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Son yillarda nanomateryal teknolojilerinin ve kullanimlarinin artmasit nedeniyle
nanopartl (NP) toksisitesi ¢ok arastirmanin konusu olmustur. Bir ¢ok avantajlarina
ragmen, NP’lerin biyolojik sistemlerle istenmeyen etkilesimlere girerek zararh etkiler
olusturabilecegi iddia edilmektedir. Bu nedenle toplumda NP maruziyeti nedeniyle insan
sagligina ve gevreye olast etkileri hakkinda artan bir endise bulunmaktadir. Pek ¢ok
NP’Un baz1 hastaliklarin gelismesinde rol oynabilen inflamasyon, oksidatif stres,
sitotoksisite, DNA hasar1 gibi istenmeyen etkilere yol agtig1 bildirilmistir. Istemeyen
etkileri Onleyebilmek i¢in yeni nanomateryal teknolojilerinin gilivenli kullanimini
saglamak oldukga 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda, biyogoriintiileme, teshis ve mekanik
gibi pek c¢ok alanda kullanilmasi hedeflenen kuantum noktalarinin, sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Kuantum noktalar gilines
pillerinde ve kompozitlerde kullanilabilen, ayarlanabilen enerji duzeyine sahip kuguk
partikiller icermektedir. Bu ¢alismada, giimiis siilfiir merkaptopropiyonik asit (Ag,S-(2-
merkaptopropiyonik asit)) ve giimiis siilfiir mezo-2,3-dimerkaptosiksinik asit (Ag,S-
(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit)) kuantum noktalarinin Cin hamster fibroblast hiicre
hattinda (V79), ndétral kirmizisti alim (NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT) yontemiyle sitotoksiksitesi degerlendirilmis ve tek
hiicre jel elektroforez yontemi (COMET) ile genotoksisitesi ¢alisilmistir. Epigenetik



degisiklikler de gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) teknigi ile

incelenmistir.
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ABSTRACT

CYTOTOXIC and GENOTOXIC EFFECTS OF QUANTUM DOTS in
MAMMALIAN CELLS

Deniz OZKAN VARDAR
Doctor of Philosophy
Department of Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor : Prof. Dr. Ayse Nursen BASARAN
July 2015, 126 pages

In recent years, because of the increase in the technologies and the uses of the
nanomaterials, toxicology has been the subject of many researches. Despite the potential
advantages of the nanoparticles (NPs), it has been suggested to trigger undesirable
hazardous interactions with biological systems generating harmful effects. Therefore, in
the society, there is an increasing concern about the potential effects on human health and
enviromental effects due to the exposure of NPs. Many of the NPs have been reported to
induce adverse effect such as oxidative stress, cytotoxicity, DNA damage, inflammation,
which are known to be crucial for the development of many diseases. Thus it is crucial to
ensure safety use of new nanomaterial technologies to avoid undersirable effects. In this
thesis, it was aimed to evaluate the cytotoxic and genotoxic effects of quantum dots which
have been aimed to be used in many areas such as bioimaging, diagnosis and mechanics.
Quantum dots have been used in solar batteries and composites that consist of small
particles with arrangeble energy levels. In this study, the cytotoxicity of silver sulfides of
2-mercaptopropionic acid (2-MPA) and meso-2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA)
quantum dots were evaluated by neutral red uptake (NRU) in Chinese hamster fibroblast
cell lines (V79). The genotoxicity of these quantum dots were assassed by single cell
electrophoresis method (COMET). Epigenetic changes were also examined by real time

protein chain reaction (RT-PCR) technique.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, materyalleri nanometre (nm) diizeyinde 6lgiilebilecek sekilde isleyen, pek
¢ok arastirma alanini ve bolumu iceren bir alandir. Metal, yar iletken, seramik, organik
molekiil, polimerik ya da kompozit gibi malzemelerden olusabilen nanomateryaller;
oncelikle eczacilik, tip olmak tiizere saglik, iletisim, elektronik, endiistri ve askeri
alanlarda, tiketici Grlinlerinde ve cevrede yaygin sekilde kullanilmaktadir. Nanoboyut
terimi, maddenin temel yapi taslar1 ve molekiillerin sahip oldugu biiytikliikleri ifade
etmektedir ve herhangi bir birimin milyarda biri anlamina gelmektedir. Biyolojik bilgiyi
tagiyan ve cesitli gorevleri olan protein, DNA gibi biyolojik yapilar da fiziksel boyut

acisindan nanoteknolojinin iginde yer almaktadir [1].

Nanoboyuttaki malzemeler, makro ve mikro boyuttaki malzemelerden farkli yapisal
ozellikler gostermektedir. iletkenlik, optik, elektronik ve manyetik 6zellikler gibi fiziksel
Ozellikler, atom yapisi ve sayisi nanopartikiillerde (NP) farkli olabilmektedir. Farkli
Ozellikleri nedeniyle nanoboyutlu bilesiklerin teknolojilerinin gelismesine ve pek ¢ok

alanda kullanimlarinin artmasina neden olmustur [1].

Son yillarda nanoteknolojinin gelisimine paralel olarak ortaya ¢ikan riskler, tiim diinyada
gittikce artan bir sekilde tartisilmaya baslanmistir. Yasantimizda, cevremizde etki
mekanizmalar1 tam olarak bilinmeyen nanomateryal kullaniminin hizla artmasi, bu
malzemelerin insan sagliginda olasi istenmeyen etkilerinin incelenmesi geregini ortaya
cikarmistir. Onceleri sadece avantajlar1 goz oniinde bulundurulurken nanoteknoloji
uygulamalarimin hizla yayilmasi tizerine NP’lerde, tehlike ve risk degerlendirme
kavramlar1 ortaya atilmaya baslanmistir. Ancak nanoteknolojinin gelecekte sunacagi
yararlar konusunda 6nemli ¢alismalar yapilirken, riskleri hakkinda yapilan arastirmalar

yetersizdir [2].

Nanoyapilarin toksisitesi heniliz tam olarak anlagilamamasina ragmen yapilan bazi
arastirmalar, toksisitenin NP’lerin ¢esidi, sekli, ylizey kimyasi, biliyiikliigi (tek basina
veya toplanmig halleride), konsantrasyonu ve sentezlenmesinde kullanilan bazi maddeler

gibi ¢esitli faktorlere bagli oldugunu gostermistir [3].

Organizma, NP’lere bir ¢ok yolla maruz kalmaktadir. Insanlarda nano yapilarin solunum,

oral ve deri yoluyla viicuda alindig1 ve dolasima gecebildigi bildirilmektedir. Degisik



yollarla alinan ve dolasima gegen NP’lerin, pek ¢ok organi etkileyerek bazi hastaliklarin

ortaya ¢ikmasina yol acarak, insan sagligina zararl olabilecegi iddia edilmektedir.

Diger taraftan, NP’lerin hiicreleri ve genetik materyali nasil etkiledigini belirlemeye
yonelik caligmalar nanotoksikolojinin yeni ve kapsamli bir alanidir. Bireylerin NP’lere
maruziyetleri giderek arttigindan bu partikiillerin olast sitotoksik ve genotoksik etkilerinin

ortaya ¢ikarilmasini saglayan calismalarin yapilmasi 6nem kazanmaktadir.

Bu tez c¢alismamizda, nanotip alaninda kullanilmas1 hedeflenen giimiis stlfiir
merkaptopropiyonik asit (Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit)) ve giimiis siilfiir mezo-2,3-
dimerkaptostksinik asit (Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit)) kuantum noktalarinin
Cin hamster1 fibroblast hiicre hattinda (V79) sitotoksik ve genotoksik etkilerinin

arastirilmasi hedeflenmektedir.

Aragtirmamizda noétral  kirmizisi alim  (NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT) yontemiyle maddelerin sitotoksik etkileri incelenmis
daha sonra tek hicre jel elektroforez yéntemi (Comet) ile genetik hasar olusturma
kapasiteleri belirlenmistir. Gen ekspresyon degisikliklerini belirlemek icin de gercek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilmis olup, apopitoz
yoluyla hiicre dliimiine sebep olup olmadigini belirleyebilmek i¢in RT-PCR yontemi ile
bax, bcl-2, kaspaz 9 genlerinin hiicrelerdeki ifade miktarlarindaki degisimlerine

bakilmistir.

Tez ¢alismamiz, TUBITAK 1145861 No’lu “Kuantum Nokta Nanopartikiillerin V79
Fibroblast Hiicrelerinde Sitotoksisite ve Apoptoz Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi”

projesi ile desteklenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, maddenin atom ve molekiler diizeyde dizenlenmesi ve kontrol edilmesi
yoluyla gerceklestirilen islemlere verilen genel addir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
“Ulusal Nanoteknoloji Girisimi”, nanoteknolojiyi, yaklasitk 1-100 nm araliginda
boyutlardaki maddenin incelenmesi ve islenmesi seklinde tanimlamaktadir. Nano kelimesi
Yunanca ‘“nannos” (kiiclik yasli adam veya ciice), Latince “nanus” kelimelerinden
tiretilmistir. Tiirkcede sozclik olarak, bir fiziksel biiylikliiglin milyarda biri anlamina
gelmektedir [3]. Insan tirnaginin her saniyede bir nanometre (nm) uzadigi, insan sag teli
capinin yaklagik 30.000 nm oldugu bilinmektedir. Baska bir deyisle, nm yanyana dizilmis
3-5 atomun uzunluguna denk gelmektedir. Nano 6l¢ii birimini gdsteren ornekler Sekil
2.1.’de verilmistir. Nanoteknoloji, nanoboyutta uygulamalari olan tiim teknolojileri
kapsamakla birlikte islevi fazla, daha az ham madde ve enerji tiiketen, daha kiglk, ucuz,

hafif ve hizli cihazlarin Uretiminin 6niind agmay1 amaglanmaktadir [4].

Atom ¢apiin 6rnek olarak ele alinmasi, nano boyutun daha iyi anlagilabilmesine olanak
saglamaktadir. Hidrojen atomuna bakildiginda, ¢apinin yaklasik 0.1 nm boyutunda oldugu
bilinmektedir. Kendi aralarinda baglar olusturan atomlar, kimyasal bilesiklerin en kii¢iigii
olan molekiileri olusturmaktadir. Molekiiller ise yasamin temel yap1 tasi olan hiicreleri
meydana getirmektedir. Yaklagik olarak 30 atomun bir araya gelmesiyle olusan bir
molekul, 1 nm c¢apinda biiyiiklige sahip olup, insan hiicrelerinin biyiikligi 3000 ile
200.000 nm arasinda degismektedir. 100 nm’den daha klgik boyuttaki malzemelerin
olusturulmasiyla dogada bulunan temel yap1 taslarinin boyutunda malzemeler ve araclar

gelistirilmektedir [5].

“Nanobilim” nm 6l¢eginde madde ve enerjiyi inceleyen bir bilimdir. Nano Olgekte fizik
kurallar farkli isleyerek, madde farkli 6zellikler tasimaktadir. Nano boyuttaki maddelerde
geleneksel fizik kurallarmin yerini “kuantum fizigi kurallar1” alir. Nano dizeyde
malzemelerin Ozellikleri makro boyutlardan tamamen farklt olup, nano boyutlara

yaklastikca optik, fiziksel, elektriksel ve kimyasal yeni 6zellik ortaya ¢ikmaktadir [4].

Nanobilim ve nanoteknoloji, molekiiler biyoloji, gen miihendisligi, bilisim ve haberlesme,
savunma, uzay ve ugak teknolojilerine kadar uzanan ¢ok c¢esitli alanlarda etkinlik

gostermektedir. Bu alanindaki arastirma ve gelistirme (Ar-Ge) c¢alismalari, bu yeni



ozelliklere sahip malzeme, aygit ve sistemlerin gelismesine ve olusturulmasina

yonelmistir[5].
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Sekil 2. 1. Bazi nano 6l¢ek karsilastirma 6rnekleri

Nanoteknoloji ile farkli yontemlerle nano boyutta malzemeler Uretilmektedir. Bu
yontemler yukaridan asag1 ve asagidan yukari yaklasimi olarak 6zetlenebilir. Yukaridan
asagl yaklagimiyla en kiiclik yapilarin bile boyutunu nano-boyuta indirgeme saglarken,
asagidan yukar1 dogru yontemle tek tek atom ve molekiiller nano yapilari olusturacak

sekilde islenir [6,7].

2.2. Tarihge

Nano 06lcegin ilk kabul edilisi, 29 Aralik 1959°da, Amerikan Fizik Toplulugu’nun
Kaliforniya Teknoloji Enstitlisi’nde (Caltech) gergeklestirilen yillik toplantisinda Nobel
odillii fizik¢i Richard Feynman’in verdigi konusmaya dayanir. “Asagida Daha Cok Sey
Var: Fizigin Yeni Bir Sahasina Davet” baslikli tarihsel konusmasinda Feynman, ilk kez

malzeme ve aygitlarin nm boyutlarindaki 6zelliklerinin gelecekte pek c¢ok kullanima



olanak tantyacagini ve hatta “Britanica Ansiklopedisi” nin 24 cildinin, bir ignenin ucu
kadar kiigiiltlilebilecegini ileri slirmiistiir. Feynman ayrica atom ve molekiler boyutta
tiretim oldugunda yeni buluslarin yapilabilecegini ve bu kapsamda éncelikle nano boyutta
6lgme ve iiretim yontemlerinin gelistirilmesi gerektigini belirtmistir. Feynman, maddeleri
isleyerek ve kontrol ederek pek ¢ok olayin gerceklesebilecegini vurgulayarak, gelecegin
bilim insanlarinin ve miihendislerinin, atom ve molekiillerden, karmasik yapilar insa
edebileceklerini 6ngormiistiir [8]. Nanoteknoloji kelimesini ilk defa kullanan Tokyo Bilim
Universitesi’nden  Norio  Taniguchi, 1974'de  yaynlanan bir  makalesinde
“Nanoteknoloji’yi genel olarak malzemelerin atom-atom ya da molekul-molekdl
islenmesi, ayrilmasi, birlestirilmesi ve bozulmasi” seklinde tanimlamigtir [9]. 1980’lerde,
K. Eric Drexler’in, “Molekiiler imalata Yonelik Protein Tasarimi” adli makalesinde, nano
boyutlarda molekiiler diisiinceler ve tasarimlar ortaya atilmistir. Drexler daha sonraki
caligmalarinda, kendi kendini kopyalayan bir “derleyicinin” yaratilmasiyla, aygitlart ve
yapilart karmasik atomik ozellikler seklinde liretmenin olas1 yontemlerini tanimlamistir

[10].

Bu gelismeler 1s18inda, nanoteknoloji alanindaki asil gelisme, IBM’deki 1986 Nobel
odallt Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer’in malzemeleri atomik diizlemde incelemeye ve
atomik Olgekte islemeye yarayan ilk aygiti “Taramali Tiinelleme Mikroskobu (TTM)
(Scanning Tunneling Microscope)” icat etmeleriyle olmustur. 1981°de TTM’nin icat
edilmesiyle, nano boyutlu malzemelerin islenmesine ve goriintiilerinin alinmasina olanak
saglanmistir. Curl Kroto ve Smalley’in 1985°teki ¢aligsmalarinin sonucu frettikleri, yeni
nano yapili karbon modifikasyonu olan, “Buckyball” olarak da adlandirilan, futbol topu
bi¢cimindeki “fullerenlerin” kesfi ve 1986’da “Atomik Kuvvet Mikroskobunun (Atomic
Force Microscope) (AKM)” icat edilmesi, nanoteknoloji tarihindeki diger doniim
noktalaridir [3]. 1991°de, fullerenlerle ilgili ¢alismalarin sonucunda; temelde kenarlari
silindir olusturacak sekilde yuvarlanmis grafit tabakalardan olusan ve 0Ozellikleri
nedeniyle hem elektrik-elektronik hem de malzeme miihendisliginde ¢ok fazla uygulama

potansiyeli oldugu 6ngorilen karbon nanotiplerin (KNT) kesfi gergeklesmistir.

1990’larda, ABD, Avrupa ve Japonya’ da ki hiikiimetler, gelisen bu teknolojiye paralel
olarak, nanotip, nano elektronik, nanomalzeme gibi nanoteknolojinin yeni ¢alisma

alanlarina yonelmislerdir [9].

2000 wyili, ABD’de nanoteknolojinin gelecegi acisindan Onemli bir yil olmus,

nanoteknoloji konusunda 6nemli bir adim olarak nitelendirilen Ulusal Nanoteknoloji



Inisiyatifi, donemin baskam1 Bill Clinton’un direktifleriyle olusturulmustur. Bu tarihten
itibaren dlnyada birgok iilke kendi arastirma ve gelistirme birimlerini olusturmaya

baslamistir.

2006 yilinda, kansere kars1 ilag dagitimi i¢cin nanoparcaciklar kullanilarak viicudun belirli
bolgelerine ilag ulagimi yetenegi gelistirilmistir. Bu konuda Harvard Tip Fakiiltesi,
Massachusetts Teknoloji Enstitlisii, Harvard Kanser Nanoteknoloji Merkezi ve Gwangju
Bilim ve Teknoloji Enstitiisii (Kore)’nden bilim insanlari, nanoparcaciklarin kanser

tedavisinde basariyla kullanilabilecegini agiklamislardir [11].

2.3. Nanoyapilarin Ozellikleri ve Etkileri

Nanoteknolojinin temel arastirma konusu, nanoyapilarin yiizeylerinin incelenmesi ve
uygulanmasiyla, hassas boyutlu yapilarin ve molekdiler birimlerin iiretim olanaklarinin
degerlendirilmesidir. Nano boyutlarda, malzemenin fiziksel 6zelliklerinde 6nemli
degisikliklerin meydana gelmesi ve bunun sonucunda elde edilen NP’lerin kullanim
alanlariin degerlendirilmesi nanoteknolojinin Onemli bir ugras alamidir. Blyuk
parcaciklarla kiyaslandiginda, NP’ler boyut, dagilim, morfoloji gibi farkli ozellikler
igeren gelistirilmis yeni maddelerdir. Nano yapilarin 6zgiil ylizey alani, manyetik, optik

ve mekanik ozellikleri makro yapilardan farklilik gostermektedir.

Fizikokimyasal Ozellikler bir cok biyolojik ve yan etkiyle iligkilendirilebilmektedir.
Hansen [12] ve Stone [13] arkadaslarinin yapmis olduklar1 g¢alismalara gére bu
ozelliklerin 6nem siralamasi; kimyasal yapi, buiytikliik, sekil, kristal yapi, yiizey alani ve
¢Oziiniirliigiidiir. NP’lerin boyutlart azaldik¢a her bir birime diisen partikiil seviyesi
artmaktadir. Yapi kiiciildiikge ylizeydeki atomlarin sayisida katlanarak artmasindan dolay1
biyolojik sistemleri etkilemektedir. Bu sebeple makro yapida toksik olmayan materyal,

nano yapiya gegince toksik etki gosterebilmektedir [14].

2.3.1. Ozgiil Yiizey Alami (m?/g)

NP’lerin ylizey alani 6zelligi, genel olarak partikiil boyutuna bagli olarak degisim
gostermektedir. Kiigiik partikiiller biiylik partikiillere gore daha fazla yiizey alani
olusturmaktadir. Nanopargaciklarin boyutlar1 azaldik¢a, yiizey hacimleri artmaktadir
(Sekil 2.2.). Bu ylzden NP’lerin atom sayis1 ve kimyasal reaktifliginde de artis
olmaktadir. Yiizey alanindaki artis serbest radikal ve ge¢is metal iyonlarinin salinimininda
arttmasina neden olarak hiicreyi etkilemektedir. Yiizey alani ve reaktif oksijen tiirlerinin

olusumunun dogru orantili olarak arttigin1 gésteren ¢aligsmalar da mevcuttur [15]. Reaktikf



oksijen tiirlerinin ve DNA hasarinin artmasi partikil boyutuna bagli olarak yiizey alaninin
artmasiyla da iliskilendirilebilmektedir [16]. Metal pargaciklarin ylizey alani arttikca,
yiizeydeki enerjinin artmasi sonucu belirli uygulamalardaki biyolojik aktiviteleri artabilir.

Giimiis nanoparcaciklarin, antimikrobiyel alandaki uygulamalar1 6rnek verilebilir.

NP’lerin, polimer dolgusu olarak kullanimi, bilyiik ylizey alani ve giiglii polimer-dolgu
etkilesimine neden olur. Diisiik katkilarda malzemenin daha dayanikli (gii¢lii) olmasini
saglar. Bu durum, gelismis malzeme performansini saglayarak ve daha az malzeme
kullanimina olanak taniyarak, maliyetin diigmesine yardimci olur. Silikat NP’lerin tabaka
halinde yapilara sahip olmalari ve polimerik malzemeye gore diisiik miktarda silikat
eklenmesine ragmen oldukg¢a biiylik 6zgiil alan elde edilmesini saglayabilmeleri, camlar
icin engel (diisiik cam gegirgenligi) gorevi goren fiziksel bir yap1 olusturabilir. Bu 6zellik,
molekuliin metale nufuz etmesi igin gereken ortalama yolu buyiuk miktarda uzatarak,
diisiik molekiil agirligi olan maddelerin olusturulmasini saglayabilir. Bu 6zellik, otomotiv
yakit sistemlerinde, ince filmlerde, gida ve kimyasal ambalajlama gibi c¢esitli

uygulamalarda kullanilabilir [17].

Sekil 2. 2. Ayn1 malzeme miktar1 i¢in yiizey alanin artisi



2.3.2. Manyetik Ozellikler

Parcacik boyutunun nano boyuta diismesi, hacimli malzemeye (bulk) oranla manyetik
davranista degismeye neden olur. Bu degisme sonucu, bazi transformatér ve sensor gibi
uygulamalarda, yumusak kivrimli manyetik malzemeler elde edilebilecegi gibi bunun
aksine sert manyetik malzemelerde yapilabilir. Bu 6zelliklerden medikal uygulamalarda
fazlaca yararlanilmaktadir. Tek baglarina metalik manyetik nanopargaciklar (genellikle
cekirdek/kabuk yapisinda), siiper-manyetik davranig sergileyebilir ve ilag tasiyici
sistemlerde (6rnegin Ni ve Fe), hipertermi ve MRI kontrast reaktifleri gibi ¢esitli medikal
uygulamalarda kullanilabilirler. Ayrica, ZnO, TiO, CdS, CdSe, ZnSe ve PbSe gibi NP

iceren polimer kompozitler de medikal gortntulemede kullanabilir [18].

2.3.3. Optik Ozellikler

NP boyutunun 1s181in kritik dalga-boyundan daha kiicliik olmasiyla saydamlik elde
edilebilir. Bu da nanomalzemeleri; saydamlik ve UV, IR-sogurma, iletkenlik, mekaniksel
giic gibi diger Ozelliklerini birlestirerek kaplama uygulamalar1 i¢in olduk¢a uygun hale
getirmektedir. Nanomalzemelerin, 151k sogurma ve stizme gibi optik 6zellikleri kozmetik
uygulamalarda da kullanilmasina olanak saglar. Optik 6zellikler 6zellikle yiizey plazmon
rezonans icin de uygundur. Metal NP’ler yiiksek duyarliliktaki sensorlar ve gelismis

goruntuleme mikroskopisi igin kullanilmaktadir [19].

2.3.4. Kimyasal Ozellikler

Bir maddenin kimyasal degisikliklere ya da kimyasal tepkilemelere girme egilimi olarak
da adlandirabilecegimiz kimyasal reaktivite, nanomalzemelerin kataliz ve sensor gibi
uygulamalart i¢in 6nemli bir 6zelliktir. Kataliz, biiyiik ylizey alani/hacim orani ve olasi
homojen NP dagilimiyla gelismektedir. Bu da yakit pilleri ve katalitik doniistiirtictilerde
fazlasiyla kullanilmakta olan platin grubu degerli metallerin ihtiya¢ duyulan miktarlarinin
azaltilmasina yardimct olur. Yanlizca NP halindeyken etkili bir katalizor olabilen Au ve

bunun gibi daha az kullanilan diger metallerin de kullaniminin 6niinii agmaktadir [20].

2.3.5. Mekanik Ozellikler

Nano boyutlu malzemelerin sentezlenmesiyle birlikte, bu yapilarin ne kadar farkli
davranabilecekleri ve bu davranislarindan dogan ¢ok farkli islevlerin elde edilebilecegi
anlagilmistir. Son yillarda yapilan calismalar, malzemelerin boyutunun kiiciildiigiinde
malzemeye 0Ozgii yeni Ozelliklerin ortaya ¢iktigini desteklemektedir. Boyutlar nm
Olgeklerine yaklagirken malzemenin oOzellikleri kuantum mekaniginin kontrolliine

girmektedir. Atom yapi, geometri sayisinin fiziksel 6zelliklerin belirlenmesinde etkin rol



oynamaktadir. Ornegin, nano yapmin iletkenligi, o yapiya tek bir atomun eklenmesiyle
bile degisebilmekte, nano Ol¢eklerde atomlar arasi bag yapisit da degisiklige ugrayarak
malzemenin mekanik 6zelliklerinde degisikliklere yol agmaktadir. Benzer sekilde, yapiy:
olusturan NP’lerin kimyasina, en/boy oranina, polimer matrisle etkilesimlerine bagli
olarak farkli mekanik 6zelliklerde kompozit malzemelerin iiretilebilecegi gosterilmistir.
Metal oksit seramik NP’lerinin, bazi durumlarda mekanik giicuniin arttigi, bunun da
disiik agirlikta (daha hafif) malzemelerin elde edilmesine olanak sagladigi goriilmiistiir.
Ayrica, metal oksidin kimyasal yapisina bagli olarak matris materyal arasindaki fazla
arasi etkilesimlerle, liretilecek kompozit malzemenin yiiksek ya diisiik oranda katilik, giig,

sertlik gibi mekanik 6zelliklerinde degisimlerin 6ngoriilebilir oldugu gosterilmistir [20].

2.4. Nanoparcaciklarin Uretimi

Uretim asagidaki iki ana yontem izlenerek yapilmaktadir [21] (Sekil 2.3.):

e Yukardan Asagiya Uretim Yontemi (Top Down)
e Asagidan Yukariya Uretim Yontemi (Bottom Up)

2.4.1. Yukaridan Asag Uretim Teknigi (Top Down)

Yukaridan asagiya yontemi kati bir malzemeyi, mekanik ve kimyasal yontemler
kullanarak parcalayip nano boyuta indirme esasina dayanmaktadir. Kaba malzemenin
daha kii¢iik pargalara boliinme islemidir. Bu yonteme en iyi 6rnek olarak yar iletken
teknolojisi gosterilebilir. Mikro elektronikte cok énemli bir yere sahip olan fotolitografi
yonteminde silisyumun kristal diizlemlerinin asindirilmasiyla 3-boyutlu yapilar elde
edilebilir. Fotolitografi yontemiyle 100 nm {izeri bilgisayar c¢ipleri ve diger mikro
elektronik cihazlar, elektron 1sin litografisiyle de 20 nm ye kadar olan yapilar
uretilebilmektedir [22]. Bunun yanisira lazer buharlastirma ve mekanik Ogilitme de

yukaridan asagiya iiretim tekniklerindendir [23].

2.4.2. Asagidan Yukari Uretim Teknigi (Bottom Up)

Asagidan yukariya yontemi; atom veya molekiiller ile organik veya inorganik yapilari
tiretme prensibine dayanir. Bu yontem de tek tek atom ve molekiller, NP olusturacak
sekilde islenir. Nanokristallerin metal ve alagimlarinin iretiminde kullanilan gaz
yogunlastirma teknigi asagidan yukariya iretim teknigine Ornek verilebilir. Ayrica
kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar yogunlastirma, sol-jel yontemleri de bu Uretim
yonteminin diger teknikleridir [24]. Karbon nanotiip (KNT) ve fullerenler de asagidan

yukariya iiretim teknigiyle olusturulmustur. KNT; karbon atomlarinin tiim olusturmak



amaciyla yan yana getirilmesiyle yapilmaktadir. KNT lerle, yiiksek 1s1 iletimi saglayan,
kompozit malzemeler, yliksek enerji ve verim saglayan, giivenligi yiiksek ¢ift katmanh

devre elemanlari tiretilmektedir [25] (Sekil 2.3.).

Olgek
Yukaridan
agagiya
Makra |- - yontemi
mm 4

OOOO%O i
Mikro |- OOOO o —
mm OO 000 D

e
OGP0 Asagidan «
c?ooo%oa‘?gc; @@ & yukar
Nane [=  fO0d00 Gntemi
nm ke T & ¥

Sekil 2. 3. Yukaridan asagiya ve asagidan yukariya iiretim teknigi [26]

2.5. Nanomalzemeler

Cok c¢esitli atom dizilimleriyle olusabildiginden ¢ok farkli 6zelliklerde nanomateryal
bulunmaktadir. Nanomalzemeleri ticari kullanimlart ya da c¢evresel yayilimlari agisindan
farkli sekillerde simiflandirmak miimkiindiir. Nanomalzemeler, Uretim ydntemlerine,
kimyasal yapilarina ve boyutlarina gore farkl sekillerde siniflandirilabilmektedir (Cizelge
2.1)).

Nanomalzemeler boyutlarina gore;

e Sifir Boyutlu Nanomalzemeler,
e Tek Boyutlu Nanomalzemeler,
e ki Boyutlu Nanomalzemeler,

e Ug Boyutlu Nanomalzemeler
seklinde dort sinifta incelenebilmektedir.

Sifir boyutlu nanomalzemelere en giizel ornek; NP’ler olup boyutlart 1-100 nm
araligindadir. NP’ler solunum, sindirim ve deri yoluyla vicuda girebilirler. Tek boyutlu
malzemeler; nanotlpler, nanocubuklar ve nanotellerdir. Tek boyutlu nanomalzemeler,
elektronik cihaz iiretimi, kimya ve miihendislik gibi alanlar da kullanilmaktadir. iki

boyutlu nanomalzemeler, nanofilmleri ve nanokatmanlari icermektedir. Ug¢ boyutlu
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nanomalzemeler ise c¢oOkelti, koloit, dendrimerler ve kuantum noktalar (KN) gibi

pargaciklardir [27].

Nanomalzemeler kimyasal igeriklerine gore de; karbon temelli nanoyapilar, metalik
temelli nanoyapilar, organik temelli nanoyapilar ve kil temelli nanoyapilar seklinde de

siiflandirilabilir [28].

a) Karbon temelli nanoyapilar
Temel yapitast karbon olan ve C-C baglariyla olusturulan nanoyapilar olup karbon

atomlarinin baglanma sekillerine gore farkli yapilar da elde edilmektedir.

lijima [29] tarafindan 1991 yilinda bulunan karbon nanotiipler (KNT), silindir seklindeki
bir karbon allotropu olup, sadece karbon atomu igerirler. KNT’ler basit bir yapiya sahip
olmalarina ragmen, boy ve cap degerine gore fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin
degisebilmesi, kendilerine has elektriksel 6zelliklere sahip olmalar1 ve 1s1y1 iyi iletmeleri

nedeniyle bir cok arastirmanin kaynagi olmaktadir.

Grafen levhanin bir silindir etrafinda sarilmis hali olarak diisiinebilecegimiz karbon
nanotiipler, farkli boy ve caplara sahip olabilecekleri gibi, tek ve es merkezli i¢ ice gegmis

birden fazla katmandan da olusabilir (Sekil 2.4.). Buna gore karbon nanotupler;
i.  Tek Duvarli Karbon Nanotiipler (TDKNT)
ii.  Cok Duvarli Karbon Nanotiipler (CDKNT)

olmak iizere iki sinifa ayrilirlar [30].

Sekil 2. 4. Tek duvarli karbon nanotlp (a), Cok duvarli karbon nanotip (b)

TDKNT’ler, 1-10 nm c¢apima ve bu ¢apa kiyasla daha uzun bir boya (mikrometreden
santimetreye kadar) sahip, karbondan firetilen i¢i bos silindir seklindeki yapilardir.
CDKNT’lerde TDKNT’lere benzer bir yapiya sahiptir ancak birden ¢ok i¢ ice gecmis
veya es merkezli silindirik duvarlar mevcuttur. Silindirik duvarlar arasindaki bosluk grafit

katmanlar1 arasindaki boslukla (~0.0334 nm) kiyaslanabilir 6l¢tidedir [30].
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b) Metalik temelli nanoyapilar
Metalik temelli nanoyapilar, yigin haldeki metal bilesiklerinin nano yapidaki esdegeridir.
Nano demir (Fe) ve nano giimiis (Ag) Ornek olarak verilir. Metalik nanopargaciklarin
oksitleri de nanoyapilar olarakta kullanilmaktadir. Ornegin; titanyum dioksit (TiO,) ve
cinko oksit (ZnO) gibi. TiO, ve ZnO turl NP iceren malzemeler, nanodlcek dizeyde
seffaf bir yapiya sahip olup, mordtesi (UV) 1sinlar1 emme ve yansitma o6zelliklerine
sahiptir. Bu NP’ler, giinliik hayatta giines kremleri ve boya gibi iiriinlerle yerini almaya
baslamistir. Bununla birlikte, metalik temelli nanomalzemeler, basta bioteknoloji ve tip
alaninda goriintiilemede, ilag ve gida katki maddelerinde, kozmetik ve kisisel bakim
driinlerinde, elektronik esya iiretiminde ve cam ve boya sanayi gibi farkli alanlarda
kullanim alanina sahiptir. Bilgisayar, gozliik ve fotograf makinesi ekranlarinin ytizeyleri
uzerinde bulunan nano boyutlu ince film malzeme, su gecirmez, kendi kendini
temizleyen, ultraviyole veya kizil 6tesi 1s18a dayanikli, anti mikrobik ve darbelere karsi
direngli olma gibi farkli 6zelliklere sahip olurlar [31]. Nano boyutta giimiis ve titanyum
pargaciklariyla hazirlanan boyalar antibakteriyel ve kendi kendini temizleyebilme 6zelligi
kazanirken, ugak yiizeylerinde kullanilan ince boya kaplamalariyla, ug¢agin mevcut
agirligini azaltmasi, ayn1 zamanda klasik boya kaplamalarinin ¢oziicii igerigini diistirerek,

cevreye verilen zararin en aza indirgenmesi hedeflenmektedir [32].

Son yillarda yapilan calismalarda, nanoparcaciklarin, uzun donemde viicutta hasta

bolgeye dogrudan ilag uygulanmasina yonelik kullanilmasi hedeflenmektedir [33].

c) Organik nanoyapilar
Nanolif ve nanopargacik olarak elde edilen bu yapilar, klasik polimerlerin nano boyuttaki

esdegerleri olup, dendrimerler ve nanopolimerler 6rnek olarak verilebilir.

Dendrimer, bir ¢ekirdek, ¢cekirdek etrafindaki dallanma birimleri ve dallanmis fonksiyonel
bir grup olarak da isimlendirilebilen yiizey gruplarindan olusur. Giiniimiizde kaplama ve
miirekkep gibi geleneksel uygulamalarda kullanilalan bu NP’lerin, ilag dagilimi gibi
uygulamalarda, nano boyutlu molekiil tastyict olarak goérev almasi, g¢evre temizligi ve
suyun siiziilmesi gibi farkli alanlarda kullanilabilecegini gdsteren ¢alismalar

bulunmaktadir [34].

d) Kil temelli nanoyapilar
Kil, dogada bulunan, insaat malzemeleri i¢in 6nemli ve siirekli bir gelisim icerisinde olan
nanoparcaciktir. Dogada nano boyutta ve yigin halde bulunan kil nimeralinin

nanoteknolojik uygulamalarda kullanabilmesi i¢in birka¢ 6n islemden gecirilmesi
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gerekmektedir (Bentonit bazli NP’ler, SiO,, Al,03). Kompozit tabanli plastik ve

nanodlcekli parcalarimi kapsayan killer, araba tamponu gibi uygulamalarda, otomotiv

sektoriinde kullanilan pargalara uygulanmaktadir [35].

Cizelge 2. 1. Cesitli nanomalzemelerin 6zellikleri ve kullanim alanlari [36]

Pa_T_‘i;:iCIk Bilesim/Yap1 Ozellikleri Uygulamalar1
PLGA Ila¢ Taginimi
. Gliserol Biyolojik olarak Pasif Salinim
Polimer . N
Kitosan pargalanir Kontrolli
DNA Salinim
Diisiik Dagilim
%% Dendrimer PAMAM vs. Tasima [la¢ Tasinimi
Biyouyumlu
. Biyouyumlu
Lipid L'&?stlm (genellikle 50-500nm) | ila¢ Tagimimi
Hidrofobik
Genis Uyarim
B Excitati .
Kuantum CdSe (Broad .x.C|tat|on) Optik
o Noktalari CulnSe Ayarlanabilir Yayilim Gérintileme
CdTe (Tunable Emission)
(genellikle 5-100 nm)
Kuresel Hipertermi
Altimn (Spheres) Biyouyumluluk ila pSahn1m1
Cubuk (Rods) | (genellikle 5-100nm) ¢
Kabuk (Shells)
Kdresel
- (Spheres) . Kontrast Madde
Silica Kabuk (Shells) Biyouyumiuluk fag Salmim
Mesoporous
S.I.J per paramagnetl_k Kontrast Madde
. Fe,O3 veya Super ferromagnetik
Magnetik . : (MRI)
Kobalt temelli Paramagnetik . .
. Hipertermi
Ferromagnetik
Karbon
Karbon Nanotup . .
B I llag T
Tabanh Ceo lyouyumlu a¢ Tagimimi
Grafen

2.6. Nanomalzemlerin Uygulama Alanlar:

Nano 6lgekli malzemeler makroskobik 6zelliklerinden ¢ok daha farkli bir yapiya sahip

olmalar1 nedeniyle biyoloji, fizik, kimya, tip ve miihendislik gibi ¢ok c¢esitli alanlarda
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genis uygulama alanlarina sahiptir (Cizelge 2.2.).

NP’ler, 100 nm’den daha ki¢ik bir boyuta sahip mikroskobik pargaciklar olup, basta
biyomedikal alani olmak {iizere optik ve elektronik gibi alanlarda ¢ok ¢esitli
uygulamalarda kendisine yer bulmaktadir. Ayrica, 2006-2011 yillar1 arasinda
nanomalzemelerin Gretim miktarlarinin degisimi Sekil 2.5.’de verilmistir [37]. Bu biyuk
ilginin en 6nemli nedeni bu parcaciklarin atomik yapilarla, biiylik kiimelenmis yapilar
arasinda bir koprii olusturmasidir. Biiylik kiimelenmis, hacimli yapilar, boyutlara bagl
kalmaksizin belli fiziksel 6zelliklere sahipken nano boyuttaki taneciklerde bdyle bir
durum s6z konusu degildir. Nano boyutuna bagli olarak ozellikleri degisebilmektedir,
maddelerin yiizeylerindeki atomlarin yiizdesi biiyiikk 6nem kazanmaktadir. Blylk

kiimelenmis yapilarda, maddelerin yiizeylerindeki atomlarin yiizdesi ¢ok daha azdir [38].

Cizelge 2. 2. Nanomalzemelerin en ¢ok kullanilan alanlar1 [39]

0 Karbon nanotipler ve hafif nanomateryallere
dayal1 hidrojen depolama sistemleri

0 Kuantum noktalara dayali fotovoltaik hiicre ve
organik 151k yayan cihazlar

0 Giines pili i¢in kompozit film kaplamalarda

karbon nanotipler

Hidrojen Gretimi i¢in nanokatalizleyiciler

Hibrid protein-polimer membranlar

Enerji depolama, Giretim ve doniistiirme

Nanoliter sistemleri (Lab-on-a-chip)

Karbon nanotiiplere dayali nanosensor dizileri

Hastalik tanisi i¢in kuantum noktalar

Nanosensorler olarak manyetik nanopartikiller

Hastahk tam ve goriintiileme HIV ve kanser tanisi i¢in antikor-dendrimer
konjugatlar1

0 Hastaligin teshisi i¢in nanotel ve nanobelt
nanosensorler

O Tibbi goriintii arttiricilar

O 0|0 O

0 Yavas ve uzun siireli ilag salim sistemleri i¢in

Ilag tagiyic sistemler nanokapsiiller, lipozomlar, dendrimerler,
nanobiyomagnetler

0 Glikoz, CO,, ve kolesterol sensorleri ve in situ

Tibbi izleme homeostasizi izlenmesi igin nanotiip ve
nanopartikiiller

o0 Kendi kendini temizleme sistemleri ile hava
kirliliginin TiO, nanopartikiil bazli fotokatalitik
degradasyonu

0 Etkili, ucuz ve kontrollii katalitik doniistiiriiciiler
icin nanokatalistler

0 Toksik madde ve sizintilarin tespiti i¢in
nanosensorler

0 Gaz ayirma igin nanocihazlar

Hava kirliligi ve iyilestirme
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Sekil 2. 5. 2006 — 2011 yillar1 arasinda nanomalzemelerin tiretim miktarlar1 [37]

Bu acidan katalizor sentezinde nano boyutlu taneciklerin kullanilmasi daha avantajli
g6ziikmektedir. Ciinkii nano boyuttaki taneciklerle olusturulacak katalizorlerin yiizey
aktif alani, kiimelenmis daha biiyiik taneciklere gére ¢ok daha genistir. Bu amacla blyik
kiimelenmis yapilar yerine daha kiiclik boyutta (nano boyutta) tanecikler sentezlenmis ve

kullanilmaya baglanmistir [40].

2.7. Nanopartikiillerin Istenmeyen Etkileri

NP’lerin, boyut, sekil, saflik, kristal, elektronik yiik, yiizey yapisi, ¢oziiniirliikleri, dagilim
gibi farkli fizikokimyasal ve optik oOzellikleri nedeniyle istenmeyen etkileri meydana
gelebilmektedir. Nanoteknoloji agisindan {istiin olabilen o6zellikler, farkli biyolojik
etkilerin olusmasina neden olabilmektedir. Nanotoksikoloji, toksikolojinin yeni alt
dallarindan biri olarak, nanomateryallerin neden oldugu istenmeyen yan etkileri
incelemektedir. ‘“Nanotoksikoloji” alanindaki gelismelerin; giivenilir, duyarli test
protokolleriyle nanomateryallerin insan ve ¢evre i¢in risk degerlendirmesini de saglayarak

giivenli nanoteknoloji gelistirilmesinde 6nemli katkilar1 olacagi belirtilmektedir [41].

2.7.1. Nanopartikiillerin Maruziyet Yollar
NP’ler organizmaya deri, akciger ve oral yol ile girebilirler. NP’lerin insan viicudundaki

maruziyet yollar1 Sekil 2.6.’da gosterilmistir.
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Nanopargacik
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Akeciger Deri Bagirsak
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Kemik Iligi Dalak Endotel Zar Karaciger Kalp Plasenta/Cenin

Sekil 2. 6. Nanopargaciklara maruziyet yollari [42]

2.7.1.1. NP’lerin Deriden Gegisleri

Deri, viicudumuzun dis kaynakli kimyasal maddelere kars1 birincil korunmasini saglayan
bir organidir. Derideki keratin tabakasinca zengin “stratum korneum”, epidermiste yer
alarak birincil koruma tabakasi olarak gorev yapar ve mikron boyuttaki partikiillerin ve
toksik maddelerin viicuda girisini sinirlar. NP maruziyeti, deride topikal kremler, bazi
diger ilag tedavileri ile gerceklesebilir. Ancak NP’lerin deri yolu ile sistemik dolagima
gecisleri ile ilgili gelislkiler veriler bulunmaktadir. Van der Merwe ve ark. [43] bir
calismasina gore, insan derisine 8 saat boyunca kuru toz, sulu siispansiyon ve su/
stirfaktan siispansiyon seklinde nanokristal MgO ve Ti,O uygulamasi sonucunda stratum
korneumdan herhangi bir absorpsiyon gozlenmemistir. Baska bir ¢aligmada ise Ti,O
NP’leri (20-100 nm) saglikli ve hasarli, insan ve domuz derisi iizerine topikal olarak
uygulanmis, Ti,O’in, stratum korneumun (st 3-5 korneosit tabakasina gegebildigi
bulunmustur. Nanopartikiillerin daha derinlere ulastigini gosteren baska caligmalar da
bulunmaktadir [44]. Lademann ve ark. [45], Ti,O NP’lerinin insan stratum korneum
tabakasini asarak epidermis ve hatta dermis kadar ulastigini gostermislerdir. NP’lerin
dermise gecerek lenfatik sistem araciligiyla sistemik dolasima gectigi de bildirilmektedir.
Farkli fizikokimyasal Ozellikteki KN’larinin stratum korneum tabakasini gecgerek
epidermis ve dermis tabakalarda birikebildigi gosterilmistir. Klinik bir caligmada,
nanoglimiis kapl sargi bezleriyle tedavi edilen yanik olgularinda, kan giimiis diizeylerinde

artma ve argria (deride glimiis birikimi sonucu mavi veya gri renk olusumu) gozlenmistir.
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Nanogiimiis bazli sargi bezleri; cerrahi iplikler klinikte uygulanarak bakteriyel
enfeksiyonlarin kontroliinii saglamakta ise de dermal toksisiteleri tartisilmaktadir.
Nanogilimiis bazli sarg1 bezlerinin dermal biyouyumlulugunu gdsteren laboratuar ve klinik
galismalara ragmen, bu materyallerin sitotoksik oldugunu da diistiniilmektedirler. Paddle-
Ledinek ve ark. [46] kiiltiir keratinositlerini farkli tipte glimiis kaph sargi bezlerine maruz
birakmislar ve nanokristal glimiis kapl olanlarin sitotoksik olduklarini bildirmisleridir.
Benzer baska bir ¢alismada, Lam ve ark. [47] tarafindan yapilmistir. Fulleren bazl
peptidlerin de deriden gecebildigi ve mekanik stres olusturarak dermise kadar
ilerleyebildikleri gosterilmistir. Intradermal kullanilan KN’lar, deri altindaki lenflere ve
lenfatik nodlara ulasabilmektedir. Topikal olarak uygulanan berilyum partikillerinin
immiin sistem cevabi olarak, makrofajlar ve Langerhans hiicreleri ve epidermal
keratinositlerin tarafindan fagosite edilebildigi, ayrica tek/cok duvarli karbon nanotiipler,
KN’lar ve nanoboyutlu Ti,O gibi bazi nanoyapilarin epidermal keratinositler ve
fibroblastlar iizerine toksik etkilerinin oldugu ve gen/protein etkilesmelerini

degistirdikleri gosterilmistir [48].

2.7.1.2. NP’lerin Akcigerlerden Gegisleri

Solunum sistemi, partikiile materyallerin girebildigi ana bolgedir. Havada bulunan quartz,
asbest, karbon gibi partikiill yapidaki nanomateryaller; isyeri ve g¢evre maruziyeti
kapsaminda uzun yillardir ¢alisiimaktadir. Mikron boyutlu partikiillerden farkli olarak,
2.5 um’dan kugulk partikiller alveollere gecebilmektedir. Solunabilen ¢ok ufak (ultrafine)
partikiiller (<100 nm) cogunlukla alveolar boélgede bulunur. Akciger epitelinden
absorpsiyon sonrasinda, nanomateryaller kan ve lenf dolasimina gecerek, lenf nodlari,
kemik iligi, dalak ve kalp hiicrelerine ulasabilir. Inhalasyonla alinan ultrafine partikiillerin
pihtilagma ve ritim bozukluklar1 gibi kardiyovaskiiler sorunlar olusturabilecegi
bildirilmistir. Solunum ile viicuda giren NP’lerin ganglio, akson ve sinir u¢larini hedef
alarak merkezi sinir sitemini (MSS) etkileyebilecekleri de belirtilmektedir [49]. Biriken
Ag NP’lerin ve diger baz1 nanomateryallerin alveolar makrofaj ve akciger epitel hiicreleri

i¢in sitotoksik oldugu bildirilmektedir [50].

2.7.1.3. NP’lerin Mide, Barsak Sisteminden Gegisleri

Nanomateryaller, gastrointestinal sisteme (GIS), solunum sisteminden nazal bélge
aracilifiyla gecebilir veya dogrudan yiyecek, su, kozmetik, ilag ve ilag tasiyici sistemler
araciligiyla ulasabilirler. Ancak oral alim nedeniyle olusabilecek nanomateryal toksisitesi

hakkindaki bilgiler sinirhidir. Oral asilarin dagilimnda kullanilan biyo¢oziiniir NP’lerin,
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proteolize neden olan antijenler gibi hareket ettigi diisiiniilmektedir. Chen ve ark. [51]
bakir ve nanobakirin, farede akut toksisitesini incelemisler ve nanobakirin bakirdan, ¢ok
daha toksik oldugunu, nanobakirin karaciger, bobrek ve dalakta patolojik hasarlara neden

oldugunu bildirmislerdir [51].

2.7.2. Nanopartikiillerin Organizma i¢inde Dagihm

Bazi NP’ler GIS’1 dogrudan gecerek feges ve idrarla hizlica atilir. Ancak bazi NP’ler ilk
gecis metabolizmasi sirasinda karacigerde birikebilir. Intravendz uygulamadan sonra,
NP’ler kolon, akciger, kemik iligi, karaciger, dalak ve lenflere dagilabilir ve Ozellikle
karaciger ve dalak makrofajlar1 araciligiyla sistemik dolagima girebilir. NP’lerin klerensi
ve opsonizasyonu, boyut ve yiizey 6zelliklerine gére degismektedir. Ornegin hidrofobik
partikiiller, polietilen glikolle (PEG) kaplandiginda hidrofilik 6zellik artar ve sistemik
dolasim zamani da uzayabilir, ancak PEG kapl1 10-30 nm boyutlu Au NP’lerin plasentaya

gecemedigi ve fetal dolasimda bulunmadigi gosterilmistir [51].

Takenaka ve ark. [52] yaptig1 bir ¢alismada, inhalasyonla ultrafine Ag NP’leri verilen
sicanlarin karaciger, akciger ve beyinlerinde olduk¢a fazla miktarda Ag NP’lere
rastlanmistir. Farkli calismalarla da solunan NP’lerin akciger, karaciger, kalp, bobrek,

dalak ve beyinde bulundugu ve alveolar makrofajlar ile fagosite edildikleri gosterilmistir

[53].

Jong ve ark. [54] Au NP’lerinin en kiigiik boyutlu (10 nm) olanin en fazla dagildigini
(kan, karaciger, dalak, bobrek, testis, timus, kalp, akcger ve beyin), daha biiyiik
partikiillerin ise (50, 100 ve 250 nm) sadece kan, karaciger ve dalakta bulundugunu

gostermistir.

Inorganik ve polimerik NP’lerin farkli sistemik dagilimlari, bu maddelerin
goriintiilemede, ilaglarin sistemik tasiiminda ve kanser hiicrelerinin 6zel olarak
hedeflendirilmesinde kullanilabilecegini diisindiirmektedir. Fizikokimyasal ozelliklerle
absorbisyon, dagilim, metabolizma ve atilimlar1 arasi iligkilerin anlasilmasi, demir oksit
NP’leri (Fe,O3), dendrimerler, silika partikiilleri, altin NP’leri ve karbon nanotlpleri gibi
su anda calisilan nanomateryallerin uyumluluk, dagilim, birikimleri ve toksisite gibi
etkilerinin Ongoriilmesini  saglayacaktir. Fizikokimyasal 06zelliklerin immunolojik

reaksiyonlarla da iligkili oldugu diistiniilmektedir [51].

Organizma 11k veya gegis elementlerine maruz kaldiginda, oksidan ve antioksidan denge

bozularak prooksidanlar aktif hale getirilebilir. Boyut, sekil ve birikim gibi nanomateryal
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Ozellikleri, ROS uretimine neden olabilir. ROS; superoksit anyonu, hidroksil radikalleri
ve hidrojen peroksit gibi hiicrenin normal aerobik solunumu esnasinda ortaya g¢ikan
molekiillerdir. Hiicre herhangi bir kimyasal/ fiziksel satasma ile karsilastifinda ROS
tretimi artar. Ancak hiicrelerde, olusan ROS’lara karsi savunma sistemi olarak siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz ve tiyoredoksin rediiktaz gibi guclu
bir antioksidan sistemleri bulunmaktadir. NP’lerin indiikledigi oksidatif stresin; NF-kappa
B (NF-xB, Nuclear Faktor Kappa B), aktivator protein 1, hiicre disi sinyal regile kinaz
(ERK), c-Jun, N-terminal kinaz (JNK) ve p38 mitojen aktive protein kinaz yolaklari ile
inflamasyonu tetikledigi iddia edilmektedir. Biyolojik sistemler inflamasyon, apopitoz,
nekroz, fibroz, hipertrofi, metaplazi ve kanserojenez gibi bir cok etki ile hasar gorebilir.
Nanomateryallerin toksik etkilerini farkli mekanizmalarla hasar yaparak olusturdugu
bildirilmektedir [55].

2.7.3. Nanopartikullerin Sitotoksik ve Genotoksik Etkileri

Son yillarda Uretimi yapilan NP’lerin toksik etkilerinin bulunabilecegini iddia eden fazla

sayida in vitro ve in vivo ¢alisma bulunmaktadir [56-59].

NP’lerin viicut igine g¢esitli yollar ile girerek, viicut igindeki g¢esitli bariyerlerden
gecebilmekte,  hucrenin  icine  girebilmekte ve  hicredeki  biyomolekdleri
etkileyebilmektedir [60,61]. NP’lerin hiicre igine girisi ve hiicre iginde ¢ekirdek zarindan
gecisi ve DNA’y1 dogrudan etkileyerek hasara neden olabilmesi Sekil 2.7°de ayrintili

olarak gosterilmistir.

NP’lerin genotoksisitesi ve sitotoksisitesi lzerine yapilan ¢aligmalarda maddenin boyutu,

tiirli ve kullanilan yontem gibi faktorlere bagli olarak farkli sonuclar elde edilmistir.

NP’lerin buyikltklerindeki cok kiglk farklar dahi sitotoksitelerini degistirebilmektedir.
Ag NP’ler (15 nm, 30 nm ve 55 nm) ile alveolar makrofaj hicrelerinin 24 saat sureyle
maruz birakilmasi sonunda, 15 nm ve 30nm Ag NP’lerin hiicre canliligini doza bagh
(10—75 pg/mL) olarak azalttigi bulunmustur. Ayrica 15 nm boyutundaki Ag NP’ler, 50
nm boyutundaki NP’lere gore daha fazla ROS {iretilmesine neden olmustur. Elde edilen
sonuclara gore NP boyutunun azalmasina ve artan oksidatif strese bagli olarak toksisitenin

arttig1 belirtilmistir [62].

Yapilan bir bagka ¢alismada ise farkli boyutlardaki (20, 80 ve 113 nm) Ag NP’lerinin
sitotoksisileri incelenmis olup, 20 nm boyutundaki Ag NP’lerin diger NP’lere gore daha
fazla toksik oldugu belirlenmistir [63]. Pan ve ark. [64] yaptig1 bir ¢alisma da L929, HelLa
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ve melanom hcreleri, 12 saat sireyle farkli biiyiikliiklerdeki Au NP’leri ile muamele
edilmis ve toksisitelerini incelenmistir. Sonu¢ olarak 15 nm Au NP’iin sitotoksik
olmadigini; 1,4 nm Au NP’Un nekrozla hiicre 6limine; 1,2 nm Au NP’{n ise apopitoz ile

programli hiicre 6liimiine neden oldugunu bildirilmistir [64].
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Sekil 2. 7. NP’lerin hiicre igine alinis1i ve DNA’y1 etkileme mekanizmasi [65]

Insan dermal fibroblast hiicrelerinin (HDF) ve insan karaciger hiicrelerinin (HepG2), 48
saat sureyle C60 NP’leri ile 30 saat maruziyeti sonucu, sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir [66]. Rouse ve ark. [67] insan dermal keratosit hicrelerini C60 NP’leri ile
1, 4, 8, 12, 24 ve 48 saat siireyle maruz biraktigr bir ¢alismada 0,04 ve 0,4 pg/ml
dozlarinin, bu hiicrelerde 24 ve 48’lik siirelerde doza bagl sitotoksik etki olusturdugunu

gbzlemlemislerdir.

Wick ve ark. [68] ise mezotel (MSTO-211H) hucrelerinde KNT’lerinin doza bagl olarak
sitotoksik etkilerini bildirmislerdir. MTT ve WST test yontemlerinin kullanildig1 baska bir
sitotoksiste ¢aligmasinda ise A549 (akciger adenokarsinomu) hiicre hattinda tek duvarli
KNT lerinin sitotoksik etkisinin doza bagli oldugu belirtilmistir [69]. Saw ve ark. [70] T
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lenfositleri ve Jurkat hiicrelerinde de KNT’lerin doza bagli olarak sitotoksik etkiye neden

olduklarimi gozlemlemislerdir.

Manna ve ark. [71] KNT’lerin neden oldugu sitotoksik etkinin, oksidatif stres olusumu ve
hiicre polifirasyonun durdurulmasina bagli oldugunu iddia etmislerdir [72]. Cok duvarli
KNT’lerin hiicre membranindan sitoplazmaya gecerek ve c¢ekirdege ulasarak hiicre

canliligin1 etkiledigini bu sebeple hiicrenin apopitoza neden oldugunu belirtilmistir.

NP’lerin sitotoksik etkilerinde metal oksitlerin sorumlu olduguna dair g¢alismalar da
bulunmaktadir. Au NP’lerin insan dermal fibroblastlarinda 2-6 gunlik maruziyeti
sonrasinda, Au NP’lerinin hticre igine girebildikleri ve hucre icinde birikebildikleri, doza
ve zamana bagli olarak sitotoksik etki gosterebildikleri belirtilmistir [73]. Shukla ve ark.
[74] yapmis olduklar1 ¢alismada ise Au NP’lerin makrofaj hicreleri ile 72 saat maruz
birakilmasi sonrasinda, doza bagi olarak sitotoksik etki olusturdugu ve Au NP’lerinin

reaktif oksijen turlerini olusturdugu iddia edilmistir.

Sharma ve ark. [75], insan epidermal hucrelerinde (A431) ZnO NP’lerinin 0.008- 20
ug/ml konsantrasyon araliginda 3, 6, 24 ve 48 saat maruziyeti sonucu sitotoksik etkilerini,
MTT, LDH ve NKA test yontemleri ile incelemislerdir ve elde edilen sonuglara gére doza
ve zamana bagli olarak ZnO NP’lerinin sitotoksik etkilerini gozlemlemislerdir. MTT test
yontemi yapilan bir baska ¢alismada ise, insan epidermal keratosonit hiicrelerinde (HEK)
ZnO NP’lerinin 8-20 pg/ml konsantrasyonaraliginda 6-24 saat maruziyeti sonucu

sitotoksik etkileri ile bulunmustur.

Gupta ve ark. [76] insan fibroblast hiicrelerinde Fe;04 ve PEG kapli Fe3O4 NP’leri ile
yaptiklart ¢alisma sonucunda, Fe3O4 NP’lerin doza bagl olarak sitotoksik etki
gosterdigini ancak PEG kapli Fe3O4 NP’lerin sitotoksik etki olusturmadigini belirtmistir.
Elde edilen bu sonuca gore NP’lerin dig yiizey Ozelliginin toksisitenin belirlenmesi

acisindan olduk¢a 6nemli oldugu iddia edilmistir [76].

Park ve ark.[77] tarafindan yapilan ¢alismada, degisik konsantrasyonlarda 21 nm TiO3’in
insan bronsial epitelyal (BEAS-2B) hucrelerinde, oksidatif stres olusturdugunu ve ROT
uretimini arttirdigini, sitoplazmik kaspazlart aktiflestirdigini ve boylece apopitotik hicre
olimiini baslattigin1 bildirmislerdir. Ayrica MTT testi ile TiO, NP’lerinin zamana ve
doza bagli olarak hiicre canliligini azalttigin1 da belirtmislerdir. Dolayisiyla bu durum NP
toksisitesinde, NP’lerin hiicre icerisinde tutulma suresinin ve konsantrasyonun énemini

aci8a ¢cikarmistir.
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TiO, NP’lerin makro ve nano boyutta olan formalarimin sitotoksik etkileri V79
hlcrelerinde MTT test yontemi ile arastirilmig ve konsantrasyona ve farkli formlarina

bagli olarak toksik etki gozlendigi bildirilmistir [78].

A549 hicreleri NiFe,O NP’lerinin (26 nm) 2, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlari ile 24 saat siireyle maruz birakilmis ve sitotoksik etkileri incelenmistir.
MTT, NRU ve LDH yontemlerinden elde edilen sonuglara gére NiFe,O NP’lerinin doza
bagli olarak sitotoksik etki olusturdugu belirtilmistir [79].

Cesitli NP’lerin (Al;O3, CeO,, TiO, and ZnO) toksisitelerinin karsilastirmali olarak
A549 ve L-132 normal htcrelerinde incelendigi calismada elde edilen verilere gore
ZnO’in toksik etkisinin tiim hiicre gruplarinda oldukc¢a yiiksek oldugu, Al,03, CeO, ve
TiO, NP’lerinin ise sitotoksik etkilerininin oldukga diisiik oldugu belirtilmistir. Ayrica
TiO, oksidatif strese bagli olarak, CeO, ise membranda hasara neden olarak hiicresel

yapilarda bozulmaya neden oldugu iddia edilmistir [80].

SiO; NP’leri gidalarda, kozmetiklerde ve teshis amaclh ila¢ tasiniminda kullanilmaktadir.
Ye ve ark. [81] SiO, NP’lerinin toksik etkilerinin belirlenmesi igin yaptiklari ¢alismada
insan hepatik hiicre hattinda (L-02), 21, 48 ve 86 nm boyutlarinda, 0.2, 0.4 ve 0.6 mg/ml
konsantrasyonlar1 12, 24, 36 ve 48 saat siireyle uygulanmis olup MTT ve LDH test
yontemleri ile sitotoksik etkilerini incelemislerdir. MTT test sonuglarina goére doza,
boyuta ve zamana bagli olarak hiicre canliliginda azalma gozlenirken, LDH sonuglarina
gore ise sadece 21 nm boyutunda doza ve zamana bagl sitotoksik etkinin gozlendigi

belirtilmistir.

Ahmad ve ark. [82] MTT ve NKA sitotoksite yontemi kullanarak sitotoksik etkileri
belirlemek amaci ile yaptiklari ¢alismada silika NP’lerin (14 nm) HepG2 hicrelerinde

doza bagli olarak sitotoksik etki olusturdugunu belirtmislerdir.

Yapilan bu ¢ok sayida sitotoksite caligmalarinda farkli NP’ler farkli hiicre hatlarinda
incelenmistir. Nanopartikiil biiyilikliigiiniin degismesinin, yiizey alanin1 da etkilemesi géz
Oniine alinirsa, sitotoksisitede ylizey alaninin da 6nemli degisikliklere neden olabilecegi
gorilebilmektedir. Sitotoksik etkilerin sonuglari incelendiginde hiicrelerde NP’lerin kisa
stireli ve diisiik dozlarinda genelde sitotoksik etki gézlenmez iken yiiksek dozlart ve uzun
siireli maruziyetleri sonrasinda reaktif oksijen tiirlerini olusturabileceklerinden dolay1

sitotoksik etkiye yol actigi diisiilmektedir [83]. Ayrica kullanimi1 artan bir ¢ok
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biyouyumlu malzeme ile kaplanmasi toksik etkilerinin azaltilmasi agisindan oldukca

onemlidir.

NP’lerin sitotoksik etkilerinin yan1 sira genotoksik etkileri ¢ok fazla ¢alisilan
konulardandir. NP’ler potansiyel olarak DNA’y1 etkileyebildikleri gibi DNA
replikasyonunda, transkripsiyonunda ya da onariminda etkili olan protein ya da enzimleri
de etkileyebilmektedir. Cgo molekillerinin, DNA Topoizomeraz Il enzimi ve PMS2,
RFC3, PCNA proteinlerine baglanarak DNA onariminin yanlis gergeklesmesine neden
oldugunu gosteren ¢alismalar  bulunmaktadir [84,85]. Proteinlerin  yapisal
bozulmalarindan dolayr NP’lerin dolayli yoldan genotoksik hasara sebep olmasinin
nedenlerinden birinin reaktif oksijen tdrlerinin oldugu diisiiniilmektedir [86]. NP’lerin
hiicre i¢inde olusturdugu reaktif oksijen tiirleri DNA’da oksidatif hasara neden
olmaktadir. Serbest radikaller, hiicrelerdeki biyomolekiilere baglanarak hiicre iginde ciddi
sorunlara neden olmaktadir. Ornegin, DNA’ya baglanarak piirin ve piirimidin bazlarinda
hasar ve DNA ¢ift zincirinde kiriklara neden olmaktadir. Ayrica, DNA’da baz kaybina
neden olarak replikasyon hatalarii ve kanser olusumunu baslatabilmektedir [87].
NP’lerin ¢oziinebilir 6zelliklerinden dolay: hiicre igine toksik iyonlarinin salinmi ile de
DNA hasarina neden olmaktadir. Omegin, gecis metal iyonlari Fe+2, Ag+, Cu', Mn+2, cr®
ve Ni*? hiicre icinde reaktif oksijen tiirlerinin Uretimine neden olarak Fenton tipi
reaksiyonlar1 baglatabilmektedir [88]. Ayrica bu elementler dogrudan DNA’ya baglanarak
da DNA hasarina neden olabilmektedir [89].

ROS’lar ylksek kimyasal reaktiviteleri nedeniyle DNA, protein, karbonhidrat ve lipitlerle
ctkileserek apopitoz veya nekroz sonucu hicre 6lumine neden olabilmektedir.
Aragtirmacilarin  NP’ler ile yapmis olduklar1 ¢alismalar sonucunda genotoksisite
mekanizmasinin birincil ve ikincil genotoksik etkilerin olusumu adi altinda iki yol ile
olabilecegini  belirtmislerdir. Maddenin dogrudan DNA’y1 etkilemesi birincil
genotoksisite; hiicre veya dokularla etkilesimi sonucu inflamasyon veya oksidatif stres

olusumuna neden olmasi ikincil genotoksisite olarak adlandirilmistir [90].

TiO, NP’lerinin mikro ve nano yapilarinin DNA hasar1 iizerine etkilerini belirleyebilmek
amaciyla yapilan ¢alismada, mikro ve nano yapidaki TiO 24 saat boyunca V79 htcreleri
ile maruz birakilmistir. Maruziyet sonunda V79 hiicrelerinde Comet teknigi ile DNA
hasar1 lizerine etkileri belirlenmis olup, nanoboyuttaki TiO;’lerin mikro boyuttaki
TiO;’lere gore Ug¢ kat daha fazla DNA neden oldugu belirtilmistir [78].
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Guri ve ark. [91] TiOz’nin farkli boyutlarinin, DNA hasarina etkisini aragtirmis, daha
kiicuk boyuttaki NP’lerin (10-20 nm) makro boyuttaki (200 ve 200 nm’den blylk)
partikiillere oranla daha fazla oksidatif stres olusturarak, DNA hasarina neden oldugunu

gozlemlemistir.

Xu ve ark. [92] yapmis olduklar1 bir bagka ¢alismada da MEF hiicrelerinde nanoboyuttaki
TiO, NP’ln, makro boyuttaki TiO, NP’egbre daha fazla DNA mutasyonlarina neden
oldugunu bildirmislerdir.

Tek duvarli KNT’lerin primer fare fibroblast hiicrelerinde Comet yontemiyle DNA
hasarina olan etkisini incelenmis, 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinin zamana bagli olarak
DNA kuyruk hasarina neden oldugu belirtilmistir [93]. Wimitzer ve ark. [94], ise V79
hiicrelerinde ¢ok duvarli KNT’lerinin DNA hasarina neden oldugunu belirtmislerdir.

Bir baska calismada A549 hicreleri CuO, TiO, ve KNT’lerin 1.20 ve 40 ug/ml’lik
konsatrasyonlarinin DNA hasarina olan etkileri aragtirilmis, bu NP’lerin kontrole gore

onemli derece hasarlara neden olduklar1 belirtilmistir [95].

Bhattacharya ve ark. [96]’nin TiO, ve Fe,O3; NP’lerinin insan karaciger ve bronsial
hiicrelerinde yapmis olduklar1 c¢aligmada, 24 saatlik maruziyet sonucunda, Fe,O3
NP’lerinin DNA hasarina neden oldugunu, TiO, NP’lerinin ise hasara neden olmadigin

gozlemlemislerdir.

TiO, NP’lerinin ¢esitli konsatrasyonlarini insan dermal hiicrelerinde Comet yontemiyle
DNA hasarini belirlemek igin yapilan bir baska ¢alismada, 0.008, 0.08, 0.8, 8, 80 pg/ml
konsatrasyonlarmin 6, 12 ve 24 saat boyunca maruziyet birakilmasi sonucu, TiO,
NP’lerin 8 ve 80 ug/ml konsantrasyonlarinda 6nemli derecede DNA hasarina neden
oldugu belirtilmistir. Ayrica Sitokinez Blok Mikro Cekirdek yontemi ile yapilan deney
sonucunda 6 saatlik maruziyet sonrasinda, mikrogekirdek sikliginin 8 ve 80 pg/ml

dozlarinda kontrole gore arttigi belirtilmistir [97].

Insan epidermal hiicrelerinde (A431) ZnO NP’lerinin genotoksisitesini belirlemek
amaciyla, 6 saat slireyle farkli konsantrasyonlar (0.001, 0.008, 0.08, 0.8, 5 pug/ml) maruz
birakilmistir. Elde dilen sonuglara gore 0.8 pg/ml’lik konsantrasyonda, DNA hasarinda
artis gozlenmistir [98]. Yapilan bir bagka ¢aligma da ise insan epidermal keratosonit
hiicrelerinde (HEK), 6 saat siireyle 8 ve 14 pg/ml konsantrasyonlarinda ZnO NP

maruziyetini, kontrole gére DNA hasarinda artisa neden oldugu gézlenmistir [99].
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Insan akciger fibroblastlari ve insan glioblastoma hiicrelerinde 25-400 pg/ml

konsantrasyonlarinda Ag NP DNA hasarina neden oldugu gézlenmistir.

Ahamad ve ark. [79] tarafindan yapilan g¢alismada, A549 hiicrelerinden NiFe,O
NP’lerinin (26 nm) apopitoz indlksiyonu arastirilmistir. Arastirmada RT-PCR yontemi
kullanilmis olup, p53, apopitoz (bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9) anti-apopitotik (survivin and
bcl-2) genlerinin mRNA espresyon degerleri incelenmistir. Elde edilen verilere gore bax,
kaspaz-3 ve kaspaz-9 gen ifadelerinde artis gozlenirken, antiaopitotoik genlerden olan
survivin ve bcl-2 gen ifadelerinde azalma gozlendigi ve NiFe,O NP’lerinin apopitozu
indiikledigi belirtilmistir.

SiO, ve ZnO NP’lerinin, interlokin-8 (IL-8) geni ifadesinde artisa yol a¢tig1 gézlenmistir

ve NP’lerin inflamasyona neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir [100]

Silika NP’lerin (14 nm) HepG2 hiicrelerinde 25-200 pug/ml konsatrasyonlarinda p53,
apopitotik (bax ve kaspaz-3) ve anti-apopitotik gen (bcl-2) ekspresyon degerlerine etkisi
incelenmistir. Elde edilen verilere gore bax ve kaspaz-3 gen ifadelerinde artisa neden
oldugu, bcl-2 gen ifadesinde azalamaya bulunmustur [82]. Elde edilen bu sonucglara gére
silika NP’lerinin HepG2 hiicrelerinde apopitozu indikleyerek hticre o6lumine yol

acabilicegi belirtilmistir [82].

SiO; NP’lerinin toksik etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan baska bir ¢alismada da insan
hepatik hiicre hattinda (L-02), 21, 48 ve 86 nm boyutlarinda, 0.2, 0.4 ve 0.6 mg/ml
konsantrasyonlarinda 12, 24, 36 saat maruziyeti sonucu p53, bcl-2 ve bax gen ifade
degisikliklerin incelenmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gére 21 nm boyutta SiO,
NP’lerinin p53 ve bax genin ifadelerni zamana ve doza bagli olarak arttirdigi1 ancak Bcl-2

genin ifadesini 6nemli diizeyde arttirmadigi belirlenmistir [101].

NP’lerin genotoksik Ozellikleri tam olarak aydinlatilamamistir. NP’lerin genotoksisiteye
neden olmasi i¢in ya dogrudan genomik yapi ile etkilesmeye girerek ya da dolayhi
yollardan DNA’ya hasar vererek genotoksisiteye neden olabilecegi iddia edilmistir
[102,103]. NP’ler hiucresel membrandan gectikten sonra cekirdek zarindaki porlardan
gecerek DNA’ya dogrudan etki edebilirler.

Barillet ve ark. [104] yapmis olduklar1 ¢aligmada, 8-10 nm arasindaki NP’lerin ¢ekirdek
zarindan gecerek, dogrudan DNA’y1 etkiledigini ve 15-60 nm boyutundaki NP’lerin ise
hiicre boliinmesi sirasinda ¢ekirdek zarmin pargalanmasi sonucu dolayli DNA’y1

etkiledigini gdzlemlemistir. Yapilan diger calismalarda hiicrelerde maruziyet sonrasi TiO;
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NP [105], Ag NP [106] ve ZnO NP’lerin [107] ¢ekirdege gegebildikleri gosterilmistir.
Cekirdek icine gecebilen NP’ler DNA ile dogrudan etkilesime girebilmekte ve DNA
hasarina neden olabilmektedirler. NP’ler ile maruz birakilan hiicreler, hiicre boliinmesinin
interfaz asamasinda DNA replike olurken DNA’y1 ya da protein sentezi asamasinda iken
RNA’y1 etkileyebilmektedirler. KNT’lerin tek zincir halindeki DNA’ya baglanabildigi ve
bunun sonucunda DNA’nin tekrar c¢ift zincir haline gecebilmesini engelledigi
gosterilmistir [108]. Mitoz sirasinda ise NP’lerin kromozomlarda klastojenik ya da
andjenik etkilere neden olabildigi ve kromozomlarda kirik ya da mitoz siiresince

bozulmalara yol agabildigi bildirilmistir [109].

2.8. Kuantum Noktalar:

Kuantum noktalar1 (KN) (quantum dots), adini ilk kez fizik profesori Mark Reed [110]
kullanmakla beraber, bu maddeler Oncelikle Louis E. Brus [111] tarafindan
kesfedilmisdir. KN yar1 iletken olarak bilinen malzeme sinifinin ¢ok 6zel bir alt sinifini
olusturur. Boyutlarinin atomik diizeyde olmasi nedeniyle (2 -10 nm ya da 10-50 atom
cap1) KN’lar1 bilim ve teknolojiye dénemli katkilar saglamistir. Atomik yapilart bilinen
klasik hacimli yar iletkenler ve klasik atom veya molekiiller arasindadir. Yari iletken
NP’lerin sahip olduklar1 yiiksek absorpsiyon katsayilarinin yani sira boyutlarinin

ayarlanabilirligi, kullanim alanlarinin artmasini saglamistir [112].

Kuantum noktalari, yeni optik 6zellikleri olan, inorganik yari-iletken nano-boyutlu
kristallerdir. Yar iletken NP’ler, farkli parcacik biiyiikliiklerine bagli olarak gosterdikleri
farkli optik ve enerji Ozelliklerden dolay1 biyoteknoloji, nm boyutundaki elektronikler,
lazer sistemleri, optik devreler ve isaretleme gibi ¢ok genis uygulama alanlarina
sahiptirler. Yari iletkenleri 6nemli yapan 6zelliklerin basinda, tiretim sonrasinda bazi dis
uyarilarla (voltaj ve 1s1 farki, foton bombardimani), kullanim esnasinda degistirilebilir
elektriksel iletkenlikleri gelmektedir. Bu 6zellikleri goriintiileme endiistrisinde 151k yayan
diyotlarda (LED) kuantum noktalarinin, kullanilabilirligini giindeme getirmis Ve
flioresans 1gmimlart genig bir dalga boyu araliginda ayarlanabildiginden LED
teknolojisinde kullanimini arttirmistir. Gilinesten gelen 1sinlarin dalga boylarina uyum
saglayacak sekilde enerji bant araligina sahip olan KN’lerin gilines pili ¢alismalarinda
kullanilmasi, ¢alismalara yeni bir boyut kazandirip, bilim adamlarinin bu konu tizerindeki
galismalarmi  artirmistir.  KN’larinin ~ biyoteknolojik  uygulamalarda  kullanilmasi
nanoteknolojideki hizli gelismelere paralel artarak tip ve biyoloji alaninda

biyogoriintiileme, hastaliklarin teshis ve takibinde 6nemli bir adim atilmistir [112].
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2.8.1. Kuantum Noktalarin Fizikokimyasal Yapisi

KN’lar1 genel olarak inorganik cekirdek ve organik kabuk olmak (zere iki kisimdan
olusmaktadir (Sekil 2.8.) [113]. En igteki ¢ekirdek kismi, KN’larinin yari iletken olmasini
saglamaktadir. Organik kabuk kismi ise i¢ inorganik c¢ekirdek boélgesinin oksidasyana
ugramasin1 engeller. Genelde periyodik tablodaki CdSe ve CdTe gibi grup Il ve VI
elementlerinden ya da InP ve InAs gibi grup III ve V elementlerinden olusurlar. En sik
kullanilan KN’lar1 yar1 iletken CdSe ¢ekirdegin, ZnS kabuguyla kaplanmasi ile elde edilir.
ZnS kabuk, CdSe cekirdegin, kimyasal ve optik kararliligi i¢in gereklidir. KN’larin
fiziksel bulyuklikleri Bohr ¢apindan kiigiiktiir, bu nedenle kuantum simirlama etkisi
goralir. Kuantum simirlama etkisi, optik ve elektronik 6zellikleri de belirlemektedir. CdSe
KN’lar1 biyiidiikge fliioresans 1simimi kirmizi bolgeye kaymaktadir. Bu kayma, degerlik
bandi ile iletkenlik bandi arasinda kalan ve bant boslugu olarak adlandirilan araligin
daralmasi nedeni ile olmaktadir. Bu daralmanin nedeni pargacigin biiyiimesi ile daha fazla
enerji bandinin i¢ i¢ce girmesidir. Ancak bu daralma belli bir parcacik biiytlikliigiine kadar
devam eder ve sonrasinda pargacik biiyiikliigline bagli olarak degismez. Bu noktadan
sonra enerji bantlar1 artik tamamen i¢ i¢e girdiginden bu noktadan sonra optik 0zellikte bir
degisme olmaz. Bu olaya kuantum sinirlamasi denir [113]. Kabuk yiizeyi biyouyumluk
acisindan da oldukca dnemlidir ve genellikle suda ¢oziiniir sekilleri tercih edilmektedir.
KN’larin biyolojik uygulamalarda kullanilabilmesi igin ilag, gen, ligandlar ve antikor gibi
molekiiller, kabuk kismina baglanabilmektedir [114].
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Sekil 2. 8. Fonksiyonel kuantum noktasi [113]

KN, morétesi 1sinlarla aydinlatildiginda, boyutlarina bagl olarak farkli renklerde 1s1ma

yaparlar. KN’larin optik 6zellikleri kristal biiyiikliigiine bagh olarak degisim gosterir.
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Ornegin 2,4 nm capindaki KN kirmizi renkte 1s1ma yaparken, 0,9 nm ¢apindaki KN mavi
renkte 151ma yapar (Sekil 2.9) [115].
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Sekil 2. 9. Kuantum noktalarun biiytikliigli ve renk degisimleri [115]

2.8.2. Kuantum Noktalarinin Sentezi

Inorganik kristal malzemeler genel olarak yalitkan, iletken ve yari iletken olmak Gzere (g
ayrt smifta incelenmektedir. iletken sinifina giren kristal malzemelerin iletkenlik
bandinda elektronlar bulunmasina karsin, yar1 iletken sinifina giren malzemelerde
elektronlar degerlik bandi ile iletkenlik bandi arasinda bulunurlar. Yalitkanlarda ise
elektronlar degerlik bandinin oldugu bolgede yer almaktadirlar. Bu tanimlamalan degerlik
bandi ile iletkenlik bandi arasinda kalan ve bant boslugu olarak adlandirilan bir terim ile
aciklamak gerekirse; Iletkenlerde bant boslugu; yaklasik 0.1 eV civarinda iken, yari
iletkenlerde 0.5-3.5 eV ve yalitkanlarda 4 eV’dan daha biiylik degerlerdedir [116].

Yar iletken malzemelerin 151k veya 1s1 ile uyarilmasi sonucu iletken hale geldikleri
bilinmektedir. Yari iletken inorganik kristallerde parcacik biiytikliigii 10 nm’ye kadar olan
malzemeler KN olarak bilinirler. Ozellikle 11-VI grubu yar iletkenler, parcacik boyutuna
bagli olarak ¢ok farkli optik ve enerji 0zellikleri gosterirler. KN’lariin sentez yontemleri
iki kisimda incelenebilir. Birincisi, 1-10 nm biyiikliigindeki parcaciklarin bir yari iletken
yuzeyinden elektrokimyasal veya litografik yontemlerle elde edilmesidir. Bu yéntemin,
ozel sistem ve laboratuvar altyapis1 gerektirdiginden maliyeti oldukca yiiksektir. ikinci
sentez yOntemi ise, iyonik bir baslatici ile NP’lerin bir ¢0zelti icerisinde kolloidal

olusumunu saglamak ve biiylimesini kontrol etmek esasina dayanir. Teknik olarak ¢ok
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ozel sistemler gerektirmediginden birinci yonteme oranla ¢ok daha diisiik maliyetlidir.

Dolayisiyla NP sentezinde ¢alismalar bu yonde yogunlagsmustir [117-121].

2.8.3. Kuantum Noktalarmmin Uygulama Alanlar:

KN’larinin biyoteknoloji, elektronik devre uygulamalari gibi bir ¢ok kullanim alani
bulunmaktadir. Nanobilimdeki hizli gelismeler, kontrol edilebilen ve farkli optik
Ozelliklere sahip nano materyaller gelistirmelermesine olanak saglamistir. Son yillarda
nanomateryaller, hastaliklarin teshisi, gen tedavisi gibi farkli uygulamalarda kullanilmaya
baglanmistir. Yart iletken KN’lariin sentezi, biyoloji ve tip alanindaki biyofotoniklerin

ve biyogorintilemenin 6nemini artirmistir [122].

KN’lar1 06zellikle goriintiillemede optik 6zelliklerinden dolayr isaretleyici olarak
kullanilirlar. Fakat biyolojik uygulamalarda kullanilabilmeleri i¢in KN’larimin suda
¢Oziinebilir olmalart gerekmektedir. Son yillarda yapilan caligmalarda amag, suda
cozlinebilen KN’lar1 sentezlemek, ve bu nedenle optik 6zelliklerini hicrelerde
biyogoruntileme uygulamalarinda kullanmaktadir. KN’lar1 suda ¢6zinebilir hale
getirmek igin bir cok yontem vardir. Bunlardan en ¢ok kullanilan1 ligand degisimi
yontemidir. Temel olarak asil amag yiiksek kuantum verimli, yagda ¢oziinebilen kuantum
nanopargaciklar sentezlemek ve bu maddelerin yizey aktif maddelerini suda ¢éziinebilen,
yuzey aktif maddelerle yer degistirmektir. Bltin KN’larinin yilizey kimyasi, amin (—
NH.), karboksil (-COOH) ya da merkapto (—SH) gibi reaktif gruplarin biyomolekiillere
baglanmasini saglayacak sekilde sentezlenmistir. Ancak bu yizey degisikligi kuantum
veriminin diismesi gibi kristal yapida bazi eksikliklere neden olur. Sulu ortamdaki
KN’larmin yiksek kuantum verimini korumak icin bazi ¢alismalar yapilmaktadir. Dig
organik kaplama tabakasinda; misel olusturma, SiO; kullanilarak inorganik kaplama ve
polimer kaplama bunlara 6rnek verilebilir. Ancak bu yontemler KN’lariin caplarini
artirarak floresans boyalara karsi istiinliiklerini kaybetmelerine neden olabilmektedir. Bu
olumsuz etkiyi kaldirmak i¢in ligand degisiminde tiol gruplar1 i¢eren uzun zincirli alkil
gruplariyla ¢alismistir. KN’larmin alkil zinciri tarafindan iyi bir sekilde sarildigi, yiiksek
kuantum veriminin saglandigi ve eksikliklerin olduk¢a disiik miktarlarda oldugu
goriilmistiir. Suda ¢Ozunebilir KN’lar1 hiicre zarindan gegebilecek uygun ligandlara
baglanarak hiuicreye girmesi saglanmaktadir. Hiicreye girdikten sonra ligandlar ayrilir ve
kuantum nanokristal isaretlenecek bolgeye gidip baglanir. Bu olay canli hiicre

goriintiileme calismalarina biiyiik kolaylik saglamaktadir [123].

KN’lar1 boyutlarina bagh olarak infrared'den ultraviyoleye degisen spektrumda floresan
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151k yayabilir. KN floresansinin dalgaboyu enerji farkliligina bagimlidir. KN’larinin dar
bir spektrum bandi vardir, parlakliklar1 fazladir, genis bir spektrum araligindaki 15181
absorbe edebilir, fotostabilitesi yiksektir ve coklu teshis 6zellikleri vardir. Karmasik
ortamlarda bile oldukca parlak ve stabildirler. Bu nedenle gelismis molekiler ve hiicresel
goruntileme, tanit ve ilag tasinmmi ve duyarli bir biyoanaliz igin uygundurlar. KN
konjugatlariyla ¢oziiniirliigi fazla, yiikksek duyarli ger¢ek zamanli gériintiileme mimkin
olabilmektedir [124].

Cesitli antikor ve reseptor ligandlar baglanarak hiicreye gonderileren KN’lari,
hastaliklarin teshisi ve tedavisinde kullanilmaktadir. KN’lari, spesifik gen bolgelerini
tasima ya da ila¢ hedeflendirme de kullanilmaktadir. Calismalar CdSe KN’lariin vicutta
kanserli dokulara gecebildigi gosterilmistir bu sayede teshis ve tedavi amaglh
kullanilabilecekleri bildirilmektedir [124].

2.8.4. Kuantum Noktalarimin Toksisitesi

KN’lar, 1998 yillarindan 6nce oncelikle fotonik ya da elektronik uygulamalarda, daha
sonra 1sima oOzellikleri nedeniyle medikal alanlarda goriintiileme amagli kullanilmaya
baslanmistir [125-127]. KN’larin medikal uygulamalarda kullanilmasinin yayginlastilmasi
ve daha fonksiyonel yapiya sahip olmalar1 amaciyla, KN’larin biyouyumlugunu artirma
calismalar1 devam etmektedir [128,129]. Bu calismalar sayesinde KN’lar1 medikal
uygulamalarda kullanimlarinin artmasi hedeflendirmektedir. Biyouyumluklarin1 artirmak
amaciyla, KN’larinin temel bilesiminde kullanilan agir metallerin olas1 toksik etkileri,
cesitli hiicre kiiltiir c¢alismalarinda olas1 toksik etkileri de arastirllmistir [130-131].
Ornegin kadmiyum bazli KN’larma maruz kalan noronlarda hiicre 6liimiine neden oldugu

boylece norotoksisiteye neden oldugu belirtilmistir [132].

KN’larin yapisinda bulunan CdTe ile yapilan ¢alismalarda kadmiyumun biyolojik sivilara
gecebildigi gozlenmistir [133]. Bu nedenle farkli kimyasal yapilardan olusan KN’larinin
sentezlenmesi hedeflenmistir. Ornegin InP, InAs/InP/ZnSe, CulnS,/ZnSa,CulnSe; ve PbS
den olusan KN’lar1 sentez edilmistir [134-135].

Silika yapisinda KN’larin Cd yapidaki KN’larindan daha az toksik Ozellikte oldugu
belirtilmis ancak absorbanslar1 daha  diisik oldugundan medikal alanda

biyogoriintillemede yeterli olmadigi gézlenmistir [136].

KN’larinin toksik etkilerini azaltmak amaciyla uygulanan diger yontemler, KN’larinin dis

yuzeyinin biyouyumlu malzemelerle kaplanmasi ya da ligant baglanmasidir. Yapilan bazi
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calismalar da hidrofobik dis yiizeye sahip olan KN’larmin biyouyumlu bir polimer olan
polietilenglikol (PEG) ile kaplanarak biyouyumlu hale getirilmistir. Ancak KN’larin
kaplamalarinda kullanilan PEG polimerinin karaciger, dalak ve kemik iligindeki
hicrelerini etkiledigi ve PEG-KN’larinin dalak, kemik iligi ve lenf diigiimlerinde biriktigi
bildirilmistir [137].

KN’larinin ¢ekirdek ya da yiizey kaplamalarinin parcalanmasiyla olusan oksidadif stres
sonucunda sitotoksik etki olusturabildikleri gdzlenmistir. KN’lar1, hiicre bilesenleriyle ile
etkilesime girerek, hiicrenin oksidadif dengesini bozdugu ve oksidadif strese neden
olabildigi iddia edilmektedir [138].

Derfus ve ark. [139] yapmis olduklar1 ¢alismada CdSe yapisindaki KN’lar1 ile hepatosit
hiicrelerini ¢esitli konsantrasyonlarda 24 saat boyunca maruz birakmislar ve sitotoksik
etki gozlemlemislerdir. Calismada ayn1 KN’lar1 siir serum albiimin (BSA) ile kaplanmis
ve daha sonra yine hepatosit huicreleri ile 24 saat boyunca maruz birakilmis herhangi bir
sitotoksik etki gozlenmemistir. KN’larimin toksik etkisinin Cd*? iyonlarinin hiicrelere

gecerek zararli etkiler olusturabilmekte oldugunu iddia edilmistir.

KN’larmin sitotoksik etkilerinin  doza bagli oldugunu gosteren ¢alismalar da
bulunmaktadir. Hoshino ve ark. [140] yapmis olduklari ¢aligmalarda B CdSe/ZnS—SSA
KN’larmin, 0.1, 0.2, ve 0.4 mg/mL konsantrasyonlari, EL-4 hiicreleriyle 24 saat boyunca
maruz birakilmis, ve doza bagli bir sitotoksik etki gozlendigi belirtilmistir. Hoshino ve
ark. [141] devamindaki bir baska ¢alisma da ise WTKI hiicrelerinde ise 12 saatlik

uygulama sonucunca ise KN’larinin DNA hasarina neden oldugu belirtilmistir.

Lovric ve ark. [142] yapmis olduklar1 bir baska c¢alismada ise si¢an polikromotik
hicrelerde ve (PC12) ve murine mikrogilia (N9) hiicrelerinde, CdTe KN’larinin yaptigi
sitoksik etkinin nedeninin CdTe KN’larinca salnan Cd*? iyonlarmin reaktif oksijen
tirlerinin olusmasina, bunin da, hicre igindeki biyolojik yapilarda bozulmaya neden

oldugunu belirtilmistir.

Shiohara ve ark. [143] mercapto-undekanik acid (MUA) kapli CdSe/ZnS KN’larinin
HeLa hiicrelerinde ve primer insan hepatosit hiicrelerinde 100 pg/mL konsantrasyonun

toksik oldugunu belirtmistir.

Choi ve ark. [144] CdTe ve CdSe/ZnS (gekirdek/kabuk) yapida olan merkaptopropiyonik
asit (MPA), sistein (Cys), or N-asetilsistein (NAC) ile kaplanmig KN’larin1 insan gogiis
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kanser hiicrelerinde (MCF-7) MTT test yontemiyle sitotoksik etkilerine bakilmis ve Cys-
kapli CdSe/ZnSKN’lar1 hari¢ digerlerinde hiicre 6liimiine sebep oldugu gézlenmistir.

PEG kapli KN’larini, insan g6giis kanser hiicreleriyle (SK-BR-3) maruz birakilmis ve
elde edilen sonuglara gore, kaplamasiz olan KN’larinin daha toksik oldugu belirtilmistir.
Bu da KN’larimin toksik etkilerinin, fizikokimyasal etkilere bagli oldugunu belirtmislerdir
[145].

Bir baska calismada ise insan deri fibroblast hiicrelerinde (HDF) CdSe/ZnS KN’larinin
(30-60 nM) gesitli gen ve proteinlerdeki degisimleri incelenmistir. Ede edilen verilere
gore CdSe/ZnS KN’larinin apopitoza, inflamasyona ve oksidadif strese ve g¢esitli immun

cevaplarin olusumuna neden olmustur [146].

2.9. Calismada Kullamlan Yontemler

2.9.1. Sitotoksisite Tayini

Sitotoksisite c¢aligmalar1 kimyasal maddelerin hiicre ve dokular iizerindeki etki
mekanizmalarini aydinlatmak i¢in 6nemlidir. Ayrica sitotoksisite, kanser ve inflamasyon
gibi bir cok patolojik durumun gelismesinde de rol oynamaktadir. Son yillarda, hiicre
kiiltiirinde hiicre canliligit ve c¢ogalmasini arastirmak amaciyla pek c¢ok yontem
gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilani, 96 kuyucuklu plaklarda yapilan
sitotoksisite degerlendirmeleridir. Bu yontemlerle hizli ve kolay sekilde bir cok 6rnegin
sitotoksik analizi yapilabilmektedir [147,148].

Uygun sitotoksisite yontemini se¢mek igin hiicre 0liimiine neden olan mekanizmalarin
bilinmesi Onemlidir. Laktazdehidrogenaz (LDH) yontemi, hiicre membran hasari
olustuktan sonra kiiltiir ortamina salmman enzimin Olgiilmesine dayanir. 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-  2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) yontemi mitokondride
enzimatik reaksiyona dayanir. No&tral kirmizi alim (NKA) yontemi ise lizozomlara
boyanin alinma derecesini 6lgen bir yontemdir [147]. Erken sitotoksik etkiyi belirlemek
icin NKA ve MTT yontemleri en hassas sitotoksisite yontemleridir [149]. MTT ve NKA
sitotoksisite tayin yontemleri canli hiicre sayisi, mitokondriyal ve lizozomal fonksiyonlari

degerlendirmek i¢in uygun biyogostergelerdir [150].
LDH yontemi, piriivatin laktata indirgenmesini saglayan LDH enziminin aktivitesinin

Olgiilmesine dayanan bir yontemdir. Bu indirgenme NADH’in NAD+’ya oksidasyonu

esliginde 340 nm’de spektrofotometrik olarak izlenir. LDH, tiim hiicrelerde bulunan sabit
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bir sitoplazmik enzimdir. Plazma membraninin hasar1 sonucunda hizli bir sekilde salinir.
LDH yo6ntemi hiicreler arasi olusan toksisiteyi 6l¢mez ancak hiicre membraninin hasarina

yol agan kimyasal maddelerinin toksisitesini 6lger [147].

- Notral Kirnmzi Alm (NKA) Yontemi
NKA yontemi, biyomedikal ve gevresel pek ¢ok uygulamada yaygin olarak kullanilan,
hiicre canlilig1 ve hiicre hasarin1 degerlendiren bir sitotoksisite testidir [151,152]. NKA

yontemi ucuz ve kolay olmasi nedeniyle tercih edilen yontemlerdendir.

Borenfreund ve Puerner’in gelistirdigi yontem, ndtral kirmizi (NK) (3-amino- m-
dimetilamino-2-metil-fenazin hidrokloriir) boyasinin kiiltiir hiicrelerinin lizozomlarina
alinmasi esasina dayanmaktadir. Boyanin lizozomlarda birikmesi hiicre sayisiyla dogru
orantilidir [153]. NK, zayif katyonik yapida bir boyadir ve hiicre membranindan hiicre
icine non-iyonik difiizyonla geger. Hiicre igine alinan boya, canli htcrelerin
lizozomlarinda birikim gostermektedir [154]. Canli hiicrelerden asidik hale getirilmis
etanol c¢ozeltisiyle boya tiiketilmekte ve c¢Oziinmiis boya miktar1 spektrofotometre

yardimiyla belirlenmektedir [147].

Plazma ve/veya lizozomlara hasar veren veya enerji gerektiren endositoz olaylariyla
etkilesen kimyasal maddeler hiicrenin NK boya alma kapasitesini azaltabilir. NKA
yontemi orta sureli (3-6 saat) maruziyetlerde hiicre canliligini 6lgen diger yontemlere gore
oldukga duyarhdir [148].

- 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) YoOntemi
MTT o6l¢tiimii in vitro kosullarda metabolizmanin canlilifina dayanarak sitotoksisiteyi
olgmek igin uygulanan kolorimetrik bir yontemdir [155]. Hedef Krebs dongusu
enzimlerinden biri  olan ve mitokondrilerin  matriksinde  bulunan  stiksinat
dehidrogenaz’dir. Bir tetrazolyum tuzu olan sar1 renkli MTT, siiksinat dehidrogenaz
enzimine 0zgul olarak baglanir. Canli hiicrelerin stiksinat dehidrogenaz gibi
mitokondriyal enzimleri tetrazolyum halkasin1 acar. MTT suda ¢Oziinmeyen mor
formazan kristallerini olusturur. Organik c¢ozicllerde kolayca ¢ozinen formazan
kristalleri, konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga
boylarinda Olgiilebilen bir absorbans verir. Absorbans degerlendirilerek, dolayli yoldan
hiicrelerin metabolik aktiviteleri 6lgiiliir. Olgiilen deger yasayan hiicre sayis1 ile

iliskilendirilir [156].

Tetrazolyum tuzlari, sadece metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan indirgenebilir.
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Kolay bir yontemdir. Mitokondrinin metabolik aktivitesi degerlendirilebilirken hiicreler
arast aktivitelerin degerlendirilmesine olanak vermez. MTT, hicrelerde mitokondri
disinda NADH ve NADPH ile kontrol edilen rediiksiyona ugrayabilir [157].

2.9.2. Genotoksisite Tayini

Tek Hucre Jel Elektroforez (Comet) Yontemi

COMET yontemi in vitro, in vivo ve ex vivo sistemlere uygulanabilen, DNA kiriklarini
belirleyebilen yontemdir [158]. DNA hasarinin belirlenmesi icin ilk kez Ostling ve
Johanson [159], mikro jel elektroforez teknigini kullanmis, bu yontem Singh ve ark. [160]
tarafindan gelistirilerek giinlimiizde yararlanilan tek hiicre jel elektroforez (COMET)
yontemi olusturulmustur. Bu yontemde; DNA zincirindeki tek ve ¢ift iplik kiriklari, alkali

oynak bolgeler ve oksidatif DNA baz hasar belirlenebilmektedir [160].

Az miktarda hiicre ince agar jel yardimiyla mikroskop lamina tutturulur. Hiicreler lize
edilir ve DNA’nin farkli pH’larda agilmasi saglanir. Elektroforez i¢in farkli pH’larin
secilmesi farkli derecede hasarin Olgiilmesine olanak verir. DNA goglnin derecesi,
hiicrede DNA hasar1 hakkinda bilgi verir [160].

Elektrik akimi, kirilmig ve hafiflemis DNA fragmanlarimin cekirdekten hizli goguni
saglar. Hasarsiz DNA biiyiik oldugundan, elektroforezde akim uygulamasi ile kuyruk
birakmadan go¢ ederken, hasar nedeniyle parcalanan DNA, kiicuk parcalar halinde geride
kalip kuyruk olusturur [161]. Daha sonra DNA baglayici floresans bir boya ile boyama
islemi yapilir, goriiniisleri itibariyle kuyruklu yildiza benzediklerinden “COMET” diye
adlandirilan bu goruntiiler dl¢iiliip degerlendirilir [161-165].

Comet yonteminde sonuglarin degerlendirilmesinde genel olarak kuyruktaki % DNA, bas
kismindaki % DNA, kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu vb. degerler
kullanilir [164]. Kuyruk uzunlugu, basin merkezinden ya da u¢ kisminda kuyrugun
sonuna kadar olan uzunluk ve kuyruk yogunlugu tiim Comet yogunluguna kiyasla
kuyruktaki yogunluktur. Kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA
yogunlugunun bir sonucu olan bir gostergedir [165].

Tek hiicre jel elektroforez yontemi, tek bir hiicrede DNA hasarmin dogrudan tayininin
yant sira bir populasyondaki tiim hiicrelerin ayn1 oranda hasara ugrayip ugramadiginin da
tayinine olanak saglar. Herhangi bir tedavi sirasinda hiicrelerin heterojen cevabinin ve

radyoterapi ve kemoterapi tedavi protokollerinde tiimor cevabmin o6ngorilmesine
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yardimeci olabilir [164]. Comet yontemi, DNA hasar ve onarimini ve mekanizmalarini pek
cok deneysel sartlarda inceleyen tek hiicre siispansiyonu seklinde elde edilebilen her
Okaryotik hucrede DNA hasar ve onarimini tespit edebilen bir yontemdir [166-169].
Comet yontemin avantajlari; diisiik diizeydeki DNA hasarlarini belirleyebilir, uygulamasi
rahat ve ucuzdur, diisiik miktarda 6rnekle ¢alisilabilir, deneyin tamamlanmasi i¢in kisa

stireye ihtiyac¢ duyulur [170].

Cesitli enzimlerle yapilan Comet yontemi de yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu enzimler;
ozel glikozilaz aktivitesi gosterir, hasarli bazi uzaklastirir, apiirinik/apirimidinik bolgeler
olusturur ve apiirinik/apirimidinik boélgeleri zincir kiriklarma gotiirebilir [171]. DNA
tamirinin belirlenmesi igin lizis sonrasinda niikleotitler tamir enzimleriyle inkibe edilir
[172,173]. Enzimle inkiibasyondan sonra inkiibasyondan oOnceki degerlerle
karsilastirildiginda, Comet parametrelerinde artis olmasi okside bazlarin varligini gosterir.
Insanlarda hiicrelerdeki DNA hasarinin tipini belirlemek i¢in kullanilacak bu enzimler
farklidir.  Ornegin  Endoniikleaz 11 okside pirimidinlerini  belirler  [174].
Formamidopirimidin glikozilaz (FPG) enzimi, Escherichia coli’den elde edilen bir DNA
onarim enzimidir. Bu enzim, oksidatif DNA baz hasarini, 6zellikle piirin oksidasyon
uriind olan 8-OHAG tayin eden bir endoniikleazdir. Fpg protein; 8-OHAG ve diger hasarli
purinleri yiiksek hassasiyetle tayin etmesinin yaninda, abazik bdlgeleri ve agik zincir N-7

guanin katim trtinlerini de tayin edebilmektedir [175].

2.9.3. Gen Ekspresyon Olgiimii

Gen ekspresyonu ya da gen ifadesi, DNA dizisi olan genlerin, fonksiyonel protein
yapilarina donlismesi siireci i¢in kullanilan bir terimdir. Gen ifadesi (ekspresyonu)
DNA’da bulunan genetik bilgilerin bir RNA molekili (mRNA) sentezi suretiyle
kopyalanmas1 (transkripsiyon) ve kopyalanan genetik bilgilerin bir protein molekiilii
haline ¢evrilmesi (translasyon) islemlerinin tamami olarak tanimlanir. Basitge, bu durum
genlerin agik (aktif) olup olmadiklari olarak da belirtilmektedir. DNA’nin farkli genlere
karsilik gelen bolgelerindeki baz dizilimleri, o gen tarafindan sifrelenen proteinin
aminoasit dizisini belirler. DNA’daki baz dizilimlerinin proteinin amino asit dizisini nasil
sifreledigi, genetik ve biyokimyasal yontemlerin birlikte kullanilmas: ile ortaya

konmustur [176].

Gen ekspresyonunun en genel 6l¢lim amaci karsilagtirmadir. Farkli hiicrelerdeki genlerin
mRNA diizeylerini karsilastirma, bir organdaki tiimor hiicresiyle normal bir hiicrenin

karsilastirilmasi, farkl siirelerle ilag uygulamasi yapilan veya toksik maddelere maruz
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kalan canlilarin genlerindeki ekspresyon degisimlerinin karsilastirilmas: gibi amaglarla

yapilmaktadir [177].

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), nukleik asitlerin incelenmesinde ve niikleik asitlerle
ilgili galismalarda kullanilan olduk¢a duyarli ve 6zgul bir molekdiler tekniktir [178].
Ozgil DNA ve RNA bélgelerinin tespiti, DNA sekanslanmasi, parmak izi tabanl
amplifikasyon yontemleri, kiiltiir edilemeyen mikroorganizmalarin gosterilmesi ve

mutasyonlarin tespiti gibi bir cok amaclarla kullanilmaktadir [179].

DNA veya RNA dizilerinin sayisal olarak artirilmasi esasina dayanan PCR’1in en 6nemli
yonii, 6zel bir DNA dizisinin secilip ¢ogaltilarak istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasinin
onlenebilmesidir. Bu 06zellik, incelenen 6rnekler icerisinde aranan bdélgenin olup
olmadiginin goériilmesini kolaylastirmakla kalmayip, ayn1 zamanda bdlgenin ¢ok miktarda
kopyast elde edileceginden, daha ileri tekniklerle DNA’nin analiz edilmesini de
saglamasidir [180-182]. Hedef genetik materyaller ¢cok az sayida ve hatta bir-gok ilgisiz
DNA’lar arasinda olsa bile PCR’la homojen bir DNA materyali haline getirilip
cogaltilabilir ve boylece kolayca tanimlanabilir [183-186].

Es zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR), 1980 yilinda Karry Mullis
tarafindan gelistirilen, arastirmacilara istenilen spesifik gen bolgesinin 1 milyondan fazla
kez ¢ogaltilmasini saglayan PCR’mn, ¢ok 6nemli bir uygulamasidir [187,188]. RT-PCR
sistemleri, amplifikasyonunu ve amplifiye olmus tirliniin (amplikon) kontroliinii ayni
kapali sistemlerde gergeklestiren ve amplikonun goriintiillenmesine izin veren, gidalardan,
memeli genomundan, genetik olarak gelistirilmis organizmalardan, insan ve veteriner
mikrobiyoloji alanlarin ¢ok farklilik gosterebilen oOrneklerden, nikleik asitlerin
aranmasinda kullanilmaktadir [189-190].

RT-PCR, geleneksel PCR’in uygulama alanlarin1 genisletirken, PCR ile ilgili pek ¢ok
laboratuvar sorununa da ¢6ziim getirmistir. Bu yontem sayesinde, DNA ve RNA 6rnekleri
kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilmekte, ¢ok sayida 6rnek son derece az
kontaminasyon riskiyle, giivenle caligilabilmektedir. RT-PCR’da, PCR reaksiyonu
sirasinda olusan drdnleri gorinlr hale getirip ve izleyebilen floresan isaretli prob ve
etidyum bromiir (EtBr) gibi boyalar kullanilarak ve olusgan DNA ile dogru orantili olarak
artan floresan, tek bir tiipte ve tek bir islemle belirlenebilmektedir [191-192].

Gunimuizde floresan sinyali 6lgmek icin kanserojen EtBr yerine PCR igin gelistirilmis
cozeltiler kullanilmaktadir. SYBR Green veya SYTO9 gibi 6zel boyalar DNA sarmalina

36



baglanarak floresan 1s1ma yapip, amplifikasyon miktarinin saptanmasini saglamaktadir.
Bu yontem aracilifiyla her PCR dongiisii sonunda, tiip i¢inde olusan ¢ift zincirli DNA

miktarini 6l¢llerek kantitatif analizlerin yapilmasi saglanir [193].

Nikleaz analizleri de dahil olmak Uzere tiim galismalarda TagMan problar [194] , 5- (2°-
aminoetil) aminonaftalen-1-silfonik asit, 4-(4’-dimetilaminofenilazo) benzoik asit gibi
molekiiler isaretleyiciler [195] ve SYBR Green boyast [196] yaygin olarak
kullanilmaktadir. TagMan problari, Tag DNA polimerazin 5°-3" ekzonukleaz
aktivitesinden yararlanarak, hibridizasyon sonrasi olusan tamamlayici dizi floresan
DNA’y1 kullanmaktadir. Ortaya ¢ikan floresan sinyal ise sinyal tespit edici sistemler

tarafindan sayisal bir degere doniistiirilmektedir [197].

SYBR Green boyasi, gen ifadesinin Ol¢limiinde siklikla kullanilan bir boyadir ve cift
zincirli DNA’ya baglanarak floresan 1s1ma yapar. SYBR Green boyasinin ¢ift zincirli
PCR iirlinline baglanmasi, iiriin miktar1 ile orantili olarak floresan 1simay1 saglar. Bu
yontemde, uygun primer se¢imi dnemli asamadir ve basariyla uygulanabilmesi icin PCR
primerlerinin sadece spesifik cDNA’ya baglanmasi, primer-dimer veya spesifik olmayan

amplifikasyon rlni olusturmamasi gerekmektedir [198].

Bununla birlikte es zamanli PCR cihazlarinda 6zgiil olmayan amplifikasyon iiriinlerinin
olusumunu ve primer dimerleri saptamak ic¢in erime egrisi (melting curve) analizi
yapilabilmektedir Her ¢ift zincirli DNA kendine 0zgiil bir erime 1sisina (melting
temperature, Tm) degerine sahiptir. Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas
yiikseltilerek belirli araliklarla floresan miktari gozlenir. Cift zincirli DNA denatire
olmaya baglayinca, bagli olan floresan boya serbest kaldigi icin Olgiilen 151ma miktari
azalmaya baslar. Bu yontemle elde edilen erime egrisinden yararlanilip amplifikasyonun
Ozgiilliigh saptanabilir. Tm degerinin tam olarak tespit edilebilmesi igin erime egrisinin

zamana karsu tiirevi ¢izilir ve bu tiirev analizi siklikla yapilan bir yontemdir [198].

Esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) es zamanli PCR yonteminde 6nemli bir
degiskendir. Ct, amplifikasyon sirasinda saptanan floresan 1s1ma miktar1 esik degerinin
asildigr dongili sayisidir. Bagka bir deyimle iiriindeki ilk anlamli artigin oldugu noktay1
gosterir. Farkli PCR reaksiyonlarinda yeralan kalip Orneklerin miktar1 Ct degerleri
karsilastirilarak ongoriilebilir. Florimetrik PCR teknigiyle yapilan kantitatif ¢aligsmalarda,
kalip DNA miktar1 bilinen standart orneklere ait Ct degerleri ile incelenen 6rnegin Ct

degeri karsilastirilarak yapilmaktadir [199].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahismada Kulanilan Kuantum Noktalari

Tez ¢alismasinda kullanilan Ag,S kuantum noktalari; Kog Universitesi, Kimya Bolumil,
Polimer ve Nanomateryal Arastirma Grubu laboratuvarinda sulu sentetik yoldan tek
asamada tiyol baglh kaplamalar kullanilarak sentezlenmistir. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik
asit) KN’smin hidrodinamik biiyiikligi 3,5 nm olup, zeta potansiyel degeri -38mV’dur.
Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit) KN’sinin hidrodinamik biiyiikliigii 4 nm olup,
zeta potansiyel degeri -40,16 mV dur.

Yakin Kizilotesi I. Bolgede (YKB-I) 1s1yan, kolloidal agidan kararli ve son derece 151ma
verimi yiuksek olan Ag,S kuantum noktalar1 2-merkaptopropiyonik asit kaplamasi ile
hazirlanmistir.  Pargaciklar yakin  bant-kenar emisyonu gostermistir. Bu  2-
merkaptopropiyonik asit YKB-I 780-950 nm araliginda dalgaboyu ayarlanabilir emisyon
maksimumuna sahiptirler. Ag,S kuantum noktalarinin ikincisi ise, suda mezo-2,3-
dimerkaptosiiksinik ~ asit ayrismasi ile sentezlenmistir. Su icinde mezo-2,3-
dimerkaptosiiksinik asitin yavas ayrigmasi, yaklasitk %7 civarinda olan pargaciklarin

emisyonunun 730-920 nm dalgaboyu araliginda daha iyi ayarlanmasini saglamistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit Sigma

Beta merkapto etanol Amresco
Dimetil sulfoksit Sigma-Aldrich
DiSodyum hidrojen fosfat di hidrir (Na,HPO,4.2H,0) Merck
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Sigma
Dulbecco's fosfat tamponlu serum fizyolojik Biological Industries
Diisiik erime noktal1 agar Sigma
EDTA-disodyum tuzu Sigma
Etidyum bromir Sigma-Aldrich
Etil alkol Sigma-Aldrich
Hidrojen peroksit (%35) Merck
Hidroklorik asit (%37) Merck
L-Glutamin Sigma

Metil alkol Sigma-Aldrich
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Nitrik asit

N-Lauroil sarkosinat sodyum tuzu
Normal erime noktal1 agar

Notral Kirmizi

Orta erime noktal1 agar

Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum Klorar

RNeasy Plus Mini Kit

RPMI 1640

RT?2 First Strand Kit

RT2 gPCR Primer Assay

RT2 SYBR Green qPCR Mastermix
Sigir serum albiimini (FCS)
Sodyum hidroksit

Sodyum klortr

Tripan mavisi

Tripsin

Triton X-100

Trizma base (TrisHCI)

3.3. Kullanilan Arag¢ Geregler

6 ve 96 kuyucuklu plaklar
Buzdolab1

Cam pastor pipeti

Cam pastor pipeti kauguk baslig
Comet Bilgisayar yazilimi 3.0
De iyonize su cihazi

Derin dondurucu (-80°C)
Elektroforez

Elektroforez gii¢c kaynagi
Etiv

Filtreli ug 0.5-10 pl’lik steril
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Horasan Kimya
QIAGEN
Sigma
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
Biological Industries
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Greiner

Hotpoint

Interlab

Interlab
Perceptive Software
Easypure UV
Revco

Biometra Analitik
Power Pack P25
Dedeoglu

HTL



Filtreli ug 0.5-20 ul’lik steril
Filtreli u¢ 100-1000 pl’lik steril
Filtreli ug 1-200 pl’lik steril
Floresan mikroskop

Isitict

Inkiibator

Karistirici-Isitict

Kirik buz makinast

Lam (25x75)-Bir kenar1 tragh
Lamel (24x60)

Laminar flow

Manyetik karistirict

Mavi mikropipet ucu 100-1000mL
Mikrodalga firin

Mikropipetler (0,5-20, 1-10, 10-100, 20-200, 100-

1000 pl)
Mikrosantrifj
Mikrosantrifiij tiipii, kapakli (1,5 ml)

Nanodrop

Otoklav

PCR Tubes, 0,2 ml

PCR veri analiz programi 3.5-online
pHmetre

Plastik pastor pipeti 3 ml

Real Time PCR Cihazi

Real Time PCR Yazilimi

Santrifij

Sar1 micropipet ucu 1-200 ml
Sayim lami1 (Neubauer)

Sekiz kanalli mikropipet (5-300 pl)
Spektrofotometre

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
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HTL

HTL

HTL

Leica

Multi-blok, Lab-Line
Haraeus Instruments
Jankel&Kunkel,Ikamag
Scotsmasn AF100
Marienfeld
Marienfeld

Kojair KR 105
Stuart Scientific
Eppendorf

Vestel

Finnpipette, Gilson
Hettich Micro 12-24
Eppendorf
Maestrogen
Spectrophotometer
Rodwell Monarch MP 24
QIAGEN
SABIOSCIENCE
Cyberscan

Interlab

Corbett

QIAGEN

Haraeus, Hettich
Eppendorf
Marienfeld
Eppendorf
SpektraMax M2
QIAGEN



Su banyosu Termal Laboratuvar Aletleri

Terazi Schimadzu Libror
Ultrasonik banyo Transsonic 460/H
Vakum pompasi Welch Vacuum
Vorteks Heidolph Reax 2000
Yatay calkalayici Edmund Buhler
Yatay hicre kultur sisesi TPP

3.4. Kullanilan Cozeltiler

3.4.1. Deneylerde Kullamlan Nanomateryallerin Cozeltileri

Bu calismasinda;  Ag,S-(2-merkaptopropiyonik  asit) ve  Ag,S-(mezo-2,3-
dimerkaptostksinik asit) KN’lar1 hiicre kiiltiirii ortaminda 5-2000 pg/ml konsantrasyon
araliginda olacak sekilde dogrudan kullanilmistir. Ayrica kaplama maddesi olan 2-
merkaptopropiyonik asit ve mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit de yine ayni1 konsantrasyon

araliginda deney ortamina dogrudan eklenmistir.

3.4.2. NKA Yonteminde Kullamlan Cozeltiler

Besi ortamm
500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) tizerine 50 ml % 10 FBS ve 5 ml
% 1 penisilin/streptomisin eklendi. +4°C’de sakland.

Fiksasyon (sabitleme) ¢ozeltisi
100 ml etil alkol, 2 ml asetik asit ve 98 ml distile su karistirilarak hazirlandi. +4°C’de

saklandu.

Notral kirmmzi (NK) stok cozeltisi
20 mg NK boyast 5 ml FBS icermeyen besi yeri icerisinde ¢oziildii. Su banyosunda
calkalanarak ¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan c¢ozelti aliiminyum folyoya sarilarak

+4°C’de saklanda.
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Notral kirmzi (NK) standart ¢ozeltisi
Deney giiniinden bir giin 6nce 625 pl NK stok ¢ozeltisi 50 ml FBS icermeyen besi yeri ile

karistirilarak hazirlandi. Membran filtreden siiziildii. 37°C’de 18 saat siireyle inkiibe
edildi.

3.4.3. MTT Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Besi Ortamm
500 ml MEM {uzerine 50 ml (%10) FBS ve 5 ml (%1) penisilin/streptomisin eklendi.
+4°C’de saklandi.

C0Ozme Cozeltisi
DMF c¢ozeltisi (%40 h/h), glasiyel asetik asit (%2 h/h) i¢inde hazirlandi. 16 g SDS 100 ml
DMF c¢ozeltisine eklendi. pH 4.7’ye ayarlandi. Oda sicakliginda SDS’in ¢dzinmesi

beklendi (¢cokelek ¢6ziinmezse 37°C’ye 1sitilir ve karistirilir).

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromur (MTT) Cozeltisi

50 mg MTT, 10 ml Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) icerisinde c¢ozuldu.
Hazirlanan ¢6zelti membran filtreden steril, 151k gegirmeyen bir tiipe siiziildii. Hazirlanan
MTT ¢ozeltisi 1siktan korunarak, 4°C’de saklandi (uzun siire saklanacaksa -20°C’de

saklanilabilir).

3.4.4. Comet Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Disodyum etilendiamin tetraasetik asit (Na,EDTA) ¢ozeltisi (200 mM)

14,89 g Na,EDTA 200 ml distile suda ¢oziildii. pH 10’a ayarlandi. Oda sicakliginda
saklandi.

Diisiik erime noktah agar (LMPA) cozeltisi

125 mg LMPA sicak su banyosu kullanilarak 25 ml PBS igerisinde ¢6ziildii. Kiigclk

hacimler halinde buzdolabinda saklandi.
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Elektroforez tampon ¢ozeltisi
1705 ml soguk distile su, 52,8 ml 10 N NaOH ve 8,8 ml 200 mM EDTA ¢ozeltisi

karistirildi. Deney giinii taze hazirlandi.

Etanol c¢ozeltisi (% 50)
% 99,8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 150,3 ml alindi, son hacim distile suyla 300 ml’ye

tamamlandi.

Etanol ¢ozeltisi (% 75)
% 99,8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 225,5 ml alindi, son hacim distile suyla 300 ml’ye

tamamlandi.

Etidiyum bromur (EtBr) cozeltisi
10 mg EtBr, 50 ml distile suda ¢oziilerek 200 ug/ml’lik stok EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
stok cozeltiden boyama sirasinda 1 ml alinip distile suyla 10 ml’ye tamamlanarak 20

ng/ml’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Fosfat tamponlu serum fizyolojik ¢ozeltisi (PBS)
1 PBS tableti 200 ml distile suda ¢6ziildii. 4°C’de saklandi.

Hidrojen peroksit (H,O,) ¢ozeltisi
% 35’lik H,0, ¢ozeltisinden 9,7 pl alindi, 990,3 ul distile su ile 1 ml’ye tamamlanarak
0,1M H,0; ¢ozeltisi hazirlandi. 1 hafta siiresince 4°C’de saklanabilen ¢Ozeltiden deney

giinii 20 pl alinip 1980 pl PBS ilave edilerek, 1 mM H,0; ¢ozeltisi hazirlandi.

Normal erime noktah agar (NMPA) c¢ozeltisi
500 mg NMPA sicak su banyosu kullanilarak, 50 ml PBS igerisinde ¢oziildii. Kiigiik
hacimler halinde 4°C’de saklandi.

Notralizasyon tampon ¢ozeltisi

48,5 mg Tris 750 ml distile suda ¢oziiliip ¢ozelti pH’s1 7,5’a ayarlandi. Cozeltinin son

hacmi distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.
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Stok lizis ¢ozeltisi

146,1 NaCl, 37,2 g Na,EDTA, 1,2 g Tris 500 ml distile suda ¢6zlldi. 10 g NaOH eklenip
¢ozelti pH’s1 10°a ayarlandi. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu eklendi.

Cozeltinin son hacmi distile su ile 890 ml’ye tamamlanip maddeler ¢oziinlinceye kadar

karistirilarak stok lizis ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti oda sicakliginda saklandi.

Lizis ¢ozeltisi
178 ml stok lizis ¢ozeltisi, 2 ml Triton X-100 ve 20 ml DMSO karistirildi. Cozelti deney
giinii taze hazirlandi, kullanilacagi zamana kadar 4°C’de bekletildi ve deney sirasinda

soguk ¢ozelti kullanildi.
3.4.5. Ekspresyon Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler
- RNA izolasyonunda kullanilan c¢ozeltiler

Hiicre vasati
100 ml DMEM icerisine 10 ml FCS ve 1 ml Penisilin-streptomisin eklendi. +4 °C’de

saklanda.

RLT tampon ¢ozeltisi

Izolasyon kiti icerisinde hazir olarak gelmektedir.

izolasyon Cozeltisi

20 ml RLT tampon ¢dzeltisine 2 ml steril p-merkapto etanol eklendi. 4 °C de saklandu.

Etanol Cdzeltisi (% 70)
% 99.8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 70.14 ml alindi, 100 mI’ye DNaz RNaz icermeyen

suyla tamamlandi.

RW!1 Yikama Cozeltisi

Izolasyon kiti icerisinde hazir olarak gelmektedir.

RPE Tampon Cozeltisi
Izolasyon kiti igerisinde hazir olarak gelmektedir. 44 ml %70’lik etanolle seyreltildi.
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- ¢DNA Cevrilmesi Isleminde Kullanilan Cozeltiler

Buffer GE gDNA Eliminasyon Cozeltisi Tamponu

Izolasyon kiti icerisinde hazir olarak gelmektedir.

BC3 Cozeltisi

Izolasyon kiti icerisinde hazir olarak gelmektedir.

Control P2 Cozeltisi

Izolasyon kiti icerisinde hazir olarak gelmektedir.

RE3 Cozeltisi

Izolasyon kiti icerisinde hazir olarak gelmektedir.

Ters transkripsiyon Karisim Cozeltisi
Izole edilen her bir RNA 6rnegi icin 4 ul BC3, 1 ul kontrol P2, 2 ul RE3, 3 ul RNaz

DNaz icermeyen su eklenerek 10 pl’lik karigim taze olarak hazirlandi.

- Gen Ekspresyonunda Kullanilan Cozeltiler

SYBR Green Master Mix Cozeltisi

Izolasyon kiti icerisinde hazir olarak gelmektedir.

bax, kaspaz 9 ve bcl2 Primer Cozeltileri

Izolasyon kiti icerisinde hazir olarak gelmektedir.

Gen Ekspresyon Karisim Cozeltisi
RNA’dan cDNA’ya cgevrilen her bir 6rnek igin 12.5 pl SYBR Green Master Mix, 1 pl
calisilacak primer, 5 pl 6rnek cDNA, 6.5 ul DNaz RNaz igermeyen su eklenerek 25 pl

karigim taze olarak hazirlandi.
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3.5. Yontemler

3.5.1. Sitotoksisiste Degerlendirmesinde Kullanilan Yontemler

3.5.1.1. NKA Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Hucreler 37°C’lik su banyosunda 1-2 dakika bekletilerek oda sicakligina getirildi.

Daha sonra her islem steril sartlarda ve streil kabin igerisinde yapildi.

Steril bir tlp icerisinde 1 ml hiicre ve 9 ml besiyeri karistirildiktan sonra 1500 rpm’de
5 dakika santrifiijleme yapilarak silipernatant kismi atildi, ortamindaki DMSO
uzaklastirildi.

Kalan hicre pelleti hacimce % 90 DMEM, % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin

cozeltisi iceren besiyeri ile karistirilarak yatay kiiltiir kaplari igerisine aktarildi.

Kiiltir ortamindaki hiicrelerin 37°C’ye ayarlanmis % 5 CO2’li ve nemli etiv

igerisinde biiyiimeleri saglandi.

2-3 gunlik sdre icerinde hucreler ve besiyeri mikroskopta kontaminasyon durumu ve

doygunlugu acisindan kontrol edildi.

Biiylimeye birakilan hiicreler, zemine tutunarak tiim kiiltiir ortamini kapladiklari

biiylikliige ulastiklarinda ortamdaki besiyeri uzaklastirildi.
Hiicreler 2 kez 10 ml 1lik PBS ile yikandx.

Hicrelerin Gzerine 5 ml Tripsin-EDTA c¢0Ozeltisi eklenerek 5 dakika bekletildi,

hiicreler yapistiklar yerden kalkana kadar kiiltiir kabinin tabanina hafif hafif vuruldu.

Steril bir tiipe 10 ml besiyeri konularak, tripsin sayesinde zeminden ayrilarak

slispansiyon haline getirilen hiicreler eklendi.

Hiicre siispansiyonu 1000 devir/dakika hizda 25°C’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildi.

Stipernatant kismi1 ¢alisma kabini altinda uzaklastirildi ve dipte toplanan hiicre pelleti

10 ml besiyeri ile dikkatlice karistirildu.

Bu agsamada elde edilen hiicre siispansyonundan 100 pL alinarak bir ependorf tiipe

aktarild1 ve lizerine 900 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4) eklenerek iyice karigtirild.
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Neubauer tipi hiicre sayim lam1 (hemasitometre) tizerine lamel yerlestirildi ve yaklagik

10 pL hiicre siispansiyonu kapiler etkiyle dolduruldu.

Isik mikroskobu altinda, hiicre sayici lami1 olusturan dort karenin kenar ¢izgileri harig
iizerlerindeki parlak ve renksiz goriintiilii yasayan hiicreler sayildi. Yasayan hiicrelerin

konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi:
Yasayan Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/ml) = A x B

A: Sayilan yasayan hiicre sayisinin ortalamasi (4 karede sayim yapildigindan toplam

say1 dorde boliinerek ortalama say1 tespit edilmistir)
B: Seyreltme faktori = 1/10 (Hucre stspansiyonu ve tripan mavisi ¢ozeltisi karigimi)

Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan (sayilan hiicre sayist x 10° hiicre/ml)
sonra hiicre stispansiyonu besiyeri kullanilarak hiicre kiiltiirii caligsmalarinda istenilen
konsantrasyonlara seyreltildi.

96 kuyucuklu plakalara ¢oklu pipetler kullanilarak her bir kuyucukta 200 pl 10.000
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler 1-12. siralara ekildi.

Plaka etiive kaldirilarak 24 saat inkiibasyona birakildi, hiicrelerin kuyucuklar i¢inde
tutunarak ¢cogalmalar1 beklendi.

24 saat sonra yine steril sartlarda besiyeri uzaklastirildi.

Bu esnada steril tliplerde besiyeri igerisinde c¢alisilmasi planlanan test c¢ozeltileri
hazirlandi. Ana stoktan seyreltmeler yapilarak her biri 5 ml 8 farkli doz hazirlandi ve
200 pl/ kuyucuk olacak sekilde hiicreler iizerine eklendi.

12 siradan olusan tabaka iizerinde ilk iki sira kontrol 1.ve 2. sira kontrol olarak
eklendikten sonra 3-12. siralara artan dozlarda (5, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800,
1000, 2000 pg/ml) olacak sekilde incelenecek bilesiklerden 10 doz eklendi.

Uygulama konsantrasyonlar1 ile muamele edilen hiicreler 24 saat daha inkiibasyona
birakildu.

Bir sonraki giin ¢alisma sirasinda kullanilmak iizere NR ¢0zeltisi (100 ml besiyeri+
1250 ul NR stok ¢ozeltisi) hazirlanarak inkiibasyona birakildi.

24 saat sonunda plak icindeki test maddesini iceren besiyeri bosaltildi. Bir giin
onceden hazirlanan NR ¢ozeltisinden her bir kuyucuga 200 ul eklenerek 3 saat daha

inkiibasyon yapildi.
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e Siire sonunda boya ortamdan uzaklastirildi ve kuyucuklar 3-4 kez 1lik PBS ile yikandi.
Stizge¢ kagidina vurarak plakalar kurutuldu.

e Tim hicrelere 200 ul % 50 metil alkol, % 1 glasiyel asetik asit ve % 49 distile su
karisimdan olusan sabitleyici ¢ozelti eklendi.

e Plaka calkalayici lizerine yerlestirilerek 20 dakika siire ile calkalandi.

e Hiucrelerin absorbanslari spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

e Boya 1sikta bozuldugu icin, deneyin her asamasi miimkiin oldugunca karanlikta
yapildu.

e (Calisma farkli zamanlarda en az 3 kez tekrarland1 ve sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasi
olarak hesapland.

e Her madde konsantrasyonu i¢in 6lgiilen absorbans degerinin, kontrol degerine orani
100 ile carpilarak % hiicre canliligi ve hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii inhibitor

konsantrasyonu (ICsg) hesaplandi.

3.5.1.2. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

e NKA yontemi basligi altinda anlatildigr sekilde V79 hiicrelerinin kiiltiirii yapildi,
madde ¢ozeltileri kuyucuklara eklendi.

e Hucreler 37°C’de, 24 saat sureyle % 5 CO, ve %95 nem iceren inkibatorde
inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonunda madde ¢dzeltileri atildi. Her bir kuyucuga 100 pl besi ortami
ve hazirlanan MTT ¢ozeltisinden 10 pl eklenerek huicreler 37°C, %5 CO, ve %95
nem iceren etiivde 4 saat daha inkiibasyona birakildi.

e 4 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda MTT c¢ozeltisi atildi. Kuyucuklarda olusan
formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her kuyucuga 100 ul ¢ézme ¢ozeltisi
eklendi. Plak yatay ¢alkalayicida 10 dakika siireyle calkaladi.

e (Calkalama islemi sonrasinda kuyucuklarda olusan renk siddeti spektrofotometrede
570 nm’de 6lgulda.

e Her bir maddenin konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerinin kontrol
absorbans degerine oran1 100 ile carpilarak % hiicre canlilig1 ve ICsy degerleri
hesaplandi.

e (Calismalar ticer kez tekrarlandi.
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3.5.2. Comet Yontemi ile Genotoksik Etkilerin Belirlenmesi

Bolim 3.4.1.1 de NKA yontemi basligr altinda anlatildig1 sekilde V79 hiicreleri

cogaltildiktan ve Neubauer laminda yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan

sonra, hiicre stspansiyonu, besi yeri kullanilarak hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda

istenilen konsantrasyonlara seyreltildi.

Neubauer laminda sayilan hiicreler besi yeri igerisinde siispande edilerek her bir

kuyucuga 2 ml (20000 hiicre/kuyucuk) olacak sekilde 6 kuyucuklu plaga ekim

yapildi.

Kuyucuklara ekilen hiicreler 37°C’de, % 5 CO; ve %95 nem igeren inkubatorde 1
giin siire ile inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucuga Ag,S-(2-merkaptopropiyonik

asit) kuantum noktasinin ve Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiksinik asit) kuantum

noktasinin ¢ozeltilerinden 5-2000 pg/ml araliginda 10 farkli konsantrasyonu

eklenerek son hacim besi yeri ile 2 ml’ye tamamlandi.

Negatif kontrol olarak %1 distile su ve pozitif kontrol olarak 100 uM H;0O,

kullanildi.

Hiicre siispansiyonlar1 incelenen bilesiklerin ¢ozeltileriyle 37°C’de, % 5 CO; ve

%95 nem igeren inklbatorde 24 saat streyle inkibe edildi.

Inkiibasyonu takiben hiicreler 2 ml soguk PBS ile iki defa yikandi. Her bir

kuyucuga 400 pl tripsin-EDTA ¢0zeltisi ilave edildi.

6 kuyucuklu plaklar inkubatorde 3-5 dakika sureyle bekletilerek htcrelerin

kuyucuk tabanindan ayrilmasi saglandi. 600 ul besi yeri kuyucuklara ilave edildi

ve tripsininin etkisi durduruldu.

1000 pl hiicre siispansiyonu eppendorf tiiplere alindi. Hiicre siispansiyonlari

mikrosantrifiijde 2000 rpm’de 5 dakika stireyle santrifiij edildi, {ist faz atildi.

Pozitif kontrol olarak 100 uM H,0O; uygulandi.

Hicreler 5 dakika buz banyosunda bekletildi. 4°C’de 2500 rpm’de 5 dakika

stireyle santrifiij edildi ve santrifiij sonunda siipernatan atildi. 4°C’de 1 ml PBS

eklenip 2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilerek hiicreler yikandi.

Santrifiijlin ardindan siipernatant atild1.
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Elde edilen hiicre siispansyonundan 100 pL bir ependorf tiipe aktarildi ve iizerine
900 puL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4 a/h) eklenerek iyice karistirildi.

Neubauer sayim lami iizerine lamel kapatildi. Yaklasik 10 pl hiicre stispansiyonu-
tripan mavisi karigimi sayim lamina uygulandi.

Isik mikroskobu altinda, Neubauer laminda dort karede parlak mavi ve renksiz
olan yasayan hiicreler soldan saga ve yukaridan asagiya gidilerek sayildi. Hiicre
sayiminin dogru ve kesin bir sekilde yapilabilmesi i¢in ideal olarak her islemde
200 ve tizeri hiicre sayildi. Yasayan hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in

asagidaki formiil kullanildi:

, ) . Toplam Hiicre Sayisi
ml’'deki Yasayan Hiicre Sayis1 = 2 %X 10.000 x 10

Sayilan V79 hiicreleri her bir lamda 10.000 hiicre olacak sekilde hesaplanarak,
37°C £ 0.5°C’de eritilmig 100 ul % 0,5’lik LMPA, 50 ul hicre stspansiyonu ile
karistirildiktan sonra 6nceden % 1°lik NMPA c¢ozeltisine daldirilarak agar
kaplanmis lamlara yayildi ve lizerine lamel kapatildi.

Lamlar buz iizerinde bekletilerek agarin katilasmasi saglanip, agar tizerindeki
lamel agar tabakasi bozulmadan dikkatlice alind.

Lamlar daha onceden hazirlanarak buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisi
icine daldirilarak en az 3 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Lizis islemi sonrasi lamlar elektroforez tankinda soguk elektroforez tamponu
icinde 20 dakika bekletildi, takiben 25 V 300 mA akim verilerek 20 dakika
elektroforez islemi uygulandi.

Elektroforezden sonra lamlar 15 dakika siireyle notralizasyon tampon ¢6zeltisinde
bekletildi.

Bu islemler ek bir DNA hasarini 6nlemek iizere karanlikta yapildi.

Lamlar iizerine EtBr c¢ozeltisi ilave edilip lamel kapatildiktan sonra floresan
mikroskop altinda incelendi.
Her deneyde oOrnekler ¢ift olarak calisildi ve ayrica tim deneyler birbirinden

bagimsiz olarak ayr1 zamanlarda 3 kez tekrarlandi.
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Her lamda 100 hicre floresan mikroskopta Comet bilgisayar analiz programi
(Comet Analysis Software, version 3.0, Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK) ile
degerlendirilerek, DNA hasar derecesi kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti olarak belirlendi.

3.5.3. Gen Ekspresyonu Calismasinda Kullanilan Yontemler

3.4.1.1 de NKA yonteminde anlatildigr sekilde ¢ogaltilan V79 hiicreleri, Neubauer
laminda hiicre canlilig1 i¢in degerlendirildi.

Hicreler, besi yerinde seyreltildi, her bir kuyucukta 30.000 hiicre/ 2 ml olacak
sekilde, 6 kuyucuklu plaklara ekim yapildi.

%5 CO, ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra vasat atildi, negatif kontrol
olarak distile su ve 10, 40, 125 ve 500 pl/ml olarak 4 doz eklendi. Son hacimleri 2
ml’ye tamamlandi.

%5 CO, ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon siiresi bitiminde, hiicreler 2 ml PBS ile iki kez yikandi. Hiicreleri
tutunduklan ylizeyden kaldirmak i¢in her bir kuyucuga 500 pl tripsin eklendi. 3-5
dakika inkiibasyon ortaminda bekletildi.

Hiicreler tutunduklar ylizeyden ayrilinca reaksiyonu durdurmak i¢in FCS igeren
besi yerinden 1000 pl eklendi.

Toplamda 1500 pl olan hiicre siispansiyonlari, santrifiij tiiplerine alindi. 1000
devir/dakika hizda 5 dakika santrifiijlendikten sonra iist faz atildi.

Hiicre siispansiyonlarindan 100 pl alinarak eppendorf tiipe aktarildi ve lizerine 900
pl tripan mavisi ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi.

Ardindan karisimdan 10 pl alindi Neubauer lamina aktarildi ve 151k
mikroskobunda hiicreler sayildi. Yasayan hiicrelerin  konsantrasyonunu

hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi:

Toplam hiicre sayisi

ml’de yasayan hiicre sayis1 = 2 x 10.000 x 10

Daha onceden 1 ml RLT tamponuna 100 pl B-merkapto etanol seklinde

hazirlanmig olan RLT karisimindan her 6rnege 350ul eklendi. Hafifge vurarak
karistirildi.

Uzerlerine 350 pl %70°lik steril etanol ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi.
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Hazirlanan hiicre ¢ozeltisi, pipetle alinarak silisyum oksit filtre igeren RNeasy spin
kolona eklendi.

10.000 devir/dakika hizda 15 saniye santrifiijlendi.

Kolonun iist kismi ayrilip temiz alt tiipe alindi ve 700 pl RW1 yikama ¢ozeltisi
eklendi.

10.000 devir/dakika hizda 15 saniye santrifiijlendi. Santrifiijden sonra eliiat atildi,
spin kolona geri takildi. RNA’lar kolona tutturulmus oldu.

RPE tamponuna 44 ml %70’lik etanol ¢ozeltisi eklendi.

Spin kolona 500 ul RPE ¢ozeltisi eklendi. 10.000 devir/dakika hizda 15 saniye
santrifujlendi.

Eliat atildi. Tekrar 500 pul RPE ¢ozeltisi eklendi. 10.000 devir/dakika hizda 2
dakika santriftijlendi.

Spin kolonun {ist kismi alinip eppendorfa kondu. Alt kismi atildi.

45 ul RNaz DNaz icermeyen su eklendi. 10.000 devir/dakika hizda 1 dakika
santrifiijlendi. Spin kolon atildi. RNA hiicreden toplanarak -80 %C>de saklandi.

0.2 ml’lik bos eppendorflar soguk metal kalip {izerine dizildi, iglerine 2 pl GE
tamponu eklendi.

Her tiipe 8 ul RNA izolatindan eklendi ve yavagg¢a pipetleme yapildi.

Tiipler 36’ ik kirmizi rotora dizildi. Bos kalan yerlere bos tiip dizildi. Uzerine
metal kelepce oturtuldu ve kapatildi.

Denatiirasyon islemi i¢in rotor RT-PCR cihazina oturtuldu. 42 °C’de 5 dakika
denatiirasyona birakildi.

Denatiirasyondan sonra linearitenin bozulmamasi i¢in eppendorflar soguk metal
blok iizerine alind1.

Her bir 6rnege 10 pl ters transkripsiyon karisimindan eklendi.

Eppendorflar tekrar kirmizi rotora dizildi.

RT-PCR cihazinda 42 °C’de 15 dakika, 90°C’de 5 dakika isleme birakildi.
Islemden sonra eppendorflar soguk kalip iizerine dizildi. Her birine DNAz RNaz
icermeyen su eklendi ve vorteksle karistirildi.

Sonugta her 6rnek igin 111 pl cDNA elde edildi.

cDNA’lar -20 °C’de sakland.

cDNA’lar Gzerinden gen ekspresyonunu 6lgmek igin her bir 6rnek ve primerler

(bax, kaspaz 9 ve bcl2 ) igin mastermix karigimlart ayri ayri hazirlandi.
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5 ul cDNA {izerine master mix karigimindan 20 pl eklendi ve toplamda 25 pl

karisim elde edildi.

e Tiipler mavi 72’lik rotora dizildi. Bos kalan yerlere bos tiip yerlestirildi. Uzerine
mavi kelepge yerlestirildi ve RT-PCR cihazina oturtuldu.

e Hold 95 °C 15 dakika, cycle 95 °C 15 saniye ve 60 °C 30 saniye olacak sekilde
kosullar ayarlandi. 40 dongii olacak sekilde cihaz ¢alistirildi.

e Okuma sicaklig1 60 0C’ye ayarlandi.

e Sonuglar degerlendirilirken log fazinin baslangi¢ degeri- threshold limit 0.05
olarak ayarlandi.

e Orneklerin CT degerleri hesaplandi.

e CT degerleri online yazilim programinda degerlendirildi.

e (Calismalar 2 kez tekrarlandi.

3.6. Istatistiksel Yontemler

NKA testi sonuglar1 degerlendirilirken, elde edilen absorbans degerlerinin kontrol
degerine orant 100 ile carpilarak % hiicre canliligi ve hiicrelerin %50’sinin oldigii
inhibitér konsantrasyon (ICsp) hesaplandi.

Comet yonteminde sonuglar negatif kontrol ve pozitif kontrol gruplari ile karsilastirildi.
Her lamda 100 hiicrenin DNA hasar1 yoniinden kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti degerleri Comet Bilgisayar Yazilimi1 (Comet Analysis Software, ver.3.0,
Kinetic Imaging Ltd. Liverpool, UK) yardimiyla 6lgiildii. Olgiilen degerler SPSS for
Windows 15.0 bilgisayar yazilimi ile tek tonli varyans analizi (ANOVA) LSD testi ile
hesapland.

Gen ekspresyon analizinde orneklerin CT degerleri negatif kontrol grubu ile Sabioscience
RT? Data Analaysis ver. 3.5 Online Yazilim Programinda degerlendirildi. Ortalama CT,
ACT, AACT ve kat degisimi-fold change degerleri hesaplanarak karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Noktasi ile Elde Edilen Bulgular

4.1.1. Ag:S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Noktasimn Sitotoksisitesine
Hliskin Bulgular

4.1.1.1. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Noktasimn NKA Yontemi ile
Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

5-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum
noktasinin V79 hiicrelerinde yapilan NKA deneyi sonucunda negatif kontrolle
kiyaslandiginda 5-400 pg/ml konsantrasyon araliginda V79 hiicrelerine 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi ancak 800-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda hicre
canliliginda azalmaya yol actig1 gozlenmistir. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum
noktasinin V79 hiicreleri igin ICsy degeri 1260 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1.)
(Sekil 4.1.).

Cizelge 4. 1. NKA yontemine gore Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum
noktasinin V79 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi*

Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan Hicre
Absorbans Degerleri Yuzdeleri (%)
(xstandart sapma) (xstandart sapma)

1 | (-) Kontrol (PBS) 0,636+0,066 100,0+0,0
2 | 5pg/ml 0,593+0,103 93,0+8,4
3 | 10 pg/mi 0,576+0,022 91,2+7,3
4 | 25 pg/ml 0,604+0,063 95,3+7,9
5 | 50 pg/mi 0,597+0,082 94,3+11,7
6 | 100 pg/ml 0,543+0,070 85,3+4,4
7 1200 pg/ml 0,641+0,058 100,9+3,0
8 | 400 pg/ml 0,644+0,057 101,429
9 | 800 pg/ml 0,403+0,078 63,1+8,2
10 | 1000 pg/ml 0,342+0,052 53,629
11 | 2000 pg/ml 0,251+0,041 39,7+6,9

Sonuglar {i¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Negatif kontrol ile kargilastirilmistir.
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Sekil 4. 1. NKA yontemine gore Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasimin

V79 hiicrelerinde sitotoksik etkisi*

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri olarak verilmistir.
Negatif kontrol ile karsilastirilmistir.

4.1.1.2. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Koktasinin MTT Yontemi ile
Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine fliskin Bulgular

5- 2000 pg/ml konsantrasyon araliginda Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum
noktasinin V79 hiicrelerinde yapilan MTT deneyi sonucunda negatif kontrol (PBS) ile
kiyaslandiginda 5-100 pg/ml konsantrasyon araliginda V79 hiicrelerinde Onemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi ancak 200-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda hiicre
canliligi azalmaya basladigi gozlenmistir. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum
noktasinin V79 hiicreleri i¢in ICsp degeri 1361,52 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge
4.2) (Sekil 4.2.).

55



Cizelge 4. 2. MTT yontemine gore Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasinin
V79 hucrelerinde sitotoksik etkisi

Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yuzdeleri (%)
(xstandart sapma) (xstandart sapma)
1 | (-) Kontrol (PBS) 1,531+0,201 100+0,0
2 | 5pg/ml 1,483+0,104 98,1+14,8
3 | 10 pg/mi 1,529+0,143 100,7+11,5
4 | 25 pg/ml 1,418+0,144 92,9+3,0
5 | 50 pg/mi 1,379+0,068 91,0+11,0
6 | 100 pg/ml 1,396+0,102 91,7+5,7
7 200 pg/ml 1,259+0,176 82,3+3,7
8 | 400 pg/ml 1,177+0,271 76,3+8,1
9 | 800 pg/ml 1,000+0,318 64,2+12,8
10 | 1000 pg/mi 0,894+0,332 57,1+15,0
11 | 2000 pg/ml 0,573+0,110 37,3+2,6

*Sonugclar {i¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Negatif kontrol (PBS) ile karsilastirilmstir.
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Sekil 4. 2. MTT yontemine gore Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasinin

V79 hiicrelerinde sitotoksik etkisi*

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri olarak verilmistir.
Negatif kontrol (PBS) ile karsilagtirilmistir.
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4.1.2. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Noktasimin COMET Yontemi ile
Genotoksisitesinin Degerlendirilmesine fliskin Bulgular

5-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum
noktasinin V79 hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarina iligkin {i¢ ayr1 deneyin sonuglari
Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Cizelgede toplam hiicre sayisi iizerinden degerlendirilen
ortalama kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti, ve kuyruk yogunlugu ve bunlarin standart

sapmalari verilmistir (Cizelge 4.3.) (Sekil 4.3.).

DNA hasar1 kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirildiginde, Ag,S-(2merkapto
propiyonik asit) kuantum noktasimin V79 hiicrelerinde uygulamasi sonucunda 5-2000
ul/mg konsantrasyonlarinin negatif kontrole kiyaslandiginda sadece 2000 pl/mg dozunda

DNA hasarinin oldugu gozlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.3.) (Sekil 4.3.).

DNA hasar1 kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde Ag,S-
(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasinin negatif kontrol ile kiyaslandiginda 5-
2000 pl/mg konsantrasyonlarda V79 hiicrelerinde dnemli bir DNA hasar1 olusturmadigi
gozlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.3.) (Sekil 4.3.).

Cizelge 4. 3. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasinin V79 hiicrelerinde
olusturdugu DNA hasarina karsi etkilerine iligkin bulgular *

Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Yogunlugu Kuyruk Momenti

+standart sapma +standart sapma tstandart sapma
(-)Kontrol (PBS) 12,89+1,70° 7,4249,71° 0,74+1,10°
(+)Kontrol (H,0,) 46,28+13,87° 33,47+21,95° 7,64+6,06°
5 ng/ml 13,05+1,48" 4,81+6,40 0,45+0,66°
10 pg/ml 14,27+1,92° 6,29+9,58" 0,65+1,15
25 pg/ml 14,45+1,73" 8,89+9,42" 0,91+1,09°
50 pg/ml 13,90+3,57° 7,04+9,11° 0,70+1,09°
100 pg/ml 13,99+2,50° 7,93+9,22° 0,78+1,07°
200 pg/ml 14,18+2,96" 4,59+6,27° 0,44+0,71°
400 pg/ml 13,09+3,10° 6,80+8,22" 0,62+0,89°
800 pg/ml 13,5441,95 5,99+7,16° 0,58+0,80°
1000 pg/ml 14,65+3,28" 8,33+9,05" 0,78+1,13°
2000 pg/ml 16,59+4,092° 4,44+7,10° 0,51+0,93°

* Uc calismanin ortalama degerleri + standart hata olarak verilmistir.
& Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlaml, ® Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1
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Sekil 4. 3. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasinin V79 hiicrelerinde
olusturdugu DNA hasarina etkisi*

* Ug ¢alismanin ortalama degerleri + standart hata olarak verilmistir.
& Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamls, ® Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1
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4.1.3. Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) Kuantum Noktasimmn Gen Ekspresyon

Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

V79 hucrelerinde Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’smin farkli dozlarinda (10, 40,
125 ve 500 pg/ml) apopitoz genleri (bax, blc2 ve kaspaz 9) lzerine etkileri incelendi. Gen
ekspresyon degerlendirme yazilim programinda CT degerleri kullanilarak sonuglar

degerlendirildi.

Kontrol grubuyla kiyaslanan Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) drneklerine ait bulgular
Cizelge 4.4.te verilmistir. Sonuglar degerlendirilirken iist sinir CT degeri 35 olarak
alinmistir. 35’ten daha yiiksek degerler de 35 olarak degerlendirilmistir. Gapdh geni
kontrol geni olarak kullanilmistir (Cizelge 4.4.) (Sekil 4.4.).

Cizelge 4. 4. Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larinin ortalama ACT degerleri *

Gen Kontrol (PBS) | 10 pg/ml | 40pg/ml | 125ug/ml | 500 pg/mi
gaph 0 0 0 0 0
kaspaz 9 -0,21 11 0,97 1,09 -0,17
bax 11,15 12,97 11,91 12,48 10,49
bcl2 9,17 9,96 9,46 9,44 8,44

*Sonuglar ortalama Act degerleri olarak verilmistir.

Kontrol geni gapdh degeri 0 olarak alinmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

AACT degerleri incelendiginde, Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’s1 kaspaz 9 ve bax

ekspresyon diizeylerinde kontrole gére azalmaya neden olmustur (Cizelge 4.5.) (Sekil

45.).

Cizelge 4. 5. Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larinin ortalama AACT degerleri*

Gen Kontrol (PBS) | 10 pg/ml | 40pg/ml | 125ug/ml | 500 pg/ml
gapdh 1 1 1 1 1
kaspaz 9 1,156688 0,466516 | 0,510506 | 0,469761 1,125058
bax 0,00044 0,000125 0,00026 0,000175 0,000295
bcl2 0,001736 0,001004 | 0,00142 0,00144 0,001879

*Sonuglar ortalama AAct degerleri olarak verilmistir.

Kontrol geni gapdh degeri 1 olarak alinmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.
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AQ,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’sinin kat degisimi (fold exchange) ve kat
regiilasyon (fold regulation) degerleri incelendiginde, kaspaz 9 ekspresyonu 10, 40 ve
125 pg/ml konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi, 500
pg/ml konsantrasyonunda ise degisiklik gostermedigi bulunmustur. Bcl2 ekspresyonu
calisilan tim konsantrasyonlarimda (10-500 pg/ml) kontrol grubuna kiyasla anlamli
degisiklik gostermemistir. Bax ekspresyonunu 10 ve 125 pg/ml konsantrasyonlarinda
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir (Cizelge 4. 6. ve Cizelge 4. 7.) (Sekil
4.6.).

Cizelge 4. 6. Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larinin kontrol grubuna kiyasla kat
degisimi-fold change degerleri *

Gen 10 pg/ml | 40pg/ml | 125pug/ml | 500 pg/ml
gapdh 1 1 1 1
kaspaz 9 0,4033 0,4414 0,4061 0,9727
bax 0,2832 0,5905 0,3978 1,5801
bcl2 0,5783 0,8179 0,8293 1,6586
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Cizelge 4. 7. Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larinin kat regiilasyonu-fold regulation degerleri ve biyolojik anlamlilik ¢izelgesi*

Gen 10 pg/ml | Ekspresyon | 40 pg/ml | Ekspresyon | 125 pug/ml | Ekspresyon | 500 pg/ml | Ekspresyon
gapdh 1 1 1 1
kaspaz 9 -2,4794 2 Azalan -2,2658 2 Azalan -2,4623° -1,0281
bax -3,5308 ° Azalan -1,6935 -2,5614° Azalan 1,5801
bcl2 -1,7291 -1,2226 -,1058 1,6586

*Sonuglar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni gapdh degeri 1 olarak hesaplanmustir. Calismalar iki kez tekrar

edilmistir.

# Ekspresyonda anlamli azalmayi temsil etmektedir ve anlamlilik p<0,05’e gore hesaplanmustir.
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Sekil 4. 4. Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larinin ortalama ACT degerleri *

*Sonuglar ortalama Act olarak verilmistir.

Kontrol geni gapdh degeri 0 olarak alinmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

Konwol Grubu ~ 10ug/ml 40 pg/ml 125 ugiml 300 pg/ml

|-|:|- gaph <o~ cas® - bax bcIZI

Sekil 4. 5. Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larinin ortalama AACT degerleri**

*Sonuglar AAct olarak verilmistir. Kontrol geni gapdh degeri 1 olarak hesaplanmustir.
Calismalar iki kez tekrar edilmistir.
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Kentrol grubu 10 pg/ml 40 pg/ml 125 pgiml 500 pg/ml

[o gaph o cas9 ~ bax  bei2]

Fold Change

Kontrol Grubu 10 pgiml 40pg/ml 125pp/ml 500 pgfml

[w gapn m cass w bax 1 baz2]

Sekil 4.6. Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larinin kontrol grubuna kiyasla kat
degisimi-fold change degerleri*

*Sonuclar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni gapdh

degeri 1 olarak hesaplanmistir.
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4.2. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptostksinik asit) Kuantum Noktasi ile Elde Edilen
Bulgular

4.2.1.  Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiksinik  asit) Kuantum  Noktasinin
Sitotoksisitesine Iliskin Bulgular

4.2.1.1. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiksinik asit) Kuantum Noktasinin NKA
Yontemi ile Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

5-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit)
kuantum noktasinin V79 hiicrelerinde yapilan NKA deneyi sonucunda negatif
kontrolle (PBS) kiyaslandiginda 5-200 pg/ml konsantrasyon araliginda V79
hiicrelerine 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi ancak 400-2000 pg/ml
konsatrasyon araliginda ise hiicre canlilig1 azalamaya bagsladig1 gozlenmistir. Ag,S-
(mezo-2,3-dimerkaptostiksinik asit) kuantum noktasinin V79 hicreleri icin 1Cso
degeri 3316,5 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8.) (Sekil 4.7.).

Cizelge 4. 8. NKA yontemine gore Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit)
kuantum noktasinin V79 hiicrelerinde sitotoksik etkisi*

Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yuzdeleri (%)
(xstandart sapma) (xstandart sapma)

1 | (-) Kontrol (PBS) 0,588+0,092 100,0+0,0
2 | 5pg/ml 0,557+0,061 95,4+9,0
3 | 10 pg/mi 0,540+0,112 91,9+13,6
4 | 25 pg/ml 0,494+0,051 84,616,5
5 | 50 pg/mi 0,499+0,054 85,4+4,7
6 | 100 pg/ml 0,538+0,084 92,2+12,9
7 1200 pg/ml 0,572+0,143 96,3+11,3
8 | 400 pg/ml 0,476+0,071 81,2+6,5
9 | 800 pg/ml 0,456+0,072 77,6+£2,5
10 | 1000 pg/mi 0,453+0,069 77,8£11,8
11 | 2000 pg/ml 0,384+0,042 65,7+4,1

Sonuglar {i¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Negatif kontrol (PBS) ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4. 7. NKA yontemine gore Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit) kuantum

noktasinin V79 hiicrelerinde sitotoksik etkisi*

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri olarak verilmistir.
Negatif kontrol ile kargilastirilmistir.

4.2.1.2. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptostksinik asit) Kuantum Noktasimn MTT

Yontemi ile Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

5- 2000 pg/ml konsantrasyon araliginda Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiksinik asit)
kuantum noktasinin V79 hiicrelerinde yapilan MTT deneyi sonucunda negatif kontrol
ile kiyaslandiginda 5-50 pg/ml konsantrasyon araliginda V79 hiicrelerinde 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigr ancak 100-2000 pg/ml konsatrasyon araliginda ise hiicre
canliligt azalamaya bagladigi gozlenmistir. gozlenmistir. Ag,S-(mezo-2,3-
dimerkaptosuksinik asit) kuantum noktasinin V79 hucreleri icin 1Csy degeri 2906
Hg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9.) (Sekil 4.8.).
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Cizelge 4. 9. MTT yontemine gore Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiksinik asit)
kuantum noktasinin V79 hiicrelerinde sitotoksik etkisi*

Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yuzdeleri (%)
(xstandart sapma) (xstandart sapma)
1 | (-) Kontrol (PBS) 1,711+0,059 100,0%0,0
2 | 5pg/ml 1,632+0,152 95,449,3
3 | 10 pg/mi 1,591+0,163 93,1+10,9
4 | 25 pg/ml 1,639+0,162 96,0+11,6
5 | 50 pg/mi 1,564%0,124 91,6+9,7
6 | 100 pg/ml 1,460£0,155 85,31£9,0
7 | 200 pg/ml 1,420+0,181 83,3x13,0
8 | 400 pg/ml 1,335%0,120 78,3%£9,7
9 | 800 png/ml 1,159+0,067 67,8%6,2
10 | 1000 pg/ml 0,998+0,149 58,6+£10,4
11 | 2000 pg/ml 0,923+0,058 54,0+4,8
Sonuglar {i¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Negatif kontrol (PBS) ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4. 8. MTT yontemine gore Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit) kuantum

noktasmin V79 hiicrelerinde sitotoksik etkisi*

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri olarak verilmistir.
Negatif kontrol ile karsilastirilmstir.
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4.2.2. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptostiksinik asit) Kuantum Noktasinin Comet

Yontemi Genotoksisitesinin Belirlenmesine liskin Bulgular

5- 2000 pg/ml konsantrasyon araliginda Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit)
kuantum noktasinin V79 hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarma iligkin {i¢ ayr
deneyin sonuglar1 Cizelge 4.10’te gosterilmistir. Cizelgede toplam hiicre sayisi
tizerinden degerlendirilen ortalama Kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti, ve kuyruk

yogunlugu ve bunlarin standart hatalar1 verilmistir. (Cizelge 4.10.) (Sekil 4.9.).

Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit) kuantum noktasinin negatif kontrol ile

kiyaslandiginda calisilan tiim konsantrasyonlarda kuyruk uzunlugu, kuyruk

yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde DNA hasarini1 anlamli

sekilde arttirmagi bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.10.) (Sekil 4.9.).

Cizelge 4. 10. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit) kuantum noktasinin V79
hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarina kars1 etkilerine iligkin bulgular *

Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Uzunlugu Yogunlugu Momenti
tstandart sapma | +standart sapma | xstandart sapma

(-)Kontrol (PBS) 15,89+4,70 8,42+9,71 0,74+1,10
(+)Kontrol (H,05) 46,28+13,87 33,47421,95" 7,64+6,06
5 pg/ml 15,93+2,98"° 6,59+7,39" 0,68+0,90"
10 pg/ml 13,91+2,36° 6,08+6,32" 0,52+0,76"
25 pg/ml 15,80+4,10" 8,95+7,29° 0,84+1,24°
50 pg/ml 14,67+4,01° 5,63+6,97" 0,53+0,74°"
100 pg/ml 15,52+2,82° 5,88+5,54 " 0,3620,62"
200 pg/ml 14,34+4,44° 5,31+7,05° 0,56+0,98"
400 pg/ml 15,87+4,43° 5,19+7,00" 0,51+0,79"
800 pg/ml 15,26+6,22° 5,41+7,00" 0,54+1,26"
1000 pg/ml 16,58+5,84° 8,91+7,10" 0,93+1,30°"
2000 pg/ml 14,07+3,45" 6,74+7,35 0,58+0,72"

* Ug ¢alismanin ortalama degerleri + standart hata olarak verilmistir.
# Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamls, ° Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli

67




=]
80
3
c
2
=)
=
2
>
=]
I~
<
2
a
S D @&
R O R O RO
& O S S S U N
N
& Konsantrasyon (ug/ml)
>
*60
>
c
=]
o0
o
>
<
=]
s
=
<
<
8
N A N N N N A N N N N N
&S & @& O o o O ¢
S X YV gV o¥ ¥ oF ¥ ¥ oY oY ¥
&8 R S I S SR O
N
\"\ Konsantrasyon (pug/ml)
=
()
£
5
S
X<
2
3
2 b °
E T T
N A N N A N N N N N N
&S & & o o o o o & &
& \@ O QN N QY Q¥ N7 N (N (N (N
oé‘éo '»’1/%\9%0@%0\90,\90
SIS
NI
X
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4. 9. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiksinik asit) noktasinin V79 hiicrelerinde
olusturdugu DNA hasarina etkisi*

* Ug ¢alismanin ortalama degerleri + standart hata olarak verilmistir.
? Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlaml, ® Pozitif kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli
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4.2.3. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptostiksinik asit) Kuantum Noktasimin Gen

Ekspresyon Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

V79 hicrelerinde  Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik  asit) KN’smin farkli
dozlarinda (10, 40, 125 ve 500 pg/ml) apopitoz genleri (bax, blc2 ve kaspaz 9)
uzerine etkileri incelendi. Gen ekspresyon degerlendirme yazilim programinda CT

degerleri kullanilarak sonuglar degerlendirildi.

Kontrol grubuyla kiyaslanan Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptostiksinik asit) drneklerine ait
bulgular Cizelge 4.11. ve Sekil 4.10.’da verilmistir. Sonuglar degerlendirilirken {ist
sinir CT degeri 35 olarak alinmistir. 35°ten daha yiiksek degerler de 35 olarak
degerlendirilmistir. Gapdh geni kontrol geni olarak kullanilmistir.

Cizelge 4. 11. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit) KN’larinin ortalama ACT
degerleri *

Gen Kontrol (PBS) | 10 pg/ml | 40pg/ml | 125ug/ml | 500 pg/ml
gapdh 0 0 0 0 0
kaspaz 9 -0,21 0,69 0,13 -0,14 -0,18
bax 11,15 12,1 11,01 11,11 9,17
bcl2 9,17 10,33 9,74 9,63 10

*Sonuclar ortalama Act degerleri olarak verilmistir.

Kontrol geni gapdh degeri 0 olarak alinmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.
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AACT degerleri incelendiginde, Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit) KN’si
kaspaz 9 ve bcl2 ekspresyon diizeylerinde kontrole gore azalmaya neden olmustur

(Cizelge 4.12.) (Sekil 4.11.).

Cizelge 4. 12. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit) KN’larinin ortalama AACT

degerleri*
Gen Kontrol (PBS) | 10 pg/ml | 40pg/mi 125pg/ml | 500 pg/ml
gaph 1 1 1 1 1
kaspaz 9 | 1,156688 0,619854 |0,913831 |1,101905 | 1,132884
bax 0,00044 0,000228 | 0,000485 | 0,000452 | 0,001736
bcl2 0,001736 0,000777 | 0,001169 0,001262 | 0,000977

*Sonuglar ortalama AAct degerleri olarak verilmistir.

Kontrol geni gapdh degeri 1 olarak alinmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit) KN’sinin kat degisimi (fold exchange) ve
(fold
konsantrasyonlarinda (10-500 pg/ml) kaspaz 9 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla

kat regulasyon regulation) degerleri incelendiginde, caligilan  tiim
anlaml degisiklik gostermemistir. 500 pg/ml konsantrasyonunda ise bax ekspresyonu
kontrol grubuna kiyasla yaklasik 4 kat artmistir. Calisilan 40, 125, 500 pg/ml
konsantrasyonlarinda Bcl2 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla anlamli degisiklik
gozlenmemistir, ancak 10 pg/ml konsantrasyonunda Bcl2 ekspresyonu kontrol
grubuna kiyasla yaklagik 2 kat azalmistir (Cizelge 4. 13. ve Cizelge 4. 14.) (Sekil 4.
12.).

Cizelge 4. 13. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit) KN’lariin kontrol grubuna

kiyasla kat degisimi-fold change degerleri *

Gen 10 pg/ml 40ug/ml 125ug/ml | 500 pg/ml
gaph 1 1 1 1
kaspaz 9 0,5359 0,79 0,9526 0,9794
bax 0,5176 1,1019 1,0281 3,9449
bcl2 0,4475 0,6736 0,727 0,5625
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Cizelge 4. 14. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit) KN’larinin kat regiilasyonu-fold regulation degerleri ve biyolojik anlamlilik Cizelgesi*

Gen 10 pg/ml | Ekspresyon | 40 pg/ml | Ekspresyon | 125 pug/ml | Ekspresyon | 500 pg/ml | Ekspresyon
gapdh 1 1 1 1
kaspaz 9 -1,8661 -1,2658 -1,0497 -1,021
bax -1,9319 1,1019 1,0281 3,9449° Artan
bcl2 -2,2346° Azalan -1,4845 -1,3755 -1,7777

*Sonuglar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni gapdh degeri 1 olarak hesaplanmigtir. Calismalar iki kez tekrar

edilmistir.
a gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayi, b ile gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayi, temsil etmektedir. Anlamlilik

p<0,05’e gore hesaplanmustir.
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Sekil 4. 10. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asit) KN’larinin ortalama ACT degerleri

*Sonuglar ortalama Act olarak verilmistir.

Kontrol geni gapdh degeri 0 olarak alinmistir. Caligmalar iki kez tekrar edilmistir.

125 pg/ml SO0 pgiml
- gaph -o- cas9 -« bax bcl2|

Kontrol grubu 10 paimil 40 pgiml

Sekil 4. 11. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptostiksinik asit) KN’larmin ortalama AACT

degerleri **

**Sonuclar AACT olarak verilmistir. Kontrol geni gapdh degeri 1 olarak hesaplanmustir.

Calismalar iki kez tekrar edilmistir.
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Fold Change

Kontrol Grubu 10 pg/ml 40 pg/ml 125 pg/ml 500 pgml

-+ gaph o cas9 - bax bcl2

Fold Change

125 pg/ml 500 pgiml

Kontrol Grup 10 pg/ml 40pg/ml

|l gaph m cas9 m bax [ bcIZI
Sekil 4.12. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosuiksinik asit) KN’larinin kontrol grubuna kiyasla
kat degisimi-fold change degerleri *

*Sonuglar negatif kontrol grubuna kars1 degerlendirilmistir. Kontrol geni gapdh degeri 1

olarak hesaplanmistir.
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4.3. 2-merkaptopropiyonik Asit ile Elde Edilen Bulgular

4.3.1. 2-merkaptopropiyonik Asit Sitotoksisitesine fliskin Bulgular

43.1.1.

2-merkaptopropiyonik  Asitin

Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

NKA Yontemi

ille Sitotoksisitesinin

5-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda 2-merkaptopropiyonik asitin V79 hucrelerinde

yapilan NKA deneyi sonucunda negatif kontrolle (PBS) kiyaslandiginda 5-2000 pg/ml

konsantrasyon araliginda V79 hiicrelerine Onemli bir sitotoksik etki olusturmadigi

gOzlenmistir. (Cizelge 4.15.) (Sekil 4.13.).

sitotoksik etkisi*

Cizelge 4. 15. NKA yontemine gore 2-merkaptopropiyonik asit V79 hicrelerinde

Yasayan Hiicre Ortalama
Absorbans Degerleri

Yasayan Hiicre
Yuzdeleri (%)

(xstandart sapma) (xstandart sapma)
1 | (-) Kontrol (PBS) 0,869+0,383 100,0£0,0
2 | 5pg/ml 0,918+0,399 106,8+8,3
3 | 10 pg/ml 0,909+0,389 105,1+2,5
4 | 25 ng/ml 0,852+0,318 101,0+10,5
5 | 50 pg/ml 0,912+0,374 106,315,6
6 | 100 pg/ml 0,910+0,402 104,6+4,2
7 | 200 pg/ml 0,916+0,430 104,0+4,8
8 | 400 pg/ml 0,897+0,390 104,6+10,3
9 | 800 pg/mi 0,935+0,414 107,7+£1,2
10 | 1000 pg/ml 0,909+0,425 103,2+4,8
11 | 2000 pg/ml 0,808+0,452 88,5+15,7

Sonuglar {i¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Negatif kontrol ile karsilastirilmistir.

74




140

& 120

: —f——————+

& 100 S S

E 80

Qo 60

_§ 40

= 20
0 ; ; ; ; ; ; ;
S & & S S S
SR AR AR R R R AR R R
) Q \e) D Q Q Q) Q) Q

N Vv ) N N » S \@ ’\»@
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.13. NKA yodntemine gore 2-merkaptopropiyonik asit V79 hicrelerinde sitotoksik
etkisi*

*Sonuglar ii¢ ¢calismanin ortalama degeri olarak verilmistir.
Negatif kontrol (%1 DMSO) ile karsilastiriimstir.

4.3.1.2. 2-merkaptopropiyonik Asitin MTT Yontemi ile Sitotoksisitesinin
Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

5-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda 2-merkaptopropiyonik asitin V79 hucrelerinde
yapilan MTT deneyi sonucunda negatif kontrol ile kiyaslandiginda 5-2000 pg/ml
konsantrasyon araliginda V79 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadig

g6zlenmistir. (Cizelge 4.16.) (Sekil 4.14.).
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Cizelge 4. 16. MTT yoOntemine gore 2-merkaptopropiyonik asit V79 hucrelerinde

sitotoksik etkisi*

Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yuzdeleri (%)
(xstandart sapma) (xstandart sapma)

1 | (-) Kontrol (PBS) 1,460%0,263 100,0+0,0
2 | 5pg/ml 1,375+0,340 93,3+7,6
3 | 10 pg/mi 1,367+0,191 94,2+5,5
4 | 25 pg/ml 1,239+0,240 84,949
5 | 50 pg/mi 1,404+0,325 95,8+9,8
6 | 100 pg/ml 1,172+0,243 80,4+7,8
7 1200 pg/ml 1,284+0,327 87,1+7,5
8 | 400 pg/ml 1,262+0,126 87,7+10,7
9 | 800 pg/ml 1,326+0,170 91,5+5,8
10 | 1000 pg/ml 1,357+0,346 92,4+11,2
11 | 2000 pg/mi 1,225+0,311 83,8+12,4

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol ile karsilagtirilmistir.
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Sekil 4.14. MTT yontemine gore 2-merkaptopropiyonik asit V79 hucrelerinde sitotoksik

etkisi*

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri olarak verilmistir.
Negatif kontrol ile karsilastirilmistir.
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4.4. Mezo-2,3-dimerkaptostksinik Asit ile Elde Edilen Bulgular
4.4.1. Mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik Asit Sitotoksisitesine Iliskin Bulgular

4.4.1.1. Mezo-2,3-dimerkaptosuksinik Asitin NKA Yontemi ile Sitotoksisitesinin

Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

5-2000 pg/ml  konsantrasyon araliginda mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asitin V79
hiicrelerinde yapilan NKA deneyi sonucunda negatif kontrolle kiyaslandiginda 5-2000
pg/ml konsantrasyon aralifinda V79 hiicrelerine 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi

gOzlenmistir. (Cizelge 4.17.) (Sekil 4.15.).

Cizelge 4. 17. NKA yontemine gore mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asitin V79 hiicrelerinde
sitotoksik etkisi*

Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yuzdeleri (%)
(xstandart sapma) (xstandart sapma)

1 | (-) Kontrol (PBS) 0,997+0,614 100,00,0
2 | 5pg/ml 0,918+0,518 93,2412,3
3 |10 pg/ml 0,936+0,588 92,7+9,0
4 125 pg/ml 0,944+0,608 93,2+4,9
5 | 50 pg/ml 0,884+0,453 92,1493
6 | 100 pg/ml 0,920+0,578 91,1+9,1
7 | 200 pg/ml 0,861+0,576 84,9+4,8
8 | 400 pg/mi 0,924+0,479 96,1+8,9
9 | 800 pg/ml 0,886+0,498 90,4453
10 | 1000 pg/mi 0,969+0,574 98,0+2,2
1112000 pg/mi 0,907+0,507 92,7+6,0

*Sonuglar ii¢ galigmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Negatif kontrol ile karsilagtirilmistir.
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Sekil 4. 15. NKA ydntemine gére mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asitin V79 hiicrelerinde
sitotoksik etkisi*

*Sonuglar ii¢ ¢calismanin ortalama degeri olarak verilmistir.
Negatif kontrol ile karsilagtirilmistir.

4.4.1.2. Mezo-2,3-dimerkaptosuksinik Asitin MTT Yontemi ile Sitotoksisitesinin

Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

5-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik V79 hucrelerinde
yapilan MTT deneyi sonucunda negatif kontrol (PBS) ile kiyaslandiginda 5-2000 pg/mi
konsantrasyon araliginda V79 hiicrelerinde onemli bir sitotoksik etki olusturmadigi

gozlenmistir. (Cizelge 4.18.) (Sekil 4.16.).
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Cizelge 4. 18. MTT yoOntemine gore Mezo-2,3-dimerkaptosuksinik asitin V79 hicrelerinde

sitotoksik etkisi*

Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yulzdeleri (%)
(xstandart sapma) (xstandart sapma)

1 | (-) Kontrol 1,778+0,253 100,0+0,0
2 | 5png/ml 1,720+0,241 96,8+0,3
3 | 10 pg/ml 1,749+0,225 98,5+1,6
4 | 25 pg/ml 1,690+0,335 94,5+5,9
5 | 50 pg/ml 1,722+0,272 96,7+1,6
6 | 100 pg/ml 1,707+0,310 95,6+4,2
7 | 200 pg/ml 1,650+0,373 92,048,7
8 | 400 pg/ml 1,639+0,394 91,2+10,1
9 | 800 pg/ml 1,457+0,295 81,6+7,9
10 | 1000 pg/ml 1,604+0,164 90,9+8,9
11 | 2000 pg/ml 1,673+0,308 93,744

Sonuglar {i¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Negatif kontrol (PBS) ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4. 16. MTT yontemine gore mezo-2,3-dimerkaptosiksinik asitin V79 hiicrelerinde

sitotoksik etkisi*

*Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeri olarak verilmistir.
Negatif kontrol (PBS) ile karsilastirilmistir.
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5. TARTISMA

Nanoteknolojinin hizli gelisimine bagli olarak, artan nanomateryal iiretimi ve kullanimi,
insanlarin  dogrudan ve dolayli yollarla bu materyallere maruz kalmalarina neden
olmaktadir. Nanoteknolojik yapilar, ¢ok kii¢iik boyutlarindan dolayr makro molekiillerle
kiyaslandiklarinda kendine o6zgii farkli kimyasal ve fiziksel &zelliklere sahipler.
Nanomateryaller, ilag, gida, kozmetik, elektronik ve miihendislik gibi alanlarda
kullanilmaya baglamis olup, her gin bu alanlara bir yenisi eklenmektedir.
Nanomateryallerin insan sagligi ve gevre (zerine etkilerinin incelenerek, risk analizlerinin
yapilmasi gerekmektedir. Toksisite testlerinin amaci, kimyasal maddelerin guvenli
kullanim ve risk degerlendirmelerini olanak saglayan yeterli veri tabanini olusturmaktir.
Bu amacla istenmeyen toksikolojik etkilerin belirlenmesi icin in vitro ve in vivo
calismalara gerek vardir. In vitro testlerin, ¢evresel kosullar1 kontrol etmeye izin vermesi,
sistemik etkilesimleri ortadan kaldirmasi, deneyler arasindaki degisimleri azaltmasi, ucuz,

kolay ve hizli degerlendirme gibi olanaklari bulunmaktadir.

Bugiine kadar NP’ler ile yapilan in vitro ¢aligmalarin bir kismi1 nanomateryallerin insan
hiicrelerinde c¢esitli zararli etkilere sahip olduklarin1 gosterirken, az sayidaki bazi
calismalar da zararsiz olduklarmi ileri siirmektedir [200-203]. Ozellikle sitotoksisite ve
genotoksisite potansiyelleriyle ilgili verilerdeki uyumsuzluk, daha kapsamli galismalara
ihtiyag duyuldugunu ortaya koymaktadir. KN’lar1 optik, elektronik ve katalitik 6zellikleri
nedeniyle tibbi ve biyolojik uygulamalarda tercih edilen, ayn1 zamanda giines panelleri,
fotonik ve telekomiinikasyon gibi teknolojik alanlarda kullanilan yari iletken nanokristal
yapidaki malzemelerdir [204-207]. KN’larinin kimyasal bilesimi ve nanoboyutlarindan
dolay1 potansiyel toksisitelerinin arastirilmasi giincel bir konu olarak ortaya cikmistir

ancak bu konuda yeterli galisma bulunmamaktadir [208].

Bu tez c¢alismasinda Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) ve Ag,S-(mezo-2,3-
dimerkaptosuiksinik asit) KN’larinin in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
arastirilmas1  amaglanmistir. Calismada etkileri arastirilan KN’lari, Ko¢ Universitesi,
Kimya Boliimii, Polimer ve Nanomateryal Arastirma Grubu laboratuvarinda farkli

kaplamalar kullanilarak sentezlenmis 6zel malzemelerdir.
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Sitotoksik etkiler, Cin hamster fibroblast hiicrelerinde (V79) NKA ve MTT testleri ile,
genotoksik etkiler ise tek hicre jel elektroforez (Comet) yontemi ve gercek zamanl

polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) yontemi ile belirlenmistir.

KN’larinin  sitotoksik olabilecegini ve gen ekspresyonunda olast degisiklere yol
acabilecegini gosteren ¢ok az sayida ¢aligmalar bulunmaktadir [209]. Cekirdek ve kaplama
yapilar1 agisindan farkli KN’larinin varli§i, hem kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin
farklilasmasina neden olmakta, hem de toksisiteleri Uzerine kapsamli ¢alismalar

yapilmasini gerektirmektedir [210].

Son yillarda ¢esitli alanlarda kullanilmak iizere PbSe, PbS, ve CdHgTe gibi KN’lar1
sentezlenmistir. Ancak bu KN’lar1 olduk¢a yiiksek toksik ozelliklere sahip agir metalleri
(Pb, Cd ve Hg) ve kalkojenleri (Se ve Te) icerdikleri igin, in vivo uygulamalarda
endiselere neden olmaktadir [211-214]. Bu nedenle, ginimizde toksik elementleri
icermeyen, yeni KN’lar iretilmege baslanmistir. Bunlardan birisi Ag,S yapidaki
KN’laridir. Ag,S KN’larinin, Pb, Cd ve Hg gibi agir metalleri iceren PbSe, PbS, ve
CdHgTe gibi KN’larindan daha az toksik etkiye neden olabilecegi ileri siiriilmektedir.
Zang ve ark. [215] Ag,S KN’larinin yiiksek floresan ozelliklerinden dolayr farkli hiicre
hatlarinda isaretleyici ve goriintiileyici olarak kullamlabilecegini bildirmislerdir. Benzer
sekilde Chen ve ark. [216] biyouyumlugu yiiksek Ag,S KN’larinin in vivo insan
mezensimal kok hiicrelerinde etkili bir isaretleyici ve goriintiileyici oldugunu
gostermislerdir. Ancak her iki arastirma c¢alismada, AQ,S KN’larmin kimyasal
kararliliginin, fotostabilitesinin ve olasi toksitesisinin ayrintili degerlendirilmesi gerektigini

Oone strmiistiir.

Bu tez calismasinda oncelikle Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) ve Ag,S-(mezo-2,3-
dimerkaptosuksinik asit) KN’lariin sitotoksik etkileri V79 hiicrelerinde NKA ve MTT

yontemleriyle aragtirilmistir.

‘Notral Kirmizisi Alim’ testi toksisite degerlendirilmelerinde biyomedikal ve c¢evresel
uygulamalarda sik kullanilan sitotoksisite testlerinden biridir [217]. Nanotoksikoloji
calismalarinda, fototoksisite arastirmalari i¢in diizenleyici kuruluslarca onaylanan ilk in
vitro yontemdir [218]. Yontem canli hiicrelerin birlesmesi ve supravital bir boya olan
notral kirmizisin1 baglamasina dayanmaktadir. Hiicre oldiiglinde veya pH gradienti
distiiglinde, boya hiicre i¢inde tutulamaz. Bu nedenle hiicrede tutulan boya miktari, canl
hicre miktart ile orantilidir.Lizozom gegirgenligi ve beraberinde boyanin baglanmasi,

hiicre canliligmin 6nemli bir gostergesidir. Yontem, hiicre canlilifinin yani sira, hiicre
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cogalmasi, sitostatik etkiler veya hiicre yogunluguna bagli hiicre 6liimlerinin 6l¢tlmesinde

de kullanilmaktadir [147].

MTT olgiimii in vitro kosullarda metabolizmanin canlilifina dayanarak sitotoksisiteyi
degerlendirmek i¢in uygulanan kolorimetrik bir yontemdir [155]. MTT yontemi,
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesini 6lcen, kolay bir yontemdir. NKA ve MTT

yontemleri erken sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in kullanilan hassas yontemlerdir [147-148]

NKA ve MTT deneyi sonuglarina gore Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) KN’sinin 5-
1000 pg/ml konsantrasyon aralifinda dnemli bir sitotoksik etki olusturmadigi ancak 2000
png/ml konsantrasyonda diisiik bir sitotoksik etkiye yol actigi gozlenmistir. Ag,S-(mezo-
2,3-dimerkaptosiiksinik asit) KN’sinin ise, arastirilan tiim konsantrasyonlarinda 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi belirlenmistir. Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) KN’sinin
V79 hiicrelerinde yapilan NKA ve MTT sitotoksisite testlerine gore ICso degeri sirastyla
1260 pg/ml ve 1361,52 pg/ml; Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptostksinik asit) KN’si igin
3316,5 pg/ml ve 2906 pg/ml olarak belirlenmistir.

Hocaoglu’nun [218] yapmis oldugu tez ¢alismasinda, bu ¢alismada arastirilan Ag,S-(2-
merkaptopropiyonik asit) ve Ag.S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit)  KN’larmin
sitotoksik etkileri; MTT ve XTT yontemleri ile arastirilmistir. Sonug¢larimizla benzer
sekilde Ag,S KN’lar1 fare fibroblast (NIH/3T3), insan servikal kanser (HeLa) ve meme
kanser (MCF-7) hiicrelerinde 24 saat siireyle uygulandiginda, kontrole kiyasla 6nemli bir
sitotoksik etkiye neden olmadigi bildirilmistir. Calismada ayrica KN’larinin ¢esitli
konsantrasyonlari; 24 saat boyunca uygulandiginda hiicrelerde endozom ve lizozomlarda
biriktigi gosterilmistir. Bu boyuttaki bir partikiilden beklenebilecegi sekilde hiicre
cekirdeginde birikmedigi de bildirilmistir.

Zhao ve Song’un [219] yapmis olduklari ¢alismada da, Ag,S KN’lar1 fare fibroblast
(L929) hiicrelerinde, 10 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda 6, 12, 24, 48 ve 72 siireyle

uygulandiginda, MTT sonuglarina goére herhangi bir sitotoksik etki gbézlenmedigi

gosterilmistir.

Ag,S KN’larmin, agir metal kaplamalar iceren benzerlerinin aksine sitotoksik etkilerinin
olmadig1 belirtilmektedir. Murani ve ark. [210] gokkusagi alabaligi hiicre hattinda (RTG-
2) 3 farkli KN’simin (CdS, Ag,S ve PEG kapli Ag,S) karsilagtirmali olarak MTT ve LDH
yontemleri ile sitotoksik etkileri incelemislerdir. Sadece CdS KN’nin 24 saaatlik uygulama

sonucunda, 10 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda sitotoksik etkiye yol agtigini, diger
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KN’larinin herhangi bir sitotoksik etki olusturmadigi belirtilmistir. Calismamiz AgS

KN’lartyla yapilan az sayidaki ¢alismalar ile uyumludur.

Bu tez ¢alismasinda kaplama maddeleri olan 2-merkaptopropiyonik asit ve mezo-2,3-
dimerkaptosuksinik asit de sitotoksik potansiyeli agisindan NKA ve MTT yontemleri ile
arastirilmis ve incelenen dozlarinda herhangi bir sitoksik etki gozlenmemistir ve 1Csg

degeri hesaplanamamustir.

Calismamizda Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) ve Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptostiksinik
asit) KN’larinin genotoksik etkileri V79 hiicrelerinde, tek hucre jel elektroforez (Comet)
yontemi ile  arastirilmistir.  GlUnumizde  nanomateryallerin  genotoksisitesinin
degerlendirilmesi, tiim diger kimyasal maddelerin risk analizi i¢in kullanilan in vitro
toksisite metotlarina dayanmaktadir [220-223]. Ancak nano 6lgekteki malzemelerin farkli
Ozellikleri  goz oOniine alindiginda, mevcut DNA hasar tespit yontemleriyle risk
degerlendirmesinde zorluklar yasanmaktadir. Bu metotlar igerisinde comet teknigi,
genotoksikoloji ve DNA hasar1 ¢alismalarinda uygulanabilen ve kabul goéren bir
yontemdir. Nanomateryallerin toksik etkilerinin belirlenmesinde comet testi yaygin olarak
bir yontem olarak kullanilmaktadir [224].

Caligmamizda Comet sonuglarina gore; Ag,S-(2-merkaptopropiyonik asit) KN’sinin V79
hiicrelerinde olusturdugu DNA hasar1 kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirildiginde,
sadece en yiiksek c¢alisma konsantrasyonu olan 2000 pl/mg dozunda DNA hasarinin
oldugu gozlenmistir. DNA hasart; kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden
degerlendirildiginde, 5-2000 pl/mg konsantrasyonlarinda onemli bir DNA hasar
gbzlenmemistir. Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit) KN’sinin da caligilan tiim
konsantrasyonlarda DNA hasarinda kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk

momenti cinsinden kontrole gore anlamli bir artig bulunmamustir.

Santos ve arkadaglar1 [225] CdSe/ZnS KN’larmin genotoksik etkilerini Medicago sativa
(Yonca) bitkisinde comet teknigi ile arastirmiglardir. Medicago sativa hiicreleri 10, 50, 100
nM CdSe/ZnS KN’larina maruz birakildiginda, MPA-CdSe/ZnS KN’larmin artan
konsantrasyonlariyla birlikte DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinda da artis oldugu
bildirilmistir. En yiiksek konsantrasyonda purin bazlarinin, pirimidin bazlarina gore daha
fazla okside oldugu, DNA tamir enzimleri foramidoprimidin DNA glikozilaz, tyrozil-DNA
fotofosfoesteraz-1 ve DNA topoizomeraz | genlerinin de MPA- CdSe/ZnS KN’larinin artan

konsantrasyonlariyla birlikte arttigi da belirtilmistir [230].
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Munari ve arkadaslar1 [210] Ag,S ve CdS KN’larinin genotoksik etkilerini, gokkusagi
alabalig1 hiicre hatti RTG-2’de comet yontemiyle ¢alismiglardir. Buna goére sub-toksik
konsantrasyon araliginda (0.001-1 pg/ml), CdS KN’larimin 24 saatlik maruziyetinin
konsantrasyon bagimli genotoksik etkiye yol actigini, ancak Ag,S KN’larmin genotoksik

etkilerinin olmadigini gosterilmistir.

Zhang ve ark. [215] 72 saat sireyle 6.25, 12.5, 25, 50, 100 pg/mL konsantrasyonlarinda
Ag,S KN’lar1 ile muamele edilen L929 hiicrelerinde kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti

parametlerinde istatistiksel olarak anlamli1 bir degisime neden olmadigin1 gostermistir.

Yapilan baz1 arastirmalarda; KN’larmin yiizeylerini ¢evreleyen kaplama materyallerin,
KN’larin toksikolojik 6zelliklerini ve bunlarin biyolojik davranislarini etkiledigini
gOstermektedir [226]. Hoshino ve ark. [227] farkli ylizey modifikasyonlarina sahip
KN’larinin; hidrofilik 11-merkaptoundekanoik asit sodyum tuzu kapli karboksilik KN’lar1
(QD-COQH), kristalamin hidroklorit ile kapli amino-KN’lar1 (QD-NH2), tiyogliserol kaph
hidroksil KN’lar1 (QD-OH) ve bunlarin karisimlarinin (QD-OH/COOH ve QD-NH2/OH
gibi); genotoksik potansiyelini, comet yontemi ile arastirmiglar ve karboksilik KN
orneklerinin, diger orneklerle kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksek DNA hasarina yol agtigini
gostermislerdir. Sonug olarak ylzeylerinde toksik molekiller bulunan KN’lar1, doza bagl
olarak daha fazla sitotoksik ve genotoksik etki gosterirken, yiizeylerinde daha az toksik
kaplama malzemeleri olan KN’larmin, genotoksik olmadigi iddia edilmektedir.
Bulgularimiz literatlrdeki az sayidaki, toksik agir metallerle sentezlenen KN’lari ile
kiyaslandiginda Ag,S KN’larinin genotoksik etki gostermedigi seklindeki bulgularla

uyumludur.

Bu calismada sitotoksite ve genotoksisitenin mekanizmalarinin ag¢iklanmasi amaciyla
apopitoz yolaklarinda yer alan apopitotik genlerden bax ve kaspaz 9 ve antiapopitotik
genlerden bcl2 ifadelerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagcla kullanilan RT-PCR,
PCR (rlnUndeki birikmenin aninda 6l¢timiinii saglayan, son yillarda molekiiler toksikoloji,
toksikogenomik ve risk degerlendirmelerinde siklikla kullanilan gelistirilmis bir yontemdir
ve ksenobiyotiklerin belirli genlerde olusturduklari olasi etkilerin belirlenmesinde oldukca

yararhdir.

Apopitoz; bir cok gen tarafindan kontrol edilmektedir. Hiicre genomunun gardiyani olarak
onem kazanan timor baskilayict gen p53 geni, hiicre dongiisii noktalarini aktive eder,

DNA’y1 onarir ve genomun stabilitesi i¢in apopitozu kontrol altinda tutar. Hiicresel stres
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sirasinda p53, hiicreyi hasardan korumak amaciyla onarima galisir ya da apopitozisi

indukler [228]

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesi Gyeleri hicre o6luminin 6nemli
dizenleyicilerindendir. Bcl-2 proteini antiapopitotik yani apopitozu baskilayan
proteinlerdendir ve mitokondri, cekirdek ve endoplazmik retikulum membranlarinda

bulunmaktadir. Bcl-2’nini asir1 ekspresyonu apopitozu baskilamaktadir [229].

Bax protein (bcl-2 iliskili x protein) ise bcl-2 ile yiiksek derecede yapisal benzerlik
gostermesine ragmen proapopitotik aktivite gosterir. Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir
tiyesidir. Bax, p53 araciligiyla indiiklenir ve bulundugu hiicrenin apopitoza gidisini
hizlandirir. Hiicre 6liim sinyali geldigi durumlarda, Bax sentezi artar ve Bcl-2’nin etkisini
notralize ederek apopitozu arttirir [230]. Iyon kanallarini agarak sitokrom-c salmnimina

neden olur ve apopitozu saglar [231].

Kaspazlar apopitoz esnasinda énemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Inaktif
proteinler olarak sentezlenen bu enzimler cesitli yollarla aktive edilir. Bu enzimlerin rol
oynadigr birtakim siirecler sonucunda hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen pek g¢ok
hiicresel ve sekilsel degisimler meydana gelir. Memelilerde yaklasik 14 kaspaz
tanimlanmis olup, kaspaz ailesinin 7 tyesi (kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) apopitotik surecte
gorev alir. Kaspazlar apopitotik yolda “baglaticilar” ve “bitiriciler” olmak iizere iki grupta
toplanirlar. Apopitotik yolun daha sonraki asamalarinda gorev alan kaspazlarin diger
uyeleri ise efektor kaspazlar olarak adlandirilir. Kaspaz-2, 8, 9 ve 10 baslatici, kaspaz-3, 6
ve 7 ise efektor kaspazlardir. Baglatict kaspazlarin li¢ onemli 6zelligi vardir; farkli
sekillerde gelen uyarilari, genel bitirici faza tasirlar, yeterli miktarda bitirici kaspazin
aktiflesmesini saglayarak apopitotik sinyalin ¢ogalmasini saglayarak, 6limun en son
basamaginda bir kontrol noktasi olarak bulunurlar. Hiicre i¢i reaktif oksijen radikallerinde
artts, DNA hasarina neden olan uyaranlar, hiicre i¢i olusturulan sinyallerle apopitoz
tetiklenebilir. Hiicre i¢i reaktif oksijen radikallerinde artis, ATP/ADP ve NADPH’in
azalmasi, Bcl-2 transkripsiyon veya translasyonundaki hatalar ve hiicre DNA hasarlari ile
uyarilan hiicrelerde mitokondri membran permeabilitesi bozulur ve sitokrom-c, apaf-1
(apopitoz aktive edici faktor) ve kaspaz 9 birleserek bir komleks (apopitozom) olusturur ve

diger kaspazlar1 aktive ederek hiicreyi 6liime gétiiriirler [232-235].

Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) KN’sinin kat degisimi (fold exchange) ve kat reguilasyon
(fold regulation) degerleri incelendiginde, kaspaz 9 ekspresyonu 10, 40 ve 125 pg/ml

konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi, 500 pg/ml
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konsantrasyonunda ise degisiklik gostermedigi bulunmustur. Bcl2 ekspresyonu ¢aligilan
tim konsantrasyonlarinda (10-500 pg/ml) kontrol grubuna kiyasla anlamli degisiklik
gostermemistir. Bax ekspresyonunu 10 ve 125 pg/ml konsantrasyonlarinda kontrol

grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir.

Ag,S-(mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit) KN’smin kat degisimi (fold exchange) ve kat
regilasyon (fold regulation) degerleri incelendiginde, calisilan tiim konsantrasyonlarinda
(10-500 pg/ml) kaspaz 9 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla anlamli degisiklik
gostermemigstir. Caligilan 40, 125, 500 pg/ml konsantrasyonlarinda Bcl2 ekspresyonu
kontrol grubuna kiyasla anlamli degisiklik gozlenmemistir, ancak 10 pg/ml
konsantrasyonunda Bcl2 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2 kat azalmistir.
500 pg/ml konsantrasyonunda ise bax ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla yaklasik 4 kat

artmigtir.

Literattrde farkli NP’lerin indiikledigi apopitoz mekanizmasini agiklayan ¢esitli caligmalar
bulunmaktadir. Silika NP’lerin neden oldugu sitotoksisite, oksadadif stres ve apopitoz,
insan deri hicreleri (A431) ve akciger hiicrelerinde (AS549) arastirilmistir. Elde edilen
verilere gore silika, doza bagl olarak sitotoksik etki gostermis, reaktif oksisjen tiirlerinin
olusumuna ve apopitotik genler olan kaspaz 3 ve 9 da Onemli seviyede artisa neden

olmustur. Bu sonuglara gore silika NP’in sitotoksik ve apotoza neden oldugu belirtilmistir
[79].

Ahmad ve ark. [82] yapmis olduklar1 calismaya gore ise silika NP’lerinin ¢esitli
konsantrasyonlardaki toksik etki degerlendirmeleri yapilmis olup doza bagl olarak insan
karaciger hiicrelerinde (HepG2) sitotoksik etki olusturdugu ve hiicre dongiisii kontrol geni
p53 ve apopitotik gen olan bax ve kaspaz 3 de artis gozlenirken antiapopitotik gen olan
bcl-2 de azalmaya neden olmustur. Bu sonuglara gore silika NP’leri apopitotik yol ile

hiicre 6liimiinii tetikledigi belirtilmistir.

Kanser tedavisinde kullanilmak {izere sentezlenen CdSe/ZnS, ¢ekirdek/kaplama KN’sinin
A549 hiicrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmistir. Bu KN’lar1 hiicreler ile
maruz birakilirken, 6zellikle UVA/UVB de uygulanmistir. Hiicrelerdeki olusan sitotoksik
etkileri belirlemek amaciyla MTT, LDH ve apopitoz genlerindeki gen ekspresyon
degisimleri incelenmek icin RT-PCR yontemi kullanilmistir. Elde edilen verilere gére bu
KN’larinin sitotoksik ve genotoksik oldugu gbzlenmis, fototerapi yontemiyle kanser

tedavisinde kullanilabilmesi i¢in uygun oldugu belirtilmistir [236].
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AQ,S KN’larinin gen ekspresyonuna iligkin ¢aligma heniiz literatiirde yer almamaktadir.
Calismamizda kullandigimiz  Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) ve Ag,S-(mezo-2,3-
dimerkaptosuksinik asit) KN’lariin apopitotik ve antiapopitotik genlerde degisimlere
neden olmustur. Ancak bu degisim sonuglarina gore Ag,S KN’larinin apopitotik yolu

tetikledigi diisiinlilmemektedir. Daha fazla genler ile ayrintili calisamalara gerek vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Nanoteknoloji giinimiz de saglik, elektronik, mekanik, gibi pek cok alanda ekonomik

blylime ve iiretim teknolojilerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Nanoteknolojinin genis bir uygulama alanina sahip olmasindan dolayi, nanomalzemelere
maruz kalma ile ilgili ortaya c¢ikabilecek olasi risklere kars1 gelistirilebilecek dnlemlerin
belirlenmesi oldukca 6nemlidir. Bu nedenle NM’lerin, boyutu, sekli, yiizey alani, kimyasal
Ozellikleri ve ¢ozunebilirlik derecelerini igeren fizyokimyasal 0Ozelliklerinin biyolojik

sistemlerdeki etkileri ayrintili olarak arastiriimalidir.

Son yillarda nanoteknolojinin yaratacagi riskler, tiim diinyada gittik¢e artan bir sekilde
tartistilmaya baslanmistir. Yararlarinin  yani1  sira, NM’lerin  kullammlarinin  hizla
kullanimlarinin artmasi, nanoteknolojinin muhtemel riskleri iizerine c¢esitli aragtirmalar

yapilmasi sorunlulugu getirmistir.

NP toksisitesi iizerine gesitli calismalar bulunmasina karsin, basta sitotoksik ve genotoksik
etkileri iizerine yapilan c¢alismalar yetersizdir. Olast toksik etkilerinin ve etki
mekanizmalarinin arastirilmast ve bu bilesiklerin tehlike/risk degerlendirmelerinin

yapilmasi, nanoteknolojik iiriinlerin giivenli kullanimina olanak saglayacaktir.

Calismamizda kullanilan  Ag,S-(2-merkaptopropionik asit) ve Ag,S-(mezo-2,3-
dimerkaptosiiksinik asit) KN’larinin V79 hucrelerinde sitotoksik ve genotoksik etki
g6zlenmemistir. Ayrica gen ekspresyonu ile yapilan ¢aligmalar sonucunda da apoptozise
neden olabilecegi disiiniilmemektedir. Ancak Ag,S KN’larinin bir ¢ok  alanda

kullanimlarin yayginlasabilmesi i¢in daha kapsamli aragtirmalara gerek duyulmaktadir.

KN’larmin insan ve cevre etkilerinin in vitro ve in vivo c¢alismalarla detayli olarak

irdelenmeli ve toksisite potansiyelleri degerlendirilmelidir.

KN’larinin fizikokimyasal, molekiiler ve fizyolojik yapilarinin anlagilmasi, toksisite
Ozelliklerinin ortaya konulmasi, bu maddelerin basta tip, eczacilik gibi saglik sektoriinde,

elektronik, mekanik gibi pek ¢ok alanda giivenli bir sekilde kullanilmalarini saglayacaktir.
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	2.3.5. Mekanik Özellikler
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