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OZET
(Yiiksek Lisans Tezi)

CINKO OKSIiT NANOPARTIKULLERININ (ZNO-Np)’iN RATLARDA
MATRIKS METALLOPROTEINAZ (MMP) MMP-2, MMP-3, MMP-5 VE
MMP-9 GEN EKSPRESYONLARI UZERINE ETKIiSININ DENEYSEL VE

MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Aycan CANLI
Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Evren KOC

Bu c¢alismada, c¢inko oksit nanopartikiillerinin (ZnO-Np)’in ratlarda Matriks
Metalloproteinaz (MMP) MMP-2, MMP-3, MMP-5 ve MMP-9 gen ekspresyonlari
tizerine etkisinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi amaglandi. Calismada, erkek
sicanlar (Wistar albino) her grupta 10 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi ve 14 giin
stireyle su sekilde uygulama yapilds; I. grup (kontrol grubu, herhangi bir uygulama
yapilmadi), II. grup (100 mg/kg ZnO-Np), I11. grup (300 mg/kg ZnO-Np), VI. grup (600
mg/kg ZnO-Np). Deney siiresi sonunda molekiiler analiz i¢in hayvanlardan karaciger

doku ornekleri alindi.

Genlerin ekspresyon seviyeleri incelendiginde, kontrol grubuna gére 100 mg/kg, 300
mg/kg ve 600 mg/kg dozlarda genlerin ekspresyon diizeylerinin diistiigii gézlendi. MMP-
2, MMP-3, MMP-5 ve MMP-9 genlerinin kendi iclerinde ekspresyon diizeyleri
degiskenlik gostermemektedir. Ancak uUygulanan dozlara gore incelendiginde, doz
artisina bagl olarak gen ekspresyonlarinin azaldigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak;
yapilarinda Zn*2 bulunduran MMP’lerde, ZnO Np’nin bu bélgeye baglanarak ve Zn

iyonlarinin yerine gegerek ekspresyonlarini inhibe ettigi diistiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: ZnO-Np, Matriks Metalloproteinaz, gen ekspresyonu
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ABSTRACT

(M. Sc. Thesis)

EXPERIMENTAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE
EFFECT OF ZINC OXIDE NANOPARTICULES (ZNO-Np) ON THE MATRIX
METALLOPROTEINASE (MMP) MMP-2, MMP-3, MMP-5 AND MMP-9 GEN

EXPRESSIONS IN RATS

Aycan CANLI
Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Bioengineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Evren KOC

In this study, it was aimed to research the effect of zinc oxide nanoparticles (ZnO-Np) on
matrix metalloproteinase (MMP) MMP-2, MMP-3, MMP-5 and MMP-9 gene expression
in rats through molecular methods. In the study, male rats (Wistar albino) were divided
into 4 groups and there were 10 rats in each group and for 14 days, the application was as
follows: group | (control group, no application), group Il (100 mg/kg ZnO-Np), group
111 (300 mg/kg ZnO-Np), group 1V (600 mg/kg ZnO-Np). The liver tissue samples were
collected from the animals for molecular analysis at the end of the experiment.

When the expression levels of the genes were examined, it was observed that the
expression levels of the genes decreased at the doses of 100 mg/kg, 300 mg/kg and 600
mg/kg compared to the control group. The expression levels of MMP-2, MMP-3, MMP-
5 and MMP-9 genes do not vary. However, when examined according to the doses
administered, it was observed that the gene expression decreased due to dose increase.
Consequently, it is thought that ZnO Np inhibits their expression by binding to this region

and replacing Zn ions.
Keywords: ZnO-Np, Matrix Metalloproteinase, gene expression.
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1. GIRIS VE GENEL BILGILER
1.1. Cinko oksit
1.1.1. Tanim

Cinko oksit (ZnO) su ve alkolde ¢6ziinmeyen fakat asit ve alkalide ¢6ziinen beyaz renkte
pudra goriiniimlii, ¢inko (Zn) ve oksijen (O) atomlarini yapisinda bulunduran hekzagonal
mineral kristal yapida inorganik bir bilesiktir (Sekil 1). ZnO geleneksel yontemle, diger
bir deyisle ¢inko buharinin yanmasi ile elde edilen inorganik bir bilesiktir (Akin, 2011).
Geleneksel yontemler kullanilarak ZnO elde etmek olduk¢a karmasik ve pahali bir
yontem oldugu icin, s6z konusu yontem genellikle sanayide kullanilmaktadir (Ozgiir ve

ark., 2005).

Sekil 1: Cinko oksidin hekzagonal wurtzite kristal yapisi (Akyiiz, 2017)

Cinko oksit; yiiksek kirilma indisi, yiiksek 1s1 iletkenligi, yiiksek erime noktasi, diisiik
genlesme katsayisina sahip olmasi ve anti bakteriyel etki gostermesi gibi bircok

ozelliginden dolay1 farkli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir (Akytiz, 2017).

Kendine 6zgii birgok ozellige sahip olan ve bir¢ok alanda kullanilan ZnO’in sahip
olabilecegi ii¢ farkli kristal yap:r vardir. Bu yapilar Sekil 2°de gosterilmistir (Ozgiir ve
ark., 2005).



Kiibik
Cinko siilfiir

Kiibik
Hekzagonal

Wurtzite

Sekil 2: Cinko oksidin sahip olabilecegi ii¢ farkli kristal yap1 (Ozgiir ve ark., 2005)

1.1.2. Kullanim alanlar1

ZnO kullaniminda ilk sirayr lastik sanayi almaktadir. ZnO lastiklerin kiikiirtle (S)
sertlestirilmesi isleminde (vulkanizasyon) aktivatdr olarak kullanilmakla birlikte
lastikteki 1s1 birikimini azaltmakta, lastigin dayaniklik siiresini uzatmakta ve metalik
aksam ve lastik arasindaki baglanmay1 kolaylastiric bir etki saglamaktadir. (Heideman,
2004).

Cinko oksit; yiiksek 1s1 kapasitesi, termal iletkenlik ve yliksek erime sicakligi gibi
ozelliklere sahip oldugundan seramik ve beton sanayisinde de yaygin olarak kullanilir.
ZnO’in emaye ve seramik iiretiminde kullanilmasi, bu malzemelerin erime sicaklig1 ve
optik dzellikleri agisindan olumlu etki gostermektedir (Porter, 1991). ZnO betonun suya
kars1 direncini arttirmasindan dolayi, beton iiretiminde de kullanilmaktadir (Klingshirn,

2007).

ZnO polimerlere eklendiginde 1siya dayanaklilik, mekanik dayaniklilik, atese ve suya
kars1 dayaniklilik kazandirma gibi etkiler saglar. Bu yiizden ZnO katkili polipropilen
(PP) ve yiiksek yogunluklu polietilen (HDPE) migferlerde, stadyum koltuklarinda,
yalitim malzemelerinde, fiber optik kablolarda kullanilmaktadir (Hong ve ark., 2007).



Fransiz Siireci ile iiretilmis olan ZnO beyaz renk verme 6zelligine sahip oldugu igin
renklendirici olarak da kullanilmaktadir (Moezzi ve ark., 2012). Bu 6zelliginden dolay1
ZnO ¢inko beyazi olarak da adlandirilmaktadir. Ayrica UV 1silarina kars1 dayanikli
olmas1 ve boyanin solmasini veya kiiflenmesini 6nlemesi sebebiyle bu inorganik bilesik,

boya sektoriinde cazip hale gelmistir (Sekil 3) (Moezzi ve ark., 2012).

Sekil 3: ZnO’in toz halindeki goriiniimii (Moezzi ve ark., 2012)

ZnO enerji koruma amaciyla pencere iiretiminde de kullanilir. Elektriksel iletkenlik ZnO
Al, Ga gibi elementlerle birlikte uygulandiginda diismektedir; bu sayede de UV 1sinlari

yansitma Ozelligi kazanmaktadir (Moezzi ve ark., 2012).

Nano-oksitlerin igerisinde en 6nemli sayilabilecek olan maddelerden biri de nano-¢inko
oksittir. Bu nanopargaciklar ¢ok farkli endiistrilerde bulunan makromolekiil ¢inko oksitin
yerini alabilecekleri gibi son iiriinlerde 6zel nitelikler de kazanabilmeleri miimkiindiir
(Heinlaan ve ark., 2008). Cinko oksit nanopartikiillerinin sekil olarak kiiresel yapiya
benzedikleri i¢in ve son zamanlarda bilim diinyasindaki 6zellikle hayvan kullanilarak
yapilan ¢aligmalarda ¢ok fazla ilgi goriilmesine neden olmustur (Dawei ve ark., 2010).
Ayrica ZnO kullanilarak nemlendiriciler, makyaj malzemeleri, kremler, losyonlar,
pudralar gibi kozmetik {irlinleri de iiretilmektedir. Bu alanda ZnO’in kozmetik tiriinlerin
deriye tutunmasini saglayici etkisinden faydalanilmaktadir (Moezzi ve ark., 2012).
Yaray: iyilestirme oOzelliginden ve antimikrobiyal etkisinden dolayr ZnO medikal

kremlerde de kullanilmaktadir. Dis tedavilerinde ise anti bakteriyel etkisinden



faydalanmak amaciyla ZnO ve tiirevleri kullanilmaktadir (Aydin Seving ve Hanley,
2010).

Degisik sentetik madde iiretimi ve kullaniminin artmasi bir¢ok organizmanin sagligini
olumlu veya olumsuz bir sekilde etkiledigini s6ylemek miimkiindiir. Nanopartikiiller
solunum, gida ve cilt gibi farkli yollarla viicuda girer. ZnO Np viicudun koruyucu
tabakalarindan gegebilecegi i¢in buradan dolagim sistemine girerek ciddi etkilere yol agar
(Jones ve ark., 2008). Bireylerin yiiksek dozda ¢inko oksit nanopartikiillere maruz
kalmalar1 tromboza neden oldugu bildirilmektedir (Bystrzejewska-Piotrowska ve ark.,
2009). ZnO-Np’ler UV’ye karsi yart saydam Ozellige sahip olduklarindan, giines
koruyucular1 ve nemlendirici iiriinlerinin 6nemli bir bilesimi olarak kullanilmaktadir (
Wang ve ark., 2013; Xu ve ark., 2014; EI-Gharbawy ve ark., 2016; Abdelkarem ve ark.,
2017). ZnO-Np’ler hayvan ve insan gidalarinda besin takviyesi olarak kullanildigi gibi,
boya ve kaplama malzemelerinin bir birleseni olarak da yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica UV 1sinlarindan uzun siireli koruma sagladigi i¢in binalarin
kaplama malzemesi olarak da kullanilmaktadir (Cho ve ark., 2012; Osmond-McLeod ve
ark., 2013).

1.1.3. Antibakteriyel etkisi

Cinko oksitin etkileri konusunda temel olusturabilecek ilk ¢aligmalari Sawai ve ark.,
(1998) yapmustir. Sawai ve arkadaslari ¢aligmalarinda; ZnO’in E. coli iizerindeki
antibakteriyel etkisini ve H20:‘in antibakteriyel etki mekanizmasindaki islevini
arastirmislardir. S6z konusu calismada ZnO ve H2O> ayr1 ayr1 degisik konsantrasyon ve
siirelerde uygulanmistir. Calismada, H20> konsantrasyonu arttikga Sldiirme etkisinin
arttig1 tespit edilmistir. Calisma stirecinde yapilan deneyler sonucunda ZnO ve H>O’in
benzer etkiler gosterdigi gbzlenmistir. Bu da ZnO’in antibakteriyel etkisinin H2O2 liretme
mekanizmasindan kaynaklandigi gorilisiinii  dogrulamaktadir. ZnO bakteri hiicre

membranina niifuz ettiginde Ho O tiretilmeye baslamaktadir (Sawai ve ark.1998).

Sawai ve ark., (1996) metal oksitlerin tretildigi aktif oksijen g¢esitlerinin varligini
kanitlamak igin bir farkli ¢alisma yapmistir. S6z konusu ¢alismada magnezyum oksit
(MgO), kalsiyum oksit (CaO) ve ZnO metal oksit olarak kullanmilmstir. Uretilen oksijeni

belirlemek i¢in oksijen elektrot analizi ve kimyasal 1sildama analizi kullanilmustir.



Calisma sonucunda; oksijen elektrot analizi ile ZnO tozlarindan H>O> iiretildigini
belirtmislerdir (Sawai ve ark., 1996). Yamamoto ve ark., (2001) tarafindan, degisik
biiyiikliikteki ZnO partikiillerinin E. coli ve S. aureus iizerindeki etkisini aragtirilmustir.
Ilgili ¢alismada 1400 °C’ye 1sitilan ZnO’in ezilmesiyle partikiil bityiikliigii 0,1-0,8 pm
arasinda degisen ZnO tozlari hazirlanmistir. Elektriksel iletkenligin Olgiilmesi ile
antibakteriyel aktivite belirlenmistir. Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda partikiiliin
boyutu kiigtildiik¢e antibakteriyel aktivitenin arttig1 tespit edilmistir. Bu durumun sebebi
de partikiil biiyiikliigii azaldikga mikroorganizmalarla temas eden ZnO yiizey alaninin
artmasi olarak agiklanmistir. ZnO yiizeyinden iiretilen H202 miktarinin artmasi olarak da
aciklanabilir. ZnO partikiil biiytikliigiiniin etkisinin ise S. aureus tlizerinde daha az oldugu
gozlemlenmistir. Bunun nedeni de s6z konusu olan iki bakteri hiicre ylizeyinin kimyasal
kompozisyonu ve yapisinin farkli olmasina dayandirilmistir. S. aureus hiicre yiizeyinde
yalnizca peptidoglikan tabakasi bulunurken E. coli hiicre yiizeyinde lipid A,
lipopolisakkarit ve peptidoglikandan olusan 3 katman bulunmaktadir (Yamamoto, 2001).
Sirelkhatim ve ark., (2015), 700 °C’de 1 saat siiren Fransiz Islemi ile iiretilmis olan 800
nm boyutundaki ZnO nanopartikiillerinin E.coli’ye karsi antibakteriyel etkisini
incelemislerdir. Bu ¢alismadaki temel gaye antibakteriyel etki mekanizmasini incelemek
ve ZnO nanopartikiillerinin gida kaynakli hastaliklarla miicadele amagli ve gida ambalaj
sektoriinde kullanilabilirligini degerlendirmektir. ZnO konsantrasyonu arttikca bakteri
inhibisyonunun arttigi gozlenmistir. alan emisyon taramali elektron mikroskobu
(FESEM) goriintiilerinde ZnO nanopartikiillerinin hiicre membraninin igine niifuz
etmedigi ama bakteriyel biiyiimenin inhibe edildigi gozlenmistir. ZnO’nun antibakteriyel
etkisinin Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) tiretimiyle dogrudan iligkili oldugu anlagilmistir.
ZnO nanopartikiillerinin toksik etkisinin yalnizca mikroorganizmalar i¢in gegerli oldugu,

gida giivenligi agisindan kullanilabilir oldugu anlasiimistir (Sirelkhatim ve ark., 2015).

Dutta ve ark., (2012), islak kimyasal yontemle iiretilmis Tiyogliserol (TG) katkili
ZnO’nun Gram-negatif bir bakteri olan E. coli’ye karst antibakteriyel etkisini
incelemislerdir. ZnO ve TG katkili ZnO 8-55 mg/100 mL olacak sekilde uygulanmustir.
ZnO nanopartikiillerinin antibakteriyel etkisinin {iretilen ROS’tan kaynaklandigin teyit
etmek i¢in ¢aligmalar histidin antioksidan1 varliginda yapilmistir. Histidinin, hikroksil

radikali ve serbest oksijen temizleyicisi oldugu, ayrica antibakteriyel etki gostermedigi



bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda histidin miktar1 azaldik¢a antibakteriyel

etkinin arttig1 gézlemlenmistir (Dutta ve ark., 2012).
1.2. Nanoteknoloji ve Nanoteknolojinin Tarih¢esi

‘Nano’ sozciik olarak, bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda biri anlamina gelmektedir.
Bir nanometre ise metrenin bir milyarda birine esit bir uzunluk birimidir. Bir nanometre
icine yan yana ancak 2-3 atom dizilebilmektedir; yaklasik 100-1000 atom bir araya

gelerek nano olgeklerde bir nesneyi olusturur (Ciraci ve ark., 2005).

Nanoteknolojinin en énemli 6zelligi nanometre boyutunda yapilarin tasarlanmasiyla, bu
tiriinlerin boyutuna bagli olarak gosterdikleri benzersiz kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin
kullanima olanak vermesidir (Sayar, 2010). ilk kez 1959 yilinda Nobel Fizik Odiillii
Richard Feynman tarafindan bilim felsefesiyle ilgili bir sohbeti sirasinda Nanobilim
kavrami ortaya ¢ikmustir (Berk ve Akkurt, 2012). Konusmasinda Feynman; atom ve
molekiiler boyutta tiretim oldugu takdir de bircok yeni alanda kesiflerin yapilabilecegi
gibi bu alanda o6ncelikle nano Glgekte 6zel 6lgme ve tiretim yontemlerin gelistirilmesi

gerektigini sOylemistir(Seaton ve Donaldson, 2005).

1982 yilinda yapilan bir ¢alismada elektron mikroskopu ile goriilmesi miimkiin olmayan
atom parcaciklarini yaklagik olarak 2000 kez daha biiyiitme 6zelligi olan ve atomik
Olgekte ¢oziiniirliik saglayan Tarama Tiinel Mikroskobunu (STM) bulmustur (Binnig ve
ark., 1982). Gerd Karl Binning, STM kesfiyle Nobel fizik 6diiliiniin Sahibi olmustur. 1991
yilinda ise japon bilim insanlarindan olana Sumio Lijima, 1985 yilinda kesfedilen karbon

tiiplerini tiretmeyi basarmistir (Hennig, 2014).

2006 yilinda ise, kansere karsi ila¢ dagitimi i¢cin nanoparcaciklari kullanilarak viicudun
belirli bdlgelerine miidahale edebilme yontemi gelistirmistir. Ozellikle Amerikali ve
Koreli bilim insanlari nanopargaciklarmim kanser tedavisinde kullanilabilecegini
gostermiglerdir. Nanoteknolojinin alanina yonelik olarak yapilacak yatirnmlarin 2015°te
1 trilyon dolar1 asacag diistliniiliirken bu tahminin 3 trilyon dolar1 gegecegi ifade edilmeye
baslanmistir (Roco, 2005). Kisaca nanoteknoloji atom ve molekiillerin bir araya

getirilmesi ile nanodl¢eklerde islevsel yapilarin olusturulmasi seklinde 6zetlenmektedir.



1.3.Nanoteklojinin Uygulama Alanlari

Nanoteknoloji, biyosistemlerin degisimi igin yeni ¢éziimler sundugu gibi bir¢ok
teknolojik alanda genis bir saha saglar; molekiiler tip, endiistri, bioproses (Bogunia-Kubik
and Sugisaka, 2002), antienflamatuvar, antikanser, hastalik tan1 ve teshis (Roco, 2003) ve
antiparaziter ilaglarda, ag1 ve tan1 maddelerinde, protein ve peptitler i¢in tasiyici sistemler
gibi alanlarda aktif kullanilmaktadir (Panyam ve ark., 2003). Ayrica ekotoksikolojik
arastirmalarda (Borm, 2002); tarim sistemlerinin gelismesi isleminde ve gida alanlarinda
(Scott ve Chen, 2013); veteriner hekimlikte de diger alanlarda oldugu gibi yaygin
uygulama alanina sahiptir (Bozkir ve Saka, 2005). Veterinerlikte 6zellikle hayvanlari
parazitlere kars1 korumak i¢in igme suyu i¢inde verilen ve bagirsakta pargalanarak ilaci
serbestlestiren nanopartikiiller kullanilmaktadir ( Kas, 2002; Cirpanli, 2009). Antijenik
ozellikteki molekiilleri tasiyan nanopartikiillerin ise immiinolojide iimit verici sonuglar

verdigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Alonso, 1996).

Tablo 1: Nanopartikiillerin genel medikal uygulamalar1 (Chen ve ark., 2008)

Nanopartikiiller Medikal uygulamalar
Metal Nanopartikiil Altin Nanopartikiil Hastalik tan1 ve teshisi
Altin Nanogubuk Biyosensor
Altin Nanokabuk Medikal goriintiileme
Kuantum Kristalleri Ilag salim1

Manyetik Nanopartikiil = Siiperparamanyetik demir MRI

oksitler
Polimerik Nanopartikiil PLGA Ilag salim
PLA-PGA Protein salim1

Gen ekspresyon vektorii



Giiniimiizde nanoteknolojinin kanser tedavisinde beklenen 6nemli etkilerinin gériilmesi
demir nanoparcaciklar veya altin bombaciklarin kullanilmasina yonelik ¢aligsmalar etkili
ornekler olarak goriilmektedir. Tan1 ve tedavi siirecinde kullanilan malzemelerin nano
Olgek seviyede yeniden diizenlenmesi ile kanser tani vakalarimi gelistirerek kanserin
baslangi¢ seviyesinde iken tespit edilmesine olanak verilecegi ifade edilmektedir (Ozer,
2008).

1.4. Nanoteknolojinin Yararlari
» Nanoteknoloji daha az maliyetli daha ¢ok tiretim avantaji saglar.
» Enerji kaynaklarinda yapilan tasarruf ile enerji maliyetlerini azaltabilir.

> Uretim siireglerini kisaltarak zamandan maliyetten kazanir ve rekabet giiciinii

artirmay1 saglar.
» Nanoteknolojik yontemler kullanilarak elde edilen iiriinler daha kalitelidir.

» Nanoteknolojik driinler ile insanlarin yasam standart ve kalitesi yiikseltilerek

daha saglikli ve daha giivenli bir yasam olanag: sunar.
» Nanoteknoloji ulusal gelir diizeyinin yiikselmesini saglar (Usta, 2012)
1.5. Kiiresel Ozellikteki Tastyicilar

Etken madde parcalanmasini ve kaybini en aza indirmek, zararli yan etkilerini 6nlemek,
biyoyararlanim ve etki yerlerinde bulunan oranlarin1 artirmak igin ¢esitli etken madde
salim sistemleri ve hedefleme sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemlerden bazilart
lipozomlar, nanopartikiiller, etkin madde-polimer konjugatlar: ve polimerik misellerdir.
Son vyillarda o6zellikle polimerik miseller iizerinde yapilan calismalar fazlaca ilgi

gormektedir (Jones ve Leroux, 1999).

Ilag tasiyici sistemler; ¢oziiniirliigii diisiik etkin maddeleri ¢oziiniir hale getirmekte ve
boylece biyoyararlanimlarimi arttirmaktadirlar. Bunlar gerekli bolgede etkin maddenin
toplanabilmesini  saglamak igin viicutta Yyeterli derecede wuzun bir siire

kalabilmektedirler. Iclerindeki etken maddeyi biyolojik ortamda inaktivasyondan



koruyabilmektedirler ve istenmeyen yan etkiler gozlenmemektedir. Nanometre
boyutlarinda biiyiikliige sahip olmalari, onlarin zayif damarlanmanin oldugu bolgelerde
birikmelerine olanak saglamaktadir (Torchilin, 2001).

Mikropartikiiller biyiiklikleri 1-1000 um arasinda degisen (Couvreur and Puisieux,
1993), nanopartikiiller ise boyutlar1 ise 10 nm — 1000 nm arasinda degisen ve
makromolekiiler maddeleri i¢eren kolloidal, kat1 partikiillerdir (Singh ve ark., 2007).

1.5.1. Mikropartikiiller

Etken maddelerin molekiiller diizeyde ya da mikroskopik partikiiller halinde olan birkag
um den mm boyutlarina kadar degisik caplara sahip, kiiresel, kat1, partikiiller seklindeki
kontrollii salim saglayan ilag tasiyici sistemlerine mikropartikiiller denir. ‘Kontrolli
salim’ kelimesi; etken maddenin hizinin ve viicuttaki biyolojik dagilimmin kontrol
edilmesi anlamina gelmektedir. . Dolayisiyla mikropartikiiller, hem oral hem parental
yolla siirekli etki elde edilmesi, bolgesel kontrollii etken madde salimi, kan dolasimina
enjeksiyonla etken maddenin etki yerine hedeflendirilmesi i¢in kullanilabilmektedir.
Boylece etken maddenin dozunun disiiriilmesi ve yan etkilerinin azaltilmasi

amaclanmaktadir (Giirsoy, 1989).
1.5.2. Nanopartikiil
1.5.2.1. Tamim

Yunanca “ciice” anlamina gelen “nanos” kelimesinden Nano kavramu tiiretilmistir (Buzea
ve ark., 2007). 1 nanometre; “nm” ile ifade edilmektedir. 1 nanometre, metrenin milyarda
biri (10-9 nm) o6lgiilerindedir. Hangi oOlgekteki materyalin s6z konusu sinifta
tanimlanacag ise giiniimiizde 6nemli tartisma konusudur. Oyle ki, kimi aragtirmacilar 50
nm’ye kadar olan araliklardaki maddeleri nanomateryal olarak siniflandirirken (Kittelson,
2001), bazi1 aragtirmacilar da 100 nm ve 1 mikron (u) seklinde iist sinir koymaktadirlar.

(Borm ve ark., 2006; Buzea ve ark., 2007).

Insanliga yeni materyaller ve aygitlar olusturabilme avantaji veren nanoteknoloji askeri,
endiistriyel, tip ve elektronik gibi cok ¢esitli ve birbirlerinden farkli alanlarda

kullanilmaktadir. Fakat nanoteknolojik iiriinlerin {iretiminin bu derece yiiksek olmasi,



cesitli endigeleri de beraberinde getirmektedir. Bu tedirginliklerin basinda, g¢evresel
davraniglarin ve canlilar lizerinde olusturabilecekleri potansiyel toksik etkilerinin tam

anlamiyla anlasilamamis olmasi gelmektedir (Buzea ve ark., 2007).

NP’lerin kural olarak bazi siniflandirilma 6zellikleri vardir. Bu kriterler; boyut, morfoloji,
kompozisyon, kararlilik ve kiimelenme egilimleri gibi ¢esitli faktorlere gore sekillenir.
Bir NP’nin siniflandirilmasinda ve etkilerinin tahmin edilmesinde kullanilan énemli bir
kriter boyuttur. NP’ler, genel olarak tek boyutlu, iki boyutlu ve {i¢ boyutlu olarak
siiflandirilirlar (Demir, 2013).

1.5.2.2. Nanopartikiiliin Kullanim Alam

Nanoteknoloji  igerisinde nanokristaller, nanogubuklar, nanotiipler, nanoteller,
nanopartikiiller, nanokiire ve nanokapsiil (Sekil 4) gibi bir¢ok materyaller pek ¢cok alanini
kapsamaktadir. Yesil sentez siirecinde bitkilerden yararlandigi gibi iiretimlerde polimerik
materyaller de kullanilmaktadir. Bunun gibi farkli yollarla elde edilen nano yapilar;
eczacilik, tip, biyolojik, kimya, genetik teknoloji alanlarinda ve bir¢ok miihendislik
alaniyla iligki oldugu bilinmektedir (Sekil 5) ( Nalc1,2017).

Nanokiire Nanokapsl

Polimerik kabuk+Yagh veya

Polimerik matriks s
sulu gdvde

Polimerik zincir

llagc molekala ®

Sekil 4: Nanokiire yapisinin sematik gosterimi (Derman Acar, 2012)
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Sekil 5: Nanopartikiiler yap1 6rnekleri (Randall ve ark., 2007)

Giiniimiizde popiiler olan yenilenebilir enerjiler basta olmak tizere biyomedikal, tekstil,
tarim, saglik hizmetleri, endiistri, elektronik ve cevre gibi bir¢cok alanda aktif kullanim
firsat1 yakalamaktadir. Nanoteknolojinin alt baslig1 halinde diisiindiigiimiizde; ila¢ tasimi
kanser terapisi ila¢ salinimi 1slanmaya ve gaz gecisine dayanakli kiyafetlerin yapilmasi,
yiyeceklerin paketlenmesi, nano pigmentler, artik sularin temizlenmesi hidrojen tiretimi
ve depolama yapilarinin tiretimi, UV 151811 engelleme potansiyele sahip kiyafetlerin
tiretimi yogunlukta bilgi depolama, nano boyutta elektrik devrelerin iiretimi, kendi
kendini temizleyebilen yiizeyler ve yiiksek hassasiyete sahip olan sensorlerin yapimi gibi
birgok alanda uygulama imkanin buldugunu sdylememiz miimkiindir. Son dénemlerin
gozde bilim dali olan nanoteknoloji, 6zellikle kaliteli bir yasam standardi saglamanin
ilk kosulu olan saglhigin kazanilmasi noktasinda; hastaliklar icin molekiiler tedavi
yaklagimlarindan, hastaliklarin daha hizli ve dogru bir sekilde teshis edilmesine kadar
pek ¢ok agidan hizmet imkani1 sunmaktadir. Bunun yaninda biyosensorler, kontrolli
salim sistemleri ile patojenlerle miicadelede ve ayrica bitkilerin besinleri daha kolay
kullanabilme yeteneginin artirilmas: yoniinde, gida ve tarim alaninda da devrim
niteliginde gelismeler sunmaktadir (Sekil 6) (Nalci, 2017). Yapilan ¢cogu ¢alismalar hiicre
kiltiri calismalarina dayanmaktadir. Hiicre kiiltiirii yontemleri hayvan modellerinin
kullanildig: testlere gore etkileri dogrudan dogruya oldugundan kisa siirede sonug
vermesi, istatistiki olarak hayvan deneyleriyle karsilastirilamayacak kadar fazla hiicre
kullanilabilmesi ve ¢ok sayida hayvanin deney amaciyla oldiriilmesinin 6nlenmesi

avantajlarin tasidigi igin diinyada yaygin bir kullanima sahip olmustur. Bu nedenden
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dolayz hiicre kiiltiirii alismalarinda molekiiller, kok hiicre, doku ve deri miihendisligi gibi
bir¢ok alanda kullanilmasina neden olmustur (Gad, 2000; Putnam ve ark., 2002).

Hiicre canlilig1, hiicrelerin ¢ogalmasi ve hiicresel metabolizma gibi toksisiteyi belirleyen
gosterge parametrelerin olgiilmesi in vitro sitotoksisite testlerine dayanmaktadir (Gad,
2000).

MALZEME
BiLiMi
J(Hafif ve Kuvvetli .

Malzeme)

MATEMATIK
& (Motielleme)

KIMYA
(Segici i)epolama) 5

BiYOLOJI

& (Biyésensiir)

BILGISAYAR
(Kuantum
Bilgisayar)

FiZiK
5 (Teoril'( f)ngiirii) 5

ECZACILIK,

TIP
“ (Yapay Kemik)

ELEKTRONIK
(Nano ]-flek!ronik) 5

Sekil 6: NP’lerin kullanim alanlar1 Semasi ( Nalci, 2017)

Ozellikle belirtebilecegimiz medikal amagli Np’lerin kullanim alanlari hastaliklarin daha
kolay tani konulmasi ve daha etkili tedavi yontemleri gelistirilmesini miimkiin
kilmaktadir. Np’lerin tip alaninda kullanimlar1 gen terapilerinin kanser gibi tehlikeli
hastaliklarin erken teshis ve tedavisine doniik ila¢ tasiminit miimkiin kilmas1 birgok bilim
insanin ¢alismalarinin hedeflerine ulagsmasini kolaylastirmistir (Mbonyiryivuze ve ark.,
2015).

Np’ler tip alanmmin yani sira; mobil iletisim sistemlerinde, elektronik cihazlarda,
bataryalarda, bilgisayar vb. birgok miihendislik alaninda da etkili bir bicimde
kullanilmaktadir (Mbonyiryivuze ve ark., 2015). NP’ler tekstilde, insaat malzemeleri
materyallerinin {iretiminde, otomotiv sektoriinde, bir¢cok endiistriyel alana yonelik
malzemelerinin iiretimi ve uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Np’ler gida ve tarim
sektdriinde de bizlere birgok kolaylik ve imkan saglamaktadir. Ozellikle gida sektdriinde,

islem gbdrmiis iiriinlerin paketlenmesinde kullanilan mini sensér benzeri yapilar gida
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tiriinlerinin raf 6mriiniin belirlenmesi agisindan NP’lerin kullanimint artirmistir. Bunun
yaninda Np’leri ayristirmalarda kullanilmasi yeralti sularinin ve tarlalarin temizlenmesi
amaciyla da kullanilmasma imkan saglamistir (Erol-Demirbilek, 2015). Ozellikle
NP’lerin kullanildig1 artik su artima teknolojisinin gelisimi diinya genelinde artan su
kirliligi sorunlarina farkli bir secenek olarak yer almaktadir. Bir seri aritma teknolojileri
arasinda fotokatalist ve aritma teknolojisi karsimiza ¢ikmaktadir (Venkatesh ve ark.,
2012).

Nanoteknojinin pozitif bir etkisi de yenilebilir enerji kaynaklar1 ile temiz enerji tireterek
cevrenin kirlenmesine neden olan yapilarin 6niine ge¢ip onlari yok ederek daha temiz bir
¢evrenin olusumunda ¢ok 6nemli bir rol Gistlenmesidir (Hagiwara ve ark. , 2002) Tiim bu
bilgiler 15181 altinda giiniimiiz diinyasinda nano taneciklerin pek ¢ok alanda aktif
kullanilarak tretildiklerini, ¢aligmalara konu olduklarini sdylebilecegimiz gibi
ontimiizdeki donemlerde de nanoteknolojinin bilimsel anlamda birgok alanda aktif rol

istlenecegi agikga gorilmektedir.
1.5.2.3. Nanopartikiillerin Sagladigi1 Avantajlar

Dogal ya da sentetik polimerlerin kullanilmasi ile olusturulan ilaglarin diginda peptitler,
genlerin ve proteinleri de ilgili dokuya hedeflendirilmeleri amaciyla kullanilan NP’lerin
sagladig1 avantajlar ile iki temel 6zellikten olusmaktadir. Birinci 6zellik olarak NP’lerin
cok kiiciik yapiya sahip olmasimi sOylenebilir. Bu 6zelliklerten dolay1 kiigiik kapiler
dedigimiz yapilardan gegerek hiicrelere rahatlikla alinip ,hedef bolgelere ulasarak etkili
etkin madde akiimiilayonunu saglarlar (Derman Acar, 2012; Panyam ve ark., 2003).
Ikinci bir 6zellik ise NP’lerin  hazirlanmasinda  biyobozunur ~materyallerin
kullanilmasidir. Biyobozunur malzemeler giinlerce siiren periyodlarda hedef dokuda
kontrollii etkin madde salinimi1 uygulanmaktadir. Bu 6zelliklere ek olarak NP’lerin
ilaglarm, proteinlerin veya peptid yapilarin stabilitesinin yiikselmesini saglarlar
(Soppimath ve ark., 2001).

Np’ lerin diger avantajlari
1- NP’ler rahatga strelize edilebilirler.

2- Fizyolojik alanlarda pargalanabilirler ve pargalanan iiriinler toksik olmazlar (Sekil 7).
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3- Hiicrenin dagilimin1 artiran etkin madde yiikleme kapasitelerini yiikseltir.

4- Tlag olarak verilen NP’lerin oral yolla verimi ilacin salimmi ve biyo yararlarini

yiikseltir.

5- Biyomerik yapilarindan dolay: etkin maddenin hedeflenmesi, salimimnin kontrollii ve

stirdiiriilmesini kolaylikla saglanir.

6- Farkli kollu ideal tasiyici sistemlerle kiyaslandirildiginda polomerik NP’ler biyolojik
sivilarda ¢ok daha yiiksek stabiliteye sahiptirler.

7- Cok kiiciik yapilart NP’lerin kiigiik kapiller ile penetrasyonuna imkan verir ve hiicre

tarafindan tutulmalar1 mikro partikiillere kiyasla daha dolaydir.

8- Aktif maddenin hedef bolgede salimini sagladiklart igin, aktif maddenin, diger organ

ve dokular tizerindeki sistemik toksisitesini azaltirlar.
9- Uretim sekilleri kolay ve basittir.

10- NP’ler ilacin kat1 dozaj sekillerinde ilave saklama sartlarina gerek duymaksizin uzun

slire saklanmasina olanak verirler (Cirpanli, 2009; Sengel-Tiirk ve ark., 2007).

&

- Enkapsiile
@ edilmis ilac

Yluzeye adsorbe

Polimer Cesitli yontemlerle ettirilmis ilag
ilac nanoformilasyon
\ / Enkapsiile
"é:'::. edilmis ilac

Nanokiure \

Yiuizeye adsorbe
ettirilmis ilac

Sekil 7: Biyopargalanabilir nanopartikiillerin ¢esitleri (Kumari ve ark., 2010)
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1.6. Matriks Metalloproteinazlar

Ekstraselliiler matriks (ESM) komponentlerin hidrolizi olaymmdan sorumlu olan
proteolitik enzimler hiicre matriks etkilesmeleri diizenlenir. Bu yapiya sahip olan
enzimler ESM yapisinin birlesimi ve biitiinliiglinii diizenledigi gibi matriks molekiilleri
tarafindan olusturulan sinyallerin denetlenmesi, hiicre farklilasmasi, gogalmasi ve oliimii
gibi birgok hiicre i¢i olaylarinda temel rol oynar. Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler
enzim sistemleri i¢inde Onemli bir role sahiptir. Matriks metalloproteinazlar,
ekstraselliiler matriks bilesinlerini yikima ugramasini saglayan Ca** ve Zn™ bagiml
endopeptidaz ailesine mensuptur. Tiirlerine gore bakilacak olursa makrofajlar,
fibroblastlar, T lenfositler, endotel hiicreleri, trombositler, keratinositler, kondrositler,
damar diiz kas hiicreleri, epitel hiicreleri, notrofiller, mezensimal hiicreler, osteoblastlar

ve trofoblastlar gibi ¢ok farkli hiicre tipleri tarafindan tretilirler (Reel, 2006).
1.6.1. Matriks Metalloproteinaz Yapisi ve Siniflandirilmasi

Ekstraselliiler matriks (ESM) igerisinde proteinler ve proteoglikonlar igerir. Bu da
organizmalarda yapisal destek, hiicre proliferasyonu, gé¢ ve farklanma gibi olaylarda
onemli islevlere sahip olmasina neden olur (Kuo ve ark., 2017). Ekstraseliiler bazal
lamina degredasyonu ve matriks; proteazlar, aspartin, serin proteazlar sistein ve
metalloproteazlar olmak tizere 4 farkli enzim grubu tarafindan olusur. Kanserde invazyon
ve metastaz aktivitesinde en etkili MMP’ler, serin proteazlar ve proteazlardir (Dollery ve
ark., 1995). 1962 yilinda Jerome Gross ve Charls Lapier MMPleri ilk kez tanimlamigtir
(Krizkova ve ark., 2011). En basta strolisinler, membran tipi MMP’ler, jelatinazlar,
kollejenazlar1 ve smiflandirilamayan MMP’ler olmak iizere 5 alt grupta toplamis olup
(Hidalgo ve Eckhardt, 2001), giiniimiizde ise insana ait toplam 24 MMP ‘Archetypal’,
‘Matrilysins’, ‘Gelatinases’ ve ‘Convertesa-activatable MMPs’ olmak ilizere toplam 4
grup altinda toplamiglardir (Overall ve Lopez-Otin, 2002). MMP’ler propeptit, ¢inko
baglayic1 katalizor boliimii, hemopeksin benzeri kisim, sinyal peptit ve hemopeksin
kismim katalizore baglayan kisim olmak {izere 5 ana bdliimden olusmaktadir. Ik bolge
kismu1 sinyal peptid olup, molekiilii sekresyon i¢in hedefleyen sonrasinda uzaklastiran ve
inaktif latend enzimde bulunmayan yaklagik 80-90 aminoasit igeren aminoterminal
propeptid dizisinden olusur. Propeptid domain enzim kismu aktif oldugundan ¢ikarilan

yiiksek derecede korunmus PRCGVPDV dizisi igeren boliimden olusmaktadir. Sistein
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kalintilar1 ise enzimin latent formunun korunmasinda fonksiyonel oldugu ileri
stiriilmektedir. Bu kisimin ¢ikarilmasi enzimin aktif forma doniismesini saglamaktadir

(Bourboulia ve Stetler-Stevenson, 2010; Overall ve Lopez-Otin, 2002).

Histidin kalintilar1 igeren katalitik bolge, fonksiyonel stabilitenin korunmasindan sorumlu
¢inko iyonu iceren alandir. Hemopeksin benzeri kisim hem baglayan molekiillere
benzerligi sebebiyle hemopeksin olarak isimlendirilir. Bu bolge N ve C terminal
bolgelerini baglayan disiilfit baglarini barindirir. Prolin bakimindan zengin 5-10 civarinda
aminoasitlik bolge ile baglanmaktadir. Matrilizinlerin yapisi harig¢ biitiin aile tiyelerini
(kollajennazlar, jelatinazlar, stromelisinler, membran tipi) igermektedir (Sekil 8).
Fonksiyonel olarak hiicre yiizey reseptor alanin taninmasinda etkin 6zellik tasidigi
diistiniilmektedir (Bourboulia ve Stetler-Stevenson, 2010; Overall ve Lopez-Otin, 2002).
MMP’ler yapisal biitiinliigii diizenleme 6zelliklerinden dolay1 bazi fizyolojik olaylarda
(apoptozis, kemigin  yeniden yapilanmasi, trombosit islevlerinin diizenlenmesi,
embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, hiicre go¢ii, blastokist gomiilmesi, sinir biiyiimesi,
organ yapisinin gelisimi, doku rezorpsiyonu, ovulasyon, anjiogenez, servikal genisleme,

endometrial dongii) biiyiik 6nem tasirlar (Jones ve ark., 2008;Nagase ve Woessner, 1999).

Archetypal MMPs Gelatinases
Coliaganases Gelatinase-A MMP-2)
Collagenase-1 (MMP-1) Gelatinase-B (MMP-9)
Collagenase-2 (MMP-8)
Collagenase-3 (MMP-13)
&2 A o oo s
L —q |
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elysin-
Stre ins >
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Stromelysin-2 (MMP-m)@-D @a

Rl [Jo A )
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MT2-MMP (MMP-15}

Other MMPs MT3-MMP (MMP-16}
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: Fibeonactin type Il modules E Memtrane linker E T™-I

Sekil 8: MMP’lerin yapisal 6zellikleri ve siniflandirilmasi (Bourboulia ve Stetler-
Stevenson, 2010)
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Fizyolojik kosullarda MMP etkinligi transkripsiyon diizeyinde (Torchilin, 2001)
etkinlegsmesi ve bazi hiicre disi matriks igerigi ile MMP’nin etkilesime girmesi ile
diizenlenir. MMP etkinlik denetiminin kaybolmasi sonucunda artrit, kanser, iilser,
anevrizma, ateroskleroz ve fibrozis gibi hastaliklara yakalanma olasiliginda artis
goriilmektedir. Matriks metalloproteinazi (TIMP) dokulardaki MMP’lerin bdlgesel
etkinligini diizenler. Giiniimiizde 24 farkli MMP tanimlanmis olup bunlarin 23 tanesi
insanda bulunmaktadir (Visse ve Nagase, 2003). Substrat 6zgiilliigii, sekans benzerligi ve

domain igerigi bakimindan veri tabanlarindaki MMP’ler 6 gruba ayrilirlar;
Kollajennazlar (MMP 1, MMP 8, MMP 13, MMP 18)

Jelatinazlar (MMP 2, MMP 9)

Stromelisinler (MMP 3, MMP 10, MMP 11)

Matrilizinler (MMP 7, MMP 26)

Membran tipi (MMP 14, MMP 15, MMP 16, MMP 17, MMP 24, MMP 25)

Herhangi bir gruba dahil edilmeyen matriks metalloproteinazlar (MMP 7, MMP 12,
MMP 19, MMP 20, MMP 21, MMP 23, MMP 26, MMP 27, MMP 28) olarak
smiflandirilir (Hidalgo ve Eckhardt, 2001).

Tablo 2: MMP enzimlerinin substrat 6zgiilligiine gore kategorilendirilmesi (Evans ve
ark.,1997; Nagase ve Woessner, 1999; Sethi ve ark., 2000)

Kollajenazlar Interstital kollajenaz MMP1 Fibriler kollajenler
Notrofil kollajenaz MMP8 Fibriler kollajenler
Kollajenaz 3 MMP13 Fibriler kollajenler
Kollajenaz 4 MMP? Bilinmiyor
Jelatinazlar Jelatinaz A MMP2 Jelatin,Kollajen tip 4-5,fibronektin
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Jelatinaz B MMP9 Jelatin,Kollajen tip 4-5,fibronektin

Stromelizinler Stromelizin-1 MMP3 Laminin, non  fibriler,  kollajen,
fibronektin
Stromelizin-2 MMP10
Laminin, non fibriler, kollajen,fibronektin
Matrilsin MMP7
Laminin, non  fibriler,  kollajen,
Stromelizin-3 MMP11 fibronektin
a,1 proteinaz inhibitor(serpin)
MT-MMP’ler MT-1 MMP MMP14 Pro-MMP2, kollajenler,jelatin
MT-2 MMP MMP15 Pro-MMP2 kollajenler,jelatin
MT-3MMP MMP16 Pro-MMP2 kollajenler,jelatin
MT-4 MMP MMP17 Pro-MMP2 kollajenler,jelatin
Digerleri Metalloelastaz MMP12 Elastin
Enamelsin MMP? Bilinmiyor

1.6.1.1.Kollajenler

MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 bu grupta bulunurlar ve bu enzimlerin ana
ozelligi, hiicreler arasi alaninda tip I, 11, 111 kollajenlerini par¢alayabilme yetenegine sahip
olmasidir (Visse ve Nagase, 2003). MMP-1ler insanda bulunan keratinosit, fibroblast,
mono makrofaj, sinovyal tarafindan olusur. Fizyolojik olarak pH ve 1sida interstisyel
kollajen tip 1, tip 2 ve tip 3 i parcalar. Bunlarin yani sira filamentlerdeki kollajen 7’yi, 9
ve 10’da bolerler. Plazma antiproteazlart gibi baz kollajen olmayan substratlart da
bolerler. insan notrofil interstistisyel kollojenazi olan MMP-8, MMP-1 e ¢ok benzer bir
yapiya sahiptir. Coziilebilme yetegine sahip olan tip 1kollajeni daha hizli, tip 3 kollajenini
daha yavas bolerler. Kollajenaz 3 olarak bilinen MMP-13 farkli olarak 6zellige sahip olup
tip 2 kollajen iizerine daha ¢ok etkiye sahiptir. Ozellikle tip 2 kollajeni par¢alamasi ve
kondristler tarafindan iiretilmesinden dolay1 osteoartrit patogenezinde rolii olabilecegi

ileri siiriilmektedir (Tiiziin ve ark., 2008).
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1.6.1.2. Jelatinazlar

Jelatinaz A (MMMP-2) ve jelatinaz B (MMP-9) jelatinaz grubunda yer alirlar (Sekil 9).
Ozellikle bu grup, denature olmus kollajenler ve jelatinleri kolayca sindirme 6zelligine
sahip olup, kollajen laminin ve jelatine baglanan katalik bdlgenin i¢ine yerlesmis ve ii¢
defa tekrarlanmais tip 2 fibronektin bolgesine sahiptirler. Bu alanda jenatinazlarin, jelatin
ve kollajene yiiksek ilgi ile baglanmalarin1 saglayip proteolitik etkinliklerini artmasina

neden olurlar. Elastolitik etkinlik i¢in bu 6zellik temeldir (Murphy ve ark., 1994).

MMP-9’dan farkli olarak MMP-2; tip 1,tip 2 ve tip 3 kollajeni pargalar. MMP 2 si
olmayan farelerde belirgin bir anormali gelismezken, MMP-2’si mutasyona ugramis
insanlarda etkin enzim eksikligi ile etkilenmis kemiklerde yikimla sonuglanan otozomal
resesif bir genetik hastalik olan multisentrik osteolizis ortaya ¢ikar. MMP-2nin bu

Ozelligi insanlardaki kemik olusumunda 6nemli rol Gistlendigini gostermektedir (Visse ve

Nagase, 2003).

Tip 4 kollajen, bazal membranlarin ana bileseni olup, bazal membran toplam proteininin
%40-60 ini olusturmaktadir. Interstisyel kollajenazlar ise tip 4 kollajeni pargalama
ozelligine sahip degillerdir. Tip 4 kollajenin helikal boliimiinii pargalayan ilk kollajenaz
fare melanoma hiicre kiiltiirlerinde goriilmiistiir. Ilerleyen zamanlarda bunun insan
fibroblast jelatinaz-A ile ayni oldugu saptanmistir. Jelatinaz-A genel olarak interstisyel
kollajenazlarin baslattigi kollajen yikimini tamamlar. Insanin makrofaj, keratinosit,
graniilosit ve diger bazi hiicre tiirleri bir glikoprotein olan jelatinaz-B yi {lirettigi

bilinmektedir (Tiiziin ve ark., 2008).
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Sekil 9: Matriks metalloproteinaz 2 ve 9’un boliimleri (Visse ve Nagase, 2003)

Matriks metalloproteinaz-2 ve matriks metalloproteinaz-9 enzimleri 5 boliimden olusur.

>

>

>

>

>

Sinyal Peptit

Propeptit

Katalizor bolimii

Hemopeksine benzer boliim (substrat ¢esitligini belirleyen boliimdiir)

Hemopeksine benzer boliim (Bourboulia ve Stetler-Stevenson, 2010).

1.6.1.3. Stromelizinler

MMP-3 (Stromelizin 1) ve MMP-10 (stromelizin 2 benzer 6zgiilliigline sahip olurken,
MMP-3, MMP-10 a proteolitik etklinligi daha yiiksektir. MMP-11, tromelizin 3 olarak
da adlandirilir fakat diger MMP’ler icinde smiflandirilir zira substrata 6zgilligii ve

sekanst MMP-3’iin MMP-10" dan farklidir (Visse ve Nagase, 2003).

Fibroblastlardan pro-stromelizin-1 iireten stromelizin-1 ¢ok sayidaki substrati parcalama

Ozelligine sahiptir. Baslica substratlar1 proteoglikanlar, tip 4 kollajen, laminin ve
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fibronektinler olarak siralanir. Jelatin ve kazeine gore daha az iliski gosterir, ayrica tip3
ve 4 kollajeni de bir telopeptidaz gibi kesebilir. Bunun yaninda hiicresel fibrinolizde de
onemli islevi oldugu disiiniillmektedir. Stromelizin-2, stromelizin-1 ile ayn1 substratlari
parcalar ama bulunduklar1 dokular farklidir. Ornegin keratinositlerde yalnizca
stromelizin-2 uyarilirken romatoid sinoviyal sivida yalnizca stromelizin-1 bulunur. Yara
iyilesmesi olayinda ise keratinositlerde her ikisi de eksprese edilir. Stromelizin-3
digerlerinin ESM substratlarin1 parcalamazken 06zgiil olarak al-tripsin inhibitoriini
parcalama Ozelligi gosterir.fizyolojik rolii kesin olarak bilinmemekle birlikte, epitel
timorlerin stromasinda ¢ok miktarda bulundugu igin serin proteaz inhibitdrlerini
baskilayarak plazmin gibi enzimlerin matriks proteinlerini par¢calamasina neden oldugu

diistiniilmektedir (Tiiziin ve ark., 2008).
1.6.1.4. Matrilizinler

Matrilizinler hemopeksin bolgesinin yoklugu ile karakterize 6zelligi gosterir. Aminoasit
yapist bakimindan metalloelastaza benzerlik gosterirler. MMP-7 ve MMP-26 matrilizin-
1, matrilizin-2 olarak ve endometazlar olarak da isimlendilirler. MMP-7, ESM
igeriklerine ilaveten hiicre yiizey molekiillerinden pro-a-defensin, TNF-a., fas-ligand ve

E-cadherin lizerine de etki etmektedirler (Visse ve Nagase, 2003).

Matrilizinler, matriks metalloproteinazlarin en kiigiik yapisidir ve ¢ok sayidaki substrati
pargalar. Kollajen, entaktin, fibronektin, agrekanelastin ve b4 integrin olmak iizere
baglica 4 tipi vardir. Matrilizinlerde 6zel olarak glandiiler yapilarin epitelinde monosit
kokenli makrofajlar da yer alir. Duktal yapilardan liimene salinimi olmaktadir ve bu esas
islevinin duktuslarin tikanmasini 6nleyici oldugu sanilmaktadir. Prodefensinleri etkin
form olan defensinlere pargalayarak epitelyal bagisiklikta 6nemli rol almaktadirlar ve
ayrica hava yollar1 epitellerinin tamirinde dnemli rol oynar. Ozellikle tiimér adalarinda
saptanmis olmakla birlikte, ¢ogu karsinomda matrizin tespit edilmistir. Fakat diger
MMP’ler ise genellikle tiimdrii kusatan stromada tespit edilmistir. Ik defa matrilizin-2
endometriyumda tespit edilmistir ve matrilizin-1 e benzer genis spektrumlu olup

jelatinaz-B yi etkinlestirme 6zelligine sahiptir (Tiiziin ve ark., 2008).
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1.6.1.5. Membran Tipi Matriks Metalloproteinazlar

Diger matriks metalloproteinazlar (MMP) hiicre dis1 alana proenzim olarak salinirken
MT-MMP (membran tipi matriks metalloproteinazlar) hiicre membranina bagli olarak
bulunurlar. Yap1 olarak birbirlerine benzer 6zellikler gosterirler. Cok sayida substratlari
olan giigcli matriks metalloproteinazlaridirlar ve baslica substratlar1 fibronektin,
prooglikanlar kolajenlerdir. MT-MMP alt1 tane olarak bulunmaktadir. Dérdii MMP 14,
MMP 15, MMP 16 ve MMP 24 tip 1 transmembran proteini ikisi MMP 17 ve MMP 25
glikozilfosfatidilinositole bagli proteinlerdir (Tiziin ve ark., 2008).

Membran tip- matriks Metalloproteinaz 4 haric MT-MMP’lerin hepsinin proMMP-2’yi
etkinlestirme O6zelligini bulunmaktadir. Bu enzimler ESM molekiillerinden g¢ogunu
sindirebilmekle birlikte MT1-MMP, kollajen tipleri olan 1, 2 ve 3’ii parcalayabilme
ozelligi gostermektedir. MT1-MMP olmayan farelerde dogum sonrasinda iskelet
anomalilerinin  goriilme nedeninin, kolajenolitik etkinlikten kaynakli oldugu
diistinilmektedir (Visse ve Nagase, 2003). MT1-MMP’nin bir diger 0zelligi
anjiyogenezde onemli gorev almasidir. MT1-MMP’leri 6zellikle tiimor adalari
cevresindeki fibroblastik hiicrelerde ve kanser hiicre membranlarinda goriilmiistiir
(Ttzin ve ark., 2008). MT5-MMP ise merkezi sinir sistemine 6zgii olup, esas olarak
beyincikte ifade edilir. MMP-25 (MT6-MMP) ise kan dolasimindaki anaplastik
astrositoma, 1okasitler ve glioblastomalarda eksprese edilir (Visse ve Nagase, 2003).

1.6.1.6. Diger Matriks Metalloproteinazlar

Bu gruptaki MMP’ler yukarida sayilan gruplar i¢inde yer almaz. MMP-12
(Metalloelastazlar) genellikle makrofajlarda ifade edilirler ve makrofajlarin gogiinde
onemli rol iistlenirler. Periferal kan monositlerinden yer almazlar. Akcigerdeki patolojik
elastin yikiminda en biiyiik yeri alirlar. Yine plazmini pargalayarak anjiyostatin
olusmasina neden olurlar. Anjiyostatin endotel hiicre ¢ogalmasini baskilayarak
anjiyogenezi engeller. MMP-20 (Enamelizin) ise dis katmanlarinda yer alir. Mine
matriksinin ana bilesigi olarak bilinen amelogenini parcalar. MMP-19 ve MMP-28
birbirleri ile yakin iligskidedirler ve ¢cok sayida dokuda bulunmaktadirlar. Bu kadar yaygin
olmalar1 normal doku doniisiimiinde gorevleri oldugunu diisiindlirmektedir. MMP-19

bazi bazal membran proteinlerini hidroliz eder. Herhangi bir hasar sirasinda MMP-28
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keratinositlerce eksprese edilir. Over testis ve prostat dokusunda &zellikle MMP-23
ekspre edilir (Ttziin ve ark., 2008).

Bu arastirmada, organizmada fizyolojik olarak bircok yapisal aktivitenin
diizenlenmesinden sorumlu olan ve yetersizligi durumunda artrit, kanser, anevrizma,
ateroskleroz gibi hastaliklara yakalanma olasiliginin arttig1r belirtilen ve katalitik
bolgelerinde ¢inko iyonu iceren bazi MMP (2,3,5,9) enzimlerinin gen ekspresyonlari

tizerine ZnO-Np’nin etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar
» Homojenizator (Scilogex, D160)
» Hassas terazi (Precisa, 205A SCS)
» Vortex (ISO Lab, MX-S)
» Derin dondurucu (Beko, 3400 CF)
» Thermalcycler (GenePro, TC-E-96G)
» Yatay Elektroforez (CBS Scientific, WSGE-014)
» Nanodrop spektrofotometre (UVS-99)
» UV-Jel goriintiileme cihazi (DNR, MiniLumi)
» Mikrodalga Firin (Beko, MD 1610)
» Mikrosantrifiij (Scanspeed, mini)
» 0,5-2,5ul, 2-20pl, 100-1000ul ayarlanabilir otomatik pipetler (Eppendorf)
2.1.2. Cahismada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler
> Eter
» ZnO-Np
» TRI Reagent (Sigma)
» Kiloroform (Sigma)
> Izopropanol (Sigma)

» Nuclease Free H,O (AppliChem)

24



» Etanol (Sigma)

» Agar (peqlab)

» 50X TAE Elektroforez Tamponu (ThermoFisher)

» Etidyumbromiir (MP Bio)

» 100 bp Marker (Promega)

» DNA Yiikleme Boyas1 (Thermo Scientific)

» RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific)
» Taq Polimeraz Seti (Sigma)

» dNTP Seti (Thermo Scientific)

Primer listesi Primer3-PCR primer design tool kullanilarak dizayn edilmistir (Primer
3).

Tablo 3: Primer listesi

F: AAAGGAGGGCTGCATTGTGAA
MMP-2 R: CTGGGGAAGGACGTGAAGAGG
F:CTGGAATGG TCT TGG CTC AT
MMP-3 R: CTG ACT GCA TCG AAG GAC AA
F:TGCTTT GTCCTT TGA TGC AG
MMP=5 R: GTC TCG GGA AGC CTT TAT CC
F: AGGTGCCTCGGATGGTTATCG
MMP-9 R: TGCTTGCCCAGGAAGACGAA
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2.2. Metot
2.2.1. Hayvan Materyali

Bu arastirmada 250-300 g agirliginda sahip 4-5 aylik 40 adet Wistar albino rat kullanildi.
Arastirma i¢in Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
calisma izni alind1 (2017/35). Hayvanlar deney Oncesi ve deney esnasinda 25 + 2°C
sicaklikta, % 60-65 diizeyinde nemli ortamlarda ve 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik

dongiisiiniin saglandigi kosullarda, adlibitum olarak beslendi.
2.2.2. Deneysel Dizayn
Hayvanlar her grupta 10 adet rat olacak sekilde 4 gruba ayrildu.

I. gruptaki hayvanlar kontrol grubu olarak belirlendi ve 14 giin boyunca oral gavaj ile 0.2

ml  serum fizyolojik verildi.
Il. gruptaki hayvanlara 14 giin boyunca 100 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile uygulandi
I11. grupta ki hayvanlara 14 giin boyunca 300 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile uygulandi

IV. gruptaki hayvanlara da 14 giin boyunca gruba 600 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile
uygulandi (Tang ve ark., 2016).

14 giinliik siire sonunda denekler eter anaztezisi altinda servikal dislokasyon yontemi ile
oldiiriilerek karaciger dokular1 alind1 ve laboratuvar analizlerinin yapilacag: giine kadar -

80°C’de sakland1.
2.2.3. TRI Reagent ile Total RNA izolasyonu
» -80°C’de alinan karaciger dokularindan 2 gram alinarak oda 1sismna gelmesi

beklemeden 1 ml TRI Reagent igerisinde homojenize edildi.

> 1 mL TRI reagent igerisinde konulan dokular, homojenizasyonun ardindan

stirekli pipetlenerek TRI reagent’in dokulara iyice niifus etmesi amaglanmustir.

» 5 dk. oda sicakhiginda bekletilen homojenatlar ardindan -20°C’de bir gece
bekletilmistir.
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> Bir gece bekletilen homojenatlar buz tizerinde ¢ozdiiriilerek her 1mL TRI
reagent i¢in 200 pul kloroform eklenmis ve 15 saniye boyunca hizli bir sekilde

calkalanmistir.

» Karisim 10 dk. boyunca oda 1sisinda bekletilmis ve bu siire sonunda 15 dakika

boyunca 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

» Santriflij sonunda olusan {ist faz, orta ve alt fazin alinmamasina dikkat edilerek

yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmistir.

> Yeni tiipe aktarilan st fazin iizerine, kullanilan 1 mL TRI reagent i¢in 500 pl

izopropanol eklenerek 10 dk. boyunca oda 1sisinda bekletilmistir.
» Karisim, siire sonunda 8 dk. boyunca 13.000 rpm’de santrifiije edilmistir.
» Santrifiij sonunda karisim yavas bir sekilde dokiilerek pelet elde edilmistir.

> Elde edilen peletin tizerine, kullanilan 1 mL TRI reagent i¢cin 1 mL %75’lik
etanol eklenerek vortexlenmis ve peletin etanol igerisinde ¢6ziinmesi

saglanmaistir.
» Vortexlenen karigim 5 dk. boyunca 7.500 rpm’de santrifiij edilmistir.

» Santriifiij sonunda karigim yavas bir sekilde dokiilerek tekrar pelet elde edilerek
tipler ters gevrilmis ve 15-20 dk. boyunca oda 1sisinda tiiplerin kurumasi
saglanmistir.

» Kurutma isleminin ardindan pelet, 80 ul DNase/RNase igermeyen dH,O ile

iyice ¢oziilerek homojenize edilmistir.

2.2.4. RNA Orneklerinin NanoDrop ile Spektrofotometrik Olarak Miktar ve
Kalite Tayini

Nanodrop cihazi ile RNA orneklerinin, RNA ¢ozeltilerinin hazirlanmis oldugu 1 ul RNA
dH20 kor olarak okutularak, 280 nm dalga boyunda ortaama 1502 ng/ul RNA

Olgiilmiistiir.
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2.2.5. Total RNA Orneklerinden Geri Transkripsiyon (RT) yontemi ile cDNA

Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

>

cDNA kiitiiphanesinin olusturulmas: i¢in Thermo Scientific RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit kullamilmistir. Yiriitillen tim basamaklar kit
protokoliinde belirtilen yonergeler dogrultusunda yapilmastir.

RNA orneklerinden esit yogunlukta alinmasi igin gereken miktar belirlenmistir.

RNA o6rnekleri bir pipet yardimiyla buz {izerinde tekrardan homojenize edilmis

ve 1. basamakta hesaplanan 6rnek miktarlari PCR tiiplerine aktarilmistir.

PCR tiiplerine aktarilan 6rneklerin tizerine 1 ul Oligo (dT) primeri eklenerek son
hacim steril dH20O ile 12 pl’ye tamamlanmstur.

Karigim pipet yardimi ile homojenize edilerek santrifiij edilmistir (Tek spin).
Spinlemeden sonra karisim, 65°C’de 5 dk. Boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardmdan her tiipe 2 ul dNTP (10mM) mix, 1 pl RiboLock
RNase Inhibitor (20 U/ul), 4 ul 5x Reaction Buffer ve 1 ulRevertAid M- MuLV
RT (200 U/ul) eklendi.

Son olarak karisim sirasiyla 42°C’de 60 dk. ve 70°C’de 5 dk. Boyunca

bekletilerek reaksiyonlarin tamamlanmasi saglanmistir.

2.2.6. Kullanilan DNA Primerlerin Cogaltilmasi

cDNA igeren tiiplerin her birinden 1 pl 6rnek DNA, 2,5u] 10X tampon, 2,5 pl

MgCl2 buffer, 2 ul dNTP, 2,5 pl MMP-primer-F, 2,5 ul MMP-primer R, 0,5 ul Tag DNA

Polimeraz son olarak toplam hacmi 25 pl tamamlamak i¢in 11,5 pl ddH20 eklenerek

tiipler PCR cihazina yerlestirildi ve Tablo 5°de gosterilen PCR programlari uygulandi.

Elde edilen iiriinler -20 °C’ye alindu.
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Tablo 4: DNA 6rneklerine uygulanan PCR programi
94°C’de, 2dk
94°C’de 1 dk,
60°C’de, 1dk, = X 40
72 °C’de 1 dk
72°C’de 5dk
4°C’de 5 dk

Tablo 5: DNA’nin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler

F: AAAGGAGGGCTGCATTGTGAA
-2 R: CTGGGGAAGGACGTGAAGAGG
F:CTG GAATGG TCT TGG CTC AT
b R: CTG ACT GCA TCG AAG GAC AA
F:TGCTTT GTCCTT TGA TGC AG
! R: GTC TCG GGA AGC CTT TAT CC
F: AGGTGCCTCGGATGGTTATCG
M R: TGCTTGCCCAGGAAGACGAA

2.2.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Tiim PCR iirtinleri %1°lik agaroz jel elektroforezde 60 dakika boyunca 90V’da yiiriitiilerek
UV goriintiilemeleri yapilmistir.

» 2 mL 50x TAE tamponu, dH20 ile 100mL’ye tamamlanmuistir.

» 1gr agaroz tartilarak 1. basamaktaki karisimin tizerine eklendi ve mikrodalga

firinda agaroz eriyinceye dek, karisim araliklarla karistirilarak isitilmastir.

» Homojen olarak ¢oziinen agaroz c¢ozeltisinin her 20 mL i¢in 1 mL
Etidyumbromiir karisima eklenerek elektroforez kasetlerine dokiilmiis ve jelin

olusmasi i¢in 30 dakika bekletilmistir.

» Elektroforez kasetlerine takilan taraklar jel olusumunun ardindan nazikge

cikartilarak elektroforez tankinin igerisine konulmustur.
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» Elektroforez tankinin igerisine, elektrik iletkenliginin saglanmasi i¢in 50x TAE
tamponundan, dH20 yardimiyla 1x TAE c¢ozeltisi hazirlanarak agaroz jelin

tizerini yaklasik 1cm asacak sekilde eklenmistir.

» Agaroz jel kuyucuklarinin en basina ve en sonuna 1ul 100bp’lik marker + 2ul
yiikleme boyasi, 6rnek kuyucuklarina ise 10ul PCR iiriinii + 2ul yiikleme boyasi

pipetlenerek konulmustur.

» Tum jel yiritmeleri 60 dakika boyunca 90V’de kosturulup ve son olarak UV
gortintiileme sisteminde bant fotograflar: cekilmistir (Yildiz, 2017).
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3. BULGULAR

Cinko Oksit Nanopartikiilleri (ZnO-Np) kozmetik, tip, antibakteriyel ajan ve katalizor
olarak uygulamalar1 nedeniyle tiretimi sitirekli artis gosteren nano 6lgekli malzemeler
arasindadir. ZnO-Np, evsel ve endiistriyel atiksular yoluyla sudaki ekosistemlere
salinmasi, baliklar ve diger organizmalar tizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir.
Genotoksik, mutajenik veya sitotoksik etkiler gibi biyolojik etkilerde ZnO-Np'lerin gesitli
Ozellikleri (6rnegin ebat, sekil, yiizey sarji ve aglomerasyon durumu) merkezi bir rol
oynamaktadir. Genel olarak, ZnO-Np maruz kalan hayvanlarda, Zn iyonlarn
biyoakiimiilasyonu, histopatolojik, oksidatif ve hiicresel stres ile hematolojik
degisiklikler bildirilmistir. Mevcut arastirmada ise ZnO-Np’nin viicutta metal tutucu
ozellik gosteren MMP’lerin (MMP-2, MMP-3, MMP-5 ve MMP-9) ekspresyonlari
tizerine etkileri belirlenmeye calisilarak yapilacak diger caligmalar i¢in kaynak teskil
edecektir. Asagida bu tez calismasi esnasinda elde edilen bulgularin tanimlamasi

yapilmustir.
3.1. RNA izolasyonu ve cDNA’min elde edilmesi

Ratlardan sirasiyla, total RNA izolasyonu ve RT deneyleri yukarida belirtilen
protokollere gore yapilmistir. Buna gore deney sonuglart Sekil 10°da belirtilmistir. TRI
reagent kullanilarak elde edilen total RNA izolasyon iirlinlerinin spektrofotometrik
Olgtimleri yapildiginda 6rneklerin yogunlugu ortalama 1500 ng/ ul ve safligi ortalama 2
olarak belirlenmistir. cDNA eldesi ic¢in kullanilan toplam RNA yogunlugunun 5 pg
olmast igin gerekli RNA miktari ortalama 4 pl olarak hesaplanmig ve Revert Aid First
Strand cDNA synthesis Kit (#1622) kullanilarak cDNA eldesi gergeklestirilmistir.

Sekil 10: Orneklerden elde edilen RNA izolasyonlarinin agaroz jel gériintiisii
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3.2. ZnO-Np maruziyetinde mRNA Seviyesinin Analizi

Serum fizyolojik verilmis olan ratlarda MMP-2, MMP-3, MMP-5 ve MMP-9°da gen
ekspresyonlarinda yaklasik olarak ayni diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 11).

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

Sekil 11: Kontrol grubunun gen ekspresyonlarinin agaroz jel goriintiisii. M: Marker (100
bp promega), 1,2: MMP-2, 3,4: MMP-3, 5,6: MMP-5, 7,8: MMP-9

100 mg/kg verilmis olan ratlarda MMP-2, MMP-3, MMP-5 ve MMP-9 da gen
ekspresyonlarinda hemen hemen ayni diizeyde azalis oldugu belirlendi (Sekil 12).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

500 bp
400bp

300 bp
200 bp

Sekil 12: 100 mg/kg verilmis ratlarin gen ekspresyonlarinin agaroz jel goriintiisii. M:

Marker (100 bp promega) 1,2: MMP-2, 3,4: MMP-3, 5,6: MMP-5, 7,8: MMP-9
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300 mg/kg verilmis olan ratlarda MMP-2, MMP-3, MMP-5 gen ekspresyonlarinda
hemen hemen ayni diizeyde azalis oldugu, MMP-9 da ise diger MMP’lere gore daha
¢ok azalma oldugu belirlendi (Sekil 13).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 13: 300 mg/kg verilmis ratlarin gen ekspresyonlariin agaroz jel goriintiisii. M:

Marker (100 bp promega) 1,2: MMP-2, 3,4: MMP-3, 5,6: MMP-5, 7,8: MMP-9

600 mg/kg ZnO Np verilmis olan ratlarda MMP-2, MMP-3, MMP-9 gen ekspresyon
seviye hemen hemen ayni diizeyde azalis oldugu, MMP-5 de ise diger MMP’lere gore
daha ¢ok azalma oldugu belirlendi (Sekil 14).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 14: 600 mg/kg verilmis ratlarin gen ekspresyonlarinin agaroz jel goriintiisii. M:

Marker (100 bp promega)1,2: MMP-2, 3,4: MMP-3, 5,6: MMP-5, 7,8: MMP-9
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4 TARTISMA VE SONUC

Birgok fizyolojik etkiye sahip olan ve yapisinda Zn*? bulunduran matriks
metalloproteinazlarin (MMP 2, 3, 5, 9) ekspresyonlarinin ZnO Np uygulamasina bagl
olarak nasil etkilendiginin arastirildigi bu ¢alismada farkli dozlarda ZnO Np
uygulamasina bagli olarak MMP enzimlerinin gen ekspresyonlarinin inhibe oldugu

belirlenmistir.

Son zamanlarda gelistirilen nanomateryaller, biyoteknoloji ve yasam bilimleri igin
analitik araglarin yeni tiplerinin olusturulmasinda cok ilgi ¢ekici bir etkiye sahiptir (Cui
ve ark., 2001; Taton ve ark., 2000). Nanomateryaller, yeni kimyasal fonksiyonel ve
fiziksel ozelliklere sahip nano boyutta benzersiz araglarm dretilmesinde katki
sunmaktadir (Colvin, 2003; Oberdorster, 2004). Nanoteknoloji, elektronik, plastik ve
kozmetik gibi tiiketici trinlerinde kullanilan endistrinin hizla biyiiyen bir alanina
sahiptir (Auffan ve ark., 2009; Monteiro-Riviere ve ark., 2009; Vippola ve ark., 2009).
Giliniimiizde nano boyutlu tozlarin kullaniminda biiyiik bir artis gézlenmektedir. Bu da
insanlarin farkli yollarla biyolojik sistemlerine giren nanomalzemelere yogun oranda
maruz kalma riskini artirmaktadir (Donaldson ve ark., 2006; Johnston ve ark.,2010; Kroll
ve ark., 2009; Oberdorster ve ark., 2005). Nanoboyutlu ¢inko oksit (ZnO) de elektronik
ve optoelektronik o6zelliklerinden dolayr fotokatalist (Wang ve ark., 2007), giines
kremleri, optik araglar, birgcok kozmetik iiriindeve buna benzer alanlarda kullanilmaktadir
(Huang ve ark.,2010; Johnston ve ark., 2010). Yapilan bazi ¢alismalarda nanopartikiillere
maruz kalmanin istenmeyen yan etki olusturdugunu dogrulamstir (Igarashi, 2008; Nel ve
ark., 2006; Nielsen ve ark., 2008; Reeves ve ark., 2008; Sharma ve ark., 2009).
Nanopartikiillerin giivenligi ve toksisitesi hakkindaki bilgiler zamanla giderek artis
gostermesine ragmen, elde edilen bilgiler hala yeterli olmadig: gibi ¢ok sinirhdir ve bu
sebeple de bu alanda yapilacak yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir (Auffan ve ark., 2009;
Johnston ve ark., 2010; Kroll ve ark., 2009; Monteiro-Riviere ve ark., 2009; Sharma ve
ark., 2009). Nanotoksikoloji alaninda yapilan ¢alismalar genelde farkli nanopartikiillerin
toksisitesinin degerlendirilmesi empirik yontemler iizerine yogunlagmistir ancak
nanopartikil 6zellikleri (sekil, dagilim, kimyasal kompozisyon, kiimelenme, boyut) ve
toksisite tizerindeki calismalar yeterli orand degildir (Hu ve ark., 2009). Kiigiik boyutlu

olmalar1 ve genis yiizey alanina sahip olmalarindan dolayr metal oksit nanopartikiilleri
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yiiksek kimyasal reaktivite ve intrinsik toksiteye sahiptirler. Son zamanlarda
nanotoksikoloji ¢calismalarinin ¢ogu nanoboyutlu metal oksit nanopartikiilleri {izerine
yogunlagmistir (Hu ve ark., 2009). Yine ZnO nanopartikiillerin patolojik degisiklere etki
edip etmediginin arastirildigi baska bir ¢alismada, ZnO nanopartikiillerinin fagozom
icersinde hizli, pH bagimli ¢6zlinmesinin ZnO Np’nin neden oldugu ¢esitli progresif ciddi
akciger hasarlarinin ana sebebi oldugunu ileri siirmiislerdir (Cho ve ark., 2011). Faddah
ve ark. (2012) iki farkli tozdaki ZnO nanopartikiil tarafindan quercetin (Qur) ve arginin
(Arg) ile tedavi edilen nefrotoksisite tizerindeki etkilerini belirlemeye yonelik yaptiklart
calismada Qur'un ZnO nanopartikiillerin oksitatif stresi ile 1ilgili vaskiiler
komplikasyonlara kars1 yararli bir etkiye neden oldugu ve Arg ile kompinasyonunun ZnO
nefrotoksisitesini azaltigin1 ortaya koymuslardir (Faddah ve ark., 2012). Diyabetik
hayvanlarda ZnO ve glimiis nanopartikiillerin etkilerinin arastirildigi bagka bir
arastirmada da ZnO ve serit nanoparcaciklarin giiclii antidiyabetik ajanlar olarak islev
gordiigii bulunmustur (Alkaladi ve ark., 2014). Afifi ve ark. (2015) ZnO nanopartikiillerin
diyabetik sicanlarin testis dokusundaki oksitatif durumu ve spermlerin iizerindeki etkiyi
incelediklerinde ZnO nanopartikiil uygulanan diyabetik siganlarin testis dokusunda
GSH’1n artt181, insiilinle kompinasyon halinde ise diyabetin neden oldugu oksitatif strese
kars1 testis dokusunu ve sperm motilitesini artirdigi ortaya koymuslardir (Afifi ve ark.,
2015). Espanani ve ark. (2015)’da farkli dozlarda ¢inko oksit verdikleri ratlarda lenfosit
ve trombosit sayisinda azalma oldugunu fakat lokosit, hemoglobin ve hemotokrit
sayisinda belirligin bir artis oldugunu goézlemlemislerdir (Espanani ve ark., 2015). Fukui
ve ark. (2015) askorbit asitin ZnO Np aracili olarak rat akcigerleri iizerinde indiiklenmis
akut oksidatif stresi artmig LDH ve IL-6 konsantrasyonunu azalttigin1 ortaya konuslardir
(Fukui ve ark., 2015). Hassan ve ark. (2017) hepotosit iizerinde yaptiklari hepatosoliiler
karsinom (HCC) karst ZnO nanopartikil uygulamislardir. Uygulamada ZnO
nanopartikiillerin HCC’de {imit verici bir preklinik ¢alismalardir. Anti-kanser etkinliginin
oldugunu ve HCC tedavisi i¢in yeni bir strateji olabilecegini ortaya koymuslardir (Hassan
ve ark., 2017).

Matriks Metalloproteinaz (MMP) ekstraseliiler matriks ile bazal membran
komponentlerin parcalama yetenegi yapisina sahip olan ve aktif bdlgesinde ¢inko
igeren, kalsiyuma bagimli homolog bir enzim grubudur (Moldovan, 2005). Matriks

metalloproteinazlar proteinazlarin 5 alt sinifindan biri olan metalloproteinazlar enzim
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ailesindendir. Biiylik oranlarda bag dokusu hiicreleri ile inflamatuar fagositler
tarafindan salinmaktadir. Matriks metalloproteinazlar yara iyilesmesi, doku
yenilenmesi, morfogenez ve normal gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik durumlarda 6nemli
olmasi yaninda kanser invasyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik siireglerde
onemli yer almaktadirlar (Moldovan, 2005; Wiseman ve ark., 2003). Fizyolojik
sartlarda, matriks metalloproteinazlar embriyonik biiyiime dokusu olan morfogenez ve
biliyiimenin devamlilig1 i¢in bag dokusunda iiretilmektedir. Bu iiretim menstiirel siklus,
doku tahribatinin tamiri ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda 6nem arz
etmektedir (Maskos, 2005; Moldovan, 2005). Doku hasarimin yeniden
yapilandirilmasinda MMP’lerin 6nemini gosteren bir¢ok ¢aligma mevcuttur (Hagglund
ve ark., 1999; Pilcher ve ark., 1997; Wiseman ve ark., 2003). Matriks metalloproteinaz
genlerinin, menstriiel siklus, uterus, prostat ve meme involusyonu sirasinda yiiksek
diizeyde eksprese edildigi ortaya ¢ikarilmistir (Curry Jr ve Osteen, 2003; Hulboy ve ark.,
1997). Ayrica gonadotropinin indiikledigi ovulasyonda MMP genlerinin eksprese
oldugu ve MMP’lerin follikiiler duvar yikimina neden oldugu belirtilmistir (Curry Jr ve
Osteen, 2003; Hagglund ve ark., 1999). Liu ve ark., 2017) ¢alismalarinda nikotinin
matriks metalloproteinaz (MMP-2 ve MMP-9 ) iizerindeki etkisini incelediklerinde,
nikotin ile uyarilan MMP-2 ve MMP-9 sekresyonlarini belirgin bir sekilde azaldigin
belirtmislerdir. Cinko’nun Fetal biiyiime kisitlamasi (FGR) fizerine etkisininin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, ¢cinkonun MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini
artirarak trofoblast hiicre invasyonunu ve migrasyon kabiliyetlerini bariz sekilde
artirdigini ve MMP-2, MMP-9 ekspresyon seviyelerinin doza bagimli olan ¢inko ile
trofoblast hiicrelerinde buna uygun olarak arttigi belirtilmistir (Zong ve ark., 2017).
Boumiza ve ark. (2017) obezite ve MMP-1, MMP-3, MMP-7 ve MMP-12 arasindaki
iligkiyi incelemek igin 168 obez bireyin biyokimyasal ve mikrovaskiiler parametrelerini
degerlendirmis ve MMP-3, MMP-7 ve MMP-12 polimorfizmleri obezite riski ve siddeti
ile iliskili olduguna kanaatine varmislardir (Boumiza ve ark., 2017). Farkli dozlarda
naringenin artritik sicanlardaki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada da matriks
metalloproteinaz  (MMP-3, MMP-9) enzimlerinin ekspresyonlarinin  azaltildigt
belirtilmistir (Fan ve ark., 2017). Kang ve ark. (2017) tavsanlar {izerinde yaptiklari
caligmada oleik asitin dogrudan artikiiler kondrositlere etki ettigi ve MMP-3{in

aktivitesini, sekresyonunu ve gen ekspresyonunu diizenleyebilecegini ileri siirmiislerdir
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(Kang ve ark., 2017). Cinko oksitin MMP {izerine etkisi ile ilgili olarak fazla bir arastirma
bulunmamakla birlikte, Fetal biiyiime kisitlamasi (FGR) iizerine Zn*? etkisinin
arastirildigi bir c¢alismada, Zn*? uygulamasma bagli olarak MMP-2 ve MMP-9’un
ekspresyonlarinin arttigi belirtilmektedir (Zong ve ark., 2017). Mevcut arastirmada da
genlerin ekspresyon seviyeleri incelendiginde, kontrol grubuna goére 100, 300 ve 600
mg/kg dozlarda ZnO Np verilen ratlarin gen ekspresyon diizeylerinin diistigi
gorilmistir. Bunun sebebinin ise yapilarinda (katalitik alan) Zn’nin bulunduran
MMP’lerin ZnO Np kullanildiginda bu bolgeye baglanmasi ve Zn iyonlarinin yerine
gecerek ekspresyonlarini inhibe ettigi diistiniilmektedir. Bununla birlikte; doz miktari
artikca gen ekspresyonlarin diistiigii goriilmiistiir ancak, MMP-2, MMP-3, MMP-5 ve
MMP-9 genlerinin kendi iclerinde ekspresyon diizeyleri degiskenlik gdstermemektedir.
Bunun sebebinin ise, ayni1 gen ailesine ait olan MMP’lardakin molekiiler yapilarindaki

biiyiik benzerliklerden kaynaklandig1 kanisindayiz.
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