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OZET

Yedekei, F.Y., Cinko Katkilanms Hidroksiapatit Nanoparc¢aciklarinin Kanser
Hiicrelerinin Radyoduyarhhgina Etkisi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Radyoterapi Fizigi Program Doktora Tezi, Ankara, 2019. Bu calismada
radyoduyarhilik profili agisindan ilk kez arastirilacak c¢inko katkili hidroksiapatit
nanoparcaciklar sentezlenmis ve karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Tim
karakterizasyonlarda kullanilan 6rnekler 500 °C’de 2 saat kalsine edildikten sonra 900
°C’de 1 saat sinterlenmigtir. X-1s1n1 kirtnimi desenlerinde drneklerin referans 09-0432
hidroksiapatit pikleri ile Ortilistiigi goriilmiistiir. Ancak ¢inko katkilama miktari
arttik¢a beta trikalsiyum fosfat fazlar1 %1, %2, %5 ve %10 mol ¢inko katkili 6rnekler
icin %7.3, %10, %33 ve %59 seklinde arttig1 izlenmistir. Sentezlenen HA’larin bag
yapilarini incelemek amaciyla yapilan fourier doniisimii kizilotesi spektroskopisi
analizleri sonucunda hidroksipatitlerin tiim karakteristik pikleri %1, %2, %5 mol
cinko katkili 6rneklerde gozlenmistir. Ancak %10 ¢inko katkili numunelerde fosfat
oksijen germe bagini gosteren 1087 cm™’deki band kaybolmustur. Taramali elektron
mikroskobu goriintiilerinden pargacik boyutlari saf, %1 mol, %2 mol, %5 mol ve %10
mol ¢inko katkili numuneler igin sirasiyla 218, 245, 246, 302 ve 352 nm olarak
olgtilmiistiir. 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir testi ile 72 saat
sonunda saf hidroksiapatite gore canliligin %1 mol, %2 mol, %5 mol ve %10 mol
cinko katkili 6rnekler i¢in sirasiyla %50, %38, %160 ve %150 oldugu gorilmiistiir.
Hiicre sagkalim egrilerinin 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir
testi ile olusturulmasi i¢in bir optimizasyon c¢alismasi yapilmistir. Calismanin
sonuglarma gore testin yapilacagl en uygun zamanin 6 ve 8. giinlerin olabilecegi
belirlenmistir. Karakterizasyon ve canlilik testleri sonucunda %10 ¢inko katkili
hidroksiapatitlerde beta trikalsiyum fosfat oranin yiiksek olmasi sebebiyle %5 ¢inko
katkilt hidroksiapatit grubu western blot deneyinde kullanilmak {izere se¢ilmistir.
Yapilan deneyler sonucunda %35 ¢inko katkili hidroksiapatilerin biyouyumlu olduklar:
ve radyoterapi ile birlikte kullanildiklarinda hiicre Oliim oranlarini arttirdig
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hidroksiapatit, Radyoduyarlastiricilar, ¢inko  katkilt

nanohidroksiapatit, Radyoterapi



ABSTRACT

Yedekei, F.Y., Effect Of Zinc Doped Hydroxyapatite Nanoparticles On
Radiosensitivity Of Cancer Cells, Hacettepe University, Graduate School of
Health Sciences, Radiation Therapy Physics, Doctor of Philosophy Thesis,
Ankara, 2019. In this study, zinc doped hydroxyapatite nanoparticles were
synthesized and characterized for the first time in terms of the radiosensitivity profile.
Zinc doped hydroxyapatites were produced in 4 different compositions in order to
determine the best rate of doping. The samples used in all characterizations were
calcined at 500 ° C for 2 hours and then sintered at 900 °C for 1 hour. X-ray diffraction
patterns of the samples were found to overlap with the reference 09-0432
hydroxyapatite peaks. However, as the amount of zinc increased, beta tricalcium
phosphate phases increased by 7.3%, 10%, 33% and 59% for 1%, 2%, 5% and 10
mol% zinc doped samples, respectively. As a result of fourier transform infrared
spectroscopy analysis, all characteristic peaks of hydroxyapatites were observed in
1%, 2%, 5% zinc doped samples. However, for the 10% zinc doped samples, 1087 cm"
! band was lost which is showing the phosphate oxygen stretching bond. The particle
sizes from the scanning electron microscope images were measured as 218, 245, 246,
302 and 352 nm for 1%, 2%, 5 % and 10% zinc doped powders, respectively. 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assays showed viability was
after 72 hours according to pure hydroxapatite 50%, 38%, 160% and 150% for 1%,
2%, 5% and 10% zinc doped samples, respectively. An optimization study was
performed to generate cell survival curves using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide assay. According to the results of the study, it was
determined that the most appropriate time was 6 and 8 days for the test. As a result of
the characterization and vitablity tests, the 5% zinc added hydroxyapatite group was
selected for use in the western blot test because of the high rate of beta tricalcium
phosphate in 10% zinc doped hydroxyapatites. As a result of the study it was observed
that 5% zinc doped hydroxyapatites were biocompatible and increased cell death rates

when used with radiotherapy.

Keywords: Hydroxyapatite, Radiosensitization, Zinc doped nanohydroxyapatite,
Radiotherapy
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A) Lineer kuadratik modele, B) ¢ok hedef-tek vurus teorisine gore
doz-SF iligkisi (31).

Kanser hiicrelerinde radyosensitizasyonu arttirmak i¢in g¢esitli
yaklagimlarin 6zeti (40).

Metal X 1511 etkilesimi (7).

HA’larin mikrodalga 1s1n1 yontemi ile iiretiminin gosterimi (73).
HA  numunelerinin  sitotoksisitelerini  incelemek amaciyla
olusturulmus MTT deney plani

Optimizasyon ¢alismasina ait ilk 10 giin i¢in deney plani.

Isinlama diizenegi

900 °C 1 saat sinterlenmis numulerin XRD kirinim desenleri.

Elde edilen bes farkli numuneye ait FTIR sonuglari

900 °C’de sinterlenmis HA 6rneklerinden elde edilen a) saf HA, b)
Zn(%1mol):HA, c) Zn(%2.5mol):HA, d) Zn(%5mol):HA, e)
Zn(%10mol):HA ait SEM goériintiileri.

SEM goriintiilerinden 6lgiilen parcacik boyutlar1 a) saf HA, b)
Zn(%1mol):HA, c¢) Zn(%2.5mol):HA, d) Zn(%5mol):HA, e)
Zn(%10mol):HA.

MDA MB 231 hiicreleri ekildikten 24 saat ve 72 saat sonra MTT

testi ile elde edilen canlilik oranlari. Kontrol grubu olarak sadece
hiicre ekilen grup se¢ilmistir.

MDA MB 231 hiicreleri i¢in saf HA referans alindiginda MTT testi
sonucu elde edilen canlilik oranlari.

1000 adet MDA MB 231 hiicresi ekildiginde farkli glinlerde MTT
testi ile olusturulan hiicre sagkalim egrileri.

2000 adet MDA MB 231 hiicresi ekildiginde farkli giinlerde MTT
testi ile olusturulan hiicre sagkalim egrileri.

4000 adet MDA MB 231 hiicresi ekildiginde farkli giinlerde MTT
testi ile olusturulan hiicre sagkalim egrileri.

Ekilen MDA MB 231 hiicre sayisinin MTT testi ile olusturulan
sagkalim egrileri lizerindeki etkisinin incelenmesi.

MDA MB 231 hiicrelerine ait farkli ekilen hiicre sayilarina ait hiicre
cogalma egrileri.
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1 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'siz ve HA'li MDA MB 231
hiicre dizisine ait ylizde canlilik. Kontrol grubu olarak sadece 1 Gy
radyasyon uygulanan grup secilmistir.

2 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'siz ve HA'li MDA MB 231
hiicre dizisine ait yiizde canlilik. Kontrol grubu olarak sadece 2 Gy
radyasyon uygulanan grup secilmistir.

4 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'siz ve HA'li MDA MB 231
hiicre dizisine ait ylizde canlilik. Kontrol grubu olarak sadece 4 Gy
radyasyon uygulanan grup se¢ilmistir.

6 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'siz ve HA'li MDA MB 231
hiicre dizisine ait ylizde canlilik. Kontrol grubu olarak sadece 6 Gy
radyasyon uygulanan grup secilmistir.

Kontrol, radyasyon uygulanmis ve radyasyon ile birlikte HA
uygulanmis MDA MB 231 hiicrelerinde kaspaz-3 protein
ekspresyonunun incelenmesi.

Kontrol, radyasyon uygulanmig ve radyasyon ile birlikte HA
uygulanmis MDA MB 231 hiicrelerinde kirpilmis kaspaz-3 protein
ekspresyonunun incelenmesi.

Kontrol, radyasyon uygulanmis ve radyasyon ile birlikte HA
uygulanmis MDA MB 231 hiicrelerinde PARP protein
ekspresyonunun incelenmesi.

Kontrol, radyasyon uygulanmis ve radyasyon ile birlikte HA
uygulanmis MDA MB 231 hiicrelerinde kirpilmig PARP protein
ekspresyonunun incelenmesi.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda PARP, kirpilmis PARP
ve B-aktin protein ekspresyonu. A) Radyasyonsuz, 4 Gray
radyasyonlu, radyasyonsuz-HA (Hidroksiapatit) ve 4 Gray
radyasyonlu-HA ile inkiibe edilmis hiicrelerden elde edilen protein
lizatlarinda PARP, Kirpilmis PARP protein ekspresyonlarinin
western blot goriintiileri. Kontrol proteini olarak B-aktin
kullanilmistir (n=3). B) Radyasyonsuz, 4 Gray radyasyonlu,
radyasyonsuz-HA ve 4 Gray radyasyonlu-HA ile inkiibe edilmis
hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda Kaspaz-3 protein
ekspresyonlarinin western blot goriintiileri. Kontrol proteini olarak
B-aktin kullanilmistir (n=3). C) Radyasyonsuz ve 4 Gray radyasyon
uygulanmis hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda kirpilmis
kaspaz-3 protein ekspresyonlarinin western blot goriintiileri.
Kontrol proteini olarak B-aktin kullanilmistir (n=3).
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Saf ve katkili HA sentezinde kullanilan madde miktarlar:

900 °C 1 saat sinterlenmis numunelere ait hesaplanan faz
oranlari

Numunelerin XRD kirinim desenlerinden elde edilmis (0 0 2) ve
(3 1 0) piklerinin 6lgiilen genislikleri

XRD sonuglarma gore kafes parametleri ve teorik yogunluklar

Farkli giin ve ekilen MDA MB 231 hiicre sayisina gore elde
edilen DO doz degerleri
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1. GIRIS

Radyoterapi kanser tedavisinde iyonizan radyasyonun kullanildigi bir
yontemdir. Alman asilli bilim adami Wilhelm Conrad Rontgen’in 1895 yilinda X
1sinlarin1 kesfi ile birlikte radyoterapi uygulamalar1 baglamustir. ilk zamanlarda kanser
tedavisi agisindan umut verici sonuglar elde edilmistir. Ancak zamanla normal
dokularda goriilen ciddi hasarlar ve tiimor rekiirrensleri tedavi yonteminde degisiklik
yapilmasi gerektigini ortaya koymustur. Bu problemin ¢6ziimii, radyoterapinin temel
amacidir. Farkli radyasyon tipleri ve enerjileri, tedavi semalart ve cihazlari,
radyokoruyucu ve duyarlastirici ilaglar kullanilarak normal dokular olabildigince

radyasyondan korunurken tiimér hiicrelerinin yok edilmesi hedeflenmektedir.

Radyoduyarlastiricilarin kullanimi1 radyasyonun timor hiicreleri tizerindeki
etkisini arttirmak i¢in tercih edilen yontemlerden biridir. Radyoduyarlastirict etkide
cok sayida mekanizma rol oynamaktadir. Bunlar radyasyon hasarinin arttirilmast,
deoksiriboniikleik asit (DNA) hasar onariminin engellenmesi, hiicre siklusunda
senkronizasyon saglanarak hiicrelerin duyarl fazda biriktirilmesi, hipoksik hiicrelere
karst artmis sitotoksisite ve hizli tiimor repopulasyonunun yavaslatilmasi veya

engellenmesidir.

Metal tabanli radyoduyarlastiricilar ortamdaki reaktif oksijen tiirlerinin
(Reactive Oxygen Species, ROS) olusumunu tetiklemektedir. Radyasyon maruziyeti
sonucu olusan ROS’lar DNA’nin yapisina katilarak hasar fiksasyonunu arttirmaktadir.
Bu nedenle hiicrelerin 6lim olasiliklar1 da yiikselmektedir. Literatiirde metallerin
radyoduyarlastiric1 6zelliklerinin gosterildigi ilk ¢alismalar 1970’11 yillarin ortalarinda
goriilmektedir (1, 2). Nanoteknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak metal
nanoparcaciklar, bazi fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden dolayr radyoterapinin
etkinligini arttirmada faydali olabilmektedir (3). Son yillarda altin (Au)
nanopargaciklar son derece kiiciik boyutlari, iyi biyouyumluluklari ve kimyasal
modifikasyon kolaylig1 nedeniyle radyoterapide yaygin olarak kullanilmaktadir ve
radyosensitizasyonuyla ilgili rapor sayisi hizla artmistir (4). Klinikte kullanilan
megavoltaj enerjilerde artan radyoduyarlilik iyonlastirict radyasyon ile

nanopargaciklarin etkilesimi sirasinda meydana gelen diisiik enerjili elektronlardan



kaynaklanmaktadir (5). Iyonizan radyasyonun su molekiillerinin radyolizi yoluyla
HOe, O2¢ ve H20- gibi ROS’larin olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Bu ROS’lar
eslenmemis elektronlar1 nedeniyle DNA molekiiliine hasar verebilmektedir (6).
Meydana gelen disiik enerjili elektronlar ROS olusumunu tetiklemektedir. Au
nanopargaciklarin dezavantajlart yiiksek maliyetleri, viicut i¢erisinde yar1 6miirlerinin
fazla olmasi ve artan Au nanoparcacik konsantrasyonunun yiiksek toksisite riski
tasimasidir (7). Antitimor etkisi ile kabul gormiis bir diger metal tabanh
radyoduyarlastirict giimiis (Ag) nanopargaciklaridir. Ag nanopargaciklarin radyasyon
hasarin1 arttirma yetenegi apoptozu indiiklemesine, oksidatif stresi aktive etmesine ve
membran akiskanligini etkilemesine dayandirilmaktadir (8, 9). Bazi ¢alismalarda, Ag
nanopargaciklarin radyoduyarlastirict mekanizmalarinin, Ag nano yapilarindan Ag*
katyonunun salinmasiyla iligkili olabilecegi tizerinde durulmaktadir (8, 9). Ag*
katyonu, elektron yakalama yetenegine sahiptir. Bu nedenle ROS iiretimini artiracak
bir oksidatif madde olarak islev gormektedir (9). Ag nanoparcaciklarinin Au
nanoparcaciklara gore daha ekonomik olmasi bir avantaj iken diisiik

biyouyumluluklar1 ile bu avantajlarin1 kaybetmektedirler (10).

Titanyum tabanli metal nanopargaciklarin radyoduyarlastirict 6zellikleri
birgok arastirmaci tarafindan incelenmistir (11-15). Bu pargaciklarin ROS olusumunu
tetikledigi ve glioblastom i¢in G2/M fazindaki tiimor hiicrelerinin sayisini arttirdigi
gosterilmistir (13, 16).

Literatlirde yukarida bahsedilen parcaciklarin diginda kalsiyum floriir, lantan
floriir, ¢inko siilfiir ve ¢inko oksit (ZnO) gibi nanopargaciklarin da kanser tedavisi igin
uygunlugu arastirilmistir. Ozellikle ZnO nanopargaciklar etkileri nedeniyle ¢cok dikkat
cekmektedir. Akhtar ve ark. (17) ZnO nanopargaciklarimin kanser hiicrelerinin
apoptozunu sec¢ici olarak indiikledigini gostermistir. ROS olusumunun p53 yolu

yoluyla kanser hiicrelerinin apoptozunu tetikledigi de bildirilmistir.

Hidroksiapatitlerin  (HA) biyouyumluluklar1 1980°li yillarin ortalarinda
gosterilmistir (18, 19). 2000°1i yillardan itibaren ise nano-HA’larin sentezi ve kanser
hiicreleri lizerindeki etkileri aragtirilmistir. Y. Han ve ark. (20) tarafindan yapilan bir
calismada HA nanoparcaciklarinin kanser hiicrelerinin biiylimelerini engelleme

kabiliyetine sahip olduklar1 rapor edilmistir. Bu ¢alismaya gore nanoparcaciklar in



vitro olarak insan kanser hiicrelerinin ¢ogalmasint % 65'den fazla inhibe etmektedir
(20). Arastirmacilar tarafindan HA nanopargaciklarinin antikanser etkisi esas olarak
kanser hiicrelerinde neden oldugu ytliksek miktardaki endositoz ve protein sentezindeki
inhibisyona baglanmaktadir. Insan glioma hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada ise
HA nanoparcaciklarinin apoptotik hiicre 6liimii oranini1 anlamli derecede arttirdigi

ortaya konulmustur (21).

Saf HA’lar gesitli yontemlerle fiziksel ve biyolojik 6zelliklerini degistirmek
amaciyla farkli iyonlarla katkilanabilmektedir. Nitekim selenyum katkili HA’lar
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin1 saf HA’lara gore daha fazla etkilemektedir (22).
Fareler iizerinde yapilan bir calismada 36 giinlik izlem sonucunda sagkalim
oranlarinin HA yokken, saf HA varliginda ve selenyum katkili HA varliginda sirasiyla
%50, %76.92 ve %100 oldugu ifade edilmistir (22).

HA ve iyonlastirici radyasyonun birlikte kanser hiicreleri tizerindeki etkileri
ise Chu ve ark. (23) ile Chen ve ark. (24) tarafindan incelenmistir. Chu ve ark. saf
HA’larin U251 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde radyoduyarlilig: arttirdigini, Chen ve
ark.(24) ise hafniyum katkilt HA’larin kanser hiicrelerinin radyoduyarliligina etkisi
oldugunu bildirmistir. Literatiirde heniliz farkli iyonlar ile katkilanmis HA

nanoparcaciklarinin kanser hiicrelerinin radyoduyarliliklarina etkisi arastirilmamistir.

Bu tezde mevcut radyoduyarlastiricalara ek olarak biyouyumlulugu yiiksek,
maliyeti diisiik ve {iretimi kolay kanser hiicreleri agisindan radyasyonun hasarini
arttirabilecek bir malzeme sentezlenmesi hedeflenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda
konak malzeme olarak biyouyumlulugu yiiksek olmasi sebebiyle HA’lar secilmistir.
HA’nin biyouyumlulugu, Bajpai ve ark. (18) ile Piattelli ve ark. (19) tarafindan 1980°1i
yillarda yapilan deneylerle kanitlanmistir ve o yillardan beri biyomalzeme olarak
kullanilmaktadir. Demir, kobalt ya da nikel ile katkilanmis HA ajanlart manyetik
rezonans goriintiileme, ilag salimi1 ve hipertermi tedavilerinde tercih edilmistir (25).
2000’11 yillarin baslarindan itibaren ise HA nanoparcaciklarinin sentezi ve kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasi tlizerindeki etkileri ile ilgili ¢aligmalara rastlanmaktadir (20-

22).



Cinko (Zn) periyodik cetvelde 4. periyotta bulunan atom numarasi 30,
yogunlugu 7,14 olan bir geg¢is metalidir (17). Viicudumuzda 300’den fazla enzimin
aktivitesinde rol oynamaktadir. Ayrica tiimor hiicrelerine dogrudan etkileri
gosterilmistir. Hiicre boliinmesine iliskin hiicre i¢i mekanizmalarin stabilitesi ve
isleyisinde rol oynamaktadir. Bagisiklik sisteminde ve apoptoz iizerinde etkileri
vardir(26). Bu nedenlerle katkilama malzemesi olarak Zn se¢ilmistir. Bu ¢alismada
elde edilen Zn katkili nano-HA’larin malign hiicrelerin radyoduyarliligina etkisinin
MD-MBA-231 meme Kanseri hiicre hatt1 kullanilarak in vitro ortamda arastirilmasi

amaclanistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Radyoterapinin Kanser Tedavisindeki Onemi

Kanser giiniimiizin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. GLOBOCAN
tahminlerine gore 2018 yili igerisinde diinya genelinde 18 milyon yeni kanser vakasi
ve 9.5 milyon kanserden 6liim meydana geldigi rapor edilmistir (27). Toplumda 6liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan bu hastaligin tedavi segenekleri cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapidir. Radyoterapi hastalarin yaklasik %50’sine kiiratif veya

palyatif amagli uygulanmaktadir (28).

Modern radyoterapide bilgisayarli tomografi (BT), ultrason, magnetik
rezonans (MR) goriintiileme ve pozitron emisyon tomografi (PET) cihazlari sayesinde
timor lokalizasyonu ve kritik yapilar yiiksek hassasiyetle belirlenebilmektedir.
Immobilizasyon sistemleri ile tedavi esnasinda hasta pozisyonu ve harekete bagh
belirsizlikler azaltilabilmektedir. Bilgisayar teknolojisindeki gelismelere paralel
olarak gelistirilen tedavi planlama sistemleri (TPS) hedefe dogru dozu verebilmemize
olanak saglamaktadir. Yiiksek teknolojiye sahip tedavi cihazlar ile hizli bir sekilde,

timori gorerek ve takip ederek daha etkili tedavi yapilabilmektedir.

Gilinlimiizde radyoterapi viicudun hemen her bolgesinde kiir saglamak amaci
ile bir ¢ok kanser tiriinde tek basina, cerrahi veya kemoterapi ile birlikte
uygulanmaktadir. Pankreatik kanserler, glioblastom ve sarkomlar gibi bazi kanser
turleri ise bu tedaviye kars1 daha direnglidir. Radyoterapinin terapétik etkinliginin bu

tarz radyasyona direngli timdrler icin arttirilmasi gerekmektedir.

Gelistirilen kemoterapdtik ajanlar ve nanopargaciklar kullanilarak radyoterapi

daha etkin hale getirilebilmektedir (29, 30).

2.2.  liyonlastiric1 Radyasyonun Etki Mekanizmasi

Iyonlastiric: 6zellige sahip radyasyon temel olarak ikiye ayrilmaktadir. Bunlar
parcacik ve elektromanyetik dalga tipleridir. X ve gama isinlari gibi fotonlar
elektromanyetik radyasyona oOrnektir. Alfa ve beta pargaciklari, karbon iyonlari,
elektron, proton ve ndétronlar ise parcacik tipi radyasyonlardir. Iyonlastirici

radyasyonun canli sistemler tizerindeki etkileri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak



lizere li¢ asamayla ifade edilmektedir. Fiziksel asamada atomlarin uyarilmasi ve
iyonlagmas1 gergeklesir. Kimyasal asama fiziksel etkilerin sonucu olarak serbest
radikallerin olusma ve hiicre i¢indeki kritik hedeflerin yapisina katilma siirecidir.
Biyolojik asama da ise hiicre yapisinda meydana gelen hasarlarin etkileri
goriinmektedir. Iyonlastirict radyasyonlarin biyolojik sistemler iizerindeki temel
hedefi DNA’dir. Dogrudan ya da dolayli olarak DNA’ya hasar verebilmektedir.
DNA’da meydana gelen hasar tamir edilebilir ya da hiicre 6liimiine, karsinogeneze
veya mutasyona sebep olabilir. Dogrudan etki durumunda iyonlastirici radyasyon,
proteinler ve lipoidler gibi biyomolekiillere, 6zellikle DNA’ya zarar vermektedir.
DNA’da tek ya da ¢ift zincir kiriklar1 olusturmaktadir. Bu olay hiicre boliinmesinin ve
proliferasyonun sonlanmasina ve hatta hiicre nekrozuna veya apoptozuna sebep
olmaktadir. Yiiksek lineer enerji transfer (LET) degerine sahip radyasyon tiplerinde
bu etki baskindir.

Dolayli etki ise serbest radikaller iizerinden gergeklesmektedir. Bu etki
mekanizmasinda iyonlastirici radyasyon hiicre igerisindeki su ile etkilesime girerek
hidrolizine sebep olmaktadir. Boylelikle ortamda aktif ROS meydana gelmektedir.
ROS eslenmemis elektronlarindan dolayr kolayca kimyasal reaksiyonlara

girebilmektedir. Biyomolekiillerin yapisina katilarak hasar olusturabilmektedir.

Hiicrelerin X 1sinlarina maruziyeti sonucu DNA’nin tek zincirinde ya da ¢ift
zincirinde birden kiriklar meydana gelmektedir. Eger kirik tek zincirde ise ya da ¢ift
zincirde olmasina ragmen birbirinden uzakta ise kars1 zincir dikkate alinarak bu tip
hasarlar onarilabilmektedir. Kiriklar iki zincirde birden olusmus ve birbirlerine ¢ok
yakinsa DNA’nin onarimi daha zordur. Bu tarz hasarlar siklikla hiicre Sliimi ve
karsinogeneze yol agabilen mutasyonlar ile sonug¢lanmaktadir. X isinlarina maruz
kalmis bir biyolojik sistemde ¢ift zincirde kirik olusma orani tek zincir kiriklarinin

%41 kadardir (31).

Radyoterapinin temel amaci kanser hiicrelerini ¢ogalma potansiyelinden
yoksun birakmak ve sonunda kanser hiicrelerini 6ldiirmektir. Hiicre 6liimlerinde ¢esitli
mekanizmalar rol almaktadir. Siklikla apoptozis, mitotik 6liim, nekrosiz, yaslanma ve
otofaji ile gergeklesmektedir. Radyasyona bagl hiicre 6liimlerinde ise apoptozis ve

mitotik 6liim baskin mekanizmalardir. Bu oliimlerde farkli genlerin ve hiicre igi



yolaklarin etkili oldugu gosterilmistir (32). Apoptoz, ATM-p53-bax-sitokrom c-
kaspaz yolu ile iligkilidir. Ancak mitotik 6lim p53-kaspaz-sitokrom c¢ yolunu
icermektedir (32).

2.3. Hiicre Sag Kalim Egrileri

Hiicre sag kalim egrileri radyasyon veya ila¢ dozu ile sag kalan hiicre sayilar
arasindaki 1iliskiyi veren egrilerdir. Hiicre kiiltiirlerine farkli radyasyon dozlari
uygulayarak hesaplanan sagkalim fraksiyonlar1 (SF) uygulanan radyasyon dozuna
kars1 ¢izilen egrilerle ifade edilmektedir. SF radyasyon maruziyeti sonrasinda olusan
koloni sayisinin ekilen hiicre sayisi ve koloni veriminin (Plating Efficiency, PE)
carpimina oranidir (31). PE, normal kosullarda olusan koloni sayisinin ekilen hiicre
sayisina orani ile hesaplanmaktadir. SF ve PE formiilleri denklem 2.3.1 ve 2.3.2°de

belirtilmistir.

_ Koloni Sayisi (normal)

1
Ekilen Hiicre Sayisi x100 (2.3.1)

Fe Koloni Sayisi(rad.)
~ Ekilen Hiicre Sayis1 x PE

(2.3.2)

Yukarida verilen denklemlere gore elde edilen sagkalim egrileri sigmoid
sagkalim egrileridir. Hiicre sagkalim egrileri genellikle SF’nin logaritmas: alinarak
cizdirilmektedir. Bu grafiklerde SF ile absorbe edilen doz arasindaki eksponansiyel
iliski dogrusal bir egri seklinde ya da baslangi¢c egimi sifir olan omuzlu sagkalim
egrileri veya baslangi¢ egimi sifir olmayan omuzlu sagkalim egrileri seklinde olabilir.
Dogrusal egriler tek hedef-tek vurus teorisiyle agiklanmaktadir. Bu teori, hiicre
icindeki tek bir hassas hedefe tek bir isabetin hiicre Gliimiine yol agtigini One
stirmektedir. Boylelikle dozdaki belli bir artisla ayn1 sayida degil ayn1 oranda hiicre
olimii gergeklesmektedir. ~ Notronlar ve agir iyonlar gibi yogun iyonize
radyasyonlarda, virlis ve bazi1 bakterilerde, radyasyona ¢ok duyarl hiicrelerde bu tip
sagkalim egrileri gozlenmektedir (31). SF denklem 2.3.3’deki formiil ile ifade

edilmektedir.



N D
SF=-=¢ ™ (2.3.3)

N, D dozu uygulandiginda sagkalan hiicre sayisini, N, baslangigtaki hiicre
sayisini, D, ise uygulandiginda sagkalan hiicre sayisim %37’ye (e) indiren dozu
gostermektedir.

Baslangic egimi sifir olan egriler ¢ok hedef tek wvurus teorisiyle
aciklanmaktadir. Bu modelde, hiicreyi etkisiz hale getirmek igin n sayidaki hedefe bir

vurus gerekli oldugu varsayilmaktadir. SF denklem 2.3.4’te verilmistir.

D n
SF=1- (1-e'D_o> (2.3.4)

n ektrapolasyon katsayisidir. Hiicrelerin tamam 6liinceye kadar verilecek D,
dozu sayisina esittir. Baslangic egimi sifir olan sagkalim egrileri incelendiginde
radyasyonun etkisinin gozlenebilmesi i¢in bir esik doz oldugu durumu ortaya
¢ikmaktadir. Oysaki radyasyon dozu ne kadar az olursa olsun hiicreler iizerinde etkisi
vardir. Memeli hiicrelerinin sagkalim egrileri genellikle egimli bir omuza sahiptir. Bu
model egriler radyasyonun diigiik dozlardaki etkilerini de gostermektedir. Tek hedef-

tek vurus ve ¢ok hedef-tek vurus bilesenlerinin ikisini icermektedir. SF denklem

2.3.5’teki gibi ifade edilmektedir.
D D\"
SF=e D1 (1- <l-e DO) ) (2.3.5)

1 . TSNV [ . e e e
oy’ baslangigtaki omuz bolgesinin egimidir. D, 'S¢ terminal boliimiin egimidir

(Sekil 1).
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Sekil 1. A) Lineer kuadratik modele, B) ¢ok hedef-tek vurus teorisine gore doz-SF iliskisi (31).

Giiniimiizde radyoterapide kullanilan en yaygin model lineer kuadratik (LQ)
modeldir. Bu model ilk olarak Douglas ve Fowler (31) tarafindan 1972’de gelistirilmis

ve SF denklem 2.3.6°da verilmistir.

SF=e-(@D+BD?) (2.3.6)

a ve P hiicre tipine ve radyasyon kalitesine bagli parametrelerdir. o baslangig
bolgesinin egimidir. Radyasyon etkisi ile tek vurusta 6len hiicreleri yansitir. 3 ise hiicre
onarim mekanizmalarini yansitir. o/f orani lineer ve kuadratik komponentlerce esit
sayida hiicrenin 6ldiigii dozu ifade etmektedir. Erken yanit veren ve radyasyona
duyarli dokular i¢in bu oran biiyiiktiir. Denklem 2.3.6 radyoterapide fraksiyone
rejimleri dikkate almak igin kullanilan iligkilerin ¢ogunun temelidir. Bununla birlikte,
bu egrinin dezavantaji, egimin, sogrulan doz ile siirekli olarak artmasidir. Bu sonug
deneysel olarak desteklenmemektedir. Bu model giinliik tedavi dozlari, 2 Gy civarinda
olan dozlarda daha basarilidir. Ancak giiniimiizde kliniklerde yiiksek fraksiyon

dozlarinda radyoterapi de uygulanmaktadir. Bu tarz tedaviler igin LQ model modifiye
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edilmistir. Bu model lineer kuadratik lineer (LQ-L) model olarak isimlendirilmistir

(33). SF igin iki tanimlama yapilmis olup denklem 2.3.7 ve 2.3.8’de gosterilmistir.

SF:e—(CLD+BD2) , D<DT (237)

SF = g @PTD2TH(D-DT) > (2.3.8)

Bu denklemlerde Dy, sagkalim egrisinin dogrusal hale geldigi dozdur.
Deneysel olarak hesaplanabilir. Bu dozun alt1 i¢in LQ model kullanilirken, bu dozun
tizerinde ikinci denklem kullanilmaktadir. vy ise egrinin ikinci lineer bolgesinde Gy

basina hiicre oliimiinii ifade etmektedir.

2.3.1. MD Anderson-Metastatic Breast-231 Hiicre Dizisi

MD Anderson-Metastatic Breast-231 (MDA-MB-231) invazif duktal
karsinoma hiicre dizisidir. Metastatik adeno karsinom tanili plevral efiizyonu olan 51
yasindaki bir kadin olgudan elde edilmistir. MDA-MB-231 hiicre dizisi, Ostrojen
reseptorii (Estrogen Receptor, ER) ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonunun
yani sira insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2, HER2) amplifikasyonundan yoksundur (34). Ikilenme siiresi

yaklasik 38 saattir.

2.3.2.  3- (4,5-dimetiltiyazolil-2) -2,5-difeniltetrazolyum Bromiir Testi

3-(4,5-dimetiltiyazolil-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi, hiicre
canliligiin ve proliferasyonunun 6l¢iilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Metabolik
olarak aktif hiicreler tarafindan tetrazolyum boyasi olan sar1 renkli MTT’nin, suda
¢ozinmeyen mor renkli formazana indirgenmesine dayanmaktadir. Birkag
inkiibasyondan sonra suda ¢éziinmeyen formazan boyalar1 kristallesir ve organik bir
¢ozilicl ile ¢oziinebilir. Coziilen formazan boyalarinin optik yogunluklar1 (Optical
Density, OD) 6zel okuyucular tarafindan okunarak hiicre canliligi ile ilgili bilgiler elde

edilmektedir.
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2.3.3. MTT testi ve Sag Kalim Egrilerinin Olusturulmasi

Geleneksel olarak hiicre sag kalim egrilerin olusturulmasinda klonojenik test
kullanilmaktadir. Klonojenik testin detaylar1 yukarida anlatilmistir. Son yillarda hiicre
sag kalim egrilerinin olusturulmasinda MTT testi giindeme gelmistir (35). MTT testi
sayesinde klonojenik testte hataya agik olan gozle koloni sayma asamasi otomatik
olarak yapilabilmektedir. Ayrica haftalar siiren sag kalim egrilerinin olusturma islemi
giinler icinde yapilabilmektedir. MTT testinin dezavantaji bdliinme yetisi kaybetmis
ama metabolik olarak aktif olan hiicrelerin de OD degerlerine olan katkisidir (35).

2.3.4. Hiicre Sag Kalim Egrilerini Etkileyen Faktorler

Hiicre sag kalim egrilerini etkileyen faktorler asagida maddeler halinde

aciklanarak verilmistir.
Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiistiniin  degisik fazlarinin radyasyona olan duyarhiliklar
birbirinden farklidir. Radyasyona en duyarli fazlarin ge¢ G2 ve M oldugunu
bilinmektedir. Geg S fazi1 ise en direngli fazdir. Bu yiizden sag kalim egrileri hiicre

dongiistiniin fazlarina gore farklilik gosterebilmektedir (36).
Lineer Enerji Transfer (LET) Degeri

LET iyonlastirict radyasyonun birim mesafe basina biraktigi ortalama enerjiyi
tarif etmektedir. Birimi keV/um’dir. LET degeri arttik¢a radyasyonun hasar miktari
da artmaktadir. Yiiksek LET’li 1sinlarin sagkalim egrilerinin egimi dar ve diktir (31).

Sublethal Hasar Onarim

Sublethal hasarlar onarilabilen hasarlardir. Genellikle radyasyonun indirek
etkisi ile olusurlar. Ek bir radyasyon dozu uygulanmadik¢a saatler i¢inde tamir
edilebilir. Eger bir hiicre ortaminda sublethal hasar olusumu varsa ve tamir i¢in gerekli
siireden once ek bir radyasyon dozu uygulanmigsa radyoduyarlilik artar. Sublethal
hasarin varligi hiicre sagkalim egrilerini radyasyona duyarliligin arttigi yonde

etkilemektedir.
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Potansitel Lethal Hasar Onarimi

Hiicreleri X-1sinlarina maruz biraktiktan sonra olusan ¢evresel kosullarin
degistirilmesi, hayatta kalan hiicrelerin oranin1 etkileyebilir. Cevresel kosullara bagh
olarak onarilabilen hasarlara potansiyel lethal hasar denir. Suboptimal kosullarda
tutulan hiicreler kromozomlardaki radyasyona bagli hasarlar sebebiyle mitoz boliinme
girisimi yapmamaktadir. Bu gecikme DNA hasarinin onarilmasi igin bir siire
saglamaktadir. Sag kalan hiicre orani potansiyel lethal hasarin bu siire igerisinde tamiri
ile artmaktadir. Eger cevresel ortam zenginlestirilmemis olsa, hasar onarilamayabilir

ve mitoza gitmekte olan hiicre i¢in bu hasar dldiiriicii olabilir (37).

Doz Oram

Iyonlastiric1 radyasyon icin verilen bir dozun biyolojik etkisini belirleyen en
onemli faktorlerden biri doz oranidir. Doz orani azaldik¢a ve maruz kalma stiresi
arttikca biyolojik etki genel olarak azalmaktadir. 0.3 Gy/saat‘ten daha diisiik doz
oranlarinda ters etki s6z konusudur. Bu doz hizlarinda hiicreler hiicre dongisiiniin
radyoduyarli bir fazi olan G2'de durma egilimindedirler. Yiiksek doz hizinda ise

1sinlandiklar1 anda bulunduklari fazda kalmaktadirlar.
Oksijenlenme

Oksijen iyonlastiric1 radyasyon sirasinda olusan serbest radikallerin yapisina
girerek hasar fiksasyonunu arttirmaktadir (38). Oksik hiicreler hipoksik hiicrelere gore
daha radyoduyarlidir. Oksijenin radyasyonun etkisinde sagladig artis1 ifade etmek igin
oksijenin iyilestirme oran1 (Oxygen Enhancement Ratio, OER) tanimlanmistir. OER
oksijensiz ortamda bir etkiyi olusturmak icin gerekli dozun, oksijenli ortamda ayni1

etkiyi olusturmak igin gerekli doza oranidir (31, 37).
Is1

Yiiksek 1sida hiicrelerin ¢ogu radyasyona daha duyarlidir. Bu olayin yiiksek
1isilarda DNA onarim siirecinin supresyonu sebebiyle oldugu bilinmektedir (25).
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Kimyasal Maddeler
Radyokoruyucular

Radyokoruyucular radyasyonun biyolojik etkisini azaltan kimyasallardir.
Genellikle isleyis mekanizmalar1 iyonlastirici radyasyon maruziyeti sonrasi ortamda
olusan serbest radikallerin ortamdan uzaklastirilmas1 ya da etkisinin azaltilmasina

dayanmaktadir.

Sistein ve sistamin gibi siilfhidril bilesikler bu 6zellikleri gdstermektedir. Bu

kimyasallarin toksik etkileri fosfat gruplari ile kaplanarak azaltilmistir.

Amifostin ise bas ve boyun kanseri tedavisi goren hastalarda kserostomi
onlenmesinde kullanilmak {izere FDA tarafindan onaylanan tek radyokoruyucu ilagtir

(39).

Radyokoruyucularin etkinligini degerlendirebilmek amaciyla doz azaltma
faktorii  (Dose Reduction Factor, DRF) tanimlamasi yapilmistir. DREF,
radyokoruyucunun yoklugunda ve varliginda ayn1 biyolojik etkiyi tiretmek i¢in gerekli

radyasyon dozlarinin oranidir.
Radyoduyarlastiricilar

Radyoduyarlastiricilar radyasyonun etkisini attiran ilaglardir. Hiicre sag kalim

egrileri lizerinde 6nemli 6lctlide etkileri vardir. Detayli bir sekilde asagida anlatilmstir.

2.4. Radyoterapinin Etkinliginin Arttirilmasi

Radyoterapinin etkinligini 1ii¢ sekilde arttirmak miimkiindiir. Bunlar,
radyoduyarlastiricilarin kullanimi, tiimdriin radyasyona olan direncinin azaltilmasi ve
normal dokular i¢in radyokoruyucularin kullanimidir. Sekil 2.’de mevcut yontemler

Ozetlenmistir (40).
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Sekil 2. Kanser hiicrelerinde radyosensitizasyonu arttirmak i¢in ¢esitli yaklagimlarin 6zeti (40).

Radyoterapinin etkisini arttiran ajanlar etki mekanizmasi agisindan DNA’y1
hedef alan ve DNA’y1 hedef almayan radyoduyarlastiricilar olarak iki kategoride
degerlendirilmektedir. 5 florourasil (5FU), plantin analoglari, gemsitabin, DNA
topoizomeraz | enzimini hedef alan ajanlar gibi radyoduyarlastirici ilaglarin hedefinde
DNA vardir (41).

S5FU radyoduyarlastirict olarak kullanilan ilk maddelerden biridir. Etki
mekanizmasi timidilat sentez inhibisyonu iizerinden ¢alismaktadir. Timidilat sentez
enziminin bloklanmasi DNA replikasyonu i¢in gerekli bir niikleotit olan timidini
baskilamaktadir. Dolayisiyla hizli ¢ogalan kanser hiicreleri timidin eksikliginden

dolay1 6liime gitmektedir.

Platin analoglar1 arasinda sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin bulunur. Platin
analoglar1 radyoterapi sonrasinda olusan serbest radikallerin etkinligini toksik
platinyum ara maddeleri ile arttirmaktadir. Sonug olarak DNA onarimi engellenmekte
ve hiicre siklusu durdurulmaktadir. Sisplatin veya karboplatinin es zamanli radyoterapi
ile kullaniminin kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri, serviks kanseri ve bas-boyun

kanserleri i¢in klinik sonuglari iyilestirdigi gosterilmistir (42-44). Oxaliplatin ise son
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zamanlarda kolorektal kanserde kullanim i¢in onaylanmis bir iiglincli jenerasyon

sisplatin analogudur (45).

Gemsitabin 6zellikle pankreatik ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserine karsi
genis bir klinik aktivite spektrumuna sahip sitarabin (sitozin arabinozid) analogudur
(46). Gemsitabinin hem laboratuvar ¢alismalarinda hem de klinik ¢aligmalarda gii¢lii

bir radyoduyarlastirict oldugu gosterilmistir.

Kamptotesin tiirevi olan topotekan ve irinotekan, topoizomeraz enzimini hedef
almaktadir. Topoizomeraz | DNA’nin metabolik aktiviteleri agisindan oldukga
onemlidir. Bu aktiviteler RNA transkripsiyonunun baslatilmasi ve uzatilmasi, DNA
replikasyonu ve DNA sarmalinin diizenlenmesidir. DNA iplik¢iklerinin yeniden
birlesimine yardimci olan topoizomeraz | enziminin inhibisyonu bu ilaglarin temel etki
mekanizmasidir. Normal hiicrelerle karsilagtirildiginda timor hiicrelerindeki yiiksek
topoizomeraz varlig1 segici olarak topoizomeraz I hedefleyici ilaglar igin terapdtik

avantaj saglamaktadir (47).

DNA dis1 hedefler de hiicrelerin 6ldiiriilmesinde ya da radyasyona daha duyarl
hale getirilmesinde etkili olabilmektedir. Epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin
(Epidermal Growth Factor Receptor, EGRF) blokaji, farnesiltransferaz inhibitorleri,
Cox-2 inhibitorleri, damarlanmanin hedeflenmesi DNA’y1 hedef almayan

radyoduyarlastirma yontemlerine 6rnektir.

EGFR tirozin kinaz aktivitesine sahip yapisal olarak benzer 4 biiyiime faktorii
reseptorlerinden biridir. Bu reseptdriin asirt  ekspresyonu siklikla tliimdrlerin
biiyiimesine ve gelismesine eslik eder. Anti-EGFR monoklonal antikoru, C225,
antiproliferatif bir ajandir. Timor hiicresi biiylime kinetiklerini inhibe edebilmektedir.
In vitro galismalar ile C225’in radyasyonun neden oldugu apoptozu arttirdig

gosterilmistir (48).

Ras geninin mutasyon ile aktivasyonu, asir1 ekspresyonu ya da tirozin-kinaz
reseptOrlerine sinyal iletimi radyodirenglilik ile iliskilidir. Ras fonksiyonunu inhibe
eden tedaviler baz1 kati tiimorlerin radyoduyarli hale getirilmesi i¢in etkili bir

yontemdir. Brunner ve ark. (49) insan ve kemirgen tiimdr hiicre hatlarinda klonojenik



16

deney ile radyoduyarlilik aragtirmasi yapmistir. Bu ¢alismada ksenograft tiimorleri,
farnesiltransferaz inhibitorleri kullanilarak 1smmlanmistir ve tiimdrlerin yeniden
bliylimesi analiz edilmistir. Sonug¢ olarak Ras proteinlerinin pargalanmasinin bloke

edilmesinin in vivo ve in vitro olarak radyoduyarlilig1 arttirdigini géstermislerdir.

Prostaglandinlerin, hiicrelerin ve dokularin radyosensitivitesini etkiledigi
bilinmektedir. Bir¢ok c¢alisma terapotik kazang igin nonsteroidal antiinflamatuar
ilaglar gibi nonspesifik prostaglandin inhibitorlerinin  kullanilmasi iizerine
odaklanmstir (48). Bu g¢alismalar tiimore karsi hedefe yonelik olma 6zelliklerinin
eksikligi nedeniyle basarisiz olmustur. Indiiklenebilen Cox-2'nin kesfi ve baz1 secici
selektif  inhibitorlerin  gelistirilmesi  (Cox-1  aktivitesini  bozan), tiimor
prostaglandinlerini modifiye etme konusunda basar1 saglamistir ve selektif olarak
tiimor hiicrelerinin radyoduyarliligr arttirilmistir. Selekoksib kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserinde ve st gastrointestinal kanserlerinde galisilan segici Cox-2 inhibitoriidiir
(50).

Tiimor boyutlar1 genisledik¢e besin ve oksijen saglanabilmesi igin yeni
damarlarin olugsmasi gereklidir. Bu siire¢ anjiyogenez olarak adlandirilir ve tiim solid
timor hiicreleri, endotel hiicre biiylime faktorlerini serbest birakarak yeni kan damari
olusumunu hizlandirmaktadir. Iki énemli biiyiime faktdrii temel fibroblast bilyiime
faktorti ( Basic Fibroblast Growth Factor, bFGF) ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriidiir (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF). bFGF ve VEGF'yi
hedefleyen ¢esitli yaklagimlar gelistirilmistir. Bevasizumab ve talidomid bu amag igin
kullanilan ajanlardir. Bevazusimab son zamanlarda kolorektal kanserlerde
kullanilmaktadir (51). Talidomid ise kaposi sarkomlarinda, multipl miyelomda, prostat

kanserinde etkin oldugu gosterilmistir (41).

2.4.1. Radyoduyarlastirict Nanoparcaciklar

Nanoteknoloji kanser tedavisinde karsilasan zorluklarin {istesinden gelebilmek
icin son yillarda tizerinde yogunlasilmig bir alandir. Gorlintiileme, teshis ve tedavi
asamalarinda klinisyenlere ve arastirmacilara yeni pencereler a¢cmistir. Aymn
malzemenin makro ve nano boyutlarindaki fiziksel ve kimyasal &zelliklerinin

birbirinden farkli olmas1 nanoteknolojinin temel konusudur. Ornek olarak wartmannin
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fosfatidilinositol 3-kinazlar ve fosfatidilinositol 3-kinaz-iligkili kinazlar gibi DNA’ya
bagimli kinazlarin inhibitoriidiir ve klinik Oncesi c¢alismalar ile etkili bir
radyoduyarlastirici oldugu gosterilmistir. Fakat klinik uygulamalar1 diisiik ¢6ziintirliik
ve yiiksek toksisiteden dolay1 kisitlidir. DSPE-PED limit kabuk ve PLGA polimer
cekirdekten olusan wortmannin nanopargacik formiilasyonu ile bu problem
¢oOziilmiistiir. Bu parcaciklarin radyoduyarlastirict 6zelliklerinin Karve ve ark. (52)
tarafindan fareler iizerinde yapilan bir calisma ile 5FU’dan daha etkili oldugu

gosterilmistir.

Onkolojide, nano boyuttaki terapotik ajanlarin kullanilmasinin en 6nemli
avantaj1 kan dolasimimda uzun bulunma siireleridir. Bu sayede hedef dokuya ilacin
daha verimli bir sekilde ulastirilmasi saglanabilmektedir. Daha ileri seviyede ise timor
biyolojisinin karakteristik 6zelliklerinden yararlanilarak nanopargaciklar ile kanserli
hiicreler hedeflenebilmekte veya normal dokuya penetrasyon yetenekleri
azaltilabilmektedir. Timor bolgesinde yogunlastirilmis nanopargaciklar daha dnce
bahsedilen etki mekanizmalarinin ¢gogunda rol alarak direk olarak DNA ya da DNA

dis1 hedeflere zarar verebilmektedir.

Radyoterapide en ¢ok kullanilan nanopargaciklar metal tabanli olanlardir ve

asagida detayl bir sekilde anlatilmistir.
Metal Tabanh Radyoduyarlastiricilar

1970°1i yillarin ortalarinda iyot anjiografi kullanilan hastalarda lenfosit
toksisitesinin arttig1 rapor edilmistir (3). Aynt donemde yapilan in vitro ¢alismalarda
da iyot varhiginda radyasyonun sitotoksik etkilerinde benzer artislarin oldugu
gosterilmistir (2). Bu sonuglar hiicrelere metaller gibi yiiksek atom numarali
malzemeler eklendiginde hasar miktarmn arttif1 diisiincesini ortaya cikartmistir. ilk
caligmalarda kullanilan parcacik boyutlari 3 pm civarindadir. Boyutlarindan dolay1 bu
pargaciklarin kanserli dokulara difiizyonu zordur. Boylelikle daha kiigiik boyutlu
nanopargaciklar tiireterek ayni prensiple radyasyonun etkisin arttirilmasi bir¢ok
aragtirmanin  konusu olmustur. Son yillarda, o6zellikle Au gibi metal tabanlh
nanopargaciklar ile radyoterapdtik etkilerin gelistirilmesi i¢in yapilan caligmalar

artmistir.  Nanoradyoduyarlastiricilar  ile radyoterapinin  etkisinin  arttirildig:
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uygulamalar nanoparcacik ile gelistirilmis X-1g1n1 tedavisi (Nanoparticle Enhanced X-
Ray Therapy, NEXT) olarak adlandirilmistir.

Yogun sekilde paketlenmis metal parcaciklart fotonlarn etkilesim Kkesitini
arttirmaktadir. Fotonlar bir metal ile etkilestiginde birden fazla olasilik s6z konusudur.
Radyoterapi agisindan bu etkilesimin en 6nemli sonuglar1 fotoelektronlarin, Compton

elektronlarin, Auger elektronlarinin ve fliloresans fotonlarinin olusumudur (Sekil 3).

Fluoresans fotonlan

Compton Sacilmasi

L ® Auger Flektronlan

* -

6:«' Cift Olusumu
Gelen (Pozitron+Elektron)
X 1ismlan

Rayleigh Sacilmas

Sekil 3. Metal X 151m1 etkilesimi (7).

Fotoelektrik etki hedeflenen molekiilin atom numarasmin kiipii ile dogru
orantilidir. Gelen foton enerjisinin kiipii ile ters orantilidir. Gelen fotonun enerjisi
elektronun baglanma enerjisinden fazla ise fotonun enerjisinin bir kism1 elektronu
koparmak i¢in harcanmakta ve kalan kismi elektrona kinetik enerji olarak
aktarilmaktadir (53). Olusan elektronlar enerjilerini tomor hiicrelerine aktararak DNA

hasarlarina sebep olmaktadir (31).

Hedef atomun i¢ yoriingelerinde bulunan bir elektron yeterince enerjiye sahip

bir foton tarafindan kopartildiginda kopan elektronun geride biraktigi bosluk {ist
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yoriingelerdeki bir elektron tarafindan doldurulabilmektedir. Gegis sirasinda
yoriingeler arasindaki enerji farki kadar enerji agiga ¢ikmaktadir. Bu enerji atomun bir
baska elektronuna aktarilabilir. Hatta elektronun baglanma enerjisinden biiylik ise
elektronu koparabilmektedir. Bu sekilde atomdan ayrilan elektronlar Auger
elektronlar1 olarak adlandirilmaktadir. Yoriingeler arasindaki gecisten dolayr agiga
¢ikan enerjinin salinmasinin bir baska sekli de fotonlar araciligiyla ger¢ceklesmektedir.
Bu fotonlar fliioresans foton ismini almaktadir (53). Auger elektronlarinin doku
icerisinde kat edebilecegi mesafe fliioresans fotonlarindan ¢ok daha azdir. Bu sebeple
Auger elektronlart enerjilerini daha sinirlandirilmis bir alanda birakmaktadir. Auger
elektronlart 5 keV’nin altinda enerjiye sahiptir ve DNA'ya dogrudan zarar
vermektedirler. Timor igerinde olusturulan fazla sayida Auger elektronu, timor

dozunu arttirirken ¢evre dokularin korunmasina olanak saglamaktadir (7).

Compton etkisi bir foton ile elektronun ¢arpismasi sonucu her ikisinin belli bir
ac1 ile sagilmasi olayidir. Momentumun ve enerjinin korunumu yasalart gegerlidir.
Fotonlarin pargacik 6zelligine sahip olduklarina kanit gosterilebilecek bir etkilesimdir.
Compton olayr hedefin atom numarasindan bagimsizdir. Olusma olasilig1 etkilestigi
malzemenin elektron yogunlugu ve fotonun enerjisine baglidir. Atomlarin elektron
yogunluklar1 en hafif element ile en agir element arasinda yaklasik %20 oraninda
degisebilmektedir. 35 kV ile 50 MV arasindaki genis bir enerji spektrumunda bu etki
gozlenebilmektedir (54). Radyoterapide radyasyonun sogrulmasinda diger

etkilesimlere gore daha baskindir (53).

Metal tabanli radyoduyarlastiricilarda en ¢ok tercih edilen materyal Au’dur.
Atom numarasi 79’dur ve biyouyumlulugu yiiksektir. Buna ek olarak kiigiik boyutlu
olmalar1 ve kimyasal modifikasyon kolayligi nedeniyle de on plandadir. Etki
mekanizmasi olarak ROS olusumunu tetikledikleri 6ne siiriilmektedir. Geng ve ark.
(55) Au nanopargaciklarin, SKOV-3 insan over kanseri hiicrelerinde 90 kVp veya 6
MV X-isinlar ile 1sinlandiginda hiicre i¢i ROS iiretimini artirdigini gostermistir. Bir
diger etki mekanizmasinin ise hiicre apoptozunun tetiklenmesi ve hiicre dongiistiniin
diizenlenmesidir. Xu ve ark. (56) insan melanom hiicreleri iizerinde yaptiklar

calismada Au nanopargaciklarin apotozisi arttirdigini ortaya koymustur. Roa ve
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ark.(57) ise bu pargaciklarin G1/S fazini hizlandirdigini ve G2/M fazinda hiicreleri

beklettigini rapor etmistir.

Ag nanopargaciklar bir diger metal tabanli radyoduyarlastiricilardir.
Literatiirde bu parcaciklarin parcacik boyutunun radyoduyarliligi degistirdigini
gosteren caligmalar mevcuttur. Xu ve ark. 20, 50 ve 100 nm boyutundaki pargaciklari
in vitro ortamda karsilastirdiklar1 ¢aligmada en iyi radyoduyarlastirici boyutun 20 nm
en kétiiniin ise 100 nm oldugu sonucu ¢ikarilmistir (58). Mide kanseri, akciger kanseri
ve meme kanseri hiicrelerinde radyoduyarlastirict etkileri gosterilmistir (59). Ag
nanoparcaciklarin anti-tiimor 6zelligi, esas olarak, apoptozu indiiklemek, oksidatif

stresi aktive etmek ve membran akigkanligini etkilemekle iliskilendirilmistir (60).

Au ve Ag disinda metal tabanli olarak nanogermanyumun hiicreleri radyasyona
duyarh fazlarda tuttugunu, nanoplatinyumun lethal hasar1 arttirdigini, nanobizmut ile
olusan Auger elektronlarinin 2.4 kat daha fazla oldugunu gosteren c¢alismalar

mevcuttur (61).

Genel olarak metal tabanli radyoduyarlastiricilarin  ROS  olusumunu

tetikledigini ve nanoyapilarin hiicresel aktiviteleri etkiledigini sdylemek miimkiindiir.

2.5. Hidroksiapatit

Iskelet sisteminin hasarli ve hastalikli kisimlarmin onarimi ve degistirilmesi
icin kullanilan seramikler biyoseramik olarak adlandirilmaktadir (62). En ¢ok
kullanilan biyoseramikler arasinda kalsiyum fosfatlar (CaP) bulunmaktadir. Kemik,
dis ve geyik boynuzunun yapisinda yer almaktadir. Bulundugu organlara sertlik ve
stabilite kazandirmaktadir. Bilinen 11 adet Ca/P oran1 0.5 ile 2.0 arasinda degisen CaP
vardir. HA 1.67 Ca/P oran ile CaP’lar arasinda en yaygin kullamilandir. HA,
hekzagonal sistemde asagidaki kristalografik parametrelerle kristalize olur: a = 9.418
A, ¢ =6.881 A (63). Kimyasal formiilasyonu Ca,o(P0,)¢(0OH), dir. Ca Mg*?, Sr*?,
Ba*?, Cu*?, Zn*?2, Eu*3, K*, Na* gibi iyonlarla, P S, Cr, Mn gibi iyonlarla, OH ise Br
, F, I, CI" ile yer degistirilebilmektedir. Sentetik HA’larin kimyasal formiilii ve
ozelliklerinin, kemiklerin ve dislerin ana inorganik bilesenlerine benzer oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, bu mineral ortopedi ve dis uygulamalarinda sert dokularin

onarilmasi ve degistirilmesinde kullanilmaktadir.
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HA’larin kat1 ¢ozeltiler olusturma ve birgok anyon ve katyon kabul etme
yetenekleri bulunmaktadir. Cok sayida calisma, HA 0Ozelliklerinin farkli metalik
iyonlarin katkilanmasiyla degistirilebilecegini gdstermistir. Ornegin HA yapisindaki
Ca*? katyonlar1 Fe, Co veya Ni gibi iyonlar ile degistirildiginde manyetik rezonans
goriintiilemede kontrast ajani olarak kullanilabilmektedir (64, 65). Lantanit iyonlari ile
katkilandiginda HA’lara floresan 6zellik kazandirilabilmektedir (66). Ag iyonlari ile
sitotoksisiteye sebep olmadan antimikrobiyal 6zellikler arttirilabilmektedir (67-69).
HA’larin diger bilinen uygulamalari ila¢ salim ajani, biyokompozitler i¢in dolgu
malzemesi, kok hiicre ekimi i¢in iskele, metalik kemik implantlarin biyoaktif
kaplamalaridir (64). Ayrica son ¢alismalar HA pargaciklarinin birgok kanser hiicresi

tirlinlin biiylimesini engelledigini gostermistir (21, 22).

HA’larin kanser hiicreleri tizerindeki etkileri farkli tedavi yontemleriyle
birlikte incelenmistir. Hou ve ark. Fe*? (70) katkilayarak elde ettikleri manyetik
HA’lar1 kolon kanserli farelerin hipertermi ile tedavisinde kullanmistir. Diisiik
toksisiteyle 2 hafta iginde tiimor hiicrelerinin yok oldugu ve rekiirrensin olmadigi bu
caligsmada rapor edilmistir. Bir diger kanser tedavi yontemi olan radyoterapi ile birlikte
kullanildiklarinda saf HA’larin radyasyonun etkisini attirdigi da gosterilmistir (23).
Radyoterapi ile birlikte HA’nin nasil bir etki mekanizmasi ile hiicre 6liimiine sebep
oldugu tam olarak bilinmemekle birlikte Chen ve ark. (24) HA’lar hafnium ile

katkilandiklarinda ROS olusumunu tetikledigini ortaya koymustur.

Kanser hiicreleri iizerinde HA’larin etkilerinin pargacik boyutuna bagli oldugu
bircok calismada ifade edilmistir (40). HA nanopargaciklarinin  HA
mikropargaciklardan daha giiclii bir antikanser etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu
caligmalarin birinde Fu ve ark. (71) U2-OS ve hepatoselliiler karsinom Bel-7402
hiicreleri i¢in nano HA’larin mikro HA’lara gore in vitro ortamda hiicre inhibisyonunu
arttigini belirtmistir. Digerinde ise Liu ve ark. (72) in vivo ortamda nano HA’larin
kanser hiicrelerinin ¢cogalmasini durdururken her hangi bir yan etkiye sebep olmadigini

rapor etmistir.

Farkl1 boyutlarda ve morfolojilerde nano boyutta HA hazirlamak igin ¢esitli

yontemler kullanilmistir. Bu yontemler, bilinen kimyasal sentez yollarini igerir. Mehdi
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Sadat-Shojai ve ark. (73) sentez yontemlerini kuru, 1slak, yiiksek sicaklik siiregleri,

biyojenik kaynaklara dayali sentez ve hibrit olmak iizere bes grupta toplamistir.

Kuru yontemlerde herhangi bir ¢oziicli kullanilmamaktadir. Hassas kontrollii
kosullar gerektirmemektedir. Ciinkii islem i¢indeki parametreler tozlarin 6zelliklerini
cok fazla etkilememektedir. Bu sebeple tozlarin seri iiretimi i¢in uygun tekniklerdir.
Alt gruplart kat1 hal sentezi ve mekanokimyasal yontemdir. Kati hal sentezinde
kalsiyum ve fosfat kaynaklar1 belirli oranlarda ogiitiilerek yiiksek sicaklikta kalsine
edilmektedir. Genel olarak kat1 hal sentezi ile iyi kristalize stokiyometrik iiriinler elde
edilmektedir. Fakat bu yontem yiiksek sicaklik gerekliliginden dolayr iiriiniin
gozenekliligi acgisindan dezavantajlidir. Mekanik alasimlama olarak da bilinen
mekanokimyasal siireg, nanokristal alagimlar ve seramikler gibi cesitli gelismis
malzemelerin imalati i¢in basit bir yontemdir. Bu yontemde 6giitiicii degirmenler
icerine belli stokiyometrik oranlardaki kimyasallar yerlestirilmektedir. Olusan {irtiniin
ozelliklerini 6giitiicii toplarin biiylikliigli, donme hizi, 6giitme siiresi gibi parametreler
etkilemektedir. Kat1 hal sentezine gore daha diizgiin sekilli pargaciklar tiretmek

mumkindiir.

Islak yontemler suda veya organik bir c¢oziiciide reaktiflerin ¢oziinmesine
dayanmaktadir. Bu yontemler yapi, doku ve morfoloji lizerinde miikemmel kontrol
saglamaktadir. Ayrica yliksek bir HA verimi s6z konusudur. Kimyasal ¢okeltme,
hidroliz metodu, sol-jel metodu, hidrotermal metod, emiilsiyon yontemi ve
sonokimyasal yontem bu kategoridedir. Kimyasal ¢oktiirme HA'nin hazirlanmasi igin
en basit ve stk kullamlan yontemdir. Kimyasal siirec PO4 ve Ca*? kaynaklarmin bazik
tepkimelerinden olusmaktadir. Genel olarak bu yontem 10 ila 12 arasinda degisen pH
degerlerinde ve oda sicakligindan suyun kaynama sicakligina kadar degisen
sicakliklarda uygulanabilmektedir. Sol-jel HA’nin 1slak sentezi igin Onerilen ilk
yontemlerden biridir. Cozelti igerisinde mineralizasyon islemidir. Bu teknikte HA
sentezi, yumusak kimya kosullar1 olarak adlandirilan geleneksel sentetik yontemlerden
daha diisiik sicaklikta meydana gelmektedir. Alkoksit esasli kimyasallarin azlig1 ve
yiiksek maliyeti ile zaman alic1 siirecler dezavantaji olarak gosterilmektedir. Yiiksek

sicaklik stirecleri istenmeyen CaP fazlarinin az oldugu yiiksek kristallik ve iyi
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kimyasal homojenlige sahip HA’lari iiretiminde kullanmilmaktadir. islem sirasindaki

degiskenlerin kontroliiniin zayif olmasi temel dezavantajidir.

HA seramikleri tiretmek i¢in basta kemik atiklari, yumurta kabuklari, deniz
organizmalarinin  dis iskeleti, dogal olarak tiiretilen biyomolekiiller ve
biyomembranlar olmak iizere c¢esitli dogal malzemeler kullanilmistir. Biyojenik
kaynaklardan sentez olarak adlandirilan bu teknikler ile elde edilen HA’larin iyi
fizikokimyasal ozellikleri nedeniyle bu alanin yakin gelecekte daha fazla dikkat
¢ekmesi beklenmektedir.

Hibrid tekniklere en iyi 6rnek mikrodalga 1sin1 yoluyla HA iiretme yontemidir.
Bu yontemde reaksiyonu aktive etmek i¢in karisim disaridan degil mikrodalga
tireteglerinde kendi molekiiler hareketleri ile 1sitilmaktadir. Mikrodalga ilk baslangicta
HA’larin mekanik ve fiziksel ozelliklerini gelistirmek igin sinterleme amacl
kullanilmistir. Bununla birlikte, bu teknik artik daha az enerji tilketen ve daha
tekrarlanabilir bir sekilde HA nanopartikiillerini sentezlemek i¢in kullanilmaktadir.
Mikrodalga yonteminin bir diger 6nemli avantaji ise karisimin her bolgesinin homojen
bir sekilde 1sitilmasidir. Hizli ve homojen 1sitmanin sonucu olarak bu yontemle HA
sentezi 30 dakikadan kisa bir siire almaktadir. Mikrodalga 1simasi ile daha kiigiik boyut
ve daha yliksek saflik iceren HA tozlan iiretilebilmektedir. HA mikrodalga islemi
Sekil 4°te sematik olarak gosterildigi gibi, geri akis veya hidrotermal kosullar altinda
ya da atmosferik kosullarda gergeklestirilebilmektedir.
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Sekil 4. HA’larin mikrodalga 1s1n1 yontemi ile iiretiminin gosterimi (73).
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2.6. Apoptoz

Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz hiicre 6liim tiplerinden
biridir. Hiicreler fizyolojik ya da bazen patolojik sebepler ile apoptozu
secebilmektedir. Apototik Olim mekanizmalar1 6liim reseptorleri yolu veya
mitokondri yolu ile gerceklesmektedir. Oliim reseptdrleri yolu, hiicre yiizeyindeki
reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri tarafindan apoptozun tetiklenmesidir. Buna
intrensek apoptozis yolagi denir. Mitokondri yolu ise hiicre icindeki sinyaller
tarafindan apoptozun tetiklenmesidir. Apoptozu p53 proteini kontrol etmektedir. DNA
hasar1 tamir edilemediginde bax, noxa ve pumayi aktifleyerek bcl-2 ve bcelxI’yi
baskilayarak hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir. Apoptotik siiregte hiicre
kiigtilmekte, sitoplazmasi yogunlagmakta ve biiziismektedir. Bu slireg, kaspazlar,
farkli molekiiller ve ayrica bcl-2 / bax ve Fas / Fas ligand gibi molekiiler sistemler
tarafindan diizenlenmektedir. Kaspazlar apoptoz esnasinda 6nemli rol oynayan sistein-
proteaz grubu enzimlerdir. Agilimi; "Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-
CASPASE" seklindedir. Memelilerde yaklasik 14 kaspaz tanimlanmistir. Kaspaz-3,
kaspaz-6, kaspaz-7 ve 9 intrensek apoptoziste dnemlidir. Oncelikli olarak inaktif
proteinler olarak sentezlenen bu enzimler gesitli yollarla aktive edilmektedirler. Daha
sonra hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri tanimakta ve mevcut substrati bir
karboksil terminali ile ayirmaktadir. Hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen pek ¢ok
hiicresel ve sekilsel degisimler, bu enzimlerin rol oynadigi birtakim siirecler
neticesinde gelismektedir. Kaspaz aracili apoptotik hiicre 6liimii, hiicresel islevsellik
ve hayatta kalmak i¢in gerekli olan birka¢ anahtar proteinin bdliinmesiyle
gerceklestirilmektedir. PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase, Poli (ADP-riboz)
polimeraz), kaspazlarin bilinen ¢esitli selektif substratlarindan biridir. PARP ¢ok
cesitli fizyolojik ve patolojik fonksiyonlart olan bir niikleer proteindir. PARP'n
kaspazlarla kirpilmasi apoptozun bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir. PARP
kirpilmasi, 2 spesifik fragman olusumu ile sonug¢lanmaktadir. Bunlar 89 kD katalitik
fragman ve 24 kD DNA baglanma alanidir (DNA binding domain).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hidroksiapatit Sentezi

HA sentezi i¢in kalsiyum kaynagi olarak kalsiyum nitrat tetrahidrat
(Ca(NO3)2.4H,0) (Merck, Darmstadt, Almanya), fosfat kaynagi olarak ise amonyum
fosfat dibazik ((NH4)2HPQO4) (Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir. Zn katkili
HA sentezinde ise Zn kaynagi olarak ¢inko nitrat hekzahidrat (Zn(NO3)2.6H20)
(Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilmigtir. Ca, POs ve Zn kaynaklariin molekiil
agirliklar sirastyla 236.15, 132.05 ve 297.49 g/mol’diir.

Saf HA sentezi i¢in, Ca/P=1.67 oranini saglayacak sekilde Ca(NO3)..4H-0 ve
(NH4)2HPOg ayr1 ayri kaplarda 200 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Cozdiirme isleminden
sonra siirekli karistirtlan Ca(NO3z)2.4H20 igerisine (NH4)2HPO4 ¢ozeltisi damlatilarak
eklenmistir. Bu islem sirasinda belirli araliklarla pH degeri kontrol edilerek amonyak
soliisyonu eklemek suretiyle pH=10’da tutulmaya c¢alistlmistir. (NH4)2HPO4
¢ozeltisinin damlama islemi bittikten sonra elde edilen karigim 30 dakika boyunca
karigtirllmigtir. Karigma siireci boyunca pH degeri kontrol edilerek 10’da tutulmaya
devam edilmistir. Daha sonra karisim mikrodalga firin igerisinde geri akis diizenegi
ile 800 W’lik giigte 15 dakika tutulmustur. Mikrodalga firindan 15 dakika sonra
cikarilan karisim filtre kagitlarina dokiilerek siiziilmiistiir. Stiziilme islemi sirasinda
pH degeri 7 olana kadar filtre kagidindaki karisim distile su ile yikanmigtir. pH degeri
7 olduktan sonra kagittaki ¢okelti 17 saat boyunca 80°C 1sitilmis firinda
kurutulmustur. Boylelikle saf HA tozlar elde edilmistir.

Zn katkili HA’lar dort farkli Zn oraninda tiretilmistir. Farkli miktarlarda Zn ile
katkilanmis HA gruplar1 Zn(%1mol):HA, Zn(%2.5mol):HA, Zn(%5mol):HA ve
Zn(%10mol):HA ile ifade edilmistir. Katkili HA sentezinde kullanilan madde

miktarlar1 Tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1. Saf ve katkili HA sentezinde kullanilan madde miktarlari.

Ca(NO3)2.4H20 (mol) (NH4)2HPO4 (mol) Zn(N03)2,6H20 (mol)

Saf HA 0,2 0,12 -
Zn(%1mol):HA 0,198 0,12 0,002
Zn(%2.5mol):HA 0,195 0,12 0,005
Zn(%5mol):HA 0,190 0,12 0,01
Zn(%10mol):HA 0,180 0,12 0,02

Zn atomlar1 Ca atomlart ile yer degistirecegi igin Ca ve Zn kaynaklar1 yukarida
belirtilen oranlarda 200 ml su igerisinde birlikte, PO4 kaynagi ise ayr1 bir kapta 200 ml
suda ¢dziinmiistiir. Islemin geri kalan kisminda yukarida saf HA iiretimi igin izlenen
yontemin aynist uygulanmistir. Firinlama iglemi sonrasi elde edilen HA tozlar

500°C’de 2 saat kalsine edilerek 900°C’de 1 saat sinterlenmistir.

3.2.  Hidroksiapatitlerin Karakterizasyonu
321, X Ismm Kirinima Analizi

X 1511 kirmmimi (X-Ray Diffraction, XRD) verileri, Cu-Ko hedefine sahip 40
KV ve 30 mA'da X sinlariin tretilmis oldugu difraktometre (Rigaku Ultima-1V,
Japonya) ile 10°<26<90° araliginda elde edilmistir. Analiz i¢in 500°C’de 2 saat kalsine
edilerek 900°C’de 1 saat sinterlenmis HA tozlar1 kullanilmistir. Sonu¢lar MDI Jade 6
yazilimi vasitasiyla incelenerek HA’lara ait ilgili fazlar, kafes parametreleri, kristal
boyutlar1 ve teorik yogunluklar hesaplanmigtir. Mevcut fazlar uluslararas: difraksiyon

verileri® (ICDD) ile karsilastiriimustir.
3.2.2. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi Analizi

Fourier Doniisiimi Kizilotesi Spektroskopisi (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR) analizi HA’larin i¢indeki baglarin verifikasyonu amaciyla, bir
spektrometre ve bir mikroskoptan (Bruker IFS 66 / S ve Hyperion 1000, Almanya)
olusan birlesik bir cihaz ile yapilmistir. 500°C’de 2 saat kalsine® edilerek 900°C’de 1

saat sinterlenmis? toz halindeki HA’lar kullanilmistir. Numuneler orta kizildtesi (MIR)

! Kalsine biinyedeki bagil su, CO2 veya diger gazlarin uzaklastiriimas islemidir.
2 Sinterleme, preslenmis pargay: olusturan tozlarin yiiksek sicaklikta birbirine baglanarak pargamn
mukavemet kazandig1 bir 1s1l islemdir.
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araliginda (4000-400 cm™ arasinda) incelenmistir. Elde edilen sonuglar literatiirde yer

alan HA’lara ait bag yapilarina karsilik gelen dalga boylari ile karsilastirilmistir.
3.2.3. Taramal Elektron Mikroskobu Analizi

Saf ve katkili HA’lara ait mikroskobik goriintiler QUANTA 400F Field
Emission SEM (ABD) cihazi ile elde edilmistir.

3.3.  MTT ile Sitotoksisite Testi

Deneyin bu asamasinda sentezlenmis HA tozlari, tek eksenli soguk pres
makinasi (Carver) ile 22,241 kN (=5000 1bs) kuvvet uygulanarak 12.5 mm ¢apli, | mm
kalinlikta 300 mg’lik diskler haline getirilmistir. Hiicre kiiltiirii deneyleri icin HA
diskleri hazir hale geldikten sonra calisma kapsaminda kullanilacak meme kanseri
hiicre dizisi olan MDA-MB-231 hiicresi s1v1 azottan alinmustir. Hiicreler 25 cm? flask
icerisinde, %10’luk fotal dana serumu (FBS), antibiyotik (Penisilin/Streptomisin) ve
L-glutamin igeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) tam besiyeri
ortaminda 37 °C’de %5 CO2’lik etiivde ¢ogaltilmistir. Her 3 giinde bir hiicrelerin
besiyeri degistirilmis, tek tabaka halinde biiyiiyen hiicreler haftada bir defa
tripsinizasyon yapilarak pasajlanmistir. Deney giinii 6ncelikli olarak HA diskleri 48
kuyulu plaklara yerlestirilmistir. Disk icerisindeki Zn katki oranina gore 5 farkli grup
olusturulmustur (Sekil 5).

- 5 farkl grup HA ve HA'siz kontrol (n=4)
- Kuyu ba§|na 20000 hiicre 24 ve 72 saat

-
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Spektrofotometre 96 kuyulu hiicre DMF MTT
ile analiz plagina transfer

Sekil 5. HA numunelerinin sitotoksisitelerini incelemek amaciyla olugturulmus MTT deney plan.
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Bu gruplar; saf HA ve %1, %2.5, %5 ve %10 mol Zn katkili HA’dir. Kontrol grubuna
HA diski konulmamustir. Her bir gruptan toplam 4 bagimsiz tekrar yapilmistir. Diskler
tizerine 200 pl hacimde kuyu basina 20.000 hiicre gelecek sekilde besiyeri hiicre
stispansiyonu eklenmistir. Bu asamadan sonra, 24 ve 72 saat sonra stotoksisiteyi
gormek amaciyla ayn1 sekilde hazirlanmis iki farkli plaka etiivde inkiibe edilmistir. 24
saatlik HA etkisini gérmek i¢in, 24 saat sonra ilk hiicre plagi etiivden alinmistir ve her
bir kuyuya 50 pul MTT eklenmistir. MTT'nin canli hiicrelerde formazan kristali
olusturmas1 amaciyla etiivde 4 saat inkiibasyonu saglanmistir. MTT, PBS i¢inde 5
mg/ml olacak sekilde c¢oziilerek hazirlanmistir. 4 saatlik inkiibasyondan sonra,
ekstraksiyon tamponu olarak %45 DMF (Dimetilformamid) i¢inde ¢oziilmiis %23
SDS ¢ozeltisi (pH= 4.7) kullanilmigtir. Her bir kuyuya 160 pL ekstraksiyon tamponu
eklenmistir ve formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in 16 saat etiivde inkiibe edilmistir.
Ekstraksiyon tamponu ile inkiibasyon agsamasindan sonra, 48 kuyulu plaka igerisindeki
¢ozelti, 96 kuyulu hiicre plagina aktarilmistir. Bu sayede, renk degisimleri plak
okuyuculu spektrofotmetre cihazinda 570 nm dalga boyunda okunmustur. Ayni

islemler 72 saat sonra, 72 saatlik 48 kuyulu hiicre plag: i¢in uygulanmistir.

Elde edilen sonuglardan HA’s1z kontrol grubunun OD degeri referans alinarak
diger gruplarin canlilik oranlart hesaplanmistir. Bu sayede toksik olan ya da olmayan

HA gruplariin belirlenmesi amaglanmstir.

34. MTT Analizi ile Isinlama Sonrasi Hiicre Sagkahmlarmmn
Belirlenmesi

MTT analizi ile 1sinlanmis hiicre gruplarinin sagkalimmin belirlenmesi
amaciyla oncelikli olarak bir optimizasyon ¢aligmast yapilmistir. Optimizasyon
caligmas1 kuyulara ekilecek en uygun hiicre sayisin1 ve MTT analizi yapilacak giinii
belirlemek iizere tasarlanmistir. Deneyin bu asamasinda MDA-MB-231 hiicre dizisi

sitotoksisite testinde anlatildig1 sekilde ¢ogaltilmustir.

Yukarida bahsedilen ama¢ dogrultusunda 48 kuyulu plakalara 1000, 2000 ve
4000 hiicre, her grup icin 4 bagimsiz tekrar olacak sekilde ekilmistir. Sagkalim analizi
yapilacak giinler 4, 6, 8, 10, 12 ve 14. giinler olarak belirlenmistir. Uygulanacak

radyasyon dozlar ise 4, 6, 8 Gy olarak belirlenmistir ve her doz i¢in bir plaka
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hazirlanmigtir. Kontrol grubu olarak 1sinlanmamis plakalar secilmistir. Boylece
toplamda 24 plakaya hiicre ekilmistir. 6. glinden sonra tiim plakalardaki hiicrelerin besi

yeri degistirilmistir. Sekil 6°da ilk 10 giine kadar olusturulan deney plani verilmistir.

4.gin 6.gln 8.gin 10gin

12345678 1234566178 12345678 12345678

HEE
EoE R

12345678 123456678 12345678 123456178

somE

Sekil 6. Optimizasyon ¢aligmasina ait ilk 10 giin i¢in deney plani.
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Isinlama islemi Elekta Versa HD lineer hizlandirici cihazinda gantri 180°’de
iken SAD=100 cm olacak sekilde 10 cm derinlikte 20x20 alan boyutunda 6 MV foton
demetleriyle RW3 kati fantomlar {iizerinde yapilmistir. Geri sagilan radyasyon
etkisinden dolay1 plakalarin iizerine 10 cm kat1 fantom yerlestirilmistir. Her 1sinlama
giinli 6ncesi cihazin ¢ikig kalibrasyonu 1 MU, 1.5 cm derinlikte 1 cGy olacak sekilde

yapilmistir. Isinlama diizenegi Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. Isinlama diizenegi.

Sagkalim oranlarinin incelenegi giinlerde her bir kuyuya 50 pL MTT eklenerek
stotoksisite testinde anlatilan adimlar birebir uygulanmistir. Her uygulanan doz
miktari i¢in belirlenen giinlerde elde edilen OD degerleri 3 farkli hiicre sayis1 i¢in kayit
edilmistir. Glinlere karsilik gelen OD degerlerinin grafigi olusturularak hiicre cogalma
egrilerine ulagilmistir. Grafikler analiz edilerek MTT testi i¢in uygun hiicre sayisina

ve testin yapilacagi giine karar verilmistir.

3.,5. HA’larin Isinlanan Hiicrelerin Sagkalimina Etkisinin incelenmesi

Radyasyon ve HA’larin toplam etkisinin hiicre sagkalimlari tizerindeki etkisini
incelemek amaciyla disk haline getirilmis saf HA ve Zn katkili diger dort grup 48
kuyulu plakalara yerlestirilmistir. Her gruptan toplam 4 adet bagimsiz grup
olusturulmustur. HA’lar plakalara yerlestirilmeden 6nce 2 saat PBS ile birlikte orta
hizda calkalanmistir. Daha sonra 80 °C’ye kadar 1sitilmis firinda 2 saat kurumaya
birakilmistir. Diskler kurutulduktan sonra sterilizasyon amaciyla cam kaplara

yerlestirilip, aliiminyum folyo ile iistleri ortiilerek 200 °C’de iki saat bekletilmistir.

Her bir kuyuda 2000 adet MDA-MB-231 hiicresi olacak sekilde ekim islemi
yapilmistir. Hiicrelerin disklere yapismasini saglamak amaciyla ekim isleminden sonra
24 saat boyunca plakalar etiivde bekletilmistir. 24 saatin sonunda hiicre ekili plakalar
sekil 7°de gosterilmis 1s1nlama kosullarinda 6 MV foton demetleri ile 1, 2, 4 ve 6 Gy

radyasyon dozu verilecek sekilde 1sinlanmistir. Isinlama isleminden sonra hiicreler 96
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saat boyunca etlivde bekletilmistir. 96 saatin sonunda daha once anlatilmis MTT test
protokolii uygulanarak gruplarin canliligi hakkinda veriler elde edilmistir. Deneyin bu
asamasinda ulasilan sonuglar ile sadece radyasyonun hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi,

sadece HA’larin etkisi ve toplam etki karsilastiriimistir.

3.6. Western Blot Teknigi

Western Blot teknigi ile apoptotik 6lim oranlarinin belirlenme asamasi

basamaklar halinde asagida agiklanmustir.

3.6.1. Protein Lizatlarinin Elde Edilmesi ve Protein Kantitasyonu

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi asamasindan sonra 6 kuyulu plaklarin
her birine 16x10° hiicre ekilmistir. Hiicrelerin kuyu zeminlerine yapismasi igin 37
°C’de %5 CO2’lik etiivde 24 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. 24 saat sonra kuyu
icerisinde bulunan tam besiyerleri ¢ekilmistir. Bu asamanin devaminda, serum agligi
kosulu uygulanarak kuyulara serumsuz besiyeri eklenmistir. 24 saatlik inkiibasyon
sonunda, besiyerleri tekrar ¢ekilmistir. Kontrol kuyularina tam besiyeri eklenmistir.
Hidroksiapatit ile inkiibe edilecek kuyulara, besiyeri ve 8 uM pora sahip transwell
igerisinde hidroksiapatit tozlar1 yerlestirilmistir. Devaminda, hiicreler 4 Gy radyasyon
ile 1smlanmistir. Kontrol grubu olarak segilen plaka direkt olarak etiivde inkiibe

edilmistir.

Kontrol grubu ve radyasyon uygulamasi yapilmis grup 6 giin siiresince etiivde
inkiibe edildikten sonra lizis tamponu ile plaka icerisinde bulunan hiicreler lizis
edilmistir. Bu sayede hiicre lizatlarina ulasilmistir. Western Blot deneyinde
kullanilacak olan protein lizatlarinin, protein miktarlarinin tayini amaciyla protein
kantitasyonu yapilmistir. Protein kantitasyonundan sonra lizatlar 95 °C’ye getirilmis
olan kuru 1sitma blogu igerisinde 5 dakika bekletilerek proteinlerin denatiirasyonu

saglanmustir.

3.6.2. SDS Jel Elektroforezi ve Western Blot

Western Blot yontemi kullanilarak, insan meme kanseri hiicresinde PARP
(total ve cleaved) ve Kaspaz-3 (total ve cleaved) protein ekspresyonlari incelenmistir.

Kisaca protein denatiirasyonu asamasindan sonra lizat igerisinde bulunan farkl
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agirliga (kDa) sahip proteinlerin SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile yiiriitiilerek
ayrigsmasi saglanmistir. Bu asama tamamlandiktan sonra jel igerisinde agirliklarina
gore ayrisan proteinler jelden PVDF membrana transfer edilmistir. Daha sonra
membranin %5 BSA TBST soliisyonu igerisinde 1-1.5 saat siiresince oda sicakliginda
ve 100 rpm hiza ayarlanmis calkalayici lizerinde blokasyonu gerceklestirilmistir.
Blokasyon islemi bittikten sonra 1X PBS-T ile membran 3 defa 10’ar dakika 100 rpm
hizda ¢alkalayicida yikanmistir. Bu sayede BSA kalintilar1 membran yiizeyinden

temizlenmistir.

3.6.3. Kemiliiminesans Goriintiilleme ve Dansitometrik Analiz

Membran primer antikor ile muamele edilmistir. Denatiire olmus proteinlerin
tek bir determinantin1 yliksek afinite ve Ozgiilliikte tantyan monoklonal antikorlar
hedefledigimiz proteinlerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Kontrol proteini olarak f3-
aktin segilmistir. Primer antikor inkiibasyonundan sonra primer antikorun
goriintiilenebilmesi igin horseradish peroksidaz (HRP) konjuge primer antikorun elde
edildigi organizmaya kars1 Uretilmis sekonder antikor ile inkiibasyon asamasi
gerceklestirilmistir.  Sekonder  antikorun  baglanmis  oldugu  proteinlerin
kemoluminesans 151ma yapabilmesi i¢in, sekonder antikora konjuge HRP’de bulunan
peroksidaz enziminin substrati olan luminol igeren enhanced chemiluminescence
(ECL) soliisyonu kullanilmistir. Son olarak kemoliiminesans goriintiileme ile elde

edilen bantlarin dansitometrik yogunluklari tespit edilmistir.

3.7. lstatiksel Analiz

Elde edilen veriler icin IBM SPSS Statistics Version 22 programi
kullanilmustir. Istatistiksel analiz amaciyla Student t testi uygulanmustir. Yapilan
testlerin sonucunda p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.  Sentetik Olarak Sentezlenmis Hidroksiapatitlerin
Karakterizasyonu

Bes farkli numune i¢in 10°<20<90°’de elde edilmis XRD kirinim desenleri
Sekil 8’de verilmistir.

M Zn%10mol:HA
»ﬂwfw\twwwww
Zn%5mol:HA

UWMAMWMMM

Zn%2.5mol:HA
N Y ULWUJW\M
N ' Zn%1mol:HA

HA

Siddet

I ? I Y I J | * I ‘ I i | * |

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Aci(20)

Sekil 8. 900 °C 1 saat sinterlenmis numulerin XRD kirimim desenleri.

XRD desenleri incelendiginde piklerin referans 09-0432 HA pikleri ile
ortistiigi gorilmistir. HA, Zn(%1 mol):HA, Zn(%2.5 mol):HA ve ve Zn(%5
mol):HA maksimum siddetleri referans 09-0432 HA ile yakin ag¢1 degerlerindedir.
Ancak Zn(%10 mol):HA’nin maksimum pikinin grafikte sola dogru kaydigi
goriinmektedir. Zn(%210 mol):HA’nin XRD deseni 09-0169 beta tri-kalsiyum fosfat
(tricalcium phosphate, B-TCP) HA fazinin desenine daha yakindir. Nitekim Farzadi
ve ark.(74) B-TCP ve HA fazlarinin yiizdeleri hesapladiklar1 formiilasyon ile elde
edilen sonuglara gore Zn(%10 mol):HA’da %59 B-TCP, %41 HA faz1 oldugu

goriilmiistiir. Kullanilan formiilasyon denklemi 4.1.1°de verilmistir (74).
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Ig-tcp

RIR= (4.1.1)

Ig-rcpt Ina

Bu denklemde RIR (Relative Intensity Ratio) bagil yogunluk oranii ifade
etmektedir. I pcp ve Iyu sirasiyla (201 0) ve (2 1 1) piklerine ait normalize edilmis

siddetlerdir. Tablo 2’de hesaplanan faz oranlar1 5 farkli 6rnek i¢in verilmistir.

Tablo 2. 900 °C 1 saat sinterlenmis numunelere ait XRD kirmim desenlerinden hesaplanan faz

oranlari.
Faz Oranlari (%)

Ornek HA B-TCP
Saf HA 100 0
Zn(%1 mol):HA 92,7 7,3
Zn(%2.5 mol):HA 90 10
Zn(%5 mol):HA 67 33
Zn(%210 mol):HA 41 59

XRD kirinim desenleri analiz edildiginde (0 0 2) ve (3 1 0) piklerine ait
Olciilmiis pik genislikleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Numunelerin XRD kirinim desenlerinden elde edilmis (0 0 2) ve (3 1 0) piklerinin dlgiilen
genislikleri.

Pik Geniglikleri(20)

Ornek (002) (310)

Saf HA 0,416 0,568
Zn(%1mol):HA 0,514 0,574
Zn(%2.5mol):HA 0,466 0,572
Zn(%5mol):HA 0,468 0,574

Zn(%10mol):HA 0,526 0,610
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Pik genislikleri incelendiginde en dar genislie saf HA’nin sahip oldugu
goriinmektedir. Zn katkilama miktar1 degistikce piklerin genisligi degismektedir. En
genis pik degerleri Zn(%10mol):HA 6rneginde dlgiilmiistiir. Tablo 3’teki sonuglar saf
HA’nin kristalitesinin Zn katkili HA’lardan daha fazla oldugunu gosterir niteliktedir.

Orneklerin teorik olarak hesaplanmis yogunluklari, kafes parametreleri ve
kristal boyutlar1 Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. XRD sonuglarina gore hesaplanmis kafes parametleri ve teorik yogunluklar.

Kafes Parametreleri

Teorik Kristal
Ornek - Yogunluklar  Boyutlar
c- Hiicre (g/lcmd) (nm)
a-Axis(A) Axis(A) Hacmi.
A

Saf HA 9,40484 6,86718 526,03 3,1712 39,98
Zn(%1 mol):HA 9,41017 6,87572 527,28 3,1636 33,13
Zn(%2.5 mol):HA 9,43112 6,89758 531,32 3,1396 36,53
Zn(%5 mol):HA 9,42537 6,89043 530,12 3,1467 36,38
Zn(%10 mol):HA 9,40956 6,8691 526,71 3,1671 33,66

09-0432 HA fazina ait kafes parametreleri a = 9.418 A ve c = 6.884 A, teorik
yogunluk 3,16 g/cm®tiir. Hacim ise 528.8 (A)*tiir. Sonuglar referans degerler ile

uyumludur.

Ortalama kristal boyutlarinin Zn katkili HA o6rneklerinde saf HA’ya gore
azaldig1 gorilmiistiir. Kafes parametreleri ve hiicre hacimleri de Zn oranmna gore
farklilik gostermektedir. Her iki eksen uzunluklar1 genel olarak Zn katkili 6rneklerde

saf HA’ya gore daha fazladir.

Sentezlenen HA’larin bag yapilarini incelemek amaciyla yapilan FTIR
analizinin sonuglar1 Sekil 9°da verilmistir. HA, Zn(%21 mol):HA, Zn(%2.5 mol):HA
ve Zn(%5 mol):HA érneklerinin spektrumunda PO4>’e ait karakteristik asimetrik P-
O germe bandi 1087 ve 1024 cm™¥de gdzlenmistir. Zn(%10 mol):HA nin
spekturumunda ise bu baglardan 1087°de olani kaybolmustur. 598 cm™ ve 562 cm™°de
gdzlemlenen bantlar PO4 ’{in biikiilme titresimlerine baglhdir. Tiim &rneklerde bu

bantlara rastlanmistir. Fosfat germe band1 474 cm™’de izlenmistir (O-P-O). 962 cm"
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Lde simetrik P-O germe bandma ait sogrulma gozlenmistir. Bu bant Zn katkilama
miktari arttik¢a kaybolmustur. HA fazinin karakteristik bant1 olan ve OH™ grubundan
kaynaklanan 3573 cm™*deki bant Zn(%10 mol):HA i¢in minimum siddettedir. Artan
B-TCP ve azalan HA fazi bu davranisin sebebi olabilir. B-TCP’nin POs*’e ait
karakteristik bantlar1 3404 ve 1737 cm™’de gériilmiistiir. Bu bantlar, Zn(%10 mol):HA

1 Zn(%10mol):HA

1 Zn(%5mol):HA

1 Zn(%2.5mol):HA

1 Zn(%1mol):HA

333%

0877 | [, 28 | 474
ol Voe2 [
1024° 508 ;.62
I v | , | ' | ’ | v | ! | Y -I v |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Dalga Sayisi

Sekil 9. Elde edilen bes farkli numuneye ait FTIR sonuglart

grubunda en belirgindir. Bu 6rnek i¢in 940-1082 cm™ de gozlenen bantlar PO ®’iin

germe bandina aittir. 546 ve 600 cm™ ise PO4iin titresim tepe noktalarmi ifade eder.

4,2, SEM Goruntiileri

Sentezlenen HA gruplarin ait SEM goriintiileri Sekil 10°da gosterilmistir. Elde
edilen SEM goriintiilerinde sentezlenen HA’larin morfolojik goriintiilerinin benzer
oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 10. 900 °C’de sinterlenmis HA orneklerinden elde edilen a) saf HA, b) Zn(%1mol):HA, c)
Zn(%2.5mol):HA, d) Zn(%5mol):HA, e) Zn(%10mol):HA ait SEM goriintiileri.

Zn katkilama miktar1 arttikga parcacik boyutlarmin arttigi gozlenmistir.
Parcacik  boyutlar1 sirasiyla saf HA, Zn(%Imol):HA, Zn(%2.5mol):HA,
Zn(%5mol):HA ve Zn(%10mol):HA igin 218, 245, 246, 302 ve 352 nm olarak
Olciilmistiir (Sekil 11).
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Sekil 11. SEM goriintiilerinden Olgiilen pargacik boyutlari a) saf HA, b) Zn(%1mol):HA, c)

Zn(%2.5mol):HA, d) Zn(%5mol):HA, e) Zn(%10mol):HA.

MTT Sitotoksisite Test Sonuglari
MTT sitotoksisite sonuglari, Sekil 12°de verilmistir. Sekil 12°de, HA’s1z grup

4.3.

kontrol grubu olarak sec¢ilmistir. Grafik incelendiginde 24 saat sonuglarina gore

yaklagik %350 canlilik oranina sahip saf HA, Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10 mol):HA

gruplarinin biyouyumlu oldugu sonucuna ulasilmaktadir. Zn(%2.5 mol):HA’nin hem

24 saat hem de 72 saat sonuglarina gore canlilik oraninin incelenen gruplar arasinda
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en az oldugu gorilmektedir (p<0.01). Zn(%2.5 mol):HA’larin MDA-MB-231

hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi sdylenebilir.

160

# KONTROL
: Saf HA
140 = Zn(%1 mol): HA
120 M Zn(%2.5 mol): HA
= Zn(%5 mol): HA
100 #.Zn(%10 mol): HA
S
= 80
S
0 L,
), =7
’ =7 %2
=7 . 27
20 = / G = %
=7 % =7
o 87 | 827
24 72
Sire (Saat)

Sekil 12. MDA MB 231 hiicreleri ekildikten 24 saat ve 72 saat sonra MTT testi ile elde edilen canlilik
oranlar1. Kontrol grubu olarak sadece hiicre ekilen grup secilmistir.

Literatiirde biyouyumlu olarak kabul edilen saf HA’lara ait canlilik oranlar

referans alinarak elde edilen sonuglar Sekil 13’te gosterilmistir.
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Sekil 13. MDA MB 231 hiicreleri i¢in saf HA referans alindiginda MTT testi sonucu elde edilen

canlilik oranlari.

Sekil 13’te hiicrelerin canliliginin Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10 mol):HA
gruplarinda saf HA’ya gore daha fazla oldugu soylenebilir (p<0.01). Zn(%2.5
mol):HA grubunda ise en az oldugu goriilmektedir. Ayrica 24 ve 72. saat sonuglari
kiyaslandiginda canlilik sadece Zn(%5 mol):HA ve Zn(%210 mol):HA gruplarinda
artmaktadir. Zn %5 mol ve %10 mol katkilama miktarlar1 saf HA’larin
biyouyumluluklarini arttirmaktadir (p<0.01). Ancak %1 ve %2.5 mol Zn katkilama

oranlarinda ise saf HA’ya gore daha toksik ornekler elde edilmistir.

Genel olarak sonuglar incelendiginde hiicre canlilik oranimin Zn katkilama

miktarina bagli oldugu sonucu ¢ikarilabilir.
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44. MTT testi ile Hiicre Sagkalimlarin Elde Edilmesi Icin Yapilan

Optimizasyon Calismasinin Sonuclari

Calismanin bu asamasinda kuyulara ekilen hiicre sayisinin ve MTT deneyi

uygulanacak giiniin sagkalim egrileri iizerindeki etkisi arastirilmistir.

Kuyulara 1000 hiicre ekilerek farkli gilinlerde olusturulmus sagkalim egrileri

Sekil 14°te verilmistir.
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Sekil 14. 1000 adet MDA MB 231 hiicresi ekildiginde farkli giinlerde MTT testi ile olusturulan hiicre

sagkalim egrileri.

Sekil 14 incelendiginde, MTT testi degisik giinlerde uygulandiginda
birbirinden farkli sagkalim egrileri elde edilmistir. Ancak 10. giinden itibaren egri
sekillerinin birbirine benzemeye basladigi goriilmektedir. Sonuglar MTT testi

uygulanacak giiniin sag kalim egrilerini etkiledigini gosterir niteliktedir.
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Sekil 15’te kuyulara 2000 hiicre ekilerek elde edilen sagkalim egrileri

gosterilmistir.
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Sekil 15. 2000 adet MDA MB 231 hiicresi ekildiginde farkli giinlerde MTT testi ile olusturulan hiicre
sagkalim egrileri.

Sekil 15 incelendiginde, 2000 hiicre i¢in 1000 hiicrede gozlendigi gibi degisik
giinlerde yapilan MTT testi ile elde edilmis egrilerin birbirinden farkli olabilecegi
sonucuna ulasilmistir. 10. giin ve sonrasinda elde edilen sagkalim egrilerinin birbirine

benzer oldugu goriilmektedir.

Sekil 16°da ise kuyulara 4000 hiicre ekildiginde elde edilen sagkalim egrileri

verilmistir.
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Sekil 16. 4000 adet MDA MB 231 hiicresi ekildiginde farkli giinlerde MTT testi ile olusturulan hiicre

sagkalim egrileri.

Sekil 16 incelendiginde 1000 ve 2000 hiicre ekilmis gruplarda oldugu gibi
4000 hiicre i¢in de sagkalim egrilerinin MTT uygulanan giine gore farklilik gosterdigi

sonucuna ulagilmistir.

Deneyin bu asamasinda MTT testi ile hiicre sagkalim egrileri elde edilmis ve
canliligin okundugu giiniin 6nemli oldugu gozlenmistir. Genel olarak 6. ve 8. giinlerde
olusturulanlarin kendi iginde, 10, 12 ve 14. giindekilerin ise kendi iginde benzer
olduklart izlenmistir. 4. giinlin ise MTT deneyinin uygulanmasi i¢in erken oldugu

disiiniilmektedir.

Deneyin bir sonraki agamasinda ekilen hiicre sayisinin sagkalim egrileri

tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Bu incelemede hiicre sayisidan bagimsiz olarak
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olusturulabilecekleri giinlerin tayini amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda farkli

hiicre sayilari i¢in ayni giinlerde sagkalim egrileri ¢izilmistir.

Sekil 17°de farkli hiicre sayilar1 ile ayn1 giin olusturulan sagkalim egrileri

verilmistir.
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Sekil 17. Ekilen MDA MB 231 hiicre sayisinin MTT testi ile olusturulan sagkalim egrileri iizerindeki etkisinin
incelenmesi.

Grafikler incelendiginde 4, 6 ve 8. giinlerde yapilan MTT deney sonuglari ile
tiim test edilen hiicre sayilari i¢in benzer sagkalim egrileri elde edilmistir. Fakat 10.

giin ve sonrasinda olusturulanlar farkli sayidaki hiicre gruplari i¢in degismektedir.

Daha 6nce elde ettigimiz sonuglar MTT deneyi ile hiicre sagkalim egrilerinin
olusturulmasinda deneyin yapilacagi giliniin 6nemli oldugunu gostermektedir. Sekil 17
ise kuyulara ekilen hiicre sayisinin elde edilen sagkalim egrilerini etkiledigini

diistindiirmektedir.
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Hiicre sagkalim egrilerinden elde edilebilecek en dnemli bilgilerden bir tanesi
D, dozudur. D, dozu uygulandiginda hiicre popiilasyonunun canliligini %37’ye
diisiiren dozdur. Deney sonuglarindan elde edilen Dy(Gy) dozlari Tablo 5°te

verilmigtir.

Tablo 5. Farkli giin ve ekilen MDA MB 231 hiicre sayisina gore elde edilen D, doz degerleri.

Hiicre D, (Gy)
Sayisi 4.Giin  6.Giin  8.Giin 10.Giin 12.Giin 14. Giin

1000 8,00+0,02 2,03+0,02 1,21+0,08 1,27+0,02 1,15+0,07 1,39+0,04

2000 3,30+0,04 1,67+0,06 1,28+0,04 1,74+0,12 2,29+0,03 2,91+0,03

4000 2,60+0,04 1,72+0,02 1,22+0,05 2,33+0,03 3,36+0,02 4,00+0,12

Tablo 5 incelendiginde 4, 6, 8, 10, 12 ve 14. giinlerde ekilen farkli hiicre
sayilar1 icin D, doz degerleri arasindaki maksimum fark sirasiyla 5.4, 0.3, 0.07, 1.06,
2.21 ve 2.61 Gy’dir. 6. ve 8. giinlerde D, dozlar arasindaki fark en az iken, 4. glinde

bu fark en fazladir.

Daha once gosterilmig Sekil 17°deki 4. giine ait grafiklere bakildiginda
olusturulan sagkalim egrilerinin hiicre sayisindan bagimsiz oldugu sonucu
cikarilabilir. Ancak D, degerleri irdelendiginde aralarindaki farkin fazla olmasi aksini

diistindiirmektedir.

Deneyin sonraki asamasinda uygulanan radyasyon dozlarina goére hiicre
cogalma egrileri olusturulmustur. Olusturulan grafikler Sekil 18’de verilmistir.
Grafik incelendiginde kontrol grubu i¢in 10. giinden sonra canlilik azalirken 2000 ve
4000 hiicre gruplarinda 6 ile 8. giinler arasinda bir plato gézlenmistir. 8. giinden sonra
proliferasyonun bazi gruplarda daha az olmakla birlikte, tiim gruplarda arttigi
goriilmektedir. 2000 ve 4000 hiicre gruplarinda 6 ile 8. giinler arasinda bir plato
izlenmistir. Proliferasyonun bu giinlerden sonra artmasinda 6. giinden sonra

degistirilen besi yerinin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 18. MDA MB 231 hiicrelerine ait farkli ekilen hiicre sayilarina ait hiicre ¢cogalma egrileri.
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Elde edilen bulgular neticesinde HA’l1 gruplara 1, 2, 4 ve 6 Gy radyasyon
uygulanarak 6. giinde yapilan MTT testi sonuglar1 ile HA’larin radyoduyarliliga olan

etkisi arastirilmistir.

4.5. HA’larin Radyoduyarhga Etkisi ve Yapilan MTT Testi Sonuclar:

Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21 ve Sekil 22°de sirasiyla 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy ve 6 Gy
radyasyon dozu ile 1sinlanmis HA’s1z ve diger bes farkli HA 1 hiicre gruplaria ait
canlilik oranlar1 verilmigtir. Verilen grafiklerde kontrol grubu olarak isinlanmis

HA'’s1z hiicre gruplari se¢ilmistir.

Canlilik orant 1 Gy radyasyon dozu uygulandiginda Zn(%1mol):HA igin
%20’nin altinda iken Zn(%10mol):HA igin %30 civarindadir (Sekil 19). Saf HA i¢in

%740 civarindadir.
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Sekil 19. 1 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'siz ve HA'li MDA MB 231 hiicre dizisine ait yiizde
canlilik. Kontrol grubu olarak sadece 1 Gy radyasyon uygulanan grup se¢ilmistir.

2 Gy radyasyon dozu uygulandiginda HA’s1z kontrol grubuna gore en az
canlilik %20’nin altinda olan Zn(%21mol):HA grubuna ait iken en fazla canlilik

oraninin ise %45 civarinda olan saf HA’ya ait oldugu goriilmiistiir (Sekil 20).
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Sekil 20. 2 Gy radyasyon dozu uygulanan HA's1z ve HA'lt MDA MB 231 hiicre dizisine ait yiizde
canlilik. Kontrol grubu olarak sadece 2 Gy radyasyon uygulanan grup secilmistir.

4 Gy ve 6 Gy i¢in elde edilen canlilik oranlarina ait grafikler incelendiginde 1

ve 2 Gy radyasyon dozu uygulanan gruplara gére HA’l1 ve HA’siz hiicrelere ait

canlilik oranlar1 arasindaki farkin azaldigi goriilmektedir (p<0.05)(Sekil 21 ve Sekil
22).
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Sekil 21. 4 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'siz ve HA'li MDA MB 231 hiicre dizisine ait yiizde
canlilik. Kontrol grubu olarak sadece 4 Gy radyasyon uygulanan grup secilmistir.

6 Gy radyasyon dozu i¢in verilen canlilik oranlar1 Zn(%5mol):HA ve
Zn(%10mol):HA igin yaklasik %70’i bulmaktadir.
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Sekil 22. 6 Gy radyasyon dozu uygulanan HA's1iz ve HA'li MDA MB 231 hiicre dizisine ait yiizde
canlilik. Kontrol grubu olarak sadece 6 Gy radyasyon uygulanan grup secilmistir.

Genel olarak tiim grafiklerde HA’l1 gruplara ait canliligin sadece radyasyon
uygulanan gruplara gore olduk¢a azaldigi goriilmektedir. Canlilik oranlari arasindaki
fark, disiik radyasyon dozlarinda daha fazladir ve radyasyon dozu arttikga
azalmaktadir. Bu azalmanin sebebi olarak radyasyon dozu arttik¢a kontrol

gruplarindaki 6liim oranlarindaki artis diisiiniilmektedir.

HA’larin sitotoksisite testlerinde, Zn(%5mol):HA ve Zn(%10mol):HA
gruplarinda canlilik oranlarinin saf HA grubuna gore daha fazla oldugu tespit
edilmistir(p<0.01). Radyasyon ile birlikte HA uygulanan gruplar da ise yukaridaki
sonuclarin aksine saf HA’ya ait canliligin Zn(%5mol):HA ve Zn(%10mol):HA
gruplarina gore daha fazla oldugu goriilmektedir (p<0.05). Sonuglar katkilanan HA’lar
ile birlikte radyasyonun etkisinin arttigi yoniindedir.

4.6. MDA MB 231 hiicrelerinde kaspaz-3 ve PARP ekspresyonunun
incelenmesi

Western Blot deneyinde yiiklenen protein lizatlarinda PARP ve kaspaz-3
proteinleri incelenmistir. Kaspaz-3 protein ekspresyonlart Sekil 23’te verilmistir.
Radyasyonsuz ve HA’siz gruplara gore 4 Gy radyasyon uygulanan, sadece HA
uygulanan ve HA ile birlikte 4 Gy radyasyon uygulanan gruplarda kaspaz-3 protein
ekspresyonu azalmaktadir (p<0.05).
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Kaspaz-3 Protein Ekspresyonu

Rélatif Band Yogunlugu
(Kaspaz-3/ g-aktin)

*p<0,05
Sekil 23. Kontrol, radyasyon uygulanmis ve radyasyon ile birlikte HA uygulanmis MDA MB 231
hiicrelerinde kaspaz-3 protein ekspresyonunun incelenmesi.

Deneyler sirasinda HA’l1 gruplara ait kirpilmis kaspaz-3 goriintiisii elde
edilememistir. Isinlanmamis ve 1sinlanmis gruplara ait kirpilmis kaspaz-3 sonuglari
Sekil 24’te verilmistir. Uygulanan radyasyon dozu ile birlikte kirpilmig kaspaz-3
ekspresyonu artmaktadir (p<0.05).
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Sekil 24. Kontrol, radyasyon uygulanmis ve radyasyon ile birlikte HA uygulanmis MDA MB 231
hiicrelerinde kirpilmis kaspaz-3 protein ekspresyonunun incelenmesi.
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PARP proteinlerine ait sonuglar Sekil 25°te verilmistir. Radyasyon
uygulanmamis gruba goére diger gruplarda PARP proteinlerinin ekspresyonlarinin

azaldig gozlenmistir.
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Sekil 25. Kontrol, radyasyon uygulanmis ve radyasyon ile birlikte HA uygulanmig MDA MB 231
hiicrelerinde PARP protein ekspresyonunun incelenmesi.

Kirpilmis PARP proteinlerine ait sonuglar Sekil 26’da verilmistir. Sadece
HA’lh gruba gore HA ile birlikte radyasyon uygulanmis grupta kirpilmis PARP
proteini ekspresyonu artmaktadir (p>0.05).

0.4+
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Sekil 26. Kontrol, radyasyon uygulanmis ve radyasyon ile birlikte HA uygulannus MDA MB 231
hiicrelerinde kirpilmig PARP protein ekspresyonunun incelenmesi.
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Deney sirasinda elde edilen western blot goriintiileri ise sekil 27°de verilmistir.

A) 0 Gy 4 Gy 0Gy-HA  4Gy-HA

PARP — e~ LekDs

Kirpilmig PARP - - 89kDa
poktn (g G - o

B) 0 Gy 4 Gy 0 Gy-HA 4 Gray-HA

Kaspaz-3 (NN s, -- 35kDa
poior (D D S S o

C)

0 Gy 4 Gy
Kirpilrmis kaspaz-3 "- ;|_L% EBZ

Sekil 27. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda PARP, kirpilmis PARP ve B-aktin protein
ekspresyonu. A) Radyasyonsuz, 4 Gray radyasyonlu, radyasyonsuz-HA (Hidroksiapatit) ve 4 Gray
radyasyonlu-HA ile inkiibe edilmis hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda PARP, Kirpilmis PARP
protein ekspresyonlarinin western blot goriintiileri. Kontrol proteini olarak B-aktin kullanilmistir (n=3).
B) Radyasyonsuz, 4 Gray radyasyonlu, radyasyonsuz-HA ve 4 Gray radyasyonlu-HA ile inkiibe edilmis
hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda Kaspaz-3 protein ekspresyonlarinin western blot
goriintiileri. Kontrol proteini olarak B-aktin kullanilmistir (n=3). C) Radyasyonsuz ve 4 Gray radyasyon
uygulanmig hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda kirpilmig kaspaz-3 protein ekspresyonlarinin

western blot goriintiileri. Kontrol proteini olarak B-aktin kullanilmigtir (n=3).

Western Blot deneyinde azalan Kaspaz-3 ve PARP protein miktar1 apoptozun
arttigin1 gostermektedir. Artan kirpilmis protein miktarlar: da artan apoptoz orani ile
iligkilidir. Yukarida verilen grafikler incelendiginde HA’I1 gruplarda apoptoz oraninin

artt1g1 sonucuna ulagilmaktadir.
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S. TARTISMA

Bu calisma dort asamadan olusmaktadir. ilk olarak saf ve farkli oranlarda Zn
iceren katkili HA pargaciklari sentezlenmistir. Daha sonra iiretilen pargaciklarin
karakterizasyonlar1 yapilmustir. Ikinci kisimda ise elde edilen Orneklerin
biyouyumluluklar1 in vitro ortamda MD-MBA-231 hiicre dizisi kullanilarak test
edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda saf HA ile birlikte %5 mol ve % 10 mol Zn
iceren katkili HA gruplar1 biyouyumlu olarak bulunmustur. Ugiincii asamada ise
kullanilan hiicre dizisi sentezlenen HA gruplar1 ile birlikte radyasyona maruz
birakildiginda canlilik tizerindeki etkiler arastirilmistir. Son olarak karakterizasyon,
biyouyumluluk ve radyoduyarlilik deneyleri sonucunda en ideal 6rnek %5 mol Zn
secilerek western blot teknigi ile apoptotik 6liim oranlart arastirilmistir. Yapilan
deneylerin sonuglart Zn katkili HA nanopargaciklarimin kanser hiicrelerinin

radyoduyarliligini arttirdigini gosterir niteliktedir.

Bu tez, literatiirdeki Zn katkili HA’larin radyoduyarlilik tizerindeki etkilerinin
arastirildig ilk caligmadir. Daha 6nce saf HA’larin ve ¢esitli iyonlarla katkilit HA’larin
kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini engelledigi in Vvitro ve in vivo olarak yapilmis bir¢ok
deney ile gosterilmistir (70, 75, 76). Ancak HA’larin radyoduyarlilik tizerindeki
etkilerinin incelendigi arastirmalar olduke¢a kisithdir. Yakin tarihte ilk olarak Chu ve
ark.(23) tarafindan yapilan ¢alismada, radyasyon ile birlikte saf HA uygulandiginda,
insan glioblastoma (U251) ve meme kanseri (MD-DM-231) hiicrelerinde DNA hasar
miktarinin arttigi gosterilmistir. Bu tezde ek olarak HA’lara Zn katkilanmis ve
radyoduyarlastirici 6zelliklerinin ne yonde degistigi arastirilmistir. Bir diger caligmada
ise Hf katkili HA’larin ROS olusumunu arttirdigi ve radyoduyarlilig: etkiledigi rapor
edilmistir (24). Insan viicudunun Zn elementine Hf’den daha asina olmas1 nedeniyle
Zn katkili HA’larin bu amagla kullanilmasinda daha o6n planda olacagini

diistindiirmektedir.

Sentez asamasinda saf ve Zn katkili HA’lar mikrodalga 1smm1 yoluyla
sentezlenmistir. Bu teknik ilk kez Lerner ark. (77) tarafindan 1991 yilinda
uygulanmistir. Pratik olmasi sebebiyle siklikla kullanilan bir tekniktir. Literatiirde

Zn*2, Ni*2, Mn*? ve Cu*? gibi iki degerli katyonlarm Ca*? ‘nin yerine gegmesinin
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oldukga zor oldugu rapor edilmistir (78). XRD ve FTIR sonuglari mikrodalga metodu

ile Zn katkilit HA’larin bagarili bir sekilde sentezlenebilecegini gostermektedir.

XRD analizilerinin sonucunda elde edilen HA ve B-TCP oranlarinin artan Zn
miktart ile degistigi goriilmistiir. %10 Zn katkili 6rnekte B-TCP oran1 HA’dan daha
fazla bulunmustur. Sonuglar Miyaji ve ark. (79) tarafindan yapilan galisma ile
uyumludur. Miyaji ve ark. %70 mol Zn’ye kadar sentezledikleri érneklerde %15 Zn

katkilama miktarindan sonra HA fazinin kayboldugunu gostermistir.

XRD pikleri incelendiginde pik genisliklerinin artan Zn miktar ile degistigi
izlenmistir. Genel olarak Zn katkili HA’larda pik genisliklerinin saf HA’dan fazla
olmasi1 Zn’nin kristaliteyi azalttigin1 géstermektedir. Literatiirdeki diger ¢aligmalar ile
benzer sonuglara ulasilmistir (79, 80). Latis parametreleri “a” ve “c” ise saf HA i¢in
elde edilen degerlerden farklidir. %35 mol Zn katkilama miktarina kadar her iki deger
de artmakta, sonra ise azalmaktadir. Literatirde Zn katkili HA’larin latis
parametrelerinin incelendigi iki g¢alisma bulunmaktadir. Racguel ve ark. (81)
tarafindan artan Zn miktan ile birlikte latis parametrelerinin de arttig1 edilmistir.
Ancak Miyaji ve ark. (79)’nin sonuglarinda %5 mol Zn’ye kadar arttigi ve daha
sonrasinda azaldigi gosterilmistir. Bu tezde elde edilen sonuglar bu ¢alisma ile
uyumludur. Saf HA ile katkili HAlara ait latis parametrelerindeki farklihigin Zn?*
(0.074 nm) iyon ¢apinin Ca?* (0.099 nm)’den daha kii¢iik olmasindan kaynaklandig

diistiniilmektedir.

XRD sonuglarindan elde edilen bir diger parametre ise kristal boyutlaridir.
Genel olarak Zn katkili 6rneklerde kristal boyutlar1 azalmaktadir. Benzer gozlem
Venkatasubbu ve ark. (82) tarafindan da yapilmistir. Bu ¢alismada %2, %3, %4 ve %5
Zn katkiladiklar1 HA’larin kristal boyutlarinin saf HA grubuna gore daha az oldugu
rapor edilmistir. Ayn1 sekilde bir bagka arastirmada Kim ve ark.(83) islak kimyasal
coktiirme yontemi ile %1, %2 ve %5 mol Zn ile katkiladiklart HA gruplarinda kristal
boyutlarinin azaldigmi gostermistir. Kristal boyutlarindaki azalmanm, Zn*? ve
Ca*?’min iyon caplar1 arasindaki farkliligin kristal yapisin1 bozmasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Norhidayu ve ark. (84) 500, 600, 700, 800 ve 900 °C’de
sinterledikleri %5 ve %10 mol Zn katkili 6rneklerde artan sinterleme sicakligr ile

kristal boyutlarinin arttigini bildirmistir. 900 °C’de sinterlenmis %5 ve %10 mol Zn
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katkili 6rnekler i¢in kristal boyutlar1 50.1 ve 49.24 nm hesaplanmistir. Bu tezde ise
ayni sinterleme sicakliginda Kkristal boyutlart 36.4 ve 33.7 nm hesaplanmistir.
Hesaplanan pargacik boyutlar1 arasinda farkin sentezleme yontemlerinin farkliligindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (73).

FTIR sonuglarinda saf HA grubunda HA’larin karakteristik bandi olan 8 adet
bant gézlenmistir. PO4>’e ait bantlar 1087, 1024, 962, 598, 562 ve 474 cm™Y’de
gozlenirken, OH " e ait bantlar ise 3573 ve 628 cm™’de gdzlenmistir. izlenen bu bantlar
sentezin basariyla yapildigini gostermektedir. Zn katkilama miktar1 arttikca bu
bantlarin bazilarinin kayboldugu ve 628 bandinin ise genisledigi goriilmektedir.
Genisleyen bantlar Zn miktar arttikca kristalitenin de azaldigini gostermektedir (81).
Zn miktar1 ile OH e ait 3573 cm™ bandinin siddeti azalmaktadir. Uysal ve ark. (85)
% 2 mol Zn katkiladiklar1 6rneklerde benzer sonucu rapor etmistir. OH e ait bandin
alaninin %2 mol Zn katkili 6rnekte saf HA’ya gore azaldigi gosterilmistir (p<0.05).
Bu azalma Zn*?nin OHYin yerini aldigim gdstermektedir ve Zn*?nin HA’nimn
yapisina bagartyla katildigina isarettir. Zn miktarindaki artisa bagl olarak degisen bir
bagka nicelik ise B-TCP’nin karakteristik piklerinin siddetidir. B-TCP’ye ait
karakteristik bantlarin siddeti Zn arttik¢a artmaktadir. HA ve Zn-HA arasindaki ayirt
edici Zn-O germe band1 FTIR sonuglarinda 437 cm™ gozlenmistir(26). Zn miktari
arttik¢a bu bant siddeti artmaktadir ve P-O titresim bandi azalmaktadir. Uysal ve ark.
(85) Zn-0O’ya ait band1 433 ve 3403 cm™’de gdstermistir. Kim ve ark. (83) ise 470 cm’
1*de bu bandi rapor etmistir. FTIR sonuglar1 XRD sonuglari ile drtiismektedir.

Calismamizin ikinci asamasinda sentezlenen HA’larin canli hiicreler
tizerindeki etkisi arastirtlmistir. MTT ile sitotoksisite test sonuglari incelendiginde, Zn
katkilama miktarina gére canliligin farklilik gosterdigi sonucuna ulagilmistir. Zn(%1
mol):HA ve Zn(%5 mol):HA’nin 72. saatte canlilik oraninin 24. saate gore daha diisiik
olmasi bu 6rneklerin toksik oldugunu gostermektedir. Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10
mol):HA gruplarinda 24 saatten sonra canlilik oraninin artmasi bu nanopargaciklarin
biyouyumlu oldugunu ifade etmektedir. Ayrica 72. saatte Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10
mol):HA’ya ait canliligin saf HA’dan daha fazla olmasi Zn elementinin HA’larin
biyolojik 6zelliklerini pozitif yonde etkiledigini gostermektedir. Literatiirde bakteriler

ve kanser hiicreleri tizerinde yapilan arastirmalarda, Zn’nin sitotoksik 6zelliklerinin



56

miktarma bagli oldugu belirtilmektedir (86, 87). Nilsson (88) tarafindan yapilan bir
caligmada az miktarda Zn’nin hiicre ¢ogalmasini durdurdugu rapor edilmistir. Hiicre
kiltirii deneylerinde elde ettigimiz sonuglar sitotoksisite agisindan literatiir ile

uyumludur.

Calismamizin tgilincli asamasinda hiicre sagkalim egrileri elde edilmistir.
Sagkalim egrileri klasik yontem olan klonojenik sayim ile olusturulmaktadir. Bu
yontem gozle sayima dayandigindan hata olasilig1 oldukg¢a yiiksektir. Son yillarda
sagkalim egrilerinin olusturulmasinda MTT testi giindeme gelmistir. Literatiirde bu
teknik ile olusturulmus sagkalim egrilerine rastlanmaktadir. Ancak bu test i¢in standart
bir protokol mevcut degildir. Literatiirdeki farkli uygulamalar dikkate alinarak
calismamizda MTT testi ile sagkalim egrilerinin olusturulmasina yonelik
optimizasyon deneyleri yapilmistir. Bunun i¢in farkli sayida hiicreler ekilerek, farkli
giinlerde MTT uygulanarak sag kalim egrileri elde edilmistir. Sonuclar hiicreler
1sinlandiktan sonra 6. ve 8. gilinde elde edilen sagkalim egrilerinin ekilen hiicre
sayisindan bagimsiz oldugunu gostermektedir. 6. giinden sonra hiicrelerin besi yeri
degistirildiginden dolay1 6. giin sagkalim egrilerinin elde edilmesi i¢in ideal giin olarak

goziikkmektedir.

4000 hiicre ekilen grupta 10. giinde spektrofotometrik olarak okunabilen
maksimum OD degeri olan “3” asilmistir. 1000 hiicre ekilen grupta ise 4,6 ve 8 Gy
i¢in tiim OD degerlerinin “0.5” civarinda oldugu goriilmektedir. Optik okuyucunun
minimum degerine yakin olmasi sebebiyle HA eklendiginde etkisinin goriilemeyecegi

diisiintildiigtinden HA igeren gruplara 2000 hiicre ekilmesine karar verilmistir.

Bu tezde MD-MB-231 hiicre dizisi igin hiicre sagkalim egrilerinin elde
edilecegi zaman 6. giin ve ekilecek hiicre sayist 2000 olarak belirlenmistir. Farkli

cogalma hizina sahip hiicre dizilerinde bu protokol farklilik gosterebilir.

HA’nin radyoduyarliliga etkisini incelemek amaciyla 6. giinde MTT yapilacak
sekilde 1, 2, 4, 6 Gy radyasyon dozu uygulanarak canlilik oranlar1 sadece HA ve
sadece radyasyona gore kiyaslanmistir. Hiicreler sadece Zn(%5mol):HA’ya maruz
birakildiginda canlilik oranlar1 %50°ye diismektedir. Sadece 1 Gy radyasyon dozu

uygulandiginda ise bu oran %90°dir. Zn(%5mol):HA ve radyasyon kombinasyonunda
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ise bu oran %25’e diismektedir. Ayni grup i¢in 6 Gy radyasyon dozunda sag kalan
hiicre oran1 %20 iken, Zn(%5mol):HA ve radyasyon birlikte uygulandiginda bu oran
%14°diir. Genel olarak HA ile birlikte radyasyon uygulandiginda en diisiik canlilik
oranlar1 elde edilmistir. Sitotoksisite testlerinde saf HA’lara ait canlilik oranlar
Zn(%5mol):HA ve Zn(%10mol):HA’ya gore daha azdir. Ancak 1sinlanmis gruplarda
tam tersi bulgular s6z konusudur. Bu durum HA’larm %5 ve % 10 mol Zn ile
katkilanmasiyla  radyoduyarlastirict  6zelliklerinin  arttirilabilecegini  ortaya
koymaktadir. Bu sonu¢ M. Kiortsis ve ark. (89)’larinin bakteriler {izerinde yaptigi
calisma ile agiklanabilir. M. Kiortsis’in Zn’nin radyoduyarlilik iizerindeki etkilerini
arastirdig1 ¢aligmasi, Zn ile birlikte 1sinlamis bakterilerde toksik etkilerin daha fazla
oldugunu gostermistir. Ayni ¢alismada, Zn’nin miktarina bagli olarak hem

radyokoruyucu hem de duyarlastirici olabilecegi rapor edilmistir.

Western Blot teknigi ile apoptotik 6liim oranlart 4 Gy radyasyon uygulanarak
Zn(%5mol):HA’l1 ve HA’s1z gruplar i¢in kiyaslanmistir. Bu 6liimiin belirtegleri olan
Kaspaz-3 ve PARP proteinlerinin kirpilmis formlarinin artmasi1 HA ve 4 Gy radyasyon
uygulanan gruplarda en aza inmektedir. HA’l1 gruplarda elde edilen protein miktarlari
0.15 pg/ul civarinda idi. Farkli sayilarda hiicre ekilmesine ragmen (16000, 32000,
64000) ayn1 oranda protein elde edilmistir. Bunun sebebi olarak HA’nin hiicre
profilasyonunu azaltmasi diisiiniilmektedir. HA harici gruplarda hiicre sayis1 ile dogru
orantil1 artan protein elde edilmistir. HA’l1 gruplarda diisiik olan protein ekspresyonu
sebebiyle 8 pg ile gerceklestirilmistir. B-aktin proteini hem esit miktarda protein
yiikleyip yiiklemedigimizi hem de hedef proteinleri normalize etmek amaciyla
eklenmistir. HA’l1 gruplardaki diisiik protein miktarlarindan dolayr sonuglarin

istatiksel olarak anlamli olmadig1 diisiiniilmektedir.

Sonug olarak bu tez in vitro ortamda % 5 ve %10 mol Zn katkilt HA’larin saf
HA’ya gore daha biyouyumlu olduklarin1 ortaya koymaktadir. Bu durum saglikh
hiicrelerin korunmasi agisindan énemlidir. Diger taraftan, radyoterapinin etkinliginin
ise saf HA’ya gore arttign gosterilmistir. Bu ¢ikarim ise tiimor hiicrelerinin yok
edilmesi asamasinda énemlidir. In vitro ortamda tek bir hiicre dizisi ile yapilan bu
deney farkli hiicre dizilerine genisletilebilir. Ayrica in vivo olarak da arastirilmasi

onerilmektedir.
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SONUCLAR

Bu tezde elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde siralanmustir.

1.

Mikrodalga 1s1n1 yoluyla nanoboyutta Zn katkili HA’nin iiretilebilirligi

gosterilmistir. Zn katkilama miktar1 artik¢a B-TCP faz orani artmaktadir.

HA’nin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu etkiledigi gézlenmistir. Zn
katkilama oranina gore bu etki degismektedir. Katkilama oran1 %5 mol

Zn’nin altinda ise toksik, listiinde ise biyouyumlu 6zellik gostermektedir.

MTT deneyi ile hiicre sagkalim egrilerini olusturmak miimkiindiir. Ancak
calisilan hiicre dizisine ait optimizasyon ¢aligmasi yapilmasi
gerekmektedir. Hiicre sagkalim egrileri testin yapildig: giin ve ekilen hiicre
sayisina gore farklilik gosterebilmektedir. Coklu MTT deneyleri

sayisinin ise 2000 oldugu bulunmustur.

%3 mol Zn katkili HA grubunun hem fiziksel hem de biyolojik ac¢idan en
uygun grup oldugu gosterilmistir. Saf HA’ya gore biyouyumlulugu daha
yiiksek olup radyoduyarlastirici etkisi de daha fazladir.
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