurken, bir yandan da
blyime faktorleri araciligiyla cogalmaktadir. Kanser, hicrelerinin kontrolsiizce
bdlinUp gogalmasi sonucu ortaya ¢gikmig bir hastaliktir. Kanser hicrelerinin %85 epitel
hucrelerinden turevlenirken ve karsinoma sinifina girerken, mezoderm hucrelerinden
turevlenenlere sarkoma ve bezsel dokulardan turevlenirse bunlara adenokarsinoma
adi verilir (31,32). Kanser hucreleri pek ¢ok karakteristige sahiptirler agagidaki Tablo

1’de normal hucreler ile kanserli hiicreler arasindaki farklar konulmustur.



Tablo 1. Normal hiicreler ile kanser hiicrelerinin bazi 6zelliklerinin
karsilastinimasi (31,33)

_ KANSER HUCRELERI NORMAL HUCRELER

Buyume sinyal
otonomisi

Metastaz

Anjiyogenez

Limitsiz
replikasyon
potansiyelleri

(immortalite)

Apoptozisin
etkisiz
hale gelmesi
Blyume
inhibitor
sinyallerinin
etkisiz hale

gelmesi

Kanser hucreleri  buyume
faktor  sinyallerine ihtiyag
duymazlar.

Kanser hicrelerinin vicudun

bir yerinden diger yerine
hareket ederek metastaz
yaparlar. Buda kanser
olumlerinin en onemli
nedenidir.

Kanser hucreleri, yeni kan

damarlari olusturarak timaorun
yayllmasi igin anjiyogenezi
tetiklerler.

hucreleri

Kanser sinirsiz

sayida bolunurler. Kanser

hdcrelerindeki telomerler
telomeraz enziminin etkisiyle
yenilenirler. Sonug¢ olarak,
telomerlerin  uzunlugu sabit
kalir ve hlcre sinirsiz sayida

bolunur.

Kanser hucreleri apoptotik
sinyallerden kacarlar.

Kanser hicreleri bolinmeyi
inhibe edici faktorlere cevap

vermezler.

Normal hucreler bolunmek igin

bayime  faktorlerine ihtiyac
duyarlar.

Normal hlcreler vicutta yerlerine

baglidirlar ve genelde go¢
etmezler.
Normal hucreler oksijen ve besin

saglamak i¢in kan damarlarina
baglidirlar. Fakat damar yapisi
yetiskinlerde sabittir.

Gogu normal hudcrenin bélinme

sayisi sinirhdir.  immortalitenin
mekanizmalarindan biri
kromozom uglarinda bulunan

telomerlerdir. Hucreler bolinurken
cogu normal hicre tiplerinden

telomerler gittikge kisalir.

Normal hudcreler DNA hasarina
yanit olarak apoptozise giderler.

Normal hicreler homeostaziyi
saglamak igin inhibitor sinyallere

cevap verirler.



NANOPARGACIKLARIN SENTEZLENME YONTEMLERI

Metal tlrevi olan np’lere ilgi her gegen gun kullanildiklari alanlarin fazlalagmasi
ile birlikte, bu pargaciklarinda sentezlenmeleri igin yeni yontemler gelistiriimektedir.
Nanoparc¢aciklar kati, sivi ve gaz fazdan olusan proseslerle sentezlenebilirler. Hangi
fazdan hangi yontemlerle nanopargacik uretildigi Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 2. Nanomateryallerin liretim ve sentez yontemleri (34)

Baslangi¢ Fazi Uretim Teknigi

e Alev Sentezi Yontemi
e Asal Gaz Yogdunlastirma Yontemi

e Fiziksel Buharlastirma Yontemi

Gaz . . .
e Kimyasal Buharlastirma Ydéntemi
e Hizh Katilagtirma Yontemi
e Sol-Jel
e Elektrodepolama

Sivi
e Puskurtmeli DOnusum Prosesi
e Mekanik Asindirma Yontemi

Kat, e Deuvitrifikasyon Yontemi

Nanoteknolojideki en ©6nemli adimlardan biri nano-yapili malzemelerin
hayatimiza girmesiyle bu malzemelerin Uretiminin daha rahat ve ucuz yapilabilmesi igin,
nanopartikdl tretimi ve sentezlenmesi konusu 6nemli arastirma konulari arasindadir.
Nanoteknolojik maddelerin Uretiminin en dnemli altyapisi olan nanopartikillerin Gretimi,
¢ok genis ve farkl kimyasal yapida ve morfolojide sentezi saglanabilir. GUnimuzde,
metal, metal alasimi, seramik ve polimer esasli kimyasal bir formasyona sahip kuresel,
bosluklu, c¢ubuk, katkili ve c¢ekirdek-kabuk morfolojisinde bir¢cok nanopartikil
hazirlanabilmektedir. Nanopargaciklarin Uretiminde kullanilan iki ¢esit yontem vardir;
asagidan yukari ‘Bottom-Up’ ve yukaridan asagiya “Top-Down” olarak adlandirilan
yontemler Sekil 2’de gosterilmistir.



Yukaridan asagiya yonteminde hacimsel materyale kimyasal ve/veya mekanik
igslemler ile malzemeye enerji aktarilarak nano boyuta kadar indirgenilen yontemdir.
Yukaridan asagiya calisma yontemine ornek olarak mekanik asindirma ve o6gutme
verilebilir. Asagidan yukariya olan yontemde ise atomik veya molekuler boyutta yapilari

kimyasal yontemlerle parcacik hale getiriimesi yontemidir (35).

Yukan-Asagi
Bulk
’ ‘ ’ ‘ Toz
=
T
[j [j [j [j MNanopargaciklar
=
.
Atom

AsagrYulan

Sekil 2. Nanopargacik sentezleme metodu



Metalik ve oksit tirinde nanopartikil imal edilmesinde en fazla kullanilan

yontemler ise alev sentezi, mekanik asindirma, hidrojen reduksiyonu, mikroheterojen

sistemlerden Uretim, ultrasonik sprey piroliz, asal gaz yogunlastirma ve kimyasal buhar

yogunlastirma vs. yodntemler nanopartikil Uretiminde kullanilan bazi yéntemlerdir.

Asagidaki Sekil 3’de nanopargacik Uretim yontemleri ve teknikleri ylUzde olarak

verilmigtir.
Nanoparcacik Uretim Yontemleri ve Teknikleri(%)
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
. I I I I
[]
B Mekanik Asindirma ® Mekanik Ogiitme B Mekaniksel Alasimlama
M Fiziksel Buharlastirma Yontemi B Kimyasal Buharlastirma Yontemi  ® Sol-Jel
B Kollodial Kimya B Hidrotermal Metotlar H Diger Cokeltme Metotlari
H Alev Piroliz B Elektro-Patlatma H Lazer Ablasyon
M Plazma Sentez Teknikleri m Mikro Dalga M Ultrases Teknikler
m Biyomimetrik Teknikler M Elektro-depolama W Stperkritik Sivi Coktliirme Yontemi

Sekil 3. Nanopargacik sentezleme yontemleri yuzde olarak gostergesi

Mikroheterojen sistemlerden nanopartikiil tiretimi
Mikroemulsiyon makro olgekte homojenizasyon ve mikroheterojen sistem ise

nano olgekte iki birbiri ile karismayan siviyi ya bir siviyi digerinde heterojenize ederek

ya da ikisini bir arada karigtirarak, aktif molekuller ve filmler sayesinde stabilize hale

9



getirilen sistemin adina mikroheterojen sistem adi verilir. Normal emdulsiyon ve
mikroemdulsiyon arasindaki fark parcacik boyutu ve stabilize edilme farkliliklarindan
gelmektedir. Mikroemulsiyonlarda ¢ok dusuk yuzey gerilimi, daha genis yuzey alani, ya
her iki sivinin birbirinde ¢dzulmesi ya da bu maddelerden birinin sivi-yag yapilarindan
birinde ¢bzulmesi sistemidir. Mikroheterojen sistemler olusturan formlar; jeller, sivi
kristaller, misel ¢ozeltileri ve mikroemulsiyonlarin farkh formlarinda olabilir. Bu teknik
nanopargaciklarin uretiminde, hizli senteze olanak saglamasi ve dusuk maliyetli olmasi
nedeni ile metaller, oksitler, sulfatlar ve suda ¢6zlinmeyen inorganik ve organik
molekullerin nanopartikll olarak sentezlenmesinde kullanilan yaygin bir metottur.
Mikroheterojen  sistemlerle Uretilen nanopartikillerin ~ birgok  kullanim  alani
bulunmaktadir. Bunlar elektrik, medikal ve otomotiv sanayisinde c¢ok siklikla
kullaniimaktadir (36). Mikroheterojen sistemlerle Sekil 4’te gosterildigi gibi nanopartikil

uretimi ve asagidaki sirayla takip edilen bir dizi sentez asamasindan olugsmaktadir.

1) Sentezlenmek istenen nanoparcgacik igin uygun olan mikroheterojen sistemin
secilmesi

2) Reaktantlarin ¢6zimlenmesinden sonra vyapilarinin karakterizasyonu ve
incelenmesi

3) Karistirma ve zamana bagimhligindan ortaya c¢ikan sistemin &zeliklerinin

karakterizasyonlari

Bu yontem ile elde edilen malzemelerin endustride birgok uygulamasi vardir;
fotografik goruntileme ve yariiletkenler igin gimusglu bilesimler, kataliz igin TiO2, Rh, Pt
vs. uygulama alanlarindan bazilaridir. Poroz, cekirdek-kabuk, sandvi¢ veya katkili
nanopartikullerin Uretiminde kolaylikla kullanilabilmektedir. Mikroemdulsiyon yontem ile
bircok nanoparcacik hazirlanabilir. Bunlardan bazilari sunlardir; metal igeren
nanopargaciklar (Cu, Ir, Pt, Ag, Pd, Au, , Rh) (37), silisyum ve diger oksit turevliler
(38,39), polimer tipte (40), yariiletkenler (41), ¢ekirdek kabuk seklinde ya da kaplama
yontemi ile elde iki-metalli nanopargaciklar (Ag/Cu, Pt/Pd, Pt/Ir, Pt/Ru, Ag/Au, Pt/Rh)
(42,43) bu yontem ile ok daha dusuk boyutlarda sivi solUsyonlar iginde nanopargaciklar
elde etmemizi olanak veren bir yontemdir (44).

10
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Sekil 4. Mikroheterojen sistemlerden nanopartikiil tiretimi

Mekanik Asindirma Yontemi

Mekanik asindirma (MA) 1970’li yillarda endustri igin toz partikiller Gretmek igin
geligtiriimis olan, ilerleyen zamanlarda faz karisimlarin ve yeni alagimlarin tretimi de bu
yontem ile gerceklestiriimistir. Mekanik 6gutuculerle boyut kiigultme igleminin temelinde,
numune ile 6gutucu ortam arasindaki ¢arpigmalar sonucu enerji aktarim sistemine
dayanir. Bu yontem yukaridan asagiya Uretim yodntemini kullanmaktadir. Mekanik
asindirma yonteminde intermetalik, seramik, alagim ve kompozit gibi amorf veya nano-
yapili materyallerin genis bir bilesim araliginda sentezi gergeklestirilebilmektedir. Bu

teknikte kullaniimakta olan 6gutucu turleri asagida listelenmigtir (35).

1) Asindirmali Ogitiiciler
2) Titresimli Ogutiiciler
3) Gezegen Oglticiler

4) Yuksek Enerijili Bilyeli Degirmenler

Tozlarin nanopartikil hale getirilirken, gerekli enerji 6guttcuilerin yliksek frekansta
ve dusuk genlikte titresimler olusturmasiyla elde edilir. Bu sentez islemin en buyuk
dezavantajlarindan biri 6gutucu icerisindeki bilyelerden dolayi sentezlenmek istenen
nanopartikulin safligini  etkilemektedir. Diger bir dezavantaj ise o6gutlicudeki
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nanopartikillerin havadaki oksijen ve azotla tepkimeye girerek yuzeyleri Uzerinde azotlu

yapilarin olugsmasina ve oksitlenmesine neden olmaktadir (45).

Sonokimyasal Proses Yontemi

Sonokimyada, yluksek yodunluga sahip ultrasonik dalgalarin Uretilmesi ile sivi
icerisinde istenilen bolgelerde sicaklik ve basincin asiri derecede artmasina yol acan
enerji Uretilerek kimyasal reaksiyon olusturulma yontemidir. Ultrases kap icerisinde
kavitasyona neden olarak akustik bir ortam olusturur. Sivi, ultrasonik dalgaya maruz
kaldiginda, sivi icerisinde daha genis ve basinci yuksek akustik dalgalar meydana gelir.
Negatif basing uygulandiginda, sivi icerisinde “zayif noktalar” adinda bazi aralik formlari
olusur. Bu zayif noktalar sivi igerisinde bazi bdlgelerde gaz birikimlerinin olugsmasina
neden olur. Bu gaz birikimleri eger sivi igerisinde ¢ozulmezse, Ultrasonik ses dalgalari
herhangi bir kimyasal etki gésterememektedir (46). Sonokimyasal proseste nanopartikil
uretmek icin ultrasonik dalgalarla, kimyasal reaksiyonunun tetiklenmesi saglanan sentez
yontemidir. Ultrasonik dalganin frekans araligi 15 kHz ile 1 GHz arasindadir. Sekil 5’de
goriulen piezoelektrik kristalleri aracihgiyla 1-10000 mikron arasindaki dalga boylarinda

ses dalgasi Ureterek, sivi dolu reaksiyon kabinda titresimlere neden olur.
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Sekil 5. Sonokimyasal proses yontemi sematik gosterimi (47)

Olusturulan dalga sayesinde bazi reaktantlar iceride buhar haline gelir. Ultrasonik
dalgalar, baslangigta olusan pargacik ¢ozeltisinin durdurulmasi ve aglomera ve kolonyal
katlelerinin kirlmasina neden olur. Bunun sonucunda sonokimyasal metot ile
parcaciklarin boyutlarinda buyuk oranda bir kiigulme meydana gelir. Ultrasonik dalgalar
iki temel etkiye neden olmaktadir. Bunlardan birincisi ¢ozelti icinde dispersiyon ile birlikte
var olan aglomera malzemenin kirilmasinin saglanmasidir (48). Laboratuvar ortaminda
kullanilan  ultrasonik  banyolarda veya ultrasonik  homojenizatorlerle  de
gerceklestirilebilen bu islem genel olarak temizleme ve maddeyi dispers etmek
amachdir. Dispersiyon etkisi aglomera kutleler arasindaki baglanma kuvvetinin ortadan
kaldiriimasi ile meydana gelir. Deaglomerasyon ve dispersiyon, ultrasonik kavitasyonun
bir sonucudur. Ultrasonik kavitasyon sonucu olusan basing etkisi ile partikuller
arasindaki baglayici kuvvetlerde mekanik stres olusumuna, buna bagl olarakta mikron

alti seviyeye pargalanma ve dispersiyon gergeklesir (49).

13



Sol-Jel Yontemi

Sol-Jel metodu daha duslk sicaklikta oksit tirevli nanomateryallerin Uretilmesine
olanak saglayan bir ydntemdir. Ornegin; tizerinde bulunan gbézenekler sayesinde, daha
kompleks oksit turevli nanoteller yapiimak iginde kullanilir. Bu yontem digerlerine gore
dahi iyi homojenize olmus parcaciklarin elde edilmesine olanak saglarken diger
yontemlerden daha pahali ve verimi daha dusuktur (50). Sol-Jel ydontemi ile nanoboyutta
ince filmler, ultrasaf nanoparcaciklar ve nanoporlara sahip membranlarin elde
edilmesinde kullanilan en iyi sentez yontemlerden biridir. Baslangi¢c malzemesi olarak
metal alkoksitler, organik ve inorganik tuzlar kullanilir. Sol adi verilen polimerizasyon
reaksiyonun olusmasi igin, Sekil 6’da gosterilen basamaklar takip edilerek reaksiyonu
daha iyi bir sekilde 6gutmek icin ylzeye aktif madde eklenir ve kolloidal slispansiyonun
bir formunu elde edildikten sonra, derisik hale gelen c¢ozeltinin jel olarak

yogunlastiriimasidir.

Metal-alkoksit
sollisyon
Hidroliz,
polimeriz

ajan

Nanoporlu
membran

Sekil 6. Sol-Jel yontemi (47)

Bu ¢oOzeltiden elde edilecek ¢Okelti, yikama ve kurutma islemleri ile yapinin son
formunun verilecegi kalsinasyon asamasina hazirlanir. YUksek sicaklikta meydan gelen
kalsinasyon iglemi ile yapi son haline ulastirilir. Sol-jel tekniginde elde edilen son Grinu
etkileyen en onemli faktorler, hidroliz ve yogunlagsma hizidir.
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Asal Gaz Yogunlastirma (AGY) Yontemi

ik defa 1984 yilinda Birringer ve arkadaslari (51) tarafindan nanopartikil Gretimi
icin kullanilan asal gaz yodunlastirma (AGY) yontemi, inorganik materyal, nanokristalin
alasimlarinin ve metallerinin direkt olarak asiri doygun buhar fazindan uretildigi en eski
tekniklerden biridir. Buharlagtirma botu ve hedefe yonelik lazer ablasyonu buharlastirma
kaynaklari arasindadir. Sekil 7’de bulunan dizenekte AGY ydnteminin pargalari
gOsterilmektedir. Buhar olusumuna baglamadan once sistem 1-50 mbar arasinda
vakuma alindiktan sonra asal gaz ile doldurulur. Elektron tabancasi ya da lazer gibi
enerji kaynaklari ile baslangic malzemesi buharlagtirihir. Buharlagan atomlar veya
molekiller kaynagin etrafinda kiimelenir. Buharlasan atomlar sistem icinde bulunan gaz
molekdlleri ile ¢carpisarak enerjilerini kaybetmeleri ile pargacik olusumu, soguk parmak
etrafinda meydana gelir. YUksek gaz basinci olmasi durumunda daha fazla ¢arpisma
meydana gelip soguma gerceklestiginde ¢ok daha kuguk partikullerin sentezlenmesine

olanak saglar.
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Sekil 7. Asal gaz yogunlastirma (AGY) yontemi sematik gosterimi (47)
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Bu yontemde dikkat edilmesi gereken bazi geyler gazin adyabatik
genislemesinden dolayi, buharlasan bazi atomlar ani sogumaya neden olur. Bu soguma
nedeniyle birkag nanometre mertebesinde olsa nanoparcaciklarin kiimelenmesine
neden olur. AGY dikkat edilmesi gereken asal gaz akigi oldugundan dolayi, istenilen
pargacik dagiimi  ve boyutu olustugunda sistemin ¢alismasini durdurmak
gerekmektedir. Aksi halde istenilen parcacik yerine farkli 6zelliklere sahip parcaciklar

sentezlenebilir.

Alev Sentezi Yontemi

Alev sentezi yontemi diger nanopartikal tretim yontemlerine gore daha az enerji
gerektiren ve daha az maliyetli bir Gretim yontemidir. Enerji kaynagdi olarak kullanilan
Isitici ayni zamanda reaktant olarakta kullanilir. Her yil milyonlarca ton karbon siyahi ve
metal oksit Uretimiyle bu yontem dinyada en fazla nanopartikil Uretilen sistemdir.
Flame’le Uretildigi icin oksit tlrevli olan nanopartikillerin sentezinde en basaril
yontemlerden biridir. Sekil 8'de goruldigu gibi metal halojenirler kolay uguculuga sahip
oldugu igin baslangi¢c malzemesi olarak kullanilir. Bu malzemeyle ilk dnce sistem
beslenir ve oksijen ile atomize olarak ince sprey bir yapi olusmasini saglar. Sprey
nozulinun merkezinde olan buharlagsma ve tutugsma, spreyin ucundaki ktiguk alev halka
ile gergeklestirilir. Olusan buhar fazinin oksijen ya da hidrojen gibi bir gazla ile alev
ortamina taginmasi ile reaksiyonlar gaz fazinda gergeklesir. Yanma isleminden sonra
sivi fazdan gaz fazina gegilir. Buhar yogunlagsmasi ile nanopartikiller oda iginde toplanir
(35).

Hz, Hava
Molekiiller veya Kiimelenmeler

® TiO, O sio,

Sinterleme ve Erime
TiCls, Hava l
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Sekil 8. Alev sentezi ile sentezlenen nanopargaciklarin sematik sentez agsamalari
(52)
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NANOMATERYAL KARAKTERIZASYONU

Nanomateryaller ve nanoyapilarin karakterizasyonu, daha buyuk olgekli
materyallerin karakterizasyonunda kullandigimiz geleneksel metotlar, nanoyapilar
icinde gecerlidir. Nanomateryallerin karakterize edilmesi bu pargaciklarin neden oldugu
toksisiteyi de anlamamizi saglar. Bu maddelerin sentezinden sonra karakterize edilmesi
ile materyalin uygun sivi gozeltilerde dispers hale getirilmesiyle in vitro ve in vivo olarak
dogru dozlarin uygulanmasina olanak saglar. Bu maddelerin karakterizasyonunda belli
bazi teknikler kullanilir. Bunlar arasinda kompozisyonlarin karakterize edilmesinde
kullanilan yontemler ve cihazlar sirasiyla, Enerji Dagilimh X-Isini Spektroskopisi (EDS),
Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi (AAS) veya indiiklenebilir Plasma Spektroskopisi
(ICPS) kullanilir. Ters Gaz Kromatografisi Ve Brunauer, Emmett Ve Teller (BET)
teknikleri ise bu maddelerin buyUklik oranlari ve yuzey alanlar hakkinda
karakterizasyonda kullanilan tekniklerden bazilarndir. Taramali Elektron Mikroskopu
(SEM), Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)'de bu
maddelerin boyu ve morfolojileri hakkinda bilgi sahibi olmamiza yarayan yéntemler
arasindadir (53). SEM teknidi ¢ogunlukla maddelerin yuzeylerini incelemek igin
kullanilir. 1x1x1 cm boyutlarinda olan butin materyaller bu yoéntemle rahatlikla
incelenebilir. Bu teknikte eger madde iletken degilse, altin veya karbon kaplama
sayesinde elektron ylklenmesi ve gérunti olusacak bazi bozulmalar engellenmis olur.
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ylzey Uzerinde atomik kuvvet uygulayarak ylzey
Uzerinde hareket ederek tarama yapar. Bunlara ek olarak, AFM ile iletken olmayan
materyaller Gzerinde de g¢alisilabilir. EDS sistemi ise TEM ve SEM sistemlerine entegre

olan bir sistemdir.

NANOPARGACIKLARIN SITOTOKSITESI

Nanoparcgaciklarin farkli alanlarda kullanimi ile birlikte bu maddelere maruz kalan
insan veya diger memeli turlerini de igine alan bazi tanimlanamamis saglik
problemlerine yol acabilmektedir. Bu materyallerin ortaya ¢ikardigi toksisiteleri Uzerine
birgok in vitro ve in vivo ¢alis yapiimaktadir (54). Bu materyallerden bazilarinin makro
boyuttakileri inert veya toksik olmamasina ragmen, bu materyaller nano boyutlara
indirildiginde insanlar veya memeli turlerinde olusturdugu etkiler tam olarak izah
edilememistir (55,56). ik yapilan in vivo calismalarda sican beyinlerinde mikro ve nano

boyuttaki SiO2 pargaciklar uygulandiginda néronlarin zarar gérmesi ile sonuglanmig ve
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beyin astrositlerinde inflamasyon olusumunu induklemigtir (57). Nanomateryallerin
boyutlari ¢ok kuguk oldugu igin kolaylikla kan beyin bariyerini gecerek, noéronlara
rahatlikla ulagabilirler. Nanomateryallerin neden oldugu bazi toksikolojik bildiriler vardir
(58-60). ZnO nanopargaciklarin, inhalasyon yoluyla alinmasi ile ilgili bircok ¢alisma
vardir. Bu c¢alismalardan, hamsterlarda yapilanlar da ¢ok ciddi pulmoner
inflamasyonlara neden oldugu gosterilmistir (61,62). Kaynak isiyle ve diger benzer
islerle ugrasan insanlar icin belirlenen ZnO tozlarina ¢alisma alanlarinda maruz kalma
limiti (Esik Deger Limiti-TLV) 5 mg/m?3 olarak belirlenmistir (63). Son zamanlar da yapilan
bazi ¢calismalar da yuzey alani ile reaktif oksijen turleri (ROT)un Uretimi ve akciger 'de
olan nanoparcgaciklarin pro-inflamasyon etkisi arasinda dogrudan bir iligki belirlenmigtir.
inhalasyon yoluyla alinan nanoparcaciklarin toksik etkilerini aciklamak icin oksidatif
stress ve ROT en iyi gelistiriimis paradigmadir. ROT Uuretiminin hiicrenin antioksidan
defans kapasitesini bastirmasiyla bir redoks dengesizliginin neden oldugu durum
oksidatif stress olarak agiklanir. Dolayisiyla bazi biyolojik etkiler ortaya ¢ikar. Hucre
icinde glutatyon (GSH)'in glutatyon distilfit (GSSG)’ye gore orani sadece bizim hiicre igi
redoks dengesi hakkinda bilgi almamizin degil, ayni zamanda hucre iginde bu oranin
azalmasi dogal bir koruyucu mekanizma olarak ¢alisabilen hicresel sensor fonksiyon
gorevini de yapar (64). Bazi ¢galismalar gostermistir ki bazi nanomateryaller dogal olarak
benign degildir ve bunlarin protein seviyesi dahil hicresel ve hicre alti batin
mekanizmalarin biyolojik davraniglarini etkilemektedir. Dahasi, bazi nanoparcgaciklar
vicudun i¢inde dolasarak organlarda birikir ve hiicre membranina nifuz eder ya da
mitokondriye yerlesip dokulara zarar verici yanitlari da tetikleyebilir. Ag
nanopargaciklarin sitotoksik etkisi olup olmadigi konusunda tam bir uzlagma yoktur.
Ancak, Ag nanoparc¢aciklarda yapilan ¢alismalarda hucre canliliginda azalmaya neden
oldugu ortaya konmustur. Sitotoksisite 'ye neden olup olmadigina karar verebilmek icin
birgok etken vardir. Bunlar; safligi, sentezlenme metodu, Ag nanoparg¢acigindan salinan
Ag iyonlarinin konsantrasyonu, nanomateryalin fizikokimyasal ozellikleri; boyut, yapi,
yuzey fonksiyonu gibi 6zelliklerine goére sitotoksik etkinin degismesine neden olan
faktorlerdendir. Hucre iginde, Ag nanopargacik iyonlari ROT ve Reaktif Nitrojen
Tarlerinin (RNS) Uretilmesine hizli bir redaksiyon ile neden olabilir. ROT ve RNS protein
oksidasyonuna katildigi, lipit peroksidasyonu degrede olmalari, DNA hasarina ya da

apoptoza gidilmesine neden oldugu bilinmektedir (65).
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Nanoparcaciklar Apoptoz ve Hiicre Oliimiinii Nasil indiikler?

Nanopargaciklarin hicrelerle etkilesimi ylzey etkilesimi, endositoz ve membran
penetrasyonu olmak uzere U¢ yolla olmaktadir. Bu tirden olan etkilesimler hicre turu
nanopargacigin boyutu, sekli, cézlucu icinde dagilmasina, ylzeylerinin yuk durumu ve
turine gore farklilik gostermektedir (1). Nanopargaciklarin apoptozu indiklemesinin

calisma mekanizmasi Sekil 9’da gosterilmistir (66).
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Sekil 9. Nanopargaciklarin apoptozisi indiikleme agamalari

Nanoparcgaciklarin hepsinin yuku birbirinden farkli olmasi nedeniyle hiicre ile olan
etkilesimleri de farklilik gésterebilir. Hicre disinda bulunan fosfolipit tabakalari negatif
yuke sahiptir. Nanopargaciklarin yuklerinin farkh olmasi nedeniyle hicre membran
etkilesimleri farklik gdsterirken, bunun yani sira kullanilan nanopargacigin hidrofobik
ve hidrofilik olmasinin ayrica etkilesimlerde bir etkisi vardir. Nanopargaciklarin ytzey
yuku, boyut ve kimyasal kompozisyonlari gibi fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle ROT’ni
olusturma nedenleri arasindadir ve np intrinsik 6zellikleri nedeniyle ya ROT’u ortaya
cikarir ya da bu ROT’lar tutarak etkilerini azaltir (67). Bazi nanopargaciklar ROT un
uretiminin artmasi sonucunda, makrofajlar ve nétrofili gibi bazi hicrelerde inflamasyon
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olusumunu aktive etmistir. Titanyum dioksit, seryum oksit, gimusg ve ¢inko oksit gibi
diger np ise hucre yuzeyinde veya iginde toplanarak, hicrenin oksidatif strese neden
olacak artarda sinyaller almasiyla hlcreyi apoptoz surlklerler (68,69). Butiin np’in
neden oldugu ROT’un Uretiimesinde rol oynayan hicresel mekanizmalar hala tam
olarak anlagilamamig bir konudur. Np’lerin toksisiteye neden olmasi igin, ROT’lari ortaya
clkarmasina gerek yoktur. Yapilan bazi ¢alismalarda ROT ortaya gikmadan hicrenin
toksisite sonucu apoptoz ya da nekroza gittigi calismalar mevcuttur (70). Buna ragmen
np uygulamasi ile ROT’larin ortaya ¢ikmasi hala ¢ok énemli bir ¢alisma alanidir.
Keratinosit ve bronsgiyal hucrelerde yapilan bir galisma yluksek dozda uygulanan tek-
duvarli nanotuplerin ROT, lipit peroksidasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve hucre

morfolojisinde degisikliklere neden olmustur (71).

Nanomateryaller ile Aktive Olan Apoptozis Sinyal Yolaklari

Nanomateryallerin insan saglhgina etkisi tam olarak anlamak igin
nanomalzemelerin  neden oldugu sitotoksisitenin  altinda yatan molekuler
mekanizmalarin ¢ok iyi bir sekilde arastirilmasi gerekliligi gayet aciktir. Apoptozis
hicrenin cesitli streslerle uyarilmasi ile ortaya ¢ikan kompleks bir olaylar zinciridir.
Mitokondriye bagl olan apoptozis ise intrinsik yolakta meydana gelen, mitokondri
membranindan Bax/mitokondri, Bax/bak oligamerizasyonu, daha sonra Bcl-2 ailesinin
regulasyonu ve sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi ile birlikte bu
meydan gelen mitokondriyal sureglerin sonucunda kaspazlarin aktive olmasi ile birlikte
hicrenin degradasyonu ile sonuglanan surecler buttinaduar (72). Farkh boyutta gimus
nanopargaciklar ile yapilan galisma da NIH3T3 fibroblast hicrelerinde mitokondriyal
apoptoz mekanizmalarinin JNK ve ROT turleri arasindaki iliskiyi ortaya koymuslardir.
HCT116 kolon kanseri hucrelerinde ise anti-apoptotik protein olan Bcl-2’'nin up-
reglilasyonu gésterilmistir (73). intrinsik apoptotik yolaklar mitokondriye bagh yolaklar
olarak bilinir. Mitokondriyal DNA hasari, hicresel stres sinyalleri olusumu ve
endoplazmik stres intrinsik apoptotik yolaklarin tetiklenmesinin nedenlerindendir.
Mitokondri bu stres faktorlerine cevap olarak, sitokrom-c (74), apoptozis indukleyici
faktor (AIF) (75), Smac/DIABLO (76), endonukleazG (EndoG) (77) ve Htra2/Omi (78)
gibi pro-apoptotik faktorlerinin ekspresyonu ile bir cevap verir. Sitokrom-c ortama
salinmasi apoptozis surecinin basgladiginin en dnemli gostergelerinden biridir (79). Sekil
10’da ifade edildigi gibi apoptozisin gerceklesmesi icin kaspaz-3 aktivitesinin
tetiklenmesi ile geri donulemez apoptozis sureci baglar. Kaspaz aktivitesi mitokondriyal
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Smac/DIABLO salinimi ile daha da fazla artar (80). Smac proteini apoptoz inhibitoru
olan proteinlere baglanarak kaspaz-9 aktivasyonunu basglatir. Apoptoz surecinin en
onemli adimlarindan biri kaspazlarin aktivasyonudur. Canlh hicrelerde inaktif proenzim
olarak bulunan kaspazlar ya otokataliz ya da klevaj olan diger kaspazlarin yardimi ile

apoptoz surecinde aktif olurlar (81).
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Sekil 10. Kaspaz bagimh ve bagimsiz apoptozis mekanizmasi

Apoptozis, Mitokondri ve ROT

Apoptozis, homeostazi dengesinin saglanmasi igin hucrenin “programli” oluma
olarak agiklanir. Hicrelerin gogalmasi ve 6lumu arasinda bir denge vardir. Canlilarda
var olan hucrelerin korunmasi ya da yeni hicrelerin ortaya ¢ikmasi ile bu denge sabit
kalmaktadir. Mevcut olan hucrelerimiz  fizyolojik proseslerden gecerek vya
programlanmig hicre lumu olan apoptozis ya da patolojik 6lum olan nekrozis gibi 6lum
mekanizmalari ile yok olmaktadir. Apoptozis terimi ilk defa 1972 yilinda J.F.K Kerr
Avustralyali patolog (82) tarafindan tanimlanmistir. Apoptoz tanim olarak htcrelerin
kendi kendilerini genlerle dizenlenen, protein sentezi RNA ve enerjiye gereksinim
duyan, organizmalarda dengenin saglanmasina neden olan hucrelerin kendilerini yok

ettikleri olaydir. Hucresel fonksiyonlarin nanopargacik alimiyla degistigini anlamak igin,
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apoptozis, ROT ve mitokondri arasindaki iligki arastiriimistir (83-85). Apoptoz tek hicreli
canlilarda, apoptozun aktivasyonu i¢ veya dis yolaklar Uzerinden meydana gelebilir (86).
Apoptoz baslamasi igcin DNA onarim mekanizmalarinin durmasi ile apoptoz sureci
baslar. Bu asamada hucrenin apoptoza gidip gitmemesi hucrenin tipine, boyutuna ve
tumor gelistirme riskine baglidir. Apoptoz vicudun hicre sayisinin sabit tutulmasinin
yani sira immun sistem faaliyetlerini de katki saglar. Aktive edilmis lenfositlerinin direkt
olarak apoptoz araciligiyla kendi antijenlerini ortadan kaldirdigi gézlenmistir (87,88).
Apoptotik htucre miktarlarindaki artis dengenin bozulmasina Alzheimer ve Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklara, Ulseratif kolitler, AIDS gibi kronik ve immunolojik
rahatsizliklara neden olabilir (89,90). Disaridan kaynakli apoptozun nedenleri
hormonlar, biiyiime faktorleri, nitrik oksit ve sitokinlerdir. ic apoptoz yolaklarinin
aktivasyonu ise hucrede olugsan DNA hasari, hipoksi ya da isi nedeniyle bir stres
meydana gelmesi ile ortaya ¢ikar (91,92). Apoptoz ayni zamanda tehlikeli organizmalara
maruz kalan hicreleri elimine eder. Ornegin; viral enfeksiyonlara maruz kalan ya da

DNA’lari hasara ugramis hicrelere apoptozis ile ortadan kaldirilir (93,94).

Apoptoziste hucre kugullr, yogunlasir ve c¢evreyle olan normal temasini
kaybeder. Apoptozisin olusmasinda birgok gen adi gegmektedir. Ancak, Bcl-2, p53 ve
Bax gibi proteinler, bu slrecte en fazla arastirilanlar ve en 6ne ¢ikan apoptoz ile ilgili
genlerdir. Bu genler birbiri ile uyumlu ¢alistiginda apoptotik sire¢ normal galismakta
eger bu calisma uyumu bozuldugunda ise bu genler onkogen gibi hareket etmeye
baslamakta ve hiicre proliferasyonunun kontroli kaybolmaktadir (95). Bircok hticre
olumu mitokondri ile dogrudan ilgilidir. Mitokondri Uzerinde bulunan Bcl-2 proteinleri
mitokondride meydana gelen hasari tespit eder (96,97). Bax proteinlerinin aktive
edilmesi mitokondri membraninin stabilizasyonu bozduktan sonra sitoplazmaya
sitokrom-c’nin salinmasina neden olur. Normal sartlarda apoptotik herhangi bir uyari
olmadiginda monomerik halde bulunan apaf-1 sitokrom-c’nin yayilmasi ile apoptozom
forma donagsur (98). ROT sitokinlere ve buylume faktorlerine bir cevap olarakta Uretilebilir
ve hucre komponentlerinde oksidatif hasara neden olur (99). Antioksidanlar ROT’larin
neden oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Bunlar Vitamin C, Vitamin E, melatonin
yaygin antioksidanlardir. SOD, CAT ve GPX gibi antioksidan enzimler ise hicre igindeki
ROT tarlerine kargl kendilerini okside ederek bu radikalleri inhibisyonuna neden olurlar
(100,101).

22



APOPTOZUN DUZENLENMESINDE GOREV ALAN GEN BOLGELERI

Apoptoz surecinde birgok gen gorev almaktadir. Ama bu genler arasinda en

onemli gbrevlere sahip olan genler ise, Bcl-2 ailesi, Bax, kaspazlar ve p53 genidir.

Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi birbirlerinin tersine isleve sahip iki aile grubundan olugsur. Bu aile
gruplarindan birincisi pro-apoptotik yani apoptozu indtkleyici rol oynayan grup digeri ise,
anti-apoptotik aileye giren ve apoptozu baskilayici rol oynayan diger bir gruptur.
Ornegin, pro-apoptotik Bcl-2 ailesinin Uyeleri sitokrom-c proteini indiiklerken, anti-
apoptotik Bcl-2 ailesindeki proteinler ise sitokrom-c’yi baskilayarak apoptozu
engellemeye calisir. Sekil 11’de gosterildigi gibi bu aileye ait 25 adet Gye vardir.
Mitokondride, nukleus disinda ve endoplazmik retikulum (ER)’nin zarinda bulunan Bcl-
2 proteini, 25-26 kDa agirhginda olan bir proteindir. ER’de apoptozda énemli bir rol
oynamaktadir. ER kalsiyum depolarinin saliniminda rol oynarken, bir yandan da 6lum
yolaklarini aktive ederek mitokondri igin dogrudan pro-apoptotik uyari gdénderir. Fas ve
p53 aracihgiyla apoptoza katkida bulunur (87,102). Pro-apoptotik Uyeler iki alt gruba
ayrilirlar. Bu alt gruplardan ilki yapilarinda her G¢ bolgeyi (BH1, BH2 ve BH3)
domeynlerini iceren Uyelerden (Bax ve Bak), digerleri ise sadece BH3 bdlgesini iceren
Uyelerden (Bid, Bad ve Bim) proteinlerden olusur. Pro-apoptotik proteinler arasinda
sadece Diva BH4 domeyn bdlgesine sahiptir. Anti-apoptotik Uyelerin gcogunda BH4
bdlgesi bulunmaktadir. Pro ve anti-apoptotik Uyelerin hicre igerisinde olusturdugu
denge, yasam ile 6lum arasindaki segenegi hucrelere sunar. Anti-apoptotik Bcl-2
ailesinin Uyelerinin ekspresyonlarinin agiri olmasi apoptozu baskilarken, pro-apoptotik

uyelerin agiri ekspresyonunun ise hucreleri apoptoza surukledigi gorulmektedir.

Bcl-2 ailesinin Uyeleri olan proteinlerin aktivasyonunun ana mekanizmasi,
mitokondrinin membran gegirgenliginde meydana gelen degisim ile sitokrom c’nin
mitokondriden serbest bir sekilde salinimini da dizenlemekle goérevlidirler (103,104).
Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik slrecte rol oynayan Noxa ve Puma aile Uyeleri arasindadir.
Puma proteini p53-aracili apoptozis surecinde onemli bir rol oynayan proteinlerden
biridir (105).
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Sekil 11. Bcl-2 ailesi liyeleri

Bax Proteini

Pro-apoptotik proteinlerden olan Bax BH4 bdlgesini icermeyen ama diger U¢
bolgeye de sahip proteindir. Bax proteini iki farkli konformasyon yapisinda bulunur.
Bunlardan ilki olan inaktif Bax sitozolun i¢cinde bulunurken dideri ise, aktif Bax olarak
adlandirihr ve mitokondriyal permeabilizasyon da gorev alir. Sivi solisyonlarin iginde,
diger Bcl-2 ailesinden olan anti-apoptotik proteinlerden Bcl-xL ve Bcl-2 ve pro-apoptotik
proteinlerden Bid ve p15tBid ile yapi benzerlikleri gosteren bir yuvarlak proteindir. Pro-
apoptotik uyelerden olan Bax ekspresyonundaki yetersizlikler kolon kanseri ve
hematolojik malignitelere neden oldugu tanimlanmistir (106,107). Yapilan bir galismada
manyetik 5-fluorouracil yukli nanopargaciklarin, karaciger kanseri modeli olusturulmus
farelerde Bax ve kaspaz-3 ekspresyonunu artirirken Bcl-2 ekspresyonunu azalttigi
g6zlenmistir bu yuzden bu nanopargaciklarin kemoterapotik ajan olarak kullanilabilecegi
gosterilmigtir. MCF-7 ve HT-29 hucre hatlarina uygulanan ZnO np ve tlurevlerinde
yapilan baska bir calismada ise Bax ve Kaspaz-3 protein seviyesinde artis olurken, Bcl-

2 protein seviyesinde bir azalma oldugu gosterilmigtir (108).
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Kaspazlar

Kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptid bagini kiran sistein proteazlaridir.
Ug tiptedirler bunlar baglatici, efektér veya inflamatuar kaspazlardir. Apoptoz siirecinde
olusan biyokimyasal olaylarin son isaretcisi kaspazlardir. Kaspaz ailesi Uye sayisli, su
ana kadar tanimlanan 14’tir. Bunlar 7 tanesi apoptoz ile iligkilidir. Kaspazlar, ced-3
geninin hdcre 6lumu ile ilgisi arastiriirken apoptoz slrecinde kesfedilmis proteinlerdir.
Kaspaz-1 hucre 6lumu iliskisine dair kesin kanitlar olmamasina ragmen, kaspaz
ailesinin ilk kesfedilen Uyesidir. Kaspaz ailesi uyelerinin hepsinin birbirinden farkh
apoptoz ve inflamasyon gibi fonksiyonlari vardir. Farkl kaspaz turlerinin Sekil 12'de

goruldugu gibi, apoptoz surecinde ya efektor ya da baslatici olarak gérevleri vardir.
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Sekil 12. Kaspaz ailesinin genel gosterimi A- Kaspazlarin gorevleri B- Kaspaz
molekiiler modellenmig yapisi C- Kaspaz proteinin homolojisi

Kaspazlarin amino asit dizileri, yapilari ve subsrat spesifiteleri birbiriyle
benzerlikler gosterir. NH2 terminal birim, genis alt birim ve kiguk alt birimlerden
meydana gelen 30 kDa ile 50 kDa arasinda atom agirhgina sahip proenzimler olarak
ifade edilirler. Apoptozis olayini agiklamak igin ¢aligsmalarda Caenorhabditis elegans
nematodu kullaniimigtir. Basit bir yapiya sahip olan bu ¢ok hucreli nematodlarda
apoptozu agiklamak i¢in 3 genin; ced-3, ced-4 ve ced-9 (109) adli genlerin, nematodun
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apoptozise gidis surecini kontrol ettigi bulunmustur. Bu sonucunda varilmasinda deney
¢alismasi asamalari sunlardir. Mutasyon ile ced-3 ve ced-4 genlerini bulunduran
nematodlarin bu genlerinin inaktif hale getiriimesine ragmen, apoptozun meydana
gelmedigi ve normalde O6lmesi beklenen nematodlarinda yasamaya devam ettigi
g6zlenmistir. Buradan ¢ikarilan sonuglar ise, ced-3 ve ced-4 apoptozu indukledigi, ced-
9 ise apoptozu inhibe ettigi ortaya konmustur. GuUnumuzde, bu genlerin insan
genomundaki karsiliklarina gelecek olunursa ced-3 igin bazi kaspaz tirleri, ced-4 icin
apaf-1 ve ced-9 iginde Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik proteinleri karsilik gelecek sekilde

tanimlanmigtir (85).

p53 Proteini

p53 proteini ilk defa 25 yil nce heksamerik DNA helikaz ve Simian Virus buyuk-
T antijenine baglanan 53 kDa molekul agirhidina sahip bir protein olarak kesfedilmistir.
Yaban tipte olan p53 proteinin daha sonra tumor baskilayici bir gen oldugu ortaya
konmustur (110). Daha sonraki galismalarda bircok kanser tirinde mutasyona ugradigi
bildirilmistir. Hucre siklusunun durmasi halinde hucrenin zarar goren DNA’sini tamir
eder, eger tamir edemezse p53 hucreyi apoptozis surecine sokarak hucre olumunu
gerceklestirir. p53 ayni zamanda apoptoz slrecinde ana belirleyici olarak rol oynar.
p53’Un apoptozisi induklemesi olayl Bax'in ekspresyonun artmasi ve Bcl-2/Bax oraninin
degismesi ile baslayan bir apoptozu indiikleme stirecidir. Baz virtisler (insan papillom
virisu, Epstein-Barr virist ve Adenovirls tip 12) ya Bax’a baglanarak apoptozu bloke
eder ya da p53’U inaktive ederler, bunun bir sonucu olarak bu virisler tarafindan enfekte
edilen hucreler, dogal hucre 6lum mekanizmasinin devreden c¢ikmasi ile virls
enfeksiyonu yoluyla karsinogenezise katkida bulunurlar (111). Yapilan bir ¢alisma
uygulanan ZnO nanopargaciklari BJ cilt hiicrelerinde p53 ekspresyonunu artirdidi, fakat
yine ayni hucre tipinin bu maddeye karsi direngli hale gelerek hucre sayisini artirdigini
go6zlemislerdir (112). 50x140 nm boyutlarinda ZnO nano gubuklar A549 akciger kanseri
hlcrelerine uygulandiginda p53, survivin, kaspaz yolagindan apoptozu indukledigini
gostermiglerdir (113). 23,5 nm boyutundaki ZnO np’nin cilt fibroblastlarinda yapilan bir
calismada apoptozu indukledigi ve p53 ve p38’lerin up-regulasyonuna neden oldugu da
bulunmustur (114). HEK 293 bobrek htcrelerinde yapilan bir galismada TiO2 (20 nm)
anataz formunda olan, 25, 50, 100 ve 200 ug/ml dozlarinda uygulanan np’lerin, ROT
kaynakli oksidatif stresin yani sira, kaspaz-3, p53 ve Bax aktivasyonun artirarak DNA
zararina neden olmustur (115). Ag np’nin uygulandigi sigcanlarin akcigerlerinde elde
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edilen DNA'larin ¢ift iplikli markor ile boyandiginda DNA hasarini indukledigi ortaya
konarken, p53 ilgili pro-apoptotik proteinlerden olan p21, Noxa ve Bax up-regule oldugu

sonuglarda gosterilmistir (116).

Hucreye Giris: Endositoz

Endositoz hicre zarindan gegemeyecek olan molekullerin hicre igine alinimi
aktif tasimadir. Endositoz yoluyla alinan molekuller ya plazma membraninda ya da
hicre icinde ¢ok hayati fonksiyonlari olan molekullerdir (117). Endositik vezikiller, gesitli
mekanizmalar tarafindan olusmaktadir. Klatrin-bagimsiz endositoz tlrleri olmasina
ragmen, klatrin-aracili endositoz (CME) en iyi tanimlanmis endositoz tlradur. Klatrin-
aracili endositoz (CME) sinyal iletimi, sinaptik iletim, htcre i¢i besin alimi ve membran
dengesi gibi birgok 6nemli hicresel faaliyette gorev alir. CME endositoz turleri arasinda
en hizli ve dengeyi cabuk saglayan hiicreye alim mekanizmasidir (118). iri molekiilerin

ve partikullerin iceri alinmasi igin U¢ gesit endositoz ¢esidi vardir. Bunlar;

1) Fagositoz
2) Pinositoz

3) Reseptdrll endositoz

Klatrin kapli c¢ukurlarin derinlesmesi ile madde vezikul halinde hucre igine alinir.
Vezikullerin digi da klatrin ile kaphdir. Hlcre iginde vezikullerin klatrin 6rtisu kaybolur

ve vezikullerin birlesmesi ile daha buyuk endozomlar olusur.

Fagositoz
Kati haldeki 0.75 ym daha buyuk molekulerin hicre icine hicre zari ile birlikte
alinmasi olayina denir. Sirasiyla hicreye tutunma, hucre igine alinma fagositik koful ve

sindirim agsamalarindan olusur.

Pinositoz

Hayvansal hucrelerin sivi halde bulunan maddeleri, vezikul olusturarak hucre
sitoplazmasina alma olayina denir. Hiicre zarinin igeri dogru ¢okmesi ile birlikte ufak
ufak cepler olusur ve sonrasinda zarin kapanmasi ile birlikte i¢i sivi dolu pinositotik
vakuollere dénusurken, hicre bu yolla iyonlari ve kiigik molekdulleri hticre i¢ine bir miktar

sivi ile birlikte almasi olayina denir. Bu beslenme sirasinda ATP harcanir.
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Reseptorlii Endositoz

Makromolekullerin secici olarak klatrin kaph vezikuller araciligiyla alinmasi
olayidir. Reseptorler ve ligandlar hucre igine alinmasinda en iyi yontemlerden biri klatrin-
aracili endositozdur. Klatrin aracili endositoz ligand ve reseptor aktivasyonu ile baglar.
Bir adaptor proteine bagl olan reseptor ve ligand, ilk 6nce plazma membranina difuze
olur ve klatrin kapli gukur tarafindan yakalanmasi beklenir. Yakalandiktan sonra onun
formunu almaya baslar. Sonrasinda, igeri alinan molekul lizozomal, geri donlisim veya
diger sekilde siniflandirilir (119).

Nanopargaciklarin Biyouyumlulugu ve Hiicre igine Alinmasi

Nanopargaciklar, hidrofiik ve amfilik molekuller, peptidler, proteinler ve
antibadiler gibi basit molekdller yardimi ile biyouyumluluklar kolayca saglanmaktadir.
Bazi kaplama materyaller, antibadiler veya protein gibi nanoparcaciga baglanmis olan
yapilar hucre yuzeyi Uzerinde kolaylikla tutunabilir ve hucre igine girisi de
saglanabilmektedir. Geligtirilen ve modifiye edilen bircok nanomateryal tibbi
goruntuleme, terapotiklerle anlik goruntuleme, terapotik malzemenin istenilen noktaya
tasinmasi ve teshis koyma gibi alanlarda ¢ok fazla miktarda medikal sektorde
kullaniimaktadir. Fakat bu materyallerin biyolojik cevabi toksik ya da daha farkli olacagi
gibi materyallerin klinik olarak kullaniimadan 6nce ¢ok iyi bir sekilde biyouyumlulugu ve
insan saglgina etkisi ¢cok iyi degerlendiriimelidir (120-122). Yabanci maddelere karsi
vucudun ilk tepkisi immun sistem tarafindan verilir. Antijen tasiyan dendrit hiicrelerimiz,
makrofajlar ve diger fagositik hucrelerimiz bu tarz olan yabanci istilalara karsi, ¢esitli
yollarla bu maddelerin etkilerini eliminize edecek sistemlerle donatiimistir. Bu yuzden
bu nanomateryallerin in vivo olarak uygulamasi distunuldigunde, ilk 6nce goéz éninde
bulundurulmasi gereken durum nano-immun  sisteminin  tepkisi olmaldir.
Nanomateryallerin hlcre igine alinimi materyallerin ylzey, yapisi, boyutu ve buyuklugu
gibi bir¢ok faktoru igine alan 6zellikleri nedeniyle farkhlik gosterebilir. Bu nedenle uretilen
ve geligtirilen nanomateryallerin hucre tiplerine ve bunlarin materyale verdikleri tepkiye
gore degismesi, bu materyallerin daha farkli kompozisyonlarda gelistiriimesi gerektigi
fikrini ortaya konmustur. Sipermanyetik demir (SPION) nanopargaciklarin (123) genel
olarak in vivo ve in vitro galigmalarda biyouyumlu oldugu ve c¢ok fazla toksik etki
gostermedigi rapor edilmigtir (124). 30 nm boyutunda dekstran-kaphi SPION
nanopargaciklarin insan makrofajlarinda, maruz birakilmasi sonucunda herhangi bir

immunmodulator bir etkiye neden olmadigi gdézlenmistir (125). Fakat sigcanda ve farede

28



yapilan bir bagka calisma da 20-60 nm boyutlarinda dekstran-kapli SPION’lara maruz
birakilan primer peritonel makrofajlari, anti-inflamatuar sitokinlerin salgisinin arttigi, pro-
inflamatuar sitokinlerin azaldig1 gézlenmistir (126). 100 nm civarinda olan dekstran-kapli
SPION’larin htcre icine alinimlari endositoz yoluyla olurken, 20 nm daha kuglk
SPION’lar ise pinositoz yoluyla hucre igine girmektedir (127). Dendrimerler ise
nanopartikiller arasinda en toksik olan tiplerindendir. Sitotoksik etkileri, ylzey
enerjilerine gore dendrimerler arasinda farklilik gosterir. Ornegdin; ylzey enerjilerinden
dolayl katyonik dendrimerler anyonik dendrimerlerden daha toksik oldugu ortaya
konmustur. Eger bu dendrimerlere polietilen glikol (PEG) baglanirsa kayda deger olarak
sitotoksik etkinin azaldigini goézlenmigtir (128,129). Katyonik dendrimerler, membran
Uzerindeki porlarin yapisini bozarak mitokondrinin fonksiyonlarinin ortadan kalkmasina
neden olmaktadir. Katyonik dendrimerler ayni zamanda kirmizi kan hucrelerinin
morfolojisinde hemolizis olmasina neden olurken, anyonik dendrimerler bu etkiye sahip
degildir. Katyonik dendrimerler kaspaz-bagimli apoptozu indukler (130,131). Bu
dendrimerler murin makrofaj hiicrelerinde proliferasyonu negatif yonde etkilerler. Ancak
bu dendrimerler diger iki murin makrofajlarinda ise ayni etkiye sahip degilken, bunun
nedeni ise bu makrofajlarin farkh 6zelliklere sahip olmasi olarak gosterilmektedir (132).
Dendrimerler genel olarak endositoz yoluyla hucre i¢ine girerken, dendrimerlerin ylzey
yapisina gore de hucre igine alim mekanizmalari degismektedir (133). Rod ile kaplanmis
mesoporous silisyum nanoparcgaciklar (MSN)'in hicre icine alinimi daha kolaylastirdigi
gOsterildikten sonra apoptotik etkisi, migrasyonu ve hicre iskeletinde dagilimi
Ozelliklerine bakiimis ve materyalin kaplamadan sonraki dagihm etkisi artmistir (134).
MSN genel olarak endositoz yoluyla hicre igine alinirken bu hucre tipi, yuzey enerjisi ve
pargaciginin boyutu gibi birgok faktore gore degismektedir (135). 1.4 nm gibi ¢ok kiiguk
olan altin nanopargaciklar (136) oksidatif stres aracihigiyla mitokondriye zarar vererek
hlcrenin nekroza gitmesine neden olurken, bu nanopargaciklardan az daha blyuk olan
3,7 nm boyutundaki altin nanoparcaciklar hucre c¢ekirdegine girmesine ragmen,
herhangi bir toksik etkiye neden olmamaktadir (137). Boyutlari 2—4 nm, 5-7 nm ve 20—
40 nm olan altin np’lerin 1 ppm olan doza-bagimli etkileri ¢aligildiginda mdarin
makrofajlarda herhangi bir toksik etki géstermezken, 10 ppm konsantrasyona sahip altin
np’nin apoptozu indukledigi ve pro-inflamatuar genleri up-regule ettigi gézlenmistir
(138). Altin nanopargaciklarin’da hucre igine alinimlari da genel olarak Sekil 13'de

gosterildigi gibi endositoz yoluyla olmaktadir (139).
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Sekil 13. Nanoparcgaciklarin hiicre igine alinmalarinin gosterimi
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GEREG ve YONTEM

Bu calisma; Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Biyofizik Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda ve Siileyman Demirel Universitesi Norolojik Bilimler Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (NOROBAM) gerceklestiriimistir. Trakya Universitesi
Rektorligl Tip Fakultesi Etik Kurul Baskanhgi'ndan 30.12.2015 tarihli ve TUTF-BAEK
2015/235 sayih 13’nolu karari ile etik kurul izni (Ek-1) alinmigtir.

HUCRE KULTURU

Calisma boyunca iki farkl kanser turane ait hicre hatlari kullaniimistir. Bu hicre
hatlarindan HT-29 kolon kanseri hiicre hatti istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi
Biyofizik Anabilim Dalindan temin edilmistir. Calisma da kontaminasyon riskine karsi

maksimum titizlikte calisiimistir.

MCF-7 ve HT-29 Hiicreleri

Kullanilan tripsin ve mediumlar kullaniimadan énce isis1 37°C’ye ayarlanmis su
banyosunda inklbe edilmigtir. Hucreler 37°C’de sicaklikta %5’lik CO2 ortamina
ayarlanmig inkubatorde igerisinde inklbe edilerek istenen konfluente’ye ulagiimasi
saglanmistir. Asagidaki Sekil 14’te %90 konfluente’ye ulasmis MCF-7 ve HT-29

hdcrelerinin mikroskop goruntusu verilmistir.
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A B

Sekil 14. Deney sirasinda kullanilan hicrelerin mikroskop goruntusu A- MCF-7
Hucre Hatti B- HT-29 Hiicre Hatti

Medyum Ortami

Bu hlcre hattinda 1:1 oraninda DMEM:HAM’s F12 medyum ortami hazirlandi.
Medyumlara ek olarak konsantrasyonu %?5 Fetal Bovine Serum(FBS) ve %1 Penisilin
ve Streptomisin ilaveleriyle birlikte %95 O2, %5 CO2 ve 37°C sicaklk ortaminda
¢ogaltildi. Hucrelerin iki ginde bir medyumlari kontrol edilerek yeni medyumlarla
degistirildi ve her guin bir kez hiicreler mikroskop altinda kontrol edilerek konfluent artigi

ve kontaminasyon risklerine kargi gozlenmistir.

Hucreleri Pasajlanmasi
Bu islem ortamda bulunan hiicre populasyonu %80’e ulastiginda yapiimistir. Bu
da yaklasik olarak haftada bir defaya gelmektedir. Hlcre pasajlamasinda asagidaki

siralama takip edilmektedir.

1) Hucrelerin ekili oldugu T25 veya T75’lik flasklardaki batiun medyum ortami
pipet yardimiyla bosaltilir.

2) 5 ml PBS soltusyonu flaska eklenir ve yavasca sallayarak hucrelere yikama
igslemi uygulanir.

3) Pipet yardimiyla ortamdaki PBS ortamdan uzaklastirilir.

4) %0.05 (w/v) tripsin-EDTA solusyon karisimi ile hucreler 5-10 dakika
boyunca inkube edilir.

5) Inkiibasyondan sonra hiicreler pipet yardimiyla santrifiij icin falkon tiipe

alinir.
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6) 2000 rpm 2,5 dakika santrifaj edilir.

7) Supernatant atik kabina atilir.

8) Tupun icine 6 ml medyum konduktan sonra pipetaj islemi uygulanir.
9) Hducreler yeni bir flaska tekrar ekilir.

10) 37°C’de hucrelerin gogalmasi icin inkubatore alinir.

11) 2-3 gunde bir medyumu degistirilerek hucrenin cogaldigi ortam yenilenir.

Hucre Kultlirii Kryo Tiiplere Aktarim
Hucrelerin uzun vadede tekrar ederek kullaniimasi igin hlcreleri kryo tuplere

alarak -196°C’deki azot tankinin iginde saklayarak, uzun sureler kullaniimak Uzere

kaldirildi. Bu aktarim iglemi asagida anlatilan sira ile yapilmistir.

1)
2)

3)
4)
5)
6)

7)

8)

Flasklarda bulunan hicrelerin medyumu pipet yardimiyla atilir.

Hucrelere 4 ml %0,5’lik tripsin eklenir ve 5 dakika boyunca inkubasyonu
saglanir.

Tripsin inaktif hale getirmek igin %5’lik FBS bir miktar eklenir ve tripsin
inaktivasyonu saglanarak hucrelerin tripsin yuzinden 6lmesi engellenmis olur.
Hucreler pipet yardimiyla flask’tan alinir ve falkon tupe yerlestirilir.

Hucre stspansiyonlari 2000 rpm’de 2,5 dakika boyunca santriflj edilir.

Falkon tupun Uzerindeki supernatant kismi dikkatli bir sekilde atilir.

Hucre pelletinin icine 10 ml hicre medyum eklendikten sonra pipetaj yapilarak
her bir kryo tupun igine 1 ml olacak sekilde pipet yardimi ile koyulur.

Kryo tuplerde bulunan hticre sispansiyonlari en az 2 saat -80°C’de saklanir ve
sonrasinda sivi nitrojen tankina alinmigtir daha uzun vadede hucre

suspansiyonun saklanmasi igin bu iki gegigli sistemi yapmak gerekmektedir.

Kryo Tupten Hiicrelerin Cozdurulmesi
Mevcut galismaya baslamadan 6nce bu hicreler -196°C’de buluna azot tankinin

icinden alinarak pasajlama iglemleri gergeklestirildi. Asagidaki adimlar kryo tupten

hicreler hangi adimlarla falkon tlplere ve ondan sonrada flasklara nasil ekildigini

gOstermektedir.

33



1)

2)

3)

4)
5)

Sivi nitrojenden ¢ikartilan kryo tup igindeki hucreler 37°C’deki su banyosuna
alinir.

5 ml medyum ortaminin bulundugu falkon tip ortamina tam ¢dzilmeden
dokualar.

Pipetleme yapilir.

Pipetleme islemi bittikten sonra 5 ml olacak sekilde T25’lik flasklara eklenir.

Flasklar inkubatore kaldirilarak hucrelerin gogalmasi beklenir.

Gumus, Silisyum Dioksit ve Cinko Oksit Nanopargaciklarin Hazirlanigi
Batin nanopargaciklarimiz  Sigma Aldrich’ten satin  alinmigtir.  Alinan

maddelerin hepsinin safliy1 birbirinden farklidir. Nanopargaciklarin hepsi deiyonize

suda (Sigma-38796) belirlenen yedi konsantrasyonda (Tablo 3), oda sicakliginda 30

dakika boyunca ultrasonik sonikator (Bandelin Sonopuls HD 2070) araciligiyla

sonikasyon islemi uygulanarak pargaciklarin su igersinde dispers hale gelmesi

saglanmistir.  BUtin uygulamalardan once parcgaciklar vorteklenmistir. Bu iglemler

sirasinda kullanilan bitiin materyallerin kontaminasyon riskleri minimize edilerek

cahisiimistir. Asagida bulunan Tablo 3’te maddeler ve uygulanan dozlar belirtilmistir.

Tablo 3. Uygulanan madde dozlari

20 ppm 50 ppm 20 ppm
10 ppm 25 ppm 10 ppm

5 ppm 12,5 ppm 5 ppm
2,5 ppm 6,25 ppm 2,5 ppm
1,25 ppm 3,12 ppm 1,25 ppm
0,62 ppm 1,56 ppm 0,62 ppm
0,31 ppm 0,78 ppm 0,31 ppm
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Deney Gruplari

Nanopargaciklar'in uygulamasi igin, sekiz grup belirlendi ve bu gruplara 24 ve
48 saat np inklibasyonu yapildi. MTT testleri icin her bir gruptaki 6rneklem sayisi (n=6)
iken, diger yapilan testlerde butun ornekler i¢in drneklem sayisi (n=3) olarak alinmigtir.
Olusturulan deney gruplarina 24 ve 48 saat sure ile kontrol gruplari harig, np’lere maruz

birakildi. Asagida Tablo 4’te deney gruplarinin nasil olusturuldugu gdsterilmistir.

Tablo 4. Deney kapsaminda olusturulan deney gruplari

Grup 1 MCF-7 (Kontrol)
Grup 2 HT-29 (Kontrol)
Grup 3 MCFE-7 + Ag
Grup 4 HT-29 + Ag
Grup 5 MCF-7 + SiO2
Grup 6 HT-29 + SiO2
Grup 7 MCF-7 + ZnO
Grup 8 HT-29 + ZnO

RNA izolasyonu

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda nanopargacik uygulanan hiicre hatlarindan
Genomik RNA'lar Purelink RNA Mini Kit (Life Technologies cat no:12183018A) ile kit
protokoll kullanilarak izole edilmigtir. Bu protokole goére, hucrelerin bulundugu
platelerden (24’luk plate) medyumlar aspirator yardimiyla alindiktan sonra, 400 pl lizis
buffer tamponu ve merkaptoetanolden olusan karisim eklendikten sonra ve 10-15
dakika inkube edildikten sonra RNA ve DNA’larin ortama salinmasi saglanir.

1) inkibasyon siresinden sonra kuyucuklardaki érneklerden 400 ul gekilerek
ependorf tlplere alinir.

2) Homojenatin Uzerine 400 yl %70’lik etanol konularak vortekslenir.

3) Elde edilen karisimi kit icerisinden ¢ikan kolonlu tlplere direkt aktarilarak
12000xg’de 25°C’de 20 saniye santriflij edilir ve altta kalan sivi atiimistir.

4) Kolon uzerine 700 pl yikama tamponu 1 eklendikten sonra 12000xg’de 25°C’de

20 saniye santrifuj edilir ve alttaki sivi bosgaltilir.
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5) Kolon Uzerine 500 pl yikama tamponu 2 eklenerek 12000xg’de 20 saniye
santrifdj edilir ve altta kalan sivi atilmistir.

6) Kolon Uzerine 500 pl yikama tamponu 2 eklenerek 12000xg’de 20 saniye
santrifij edilir ve altta kalan sivi atilmistir. Altta kalan siviyla birlikte tlpte
atiimistir.

7) Kolonu yeni bir ependorfa aldiktan sonra filtrenin tam ortasina gelecek sekilde
50 ul RNase-Free Water eklenir, 12000xg’de 2.5 dakika santriflij edilir, kolon

atilir.

RNA Miktarinin Belirlenmesi

RNA izolasyonu sonrasinda elde edilen RNA miktarlarinin belirlenmesi
icin  nanodrop (Nano-Q) cihazi ile ilk 6nce RNase-Free Water 2 ul eklenerek 3 defa
korleme islemi yapilir. Bu iglemden sonra nanodrop cihazina 2 pl orneklerimizi
okuttuktan sonra RNA miktari ve safligi belirlenir. Bundan sonra ¢ikan sonuglara gore
hesaplama yapilir ve 10 pl olacak sekilde érneklerden alinan RNA’larin tGzerine 10 pl

tamamlamak igin su geri kalan miktar kadar kullanilir.

cDNA Eldesi

izolasyon sonrasi elde edilen RNA miktarlari élclilmiis ve tim orneklerde
esitlenerek cDNA sentezi yapilmistir. cDNA sentezi High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) ile kit protokoll uygulanarak gergeklestirilmistir.
ik olarak PCR tiiplerine toplam hacim 10 pl olacak sekilde RNA eklendi ve (izerine

Tablo 5’te verilen kit icerigi belirtilen miktarlarda pipet ile eklenmistir.
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Tablo 5. cDNA Reaksiyon Karigimi

Malzeme Miktar(RNaz inhibitérsiiz)
10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP 0,8 pl
mix(100mM)
10X RT Random 2 ul
Primers
Multiscribe Revers 1l

Transkriptaz

Nukleaz free su 4,2 ul

e

Toplam hacmi 20 ul (10 ul 6rnek+10 pl kit karisimi) olan her bir karigim ilk énce 10 pl
RNA’lar eklendikten sonra her bir tipe 10 ul cDNA mastermix konduktan sonra, PCR
(Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler) cihazinda Sekil 15’te 25°C’de 10
dakika; 37°C’de 40 dongu her dongu 3 dakika olacak sekilde 120 dakika ve 85°C’de 5
dakika tutularak cDNA sentezlenmistir.
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Sekil 15. PCR cihazinin galigtinima dongusu

Kantitatif Real Time-PCR (qRT-PCR) Analizleri

PCR sonucunda c¢ogaltilan cDNA olgumleri nanodrop cihazi ile yapildiktan
sonra tum ornekler 5 kat sulandiriimigtir ve 400 ng/ul olacak sekilde cDNA sentezi
yapilmistir.  Mitokondriyal apoptozise neden olan gen bdlgelerine ait gen
ekspresyonlari qRT-PCR ydntemi ile analiz edilmigtir. Elde edilen cDNA’lar asagdida
verilmis primerler ile SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems) kullanilarak gen
ifadelerindeki degisimler belirlenmistir. Buna goére her bir reaksiyon icin toplam
reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems),
F ve R primerler ve nukleaz free sudan olusan karisim ve 2 pl cDNA ile reaksiyon
baglatilarak qRT-PCR ile sonuglar alinmigtir. Reaksiyon karisimlarinla kullanilacak

ilgili genlerin F ve R primer dizileri Tablo 6’da verilmistir;
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Tablo 6. RT-PCR’da kullanilan gen bdlgeleri ve baz diziligleri

Primer ismi Baz dizisi
Bcl-2 F: 5 ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA -3’
R: 5 ACAGTTCCACAAAGGCATCC -3
p53 F: 5 CACGAGCGCTGCTCAGATAGC-3’
R: 5ACAGGCACAAACACGCACAAA-3
Kaspaz-3 F: 5-GGTATTGAGACAGACAGTGG-3
R: 5’- CATGGGATCTGTTTCTTTGC-3’
Bax F: 5-TTCATCCAGGATCGAGCAGA-3’
R: 5-GCAAAGTAGAAGGCAACG-3’
Sitokrom-c F: 5-AGTGGCTAGAGTGGTCATTCATTTACA-3’
R: 5-TCATGATCTGAATTCTGGTGTATGAGA-3’
Apaf-1 F: 5-GATATGGAATGTCTCAGATGGCC-3'
R: 8-GGTCTGTGAGGACTCCCCA-3’
GAPDH F: 5-TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3’
R: 8-TGTCATCATATTTGGCAGGTTT-3'
B-Actin F: 5-TTCTACAATGAGCTGCGTGTG-3'

R: 5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3’

gRT-PCR program; 1 dongu 2 dakika 50°C ve 10 dakika 95°C, bunu takiben, 40 dongu
denaturasyon (95°C, 15 saniye), annealling (primer eslesmesi) ve elongasyon (primer
uzamasi 60°C, 1 dakika) ile gcogaltiimistir. RT-PCR sonucu elde edilen veriler endojen
kontrol olarak kullanilan GAPDH ve B-Actin’e gore normalize edilerek grafik halinde,

kontrole gore oranlayarak ifade edilmistir.
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MTT Canlilik Testi

MTT canlilik testi metodu ile canli hicrelerin orani kolorimetrik olarak kantitatif
Olclilen yontemin adidir. Canh hucreler mitokondrilerinde bulunan “sliksinat
dehidrogenaz" enzim aktivitesine sahipken, 6lU hicreler ise bu enzim aktivitesine sahip
degildir. Bu metodun geligtiricisi de olan Mosmann ve arkadaslari dehidrogenaz
aktivitesi ile canh hlicre sayisi arasinda bir iligki oldugunu gostermislerdir (140).
Nanoparcaciklar ile inkibe edilen hucre hatlarinda maddelerin sitotoksik etkilerine
gore, enzim aktivitelerinin azaldigi veya kayboldugu gozlenmektedir. Bunun igin, Sekil
16’da hlcreler bu enzimin degisime ugrattigi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y2,5-
difeniltetrazolimbromid (MTT) maddesine maruz birakilmaktadir. Canli hicrelerde

mitokondride bulunan bu enzimin aktivitesi ile sari renkli MTT boyasina DMSO
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eklenmesi ile mor formazan kristallerine donusmektedir.
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Sekil 16. MTT boyasinin formazan kristallere doniigsmesinin sematik gosterimi

Her bir kuyu icerisinde 10* hiicre/kuyu olacak sekilde hiicre sayim cihazi (CASY Model
TT system) ile sayilarak paylastirildi. Hucrelerin yeterli doluluga ulasmasindan sonra
96’lik plate’lere kuyu basina yaklasik olarak 104 hiicre/kuyu basina 180 pl alinarak
ekilmigtir. Hucrelerin hicre tabanina yapismasi igin inkubatorde 24 saat sure ile
inkibasyonu saglandiktan sonra hucrelere yukaridaki Tablo 3'te belirtilen
konsantrasyonlarda hazirlanan nanoparcgaciklarin 24 saat ve 48 saat sure ile inktbe
edilmesiyle, hlcre canliliklari plate readerdan (Fluorescence, Infinite 200 PRO,
TECAN, Avusturya) okunan absorbans deg@erleri elde edilmistir. Her bir kuyucugun
icerisinde bulunan hidcre solusyonu Uzerine 20 yl MTT (Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium bromide) ilave edilerek bitln plateler inkibatérde 180 dakika boyunca

boyanmaya birakildi. Boyanma sonrasinda butin platelerdeki sivi aspiratér pompasi
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ile alindiktan sonra her bir kuyucuga 150 yl DMSO eklendikten sonra 6’sar tekrarli
olmak Uzere otomatik kuyucuk okuyucu (Plate Reader Fluorescence, Infinite 200 PRO,
TECAN, Avusturya) cihazinda 490 nm ve 650 nm dalga boylarinda okunup bu iki dalga

boyunda okunan degerler birbirlerinden gikartildi.

Hucre i¢i ROT (Reaktif Oksijen Turleri) Analizi

MCF-7 ve HT-29 hicreleri MTT sonucunda her madde igin IC50 degerleri
belirlendi ve analizler bu konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat slreyle ¢alisilan Gg tip np’a
maruz birakildi. Hicre igerisine Sekil 17°de goruldugu gibi boyama suresince giren
DHR-123 boyanin rhodamine-123 (Rh-123) kismi hucre i¢cindeki oksidasyon ile aktive

edilerek floresan 6zellik gostermektedir.

H,N 0 NH, H,N
‘ O Oksidasyon
H —_—
I COOCH,

Dihydrorhodamine 123 Rhodamine 123
(Floresans)

A‘eksitasyon =488 nm

~

/.

"’emisyon

=543 nm

Sekil 17. DHR-123 boyasinin ROT ile tepkimeye girdiginde Rhodamine 123 haline
donuserek floresans 6zellik gostermesi.

MCF-7 ve HT-29 hucre suspansiyonlari 100xg’de 5 dakika santriflij edildikten
sonra supertnatant atilir. Falkon tipte bulunan hiicre Uzerine 5 ml hazirlanan Tablo
7’de Kalsiyum-Buffer hazirlandiktan sonra eklenir ve pipetaj yapilir. Her biri gruplar
halinde 850 ul Kalsiyum-Buffer ve 150 pl hicre suspansiyonu olacak sekilde
ependorflara alinarak Uzerlerinde final konsantrasyonu 2 upyM olan 3
Dihydrorhodamine 123 (DHR-123) olacak sekilde eklendikten sonra 45 dakika
boyunca calkamali su banyosunda inkiibe edildi (141). inkiibasyon sonrasinda

400xg’'de 5 dakika santrifljlenerek supernatantlar pipet yardimiyla alindiktan sonra
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uzerlerine 300 pl Kalsiyum-Buffer eklenir ve her bir ependorfa ve batin gruplarimizdaki
boyanmis ve yikama igslemi gergeklestirilmis hicrelerimizi 100 ul olarak 96 kuyucuklu
floresans okumalari yapmak igin kullanilan siyah mikro plate kuyucuklara yerlestirildi
(142). Rhodamine-123 (Rh-123) maddesinin total miktar analizi ise 488 nm eksitasyon
ve 543 nm emisyon dalga boylarinda otomatik kuyucuk okuyucu (Plate Reader
Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN, Avusturya) araciligi ile yapildi (143).

Tablo 7. Kalsiyum-Buffer Hazirlanigi (50 ml)

Na-Hepes 50 ml
CaCl2 50 pl
D-Glukoz 90 mg

Mitokondriyal Membran Depolarizayon Analizi

Hucre icinde Ca2* iyon akisl, mitokondrinin depolarize olmasi ile birlikte ROT
ortaya cikartirken katyon kapilarina zarar vererek hicre ici Ca2* miktari artirmaktadir
(144). Mitokondri icine daha fazla giren Ca2* iyonlari nedeniyle mitokondrinin
depolarize olmasiyla birlikte hicrenin apoptoza gitmesine neden olur. MCF-7 ve HT-
29 hacreleri MTT sonucunda her madde icin IC50 dederleri belirlendi, analizler
belirlenen konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siureyle calisilan U¢ tip np’a maruz
birakildi. MCF-7 ve HT-29 hlcre suspansiyonlari 100xg’de 5 dakika santrifuj edildikten
sonra supertnatant atilir. Falkon tlpte bulunan hucre Uzerine 5 ml hazirlanan
Kalsiyum-Buffer eklendikten sonra pipetaj yapilarak her biri gruplar halinde
ependorflarina alinarak Gzerlerinde 10 upl JC-1 boyasi final konsantrasyonu 1 uyM
olacak sekilde ayarlandiktan sonra eklenerek 37°C’de 45 dakika boyunca galkamali su
banyosunda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 400xg’de 5 dakika santrifiijlenerek
supernatantlar pipet yardimiyla alindiktan sonra Uzerlerine her bir ependorfa 300 pl
Kalsiyum-Buffer eklenir ve butun gruplarimizdaki boyanmis ve yikama iglemi
gerceklestirilmis hucrelerimizi 100 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu floresans okumalari
yapmak icin kullanilan siyah mikro plate kuyucuklara yerlestirildi (145). Hucre igerisine
boyama suresince giren JC-1 katyonik bir boya olup mitokondride meydana gelen

potansiyel degisimlerini analiz etmemize yarayan bir boyadir. Bu boya Sekil 18’de
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floresans yogunlugun kirmizidan yesile donmesi ile kirmizi/yesil oranin azalmasi ile

mitokondride bir depolarizasyonun olustugunu bize gosterir.

DEPOLARIZE © ©

MMP
(Aym)

°°® NORMAL

Sekil 18. JC-1 boyasi ile mitokondrinin tepkimeye girmesi ile meydana gelen
normal ve depolarize olmug mitokondrinin gosterimi

B MY & VR, 2016

Yesil olan floresans igimalarin analizi ise 485 nm eksitasyon ve 535 nm emisyon
dalga boylarinda okunurken, kirmizi isima yapanlar ise 540 nm eksitasyon ve 590 nm
emisyon dalga boylarinda okunmustur. Floresans degisimler ise spektrofotometre
(Plate Reader Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN, Avusturya) araciligi ile yapildi.

Kaspaz 3 ve 9 Enzim Aktiviteleri Tayini

Kaspazlar apoptozis surecinde onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu
enzimlerdir. Oncelikli aktif olmayan proteinler olarak sentezlenen bu enzimler gesitli
mekanizmalarla aktive edilirler ve hicresel hedeflerdeki tetrapeptid yapidaki motifleri
tanir ve mevcut halde olan substrati, bir karboksil aracihigiyla ayirir.

Hucre 6lUm0 sirasinda meydana gelen pek ¢ok hiicresel ve fizyolojik olay, bu
enzimlerin rol oynadigi suregler neticesinde devam ettigi bilinmektedir (146,147).
Kaspaz-3 ve kaspaz-9 tamponlarinin hazirlanmasi igin 2,5 ml kaspaz-3 ve kaspaz-9’un
ham buffer sollisyonlarindan 15 ml’lik falkon tiplerine konuldu. Her iki tampona da 2,5

pl 23°C’de NP-40’dan ilave edildi, sonrasinda vortekste karistirip floresan kaspaz DTT
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boyasindan kaspaz-3 ve kaspaz-9 bufferlar'inin Uzerine sirasiyla 10 pl ve 2,5 pl
konulup guzelce vortekste karistirildi. Sekil 19'da gosterildigi gibi Kaspaz-3 ve kaspaz-
9 proteinlerinin floresans o6zellik gostermesi sunulmustur (148). MCF-7 ve HT-29
hicreleri MTT sonucunda her madde icin IC50 degerleri belirlendi analizler bu

konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat sureyle, ¢alisilan ug tip np’ye maruz birakildi.
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E MY & VR, 2016
Sekil 19. Apoptoza ugrayan hicrenin Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 proteinlerinin
floresans olarak okuma semasi

Hucrelerimizi Kalsiyum-Buffer sollsyonuyla sulandirildiktan sonra her bir plate
kuyucugu’na 15 pl olacak sekilde esit bir sekilde konuldu. Uzerine de 6ncesinde
hazirlamis oldugumuz kaspaz-3 ve kaspaz-9 tamponlarindan 50 pl konuldu ve
sonrasinda ac¢iga cikan enzimler (Infinite 200 marka, Avusturya) cihazinda 360 nm
eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga boylarinda okunarak kaspaz-3 ve 9 aktiviteleri
degerlendirildi. Tablo 8 ve 9°da AC-DEVD-AMC kaspaz-3 ve Tablo 10 ve 11'de AC-
LEHD-AMC kaspaz-9 bufferlarin hazirlanisi gosterilmigtir. Elde edilen veriler kontrole
kiyasla misli artig olarak degerlendirildi (177).
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Tablo 8. Kaspaz 3 Reaksiyon Buffer Hazirlanigi

DTT (5mM) 12,5 pl

NP40 2,5l
Kaspaz-3 Boya 2,5 ul
Kaspaz-3 Buffer (Tablo 9) 2,5ml

Tablo 9. Kaspaz 3 Buffer Hazirlanigi (100 ml)

HEPES (0,1 M) 2,389
Sucrose 1lg
CHAPS 100 mg

Tablo 10. Kaspaz 9 Reaksiyon Buffer Hazirlanisgi

DTT (5mM) 12,5 pl

NP40 2,5 ul

Kaspaz-9 Boya 2,5l
Kaspaz-9 Buffer (Tablo 11) 2,5ml

Tablo 11. Kaspaz 9 Buffer Hazirlanisi (100 ml)

Mes Hydrat (0,1 M) 10 mi
PEG 19
CHAPS 100 mg
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Apoptoz Analizi

MCF-7 ve HT-29 hicreleri MTT sonucunda her madde icin IC50 degerleri
belirlendi ve analizler bu konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat sureyle, galisilan Gg tip
np’a maruz birakildi. Sonuglar gruplarin absorbans degerlerine gore grafik olarak ifade
edildi. Kitin ¢calisma prensibinden bahsetmek gerekirse, sadece apoptozis surecine
giden hicreler tarafindan olusturulacak olan renk degisimi prensibine dayanmaktadir
(149). Apoptotik sureci baslamamis Sekil 20’de gorildigu hlcrelerin hicre zarindan
boya gegemezken, apoptotik sureci baglamig, diger bir ifade ile hlicre zar asimetrisi
bozulmus hucrelerin zarindan boya rahatlkla gecebilmektedir (150). Boylece kit
icerisindeki boya apoptoz sureci baslayan hucre grubunun bireylerinin
sitoplazmalarinin igerisinde birikir ve biriken bu boya yine kitin i¢erisinde diger boyar
maddenin eklenmesi ile inkiibasyon ortamina gegmesi saglanir. Hucrelere ilk dnce
apoptotik ajan ilave edildi (151).

Canh Hiicre

Asimetrik Hiicre Membrani

& ~®

O Fosfotidilkolin ve Sfingomiyelin Fosfatidilserin

. Fosfatidil Etanomilin O APOP% Boya

Sekil 20. APOP% boyasiyla boyanan hiicrenin sematik gosterimi

APO Percentage apoptozis kiti (Biocolor, Belfast, UK) tanimina goére elde ettigimiz
hicre sUpernatanti otomatik kuyucuk okuyucu (Plate Reader Fluorescence, Infinite
200 PRO, TECAN, Avusturya) cihazinda 550 nm dalga boyunda okundu.
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Kullanilan Ekipmanlar
Asagida belirtilen sira ile bu galismada kullanilan ekipmanlarin listesi verilmigtir.

1) inkibator (Shel Lab ve Panasonic)

2) Inverted Mikroskop(Nikon TS100)

3) Laminar Flow Kabin(Faster ve Jouan B4l Fransa)

4) Distile Su

5) Santrifrij(PrO-Research)

6) Buzdolabi

7) Deepfreeze -150 °C

8) Sivi Nitrojen Tanki

9) Su Banyosu

10) Aspirasyon Pompasi

11) Vorteks(Wisemix)

12) Atik Haznesi

13) Hassas Terazi, Scaltec SPB 32 (isvigre)

14) Sogutmali Santrifuj, Kubota, (Japonya)

15) Derin Dondurucu, Ugur (Turkiye)

16) Inverted Floresan Mikroskop, Zeiss, Axiovert 40CFL (Almanya)
17) Otomatik Pipetler, Eppendorf (Almanya) ve Gilson (Fransa)
18) pH Metre, Hanna Instruments (Portekiz)

19) Manyetik Karistirici, Nuve (Turkiye)

20) CO:2 inkiibatér, Heal Force, Smart Cell (Japonya)

21) Hucre Kultart Flask, Cell Star, Greiner bio-one (Almanya)
22) 96 Kuyucuklu Seffaf Mikroplate, Greiner Bio-one (Almanya)
23) 96 Kuyucuklu Siyah Mikroplate, Greiner Bio-one (Almanya)
24) Plate Reader Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN (Avusturya)
25) Vorteks, Nive NM 100 (Tarkiye)
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Kullanilan Kimyasal Maddeler
Asagida belirtilen sira ile bu ¢alismada kullanilan kimyasallarin listesi verilmistir.

1) Fetal Bovine Serum, Merck (Almanya)

2) DMSO(Dimethyl Sulphoxide) Hybri-Max, Sigma (Almanya)
3) Falkon tip (50 ml ve 15 ml, Biolab, Macaristan)
4) Penicillin Streptomisin

5) RPMI-1640

6) 25 cm?2kultir kabi (isvigre)

7) 75 cm? kiiltiir kabi (isvigre)

8) Penisilin-G (100 U/ml) Streptomisin (100ug/ml), (Hyclone, USA)
9) RPMI 1640 (Hyclone, USA)

10) Dihydrorhodamine-123( DHR-123), Santa Cruz
11) EGTA, Merck (Almanya)

12) Kaspaz-3, Sigma (Almanya)

13) Kaspaz-9, Bachem (isvigre)

14) JC-1, Santa Cruz

15) ZnO Nanopargacik, Sigma

16) SiO2 Nanopargacik, Sigma

17) Ag Nanopargacik, Sigma

18) Dulbecco Modified Eagle Medium(DMEM), Gibco
19) HAM’s F12, Gibco

20) ZnO nanopargacik, Sigma

21) SiOz nanopargacik, Sigma

22) Ag nanoparc¢acik, Sigma
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istatiksel Analiz

MTT testi sonuglarinda IC50 degeri verilerin 6zelligine gore lineer regresyon
esitligi ya da probit analizi ile saptanmistir (p<0.05) Spektrofotometrik analizler ve Real
Time PCR galigsmalarinda gruplar arasinda gen ekspresyon farklarinin belirlenmesinde
AACt metodu kullaniimig, kalibrasyon egrisi ve dizeltme faktoru olarak (B-Actin ve
GAPDH, kontrol grubu ve deneme gruplarinin karsilastiriimasinda tek yonli ANOVA

testi yapiimis ve ortalamalarin girdigi gruplar Duncan Testi (p<0.05) ile belirlenmisgtir.
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BULGULAR
HUCRE CANLILIGI(MTT) TEST SONUGLARI

HT-29 Kolon Kanseri Hucre Hattina 24 Saat Boyunca Uygulanan
Nanoparcaciklarin Hiicre Canliigina Etkileri

Calismamizda Ug farkli np kullandik bunlar sirasiyla Ag, SiO2 ve ZnO’dur. HT-
29 hucrelerine 24 saatlik inkiibasyon slreci sonunda uyguladigimiz np’ler igin hlicre
canhhigi sonuglari, Sekil 21 ve 22’de gosterilmistir. 24 saat olarak verilen maddelerin
sonuglarina gore, uygulanan pargacik dozu arttikga hicre canliliginda eksponansiyel
olarak bir azalma oldugunu gézlemledik. Hiicre canliigindan elde edilen verilerle IC50
degerleri her bir pargacik icin hesaplanmistir. Sonug¢ olarak verilen madde dozu

arttikga nano-pargaciklarin toksisiteye neden oldugunu soyleyebiliriz.
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Ag-Nanopargaciklar

Sekil 21. HT-29 hiicrelerinde, 24 saat boyunca farkh dozlarda uygulanan Ag
nanopargaciklarin hiicre canliligi Gizerine etkileri (ortalama*SD)

120+ = SiO,-NP
E mm Kontrol
s 90- T IC50: 7,20ppm
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Si0,-Nanopargaciklar

Sekil 22. HT-29 hiicrelerinde, 24 saat boyunca farkl dozlarda uygulanan SiO:
nanoparcaciklarin hiicre canliligi Gizerine etkileri (ortalamaxSD)
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Asagida bulunan Sekil 23’'te ZnO np’ler igin 24 saatlik uygulama sonucunda
elde edilen canlilik testi gosterilmigtir.

190 3 ZnO-NP
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ZnO-Nanopargaciklar

Sekil 23. HT-29 hiicrelerinde, 24 saat boyunca farkh dozlarda uygulanan ZnO
nanopargaciklarin hiicre canliligi Gizerine etkileri (ortalama*SD)

HT-29 Kolon Kanseri Hucre Hattina 48 Saat Boyunca Uygulanan
Nanoparcaciklarin Hiicre Canliigina Etkileri

Hicre canlihdi sonuglari HT-29 hicrelerinde, uygulanan her np igin 48 saat
inkiibasyon slresi sonunda, Sekil 24 ve 25’de gosterilmigstir. Uygulanan np doz miktari
arttikga hicre canliliginda blyUk bir azalma olurken, dusuk dozlarda parcaciklarin

hdcre canliligina etkisi neredeyse birbiri ile ayni oldugunu gozlemledik.
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Ag-Nanoparcgaciklar

Sekil 24. HT-29 hiucrelerinde, 48 saat boyunca farkli dozlarda uygulanan Ag
nanoparcaciklarin hiicre canliligi tizerine etkileri (ortalamaxSD)

120+ 3 SiO,-NP
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Si0,-Nanopargaciklar

Sekil 25. HT-29 hiicrelerinde, 48 saat boyunca farkh dozlarda uygulanan SiO:
nanoparcaciklarin hiicre canlihgi uzerine etkileri (ortalamaxSD)
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Asagida bulunan $ekil 26'da ZnO np’ler igin 48 saatlik uygulama sonucunda
elde edilen canlilik testi gosterilmigtir.
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ZnO-Nanoparcaciklar

Sekil 26. HT-29 hiicrelerinde, 48 saat boyunca farkli dozlarda uygulanan ZnO
nanopargaciklarin hiicre canliligi Gizerine etkileri (ortalama*SD)

MCF-7 Meme Kanseri Hicre Hattina 24 Saat Boyunca Uygulanan
Nanoparcaciklarin Hiicre Canliigina Etkileri

Hucre canhligi sonuglari MCF-7 hucrelerinde, uygulanan her pargacik igin 24
saat inkiibasyon suresi sonunda Sekil 27 ve 28’de gosterilmistir. 24 saat olarak verilen
maddelerin sonuglarina bakildiginda, uygulanan parcacik dozu arttikga hicre
canhliginin eksponansiyel olarak bir azalma oldugu gdézlemlenmistir. Hucre
canlihdindan elde edilen verilerle IC50 degerleri her bir pargacik icin ayri ayri
hesaplanmigtir. Buradan c¢ikan sonuclara gore verilen madde dozu arttikga nano-

parcaciklarin toksisiteye neden oldugunu gozlemledik.
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Ag-Nanopargaciklar

Sekil 27. MCF-7 hucrelerinde, 24 saat boyunca farkh dozlarda uygulanan Ag
nanoparcaciklarin hiicre canhhigi uzerine etkileri (ortalamaxSD)
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SIOZ-NanopargamkIar

Sekil 28. MCF-7 hiicrelerinde, 24 saat boyunca farkh dozlarda uygulanan SiO:
nanopargaciklarin hiicre canliligi Gizerine etkileri (ortalamatSD)
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Asagida bulunan Sekil 29°da ZnO np’ler i¢in 24 saatlik uygulama sonucunda
elde edilen canlilik testi gosterilmigtir.
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ZnO-Nanoparcaciklar

3 ZnO-NP
mm Kontrol

IC50: 1,58ppm

Sekil 29. MCF-7 hiicrelerinde, 24 saat boyunca farkh dozlarda uygulanan ZnO
nanopargaciklarin hiicre canliligi tizerine etkileri (ortalama*SD)

MCF-7 Meme Kanseri

Nanoparcaciklarin Hiicre Canliigina Etkileri

Hucre Hattina 48 Saat Boyunca Uygulanan

Hucre canhiligi sonuglari MCF-7 hucrelerinde, uygulanan her pargacik icin 48

saat inkibasyon suresi sonunda Sekil 30 ve 31’de gdsterilmisti. GUmuas np

uygulamasinda neredeyse butun dozlarin hicre canhihigina etkisi ayni iken, diger iki

parcacikta ise son iki yiksek dozun hicre canhligina olan etkisi diger dozlardan farkli

oldugu gozlemlenmigtir.
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Ag-Nanoparcgaciklar

Sekil 30. MCF-7 hucrelerinde, 48 saat boyunca farkh dozlarda uygulanan Ag
nanoparcaciklarin hiicre canhhigi uzerine etkileri (ortalamaxSD)
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Si0,-Nanopargaciklar

Sekil 31. MCF-7 hiicrelerinde, 48 saat boyunca farkli dozlarda uygulanan SiO:
nanopargaciklarin hiicre canliligi Gizerine etkileri (ortalama*SD)
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Asagida bulunan Sekil 32'de ZnO np’ler igin 48 saatlik uygulama sonucunda
elde edilen canlilik testi gosterilmigtir.
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ZnO-Nanoparcgaciklar

Sekil 32. MCF-7 hiicrelerinde, 48 saat boyunca farklhi dozlarda uygulanan ZnO
nanopargaciklarin hiicre canliligi Gizerine etkileri (ortalama*SD)

GEN EKSPRESYON SONUCLARI

Nanopargacik uygulamasinin yapildigi HT-29 hicre hatlarinda Bax, Bcl-2, p53,
Sitokrom-c, Apaf-1 ve Kaspaz-3 genlerin ekspresyonuna kontrol ve deneme gruplari
olmak Uzere MTT testlerinden belirlen IC50 dozlarinin uygulandigi hicrelerde
ekspresyon analizleri yapiimistir. Yapilan ekspresyon analizleri AACt metodu ile
hesaplanarak fold-change degerleri bulunmustur. Ekspresyon sonuglari GAPDH

referans geni kullanilarak normalize edilerek belirlenmistir.

HT-29 Kolon Kanseri Hicre Hattina 24 Saat Boyunca Uygulanan
Nanopargaciklarin 6 Bolgedeki Gen Ekspresyonlari

Uygulanan maddelerin HT-29 hattina belirledigimiz IC50 konsantrasyonlarinda
(Ag: 1,14 ppm, SiO2: 7,20 ppm ve ZnO: 2,06 ppm) 24 saat sure ile inkube edildikten
sonra, gen ekspresyon degerleri Sekil 33, 34 ve 35’de gosterilmistir. Gen ekspresyon
deg@erleri nanoparcgaciklarin turine goére birbirinden farkli sonuglar vermektedir.

Uygulanan nanopargaciklarin hucreleri (p<0,05) apoptoza goturdugu gorulmektedir.
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Sekil 33. HT-29 hicrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanoparcaciklarin Bax ve Bcl-2 ekspresyonu lizerine etkileri

(ortalamazSD)
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Sekil 34. HT-29 hiucrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin p53 ve Sitokrom-c ekspresyonu uzerine etkileri
(ortalamaxSD)

*p<0,05 ve kontrol grubuna goére
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Sekil 35. HT-29 hicrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin Apaf-1 ve Kaspaz-3 ekspresyonu uzerine etkileri
(ortalamazSD)

*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 kontrol grubuna goére, butiin deneyler 3 tekrarli

HT-29 Kolon Kanseri Hucre Hattina 48 Saat Boyunca Uygulanan
Nanoparcaciklarin 6 Boélgedeki Gen Ekspresyonlari

Uygulanan maddelerin HT-29 hattina belirledigimiz IC50 konsantrasyonlarinda
(Ag: 19,75ppm, SiO2: 34,38ppm ve ZnO: 9,69ppm) 48 saat sure ile inklbe edildikten
sonra, gen ekspresyon degerleri Sekil 36, Sekil 37 ve Sekil 38’de gosterilmistir. Gen
ekspresyon degerleri nanopargaciklarin tlrine goére birbirinden farkli sonuglar
vermektedir. Uygulanan ZnO nanoparcgaciklarinin hucreleri (p<0,05) apoptoza
goéturdugu gorulmektedir. Buna karsin diger iki parcacigin uygulandigi hucrelerde

mitokondriyal apoptotik yolagi kullanmadigi izlenimi vermektedir.
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Sekil 36. HT-29 hicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanoparcgaciklarin Bax ve Bcl-2 ekspresyonu lzerine etkileri

(ortalamazSD)
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Sekil 37. HT-29 hicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin p53 ve Sitokrom-c ekspresyonu uzerine etkileri
(ortalamaxSD)

*p<0,05 kontrol grubuna gore

61



3.5

2.0
s 3.0 T *
5 = T
9  2.5- S 15
-0 o
22 45l a2 101
< w * % 4 *% "
c x 4 - b
o c
‘D * * 8 0.5'
o -
<, L v L 0.0- T T T
o Neld o S » 0
‘{~°<~\\,\ %\O A8 v o(\\ﬂo 6\0 1/00 ?9
NU
Nanoparcaciklar Nanopargaciklar

Sekil 38. HT-29 hicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin Apaf-1 ve Kaspaz-3 ekspresyonu uzerine etkileri

(ortalamazSD)

MCF-7 Meme Kanseri

Hucre Hattina 24 Saat Boyunca Uygulanan

Nanoparcaciklarin 6 Bolgedeki Gen Ekspresyonlari

Uygulanan maddelerin MCF-7 hattina belirledigimiz IC50 konsantrasyonlarinda
(Ag: 2,04 ppm, SiO2: 5,04 ppm ve ZnO: 1,58 ppm) 24 saat sure ile inklbe edildikten
sonra, gen ekspresyon degerleri Sekil 39, 40 ve 41'de godsterilmistir. Verilen

nanoparcaciklarin, hucreleri (p<0,05) apoptoza gétirdigu goérulmektedir. Ancak

testleri yapilan ekspresyonlardan, verilen parcaciklarin turt ile iligkili olarak, kontrol

grubuna gore sitokrom-c ve apaf-1 SiO2 ve Ag np icin artarken diger ekspresyonlar

kontrol grubuna gore azaldig1 goézlemlenmistir.
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Nanopargaciklar

Sekil 39. MCF-7 hucrelerinde,
nanoparcgaciklarin

etkileri(ortalama*SD)

Nanopargaciklar

24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
Bax ve Bcl-2 ekspresyonu lizerine
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Sekil 40. MCF-7 hicrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin p53 ve Sitokrom-c ekspresyonu uzerine etkileri
(ortalamazSD)
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Sekil 41. MCF-7 hiucrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanoparg¢aciklarin Apaf-1 ve Kaspaz-3 ekspresyonu luzerine etkileri
(ortalamaxSD)

*p<0,05 ve ***p<0,01 kontrol grubuna gore
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MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattina 48 Saat Boyunca Uygulanan
Nanoparcgaciklarin 6 Bolgedeki Gen Ekspresyonlari

Uygulanan maddelerin MCF-7 hattina belirledigimiz IC50 konsantrasyonlarinda
(Ag: 23,24 ppm, SiO2: 42,37 ppm ve ZnO: 20,40 ppm) 48 saat sure ile inktbe edildikten
sonra, gen ekspresyon degerleri Sekil 42, 43 ve 44’de gosterilmigtir. Uygulanan
nanoparcaciklarin timanin htcreleri (p<0,05) apoptoza goéturdigu gorulmektedir.
Ancak calismamizda butin nanopargaciklarin IC50 degerleri ile iligkili olarak
inkiibasyon sureleri uzadikga madde konsantrasyonlarinda artisa yol actigi
g6zlenmistir. Calismamizin 48 saatlik inkibasyon sonuglarinda SiO2 ve ZnO
nanopargaciklarin hucreleri apoptoza indukledigini gézlemledik. Tam tersine Ag
nanopargacigin uygulandigi hucrelerde ise hucrelerin apoptoz yerine sasirtici bir

sekilde hucre proliferasyonunu artirdigini gézlemledik.
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Sekil 42. MCF-7 hiicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin Bax ve Bcl-2 ekspresyonu Uzerine etkileri
(ortalamazSD)

*p<0,05 ve ***p<0,0001 kontrol grubuna goére
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Sekil 43. MCF-7 hicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin p53 ve Sitokrom-c ekspresyonu uzerine etkileri

(ortalamazSD)
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Sekil 44. MCF-7 hiucrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin p53 ve Sitokrom-c ekspresyonu uzerine etkileri
(ortalamaxSD)

*p<0,05 ve **p<0,01 kontrol grubuna goére
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HT-29 Hiicrelerinde 24 Saat Sonucunda Mitokondriyal Depolarizasyon ve
Hucre Ici ROT Degerleri Uzerinde Nanoparcgaciklarin Etkileri

Uygulanan maddelerin HT-29 hattina belirledigimiz IC50 konsantrasyonlarinda
(Ag: 1,14 ppm, SiO2: 7,20 ppm ve ZnO: 2,06 ppm) 24 saat sure ile inkibe edildikten
sonra, elde edilen MMD ve ROT degerleri Sekil 45’te gosterilmistir. Kontrol gruplarina
gére MMD oranlar bitiin pargaciklarda dnemli dizeyde (p<0,05) artarken, ROT
turlerinin ise 6nemli dlgude azaldigi gozlenmektedir. Uygulanan nanopargaciklarin

ROT ile tepkimeye girerek onlarin aktivitelerini azalttigi izlenimini vermektedir.
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Sekil 45. HT-29 hiucrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanoparg¢aciklarin MMD ve ROT uzerine etkileri (ortalamaxSD)

*p<0,05 ve *p<0,01 kontrol grubuna goére

HT-29 Hiicrelerinde 24 Saat Sonucunda Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Aktivitesine
Nanoparcaciklarin Etkileri

IC50 konsantrasyonlarinda 24 saat boyunca inkube edilen HT-29 hicrelerinde
kaspaz-3 ve kaspaz-9 dizeylerinde Sekil 46’da dnemli oranda bir artisa yol agtigini
gOzlemledik. Kaspaz-3 ve kaspaz-9 apoptozda ¢ok dnemli rol oynayan iki protein olup
ve apoptozun son halkasini olustururlar. Pargacik turlerine gore aktivite oranlarinin da

degistigi bulunmustur.
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Sekil 46. HT-29 hicrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanoparg¢aciklarin Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivitesi uzerine etkileri
(ortalamaxSD)

HT-29 Hiicrelerinde 24 Saat Sonucunda Nanopargaciklarin Apoptozis
Uzerine Etkileri

Madde uygulamasi sonucu 24 saat sure sonunda apoptozis degerleri Sekil
47°de her bir parcacik icin gosterilmistir. Uygulanan maddelerin timuandn hdcreleri
apoptoza ugrattigi (p<0,01) gozlenmistir. SiO2 uyguladigimiz hdcreleri diger iki
maddeye gore karsilastirdigimizda ise daha fazla hicrenin apoptoza ugradigini

gOzlemledik. Kargilagtirmalarin timu kontrol grubuna gore yapilmistir.
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Sekil 47. HT-29 hicrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin Apoptozis uzerine etkileri (ortalama*SD)

*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 kontrol grubuna goére
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HT-29 Hiicrelerinde 48 Saat Sonucunda Mitokondriyal Depolarizasyon ve
Hucre Ici ROT Degerleri Uzerinde Nanoparcgaciklarin Etkileri

Uygulanan maddelerin HT-29 hattina belirledigimiz IC50 konsantrasyonlarinda
(Ag: 19,75 ppm, SiO2: 34,38 ppm ve ZnO: 9,69 ppm) 48 saat sure inklbe edildikten
sonra, MMD ve ROT degerleri Sekil 48’de gdsterilmistir. Kontrol gruplarina gére MMD
ve ROT tirleri oranlarinin verilen butin parcaciklarda énemli dizeyde (p<0,0001)
azaldigini gézlemledik. Uygulanan nanopargaciklarin ROT ile tepkimeye girerek
aktivitelerinin azaldigini ve inkiibasyon suresinin artmasi ile maddelerin mitokondri

depolarizasyonunu da énemli élgide azalttigini gézlemledik.

1.6 1.6
ko
1.4+ 1.4 T
1.2+ 1.2+
o 10 i . 10 —_—
S 0.8- == . O 0.8- e iy
= —_ 4 ol
0.6 0.6
0.4+ 0.44
0.2 0.24
0.0' T T T 0.0' T T T
> 0 o o > a9 o S
o K o 3
Q.o(-\é ® 18 v 4956 e 18 o
Nanopargaciklar Nanopargaciklar

Sekil 48. HT-29 hiicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin MMD ve ROT lzerine etkileri (ortalama*SD)

****p<0,0001 kontrol grubuna gore

HT-29 Hucrelerinde 48 Saat Sonucunda Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Aktivitesine
Nanoparcaciklarin Etkileri

IC50 konsantrasyonlarinda 48 saat boyunca inkibe edilen HT-29 hicrelerinde
kaspaz-3 duzeyleri (p<0,05) kontrol grubuna yakin degerlerdeyken, kaspaz-9
dizeylerinde (p<0,001) ise Sekil 49°da 6nemli oranda gumus np haricinde bir artig

oldugu goézlenmektedir. Pargacik tlrlerine gore aktivite oranlarinin da degistigi

bulunmustur.
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Sekil 49. HT-29 hicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanoparc¢aciklarin Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivitesi lUzerine etkileri
(ortalamazSD)

HT-29 Hucrelerinde 48 Saat Sonucunda Nanoparcaciklarin Apoptozis
Uzerine Etkileri

Madde uygulamamizin sonuglari 48 saatlik inkibasyon sureleri igin apoptozis
degerleri Sekil 50’de her bir parcacik icin godsterilmistir. Uygulanan maddelerin
hepsinde hucrelerin apoptoza qittigi (p<0,0001) gozlenmistir. ZnO uygulanan
hicrelerde diger iki maddenin uygulandidi hicrelere gore daha fazla hicrenin
apoptoza ugradigi gozlenmigtir. Karsilastirmalarin tumu kontrol grubuna gore

yapilmigtir.
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Sekil 50. HT-29 hicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin Apoptozis tizerine etkileri (ortalama*SD)
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MCF-7 Hucrelerinde 24 Saat Sonucunda Mitokondriyal Depolarizasyon ve
Hucre Ici ROT Degerleri Uzerinde Nanoparcgaciklarin Etkileri

Uygulanan maddelerin MCF-7 hattina belirledigimiz IC50 konsantrasyonlarinda
(Ag: 2,04 ppm, SiO2: 5,04 ppm ve ZnO: 1,58 ppm) 24 saat sure ile inkibe edildikten
sonra, MMD ve ROT degerleri Sekil 51’de gdsterilmistir. Kontrol gruplarina gére MMD
oranlari butun pargaciklarda 6nemli dizeyde (p<0,01 ve p<0,001) artarken, ROT turleri
ise ZnO hari¢ digerleri onemli Olcude azaldigi gobzlenmektedir. Uygulanan

nanopargaciklar ROT ile tepkimeye girerek aktiviteleri azaltmaktadir.
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Sekil 51. MCF-7 hiicrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin MMD ve ROT uzerine etkileri (ortalamatSD)

MCF-7 Hicrelerinde 24 Saat Sonucunda Kaspaz-3 ve Kaspaz-9
Aktivitesine Nanopargaciklarin Etkileri

IC50 konsantrasyonlarinda uygulanan np’ler ile 24 saat boyunca inkube edilen
MCF-7 hucrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin onemli oranda azaldigi gozlemlenirken
kaspaz-9 aktivite dizeylerinde ise Sekil 52’de énemli oranda bir artis oldugu
g6zlenmigtir. Parcacik turlerine gore aktivite oranlarinin da farklihk gosterdigi
saptanmigtir. MCF-7 hlcre hatlarinda HT-29'un tersine 24 saat sonunda kaspaz-3

aktivitesi ciddi oranda dusmektedir.
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Sekil 52. MCF-7 hiucrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanoparg¢aciklarin Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivitesi lzerine etkileri
(ortalamaxSD)

MCF-7 Hicrelerinde 24 Saat Sonucunda Nanoparcgaciklarin Apoptozis
Uzerine Etkileri

Madde uygulamasi sonucu 24 saat sure sonunda apoptozis degerleri Sekil 53’te
her bir pargcacik icin gosterilmistir. Uygulanan maddelerin ZnO ve Ag parcgaciklarda
hicrelerin apoptozise gittigi gézlenmistir. Gimuis ve ZnO uygulanan hicrelerde SiO2
maddesinden uygulandigi hdcrelere gore daha fazla hicrenin apoptoza ugradigi

gOzlenmigtir. Karsilastirmalarin timU kontrol grubuna goére yapilmistir.
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Sekil 53. MCF-7 hiucrelerinde, 24 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin Apoptozis tzerine etkileri (ortalamatSD)
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MCF-7 Hucrelerinde 48 Saat Sonucunda Mitokondriyal Depolarizasyon ve
Hucre Ici ROT Degerleri Uzerinde Nanoparcgaciklarin Etkileri

Uygulanan maddelerin MCF-7 hattina belirledigimiz IC50 konsantrasyonlarinda
(Ag: 23,24 ppm, SiO2: 42,37 ppm ve ZnO: 20,40 ppm) 48 saat sure ile inkube edildikten
sonra, MMD ve ROT degerleri Sekil 54’de gdsterilmistir. Kontrol gruplarina gére MMD
oranlari SiOz2 ve ZnO parc¢aciklarinda énemli dizeyde (p<0,05 ve p<0,001) artarken,
gumus nano-pargacikta ise azalmaktadir. ROT turleri ise SiO2 np harig, digerlerinde
onemli Olclide azaldigi gozlenmektedir. Elde ettigimiz verilere gore uygulanan
nanopargaciklarin ROT ile reaksiyonu sonucu bunlarin aktivitelerinde bir azalma

olusturmaktadir.

1.6+ o 1.6+ i
1.4 T 1.4 T
1.2- ¥ 1.2 .
- 1.0+ = - . 1.0 Fkkk T
S 08 i 2 L -
0.6+ 0.6
0.4 0.4
0.24 0.2
0.0' T T T 00' T T T
> 9 (o) S > y (8] S
O : O J
Q_oéé ® 18 v *‘O(.\.s ¢® 48 v
Nanopargaciklar Nanoparcgaciklar

Sekil 54. MCF-7 hiucrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin MMD ve ROT uzerine etkileri (ortalamaxSD)

MCF-7 Huicrelerinde 48 Saat Sonucunda Kaspaz-3 ve Kaspaz-9
Aktivitesine Nanopargaciklarin Etkileri

IC50 konsantrasyonlarinda 48 saat boyunca inktibe edilen MCF-7 hicrelerinde
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivite dizeylerinde ise Sekil 55'de bir artis oldugu

g6zlenmektedir. Pargacik turlerine gore aktivite oranlarinin da degistigi bulunmustur.
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Sekil 55. MCF-7 hicrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanoparg¢aciklarin Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivitesi lzerine etkileri
(ortalamaxSD)

MCF-7 Hicrelerinde 48 Saat Sonucunda Nanoparcgaciklarin Apoptozis
Uzerine Etkileri

Madde uygulamasi sonucu 48 saat sure sonunda apoptozis degerleri Sekil
56’da her bir pargacik icin gosterilmistir. Uygulanan maddelerin hepsinde hucrelerin
apoptoza gittigi gézlenmistir. ZnO uygulanan hucrelerde SiO2 ve Ag maddelerinin
uygulandidi hucrelere goére daha fazla hdcrenin apoptoza ugradigini belirledik.

Karsilastirmalar kontrol grubuna gore yapiimigtir.
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Sekil 56. MCF-7 hiucrelerinde, 48 saat boyunca IC50 dozlarinda uygulanan
nanopargaciklarin Apoptozis lizerine etkileri (ortalamaxSD)

*p<0,05, ***p<0,001 ve ****p<0,0001 kontrol grubuna gore
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TARTISMA

Nanoparcgaciklarin ginamuizde belirlenen hedef bolgeye etkili olacak ilaglarin
iletilmesi icin tasiyici sistem olarak kullaniimasi disiuncesi tim dinyada ilgi duyulan
bir konudur. Nanoparc¢aciklar kendine 6zgu elektronik ve optik 6zelliklerinden dolayi
analitik araclar arasinda yer almaya baslamistir. Nanopargaciklarin biyolojik
sistemlerle olan etkilesimi de diger dikkat ceken konulardan biridir. Nanoparcgaciklar
genel olarak hilicreye endositoz, reseptor-araciliiyla ya da dogrudan alinir (152).
Nano boyuta sahip analitik aracglarin kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasi igin nanopargaciklarin  dretim gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Bu
nanoparcaciklar ile hedeflenen bolgeye, ilag ile yliklenen nanopargacigin tasinmasi
saglanabilir. Nanoparcaciklar ile hedefe iletilebilecek ilaglarin saglikli organ ve
dokularda olusturabilecegi toksik ve yan etkilerinin de ©Onlne gegilebilecegi
ongorulmastir (153). Yapilan bazi ¢alismalarda kanser ajani olarak kullanilan birgok
ilacin, nanopargaciklar ile taginmasinin daha etkin sonuglara yol actigi gozlenmistir.
Kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde etkili bir ydontem olarak kullanilabilecegi 6ne
surtulmektedir (154-156). Nanopargaciklara son yillarda artan ilgiyle beraber bu
maddelerin neden olabilecedi risklerde tartisilmaya baslanmistir. Nanoteknolojinin
kullanim alanin genisligi nedeniyle bu maddelerden olusabilecek risk faktorleri de her
gegen gun artmakta ve buna karsi bazi onlemlerinde belirlenmesi gerekmektedir.
Nanopargacik uygulamalarinda birgok laboratuvar birbirinden farkli sonuclar verdigi

icin bu sistemin su anda herhangi bir standartizasyonu yoktur (157).
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Nanoparc¢aciklarin kutlelerine, komponentlerine, yluzey alanlarina ve kimyasal
Ozelliklerine gore bir doz tanimi yapilmamistir. Bunun sonucu olarak da nanopargacik
uygulamalarindaki kesin veri kargilastirmalarinda objektiflik  sorunlari
olusabilmektedir(158).

Mesleki Saglik ve Glvenlik Enstitist (NIOSH) <100 nm daha kiguk olan TiO2
nanopargaciklarin daha buyuk parcacik yapisina sahip olanlara gore daha toksik
oldugu belirtmis ve TiO2 maruziyetine yaptigi duzenleme ile <100 nm kuguk pargaciklar
icin 0,3 mg/cm?® olarak bildirmistir. Nanopargaciklarin uygulamada kullanimi genel
olarak deiyonize suda dispers hale getirerek kullaniimasi toksisite testleri
yapilmaktadir. Suda dispers hale gelmesi ile bu maddelerin fiziksel ve kimyasal bazi
Ozellikleri degismektedir (159). GAPDH nanopargaciklarin gen ekspresyonu

analizlerinde referans gen olarak segilmisgtir.

MCF-7 hicre hatlarinda yapilan “Laha D ve ark.” yaptiklari bir galismada (0-50
pg/ml) konsantrasyon araliginda bakir iyodur ve bakir fosfat tirevli nanopargaciklara
maruz birakilmis ve sitotoksisite testleri yapilmistir. Toksisite sonuglarina gore her iki
nanopargaciginda toksik oldugu vurgulanmistir (160). Cinko oksit nanopargaciklari
genotoksisitesini ve sitotoksisitesini belirlemek amaciyla bir¢ok calisma yapilmigtir.
“Osman IF ve ark.” bunlardan bazilarinda disuk doz uygulanan ZnO nanoparc¢aciklarin
oksidatif strese yol agarak insan epidermal hlicrelerinde genotoksisiteye neden oldugu
gOsterilmigtir (161). “Otero-Gonzalez L ve ark.” yaptiklari baska bir galismada ZnO
nanopargaciklara maruz birakilan insan brongiyal epitel hiicrelerinde sitotoksisiteye yol

actigi ortaya konmustur (162).

Yaptigimiz calismadaki canlilik ve sitotoksik etkiler Uzerine elde ettigimiz
bulgularimiz yukarida verdigimiz literaturler ile uyumluluk gostermektedir. HT-29
hatlarina 24 saat uyguladigimiz, SiOz ( 0-50 ug/ml), Ag ve ZnO (0-20 pg/ml) np’leri igin
doz miktar arttikga hicre canlihginda eksponansiyel olarak bir azalma oldugunu
g6zlemledik. HT-29 hatlarina 48 saat uyguladigimiz ayni np’ler igin doz miktari arttikca
hiacre canhliginda buyuk bir azalma olurken, dusuk dozlarda pargaciklarin hucre
canlihgina etkisi neredeyse birbiri ile ayni oldugunu gozlemledik. MCF-7 hucre
hatlarina 24 saat uyguladigimiz Ag, SiO2 ve ZnO np’leri i¢in doz miktari arttikca yine
hicre canlihginin eksponansiyel olarak bir azalma oldugu gdézlemlenmigtir.
Bulgularimiza gore verilen madde dozu arttikga nanopargaciklarin toksisiteye neden
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olduklarini gozlemledik. Yine MCF-7 hlcre hatlarina 48 saat uyguladigimiz np’ler igin
GUmus np uygulamasinda neredeyse butun dozlarin hicre canlihgina etkisine olan
degisimler ayni iken, diger iki pargacikta ise son iki dozun (SiO2: 25-50 ppm, ZnO:10-

20 ppm) hicre canliligina olan etkisinde belirgin bir azalma gézlemlenmisgtir.

20nm boyutunda olan ZnO parcaciklar ile “Huang C-C ve ark.” tarafindan
yapillan baska c¢alismada pargacigin toksisitesinin zamana ve uygulanan
konsantrasyonla dogrudan bir bagimliligi oldugunu goésterilmistir. Yine ayni calismada
insan brongiyal epitel hicrelerinde (BEAS-2B) apoptoz ve oksidatif streste yol agan
BNIP, PRDX3, PRNP ve TXRND1 doért gen bdlgesinin ekspresyonlarinin 2.5 kat
arttigini géstermislerdir (163). “Tuomela S ve ark.” tarafindan, Jurkat T hlcreleri, insan
monosit-tirevli makrofajlari (HMDM) ve monosit-tirevli dendritik htcrelerde (MDDC)
yapilan kapsamli bir galismada TiO2 ve ZnO ile 6 ve 24 saat suresince maruz birakilan
hicrelerde TiO2 pargaciklari toksik olmazken, ZnO nanopargaciklarin ise toksisitesinin
doz bagimh oldugunu belirtmislerdir (164). "Lee SH ve ark.” yapilan bir baska
calismada ZnO nanopargaciklara maruz birakilan insan keratinositlerinde, bu
hucrelerin oksidatif strese ugradigr gozlenmistir. Yine ayni calismanin maruziyet
sonucunda antioksidan enzim olan SOD seviyesi ylksek ve GSH seviyesinin dusuk
oldugu gosterilmistir (165). “Aktar MJ ve ark” ZnO nanopargaciklarinin maruz birakilan
karaciger kanser hicresi (HepG2) p53 yolagi aracihgiyla oksidatif strese yol agarak,
hicreleri apoptoza indukledigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada anti kanser ilaglarin
apoptozu induklemek icin kullandigi etki mekanizmalariyla benzerlik gosterdigi icin, bu
kanser turindn tedavisinde ZnO np’lerin kullanilabilecegini 6nermiglerdir (166).
“Setyawati MI ve ark.” Cok dusuk konsantrasyonda kullanilan ZnO nanopargaciklarda
bile ROT’u indUkledigini ve p53 ekspresyonunu artirdigi gézlenmigstir. Daha ylksek
konsantrasyonlarda kullanildiginda ise antioksidan gen bdlgelerinden SOD2, GPX1,
SESN1, SESN2 ve ALDH4A1 gibi enzimlerin oksidatif homeostazisi dengelemek

amaciyla ekspresyonlarinin artirdigi gézlenmistir (167).

HT-29 hucrelerinde 24 saatlik ZnO np’lerle inkibasyonun sonucunda, Bax, p53,
Sitokrom-c, Apaf-1 ve Kaspaz-3 ekspresyonlarinda artislar gdézlenmistir. MMD,
Apoptoz, Kaspaz-9 degerlerinde artis gdézlemlemize karsin, Bcl-2 ve ROT degerlerinin
azaldigini bulduk. 48 saat inkibasyon sonucunda, bu hicrelerde gen ekspresyonlar
degerleri 24 saatlik uygulama ile ayni paralelde bulunmustur. Spektrofotometrik
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yontem ile tespit ettigimiz Kaspaz-9, ROT ve Apoptoz degerleri artarken, MMD degeri
azalmigtir. MCF-7 hacrelerinde ise 24 saatlik np uygulamasi sonucunda gen
ekspresyonlarinin azaldigi gézlenmistir. Buna karsin, 48 saatlik uygulamamizda ise
gen ekspresyonlarinin artis gosterdigi bulundu. 24 saatlik uygulama sonunda MMD ve
ROT’larinda bir artis gozlenmis ve Apoptoz sonuglarindaki artig, anlamlilk
gostermemigstir. MCF-7 hucrelerine 48 saatlik np uygulamamiz sonucunda ise Kaspaz-
9, MMD ve Apoptoz 6nemli élgtide artarken, ROT’larda ise istatiksel olarak anlamli bir

azalma gozlemlenmistir.

‘Rahman M ve ark.” gimUs nanoparcaciklarda yapilan bir in vivo ¢alismada,
24 saat boyunca 25nm boyutundaki nanoparcaciklarin oksidatif stres araciligiyla
norotoksisiteye neden olabilecegi bildirilmistir (168). “Asharani P ve ark.” Ag-np
uygulamasinda iki farkli hucre tipinde(IMR-90 ve U251) bu parcaciklarin mitokondriye
zararli olabilecek fazla ATP ve ROT duretiminin doza bagimli olarak arttigini
gOstermiglerdir. Ag-np yapilan TEM ile yapilan incelemelerde genel olarak mitokondri
ve nukleusun iginde bulundugu igin, mitokondriyal apoptoz ve DNA hasari ile dogrudan
iligkili oldugu belirlenmistir. DNA hasarinin olusmasindaki en 6nemli nedenin ise
mitokondriden ATP sentezinin aksamasi ve Ag np’lerin ROT Uretimini artirmasi
gOsterilmistir (169). “Miura N ve ark.” apoptozisin en énemli gostergesi olan HO-1 ve
MT-2A iki gen bdlgesinin up-regule oldugu bulunmustur (170). “Piao ve ark.” Ag-np
uygulanan insan chang karaciger hucresinin maruz birakilmasi ile mitokondriyal
apoptotik yolak Gzerinden hticrelerin apoptoza gitmesi, Bax ve Bcl-2 ekspresyonlarinin
modulasyonlari araciligiyla olmaktadir (171). “Kim TH ve ark.” Pargaciklarin
boyutlarinin  farkhh oldugu bir baska c¢alismada ise, 10nm, 50nm ve 100nm
boyutlarindaki Ag np’lere maruz birakilan MC3T3-E1 ve PC12 hlcrelerinde meydana
gelen sitotoksisitenin boyut ve doz bagiml oldugu ortaya konmustur. Ag-np MC3T3-
E1 hlcrelerinde apoptozu indiklerken, PC12 hiicrelerinde ise nekroza neden oldugu
bildirilmistir (172).

Yaptigimiz calismada ise Ag np’lerin HT-29 hicre hattinda 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda, hucrelerin apoptozise gitmesi kaspaz bagimli oldugunu
belirledik. Buna karsin HT-29 hucrelerinde 48 saatlik uygulamamiz sonucunda
apoptozu indukledigi bilenen ve Olgumlerini yaptigimiz gen bdlgelerinin
ekspresyonlarinin azaldigr bulunmustur. HT-29 hucrelerinde MMD, Kaspaz-9 ve
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Apoptoz istatiksel olarak artarken, ROT ise onemli oranda azalmistir. 48 saat
uygulama suresi sonucunda Ag-np apoptozu indukledigi gozlenirken, MMD, ROT ve
Kaspaz-9 degerlerinin azaldigini belirledik. Ag np’leri MCF-7 hucrelerinde 24 ve 48
saatlik uygulamasi sonucunda mitokondriyal apoptotik yolakta bulunan genlerin
ekspresyonlarinin her iki uygulama suresince azaldigi bulunmustur. 24 saatlik
uygulama sonucunda MCF-7 hucrelerinde MMD ve Apoptoz de@erlerinde bir artis
varken, ROT ve Kaspaz-3 degerlerinde dnemli élglide bir azalma oldugu gozlenmisgtir.
Yine ayni hicre hattinda 48 saatlik uygulamada ise MMD ve ROT anlamli oranda
azalmigken, Apoptoz ve Kaspaz-9 deg@erlerinde olan azalmanin istatiksel olarak bir

anlam ifade etmedigini bulduk.

‘Wang F ve ark.” SiO2 nanoparcaciklarin uygulandigi HEK293 insan embriyonik
bobrek hucrelerinde yapilan g¢alismada 20 nm ve 50 nm boyutlarinda uygulanan
parcaciklarin hicrelerin doza bagimh olarak toksik etki gosterdigi bulunmustur (173).
‘“Ahmad J ve ark.” 14 nm boyutunda SiO2 nanopargaciklara maruz kalan HepG2
karaciger kanseri hucrelerinde meydana gelen apoptozda p53, Bax ve kaspaz-3
ekspresyonunun up-regule oldugu goézlenmis ve ROT araciligiyla oldugunu
belirtmislerdir (174). “Liu X ve Sun J” tarafindan yapilan bir calismada ise 50, 100 ve
200 pg/ml SiO2 nanopargaciklara maruz birakilan HUVEC hicre hattinda, ROT ve
mitokondriyal membran depolarizasyonu araciligiyla apoptozun induklendigi
gosterilmig, 25 pg/ml konsantrasyonunda ise apoptozun induklenmedigini
gOstermiglerdir ~ (175). Mitokondri,  yag, karbonhidrat ve  proteinlerin
degerlendiriimesinde rol oynayan bir hicre i¢i organeldir. Hicrenin bu fizyolojik
aktiviteleri tamamladiktan sonra artik Grin ROT olugmaktadir. Mitokondrinin cesitli
nanopargaciklar ile depolarize olmasiyla htcre iginde ortaya ¢ikan ROT’larin Uretimi
artmaktadir. Mitokondrinin depolarize olmasi ile ROT artmasi veya hicrenin kaspaz
badimli olarak apoptozise gitmektedir. “Sun L ve ark.” 0, 25, 50, 100 ve 200 ug/ml
dozlarinda uygulanan SiO2 nanoparc¢aciklar DMEM iginde dispers edildikten sonra 3
ve 24 saat inkUbasyon surelerinin sonunda bu parcaciklarin ROT ortaya ¢ikardigi rapor
edilmistir (176).

Bizim yaptigimiz c¢alisma da HT-29 hicrelerinde SiO2 np 24 saatlik
uygulamasinda alti gen bolgesinin ekspresyonlarinda dnemli 6lgtude bir artis gozlendigi
bulunmustur. Ancak, ayni np’lerin 48 saatlik HT-29 hucrelerinde olusan ekspresyon
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degerleri 24 saatlik uygulamanin tersine azalmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda
ROT anlamli oranda azalirken, MMD, Kaspaz-9 ve Apoptoz degerlerinde anlamli bir
fark gézlemleyemedik. Ayni pargcacigin 48 saatlik uygulamasinda ise ROT, MMD ve

Apoptoz degerlerinde onemli bir artis bulunmustur.
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SONUGLAR

Bu calisma, nanoparcaciklarin in vitro olarak uygulanmasi ile toksisitesi

arasindaki iligkiyi irdelemek igin dugunulmusgtar.
Yaptigimiz bu ¢alismada 6ne ¢ikan verileri asagidaki sekilde ifade edebiliriz.

- HT-29 hatlarina 24 saat uyguladigimiz), SiO2 (0-50 pg/ml), Ag ve ZnO (0-20
pg/ml) np’leri icin doz miktari arttikga hicre canliiginda eksponansiyel olarak
bir azalma oldugunu gozlemledik.

- Canlilik testlerinde inkiibasyon sureleri arttikca (48 saat) IC50 degerlerinde artis
gozlemledik.

- MCF-7 hicre hatlarina 48 saat uyguladigimiz np’ler i¢cin Gumuis np
uygulamasinda neredeyse butun dozlarin hicre canliigina etkisindeki
degisimler ayni iken, diger iki parcacikta ise son iki yiksek dozun (SiO2: 50 ppm,
ZnO: 20 ppm) hicre canliigina olan etkisinde belirgin azalmalar
gozlemlenmistir.

- HT-29 hdcrelerinde 24 saatlik ZnO, SiO2 ve Ag np’lerle inkibasyonun
sonucunda, nanopargaciklarin apoptozu indukledigi bulunmustur. Bu indukleme
mekanizmasinin  g¢alismasi  mitokondriyal apoptotik yolak Uzerinden
gerceklesmistir.

- HT-29 48 saatlik inkUbasyonunda ise sadece ZnO np’lerin mitokondriyal
apoptotik yolagi kullanarak apoptozu indukledigi belirlenirken, diger iki
parcaciginda, hucrelerde apoptozu indukledigi bulunmustur. Ancak bu
indUklemenin nedeninin mitokondriyal apoptotik yolak Uzerinden olmadigini
sdyleyebiliriz.

- MCF-7 hulcrelerinde 24 saatlik inkibasyonun sonunda Ag np uygulamasinda
mitokondriyal apoptotik yolak kullaniimadan apoptoz induklenirken, diger iki
parcacikta ise apoptoz indiklenmesi olusmamistir. Canlilik testi sonuclarimiza
gbre bu iki pargacigin uygulandigi MCF-7 hdcrelerinin nekroza ugradigini
disunmekteyiz.

- MCF-7 hucrelerinde 48 saatlik inkubasyon sonucunda SiO2 ve ZnO
parcaciklarin uygulamasinda bu pargaciklar hucrelerde apoptozu induklemesi

mitokondriyal apoptotik yolak Uzerinden gergeklemistir. Ancak, Ag np’ler
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herhangi bir indiklenme go6zlenmemigtir. Ag np’lere uygulanan MCF-7
hacrelerinde, canlilik testlerinde olusan hicre kayiplarinin nedenin de yine
nekroz sonucu oldugu distnulmektedir.

- Hucre i¢ci ROT hicre hatlarinda ve inkiibasyon sirelerine gore bazi pargcacik
uygulamalarinda azalirken, digerlerinde ise artmigtir.

- 24 ve 48 saatlik np inkibasyonlari sonucunda meydana gelen ekspresyonlar,
kaspaz-3 ve kaspaz-9, apoptozis testleri, ROT ve mitokondriyal membran
depolarizasyonu gibi sonuclarimiz artarken, diger np’ler i¢cin bu degerlerde
azalmalar belirledik.

- Nanomateryallerin kullaniminda objektif bir risk degerlendirme sisteminin ortaya
konmasi da onemlidir.

- Huicre canlihdinda ise inkibasyon suresi uzadikga hucrelerin proliferasyonu

azalmak yerine hucrelerin canhhgr arttigi gézlemlendi.

Genel olarak hicrelerin canliigin 24 ve 48 saatte azalmasina ragmen,
calismamizda hucrelerin azalmasi nedeni olarak, ROT ile arasinda bir iligki
kurulamamistir. ROT genel olarak dusuk ¢ikmasinin nedeni, sureye bagll olarak
antioksidan defans sisteminin olan tamir mekanizmalarinin devreye girmis

olabileceklerini dusundurmektedir.

Yaptigimiz c¢alismada kullandigimiz materyallerin kendine 6zgu olmasi bu
parcaciklarin uygulamalarinda bazi literatir bilgilerinden farkli oldugu ortaya

konmustur.

Galismamizda kullandigimiz np’ler birbiri ile karsilastirildiginda, inkiibasyon suresi, ve
neden oldugu toksisite ve apoptozun, gen ekspresyonu ve spektrofotometrik
Olcimlerle bu iki kanser hicre hatlarinda daha 6nce yapilan bir calisma olmadigi igin

bu alanda 6zgun bir ¢alisma oldugunu dugunmekteyiz.

Yaptigimiz bu ¢alismaya ilave olarak apoptoz’'un nedenlerini agiklayabilmek igin
Ca?* akiginin hesaplanmasi, antioksidan enzimlerden bazilarinin ekspresyonu ya da
diger apoptotik yolaklarin irdelenmesinin de bu konuya katki saglayabilecegini

onerebiliriz.

81



OZET

Dunya genelinde, insanlar yanan materyallerin olusturdugu veya volkanik kuller,
toz firtinalari ve diger dogal prosesler sonucu ortaya c¢ikan pargacik seklinde olan
maddelere her zaman maruz kalir. Vucut bagigiklik sistemimiz birgok zararli etkilerden
vicudumuzu koruyan ve savunan bir surveyans sistemdir. Son zamanlarda
nanoteknoloji alaninin oldukga gelismis olmasi ve bu materyallerin sentezi ve
karakterizasyonundaki gelismelerin sonucu olarak, ila¢ tasiyici, terapotik ajan ve
medikal teghis koyma araci olarak kullaniimaktadir. Teknoloji caginin da ilerlemesiyle
birlikte, nanopargaciklarin insan sagligi Uzerine etkileri ile ilgili yapilan galismalar,
bunlarin zararli etkiler olugturabilecegini bildirmigtir. Titizlikle yapilan caligmalara
ragmen, hucrelerin kompleks olmasi ve nano-0lgekte makro molekuler komponentler
yuzunden hucrelerin nanomateryallere olan yanitlarini anlamak karmasik bir durum
olusturabilmektedir. Calismamizda Ug farkli tipte nanopargacigin biyolojik toksisitesi ve
aktiviteleri Uzerine elde ettigimiz sonuglarin nanoteknoloji alanina katki
saglayabilecegini dusunmekteyiz. Bu calismada kullanilan iki hicre hatti Gzerine,
nanomateryal kompozisyon turlerinin olusturdugu toksisiteye neden olan yolaklarin ve
etkilerinin arastirimasi amagclandi. in vitro analizlerde, nanomateryallerin farkli
kompozisyonda olmasi MCF-7 ve HT-29 hicrelerinde toksik etkileri incelenmistir.
Calismanin ilk kisminda, nanoparcgaciklarin hicre canlligina olan sitotoksik etkisi test
edildi ve apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi icin plate reader kullanildi. Calismanin
ikinci kisminda ise, nanopargaciklarin indikledigi apoptozu, gen ekspresyonu ile
belirledik. Sonug olarak, nanopartikillerin her iki kanser hlcresinde de apoptotik ve
sitotoksik etkiye sahip olduklarini belirledik.

Anahtar Kelimeler: Nanomateryaller, Sitotoksisite, Apoptoz, Gen Ekspresyonu
ve Kanser Hucreleri
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BIOPHYSICAL METHODS INVESTIGATION ON CYTOXICITY OF
NANOMATERIALS USING MITOCHONDRIAL APOPTOTIC
PATHWAYS

SUMMARY

Across the globe, humans are exposed to particulate matters which originates
from any activity involving burning of materials or any dust generating activities such
as volcanic ashes, dust storms and other natural processes. The body immune system
IS a surveillance system to protect and defend itself from any harmful attack. Recent
advances and breakthroughs in Nanotechnology involves synthesis, physical and
chemical characterization and device development of nanomaterials, which are widely
used in medical diagnostic and therapeutic process and drug development. With the
continuous reign of nanotechnology, research shows that nanoparticles may have
adverse effect and potentially negative impacts on human health. Despite rigorous
study, due to the complexity of cells and nano-scale macromolecular components,
cellular responses to nanomaterials will be complicated to unravel. This study is
presented to provide common foundation to scientists and researchers the origin,
activity and biological toxicity of three types of nanoparticles. Used two cell lines, this
study aimed to investigate the influence of nanomaterial composition on the degrees
and pathways of cytotoxicity. In the first stage study, we were utilized cell viability test
to measure the cytotoxic effects of nanoparticles on cells and used plate reader to
measure the apoptotic effects. In the second stage of study we unraveled fundamental

mechanism of nanopatrticle-induced cell death with gene expression.

Keywords: Nanomaterials, Cytotoxicity, Apoptosis, Gene Expression and

Cancer Cells
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