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BENZERLIiK RAPORU



ONAY SAYFASI



ETiK BEYAN

“Farkli Partikiil Biiyiikliigiine Sahip Seryum Oksit Partikiillerin Insan Aort Damar
Diiz Kas1 Uzerine Olan Sitotoksik Etkisinin in-Vitro Degerlendirilmesi” adl1 bana ait olan tez
calismamin biitiin asamalarinda etik dis1 davranisimin olmadigini, biitiin verileri ve bilgileri
akademik ve etik kurallar igerisinde elde ettigimi, verilerde ve sonuglarda herhangi bir tahrifat
yapmadigimi, tezimin yaziminda yapay zeka yazilimlar1 kullanmadigimi, diger kaynaklardan
elde ettigim bilgi ve yorumlara tezimde uygun sekilde kaynak gosterdigimi ve kaynaklar
boliimiinde yer verdigimi, patent ve telif haklarini1 ihlal edici herhangi bir davranigimin

olmadig1 beyan ederim.
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Yiiksek lisans egitimim boyunca beni yoOnlendiren ders donemim ve tez donemimde cok
degerli katkilar1 olan yiiksek lisans danismanim Saym Dr. Ogr. Uyesi Cagatay OLTULU
basta olmak iizere, ikinci tez damigmamim Sayin Dr. Ogr. Ahmet Dogan Ergin’e, tez
calismamin yapilmasmnda desteklerinden dolayr Ogr. Gor. Dr. Nebiye Pelin TURKER’e
tesekkiir ederim. Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (TUBAP-2022/220)
birimine ¢aligmalarimizin yiiriitiilmesinde sagladiklar1 maddi destekten dolay1 ayrica tesekkiir

ederim.

v



SIMGE VE KISALTMALAR

CAT: “Catalase” (Katalaz)
GSH: Glutatyon

ICP-MS: “Inductively coupled plasma mass spectrometry” (Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle
Spektrometresi)

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir

gRT-PCR: Kuantatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
SOD: Siiperoksit dismutaz

TNFa: Timor nekroz faktori alfa



OZET

“Farkli Partikiil Biiyiikliigiine Sahip Seryum Oksit Partikiillerin insan Aort Damar Diiz Kas1
Uzerine Olan Sitotoksik Etkisinin In-Vitro Degerlendirilmesi”, Trakya Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Farmasoétik Nanoteknoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Edirne,
2023.

Giris ve Amac: Saglk alaninda kullanilmak amaciyla erken teshis ve tedavi yararli olan
birgok yeni nanomalzeme gelistirilmistir. Seryum oksit duruma gore oksidan ve antioksidan
olarak etki etme yetenegi ile arastirmacilarin dikkatini gekmektedir. Seryum iyonu, hem Ce®*
hem de Ce** olmak iizere iki farkli degerlik durumu alabilir. Bu kararsizlik, seryum oksitlerin
cesitli endiistriyel ve tibbi uygulamalar i¢in 6nemli hale gelmesini saglar. Seryum, icerdigi
oksijen bosluklar1 veya eksiklikler sayesinde oksijen depolayabilen bir yapiya sahiptir. Bu
oksijen depolama ve serbest birakma siireci, seryum nanopartikiillerin ¢evresine bagli olarak
antioksidan olarak hareket etme yetenegini saglar ve kendini yenileme ozelligine sahiptir.
Nanoteknoloji, tip alaninda birgok yenilik¢i uygulama potansiyeli sunsa da nanomalzemelerin
biyolojik sistemlere olan etkilerini anlamak, giivenliklerini ve etkinliklerini degerlendirmek
onemlidir. Bu nedenle, seryum oksit nanomalzemelerin aort damar diiz kasi {izerindeki
etkisinin incelenmesi, potansiyel toksisitesini degerlendirmek ve potansiyel tibbi
uygulamalarda giivenli ve etkili bir sekilde kullanilmalarini saglamak agisindan 6nemlidir.

Gere¢ ve Yontemler: Calismamizda insan aort damar diiz hasi hiicre hattinda (T/G HA
VSMC) mikro ve nano seryum oksit partikiillerinin 24 ve 48 saat maruz kalmaya bagh
sitotoksisitesi MTT testi ile degerlendirilmistir. Hiicrelere alinan seryum miktart ICP-MS ile
belirlenmistir. gRT-PCR ile antioksidan sistem iligkili siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), Glutatyon (GSH) mRNA ifade diizeyleri ve apoptoz iliskili TNFa, Kaspaz 9, Kaspaz
3 mRNA ifade diizeyleri degerlendirilmistir.

Bulgular: MTT testi sonuglari seryum oksit mikro ve nano partikiillerinin insan aort damari
diiz kaslar lizerindeki sitotoksik etkisi, partikiil biiyiikliiklerine ve uygulanma siiresine bagl
olarak farklilik gosterir hipotezimizin dogrulugunu seryum oksit mikropartikiil grubunda
canlilik ile doz arasinda negatif korelasyon ve canlilik ile zaman arasinda pozitif korelasyon
olmasina ek olarak seryum oksit nanopartikiil grubunda canlilik ile doz arasinda negatif
korelasyon olmasi ile desteklemektedir. ICP-MS analiz sonuglari seryum oksit nanopartikiilii
uygulamasinin hiicrelere daha fazla seryum alinmasina neden oldugunu ve 24 saatteki insan
aort damar diiz kas1 hiicrelerine alinimin daha fazla oldugunu gostermektedir. Seryum oksit
mikro partikiilleri 24 ve 48 saatte antioksidan sistem iligskili mRNA ifadelerini artirirken,
seryum oksit nanopartikiilleri ise 24 saatte sadece SOD ifadesinde sinirli artis yaparken 48
saatte degerlendirdigimiz antioksidan sistem iligkili mRNA ifadelerini artirmamustir.

Vi



Calismamizda apoptoz iligkili mRNA ifadeleri ise seryum oksit nanopartikiil 48 saat grubu
haricindeki gruplarda apoptozun tetiklendigi seklinde yorumlanabilir.

Sonu¢: Bu sonuglar, seryum oksittin hiicre diizeyindeki etkilerinin hem boyut hem de
maruziyet siiresine bagli olarak degisebilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, seryum oksit mikropartikiil, seryum oksit nanopartikiil,
Seryum oksit, sitotoksisite

Destekleyen Kurum: Bu calisma, Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: TUBAP-2022/220
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ABSTRACT

“In-vitro evaluation of the cytotoxic effect of cerium oxide particles with different particle
sizes on human aortic vascular smooth muscle”, Trakya University, Institute of Health
Science, Pharmaceutical Nanotechnology Department, Master Thesis, Edirne, 2023.

Background and Aim: Many new nanomaterials have been developed for use in healthcare,
useful for early diagnosis and treatment. Cerium oxide has attracted the attention of
researchers with its ability to act as an oxidant and antioxidant depending on the situation.
The cerium ion can take two different valence states, both Ce®* and Ce**. This instability
makes cerium oxides important for various industrial and medical applications. Cerium is
capable of storing oxygen thanks to its oxygen vacancies or deficiencies. This process of
oxygen storage and release provides the ability of cerium nanoparticles to act as antioxidants
depending on their environment and has the ability to self-renew. Although nanotechnology
offers the potential for many innovative applications in the medical field, it is important to
understand the effects of nanomaterials on biological systems and to evaluate their safety and
efficacy. Therefore, studying the effect of cerium oxide nanomaterials on aortic vascular
smooth muscle is important to evaluate their potential toxicity and to ensure their safe and
effective use in potential medical applications.

Material and Methods: In our study, the cytotoxicity of micro and nano cerium oxide
particles in human aortic vascular smooth muscle cell line (T/G HA VSMC) exposed for 24
and 48 hours was evaluated by MTT assay. The amount of cerium uptake into the cells was
determined by ICP-MS. Antioxidant system related SOD, CAT, GSH mRNA expression
levels and apoptosis related TNFa, Caspase 9, Caspase 3 mRNA expression levels were
evaluated by gRT-PCR.

Results: MTT assay results support our hypothesis that the cytotoxic effect of cerium oxide
microparticles and nanoparticles on human aortic vascular smooth muscle cells differs
depending on particle size and time of administration, with a negative correlation between
viability and dose in the cerium oxide microparticle group and a positive correlation between
viability and time, as well as a negative correlation between viability and dose in the cerium
oxide nanoparticle group. The results of ICP-MS analysis show that cerium oxide
nanoparticle treatment caused more cerium uptake into the cells and the uptake into human
aortic vascular smooth muscle cells at 24 hours was higher. Cerium oxide microparticles
increased the expression of antioxidant system-associated mMRNAs at 24 and 48 hours,
whereas cerium oxide nanoparticles increased only SOD expression at 24 hours, but not the
antioxidant system-associated mMRNAs we evaluated at 48 hours. In our study, apoptosis-
related mMRNA expressions can be interpreted as apoptosis was triggered in the groups except
for the cerium oxide nanoparticle 48 hours group.

viil



Conclusion: These results suggest that the effects of cerium oxide at the cellular level may
vary depending on both size and duration of exposure.

Keywords: Apoptosis, cerium oxide nanoparticles, cerium oxide microparticles, Cerium
oxide, cytotoxicity

Financial Support: The present study was supported by the Research Fund of Trakya
University. Project No: TUBAP-2022/220
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1. GIRIS VE AMAC

Nanoteknoloji, son yillarda hayatimiza hizla giren ve biiylik potansiyele sahip
olan bir alandir. Nanopartikiillerin boyutlarinin nanometre 6l¢eginde olmasina bagl
olarak benzersiz 6zelliklere sahiptirler ve tip, elektronik, enerji, gida ve gevre gibi ¢gesitli
sektorlerde onemli yenilikler saglayabilirler (1). Ornegin, nanoteknoloji sayesinde
ilaglarin daha etkili hedefe ulagsmasi, su ve hava kalitesinin iyilestirilmesi gibi faydalar

elde edilebilir.

Ancak, nanoteknolojinin hizla gelisimiyle birlikte bunlara maruz kalmanin
kacinilmaz olma olasiligi nedeniyle nanopartikiillerin toksisite potansiyeli dikkate
almmasi1 gereken bir konu haline gelmistir. Nanopartikiillerin boyut ve yiizey
ozellikleri, baz1 durumlarda istenmeyen etkiler yaratabilir ve ¢evre ve insan sagligi
lizerinde potansiyel riskler tasiyabilir. Bu nedenle, nanoteknolojik iirlinlerin ve

uygulamalarin toksisitesi dikkatle degerlendirilmelidir.

Saglik alaninda kullanilmak amaciyla hastaliklarin erken teshis ve tedavisi igin
yararli olan nanopartikiiller gibi bir¢ok yeni nanomalzeme gelistirilmistir (1).
Nanopartikiiller, kiiciik boyutlar1 sayesinde hiicreler, dokular ve biyolojik sistemlerle
daha iyi etkilesime girebilme, ilaglar1 daha etkili bir sekilde hedefleyebilme, hedeflenen
bolgede ilact serbest birakabilme ve yan etkileri azaltabilme gibi 6zellikleri ile faydal

olabilir.

Seryum oksit gibi inorganik nanopartikiillerin rejeneratif ozelliklere, yiiksek
redoks aktivite ve yiizey bilesimine sahip oldugu bilinmektedir (2). Seryum oksit
nanopartikiillerinin hemostatik sistem bilesenlerini etkileyebildigi, kanin pihtilasmasini,
kan hiicrelerinin degisimini ve endotel hiicre fonksiyonlarini indiikleyebildigi

gosterilmistir (3).

Nanoteknoloji, tip alaninda birgok yenilik¢i uygulama potansiyeli sunsa da
nanomalzemelerin biyolojik sistemlere olan etkilerini anlamak, giivenliklerini ve
etkinliklerini degerlendirmek onemlidir. Bu nedenle, seryum oksit nanomalzemelerin
aort damar diiz kas1 flzerindeki etkisinin incelenmesi, potansiyel toksisitesini

degerlendirmek ve potansiyel tibbi uygulamalarda giivenli ve etkili bir sekilde



kullanilmalarin1 saglamak icin lazimdir. Ayrica, olasi yan etkilerin dnlenmesi icin de

gereklidir.
Calisamizin hipotezleri:

Hi: Seryum oksit mikro ve nano partikiillerinin insan aort damar1 diiz kaslar1
tizerindeki sitotoksik etkisi, partikiil biiyiikliklerine ve uygulama siiresine bagli olarak
farklilik gosterir.

H2: Seryum oksit mikro ve nano partikiillerinin insan aort damar diiz kaslar1
tizerindeki sitotoksik etkisi, intrinsik veya ekstrinsik yolak araciligi apoptozun

tetikleyerek gergeklesir.

Hz: Mikro ve nano partikiillerin insan aort damari diiz kaslarina alim miktarinin

partikiil biiyiikligii ve uygulanma siiresine gore degisir.

Calismamizda mikro ve nano seryum oksit partikiillerinin parcacik biiyiikligi
ile iligkili, insan aort damari diiz kasi Tlzerine olan etkisi degerlendirilmistir.
Sitotoksisite degerlendirmesi mitokondriyal aktivite 6l¢lim testiyle yapilmistir. Aort diiz
damar kasina 24 ve 48 saat siire ile ICso degerinde seryum mikro ve nano partikiillerinin
uygulanmasi1 sonunda kuantatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)
yontemi ile hiicrelerin kaspaz 3, TNF-a, kaspaz 9, SOD, GSH, katalaz mRNA ifadeleri
belirlenmistir. ICP-MS ile hiicreler alinan serum miktarlari tespit edilmistir. Seryum
oksit mikro ve nano partikiillerinin toksik etki mekanizmasi hakkinda elde edilen bu

bilgiler, daha giivenli nanopartikiillerin tasarlanmasina katkida bulunacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Nanoteknoloji, son yillarda iiretimi hizla biiyiimekte olan bir endiistridir. Nano
ciice anlamina gelen eski yunanca bir kelimedir ve 10° metre ifade etmektedir. Nano
kelimelerin basina gelerek onun nano boyutta oldugunu gosterir. Ornegin nano-gomak,
nano-tel, nanopartikiil. Nanoteknoloji, 1 ila 100 nanometre boyutunda par¢aciklarla
ilgilenen bir bilim dalidir. Bu nanometre boyut araligi, biyolojik sistemler i¢in idealdir
clinkii kan akisinda dolasabilir, dokular1 gecebilir, spesifik doku ve hiicreleri
hedefleyerek etkilesimde bulunabilir. Dogada bol miktarda nanomalzemelere ornek
bulunmaktadir. Bunlardan birisi Manyetotaktik bakterilerin manyetik alanlar1 algilamak
icin demir oksit nanopargaciklarini kullanmasidir (4). Dogadaki nanoyapilara baska bir
ornekte morpheus kelebeginin kanatlarinin benzersiz renklerinin boyalardan veya
pigmentlerden degil, kompleks nano yapilarla 1s1k etkilesiminden kaynaklanmasidir (5).
Nanomalzemeler gegmiste de insanlar tarafindan kullanilmigtir. Ornegin, Lycurgus
Kupast’nin iletilen veya yansitilan 1sikta sirastyla kirmizi veya yesil goriinmesi metalik
nano pargaciklardan kaynaklanmaktadir. Bu metalik nanopargaciklarin benzersiz
ozellikleri vardir. 1857'de Michael Faraday altinin kiiciik boyutlarda olagandis1 renkler
iiretecegini bildirmistir. 1908'de yapilan baska bir c¢alismada ise altinin kiiclik
boyutlardaki optik 6zelliklerinin kitle 6zelliklerinden farkli olacagini gdstermistir (4).
Bununla birlikte, nanometre 6l¢eginde bilingli olarak maddeyi manipiile etme kavrama,
1959'da Amerikan Fizik Dernegi'nde Richard Feynman tarafindan "There is Plenty of
Room at the Bottom: An Invitation to Enter a New Field of Physics" adli konferansta
bildirilmistir (4). Giiniimiizde nanoteknoloji alani hizla gelismektedir ve hayatimizda
daha fazla yer almaktadir.

Nanoteknoloji igerikli ilk rapor (nanoteknoloji terimi kullanilmadan) 1959
yilinda Richard Feynman’in Amerikan Fizik Toplulugu'nun bir toplantisinda yaptig
konusma sirasinda kullanilmistir (6). Feynman bu konusmasinda, daha gelismis
materyaller ve araglar {iretmek i¢in atomlar ve molekiiller tek tek diizenlenirse yeni
ozellikler kazandirilabileceginden bahsetmistir.

Yirmi yildan uzun bir siire sonra, Profesor Norio Taniguchi’nin, ultra hassas

islemeyi kesfetmesiyle “nanoteknoloji” terimini ortaya atilmistir. 1981 yilinda, tek tek



atomlar1 “gorebilen” taramali tiinelleme mikroskobunun gelistirilmesiyle, modern
nanoteknolojinin temel taslar1 kuruldu (7).

Nanoteknolojinin uygulama alanlar1 giines koruyucular, kozmetikte {iriinler,
biyogoriintiileme problari, elektronik, kataliz, ilag hedefleme, doku miihendisligi ve
tibbi yer almaktadir. Tibbi alaninda uygulanan nanopartikiiller, 500 nm'den biiyiik
partikiilerle kiyaslandiginda ayn1 kimyasal bilesime sahip olsalar bile, farkli terapotik
etkiler ve toksik etki gOstermektedir ve bu benzersiz Ozellikleri, ¢evresel ve insan
giivenligi degerlendirmesinde karmasiklik yaratmaktadir (8). Nanomalzemelerin toksik
etkileri, parcacik boyutu, ylizey ozellikleri, kimyasal bilesimi, dagilimi, doku ve hiicre
etkilesimleri gibi faktorlere bagli olarak degisebilir. Nanotoksikoloji ¢aligsmalari,
nanomalzemelerin giivenli kullanimin1 degerlendirmek ve insan sagligi ile ¢evresel

etkilerini anlamak i¢in 6nemlidir (8).

2.1. Nanopartikiil Tiirleri

Nanopartikiilleri farkli tiirleri olsa da 0 ila 100 nm arasinda olmalari, boyutlarina yiizey
alanlarmin genis olmasi ve buna bagli olarak daha reaktif olmalar1 ortak 6zellikleridir
(9). Farkli Nanopartikiiller kaynaklari, bilesimi, morfolojine gore siiflandirilabilirler.
Kaynaklarina gore dogal kaynakli ve insan kaynakli olarak ayrilirlar. insan kaynakl
olanlarda kasith olarak insanlar tarafindan iretilenler ve tasarlanmis nanopartikiiller
olarak ayrilir. Bilesimlerine gore organik, inorganik, karbon tabanlilar olarak ayrilirlar.
Karbon tabanlilar karbon nanotiip, fulleren, grafen gibi nanopartikiillerdir. Organik
nanopartikiiller polimerik ve lipid tabanli olarak ayrilirlar. Polimerik nanopartikiillerden
en bilinenleri polietilen glikol (PEG), polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) ve polilaktik
asittir (PLA) (9). Lipid tabanli nanopartikiillere kati lipid nanopartikiilleri niozomlar,
lipozomlar 6rnek verilebilir. Inorganik nanopartikiillere drnek olarak metaller ve metal
oksitlerdir (9). Calismamizda metal oksit nanopartikiillerden seryum oksit
nanopartikiillerinin  mikro partikiil ve nanopartikiillerinin  sitotoksik  etkisi

karsilastirilacaktir.



2.2. Nanotoksikoloji

Nanoteknoloji, farkli nanopargacik tiirlerinin gelistirilmesiyle beraber paralel olarak
nanotoksikoloji alani da biliylimiistiir. Nanotoksikoloji, nano 6lgekli yapilarin toksik
etkileriyle ilgilenen ve toksik etkilere yol agan kosullart simiflandirmak ve bunlari
Oonlemenin ve tedavi etmenin yollarin1 bulmayr amaclar. Daha biiyiik boyutlu
malzemelere gore nanopargaciklarin, hiicresel zarlara, biyolojik bariyerlere ve dokulara
daha verimli bir sekilde niifuz ettigi varsayilmaktadir. Toksisitenin indiiklenme
derecesi, nanopartikiiliin dogasi ve boyutu, yiizey alani, sekli, en-boy orani, ylizey
kaplamasi, kristallik, ¢oziinme ve topaklanma gibi bazi ozelliklere baghidir (10).
Nanoparcacik boyutu kiigiildiik¢e, yilizey alaninin hacme orani katlanarak artar ve bu da
biyolojik ve kimyasal reaktiviteleri artirir.

Nanopartikiillerin ylizeyi ile hiicre yapilarinin etkilesimi sonucu sitotoksisite
meydana gelir. Nanopartikiillere dogrudan iriinlerle maruz kalma yani sira g¢evresel
maruziyet meydana gelebilir (11). Nanopartikiillere maruz kalma nanoteknoloji tiriinii
implant biyosensor, ilag, kozmetik, gida katkisi, gida ambalaji ve her gegen giin artan
miktarda hayatimiza giren yeni bir nanoteknoloji iiriinii ile meydana gelebilir. Maruz
kalma yollar1 dermal, inhalasyon, yutulma ve tibbi amaglh oldugu zaman dogrudan kan

yolundan uygulama seklinde olabilir.

2.3. Sitotoksisite Testleri ve Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerin ~ degerlendirmesinde in-vivo hayvan c¢alismalart ve in-vitro
caligmalarin tercih edilmesinde avantajlar ve dezavantajlar bulunmaktadir. in-vivo
calismalar daha gergekci ve sistemler arasi etkilesimi de yansitmasi avantajlaridir. In-
vitro testlerde hayvan Gliimiiniin 6nlenmesi, kontroliiniin ve iiretiminin kolay olmasi
avantajlaridir. Sitotoksisite ¢alismalar1 ¢evresel kosullardan etkilenir. Sitotoksisite
caligmasi stabil ani 1s1 degisimleri, ortam pH’1, besin ve atik konsantrasyonu olmayan
hiicre kosullarindan etkilenebilir. Test edilen nanopartikiillerin sitotoksisite analizinde
kullanilan boya gibi test bilesenleri ile etkilesime girmesi sonuglarin hatali ¢ikmasina
neden olabilir. Bu nedenle birden fazla sitotoksisite yonteminin ¢alismada kullanilmasi

sonuglarin giivenilirligini artiracaktir.



Nanopartikiiliin toksisite degerlendirilmesinde secgilecek hiicre tipi cesitli
faktorlere gore secilmektedir. Nanopartikiillerin kullanilacagi uygulama alani, hedef
organ veya dokular1 belirlemekte énemli bir faktordiir. Ornegin, akcigerlerle ilgili bir
calismada, akciger hiicre hatlar tercih edilebilir. Nanopartikiillerin hedeflenen etkisine
bagh olarak, uygun hiicre tipi segilmektedir. Ornegin, bir kanser tedavisi ¢alismasinda
kanser hiicre hatlar1 kullanilabilir. Insanlarda veya hayvanlarda ortaya gikabilecek
etkileri anlamak icin, caligmada kullanilan hiicrelerin, hedef organizma ile miimkiin
oldugunca uyumlu olmasi tercih edilir. insan kaynakli hiicre hatlar1 veya primat
hiicreleri bu agidan kullanisli olabilir. Bazi hiicre tipleri, 6zellikle belirli organlarda,
nanopartikiillere daha duyarli olabilir. Bu nedenle, ¢alismada nanopartikiil toksisitesini
daha iyi yansitabilmek i¢in, duyarli hiicre hatlar tercih edilebilir. Belirli hiicre hatlari,
literatiirde yaygin olarak kullanilan ve nanopartikiil toksisitesini degerlendirmede
standartlar saglayan hatlar olabilir. Bu hatlar, sonuglarin karsilastirilabilirligini artirmak
icin tercih edilebilir.

Nanopartikiil toksisite degerlendirilmesinde kullanilacak dozun sec¢imi
onemlidir. Incelenen nanopartikiillerin belirli bir toksisite hedefi varsa, bu hedefe
ulasmak igin uygun bir doz segilebilir. Ornegin, hiicre liimii veya hiicre hasar1 gibi
belirli bir etkiyi incelemek isteniyorsa, doz se¢imi bu etkiyi elde etmek i¢in yeterli
olacak sekilde yapilabilir. Bazi durumlarda, nanopartikiiliin toksisite etkisini
degerlendirmek i¢in tolere edilebilen en yliksek doz secilebilir. Bu doz, hiicrelerin veya
dokunun maruz kalabilecegi en yiiksek doz olabilir ve toksisite iizerinde belirgin bir etki
gozlenebilir. Nanopartikiillerin gercek hayatta maruz kalinan diizeylere benzer bir doz
secmek gercekei sonugclar elde etmek i¢in dnemlidir. Onceki ¢alismalarda kullanilan doz
seviyeleri literatlirde mevcutsa, bu verilere dayanarak benzer dozlar segilebilir. Bu,
sonuclarin karsilastirilabilirligini ve verilerin daha genis bir baglama yerlestirilmesini
saglar.

Sitotoksisite degerlendirilmesinde kullanilacak yontem se¢iminde dikkate
alinmasi1 gereken bazi faktdrler vardir. Incelenen nanopartikiillerin etkilerini
degerlendirmek icin hangi parametrelerin Slgiilecegi belirlenmelidir. Ornegin, hiicre
canliligl, hiicre Oliimii, hiicre hasari, oksidatif stres gibi parametreler incelenebilir.
Yontem secimi, belirlenen parametrelere uygun 6l¢iim ve analiz tekniklerini igermelidir.

Literatiirde yaygin olarak kullanilan ve kabul gérmiis standart yontemler mevcutsa, bu



yontemler tercih edilebilir. Standart yontemler, sonuglarin karsilastirilabilirligini saglar
ve verilerin daha genis bir baglama yerlestirilmesini kolaylastirir.

Yontem se¢imi, nanopartikiilin beklenen etkilerini duyarli bir sekilde
Olcebilecek ve incelenecek oOlgekle uyumlu olmalidir. Bazi yontemler daha duyarh
olabilirken, digerleri daha genis bir etki spektrumunu kapsayabilir. Incelenen
nanopartikiiliin 6zellikleri ve hedeflenen etkiler, yontem se¢imini etkileyen faktorlerdir.
Yontemin maliyeti ve uygulanabilirligi, arastirma kaynaklar1 ve laboratuvar kosullar
g0z Oniline alinarak degerlendirilmelidir. Baz1 yontemler daha pahali veya teknik olarak
zorlayict olabilirken, digerleri daha erisilebilir ve kullanim1 kolay olabilir.

Sitotoksisitenin yani test edilen maddenin hiicreye zarar verme yeteneginin
belirlenmesinde kullanilan birgok yontem vardir (12). Hiicresel morfolojinin mikroskop
ile belirlenmesi ile sitotoksik degisimlerin degerlendirilmesi yontemlerden birisidir.
Notral kirmizi hiicre membranindan gecebilen daha ¢ok lizozomlarda biriken ve canli
hiicreleri boyayan katyonik bir boyadir. Tripan mavisi sadece Olii hiicrelerin maviye
boyanmasina neden olurken canli hiicreler renksiz olarak 1s1tk mikroskobunda
sayilabilir. LIVE/DEAD testi kalsein asetoksimetil ile etidyum homodimer boyalari ile
hiicre canliligin belirlenmesinde kullanilir. Kalsein asetoksimetil hiicrelere difiizyon ile
girer ve hiicre i¢i esterazlar tarafindan yesil floresan renkli kalseine doniistiirtiliir.
Etidyum homodimer canli membrani saglam hiicrelere giremez fakat hasarli hiicrelere
girerek niikleik asitlere baglanip kirmizi floresan renk olur. Diger bir sitotoksisite ise
hasarl1 hiicrelerden salinan laktat dehidrojenaz laktat1 piruvata doniistiirerek tetrazolyum
tuzu olan iyodonitrotetrazoliumun formazamana doniisiimiinii destekler ve miktar1 hasar
goren hiicre sayisi ile orantili oldugundan canlilik degerlendirmesinde kullanilir (13).

Sadece canli hiicrelerin mitokondrilerinde dehidrojenaz enzimleri bulunur. Bu
enzim tetrazolyum halkasini bélebildiginden canlilik testlerinde kullanilirlar. Bu
testlerden en yaygini sekil 1°de gosterilmis olan agik sar1 renkli 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) tetrazolyum tuzunun canli hiicrelerin
mitokondrileri tarafindan mor formazana doniistiiriilmesi prensibine dayanan MTT
testidir (14). Benzer prensibe sahip bircok test bulunmaktadir. Alamar mavisi testi,
hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgmek i¢in oksidasyon-indirgeme (redoks) gostergesi
resazurin'i kullanan bir hiicre canlilig1 testidir. Resazurin, oksitlenmis formunda floresan

olmayan mavi renkli bir boyadir. Hiicrelerin metabolik aktivitesi ile azaldiginda,



resorufin adi verilen floresan pembe renkli bir boyaya doniisiir. Resorufin'in

floresansinin yogunlugu, numunedeki canli hiicrelerin sayisi ile orantilidir.
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Sekil 2.3. MTT testinde MTT maddesinin renkli formazan iiriiniine doniisiimii
(15).

2.4. Oksidatif Stres

Sitotoksik etki her zaman hiicreyi Oldiirecek seviyeye ulasamaz. Bu durumda
sitotoksisite degerlendirmesinde hiicre i¢i degisimler degerlendirilebilir. Hiicrede zararli
kimyasallar, fiziksel etkenler gibi stres olusturan durumlar disinda oksidatif
fosforilasyon gibi metabolik faaliyetler yiiriitiilirken de hiicrede siirekli reaktif oksijen
tiirleri ortaya ¢ikar.

Serbest radikal, eslesmemis bir elektrona sahip bir atom veya molekiildiir. Bu
eslestirilmemis elektron, serbest radikali kararsiz ve oldukea reaktif hale getirir, yani
ikinci bir elektron kazanmak ve kararl hale gelmek i¢in diger molekiillerle reaksiyona
girmeye isteklidir. Hiicrelerde serbest radikallerin dogal olarak olustugu bazi siirecler
bulunmaktadir. Ornegin, hiicresel solunum, bagisiklik sistemi tarafindan enfeksiyonlara
karst kullanilan beyaz kan hiicrelerinin faaliyetleri ve bazi metabolik reaksiyonlar
serbest radikallerin iiretilmesine yol agabilir (16).

Hiicrelerde birgok reaktif oksijen tiirii bulunmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin
olanlar1 siiperoksit radikali (O2¢-), hidroksil radikali (*OH), peroksil radikali (ROQO¢) ve



oksitlenmis nitrojen bilesikleri olarak adlandirilan tiirlerdir. Oksitlenmis nitrojen
bilesikleri, nitrik oksit (NOe), azot dioksit (NO2¢) ve peroksinitrit (ONOO-) gibi
bilesiklerden olusur (16). Bu reaktif oksijen tiirleri, reaktif ozellikleri nedeniyle
hiicrelerde oksidatif stres ve sitotoksisiteye neden olabilirler. Oksidatif stres hiicrelerde
serbest radikallerin agir1 liretimi veya antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz olmast
sonucunda olusur. Oksidatif stres, serbest radikallerin hiicre bilesenlerine (lipitler,
proteinler, niikleik asitler) saldirarak hasar vermesiyle gerceklesir.

Hiicreler, serbest radikallerin zararli etkilerini smirlamak ve oksidatif stresle
basa ¢ikmak igin c¢esitli mekanizmalara sahiptir. Antioksidan savunma sistemleri,
hiicrelerin serbest radikalleri etkisiz hale getirmek ve hasarlarini en aza indirmek i¢in
kullandiklar1 Onemli mekanizmalardir. Bu sistemler, enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlar icerir. Enzimatik antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz gibi enzimler bulunurken, non-enzimatik antioksidanlar arasinda
glutatyon, C vitamini, E vitamini, beta-karoten ve tiyol bilesikleri yer alir. Bu
antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirerek veya onlari stabilize ederek

oksidatif hasar1 6nlemeye yardime1 olurlar.

2.4.1. Siiperoksit dismutaz

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalinin (O2") daha az tepkimeye girme olasilig1 olan
hidrojen peroksit ve de oksijene doniistiirerek enzimatik antioksidan savunmada gorev
alir (16, 17). Insanlarda SOD enziminin 3 farkli izoformu vardir; Sitozolik SOD
(SOD1), mitokondriyal SOD (SOD2), ekstraseliiler SOD (SOD3) (17). SOD1 ve SOD3
yapisinda bakir c¢inko metallerini bulundururken, SOD2 yapisinda manganez

bulundurur. Vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafinda SOD3 salgilandig: bildirilmistir (18).

2.4.2. Katalaz

Katalaz, hiicre i¢in toksik olan hidrojen peroksiti (H202) molekiillerini parcalayarak su
ve oksijen tretir. Katalaz, oksidatif stresin azaltilmasinda onemli bir rol oynayan
antioksidan enzimlerden biridir. Katalaz, peroksizom adi verilen hiicresel organellerde

yogun olarak bulunur.



2.4.3. Glutatyon

Glutatyon, diisik molekiil agirliga sahip, ¢ozlinebilir 6nemli bir antioksidandir.
Glutamik asit, sistein, ve glisin aminoasitlerinden olusan GSH, hiicre metabolizmasinda
ve hiicre yapisinin korunmasinda rol oynayan esansiyel bir bilesiktir. Glutatyon hiicreyi
oksidatif hasara ve serbest radikallere karsi korur ve sonug olarak serbest radikallerin
toksik etkilerini azaltir. Glutatyon, oksidatif strese karsi temel hiicre i¢i antioksidan
tampondur ve esas olarak indirgenmis glutatyon ve oksitlenmis glutatyon formlarinda
bulunur. Hidroksil radikalleri ile singlet oksijenin temizlenmesinde fonksiyon yapar
(19). Glutatyon, hiicrelerde DNA ve protein sentezinde, aminoasitlerin taginmasinda, E
ve C vitaminleri gibi 6nemli antioksidanlarin aktif formlarinin korunmasinda rol oynar

(19).

2.5. Apoptoz

Hiicre 6limii otofaji, apoptoz, nekroz olmak tizere baslica 3 sekilde meydana gelebilir.
Hiicrelerin programlanmis hiicre 6limii siirecidir. Normal bir fizyolojik siire¢ olan
apoptoz, bircok hiicresel olayin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Doku yapisinin
sirdiirilmesi ve saglikli bir gelisim i¢in apoptoz siireci gereklidir. Otofaji, hiicre
icindeki zararli veya gereksiz bilesenlerin parcalanmasi ve geri doniislimil i¢in bir
siirectir. Hiicrenin kendi kendini sindirmesi olarak da bilinir. Otofaji, hiicrenin aclik,
enfeksiyon, stres gibi kosullar altinda enerji ve besin kaynaklar1 elde etmesine yardimci
olur. Otofaji, hiicre i¢inde olusan zararli maddelerin ortadan kaldirilmasi ve hiicrenin
sagliginin korunmasi i¢in onemlidir. Nekroz, hiicrenin travma, hasar veya enfeksiyon
gibi ciddi zararlar sonucu anormal sekilde 6lmesidir. Nekroz, hiicre zarmin yirtilmasi,
hiicre i¢indeki yapilarin dagilmasi ve ¢evredeki dokulara zarar verme egilimi gdosterir.
Nekroz, inflamasyona yol acabilir ve ¢evredeki dokulara yayilan hiicre iceriginin
inflamatuar yanitlar1 tetikleyebilir, yani patolojik bir hiicre oliim tipidir. Apoptoz,
programlanmis hiicre 6liimiidiir. Bu siirecte hiicre, belirli sinyallerle tetiklenen genetik
programlama sonucu kontrollii bir sekilde oliir. Apoptoz, hiicrenin kendini kii¢liltmesi,

hiicre zarmnin kivrilmasi, ¢ekirdek parcalanmasi gibi karakteristik Ozellikler gosterir.
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Hiicre i¢indeki molekiiler mekanizmalar tarafindan diizenlenir ve genellikle hiicrelerin
saglikli bir sekilde gelisimi, doku homeostazi ve hastaliklarin 6nlenmesi i¢in 6nemlidir.
Apoptoz, programlanmis hiicre oliimiidiir. Bu enerji gerektiren siiregte hiicre, belirli
sinyallerle tetiklenen genetik programlama sonucu kontrolli bir sekilde olir (20).
Apoptoz, hiicrenin kendini kii¢iiltmesi, hiicre zarinin biitiinliigiinii koruyarak kivrilmasi
ile blebler olusturmasi, ¢ekirdek parcalanmasi, kromatinin yogunlasarak c¢ekirdek
membrani ¢evresinde toplanmasi gibi karakteristik Ozellikler gosterir. Morfolojik
incelemede apoptoz ile membranla kapli apoptotik cisimler olusur (20). Hiicre igindeki
molekiiler mekanizmalar tarafindan diizenlenir ve genellikle hiicrelerin saglikli bir
sekilde gelisimi, doku homeostazi ve hastaliklarin 6nlenmesi i¢in dnemlidir.

Baglica 2 apoptoz mekanizmasi vardir. Hiicre iginde meydana gelen stres
faktorleri veya hasarlar sonucunda mitokondriyal yolaktan tetiklenen apoptoz baslatilir.
Ornegin, DNA hasari, oksidatif stres, hiicre zarinin hasari veya besin eksikligi gibi
faktorler, mitokondri hasarina neden olabilir. Bax, Bcl-2 ailesine ait bir proteindir ve
apoptozun baglatilmasinda énemli bir rol oynar. Normalde, Bcl-2 proteinleri hiicrenin
yasamasini saglayan anti-apoptotik etkiye sahiptir. Ancak, hiicre stres altinda oldugunda
veya apoptoz sinyalleri alindiginda, Bax proteinleri aktive olur ve mitokondri zarina
gecer. Bax, mitokondri zar1 gegirgenligini artirarak sitokrom ¢ serbestlesmesine neden
olur. Serbest sitokrom c, apoptoz kompleksi olan apoptozis aktivasyon faktorii (Apaf-1)
ile etkilesime girer ve Apaf-1'in aktive olmasini saglar. Aktive olan Apaf-1, kaspaz-9'u
aktive eder. Kaspaz-9 daha sonra kaspaz-3'i aktive ederek yiiriitiicii kaspazlarin
aktivasyonuyla apoptozun ilerlemesini tetikler. Aktive olan kaspaz-3, hiicre igindeki
hedef proteinlere baglanip pargalar ve hiicrenin yapisal biitiinliigii bozulur.

Dissal apoptoz yolu, hiicre disindan gelen 6liim sinyalleriyle aktive olan 6liim
reseptOrleri araciligiyla baslar. Bu sinyaller, 6liim reseptorlerine baglanarak hiicre
i¢indeki apoptotik siireci baslatir. Oliim reseptédrleri, TNFo (tiimdr nekroz faktorii alfa)
ve Fas ligand: gibi 6liim baglanicilariyla etkilesime girer. Oliim reseptdrleri aktive
olduktan sonra, i¢ kisimlarinda bulunan Sliim etki bolgeleri de aktive olur. Bu etki
bolgeleri, adaptor proteinlerin baglanmasina izin verir. Adaptdr proteinler, 6lim etki
bolgelerine baglandiklarinda sinyal iletimi i¢in bir ara baglanti gorevi goriir. Aktive
olan adaptor proteinler, kaspaz-8 enziminin aktivasyonunu tetikler. Kaspaz-8, 6lim
reseptorlerinin i¢ kismmda bulunan bir inaktif proenzimdir. Adaptdr proteinlerin

etkisiyle aktive olan kaspaz-8, aktif hale gelir ve diger kaspaz enzimlerini aktive ederek
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kaspaz kaskadini1 baslatir. Kaspaz kaskadi, hiicre iginde c¢esitli substratlar1 hedef alir.
Ozellikle, kaspaz-3 enzimi apoptozis siirecinde &nemli bir rol oynar. Aktive olan
kaspaz-3, hiicre igindeki proteinleri ve diger 6nemli yapilar1 pargalar ve hiicrenin

yapisinin bozulmasina neden olur.

2.6. Seryum Oksit

Seryum (Ce), 58 atom numarasina sahip bir lantanid metalidir. Seryum oksit (CeO>) ve
di-seryum trioksit (Ce203), seryum (Ce) iyonlarimin farkli degerlik durumlarini yansitan
oksit bilesikleridir. Seryum iyonu, hem Ce3* hem de Ce** olmak iizere iki farkli degerlik
durumu alabilir. Bu kararsizlik, seryum oksitlerin ¢esitli endiistriyel ve tibbi

uygulamalar i¢in 6nemli hale gelmesini saglar (21).

Seryum oksit nanoyapilarinin benzersiz fizikokimyasal o6zellikleri, ¢esitli
alanlarda gelisen kullanimlar1 g6z Oniine alindiginda, bir¢ok arastirmacinin dikkatini
¢ekmistir. “Nanoceria” olarak da bilinen seryum oksit nanopargaciklar1 yanma artirici,
kat1 oksit yakit hiicreleri, biyosensorler, UV emiciler, parlatici maddeler ve digerleri

gibi ¢esitli uygulamalar i¢in kullanilan metal oksit nanomalzeme sinifina aittir (22).

Seryum oksit, biyomedikal uygulamalar i¢in 6nemli bir madde haline gelmistir
ve ilging kilan temel 6zelliklerden biri oksijen depolama yetenegidir. Seryum, icerdigi
oksijen bosluklar1 veya eksiklikler sayesinde oksijen depolayabilen bir yapiya sahiptir.
Oksijen atomu, bu bosluklara yerleserek seryum iyonlarinin redoks dengesini korur.
Oksijen atomu serbest birakildiginda ise dort komsu seryum iyonu Ce** durumundan
Ce*" durumuna indirgenir, boylece yiik dengesi saglanir. Bu oksijen depolama ve
serbest birakma siireci, seryum nanopartikiillerin ¢evresine bagl olarak antioksidan
olarak hareket etme yetenegini saglar.

Bu 6zellik, seryum nanopartikiillerin kendini yenileme yetenegi olarak da bilinir.
Serum iyonlar1 arasinda otomatik olarak gecis yapabilen redoks yetenekleri sayesinde,
seryum oksit cevredeki oksidatif ortama karsi koruyucu bir etki gdsterebilir. Seryum
iyonlari, antioksidan olarak davranarak serbest radikalleri etkisiz hale getirebilir ve
oksidatif stresi azaltabilir. Seryum oksit nanopartikiilleri, nano 6lgekli boyutu nedeniyle

hem Ce*/®®3* redoks dongiisii hem de oksijen degisimi 6nemli dlgiide artar (23). Bu
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nedenle, ceria nanopartikiiller biyomedikal uygulamalarda kullanildiginda, hiicrelerin
oksidatif hasara kars1 korunmasina yardimer olabilirler.

Seryum oksitin redoks 6zellikleri ve kendini yenileme yetenegi, biyomedikal
alanda Onemli bir potansiyele sahip olmasimi saglar. Antioksidan etkileri, doku
rejenerasyonu, anti-inflamatuar etkiler, kanser tedavisi ve norodejeneratif hastaliklar
gibi ¢esitli saglik sorunlarimin tedavisinde kullanilabilir (24-28). Serum oksitin etki
mekanizmasi siiperoksit dismutaz ve katalaz davranisina benzer (23). Ayrica, seryum
oksit nanopartikiillerin biyomedikal uygulamalarda kullanilmasinin yani sira, yakit
hiicreleri, katalizorler ve gilines enerjisi donlisiimii gibi enerji alanlarinda da potansiyel
uygulamalar1 bulunmaktadir (22).

Seryum oksit nanopartikiilleri SOD enzimi gibi siiperoksit anyon radikallerinin
oksijene ve hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize edebilir. Bu reaksiyon, hiicreleri
oldukga reaktif olan ve DNA'ya, proteinlere ve lipitlere zarar verebilen siiperoksit anyon
radikallerinin neden oldugu hasardan korumak igin Onemlidir. Seryum oksit
nanopartikiillerinin SOD benzeri reaksiyonu,

O 2+Ce*—0p+Ce™
O 2+Ce**+2H*—H,0,+Ce*

Serum oksit nanopartikiilleri, katalaz benzeri bir aktivite gosterebilir. Bu
reaksiyonda, serum oksit nanopartikiilleri hidrojen peroksiti parcalayarak su ve oksijene
dontistiirebilir. Bu sekilde, serum oksit nanopartikiilleri oksidatif stresi azaltabilir ve
hiicrelerin oksidatif hasara karsi korunmasina yardimer olabilir. Seryum oksit
nanopartikiillerinin katalaz benzeri reaksiyonu;
2H,02+Ce**—2H,+20,+Ce™3

Serum oksit nanopartikiilleri, peroksidaz benzeri bir aktivite sergileyebilir. Bu
reaksiyonda, serum oksit nanopartikiilleri hidrojen peroksitini oksitleyerek oksijen ve su
olusumunu saglayabilir. Seryum oksit nanopartikiillerin oksidaz benzeri reaksiyonu
asagidaki denklemle temsil edilebilir:

H202 + R — ROH + H20
O2+R — ROH

Bu reaksiyonda, seryum oksit nanopartikiilleri bir katalizér gorevi goriir, yani
reaksiyonda tiiketilmezler, bunun yerine O3 ile R arasindaki reaksiyonu kolaylastirirlar.
R, glikoz, lipitler, proteinler gibi herhangi bir sayida farkli molekiil olabilen organik bir
bilesiktir.
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Seryum oksit nanopartikiiller Oz ile temasa gectiklerinde, Oz'ye elektron
bagisladiklar1 bir redoks reaksiyonuna girerler. Bu, Seryum oksit nanopartikiilleri
Ce*'dan Ce®*"'ya diisiiriirken, O2'yi siiperoksit anyon radikali (O2"") olarak adlandirilan
bir reaktif oksijen tiirii olusturmak tizere oksitler. O daha sonra R ile reaksiyona
girerek onu oksitler ve yeni bir iiriin olan ROH iiretir.

Seryum oksit nanopartikiillerin oksidaz benzeri reaksiyonu pH bagimlidir ve pH
4’te yani asidik ortamda maksimum aktivitesi olmasi nedeniyle bir dizi potansiyel
uygulamaya sahiptir (29). Ornegin, kanser ve Alzheimer hastalig1 gibi hastaliklarn
tespiti ve tedavisi igin yeni yontemler gelistirmek igin kullanilabilir (28, 29).

Kanser hiicrelerinde, enerji iiretimi siireci olan glikoliz hizlanir ve bu siireg
sonucunda laktik asit olusur (29). Bu durum, hiicrelerin ¢evresinde asidik bir ortam
olusmasina neden olur. Seryum oksit nanopartikiillerinin, asidik ortamda antioksidan
ozelliklerini kaybedip pro-oksidan olarak hareket etme yetenegi vardir (29). Bu durum,
nanopartikiillerin reaktif oksijen tiirleri (ROS) salarak hiicre organellerine zarar
vermesine yol agar. Bir ¢aligmada seryum oksit nanopartikiillerine maruz kalan saglikli
insan pankreas hiicre hattina (NnTERT-HPNE) ve insan pankreas kanseri hiicre hattina
(L3.6pl) radyoterapi uygulanmistir (30). Radyo terapi uygulamasinin pankreas hiicre
hattinda adjuvan etki gostererek asidik olan kanser hiicre ortaminda hiicredeki serbest
oksijen tiirlerinin olusumunu 2 kat artirirken saglikli hiicrede radyo terapi sonucu olusan
serbest oksijen tiirlerinin olusumunu %50 azalttig1 bildirilmistir (30). Aymi ¢alismada
kanser hiicre hatt1 fareye enjekte edilerek pankreas tiimér modeli olusturularak in vivo
olarak da seryum oksit nanopartikiillerinin radyo terapi uygulamasiyla kanser
hiicrelerinde apoptoza neden oldugunu, saglikli hiicrelerde ise zararli etkisi olmadigi
gosterilmisgtir (30). Bagka bir c¢alismada ise 20 nm boyutundaki seryum oksit
nanopartikiillerinin 3,5 ila 23,3 pg/ml doz araliginda insan akciger kanser hiicre hattinda
(A549) serbest oksijen tiirlerinin ile lipid peroksidasyonu olusumunda artisa neden
oldugu, GSH seviyesindeki diisiis tespit edilerek hiicredeki oksidatif hasar gosterilmistir
(32).

Seryum oksit nanopartikiilleri ilag hedeflemede de umut vadetmektedir. Yapilan
bir caligmada negatif yiiklii seryum oksit nanopartikiilleri ile pozitif yiikli
deoksirubisinden fizyolojik kosullarda elektrostatik baglanmis olarak doksirubisin yiikli
seryum oksit nanopartikiilleri olusturuldugunda yiiksek doksurubisin igerigi (%22,41)

ve yiiklenme verimliligi (%99,51) sergilemistir. Serbest doksirubisine gore yliksek
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hiicre i¢ine almma belirlenmistir. Olusturulan  doksurubisin  yiiklii  seryum
nanopartikiilleri ovaryum kanseri hiicre hattina (A2780) uygulandiginda ilk 24 saatte
serbest doksirubisin grubunda hiicre i¢i doksirubisin olsada kisa stirede %25 seviyesine
diismiis, doksirubisin yiiklii seryum nanopartikiil grubunda ise 72 saate kadar yiiksek
hiicre i¢i doksurubisin seviyesi belirlenmistir (32). Serbest doksirubisine gore
doksirubisin yiiklii seryum oksit nanopartikiilleri kanser hiicre proliferasyonunu daha
fazla inhibe etmitis ve apoptozu daha fazla indiiklemistir (32).

Seryum oksit hakkinda yiiriitiilen g¢alismalarda biriside MRI goriintiileme
kontrast artiric1 olarak kullanilan godolinium hakkindaki toksisite endiselerini azaltmak
icin seryum oksit nanopartikiilleri ile kullanim1 yapilmistir ve sonuglarin gelecek icin
umut vadettigi belirtilmistir (33).

Seryum oksit nanopartikiillerin oksidaz benzeri reaksiyonu nispeten yavas bir
reaksiyondur, ancak glikoz oksidaz gibi bazi enzimlerin varligi ile hizlandirilabilir (34).
Glikoz oksidaz, glikozun O ile oksidasyonunu katalize eden bir enzimdir. Glikoz
oksidaz mevcut oldugunda, Seryum oksit nanopartikiillerle reaksiyona girerek glikozun
oksidasyonunu daha da verimli bir sekilde katalize eden bir kompleks olusturabilir (34).

Glukoz seviyesi tespiti i¢in liriin gelistirmesi arastirmalarinda kullanilmaktadir (34).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calismada T/G HA VSMC insan aort damar diiz kas1 hiicre hatt1 kullanildi. Hiicre
kiltiiriinde yapilan islemler steril ortamda laminar flow kabininde yapildi. Hiicre
kiiltiirlinde hiicrelerin c¢ogaltilmast ve pasajlanmast %95 nemli 37°C’da %5 CO2’li
inkiibatorde yapildi. Hiicreler %5 yeni dogan sigir serumu, %1 L-glutamin,10 mg/mL
streptomisin ve 100 IU/ml penisilin igeren HAMS F12: EMEM: DMEM besin
ortaminda 75 cm? flasklara ekildi. Hiicrelerin yapismasi ve ozellikleri mikroskopta
kontrol edildi. Flasklarin tabanina yapisan hiicreler hiicre kiiltiirii ile ayni 1sidaki
Tripsin-EDTA ile kaldirilarak santrifiij tiipiine alinmistir. 2000g’de 3 dakika santrifiyj
edilerek siipernatant uzaklastirildi. Tipte kalan hiicreler uygun besi yeri eklenerek
pasajland1 ve 3’er giin ara ile 5. pasaja kadar ¢ogaltildi. 5. pasajda hiicreler DMSO
medyumlu kryotiiplerde sivi azot i¢inde donduruldu ve -150 °C’de depolandi.

Calismalarin tiimiinde hiicre hatlarinin 5. pasajlarindan baslandi.

Insan aort diiz kas1 hiicre hatt1 (T/G HA VSMC) %95 nemli bir ortamda ve %5
COz igeren bir inkiibatorde 37°C'de gogaltilmas1 ve pasajlandi. Hiicre kiiltiirii islemleri,
steril ortamda bulunan bir laminar flow kabininde gerceklestirildi. Hiicreler, HAMS
F12: EMEM: DMEM besin ortamina %5 yeni dogan sigir serumu, %1 L-glutamin, 10
mg/mL streptomisin ve 100 1U/ml penisilin ilave edilerek 75 cm?lik flasklara ekildi.
Hiicrelerin yapigmasi ve 6zellikleri mikroskop altinda kontrol edildi. Flasklara yapigmis
olan hiicreler Tripsin-EDTA ile ayni sicaklikta olan hiicre kiltiiri ile ¢ikarilarak
santrifiij tlipine transfer edildi. 2000g'de 3 dakika boyunca santrifiij edilerek
stipernatant uzaklastirildi. Geriye kalan hiicreler uygun besi ortami ile pasajlanarak 3
giin araliklarla 5. pasaja kadar ¢ogaltildi. 5. pasajda hiicreler DMSO igeren bir ortamla
kryotiiplerde sivi azot i¢ginde donduruldu ve -150 °C'de depolandi. Calismanin tiim

asamalarinda hiicre hatlarinin 5. pasajlarindan baslandi.

3.2. MTT Testi ile ICso Dozunun Belirlenmesi

MTT testi, canli hiicrelerin mitokondrileri tarafindan 3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5-

difenil tetrazolyum bromid adi verilen sar1 renkli bir tetrazolyum tuzunun suda
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¢oziinmeyen mor renkli kristallere doniistiiriillmesi prensibine dayanan bir kolorimetrik
yontemdir. Bu yontemde, hiicreler iizerine eklenen sar1 renkli MTT ¢ozeltisi, hiicre
igindeki mitokondrilerdeki rediiktaz enzimleri tarafindan indirgenerek mor renkli
formazan kristallerine dontisiir. Spektrofotometre kullanilarak olgiilen renk degisimi ve
hiicrelerin canliligini, proliferasyonunu veya sitotoksisitesini belirlemek i¢in kullanilir.
MTT testi, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda siklikla tercih edilen bir yontemdir ve hiicre
tabanli deneylerde kullanilan yaygin bir yontemdir

96 kuyucuklu plakalara 1x10° olacak sekilde hiicre ekimi yapilip 24 saat siire ile
%095 nemli 37°C’da %5 CO2 ortamda inkiibe edilmistir. Ardindan 0 uM, 4,8 uM, 9,6
uM, 19,25 uM, 37,5 uM, 75 uM, 150 uM, 300 uM dozlarinda 20 ul nano ve mikro
seryum oksit partikiilleri 24 ve 48 saat i¢in uygulanmistir. 5 mg/mL MTT ¢ozeltisi 20
ul/kuyucuk olarak uygulanarak 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan plakalar ters
gevrilerek medyum uzaklastirilmistir. 200 ul DMSO eklenerek Tetrazolyum tuzunun
¢Ozlinmesi saglandiktan sonra 492 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuyla
(Multiskan GO) hiicrelerin optik yogunluklari okunmustur. Elde edilen verileri probit
analizi SPSS 20 yazilimiyla degerlendirilerek hiicrelerin %50’sinin canli kaldigi doz
olan ICso degerleri hesaplanmistir. Hiicre canliligi asagida verilen formiile gore
hesaplanmustir.

% Hiicre Canliligi: Ornek absorbans degeri / Kontrol absorbans degeri * 100

3.3. Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi ile Seryum Miktar Tayini

Hiicrelere 24 ve 48 saat 1Cso degerlerinde mikro ve nano partikiillere maruz kaldiktan
sonra ICP-MS analizi ile hiicre igindeki seryum miktarlar1 belirlenmistir. Hiicre
kiiltiiriinde medyum uzaklastirildiktan sonra dipte kalan hiicrelere 1 mL %65 nitrik asit
eklenip 24 saat beklenerek hiicreler sindirilmistir. Ardindan iizerine 9 mL ultra saf su
eklenerek Agilent 7700 model indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS)
(Agilent Teknolojileri, Waldbronn, Almanya) ile okunmustur. Sigma 16734 seryum

tespiti i¢in standart olarak kullanilmistir.
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3.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

T/G HA VSMC hiicreleri, her bir kuyuda 3x10° hiicre olacak sekilde kiiltiir tabakalarma
ekildi. 24 saat sonra, deneysel gruplara MTT testi sonucuna gore belirlenmis olan
seryum oksit nanopartikiilleri ve mikropartikiilleri ICsp dozunda 24 ve 48 saat
uygulandi. Tiim gruplardaki hiicrelerden RNA izolasyonu, PureLink RNA Mini Kit
kullanilarak iiretici talimatlarina gore gergeklestirildi. Elde edilen RNA orneklerinin
konsantrasyon ve saflik degerleri nanodrop (NaNoQ OPTIZEN) ile belirlendi. cDNA
sentezi, yiiksek kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon Kiti kullanilarak RNA

orneklerinden iiretici talimatlarina gore gergeklestirildi. 3 tekrarli ¢aligildi.

Kaspaz 3, Kaspaz 9, TNF-a, SOD, CAT, GSH antioksidan enzimlerinin
sentezinden sorumlu genlerin ekspresyonlart diizeyleri Quant Studio 6 Flex qRT-PCR
sistemi kullanilarak degerlendirilmis ve Endojen gen olarak B-aktin kullanilacaktir.
gRT-PCR yonteminde, gen ekspresyon caligmalarinda izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA’lar kullanilacaktir.

Sentezlenilecek olan c¢cDNA’lar gRT-PCR’da SYBR Green gPCR Mastermix
protokoliine uygun olarak, primerler ile gRT-PCR’da PCR program: 1 dongii 2 dakika
50°C ve 10 dakika 95°C, bunu takiben, 40 dongii denaturasyon (95°C 15 s) ve
annealing, uzama (60°C ‘de 1 dakika) ile ¢ogaltildi. cDNA’y1 boyayan SYBR Green
boyast kullanildi. mRNA ifade diizeyleri, 2-AACt yontemiyle analiz edildi ve kat

degisimi olarak hesaplandi.

Tablo 3.1. RT-qPCR i¢in kullanilan gen sekanslari

Gen Primer sekansi (5°-3’)
SOD F: GTTCGGTGACAACACCAATG
R: GGAGTCGGTGATGTTGACCT
CAT F: TACGAGCAGGCCAAGAAGTT
R: ACCTTGTACGGGCAGTTCAC
GSH F: TGGGACCAGCAAGTAAAACC
R: TCGCGAATG TAGAACTCGTG
Tnfa F: AGGCGCTCCCCAAGAAGACA
R: TCCTTGGCAAAACTGCACCT
Cas9 F: AGCCAGATGCTGTCCCATAC
R: CAGGAACCGCTCTTCTTGTC
Cas3 F: AGTTGGACCCACCTTGTGAG
R: AGTCTGCAGCTCCTCCACAT
B-Actin F: AGAGCTACGAGCTGCCTGAC
R: AGCACTGTGTTGGGCGTACAG
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Tablo 3.2. Calismada kullamilan sarf malzemeleri

Adi Markasi Kodu

T/G HAVSMC ATCC CRL-1999
Seryum ICP standart Sigma 16734
Serium(IV) oksit, <25nm Sigma 544841
Seryum(1V) oksit, <5 mikron Sigma 211575
MTT Biomatik A3338
Etanol Merck 603-002-00-5
DMSO Merck 67-68-5
Ham’s F-12 Multicell 318-010-CL
EMEM Multicell 320-026-CL
DMEM Multicell 319-020-CL
Tripsin-EDTA Multicell 352-542-EL
L-Glutamin Multicell 609-065-EL
FBS Multicell FBS-HI-1IA
Penisilin-Streptomisin Multicell 450-201-ZL
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit | Thermo Fisher Scientific K182002

Tablo 3.3 Kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlarin Adi

Kullanilan Cihazlarin Markasi

Laminar Kabin

Safe Fast Elite

Etiiv (%5 CO2)

Panasonic

Santrifiij

Hermle

Mikro plaka spektrofotometre

Multiskan go-Thermo Fisher Scientific

Mikro hacim spektrofotometre

Nanoq Optizen

Vorteks

WiseMix

ICP kiitle spektrometresi

Agilent 7700
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3.5. Istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler, SPSS 20.0 versiyonunda (Lisans no: 10240642) (IBM
Corporation, Armonk, NY) ger¢eklestirildi. Tim veriler i¢in normal dagilimin
dogrulanmas: i¢in Shapiro-Wilk ve varyans homojenligi icin Levene istatistikleri
uygulandi. Tek yonli ANOVA igin varsayimlart karsilayan veriler, ANOVA analizi ve
sonrasinda Tukey yontemi ile post hoc analiz edildi. Gruplar arasindaki farklar p<0,05
ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tim veriler, aksi belirtilmedikce
ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur. ICso degeri probit analizi ile
hesaplanmigtir. Hiicre yiizde canlilik degerlerinin doz ve zamana goére degisimi

korelasyon analizi ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Testi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Insan aort damar diiz kas1 hiicre hattina (T/G HA VSMC) 24 ve 48 saat siirelerle
49 uM ila 300 puM doz araliginda seryum oksit mikro ve nano partikiiller
uygulanmistir. Gereg ve yontemler kisminda belirtildigi sekilde gergeklestirilen MTT
testi ile elde edilen verilere probit analizi uygulanarak ICso degerleri hesaplanmustir.
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C Seryum Oksit Mikropartikiil (48 saat)

180
160
140
120
100

80

60

jl“”lt

40
20

9,6 19,25 37,5

1Cso: 321,6 p.M Doz (uM)

1

1

Canlilik (%)

4.

1

1

D Seryum Oksit Nanopartikiil (48 saat)

140

120

100IIIII
0 I[

9,6 19,25 37,5

(0]
o
!

o))
o
|

Canlilik (%)

B
o
|

N
o
1

Sekil 4.1. T/G HA VSMC hiicre hattina 24 saat mikro (A) ve nano (B) seryum oksit
partikiilleri uygulanmasi ve 48 saat mikro (C) ve nano (D) seryum oksit
partikiilleri uygulanmasi sonucu MTT testi ile elde edilen Doz, %Canhlik grafigi.
Dikey barlar standart sapmay ifade etmektedir.

Sekil 4.1.°de 24 ve 48 saat seryum oksit mikropartikiil ve nanopartikiillerine maruz

kalma sonucu elde edilen doz canlilik grafigi verilmistir. Seryum oksit mikropartikiil
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grubunda da canlilik ile doz arasinda negatif bir korelasyon (r = -0,594, p < 0,0001) ve
canlilik ile zaman arasinda pozitif bir korelasyon (r = 0,551, p > 0.0001) bulunmustur.

Seryum oksit nanopartikiil grubunda ise canlilik ile doz arasinda negatif bir korelasyon

(r=-0,816, p <0,0001) saptanmustir.
4.2. ICP-MS ile Seryum Miktar Tayini

ICP-MS Sonugclan
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Sekil 4.2. ICP MS ile seryum oksit miktar tayini sonuclari. Dikey barlar standart
sapmay1 ifade etmektedir.

CeO2 MP: Seryum oksit mikropartikiil; CeO2 NP: Seryum oksit nanopartikiil. Tek yonliit ANOVA, post
hoc Tukey, n=3. Farkli harfle gosterilen ortalamalar istatistiksel anlamli farklidir (p<0,0001).

ICP-MS analizi sonuglarina gore, gruplar arasinda seryum miktarlarinda belirgin
farkliliklar gézlemlendi (Sekil 4.2.). Seryum uygulanmamis kontrol gruplarinda seryum
miktart oldukga disiiktii (24 saat 0,049 pg/L ve 48 saat 0,054 ng/L). Seryum oksit
mikropartikiil maruziyet gruplarinda ise 24 saatte 15,76 pg/L, 48 saatte ise 34,46 pg/L
saptandi. Ancak seryum oksit nanopartikiil gruplarinda 24 saat maruziyette 1175,32
ug/L, 48 saatte ise 86,34 pg/L tespit edildi. Seryum oksit uygulamasi hiicrelerde
istatistiksel anlamli seryum miktari artisina neden olmustur (p<0,0001). Bu bulgular,
seryum nanopartikiillerinin hiicrelerde daha fazla seryum birikimine neden olabilecegini

ve maruziyet siiresine bagli olarak farkli etkiler gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
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4.3. qRT-PCR Sonuglari

Kantitatif RT-gPCR Sonuglari
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Sekil 4.3. 24 ve 48 saat seryum oksit nano ve mikropartikiillerinin uygulanmasi
sonucu RT-PCR ile belirlenen antioksidan sistem iliskili GSH, SOD, CAT ve
apoptoz iliskili TNFa, CAS9, CAS3 mRNA ifade diizeyleri.

CeO2 MP: Seryum oksit mikropartikiil; CeO2 NP: Seryum oksit nanopartikiil. Tek yonlii ANOVA, post
hoc Tukey, n=3. Kontrol grubuna gore *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001.

CeO2 Nanopartikiill grubu, 24 saat maruziyet siliresinde Kaspaz 3 ve TNFa gen
ifadelerinde anlamli bir artig gosterdi (sirasiyla 1,7 kat, p<0,01 ve 7,1 kat, p<0,0001)
(Sekil 4.3.). CAT ve GSH gen ifadeleri azaldi (sirasiyla 0,9 kat, p<0,01 ve 0,9 Kat,
p<0,05). Kaspaz 9 gen ifadesi artig1 anlamli1 seviyeye ulasmamustir (1,6 kat).

CeO2 mikropartikiil grubu, 24 saat maruziyet siiresinde Kaspaz 3, TNFa ve SOD
gen ifadelerinde anlamli bir artis gosterdi (sirasiyla 2,8 kat, p<0,0001; 8,5 Kat,
p<0,0001; ve 5,5 kat, p<0,0001). CAT gen ifadesi anlaml1 bir azalma gosterdi (0,9 kat,
p<0.01), ancak GSH gen ifadesi anlaml1 bir artis gosterdi (3 kat, p<0,0001). Kaspaz 9
gen ifadesi ise anlamli seviyede olmayan bir azalma gosterdi (0,5 kat).
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CeO2 nanopartikiil grubu, 48 saat maruziyet siiresinde Kaspaz 3 ve TNFa gen
ifadelerinde azalma gozlendi (sirasiyla 0,2 kat, p<0,0001 ve 0,1 kat, p<0,0001). CAT
gen ifadesi artis gosterdi (1,2 kat), ancak SOD ve GSH gen ifadelerinde anlamli bir

azalma goriilmedi. Kaspaz 9 gen ifadesi artis1 ise anlamli degildi (1,4 kat).

CeO2 mikropartikiil grubu, 48 saat maruziyet siiresinde Kaspaz 3, TNF alfa,
SOD, CAT, GSH ve Kaspaz 9 gen ifadelerinde anlamli bir artis gozlendi (sirastyla 2,5
kat, p<0.0001; 1,6 kat, p<0,01; 3,2 kat, p<0,0001; 2,7 kat, p<0,0001; 1,6 kat, p<0,001;
1,8 kat, p<0,05).
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5. TARTISMA

Bu calismada, CeO2 nanopartikiillerinin ve mikropartikiillerinin aort diiz damar kasi
hiicreleri lizerine etkileri incelenmistir. MTT testi ile ICso degerleri belirlenmistir. Elde
edilen 1Cso degerleri 24 ve 48 saat siiresince hiicrelere uygulanmistir. Ardindan
hiicrelere alinan seryum iyon miktarlar1 ICP-MS analizi ile belirlenmistir. Apoptoz ve
antioksidan sistem iliskili mRNA ifade diizeyleri belirlenmistir. Bulgularimiz, CeO>
nanopartikiil ve mikropartikiillerin farkli maruziyet siirelerinde hiicre yanitlarini farkl
sekillerde etkiledigini ortaya koymaktadir. CeO> nanopartikiil grubu, 24 saat
maruziyette hiicrelerde apoptotik etkiler gosterirken, 48 saat maruziyette apoptoz
kaspaz 3 yolagini inhibe etmistir. Bununla birlikte, CeO2 mikropartikiil grubu hem 24
saat hem de 48 saat maruziyette hiicre apoptozunu uyarici etkiler sergilemistir. Bu
sonuglar, seryum oksitin hiicre diizeyindeki etkilerinin hem boyut hem de maruziyet
stiresine bagli olarak degisebilecegini gostermektedir.

Seryum oksit nanopartikiilleri ¢esitli biyomedikal uygulamalarda umut vaat
etmektedir. Nanotip, rejeneratif tip, doku rejenerasyonu, ilag dagitimi, gen terapisi,
teranostik, tibbi goriintiileme ve antibakteriyel ajanlar olarak potansiyelleri
aragtirtlmistir  (35-37). Ek olarak, peptit modifiye seryum oksit nanopartikiilleri
gelistirilmis, coklu biyolojik ozellikler sergileyerek biyomedikal uygulamalardaki
potansiyellerini daha da vurgulamistir (38). Ayrica, seryum oksit nanopartikiilleri,
gastrointestinal sistemi ve inflamatuar bagirsak hastaligini  goriintiillemek igin
bilgisayarli tomografi kontrast maddesi yetenekleri a¢isindan arastirilmistir (39).
Seryum oksit nanopartikiilleri, radyasyondan korunma ve hedefli ila¢ dagitim
sistemlerindeki potansiyellerini gosteren radyoprotektif etkinlikleri ve gelismis hiicresel
igsellestirmeleri i¢in arastirilmistir (40). Buna ek olarak, seryum oksit nanopartikiilleri
etkili biyolojik antioksidan 6zellikleriyle taninmistir ve bu da onu ¢esitli biyomedikal
uygulamalar i¢in umut verici bir aday haline getirmektedir (41).

Seryum oksit mikro ve nano partikiillerinin insan aort damari diiz kaslari
tizerindeki sitotoksik etkisi, partikiil biiyiikliiklerine ve uygulanma siiresine bagli olarak
farklilik gosterir hipotezimizin dogrulugunu seryum oksit mikropartikiil grubunda da

canlilik ile doz arasinda negatif korelasyon ve canlilik ile zaman arasinda pozitif
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korelasyon olmasia ek olarak seryum oksit nanopartikiil grubunda canlilik ile doz
arasinda negatif korelasyon olmasi desteklemektedir.

Seryum oksit nanopartikiil grubunda da doz ve canlilik arasinda negatif bir
korelasyon saptanmistir. Yani nanopartikiil konsantrasyonunun artmasi, hiicre
canliliginin azalmasina yol agmistir. CeO2 nanopartikiil grubu, 24 saat maruziyette
hiicre i¢i seryum miktar1 1175.32 pg/L seviyesine ulasarak Kaspaz 3 ve TNFa mMRNA
ifadelerinde artisa neden olurken, katalaz ve GSH gen ifadelerinde azalmaya neden
olmustur. Bu CeO2 nanopartikiillerinin hiicreye alindigini gosterir. Arastirdigimiz
mRNA ifadeleri apoptoz, inflamasyon ve antioksidan savunma sistemini diizenlemekle
gorevlidir. 24 saat maruziyet hiicre i¢inde seryum birikimine, inflamasyona ve apoptoza
neden oldugu seklinde yorumlanabilir. Katalaz ve GSH gen ifadelerindeki azalmalar,
CeO2 nanopartikiillerinin antioksidan savunma mekanizmasin1 bozdugu anlamina
gelebilir.

CeO2 nanopartikiil grubunun 48 saat maruziyetinde hiicre i¢i seryum miktarinin
86,34 png/L seviyesine ulagmasi, seryumun hala hiicre icinde etkili oldugunu
gostermektedir. Ancak, bu siire boyunca Kaspaz 3 ve TNFa gen ifadelerinde azalma
gozlenmesi, CeO2 nanopartikiillerinin apoptoz ve inflamasyon siireglerini baskiladigini
diistindiirebilir. Kaspaz 3, hiicrelerde apoptozu tetikleyen bir enzimdir, TNFa ise
inflamasyonu diizenleyen bir sitokin olarak bilinir ve apoptozun dissal yolaginda gorev
alir. Bu gen ifadelerindeki azalmalar, CeO2 nanopartikiillerinin bu siire zarfinda bu
sliregleri baskiladigini gosterir ve MTT testindeki ICso dozunun 48 saatte 24 saate gore
yiikkselmesi  bununla uyumludur. Katalaz gen ifadesindeki artis, CeO2
nanopartikiillerinin oksidatif stresin etkilerini hafiflettigini gosterebilir. Katalaz,
hiicrelerde bulunan bir enzimdir ve oksidatif stresin etkilerini azaltmada énemli bir rol
oynar. Bu artis, CeOz nanopartikiillerinin hiicrelerin antioksidan savunmasin
giiclendirdigini ve oksidatif stresi azalttigini diisiindiirebilir. SOD ve GSH gen
ifadelerindeki degisimlerin anlamli olmamasi, CeO2z nanopartikiillerinin bu siire
zarfinda bu genlerin ifadesini etkilemedigini gosterir. SOD, hiicrelerde bulunan bir
enzimdir ve oksidatif stresin etkilerini azaltmada onemli bir rol oynar. GSH ise
hiicrelerde bulunan bir antioksidan molekiildiir. Bu bulgular, CeO2 nanopartikiillerinin
bu siire zarfinda bu antioksidan bilesiklerin seviyelerini etkilemedigini gostermektedir.
Diisiik yergekimine bagli kas hasarinin hiicre kiiltiirlinde degerlendirdigi bir ¢calismada

Insan iskelet miyoblast hiicre hattinda 48 saat maruz kalma sonucu seryum oksit
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nanopartikiillerinin antioksidan etkinlik gdsterdigi bildirilmistir ve bu sonug
calismamizdaki 48 saat maruz kalma sonucu ile uyumludur (42).

Sekil, boyut, yiizey kaplamasi gibi farkliliklar nanopartikiillerin etkilerinde
farkliliklara neden olabilir. Yapilan bir ¢alismada 8 mm kiibik sekilli floresanla
etiketlenmis CeO2 nanopartikiilleri, BEAS-2B ve RAW 264.7 hiicrelerinde sirasiyla
kaveolin-1 ve LAMP-1 pozitif endozomal bolgelere zarar vermeden alinmistir. Bunun
sonucunda herhangi bir iltihaplanma veya sitotoksisite meydana gelmemistir. Bunun
yerine, bizim c¢alismamizdaki 48 saat nanopartikiil uygulamasi grubuna ile benzer
sekilde CeO2 nanopartikiilleri, ROS iiretimini baskilamistir ve hiicrelere dis kaynakli bir
oksidatif strese karsi direng olusturmustur (43). Baska bir calismada PC12 néron
benzeri hiicreler, bizim calismamizdaki seryum oksit nanopartikiillerinin aynis1 ile
inkiibe edildiginde, PC12 hiicrelerinin metabolik aktivitelerinde herhangi azalma
gostermedigi ve hiicre farklilagsma yeteneklerinin korundugu bildirilmistir (24). Ayrica,
hiicreler seryum oksit nanopartikiillerine 72 saat maruz kaldiginda néronal uzunlukta bir
artts olmustur ve hidrojen peroksit ile uyarildiktan sonra 72 saat seryum oksit
nanopartikiillerine maruz Kalindiginda ROS iretiminde bir azalma olmus, ek olarak
dopamin iiretiminde de bir artis goriilmistir (24). Bu sonu¢ bizim ¢alismamizla
uyumludur. HepG2 hiicre hattina H2O2 uygulanmasi sonucu olusan serbest oksijen
radikallerinin 4 nm boyutunda 100 pg/mL dozunda seryum oksit nano partikiilleri
uygulanmasi ile inhibe edildigi bildirilmistir (44). 5-7 nm boyutundaki seryum oksit
nano partikiilleri 5 pg/kg dozunda uygulanmis siganlarin iskelet kaslarinda yapilan
seryum miktar tayininde 90 giinde %90'in tizerinde kaslardan temizlendigini ve
enflamasyona neden olmadigi gosterilmistir ve bu bizim sonuglarimizla birlikte
degerlendirildiginde farkli boyutlardaki seryum oksit nanopartikiillerin kas hiicreleri
lizerine olan etkisinin daha fazla aragtirilmasi gerektigini gostermektedir (45).

Asati ve ark. yaptig1 ¢alisma, seryum oksit nanopartikiillerin yiizey yiikiine bagli
hiicre i¢i yerlesimi ve sitotoksisitesini arastirmistir (25). Bu ¢alisma, nanopartikiillerin
biyolojik sistemlerle etkilesimi iizerinde yiizey yiikiinin Onemini vurgulamistir.
Caligsmada, farkli yiizey yiiklerine sahip polimer kapli seryum oksit nanopartikiilleri
kullanilmistir. Bu nanopartikiiller, ¢esitli hiicre hatlarinda hiicreye alinmas1 ve
sitotoksisite agisindan incelenmistir. Nanopartikiillerin boyutlar1 Gegirimli Elektron
Mikroskobu ile 3-4 nm olarak belirlenmis, dinamik 151k sacilimi deneyleriyle yiizey

yiikleri ve hidrodinamik ¢aplari (dekstran kapli nanopartikiil igin 14 nm, poliakrilik asit
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kapli nanopartikiil ve aminlenmis poliakrilik asit kapli seryum oksit nanopartikiil i¢in 5
nm) Olciilmiistiir. Sonucta Pozitif ve notr yiiklii seryum oksit nanopartikiillerinin ¢ogu
hiicre hattinda internalize oldugu, negatif yiiklii nanopartikiillerin ise 6zellikle kanser
hiicre hatlarinda (A549 akciger kanseri hiicreleri) internalize oldugu gézlemlenmistir.
Negatif yiizey yiikli poliakrilik asit kapli seryum oksit nanopartikiillerinin normal
hiicrelerde (HEK293 ve H9c¢2) minimum internalizasyon gosterdigi, ancak A549
hiicrelerinde lisozomlara yerleserek toksisite gosterdigi bulunmustur. Pozitif yiikli
aminlenmis poliakrilik asit kapli seryum oksit nanopartikiillerinin hem kanser hem de
normal hiicre hatlarinda lisozomlara yerlestigi ve toksisite gosterdigi saptanmistir. Notr
yiikli dekstran Kapli seryum oksit nanopartikiillerinin ise hiicrelerin sitoplazmasinda
dagildig1 ve herhangi bir hiicre hattinda toksik etki gdstermedigi belirlenmistir. Bu
calisma, nanopartikiillerin yiizey yiikii ve hiicre i¢i yerlesim yerlerinin, bu materyallerin
sitotoksisitesi iizerinde belirleyici oldugunu gdstermektedir. Ayrica, bu sonuglar
nanopartikiillerin kanser tedavisinde potansiyel kullanimi i¢in Onemli bilgiler
saglamaktadir. Nanopartikiillerin farkli hiicre hatlarina olan etkisinin anlasilmasi,
hedeflenen tedavilerin gelistirilmesinde 6nemli bir adimdir. Ancak bu nanopartikiillerin
uzun vadeli etkileri ve canli organizmalar iizerindeki etkileri hakkinda daha fazla
arastirma yapilmasi gerektigini de unutmamak gerekir (25).

Dong Hyuk Youn ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, seryum oksit
nanopartikiillerin farkli morfolojilerinin hafif travmatik beyin hasar1 iizerindeki
terapotik etkilerini arastirilmistir (46). Calismada seriyum oksit nanopartikiilleri 84.3 +
29.6 nm uzunluk ve 5.5 £ 1.2 nm ¢ap boyutunda A grubu nanorodlar ve 127.2 + 39.9
nm uzunluk ve 9.3 + 1.9 nm ¢ap boyutunda B grubu nanorodlar olmak iizere 2 boyutta
nanorodlar ile buna ek olarak nanokiipler ve nanopolidrahedronlar olarak
sentezlenmistir. Seryum oksit nanopartikiillerinin lipopolisakkarit ile uyarilmis U937 ve
RAW?264.7 hiicrelerinde SOD ve nitrik oksit salimimi {izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. In vitro deneyde A grubu nanorodlar oksidatif stresi azaltmada ve
iltihaplanmay1 kontrol etmede diger nanopartikiillerden daha etkili bulunmustur (46).
Ayni ¢alismada C57BL/6J erkek fareler iizerinde yapilan deneylerde, A ve B grubu
nanorodlarin beyin 6demi ve iltihaplanma iizerindeki etkileri incelenmistir. A grubu
nanorodlar hasarli beyin bolgesinde daha iyi dagilim gostermis ve hafif travmatik beyin
hasar1 sonras1 kognitif bozukluklar1 azaltmada diger nanopartikiillerden daha iistiin

bulunmustur. Yapilan c¢aligmada nanopartikiillerin morfolojisinin, biyomedikal
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performans {izerinde dnemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle A
grubu nanorodlar, yiizeyinde daha yiiksek Ce®/Ce*" oranma sahip olmasi ve daha
kiiciik boyutlar1 nedeniyle, hedeflenen terapotik etkileri saglamada diger nanopartikiil
formlarindan daha basarili bulunmustur. Bu bulgular, nanopartikiillerin morfolojisinin,
beyin hasar1 gibi spesifik tibbi durumlar i¢in tedavi gelistirme {izerindeki etkisini
anlamada 6nemli bir adim1 temsil etmektedir (46).

Insan néroblastom hiicre hattinda (IMR32) yapilan bir ¢alismada nano seryum
oksit nano partikiillerinin genotoksisiteye ve oksidatif strese neden olusan
sitotoksisitenin  doza bagimli oldugunu ve seryum oksit nanopartikiillerinin
mikropartikiillerine gore daha sitotoksik oldugu bildirilmistir (47). Bunun nedeni
nanopartikiillerin daha reaktif olmasi ve néroblastom IMR32 hiicre hatt1 kanser hiicre
hatt1 oldugundan asidik pH’a bagli olarak seryum oksit nanopartikiillerinin oksidan etki
gostermesidir.

In vivo bir ¢alismada CeO2 nanopartikiillerine akcigerlerden maruz kalmanin,
vaskiiler yaralanma hayvan modelinde oksidatif stres, inflamasyon ve DNA hasar1 gibi
mekanizmalar araciligiyla vaskiiler toksisiteyi siddetlendirdigi bildirilmistir (48).
Sicanlarda 28 giin oral yoldan yiiksek doz seryum oksit nanopartikiillerine maruz kalma
genetik hasara, histoloji ve biyokimyasal degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (49).
Bu in vivo ¢aligmalar in vitro verilerin in vivo olarak da degerlendirilmesi gerektiginin
Onemini gostermektedir.

Insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde yapilan in vitro bir galismada
seryum (IV) oksit nanopartikiillerinin ve bulk boyutlu seryum oksit partikiillerinin
sitotoksik etkileri arastirilmistir. bulk ve nano boyutlu seryum oksit partikiillerinin
boyutlar1 sirasiyla ortalama 231,61 nm ve 27,15 nm olarak hesaplanmigtir. Arastirma,
0,001 ila 200 ppm konsantrasyon araligindaki seryum oksitin sitotoksisitesini MTT
yontemiyle degerlendirmistir. Elde edilen sonuclara gore, tim konsantrasyonlarda hem
bulk partikiil hem de nanopartikiillerin lenfosit hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli
sitotoksik etkileri gdzlemlenmistir. Ozellikle 100 ve 200 ppm konsantrasyonlarinda
hiicre canliligt %25'in altina diismiis, bu konsantrasyonlarda bulk partikiillerin nano
partikiillere goére daha gii¢lii toksik etkisi oldugu belirlenmistir. Calismada hem bulk
hem de nano boyutlu seryum oksitin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda, insan lenfosit
hiicrelerinde belirgin sitotoksisiteye neden oldugunu gosterilmistir. Nano boyutlu

seryum oksitin belirli konsantrasyonlarda bulk formundan daha toksik olabilecegini
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ortaya koymakta ve bu bulgular seryum oksitin biyomedikal kullanimiyla ilgili dnemli
diistinceleri giindeme getirmektedir. Caligmanin sonuglart serum oksitin biyomateryal
olarak kullanimimin yan etkilerini daha iyi anlamak icin detayli in vivo g¢alismalar
gerektirdigini vurgulamaktadir (50).

Seryum oksit mikropartikiil grubunda, doz ve canlilik arasinda negatif bir
korelasyon bulunmasi, mikropartikiil konsantrasyonunun artmasiyla hiicre canliliginin
azaldigim1 gostermektedir. CeO2 mikropartikiil grubu 24 saat maruziyette hiicre ici
seryum miktar1 15,76 pug/L seviyesine ulagirken Kaspaz 3, TNF alfa, GSH ve SOD gen
ifadelerinde artisa, katalaz gen ifadesinde ise azalisa neden olmustur. Bu 24 saat
maruziyette CeO2 mikropartikiillerinin hiicredeki oksidatif stres ve inflamasyon yanitini
tetikledigini isaret eder. Ote yandan, katalaz gen ifadesindeki azalma, CeO:
mikropartikiillerinin antioksidan enzim katalazin aktivitesini inhibe ettigini gosterir.
Katalaz, hiicrelerde hidrojen peroksitin parcalanmasindan sorumlu olan bir enzimdir ve
oksidatif stresin etkilerini azaltmada onemli bir rol oynar. CeO2 mikropartikiillerinin
katalaz aktivitesini azaltmasi, oksidatif stresin artmasina ve hiicrelerin antioksidan
savunma mekanizmasinin zayiflamasina neden olabilir.

CeO2 mikropartikiil grubunun 48 saat maruziyet siiresinde hiicre i¢i seryum
miktarinin 34.46 pg/L seviyesine yiikselmesi, bu partikiillerin stireklilik gésteren bir
etkisi oldugunu gostermektedir. Bu siire zarfinda tiim gen ifadelerinde anlamh artiglar
gozlenmesi, CeO2 mikropartikiillerinin apoptozis, inflamasyon, antioksidan savunma ve
hiicresel stres mekanizmalarini etkiledigini diigiindiirebilir.

Hipotezlerimizden birisi de seryum oksit mikro ve nano partikiillerinin insan
aort damar diiz kaslar1 tizerindeki sitotoksik etkisi, intrinsik veya ekstrinsik yolak
araciligi apoptozun tetikleyerek gerceklestigidir. Apoptoz iliskili mRNA ifadeleri
degerlendirildiginde seryum oksit nanopartikiill 48 saat grubu disindaki gruplarda
apoptozun tetiklendigi seklinde sonuglarimiz yorumlanabilir.

Seryum oksit nano ve mikro partikiillere yanitta tiir farki da 6nemlidir. Cevresel
toksisite arastirmalarinda kullanilan Allium cepa'nin kok meristem hiicrelerinde yapilan
degerlendirmede mikro ve nano partikiillerin kromozomal bozukluklarina ve DNA
hasarma neden oldugu genotoksik ve sitotoksik oldugu gosterilmistir (51).

Calismamizda CeO2 nanopartikiil ve mikropartikiillerin hiicre diizeyindeki
etkilerindeki farkligin nedeni boyut, yiizey ozellikleri, biyoaktivite ve hiicre igine

alinma yeteneklerinin farkli olmasi olabilir. Bunun yani sira, maruziyet siiresi de
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nanomalzemelerin hiicre yanitlarini etkileyen dnemli bir faktordiir. 24 saat ve 48 saat
maruziyet siirelerinde gozlenen farkli gen ifadeleri ve hiicresel yanutlar,
nanomalzemelerin zaman bagimh etkilerini vurgulamaktadir.

Sonug¢ olarak, bu ¢alisma, CeO; nanopartikiill ve mikropartikiillerin hiicre
diizeyinde farkli etki mekanizmalarina sahip oldugunu ve bu etkilerin maruziyet
siiresine bagli olarak degistigini gostermektedir. Bu bulgular, nanomalzemelerin
biyolojik etkilerinin anlasilmas1 ve giivenli kullanimlart igin 6nemli bilgiler
saglamaktadir. Gelecekteki calismalarin, nanomalzemelerin hiicre i¢i etkilesimlerini
daha ayrintili bir sekilde incelemesi ve olasi toksisite mekanizmalarin1 aydinlatmasi
onemlidir.

Calismamizda elde edilen verilere gore seryum oksit mikro ve nano partikiillere
maruz kalan T/G HA VSMC Insan aort diiz kasi hiicre hattinda sitotoksik etkinin
arastirildigr calismamizdaki sonuglar su sekilde 6zetlenebilir;

1. Yapilan MTT testinde 24 ve 48 saat ICso degerleri degerlendirilmistir.
Seryum oksit mikropartikiil grubunda canlilik ile doz arasinda negatif bir
korelasyon (r = -0.594, p < 0,0001) ve canlilik ile zaman arasinda pozitif bir
korelasyon (r = 0.551, p > 0,0001) bulunmustur. Seryum oksit nanopartikiil
grubunda ise canlilik ile doz arasinda negatif bir korelasyon (r = -0.816, p <
0,0001) saptanmustir.

2. T/G HA VSMC Insan aort diiz kasi hiicre hattinda ICP-MS ile yapilan
seryum oksit mikro ve nano partikiil miktar tayininde Seryum uygulanmamis
kontrol gruplarinda diisiik miktar1 seryum bulunmustur. Seryum oksit
mikropartikiil maruziyet gruplarinda ise 24 saatte 15,76 ng/L, 48 saatte ise
34,46 pg/L saptandi. Ancak seryum oksit nanopartikiil gruplarinda 24 saat
maruziyette 1175,32 pg/L, 48 saatte ise 86,34 pg/L tespit edildi.

3. Seryum oksit mikro partikiilleri 24 ve 48 saatte antioksidan sistem iligkili
MRNA ifadelerini artirirken, seryum oksit nanopartikiilleri ise 24 saatte
sadece SOD ifadesinde sinirli artis yaparken 48 saatte degerlendirdigimiz
antioksidan sistem iliskili mRNA ifadelerini artirmamuistir.

4. Calismamizda apoptoz iliskili mRNA ifadeleri ise Seryum oksit nanopartikiil
48 saat grubu haricindeki gruplarda apoptozun tetiklendigi seklinde

yorumlanabilir.
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5. Bu sonuglar, nanomalzemelerin hiicre diizeyindeki etkilerinin hem boyut

hem de maruziyet siiresine bagli olarak degisebilecegini gostermektedir.
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