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2015, 151 sayfa

Metal bilesikler ve metal nanopartikiiller kanser tedavisinde biiyiik 6neme
sahiptir. Sisplatin en basarili antikanser metal bilesiklerinden birisidir. Ancak
onun yan etkilerinden dolay: farkli metal bilesiklere yonelme olmustur. Bu tezde
gimiis nitrat, titanyum dioksit ve demir oksit nanotozlarmin A549 hiicre hatti
tizerindeki sitotoksik, antiproliferatif etkileri ve bunlardan sorumlu genlerle hiicre
6liimii mekanizmalarinin (apoptoz, nekroz, otofaji gibi) aydinlatilmasi hedeflendi.

Sitotoksisite, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  tetrazolyum
bromiir) analizi ile belirlendi. Flow analizlerinden Anneksin V-FITC /Pl
(Propidyum iyodid) boyama ile erken/ge¢ apoptotik-nekrotik hiicre sayisi
belirlendi. Kaspaz-3 ve mitokondriyal membran potansiyeli (JC-1) analizi ile
apoptotik etki saptandi. Hematoksilen/eozin, TUNEL (Terminal deoksinukleotidil
transferaz deoksiiiridin trifosfatbiyotin isaretleme), BrdU (Bromodeoksiiiridin),
Bcl-2 ve Bax boyama ile hiicrelerdeki apoptotik miktar skorlandi. Hiicre 6lim
yollari, gecirimli elektron ve konfokal mikroskobu ile morfolojik olarak
gosterildi. Mikroarray analizi ile hiicre 6liim yollarinda (apoptoz vb) gorevli
genlerin aktivite miktari, ekspresyon artig ve azaliglari belirlendi.

AgNQOs, TiO; ve FesO4 nanotozlari, potansiyel sitotoksik ve apoptotik
ajanlardir ve alternatif kanser kemoterapoétikleri olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: A549, AgNO;, TiO,, Magnetik Fe3O4 nanotozu, Apoptoz,
Mikroarray.
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BIOCHEMICAL, APOPTOTIC, NECROTIC EFFECTS OF
NANOPARTICLES FORMS WITH FERROUS COMPOUNDS, SILVER
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Metal compounds and metal nanoparticles has great importance at cancer
treatment. Cisplatin is one of the most successful anticancer metal compounds.
But researchers have focused on different metal compounds because of side
effects. In this thesis, it was aimed to clarify cytotoxic, antiproliferative effects of
silver nitrate, titanium dioxide and iron oxide nanopowders and the genes
responsible for cell death mechanisms (such as apoptosis, necrosis, autophagy) on
A549 cell lines.

Cytotoxicity was determined by MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide) assay. Early/late apoptotic-necrotic cell
numbers were detected with Annexin V-FITC/PI (Propidium iodid) staining by
flow cytometry. Apoptotic effects were determined together with caspase-3 and
mitochondrial membrane potential (JC-1) assay. The amount of apoptotic cells
were scored by hematoxylin/eosine, TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling), BrdU (Bromodeoxyuridine), Bcl-2 and Bax
staining. Cell death pathways were morphologically shown by transmission
electron and confocal microscopy. The genes responsible for cell death pathways
(apoptosis etc.) were detected by determining amount of activity and increased-
reduced expression with microarray assay.

AgNO3, TiO, and FezO4 nanopowders are potent cytotoxic and apoptotic
agents and may be used as alternative cancer chemotherapeutics.

Keywords: A549, AgNOs;, TiO,;, Magnetic FesO, nanopowder, Apoptosis,
Microarray.
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1. GIRIS

Kanser teshis ve tedavisinde gliniimiize kadar dnemli gelismeler olmasina
ragmen, kanser en yaygin Oliim nedenlerinin ikinci sirasinda yer almaktadir
(Laine ve Passirani, 2012). Kanser tedavisinde cesitli stratejiler gelistirilmis
olmasma ragmen, hala cevaplanacak sorular bulunmaktadir (Zhang ve ark.,
2009). Kanser, Amerika’da ve diinyada da en biiyiik saglik problemlerinden
biridir. Avrupa da dort insandan biri kanserden dlmektedir ve 1.529.560 yeni
kanser vakasinin 569.490°1 6liim ile sonuglandigi 2010 verilerinde belirlenmistir
(Xu ve ark., 2011).

Kanser tedavisinde ameliyat, radyasyon ve kemoterapi en ¢ok kullanilan
yontemlerdir. Bu tedavilerin farkli kombinasyonlar1 da kullanilmaktadir (Indran
ve ark., 2011). Kemoterapi, apoptoz gibi hiicre 6liim yollarini hedef alan temel
kanser tedavi yollarindan biridir (Tang ve ark., 2009). Programli hiicre 6limii
apoptoz sayesinde, yetiskinde ortalama her giin yaklasik olarak 50-70 milyar
hiicre 6lmektedir. Hiicre 6liimii apoptoz, insanda deri, bagirsak ve kemik iligi gibi
dokularin kendini yenilemesi i¢in gerekli yeni hiicrelerin iiretimine bagli olarak
gerceklesmektedir. Bu doku homeostazisinin - bozulmasi kansere neden
olabilmektedir ve buna bagl olarak apoptoz diizenlenmesinde rol oynayan
genlerin mekanizmasi, kanser biliminin arastirma konusu olmustur (Reed, 1999;
Ghobrial ve ark., 2005). Cogu kanser doku ve hiicrelerinde apoptotik sinyal
yollarinda bozulmalar belirlenmistir (Yang, 2005). Apoptozu anlamak, kanser
hiicrelerini 6ldiirmede kullanilacak yeni kanser terapdtiklerini belirleyebilmek i¢in
bilgi saglamaktadir (Ghobrial ve ark., 2005).

Metal bilesiklerin 6zellikle gecis metal bilesiklerin kanser tedavisinde
biiylik basar1 gosterdigi onceki yillara ve giiniimiize dayanan birgok caligmada
gosterilmistir. Kanser ve 16semide metal ve metal igeren bilesiklerin terapotik
(tedavi edici) kullanimi lizerine en erken veriler 16. ylizyila dayanmaktadir
(Desoize, 2004; Warra, 2011). Gegis metallerin (Ti, V, Cr, Mo, Mn, Fe, Cu ve
digerleri) antitiimdr etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Warra, 2011).

Metal bilesik sisplatinin [cis-diamminedichloroplatinum(ll)] 1965 yilinda
Rosenberg tarafindan antiproliferatif etkisinin kesfi ve 1978 yilinda FDA (U.S.

Food and Drug Administration = Amerikan Gida ve ilag Kurumu) tarafindan



onaylanmasi ile kemoterap6tik bir madde olarak gesitli kanser tiirlerine (ovaryum,
bas ve boyun, mesane, testikiilar ve akciger kanserleri) karsi yiiksek etki
gosterdigi kanitlanmistir. Sisplatinin biiyiik basarisina ragmen, tibbi kullaniminda
norotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisite gibi toksik yan etkiler goriilmiistiir.
Tiim bunlarin sonucu olarak sisplatin kadar etkili ancak yan etkisi az veya
olmadigi diistiniilen metal igerikli giiclii kemoterapotiklere ilgi artmistir. Metal
bilesiklerinin éneminin artmasi ile titanyum, giimiis gibi simdiye kadar goz ardi
edilmis metal temelli ilaglarin gelisimi énem kazanmustir (Laine and Passirani,
2012).

Kanser kemoterapisinde tedavinin etkisi sadece antikanser ilacin kendisine
degil ayn1 zamanda ilacin hedeflenen bolgeye nasil dagitildigina da baglidir.
Nanopartikiiller, kanser hiicrelerinde ila¢ dagitim verimliligini arttirmak ig¢in ilag
tasima sistemleri olarak arastirilmistir. Nanomateryallerin, antitimor ilaglar ile
kombinasyonu, normal dokulara karsi ilacin toksisitesini azaltirken, kanser
hiicrelerine kars1 ila¢ seciciligini arttirabilir ve ilag direng mekanizmasinin

tistesinden gelebilir (Zhang ve ark., 2011).

1.1. Kanser gelisimi

Insan ve ¢ok hiicreli organizmalarda canli dokular ve organlarin hacimleri
viicudun boyutuna gore sabit ve orantilidir. Organlarda dokularin organizasyonu
ve dokulardaki hiicrelerin farklilagsma karakteri de sabittir. Bu hacim, farklilasma
ve organizasyonlarin dengesi, normal fonksiyonlarin korunmasi igin ¢ok
onemlidir. Ancak c¢ok hiicreli organizmada kontrollii hiicre bdliinmesinin
mekanizmasi bazen diizenlenirken hata yapabilir. Bu durumda, doku ve organlarin
organizasyon dengesi bozulmaktadir. Sonu¢ olarak cesitli hastaliklar meydana
gelmektedir. Ornegin kontrol edilemeyen hiicre gogalmalari sonucu tiimor
meydana gelmektedir (Blake ve ark., 1999).

Kanser, anormal gen ifadesinden kaynaklanan bir hastaliktir ve kanser
hiicreleri kalici, kalitsal bir dizi degisiklik gecirmis, tek bir ata hiicreden gelisir
(Sekil 1.1). Neoplastik donlisim olarak adlandirilan bu siireg bir dizi
mekanizmanin (6rnegin gen mutasyonlari, translokasyonlar veya amplifikasyonlar

ve delesyonlar gibi) DNA’ya dogrudan hasar vermesi ve anormal gen



transkripsiyonunu veya translasyonunu icermektedir (Blake ve ark., 1999) ve
mutasyon araligi bile histopatolojik olarak 6zdes tiimoérler arasinda farklilik
gosterebilir (Cairns ve ark., 2011). Timorler, iyi huylu veya yayilma egilimine
(metastaz) bagli olarak kotii huylu olarak smiflandirilabilir. Epitel yapilardan
kaynaklanan kanserler karsinom olarak adlandirilir; bag dokulari, kas, kikirdak,
yag veya kemik kaynakli olanlara sarkomlar denir; ve bagisiklik sistemi de dahil
olmak {iizere hemopoietik yapilar1 etkileyen habis tiimorler, losemiler ve

lenfomalar olarak adlandirilmaktadir (Blake ve ark., 1999).

Eimyvasallar Cenetik Cenatik
desisiklic  degisiklik
v:irﬁa—.r.—r.-ng-—-‘—-* —

~* Normal Baslatie Malignant

Radyasyon .. o hiicre HimEr Kanser Kanser
metastaz

Sekil 1.1 Kanser gelisim semasi (Stewart ve Kleihues, 2003)

1.1.1. Akciger kanseri

Akciger kanseri 20. ylizyilin baglarina kadar ender goriilen bir hastalikti
(Stewart ve Kleihues, 2003; Beadsmoore ve Screaton, 2003). Ancak su anda
akciger kanseri diinya’da en yaygin olarak goriilen ve Oliime neden olan
kanserlerden biridir (Stewart ve Kleihues, 2003; Hou ve ark., 2014; Sihoe ve Yim,
2004; Beadsmoore ve Screaton, 2003) ve bu kanserden en fazla 6liim erkeklerde
gorilmektedir. Akciger kanserinin gelisiminde en Onemli faktor sigara
kullanimidir. Hastalarin asbest, arsenik, nikel, radyasyon ve artmis pulmoner

fibrozise maruz kalmasi da riski arttirmaktadir.



Marchesani (1924) akciger kanserini siniflandiran ilk insanlardan biridir.
Histolojik olarak alt siniflara ayirmistir (Beadsmoore ve Screaton, 2003). Birkag
tane histolojik sekli vardir. En yaygin olan pullu (squamous) hiicre karsinoma,
adenokarsinoma ve kiigiik hiicreli karsinomadir. Akciger kanseri neredeyse sadece
karsinomlar1 igerir. Bu tiimdrler trake, brongslar veya akcigerlerin epitellerinden
koken almaktadirlar. (Stewart ve Kleihues, 2003).

Adenokarsinomlar tiim akciger kanseri hastaliklarinin yaklasik olarak %
3I’ini igermektedir. Tiim akciger kanserlerinin % 30 pullu hiicre grubuna
girmektedir. Kii¢lik hiicreli akciger kanserleri de tim akciger kanserlerinin %
18’ini icermektedir. Biiylik hiicreli akciger kanseri, tiim akciger kanserlerinin %

9’unu kapsamaktadir (Beadsmoore ve Screaton, 2003).
1.2. Kanser tedavisinde oliim mekanizmalari

Kanser tedavisinde, kanserli hiicre oOlimii mekanizmalari yapilan
calismalarda yogun ilgi gérmektedir. Apoptoz en ¢ok arastirilan hiicre Sliim
yollarindan biridir. Mitotik katastrof, otofaji ve nekroz diger 6liim tipleridir. Bu
alternatif hiicre olim tipleri apoptoza direng gosteren hiicrelerde alternatif
mekanizmalar olabilir. Bu hiicre 6liim yollarinin mekanizmalarini anlamak timor

gelisim ve tedavisinde daha iyi degerlendirmeler yapmak ag¢isindan 6nemlidir

(Bruin ve Medema, 2008).
1.3. Apoptoz

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarda hiicre 6liimlerinden biridir (Cotter,
2009). Apoptoz, normal dokularda anormal hiicreleri eleyerek homeostatik
dengeyi kurar. Normal hiicrelerde apoptoz, fetiisde doku ve organ gelisiminde,
menstrual dongiide ve dogumdan sonra meme kanallarindaki gibi baz1 fizyolojik
kosullar altinda tetiklenmektedir. Apoptotik hiicre 6liimii ayn1 zamanda viral
enfeksiyon, DNA hasar1 veya diger genomik degisimler ve hiicre immiin
cevaplarmin diizenlemesi ile de tetiklenmektedir (Yang, 2005).

Hiicreler nekroz adi verilen hiicre 6liimii gibi alternatif mekanizmalar ile
de yok edilebilir. Nekroz, hiicreler ve dokular etrafinda inflamatuar hasarlara bagh

olarak plazma membraninin bozulmasi sonucu meydana gelen hiicre oliimiidiir.



Buna karsin apoptoz, bir seri programli islevler gecirerek hiicrenin dig
yiizeyindeki sinyaller (fosfatidilserin) sayesinde fagositik hiicreler tarafindan yok
edilebilmesine dayanan programli hiicre 6liimiidiir (Kasibhatla ve Tseng, 2003).

Otofaji hiicre Oliimii diizenlenmesi lizozomal proteazlarin bozulmasina
bagl olarak meydan gelmektedir. Hiicre membran yapisinda goriilen kesecikler
otofajinin tipik morfolojisini gostermektedir (Sekil 1.2). Otofaji tiimor gelisiminin
erken sathalarinda bir tiimor baskilayici rol gostermektedir. Otofaji, bozulmus
organeller tarafindan ve hiicresel stresi azaltarak normal bir hiicrenin kanser
hiicresine doniismesini engelleyebilmektedir (Bruin ve Medema, 2008).

Mitotik katastrof, anormal mitozun neden oldugu hiicre Oliimii olarak
gosterilmektedir. Mitotik katastrof, kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii kontrol
noktalarinda eksiklikler olmasi ile baglantili olarak belirlenmistir. Mitotik
katastrofun morfolojik 6zellikleri, genislemis ve ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir (Sekil
1.2). Mitotik defektler varliginda eksik niiklear yogunlagma, kromozom hizalama
hatalari, esit olmayan DNA boliinmesi veya DNA hasar1 varliginda mitoz

olusumu goriilebilir (Bruin ve Medema, 2008).

Apoptoz Otofaji

T

Mitotik katastrof

Sekil 1.2. Hiicre 6liimii mekanizmalar1 (Bruin ve Medema, 2008)

Apoptoz, gelisim biyolojisinde ve doku homeostazisinde gorevini, hiicre
cogalmasimmi  ve farklilagmasini kontrol ederek saglamaktadir. Apoptoz,
“genetiksel olan programli hiicre 6limi” istenmeyen ya da hasarli hiicreleri

gelisim siirecinde, DNA veya enfeksiyon hasarina bagli olarak yok eder



(Gopinath ve ark., 2010). Apoptotik yollardaki defektler ve bu yollarda meydana
gelen mutasyonlar ¢ok sayida insan hastaligina neden olmaktadir (Lowe ve Lin,
2000). Apoptozun artmast AIDS, diabet hastaliklar1 ve parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklara neden olurken, apoptozun azalmasi sonucu timor
gelisimi yani kanser meydana gelmektedir (Indran ve ark., 2011). Azalan apoptoz
ya da apoptoza direng kanser gelisiminde (karsinogenezis) onemli bir rol
oynamaktadir (Wong, 2011).

Kanser, normal bir hiicrede gerekli fonksiyonlarin yapildig1 sirada hiicre
6liimiinden kaginarak malignant bir hale doniisen hiicrede meydana gelen genetik
degisikliklerin bir sonucu olarak goriilebilmektedir. Hiicre dliimlerinden 6zellikle
apoptoz hiicre biyologlarinin en yaygin sekilde ¢alistigi konulardan birisidir. Kerr
ve arkadaslar1 (1970) potansiyel habis hiicrelerinde hiperplazi goériilmesinin ve
timor progresyonunun ortadan kaldirilmasinin apoptoz ile baglantili oldugunu
belirlemiglerdir. Kanserde hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6limii arasindaki denge
kaybolmaktadir. Hastalik durumunda apoptozu anlamak, patogenez esnasinda
belirlenen ipuclar1 agisindan hastaligin nasil tedavi edilecegi konusunda bilgi
vereceginden Onem kazanmaktadir (Wong, 2011). Bu nedenle, apoptozun
molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi yeni ilaglar ve tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi igin sarttir (Gopinath ve ark., 2010). Bu segici 6zellik, normal
hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicreyi 6ldiirmeyi hedeflemektedir (Kasibhatla
ve Tseng, 2003).

1.3.1. Apoptoz ve nekroz morfolojisi

Apoptozun morfolojik goriiniimii, hiicresel hacimde azalma, membran
biitlinliigiiniin korunmasi, pseudopodlarin geri ¢ekilmesi ile ¢ekirdekte kromatin
yogunlagsmasi ve niiklear fragmentasyondur (Indran ve ark., 2011). Kromatin
yogunlagmasi, niiklear membranin periferinde baglar ve hilale benzeyen halka
seklinde bir yap1 olusur. Kromatin, karyoheksis olarak goriilen bir 6zellik olan
bozulmamis membranli bir hiicrenin igerisinde dagilincaya kadar yogunlasir.
Plazma membrani tiim siire¢ boyunca bozulmaz. Apoptozun en son safthasinda
morfolojik ozelliklerden bazilari, membran cepgigi, fosfatidilserinin (PS) hiicre
ylizeyine ¢ikmasi, sitoplazmik organellerin ultrastruktural degisimleri ve

membran Dbiitiinliigiinin  kaybidir (Sekil 1.3) (Wong, 2011). Fosfatidilserin,



makrofajlara ‘beni ye’ sinyali vermektedir (Bruin ve Medema, 2008). Fagositik
hiicreler genelde apoptotik yapilar meydana gelmeden once apoptotik hiicreleri

yutar (Wong, 2011).

APOPTOZ

Sekil 1.3. Apoptoz ve nekroz morfolojisi (Bruin ve Medema, 2008)

Nekrozun morfolojik goriiniimii hiicre ve organelde sisme, bozulan plazma
membrani, kromatin sindirimi, DNA hidrolizi ve son olarak hiicre lizisi olarak
bilinmektedir (Sekil 1.3). Hem nekroz hem de apoptoz dis uyaranlarin (Sitokinez,
iskemi/reperfiizyon, 1s1, radyasyon, patojenler gibi) yani sira i¢ uyaranlar
tarafindan da tetiklenebilmektedir. Her iki 6liim sekli de benzer sinyal yollarini
(6liim reseptorleri, kinaz kaskadlar ve mitokondriyal ve lizozomal gegirgenlik ve

bu yollarin diizenlenmesi gibi) aktive edebilirler (Gogvadze ve ark., 2009).
1.3.2. Apoptozda biyokimyasal degisiklikler

Apoptoz da ii¢ tip biyokimyasal degisiklik goriiliir: 1) kaspaz aktivasyonu,
2) DNA ve protein kirilmasi ve 3) membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler
tarafindan diizenlenmesi. Erken apoptoz da hiicre membranmin dis katmaninda
fosfatidilserin eksprese edilir. Bu durum fagositozis sonucunda makrofajlar
tarafindan hiicre oliimiiniin diizenlenmesine izin verir. Bunu takiben 50-300
kilobaz biiytikliikkte kirilmig DNA pargalari olusur. Sonrasinda endoniikleazlar

tarafindan 180-200 baz ¢ifti oligoniikleozomlar iginde DNA interniikleozomal



kirilmalar1 goriiliir. Apoptozun baska spesifik 6zelligi kaspaz olarak adlandirilan

sistein proteaz ailesine ait bir grup enzimin aktive edilmesidir (Wong, 2011).
1.3.3. Apoptozun molekiiler mekanizmasi

Kaspazlar, apoptoz mekanizmasinin baslatici ve bitirici merkezleridir.
Aktive edilebilen kaspazlarin {i¢ yolu vardir. En yaygin bilinen iki baslatic1 yol i¢
mitokondriyal ve dis hiicre 6liim reseptor yollaridir (Fulda, 2009; Wong, 2011).
Ucgiincii en az bilinen baslangi¢ yolu i¢ endoplazmik retikulum yoludur (Wong,
2011).

1.3.3.1. Dis o6liim reseptorii yolu

Oliim reseptorleri, hiicre membranlarinin yiizeyinde bulunur (Indran ve
ark., 2011). Kaspaz aktivasyonunu saglayan dis Olim reseptorii, ligandina
baglanir ve bunu birkag 6liim reseptorii ile gergeklestirmektedir (Kasibhatla ve
Tseng, 2003). Oliim ligandlar1 &liim reseptdriine baglanir. En iyi bilinen 6liim
reseptorleri, TNF (Timor nekrozu faktor) reseptorii (TNFR1) ve Fas (CD95)
proteini ve onlarm ligandlart TNF ve Fas ligand (FasL) dir. Oliim reseptorleri,
kaspaz 8 gibi sistein proteazlarin yanisira TNF (TRADD: TNFR Adaptor Protein
with Death Domain) i¢ hiicresel 6liim domaini ve Fas (FADD: FAS Adaptor
Protein with Death Domain) 6liim domainine sahiptir (Sekil 1.4).

Oliim ligand: 6liim reseptdriine adaptdr protein icinde baglanir. Bu iiclii
komplekse 6liim tetikleyici sinyal kompleksi (DISC) denir. DISC, pro-kaspaz 8’i
aktive eder. Aktif kaspaz 8, diger kaspazlar kirarak apoptozu baglatir (Wong,
2011; Kasibhatla ve Tseng, 2003). Bu aktivasyon c-FLIP (hiicresel FLICE
inhibitor proteinler) tarafindan kontrol edilir. Kisa ve uzun c-FLIP kaspaz
aktivasyonunu engellemektedir. Aktif kaspaz 8, Bid proteinini aktif tBid formuna
doniistiirtir. Aktif tBid, Bax/Bak bagimli gecirgenlik dis mitokondriyal membrani
ve sitokrom c salinmasini tetikler (Burin ve Medema, 2008). Effektor kaspaz 3
aktive edilir (Sekil 1.4). Aktive edilen kaspazlar, mitokondriyal hasari
tetiklemektedir (Indran ve ark., 2011).
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Sekil 1.4. Apoptotik dis 6liim reseptdr yolunda protein ve ligandlarin etki mekanizmalar
(Kasibhatla ve Tseng, 2003)

1.3.3.2. I¢ mitokondriyal yolu

Hiicrenin iginde gergeklesir. Onarilamaz genetik hasar, hipoksi, Ca*
sitosolik asir1 yiliksek konsantrasyonlar: ve birkag oksidatif stres i¢ mitokondriyal
yolun baslamasi i¢in bazi tetikleyicilerdir (Wong, 2011). Serbest radikaller,
radyasyon ve viral enfeksiyonlar gibi reseptdr bagimli uyaranlar, mitokondriyal
yolu aktive edebilir (Indran ve ark., 2011). Bu yol mitokondri membran
gecirgenliginin artmast ve sitokrom-C pro-apoptotik molekiiliiniin sitoplazmaya
salinmast ile sonuglanir. I¢ mitokondriyal yol Bcl-2 ailesine ait bir grup protein ile
diizenlenmektedir. Bu proteinler, pro-apoptotik proteinler (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs,
Bid, Bik, Bim ve Hrk gibi) ve anti-apoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W,
Bfl-1 ve Mcl-1 gibi) olarak iki ana gruba ayrilir. Anti-apoptotik proteinler,

sitokrom-c’yi bloke ederek apoptozu diizenlemektedir.



Dis yol .

ﬂ sliim sinvalleri .
TNF F

v—?u *es
Il

i [RIAL ) [RIR IR0
ﬂoﬂvﬂvﬂu ﬁu‘luﬂuﬂn Ll L

i¢ mitokondriyal
TRADD FADD yvolu
Genetik zarar
Hipoksi
Yiiksek sitozolik [Ca]
s Oksidatif stress
Kaspaz 8 * «. Prwkaspaz 8
&>
! c%:
'\‘\l_.'__)
Mitokondri
o ® e ® W Sitockromc
. Pro-kaspaz 3 L L @ & smac
Kaspaz 3 o - o @ Y DIABLO
- l @ omifHtraz l

Sitokrom ¢
o s ¢ Apf-1 ﬁ%poptozom
ro-kaspaz
P! Kaspaz 9 4F AP
Kaspaz 3 veya__ Sl E)nfithrAZ uli;n L-—\Pl;ra
Kk 9 - aglanmasi, kaspaz
Aspaz = un . - A— veva kaspaz 9'un

aktivasyonu -
il o aktivasyonunu bozar

Sekil 1.5. Apoptotik dis ve i¢ mitokondriyal yolda etkili mekanizmalar (Wong, 2011)

Mitokondriyal i¢ membranindan salinan diger apoptotik faktorler apoptoz
tetikleyici faktor (AIF), ikinci mitokondri kokenli kaspaz aktivatori (Smac),
dogrudan apoptoz inhibitor protein (IAP), baglanma proteini (DIABLO) ve
Omi/yiiksek sicaklik proteini A (HtrA2) dir. Apoptozom (sitokrom ¢ + Apaf-1 +
kaspaz 9) yapidaki sitokrom c, kaspaz 3’1 aktive eder (Sekil 1.5). Diger taraftan
Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2, apoptoz protein inhibitoriine (IAPs) baglanarak
kaspaz aktivasyonunu diizenlemektedir (Sekil 1.5) (Bruin ve Medema, 2008;
Wong, 2011). Sitokrom-c salinmasini diizenleyen proteinlerin her biri hiicre igi
sinyal yollarindan JNK sinyal yolunu fosforile edereck apoptoza etki eder (Sekil
1.6). Bunun disinda Akt sinyal yolu fosforilasyonu da apoptozun transkripsiyonel
diizenlenmesinde etkili olabilir (Kasibhatla ve Tseng, 2003) (Sekil 1.4). I¢
mitokondriyal yolda ROS (reaktif oksijen tiirleri) faktorii de ¢ok dnemlidir. ROS
tiretimi mitokondriyal apoptozu tetiklemektedir (Sekil 1.6). ROS, mitokondriyal
elektron transport zincirinde yer alan protein komplekslerini diizenler, kaspazlari

aktive eder ve hiicre 6liimiinii tetikler (Indran ve ark., 2011).
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Sekil 1.6. Apoptozun diizenlenmesinde JNK ve ROS faktorii (Kim ve ark., 2011)

1.3.3.3. I¢ endoplazmik retikulum yolu

I¢ endoplazmik yol, mitokondriden bagimsizdir. Bu yol kaspaz 12 ile
etkindir. Endoplazmik retikulum hipoksi, serbest radikaller veya glukoz agligi
gibi hiicresel strese maruz kaldiginda, hiicrede protein sentezi azalir ve merdiven
aktivasyonu sonucunda TNF (tiimér nekroz faktor) reseptor faktorii 2 (TRAF2)
pro-kaspaz 12’den ayrisir (Wong, 2011).

1.3.4. Apoptoz ve kanser

Kanser hiicresi, apoptoz azalmasi veya apoptoza diren¢ ile meydana
gelebilmektedir. Tiimor hiicresinde apoptozda azalma veya apoptoza direng
gelistiren ¢ok fazla yol vardir. Genelde apoptozdan kaginma meydana getiren
mekanizmalar: 1) pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesinin
bozulmasi, 2) azalan kaspaz fonksiyonu ve 3) bozulmus 6liim reseptorii sinyali

(Sekil 1.7) (Wong, 2011).
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Sekil 1.7. Apoptoza ve kanser olusumuna etkili mekanizmalar (Wong, 2011)

1.3.4.1. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesinin

bozulmasi

Hiicre iginde ¢ok fazla proteinin pro- veya anti- apoptotik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Bu proteinler, hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynar. Bazi genlerin artan ve azalan ekspresyonu ile kanser hiicrelerinde
apoptozun azalarak karsinogenezise neden oldugu bulunmustur. Bcl-2 ailesi, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinleri olarak apoptozun diizenlenmesinde 6nemli
rol oynar. Bu proteinler geri doniisimsiiz hiicresel hasara neden olur ve
mitokondri seviyesinde rol oynar. Bcl-2, 20 yil 6nce belirlenmis bu ailenin ilk
proteinidir ve BCL2 geni tarafindan kodlanir. insan B hiicre lenfoma 2 den adin1
alir. Tim Bcl-2 tiyeleri dis mitokondri membraninda yerlesir. Bunlar membran
gecirgenliginden sorumlu iyon kanallarinin sekillenmesinden ya da porlarin
olusumundan sorumludur. Bcl-2 ailesi iiyeleri {ic gruba ayrilir. Ilk grup anti-
apoptotik proteinlerdir. Bunlar apoptotik uyarandan hiicreyi korur. Bu proteinlere
Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bcl-w, A1/Bfl-1 ve Bcl-B/Bcl2L10 &rnek verilebilir. Tkinci
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grup sadece BH-3 proteinlerinden yapilir. Bu proteinlere Bid, Bim, Puma, Noxa,
Bad, Bmf, Hrk ve Bik 6rnek verilebilir (Sekil 1.8). DNA hasari, biiylime faktorii
eksikligi, endoplazmik retikulum stresi gibi hiicresel stresler BH-3 proteinlerini
aktive eder. Ugiincii grup dort BH domaini igerir. Bunlara Bax, Bak ve Bok/Mtd
ornek verilebilir (Wong, 2011).
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Sekil 1.8. Apoptozun diizenlenmesinde Olim kaspazlarinin (kaspaz 8 gibi) antiapoptotik ve
proapaoptotik proteinler ile etkilesime gecerek effektor kaspazlari (kaspaz 3 gibi) aktive
edebilmesi ve bu etkilesim esnasinda mitokondriden salinan sitokrom c¢’nin,
SMAC/DIABLO, HtrA2/Omi proteinlerinin ve bunlarin antagonisti |AP’larin etkileri
(Bruin ve Medema, 2008)

Pro-apoptotik Bax ve Bak proteinlerinin fonksiyonunun azalmasi sonucu
timor olusumu goézlenmistir (Bruin ve Medema, 2008). Cogu tiimdr tiirlerinde
anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin asir1 eksprese edildigi gézlenmistir ve anti-
apoptotik Bcl-2 proteinlerinin aktivitesini yok eden ilag sistemleri gelistirilmistir
(Kasibhatla ve Tseng, 2003). Diger en iyi bilinen protein tiimor baskilayici p53,
kromozom 17’nin kisa kolunda yerlesmis TP53 geninden kodlanir. Bu protein ilk
kez 1979’da kesfedilmistir (Wong, 2011). Apoptoz ile baglantili ilk timor
baskilayic1 gen p53°diir (Lowe ve Lin, 2000). Bu genin iiriinii protein sadece

apoptoz da degil ayn1 zamanda hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, gelisimde,
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farklilasmada, gen amplifikasyonunda, DNA rekombinasyonunda, kromozomal
segregasyonda ve hiicre yaslanmasinda dnemli rol oynar. Tiimor baskilayict gen
p53’tin defekti insan kanserlerinin % 50’sinden fazlasinda gériilmektedir (Wong,
2011).

Apoptoz inhibitdr proteinler (IAPs)’de apoptozun diizenlenmesinde
onemlidir. Bunlara NAIP (BIRC1), c-IAP1 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC3), XIAP,
BIRC4, BIRC5 (Survivin), BIRC6, BRUCE, BIRC7 (Livin/ML-1AP) ve BIRC8
orek verilebilir. Inhibitér apoptoz proteinler, kaspazlarin inhibitdrleridir.
Kaspazlarin aktif bolgelerine baglanarak kaspaz aktivitesini engellerler (Wong,
2011).

NFkB, apoptotik genler dahil ¢ok sayida genin diizenlenmesinde gorevli
niiklear transkripsiyon faktordiir. NFgB, biiyiime faktorleri, sitokinler,
limfokinler, radyasyon, farmakolojik ajanlar gibi ¢ok uyaran tarafindan aktive
edilmektedir. NFxB, hem anti hem de pro-apoptotik fonksiyonlar géstermektedir.
Hiicre siklus diizenleyicilerinden ve transkripsiyon faktorlerinden NFxB, p53,
siklin ve siklin bagimli kinaz inhibitorler, ubikitin/proteozom sistem tarafindan
diizenlenmektedir. Ubikitin proteozom sistem, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozu
diizenleyen biiyiik bir proteinaz komplekstir (Sekil 1.9). Bu proteozomlar ayni
zamanda Bcl-2 ailesinin substratlaridir. PI3K, hiicre ¢ogalmasi ve canliligi igin
gorevli sinyal yollarinda dnemli bir kinazdir. PI3K, ¢ogu kanser tiiriinde artig

gostermektedir (Ghobrial ve ark., 2005).
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Sekil 1.9. Apoptoz mekanizmasinda p53, NFKB ve PI3K yollarinin ubikitin/proteozom sistem ile
diizenlenmesi (Ghobrial ve ark., 2005)

1.3.4.2. Azalan kaspaz aktivitesi

Kaspazlar iki grupta simflandirilir. Tk gruba kaspaz-1, -4, -5, -13 ve -14
ornek verilebilir. Apoptoz da asil rol oynayan kaspaz-2, -3, -6, -7, -8, -9 ve -10
ikinci gruba ornek verilebilir. Ikinci grup baslatict kaspazlardir (kaspaz-2, -8, -9
ve -10). Kaspaz-3, -6 ve -7 apoptoz siiresince hiicresel bilesenlerin boliinmesinden
sorumlu effektor kaspazlardir (Sekil 1.10). Kaspaz seviyesinde azalma veya
kaspaz fonksiyonunda bozulma apoptoz azalmasina ve karsinogenezise neden olur

(Wong, 2011).
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Sekil 1.10.Apoptoz mekanizmasinda kaspazlarin etki mekanizmalari (Ghobrial ve ark., 2005)

1.3.4.3. Bozulmus 6liim reseptorii sinyali

Oliim reseptorleri ve 6liim reseptdr ligandlar1 apoptoz dis yolunda énemli
rol oynar. Oliim reseptdrlerine TNFR1 (DR1), Fas (DR2, CD95 veya APO-1),
DR3 (APO-3), DR4 (TRAIL-1 veya APO-2), DR5 (TRAIL-2), DR6 (Lowe ve
Lin, 2000), ektodisplasin A reseptér (EDAR) ve sinir biiyiime faktor reseptorii
(NGFR) 6rnek verilebilir (Wong, 2011).

Oliim sinyal yolundaki anormallikler, reseptdriin  6liim sinyallerinde
azalan seviye veya onarilamaz reseptor fonksiyonu mekanizmasi ve apoptozda
azalma ile goriilebilir (Wong, 2011). Fas reseptorii ekspresyonu bazi hiicrelerde
artig gosterirken, ekspresyonunun azalmasi kanser olusumuna yol agabilmektedir
(Bruin ve Medema, 2008).
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1.3.5. Kanser kemoterapisinde apoptoz hedeflenmesi

Kanser arastirmalarinda, son yillarda kanser biyolojisi ve kanser genetigini
anlamamiz agisindan 6nemli gelismeler bilinmektedir. Bu gelismeler arasinda en
onemlileri malignant fenotipte biiyiik etkisi olan genler ve apoptozdur. Bazi
onkogenik mutasyonlar apoptozu engelleyerek timor gelisimi, ilerlemesi ve
metastazina Onderlik ederler. Bunun aksine bazi onkogenik degisiklikler ise
apoptozu tetikler. Cok sayida sitotoksik antikanser ajanlar apoptozu
tetiklemektedir (Lowe ve Lin, 2000). Bu nedenle apoptotik yollar kanser
tedavisinde ilgili hedefler olabilir (Wong, 2011). Kemoterapétik ajan etoposid
basta olmak tiizere, VM26, m-AMSA, deksametazon, vinkristin, sisplatin,
siklofosfamid, paklitaksel, 5’-fluro-deoksiuridin, 5’- flurourasil ve adriyamisin
gibi ajanlar apoptotik indiikleyiciler olarak belirlenmistir. Retinoik asitin in vivo
ortamda apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Hannun, 1997).

Ilaglar ve tedavi stratejileri apoptotik sinyal yollarini onarabilmektedir.
Apoptotik bozulmalar1 hedefleyen antikanser ilaglara yonelik ¢ok sayida 6nemli
gelismeler bulunmaktadir. Anti-apoptotik proteinlerden Bcl-2 ailesini inhibe
ederek apoptoz hedefli terapotik ajanlar kullanilmistir (Wong, 2011). Bax veya
Bak genlerinin ekspresyonu antitiimdr yani apoptotik etkiler gostermektedir.
Potansiyel antikanser ilaglar kullanilarak, fazla eksprese olan Bcl-2 ve Bcl-XL
aktivitesi inhibe edilerek apoptoz tetiklenmistir (Yang, 2005). Tiimor baskilayici
p53 proteinine yonelik ilag terapisi aragtirilmaktadir. Bu terapi p53 mutasyonunu
onarmaya yonelik olabilir. Bunun disinda p53 gen terapi ve immiinoterapi
yontemleri de uygulanmustir. Inhibitér apoptoz proteinlerine hedefli terapotik
uygulamalar da denenmistir. Kaspaz hedefli ilaglar da dizayn edilmistir (Wong,
2011).

Tiimdr hiicrelerinde apoptotik tetiklenme, normal hiicrelere kiyasla daha
azdir. Cesitli timor hiicreleri kullanilarak kaspaz-3, -7, -8 ve -9’un fazla
ekspresyonunun apoptozu tetikledigi belirlenmistir. Ornegin baz1  timér
hiicrelerinde kemoterapi ilaclarma yanit olarak Fas L ve TRAIL 6liim reseptor
ligandlarmin fazla ekspresyonunun, apoptotik hiicre Olimiinii tetikledigi
gosterilmistir. Diger yandan IAP ( inhibitér apoptotik proteinler) hedeflenerek
yeni uygulamalar denenmistir. XIAP inhibisyonu ile apoptoz tetiklenmistir. XIAP
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protein geni XAF1’in fazla ekspresyonu kaspaz 3 aktivitesini arttirmaktadir ve
apoptotik hiicre dliimiinii dolayli yoldan tetiklemektedir. Inhibe IAP fonksiyonu

ile apoptoz tetiklenmesinin mekanizmasi hala arastirilmaktadir (Yang, 2005).

Kanserde mikroRNA’lar ve siRNA’lar, onkogenleri ve tiimor baskilayici
genleri diizenleme de rol oynar. Bu genler apoptoz ile baglantili oldugu igin
mIiRNA’lar anti-apoptotik ve pro-apoptotik etkiler gosterebilmektedir (Garcia ve
ark., 2012).

1.4. Kanserde mikroarray sistemler

Mikroarray teknolojisi, molekiiler kanser yolaklarini teshis etmede ve yeni
terapotik ilaglarin molekiiler yolaklardaki etkilerini belirlemede kullanilan 6nemli
bir sistemdir (Perez-Plasencia ve Duenos-Gonzalez, 2006). Ozellikle mRNA
ekspresyon mikroarraylerinden gen ekspresyonlarini goriintiilleme normal ve
kanser hiicrelerinde, hiicresel cevabin analizinde giicli bir arag olarak
bilinmektedir (Wallgvist ve ark., 2002).

Gen ekspresyon mikroarrayleri, biyolojik bir drnekte tiim transkripsiyonel
aktiviteyi goriintlileyebilmektedir. Bunun aksine ¢ogu molekiiler biyoloji arac1 tek
bir geni veya kiiclik bir gen setini goriintiileyebilmektedir. Tiim bu teknolojik
araglar hastalik tiplerinin ve mekanizmalarinin, bunun yani sira hastalikta
kullanilan ilaca yamitin belirleyicisi olarak birgok uygulama da islev
gorebilmektedir (Slonim ve Yanai, 2009). Gen ekspresyon mikroarrayleri farkli
timor tiplerini belirlemekte de kullanilmaktadir. Mikroarray data, farkli cogu
kanser tiplerinde onemli bilgiler saglamaktadir. Mikroarray sistemler, kanser
gelisim siireci ile baglantili islev goren genlerin belirlenmesinde 6nemli araglardir.
Buna bagli olarak gelisen farmakogenomik, yani ilaca yanit veren genleri
belirlemek kemoterapinin gelismesi agisindan 6nemlidir (Brice, 2004; Watters ve
Mcleod, 2003).

Mikroarray teknolojisindeki gelismeler ve data analizi teknikleri, maliyeti
azaltmak ve bu metotun potansiyelini arttirmak igin gereklidir. Insan ve farelerde
ilag yanitina bagli genom profili olusturmak kanser kemoterapisinde Onemli
bilimsel bir temel saglayacaktir (Watters ve Mcleod, 2003; Wadlow ve
Ramaswamy, 2005). Kanser biyolojisinde uygulanan ekspresyon profillenmesi,
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onkogenler veya tiimor baskilayici genler gibi kanserle ilgili genlerin ekspresyonu
veya degisen dizilerden olusan epigenetik degisiklikler ve bunlarin yani sira hiicre
dongiisii kontrolii, apoptoz, adhezyon, DNA onarimi ve anjiojenezis ile ilgili

binlerce genin ekspresyonunu gostermektedir (Macgregor ve Squire, 2002).
1.5. Kanser kemoterapi stratejileri

Kanser, biyomedikal alanda bilim adamlarinin yogun bir sekilde arastirma
konusudur (Song ve ark., 2006). Kanserin erken teshis ve tedavisinde gelisen
avantajlara ragmen, zayif spesifisitenin, yan etkilerin veya su anda kullanilan
yontemlerin sinirh erisilebilirliginin {istesinden gelmek i¢in yeni alternatifler
gelistirmeye ihtiya¢ vardir (Boca ve ark., 2011).

Kanser ile miicadelede uygulanan yontemler tiimorlii bolgenin alinmast,
radyoterapi ve kemoterapidir. Bu yontemler kanserin cinsine ve bulundugu
bolgeye gore uygulanmaktadir. Bu yOntemler arasinda en yaygin olarak
kullanilan1 kemoterapidir (Berger, 1998; Duncan, 2006; Oh ve Baik, 2009).

Kanser kemoterapisi, yaklasik 60 yil once c¢alisilmaya baglamistir.
Kemoterapi agiz ya da damar yolu ile yapilmaktadir. Kemoterapi, kanser
hiicrelerinin yayilmasint engeller, cogalmasini yavaslatir ve kanser hiicrelerini
oldiiriir (Garza-Ortiz, 2008). Kemoterapi, antikanser ajanlarin kanserli ve saglikli
dokular iizerindeki toksik ve yan etkilerini belirleyen bir yontemdir (Ding ve ark.
2012). Antikanser etki ve toksisite arasindaki denge kemoterapinin bagarili olmasi
acisindan onemlidir.

Kanserli bolge etrafindaki saglikli doku ve organlara kemoterapdtik
ilaglarin zarar vermesi ciddi bir sorundur (Oh ve Baik, 2009). Kemoterapotik
ilaglarin smirli dozajlarda uygulanmasi ¢ok biiyiik zararlara yol agmadan tedavi
edici olabilir (Heath ve Davis, 2008 ). Cogu antikanser ilaglarin suda az ¢oziiniir
olmast da onlarin etkilerini bozmakta ve azaltmaktadir. Antikanser ajanlarin
sudaki ¢Oziiniirliigiinii arttiracak hedef ilag tastyicilarinin gelistirilmesi ile saglikli
dokular1 yan etkilerden koruyan, Sadece kanserli dokulari hedef alan etki
saglanabilmektedir (Ding ve ark., 2012).

Kanser icin g¢esitli stratejiler gelistirilmis olmasma ragmen hala

coziilemeyen en biiyiikk problemlerden biri de ila¢ direncidir (Zhang ve ark.,
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2009). Birkag farkli biyofiziksel siire¢ ilag direncini etkilemektedir. Bu siirecler,
dokulardan ilacin alimiminin azalmasi, ila¢ akisinda ve metabolizmasinda artig
veya ilacin hedefindeki degisikliklerdir (Song ve ark. 2006).

Antikanser ilaglar, kemoterapi, hormonal terapi ve immiinoterapi olarak
smiflandirilir. Kemoterapi, alkilleyici ajanlar, antibiyotikler, antimetabolitler,
topoizomeraz 1 ve II inhibitorleri, mitoz inhibitorleri, platin bilesikleri ve
digerlerini igermektedir. Bu gruptan digerleri ¢ok genis bir sinifa sahiptir. Genelde
kemoterapi, tiimor hiicrelerinde DNA seviyesinde etkilidir. Antikanser ilaglar
DNA heliks yapisin1 kirarak, DNA ile ilgili proteinlerle baglanti kurarak ya da
spesifik genlerin ekspresyonunu diizenleyerek etkili olabilirler. Cogu antikanser
ajan bu etki mekanizmalarindan birisini kullanmaktadir (Espinosa ve ark., 2003).

Kanser kemoterapisi, mustin hidrokloridin antitiimér ve antilokemik
ozelliklerinin bulunmasi ile baglamistir. Mustin hidrokloridin tiirevleri yapilmistir
ve diger bilesikler i¢in dnder olmustur (Wiltshaw, 1979).

Metaller, metal oksitler, yar1 iletken nanopartikiiller ve solid nanopartikiil
cesitleri benzersiz kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahiptir (Jang ve ark., 2012).
Metal bilesikleri tiim kanser terapilerinin % 50’sinde kullanilmaktadir (Jakupec ve
ark., 2007).

Antikanser ajanlarin yan etkilerini azaltmak igin gelistirilen yeni ilag
sistemlerine ilgi yogunlagsmustir. Istenmeyen yan etkiler ve toksisite problemlerini
¢ozmek icin nanodlcekli tiimdr hedefli dagitict sistemler gelistirilmektedir. Yeni
ilag sistemlerinden nanotiipler (Khorramizadeh ve ark., 2010), lipozomlar,
dendrimerler (Guo ve ark., 2011; Khorramizadeh ve ark., 2010), polimerik
nanopartikiiller, blok kopolimer miseller(Guo ve ark., 2011), metalik ve metalik
olmayan nanopartikiiller (Gurunathan ve ark., 2009) olarak ¢esitli nanotastyicilar
kanserli dokular i¢in gelistirilmektedir (Guo ve ark., 2011). Nanopartikiiller
genelde 1-100 nanometre arasinda degisen boyutlarda kullanilir. Bu yiizden
ultrafin partikiiller olarak ifade edilirler (Liu ve ark., 2012). Nanopartikiillerin
etkisi, timorli bolgeye partikiillerin bagarili sekilde dagilmasmna ve timor
hiicreleri igine internalizasyonuna dayanmaktadir (Valodkar ve ark., 2011). Metal
nanopartikiilleri farmasdétikal uygulamalarda potansiyel kullanimlarindan dolay:

kabul edilmislerdir (Jacob ve ark., 2012).
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1.6. Antikanser metal bilesikler

Metaller ve metal bilesikler binlerce yildir tipta kullanilmaktadir. Cesitli
hastaliklarin tedavisinde platin, giimiis, demir ve titanyum metal bilesiklerinin
tipta kullanimi bilinmektedir. Kanser ve Idsemide metal ve metal igerikli
bilesiklerin terapotik kullanimi 16. ylizyila kadar dayanmaktadir.  Anti-timor
etkinligi acisindan, gecis metalleri ve ana grup elemanlarinin her ikisinin de
bilesimlerinin etkileri incelenmistir (Desoize, 2004). Antikanser ajanlar olarak
gecis metal bilesiklerinin kullanimi iizerine ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Bu
bilesiklerden en iyi bilinenide sisplatin [cis-diamindikloroplatinyum(I1)] dir (Thati
ve ark., 2009). Sisplatinin antiproliferatif etkisinin kesfi ile kanser tedavisinde
metal temelli ilaglara yonelme olmustur (Laine ve Passirani, 2012).

Platin tiirevleri ili¢ bin tane sentezlenmis ve kanser hiicrelerine karsi
kullamilmistir. Fakat bunlardan sadece otuz bilesik Kliniksel deneylerde
kullanilmistir ve yarisindan fazlasi kabul edilmemistir. Giiniimiizde dort tanesi
tibbi amagli kullanilmaktadir. Bunlardan 1978’den beri sisplatin, karboplatin,
oksaliplatin ve nedaplatin kullanilan bilesiklerdir. Baz1 platin kompleksler hala
arastirtlmaktadir (Desoize, 2004).

Gegis metalleri tibbi biyokimyada énemli bir yere sahiptir. Karsinomalar,
limfomalar, enfeksiyon kontrolii, diabetler ve norolojik bozukluklar gibi birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmislardir. Gegis metalleri farkli oksidasyon
durumlar gosterebilir ve ¢ok sayida yiiklii molekiille baglanti kurabilir. Gegis
metallerinin bu aktivitesi farmakolojik uygulamalarda kullanilmak {iizere
girisimleri baslatmistir ve benzersiz terapotikler olusturulabilir (Rafique ve ark.,
2010). Gegis metalleri, tim smnirlamalarina ve yan etkilerine ragmen hala en
yaygin kullanilan kemoterapétik ajanlardir (Warra, 2011). Antikanser ajanlar
olarak gecis metal bilesikleri platin temelli antikanser metal bilesikler ve platin
olmayan antikanser metal bilesikler olarak ikiye ayrilmaktadir (Rafique ve ark.,
2010).

21



1.6.1. Platin temelli antikanser metal bilesikler

Platin (II) kompleksleri uzun zamandan beri ¢ok etkili kemoterapotik
ajanlar olarak kullanilmaktadir ve bu bilesiklerden en etkili olarak goriileni
sisplatindir (Rafique ve ark., 2010). Sisplatin bilesiginin kesfi ile bunu takiben
sisplatinin aktif fragmentini i¢ceren karboplatin ve kliniksel basaris1 kabul edilerek
sisplatin direngli kanserlere karsi kullanilmis oksaliplatindir. Platin ilaglardan
satraplatin, miriplatin, prolindac, BP-C1, sisplatin lipid kompleks, aroplatin ve
pikoplatin arastirilmaktadir (Hannon, 2007).

Platin bilesikleri bir¢ok yan etkiler gostermesine ragmen testikiiler,
ovaryum, mesane, bas ve boyun, 6zafagal, kiicliik ve kiiclik olmayan akciger
kanseri, gogiis kanseri, servikal, mide ve prostat kanserlerini i¢eren ¢ok sayida
kanser tlirtinde kullanilmaktadir. Bu yan etkiler, saglikli hiicrelerde defektler,
azalan kan hiicreleri, bagisiklik hiicrelerinin azalmasi seklinde goriilen etkilerdir.
Daha spesifik olarak bobrek toksisitesi (nefrotoksisite), norotoksisite ve igitme
kayb1 yan etkiler olarak sdylenebilir (Florea ve Biisselberg, 2011). Platin temelli
metal bilesiklerin  etkisi DNA’ya baglanarak DNA replikasyon ve
transkripsiyonunu inhibe etme seklindedir (Zhang ve Lippard, 2003).

1.6.1.1. Sisplatin

Kanser tedavisinde kullanilan ilk platin igerikli bilesik sisplatindir. 11k kez
1845 yilinda sentezlenmistir ve Peyrone’nin kloridi olarak bilinmektedir. Daha
sonra Rosenberg tarafindan inhibitér aktivitesi belirlenmistir (Desoize, 2004).
Alfred Werner 1893°de sisplatinin yapisini belirlemistir (Florea ve Biisselberg,
2011). Sisplatinin antitimor aktivitesi 1960’da kesfedilmistir. Sisplatin kati
karsinomlarin tedavisinde en etkili ilag olarak kullanilmistir (Rafique ve ark.,
2010).

Sisplatin, DNA replikasyon ve transkripsiyon mekanizmasina bagli olarak
timor hiicre o6lumiinii tetiklemektedir. Sisplatin, sarkoma yumusak doku
kanserleri, kemik, kas ve kan damarlarnn kanserlerinde basarili sekilde
uygulanmustir. Sisplatin baska ilaglar ile kombine edilerek de kullanilmaktadir.
Sisplatin, ilk kez 1971°de kanserli bir hastaya uygulanmistir (Florea ve
Biisselberg, 2011).
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1.6.2. Platin olmayan antikanser metal bilesikler

Kemoterapi arastirmalarinda, platin temelli antikanser ilaglara direng
gelismesi ve yan etkilerin olugmasindan dolayr platin igcermeyen metal ajanlara
ilgi artmistir (Yang ve Guo, 1998; Ott ve Gust, 2007). Platin igermeyen metal
temelli antikanser metal bilesiklerden titanyum, rutenyum gibi metalleri igeren
bilesiklerin iyi antitimor aktivite ve disiik toksisite gosterdigi belirlenmistir
(Yang ve Guo, 1998). Rutenyum, arsenik, titanyum, bakir, altin, giimiis, kalay ve
rodyum igeren kemoterapotik potansiyeli olan metal bilesiklerin platin temelli
ilaglardan benzer ya da farkli etki mekanizmalara sahip olduklar1 ve daha az
toksik olduklar1 bilinmektedir (Bharti ve Singh, 2009). Klinik deneylerde test
edilen ilk platin icermeyen metal bilesik titanyum kompleksidir. Platin
bilesiklerine kiyasla titanyum bilesigi olan titanosen diklorid, nefrotoksisite veya
myelotoksisite gibi yan etkiler goéstermemistir. Titanyum bilesiklerinin etki

mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir (Desoize, 2002).
1.6.2.1. Giimiis nitrat

Glimiis bilesiklerinden 0Ozellikle glimiis nitrat, son yirmi yil boyunca
antimikrobiyal tedavilerde kullanilmistir (Arora ve ark., 2008; Foldjberg ve ark.,
2009). Gimiis ve ¢ok sayida bilesiginin bakteriler, viriisler ve Okaryotik
mikroorganizmalar dahil bircok patojene etkisi kamtlanmigtir. Ornegin giimiis
siilfadiazinin 1947°de bakteri ve mantarlara karsi inhibitor etkisi gdzlenmistir.
Arastirmacilar giimiis iyonlarinin patojenik aktivitesini elektron tagima sistemi,
hiicre membranlar1 ve DNA baglanma bolgeleri ile etkilesime gegerek yaptiklarini
belirlemislerdir (Cavicchioli ve ark., 2010). Aym1 zamanda patojenlere olan
etkisini niikleik asitlere, metabolik enzimlerin stilfidril gruplarina baglanarak
gostermektedir (Greulich ve ark., 2011).

Gilimiis metal iyonlar1 patojenlere karsi aktif iken, normal hiicrelere karsi
diisiik toksisiteye sahiptir (Ahmad ve ark., 2006). Glimiis metal bilesikleri diistik
dozlarda etkili olmaktadir ve deney hayvanlar1 (fare) {iizerinde yapilan
calismalarda glimiis nitratin yiiksek dozlarda kullanimi renal toksisiteye neden

olmamistir (U.S. Environmental Protection Agency, 1992). Giimiis iyonlarinin
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antikanser potansiyeli son zamanlarda 6nemli bir arastirma konusudur (Siciliano

ve ark., 2011).
1.6.2.2. Titanyum dioksit

Titanyum dioksit, Fujishima ve Honda’nin 1972°deki bu madde ile ilgili
yayinlarindan bu yana onlarca yildir aragtirilmaktadir (Lai ve Lee, 2009).
Titanyum dioksit, titanyumun en 6nemli endiistriyel bilesigidir. Dioksit, salisilat
ve tannat gibi titanyum bilesikleri giiniimiizde bir¢ok farmasoétik ve kozmetik
tirlinlerinde 6nemli bir bilesen olarak kullanilmaktadir (Lazau ve ark., 2007).
Arastirmacilar son yillarda titanyum dioksitin kanser tedavisinde yeni bir arag
olup olmadigini aragtirmaktadir (Kubota ve ark., 1994; Xu ve ark., 2007).
Ozellikle tiimér tedavisinde TiO, tiimdr hiicrelerini &ldiiren giiglii oksidatif

reaksiyonlar gibi 6zelliklere sahiptir (Islam ve ark., 2011).
1.7. Kanser hedefli nanoboyutlu dagitici sistemler

Nanoboyut bilim ve teknolojisi, arastirma ve gelistirme alaninda genis ve
disiplinleraras1 bir alandir. Nanobilim, 21. ylizyilin 6nemli teknolojilerinden
biridir. Nanoteknolojik uygulamalar medikal bilim, kimya miihendisligi, materyal
bilim gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Nanobilimin tibbi uygulamasi, hem in
vitro hem in vivo tedavide ila¢ dagitim uygulamalarin1 igermektedir (Athar ve
Das, 2014).

Nanopartikiiller, ilag dagitimi i¢in farkli sekillerde uygulanmaktadir.
Bunlar nanotiipler, dendrimerler, polimerik nanopartikiiller, nanokristaller,
inorganik nanopartikiiller, metal temelli nanopartikiiller ve lipozomlar olarak
siiflandirilir. Nanopartikiiller, 10-100 nanometre boyutlarinda
tirevlenebilmektedir (Athar ve Das, 2014). Nanopartikiillerin hacim
miktarlarinda ayarlanabilir boyutlarda olmalar1 onlarin  deneysel kullanim
potansiyelini arttirmaktadir. [lag dagitim sistemlerinden daha gok kalsiyum fosfat,
altin, demir oksit, polimerik miseller, lipozomlar, hidrojel nanopartikiiller ve
dendrimerleri iceren farkli tipte nano yapilara ilgi artmaktadir. ilag dagitim
sistemlerinde 6zellikle 10-200 nm arasinda boyutlara sahip nanopartikiiller uygun

bulunmaktadir (Athar ve Das, 2014).
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Nanopartikiil yapiminda biyolojik orijinler (fosfolipid, lipidler, laktik asit,
dekstran, sitosan gibi) veya biyolojik olmayan orijinler (metaller gibi)
kullanilmaktadir. Nanopartikiil ila¢ tasiyicilarinin avantajlar1 hedef bdlgeye
(hiicresel ya da dokusal) ilacin dagitilmasin1 saglamak ve bdylece enzimatik
bozulmalara karsi terapotik korunma uyumunu saglamaktir. Bu partikiillerin
kiigiik boyutlu olmasi, ¢esitli hiicre tiplerinden etkin alinim ve hedef bolgelerde
secici ilag birikimini saglamaktadir (Athar ve Das, 2014).

1.7.1. Antikanser metal nanopartikiiller

Metal temelli nanopartikiiller, demir oksit, altin, giimiis, gadolinyum ve
nikel gibi metaller kullanilarak elde edilmektedir. Metalik nanopartikiiller, biiyiik
ylizey alanina sahiptir. Bu sayede yiiksek ilag dozlar1 uygulanabilir 6zelliktedirler
(Ochekpe ve ark., 2009). Nanopartikiiller tiimor dokulara ya da hedef hiicrelere
ilag tasiyict olarak hareket edebilir, sevkiyat sirasinda inaktive ilact koruyabilirler.
Nanopartikiillerin formiilasyonu, nanotanecikler ve pH, monomer konsantrasyonu
gibi fiziko-kimyasal parametreler, ilave stabilizator, iyonik kuvvet ve ylizey yiikii,

partikiil boyutu ve molekiiler agirligi, ilag iletimi i¢in 6nemlidir (Serpe, 2006).
1.7.1.1. Magnetit demir (11, 111) oksit nanotozu

Nanopartikiil formulasyonlari i¢inde en yaygin sekilde kullanilan metal
demir oksittir. Demir oksitin temel olarak iki tipi magnetik nanopartikiil
formulasyonu kullanim1 i¢in arastirilmistir. Bu demir oksitler, maghemit (y-
Fe,O3) ve magnetit (FesO4) dir. Magnetitin giiclii magnetik 6zelligi kati
timorlerin belirlenmesi, goriintiilenmesi ve tedavisinde ¢ok uygun bir ajan
olmasini saglar (Vlerken ve Amiji, 2006). Siiperparamagnetik demir oksit
nanopartikiilleri ~ (SPION), son zamanlarda  potansiyel  biyomedikal
uygulamalarindan dolay:r bir¢cok alan dahil ila¢ dagitim tiimor tedavi veya
kardiovaskiiler hastaliklarda kullanilmaktadir (Zhu ve ark., 2009; Zhang ve ark.
2012).

Chen ve arkadaglari, Fe3O4 nanopartikiillerini ferromagnetik, stabil,
nontoksik ~ ve  nonkanserojenik  Ozelliklerinden  dolayr  ¢alismalarinda

kullanmiglardir (Chen ve ark., 2009). Fe30, MNP’lerinin tiimor hiicreleri
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tizerindeki etkileri gosterilmistir. FesO, MNP’lerinin hem in vitro hem in vivo

modellerde biyolojik aktiviteleri gozlemlenmistir (Khorramizadeh ve ark., 2010).
1.8. Sitotoksisite analizleri

Hiicre biyolojisinde metabolik aktiviteyi olgmek igin en yaygin sekilde
kullanilan analizlerden bazilar1 tetrazolyum indirgenmesine dayanmaktadir. Bu
analizlerden en ¢ok kullanilanlar olarak basta MTT (2-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-
3,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir) olmak tizere XTT (sodyum 2,3-bis(2-
metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[ (fenilamino)-karbonil]-2H tetrazolyum), MTS (5-
[3-(karboksimetoksi) fenil] -3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil) -2-(4-sulfo-fenil)-2H-
tetrazolyum) ve WST-1 (sodyum 5-(2,4-disulfofenil)-2-(4-iyodofenil)- 3-(4-
nitrofenil)-2H-tetrazolyum) monotetrazolyum indirgenmeleri olarak bilinmektedir
(Berridge ve ark., 2005). Diger hiicre canlilig1 analizlerinden en ¢ok kullanilan
yontemler resazurin rediiksiyonu, proteaz marker analizi ve ATP analizidir (RisS

ve ark., 2013).
1.8.1. MTT analizi

Hiicre canliligint belirlemek icin kullanilmaktadir. Kiiltlir hiicrelerinde
kimyasallarin sitotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in ¢esitli analizler kullanilir.
MTT analizi de en ¢ok kullanilanlardan biridir. MTT analizi, ¢ozlinebilen sar1
renkli MTT tetrazolyum tuzunun, ¢6ziinmez mavi renkli mor formazan {iriiniine
dontigmesi i¢in mitokondriyal siiksinik dehidrojenaz yardimi ile alimimina ve
indirgenmesine dayanmaktadir (Chiba ve ark., 1998). Formazan kristalleri dimetil
stilfoksit ¢oziictisiinde ¢oziildiikten sonra spektrofotometrik olarak renkli
formazan iirliniiniin miktar1 belirlenmektedir. Olusan formazan tuzlarinin miktar
direkt olarak hiicre sayisinin oranini gosterir (Sieuwerts ve ark., 1995).

Mitokondride iiretilen NADH (nikotinamid adenin diniikleotit), NADPH
(nikotinamid adenin diniikleotit fosfat), askorbik asit, dihidrolipoik asit, sistein,
glutatyon gibi hiicre i¢i ajanlarin indirgenmesi yardimiyla sari renkteki MTT
tuzlari, mor formazan kristallerine doniismektedir (Stockert ve ark., 2012). MTT,
antikanser ajanlara karsi tiimor hiicresi direncini test etmek i¢in kullanilan en

temel tekniklerden birisi olarak goriilmektedir (Maioli ve ark., 2009).
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1.9. Apoptotik analizler

Apoptotik hiicre 6liimiinii belirlemek modern biyolojide 6zellikle kanser
biyolojisinde biiyilkk 0neme sahiptir (Willingham, 1999). Apoptoz, gelisim,
seleksiyon ve homeostazis i¢in 6nemli bir role sahip olan hiicre 6limi seklidir.
Apoptotik hiicre morfolojisinde niiklear yogunlagsma, membran cepgigi, hiicre
daralmasi gibi Ozellikler goriilmektedir. Bunun disinda DNA fragmentasyonu,
mitokondriyal membran fonksiyonunun bozulmasi ve plazma membraninda

degisiklikler goriilmektedir (Brady, 2004).
1.9.1. Flow sitometrik (Akis Sitometrik) analizler

Flow sitometri, analiz edilen Ornekte 11k tarama ve fluoresan yayma
Ozelliklerini yiiksek boyutta Olgebilmeyi saglamaktadir (Aghaeepour ve ark.,
2013). Flow sitometri, siispanse hiicrelerin fizikokimyasal 6zelliklerini
Olgmektedir. Flow sitometri analizi, hiicresel komponentleri fluoresan problar
(Anneksin V FITC, Pl vb.) kullanarak boyama ile 6lgmeye dayanir (Huh ve ark.,
2005).

1.9.1.1. Anneksin V-FITC/PI analizi

Apoptozun erken olaylarindan birisi, plazma membraninin i¢ yiizeyinden
fosfatidilserin (PS)’in membramin dis yiizeyine ¢ikmasidir. Anneksin V, ‘Ca*?
bagimli fosfolipid baglayici protein’ PS igin yiiksek affiniteye sahiptir. Anneksin
V, fosfatidil serine baglanarak erken apoptotik hiicreyi isaretlemektedir. Anneksin
V boyama, erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin birbirinden ayrilmasi i¢in kullanilan
propidyum iyodid (PI) boya ile birlikte kullamlmaktadir. Olii ve hasar gérmiis
membrana sahip hiicreler PI’ya kars1 gecirgendir. Erken apoptotik hiicrelerde

Anneksin V pozitif, Pl negatiftir. Hiicreler ¢oktan 6lmiisse veya ge¢ apoptotik
evredeyse hem Anneksin V hem de PI pozitiftir (Hingorani ve ark., 2011).

1.9.1.2. Kaspaz analizi

Kaspazlar, apoptotik sinyaller tarafindan aktive edildiklerinde hiicresel ve
niiklear proteinleri tetikleyerek hiicreyi parcalar. Kaspazlar etki mekanizmalarina

gore siniflandirilmaktadir. Apoptotik baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10),
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apoptotik oldiiriicii kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) ve sitokin islevci kaspazlar
(kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -13 ve -14) olarak siiflandirilmaktadir (Jiang ve ark.,
2001). Kaspaz-3 yontemi, apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3
immunositokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir. Bunun ig¢in, hiicrenin
kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da calisilan hiicrede apoptoza yol agan
ajanin kaspaz-3’t kirip kirmadigimin bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse
apoptotik hiicreler bu analizle tespit edilebilirler (Overbeeke ve ark., 1998).
Bunun disinda fluorogenik substratlar kullanilarak kaspaz-3 aktivitesi flow

sitometri analizi yapilarak belirlenebilmektedir (Belloc ve ark. 2000).
1.9.1.3. Mitokondriyal membran potansiyeli analizi

Mitokondri islev bozuklugu apoptoz indiiklenmesinde 6nemli bir etken
olarak gosterilmektedir. Apoptogenik faktorlerin ortaya ¢ikmast ve oksidatif
fosforilasyon kaybi, transmembran potansiyelinin depolarizasyonunu tetikleyerek,
mitokondriyal gecirgenlik gecis porlarinin acildigr gosterilmistir. Bazi apoptotik
sistemlerde Aym (membran potansiyeli) kaybi olabilir ya da olmayabilir. Bu Aym
fonksiyonunu belirlemek igin (Ly ve ark., 2003) fluorokromlar (JC-1, CMX-Ros,
DIOCs(3) ve TMRE) kullamilmaktadir (Marchetti ve ark., 2004).

1.9.2. immiinositokimyasal analizler

Hiicre kiiltiirii ve doku kesitlerinde yapilarin yerini belirlemek i¢in
antibodilerin kullanim1 biiyiik 6neme sahiptir. Immiinositokimya, 1942 de Albert
Coons ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismalar ile baslamistir. Immiinositokimyada
kullanilan isaretleme metotlar1 {i¢ sekilde gruplandirilabilir: fluroesans, enzimler
(proteinler) ve partikiilerdir. Floresans metotu, floroforu uyarmak i¢in kullanilan
1s1gin farkli  bir dalga boyuna sahip bir florofordan yayilan 1s1maya
dayanmaktadir. Histolojik enzimler, renkli suda ¢oziiniir yaygin olarak kullanilan
enzim olan HRP’yi renksiz suda ¢oziinlir substrata doniistiiren proteinlerdir.
Partikiil isaretler, elektron mikroskobisinde kullanilan kolloidal altin ya da kii¢iik
altin pargaciklart gibi agir metallerdir (Burry, 2011).
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1.9.2.1. Hematoksilen/Eozin parafin gomme ile boyama

Hematoksilen ve eozin (H&E) boyamalar en az bir yiizyll boyunca
kullanilmistir ve halen ¢esitli doku tiplerini tanimak ve gliniimiiz kanser tanisinin
temelini olusturan morfolojik degisiklikleri tanimak i¢in kullanilmaktadir. Bu
boyama yillardir degismeden kullanilmistir. Ciinkii yontem cesitli fiksatiflerle iy1
calismaktadir ve sitoplazmik, niiklear ve ekstraselliiler matriks 6zelliklerini biiyiik
miktarda goriintiilemeyi saglar. Hematoksilen, mavi-mor renge sahiptir ve niikleik
asitleri boyar. Eozin pembe renktedir ve proteinleri boyamaktadir. Cekirdek mavi
renge boyanirken, sitoplazma ve ekstraselliler matriks pembe renge
boyanmaktadir. Iyi fikse edilmis hiicreler hiicre alti detaylar1 gostermektedir.
Hematoksilen boya heterokromatin yogunlasmasini net bir sekilde gostermektedir.
Cok fazla poliribozom varsa sitoplazma mavi renk alacaktir. Golgi tabakasi,
cekirdegin yakinindaki boélgede boyanma olmamasi sayesinde belirlenebilir.

Boylece bir ¢ok bilgi edinilebilmektedir (Fischer ve ark., 2006).
1.9.2.2. TUNEL parafin gomme ile boyama

Apoptoz, terminal deoksiniikleotidil transferaz [TdT]- aracili deoksiiiridin
trifosfat [dUTP] kesme ve isaretleme (TUNEL) kullanilarak, DNA zincir kiriklar
enzimatik sekilde isaretlenerek belirlenmektedir (Plastina ve ark., 2012). TUNEL,
doku kesitlerinde apoptoz miktarini belirlemek i¢in en yaygin sekilde kullanilan
tekniklerden biridir (Negoescu, 1998). Niiklear DNA’nin yogun fragmentasyonu
apoptozun en karakteristik 6zelliklerinden biridir (Darzynkiewicz ve ark., 2008).
Parafin gdmme kesitleri DNA fragmentasyonunu (kirilmalarini) belirlemektedir.
TUNEL yo6nteminin basarisi, apoptoz siiresince kayda deger cok sayida DNA
kirtlimina dayanmaktadir (Negoescu, 1998).

1.9.2.3. BrdU parafin gomme ile boyama

BrdU isaretleme, niiklear morfoloji hakkinda detayli bilgi vermektedir.
BrdU isaretleme, in vitro ¢alismalarda apoptotik hiicreleri belirleyebilmektedir.
BrdU ile isaretlenen hiicrelerde niiklear goriintii genellikle beneklenme seklinde
goriiliir. BrdU isaretleme ayn1 zamanda hiicre populasyonunu belirlemek i¢in de

kullanilmaktadir (Weiner, 2008). BrdU (bromodeoksiiiridin) timidinin bir
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analogudur. Hiicre siklusunda S (sentez) fazi siiresince DNA i¢ine yerlesmektedir
ve boylece c¢ogalan hiicreler isaretlenmektedir (Garrett ve Guthrie, 1998).
Immiinolojik ¢alismalarda BrdU antibodi, denatiire DNA’nin igerisine

girebilmektedir (Garrett ve Guthrie, 1998)
1.9.2.4. Bcl-2 parafin gomme ile boyama

Bcl-2 ailesinin antiapoptotik tiyeleri Bcl-2, Bcel-xl, Mcl-1 ve Al, hiicre
olimii olan apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Antiapoptotik
faktor iiyelerinden 6rnegin Bcl-2’nin fazla ekspresyonu kanser hastaligina neden
olmaktadir. Ayn1 zamanda kanser tedavisinde diren¢ gosterebilen etkiye sahiptir
ve ekspresyon seviyelerinin arastirilmasi apoptoz mekanizmasinin ¢aligmasinda
nasil bir etkiye sahip oldugunu belirlemektedir (Santini ve ark., 2005). Bcl-2
antibodileri, antijenini iceren hiicreleri isaretleyerek immiinositokimyada
kullanilabilmektedir (Leong ve ark., 2003).

1.9.2.5. Bax parafin gomme ile boyama

Bcl-2 ailesinin apoptotik tiyelerinden Bax, Bcl-xs, Bak, Bad ve Bik hiicre
olimii olan apoptozun diizenlenmesinde ©nemli bir role sahiptir. Bax,
antiapoptotik etkili Bcl-2’yi etkisiz hale getirmektedir ve bdylece apoptozu
tetikleyebilir. Proapoptotik Bax, dis mitokondri membraninda yer almaktadir.
Bax’in fazla ekspresyonu, sitokrom c salimimina onciililk ederek mitokondriyal
gecirgenligi tetiklemektedir. Sitokrom c, kaspaz 9’un aktif hale gegmesini tetikler
ve sonraki agamada effektor kaspaz 3 aktivasyonu baglar. Bir¢ok kanser tiirii dahil
kiiglik hiicreli akciger kanserinde Bax’in prognostik degeri apoptozun arttidina

onemli bir kanit olarak goriilmektedir (Santini ve ark., 2005).

1.9.3. Mikroskobik analizler

1.9.3.1. Konfokal mikroskobu
Lazer taramali konfokal mikroskobu, biyolojik ve bilimsel arastirmalarda
canli ve fikse edilmis, 100 mikrometre kalinliginda degisen ince hiicre ve doku

kesitlerini goriintiilemek i¢in kullanilmaktadir (Claxton ve ark., 2006). Konfokal

mikroskobi teknikleri ilk kez Marvin Minsky tarafindan yaklasik 50 yil 6nce

30



aciklanmistir. Konfokal mikroskobi lazer ve bilgisayar teknolojisi agisindan
avantajlara sahiptir. Bu avantaj hiicresel ve molekiiler seviyedeki etkilesimleri
gorlntiillemeyi saglamaktadir. Konfokal mikroskobi bir¢ok mekanizma dahil

apoptoza neden olan molekiiler sinyalleri belirleyebilmektedir (Renshaw, 2007).
1.9.3.2. Gegcirimli elektron mikroskobu (TEM)

Gegirimli  elektron  mikroskobu veya TEM (Transmission  Electron
Microscope) ¢ok ince bir 6rnek icinden gecirilen yiiksek enerjili elektronlarin
goriintiilenmesi prensibine dayanir. Elektronlarin 6rnek ile etkilesimleri sonucu
olusan goriintii biiyiitiiliir ve floresans ekran, fotografik film katmani ya da CCD
kamera gibi bir sensor tizerine odaklanir. Max Knoll ve Ernst Ruska tarafindan
1930'larda yapilan caligmalarin sonucu ortaya ¢ikan gecirimli elektron
mikroskobu, optik mikroskoba kiyasla ¢ok daha kiiciik ayrintilar1 gormeye olanak
tanir (Ruska ve ark., 1986).

TEM, materyal biliminde boyanan ve gomilen dokularin
ultramikrotomlarii goriintiilemede kullanilabilmektedir (Reimer ve Kohl, 2008).
TEM, hiicrelerin yapisal Ozelliklerini 2 veya 3 boyutlu goriintiilemeyi

saglayabilmektedir (Sochacki ve ark., 2014).
1.9.4.Gen profilleme analizleri

Gen ekspresyon analizleri, gen fonksiyonlarini belirlemede uzun zamandir
kullanilmaktadir. Bu amagla ¢ok sayida teknik gelistirilmistir. Her bir teknik
avantajlara ve dezavantajlara sahiptir. Northern blot analizi, riboniikleaz koruma
analizi (RPA), reverz transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR),
eksprese edilmis dizi isaretleme, diferansiyal goriintiilleme, cDNA arrayleri ve gen
ekspresyonu sirali analizi (SAGE) bu teknikler arasinda en ¢ok kullanilanlardir.
Northern blot veya riboniikleaz koruma analizleri sadece kiiciik bir gen setinin
ekspresyonlarin1 6l¢ebilirken, SAGE, RT-PCR, ¢cDNA mikroarrayler ve yiiksek
¢oOziintiirliikli jel elektroforezis analizleri binlerce genin ekspresyon seviyelerini

6lgmeye izin vermektedir (Grant ve Keohavong, 2005).
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1.9.4.1. Mikroarray analizi

Mikroarray teknolojisi, mikroskop lami1 gibi cam, plastik veya silikondan
kati bir yiizey iizerine spesifikligi bilinen yapilarin (DNA, protein vb)
sabitlenmesi ile elde edilen mikroarray’lerin (¢ip) kullanildigi test yontemine
denir. Kullanilan ¢ipin iizerinde bulunan farkli spesifiklikteki binlerce noktanin
her birine prob denilmektedir. Her prob kendi i¢cinde homologdur ve her probda
bu homolog yapilardan belirli miktarda (DNA, protein) bulunmaktadir. Ancak,
problarin her biri birbirinden farklhidir. Farkli spesifiklikte binlerce probun
olusturdugu bir mikroarrayin her probunun neye spesifik oldugu bilinir (Bal ve
Budak, 2012).

DNA mikroarray, 90’Ii yillarin ortalarinda gelistirilmeye baslanan,
giiniimiizde hiicre ve dokulardaki gen ekspresyonlarmin topluca incelenmesine
olanak saglayan yeni ve giiclii bir teknolojidir (Yoltas ve Karaboz, 2010). DNA
mikroarray teknolojisi, genlerin ve gen polimorfizmlerinin arastirilmasi,
ekspresyon analizleri, mutasyon analizleri, evrimsel ¢aligmalar, sekans analizleri,
potansiyel terapotik ajanlarin gelistirilmesi, genlerin siniflandirilmasi gibi bir¢ok
alanda kullanilmaktadir (Bal ve Budak, 2012). Giinlimiizde kullanilan en genis
mikroarrayler yaklasik olarak 40.000 geni temsil eden elemanlardan olusmaktadir.
DNA mikroarraylerin dizayni ve uygulanmasindaki temel basamaklar substrat
secimi, DNA tipi (genomik DNA, cDNA, EST klonlari, cRNA, bakteriyel koloni),
¢ip tretimi, hedef hazirlanmasi, scanning (goriintiileme) ve veri analizidir (Yoltas
ve Karaboz, 2010).

Molekiiler biyolojik ve robotik tekniklerin bir arada kullanimi yapilarak,
cam matriks lizerine spesifik bir geni temsil eden binlerce DNA pargasinin
yapistirilmast ile elde edilen arrayler sayesinde hiicrelerde, gen ekspresyon
analizleri ve tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) genotiplemelerini yapmak
miimkiin olmustur. Test ve referans DNA 0Ornekleri array lizerinde bulunan prob
DNA’lar ile uygun kosullarda hibridize edilir. Hibridizasyondan sonra fazla olan
isaretli DNA oOrneklerini ortamdan uzaklastirmak i¢in cam matriks yikama
islemine tabi tutularak kurutulur. Floresan lazer ile elde edilen isimalar bir
dedektor yardimiyla algilanmaktadir. Isima emisyon spektrumu Olgiiliir. Okunan

emisyon spektrumu bilgisayar ortamina aktarilarak cesitli analiz programlari ile

32



degerlendirilir. Test ve referans DNA oOrneklerinin verileri birbiri iizerine
cakistirilarak, her noktacigin yeni bir renk vermesi saglanir. Noktalarin kirmizi
yesil oranlar1 kaydedilir. Bu oranlara gore degerlendirme yapilir. Oran bir ise gen
ekspresyonunda degisim yok, birden yiiksek ise gen ekspresyonunda artis, birden
diisiik degerlerde ise gen ekspresyonunda diisme olarak degerlendirilir (Zamane,
2007).

Mikroarray temelli molekiiler tayin birka¢ temel avantaja sahiptir: 1)
Siirsiz sayida ¢ok sayida analiz miimkiindiir (yani >tek bir ¢ip iizerine sigabilen
250,000 6zellik) i1) Tanimlamayi arttirmak icin ihtiyag¢ fazlasi problar her taksona
kullanilabilir iii) Farkli DNA fragmentlerini ayn1 anda isaretlemek miimkiindiir

(Rao ve ark., 2006).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasallar

Bu tezde kullanilan kimyasallar Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasallar listesi

Kimyasallar Uretici Firma
DMSO Sigma Aldrich, ABD
RPMI 1640 Sigma Aldrich, ABD
FBS

Gibco, Giiney Amerika

Penicilin- Streptomycin

Gibco, Gliney Amerika

Tripsin-EDTA Biochrom, Almanya
PBS 10X Biological Industries, Israil
Sisplatin Sigma Aldrich, ABD

Gilimiis nitrat

Himedia, Hindistan

Titanyum dioksit

ABCR GmbH 250 gram

Demir (11, 111) oksit
nanotozu (50-100 nm)

Sigma Aldrich, ABD

MTT Kiti

Alfa Aesar, Almanya

Anneksin V-FITC flow

kiti BD Pharmingen, San Diego
Kaspaz-3 kiti BD Pharmingen PE Caspase-3, San Diego
JC-1 Kiti BD MitoScreen, San Diego
TUNEL Kiti Santa Cruz Biotechnology, ABD
BrdU Kiti Santa Cruz Biotechnology, ABD

Hematoksilen/Eozin kiti

Santa Cruz Biotechnology, ABD
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Cizelge 2.1. (Devam) Kullanilan kimyasallar listesi

Bcl-2 kiti Santa Cruz Biotechnology, ABD
Bax kiti Santa Cruz Biotechnology, ABD
Akridin oranj Santa Cruz Biotechnology, ABD
Anneksin FITC Santa Cruz Biotechnology, ABD
96 kuyucuklu plaka Biofil
6 kuyucuklu plaka Biofil
Flask 25 cm?” lik TPP, ABD
Flask 75 cm® lik Thermo, Kore
Thoma lam1 Marienfeld, Almanya

Flow tiipleri (12x75 mm) BD Falcon 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube, ABD

High pure RNA
izolasyon kiti (50

reaksiyon)
Roche, Isvigre

Ambion total RNA prep
kit 24 reaksiyonluk

Illumina, ABD
Human HT-12 V 4 Bead
mikroarray ¢ip kiti (12
reaksiyon) Illumina, ABD
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2.2. Kullanilan arag ve gerecler

Kullanilan arag ve geregler Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Kullanilan teghizat listesi

Kullanilan mevcut makine — Teghizat listesi

Adi/Modeli Kullanim amaci
Sterilizator/ Heraeus,
Almanya Hiicre kiiltiirii cam malzemelerin sterilizasyonu

Su banyosu/ Niive BM 302

Hiicre kiiltiirii besiyerlerinin hazirlanmasi

Hassas terazi/ Ohaus, ABD

Kimyasallarmn tartimi

CO, inkiibator/ Heraeus,
Almanya

Hiicre ¢ogaltilma ortami

Mikroplaka okuyucu
(ELizA) /
Bio.Tek.ELx808IU

Hiicrelere uygulanan MTT testi igin

Biogiivenlik kabini/ Holten,
Ingiltere

Hiicrelerin pasajlanmasi, besi yeri hazirlig: gibi asamalarda
steril ortam saglanmasi

Sogutmali santrifiij/
Heraeus, Almanya

Hiicrelerin ¢oktiiriiliip sediment olusturulmasinda

Pipet tabancasi/ Eppendorf,
Almanya

Besi yeri hazirlanmasinda

Cok kanall1 pipet seti/
Eppendorf, Almanya

Hiicre kiiltiirii calismalarinda sivi transferi igin

Tek kanall1 pipet seti /
Eppendorf, Almanya

Hiicre kiiltiirii calismalarinda sivi transferi igin
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Cizelge 2.2. (Devam) Kullanilan teghizat listesi

S1vi azot tagima ve

materyal saklama tanki /

Taylor Wharton RS- Hiicre stoklarimin saklanmasinda
Series, ABD
Inverted mikroskop/ Besi ortamindaki hiicre ¢gogalmasinin izlenmesinde ve
Olympus, ABD immiinositokimyasal boyamalarin goriintiilenmesinde

Konfokal mikroskop/

Leica TCS-SP5 I,
Almanya Hiicre ¢ekirdek morfolojisinin goriintiilenmesinde

TEM/ FEI, Hollanda Hiicre ultrastruktural yapilarin goriintiilenmesinde

Ultramikrotom cihazi/
LEICA EM UCE6, Hiicrelerden 70-100 nm kalinliginda kesitlerin
Almanya alinmasinda

iScan cihazi/Illumina,
ABD Gen profilleme analizinde

2.3. Hiicre kiltiir modeli

A549 hiicreleri, adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyal
hiicreleridir. A549 hiicreleri ilk kez 1972 de D.J. Giard ve ark. tarafindan elde
edilmistir. Kanserli akciger doku kiiltiirii 58 yasindaki bir Kafkasyali erkekten
almmistir (Giard ve ark., 1973). Bu hiicreler tek tabakali, yapiskan ve kiiltiir
flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir. A549 adenokarsinomik insan alveolar bazal
epitelyal hiicreleri, % 10 FBS ve % 1 penisilin-streptomisin igeren RPMI besiyeri
igerisinde % 5 CO, ortaml1 37 °C’de bekletilerek kiiltiire edildi.

2.4. MTT canhlik belirleme

Hiicreler, 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 5x 108 yogunlukta
ekildi. Hiicreler iizerine uygulanan maddeler ¢esitli dozlarda (1-5-10-25-50-100-
125-250-500-1000 uM) % 5 CO, igeren hava ortaminda 37 °C’de 24, 48 ve 72

saat siiresince bekletildi. Maddelerin ana stok soliisyonu DMSO, PBS ve medyum
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icerisinde hazirlandi. Bekleme sonunda PBS icerisinde Smg/mL olacak sekilde
¢oziilen MTT tozundan hazirlanan soliisyon her bir kuyucuga 20 pl olacak sekilde
eklendi ve 2-4 saat bekletildi. Sonrasinda plakadan ortamdaki besiyeri
uzaklagtirilip 100 ul DMSO boyanin ¢6zlinmesi i¢in her bir kuyucuga ilave edildi
ve 10 dakika bekletildi. ELiZA okuyucuda 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak okutuldu.

2.5. Anneksin V-FITC/ PI isaretleme

Hiicreler, 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 10° yogunlukta ekildi.
Pozitif kontrol sisplatin ve giimiis nitratin ICsg (hiicre canliligin1 % 50 inhibe eden
konsantrasyon) dozlari, titanyum dioksitin (TiO;)  ve demir (II, 111) oksitin
(Fes04) 1C3p dozlart kuyucuklardaki hiicreler tiizerine uygulandi. Hiicreler
sonrasinda % 5 CO; igeren hava ortaminda 37 °C’de 72 saat siiresince bekletildi.
Sonrasinda hiicreler PBS ile yikandi ve tripsin ya da hiicre kaziyict kullanilarak
kaldirildi. Hiicreler 15 ml lik tiiplere toplanip iki kez PBS ile yikanarak her
defasinda santrifiij edildi. Bu islem sonunda kitin Binding Buffer soliisyonu ile
100 pl her bir 6rnege ilave edilerek bu hiicreler Anneksin V-FITC (5pug/mL) ve PI
(5pg/mL ) ile oda sicakliginda (2025 °C) karanlik ortamda 15 dakika isaretlendi.
Ornek hiicreler iizerine 400 ul Binding Buffer ilave edildi. En son olarak BD

FACS Aria Cell Sorter flow cytometry cihaz ile analiz edildi.
2.6. Kaspaz- 3 isaretleme

Hiicreler, 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 10° yogunlukta ekildi.
Pozitif kontrol sisplatin ve glimiis nitratin ICsq (hiicre canliligin1 % 50 inhibe eden
konsantrasyon) dozlari, titanyum dioksitin (TiO;)  ve demir (II, 111) oksitin
(FesO4) IC3p dozlart kuyucuklardaki hiicreler {izerine uygulandi. Hiicreler
sonrasinda % 5 CO; igeren hava ortaminda 37 °C’de 72 saat siiresince bekletildi.
Sonrasinda hiicreler kaldirildi ve PBS ile iki kez yikandi. BD Cytofix/Cytoperm
soliisyon (her bir 6rnek icin 0,5 ml) ile yeniden siispanse edilerek 20 dakika buz
tizerinde bekletildi. Siire sonunda santrifiij yapildi. Pellet hiicrelerden BD
Cytofix/Cytoperm uzaklastirildi. BD Perm/Wash buffer (1X) (her bir 6rnek igin
0,5 ml) ile hiicreler iki kez yikandi. Sonrasinda her bir 6rnek i¢cin 100 pl BD
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Perm/Wash buffer (1X) ve 20 ul antibodi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonunda her 6rnek 1 ml BD Perm/Wash buffer ile
yikanarak ve santrifiij edilerek akis sitometri (Flow sitometri) cihazinda
okutulmak tizere 0,5 ml BD Perm/Wash buffer (1X) da siispanse edildi ve analiz
yapildi.

2.7. Mitokondriyal membran potansiyeli (JC-1 boyama)

Hiicreler, 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 10° yogunlukta ekildi.
Pozitif kontrol sisplatin ve giimiis nitratin ICsg (hiicre canliligin1 % 50 inhibe eden
konsantrasyon) dozlari, titanyum dioksitin (TiO;)  ve demir (II, ) oksitin
(Fes04) 1C3p dozlart kuyucuklardaki hiicreler tiizerine uygulandi. Hiicreler
sonrasinda % 5 CO, igeren hava ortaminda 37 °C’de 72 saat siiresince bekletildi.
Sonrasinda hiicreler kaldirildi ve PBS ile yikandi. Hiicreler 400 x g de 5 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. JC-1 boyama solusyonu (1X assay
buffer + JCI stok soliisyon) her bir 6rnekge 0,5 ml seklinde uygulandi. JC1 stok
soliisyon 125 ul DMSO ile ¢oziilerek hazirlandi. 1X assay buffer icin (12.375 ml)
125 ul JCI1 stok soliisyon gereklidir. Bu JC1 boyama soliisyonu igerisinde
hiicreler 10-15 dakika 37 C de inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda hiicreler iki kez
yikandi. Ik yikamada her bir 6rnege 2 ml 1X assay buffer, ikinci yikamada 1 ml
1X assay buffer uygulanarak yikama sonrasi 0,5 ml 1X assay buffer ile siispanse

edilen hiicreler flow sitometride okutuldu.

2.8. Immiinositokimyasal islemler

2.8.1. Doku tespiti

Gece boyunca veya en fazla 24 saat uygulanir. % 10 Formaldehit (nétral-
tamponlanmis), 900 ml distile su (PH:7), 4 gr sodyum fosfat monobazik, 6.5 gr
sodyum fosfat dibazik, 100 ml saf formol, ithal, % 37-40 kullanild:.

2.8.2. Doku gomme (Bloklama)

Amagc: Dokularin mikrotom cihazinin blok tutucu yuvasina monte edebilir
hale getirmek. Bunun i¢in metal gomme kalibina az miktarda parafin dokiildii,

pens yardimiyla dokular kaliba yerlestirildi. Soguk bir kisma alindi. Kalip i¢indeki
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dokulara bastirilarak tabana esit olarak yapismalar1 saglandi. Uzerine blok kaseti

koyuldu. Blok kasetini deliklerini geginceye kadar parafin ilave edildi.
2.8.3. Doku kesimi (mikrotom cihaz )

Mikrotom cihaz1 blok tutucu yuvasina blok kaseti takildi. Dokunun 6n
yiizii tiraglanarak doku biitiinligiine ulasildi. 4 mikron kalinliginda kesitler alindi.
Firga yardimiyla 45 derece su banyosuna alinan kesitler kiristirllmadan atildi.

Suda acilan kesitler lama alindi.
2.8.4. Doku takibi (yar1 kapah — tam kapali doku takip cihaz )

Kesitler 1 er saat siiresince % 60, % 70, % 80, % 90 alkol ve % 96 alkol
serisinden gegirildi. En son olarak 1 saat absolu alkolde bekletildi. Bu siire
sonunda ¥ saat aseton, ksilen ve tekrar ksilen maddeleri kullanildi. Ug kez de %

saat parafinde birakildi. Doku takibi toplamda 16 saat siirdii.
2.9. Hematoksilen/Eozin isaretleme

Kesitlerin boyanmasinda hematoksilen-eozin ikili boyast kullanilmistir.

Bu amagla Harris Alum hematoksilen ve alkollii eozin boyalar1 hazir alinmistir.

2.9.1. Deparaffinize islem

Kesitler, 60 derecede 60 dakika etiiv i¢inde bekletildi. Sonrasinda 3 kere 5

dakika boyunca ksilene maruz birakildu.

2.9.2. Hidratasyon
Yiiksek alkolden diisiik alkole ge¢is yapildi. Absolii alkolde 1 dakika
bekletildi. Sonrasinda % 96, % 90, % 80, % 70 ve % 50 alkol serilerinde 1 er
dakika bekletildi.

2.9.3. Boyama teknigi (Biopsi)

Akan ¢esme suyunda 1 dakika bekletildi. Hematoksilen boyasi 2 dakika
bekletildi. Tekrar akan ¢esme suyunda 1 dakika bekletildi. Asit-alkol (% 0.3)
karisimina, 1 kez batirilip ¢ikarildi. Bu islem fazla boyayr almak igin yapilir.
Akan ¢esme suyunda 1 dakika bekletildi. Amonyak-su (% 1) karisimina 1 kez
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batirilip ¢ikarildi. Amonyak parlak goriintii i¢in yapilir. Akan ¢esme suyunda 1
dakika bekletildi. % 96 alkole 5 kez batirilip ¢ikarildi (galkalandi). Eozin Y
(alkolik) 2 dakika bekletildi.

2.9.4. Dehidratasyon

Dehidratasyonun tekrar yapilma nedeni hiicrelerde seffafligi saglamaktir.
% 70, % 90, % 96 ve absolii alkol serisinde 10 kez ¢alkalandi1. Ksilende (ii¢ ayr1
ksilende) 5 kez ¢alkalandi.

2.9.5. Monte etme (kapama islemi)

Lam ortasina 1 damla entellan damlatildi. 24x60 lamel 45 derece ag1 ile

yayma yapar gibi kapatildi.

2.10. TUNEL parafin gomme

2.10.1. Deparaffinize islem

Kesitler, 60 derecede 60 dakika etiiv i¢inde bekletildi. Sonrasinda 3 kere 5

dakika boyunca ksilene maruz birakildu.

2.10.2. Hidratasyon
Yiiksek alkolden diisiikk alkole gec¢is yapildi. Absolii alkolde 1 dakika
bekletildi. Sonrasinda % 96, % 90 % 80, % 70 ve % 50 alkol serilerinde 1 er
dakika bekletildi.

2.10.3. Boyama teknigi (Biopsi)

Kesitler distile suya indirgenir. Proteinaz K enzim (37 derece etiiv i¢inde)
15 dakika bekletildi. Bu enzim hiicreyi sisirmek i¢in uygulanir. Bu durum boyama
kabiliyetini arttirr. PBS, 3 dakika bekletildi. Hidrojen Peroksit (% 3
sulandirilmig) 5 dakika bekletildi. Endojen peroksit aktivitesini inhibe eder.
Istenmeyen zemin boyanmasini 6nler. PBS, 3 dakika bekletildi. Sonrasinda
Equilibration Buffer 3 dakika bekletildi. istenmeyen zemin boyanmasini énler.

TdT enzim calisma soliisyonu (37 derece etiiv igcinde) 60 dakika bekletildi.
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Working Stop/Wash buffer 3 dakika bekletildi. PBS 3 dakika bekletildi.
Digoksigenin peroksidaz 30 dakika bekletildi. Sekonder antikordur. Kromojene
baglanmayi saglar. PBS, 3 dakika bekletildi. DAB Chromogen 5 dakika bekletildi.
Distile su 1 dakika bekletildi. Metil Greene 10 dakika maruz birakildi. Zemin
boyamaktadir. Distile su ile 2 kez 1'er dakika degistirilmistir. Absolii alkole 5 kez
lamlar daldirilip ¢ikarildi. Hiicrenin suyunu almak igin yapilir. Ksilene (3 ayri
ksilende) 10 kez daldirilip ¢ikarildi. Hiicreyi seffaf hale getirmektedir. Boylece
mikroskopta parlak goriintii elde edilir. Entellan 2 damla damlatip lamel ile
kapatildi.

2.11. BrdU isaretleme

2.11.1. Deparaffinize islem

Kesitler 60 derecede 60 dakika etiiv i¢inde bekletildi. Ksilende (ii¢ ayri
ksilende ) 10 dakika bekletildi.

2.11.2. Hidratasyon

Yiiksek alkolden diisiik alkole gecis yapilir. Absolii alkol, % 96, % 70
alkol serilerinden siras1 ile 1 er dakika bekletildi. Akan ¢esme suyunda 1 dakika
bekletildi. Distile suda 1 dakika bekletildi.

2.11.3. Boyama teknigi (Biopsi)

Antigen retriavel ile hiicrelerde ortamdaki antijen maskelenmesi kaldirilir.
Diidiiklii tencere iginde basing uygulanarak yapilir. Diidikli tencerenin
igine sitrat (PH:6):1/10 dilue koyuldu. Kapali kutu i¢inde nemli ortamda yapilir.
Soliisyonlar lam yiizeyindeki doku iizerini oOrtecek sekilde damlatildi. Doku
simirlama kalemi ile dokularin etrafi ¢izildi. Distile suda 30 saniye bekletildi.
Hidrojen peroksit (% 3 sulandirilmis) 10 dakika bekletildi. Distile suda 30 saniye
bekletildi. PBS 3 dakika bekletildi. Serum blok soliisyonu 5 dakika bekletildi.
Primer antibodi (BrdU) 1 saat bekletildi. PBS 3 dakika bekletildi. HRP polimer 20
dakika bekletildi. Sekonder antikordur. PBS 3 dakika bekletildi. Kromogen DAB
3 dakika bekletildi. Akan ¢esme suyunda 30 saniye bekletildi.
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2.11.4. Dehidratasyon

Dehidratasyonun tekrar yapilma nedeni hiicrelerde seffafligi saglamaktir.
% 70, % 90, % 96 ve absolii alkol serisinden sirasiyla gecirilerek 10 kez
calkalandi. Ksilende (ii¢ ayr1 ksilende) 5 kez calkalandi.

2.11.5. Monte etme (kapama islemi)

Lam ortasina 1 damla entellan damlatildi. 24x60 lamel 45 derece agi ile

yayma yapar gibi kapatildi.
2.12. Bcl-2 isaretleme

Bcl-2  immiinsitokimyasal  incelenmesi  i¢in  Anti-Bcl-2  antikor
(ab7973)(Abcam) kullanilmistir.

2.12.1. Deparaffinize islem

Kesitler, 60 derecede 60 dakika etiiv i¢inde bekletildi. Ksilen (ii¢ ayr1
ksilende) 10 dakika bekletildi.

2.12.2. Hidratasyon

Yiiksek alkolden diisiik alkole gecis yapilir. Absolii alkol, % 96, % 90 ve
% 70 alkol serilerinde 1 er dakika bekletildi. Akan ¢esme suyunda 1 dakika
bekletildi. Distile suda 1 dakika bekletildi. Uygulama didiikli tencere iginde
basing uygulanarak yapildi. Diudikli tencerenin igine sitrat (PH:6):1/10 dilue
koyuldu.

2.12.3. Boyama teknigi (Biopsi)

Boyama teknigi, kapali kutu i¢inde nemli ortamda yapildi. Soliisyonlar
lam yiizeyindeki doku iizerini ortecek sekilde damlatildi. Doku smirlama kalemi
ile dokularin etrafi ¢izildi. Distile suda 30 saniye bekletildi. Hidrojen peroksit (%3
sulandirilmis) 10 dakika bekletildi. Distile suda 30 saniye bekletildi. PBS 3 dakika
bekletildi. Serum blok soliisyonunda 5 dakika bekletildi. Primer antibodi (Bcl-2) 1
saat bekletildi. PBS 3 dakika bekletildi. Amplifier 20 dakika bekletildi. PBS, 3
dakika bekletildi. HRP polimer, 20 dakika bekletildi. PBS, 3 dakika bekletildi.
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Kromojen AEC, 3 dakika bekletildi. Akan ¢esme suyu, 30 saniye bekletildi.
Hematoksilen boyasi, 1 dakika bekletildi. Akan ¢esme suyu, 1 dakika bekletildi.
Distile su, 30 saniye bekletildi. Lam tizerindeki kesitler oda 1sisinda kurutuldu. Su
bazli kapama maddesi (Aqueous mounting medium) 2 damla damlatilip lamel ile

kapatildu.

2.13. Bax isaretleme

Bax immiinsitokimyasal incelenmesi i¢in Anti-Bax antikor (ab7977)

(Abcam)’lar1 kullanilmistir.

2.13.1. Deparaffinize islem

Kesitler, 60 derecede 60 dakika etiiv iginde bekletildi. Ksilen (ii¢ ayr1
ksilende) 10 dakika bekletildi.

2.13.2. Hidratasyon

Yiiksek alkolden diisiik alkole gecis yapilir. Absolii alkol, % 96, % 90 ve
% 70 alkol serisinde sirasiyla 1 er dakika bekletildi. Akan ¢esme suyunda 1
dakika bekletildi. Distile suda 1 dakika bekletildi. Uygulama diidiiklii tencere
icinde basing uygulanarak yapildi. Diidiiklii tencerenin igine sitrat (PH:6):1/10
dilue koyuldu.

2.13.3. Boyama teknigi (Biopsi)

Kapali kutu icinde nemli ortamda yapilir. Soliisyonlar lam yiizeyindeki
doku tizerini ortecek sekilde damlatildi. Doku sinirlama kalemi ile dokularin etrafi
cizildi. Distile su, 30 saniye bekletildi. Hidrojen peroksit (% 3 sulandirilmis), 10
dakika bekletildi. Distile su, 30 saniye bekletildi. PBS, 3 dakika bekletildi. Serum
blok soliisyonu, 5 dakika bekletildi. Primer antibodi (Bax), 1 saat bekletildi. PBS,
3 dakika bekletildi. Amplifier, 20 dakika bekletildi. PBS, 3 dakika bekletildi. HRP
polimer, 20 dakika bekletildi. PBS, 3 dakika bekletildi. Kromojen, AEC, 3 dakika
bekletildi. Akan ¢esme suyu, 30 saniye bekletildi. Hematoksilen boyasi, 1 dakika
bekletildi. Akan ¢esme suyu, 1 dakika bekletildi. Distile su, 30 saniye bekletildi.
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Lam iizerindeki kesitler oda 1sisinda kurutuldu. Su bazli kapama maddesi

(Aqueous mounting medium) 2 damla damlatilip lamel ile kapatildi.

2.14. Konfokal mikroskobi analizi

Uygulanan maddelerin (Pozitif kontrol sisplatin, giimiis nitrat, titanyum
dioksit ve demir (11, 1) oksit nanotozunun) ICsy ve IC3y konsantrasyonlari verilen
A549 hiicreleri 6 kuyucuklu plakada 37 ° C de 72 saat siiresince inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicreler PBS ile yikanip akridin oranj ve Anneksin FITC
floresan boyalar1 ile boyanarak hiicrelerde ¢ekirdek ve hiicre zarlarinin yapisina
bakildi. Apoptotik ve nekrotik hiicreler belirlenmistir. Doku iizerindeki yapisal
degisiklikler Leica TCS-SP5 II konfokal mikroskop kullanilarak goriintiilendi ve

Leica confocal Software version 2.00 programi kullanilda.

2.15. Gegirimli elektron mikroskobi analizi

Uygulanan maddelerin (Pozitif kontrol sisplatin, giimiis nitrat, titanyum
dioksit ve demir (1, 111) oksit nanotozunun) I1Csy ve IC3y konsantrasyonlari verilen
A549 hiicreleri 75 cm? lik flasklarda 37 °C de 72 saat siiresince inkiibe edildi.
Sonrasinda kaldirilan hiicreler 1200 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve 0.1 M PBS
icindeki % 2.5 glutaraldehit ile fikse edildi. Fikse edilen pelletler ayni fiksatif
icerisinde 4 ‘C de gece boyunca birakildi. Bu siire sonunda pelletler agara
gomiildii ve bir kez daha osmiyum tetroksit (% 2) igerisinde fikse edildi. Daha
sonra dehidratasyon (% 70, % 90, % 96 etil alkol) yapild1 ve en son saf etanolde
(% 100) dehidre edildi. EPON 812 epoxy resine gomiilen dehidre hiicrelerin
ultramikrotom (LEICA EM UC6) ile 100 nm kalinhginda elmas bigak
kullanilarak ince kesitleri alindi. Kesitler kursun sitrat ve uranil asetat ile boyand1

ve TEM goriintiileme yapildi.
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2.16. Gen ekspresyonu analizi ( cDNA mikroarray)

2.16.1. RNA izolasyonu

2.16.1.1. Yiiksek saflikta RNA izolasyon Kiti

Kiiltlir hiicreleri, memeli kani, beyaz kan hiicreleri (WBCs), maya ve
bakteriler gibi ¢ok sayida 6rnekten bozulmamis toplam RNA’y1 izole etmek igin
yiiksek saflikta RNA izolasyon kiti kullanilmaktadir. RT-PCR ve diger
uygulamalarda yiiksek hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve 6zgiinliik saglamaktadir

(Roche, 2008).
2.16.1.2. Prosediir

Hiicreler, 10° - 107 75 cm®lik flasklarda kiiltiire edildi. Uzerlerine
maddelerin belirlenen dozlar1 (Pozitif kontrol sisplatin ICsp, giimiis nitrat 1Csg,
titanyum dioksit 1C3o ve demir (11, I11) oksit nanotozu IC3p) uygulanarak 72 saat
stiresince inkiibe edildi. Sonrasinda hiicreler ortamindan kaldirildi ve santrifiij
edildi. Sonrasinda her bir 6rnegin pelleti iizerine 200 pl PBS ilave edilerek 2
ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi. Bu 6rnekler -80 ° C ortamda saklandi (Roche,
2008).

RNA izolasyonu i¢in her bir 6érnege 400 pl Lysis/Binding Buffer eklendi
ve 15 saniye vortekslendi. Vorteksten sonra ornekler filtreli kolon tiiplere
aktarildi. Istenilen mRNA bu filtrelerden gegmektedir. Filtreli tiipler 15 saniye
8000 x g’de santrifiij edildi. Santrifiijjden sonra filtreli kisim toplanan tiipten
ayrildi. Bu asamadan sonra Elution Buffer’da ¢oziilen DNaz 1 -20 ° C’den
alinarak her reaksiyon i¢in 90 pl DNaz I Incubation Buffer + 10 ul DNaz I ilave
edildi. Oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Sonrasinda her bir 6érnege 500 pl
Wash Buffer | koyuldu ve 15 saniye 8000 x g’de santrifiij edildi. Bunu takiben
Wash Buffer 1l 500 ul her bir drnege ilave edildi ve 15 saniye 8000 x g’de
santrifiij edildi. Son olarak 200 ul Wash Buffer II den koyuldu ve 13000 x g’de 2
dakika santrifiij edildi. Filtreli tiiplerden ornekleri mikrosantrifiij eppendorf
tiiplere aktarmak i¢in 50 ul Elution Buffer koyuldu. Tiipler 8000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Mikrosantrifiij tiipler piirifiye RNA’y1 igermektedir. Orneklerin,
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nanodrop cihazinda saflik ve konsantrasyon miktar1 Ol¢iildii. Mikrolitrede kag
nanogram oldugu olgiilmektedir (Sekil 2.1). Bu ornekler dogrudan RT-PCR
analizi i¢in kullanilabilir ya da sonraki analizler i¢in -80 ° C’de saklanmaktadir
(Roche, 2008).

NANODROP 2000¢

Sekil 2.1. DNA ve RNA saflik konsantrasyonunu 6l¢en nanodrop cihazi

2.16.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in 6rnekler -80 °C’den alindi ve 200 pl’lik PCR tiiplerine
2 pl Total mRNA + 1ul T7 Oligo (dT) primeri olacak sekilde aktarildi ve 65°C de
5 dakika Thermal Cycler cihazinda bekletildi. Cihazdan alinan 6rneklerde Oligo
dTler, Poli A kuyruguna tutunmaktadir. Ornekler santrifiij edildi. Hazirlanan
karisimdan (1.5 plvl-st-Strand ¢cDNA PreMix + 0.25 ul DTT + 0.25 pl
SuperScript III Reverse Transcriptase = 2 pl Total reaksiyon) her bir 6rnege 2 pl
koyuldu. Thermal Cycler cihazinda 50 ° C de 30 dakika bekletildi. Strand DNA
polimeraz 65 °C de 10 dakika bekletildi ve spin yapildi. Sonrasinda 80 °C de 3
dakika bekletildi. cDNA olusturuldu. Bu asamadan sonra ¢cDNA transkripsiyonu
yapildi. T7 Transkripsiyon Buffer ve NTP Premix solusyonlar karistirildi. 2 pl T7
Transkripsiyon Buffer + 3 ul UTP/Biotin-UTP + 10 ul NTP Premix + 3 ul DTT +
2 ul T7 RNA polimeraz = 20 pl Total reaksiyon volume her bir 6rnek i¢in
kullanildi. Bu karisim 6rneklere ilave edildikten sonra 4 saat siiresince 42 ° C de
bekletildi. Bekleme sonunda 2 pl RNaz-Free DNaz | eklendi ve 37 ° C de 15
dakika bekletildi. Bunlar1 koymanin amaci kalintt olan ortamdaki DNA’lardan
kurtulmak ve ortamda sadece cRNA’larin kalmasini saglamaktir. Sonraki asama

i¢cin ornekler bir siire -80° C de saklandi.
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2.16.3. Saflastirma (CRNA elde edilmesi)

Saflagtirma agsamasinda 6rneklerin her birine 20 pl DNaz/RNaz Free Water
ve RNA binding Bufferdan 100 pl koyuldu. Ne kadar karisim varsa o miktarda
etanol eklendi. Ornekler kolon tiiplere aktarildi ve 12000 x g ‘de 1 dakika santrifiij
edildi. Orneklere 400 pl RNA Prep Buffer eklendi ve 12000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Sonrasinda 800 ul RNA Wash Buffer koyuldu ve 12000 x g’de 30
saniye santrifiij edildi. Sonra 400 ul RNA Wash Buffer ile tekrar yikama yapildi.
Santrifiij 12000 x g’de 30 saniye yapildi. Filtreli tliplerin alt kolon tiipleri
degistirildi ve 12000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi. RNA’nin kolon tiiplere
filtreden gegisi i¢in 25 ul DNaz/RNaz Free Water her bir 6rnege ilave edildi.
Sonrasinda 10000 x g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Nanodrop cihazinda 6rnekler
kontrol amagli okutuldu (Sekil 2.1). Mikrolitredeki cRNA miktar1 bir sonraki

asama i¢in onemlidir. Bir sonraki asama i¢in 6rnekler -80° C de saklandi.
2.16.4. Array calismasi (Hibridizasyon)

Array asamasinda cRNA seyreltildi. Ornekler, 1000 pl lik tiiplerden 200 ul
lik tiiplere aktarildi. Orneklerden kontrol 4 tekrarli diger 4 6rnek 2 tekrarli olacak
sekilde dizayn edildi (Sekil 2.2). Ciinkii array ¢alismasinda kullanacagimiz ¢ip 12
orneklik bolmeye sahiptir. Analizimiz bu bolme sayisina gore ayarlandi. Her bir
ornekten 10 pl alinarak geri kalan kismu steril su ile 150 pl ye tamamland: ve
spinlendi. Ornekler yogunluk miktarmi belirlemek i¢in nanodrop cihazinda
okutuldu (Sekil 2.1). Sonrasinda érnekler 65 °C’de 5 dakika bekletildi. Bekleme
sonunda santrifiij yapildi. Orneklerden 5 ul ve Hyb Bufferdan 10 pl almarak
karigimlar 200 ul’lik 12 tiipe aktarildu.
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Sekil 2.2. Array i¢in ¢ipe aktarilacak drnek sayist

Sonrasinda ¢ip platformu hazirland1 (Sekil 2.3). Platformdaki yuvalara 200 ul Hyb
Buffer koyuldu. Platforma yerlestirilen array ¢ipine 12 6rnek yuva baslarindan
yiiklendi (Sekil 2.4). Cip platforma yerlestirilerek hibridizasyon firmninda 14-20
saat 58 °C de bekletildi. Ertesi giin i¢in 55 °C de su banyosu hazirlandi. Bu islem
icin High Temp Wash Buffer (1X) 50 ml + 450 ml steril su, su banyosuna
koyularak beklemeye birakildi.

Sekil 2.3. Cip platformu
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Sekil 2.4. Array ¢ipi

Bekleme sonunda 1 litre suya 3 ml WC Wash Buffer koyularak 250 ml bir kiivete
250 ml baska bir kiivete koyuldu. Cip hibridizasyon cihazindan alinarak
kiivetlerden birine yerlestirildi (Sekil 2.5). Sonrasinda ¢ip rekine yerlestirilip 10
dakika 55 °C de su banyosunda bekletildi (Sekil 2.6).

Sekil 2.5. Yikama kiiveti

Sekil 2.6. Su banyosu
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Su banyosundan alinan ¢ipin bulundugu rek, kiivete yerlestirilip shakerda
karistirtldi (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Shaker (karistiric)

2.16.5. Bloklama (Boyama ve yikama)

Bloklama isleminde kiivete 4 ml Block Buffer koyularak ¢ip rekine
yerlestirilip 10 dakika shakerda karistirildi. Beyaz kiivetten baska bir kiivete
aktarilan ¢ip 2 ml Block Buffer + 2 pl Streptovadin boyasindan hazirlanmis
karisim eklenerek iistli kapal1 sekilde 10 dakika karistirildi. Shakerdan alinan ¢ip
kurutma cihazinda 1400 rpm’de 4 dakika bekletildi. Sonrasinda ¢ip Illumina Scan
Control Software programi kullanilarak (Sekil 2.9) Illumina iScan cihazinda

okutuldu (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. iScan (Goériintiilleme) cihazi

51



Sekil 2.9. Illumina Scan Control Software programi kullanilarak eksprese genlerin belirlenmesi
2.17. istatistiksel analiz

MTT sonuglarinin Microsoft Excell programinda canlilik yiizdeleri
belirlendikten sonra istatistiksel kiyaslama, SPSS 11.5 for Windows ( Statistical
Package for the Social Sciences) programinda tek yonlii ANOVA ile post-hoc
Tukey testi kullanilarak yapildi. Anlamlilik degeri = SDs olarak ifade edildi ve
p<0.05 olarak gosterildi.
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3. BULGULAR
3.1. MTT sonuglari

3.1.1. Pozitif kontrol sisplatinin sitotoksik etkisi

Sisplatinin sitotoksik etkisi, A549 adenokarsinomik insan alveolar bazal
epitel kanseri hiicre hatlarinda 1-5-10-25-50-100-125-250-500-1000 pM doz
araliginda 24, 48 ve 72 saat siire sonundaki etkileri belirlendi. Sisplatin, kontrol
hiicrelerine kiyasla zamana ve doza bagli olarak sitotoksik ve antiproliferatif
etkiler gosterdi (Sekil 3.4). Sisplatinin sitotoksik etkisi sonucu A549 hiicrelerinin

canliligr azalmistir (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.1. Pozitif kontrol sisplatinin 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri
iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.2. Pozitif kontrol sisplatinin 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri
iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.3. Pozitif kontrol sisplatinin 72 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri
iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.4. Pozitif kontrol sisplatinin 24, 48 ve 72 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549

hiicreleri lizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi

Cizelge 3.1. Pozitif kontrol sisplatinin MTT analizi sonucu 24, 48 ve 72 saat sonundaki canlilik

yiizdeleri

Uygulanan

konsantrasyonlar (uM)

24 saat canlilik (%)

48 saat canlilik (%)

72 saat canlilik (%)

1 90.1 73.9 67.1
5 83.6 50.5 43.8
10 4.7 32.3 28.6
25 56.4 16.2 9.8
50 43.1 10.0 4.8
100 41.7 8.5 4.4
125 36.0 8.0 4.2
250 31.7 7.5 4.3
500 30.9 7.5 4.2
1000 21.7 55 3.8

55




3.1.2. Giimiis nitratin (AgNO3) sitotoksik etkisi

Glimiis nitratin sitotoksik etkisi, A549 adenokarsinomik insan alveolar
bazal epitel kanseri hiicre hatlarinda 1-5-10-25-50-100-125-250-500-1000 pM
doz araliginda 24, 48 ve 72 saat siire sonundaki etkileri belirlendi. Giimiis nitrat
kontrol hiicrelerine kiyasla zamana ve doza bagli olarak sitotoksik ve
antiproliferatif etkiler gosterdi (Sekil 3.8) Giimiis nitratin sitotoksik etkisi sonucu

A549 hiicrelerinin canliligr azalmigtir (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.5. Gilimiis nitratin (AgNOj3) 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri
iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

56



Hiicre Canlihig1 (% Kontrol)
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Sekil 3.6. Glimiis nitratin (AgNO3) 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri

iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklart géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.7. Giimiis nitratin (AgNQO3) 72 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri

iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklart géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.8. Glimiis nitratin (AgNO3) 24, 48 ve 72 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549

hiicreleri lizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi

Cizelge 3.2. Giimiis nitratin MTT analizi sonucu 24, 48 ve 72 saat sonundaki canlilik yiizdeleri

Uygulanan 24 saat canlilik (%) 48 saat canlilik (%) 72 saat canlilik (%)
konsantrasyonlar (uM)
1 98.6 72.2 71.1
5 81.0 65.1 64.8
10 78.0 61.6 62.3
25 48.2 22.1 20.4
50 12.1 5.9 3.7
100 11.8 5.7 3.7
125 11.8 5.7 3.6
250 11.6 5.3 35
500 11.3 5.3 35
1000 11.1 5.3 3.4
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3.1.3. Titanyum dioksitin (TiO) sitotoksik etkisi

Titanyum dioksitin (TiO,) sitotoksik etkisi, A549 adenokarsinomik insan

alveolar

bazal epitel kanseri hiicre hatlarinda 1-5-10-25-50-100-125-250-500-

1000 uM doz araliginda belirlendi. Titanyum dioksit, kontrol hiicrelerine kiyasla

zamana ve doza bagh olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gosterdi (Sekil

3.12). Titanyum dioksitin sitotoksik etkisi sonucu A549 hiicrelerinin canliligi

azalmistir (Cizelge 3.3).

105 -
g 100
£ H 24 saat
=} .
CE:
X
S 9
)
ER
Q
e
5 8-
=
75 -
> & & o & &
FSITITITITITIT T TGS
%' N Vv 5 \Q \"]i) qﬁ? 6QQ \QQ

Sekil 3.9.

Titanyum dioksitin (TiO;) 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri
iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklart géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.10. Titanyum dioksitin (TiO,) 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri
iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.11. Titanyum dioksitin (TiO,) 72 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549 hiicreleri
iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

60



120 - H 24 saat
H 48 saat
100 -
M 72 saat

Hiicre Canlih@ (% Kontrol)

Sekil 3.12. Titanyum dioksitin (TiO,) 24, 48 ve 72 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda A549

hiicreleri iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi

Cizelge 3.3. Titanyum dioksitin, MTT analizi sonucu 24, 48 ve 72 saat sonundaki canlilik

yiizdeleri
Uygulanan 24 saat canlilik (%) 48 saat canlilik (%) 72 saat canlilik (%)

konsantrasyonlar (uM)

1 96.1 90.2 75.7

5 95.0 88.0 75.6

10 93.5 86.6 72.8

25 92.7 86.1 71.9

50 92.2 85.1 70.3

100 91.6 84.1 67.7

125 91.6 81.3 67.4

250 91.1 81.1 64.5

500 87.9 70.3 57.5

1000 84.5 54.5 51.9
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3.1.4. Demir (11, 111) oksit (FesO4) nanotozunun sitotoksik etkisi

Demir (11, 111) oksit nanotozlarmin sitotoksik etkisi, A549 adenokarsinomik
insan alveolar bazal epitel kanseri hiicre hatlarinda 1-5-10-25-50-100-125-250-
500-1000 uM doz araliginda belirlendi. Demir (I, III) oksit nanotozlari, kontrol
hiicrelerine kiyasla zamana ve doza bagli olarak sitotoksik ve antiproliferatif
etkiler gosterdi (Sekil 3.16). Demir oksit nanotozunun sitotoksik etkisi sonucu

A549 hiicrelerinin canlilig1 azalmistir (Cizelge 3.4).
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Sekil 3.13. Demir (Il, 1Il) oksit (FesO4) nanotozlar1 24 saat siiresince farkll

konsantrasyonlarda A549 hiicreleri {izerine etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklart

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.14. Demir (11, I11) oksit (FezO,4) nanotozlari 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
A549 hiicreleri {lizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.15. Demir (I1, I11) oksit (FesO4) nanotozlar1 72 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
A549 hiicreleri iizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.16. Demir (Il, Il1l) oksit (FesO,) nanotozlari 24, 48 ve 72 saat siiresince farkli

konsantrasyonlarda A549 hiicreleri lizerine etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi

Cizelge 3.4. Demir (I1, I11) oksit nanotozunun, MTT analizi sonucu 24, 48 ve 72 saat sonundaki

canlilik yilizdeleri
Uygulanan 24 saat canlilik (%) 48 saat canlilik (%) 72 saat canlilik (%)
konsantrasyonlar (uM)
1 97.0 835 78.7
5 92.6 81.0 70.2
10 92.7 77.9 69.7
25 86.1 7.7 68.5
50 83.7 77.2 67.9
100 82.2 77.2 58.2
125 77.8 775 56.2
250 75.8 68.7 55.9
500 749 66.0 55.9
1000 713 66.0 54.5
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MTT analizi sonuglarina gére maddelerin 24, 48 ve 72 saat sonundaki 1Csg
(Pozitif kontrol sisplatin ve glimiis nitrat) ve IC3p (Titanyum dioksit ve demir oksit
nanotozu) degerleri Microsoft Excell grafiksel degerlendirmeleri sonucunda
belirlendi. Sonraki deneyler maddelerin (Pozitif kontrol sisplatin, giimiis nitrat,
titanyum dioksit ve demir oksit nanotozu) 72 saat sonundaki ICsg ve 1C3o degerleri
baz almarak yapildi. Pozitif kontrol sisplatinin ICsy (hiicre canliligint %50
oraninda inhibe eden deger) degeri 24 saat sonunda 31.25 uM, 48 saat sonunda
5.1 uM ve 72 saat sonunda 3 uM degerinde belirlendi. Glimiis nitratin 1Csq (hiicre
canliligint %50 oraninda inhibe eden deger) degeri 24 saat sonunda 24.75 uM, 48
saat sonunda 15 uM ve 72 saat sonunda 13.5 uM degerinde belirlendi. Titanyum
dioksitin 1C3g (hiicre canliligin1 %30 oraninda inhibe eden deger) degeri 72 saat
sonunda 50 uM ve demir oksit nanotozunun ICszg (hiicre canliligin1 %30 oraninda

inhibe eden deger) degeri 72 saat sonunda 5 uM olarak belirlendi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. MTT analizleri sonucu 24, 48 ve 72 saat sonundaki ICsq ve 1C3q degerleri

Maddeler (uM) 24 saat 48 saat 72 saat
Pozitif kontrol sisplatin 31.25+1.767 5.1+1.69 3£0
(ICs0)
Gilimiis nitrat (I1Csg) 24.75 £ 0.353 15+0 13.5+2.12
Titanyum dioksit (1Cz) yok 500 +0 50£0
Demir (I1, 11) oksit
nanotozu (1Cs) yok 22543535 5+1.41

Giimis nitrat, titanyum dioksit ve demir oksit nanotozu pozitif kontrol
sisplatin ile kiyaslandiginda ii¢ maddeninde sisplatin kadar sitotoksik ve
antiproliferatif olmadigi saptandi. Bunlara ek olarak pozitif kontrol sisplatin,
glimiis nitrat, titanyum dioksit ve demir oksit nanotozunun ICsy ve 1C3o dozlar
A549 hiicrelerine uygulandi ve flow analizlerinden Anneksin V-FITC /Pl
boyamasini kullanarak maddelerin apoptotik ve nekrotik etkileri yiizde canlilik
degerleri belirlenerek gosterildi (Sekil 3.17).

Maddeler (pozitif kontrol sisplatin, giimiis nitrat, titanyum dioksit ve demir
(I, TIT) oksit) A549 hiicreleri {izerinde kontrol grubu hiicrelerine kiyasla daha
fazla erken ve gec apoptotik etkiler (Cizelge 3.6) gosterdi. Ayrica flow analizi
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yoluyla, apoptozun meydana gelmesinde etkili kaspaz-3 aktivitesi (Sekil 3.18) ve
mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi (Sekil 3.19) parametreleri 6lciilerek
hiicre canlilifi belirlendi. Kontrole gore pozitif kontrol sisplatin uygulanan
hiicreler %40 kaspaz-3 aktivitesi gosterdi. Maddelerin ( glimiis nitrat, titanyum
dioksit ve demir (II, III) oksit) uygulandig1 hiicreler kontrole gore kaspaz-3
aktivitesi gostermedi (Cizelge 3.7). Mitokondriyal membran potansiyeli analizi
sonucunda kontrol hiicrelerine gére maddelerin uygulandigi hiicreler daha az
mitokondriyal aktivite gosterdi. Ancak maddeler, hiicrelerde pozitif kontrol

sisplatin kadar mitokondriyal aktivitenin azalmasini saglamadi (Cizelge 3.8).

3.2. Erken/gec apoptotik ve nekrotik etki
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Sekil 3.17. Erken/gec apoptotik ve nekrotik etki icin A549 hiicrelerinin 72 saat sonunda Anneksin
V- FITC ve PI (propidyum iyodid) boyamasi. A) Kontrol. B) Pozitif kontrol sisplatin
ICsp (3uM). C) Giimiis nitrat 1Csy (13.5uM). D) Titanyum dioksit ICzy (50uM). E)
Demir oksit nanotozu ICz (5uM). (Q1l=Nekroz, Q2=Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik,
Q4=Erken apoptoz)
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E)

Sekil 3.17. (Devam) Erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik etki i¢in A549 hiicrelerinin 72 saat sonunda

A549 CUMIUS NITRAT

1I:I5

1I:II-4

103

Fl PercpP-A

10" 10

AMMEXIN Y FITC-A

10

AS49 TITANYUM DIiOKSIT

1I:I5

1I:I4

Pl PerCP-A

103

|||||||| I |||||||| T |||||||| T |||||||| T
10

107 10
AMMEXIN W FITC-A

10°

D)
A5490 DEMIR OKSIT NANOTOZU
L
I:II_ —
]
o
o™
—-
I.;IIIIII.|-‘.I II.IIIII| IIIIIIII| IIIIIIII| T
10° 10” 10" 10°
ANMEXIN W FITC-A

Anneksin V- FITC ve PI (propidyum iyodid) boyamasi. A) Kontrol. B) Pozitif kontrol
sisplatin 1Csq (3uM). C) Giimiis nitrat ICs (13.5uM). D) Titanyum dioksit 1Cs
(50uM). E) Demir oksit nanotozu ICsy (5uM).

Q3=Canlilik, Q4=Erken apoptoz)

(Q1=Nekroz, Q

2=Geg apoptoz,

Cizelge 3.6. Anneksin V-FITC ve PI boyamasi sonucu AS549 hiicrelerinde % canlilik.
(Q1=Nekroz, Q2=Geg¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4=Erken apoptoz)

Annexin- | Kontrol Sisplatin Giimiis Titanyum Demir
V FITC (1Cs0) nitrat (ICsp) | dioksit (ICsp) | oksit (IC3)
ve Pl
boyama
Q1 (%) |0.2 2.6 15 0.5 14
Q2 (%) |41 115 7.2 10.9 10.5
Q3 (%) |94.8 61.5 83.2 79.8 80.2
Q4 (%) |0.9 245 8.1 8.8 7.9

67




3.3. Kaspaz-3 aktivitesi

AS549 KONTROL A540 SISPLATIN
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Sekil 3.18. Kaspaz-3 aktivitesi i¢cin A549 hiicrelerinin 72 saat sonunda isaretlenmesi. A) Kontrol.
B) Pozitif kontrol sisplatin ICs (3uM). C) Glimiis nitrat ICsp (13.5uM). D) Titanyum
dioksit I1C3 (50uM). E) Demir oksit nanotozu 1Czy (5uM). (P2= Kaspaz-3 aktivitesi
yok, P3= Kaspaz-3 aktivitesi var)
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Cizelge 3.7. Kaspaz-3 aktivitesi sonucu A549 hiicrelerinde % canlilik. (P2= Kaspaz-3 aktivitesi

yok, P3= Kaspaz-3 aktivitesi var )

Kaspaz-3 Kontrol Sisplatin Giimiis Titanyum Demir oksit
aktivitesi (1Cs0) nitrat dioksit nanotozu
(1Cs0) (1C30) (1C30)
P2(%) 98.1 61.2 98.6 99.0 98.6
P3(%) 2.1 40.7 15 1.1 1.6

3.4. Mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi
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Sekil 3.19. Mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi igin A549 hiicrelerinin 72 saat sonunda

JC-1 boyamasi. A) Kontrol. B) Pozitif kontrol sisplatin ICsy (3uM). C) Giimiis nitrat
ICsp (13.5uM). D) Titanyum dioksit 1C3 (50uM).
(5uM). (P2= Mitokondriyal aktivite gosteren canlilik , P3=Mitokondriyal aktivite

gostermeyen canlilik)
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Sekil 3.19. (Devam) Mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi icin A549 hiicrelerinin 72 saat

sonunda JC-1 boyamasi. A) Kontrol. B) Pozitif kontrol sisplatin ICsy (3uM). C)
Gilimiig nitrat 1Csy (13.5uM). D) Titanyum dioksit I1C5q (50uM). E) Demir oksit
nanotozu I1Czy (SpuM). (P2= Mitokondriyal aktivite gosteren canlilik,
P3=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik)

Cizelge 3.8. JC-1 boyamasi sonucu A549 hiicrelerinde % canlilik. (P2= Mitokondriyal aktivite

gosteren canlilik , P3=Mitokondriyal aktivite géstermeyen canlilik)

JC-1 Kontrol Sisplatin Giimiis Titanyum Demir
boyama (1Cx) nitrat dioksit oksit
(1Cx) (1Cz) nanotozu
(1C4)
P2 (%) 95.3 76.6 93.6 90.2 923
P3 (%) 4.1 22.3 5.9 8.9 7.1

Immiinositokimyasal ~ boyama  ydntemlerini  [Hematoksilen/eozin
isaretleme (Sekil 3.20), TUNEL parafin gomme (Sekil 3.21), BrdU isaretleme
(Sekil 3.22), Bcl-2 isaretleme (Sekil 3.23) ve Bax isaretleme (Sekil 3.24)]
kullanarak maddelerin (pozitif kontrol sisplatin, giimiis nitrat, titanyum dioksit ve

demir (II, III) oksit nanotozu) A549 hiicrelerindeki apoptotik etkileri ve buna

bagli olarak hiicrelerdeki apoptoz skor miktar1 belirlendi. Skor sayilarina

bakildiginda kontrol grubuna kiyasla apoptoz olup olmadig1 veya apoptoz artist

belirlenebilmektedir. Skor sayilari en ¢ok boyanan (3) ve hi¢ boyanmayan (0)

seklinde gosterilerek apoptoz miktarinin ne kadar arttigi ifade edildi.

Goriintiilemede 151k mikroskobu kullanildi.
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3.5. Hematoksilen/Eozin isaretleme ve apoptotik etki

Goriintii 1 Goriintii 2 Goriintii 3

Sekil 3.20. Hematoksilen/Eozin isaretleme ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin belirlenmesi.
A) Kontrol. B) Sisplatinin ICsy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi C) Giimiis
nitratin ICsy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksitin 1Cg
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi E) Demir (11, 1) oksit nanotozunun 1Cs

konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
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Sekil 3.20.

(Devam) Hematoksilen/Eozin isaretleme ile AS549 hiicrelerinde apoptotik etkinin
belirlenmesi. A) Kontrol. B) Sisplatinin I1Csy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
C) Giimiis nitratin 1Csy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum
dioksitin 1C5y konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi E) Demir (II, 111) oksit

nanotozunun 1Cz, konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
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Hematoksilen/Eozin boyama sonucu pozitif kontrol sisplatin, glimiis nitrat,
titanyum dioksit ve demir oksit nanotozlarinin uygulandig: hiicrelerde apoptotik
etki gézlendi (Cizelge 3.9).

Hematoksilen/Eozin  boyama sonucu kontrol hiicrelerine kiyasla
maddelerin uygulandigi hiicrelerde skor sayilarina bakildiginda kontrole gore
giimiis nitrat, titanyum dioksit ve demir oksit nanotozu uygulanan hiicrelerde daha

fazla boyanmaya bagli olarak apoptotik etki gozlendi (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Hematoksilen/Eozin isaretleme sonucu apoptotik degerlendirme. 3: en fazla boyanma,

2: orta boyanma, 1: az boyanma, 0: hi¢ boyanma yok

Boyama tipi Hematoksilen/Eozin isaretleme
SKOR
Maddeler Goriintii 1 Goriintii 2 Goriintii 3 Ortalama
Kontrol 2 2 3 2
Sisplatin I1Cx 2 2 2 2
Giimiis nitrat 3 3 3 3
1Cs
Titanyum 3 3 3 3
dioksit 1C4
Demir (11, 111) 3 3 3 3
oksit 1Cy
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3.6. TUNEL parafin gomme ve apoptotik etki

Goriintii 1 Goriintii 2 Goriintii 3

Sekil 3.21. TUNEL parafin gomme boyama ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin belirlenmesi.
A) Kontrol. B) Sisplatin ICsy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi C) Giimiis
nitrat 1Csy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksit 1Cs
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi E) Demir (11, 1) oksit nanotozunun 1Cs

konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
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Sekil 3.21. (Devam) TUNEL parafin gomme boyama ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin
belirlenmesi. A) Kontrol. B) Sisplatin 1Cs, konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
C) Guimiis nitrat ICsq konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksit
IC3 konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi E) Demir (11, 111) oksit nanotozunun

IC3, konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
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TUNEL boyama sonucu kontrol hiicrelerine gore sisplatin uygulanan
hiicrelerde daha fazla apoptotik etki gézlendi. Giimiis nitrat, titanyum dioksit ve
demir oksit nanotozu uygulanan hiicrelerde esit skor miktarinda apoptotik etki

goriildii (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. TUNEL parafin gdbmme sonucu apoptotik degerlendirme. 3: en fazla boyanma, 2:

orta boyanma, 1: az boyanma, 0: hi¢ boyanma yok

Boyama tipi TUNEL parafin gomme
SKOR
Maddeler Goériintii 1 Goriintii 2 Goriintii 3 Ortalama
Kontrol 1 0 0 0
Sisplatin 1Cx 3 3 3 3
Giimiis nitrat 1 1 1 1
1Cs
Titanyum 1 1 0 1
dioksit 1C3
Demir oksit
nanotozu I1Cyy 1 1 0 1
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3.7. BrdU isaretleme ve apoptotik etki

Goriintii 1 Goriintii 2

Goriintii 3

Sekil 3.22. BrdU isaretleme ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin belirlenmesi. A) Kontrol. B)
Sisplatin 1Csy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi C) Giimiis nitrat 1Cg
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksit 1C5q konsantrasyonun

72 saat sonundaki etkisi E) Demir (1, 111) oksit nanotozunun IC3, konsantrasyonun 72
saat sonundaki etkisi
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Sekil 3.22. (Devam) BrdU isaretleme ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin belirlenmesi. A)
Kontrol. B) Sisplatin 1Csy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi C) Giimiis nitrat
IC5, konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksit 1Csg
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi E) Demir (Il, I11) oksit nanotozunun 1Cz
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi

78




BrdU boyamast sonucu kontrol hiicrelerine kiyasla maddelerin
uygulandigr hiicrelerde apoptotik etki artmistir. Skor sayilarma bakildiginda
glimiis nitrat ve demir oksit nanotozu maddeleri, kontrol hiicrelerine kiyasla daha
fazla ve esit skor miktarinda apoptotik etki gosterdi. Titanyum dioksit sadece

kontrol hiicrelerine gore daha fazla apoptotik etki gosterdi (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. BrdU Isaretleme sonucu apoptotik degerlendirme. 3: en fazla boyanma, 2: orta

boyanma, 1: az boyanma, 0: hi¢ boyanma yok.

Boyama tipi BrdU isaretleme
SKOR
Maddeler Goriintii 1 Goriintii 2 Goriintii 3 Ortalama
Kontrol 0 0 0 0
Sisplatin 1Cg 3 3 3 3
Giimiis nitrat 3 3 3 3
I1Cso
Titanyum 2 2 2 2
dioksit 1C3
Demir oksit 3 3 3 3
nanotozu 1Cy
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3.8. Bcl-2 isaretleme ve apoptotik etki

Goriintii 1 Goriintii 2

Goriintii 3

Sekil 3.23. Bcl-2 isaretleme ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin belirlenmesi. A) Kontrol. B)
Sisplatin 1Csy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi C) Glimiis nitrat 1Cg
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksit 1C3 konsantrasyonun

72 saat sonundaki etkisi E) Demir (I, 111) oksit nanotozunun 1C3, konsantrasyonun 72
saat sonundaki etkisi
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Sekil 3.23. (Devam) Bcl-2 isaretleme ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin belirlenmesi. A)
Kontrol. B) Sisplatin 1Csy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi C) Giimiis nitrat
ICs, konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksit 1Cs
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi E) Demir (Il, I11) oksit nanotozunun 1Cz
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
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Bcl-2 boyama sonucu kontrol hiicrelerinde ve titanyum dioksit uygulanan
hiicrelerde bcl-2 aktivitesi artmistir ve esit skor miktarindadir. Skor sayilarina
gbre glimiis nitratin becl-2 protein aktivitesini baskiladigi sGylenebilir. Ancak
sisplatin ve demir oksit nanotozlar1 uygulanan hiicrelerde bcl-2 aktivitesi kontrole

gore az da olsa belirlendi (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Bcl-2 isaretleme sonucu apoptotik degerlendirme. 3: en fazla boyanma, 2: orta

boyanma, 1: az boyanma, 0: hi¢ boyanma yok.

Boyama tipi Bcl-2 isaretleme
SKOR
Maddeler Goriintii 1 Goriintii 2 Goriintii 3 Ortalama
Kontrol 3 3 3 3
Sisplatin 1 1 1 1
I1Cso
Giimiis 0 0 0 0
nitrat I1Cxy
Titanyum 3 3 3 3
dioksit 1Cz
Demir oksit 1 1 1 1
nanotozu
IC3
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3.9. Bax isaretleme ve apoptotik etki

Goriintii 1 Goriintii 2 Goriintii 3

Sekil 3.24. Bax isaretleme ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin belirlenmesi. A) Kontrol. B)
Sisplatinin 1Cs, konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi C) Gumiis nitratin 1Cg
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksitin 1Cy
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi E) Demir (11, 1) oksit nanotozunun 1Cs
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
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Sekil 3.24. (Devam) Bax isaretleme ile A549 hiicrelerinde apoptotik etkinin belirlenmesi. A)
Kontrol. B) Sisplatinin 1Csy konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi C) Giimiis
nitratin 1Cs, konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi D) Titanyum dioksitin 1C3
konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi E) Demir (Il, I11) oksit nanotozunun 1Cs

konsantrasyonun 72 saat sonundaki etkisi
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Bax boyama sonucu kontrol hiicrelerine kiyasla pozitif kontrol sisplatin
uygulanan hiicreler bax aktivitesi gosterdi. Glimiis nitrat, titanyum dioksit ve

demir oksit nanotozu uygulanan hiicreler bax aktivitesi gostermedi (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13. Bax isaretleme sonucu apoptotik degerlendirme. 3: en fazla boyanma, 2.: orta

boyanma, 1: az boyanma, 0: hi¢ boyanma yok.

Boyama tipi Bax isaretleme
SKOR
Maddeler Goriintii 1 Goriintii 2 Goriintii 3 Ortalama
Kontrol 0 0 0 0
Sisplatin 1Cs 1 1 1 1
Giimiis nitrat 0 0 0 0
1Cs
Titanyum 0 0 0 0
dioksit 1C5
Demir oksit 0 0 0 0
nanotozu 1Cs

Immiinositokimyasal boyama yontemlerinin sonucu kontrole kiyasla
pozitif kontrol sisplatin TUNEL, BrdU, bcl-2 ve bax boyama sonucunda apoptotik
etkili denebilir. Kontrole kiyasla giimiis nitrat hematoksilen/eozin, TUNEL, BrdU
ve bcl-2 boyama sonuglarina gore apoptotik etkili denebilir. Kontrole kiyasla
titanyum dioksit hematoksilen/eozin, TUNEL ve BrdU boyama sonucu apoptotik
etkili denebilir. Kontrole kiyasla demir oksit nanotozu, hematoksilen/eozin,

TUNEL, BrdU ve bcl-2 boyama sonucu apoptotik etkili denebilir.
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3.10. Konfokal mikroskobu ile morfoloji

Sekil 3.25. A549 hiicrelerinin tedavi edilmesi sonucu Anneksin FITC (kirmizi boya) ve akridin
oranj (yesil boya) boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile goriintiilenmesi
(40X). A-B) Kontrol. C-D) Sisplatin (ICsq konsantrasyon: 3 uM). E-F) Giimiis nitrat
(ICso konsantrasyon: 13.5 uM). G-H) Titanyum dioksit (IC5q konsantrasyon: 50 uM).
I-J) Demir oksit nanotozu (ICs konsantrasyon: 5 pM). Oklar, apoptotik yapilari

gostermektedir
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Sekil 3.25. (Devam) A549 hiicrelerinin tedavi edilmesi sonucu Anneksin FITC (kirmizi boya) ve
akridin oranj (yesil boya) boyalart kullanilarak konfokal mikroskobi ile
goriintiilenmesi (40X). A-B) Kontrol. C-D) Sisplatin (ICsy konsantrasyon: 3 uM). E-
F) Giimiis nitrat (ICsy konsantrasyon: 13.5 puM). G-H) Titanyum dioksit (ICg
konsantrasyon: 50 uM). i-J) Demir oksit nanotozu (IC5, konsantrasyon: 5 uM). OKlar,
apoptotik yapilar1 géstermektedir
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Sekil 3.25. (Devam) A549 hiicrelerinin tedavi edilmesi sonucu Anneksin FITC (kirmizi boya) ve
akridin oranj (yesil boya) boyalart kullanilarak konfokal mikroskobi ile
goriintiilenmesi (40X). A-B) Kontrol. C-D) Sisplatin (ICsy konsantrasyon: 3 uM). E-
F) Giimiis nitrat (ICsy konsantrasyon: 13.5 puM). G-H) Titanyum dioksit (ICg
konsantrasyon: 50 uM). i-J) Demir oksit nanotozu (IC5, konsantrasyon: 5 uM). OKlar,
apoptotik yapilar1 géstermektedir

Konfokal mikroskobu sonuclarina gore tedavi edilmeyen kontrol hiicreleri
yesil renkli akridin oranj ile boyandi. Maddelerin uygulandig hiicreler kirmizi
renkli Anneksin FITC ve yesil renkli akridin oranj ile boyandi. Anneksin FITC ile
boyanan yapilar apoptotik yapilar1 gostermektedir (Sekil 3.25). Oklar apoptotik
yapilar1 gostermektedir. A-B: bozulmamis c¢ekirdek morfolojisi. C: niiklear
fragmentasyon. D: kromozom yogunlagsmasi ve hayalet hiicre. E: kromozom
yogunlagmasi. F: hilal halka goriiniimii. G:niiklear fragmentasyon. H:membran

biitiinliigiiniin kayb1. I: membran cepgik. J: niiklear fragmentasyon (Sekil 3.25).
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3.11. Gegirimli elektron mikroskobu ile morfoloji

Sekil 3.26. A549 hiicrelerinin tedavi edilmesi sonucu gegirimli elektron mikroskobu ile
goriintiilenmesi. A) Kontrol (X8200). B) Sisplatin (ICsp konsantrasyon: 3 uM)
(X4200). C) Giimiis nitrat (ICso konsantrasyon: 13.5 uM) (X16500). D) Titanyum
dioksit (IC3 konsantrasyon: 50 pM) (X8200). E) Demir oksit nanotozu (ICs
konsantrasyon: 5 uM)(X8200). Oklar apoptotik yapilar1 géstermektedir

89



Gegcirimli elektron mikroskobu (TEM) sonuclarina gore kontrole kiyasla
madde uygualanan hiicreler apoptotik yapilar gosterdi. Oklar apoptotik yapilari
gostermektedir. A: Tedavi edilmeyen A549 hiicrelerinin ultrastruktural yapisi. B:
Apoptotik cekirdek ve kromozom yogunlasmasi. C: niiklear fragmentasyon. D:
Kromozom yogunlagsmasi ve parcalara ayrilmasi. E: Sekonder lizozomda artis

(Sekil 3.26).

3.12. Tiim genom gen ekspresyonunun dogrudan analizi (Mikroarray analizi)

3.12.1. Ornek kodlamasi

Calisma kapsaminda; 5 farklt gruptan toplam 12 adet RNA Ornegi
alimmigtir. Bu Orneklerin  ¢cRNA doOniisiimleri yapilarak Illumina iScan
platformunda 45 binden fazla prob (gen) kullanilarak, “HumanHT-12 V4
Expression BeadChip” ile tiim genom ekspresyon profili ¢ikarilmistir. Calismada
ayni Ornek grubuna dahil olan 6rnekler ayni kodla adlandirilip, teknik replika

olarak degerlendirilmistir.

3.12.2. Verilerin kalite kontrolii

Ham mikrodizi verisi GenomeStudio programi yardimi ile elektronik
verilere  dontstiriilmiistiir.  Mikroarray verilerinin  kalite kontrol amagh
olusturulan sinyal yogunluk grafikleri asagida gosterilmistir. Yapilacak
karsilagtirmali analizler i¢in her Orne8in verisinden arka plan gilriltiisi
uzaklastirilmis ve tim orneklerin verisi ylizdelik (quantile) normalizasyona tabi

tutulmustur. Problarin dagilim grafikleri Sekil 3.27 ve Sekil 3.28’de gosterilmistir.
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Sekil 3.27. Profil plot (Tek tek problu gosterim) gosterimi
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Sekil 3.28. Box plot (Kutu grafigi) gosterimi
3.12.3. Cluster (Kiimeleme) analizleri

Normalize edilen veriler (hangi grupta olduklar1 géz oniine alinmadan)
orneklerin tiim genom gen ekspresyon profilleri arasinda yapilan hiyerarsik
kiimeleme analizi sonucu asagidadir. Hiyerarsik kiimeleme ‘Hierarchical’
yaklasimi kullanilarak olusturulmustur. Uzaklik birimi olarak “Euclidean” ve
baglant1 kurali “Wards” olarak secilmistir. Ayrica teknik replika olarak ¢alisilan
orneklerden elde edilen prob igimalarmin ortalama verileri hesaplanarak elde

edilen grup verisinin hiyerarsik kiimeleme sonucu ise asagida verilmistir.
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Sekil 3.29. Gruplar baz alinarak yapilan cluster analizi. Kirmizi: ekspresyonu azalan. Yesil:

ekspresyonu artan
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Sekil 3.30. Ornekler baz alinarak yapilan cluster analizi (problu gdsterim). Kirmizi: ekspresyonu

azalan. Yesil: ekspresyonu artan
3.12.4. Istatistiksel analizler

Calismalara 47.231 adet probla baslandi. Bu problar ekspresyon
seviyelerine gore filtrelendi. Normalize datalardan %20’nin altinda 1s1ma alinan
problar filtreye takildi. 47.217 adet probla ¢alismaya devam edildi. Bir probtan,
herhangi bir grupta %20’nin iizerinde 151ma alindiysa, filtreden ge¢cmesi saglandi
ve bu sayede prob kaybi en aza indirildi. Standart sapmas1 0.1’den biiyiik olan
problar filtrelendi. 47.217 adet probdan 47.204 adet kaldi1 ve g¢alismalara bu
problarla devam edildi. FC (Fold Change) analizi yapilarak 2 den biiyiik kat
degisimleri her bir prob i¢in artis ve azalis olarak belirtilmigtir. 12 adet 6rnek 5
gruba ayrildiktan sonra, 4 farkli karsilastirma grubu olusturulmustur. Her bir grup
icin filtrelemeler, FC (Fold Change) hesaplamas1 yapilmistir. Artan ve azalan

problar i¢in heat-map (sicaklik haritasi) gosterimi raporlanmistir.
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3.12.5. Sisplatinin kontrole gore degerlendirilmesi

Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 280 adet probun (genin)
ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 364 adet probun ekspresyonu kontrol
grubuna gore azalmistir. Ekspresyon artis1 gdsteren problarin sicaklik haritasi

Sekil 3.31°de, ekspresyon azalis1 gosteren problarin sicaklik haritasi Sekil 3.32°de

Sekil 3.31. A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla sisplatinin etkisiyle ekspresyon artis1 gdsteren

gosterilmistir.

Condiven

problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan. Yesil: ekspresyonu artan

Tiim genom ekspresyonu array sonuglarina gore, kontrole kiyasla pozitif
kontrol sisplatin uygulanan hiicrelerde ekspresyon artigi gosteren 280 genden 16
gen proapoptotik etkilidir (Cizelge 3.14). Bu genlerin ekspresyon seviyelerinin
artmast maddenin uygulandigi hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (Cizelge 3.14).
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Cizelge 3.14. Kontrole gore sisplatinin etkisiyle ekspresyon artis1 gdsteren problar

Prob kimligi

Prob sembolii

Konum

Ontoloji

3520092

BAX

Kromozom 19

Insanda BCL2-
baglantili X protein
(BAX), transkript
variant sigma,
mRNA

5310707

El24

Kromozom 11

Insanda etoposidi
tetikleyen 2,4
mRNA (EI24),
transkript varyant 1,
mRNA

3610228

PEA15

Kromozom 1

Insanda
astrositlerde zengin
fosfoproteinler 15
(PEA15), mMRNA

3520020

CYFIP2

Kromozom 5

Insanda sitoplazmik
FMRI1 etkilesimli
protein 2 (CYFIP2),
transkript varyanti
1, mRNA

5570102

DKK1

Kromozom 10

Insanda Dickkopf
homologu 1
(Xenopus laevis)
(DKK1), mRNA

5080543

TFPI2

Kromozom 7

Insanda doku faktor
yolu inhibitor 2
(TFPI2), MRNA

4060358

ABCAl

Kromozom 9

Insanda ATP-
baglama kaseti alt
ailesi A (ABC1),
iye 1 (ABCALl),
mRNA

3290458

FEZ1

Kromozom 11

Insanda
fasikiilasyon ve
uzama proteini zeta
1 (zygin 1) (FEZ1),
transkript varyanti
1, mMRNA

5960296

CLDN1

Kromozom 3

Insanda klaudin 1
(CLDN1), mRNA

3400538

IGFBP7

Kromozom 4

Insanda insiilin
benzeri biiyiime
faktorii baglayici
protein 7 (IGFBP7),
MRNA




Cizelge 3.14. (Devam) Kontrole gére sisplatinin etkisiyle ekspresyon artigi gésteren problar

6660630

TP53INP1

Kromozom 8

Insanda timor
proteini, p53
tetiklenebilen
cekirdek proteini 1
(TP53INP1),
MRNA

5420538

TP53INP1

Kromozom8

Insanda timor
proteini, p53
tetiklenebilen
cekirdek proteini 1
(TP53INP1),
MRNA

3420026

FAS

Kromozom 10

Insanda Fas (TNF
reseptor super
ailesi, (FAS),
transkript varyanti
7, MRNA

2600463

TNFRSF10B

Kromozom 8

Insanda t imér
nekroz faktorii
reseptoru stiper
ailesi, 10b
(TNFRSF10B)
transkript varyant: 1
mMRNA

1260020

TP53I3

Kromozom 2

Insanda timor
proteini, p53
proteini,
indiiklenebilir
(TP53I3) transkript
varyanti 2 mRNA

6660382

CDKN1A

Kromozom 6

Insanda sikline
bagli kinaz
inhibitori 1A (p21
CIP1) (CDKN1A),
transkript varyant1 1
mRNA

610113

TNFSF14

Kromozom 19

Insanda timor
nekroz faktori
(ligant) siiper ailesi,
14 (TNFSF14),
transkript varyanti 1
mMRNA
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Sekil 3.32. A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla sisplatinin etkisiyle ekspresyon azalisi gosteren

problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan. Yesil: ekspresyonu artan

Tiim genom ekspresyonu array sonuglarina gore, kontrole kiyasla pozitif
kontrol sisplatin uygulanan hiicrelerde ekspresyon azalisi gosteren 364 genden 10
gen proapoptotik etkilidir (Cizelge 3.15). Bu genlerin ekspresyon seviyelerinin

artmast maddenin uygulandigi hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (Cizelge 3.15).

Cizelge 3.15. Kontrole gore sisplatinin etkisiyle ekspresyon azalis1 gosteren problar

Prob kimligi Prob sembolii Konum Ontoloji
Insanda siklin B1
4590040 CCNB1 Kromozom 5 (CCNB1), mRNA

Insanda fibroblast
biiylime faktorii
reseptori 3
(akondroplazi,
tanatoforik ciicelik)
(FGFRQ) transkript
6520139 FGFR3 Kromozom 4 varyant: 2 mRNA
Insanda hiicre
boliinmesi dongiisii
ile iligkili 5

1400673 CDCA5 Kromozom 11 (CDCA5), mRNA
Insanda siklin B2
5360070 CCNB2 Kromozom 15 (CCNB2) mRNA

Insanda ASF1 anti-
susturma fonksiyonu
1 homolog B (S,
2630673 ASF1B Kromozom 19 cerevisiae) (ASF1B)
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Cizelge 3.15. (Devam) Kontrole gére sisplatinin etkisiyle ekspresyon azaligt gosteren problar

Insanda 6karyotik
translasyon baglatma
faktorii 2C, 2
290468 EIF2C2 Kromozom 8 (EIF2C2), mRNA
Insanda forkhead
kutusu C1 (FOXC1),
2760079 FOXC1 Kromozom 6 MRNA

Insanda anjiyojenin,
riboniikleaz RNaz A
ailesi, 5 (ANG),
transkript varyant 2,
3930392 ANG Kromozom 14 mRNA

Insanda anjiyojenin,
riboniikleaz RNaz A
ailesi, 5 (ANG),
transkript varyant 2,
3890484 ANG Kromozom 14 mMRNA

Insanda niikleer
kasein kinaz ve
siklin-bagiml kinaz
substrat 1

4390564 NUCKS1 Kromozom 1 (NUCKS1), mRNA

3.12.6. Giimiis nitratin (AgNO3) kontrole gore degerlendirilmesi

Filtrelenmis o6rneklerden FC analizi sonucunda, 12 adet probun
ekspresyonu kontrol grubuna gore artmig, 56 adet probun ekspresyonu kontrol
grubuna gore azalmistir. Ekspresyon artigt gdsteren problarin sicaklik haritasi
Sekil 3.33’de, ekspresyon azalig1 gdsteren problarin sicaklik haritas1 Sekil 3.34°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.33. A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla giimiis nitratin (AgNO3) etkisiyle ekspresyon artist
gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan. Yesil: ekspresyonu

artan

Tiim genom ekspresyonu array sonuglarina gore, kontrole kiyasla giimiis
nitratin uygulandig: hiicrelerde ekspresyon artigi gosteren 12 genden higbirisinin

apoptotik 6zelligi belirlenemedi (Cizelge 3.16).

Cizelge 3.16. Kontrole gore giimiis nitratin etkisiyle ekspresyon artig1 gésteren problar

Prob kimligi Prob sembolii Konum Ontoloji
UBXN4
(Endoplazmik Insanda UBX alam proteini
1450537 retikulum) Kromozom 2 4 (UBXN4), mRNA

Insanda GC-zengin

promotor baglayici protein
6480315 GPBP1 Kromozom 5 1 (GPBP1), mRNA

Insanda STT3,
oligosakkariltransferaz
kompleksinin alt-birimi,
homologu B (S cerevisiae)
kullanilarak (STT3B),
1030674 STT3B Kromozom 3 mMRNA

Insanda integrin beta 1
(fibronektin reseptdrii, beta
polipeptid antijen CD29
MDF2, MSK12 igerir)
(ITGBI) transkript varyanti
110440 ITGB1 Kromozom 10 1D, mRNA
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Cizelge 3.16. (Devam) Kontrole gére giimiis nitratin etkisiyle ekspresyon artist gosteren problar

1300279

DDX59

Kromozom 1

Insanda DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp) kutu polipeptit 59
(DDX59), transkript
varyanti1 1, mRNA

1260156

LOC654194

Insanda ribozomal protein
benzeri S27 (LOC654194),
mRNA

2260349

MIR1974

Insanda microRNA 1974
(MIR1974), mikroRNA

3940370

RPLPO

Kromozom 12

Insanda ribozomal protein,
biiyiik, PO (RPLPO)
transkript varyant 1, mMRNA

6220543

HIF1A

Kromozom 14

Insanda hipoksi-
indiiklenebilir faktor 1, alfa
alt birimi (temel helix-loop-
helix transkripsiyon
faktori) (HIF1A), transkript
varyant1 1, mRNA

4900010

HIF1A

Kromozom 14

Insanda hipoksi-
indiiklenebilir faktor 1, alfa
alt birimi (temel helix-loop-
helix transkripsiyon
faktoril) (HIF1A), transkript
varyant1 1, mRNA

4540647

G3BP2

Kromozom 4

Insanda GTPaz aktive edici
protein (SH3 etki) baglayici
protein 2 (G3BP2),
transkript varyanti 3,
mRNA

2140762

YWHAE

Kromozom 17

Insanda tirosin 3-
monooksigenaz / triptofan
5-monooksigenaz
aktivasyon proteini, epsilon
polipeptid (YWHAE),
mRNA
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Sekil 3.34. A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla giimiis nitratin (AgNO3) etkisiyle ekspresyon

azalis1 gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan. Yesil:

ekspresyonu artan

Tiim genom ekspresyonu array sonuglarina gore, kontrole kiyasla giimiis

nitratin uygulandigi hiicrelerde ekspresyon azaligi gosteren 56 genden 10 genin

apoptotik etkili oldugu s6ylenebilir (Cizelge 3.17).

Cizelge 3.17. Kontrole gore glimiis nitratin etkisiyle ekspresyon azalig1 gsteren problar

Prob kimligi

Prob sembolii

Konum

Ontoloji

5310605

CCNY

Kromozom 10

Insanda siklin Y
(CCNY), transkript
varyanti 1, mRNA

2360608

HNRNPL

Kromozom 19

Insanda heterojen
niikleer
riboniikleoprotein L
(HNRNPL), transkript
varyant 2 mRNA

2630673

ASF1B

Kromozom 19

Insanda ASF1 anti-
susturma fonksiyonu
1 homolog B (S,
cerevisiae) (ASF1B),
mRNA

1470315

PIAS4

Kromozom 19

Insanda aktive edilmis
STAT, 4 (PIAS4),
MRNA, protein
inhibitori
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Cizelge 3.17. (Devam) Kontrole gére giimiis nitratin etkisiyle ekspresyon azalisi gosteren problar

Insanda heterojen
niikleer
riboniikleoprotein H1
(H) (HNRNPH1),

5270754 HNRNPH1 Kromozom 5 MRNA

Insanda 6karyotik
translasyon baslatma
faktorii 2C, 2

290468 EIF2C2 Kromozom 8 (EIF2C2), mRNA

Insanda TAF15 RNA
polimeraz Il, TATA
kutu baglama proteini
(TBP) enzimi yiiksek
yogunluklu
lipoproteinlerde bir
faktor, 68kDa

(TAF15) transkript
4860463 TAF15 Kromozom17 varyantt 2 mRNA
Insanda forkhead
kutusu C1 (FOXC1),
2760079 FOXC1 Kromozom 6 mMRNA

Insanda leptin
(obezite homologu,

840309 LEP Kromozom 7 fare) (LEP) mRNA
Insanda poli (rC)

baglayici protein 2

(PCBP2) transkript

6480411 PCBP2 Kromozom 12 varyant1 3 mRNA

3.12.7. Titanyum dioksitin (TiO;) kontrole gore degerlendirilmesi

Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 6 adet probun ekspresyonu
kontrol grubuna gore artmis, 11 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna gore
azalmistir. Ekspresyon artigi gosteren problarin sicaklik haritast Sekil 3.35°de,

ekspresyon azalis1 gosteren problarin sicaklik haritasi Sekil 3.36’da gosterilmistir.
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Sekil 3.35. A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla titanyum dioksitin (TiO,) etkisiyle ekspresyon
artigt goOsteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan. Yesil:

ekspresyonu artan

Tiim genom ekspresyonu array sonuglarina gore, kontrole kiyasla titanyum
dioksitin uygulandig1 hiicrelerde ekspresyon artis1 gosteren 6 genden higbirisinin

apoptotik 6zelligi belirlenemedi (Cizelge 3.18).

Cizelge 3.18. Kontrole gore titanyum dioksitin etkisiyle ekspresyon artisi gésteren problar

Prob kimligi Prob sembolii Konum Ontoloji
Insanda kemokin
(CXC motifi) ligand1
380010 CXCL5 Kromozom 4 5 (CXCL5), mRNA

Insanda kemokin
(CXC motifi) ligand1
540377 CXCL5 Kromozom 4 5 (CXCL5), mRNA

Insanda DEAD (Asp-
Glu-Ala-Asp) kutu
polipeptidi 3
(DDX3X) X-
2970195 DDX3X Kromozom X baglantili, nRNA

Insanda I¢
mitokondrial
membran 10 homolog
(maya) (TIMM10),
niikleer gen kodlayan
mitokondriyal protein,
3310376 TIMM10 Kromozom 11 MRNA translokaz

Insanda microRNA
1974 (MIR1974),

2260349 MIR1974 mikroRNA
Insanda (BAT2D1)
460711 BAT2D1 Kromozom 1 mRNA igeren BAT2
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Sekil 3.36. A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla titanyum dioksitin (TiO,) etkisiyle ekspresyon
azalis1 gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan. Yesil:

ekspresyonu artan

Tiim genom ekspresyonu array sonuglarina gore, kontrole kiyasla titanyum
dioksitin uygulandig: hiicrelerde ekspresyon azalisi gosteren 11 genden

higbirisinin apoptotik 6zelligi belirlenemedi (Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19. Kontrole gore titanyum dioksitin etkisiyle ekspresyon azaligi gosteren problar

Prob kimligi Prob sembolii Konum Ontoloji

Insanda varsayimsal
protein FLJ36131,
transkript varyanti 2
3290537 FLJ36131 (FLJ36131), mMRNA

Insanda hipotetik
protein
LOC100132564
(LOC100132564),

3780767 LOC100132564 Kromozom 12 mRNA

Insanda 28S
ribozomal RNA
(LOC100008589),
kodlayici olmayan

6290142 LOC100008589 RNA

Insanda hipotetik
protein
LOC100132394
(LOC100132394)

4670634 LOC100132394 Kromozom X MRNA
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Cizelge 3.19. (Devam) Kontrole gore titanyum dioksitin etkisiyle ekspresyon azaligi gdsteren

problar

460564

FAMT73A

Kromozom 1

Insanda dizi
benzerligi ile Homo
sapiens aile iiyesi 73

A (FAM73A), mRNA

990332

FAM175A

Kromozom 4

Insanda Dizi
benzerligi ile Homo
sapiens aile 175, iiye

A (FAM175A),
mRNA

2630347

LOC100134364

Insanda hipotetik
protein
LOC100134364
(LOC100134364),
MRNA

3520168

Kromozom 19

Insanda cDNA klonu
GORUNTU:
6.563.923 5 MRNA
sekansi

580161

SNORD3C

Kromozom 17

Insanda kiigiik
niikleolar RNA, C/D
kutusu 3C
(SNORD3C), kiigtik
niikleolar RNA

20673

BSG

Kromozom 19

Insanda basigin
(Tamamen kan grubu)
(BSG), transkript
varyant1 3, mRNA

2510164

SNORD3A

Kromozom 17

Insanda kiigiik
niikleolar RNA, C/D
kutusu 3A
(SNORD3A), kiigiik
niikleolar

3.12.8. Demir (11, 111) oksit nanotozunun kontrole gore degerlendirilmesi

Filtrelenmis Orneklerden FC analizi

sonucunda, 618 adet probun

ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 641 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmistir. Ekspresyon artisi gosteren problarin sicaklik haritasi

Sekil 3.37°de, ekspresyon azalig1 gosteren problarin sicaklik haritas1 Sekil 3.38’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.37. A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla demir (11, 111) oksit nanotozunun (Fe;0,) etkisiyle

ekspresyon artis1 gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan.

Yesil: ekspresyonu artan

Cizelge 3.20. Kontrole gore demir (11, I11) oksit nanotozunun etkisiyle ekspresyon artigi gosteren

problar

Prob kimligi Prob sembolii Konum Ontoloji

Insanda sitoplazmik
FMR1 etkilesimli
protein 1 (CYFIP1),
transkript varyant 2
4200343 CYFIP1 Kromozom 15 mRNA

Insanda doku faktorii
yol dnleyicisi 2
5080543 TFPI2 Kromozom 7 (TFPI2), mRNA

Insanda ATP-
baglayici kaset, alt
ailesi A (ABC1), tiye

4060358 ABCA1l Kromozom 9 1 (ABCA1), mRNA
Insanda Claudin 1
5960296 CLDN1 Kromozom 3 (CLDN1), mRNA

Tiim genom ekspresyonu array sonuglarina goére, kontrole kiyasla demir
oksit nanotozlarmin uygulandig: hiicrelerde ekspresyon artisi gosteren 618 genden

4 genin apoptotik etkili oldugu soylenebilir (Cizelge 3.20).
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Sekil 3.38. A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla demir (I1, 111) oksit nanotozunun (Fe;O,) etkisiyle
ekspresyon azalis1 gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan.

Yesil: ekspresyonu artan

Cizelge 3.21. Kontrole gore demir (11, 111) oksit nanotozunun etkisiyle ekspresyon azalis1 gosteren

problar

Prob kimligi Prob sembolii Konum Ontoloji

Insanda sinyal
doniistiiriicii ve
transkripsiyon 3 (akut
faz tepki faktorii)
(STAT3') aktivator,
transkript varyant 3,
5090619 STAT3 Kromozom 17 mRNA

Insanda fibroblast
biliytime faktorii
reseptori-1 gibi
(FGFRLZ) transkript
4480220 FGFRL1 Kromozom 4 varyant1 3, mMRNA

Insanda heterojen
niikleer
riboniikleoprotein L
(HNRNPL), transkript
2360608 HNRNPL Kromozom 19 varyant 2, mMRNA

Insanda BCL2 gibi 1
(BCL2L1), niikleer
gen kodlayan
mitokondriyal protein,
transkript varyanti 1,
670673 BCL2L1 Kromozom 20 MRNA
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Cizelge 3.21. (Devam) Kontrole gore demir (I1, 111) oksit nanotozunun etkisiyle ekspresyon azalisi

gosteren problar

4780128

ATF3

Kromozom 1

Insanda aktif
transkripsiyon faktorii
3(ATF3), transkript
varyant 4, mMRNA

450164

RAB5C

Kromozom 17

Insanda RABS5C,
RAS aile iiyesi
(RABSC), transkript
varyant 1
onkojeninin, mMRNA

3890484

ANG

Kromozom 14

insanda RNaz,
anjiyojenin,
riboniikleaz ,RNaz A
ailesi, 5(ANG),
transkript varyant 2,
mRNA

2710068

EIF3I

Kromozom 1

Insanda dkaryotik
translasyon baslatma
faktori 3, alt Ginite I
(EIF31), mMRNA

6980164

NKIRAS2

Kromozom 17

Insanda NFKB
inhibitori Ras-2 gibi
(NKIRAS2),
transkript varyant 2,
mRNA

1470315

PIAS4

Kromozom 19

Insanda aktive edilmis
STAT 4 (PIAS4),
MRNA, protein
inhibitori

4570670

RRAS

Kromozom 19

Insanda RAS viral (r-
ras) onkogen
homologu (RRAS),
mRNA

4390564

NUCKS1

Kromozom 1

Insanda niikleer

kasein kinaz ve siklin-
bagiml kinaz substrat
1 (NUCKS1), mRNA

6200431

AKT1

Kromozom 14

Insanda V-Akt murin
timoma viral onkogen
homologu 1 (AKT1)
transkript varyanti 3
mRNA

5420592

SRC

Kromozom 20

Insanda v-src
sarkomu (Schmidt-
Ruppin A-2), viral
onkogen homologu
(SRC) transkript
varyant1 2, mMRNA

3310427

PCBP2

Kromozom 12

Insanda poli (rC)
baglayici protein 2
(PCBP2), transkript
varyant1 1, mMRNA
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Cizelge 3.21. (Devam) Kontrole gore demir (I1, 111) oksit nanotozunun etkisiyle ekspresyon azalisi

gosteren problar
Insanda ékaryotik
translasyon baglatma
faktori 2C, 2
290468 EIF2C2 Kromozom 8 (EIF2C2), mRNA

Insanda v-Ha-ras
Harvey sigan sarkomu
viral onkogen
homologu (HRAS),
transkript varyanti 1,
1770753 HRAS Kromozom 11 MRNA

Insanda hiicre
boliinme dongiisii 34
homologu (S
cerevisiae)
kullanilarak (CDC34),
1710278 CDC34 Kromozom 19 MRNA

Insanda B -hiicreleri
kappa hafif polipeptid
gen arttirict 2 (p49 / p
100) (NFKB2),
transkript varyant1 3,
niikleer faktor,
1710504 NFKB2 Kromozom 10 mRNA

Insanda dkaryotik
¢eviri baglatma
faktorii 4 gama, 1
(EIF4G1), transkript
150577 EIF4G1 Kromozom 3 varyant1 3, mRNA

Insanda B -hiicreleri
kappa hafif polipeptid
gen arttiric1 2 (p49/p
100) (NFKB2),
transkript varyanti 3,
niikleer faktor,
3310615 NFKB2 Kromozom 10 mMRNA

Insanda &karyotik
translasyon baslatma
faktorii 5A (EIF5A),
1850414 EIF5A Kromozom 17 mRNA

Tim genom ekspresyonu array sonuglarina gore, kontrole kiyasla demir
oksit nanotozlarinin uygulandigi hiicrelerde ekspresyon azalisi goésteren 641

genden 24 genin apoptotik etkili oldugu sdylenebilir (Cizelge 3.21).
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3.12.9. Giimiis nitratin (AgNOs) sisplatine gore degerlendirilmesi

Filtrelenmis Orneklerden FC analizi sonucunda, 373 adet probun
ekspresyonu pozitif kontrol sisplatin uygulanan gruba gore artmis, 246 adet
probun ekspresyonu sisplatin uygulanan gruba gore azalmistir. Ekspresyon artisi
gosteren problarin sicaklik haritast Sekil 3.39°da, ekspresyon azaligt gdsteren

problarin sicaklik haritasi1 Sekil 3.40°da gosterilmistir.
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Sekil 3.39. A549 hiicrelerinde sisplatinin etkisine kiyasla giimiis nitratin (AgNO3) etkisiyle
ekspresyon artis1 gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan.

Yesil: ekspresyonu artan
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Sekil 3.40. A549 hiicrelerinde sisplatinin etkisine kiyasla giimiis nitratin (AgNO3) etkisiyle
ekspresyon azalis1 gdsteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan.

Yesil: ekspresyonu artan

3.12.10. Titanyum dioksitin (TiO,) sisplatine gore degerlendirilmesi

Filtrelenmis Orneklerden FC analizi sonucunda, 385 adet probun
ekspresyonu pozitif kontrol sisplatin uygulanan gruba gore artmig, 263 adet
probun ekspresyonu pozitif kontrol sisplatin uygulanan gruba gore azalmistir.
Ekspresyon artis1 gosteren problarin sicaklik haritast Sekil 3.41°de, ekspresyon

azalis1 gosteren problarin sicaklik haritast Sekil 42°de gosterilmistir.
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Sekil 3.41. A549 hiicrelerinde sisplatinin etkisine kiyasla titanyum dioksitin (TiO,) etkisiyle
ekspresyon artis1 gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu azalan.

Yesil: ekspresyonu artan

| “
[} “
0 1 “

Sekil 3.42. A549 hiicrelerinde sisplatinin etkisine kiyasla titanyum dioksitin (TiO,) etkisiyle
ekspresyon azalis1 gosteren problarin sicaklik haritasi. . Kirmizi: ekspresyonu azalan.

Yesil: ekspresyonu artan
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3.12.11. Demir (II, III) oksit nanotozunun sisplatine gore degerlendirilmesi

Filtrelenmis Orneklerden FC analizi sonucunda, 708 adet probun
ekspresyonu pozitif kontrol sisplatin uygulanan gruba gore artmis, 817 adet
probun ekspresyonu pozitif kontrol sisplatin uygulanan gruba goére azalmistir.
Ekspresyon seviyeleri artan problarin sicaklik haritast Sekil 3.43’de, ekspresyon

seviyeleri azalan problarin sicaklik haritasi Sekil 3.44’de gosterilmistir.
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Sekil 3.43. A549 hiicrelerinde sisplatinin etkisine kiyasla demir (Il, I1l) oksit nanotozunun
etkisiyle ekspresyon artigi gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu

azalan. Yesil: ekspresyonu artan
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Sekil 3.44. A549 hiicrelerinde sisplatinin etkisine kiyasla demir (Il, I1l) oksit nanotozunun
etkisiyle ekspresyon azalisi gdsteren problarin sicaklik haritasi.  Kirmizi:

ekspresyonu azalan. Yesil: ekspresyonu artan

3.12.12. Titanyum dioksitin  (TiO;) giimiis nitrata (AgNO3z) gore

degerlendirilmesi

Filtrelenmis Orneklerden FC analizi sonucunda, 12 adet probun
ekspresyonu giimiis nitrat maddesi uygulanan gruba gore artmis, 29 adet probun
ekspresyonu giimiis nitrat uygulanan gruba goére azalmistir. Ekspresyon artisi
gosteren problarin sicaklik haritasi Sekil 3.45°de, ekspresyon azaligi gosteren

problarin sicaklik haritas1 Sekil 3.46°da gosterilmistir.
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Sekil 3.45. A549 hiicrelerinde giimiis nitratin (AgNO3) etkisine kiyasla titanyum dioksitin (TiO5)
etkisiyle ekspresyon artisi gosteren problarin sicaklik haritast. Kirmizi: ekspresyonu

azalan. Yesil: ekspresyonu artan
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Sekil 3.46. A549 hiicrelerinde giimiis nitratin (AgNO3) etkisine kiyasla titanyum dioksitin (TiO5)
etkisiyle ekspresyon azalisi gdsteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi: ekspresyonu

azalan. Yesil: ekspresyonu artan
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3.12.13. Demir (I1, 111) oksit nanotozunun giimiis nitrata (AgNO3) gore

degerlendirilmesi

Filtrelenmis Orneklerden FC analizi sonucunda, 316 adet probun
ekspresyonu glimiis nitrat uygulanmis gruba goére artmis, 612 adet probun
ekspresyonu giimiis nitrat uygulanmis gruba gore azalmistir. Ekspresyonu artmis
problarin sicaklik haritas1 Sekil 3.47°de, ekspresyonu azalmis problarin sicaklik
haritas1 Sekil 3.48’de gdsterilmistir.

Sekil 3.47. A549 hiicrelerinde giimiis nitratin (AgNO3) etkisine kiyasla demir (II, III) oksit

nanotozunun etkisiyle ekspresyon artigi goésteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizz:

ekspresyonu azalan. Yesil: ekspresyonu artan

117



Sekil 3.48. A549 hiicrelerinde giimiis nitratin (AgNOj3) etkisine kiyasla demir (II, III) oksit
nanotozunun etkisiyle ekspresyon azalisi gdsteren problarin sicaklik haritasi.

Kirmizi: ekspresyonu azalan. Yesil: ekspresyonu artan

3.12.14. Demir (11, 1) oksit nanotozunun titanyum dioksite (TiO,) gore

degerlendirilmesi

Filtrelenmis Orneklerden FC analizi sonucunda, 169 adet probun
ekspresyonu titanyum dioksit uygulanan gruba gore artmis, 316 adet probun
ekspresyonu titanyum dioksit uygulanan gruba goére azalmistir. Ekspresyon
seviyeleri artmig problarin sicaklik haritas1 Sekil 3.49°da, ekspresyon seviyeleri

azalmis problarin sicaklik haritast Sekil 3.50°de gosterilmistir.
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Sekil 3.49. A549 hiicrelerinde titanyum dioksitin (TiO,) etkisine kiyasla demir (II, III) oksit
nanotozunun etkisiyle ekspresyon artigt gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmiz:

ekspresyonu azalan. Yesil: ekspresyonu artan
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Sekil 3.50. A549 hiicrelerinde titanyum dioksitin (TiO,) etkisine kiyasla demir (II, IIT) oksit
nanotozunun etkisiyle ekspresyon azalisi gosteren problarin sicaklik haritasi. Kirmizi:

ekspresyonu azalan. Yesil: ekspresyonu artan
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Metal bilesiklerinin antikanser ajan potansiyeli lizerine ¢ok sayida ¢alisma
ve rapor bulunmaktadir. Bunlardan en iyi bilineni sisplatindir [cis-diamin
dikloroplatinyum(Il)]. Sisplatin ¢esitli kanser tiirlerinde 6zellikle mesane
kanserinde kullanilmistir ve %70-90 oraninda etki gdstermistir. Ancak sisplatinin
kliniksel basarist onun bulanti, kusma, siddetli nefrotoksisite ve genotoksisite gibi
yan etkilerinden dolay1 tedavide yetersiz kalmistir (Thati ve ark., 2007). Yeni
kemoterapoétik antikanser ajanlarin denenmesi kanser tedavisinin gelistirilmesinde
cok onemlidir (Medvetz ve ark., 2008).

Nanoteknoloji, biyoloji uygulamalarinda benzersiz 6zellikleri elde etmeyi
saglamaktadir. Nanoteknoloji saglik ve tip alaninda ilag dagitim1 ve teshisi, kanser
terapi, molekiiler goriintilleme, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi ve
teshisinde ve tibbi ve materyal cihazlariin gelistirilmesinde kullanilmaktadir
(Ghosh ve ark., 2010; Martinez-Gutierrez ve ark., 2011). Nanomateryaller 1-100
nanometre (nm) boyutlarinda yapilara (partikiiller ve tlipler gibi) sahiptirler.
Nanomateryaller genellikle 100 nm’den daha kiiciik boyutlarda iiretilmektedir
(Hernandez ve ark., 2009).

Bu tezde metal bilesikler (AgNOs e TiO;) ve bunlarin kat1 lipid
nanopartikiil (SLN) formlarinin (AgNO3+SLN ve TiO,+SLN) ve hazir alinan
nanopartikiillerle (Fe3O4 nanotozu) A549 adenokarsinomik insan alveolar bazal
epitel kanseri hiicre hatt1 lizerindeki antiproliferatif (¢ogalmaya karsi etki),
sitotoksik, apoptotik ve nekrotik etkilerinin, ayrica gen diizeyinde de etkili
genlerin in vitro yontemler kullanilarak arastiritlmasi hedeflenmistir. Kat1 lipid
nanopartikiiller (giimiis nitrat ve titanyum dioksit) AU. Fen Fakiiltesi, Kimya
Boéliimiinden saym hocam Dog. Dr. Ilhami Celik tarafindan yapilan zeta sizer
Olgtimleri sonucunda istenilen nanoboyuta (1-100 nm) ulasamadigi igin
sentezlenemedi. Bu nedenle satin alinan demir igeren nanotozlar kullanilarak
nanopartikiil ¢alismalar1 yapildi.

Glimiis nitrat, titanyum dioksit ve demir oksit (Fe3O,) nanotozlarinin
akciger kanseri (A549) hiicre hatt1 tizerindeki antiproliferatif, sitotoksik, apoptotik
ve nekrotik etkilerinin, 151k, elektron ve konfokal mikroskobik ve parafin takip ile

immiin isaretlemeyle beraber gen diizeyinde de mikroarray teknolojisi
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kullanilarak in vitro ¢alisilmasi hedeflenmistir. Amag¢ kanser tedavisinde
kullanilan metal tiirevli antikanser ilaglara karsi yeni alternatif ilaglar
gelistirebilmek, biyokimyasal etki mekanizmalarimi anlamak bu yollarda etkili
olan genleri tespit etmek ve kanser tedavilerine yeni bir segenck olabilecek aday
molekiiller bulabilmektir.

Glimiis gibi metaller antioksidan etki gostermektedir. Oksidatif stres i¢in
onemli mekanizmalardir. Giimiis, antibakteriyal etkilerinden dolayr yanik ve
yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir (Greulich ve ark., 2011). Giimiis
iyonlariin bakteriler {izerindeki inhibitdr etkileri iyi bilinmektedir (Miura ve
Shinohara, 2009). Giimiis bilesiklerinden o6zellikle giimiis nitrat, antimikrobiyal
tedavide kullanilmaktadir (Cavicchioli ve ark., 2010; Foldjberg ve ark., 2009).
Glimiis diisiik konsantrasyonlarda aktiftir ve diisiik toksisiteye sahiptir (Ahmad ve
ark., 2006). Giiniimiize kadar giimiisiin antikanser aktivitesi kesfedilmemisti. Son
yillarda glimiis bilesiklerinin antikanser ilag gelisimi i¢in kullanilmasina yogun
bir ilgi vardir (Cuin ve ark., 2011; Siciliano ve ark., 2011).

Son zamanlarda giimiis komplekslerinin in vitro antikanser aktivite
gosterdigine dair raporlar bulunmaktadir. Sisplatin ve glimiis nitrat (AgNOs3),
OVCAR-3 (ovaryum), MB157 (gogiis) ve Hela (servikal) insan kanser hiicre
hatlarina uygulanmistir. Sisplatinin 72 saat sonundaki 1Csy degerleri OVCAR-3
hattinda 12 pM, MBI157 hattinda 25 pM ve Hela hattinda 25 uM olarak
belirlenmistir. Giimiis nitratin 72 saat sonundaki 1Csy degerleri ise OVCAR-3
hattinda 35 puM, MBI157 hattinda 5 uM ve Hela hattinda 50 puM olarak
saptanmistir. Giimiis nitrat, OVCAR-3 ve Hela hiicre hatlarinda sisplatin kadar
etkili olmasa da antikanser etki gostermistir. Ancak MBI157 hiicre hatlarinda
sisplatinden daha etkili oldugu belirlenmistir (Medvetz ve ark., 2008).

Miura ve Shinohara (2009) nin ¢aligmalarina gére giimiis nitrat, Hela
hiicre hatlarinda giiglii sitotoksik etki gostermistir ve oksidatif strese neden olarak
apoptozu tetiklemistir. Giimiis nitratin ICso degeri 17 ng olarak belirlenmistir.
Giimiis nitrat, doz miktariin artigina bagl olarak erken ve gec apoptotik etkiler
gostermistir. Glimiis nitrat, ho-1 ve mt-2A stres genlerinin ekspresyonunu

arttirarak apoptoza neden olmustur (Miura ve Shinohara, 2009).

121



Yamazaki ve ark. gore (2006) glimiis iyonlar1, insan promyeloktik 16semi
HL-60 hiicrelerinde mitokondriyal hasara neden olarak apoptotik hiicre 6liimiinii
tetiklemistir. Bir arastirmaya gore glimiis nitratin A549 hiicreleri lizerinde 24 saat
sonundaki en diisiik konsantrasyon etkisi 30 uM olarak belirlenmistir (Koch ve
ark., 2012). Giimiis metal bilesiklerinin, A-498 insan karaciger adenokarsinoma,
HK-2 insan proksimal tiibiilar, insan karaciger ve HepG2 insan hepatosellular
karsinoma memeli hiicre hatlarinda in vitro antiproliferatif etkileri saptanmistir
(Thati ve ark., 2009). Giimiis nitrat, HaCaT keratinosit ve K562 eritrolésemi
memeli hiicre hatlarima uygulanmistir ve sirasiyla 6.4 ve 3.5 uM dozlarda etkili
oldugu belirlenmistir (Nagy ve ark., 2011). Bir bagka ¢aligmaya gore glimiis
nitrat, 1.929 o6lumsiiz fare fibroblast hiicre hatlarinda denenmistir ve sitotoksik
etkiler gbzlenmistir (Miiller ve Kramer, 2008).

Bu tezde glimiis nitratin A549 adenokarsinoma insan alveolar bazal epitel
hiicreleri tizerindeki sitotoksik, antiproliferatif, apoptotik ve biyokimyasal etkileri
belirlendi. Glimiis nitrat, yiiksek sitotoksik etki gosterdi. Giimiis nitrat 1-5-10-25-
50-100-125-250-500-1000 uM konsantrasyon araliginda denenerek 1Csq degerleri
24 saat sonunda 24.75 uM, 48 saat sonunda 15 uM ve 72 saat sonunda 13.5 uM
olarak saptandi (Cizelge 3.5). Pozitif kontrol sisplatinin 1Csy degerleri 24 saat
sonunda 31.25 uM, 48 saat sonunda 5.1 uM ve 72 saat sonunda 3 puM olarak
belirlendi (Cizelge 3.5). Bu degerleri kiyasladigimizda giimiis nitrat 24 saat
sonunda sisplatinden daha etkili goriilse de 48 ve 72 saat sonunda sisplatin kadar
etkili goriilmedi. Medvetz ve arkadaslariin (2008) yaptigi ¢alismaya kiyasla bu
tezde giimiis nitrat AS549 hiicreleri lizerinde daha sitotoksik etki gostermistir
denilebilir.

Gilimiis nitratin ICsg (13.5 pM) dozu A549 hiicrelerine uygulandiginda
Anneksin/PI boyamasi sonucu erken ve gec¢ apoptotik etkiler saptandi (Sekil
3.17). Erken ve geg apoptotik (Q2+Q4) etkiler toplamda % 15.3 olarak belirlendi.
Nekrotik etki (Q1) % 1.5 oraninda goriildii (Cizelge 3.6). Kontrol hiicrelerine
kiyasla glimiis nitratin apoptotik etkisi % 10.3 ve nekrotik etkisi % 1.3 daha fazla
olarak saptandi. Pozitif kontrol sisplatinin 1Csp (3 uM) dozu A549 hiicrelerine
uygulandiginda erken ve ge¢ apoptotik (Q2+Q4) etkiler toplamda % 36 olarak
saptand1 (Cizelge 3.6). Sisplatinin nekrotik etkisi % 2.6 olarak belirlendi. Kontrol

122



hiicrelerine kiyasla sisplatinin apoptotik etkisi % 31 ve nekrotik etkisi % 2.4 daha
fazla olarak belirlendi. Anneksin/PI boyamasi sonuglarina gore pozitif kontrol
sisplatin daha fazla apoptotik ve nekrotik etki gostermektedir. Glimiis nitrat
uygulanan hiicrelerde kaspaz-3 aktivitesi gozlenmedi (Sekil 3.18). Pozitif kontrol
sisplatin uygulanan hiicrelerde % 40.7 kaspaz-3 aktivitesi gozlendi (Sekil 3.18).
Glimiis nitrat, hiicrelerde mitokondri aktivitesini % 5.9 azaltmistir.  Ancak
kontrole kiyasla glimiis nitrat uygulanan hiicrelerde mitokondri aktivitesi % 1.5
azalmistir (Cizelge 3.8). Pozitif kontrol sisplatin uygulanan hiicrelerde mitokondri
aktivitesi % 22.3 azalmistir (Sekil 3.19). Giimiis nitratin kaspaz-3 aktivitesini
arttirict etkisi belirlenmedi (Sekil 3.18) ve kontrole gére mitokondriyal aktiviteyi
azaltict etkisi sOylenebilir (Sekil 3.19). Giimiis nitratin kaspaz-3 aktivitesi
olmadigi, tim genom ekspresyonu mikroarray analizi ile de dogrulanmistir.
Immiinositokimyasal boyamalar sonucu giimiis nitrat apoptotik etki gdstermistir.
Konfokal (Sekil 3.25) ve TEM mikroskobi (Sekil 3.26) analizleri sonucunda,
glimiis nitrat uygulanmis hiicrelerde ¢esitli apoptotik morfoloji goriildii.

Tiim genom ekspresyonu mikroarray analizi sonucunda glimiis nitrat
CCNY, HNRNPL, ASF1B, PIAS4, HNRNPH1, EIF2C2, TAF15, FOXC1, LEP ve
PCB2 genlerinin ekspresyonlarini azaltarak hiicre o6liimiine neden oldugu
sOylenebilir (Cizelge 3.17).

CCNY geni siklin protein ailesine ait bir gendir. Siklinler ve siklin bagimli
kinazlar hiicre siklusunda gorevlidir. Siklin proteinleri hiicre ¢ogalmasinda 6nemli
diizenleyicilerdir. Ancak CCNY ekspresyonunun insan akciger kanseri ile
baglantis1 bilinmemektedir. CCNY geninin NSCLC (kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri) dokusunda ekspresyon artist gosterdigi belirlenmistir.  Bu
ekspresyon in vitro olarak da dogrulanmigtir. CCNY geninin ekspresyonunun
azaltilmas1 (sessizlestirilmesi) akciger kanseri hiicre ¢ogalmasini inhibe etmistir
ve H1299 (kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri) kanser hiicrelerinde hiicre
siklus siirecini inhibe etmistir (Yue ve ark., 2010). Goehe ve arkadaslarinin
(2010) arastirmasina goére hnRNPL kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde
(NSCLC) eksprese edilmektedir. hnRNPL ekspresyonunun azaltilmasi kaspaz 9
ekspresyon artisini saglayarak tlimorigenik kapasite kaybini tetiklemistir. Yapilan

bir ¢alismaya gore gogiis kanserinde Asflb’in asir1 eksprese edildigi gozlenmistir
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ve hiicre ¢ogalmasinda etkili bir faktor olarak goriilmiistiir. Asfl ailesinden Asflb,
histon H3-H4 saperon proteinidir. Bu nedenle Asflb geninin ekspresyon azalisi,
kanser tedavisi i¢in 6nemli bir hedef olabilir (Corpet ve ark., 2011). PIAS4,
pankreas kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini baskilayarak hipoksi sinyal yolunun bir
aktivatorii olarak goOsterilmigtir. PIAS4, aktif STAT proteinin inhibitoriidiir.
Normal hiicrelere kiyasla pankreas hiicrelerinde PIAS4 fazla eksprese edildigi ve
hiicre ¢cogalmasi ile ilgili genleri tetikledigi belirlenmistir. Kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanserinde (H1299), PIAS4’lin ekspresyonu p53 genini ve p53 geninin
hedef genleri olan bax genlerini baskilamaktadir. PIAS4 aktivitesinin inhibisyonu
yeni bir terapotik uygulama olarak goriilmiistiir (Chien ve ark., 2013). MikroRNA
(miRNA) diizenleyicisi olan EIF2C geninin sessizlestirilmesi MM (plazma hiicre
kanseri) hiicre hatlarinin canliligini azaltmistir (Zhou ve ark., 2010). TAF15, DNA
ve RNA baglanma protein ailesinin bir iiyesidir. Yapilan bir calismaya gore
TAF15 sessizlestirilmesi hiicre ¢ogalmasinin inhibitorii olarak belirlenmistir ve
apoptoz artmasina neden oldugu saptanmistir. Aym1 zamanda TAF15
sessizlestirilmesi, miRNA (miR-17-5p ve miR-20a) seviyelerini azaltmaktadir.
TAF15, hiicre siklus diizenleyici genlere etki ederek hiicre ¢ogalmasini etkiledigi
sOylenebilir (Ballarino ve ark., 2013). TAF15, geni PI3K-Akt sinyal yolunu
aktive etmektedir ve akciger adenokarsinomasinda asir1 eksprese edilmektedir.
Kanser hiicre tiplerinde, TAF15 geninin sessizlestirilmesi 6nemli bir hedef olarak
goriilebilir (Bidkhori ve ark., 2013). FOXC1, insan kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanserinin (NSCLC) gelisim siirecinde Onemli bir rol oynayabilir. FOXC1
transkripsiyonel bir faktordiir (Wei ve ark., 2013). FOXC1 geninin
sessizlestirilmesi, kanser tedavisinde 6nemli bir hedef olarak gosterilebilir. Leptin
(LEP) ekspresyonunun HepG2 (hepatosellular karaciger kanseri) hiicrelerinin
proliferasyonunu etkiledigi belirlenmistir. Yapilan farmokolojik inhibisyon
deneylerine goére LEP ekspresyon artisi, siklin D1 seviyesini arttirarak hiicre
cogalmasini tetikler ve Bax ekspresyonunu azaltarak (JAK2-PI3K/Akt-
MEK/ERK1/2 kaskad yolu boyunca) programli hiicre Oliimiini azalttig
gosterilmistir (Chen ve ark., 2007). Bu nedenle LEP ekspresyonunun
sessizlestirilmesi kanser tedavisinde hedef olarak gosterilebilir. PCBP2,

posttranskripsiyonel ve translasyonel diizenlemede 6nemli bir rol oynar (Chen ve
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ark., 2014). PCBP2’nin insan mide kanserinde onkogenik bir protein oldugu
belirlenmigtir. PCBP2, in vitro ve in vivo mide kanserinin hiicre ¢ogalmasini
diizenledigi ve fazla eksprese edildigi belirlenmistir. Bu diizenlemeyi, miR-34a
genini inhibe ederek saglamaktadir. PCBP2, mide kanserinin tedavisinde bir ilag
hedefi olarak gosterilmistir (Hu ve ark., 2014). Yapilan bir ¢aligmada glioma
hiicre hatlarinda (T98G, U87MG, A172, U251 ve CCF-STTG1) PCBP2 inhibe
edilmistir ve kanser tedavisinde hedef olarak gosterilmistir (Chen ve ark., 2014).
PCBP2 geni, bu c¢alismada giimiis nitrat uygulanan AS549 hiicrelerinde
ekspresyonu azaltild:.

Tiim genom analizi sonucu glimiis nitrat etkisiyle ekspresyonu azalmis
genlerin (CCNY, HNRNPL, ASF1B, ZNF786, PI3, PIAS4, HNRNPHL1, EIF2C2,
TAF15, FOXC1, LEP ve PCB2) apoptotik yolaklarda etkili oldugu s6ylenebilir.

Tim genom ekspresyonu analizi sonucunda pozitif kontrol sisplatin
maddesi BAX, El24, PEA15, CYFIP2, DKK1, TFPI2, ABCAl, FEZ1, CLDN]1,
IGFBP7, TP53INP1, FAS, TNFRSF10B, TP5313, CDKN1A, TNFSF14
ekspresyon miktarlarini arttirdi (Cizelge 3.14). Bu genlerden ozellikle Bax, FAS,
TNFRSF10B ve TNFSF14 genleri apoptotik etkili genler olarak bilinmektedir.
Glimis nitrat ve sisplatin gen ekspresyonlarint kiyasladigimizda giimiis nitrat
sisplatine gore 373 prob ekspresyonunu arttirmistir (Sekil 3.39) ve 246 prob
ekspresyonunu azaltmistir (Sekil 3.40). Sisplatinin ekspresyonunu azalttigi ASF1,
EIF2C2 ve FOXCL1 genlerinin giimiis nitrat tarafindan da ekspresyonu azaltild1.
Bu genler apoptotik etkiye neden olan genler olarak belirlendi. Giimiis nitratin
pozitif kontrol sisplatin gibi ayn1 hedef genleri etkiledigi sdylenebilir.

Titanyum, biyomedikal uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Lagopati ve ark., 2010; Stefanou ve ark., 2010 ). Titanyum bilesiklerinin aktivite
mekanizmalar1 tam olarak anlagilmamistir. Titanyumun, titanosen dikloriir ve
tiirevleri ¢cok sayida tiimor hiicre tiplerinde arastirilmistir (Shavit ve ark., 2007).
Titanyumun en Onemli endiistriyel bilesigi titanyum dioksittir (Lazau ve ark.,
2007). Titanyum dioksitin UV’den koruyucu etkileri arastirilmistir (Cengiz ve
ark., 2006). Titanyum dioksit, dezenfektan, antibiyotik, biyolojik sensor, timor
hiicre-6liim ajanm1  ve gen hedefleme ajam1 olarak yogun bir sekilde

kullanilmaktadir (Thurn ve ark., 2011). Biyoloji ve tibbi ¢alismalarda titanyum
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dioksit antikanser etkili olarak arastirilmistir (Kubota ve ark., 1994). Son yillarda
titanyum dioksit (TiO2) kanser hiicrelerinde uygulanmistir (Harada ve ark., 2011).
Hela hiicreleri {izerine titanyum dioksit uygulanmistir ve hiicre Olimi
gozlenmistir. Ayn1 zamanda T-24 insan mesane kanser hiicrelerine karsida
calisilmistir ve T24 hiicreleri 6ldirilmistiir (Kubota ve ark., 1994). Yamaguchi
ve ark. (2010) gore TiO, kanser hiicrelerini 6ldiirme yetenegine sahiptir. TiO»,
deneysel sigcanlarina enjekte edilmistir ve dnemli bir toksisite gozlenmemistir.

Bu tezde titanyum dioksitin, A549 adenokarsinoma insan alveolar bazal
epitel hiicreleri iizerindeki sitotoksik, antiproliferatif, apoptotik ve biyokimyasal
etkileri belirlendi. Titanyum dioksit, A549 adenokarsinoma insan alveolar bazal
epitel hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gosterdi. Ancak titanyum dioksit
uygulanan A549 hiicrelerinde, pozitif kontrol sisplatin ve giimiis nitrata uygulanan
hiicrelere kiyasla daha az sitotoksik etki gézlendi. Titanyum dioksit 1-5-10-25-50-
100-125-250-500-1000 uM konsantrasyon araliginda denenerek ICszy degeri
belirlendi  (Cizelge 3.5) ve 72 saat sonundaki ICsy degeri (50 uM) diger
analizlerde uygulandi.

Titanyum dioksitin  1C3p doz degeri (50 uM) A549 hiicrelerine
uygulandiginda Anneksin/PI boyamasi sonucu erken ve ge¢ apoptotik etkiler
saptand1. Erken ve gec¢ apoptotik (Q2+Q4) etkiler toplamda % 19.7 olarak
belirlendi. Nekrotik etki (Q1) % 0.5 oraninda goriildii. Kontrol hiicrelerine kiyasla
titanyum dioksit, % 14.7 apoptotik etki ve % 0.3 nekrotik etki gostermistir
(Cizelge 3.6). Pozitif kontrol sisplatinin 1Cso (3 uM) dozu AS549 hiicrelerine
uygulandiginda erken ve ge¢ apoptotik (Q2+Q4) etkiler toplamda % 36 olarak
saptandi1 (Cizelge 3.6). Anneksin/PI boyamasi sonuglarina gore pozitif kontrol
sisplatin daha fazla apoptotik ve nekrotik etki gosterdi. Titanyum dioksit 1C3 doz
degeri (50 uM) uygulanan hiicrelerde kaspaz-3 aktivitesi gozlenmedi (Cizelge
3.7). Pozitif kontrol sisplatin uygulanan hiicrelerde % 40.7 kaspaz-3 aktivitesi
belirlendi (Cizelge 3.7). Titanyum dioksit, mitokondri aktivitesini % 8.9
azaltmistir. Ancak kontrole kiyasla titanyum dioksit 1C3y (50 uM) dozu uygulanan
hiicrelerde mitokondri aktivitesi % 4.8 azalmistir. Pozitif sisplatin uygulanan
hiicrelerde mitokondri aktivitesi % 22.3 azalmistir (Cizelge 3.8). Titanyum

dioksitin, kaspaz-3 aktivitesini arttirici etkisi belirlenmedi (Sekil 3.18). Titanyum

126



dioksitin kaspaz-3 iizerine etkisi olmadigi tiim genom analizi sonucunda da
dogrulanmistir. Kontrole kiyasla mitokondriyal membran aktivitesi azalmasina
neden oldugu soylenebilir (Sekil 3.19). Immiinositokimyasal boyamalarda,
titanyum dioksit IC3p doz degeri (50 uM) apoptotik etki gosterdi. Konfokal (Sekil
3.25) ve TEM (Sekil 3.26) mikroskobi analizleri sonucunda titanyum dioksit
uygulanmis hiicrelerde ¢esitli apoptotik morfoloji belirlendi.

Tiim genom ekspresyonu mikroarray analizi sonucu titanyum dioksit,
uygulandigt A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla CXCL5, DDX3X, TIMM10,
MIR1974, BAT2D1 genlerinin ekspresyonunu arttirmistir  (Cizelge 3.18).
FLJ36131, LOC100132564, LOC100008589, LOC100132394, FAMT73A,
FAM175A, LOC100134364, SNORD3C, BSG ve SNORD3A genlerinin
ekspresyonunu azaltmistir (Cizelge 3.19). Bu genlerin literatiir taramalarinda
antikanser ve apoptotik etkili olduguna dair aragtirmalar rapor edilmemistir. Bu
nedenle titanyum dioksit genom analizi sonuglarina gore apoptotik etkili hedef
genler belirlenemedi. Ancak bu tezdeki diger analizlerde titanyum dioksitin
apoptotik etkisi saptanmigtir. Kanser tedavisine yonelik gelecek galismalarda bu
genlerin etki mekanizmalar1 arastirilabilir. Titanyum dioksit ve sisplatin gen
ekspresyonlarin1 kiyasladigimizda titanyum dioksit, sisplatine gore 385 adet
probun ekspresyonunu arttirmis (Sekil 3.41) ve 263 probun ekspresyonunu
azaltmigtir (Sekil 3.42).

Metal nanopartikiiller, insan hastaliklarinin teshis ve tedavisinde 6nemli
bir aragtirma alanidir (Choi ve ark. ,2010). Magnetik nanopartikiiller, magnetik
stvilar, tip, manyetik rezonans, veri depolama gibi bir¢ok alanda arastirilmaktadir.
Magnetik nanopartikiiller insan viicuduna diisiik toksisite gosterdiginden dolayi
biyomedikal alanda ¢ok sik uygulanmaktadir (Chu ve ark., 2013; Islam ve ark.,
2011; Li ve ark., 2012). Magnetik demir nanopartikiilleri, Fe3C, FePt, FePd,
CoFe;04, MnFe,04, NiFe,-O4, c-Fe,03 ve Fe3O, gibi metaller kullanilarak
hazirlanmaktadir (Li ve ark., 2012). Fe3O, nanopartikiilleri kanser tedavi ve
teshisinde hedefe yonelik ila¢ dagitim gibi in vivo ve in vitro biyomedikal
aragtirmalarda degerlendirilmistir (Ankamwar ve ark., 2010). Fe3O, metal oksit

nanopartikiillerinin  biyomedikal uygulamalarda basarili olmast dagilim,
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internalizasyon yeterliligi ve diisiik toksisite 6zelliklerine baglidir (Choi ve ark.,
2010).

A549, MCF7 (gogiis kanseri) ve T98G (beyin glioma) insan kanser hiicre
hatlar1 tizerine Fe3O4 (12 nm) nanopartikiilleri 500 pg/ml konsantrasyon olarak
uygulanmistir. Demir oksit nanopartikiilleri 48 saat sonunda hiicre canliligin1 bu
hiicrelerde azaltmistir. A549 ve MCF7 hiicrelerinde Fe3Oy etkisi (5, 50, 500 ug/ml
dozlar uygulanarak) lazer tarayict konfokal mikroskobunda goriintiilenmisir.
MCF7 hiicrelerine kars1 daha etkili oldugu gozlenmistir (Choi ve ark., 2010).

Yapilan bir g¢alismada, Fe3O4 nanopartikiillerinin (0.1-1-10-100 uQ)
konsantrasyonlar1 normal (WI-38, SVGpl2, H184B5F5/M10), glia (D54MG,
GIT, SF126, U87, U251 ve U373) ve gogiis kanseri hiicreleri (MB157, SKBR3
ve T47D) kullanilarak in vitro sitotoksisite analizi ile degerlendirilmistir. Fe304
nanopartikiilleri, glia ve gogiis kanseri hiicre hatlarinda hiicre 6liimiine neden
olmustur. Fe3O4 nanopartikiillerinin 0.1-10 ug konsantrasyon araliginda normal
hiicrelere kars1 toksisitesi gozlenmemistir. Ancak 100 wg doz uygulanan
hiicrelerde toksisite gozlenebilecegi rapor edilmistir (Ankamwar ve ark., 2010).

Yazdi ve arkadaglart (2012) 4T1 gogls kanseri hiicrelerinde Fe3O4
nanopartikiillerinin sitotoksisitesini arastirmiglardir. Fe3O4 nanopartikiillerinin
antiproliferatif etkileri 20-40-60-80 mcg/ml doz araliginda uygulanmistir ve % 70
oraninda antiproliferatif potansiyel gostermistir.

Bu tezde demir (II, 1) oksit (FesO4) nanotozlarinin (50-100 nm) A549
adenokarsinoma insan alveolar bazal epitel hiicreleri {izerindeki sitotoksik,
antiproliferatif, apoptotik ve biyokimyasal etkileri belirlendi. Demir (1, 111) oksit
(Fes04) nanotozlar sitotoksik etki gosterdi. Ancak demir (II, IIT) oksit (Fe3Os)
nanotozlart uygulanan A549 hiicrelerinde, pozitif kontrol sisplatin ve giimiis
nitrata uygulanan hiicrelere kiyasla daha az sitotoksik etki gézlendi. Demir (11, I1I)
oksit (Fe3O4) nanotozlari 1-5-10-25-50-100-125-250-500-1000 uM konsantrasyon
araliginda denenerek ICsp degeri belirlendi (Cizelge 3.5) ve 72 saat sonundaki
IC30 degeri (5 M) diger analizlerde uygulandi.

Demir (I1, 111) oksit (Fe3O4) nanotozlarinin 1C3y doz degeri (5 pM) A549
hiicrelerine uygulandiginda Anneksin/PI boyamasi sonucu erken ve ge¢ apoptotik

etkiler saptandi. Erken ve ge¢ apoptotik (Q2+Q4) etkiler toplamda % 18.4 olarak
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belirlendi. Nekrotik etki (Q1) % 1.4 oraninda goriildii (Cizelge 3.6). Kontrole
kiyasla demir (II, III) oksit (Fe3O4) nanotozlari, % 13.4 apoptotik ve % 1.2
nekrotik etki gostermistir. Pozitif kontrol sisplatinin 1Csy (3 uM) dozu A549
hiicrelerine uygulandiginda erken ve gec apoptotik (Q2+Q4) etkiler toplamda %
36 olarak belirlendi. Anneksin/PI boyamasi sonuglarina gore pozitif kontrol
sisplatin daha fazla apoptotik etki gosterdi. Demir (Il, 1ll) oksit (Fe3Os)
nanotozlart IC3y doz degeri (5 uM) uygulanan hiicrelerde kaspaz-3 aktivitesi
gozlenmedi (Cizelge 3.7). Pozitif kontrol sisplatin uygulanan hiicrelerde % 40.7
kaspaz-3 aktivitesi belirlendi (Cizelge 3.7). Demir (Il, [l) oksit (FeszOg)
nanotozlari, mitokondri aktivitesini % 7.1 azaltmigtir. Ancak demir (I1, 111) oksit
(Fe304) nanotozlarmin IC3 doz degeri (5 uM) uygulanan hiicrelerde mitokondri
aktivitesi kontrole kiyasla % 3 azalmustir. Pozitif sisplatin uygulanan hiicrelerde
mitokondri aktivitesi % 22.3 azalmistir (Cizelge 3.8). Demir (11, 1) oksit (Fe3O4)
nanotozlarinin, kaspaz-3 aktivitesini arttirict etkisi yoktur (Sekil 3.18). Demir
oksit nanotozlarinin kaspaz-3 aktivitesini tetiklemedigi tiim genom ekspresyonu
analizi sonucunda da dogrulanmistir. Mitokondriyal aktivite azalmasina neden
oldugu soylenebilir (Sekil 3.19). Immiinositokimyasal boyamalar sonucu demir
(11, 1) oksit (Fes04) nanotozlari, 1C3p doz degeri (5 uM) uygulanan hiicrelerde
apoptotik etki gosterdi. Konfokal (Sekil 3.25) ve TEM mikroskobi (Sekil 3.26)
analizleri sonucunda, demir (Il, 1ll) oksit (Fe3O4) nanotozlari uygulanmis
hiicrelerde cesitli apoptotik morfoloji goriildii.

Tiim genom ekspresyonu analizi sonucunda demir (I, 111) oksit (Fe3Oy)
nanotozlarinin CYFIP1, TFPI2, ABCAl ve CLDN1 genlerinin ekspresyonunu
arttirarak apoptoza neden oldugu sdylenebilir. ABCA1 ve CLDN1 genlerinin
pozitif kontrol sisplatin etkisiyle de ekspresyonlar artti.

CYFIP1 geni, potansiyel bir tiimor baskilayicisi olarak belirlenmistir.
CYFIP1 geninin azalan ekspresyonu epitelyal tiimdorlerin artmasi sirasinda
gozlenmistir (Silva ve ark., 2009). Bu nedenle CYFIP1 geni kanser tedavisinde
hedef bir gen olarak goriilebilir.  Bu tezde, demir (I, 111) oksit (Fe3Os)
nanotozlarl, CYFIP1 gen ekspresyonunu arttirarak timor baskilayici bir etki
gosterdi denilebilir. CALU-6 ve H460 akciger kanseri hiicrelerinde TFPI-2 geni

tetiklenmistir ve tedaviye yanit veren bir hedef olabilecegi diisiiniilmiistiir (Steiner
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ve ark., 2005). TFPI-2, serin proteinaz inhibitdr ailesinin bir iyesidir. Bir
caligmaya gore TFPI-2 gen ekspresyonu arttirilarak bobrek kanserli hiicrelerinde
apoptoz tetiklenmistir ve hiicre ¢ogalmasi inhibe edilmistir (Gu ve ark., 2009).

ABCAl, ATP baglanma transporter ailesinin bir Tlyesidir. PPARYy
aktivatorleri, LXRo ekspresyonunu tetikleyerek ABCA1 ekspresyonuna aracilik
etmektedir. ABCAL ekspresyon artisinin  LNCaP (Insan prostat adenokarsinoma)
hiicrelerinde hiicre i¢i kolestrol seviyelerini azaltarak hiicre ¢ogalmasini inhibe
ettigi gosterilmistir (Yang ve ark., 2012). CLDN-1 geninin, in vivo insan akciger
adenokarsinoma hiicrelerinde ekspresyonu arttiginda kanser hiicrelerinin
migrasyonunu ve metastazint baskiladigi belirlenmigtir. CLDN1 geni, akciger
adenokarsinomal1 hastalar i¢in potansiyel ila¢ tedavi hedefi olarak gosterilmistir
(Chao ve ark., 2009).

Tim genom ekspresyonu analizi sonucunda demir (I, 111) oksit (Fe3Oy)
nanotozlarinin STAT3, FGFRL1, HNRNPL, BCL2L1, ATF3, RAB5C, ANG, EIF3lI,
NKIRAS2, PIAS4, RRAS, NUCKS1, AKT1, SRC, PCBP2, EIF2C2, HRAS,
CDC34, NFKB2, EIF4G1, ve EIF5A genlerinin ekspresyonunu azaltarak apoptoza
neden oldugu sdylenebilir.

HNRNPL, PIAS4, EIF2C2 ve PCBP2 genlerinin ekspresyonlari giimiis
nitrat etkisi ile de azaldi. EIF2C2, ANG ve NUCKS1 genlerinin sisplatin etkisiyle
de ekspresyonu azalmistir.

STAT3 inhibitorlerinin  gelistirilmesi ile insan ve hayvan kanser
hiicrelerinde antitiimor etkinin gosterilecegi ve potansiyel terapotik gelisiminde
etkili olacagi rapor edilmistir (Siveen ve ark., 2014). Mikro RNA-210 etkisiyle
FGFRL1 geninin azalan ekspresyonu, 6zofagus skuamoz hiicreli karsinomlarda
hiicre siklus tutuklanmasini sagladigi gosterilmistir. Bu nedenle FGFRL1 geni
terapotik hedef olarak gosterilmistir (Tsuchiya ve ark., 2011). BCL2L1 (Bcl-xL),
antiapoptotik bir proteindir. BCL2L1 geninin baskilanmasi apoptoza neden olarak
kanser hiicrelerinin 6limiinii tetikledigi belirlenmistir (Hagenbuchner ve ark.,
2010). ATF3, insan kolorektal kanser hiicrelerinde sessizlestirilerek apoptozu
tetikledigi gosterilmistir. ATF3, GSK3b ve C/EBPb molekiiler mekanizmasina
bagli olarak sessizlestirilmistir ve bu etki NAG-1 geninin artan ekspresyonuna

bagl olarak saptanmistir (Lee ve ark., 2010). RAB5C ekspresyonun azaltilmasi
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sisplatin direncli ovaryum kanser hiicre hatlarinda ve insan kanser hiicrelerinde
potansiyel bir hedef olarak gorilmistir (Jin ve ark., 2014). ANG
(anjiyopoietinler) endotelyal ¢ogalma faktorleridir. ANG-2 geninin insan gogiis
kanserlerinde bloke edilmesi yani sessizlestirilmesi terapotik bir hedef olarak
belirlenmistir (Niu ve Carter, 2007). EIF3I, tiimoérigenezis de onemli bir rol
oynadig1 rapor edilmistir. EIF3l ekspresyonunun artmasi insan hepatosellular
karsinomasinda onkogenik bir etkiye sahiptir. EIF3l ekspresyonun azaltilmasi
PC-3 (prostat kanseri) hiicrelerinin yayilma yetenegini 6nemli miktarda
azaltmistir (Lin ve ark., 2014). NKIRAS2, NF-¢B iizerinde inhibisyon etkisine
sahiptir. NKIRAS2, apoptozdan direkt sorumlu gosterilmistir. Glioblastoma kanser
hiicrelerinde (U87 MG, LN-18, U251, HS683 ve T98G) NKIRAS2 geninin
ekspresyonunun azaltilmasi terapdtik bir hedef olarak belirlenmistir (Haemmig ve
ark., 2014). RRAS bir onkogendir ve mide kanserlerinin yarisindan fazlasina
neden olmaktadir. Mide kanserinde RRAS sinyal yolunun bloke edilerek kanser
tedavisi i¢in 6nemli bir potansiyel hedef olabilecegi gosterilmistir (Nishigaki ve
ark., 2005). Bu tezde demir oksit nanotozlarinin etkisiyle RRAS bloke edildi.
RRAS, A549 hiicreleri icinde 6nemli bir terapdtik hedef olabilir. NUCKSL,
niiklear kazein kinaz ve siklin bagimli kinaz substratidir ve cesitli kanser
dokularinda ekspresyonu fazladir. NUCKS1 ekspresyon durumu servikal pullu
hiicre karsinomlarinda bilinmemektedir ve ¢alismalar sonucunda bu kanser
hiicrelerinin niiksetme etkisine neden olmustur. Bu nedenle NUCKSL1 yeni bir
molekiiler marker olarak gosterilmistir (Gu ve ark., 2014). PI3K/AKT yolag
hiicre siklus siirecinde ve apoptozda 6nemli bir sinyal yolagidir (Chang ve ark.,
2003). AKT1, insan prostat kanser hiicrelerinde bloke edilerek apoptoz
tetiklenmistir (Hsu ve ark., 2000). Tirozin kinazlardan SRC kanser ile en ¢ok
baglantili onkogendir. SRC sinyali ¢ogalma, invazyon ve metastaz gibi birgok
onkogenik aktiviteye neden olmaktadir. SRC inhibisyonu solid tiimérlerin
tedavisinde yeni bir strateji olarak gosterilmistir (Araujo ve Logothetis, 2010).
HRAS , insan ras kanser genlerinden biridir ve bir¢ok kanser tiiriinde ekspresyonu
artmistir (Adjei ve ark., 2003; Weiwer ve ark.,, 2012). Bu nedenle HRAS
inhibisyonu kanser kemoterapisinde dnemli bir hedef olarak gosterilmektedir.

CDC34, hiicre siklusunda gorevlidir. CDC34 MM (multiple myeloma)
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hiicrelerinde ekspresyonunun arttigi gosterilmistir ve bloke edilmesi MM
hiicrelerine uygulanan maddenin aktivitesini arttirmistir (Chauhan ve ark., 2004).
Bu nedenle CDC34 yeni bir tedavi stratejisi olarak goriilebilir. NFKB,
karsinogenezisde onemli bir rolii olan transkripsiyon faktoriidiir. Cogu kanser
tirlinde NFKB aktivasyonu etki gdstermektedir. Bu nedenle onun sinyal yolu
potansiyel bir kanser terapi stratejisi saglamaktadir. NFKB son yapilan ¢alismalara
gore timor baskilayici gorevine sahiptir (Lee ve ark., 2007). EIF4G1,
nazofarenks karsinom hiicrelerinde artan ekspresyonunun timor siireci ile
baglantili oldugu rapor edilmistir (Tu ve ark., 2010). Bu nedenle EIF4G1 kanser
terapotik hedefi olabilir. EIF5A, translasyon baslatict bir faktordiir. EIF5A, kanser
gelisiminde onkogenik bir role sahiptir. EIF5A, HCC (hepatosellular karsinoma),
ovaryum kanseri ve akciger kanseri dahil pek cok kanser tiiriinde anormal
eksprese edildigi belirlenmistir. EIFS5A, potansiyel bir kemoterapotik hedef
goriilmektedir (Shek ve ark., 2012). Demir oksit nanotozu ve sisplatin gen
ekspresyonlarini kiyasladigimizda demir oksit nanotozu sisplatine gére 708 prob
ekspresyonunu arttirmigtir (Sekil 3.43) ve 817 prob ekspresyonunu azaltmistir
(Sekil 3.44).

Titanyum dioksit ve glimiis nitrat gen ekspresyonlarini kiyasladigimizda
titanyum dioksit, giimiis nitrata goére 12 prob ekspresyonunu arttirmistir (Sekil
3.45) ve 29 prob ekspresyonunu azaltmistir (Sekil 3.46). Demir oksit nanotozu ve
giimiis nitrat gen ekspresyonlarini kiyasladigimizda demir oksit nanotozu, glimiis
nitrata gore 316 prob ekspresyonunu arttirmistir (Sekil 3.47) ve 612 prob
ekspresyonunu azaltmistir (Sekil 3.48). Demir oksit nanotozu ve titanyum dioksit
gen ekspresyonlarini kiyasladigimizda demir oksit nanotozu, titanyum dioksite
gore 169 prob ekspresyonunu arttirmistir (Sekil 3.49) ve 316 prob ekspresyonunu
azaltmistir (Sekil 3.50).

Sonug olarak bu tezdeki calismalar ve ongdriiler dogrultusunda, giimiis
nitrat, titanyum dioksit ve demir oksit nanotozlarmin sitotoksik, antiproliferatif
etkileri ve bunlardan sorumlu genlerle hiicre 6liimii mekanizmalarinin (apoptoz,
nekroz, otofaji  gibi) aydinlatilmasi  kanser tedavisinde  kullanilan

kemoterapoétiklere alternatif ajanlar saglayabilir.
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