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OZET

Melatonin Agonistleri ile Kombine Quantum Dot Sentezi Karakterizasyonu Ve
Cesitli Kanser Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Bu tez calismasi ile melatonin hormonunun ve melatonin reseptdr alt tip
agonistinin kanser tedavisindeki yerinin belirlenmesi, az maliyetli ve toksisitesi az olan
yesil sentez yontemiyle bu agonistleri i¢ceren quantum dotlarin elde edilmesi, melatonin
reseptorlerinin etkili oldugu kanser tiplerine yonelik etkinligin karsilagtirilmali olarak
gosterilmesi ve mevcut tedavilerin gelistirilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Bu calismada yesil sentez yontemiyle hem CdS ve CoSr
quantum dotlar hem de Ramelteon biyokonjuge edilmis konjugatlarin sentezi ve
karakterizasyonu yapilmistir. Kolon, prostat ve ndroblastom kanser hiicre hatlar
tizerinde sentezlenen tiim QD’larin etkisi incelenmistir. Kanser hiicre hatlari iizerinde
ticer farkli dozda uygulanmis, ¢alisma pozitif ve negatif kontrollerle desteklenmistir.
Sonucglar MTT, TAK, TOD, Flow sitometri ve q-PCR testleri ile analiz edilmistir.

Bulgular: Sentezlenen quantum dotlar ile biyokonjuge nano yapilarin
gerceklestirilen SEM, TEM, FTIR, XRD analizleri ile dogru bir bigimde sentezlendigi
belirlenmistir. Biyokonjuge quantum dotlarin ilk 24 saatte ilgili ilacin biyokonjuge CdS
materyalinden %25.96’s1 salinmigken, biyokonjuge CoS materyalinden ilacin %
30.6’smin salindig1 goriilmiistiir. MTT sonuglarina gére néroblastom ve prostat kanser
hatlarinda CoS igerikli uygulamalarin (% 46.7, % 51.82) daha etkili oldugu, kolon
kanserinde CdS quantum dotlarinin (% 37.58) daha etkin oldugu anlagilmistir. Tim
kanser hatlarinda yapilan tiim uygulamalarda antioksidan etkinlik go6zlenmezken,
oksidatif etkinlik bazinda noroblastom (14.4) ve kolon hiicre hatlarinda (13.51) CdS
quantum dot igeren uygulamalarda, prostat kanserinde ise melatonin uygulamasinda
(8.25) kontrole kiyasla yiiksek degerler belirlenmistir. Flow sitometri testinde, prostat
kanser hattinda uygulamalar arasinda bir degisiklik tespit edilmemisken, ndroblastom
hiicre hattinda apoptoz orani en yiiksek melatonin (% 31.69) ile Ramelteon gruplarinda
(% 32.7) bulunmustur. Real time PCR testinde ndroblastom hiicre hattinin MTR1A gen
ekspresyonunun arttigi, RORA gen ekspresyonunun azaldigi, BAX ekspresyonunun
artt1g1 saptanmistir. Prostat hiicre hattinda ise, MTN1A gen ekspresyonun arttigi, RORA
gen ekspresyonunun bazi uygulamalarda tamamen baskilandigi, BAX ekspresyonunda
ise kontrole kiyasla azalma oldugu kaydedilmistir.

Sonuc¢: Elde edilen sentez materyallerinin hedeflenen nano yapilar oldugu
ispatlanmistir. Tiim bulgular goz 6nilinde bulunduruldugunda hem biyokonjuge edilmis
hem de edilmemis nano materyallerin tiim hiicre hatlarinda daha etkili sonuglar ortaya
koydugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyokonjugasyon, kanser, melatonin, quantum dot
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ABSTRACT

Quantum Dot Synthesis Characterization Combined with Melatonin
Agonists and Investigation of Their Effects on Various Cancer Cell Lines

Aim: In this thesis, it was aimed to determine the role of melatonin hormone and
melatonin receptor subtype agonist in cancer treatment, and to obtain quantum dots
containing these agonists with low cost and low toxicity green synthesis method. In
addition, it is aimed to show comparatively the effectiveness of cancer types in which
melatonin receptors are effective and to develop existing treatments.

Material and method: In this study, both Cadmium Sulfide and Cobalt Sulfur
quantum dots and Ramelteon bioconjugated conjugates were synthesized and
characterized by green synthesis method. The effect of all QDs synthesized on colon,
prostate and neuroblastoma cancer cell lines was investigated. It was applied at three
different doses on cancer cell lines, and the study was supported by positive and
negative controls. Results were analyzed by MTT, total antioxidant capacity (TAC),
total oxidant status (TOS), Flow cytometry and q-PCR tests.

Results: It was determined that bioconjugated nanostructures with synthesized
quantum dots were synthesized correctly by scanning electron microscopy (SEM),
transmission electron microscope (TEM), Fourier Transform Infrared Spectrometer
(FTIR), X-Ray Crystallography (XRD) analyzes. While 25.96% of the bioconjugated
quantum dots were released from the bioconjugated CdS material of the relevant drug in
the first 24 hours, it was observed that 30.6% of the drug was released from the
bioconjugated CoS material. According to MTT results, it was understood that CoS-
containing applications (46.7%, 51.82%) were more effective in neuroblastoma and
prostate cancer lines, and CdS quantum dots (37.58%) were more effective in colon
cancer. While no antioxidant activity was observed in all applications made in all cancer
lines, higher values were determined on the basis of oxidative activity in neuroblastoma
(14.4) and colon cell lines (13.51) in CdS quantum dot-containing applications, and in
prostate cancer in melatonin application (8.25) compared to the control. In the flow
cytometry test, no change was detected in the prostate cancer line between applications,
while the highest rate of apoptosis in the neuroblastoma cell line was found in the
melatonin (31.69%) and Ramelteon groups (32.7%). In real time PCR test, it was
determined that MTR1A gene expression of neuroblastoma cell line increased, RORA
gene expression decreased and BAX expression increased. In the prostate cell line, it
was noted that MTN1A gene expression increased, RORA gene expression was
completely suppressed in some applications, and BAX expression was decreased
compared to the control.

Conclusion: It has been proven that the obtained synthesis materials are targeted
nanostructures. Considering all the findings, it was determined that both bioconjugated
and non-bioconjugated nanomaterials showed more effective results in all cell lines.

Key Words: Bioconjugation, cancer, melatonin, quantum dot
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1. GIRIS

Kanser tip diinyasinda kaydedilen ilerlemelere ragmen hem diinyada hem de
iilkemizde insanlarin 6liimiine sebep olan hastaliklar arasinda ilk siralardaki yerini
korumaktadir.” ? Kanserin tedavisi giiniimiizde kemoterapi, radyoterapi, hormonal
terapi gibi tedavi secenekleriyle gerceklestirilmektedir. Giiniimiiz diinyasinin en sik
kullanilan kanser tedavi yontemi olan kemoterapide, farmakolojik olarak aktif nitelik
arz eden ilaglarin ¢oklu ilag direnci, hastanin alacagi ila¢ miktarini sinirlayan toksisite
seviyesi veya ilacin spesifik olarak kanserli dokuya hedeflemede yasanan zorluklar
sebebiyle tedavi ideal bir dogrultuda ilerleyememektedir.> * Bu noktada kemoterapdtik
ilaglarin etkinligini, tedavideki potansiyellerini artirabilmek, ilacin dozunu sinirlayan
toksisitesini makul seviyelere diislirebilmek adina nanoteknolojik yontemlerin etkili
gelismeler sergiledigi goriilmektedir.> ¢

Nanoteknolojinin yogun bir bigimde calisilan konularindan biri olan quantum
dotlar, pek cok hastaligin teshisi, tedavisi, goriintiilenmesinde kullaniminin miimkiin
oldugu nano boyutlu materyallerdir. Floresan problar olarak kullanilan quantum dotlar,
floresan isaretli proteinlere kiyasla optik ve elektrik 6zellikler bakimindan benzersiz
nitelikler tasimaktadir.” Bu sebeple quantum dotlar kemoterapdtik ajanlarla teranostik
platformlarda kullanima son derece uygundur.® Toksik madde eklentisi olmaksizin yesil
yontemle quantum dot sentezi ve bu sekilde sentezlenen pargaciklarin kanser gibi
yayllimi oldukca yiiksek olan bir hastalikta test edilmesi literatiirde eksikligi
hissedilmekte olan kiymetli konular arasinda yer almaktadir.

Melatonin ise, pek ¢ok kanser tiirii lizerinde etkin bir bicimde antiproliferatif,
onkostatik etki sergileyen bir hormondur. Yapilan pek cok calismada melatoninin
kanserin yayilimini, proliferasyonunu, anjiogenezis siirecini engelleyen etkiler

sergiledigi goriilmiistiir.” ' Uyku bozuklugu olan veya melatonin salgi dongiisiinde



probleme sahip olan hastalarda kanser goriilme sikliginin fazla olusu dikkat
cekmektedir.!! Bu sebeplerle kanserin olusumunun énlenmesinde énemli bir yere sahip
olan melatoninin kanserin tedavisinde de aktif bir yere sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Melatonin hormonunun reseptor alt tiplerinden birine spesifik olarak
agonist etki yapan Ramelteon ilacinin ise, melatonin ile benzer reseptor profillerini
etkileyerek melatonin gibi antikanser etkinlik sergileyebilecegi diisiiniilmektedir.'?
Melatonin agonisti olarak Ramelteonun melatoninin hangi spesifik niteliklerini
sergilecegi, kanser hiicrelerindeki etkilerinin gen ekspresyonu, oksidatif stres gibi
parametreler ile ne derece iligkili oldugu bilinmemektedir. Quantum dotlar ise bagh
olduklar1 ilaglarin hiicre membranindan gegisini kolaylastirmanin yani sira ilacin hiicre
i¢inde goriintiilenmesini, etki ettigi bdlgenin tespitini kolaylastirabilmektedir.'* !4

Bu amacla, zararsiz bir yontemle sentezlenen ve akabinde karakterize edilen
Kadmiyum Siilfiir (CdS) ve Kobalt Siilfiir (CoS) quantum dotlarin kanser tedavisinde
melatonin agonisti Ramelteon ile birlikte kullanimi ve bu uygulamalarin kanser tiirleri
tizerindeki etkileri g¢esitli yontemlerle analiz edilmistir. Bu sayede; insan viicudunda
dogal olarak yer alan melatonin hormonu agonistinin kanser tedavisindeki yerinin
belirlenmesi, az maliyetli ve toksisitesi az olan bir yontemle quantum dotlarin elde
edilmesi, quantum dotlarla uygulanan ilacin etkinliginin artirilmasi, kansere yeni bir
tedavi yaklasimi gelistirilmesi, uygulanan ilaglarin kanser hiicrelerinin protein
profillerinde ne derecede degisime neden oldugunun belirlenmesi ve bu dogrultuda

yapilacak ¢alismalarla var olan verilerin gelistirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en fazla 6liim oranina
sahip ikinci hastaliktir.* Yapilan son arastirmaya gore 195 iilkede 32 farkli tip kansere
rastlanmigtir. 2005’ten 2015°e¢ kadar kanser goriilme orani %33 artis sergilemistir.
Sadece 2015 yilinda 17.500.000 yeni kanser vakasi bildirilirken, 8.700.000 kanserden
o6liim vakas1 da rapor edilmistir."

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasimin bir sonucu olarak olusan kanserin yalnizca
bulundugu bolgede degil, ayn1 zamanda uzak doku ve organlarin da etkilenmesine
sebep oldugu, islev kayiplarina neden oldugu bilinmektedir. Bu hastalikta 6liimle
sonuglanan vakalarin fazlaligi dolayisiyla kanserin dogru bir bi¢imde tedavi edilmesinin

16 Kanser hiicreleri kontrolsiizce ¢ogalmalar ile

Onemi giin gectikce artmaktadir.
bilinmektedir. Ancak bunun yaninda kontrolsiizce ¢ogalan hiicrelerin immiin sistemin
denetiminden kagis yollar1 gelistirmesi ve akabinde bu hiicrelerin ¢ogaldigi dokudan
farkli doku ve organlara ulasip o bolgeleri isgal etmek suretiyle metabolik ve
fonksiyonel degisikliklerin olugsmasima sebep oldugu cok basamakli bir patolojik
duruma sebebiyet vermektedir.!”

Kanserin diinyadaki artis hiz1 oldukga yiiksek bir seviyeye erismistir ve kanser
hastas1 bireylerin sayisinin 2025 yilina dek yaklasik olarak 25 milyonu asacagi
diistiniilmektedir. Bu sebepledir ki kanser giliniimiiziin en ¢ok arastirilan, calisilan
konular1 arasinda ilk siralarda yer almaktadir.'®

2.2. Kanser Patogenezisi

Kanserin ortaya c¢ikmasimi etkileyen faktorler arasinda yasam big¢imi (alkol,

sigara kullanimi), ¢evresel faktorler (kirlilik, radyasyon, kimyasal maddeler), beslenme

tarz1 (vitaminler, lifli/yagli beslenme tarzi, antioksidan faktor igerigi) gibi olgular



sayilabilmektedir. Ama bunlara ek olarak kanserin tetiklenmesinde farkli etkenler de rol
oynayabilmektedir.!® Farkli etkenler su sekilde siralanabilmektedir:

1. Yiiksek seviyede reaktiviteye sahip UV 1simnlari, gama veya X 1sinlart gibi
1sinlar, DNA zincirinde kopmalara sebep olmak suretiyle mutasyonlara sebebiyet
verebilmektedir.

2. Belirli nitelik arz eden kimyasal maddeler (anilin boyalar1 gibi) mutasyon
olusturarak kanser olusumuna neden olabilmektedir.

3. Fiziksel olarak tahribata sebep olan maddelerin de tiimor olusumuna neden
oldugu bilinmektedir. Dokuda tahrise sebep olan maddelerin dokuya temasi neticesinde
olusturdugu harabiyet, hizli bir bicimde gelisecek mitotik aktiviteyi tetikleyebilmekte,
akabinde kanserli doku gelisimini uyarabilmektedir.

4. Kanser gelisimini etkileyen bir diger faktor de kalitsal yatkinliktir. Birgok aile
bireylerinin genomlarinda kalitsal olarak tasiabilen bir veya birden fazla mutant gen
yer almaktadir. Bu sebeple bu bireylerde ¢ok daha az mutasyon ilavesi kanserin
gelisimini tetiklemek icin yeterli olabilmektedir.

5. Bazi kanser tiplerinin olusumunda bazi virlis tiplerinin roliiniin de oldugu
bilinmektedir. Bu durum DNA’l1 viriislerin enfekte ettigi hiicrelerin DNA zincirinin
icerisine yerlesmek suretiyle mutasyona sebep olmasiyla gerceklesmektedir. Ya da
RNA igeren viriislerde DNA’ya ¢evrilen kopyalarin enfekte edilmis hiicre genomuna
entegre olmasiyla kanserin gelisimine zemin hazirlanmaktadir.?% 2!

Kanser hiicreleri genel olarak anormal hiicre biiylimesi ve c¢ogalmasi ile
karakterizedir. Buna ek olarak kanser hiicrelerinin bir diger ortak O6zelligi olarak
yayllmasi ve metastazi goriilmektedir.’® Ancak kanser hiicreleri normal hiicrelerden
farkli olarak olduk¢a hizli biiyliylip cogalmaktadirlar. Mitoz boliinmeye ugramak igin

kanser hiicreleri normal hiicreler gibi belirli bir biiyiime sinirina ulagsmay1 beklemez. Bu



durumun kanser hiicrelerinin normal hiicreler gibi belirli biiyiime faktorlerine ihtiyag
duymamasiyla iligkili oldugu tahmin edilmektedir. Ayn1 zamanda kanser hiicreleri
damar  olusumunu indiikkleyecek  anjiyogenik  faktorlerin  {iretimini  de
saglayabilmektedir. Boylece kanser hiicreleri kendilerine ihtiyag duyduklari besin
materyallerini temin edebilmektedirler.?% %!

Bazi kanser tiirleri oksidatif stres kaynakli olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Daha
cok reaktif oksijen tiirevleri olan serbest radikaller, olmas1 gerekenden fazla miktarda
bulundugunda hiicre igerisinde yer alan biyomolekiillerde hasarlara sebep olmaktadirlar.
Bu sekilde DNA iizerinde meydana gelen bir hasarin onarimi gerceklestirilemediginde,
DNA zinciri Tlizerinde bir veya birden ¢ok niikleotidin degisimine ortam
hazirlanmaktadir. Bu durum neticesinde rekombinasyon, mutasyonlar, dokularda hasar,
harabiyet, yaslanma ve kanser olusumu gdzlenebilmektedir.??

Tiim bunlara ek olarak kanserli hiicrelerin ortaya ¢ikmasi “onkogen” ad1 verilen
genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler, yapi, fonksiyon veya aktivitelerine
dair diizenlemelerin bozulmasi neticesiyle de olabilmektedir. Onkogenler, genelde yeni
bir fonksiyon kazanmasina neden olan bir mutasyon veya farkli bir sebep dolayisiyla
otozomal dominant etki gdstermekte olan genlerdir.??

2.3. Kansere Dair Tedavi Yaklasimlari

Kanserin tedavisinde hedeflenen ideal yaklasim bicimi, spesifik olarak kanser
hiicrelerini hedefleyen, saglikli hiicrelere zarar vermeksizin kanserli hiicrelerin 6liimiine
neden olabilecek tedavi bi¢iminin saglanabilmesidir. Bu sayede beklenen hastanin
yasam siiresinin ve yagam kalitesinin artirtlmasidir. Giiniimiizde kanser tedavisinin
gerceklestirilmesinde hastanin genel saglik durumu, kanserin tiirii, evresi, bulundugu
konum ve diger faktorler g6z Onlinde bulundurulmaktadir. Bu dogrultuda

gerceklestirilen tedavi segenekleri icerisinde temelde iic yontem bulunmaktadir. Bu



yontemler; cerrahi, immiinoterapi, kemoterapi, radyasyon tedavisidir. Tedavi siirecinde
bu yontemlerden bir ya da birkac¢i kombine bir bi¢imde kullanilir.

Tedavi siirecinde kanserli hiicrelerin 6ncelikli olarak cerrahi veya radyoterapi ile
azaltilmasi veya gelisiminde yavaglamanin saglanmasi hedeflenir. Akabinde kemoterapi
ve immunoterapi ile tedavi siirdiiriiliir. Bu tedavinin temel amaci kanserli dokunun
bliylimesinin engellenmesi, metastazin ortaya ¢ikmasinin bloke edilmesi, tiimoriin genel
itibariyle baskilanmasi ve hatta tamamen ortadan kaldirilmasina yonelik olarak
sitotoksik etkinin olusturulmasidir.??

Gergeklestirilen kemoterapi tedavisinde en temel problemlerden biri
kemoterapotik ajanlarin  yalmizca kanser hiicresine degil, ayn1 zamanda saglikli
hiicrelere kars1 da sitotoksik etki gdstermesidir. Bir diger problem ise kanser
hiicrelerinin bu kemoterapotik ajanlara karsi direng gelistirmesi durumudur. Daha 6nce
gerceklestirilmis bir calismada kanser hastalarinda %20’lik bir kismin kemoterapdtik
ajanlarla tedaviye direng gelistirdigi veya dliimciil seviyede toksisite meydana getirdigi
belirlenmistir.?% 2*

2.4. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiler Sistemler

Nanoteknoloji 1 ile 100 nm arasinda boyutlara sahip olan materyallerin tasarimi,
Olclimii, islenmesi gibi islemleri hedefleyen bilim dali olarak bilinmektedir. Bu bilim
dalinin temel hedefleri arasinda, nano boyutta materyallerin kazandiklar1 yeni
ozellikleri, fonksiyonlar1 kullanmak suretiyle nano boyutlu sistemlerin, yapilarin veya
teknolojik materyallerin gelistirilmesi, kullanimi ve ¢dziimlenebilmesidir.?®

Nanoteknoloji ilk kez Richard Feyman tarafinca ele alinmistir. Amerikali Nobel
odilli fizik¢i bu teknolojide 1959 yilinda calismalar gerceklestirmeye basladiginda

temel amac1 kiiciik maddelerden baslamak suretiyle daha kii¢iik maddeler, materyaller



elde etmek olmustur. 1974 yilinda ise Norio Taniguchi “Nanoteknoloji” kelimesini ilk
kez hayata gegirmistir.2°

Nanoboyutta ilag materyallerinin kullaniminin tibbi agidan pek c¢ok avantaji
bulunmaktadir.?’:

e Nanoboyutlu materyaller, sahip olduklar kii¢iik boyutlar1 sayesinde
damarlardan kolayca ge¢cmek suretiyle sirkiilasyona karisabilirler.

e Kiigiik boyutlarindan dolayr partikiiller maddenin yiizey alanini
artirmasindan dolay1 ¢oziiniirliigline de pozitif anlamda katki saglar.

e (Ozlniirliigli artan maddenin absorbsiyonu artacak, dolayisiyla
biyoyararlaniminin da artis1 saglanacaktir.

e Nanopartikiiler sistemler istendigi takdirde, spesifik bir bolgeye
hedeflendirilebilmektedir.

e Nanoteknoloji yardimiyla daha uzun siire stabil kalabilen, daha uzun raf
omriine sahip formiilasyonlar gelistirilebilir.

e Biyolojik ve tibbi tedaviler i¢in nanofarmasétikler oldukc¢a uygun nitelik
arz etmektedir.

e Nanopartikiiler sistemlere PEG (Polietilen glikol) veya POE
(Polioksietilen) gibi molekiillerin baglanmasi nanopartikiil yapilarinin
dolasimda daha uzun siire kalmalarini saglayabilmektedir.?®

e Bir nanopartikiiler sisteme birden fazla etkin madde yiiklemesi
gerceklestirilebilmektedir ve ayni sistemler birden fazla hedeflendirici
molekiil tasiyabilmektedir.?

Nanopartikiiler sistemlerle tasinan etkin maddeler, nanotasiyicilar sayesinde
par¢alanmadan korunabilirler. Epitelyal tabakadan daha kolay gecis saglanacagindan

ilacin absorbsiyonunun da artmasini saglayabilir. Nanopartikiiler sistemler ilaglarin



farmakokinetik niteliklerini ve ilaglarin dokular arasinda gosterdigi dagilim semasini,
intraseliiler penetrasyonu degistirebilir, diizenleyebilirler.*

2.5. Quantum Dotlar

Quantum dotlar, dis bir kaynak (UV 1s1ik gibi) uyarimi neticesinde parlama
yapan, nano boyutta yer alan, yar1 iletken nitelik arz eden kristal yapilardir.?! Yapisal
olarak bakildiginda quantum dotlar, yar1 metal kristal bir ¢ekirdegi kaplayan kabuk ve
bir “cap” olusumlarini barindirmaktadir.>?

Quantum dotlar beyaz 15181 absorbe ederek, ¢ok kisa bir siire igerisinde
parcaciklarin farkli kombinasyonu olarak yeniden yayabilirler. Bu yayilimi saglanan
15181n hangi dalga boyunda oldugu quantum dotun boyutunda degisiklik olusturularak
saglanabilmektedir. Quantum dotlarin bu 6zelligi goriintiileme tekniklerinde quantum
dotlarm kullanimimin oldukg¢a avantajli oldugunu ortaya koymaktadir.*?

Quantum dotlar genellikle 10 nm’den kii¢iik boyutlara sahip, toksik etkisi az
olan pargaciklardir. Biyouyumlu nitelige sahip olan quantum dotlarin yapilan in vitro
caligmalarda toksisitesinin gozlenmedigi, in vivo ¢alismalarda ise goriintiileme amach
kullanilan dozun 6nemli derece toksik nitelik sergilemedigi gdsterilmistir.’* Kanser
hiicre hatlarinda hiicre canliligina, proliferasyonuna tek basina etkinliginin olmadig:
tespit edilmesine ragmen, quantum dotlarin kanser hiicrelerini hedef alan ilaglarla
birlikte kullaniminda hem in vitro hem de in vivo olarak ¢ok daha etkili oldugu ortaya
konulmustur.*>

Quantum dotlarin ilag tasinmasi noktasinda doksorubisin, sisplatin gibi pek ¢ok
antikanser ilag ile kombine kullanildig1 goriilmiistiir. Doksorubisin ile nanokompleks
olusturan quantum dotlarin kanser hiicrelerini 6ldiirmede hem in vitro hem de in vivo

calismalarda oldukga etkili oldugu kaydedilmistir.>



Tirozinkinaz inhibitorii konjuge edilmis quantum dotlarla yapilan bir ¢calismada
akciger kanseri hiicre katt1 iizerinde test edilmistir. A549 akciger kanser hiicre hattinin
kullanildig1 ¢alismada, tek basma ilacin kullanildigr uygulamalara kiyasla quantum
dotlarla konjuge olan ilacin uygulamalarinin kanserin {i¢ boyutlu goriiniimiinde gozle
gortliir bir kiiciilmeye yardimci oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak konjuge ilacin
uygulandig1 biitiin hiicre hatt1 uygulamalarinda oldukga etkili sonuglar kaydedilmistir.>’”

2.6. Hiicre Oliimii

Hiicre 6liimii, hem embriyonik gelisimde hem de dokulardaki hiicresel bazdaki
dengenin saglanmasinda olduk¢a onemlidir. Hiicre 6liimlerinin kontroliinde pek cok
mekanizmanin aktif olarak rol oynadigi son yillarda yapilan pek ¢ok calisma ile ortaya
koyulmustur. Bir hiicrenin 6liim siireci basladiginda, aktiflesen mekanizmalarin, ortaya
cikan morfolojik degisikliklerin apoptoz neticesinde mi yoksa otofaji ile mi olustugunu
belirlemek zor olabilmektedir.>® Buna ek olarak hiicrelerin apoptoz, otofaji aracilig1 ile
Oliim ihtimalleri oldugu kadar patolojik hiicre 6liimii bi¢imi olan nekrozla da hiicrelerin
oliimii gozlenebilmektedir.?® 40

2.6.1. Otofajik Hiicre Oliimii

Gergeklestirilen gesitli morfolojik analizler sonrasinda, bazi1 doku ve hiicrelerde
0liim zamaninda otofajik etkinligin arttig1 tespit edilmistir. Bu hiicre oliimii tipinde
hiicre igeriginde yer alan organellerin ve makro molekiillerin lizozomal aktivite ile
parg¢alanmasi neticesinde gelisen bir Olim gozlenmektedir. Bu hiicre oliimi ile
anabolizma-katabolizma dengesi kolaylik saglanabilmektedir. Bu yolla ger¢eklestirilen
hiicre 6liimleri ile sindirim sonucunda elde edilen molekiiller sonrasinda geri doniisiime
ugratilarak diger hiicrelerin biiyiime ve gelisiminde kullanilabilmektedir. Bu hiicre

oliimiinde etkin rol oynayan primer lizozomlar endoplazmik retikulumun ekstraselliiler



membran1  ile birlesmek suretiyle sekonder lizozomu (otofajik  vakuol)
olusturmaktadir.*!

2.6.2. Nekrotik Hiicre Oliimii

Nekroz programlanmaksizin gerceklesen, genetik kontrol altinda olmayan bir
Olim stirecidir. Nekroz dis etkenler sonucunda hiicrelerin rastgele bir bi¢imde
Olmeleridir. Pek ¢ok nedeni bulunmaktadir. En sik goriilen sebebi hipoksidir. Toksik
maddeler ile veya agir metallerle muamele sonrasinda da nekroz gozlenebilmektedir.
Nekrotik hiicre 6liimiinde mitokondriyal reaktif oksijen tlirlerinin arttig1 bilinmektedir.
Buna ek olarak apoptotik olmayan proteazlarin aktivasyonu goriiliir. ATP iiretiminde
azalma ile birlikte Ca*" kanallarinda acilma gozlenir.*>*3

Nekrozun temel sebebi olan dis etkenler maruz kalan hiicrenin iyon dengesinde
bozulmalara sebep olmaktadir. DNA tamirinde aktif rol oynamakta olan PARP (Poli
ADP-riboz polimeraz) enzimi NAD kaybina neden olmaktadir. Bu durum ATP
eksikligine sebebiyet verir. Bu durumda da iyon pompasi yetersizligi ciddi bir sorun
haline gelir. Hiicre bu durumda sivi almaya baglar ve organellerde sismeler meydana
gelir. Hiicre i¢ine kontrolsiizce dolan sivi plazma biitiinliigiine zarar verir ve osmatik
basing etkisiyle hiicre patlar. Patlayan hiicrenin igerigi hiicrelerarasi bosluga dagilir. Bu
durum enflamasyonun ortaya ¢ikmasina neden olur. Enflamasyonun ortaya ¢ikmasi ile
birlikte ortama makrofajlarin, nétrofillerin gogii baslar. Nekrotik hiicre dliimlerinin en
temel karakteristik Ozelligi enflamasyona eslik eden hiicrelerin gozlenmesidir. Bu
hiicreler nekrotik dokuda hiicrelerarasi bosluga yayilmis olan hiicre kalintilarini fagosite
ederler. Nekrotik 6liim olup olmadig1 kontrol edilirken dikkat edilmesi gereken birincil

unsur enflamasyon varligidir.*> 43
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2.6.3. Apoptotik Hiicre Oliimii

Viicuttaki hiicrelerin cogalmasi ile Oliimleri arasinda bir denge mevcuttur.
Kontrollii bir bigimde hiicrelerin 6liimlerinin diizenlenmesini saglayan hiicre 6limii tipi
olan apoptoz kelime anlami olarak agacgtan diisen yaprak anlamina gelmektedir. Bu
hiicre 6liimii tipi 1972 yilinda J.F.K. Kerr isimli bir patalog tarafinca tanimlanmstir.**

Apoptozis, hiicrelerin programli bir bicimde kendi kendilerini yok ettikleri,
genetik kontroller ile diizeni saglanan, ger¢eklesmesi icin RNA sentezi, protein sentezi
ve enerji ihtiyact duyulan, organizmanin dengesinin korunmasinda gerekli olan bir
hiicre olimii bi¢cimidir. Apoptoz ile ilgili ilk calismalar Caenorhabditis elegans
nematodunda gergeklestirilmis ve apoptozun genlerin kontrolii altinda oldugu tespit
edilmistir. Insanlarda apoptozu kontrol eden kaspazlar, Apaf-1 ve Bcl-2 genlerinin
bulundugu belirlenmistir.*> 46

Apoptoz embriyonik donemde goriilebilecegi gibi, postnatal hayatta da kan
iretiminin dengede tutulmasi, deri hiicrelerinin 6liimii, etkisiz T hiicrelerinin
uzaklastirilmas1 gibi olaylarda apoptoza ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir.*” ** Buna ek
olarak apoptozis patolojik durumlarda da gozlenebilmektedir. Diyabet, Alzheimer,
Parkinson gibi hastaliklarda, viral enfeksiyonlarda, miyokard infarktiisiinde, oksidatif
stres durumlarinda, asir1 alkol tiiketimi, radyasyon maruziyeti gibi durumlarda da
apoptozun ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.**->!

2.6.3.1. Apoptozun Asamalari ve Diizenlenmesi

Apoptozda hiicrenin kendisini yok etmek amaciyla programli bir bigimde ¢esitli
metabolik ve fizyolojik siirecleri baslattigi bir olaylar dizisi gozlenir. Apoptoza
ugramasi planlanan ve bu dogrultuda sinyal almis olan hiicre, etrafindaki komsu

hiicrelerle olan baglarini koparir ve su kaybederek biiziislir. Ardindan igeriginde yer

alan kromatini yogunlasarak piknotik bir goriiniim arz eder. Hiicre organelleri yapisal

11



biitlinliiklerini korurken DNA’s1 niikleozomlardan kesilmis bir halde bulunur. Hiicre
cekirdeginin kii¢iildiigii, parcalandigi, hiicreninse kiiclik apoptotik cisimciklere ayrildigi
goriliir. Bu yapilar ise makrofajlarca taninarak fagositozla ortadan kaldirilir. Ancak
nekrotik dokularda oldugu gibi enflamasyon durumu ortaya ¢ikmamaktadir.>%-4°

Bu hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde pek cok faktoriin etkisi gdzlenmektedir.
Bunlar; kalsiyum, seramid, Bcl-2 familyas1 gibi molekiiler yapilar, ¢esitli proteinler
(p53, kaspazlar, sitokrom-c) ve mitokondriyon yapilar1 olarak sayilabilir. Apoptozun
baslamasindan bitisine dek hiicreye devamli olarak bir kalsiyum akis1 gergeklesir.
Kalsiyum iyonu hiicrede gen regiilasyonundan, hiicre iskeleti organizasyonuna,
endoniikleaz, proteaz gibi enzimlerin aktivasyonuna kadar cesitli konumlarda gorev
almaktadir. Bcl-2 apoptozda hem proapoptotik, hem de antiapoptotik rol iistlenen
tiyelere sahip bir ailedir. Bu aile genlerinin homodimer veya heterodimer olmasi bir
hiicrenin apoptozla iliskili olarak egiliminin belirlenmesinde etkindir. Bcl-2 ailesinden
Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma, Noxa gibi proapoptotik proteinlerin fazla
olmas1 bir hiicrenin apoptoza egilimli oldugunun gostergesidir. Bu proteinler apoptoz
indiikleyici faktorlerin  salintmini indiiklemektedir. Bcl-2, Bcel-xL, Mcl-1 ise
antiapoptotik proteinlerdir. Antiapoptotik proteinler hiicre igerigine iyon akisinin
kontroliinii saglayarak kalsiyum seviyesini kontrol altinda tutmaktadir.>>-*

P53, normalde bir hiicrenin DNA’sinda hasar goriildiiglinde ortaya ¢ikarak hiicre
boliinmesini G1 fazinda durdurmak suretiyle hiicrenin DNA onarimi i¢in zaman
kazanmasini saglayan bir protein yapisidir. Ancak ilgili hasar onarllamaz durumda ise
P53, proapoptotik Bax ile Apaf-1, Fas iiretimini tesvik edip, antiapoptotik proteinlerin
baskilanmasini saglamaktadir.>

Fas proteini de apoptozun uyarilmasinda 6nemli bir etkendir. TNF reseptor

ailesinin 6nemli bir iiyesi olan Fas, sitotoksik T hiicreleri ile natural killer hiicreleri
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tizerinde yer almaktadir. Fas proteini reseptoriine baglandiginda reseptor
trimerizasyonunun gerceklesmesini saglar. Aktive olan reseptor ise FADD molekiilii ile
birleserek prokaspazlarin aktivasyonunu saglar, bdylece apoptoz baslar.>* 3

Apoptozun diizenlenmesinde etkin bir konuma sahip olan kaspazlar sistein
proteaz yapilaridir. Aspartik asitin ardinda yer alan peptit bagin1 kirmak suretiyle etki
gosterirler. Normalde hiicre icerisinde inaktif olarak yer almaktadirlar. Birbirlerini
proteolitik olarak aktiflestirmektedirler. Baslatic1 (Kaspaz 2,8,9,10), efektor (Kaspaz
3,6,7) ve inflamatuar (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) kaspazlar olmak {lizere 3 ayr1 tipte
bulunurlar. DNA tamiri veya replikasyon i¢in ihtiyag duyulan enzimlerin
inaktivasyonuna sebep olurlar. Buna ek olarak hiicre iskeletinde yer alan proteinlerin
kesilmesiyle hiicre zarmim tomurcuklanmasina sebep olmaktadirlar.>?->4

2.6.3.2. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptozisin olusumu i¢in temelde iki ayr1 mekanizmadan s6z edilmektedir:

e Intrinsik Yol (Mitokondriyal yolak)
e Ekstrinsik Yol
- Direkt mekanizma
- Indirekt mekanizma

Her iki sinyal mekanizmasinda da apoptozun gelisiminde kaspazlarin
etkinliginden s6z edilmektedir. Hiicre i¢in sinyaller ile baslayan apoptoz intrinsik
yolaktan ilerlerken, hiicrenin disindan gelen sinyaller neticesinde ekstrinsik yol ile
apoptozun gelisimi saglanmaktadir.>’->
A. Intrinsik Yol
Hiicre icerisinden apoptozun baglatilmasina dair bir uyar1 alindi§inda

proapoptotik proteinlerden biri olan Bid, antiapoptotik protein 6zelliginde olan Bcl-2yi

inaktive ederek Bax ve Bak’un aktivasyonunu saglar. Bu noktada aktiflesen Bax ve Bak
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mitokondri membraninda porlarin olusumunu tesvik etmek suretiyle zarda potansiyel
fark olusumuna sebep olur.’* Bu durum mitokondriyon membranindan bazi maddelerin
salinimini uyarir. Bunlar; sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator of
Caspase), Endo-G (Endoniikleaz G), Kalsiyum ve AIF (apoptoz indiikleyici faktor)’dir.
AIF ¢ekirdege tasinarak o kismin pargalanmasina neden olur. Endo-G ise DNA’nin
parcalanmasinda rol oynar. Mitokondriden salgilanan sitokrom-c bu noktada Apaf-1
(Apoptotik proteaz aktive edici faktor) ve ATP ile birlesmek suretiyle sitoplazmada bir
apoptozom kompleksi olusturmaktadir.®® Olusan apoptozom Kaspaz-9’u, Kaspaz-9
prokaspaz-3’ii aktif hale getirir. Aktiflesen Kaspaz-3 CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)1
serbest hale getirir. CAD c¢ekirdekte kromalinin yogunlagsmasina ve akabinde DNA
fragmentasyonuna sebep olmaktadir.> ¢!

B. Ekstrinsik Yol

Fas, TNFR, DR5 gibi hiicre yiizeylerinde yer alan reseptorlere 6liim sinyalleri
olan FasL, TNF-alfa, TRAIL yapilarinin baglanmasi ile reseptorlerin trimerik bir yapiya
erismesi ile bu yolak baslar. Trimerik forma erisen reseptor prokaspazlar ve adaptor
molekiiller esliginde DISC (Death inducing singnaling complex) yapisini ortaya cikarir.
Bu birlesme prokaspaz-8’in Kaspaz-8’e aktiflesmesine neden olur. Bu noktada Kaspaz-
8, Kaspaz-3’ii aktive eder. Ancak bunu 2 yolla yapabilir: Ya direkt yolla kaspaz-3’i
aktive eder, ya da Bid’i kesip dolayli yoldan Kaspaz-9’un aktivasyonunu, akabinde
kaspaz-3’iin aktivasyonunu saglar. Her iki yolda da sonu¢ olarak CAD aktivasyonu
gdzlenir. DNA fragmentasyonu ile bu yol son bulur.%% 3% 6
Bu baslik igerisinde yer alan bir diger yol ise sfingolipid yoludur. Bu yolda hiicre

zarinin yapi taglarindan biri olan sfingomyelin, ¢esitli sebepler neticesinde aktive olan

sfingomyelinaz ile seramid’e cevrilir. Seramid yapist ise seramidaz aracilifiyla
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sfingozine doniistiiriilmektedir. Sfingozin Bid iiretimini artirmak suretiyle apoptozun
indiiklenmesine sebep olmaktadir.®?

Bu baslik igerisinde ifade edilmesi gereken bir diger yol ise Perforin-Granzim B
sistemidir. Bahsi gecen yapilarin her ikisi de serin proteazlardir. Sitotoksik T lenfositleri
ile natural killer hiicrelerin sitoplazmasinda salgi graniilleri igerisinde yer almaktadirlar.
Hedef hiicreye baglanan ilgili immiin sistem hiicresi perforin salgilamaktadir. Perforin
proteazi hiicre zarinda bir por olusumunu indiikler. Olusan pordan hedef hiicre igerisine
kalsiyum iyonu akisi gergeklesir. Bu durum da hedef hiicre graniillerinden Granzim B
salgilanmasma, o da kaspaz aktivasyonu araciligi ile DNA fragmentasyonuna,
dolayisiyla apoptozise neden olmaktadir.%?

2.7. Melatonin

Melatonin hormonunun kesfi 1958 yilinda Lerner tarafinca gergeklestirilmistir.
Lerner hipofizden elde etmis oldugu melatoninin cilt renginde degisikliklere sebep
oldugunu fark etmesi nedeniyle bu hormona Latince siyah anlamindaki “melas” ve is

anlamindaki “tosos” kelimelerinin birlesiminden olusan melatonin ismini vermistir.®> %4

Bee

cn,—cu,—nu—@—cn,

Sekil 2.1. Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin)

Karanlik ortamda salinmminin  arttigt  bilinen melatonin  (N-asetil-5-
metoksitriptamin) gii¢lii bir antioksidan etkinlige sahip bir hormondur. Buna ek olarak
melatonin hiicrelerin yenilenmesinde, immiin sistemin giiclendirilmesinde, sirkadiyen
ritmin diizenlenmesinde, viicut 1s1sinin kontrol edilmesinde basrolde yer almaktadir.%®

(Sekil 2.1)
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Melatonin pineal bezden salgilanmaktadir. Melatonin salgilanmasinda 6nemli
rolii olan sirkadiyen ritmin yasa bagli olarak diizenlendigi bilinmektedir. Ayrica
yalnizca fizyolojik sartlarin degil, duyguduruma dair bozukluklar gibi klinik olumsuz
kosullarin da temelinde melatonin sirkadiyen ritminde olusan diizensizliklerin yer
alabilecegi diisiiniilmektedir. Insan viicudunda yer alan en kiiciik endokrin bez olarak
tanimlanan pineal bez, cam kozalagini animsatan goriintiisii sebebiyle bu ismi almistir.
Bu endokrin bezde kan beyin bariyeri bulunmamaktadir. Bobreklerden sonra damarsal
yapt bakimindan en zengin doku olarak bilinmektedir.**%® Pineal bezin yapisinda yer
alan pinealositler yalnizca melatonini degil, ayni zamanda serotonin, noradrenalin,
histamin, dopamin gibi biyolojik aminlere ek olarak trioid stimiile edici hormon (TRH),
somatostatin, arginin, vazopressin gibi peptitlerin iiretiminde de gorev almaktadir.®

Pineal bezde 3.aya kadar noroglial hiicrelerin yogunlugu mevcutken, sonrasinda
pinealositlerin bez igerisinde % 95 oraninda baskinliga eristigi bilinmektedir.%
Melatonin pineal bez harici baska bdlgelerden de salgilanmaktadir. Bu bolgeler;
lakrimal bez, retina, eritrositler, trombositler ve gastrointestinal sistemdeki bazi hiicreler
olarak siralanabilir. Pineal bez harici sentezlendigi bdlgelerden salinan melatoninin

plazma melatonin seviyesine etkisi c¢ok azdir.®

Dogal bir norotransmitter olan
melatonin karanlikla birlikte salgisinin artmasi dolayisiyla “karanliklar hormonu” olarak
da adlandirilmaktadir. Antioksidan, hiicre yenileyici, biyo-ritm diizenleyici
ozelliklerinin yan1 sira melatoninin biiylime hormonunun sentezini artirici ve ergenligi
baslatici nitelikleri de bulunmaktadir 67 6

2.7.1. Melatonin Sentezi

Melatonin  sentezinde ana materyal ftriptofandir. Melatoninin  sentezi

pinealositlerde temel biyomolekiil olan triptofan aminoasitinden gergeklestirilir.

Triptofan ilk olarak triptofan hidroksilaz enzimi yardimiyla 5-hidroksitriptofana ¢evrilir.
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S-hidroksitriptofan aminoasit dekarboksilaz enzimi yardimiyla serotonine doniistiirtliir.
Akabinde serotonin N-asetil transferaz kataliziyle N-asetil serotonine, N-asetil serotonin
ise metiltransferaz enzimi yardimiyla melatonine ¢evrilmektedir.®® Triptofan hidroksilaz
enzimi reaksiyonu katalizlerken tetrahidrobiopterin (BH4) ile O:’nin kofaktorliigiine
ihtiya¢c duymaktadir. Aymi reaksiyonda Bg vitamininin koenzim olarak gorev yaptigi
bilinmektedir.%

Sentezde ara metabolit olarak yer almakta olan 5-hidroksitriptofan kan-beyin
bariyerini kolaylikla gecebilir niteliktedir.’® ”! Serotonine doniisiimii ardindan ayni
gecis kolayligina sahip olmaz. Karanlikla birlikte de serotonin melatonine doniismeye
baglar. Saat 19.00-20.00 araliginda karanlikla birlikten artmaya baglayan melatonin
salgisi, gece 02.00-04.00 saatleri arasinda zirve noktasina ulasir. 29 mg/giin hizinda
salgilanir.%% 7°

2.7.2. Melatonin Sentez ve Salinimina Etki Eden Faktorler

Melatoninin sentezlenmesinde etki eden faktorlerin basinda 1s1k gelmektedir.
Aydinlik-karanlik, gece ve giindiiz dongiileri melatonin sentezinde kontrol saglayan
temel etkendir. Bu kontrol mekanizmasi “fotondroendokrin kontrol” olarak ifade
edilmektedir. Isik yalnizca sirkadiyen ritmin senkronizasyonunu gergeklestirmez, ayni
zamanda melatoninin akut olarak sentezinin baskilanmasinda da etkindir. Baskilanma
giiclinlin belirlenmesinde 15181n parlaklik derecesinin olduke¢a biiyiik 6nemi vardir. Isik
parlaklig1 arttikga melatonin sentezinin baskilanma giiciinde artis goriilmektedir.”>7*
Melatoninin iiretimi ve salgilanmasinda 15181n etkisi, 15181n dalga boyu ve siddeti ile
yakin seviyede baglantilidir. Melatonin sentezini, kandaki seviyesini degistiren bir diger
etken ise yastir. Yenidoganlarda plazmadaki melatonin seviyesi diisiiktiir. Ugiincii

aydan sonra bebeklerde melatonin salgisi ritmik bir diizene girer. Buna ek olarak alkol,

sigara, fazla kahve-¢ay, giiriilti, uyumadan 6nce karnin tok olmasi, depresyon ilaglari,
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sedatif ilaglar ve beta blokorler de melatonin sentezinde yavaslamaya sebep
olmaktadir.” 7

2.7.3. Melatonin Reseptorleri

Melatonin reseptorleri temel olarak 3 adet olarak tespit edilmistir. Bunlar, MT1,
MT2 ve MT3 reseptorleridir. Melatonin reseptdrlerinin tgiinciisii olan MT3 yakin
zamanda kesfedilmistir.

MTI1 reseptorii yiiksek afiniteye sahip, GTP baglama proteinleri familyasinin
iiyesi olan bir reseptordiir. Bu reseptorler aktive oldugunda reseptore sahip hiicrede
adenilat siklaz aktivasyonun baskilanmasi durumu ortaya ¢ikmaktadir. MT2 ve MT3
reseptorleri ise MT1’den farkli olarak diisiik afiniteye sahip reseptorlerdir. Bu
reseptorler fosfoinositol hidrolizi sonucunda etki ortaya koyarlar. Dokulardaki
dagilimlar1 ise kesin olarak tespit edilememistir.”” 78

MTI1 reseptorleri G proteini kenetli olmalar1 dolayisiyla adenilat siklazin
inhibisyonuna sebep olarak cAMP seviyesinde azalmaya neden olurlar. Bu reseptoriin
daha ¢ok renal aktivite, uyku, sirkadyen dongii ve lireme ile iliskili islevlerde aktif
oldugu bilinmektedir. Ayrica MT1 reseptorlerinin Melll ve Mellb olacak sekilde iki
ayri alt tipi mevcuttur.”

MT3 reseptorii hamster hayvanlarinin bobreklerinde tespit edilmis ve MT2
reseptoriine olan benzerliginden dolayt MT2 olarak isimlendirilmistir. Bu reseptore
iliskin ¢ok fazla veri bulunmamaktadir.®°

2.7.4. Ramelteon

Ramelteon (Rozerem©, Takeda, Japonya; TAK-375), hem MT1 hem de MT2
reseptOrlerine agonist etki sergileyen bir ilagtir. 2005 yilinda kullanim onayi alan

Ramelteon, uykuya dalmada giicliik ¢eken kisiler i¢in uykusuzluk tedavisi amaciyla

kullanima girmistir. Gastrointestinal sistemden %84 oraninda emilen Ramelteonun kan
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dolasimindaki yarilanma 6mriiniin 1-2 saat oldugu bilinmektedir. CYP1A1, CYP1A2 ve

CYP2C9 karaciger enzimleri tarafinca metabolize edilmektedir.®!
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Sekil 2.2. Ramelteon

2.7.5. Melatonin, Ramelteon ve Kanser

Kanserin tedavi stirecinde melatonin daha ¢ok IL-2 ile kombine bir bigimde yer
almaktadir. IL-2 tek basina etkin anti-timorojenik etki gosterebilmesi i¢in ¢ok yliksek
dozlarda uygulanmasi gerekmektedir ve bu yiiksek dozlarda IL-2’nin toksik etkilere
sebep oldugu bilinmektedir. Ancak IL-2 melatonin ile kombine uygulandiginda
melatoninin IL-2’nin istenilen etkilerini ortaya ¢ikardigit ve yiiksek dozlarda
uygulanmadan da antikanserojen etki gosterebilmesini sagladig1 goriilmektedir. Buna ek
olarak melatoninin saglkli hiicrelerde apoptozu engelleyici etkisinin oldugu
bilinmektedir.®

Melatoninin kanser iizerindeki etkisi son 80 yildir aragtirmalara konu olmaktadir.
Pek cok epidemiyolojik ¢alisma ile de melatoninin antikanser etkisi kanitlanmistir.%* 84
Gogiis kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve CMT-U229 iizerinde yapilan in vitro
caligmada, melatoninin hem kanser hiicrelerinin canliligini yok ettigi hem de kanserin

yayilimini onleyecek nitelikte etki gosterdigi tespit edilmistir. Buna ek olarak melatonin

gogiis kanser hiicrelerinin radyasyon tedavisine duyarliligin da artirmaktadir.®
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Prostat kanser hiicre hatt1 lizerinde yapilan bir ¢calismada; kullanilan melatoninin
kanser hiicrelerinin metastaz siireclerinde ve beslenmelerinde etkin role sahip olan
anjiogenesis proteinlerinin {lretimini engelledigi belirlenmistir. LNCaP ve 22Rvl
prostat kanser hiicre hatlar1 iizerinde yapilan bir bagka calismada ise melatoninin anti-
proliferatif niteligi tespit edilmistir.%

Karaciger HepG2 kanser hiicre hatt1 iizerinde yapilan bir calisma melatoninin
kanser hiicrelerinin canliligini azalttigin1 ortaya koymustur. Buna ek olarak MTI1
reseptOrii sayesinde melatoninin akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu da inhibe
ettigi tespit edilmistir. cAMP seviyesindeki diisiisle birlikte ERK maddesinin
aktivasyon uyarmminin artisi ile de melatoninin inhibitor etkisi agiklanmaktadir.®’

Akciger kanseri hiicre hattinda gerceklestirilen bir calismada; melatoninin
varliginda uyarimli inhibisyonu artirarak tiimor hiicrelerinin bagka bir bolgeye go¢
etmesini ve c¢ogalmasini engelledigi belirlenmistir. Bunlara ek olarak melatoninin
radyoterapi ile baz1 anti-kanser ilacin etkinligini artirdig1 tespit edilmistir.®®

PANC-1 pankreas kanser hiicre hattinda yapilan g¢alismada 1 mM
konsantrasyonda uygulanan melatonin hormonunun olduk¢a yiiksek bir oranda inhibitor
etki gosterdigi belirlenmistir. Bu inhibisyonun VEGF miktarinin azalmasiyla ilgili
oldugu ifade edilmistir.®® Kolon kanseri tiirii olan HT-29 hiicre hatt1 iizerinde yapilan bir
calismada melatoninin anti-inflamatuvar ve antioksidan etkileri dolayisiyla tiimor
hiicrelerinin gelisimini durdurdugu kaydedilmistir. Hiicre igerisinde reaktif oksijen
tiirlerini artirip ve hiicre canliligin1 azaltarak da etki gosterebildigi kaydedilmigtir.”% !

Endometriyal kanser hiicreleri {lizerinde yapilan bir ¢alismada Ramelteonun
antiproliferatif etki sergiledigi tespit edilmistir. Olduk¢a diigiik dozlarda etki sergileyen
Ramelteonun, kontrol ve melatonin gruplarina kiyasla hiicre canliligini 6zellikle 10-8 M

dozunda ciddi oranda baskiladig1 ifade edilmektedir.”
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Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatlarinda gergeklestirilen bir ¢alismada
ise, Ramelteon ilacinin hem antiproliferatif hem de antiinvazif etkinlik sergiledigi tespit
edilmistir. Ramelteonun etkisine Caco-2 hiicrelerinin HT-29’a kiyasla daha duyarh
oldugu belirlenmistir.”

Bahsedilen literatiir verileri 1s18inda, melatonin hormonunun ve agonistinin
kanser hiicre hatlar1 iizerindeki etkileri gozle goriiliir niteliktedir. Bu dogrultuda
melatonin hormonu ve agonistinin etkinligini artirma niteligine sahip olan quantum
dotlarla kombinasyonunun oldukca etkin sonuglar verecegi diisliniilmektedir. Quantum
dotlara immobilize melatonin ve melatonin agonisti ilacin kanser hatlar1 iizerindeki
konjuge kullanimina dair yapilmis bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Literatiir
verileri 15181nda, bilim diinyasindaki bu eksikligi gidermek, ¢esitli kanser tiirlerine yeni
bir tedavi yaklasimi belirleyebilmek adma bu ¢alismanin gergeklestirilmesi

hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Tablo 3.1. Quantum Dot Sentezi ve Hiicre Kiiltiirii I¢in Kullanilan Materyaller

Sira  Materyal Mensei

1 Santrifiyj Allegra, ABD

2 Saf Su Cihazi Isolab, Tiirkiye

3 Spektrofotometre Epoch, ABD

4 Calkalayici Heidolph, Almanya

5 Hassas Terazi Weightlab Instruments,
Tiirkiye

6 Evaporator IKA, Almanya

7 pH-metre Isolab, Tiirkiye

8 Yiiksek devirli santrifiij: Beckman coulter, ABD

9 Vorteks Isolab, Tiirkiye

10 +4°C ve -20°C buzdolaplar1 Bosch, Almanya

11 Kabin: class II Labor ildam, Tiirkiye

12 Otoklav Lica, Meksika

13 CO; Etiivii Niive, Hollanda

14 Inverted Mikroskop Leica, Almanya

15 -80 °C dolap Nu Aire, Ingiltere

16 Elisa Okuyucu Biotek, ABD

17 Mikropipetler: Eppendorf, Almanya

18 RT-PCR Cihazi: Qiagen, Almanya

19 Nanodrop UV-VIS spektrofotometre ~ Epoch, ABD

20 Nanodrop: Roche, Isvigre

21 Total Antioksidan Kapasite Kiti Rel Assay Diagnostic,
Tiirkiye

22 Total Oksidan Durum Kiti Rel Assay Diagnostic,
Tiirkiye

23 Annexin V/PI Apoptosis Detection Thermo, ABD

Kit
24 Purelink RNA Mini Kit Thermo, ABD
25 Human Double-Dye(Tagman) Gene Thermo, ABD
Detection Kit
26 QuantiTect Reverse Transcription Kit  Qiagen, Almanya
27 MTT Sigma, ABD
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3.2. Metot

3.2.1. Quantum Dot Yesil Sentezi

3.2.1.1. Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada nar bitkisi Punica granatum’dan faydalanilmak suretiyle CdS ve
CoS quantum dotlarinin sentez islemi gerceklestirilmistir. Erzurum yerel marketlerinden
temin edilen bitkinin hedeflenen nar bitkisi oldugu, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji boliimiinde calisan taksonomistlerin yardimiyla tanimlandi. Ardindan nar
bitkisi tohumlar secildi, 25 g miktarindaki tohum 10 ml saf suda blender yardimiyla
karistirildi. Elde edilen karisim oncelikle filtre kagidindan gegirildi, ardindan da 5000 G
hizinda 10 dk siireyle olmak {izere santrifiij cithazinda kalintilardan arindirildi. Santrifiij
sonunda elde edilen silipernatant yesil sentez i¢in kullanildi.

3.2.1.2. Quantum Dotlarin Sentezi

Sentezi gergeklestirilecek CdS ve CoS quantum dot bilesiklerinin ¢ozeltisi
hazirlandi. Yesil sentezde kullanilmak iizere hazirlanmis bitki siipernatantindan 2 ml
miktarinda alindi.  Reaksiyon ortami ilgili materyaller hazirlandi ve ¢d6zeltilerin
karigtirilmasi ile reaksiyon kuruldu. Ardindan reaksiyon ortami kontrolli bir bigimde
manyetik karistirici lizerinde 1s1tya maruz birakildi. Gece boyu devam eden reaksiyon ile
nanopartikiillerin sentezi saglandi. Akabinde bu karisim ¢oken partikiilleri
uzaklagtirmak i¢in santrifiij edildi.

Quantum dotlar liyofilizasyon igleminin ardindan ¢alismalarda kullanilmak {izere
uygun ortam kosullarinda sakland:.**

3.2.1.3. Quantum Dotlara fla¢c Baglanmasi-PEG’leme Islemi

CdS ve CoS quantum dotlarina hem ilgili ilacin baglanmasi hem de PEG ile
kaplanmasi islemi i¢in, daha dnceden sentezlenen quantum dot, ilgili ilag ve PEG belirli

miktarlarda balon joje icerisine alindi. Igerisine belirli miktarda kloroform ilavesi
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gergeklestirildi. Sogutucu bir diizenek esliginde balon jojeler sonikatdre yerlestirildi.
Reaksiyon 1s1s1 55°C’ye gelinceye kadar diizenek 1sitildi. Ultrasonikasyon ile birlikte
reaksiyon bu sekilde 4 saat siireyle devam etmesi saglandi. Ardindan reaksiyonun
organik ¢oziiciisii evaporatdr yardimiyla uguruldu. ilag baglanmis ve PEG ile kaplanmis
quantum dotlar elde edildi.”®

3.2.1.4. Quantum Dotlarimin Biyokimyasal Ozellikleri

CdS ve CoS quantum dotlariin yesil sentezi ve pegilasyon islemleri siiresince,
gergeklestirilen reaksiyonlarin biyokimyasal nitelikleri ile baglanma, salim profillerine
iliskin olgtimler gerceklestirildi.

Quantum dotlara ilag baglanmasi islemi esnasinda belirli araliklarla reaksiyon
iceriginden Ornekler alindi, numune igeriginde serbest ilag miktar1 spektrofotometrik
olarak belirlendi. Her uygulama i¢in ayr1 ayr1 UV visible spektrofotometre ile absorbans
Olclimii yapildi.

Spektrofotometrik olgtimler ile sentezde kullanilan ilacin kalibrasyon egrisi elde
edildi. Bunun i¢in ne kadar ilag¢ igerdigi bilinen ilag¢ ¢dzeltisinin seri diliisyonunun UV
visible spektrofotometre ile absorbans 6l¢iimii yapildi.

Quantum dotlara konjuge edilmis ilacin salim profilinin belirlenmesinde insan
viicudunu taklit edebilen bir ortam igerisinde ilgili sentez materyalinin ¢oziinmesi
saglandi. Akabinde belirli araliklarla spektrofotometrik Ol¢iim yapilmasi suretiyle
cozelti icerigindeki serbest kalmis ilag miktar: tespit edildi. Bu islem 96 saat boyunca
devam ettirildi.

3.2.1.5. Quantum Dotlarin Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda yapilacak quantum dot karakterizasyon islemleri
DAYTAM biinyesinde hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda yesil sentezle

tiretilen quantum dotlarin Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR), X Isin1
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Kristalografisi (XRD), Gegirimli Elektron Mikroskobisi (TEM), Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) 6l¢iimleri yapildi.

TEM mikroskobu (Transmission Electron Microscope) ile sentezlenen quantum
dotlarin nano boyutlu goriintileri elde edildi. SEM yani taramali elektron
mikroskobundan elde edilen goriintiiller ise nano yapilarin ylizey morfolojisinin
tespitinde kullanilmistir.

XRD cihaz1 kullanilarak quantum dotlarin ve ila¢ konjuge edilmis quantum
dotlarin kristal yapilarinin belirlenmesi saglandi. FT-IR spektrofotometresinde ise 1 cm
uzunlugunda olan quartz kiivetlerin kullanilacagi analiz ile hem absorbsiyon hem de
emisyon Ol¢limii yapildi.

3.2.2. Hiicre kiiltiiri

Bu ¢alismada noroblastom (SH-SYSY), prostat kanseri (DU145), kolon kanser,
(HT-29) hiicre hatlar1 iizerinde calismalar yapildi. Kanser hiicre hatlar1 sivi azot
tankindan ¢ikarilarak ¢oziildii. 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatér ortaminda hiicrelerin
cogalmasi icin; %10 FBS (fotal sigir serumu), %1 L-glutamin, 100 IU/mL penisilin ve
10 mg/mL streptomisin igerigine sahip DMEM F12 besi ortamina ekimi gerceklestirildi.
Flask igerisinde yeterli sayiya ulagsan hiicreler 96’lik well-plate’lere uygun ortam
kosullar gozetilerek ekildi.

Hiicre hatlar1 well plate’lere ekildikten sonra, hiicreler kuyucuklarda % 80
konfluensi seviyesine eristiklerinde uygulamalar gergeklestirildi. Uygulama dozlarinin
tespitinde literatiir bilgisine ek olarak, sentezlenen nano yapilarla ile gergeklestirilen 6n
caligmalardan faydalanilmistir. Yapilan uygulamalar asagidaki tabloda verilmistir.

(Tablo 3.2)
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Tablo 3.2. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari ve Dozlar1

Sira  Uygulama Doz

1 Kontrol

2 CdS Quantum Dot 1 pg/ml

3 CdS Quantum Dot 25 pg/ml
4 CdS Quantum Dot 50 pg/ml
5 Biyokonjuge CdS (Quantum Dot + Ramelteon + PEG) 50 pg/ml
6 Biyokonjuge CdS (Quantum Dot + Ramelteon + PEG) 100 pg/ml
7 Biyokonjuge CdS (Quantum Dot + Ramelteon + PEG) 200 pg/ml
8 CoS Quantum Dot 1 pg/ml

9 CoS Quantum Dot 25 pg/ml
10 CoS Quantum Dot 50 pg/ml

11 Biyokonjuge CoS (Quantum Dot + Ramelteon + PEG) 50 pg/ml
12 Biyokonjuge CoS (Quantum Dot + Ramelteon + PEG) 100 pg/ml
13 Biyokonjuge CoS (Quantum Dot + Ramelteon + PEG) 200 pg/ml

14 Ramelteon 1 mM
15 Ramelteon 500 uM
16 Ramelteon 100 uM
17 Melatonin 1 mM

18 PBS Kontrol

3.2.2.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

S1v1 azottan ¢ikarilan hiicrelerin (SH-SY5Y, DU145, HT-29) DMEM/F12 besi
ortaminda flasklara ekimi yapilmistir ve 37°C’de %5 COz igeren inkiibator ortaminda
iki glinde bir defa olacak sekilde besi ortamlari yenilenerek gelisimi saglanmigtir.
Kanser hiicrelerinin Oncelikle flask yiizeyinden ayrilmasi islemini gerceklestirmek igin
besi ortamlar1 flasklardan alindi, PBS yardimiyla hiicre ylizeyindeki kirlilikler yikandi.
Hiicre yiizeyine 2,5 ml miktarinda tripsin ilavesiyle flasklarin 5 dk siireyle inkiibatorde
beklemesi saglandi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin yiizeyden kalkip
kalkmadig1 kontrol edildi.

Tiim hiicrelerin yiizeyden ayrildiklarindan emin olunduktan sonra flask igerisine

5 ml serum igeren besi ortami ilavesi yapildi. Ardindan flaskin tiim igerigi 15 ml’lik
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santrifiij tiipine alindi. 1500 g’de 5 dakika siireyle santrifiij islemi gerceklestirildi.
Stipernatant uzaklastirildi. Hiicre kiitlesi tizerine 1 ml besi ortami ilavesi yapildi.
Ardindan pipetaj islemi ile hiicrelerin homojen dagilimi hedeflendi. 75 cm? yiizey
alanina sahip flasklara 6nce 10 ml besi ortamu ilave edilip, lizerine homojen dagilmis
hiicrelerden 100 ul miktarinda eklendi. Akabinde flasklar hiicre gelisimi i¢in inkiibatore
birakildi.

3.2.2.2. Hiicre Sayimi

Bu islem i¢in tripan mavisi kullanilir. Tripan mavisinin 06li hiicrelerin
zarlarindan kolaylikla gecebildigi bilinmektedir. Pasajlama isleminde oldugu gibi
oncelikle hiicreler tripsin ile yiizeyden ayrildi. Akabinde igerisine besi ortami ilavesi
yapilarak 1500 g’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Ayni sekilde siipernatant
uzaklagtirilarak hiicrelerin lizerine 1 ml besi ortami ilave edildi. Pipetaj islemi ile
hiicrelerin homojen dagilimi saglandi. Elde edilen hiicreli sividan 100 pl alinarak 400 pl
PBS ilavesiyle seyreltme islemi yapildi. Pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen
dagildigindan emin olundu. Hazirlanan hiicrelerin iizerine 1 pl tripan mavisi ilave
edildi. Ardindan bu sivi igeriginden 10 pl alinarak thoma lamina birakildi. Isik
mikroskobu altinda canli hiicrelerin sayimi yapildi.

3.2.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Flask igerisinde bulunan hiicrelerin tripsinizasyon yapilarak ylizeyden ayrilmasi
saglandi. Santrifiij tlipii icerisine alinan hiicrelerin ayni sekilde santrifiij ile ¢okmesi
gerceklestirildi. Her bir santrifiij tiipii i¢in hazirlanan 1,5 ml hacimli kriyo tiipler hazir
halde bekletildi. 9:1 oraninda serum:DMSO karisimi da hazirlandi.  Siipernatant
kisimlari uzaklastirilan hiicreler buz yiizeyine alindi. Uzerlerine 500 pul serumlu karigim
ilave edildi. Akabinde hiicrelerin hazirlanan kriyo tiiplere koyulmasi ile islem

sonlandirildi. Kriyo tiipler kademeli olarak sogutuldu. Oncelikle -20°C’de bir saat,

27



ardindan -80°C’de gece boyu bekletilen hiicreler islem sonunda sivi azot igerisine -
196°C’ye alindi.

3.2.3. MTT Hiicre Canhilik Testi

Bu testin temelinde MTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide) adli suda c¢oziinebilir bir madde bulunmaktadir. Canli
hiicreler bu maddeyi isleyerek formazan kristallerine indirgerler. 24 saatlik uygulama
siiresi sonunda ilave edilen MTT soliisyonu ile hiicreler, 4 saat stireyle 37°C'de % 5
CO» igeren ortamda, karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda formazan
kristallerinin ¢oziiciisii olarak her bir kuyucuga 100 pl dimetilsiilfoksit (DMSO)
coOziiciisii ilave edildi. Ortaya ¢ikan turuncu renkli boya da spektrofotometre cihazi
yardimiyla 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii.”*

3.2.4. Total Oksidan Durum (TOD) ve Total Antioksidan Kapasitelerinin
(TAK) Belirlenmesi

Bu test i¢in hiicre kiltiiriinde hiicrelerin gelistikleri plazma sivilarindan
faydalanildi. Islemi gergeklestirmek icin Rel Assay Diagnostics® firmasi tarafindan
tiretilen ticari TAK (Total Antioksidan Kapasite, TAK) TOD (Total Oksidan Durum)
ticari kitleri kullanildi. TAK Olgiimiiniin prensibi, test edilen numune igerigindeki
antioksidanlarim mavi yesil renge sahip ABTS radikalini renksiz forma getirmesi ile
iliskilidir.”*

30 ul ornek iceren kuyucuklara 500 pul Reaktif 1 soliisyonundan eklenerek 660
nm'de ilk absorbans okundu. Daha sonra ayn1 kuyucuklara 75 pl Reaktif 2 eklenerek 10
dk. oda sicakliginda bekletildi. Bekleme sonunda 660 nm'de ikinci absorbans degeri
okundu. Elde edilen absorbans degerleri mmol Trolox Equiv./L cinsinden tespit

edilmistir. Bu amagla asagidaki formiilden faydalanilmisgtir.

(AStandart Absorbanst)- (AOrnek Absorbanst)
(AStandart Absorbansit)- (AStandart2 Absorbanst)

mmol Troloks Esdegeri/L =
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TOD diizeyi 6l¢limiin prensibi numune icerigindeki oksidanlarin ferr6z iyon
selatdr kompleksinin ferrik iyona doniislinii saglamasi ve bunun da asidik bir ortamda
kromojen ile reaksiyona girerek absorbans artisina sebep olmasma dayanmaktadir.
Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans artis1 6rnekteki oksidan molekiillerle dogru
orantilidir. 75 pul plazma Orneginin bulundugu kuyucuklara 500 pl Reaktif 1
soliisyonundan ilave edilerek 530 nm’de ilk absorbansi okundu. Daha sonra ayni kiivete
25 ul Reaktif 2 soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Bekleme
sonunda 530 nm’de ikinci kez absorbansi okundu. Elde edilen absorbans degerleri
Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi. Bu amagla asagidaki formiilden

faydalanilmistir.

umol H>02 Esdegeri/L = ( g-rnel: ApgQagins: ) * Standart Konsantrasyonu (20 umTOl)

AStandart Absorbanst

3.2.5. Flow Sitometri

Hiicre kiiltlirtinde gerceklestirilen uygulamalarin ardindan hiicrelerin apoptoz ile
mi, yoksa nekrotik sekilde de 6ldiiglinii tespit etmek icin kullanilir. Bu amagla Annexin
V-FITC boyasindan faydalanildi. Islem Annexin V/PI Apoptosis Detection Kit (Thermo
Fisher, ABD) ile gerceklestirildi. Kit bilesenleri oda sicakliginda bekletildi. Ardindan
Annexin V Binding Buffer 10 kay diliie edilerek 1x buffer elde edildi. 1x PBS ile
1x106 hiicre/ml oraninda hiicreler hazirlandi. Toplanan hiicreler 2 kez PBS ile 300 g’de
5 dakika santrifiij edilerek yikandi. Ardindan hiicre peleti 100 pl 1x Annexin Binding
Buffer ile sulandirildi.”

100 pl hiicre siispansiyonuna 5 pl Annexin V-FITC ve 5 ul PI eklenerek 15
dakika oda sicakliginda karanlik kosullarda inkiibe edildi. Akabinde 400 pl 1x Annexin
Binding Buffer eklendi. Flow sitometri cihazinda 1 saat i¢inde analiz edildi.

3.2.6. RNA izolasyonu

Bu islem i¢in Purelink RNA Mini Kit (Thermo Fisher, ABD) ticari kitinden
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faydalanilmistir.’” Flasktan tripsinizasyon ile kaldirilan ve santrifiij tiipii dibine santrifiij
ile ¢cokmesi saglanan hiicrelerin {izerine uygun miktarda lizis buffer soliisyonu eklendi.
Hiicrelerin birbirinden ayrilmasi ve parcalanmasi i¢in vortekslendi. Vorteks sonrasi
hiicreler 1600 g’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatant RNaz-free tiiplere
alind1. Uzerine s1v1 hacmi kadar %70 etanol maddesi ilave edildi. Yeniden vorteksleme
islemi yapildi. Ardindan 700 pl kadar sivi kolon igeren koleksiyon tilipiine aktarildi.
Devaminda 12000 g’de 15 saniye siireyle santrifiij islemi ger¢eklestirildi. Bu basamak
bir kez daha tekrar edildi. Akabinde 700 ul Wash Buffer I soliisyonu kolona eklendi.
Kolon 12000 g’de 15 saniye boyunca santrifiij edildi. Sonrasinda etanol igeren Wash
Buffer II soliisyonundan 500 pul kolona eklendi. Yeniden 12000 g’de 15 saniye boyunca
santrifiij islemi gerceklestirildi. Bu islem ardindan kolon 1,5 ml’lik baska bir tiipe
aktarilir. Kolon iizerine 30-50 pl RNase free su ilavesi gerceklestirilerek kapak
kapatildi. 2 dakika boyunca 12000 g’de santrifiij edildi. Islem yapilincaya kadar izole
edilen RNA’lar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.7. cDNA Sentezi

cDNA sentezi islemi i¢in QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen,
Almanya) ticari kitinden faydalanilmistir. Bu amagcla 14 pl’lik bir karisim soliisyon
hazirlandi. Bu soliisyon igeriginde 2 pl genomik DNA wipeout buffer 7x soliisyonu, 1
ul RNA, 11 pl de RNase free su bulunmaktadir. Bu karigim oncelikle 2 dakika boyunca
42°C’de  tutuldu. Akabinde yeniden buz iizerine koyuldu. Sonrasinda
reverstranskripsiyon master mix karisgtmindan 1 pl, Quantrscript RT buffer 5x
sollisyonundan 4 pl, RT primer mix’ten 1 pl olacak sekilde alinarak 14 pl’lik baslangig
karisimi 20 pl’ye tamamlandi. Akabinde tiipler RT-PCR cihazina yerlestirildi. 42°C’de
15 dakika, 95°C’de 3 dakika olacak sekilde 1s1l islem baslatildi. Islemin ardindan cDNA

igeren tiipler -20°C’ye kaldirild1.”®
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3.2.8. Real Time PCR islemi

Sentezlenen ¢cDNA’larin okunmasi i¢in her bir tiipe 0,25 ul forward, 0,25 pl
reverse primer, 0,15 pl prob, 3 ul ¢cDNA, 3 pl master mix ve 12,75 ul saf su ilavesi
gergeklestirilerek son hacim 20 pl’ye tamamlandi. 95°C’de 5 dakika siireyle bekleme
islemi akabinde; 45 dongii olacak sekilde 95°C’de 10 saniye, 60°C’de 30 saniye
dongiisii baglatilarak ekspresyon seviyeleri 6l¢iildii.

3.2.9. Istatistiksel Analiz

Tiim verilerin istatistiksel olarak analizi IBM SPSS 20.0 sofware programi
yardimiyla gerceklestirildi. One-Way ANOVA testine gore yapilacak analizde

uygulamalar arasindaki farkliliklar Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi ile tespit edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Quantum Dot Sentezi ve Karakterizasyonu Bulgulari

4.1.1. Quantum Dotlarin Yesil Sentezi ve Pegilasyon islemi

Kadmiyum stlfiir (CdS) ve Kobalt siilfiir (CoS) quantum dotlar1 Punica
granatum nar bitkisi ekstresi kullanilarak sentezlenmistir. Yesil sentezin her iki
quantum dot i¢in de reaksiyonun basladigr ilk 15 dk igerisinde gerceklestigi
belirlenmistir. Quantum dotlarin sentez reaksiyonlarina dair fotograflar Sekil 4.1°de

verilmistir.

Sekil 4.1. Quantum Dot ve pegilasyon iglemlerinin sentez fotograflari. A: Sirasiyla CdS,
CoS quantum dotlarinin yesil sentezi. B: Sirasiyla CdS, CoS quantum dotlarinin
biyokonjugasyon/pegilasyon reaksiyonlari.

4.1.2. Quantum Dotlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Quantum dota ila¢ baglanmasi ile iligkili spektrofotometrik 6l¢iimler neticesinde
elde edilen grafik Sekil 4.2°de verilmistir. Her uygulama icin ayr1 ayr1 gergeklestirilen
UV visible spektrofotometre ile absorbans Ol¢iimii neticesinde, CoS quantum dotlar1
204 nm’de, CdS quantum dotlar1 206 nm’de absorbans verirken, Ramelteon ilacinin da
absorbans verdigi dalga boyu 206 nm olarak kaydedilmistir. Biyokonjuge CdS
materyali 244 ve 292 nm dalga boylarinda yiiksek seviyede absorbans verirken,
biyokonjuge CoS materyalinin absorbans verdigi dalga boylar1 242 ve 294 nm olarak

belirlenmistir. Biyokonjugasyon islemi sonrasinda serbest ilacin miktarinin tayini i¢in
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206 nm’de gerceklestirilen spektrofotometrik Olgiime gore, reaksiyon c¢ozeltisinde

serbest ilag tespit edilememistir.

3.000 -
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» 2.000 -
§ —CdS
< 1.500 - ——CoS
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@ Ramelteon
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< Biyokonjuge Cds
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Dalga boyu ()

Sekil 4.2. Sentezlenen quantum dotlar ve biyokonjuge materyallerin UV
spektrofotometre ile tespit edilen absorbans verileri.

Spektrofotometrik Sl¢iimler neticesinde elde edilen sentezde kullanilan ilacin
kalibrasyon egrisi Sekil 4.3.’te verilmistir. Ne kadar ila¢ i¢erdigi bilinen ilag¢ ¢dzeltisinin
seri dilisyonunun UV visible spektrofotometre ile 206 nm dalga boyunda absorbans

Olciimii yapilmast sonucunda elde edilmistir.

7823
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Sekil 4.3. Sentezde kullanilan Ramelteon ilacinin kalibrasyon egrisi.

33



Quantum dotlara konjuge edilmis ilacin salim profilinin belirlenmesi amaciyla
gergeklestirilen spektrofotometrik 6l¢iim neticesinde elde edilen kiimiilatif grafik Sekil
4.4.’te verilmistir. Bu grafige gore ilk 24 saatte biyokonjuge CdS materyalinde 2.0775
mg ila¢ salimimi gergeklesirken, biyokonjuge CoS materyalinden 2.448 mg ilag¢ salinimi
gerceklesmistir. Ilk 24 saatlik dilimde ilgili ilacin biyokonjuge CdS materyalinden
%25.96’s1 salinmigken, biyokonjuge CoS materyalinden ilacin % 30.6’sinin salindigi
gorilmiistiir. 96 saat sonunda salimi gergeklesen ilag miktarlar1 biyokonjuge CdS nano
materyali icin 5.95 mg (% 74.5), biyokonjuge CoS materyali icin ise 7.103 mg (%

88.78) olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.4. Biyokonjuge quantum dotlarin kiimiilatif salim profil grafigi.

4.1.3. Quantum Dotlarin Karakterizasyonu

4.1.3.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM (Scanning Electron Microscope), elektronlar yardimiyla ilgili materyalin
ylizey goriintiisiiniin elde edilmesini saglayan bir ileri goriintiileme teknigidir. Bu
gorlntiilleme tekniginde tungsten u¢ kaynagindan ¢ikan elektronlarin yiizeye

gonderilmesi ve sagilim sonrasinda dedektor vasitasiyla tespiti sonucunda goriintiiler
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elde edilir.

CdS quantum dotlarma ait 200 nm o6lgeginde elde edilen goriintii Sekil 4.5°te
verilmistir. Goriintliden elde edilen veriler dogrultusunda CdS quantum dotlarinin
kiiresel sekilli, dairesel formda yapilar oldugu tespit edilmistir. Yiizey karakterizasyonu
saglayan SEM islemi ile CdS quantum dotlarmin 100 nm’nin altinda boyutlara sahip

oldugu belirlenmistir.

EHT = 8.00 kV Signal A = InLens
WD= 7.4 mm Mag= 2000KX

DAYTAM

Sekil 4.5. CdS quantum dotu SEM goriintiisii

CoS quantum dotlarina ait 200 nm 6l¢eginde elde edilen goriintii Sekil 4.6’da
verilmistir. Gorlintiiden elde edilen veriler dogrultusunda CoS quantum dotlarinin pek
cok kiiciik dairesel formda yapilardan olustugu tespit edilmistir. Kiiresel sekilli yapilarin
agrege olarak daha biiyiik kiiresel morfolojide goriintiiler ortaya koydugu belirlenmistir.
Yiizey karakterizasyonu saglayan SEM islemi ile CoS quantum dotlarinin 100 nm’nin

altinda boyutlara sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.6. CoS quantum dot SEM goriintiisii

Biyokonjuge CdS nano yapilarina ait 200 nm 6lgeginde elde edilen goriintii Sekil
4.7°de verilmistir. Gorlintiiden elde edilen veriler dogrultusunda biyokonjuge CdS nano
yapilarinin kiiresel sekilli, piiriizlii ylizeylere sahip yapilar oldugu tespit edilmistir.
Yiizey karakterizasyonu saglayan SEM islemi ile biyokonjuge CdS nano yapilarinin

100 nm’nin altinda boyutlara sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Biyokonjuge CdS nano yapilarinin SEM goriintiisii
Biyokonjuge CoS nano yapilarina ait 200 nm 6lgeginde elde edilen goriintii Sekil
4.8’de verilmistir. Goriintiiden elde edilen veriler dogrultusunda biyokonjuge CoS nano
yapilarinin kiiresel sekilli, minik boncuklara benzer nitelikte yapilar oldugu tespit
edilmistir. Yiizey karakterizasyonu saglayan SEM islemi ile biyokonjuge CoS nano

yapilarinin 100 nm’nin altinda boyutlara sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Biyokonjuge CoS nano yapilarinin SEM goriintiisii

4.1.3.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gegirimli elektron mikroskobu (Transmission Electron Microscope), ilgili
materyalin igerisinden gecirilen elektronlarin dedektér vasitasiyla tespit edilmesi
prensibine dayanan bir ileri goriintiileme teknigidir. CdS, CoS quantum dotlar ile
biyokonjuge CdS ve CoS nano yapilarinin TEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.9, Sekil
4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12°de verilmistir.

CdS quantum dotlarinin elde edilen TEM goriintiisii incelendiginde, sentezlenen
quantum dot yapilarinin yuvarlak, kiiresel sekilli materyaller oldugu belirlenmistir. 100
nm Ol¢eginde elde edilen goriintii, SEM goriintiisiinde gbézlenen CdS quantum dotlarinin
hem kiiresel goriiniimiinii hem de 100 nm altinda boyutlara sahip oldugunu destekler

niteliktedir.
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Sekil 4.9. CdS quantum dotlariin TEM goriintiisii

CoS quantum dotlarinin elde edilen TEM goriintiisii incelendiginde, sentezlenen
quantum dot yapilarinin yuvarlak, kiiresel sekilli materyaller oldugu ancak quantum
dotlarin dis goriiniimleri bakimindan nispeten heterojen bir goriinim sergiledigi
belirlenmistir. 200 nm 6l¢eginde elde edilen goriintii ile CoS quantum dotlarinin 100 nm

altinda boyutlara sahip oldugu desteklenmistir.
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Sekil 4.10. CoS quantum dotlarinin TEM goriintiisti

Biyokonjuge CdS nano yapilarinin elde edilen TEM goriintiisii incelendiginde,
biyokonjugasyonu gerceklestirilen quantum dot yapilarmin kiigiik boncuk benzeri
kiiresel yapilt materyaller oldugu belirlenmistir. 200 nm 6lgeginde elde edilen goriintii,
SEM goriintiisiinde gozlenen biyokonjuge CdS nano yapilarimin hem kiiresel

goriiniimiinii hem de 100 nm altinda boyutlara sahip oldugunu destekler niteliktedir.
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Sekil 4.11. Biyokonjuge CdS nano yapilarinin TEM goriintiisii

Biyokonjuge CoS nano yapilarinin elde edilen TEM goriintiisii incelendiginde,
biyokonjugasyonu gergeklestirilen quantum dot yapilarinin kiiresel yapili materyaller
oldugu kadar goriinimde heterojenite sergileyen materyaller oldugu da ortaya
koyulmustur. 200 nm o6lgeginde elde edilen goriintii, SEM goriintiisiinde gdzlenen
biyokonjuge CoS nano yapilarmin 100 nm altinda materyaller oldugu bilgisini

desteklemistir.
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Sekil 4.12. Biyokonjuge CoS nano yapilarinin TEM goriintiisii

4.1.3.3. Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR)

Fourier Déniisiimlii Kiz1l Otesi Spektrofotometresi (FTIR) kullanilarak arastirma
konusu olan materyalin iceriginde yer alan elementler arasi bag olusumlarinin tespiti
saglanmaktadir. Her bir bagin kendisine spesifik olarak belirli bir frekansta yaydigi
titresim Olclilmekte ve bu sayede numunelerin igerdigi fonksiyonel gruplarla birlikte
yapisal igeriginin ortaya koyulmasi miimkiin olmaktadir.

CdS quantum dotuna ait FTIR spektrumu Sekil 4.13’te verilmistir. Spektrumda
tespit edilen bantlar, fonksiyonel gruplar1 belirlemek adina standart degerlerle
karsilastirilmistir.  Yesil sentez yontemiyle sentezi gergeklestirilen CdS quantum
dotlarmm 3350, 2950, 1590, 1400, 1090 ve 970 cm™ dalga boylarinda spektrumlar
sergiledigi kaydedilmistir. Bu spektrumlar icerisinden 1090 cm™ ve 970 cm™ dalga

boylarinda gdzlenen pikler, SO4>" fonksiyonel grubundan kaynakli olusan titresimler
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dolayisiyla C-S bag olusumunu ortaya koymaktadir. 1400 cm' ve 1590 cm’!
spektrumlar1 C-H ile -COO™ fonksiyonel gruplarina dair bag olusumunu gostermektedir.
2950 cm™! spektrumu NH;" titresimini ortaya koyarken, 3350 cm™! spektrum piki ise O-

H baginin varligini1 géstermektedir.
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Sekil 4.13. CdS quantum dotlarinin FTIR spektrumu

CoS quantum dotuna ait FTIR spektrumu Sekil 4.14’te verilmistir. Spektrumda
tespit edilen bantlar, fonksiyonel gruplar1 belirlemek adina standart degerlerle
karsilastirilmistir.  Yesil sentez yontemiyle sentezi gergeklestirilen CoS quantum
dotlarmmn 3327, 1635, 1132, 881 ve 611 cm™ dalga boylarinda spektrumlar sergiledigi
kaydedilmistir. 3327 cm™ dalga boyunda goriilen salinim O-H bagmi ifade ederken,
1635 cm™! dalga boyunda gériilen pik -C=0 bagin1 ortaya koymustur. 1132 cm™ dalga
boyunda goériintiilenen salinim C-O-H fonksiyonel grubunu ifade ederken, 881 cm’
dalga boyunda goriilen salinim quantum dot igerisinde yer alan S-C bagina dair bulgular
ortaya koymaktadir. 611 cm™! dalga boyundaki pik ise —CH> fonksiyonel grubunun

varligimi gostermektedir.
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Sekil 4.14. CoS quantum dotlarmin FTIR spektrumu

Biyokonjuge CdS quantum dotuna ait FTIR spektrumu Sekil 4.15°te verilmistir.

Spektrumda tespit edilen bantlar, fonksiyonel gruplari belirlemek adina standart

degerlerle karsilastirilmistir. Biyokonjugasyon ile ilag, CdS quantum dotlar1 ve PEG

bilesiminin reaksiyonu sonucunda elde edilen Biyokonjuge CdS quantum dotlarinin

3529, 2898, 1643 ve 1118 cm™! dalga boylarinda spektrumlar sergiledigi kaydedilmistir.

3529 dalga boyunda goézlenen salimim O-H bagini ifade ederken, 2898 dalga boyunda

goriilen pik ise C-H bagimi gostermektedir. 1118 dalga byunda gozlenen salinnm C-O

etkilesimini ortaya koyarken, 1643 dalga boyunda seyreden salinim ise C=0 veya C-O-

C gruplarmin varligini isaret etmektedir.
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Sekil 4.15. Biyokonjuge CdS yapilarinin FTIR spektrumu

Biyokonjuge CoS quantum dotuna ait FTIR spektrumu Sekil 4.16’da verilmistir.

Spektrumda tespit edilen bantlar, fonksiyonel gruplari belirlemek adina standart

degerlerle karsilastirilmistir. Biyokonjugasyon ile ilag, CoS quantum dotlar1 ve PEG

bilesiminin reaksiyonu sonucunda elde edilen Biyokonjuge CoS quantum dotlarinin

3529, 2897, 1643 ve 1114 cm™ dalga boylarinda spektrumlar sergiledigi kaydedilmistir.

3529 dalga boyunda gozlenen salininm O-H bagini ifade ederken, 2897 dalga boyunda

goriilen pik ise C-H bagimi gostermektedir. 1114 dalga byunda gozlenen salinnm C-O

etkilesimini ortaya koyarken, 1643 dalga boyunda seyreden salinim ise C=0 veya C-O-

C gruplarmin varligini isaret etmektedir.

45



0,3
0,25 A
0,2 B /WY ) 2
£ o [ 1 a -
G £ / £
0,15 Q S / H S
= @ 2 \ o
T N , =
01 /\ F. A
\\\ W f \( \W T ‘lL
\ [ \ },f:i';
\ /N « A "
0,05 ‘-\4\ ' } / x|/ .}5;‘:“’""2(,‘ ’l{‘ﬁ“ \,‘r L/ ]
.
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
cm!

Sekil 4.16. Biyokonjuge CoS yapilarinin FTIR spektrumu

4.1.3.4. X Isim1 Kristalografisi (XRD)

Calismada kullanilan quantum dotlarin ve biyokonjuge nano materyallerinin
kristalize yap1 analizleri i¢in X- Ism1 Kirinim Distalografisi metodundan
faydalanilmistir. Bu yontemde temelde her numunenin kendisine 6zgli olan kirinim
desenleri ile elementlerin ortaya koydugu diizlemsel yapilarin belirlenmesi
saglanmaktadir.

Yesil sentez ile sentezlenmis CdS quantum dotlarmin kristalize yapisini ortaya
koymak adma gergeklestirilen XRD analizi grafigi Sekil 4.17°de verilmistir.
Gergeklestirilen analiz ile bu yap1 igeriginde 111, 220, 311 diizlemlerinin yer aldigi
belirlenmistir. CdS quantum dot yapisinda yer alan atomlarin diizlem uzakliklarina

26.7°,43.99° ve 51.7° 20 a¢1 degerleri karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.17. CdS quantum dotlarinin XRD grafigi

Yesil sentez ile sentezlenmis CoS quantum dotlarmin kristalize yapisini ortaya
koymak adma gergeklestirilen XRD analizi grafigi Sekil 4.18’de verilmistir.
Gergeklestirilen analiz ile bu yapr igeriginde 200, 210, 222 diizlemlerinin yer aldig1
belirlenmistir. CoS quantum dot yapisinda yer alan atomlarin diizlem uzakliklarina

35.90°, 39.47° ve 47.43° 20 ac1 degerleri karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.18. CoS quantum dotlarinin XRD grafigi
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Biyokojugasyon reaksiyonu ile Ramelteon ilaci, PEG ve CdS quantum dotlarinin
biyokonjugasyon materyalinin kristalize yapisini ortaya koymak adina gercgeklestirilen
XRD analizi grafigi Sekil 4.19°da verilmistir. Gergeklestirilen analiz ile bu yapi
iceriginde 112, 101, 100, 102 diizlemlerinin yer aldig1 belirlenmistir. Biyokonjuge CdS
nano yapisinda yer alan atomlarin diizlem uzakliklarma 20.17°, 23.35°, 25.76° ve

37.71° 20 a¢1 degerleri karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.19. Biyokonjuge CdS nano yapilarinin XRD grafigi

Biyokojugasyon reaksiyonu ile Ramelteon ilaci, PEG ve CoS quantum dotlarinin
biyokonjugasyon materyalinin kristalize yapisini ortaya koymak adina gerceklestirilen
XRD analizi grafigi Sekil 4.20°de verilmistir. Gergeklestirilen analiz ile bu yapi
iceriginde 112, 101, 100, 102 diizlemlerinin yer aldig1 belirlenmistir. Biyokonjuge CoS
nano yapisinda yer alan atomlarin diizlem uzakliklarina 20.07°, 23.30°, 25.66° ve

35.03° 20 a1 degerleri karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.20. Biyokonjuge CoS nano yapilarinin XRD grafigi

4.2. Hiicre Kiiltiirii Uygulama Bulgular:

4.2.1. MTT Hiicre Canlilik Testi Bulgular:

4.2.1.1. Noroblastom (SH-SYSY) Hiicre Hatti

SH-SYS5Y hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum dotlar1 hem de bu
quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat sonunda uygulama
sonuclart MTT testi ile ortaya koyulmustur. Noroblastom hiicre hattina ait hiicre
canliligr grafigi Sekil 4.21°de verilmistir.

CdS quantum dotlarindan 1 pg/ml uygulama dozu kontrole kiyasla hiicre
canliligint % 70.79+£3.71 seviyesine diislirmiistiir. Hiicre canlilig1 25 pg/ml dozunda %
82,27+10,48 olurken, 50 ng/ml dozunda ise % 85.02+7.75 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda hiicre canliligi % 88.48+11.83 seviyesine diiserken,
100 pg/ml dozunda bu rakam % 87.57£10.16 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise hiicre canlilig1 seviyesinin
% 71.98+7.99 oldugu tespit edilmistir. CdS igerikli uygulamalarin tamami kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) olarak bulunmustur.

CoS quantum dotlarmin 1 pg/ml dozu hiicre canliligmin % 71.80+11.2
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seviyesine inmesine yardimei olmustur. CoS QD’larinin 25 pg/ml dozu % 65.734£9.5
seviyesinde etkili olmusken, 50 pg/ml dozu % 55.84+5.48 seviyesinde etkili olmustur.
Biyokonjuge olarak uygulanmis CoS uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 pg/ml
dozu hiicre canliligim1 % 46.7+3.9 seviyesine kadar diisiiriirken, 100 pg/ml dozu %
52.85+£2.26, 200 pg/ml dozu ise % 54.01+5.98 seviyesine kadar hiicre canliligini
azaltmayr basarmistir. CoS quantum dot uygulamalar1 ile biyokonjuge CoS
uygulamalarinin tamami kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
nitelik arz etmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek bagina hiicre canliligin1 1 mM uygulama dozunda
% 58.22+16.7 kadar azaltmistir. Buna ek olarak ilacin 500 pM dozu hiicre canlilig
tizerinde % 78.17+8.51 seviyesinde etkili olurken 100 uM dozu ise hiicre canliligint %
82.4+2.65 seviyesine kadar azaltmistir. Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatti
tizerindeki etki seviyesi % 68.7+4.04 araliginda olmustur. Bunlara ek olarak kontrol ilag¢
olarak etkisi incelenen sisplatin hiicre canliligini % 65.044+13.33 seviyesinde azaltmistir.
Bu uygulamalarin tamami kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak anlamli (p<0.05)

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.21. SH-SYS5Y hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin MTT
testi sonuglari. (* p<0.05)

4.2.1.2. Prostat Kanseri (DU145) Hiicre Hatti

Prostat kanseri DU145 hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum dotlar1 hem
de bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat sonunda uygulama
sonuglart MTT testi ile ortaya koyulmustur. Prostat kanseri hiicre hattina ait hiicre
canliligr grafigi Sekil 4.22°de verilmistir.

CdS quantum dotlarindan 1 pg/ml uygulama dozu kontrole kiyasla hiicre
canliligint % 84.3140.86 seviyesine diigiirmiistiir. Hiicre canlilig1 25 pg/ml dozunda %
67.8443.58 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 91.14+2.00 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda hiicre canlilign % 111.05+£3.85 seviyesine
ulagsmigken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 86.94+13.25 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise hiicre canlilig1 seviyesinin
% 66.89+2.42 oldugu tespit edilmistir. CdS 50 pg/ml quantum dot dozu disinda tiim

CdS quantum dotu iceren uygulamalar kontrol grubuna kiyasla istatistiksel agidan

51



anlaml (p<0.05) olarak bulunmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin 50 pg/ml dozu
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir. CdS 50 pg/ml quantum dot
dozunun uygulamasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik verisi istatistiksel olarak bir
Onem arz etmemistir.

CoS quantum dotlarmin 1 pg/ml dozu hiicre canliligimin % 68.15+3.54
seviyesine inmesine yardimci olmustur. CoS QD’larinin 25 pg/ml dozu % 65.48+3.99
seviyesinde etkili olmusken, 50 pg/ml dozu % 51.82+1.9 seviyesinde etkili olmustur.
Biyokonjuge olarak uygulanmis CoS uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 pg/ml
dozu hiicre canliligin1 % 55.19+2.23 seviyesine kadar diisiirtirken, 100 pg/ml dozu %
63.73+£5.96, 200 pg/ml dozu ise % 69.37+11.27 seviyesine kadar hiicre canliliini
azaltmayr basarmistir. CoS quantum dot uygulamalar1 ile biyokonjuge CoS
uygulamalarinin tamami kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
nitelik arz etmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek bagina hiicre canliligin1 1 mM uygulama dozunda
% 74.27+£3.79 kadar azaltmistir. Buna ek olarak ilacin 500 pM dozu hiicre canlilig
tizerinde % 75.06+13.01 seviyesinde etkili olurken 100 uM dozu ise hiicre canliligini %
67.79+6.5 seviyesine kadar azaltmistir. Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatti
tizerindeki etki seviyesi % 79.03+£3.83 araliginda olmustur. Bu uygulamalarin tamami

istatistiki olarak ¢ok anlamli (p<0.05) olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.22. DU145 hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin MTT
testi sonuglari. (* p<0.05)

4.2.1.3. Kolon Kanseri (HT-29) Hiicre Hatti

Kolon kanseri HT-29 hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum dotlari hem de
bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat sonunda uygulama
sonuclart MTT testi ile ortaya koyulmustur. Kolon kanseri hiicre hattina ait hiicre
canlilig1 grafigi Sekil 4.23’te verilmistir.

CdS quantum dotlarindan 1 pg/ml uygulama dozu kontrole kiyasla hiicre
canliligint % 74.08+2.57 seviyesine diisiirmiistiir. Hiicre canlilig1 25 pg/ml dzunda %
72.84+13.45 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 37.57+10.71 olmugstur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda hiicre canliligi % 66.73+3.85 seviyesine diismiisken,
100 pg/ml dozunda bu rakam % 68.44+4.16 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise hiicre canlilig1 seviyesinin
% 52.99+£8.23 oldugu tespit edilmistir. CdS 25, 50 pg/ml dozlar ile biyokonjuge CdS

uygulama formlarinin tamami (50, 100 ve 200 pg/ml dozlar1) kontrol grubuna kiyasla
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istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) olarak bulunmustur. CdS 1 pg/ml quantum dot
dozunun uygulamasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik verisi istatistiksel olarak
(p=0.05) bir 6nem arz etmemistir.

CoS quantum dotlarmin 1 pg/ml dozu hiicre canliligina etkisi % 106.18+4.21
olarak bulunmustur. CoS QD’larmin 25 pg/ml dozu % 83.75+14.87 seviyesinde etkili
olmugken, 50 pg/ml dozu % 85.59+41.37 seviyesinde etkili olmustur. Biyokonjuge
olarak uygulanmis CoS uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 pg/ml dozu hiicre
canliligin1 % 85.22+4.48 seviyesine kadar diisiirtirken, 100 pg/ml dozu % 79.5+£53.97,
200 pg/ml dozu ise % 72.43+10.33 seviyesine kadar hiicre canliligini azaltmayi
basarmistir. Biyokonjuge CoS uygulama formlarmin 100 ve 200 pg/ml dozu kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur. Hem CoS quantum
dot uygularinin hem de biyokonjuge CoS uygulamalarinin diger dozlar ile elde edilen
hiicre canlilik verileri istatistiksel olarak (p>0.05) bir 6nem arz etmemistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek bagina hiicre canliligin1 1 mM uygulama dozunda
% 49.92+8.96 kadar azaltmistir. Buna ek olarak ilacin 500 pM dozu hiicre canlilig
tizerinde % 57.58+11.27 seviyesinde etkili olurken 100 uM dozu ise hiicre canliligini %
75.08+4.8 seviyesine kadar azaltmistir. Bu uygulamalarin tamamu istatistiki olarak ¢ok
anlamli (p<0.05) olarak kaydedilmistir. Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatt1
tizerindeki etki seviyesi % 83.36+13.62 aralifinda olmustur. Melatonin uygulamasi
neticesinde elde edilen hiicre canlilik verisi istatistiksel olarak (p>0.05) bir 6nem arz

etmemisgtir.
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Sekil 4.23. HT-29 hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin MTT testi
sonuclar1. (* p<0.05)

4.2.2. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Testi Bulgular:

4.2.2.1. Noroblastom (SH-SYSY) Hiicre Hatti

Noroblastom kanseri SH-SYSY hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum
dotlar1 hem de bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat
sonunda uygulamalarin total antioksidan etkileri iizerine sonuglar, hiicre sivilarindan
TAK testi ile ortaya koyulmustur. Noroblastom hiicre hattina ait total antioksidan test
bulgulart grafigi Sekil 4.24°te verilmistir. Elde edilen verilere gore, kontrol grubunun
total antioksidan etkinlik degeri 0.29+0.22 olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozu 0.32+0.24 seviyesinde
antioksidan etkinlik sergilemistir. Antioksidan etkinlik 25 pg/ml dozunda 0.35+0.26
olurken, 50 pg/ml dozunda ise 0.30+0.22 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin
50 pg/ml dozunda antioksidan etkinlik 0.35+0.27 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml

dozunda bu rakam 0.31+£0.24 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiliksek
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dozu olan 200 pg/ml dozunda ise antioksidan etkinlik seviyesinin 0.38+0.29 oldugu
tespit edilmistir. Bahsedilen uygulamalarin higbirisi kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
acidan (p>0.05) bir 6nem arz etmemistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml dozununu antioksidan seviyeye etkisi 0.35+0.27
olarak bulunmustur. CoS QD’larinin 25 pg/ml dozu 0.34+0.26 seviyesinde etkili
olmusgken, 50 pg/ml dozu 0.37+0.28 seviyesinde etki gdstermistir. Biyokonjuge olarak
uygulanmis CoS uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 pg/ml dozu antioksidan
etkinlik olarak 0.36+0.27 aralifinda etki sergilerken, 100 pg/ml dozu 0.4+0.31, 200
png/ml dozu ise 0.42+0.32 seviyesinde antioksidan etkinlik sergilemistir. Bahsedilen
uygulamalarin higbirisi kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki agidan (p>0.05) bir
Onem arz etmemistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina antioksidan etkinlik olarak 1 mM
uygulama dozunda 0.354+0.27 seviyesinde etki gostermistir. Buna ek olarak ilacin 500
UM dozu antioksidan etkinlik {izerinde 0.37+0.29 seviyesinde etkili olurken 100 uM
dozu ise bu parametrede 0.31+0.23 seviyesine kadar etki sergilemistir. Melatoninin 1
mM dozunda bu hiicre hatt1 tizerindeki antioksidan etki seviyesi 0.3+0.23 aralifinda
olmustur. Bunlara ek olarak kontrol ilag olarak etkisi incelenen sisplatin antioksidan
seviyeyi 0.35+0.27 seviyesinde etkilemistir. Bu uygulama verileri kontrol grubuyla

kiyaslandiginda istatistiki olarak (p>0.05) bir anlam ifade etmemektedir.
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Uygulamalar

Sekil 4.24. SH-SYSY hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin TAK
testi sonuglari. (* p<0.05)

4.2.2.2. Prostat Kanseri (DU145) Hiicre Hatti

Prostat kanseri DU145 hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum dotlar1 hem
de bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat sonunda
uygulamalarin total antioksidan etkileri lizerine sonuglar, elde edilen hiicre sivilarindan
TAK testi yapilmasi ile ortaya koyulmustur. Prostat kanseri hiicre hattina ait total
antioksidan test bulgular grafigi Sekil 4.25’te verilmistir. Elde edilen verilere gore,
kontrol grubunun total antioksidan etkinlik degeri 0.37+0.05 olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozu 0.34+0.02 seviyesinde
antioksidan etkinlik sergilemistir. Antioksidan etkinlik 25 pg/ml dozunda 0.34+0.02
olurken, 50 pg/ml dozunda ise 0.35+0.03 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin
50 pg/ml dozunda antioksidan etkinlik 0.34+0.02 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml
dozunda bu rakam 0.32+0.02 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiliksek

dozu olan 200 pg/ml dozunda ise antioksidan etkinlik seviyesinin 0.32+0.07 oldugu
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tespit edilmistir. Bahsedilen uygulamalarin higbirisi kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
acidan bir 6nem (p=>0.05) arz etmemistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml dozununu antioksidan seviyeye etkisi 0.31+0.04
olarak bulunmustur. CoS QD’larinin 25 ug/ml dozu 0.42+0.04 seviyesinde etkili
olmusgken, 50 pg/ml dozu 0,34+0,08 seviyesinde etki gdstermistir. Biyokonjuge olarak
uygulanmig CoS uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 pg/ml dozu antioksidan
etkinlik olarak 0.37+0.09 araliginda etki sergilerken, 100 pg/ml dozu 0.37+0.08, 200
png/ml dozu ise 0.38+0.04 seviyesinde antioksidan etkinlik sergilemistir. Bahsedilen
uygulamalarin higbirisi kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki agidan bir 6nem arz
etmemistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina antioksidan etkinlik olarak 1 mM
uygulama dozunda 0.36+0.02 seviyesinde etki gostermistir. Buna ek olarak ilacin 500
UM dozu antioksidan etkinlik {izerinde 0.34+0.03 seviyesinde etkili olurken 100 uM
dozu ise bu parametrede 0.37+0.06 seviyesine kadar etki sergilemistir. Melatoninin 1
mM dozunda bu hiicre hatt1 iizerindeki antioksidan etki seviyesi 0.32+0.02 araliginda
olmustur. Bu uygulama verileri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki olarak

(p=0.05) 6nemli bulunmamustir.
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Uygulamalar

Sekil 4.25. DU145 hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin TAK
testi sonuglari. (* p<0.05)

4.2.2.3. Kolon Kanseri (HT-29) Hiicre Hatti

Kolon kanseri HT-29 hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum dotlari hem de
bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat sonunda
uygulamalarin total antioksidan etkileri lizerine sonuglar, elde edilen hiicre sivilarindan
TAK testi yapilmasi ile ortaya koyulmustur. Kolon kanseri hiicre hattina ait total
antioksidan test bulgular1 grafigi Sekil 4.26’da verilmistir. Elde edilen verilere gore,
kontrol grubunun total antioksidan etkinlik degeri 0.37+0.29 olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozu 0.37+0.29 seviyesinde
antioksidan etkinlik sergilemistir. Antioksidan etkinlik 25 pg/ml dozunda 0.31+0.24
olurken, 50 pg/ml dozunda ise 0.39+0.31 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin
50 pg/ml dozunda antioksidan etkinlik 0.39+0.31 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml
dozunda bu rakam 0.40+0.32 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiliksek

dozu olan 200 pg/ml dozunda ise antioksidan etkinlik seviyesinin 0.30+0.23 oldugu
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tespit edilmistir. Bahsedilen uygulamalarin higbirisi kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
acidan 6nemli (p>0.05) bulunmamuistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml dozununu antioksidan seviyeye etkisi 0.32+0.25
olarak bulunmustur. CoS QD’larinin 25 pg/ml dozu 0.31+0.23 seviyesinde etkili
olmusgken, 50 pg/ml dozu 0.32+0.25 seviyesinde etki gdstermistir. Biyokonjuge olarak
uygulanmig CoS uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 pg/ml dozu antioksidan
etkinlik olarak 0.39+0.31 araliginda etki sergilerken, 100 pg/ml dozu 0.37+0.29, 200
png/ml dozu ise 0.35+£0.27 seviyesinde antioksidan etkinlik sergilemistir. Bahsedilen
uygulamalarin higbirisi kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki agidan bir 6nem arz
etmemistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina antioksidan etkinlik olarak 1 mM
uygulama dozunda 0.36+0.28 seviyesinde etki gostermistir. Buna ek olarak ilacin 500
UM dozu antioksidan etkinlik {izerinde 0.35+0.27 seviyesinde etkili olurken 100 uM
dozu ise bu parametrede 0.334+0.27 seviyesine kadar etki sergilemistir. Melatoninin 1
mM dozunda bu hiicre hatt1 iizerindeki antioksidan etki seviyesi 0.33+0.26 araliginda
olmustur. Bu uygulama verileri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki olarak bir

anlamli (p=>0.05) bulunmamustir.
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Sekil 4.26. HT-29 hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin TAK testi
sonuclar1. (* p<0.05)

4.2.3. Total Oksidan Durum (TOD) Testi Bulgulari

4.2.3.1. Noroblastom (SH-SYSY) Hiicre Hatti

Noroblastom kanseri SH-SYSY hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum
dotlar1 hem de bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat
sonunda uygulamalarin total oksidan etkileri iizerine sonuglar, hiicre sivilarindan TOD
testi ile ortaya koyulmustur. Noroblastom hiicre hattina ait total oksidan test bulgulari
grafigi Sekil 4.27°de verilmistir. Elde edilen verilere gore, kontrol grubunun total
oksidan etkinlik degeri 6.15+0.06 olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozu 10.53+0.18 seviyesinde oksidan
etkinlik sergilemistir. Oksidan etkinlik 25 pg/ml dozunda 14.04+0.58 olurken, 50 pg/ml
dozunda ise 11.41+0.24 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarmin 50 pg/ml dozunda
oksidan etkinlik 9.13+0.58 olarak tespit edilmigken, 100 pg/ml dozunda bu rakam
9.65+0.18 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml

dozunda ise oksidan etkinlik seviyesinin 8.78+0.58 oldugu tespit edilmistir. Bahsedilen
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uygulamalarin tamami kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli (p<0.05)
olarak tespit edilmistir.

CoS quantum dotlariin 1 pg/ml dozununu oksidan seviyeye etkisi 11.41+£0.24
olarak bulunmustur. CoS QD’larinin 25 pg/ml dozu 9.65+0.18 seviyesinde etkili
olmusgken, 50 pg/ml dozu 8.43+0.76 seviyesinde etki gdstermistir. Biyokonjuge olarak
uygulanmig CoS uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 pg/ml dozu oksidan etkinlik
olarak 9.3+0.38 araliginda etki sergilerken, 100 pg/ml dozu 11.76+0.12, 200 pg/ml
dozu ise 9.51+0.78 seviyesinde oksidan etkinlik sergilemistir. Bahsedilen uygulamalarin
tamami kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli (p<0.05) olarak tespit
edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina oksidan etkinlik olarak 1 mM uygulama
dozunda 7.37+0.58 seviyesinde etki gostermistir. Buna ek olarak ilacin 500 uM dozu
oksidan etkinlik tlizerinde 8.43+0.24 seviyesinde etkili olurken 100 uM dozu ise bu
parametrede 4.92+0.58 seviyesine kadar etki sergilemistir. Melatoninin 1 mM dozunda
bu hiicre hatt1 iizerindeki oksidan etki seviyesi 7.37+0.18 araliginda olmustur. Bunlara
ek olarak kontrol ilag olarak etkisi incelenen sisplatin oksidan seviyeyi 12.994+0.58
seviyesinde etkilemistir. Ramelteon 500 uM dozu ile Sisplatin uygulamasinin istatistiki
acidan anlamli (p<0.05) oldugu tespit edilirken, Ramelteon 1 mM ve 100 uM uygulama
gruplar1 ile melatonin uygulamasinin istatistiki olarak anlamli (p>0.05) bulunmadig:

tespit edilmistir.
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Sekil 4.27. SH-SYSY hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin TOD
testi sonuglari. (* p<0.05)

4.2.3.2. Prostat Kanseri (DU145) Hiicre Hatti

Prostat kanseri DU145 hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum dotlar1 hem
de bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat sonunda
uygulamalarin total oksidan etkileri iizerine sonuglar, hiicre sivilarindan TOD testi ile
ortaya koyulmustur. Prostat kanseri hiicre hattina ait total oksidan durum bulgular
grafigi Sekil 4.28’de verilmistir. Elde edilen verilere gore, kontrol grubunun TOD
degeri 5.26+1.01 olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarmin 1 pg/ml uygulama dozu 4.56+1.75 seviyesinde oksidan
etkinlik sergilemistir. Oksidan etkinlik 25 pg/ml dozunda 3.16+0.20 olurken, 50 pg/ml
dozunda ise 3.5140.4 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda
oksidan etkinlik 3.51+1 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam 3.51+1.2
olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda
ise oksidan etkinlik seviyesinin 1.32+1 oldugu tespit edilmistir. Biyokonjuge CdS

uygulamalarindan 50, 100 ve 200 pg/ml dozlarinin kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
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acidan anlamli (p<0.05) oldugu bulunmustur. Kalan uygulamalarin tamami kontrolle
kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli (p>0.05) bulunmadig1 olarak tespit edilmistir.

CoS quantum dotlarmin 1 pg/ml dozununu oksidan seviyeye etkisi 4.21+1.09
olarak bulunmustur. CoS QD’larmin 25 pg/ml dozu 2.11+£0.4 seviyesinde etkili
olmugken, 50 pg/ml dozu 4.74+1 seviyesinde etki gostermistir. Biyokonjuge olarak
uygulanmig CoS uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 pg/ml dozu oksidan etkinlik
olarak 1.05+1.93 araliginda etki sergilerken, 100 pg/ml dozu 3.68+0.20, 200 pg/ml
dozu ise 4.56+0.4 seviyesinde oksidan etkinlik sergilemistir. CoS quantum dotlarinin 25
ng/ml dozu kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli (p<0.05) olarak
belirlenmistir. Kalan uygulamalarin tamami kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan
anlamsiz (p>0.05) olarak tespit edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina oksidan etkinlik olarak 1 mM uygulama
dozunda 5.96+0.2 seviyesinde etki gostermistir. Buna ek olarak ilacin 500 uM dozu
oksidan etkinlik tizerinde 2.98+1.18 seviyesinde etkili olurken 100 uM dozu ise bu
parametrede 5.79+1.18 seviyesine kadar etki sergilemistir. Melatoninin 1 mM dozunda
bu hiicre hatt1 lizerindeki oksidan etki seviyesi 8.2542 araliginda olmustur. Ramelteon 1
mM dozu ve melatonin 1 mM uygulamalar1 istatistiki acidan anlamli (p<0.05) olarak
tespit edilirken, kalan uygulama gruplarinin istatistiki olarak bir anlam ifade etmedigi

(p>0.05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.28. DU145 hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarm TOD
testi sonuglari. (* p<0.05)

4.2.3.3. Kolon Kanseri (HT-29) Hiicre Hatti

Kolon kanseri HT-29 hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum dotlari hem de
bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat sonunda
uygulamalarin total oksidan etkileri iizerine sonuglar, hiicre sivilarindan TOD testi ile
ortaya koyulmustur. Kolon kanseri hiicre hattina ait total oksidan test bulgular1 grafigi
Sekil 4.29°da verilmistir. Elde edilen verilere gore, kontrol grubunun total oksidan
etkinlik degeri 10.72+1.53 olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozu 7.9+2 seviyesinde oksidan
etkinlik sergilemistir. Oksidan etkinlik 25 pg/ml dozunda 8.95+1 olurken, 50 pg/ml
dozunda ise 8.25+1.2 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda
oksidan etkinlik 12.29+1 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam
13.51«£1.3 olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiliksek dozu olan 200 pg/ml
dozunda ise oksidan etkinlik seviyesinin 5.97+1 oldugu tespit edilmistir. CdS quantum
dot uygulamalarindan 1 ve 50 pg/ml dozlar ile biyokonjuge CdS uygulamalarindan 100

ve 200 pg/ml dozunun kontrolle kiyaslandiginda istatistiki a¢idan anlamli (p=<0.05)
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oldugu bulunmustur. Kalan uygulamalarin kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan
anlamsiz (p>0.05) oldugu tespit edilmistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml dozununu oksidan seviyeye etkisi 8.08+1 olarak
bulunmustur. CoS QD’lariin 25 pg/ml dozu 7.72+2 seviyesinde etkili olmusken, 50
ng/ml dozu 7.37+1 seviyesinde etki gostermistir. Biyokonjuge olarak uygulanmis CoS
uygulamalarinin en diisiik dozu olan 50 ug/ml dozu oksidan etkinlik olarak 7.02+0.5
araliginda etki sergilerken, 100 pg/ml dozu 7.02+2, 200 pg/ml dozu ise 8.43+2.2
seviyesinde oksidan etkinlik sergilemistir. CoS quantum dotlarmin 1 ve 25 pg/ml
dozlar1 ile biyokonjuge CoS 50 ve 100 pg/ml uygulamalar1 kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli (p<0.05) olarak belirlenmistir.  Kalan
uygulamanin kontrolle kiyaslandiginda istatistiki acidan anlamsiz (p>0.05) oldugu tespit
edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina oksidan etkinlik olarak 1 mM uygulama
dozunda 8.95+1 seviyesinde etki gostermistir. Buna ek olarak ilacin 500 uM dozu
oksidan etkinlik tizerinde 7.37+1.2 seviyesinde etkili olurken 100 uM dozu ise bu
parametrede 4.92+2 seviyesine kadar etki sergilemistir. Melatoninin 1 mM dozunda bu
hiicre hatt1 tizerindeki oksidan etki seviyesi 7.2+2 araliginda olmustur. Ramelteon 500
ve 100 uM dozlar1 ile melatonin 1 mM uygulamalari istatistiki agidan anlamli (p<0.05)
olarak tespit edilirken, kalan wuygulama gruplarmin istatistiki olarak anlamli

bulunmadigi (p=>0.05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.29. HT-29 hiicre hattinda quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin TOD testi
sonuglari. (* p<0.05)

4.2.4. Flow Sitometri Bulgular:

4.2.4.1. Noroblastom (SH-SYS5Y) Hiicre Hatt1

Tablo 4.1. Quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin SH-SYS5Y flow sitometri
testi ortalama verileri. (* p<0.05)

Uygulamalar Canh Hiicre Erken Gec Nekrotik
(%) Apoptotik Apoptotik Hiicre (%)
Hiicre (%) Hiicre (%)
Kontrol 93.50 1.65 2.02 2.83
Ramelteon 100 uM 69.94* 13.13* 10.83* 6.10
Ramelteon 500 uM 60.01%* 13.08%* 19.62* 7.29
Ramelteon ImM 73.23%* 10.86* 14.48* 1.43
Melatonin 1mM 67.195%* 19.75* 11.945* 1.11
Sisplatin 65.42%* 17.385%* 13.29%* 3.91
CdS 1 ug/ml 75.31%* 12.27* 9.91%* 2.51
CdS 25 ug/ml 84.98 4.78 8.16* 2.08
CdS 50 ug/ml 83.81* 4.40 9.12% 2.67
Biyokonjuge CdS 50 ug/ml 87.08 4.50 6.19% 2.23
Biyokonjuge CdS 100 ug/ml 84.42%* 5.53% 7.5% 2.55
Biyokonjuge CdS 200 ug/ml 75.78%* 8.08* 9.81%* 6.33
CoS 1 ug/ml 90.81 3.15 4.03 2.01
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Tablo 4.1.(Devam). Quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin SH-SYS5Y
flow sitometri testi ortalama verileri.

Uygulamalar Canh Hiicre Erken Gec Nekrotik
(%) Apoptotik Apoptotik Hiicre (%)
Hiicre (%) Hiicre (%)
CoS 25 ug/ml 71.03* 10.78* 12.4%* 5.79
CoS 50 ug/ml 91.50 2.77 3.82 1.91
Biyokonjuge CoS 50 ug/ml 85.27 4.40 5.82% 4.56
Biyokonjuge CoS 100 ug/ml 91.38 2.24 4.51%* 1.87
Biyokonjuge CoS 200 ug/ml 92.88 2.11 3.29 1.39

Noroblastom kanseri SH-SYSY hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum
dotlar1 hem de bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat
sonunda uygulamalarin hiicre 6liimiinlin hangi sekilde olduguna dair etkileri, anneksin
FITC flow sitometri analizi ile ortaya koyulmustur. Noroblastom hiicre hattina ait flow
sitometri bulgular1 grafigi Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33’te verilmistir.
Elde edilen verilere gore, kontrol grubunun hiicre canliligi oran1 % 93.5+0.62 olarak
tespit edilmistir. Kontrol grubundan erken apoptoz seviyesi % 1.65+0.35 olurken, gec
apoptotik hiicre seviyesi % 2.02+0.23 olmustur. Kontrol grubunda nekrotik hiicre

yiizdesi ise % 2.83+0.04 olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.30. SH-SY5Y hiicre hatt1 flow sitometri analizi kontrol grubu. LL kadram: Canli
hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg¢ apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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CdS quantum dotlarmin 1 pg/ml uygulama dozunda hiicre canliligt %
71.31+£0.95 seviyesinde belirlenmistir. Hiicre canlilik seviyesi 25 pg/ml dozunda %
84.98+0.37 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 83.81+£0.64 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda hiicre canlilik seviyesi % 87.08+0.23 olarak tespit
edilmigsken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 84.42+1.11 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin en yliksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise hiicre canlilig1 seviyesinin
% 75.78+0.31 oldugu tespit edilmistir. CdS 1 ve 50 pg/ml ile biyokonjuge CdS 100 ve
200 pg/ml uygulamalar1 kontrolle kiyaslandiginda istatistiki a¢idan anlamli (p<0.05)
olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda erken apoptotik hiicre orani
% 12.27+2.76 seviyesinde belirlenmistir. Erken apoptoza siiriiklenen hiicrelerin yiizdesi
25 pg/ml dozunda % 4.78+0.82 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 4.4+0.17 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda erken apoptotik hiicre seviyesi %
4.5+0.28 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 5.53+0.18 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise erken
apoptotik hiicre seviyesinin % 8.08+1.13 oldugu tespit edilmistir. CdS 1 pg/ml ile
biyokonjuge CdS 100 ve 200 pg/ml uygulamalar1 kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
acidan anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarmin 1 pg/ml uygulama dozunda ge¢ apoptotik hiicre oran1 %
9.91+0.55 seviyesinde belirlenmistir. Ge¢ apoptoza siiriiklenen hiicrelerin yiizdesi 25
png/ml dozunda % 8.16+£0.45 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 9.12+0.2 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda ge¢ apoptotik hiicre seviyesi %
6.1940.35 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 7.5+0.37 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarmin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise geg

apoptotik hiicre seviyesinin % 9.81+0.13 oldugu tespit edilmistir. Bahsedilen ge¢
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apoptotik hiicre orani1 verilen uygulamalarin tamami kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
acidan anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda nekrotik hiicre oram1 %
2.51£1.26 seviyesinde belirlenmistir. Nekroza stiriilklenen hiicrelerin yiizdesi 25 pg/ml
dozunda % 2.08+0.91 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 2.67+0.66 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarimin 50 pg/ml dozunda nekrotik hiicre seviyesi %
2.23+40.61 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 2.55+0.55
olmustur. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda
ise nekrotik hiicre seviyesinin % 6.33+1.32 oldugu tespit edilmistir. Nekrotik hiicre
orant bakimindan elde edilen veriler kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan anlaml

(p=>0.05) sonuglar elde edilmedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.31. SH-SYS5Y hiicre hatt1 flow sitometri analizi CdS-Biyokonjuge CdS

uygulamalar1 grubu. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadram: Geg
apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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CoS quantum dotlarmin 1 pg/ml uygulama dozunda hiicre canliligt %
90.81£1.04 seviyesinde belirlenmistir. Hiicre canlilik seviyesi 25 pg/ml dozunda %
71.03+£8.33 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 91.5+0.23 olmustur. Biyokonjuge CoS
uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda hiicre canlilik seviyesi % 85.27+2.08 olarak tespit
edilmigken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 91.384+0.06 olmustur. Biyokonjuge CoS
uygulamalarinin en yliksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise hiicre canlilig1 seviyesinin
% 92.88+0.88 oldugu tespit edilmistir. CoS 25 pg/ml uygulamasinin kontrolle
kiyaslandiginda istatistiki ac¢idan anlamlhi (p<0.05) olarak tespit edilmistir. Diger
uygulamalarin istatistiki acidan anlamsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda erken apoptotik hiicre orani
% 3.15+0.66 seviyesinde belirlenmistir. Erken apoptoza siirtiklenen hiicrelerin yiizdesi
25 pg/ml dozunda % 10.78+1.16 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 2.77+0.01 olmustur.
Biyokonjuge CoS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda erken apoptotik hiicre seviyesi %
4.4+0.59 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 2.24+0.11 olmustur.
Biyokonjuge CoS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise erken
apoptotik hiicre seviyesinin % 2.11+0.04 oldugu tespit edilmistir. CoS 25 pg/ml
uygulamasinin kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli (p<0.05) olarak tespit
edilmistir. Diger uygulamalarin istatistiki ac¢idan anlamsiz (p=>0.05) oldugu
belirlenmistir.

CoS quantum dotlarmin 1 pg/ml uygulama dozunda ge¢ apoptotik hiicre oran1 %
4.03+0.13 seviyesinde belirlenmistir. Ge¢ apoptoza siiriiklenen hiicrelerin yiizdesi 25
png/ml dozunda % 12.4+1.47 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 3.82+0.02 olmustur.
Biyokonjuge CoS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda ge¢ apoptotik hiicre seviyesi %
5.82+0.93 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 4.5140.21

olmustur. Biyokonjuge CoS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda
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ise gec apoptotik hiicre seviyesinin % 3.29+0.27 oldugu tespit edilmistir. CoS 25 pg/ml
ile biyokonjuge CdS 50 ve 100 pg/ml dozlar1 kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan
anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda nekrotik hiicre oram1 %
2.01£0.21 seviyesinde belirlenmistir. Nekroza siiriikklenen hiicrelerin yiizdesi 25 pg/ml
dozunda % 5.79+5.7 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 1.91+2.4 olmustur. Biyokonjuge
CoS uygulamalarimin 50 pg/ml dozunda nekrotik hiicre seviyesi % 4.56+1.67 olarak
tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 1.87+0.38 olmustur. Biyokonjuge
CoS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise nekrotik hiicre
seviyesinin % 1.39+0.18 oldugu tespit edilmistir. Nekrotik hiicre oran1 bakimindan elde
edilen veriler kontrolle kiyaslandiginda istatistiki ag¢idan anlamli sonuglar elde
edilmedigi (p>0.05) goriilmiistiir.

0 -Tube-A3 | Al Events

-Tuba-C3 | All Everits 01-Tube-B2 | All Events

- & =
4 Q2L ) 1L EZ) Q- 08)
] Col lugiml ] Co% 25nz'ml %] Co% 50 ug'ml
5] L5} o T
) @ =
. =9 r 29
57 Z ) 53
L+ (el y [+] 1
¥y gy ¥y
= - o i
21 21 1
F 3 |
o | CT-LLMAD 1) Cr2-LR{ %3 62}  1EBLLIWAS T4) Q2-LRY %1 60) 1 E-LL{ %3134 Q2-LR{%2,78)
o T T T T T T o —Trrry T T = e i e et e I
107 [ 1ot 1 1of 107 10¢ [ 1ot 1%° 108 10 o [ 1w 1% it 10
FITE-H FITGH FITCH
w D1-Tube-BET | All Evenis = O1-Tube-AS © All Events e O1-Tube-A12 | All Events
T QA5 T4 T G BT i (RN
B |1 Bizolonj. Co8 5 l Bivolkonj. Col = 1 Bivolonj. Col
! 50 nzml ! 100 vEml 1 200 uz'ml
w ] o ]
o @ )
i = ! i i =1 | i 219
iy E . . oy = 3 ¥
E'n . y EI“"D L F’ Edﬂ - Z FI.
i L - . - =7 — ey
» v i
"E 1 h . "E 1 o ",='_ 1 .
3 3
¢« C-LL{WATED) Cr2-LR{ %3 03 w | OR-LL{EA 4 QZ-LR{%2. 37} 1 02-LL{ %0281 Q2.LR{%2 08)
o e e e B e i et aaat e
10 9 w0 il g % w0 10 1t 10 1o 107 0 [ 1w 1 0t 197
FITC-H FITCH FITCH

Sekil 4.32. SH-SYS5Y hiicre hatt1 flow sitometri analizi CoS-Biyokonjuge CoS

uygulamalar1 grubu. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadram: Geg
apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina hiicre canliligi bakimindan 1 mM
uygulama dozunda % 73.23+1.15 seviyesinde etki gdstermistir. Buna ek olarak ilacin
500 uM dozu hiicre canlilig1 iizerinde % 60.014+6.92 seviyesinde etkili olurken 100 uM
dozu ise bu parametrede % 69.944+14.62 seviyesine kadar etki sergilemistir. Melatoninin
1 mM dozunda bu hiicre hatti izerindeki hiicre canlilig1 seviyesi % 67.2+1.87 araliginda
olmustur. Bunlara ek olarak kontrol ilag olarak etkisi incelenen sisplatin hiicre canlilig
oranin1 % 65.42+1 seviyesinde etkilemistir. Bahsedilen uygulamalarin tamamu istatistiki
acidan anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilac1 tek basmna erken apoptotik hiicre seviyesi
bakimindan 1 mM uygulama dozunda % 10.86+0.51 seviyesinde etki gostermistir. Buna
ek olarak ilacin 500 uM dozu erken apoptotik hiicre oranmi ilizerinde % 13.08+2.83
seviyesinde etkili olurken 100 uM dozu ise bu parametrede % 13.13+4.45 seviyesine
kadar etki sergilemistir. Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatt1 {izerindeki erken
apoptotik hiicre seviyesi % 19.75+1.68 araliginda olmustur. Bunlara ek olarak kontrol
ilag olarak etkisi incelenen sisplatin erken apoptotik hiicre oranini % 17.39+0.26
seviyesinde etkilemistir. Bahsedilen uygulamalarin tamami istatistiki agidan anlaml
(p=<0.05) olarak tespit edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina ge¢ apoptotik hiicre seviyesi bakimindan 1
mM uygulama dozunda % 14.48+0.82 seviyesinde etki gdstermistir. Buna ek olarak
ilacin 500 uM dozu ge¢ apoptotik hiicre oran iizerinde % 19.62+1.58 seviyesinde etkili
olurken 100 uM dozu ise bu parametrede % 10.83+£3.69 seviyesine kadar etki
sergilemistir. Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatt1 {izerindeki ge¢ apoptotik hiicre
seviyesi % 11.95+0.02 araliginda olmustur. Bunlara ek olarak kontrol ila¢ olarak etkisi

incelenen sisplatin ge¢ apoptotik hiicre oranin1 % 13.29+0.11 seviyesinde etkilemistir.

73



Bahsedilen uygulamalarin tamamu istatistiki acgidan anlamli (p<0.05) olarak tespit
edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina nekrotik hiicre seviyesi bakimindan 1 mM
uygulama dozunda % 1.43+0.83 seviyesinde etki gdstermistir. Buna ek olarak ilacin
500 uM dozu nekrotik hiicre oran lizerinde % 7.29+2.5 seviyesinde etkili olurken 100
UM dozu ise bu parametrede % 6.1+6.48 seviyesine kadar etki sergilemistir.
Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatt1 iizerindeki nekrotik hiicre seviyesi %
1.11+£0.21 araliginda olmustur. Bunlara ek olarak kontrol ila¢ olarak etkisi incelenen
sisplatin nekrotik hiicre oranim1 % 3.91+0.63 seviyesinde etkilemistir. Nano yapilarin
coziinmesi i¢in kullanilan PBS kontrol uygulamasimin ise nekrotik hiicre oranint %
6.31+0.88 seviyesinde etkiledigi kaydedilmistir. Bahsedilen uygulamalarin tamami

istatistiki agidan anlamsiz (p=>0.05) olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.33. SH-SYS5Y hiicre hatt1 flow sitometri analizi Ramelteon, Melatonin, Sisplatin

uygulamalar1 grubu. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadram: Geg
apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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4.2.4.2. Prostat Kanseri (DU145) Hiicre Hatt1

Tablo 4.2. Quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin DU145 flow sitometri testi
ortalama verileri. (* p<0,05)

Uygulamalar Canh Erken Gecg Nekrotik
Hiicre (%) Apoptotik Apoptotik Hiicre (%)
Hiicre (%) Hiicre (%)
Kontrol 94.84 0.08 0.08 5.00
Ramelteon 100 uM 95.98 0.38 0.32% 3.32%
Ramelteon 500 uM 96.36* 0.16 0.04 3.42%
Ramelteon ImM 97.26* 0.02 0.14 2.58*
Melatonin 1mM 94.08 0.14 0.12 5.66
CdS 1 ug/ml 97.9% 0.30 0.4* 1.4%
CdS 25 ug/ml 97.08* 0.36 0.26 2.3%
CdS 50 ug/ml 96.68* 0.4* 0.36* 2.56*
Biyokonjuge CdS 50 ug/ml 96.56* 0.64* 0.20 2.6*
Biyokonjuge CdS 100 ug/ml 96.6* 0.30 0.12 2.8%
Biyokonjuge CdS 200 ug/ml 96.06 0.14 0.22 3.58
CoS 1 ug/ml 97* 0.58% 0.38* 2.04%*
CoS 25 ug/ml 98.22% 0.44%* 0.26 1.08%*
CoS 50 ug/ml 96.9%* 0.26 0.08 2.76*
Biyokonjuge CoS 50 ug/ml 97.06* 0.5* 0.32%* 2.12%
Biyokonjuge CoS 100 ug/ml 97.04%* 0.36 0.16 2.44%*
Biyokonjuge CoS 200 ug/ml 97* 0.6* 0.32% 2.08%

Prostat kanseri DU145 hiicre hattinda hem CdS hem CoS quantum dotlar1 hem
de bu quantum dotlarin biyokonjuge formlar1 uygulanmistir. 24 saat sonunda
uygulamalarin hiicre Sliimiiniin hangi sekilde olduguna dair etkileri, anneksin FITC
flow sitometri analizi ile ortaya koyulmustur. Prostat kanseri hiicre hattina ait flow
sitometri bulgular1 grafigi Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.37°de verilmistir.
Elde edilen verilere gore, kontrol grubunun hiicre canliligi orant % 94.84+1.02 olarak
tespit edilmistir. Kontrol grubundan erken apoptoz seviyesi % 0.08+0.0 olurken, gec
apoptotik hiicre seviyesi % 0.08+0.11 olmustur. Kontrol grubunda nekrotik hiicre

yiizdesi ise % 5+0.91 olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.34. DU145 hiicre hatt1 flow sitometri analizi kontrol grubu. LL kadrani: Canli hiicre,
LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda hiicre canlilig1 % 97.9+0.48
seviyesinde belirlenmistir. Hiicre canlilik seviyesi 25 pg/ml dozunda % 97.08+0.06
olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 96.68+0.34 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda hiicre canlilik seviyesi % 96.56+0.11 olarak tespit
edilmigken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 96.6+0.0 olmustur. Biyokonjuge CdS
uygulamalarinin en yliksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise hiicre canlilig1 seviyesinin
% 96.06+0.08 oldugu tespit edilmistir. CdS 1, 25 ve 50 pg/ml ile biyokonjuge CdS 50
ve 100 pg/ml dozlar1 kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli (p<0.05) olarak
tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda erken apoptotik hiicre oram
% 0.3+0.84 seviyesinde belirlenmistir. Erken apoptoza siiriikklenen hiicrelerin yiizdesi 25
png/ml dozunda % 0.36+£0.06 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 0.4+0.28 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda erken apoptotik hiicre seviyesi %
0.64+0.06 olarak tespit edilmisken, 100 ug/ml dozunda bu rakam % 0.3+0.03 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yliksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise erken

apoptotik hiicre seviyesinin % 0.14+0.2 oldugu tespit edilmistir. CdS 50 pg/ml
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uygulamasi ile biyokonjuge CdS 50 pg/ml uygulamasi kontrolle kiyaslandiginda
istatistiki agidan anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda geg¢ apoptotik hiicre oran1 %
0.4+0.0 seviyesinde belirlenmistir. Ge¢ apoptoza siiriiklenen hiicrelerin yilizdesi 25
png/ml dozunda % 0.26+0.03 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 0.36+0.06 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda ge¢ apoptotik hiicre seviyesi %
0.2+0.11 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 0.12+0.0 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yiliksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise geg
apoptotik hiicre seviyesinin % 0.22+0.2 oldugu tespit edilmistir. Bahsedilen geg
apoptotik hiicre orani1 verilen uygulamalardan CdS 1 ve 50 pg/ml dozlarmin verileri
kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

CdS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda nekrotik hiicre oram1 %
1.4+0.57 seviyesinde belirlenmistir. Nekroza stiriiklenen hiicrelerin ylizdesi 25 pug/ml
dozunda % 2.3+0.03 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 2.56+0.11 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda nekrotik hiicre seviyesi %
2,6+0,06 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 2.84+0.23 olmustur.
Biyokonjuge CdS uygulamalarinin en yliksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise nekrotik
hiicre seviyesinin % 3.6+0.48 oldugu tespit edilmistir. Nekrotik hiicre oran1 bakimindan
elde edilen veriler kontrolle kiyaslandiginda biyokonjuge CdS 200 pg/ml uygulamasi
hari¢ tiim uygulamalarin istatistiki agidan anlamli (p<0.05) sonuglar oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 4.35. DU145 hiicre hatt1 flow sitometri analizi CdS-Biyokonjuge CdS uygulama

grubu. LL kadrani: Canl hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre,
UL kadrani: Nekrotik hiicre.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda hiicre canliligt % 97+0.34
seviyesinde belirlenmistir. Hiicre canlilik seviyesi 25 pg/ml dozunda % 98.22+0.31
olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 96.9+0.8 olmustur. Biyokonjuge CoS uygulamalarinin
50 pg/ml dozunda hiicre canlilik seviyesi % 97.06+0.25 olarak tespit edilmisken, 100
png/ml dozunda bu rakam % 97.0440.23 olmustur. Biyokonjuge CoS uygulamalarinin en
yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise hiicre canlilig1 seviyesinin % 97+0.79 oldugu
tespit edilmistir. Bahsedilen uygulamalarin tamami kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
acidan anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda erken apoptotik hiicre orani
% 0.58+0.2 seviyesinde belirlenmistir. Erken apoptoza stiriiklenen hiicrelerin yiizdesi 25
png/ml dozunda % 0.44+0.06 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 0.26+0.25 olmustur.

Biyokonjuge CoS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda erken apoptotik hiicre seviyesi %
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0.5+0.2 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 0.36+0.23 olmustur.
Biyokonjuge CoS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda ise erken
apoptotik hiicre seviyesinin % 0.6+0.06 oldugu tespit edilmistir. CoS 1 ve 25 pg/ml ile
biyokonjuge CoS 50 ve 200 pg/ml uygulamalar1 kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
acidan anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda geg¢ apoptotik hiicre oran1 %
0.38+0.08 seviyesinde belirlenmistir. Ge¢ apoptoza siiriiklenen hiicrelerin yilizdesi 25
png/ml dozunda % 0.26+0.02 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 0.08+0.06 olmustur.
Biyokonjuge CoS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda ge¢ apoptotik hiicre seviyesi %
0.32+0.11 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 0.16+0.06
olmustur. Biyokonjuge CoS uygulamalarinin en yliksek dozu olan 200 ug/ml dozunda
ise ge¢ apoptotik hiicre seviyesinin % 0.32+0.06 oldugu tespit edilmistir. CoS 1 pg/ml
ile biyokonjuge CoS 50 ve 200 ug/ml uygulamalar kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
acidan ¢ok anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

CoS quantum dotlarinin 1 pg/ml uygulama dozunda nekrotik hiicre oram1 %
2,04+0,06 seviyesinde belirlenmistir. Nekroza siiriilklenen hiicrelerin yiizdesi 25 pg/ml
dozunda % 1.08+0.23 olurken, 50 pg/ml dozunda ise % 2.76+0.11 olmustur.
Biyokonjuge CoS uygulamalarinin 50 pg/ml dozunda nekrotik hiicre seviyesi %
2.12+0.34 olarak tespit edilmisken, 100 pg/ml dozunda bu rakam % 2.44+0.06
olmustur. Biyokonjuge CoS uygulamalarinin en yiiksek dozu olan 200 pg/ml dozunda
ise nekrotik hiicre seviyesinin % 2.08+0.79 oldugu tespit edilmistir. Nekrotik hiicre
oran1 bakimindan elde edilen tiim veriler kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan

anlamli (p<0.05) sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.36. DU145 hiicre hatt1 flow sitometri analizi CoS-Biyokonjuge CoS uygulama

grubu. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre,
UL kadrani: Nekrotik hiicre.

Uygulanan Ramelteon ilact tek basina hiicre canliligi bakimindan 1 mM
uygulama dozunda % 97.26+0.54 seviyesinde etki gdstermistir. Buna ek olarak ilacin
500 pM dozu hiicre canlilig1 tizerinde % 96.36+2.49 seviyesinde etkili olurken 100 pM
dozu ise bu parametrede % 95.98+0.03 seviyesine kadar etki sergilemistir. Melatoninin
I mM dozunda bu hiicre hatti {lizerindeki hiicre canliligi seviyesi % 94.08+0.23
araliginda olmustur. Ramelteon 500 uM ve 1 mM uygulama dozlar istatistiki a¢idan
anlamli (p<0.05) olarak tespit edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilac1 tek basmna erken apoptotik hiicre seviyesi
bakimindan 1 mM uygulama dozunda % 0.02+0.03 seviyesinde etki gdstermistir. Buna
ek olarak ilacin 500 uM dozu erken apoptotik hiicre orani iizerinde % 0.16+0.11

seviyesinde etkili olurken 100 uM dozu ise bu parametrede % 0.38+0.25 seviyesine
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kadar etki sergilemistir. Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatt1 {izerindeki erken
apoptotik hiicre seviyesi % 0.14+0.03 aralifinda olmustur. Nano yapilarin ¢oziinmesi
icin kullanilan Bahsedilen uygulamalarin tamaminin istatistiki agidan anlamsiz oldugu
tespit edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek basina ge¢ apoptotik hiicre seviyesi bakimindan 1
mM uygulama dozunda % 0.144+0.03 seviyesinde etki gostermistir. Buna ek olarak
ilacin 500 uM dozu gec apoptotik hiicre orani iizerinde % 0.04+0.06 seviyesinde etkili
olurken 100 puM dozu ise bu parametrede % 0.32+0.17 seviyesine kadar etki
sergilemistir. Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatt1 {izerindeki ge¢ apoptotik hiicre
seviyesi % 0.12+0.06 araliginda olmustur. Bahsedilen uygulamalardan yalnizca
Ramelteon 100 uM dozunun istatistiki agidan anlamli (p<0.05) oldugu tespit edilmistir.

Uygulanan Ramelteon ilaci tek bagina nekrotik hiicre seviyesi bakimindan 1 mM
uygulama dozunda % 2.58+0.54 seviyesinde etki gOstermistir. Buna ek olarak ilacin
500 uM dozu nekrotik hiicre orani tizerinde % 3.42+2.63 seviyesinde etkili olurken 100
uM dozu ise bu parametrede % 3.32+0.4 seviyesine kadar etki sergilemistir.
Melatoninin 1 mM dozunda bu hiicre hatt1 lizerindeki nekrotik hiicre seviyesi %
5.66+0.31 araliginda olmustur. Ramelteon 1 mM, 500 ve 100 uM uygulama dozlarinin

istatistiki agidan anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.37. DU145 hiicre hatt1 flow sitometri analizi Ramelteon, Melatonin uygulama

grubu. LL kadrant: Canl hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre,
UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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4.2.5. Real Time PCR Bulgulan

4.2.5.1. Noroblastom (SH-SYS5Y) Hiicre Hatt1

Tablo 4.3. Quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin SH-SY5Y real time PCR
testi sonuglar1. (* p<0.05)

Ortalama CT Degeri Standart Sapma
Uygulamalar ACTB MTNR1 RORA BAX ACTB MTNR1 RORA BAX
A A

Kontrol 26.97 0.00 35.93 32.25 0.03 0.00 0.03 0.05
Ramelteon 100 uM  19.94 30.08* 0.00* 23.19*  0.34 0.08 0.00 0.10
Ramelteon 500 uM  19.69 31.45* 0.00* 23.38%  0.16 0.03 0.00 0.30
Ramelteon ImM 19.73 31.04* 0.00* 23.01* 0.22 0.04 0.00 0.06
Melatonin 1mM 19.99 31.63* 0.00* 24.16*  0.09 0.13 0.00 0.10
Sisplatin 20.43 30.62%* 0.00* 23.35%  0.03 0.12 0.00 0.05
CdS 1 ug/ml 20.47 30.51* 0.00* 24.24*%  0.07 0.30 0.00 0.02
CdS 25 ug/ml 20.95 30.50%* 0.00* 23.83*  0.61 0.10 0.00 0.28
CdS 50 ug/ml 20.12 30.44%* 0.00* 23.22*  0.10 0.04 0.00 0.11
Biyokonjuge CdS 20.54 29.88* 0.00* 23.48*  0.06 0.08 0.00 0.04
50 ug/ml

Biyokonjuge CdS 20.31 30.56* 0.00* 23.32*%  0.31 0.06 0.00 0.02
100 ug/ml

Biyokonjuge CdS 19.27 31.41* 0.00* 24.38*  0.25 0.10 0.00 0.08
200 ug/ml

CoS 1 ug/ml 20.14 30.69* 0.00* 23.44*  0.04 0.09 0.00 0.04
CoS 25 ug/ml 20.37 31.41* 0.00* 23.07*  0.03 0.05 0.00 0.07
CoS 50 ug/ml 20.23 30.15* 0.00* 23.23*  0.03 0.10 0.00 0.03
Biyokonjuge CoS 20.30 30.99* 0.00* 23.31*  0.10 0.09 0.00 0.01
50 ug/ml

Biyokonjuge CoS 20.05 31.49%* 0.00* 23.63*  0.03 0.05 0.00 0.13
100 ug/ml

Biyokonjuge CoS 20.09 31.20%* 0.00* 23.37*  0.08 0.20 0.00 0.15
200 ug/ml

Melatonin reseptorii 1a’yr kodlayan MTNRI1A geninin ndroblastom hiicre
hattinin kontrol grubunda ekspresyonu tespit edilmemistir. Ancak gerceklestirilen
uygulamalar neticesinde bu hiicre hattinda MTNRI1A gen ekspresyonu gozlenmistir.

Noroblastom hiicre hattina ait MTNRI1A genine ait Real Time PCR ekspresyon egrisi
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Sekil 4.38’de verilmistir. CdS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT
degerini sirasiyla 30.51, 30.5 ve 30.44 seviyesine ¢ikarmistir. Biyokonjuge CdS 50, 100
ve 200 pg/ml uygulamalarinin ise ortalama CT degerini 29.88, 30.56, 31.44 seviyelerine
ulastirdig1 tespit edilmistir. Gergeklestirilen uygulamalarin tamami kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur.

CoS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT degerini sirasiyla
30.69, 31.41 ve 30.15 seviyesine ¢ikarmistir. Biyokonjuge CoS 50, 100 ve 200 pg/ml
uygulamalarinin ise ortalama CT degerini 30.99, 31.49, 31.20 seviyelerine ulastirdigi
tespit edilmistir.  Gergeklestirilen uygulamalarin  tamami1  kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur.

Ramelteon 1 mM, 500 ve 100 uM uygulama dozlarinda ortalama CT degerleri
sirastyla 31.04, 31.45 ve 30.08 olarak bulunmustur. Uygulanan Melatonin ImM dozu
ortalama CT degerini 31.63 seviyesine ulastirirken, sisplatin bu degeri 30.62’ye
ulagtirmistir. Uygulamas1 gergeklestirilen bu verilerin kontrolle kiyaslandiginda

istatistiki olarak anlamli (p<0.05) olduklar1 kaydedilmistir.

10 15 20 25 50 55 40 MTNR1A 45

Sekil 4.38. SH-SYSY hiicre hattt MTNRIA gen ekspresyon egrisi

Noroblastom hiicre hattina ait RORA genine ait Real Time PCR ekspresyon
egrisi  Sekil 4.39’da  verilmistir. Sirkadiyen ritmde yer alan bazi genlerin
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde etkin rol oynayan Ror alfa proteinini kodlayan

RORA geninin ndroblastom hiicre hattinda kontrol grubunda 35.93 dongiide ekpresyon
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verdigi gozlenmistir. Uygulamalar sonrasi tiim dozlarda RORA geni ekspresyonu tespit
edilmemistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda elde edilen veriler istatistiksel olarak

anlamli (p<0.05) olarak belirlenmistir.

100

Sekil 4.39. SH-SYSY hiicre hattt RORA gen ekspresyon egrisi
Noroblastom hiicre hattina ait BAX genine ait Real Time PCR ekspresyon egrisi
Sekil 4.40’ta verilmistir. Proapoptotik bir gen olma 06zelligi ile hiicrenin apoptoza
ilerleyisinde 6nemli rol oynamakta olan BAX geni néroblastom hiicre hattinda kontrol
grubunda 32.25 dongilide ekspresyon vermistir. Uygulanan quantum dot ve biyokonjuge
quantum dot dozlar1 akabinde BAX gen ekspresyon seviyelerinde degisimler olmustur.
CdS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT degerini sirasiyla 24.24,
23.83 ve 23.22 seviyesine ulastirmistir. Biyokonjuge CdS 50, 100 ve 200 pg/ml doz
uygulamalar sonrast CT degeri sirasiyla 23.48, 23.32 ve 24.38 olarak kaydedilmistir.
Elde edilen verilerin tamami kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli
(p<0.05) olarak bulunmustur.

CoS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT degerini sirasiyla
24.44, 23.07 ve 23.23 seviyesine ulastirmistir. Biyokonjuge CoS 50, 100 ve 200 ug/ml
doz wuygulamalart sonrast CT degeri sirasiyla 23.31, 23.63 ve 23.37 olarak

kaydedilmistir. Elde edilen verilerin tamami kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki

olarak anlamli (p<0.05) olarak bulunmustur.
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Ramelteon 1 mM, 500 ve 100 uM uygulama dozlarinda ortalama CT degerleri
sirastyla 23.01, 23.38 ve 23.19 olarak bulunmustur. Uygulanan Melatonin ImM dozu
ortalama CT degerini 24.16 seviyesine ulagtirirken, sisplatin bu degeri 23.35’e
ulagtirmistir. Uygulamas1 gerceklestirilen bu verilerin kontrolle kiyaslandiginda

istatistiki olarak anlamli (p<0.05) olduklar1 kaydedilmistir.
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Sekil 4.40. SH-SYS5Y hiicre hattt BAX gen ekspresyon egrisi
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4.2.5.2. Prostat Kanseri (DU145) Hiicre Hatt1

Tablo 4.4. Quantum dot ve biyokonjuge uygulamalarin DU145 real time PCR testi
sonuglari. (* p<0.05)

Ortalama CT Degerleri Standart Sapma
Uygulamalar ACTB | MTNR1 | RORA BAX ACTB | MTN | RORA | BAX
A R1A

Kontrol 11.95 25.90 26.75 17.17 0.10 0.23 0.10 0.17
Ramelteon 100 12.32 27.27%% | O** 17.37 0.32 0.25 | 0.00 0.12
uM

Ramelteon 500 12.00 25.41%% | O** 18.08** 1 0.01 0.25 | 0.00 0.08
uM

Ramelteon 1mM 11.33 27.05%* | O** 17.13 0.07 0.19 | 0.00 0.03
Melatonin 1mM 12.67 24.83%% | O** 17.86** | 0.06 0.15 0.00 0.06
CdS 1 ug/ml 11.80 25.32%* 1 26.77 17.13 0.13 0.09 | 0.26 0.03
CdS 25 ug/ml 12.58 26.61** | 26.79 18.1%* 0.14 0.20 | 0.27 0.20
CdS 50 ug/ml 12.67 26.29* 27.49%* | 18.28%* | 0.06 0.06 | 0.46 0.16
Biyokonjuge CdS | 12.80 2591 27.79** 17.88%* | 0.04 0.14 | 0.20 0.06
50 ug/ml

Biyokonjuge CdS | 12.22 26.18 27.60%* 18.26*%* | 0.41 0.04 | 0.25 0.14
100 ug/ml
Biyokonjuge CdS | 13.09 26.56%* | 28.14%* 18.18** | 0.84 0.35 0.14 0.08

200 ug/ml

CoS 1 ug/ml 12.60 26.45%*% | 28.22%%* 18.12%* | 0.48 0.00 | 0.30 0.03
CoS 25 ug/ml 13.01 26.32%*% | 28.21%%* 18.41*%* | 0.04 0.02 0.39 0.03
CoS 50 ug/ml 14.85 26.49%*% | 28.08** 18.00 3.20 0.02 0.30 0.26

Biyokonjuge CoS | 13.47 26.59%* | 28.53%%* 18.42*%* | 0.60 0.11 0.05 0.21
50 ug/ml
Biyokonjuge CoS | 13.14 26.74%* | 27.98%* 18.42%*% | 0.12 0.15 0.06 0.02
100 ug/ml
Biyokonjuge CoS | 11.77 27.94%* | 0** 17.35 0.08 0.39 | 0.00 0.10
200 ug/ml

Prostat kanseri hiicre hattina ait MTNR1A genine ait Real Time PCR ekspresyon
egrisi Sekil 4.41°de verilmistir. Melatonin reseptorii 1a’y1 kodlayan MTNRI1A geninin
DU145 hiicre hattinin kontrol grubunda ekspresyonu CT degeri 25.9 olarak

belirlenmistir. CdS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT degerini
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sirastyla 25,32, 26,61 ve 26,29 seviyesine ¢ikarmistir. Biyokonjuge CdS 50, 100 ve 200
pg/ml uygulamalarmin ise ortalama CT degerini 26.29, 26.18, 26.56 seviyelerine
ulastirdig tespit edilmistir. Gergeklestirilen uygulamalardan CdS quantum dotu 1, 25 ve
50 pg/ml dozlar ile biyokonjuge CdS 200 pg/ml dozu kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur.

CoS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT degerini sirasiyla
26.45, 26.32 ve 26.49 seviyesine ¢ikarmistir. Biyokonjuge CoS 50, 100 ve 200 ug/ml
uygulamalarinin ise ortalama CT degerini 26.59, 26.74, 27.94 seviyelerine ulastirdigi
tespit edilmistir.  Gergeklestirilen uygulamalarin  tamami1  kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur.

Ramelteon 1 mM, 500 ve 100 uM uygulama dozlarinda ortalama CT degerleri
sirastyla 27.05, 25.41 ve 27.27 olarak bulunmustur. Uygulanan Melatonin ImM dozu
ortalama CT degerini 24.83 seviyesine ulastirmistir. Uygulamasi1 gercgeklestirilen bu
verilerin  kontrolle kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli (p<0.05) olduklar

kaydedilmistir.

10 18 20 25 30 5 MTNRI1A 40

Sekil 4.41. DU145 hiicre hattt MTNR1A gen ekspresyon egrisi

Prostat kanseri hiicre hattina ait RORA genine ait Real Time PCR ekspresyon
egrisi  Sekil 4.42°de verilmistir. Sirkadiyen ritmde yer alan bazi1 genlerin
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde etkin rol oynayan Ror alfa proteinini kodlayan
RORA geninin DU145 hiicre hattinda kontrol grubunda 26.75 dongiide ekpresyon

verdigi gozlenmistir. CdS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT
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degerini sirasiyla 26.77, 26.79 ve 27.49 seviyesine ulastirmistir. Biyokonjuge CdS 50,
100 ve 200 pg/ml uygulamalarinin ise ortalama CT degerini 27.79, 27.6, 28.14
seviyelerine ulastirdig: tespit edilmistir. Gergeklestirilen uygulamalardan CdS quantum
dotu 50 pg/ml dozu ile biyokonjuge CdS uygulamalarinin tiim dozlar1 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur.

CoS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT degerini sirasiyla
28.22, 28.21 ve 28.08 seviyesine cikarmistir. Biyokonjuge CoS 50 ve 100 pg/ml
uygulamalarinin ise ortalama CT degerini 28.53 ve 27.98 seviyelerine ulastirdig1 tespit
edilmistir. Biyokonjuge CoS 200 pg/ml uygulamasi sonrasinda RORA geninde
ekspresyon tespit edilmemistir. Gergeklestirilen uygulamalarin tamami kontrol grubu
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur.

Ramelteon 1 mM, 500 ve 100 uM, Melatonin 1 mM uygulamalarinin tamaminda
RORA gen ekspresyonu goriilmemistir. Uygulamasi gergeklestirilen bu verilerin

kontrolle kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli (p<0.05) olduklar1 kaydedilmistir.
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Sekil 4.42. DU145 hiicre hattt RORA gen ekspresyon egrisi

Prostat kanseri hiicre hattina ait BAX genine ait Real Time PCR ekspresyon
egrisi Sekil 4.43°te verilmistir. Proapoptotik bir gen olma 6zelligi ile hiicrenin apoptoza
ilerleyisinde onemli rol oynamakta olan BAX geni DU145 hiicre hattinda kontrol
grubunda 17.17 dongiide ekspresyon vermistir. Uygulanan quantum dot ve biyokonjuge
quantum dot dozlar1 akabinde BAX gen ekspresyon seviyelerinde degisimler olmustur.

CdS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlarn ekspresyon CT degerini sirastyla 17.13,
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18.1 ve 18.28 seviyesine ulastirmistir. Biyokonjuge CdS 50, 100 ve 200 pg/ml doz
uygulamalar1 sonrast CT degeri sirasiyla 17.88, 18.26 ve 18.18 olarak kaydedilmistir.
Elde edilen verilerin tamami kontrol grubuyla kiyaslandiginda CdS quantum dotu 1
ng/ml dozu harig istatistiki olarak anlamli (p<0.05) olarak bulunmustur.

CoS quantum dotu 1, 25 ve 50 pg/ml dozlar1 ekspresyon CT degerini sirasiyla
18.12, 18.41 ve 18 seviyesine ulastirmistir. Biyokonjuge CoS 50, 100 ve 200 pg/ml doz
uygulamalar sonrast CT degeri sirasiyla 18.42, 18.42 ve 17.35 olarak kaydedilmistir.
Elde edilen verilerin tamami kontrol grubuyla kiyaslandiginda CoS 50 pg/ml dozu ile
biyokonjuge CoS 200 pg/ml dozu hari¢ olmak {izere istatistiki olarak anlamli (p<0.05)
olarak bulunmustur.

Ramelteon 1 mM, 500 ve 100 uM uygulama dozlarinda ortalama CT degerleri
sirastyla 17.13, 18.08 ve 17.37 olarak bulunmustur. Uygulanan Melatonin ImM dozu
ortalama CT degerini 17.86 seviyesine ulastirmistir. Uygulamasi1 gergeklestirilen bu
verilerin kontrolle kiyaslandiginda Ramelteon 1 mM ve 100 uM dozlar1 hari¢ olmak

lizere istatistiki olarak anlamli (p<0.05) olduklar1 kaydedilmistir.
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Sekil 4.43. DU145 hiicre hattt BAX gen ekspresyon egrisi
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5. TARTISMA

Literatiirde yeni ilag gelistirmeye yonelik calismalarda siklikla kendisine yer
bulan nanoteknolojide, diisiik maliyetlerle, ¢evreye zarar vermeksizin ve toksik yan
tirtinlerin minimum seviyede oldugu sentez yontemleri ile ila¢ arastirma caligsmalari
gerceklestirmek oldukca Onem arz etmektedir. Buna ek olarak, her ne kadar
kemoterapotik ajanlarla tedavisi gerceklestiriliyor olsa da, 21.ylizyilin en biiylik saglik
sorunlarindan biri haline gelmis olan kansere yonelik spesifik bir tedavinin eksikligi
duyumsanmaktadir. Bu dogrultuda bu tez ¢aligmasimin ilk asamasinda doga dostu bir
yontem olan yesil sentez ile CdS ve CoS quantum dotlarinin sentezi gergeklestirilmistir.
Ilag arastirmalarinda toksik materyal ilavesi oldukca diisiik olan materyal eldesi son
derece kiymetli oldugu icin, bu tez calismasinda hem yesil sentezle sentezlenen
quantum dotlar hem de bu sentez sonucunda elde edilen quantum dotlarin Ramelteon
ilac1 ile biyokojugasyon iirlinlerinin arastirmalar gergeklestirilmistir.

Yesil sentez ile sentezi gergeklestirilen quantum dotlarin ve biyokonjuge nano
yapilarin, spektrofotometrik Olgiimler neticesinde optik niteliklerinin belirlenmesi
hedefiyle UV-spektrofotometre ile absorbans verileri elde edilmistir. CdS ve CoS
quantum dotlarin absorbans verileri sirasiyla 206 ve 204 nm olarak kaydedilmistir.
Literatiirde sentezi gergeklestirilen CdS ve CoS quantum dotlarin absorbans sergiledigi
dalga boylarinin ¢esitlilik gosterdigi goriilmektedir. CdS quantum dotlarmin 290 nm ile
467 nm araliginda degisen farkli absorbans degerleri sergiledigi > '%°, CoS quantum
dotlarinin ise 252 ile 350 arasinda degisen degerlerde absorbans verileri sergiledigi
belirlenmistir.'% 192 Literatiirde sozii edilen quantum dotlara dair absorbans verilerinde
farklilik gbzlenmesinin nedeninin, hem ilgili yapilarin boyutlarindaki farkliliklarla hem
de yesil sentez, dolayisiyla da sentezde kullanilan yesil materyalin farklilik arz

etmesiyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Biyokonjuge nano yapilarin her ikisi de
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birbirlerine yakin bir bigimde, iki ayr1 dalga boyunda absorbans sergilemistir. PEG ile
kaplanmis nano yapilarin ¢cogunlugunda, UV spektrofotometre ile optik taramalarin bir
sonucu olarak iki farkl1 dalga boyunda absorbans gozlenmistir.!% 1% Biyokonjugasyon
reaksiyonu dncesinde elde edilen absorbans verileri ile sonrasinda elde edilen verilerin
farkli olmasi, biyokonjugasyon/pegilasyon reaksiyonlarinin basarili  oldugunu
diisiindiirmektedir. Reaksiyon sonrasinda iki farkli absorbans piki goriilmesi ise, PEG
ile kaplanmamis biyokonjuge materyallerin de ikinci bir dalga boyunda absorbans
sergilemis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda biyokonjugasyon reaksiyonunda kullanilan
Ramelteon ilacinin kalibrasyon egrisi de elde edilmistir. Bu egrinin elde edilmesinin
amaci; biyokonjuge ilag formlarmin salim profilleri belirlenirken, salimi gergeklesen
serbest ila¢ miktarinin mg olarak hesaplanmasin1 saglamaktir. Buna ek olarak,
biyokonjuge CdS ve CoS nano materyallerinin salim profilleri de elde edilmistir. Bu tez
caligmasi kapsaminda gergeklestirilen hiicre kiiltiirii uygulamalarinin siiresince, yani ilk
24 saatte ilacin sirastyla %25.96’s1 ile %30.6°s1 salinmistir. 96 saatlik siirenin sonunda,
ise her iki ilacin da 3’lik kismunin (sirasiyla %74.5 ile %88.78)  salindig
gorilmektedir. Bu durum Ramelteonun plazmada temel seviyeye ulagsmak adina ihtiyag
duydugu bir haftalik siireyle uyumlu bir salim profili sergilendigini ortaya
koymaktadir.!%

Dort ayri nano materyalin ylizey morfolojileri taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile goriintiilenmistir. Hem CdS hem de CoS quantum dotlarinin boyutlar: 100
nm’nin altinda olarak tespit edilmistir. Elde edilen goriintiilerden tespit edilen ylizey
morfolojileri literatiirde farkli aragtirmacilar tarafindan elde edilen goriintiilerle uyumlu
nitelik arz etmektedir.”* '° 197 Buna ek olarak CdS ve CoS quantum dotlarinin PEG ile

kaplanmis biyokonjuge formlarinin da 100 nm altinda boyut sergiledigi, ayn1 zamanda
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literatiirde birebir aynis1 olmasa dahi benzer nitelikler tasiyan ¢alismalarda elde edilen
SEM goriintiileri ile uyumlu gérsellere sahip oldugu kaydedilmistir.!?” 198

Yesil sentez ile elde edilen CdS ve CoS quantum dotlarinin her ikisi de gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) ile goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiilerde iki quantum
dotun da sekil, boyut ve formasyon bakimindan nanoteknolojik sinirlar igerisinde yer
alan yapilar oldugu tespit edilmistir. Hem CdS hem de CoS quantum dotlarinin
literatiirde farkli arastirmacilar tarafindan elde edilen TEM goériintiilerine benzer
goriintiileri elde edilmistir. '®''2 PEG ile kaplanmis biyokojuge quantum dotlarin TEM
gorlntiilerinin, hem boyut hem de sekil bakimindan nanoteknolojik sinirlar igerisinde
oldugu diisiiniilmektedir. PEG ile kaplanmis biyokojuge materyaller barindiran CdS ve
CoS quantum dotlarina dair benzer literatiir calismalar son derece az olmasina ragmen,
elde edilen veriler az sayidaki literatiir calismalariyla biitiinliik arz etmektedir. '3 114

Hem yesil sentez ile elde edilmis hem de biyokonjugasyon reaksiyonundan elde
edilmis nano materyallerin igeriklerinde yer alan bag olusumlarini, fonksiyonel
gruplarin1 tespit etmek amaciyla Fourier Doniisiimlii Kizil Otesi Spektrofotometresi
(FT-IR) ile analizler gergeklestirilmistir. CdS quantum dotlarinin FTIR spektrumunda
3350, 2950, 1590, 1400, 1090 ve 970 cm™ dalga boylarinda spektrumlar goriilmiistiir.
Elde edilen pikler, spektrumda gozlenen frekans dalgalanmalar1 ve bu spektrumlarin
isaret ettigi fonksiyonel gruplar saf CdS quantum dotu igeren bir iiriin elde edildigini
ortaya koymaktadir. !> 116 Yesil sentez ile elde edilmis CoS quantum dotlarinimn ise
3327, 1635, 1132, 881 ve 611 cm™' dalga boylarinda salimim gosterdigi kaydedilmistir.
Spektrumda gozlenen frekans dalgalanmalar1 ve keskin pikler sentezi gerceklestirilen
ilgili quantum dotun saf bir CoS nano yapist oldugunu ortaya koymaktadir. Literatiirde

farkli arastirmacilar tarafindan ortaya koyulan bulgular da elde edilen sonucun netligini

kanitlar niteliktedir. !'”> ''® Hem biyokonjuge CdS hem de biyokonjuge CoS nano
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yapilarinin FTIR spektrumlarinda 3529, 2897, 1643 ve 1114 cm’! dalga boylar
civarlarinda keskin pikler gézlenmistir. Elde edilen her iki spektrumda da PEG-2000
yapisinin agirlikli bir bigimde kendisini gosterdigi goriilmektedir. PEG, PLGA gibi
polimerlerin igerisinde yogun bir bicimde yer alan ester gruplar ile bu polimerlerin
karakteristik absorbsiyon bantlar1 olarak goriilen hidroksil gruplarma ait salinimlarin
varligi, biyokonjuge yapilarin basarili bir bigimde PEG ile kaplandigini ortaya
koymaktadir, '1%-12!

Sentezi gerceklestirilen quantum dotlar ile biyokonjuge nano yapilarin kristal
formlarimi belirlemek adina X 1511 kristalografisinden (XRD) faydalanilmistir. Elde
edilen CdS quantum dotunun sergiledigi diizlem verileri g6z Oniinde
bulunduruldugunda, CdS quantum dotlariin hekzagonal kristal yapisina sahip oldugu
anlasilmaktadir. Buna ek olarak gozlemlenen pikler, CdS quantum dotlarinin partikiil
boyutlarmin da nano aralikta oldugunu ortaya koymaktadir. '** '2* CoS quantum
dotlarinin ise XRD wverilerinden iki farkli kristal yapmin karistmi halinde oldugu
anlasilmaktadir. Bu nano yapilar igerisinde hem hekzagonal CoS quantum dotlarmi
gormenin hem de yiizey merkezli kiibik nano CoS yapilarmi gézlemlemenin miimkiin
oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde gerceklestirilen farkli ¢alismalar da elde edilen
bulgular1 destekler niteliktedir. '** 25 Biyokonjuge CdS nano yapisinin kristal formuna
dair veriler incelendiginde, son iiriiniin CdS quantum dotlarinin kristal formuyla tutarl
hekzagonal bir kristal form halinde oldugu tespit edilmistir. Glglii ve yliksek
yogunluktaki pikler, ilgili materyalin iyi kristalize oldugunu ortaya koymaktadir. '
Biyokonjuge CoS nano yapilarmin kristal formlarina dair verilere bakildiginda ise, hem
CoS quantum dotlarmin kristal yapilarma dair belirtiler hem de PEG yapisina dair
kristal diizlemleri belirten agilar gozlenmektedir. Daha Once literatiirde benzeri bir

caligma gerceklestirilmedigi icin bu biyokonjuge quantum dota dair tam bir kiyaslama
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gerceklestirilememektedir.!?6

Yesil sentezle sentezlenen quantum dotlar ve bu quantum dotlarin Ramelteon
ilac1 ile konjuge formlarinin pegilasyonu neticesinde elde edilen biyokonjuge quantum
dotlarin hiicre kiiltiiriinde in vitro uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinin
ikinci kisminda bu sebeple néroblastom, prostat ve kolon kanseri hiicre hatlar1 lizerinde
hem CdS ve CoS quantum dotlarinin hem de Ramelteon biyokonjuge edilmis dotlarin
etkisinin arastirllmast hedeflenmistir. Bu dogrultuda kanser hatlar1 iizerinde
gergeklestirilen uygulamalar sonrasinda MTT hiicre canlilik testi, flow sitometri, total
antioksidan/oksidan testler (TAK/TOD), real time PCR ile ekspresyon analizleri
gergeklestirilmistir. MTT ve flow sitometri analizleri, gergeklestirilen biyokonjugat ve
quantum dot uygulamalarinin hiicre canliliina etkisi ile apoptoz/nekroz oranlarinin
belirlenmesi  hedefiyle gergeklestirilmistir. Total antioksidan/oksidan testlerin
(TAK/TOD) bu calisma kapsaminda gergeklestirilmesinin sebebi, biyokonjugat ve
quantum dot uygulamalarinin oksidatif ve antioksidatif etkilerinin tespit edilmesinin
saglanmasidir. Antioksidan bir hormon oldugu bilinen melatoninin ve agonisti
Ramelteonun, antioksidan etkinligini dogrulamak, oksidatif profillerini belirlemek bu
testlerin gerceklestirilmesinin hedefleri arasindadir. Real time PCR ile biyokonjugat ve
quantum dot uygulamalarinin ilgili kanser hiicrelerinin gen ekspresyon profillerinde
olusturdugu degisikligi goérmek hedeflenmektedir. Ozellikle melatoninin etki
mekanizmalarinda rol oynayan reseptorlerin ekspresyon seviyelerindeki degisikligin
ortaya koyulmasi ile melatonin reseptorleri ve kanser arasinda muhtemel bir iligki
kurulabilecegi diislintilmektedir.

Tiim uygulamalarda hem quantum dotlar hem PEG ile kaplanmis biyokojuge
quantum dot formiilasyonlar1 hem de tek basina Ramelteon ilaci 3 farkli doz halinde 8

tekerriir ile test edilmistir. Noroblastom kanseri hiicre hattinda 24 saatlik uygulama
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sonucunda gergeklestirilen MTT testi sonucuna gore, biyokonjuge CoS uygulamalari
kanser hattinin klinik tedavisinde yer alan sisplatinden dahi daha etkili sonuglar ortaya
koymustur. CoS quantum dotlar1 ve biyokojuge formlarinin, CdS quantum dot ve
biyokonjuge formlarindan daha basarili sonuglar ortaya koydugu goriilmektedir. Test
edilen tiim uygulamalarin istatistiksel olarak 6nem arz ettigi goriilmektedir. CdS
quantum dot uygulamalar1 ile biyokonjuge formlar arasinda hiicre canliligina etki
bakimindan dikkat c¢eken bir farklilik gézlenmezken, biyokonjuge CoS quantum
dotlarinin CoS quantum dotlarina ve tiim CdS nano uygulamalarina kiyasla daha etkili
sonuglar ortaya koydugu goriilmektedir. Uygulamalarin hemen hepsi doza bagimli bir
bi¢cimde hiicre canliliginda artis veya azalmaya sebep olmustur. Hiicre canlilig1 en etkili
sekilde azaltan uygulamanin %46.7 orani ile biyokonjuge CoS uygulamasinin 50 pg/ml
dozu oldugu kaydedilmistir. CoS nanopartikiillerinin gergeklestirilen literatiir verileri de
bu ¢alismanin literatiirle benzer kisimlarini destekler niteliktedir.”* Biyokonjuge CoS
nano yapilarma en yakin etki Ramelteon ilacinin en yiiksek dozu olan 1 mM
uygulamasinda goriilmektedir. PEG ile kaplanmis biyokonjuge uygulamalarda daha
etkili sonucun goriilmesinin, etkili olan CoS quantum dotlarinin ilag ve PEG ile
etkisinin artmis olmasi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Test edilen CdS ve CoS quantum dot ve biyokonjuge nano yapilarin DU145
prostat kanseri hiicre hattinin canlilig1 tizerindeki etkileri 24 saat sonunda MTT testi ile
belirlenmigtir. Test sonucuna gore uygulamalarin etkilerin biiylik ¢ogunlugunun doza
bagimli bir bicimde elde edildigi kaydedilmistir. Buna ek olarak yine ayni sekilde
uygulamalarin hepsinin kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nem arz eden
sonuglar ortaya koydugu goriilmektedir. Noroblastom hiicre hattiyla paralel bir bigimde
DU145 hiicre hattinda da CoS quantum dotu ve biyokonjuge formlarinin daha etkili

sonuglar ortaya koydugu belirlenmistir. En etkili sonucu CoS quantum dotunun 50
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png/ml uygulama dozu ortaya koymustur. Ancak CoS quantum dotlar1 ile biyokonjuge
formlarmin en etkili doza yakin sonuglar ortaya koydugu goriilmiistiir. Sentezlenen
quantum dotlar ile biyokonjuge uygulamalarin genel anlamda melatonin ve Ramelteon
ilacindan etkili olduklarii séylemek miimkiindiir. Literatiirde DU145 prostat kanseri
hiicre hattinda ilgili quantum dotlarla gergeklestirilen herhangi bir ¢alisma mevcut
degildir.

CdS ve CoS quantum dotlar1 ile bunlarin biyokonjuge formlarinin 24 saatlik
uygulamasi neticesinde hiicre canliliginin MTT ile test edildigi bir diger hiicre hattt HT-
29 kolon kanseri hiicre hatti olmustur. Bu hiicre hattinda, diger iki hiicre hattinin aksine
CdS quantum dotlar1 ve biyokonjuge nano yapilarinin daha etkin sonuclar sergiledigi
gorilmistiir. En etkili sonucu CdS quantum dotunun 50 pg/ml doz uygulamasi ortaya
koymustur. Elde edilen sonuclarin biiyilk cogunlugu istatistiksel olarak anlamli
bulunurken, CdS quantum dotlarina kiyasla biyokonjuge yapilarin genel anlamda daha
etkili oldugu tespit edilmistir. Bu hiicre hattinda CdS nano yapisiyla iliskili tim
uygulamalara en yakin sonuglar1 Ramelteon ilacina ait uygulamalar sergilemistir.
Ramelteon ilac1 en yiiksek dozu olan 1 mM dozunda, en etkili hiicre canlilig1 etkisine
ulagmistir. Biyokonjuge CdS uygulamalarinin ise daha diisiik miktarda Ramelteon ilaci
ile birlikte benzer basariya ulastig1 goriilmektedir. Bunun quantum dotlarin sahip oldugu
kiiclik boyutlar ve PEG ile kaplamanin hiicreye giris i¢in sagladiklar1 kolaylikla iliskili
olabilecegi diisliniilmektedir.

Ikinci kisminda CdS ve CoS quantum dotlarm ve biyokojuge nano formlarinin
kanser hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerinin arastirildigi bu tez calismasinda, tiim
uygulamalarin kanser hatlarindaki total antioksidan etkinligi total antioksidan kapasite
(TAK) testi ile incelenmistir. TAK testinin ger¢eklestirildigi tiim hiicre hatlarinda, ilgili

uygulamalarin tamaminin total antioksidan etkinlikleri genel anlamda kontrole yakin
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degerlerde seyretmistir. Elde edilen sonuclarin higbirisi istatistiksel olarak anlamli
bulunmamastir (p>0.05). Elde edilen TAS verileri literatiirde néroblastom hiicre hattinda
gergeklestirilen bir baska ¢alisma ile de benzerlik gdstermektedir. **

CdS ve CoS quantum dotlar1 ve bu nano dotlardan elde edilen biyokonjuge nano
materyallerle gergeklestirilen in vitro caligmalarda, ilgili nano materyallerin kanser
hiicre hatlar1 iizerinde total oksidan etkinlikleri total oksidan durum (TOD) testi ile
arastirillmistir. Uygulamalardan 24 saat sonra gergeklestirilen TOD testi sonuglari
incelendiginde noéroblastom hiicre hattinda en yiliksek oksidan etkinligi sergileyen
uygulamanin CdS 25 pg/ml dozu oldugu kaydedilmistir. Bu uygulamanin kontrole
kiyasla iki kattan fazla oksidan etki gdsterdigi goriilmiistiir. Genel olarak bu parametre
sonuglart incelendiginde gerceklestirilen uygulamalarin neredeyse tamaminin kontrol
grubundan daha fazla olacak sekilde oksidan etki olusturdugu tespit edilmistir. Total
oksidan durum testi bir molekiiliin hiicrede reaktif oksidan tiirlerinin olusumuna
etkisini, reaktif oksijen tiirlerinin olusum seviyesini belirleyen bir testtir. Bu dogrultuda
gergeklestirilen TOS testi, noroblastom kanser hattinda hiicre igerigindeki reaktif
oksijen tiirlerinin normalden fazla bir yogunluga eristigini ortaya koymaktadir. CdS 25
png/ml dozundan sonra en etkin oksidatif stres olusumunu indiikleyen uygulamanin
sisplatin uygulamasi oldugu belirlenmistir. Alkilleyici bir ajan olan sisplatinin DNA
hasart olusturdugu siirecte oksidatif stres olusturdugu, apoptozu indiikledigi ve hatta
sisplatinin oksidatif stres olusturmak adma indiikleyici bir ajan olarak kullanildig:
bilinmektedir. 12”2 Bu bulgular goz éniinde bulunduruldugunda etkisi incelenen nano
materyallerin, hangi etki ile hiicrelerin Sliimiine sebep oldugu bilinmemesine ragmen,
oksidatif stresi artiracak bir mekanizmayi indiikledigi asikar gériinmektedir.

24 saat siireyle uygulamasi yapilan nano materyallerin prostat hiicre hatti

tizerinde oksidan etkilerinin incelendigi TOS testi sonuglarina gore, kontrol grubuna
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kiyasla en yiiksek oksidan etkiyi sergileyen uygulama melatonin 1mM uygulamasi
olmustur. Genel anlamda prostat kanseri hiicre hatt1 {izerinde elde edilen verilerde
uygulamalarin kontrol grubuna yakin veya daha az oksidan etkinlige sahip oldugu
gorilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda sentezlenen nano materyallerin genel
anlamda prostat kanseri hiicre hattt olan DU145 {izerinde kontrole kiyasla oksidatif
etkisi olmadig1 diisiiniilmektedir. ilgili nano materyallerin hiicre canliligina oksidatif
etki ile degil, daha farkli mekanizmal yolaklar ile etki edebilecegi ihtimal dahilinde
gorilmektedir. Kanser hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin artis1 kanser hiicrelerinin
cogalmasini, metastazini, agresifligini artiran bir parametre olarak degerlendirildigi gibi,
aynt zamanda apoptoz siirecinin sliregeldigine dair bir belirte¢ olarak da
goriilebilmektedir.!*® Bu dogrultuda, uygulanan nano materyallerin prostat kanseri
DU145 hatti  hiicrelerinde  hiicrelerin ~ proliferasyonunu  tesvik  etmedigini
sOylenebilmektedir.

HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda uygulamasi yapilan nano materyallerin 24
saatlik uygulama sonucunda total oksidan durum testi gerceklestirilmistir. Elde edilen
bulgulara gore, kontrolle kiyaslandiginda en yiliksek oksidan etkiyi sergileyen
uygulamanin biyokonjuge CdS 100 pg/ml oldugu kaydedilmistir. Genel anlamda
uygulamalarin biliyiik ¢ogunlugunun total oksidan seviyelerinin kolon kanseri hiicre
hattinda kontrol grubundan daha diisiik seviyelerde kaldig1 kaydedilmistir. Melatonin ve
agonistlerinin kolon kanseri hiicre hatlarinda antiproliferatif etkisinin mekanizmalari
tam anlasilmamis olsa da, bu etkisinin melatonin reseptorleri 1 ve 2, niikleer reseptor
ROR-a iizerinden gergeklestigi bilinmektedir. > Uygulanan nano materyallerin de
melatonin gibi oksidatif stresi indiiklemedigi, farkli yollar ile hiicre dliimiine sebep
oldugu ihtimali g6z 6niinde bulundurulmaktadir. Nanopartikiil yapilarinin ilgili hiicre

hattinda antiproliferatif etkilerinin Poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) enzimi ilizerinden
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gerceklesiyor olabilecegi one siiriilmiistiir. 3! Bu tez calismasinda gerceklestirilen
uygulamalarin PARP enzimine yonelik bir etkiye sahip olup olmadiklar1 bilinmemekle
birlikte, ileride gerceklestirilecek c¢alismalar i¢in ihtiyag duyulacak temel verileri
sagladig diisiiniilmektedir.

CdS ve CoS nano materyalleri iceren uygulamalarin hiicre hatlar1 {izerindeki
etkilerini arastirma amaciyla gerceklestirilen bir diger test flow sitometridir. Flow
sitometri ile hiicrelerin apoptoz, nekroz hiicresel 6liim big¢imlerine yonelimlerinin
oranlart belirlenmistir. Gergeklestirilen uygulamalarin 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda ndroblastom hiicre hattinda belirlenen apoptoz, nekroz oranlar1 incelendiginde,
en basarili uygulamanin hiicre canliigini % 60.01°e diisiiren Ramelteon 500 pM
uygulamasi oldugu goriilmiistiir. Melatonin ve agonistlerinin antioksidan etkinligi
dolayisiyla hiicreleri oksidatif stresten korudugu ve dolayisiyla apoptoz yolaklarma
yonelimi de azalttigina dair bulgular mevcuttur. '*?> Ancak bu uygulamalarda melatonin
ve agonistleri hiicreleri neredeyse sisplatine benzer oranlarda apoptozise siiriiklemistir.
Buna ek olarak nano materyallerin hiicre canliligina etkilerinin son derece yetersiz
oldugu goriilmiistiir. Bu durumun birkag sekilde izah edilebilir oldugu diisiintilmektedir:
Uygulanan nano materyallerin yeterli 6l¢iide ¢6ziinmesinin saglanmamis olmasi, salinan
ilag miktarinin hiicre canliligina etki edebilecek seviye i¢in yeterli olmamasi. Genel
olarak uygulanan tim materyal ve ilaglarin kontrol grubuna benzer nekroz oranlari
sergiledigi goriilmektedir. Tiim uygulamalarin az veya c¢ok, bir sekilde nekrozisten
ziyade apoptozis ile hiicre canliligin1 azalttig1 belirlenmistir. MTT ile olduk¢a farklilik
arz eden hiicre canliligina dair veriler, testlerin glivenilirligine gélge diisiirmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda sentezi gergeklestirilmis nano materyallerin
tamami, 24 saat inkiibasyon siiresi boyunca DU145 hiicre hatti iizerinde test edilmis ve

siire sonunda hiicrelerin apoptozis, nekrozis oranlarin1 belirleyebilmek adina flow
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sitometri testi gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgularda DU145 hiicre hatt1 {izerinde
test edilen nano materyaller ile Ramelteon, melatonin ilaglarinin tamaminin kontrol
grubuna yakin degerlerde sonuglar ortaya koydugu goriilmektedir. Literatiirde DU145
hattinda uygulanan melatonin maddesinin MTT testi sonucunda antiproliferatif etki
sergiledigi goriilmiistiir. '3 Bu tez ¢alismasinda elde edilen verilerde melatonin ve
agonistinin kontrol grubuna oldukca yakin degerler sergiledigi goriilmektedir. Bu
durum ve MTT testi ile aralarinda gozlenen tutarsizliklar testin dogrulugundan siiphe
etmeye sebep olmaktadir. Testin dogruluguna dair ortaya ¢ikan siiphelerin yaninda,
nano yapilarin etkisizligine dair aciklamalar yine ndroblastom hiicre hattinda ifade
edildigi sekildedir.

Uygulanan nano materyaller ile melatonin ve agostinin gen ekspresyon
seviyesinde hiicre hatlar lizerindeki etkilerini goriintiileyebilmek adina real time PCR
caligmasi gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda melatonin reseptorii 1A, niikleer reseptor
alfa (RORa) ve proapoptotik bir protein olan BAX’1n mRNA seviyesinde degisimleri
Olclilmiistiir. Noroblastom hiicre hattinda gerceklestirilen real time PCR ekspresyon
analizleri neticesinde melatonin reseptorii 1A (MTNR1A) gen ekspresyon seviyeleri
incelenmistir. SH-SYSY hiicre hattinda normal sartlarda, hi¢bir uygulama yapilmamis
hiicrelerde MTNR1A geninin ekspresyonun mevcut olmadigi belirlenmistir. Ancak 24
saat siireyle gergeklestirilen uygulamalar neticesinde, tim gruplarda ilgili genin
ekspresyonu tespit edilmistir. Elde edilen tiim ekspresyon verilerinin ¢ok anlamli
oldugu bu analizde, melatonin reseptdrii 1A geninin tiim gruplarda upregiile oldugu
goriilmektedir. Bu durum melatonin reseptdrii 1A’ya daha fazla oranda ihtiyag
duyuldugu, ortamda ilgili ligandin eksikliginin hissedildigi anlamma gelmektedir. '3
Nano materyallerin test edildigi uygulamalarda melatonin ve agonistinin ilgili reseptorii

kullanmaksizin, kii¢iik boyutlu yapilarla birlikte olmanin avantajlarindan faydalanarak
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ve farkli yollar kullanarak hiicre igerisine girdigi; bu sebeple de reseptoriin ilgili liganda
ulasamadig1 sonuglar1 ¢ikarilabilmektedir. Daha diisiik dozlarda melatonin uygulamasi
yapilmis noroblastom hiicre hattinda yine benzer sekilde MTNRIA ekspresyonunun
goriildiigii kaydedilmistir.!*> Gruplar arasinda ciddi seviyede farkliliklar olmadig en
yiiksek ekspresyon seviyesinin ise biyokonjuge CdS 50 pg/ml uygulamasinda elde
edildigi goriilmiistiir.

Noroblastom hiicre hattinda ekspresyon seviyesi arastirilan bir diger gen, niikleer
reseptor alfa (RORA) olarak belirlenmistir. Melatoninin orphan niikleer retinoid gen
ailesinden olan RORA icin bir ligand oldugu bilinmektedir.!*® Otizm ile iliskili
olabilecek bir gen oldugu diistiniillen RORA’nin, normalde néroblastom hiicre hattinda
ekspresyonu gériilmekte olan bir gen oldugu bilgisi literatiirde mevcuttur.'*’” Bu tez
caligmast kapsaminda da ilgili genin ekspresyonunun az da olsa mevcut oldugu
sOylenebilmektedir. Uygulamas1 gerceklestirilen hem nano materyaller hem de
melatonin ve agonisti ilaglarin ardindan, ilgili genin eksprese edilmedigi kaydedilmistir.
Benzer veriler melatonin uygulamasi gergeklestirilen meme kanseri hiicre hattinda da
gozlenmistir. ¥ Gruplar arasinda bir farklilik gdzlenmeksizin bulunan tiim sonuglar
istatistiksel olarak ¢cok anlamli oldugu belirlenmistir.

Noroblastom hiicre hattinda gen ekspresyon seviyesi incelenen bir diger gen
ailesi BAX olmustur. 24 saatlik uygulamalarin ardindan tiim gruplarda ilgili genin
ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna gore artis kaydetmistir. Elde edilen tiim verilerin
istatistiksel olarak ¢ok anlamli olarak bulundugu bu gen ekspresyon analizinde,
proapoptotik bir gen oldugu bilinen BAX’in ekspresyon artisinin, apoptozun
indiiklenmesine yonelik bir isaret oldugu diisliniilmektedir. Literatiirde sitotoksik
ajanlara karst koruyucu etkisinin belirlenmesi adina toksik ajanlarla birlikte

verildiginde, melatoninin BAX’1n ekspresyon seviyesini diigiirdiigii, hiicreye yonelik
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koruyucu etki sergiledigi goriilmektedir.!?® *° Toksik ajan olmaksizin daha diisiik
dozlarda uygulamasi gerceklestirildiginde ise hiicredeki ekspresyon seviyesinde bir
degisiklik yaratmadig: belirlenmistir.'*! Bu tez calismasinda ise kemoterapétik bir ajan
olarak test edilmesi hedeflenen melatonin ve agonisti ilacin, uygulanan nano
materyallerle birlikte antikanser etki sergilemek suretiyle apoptozu indiikleyecek BAX
proteininin ekspresyon seviyesinde artisa sebep oldugu goriilmektedir.

Nano materyaller ile melatonin/agonist ilaglarin uygulamasi ardindan melatonin
reseptorii 1A, niikleer reseptor alfa ve BAX ekspresyon seviyelerinin incelendigi bir
diger hiicre hatti DU145 prostat kanseri hiicre hatti olmustur. Bu hiicre hattinda
gergeklestirilen uygulamanin 24.saati sonunda, gen ekspresyon seviyelerinin tespiti i¢in
mRNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Uygulamalarin ardindan DU145 hiicre hattinda
ekspresyon seviyesi incelenen ilk gen melatonin reseptorii 1A geni (MTNRIA)
olmustur. Ilgili genin prostat kanser hattinda eksprese oldugu literaiir verileriyle de
desteklenmektedir. '*> Uygulanan hem nano materyaller hem de melatonin/agonist
ilaglar ilgili genin ekspresyonunu az da azalmasma sebep olmustur. ilgili genin
ekspresyon bazinda downregiile olmasi, ilgili liganda erisiminin nispeten kolaylastigini
ortaya koymaktadir. Elde edilen verilerin biliyilk ¢ogunlugu istatistiksel olarak da
anlamli bulunmustur (p<0.05).

DU145 hiicre hattinda 24 saatlik uygulamalarin ardindan ekspresyon seviyesi
incelenen bir diger gen niikleer reseptor alfa olarak ifade edilen RORA genidir. Bu
genin immiin sistemden, sirkadiyen ritmin diizenlenmesine kadar pek ¢ok mekanizmada
rol sahibi oldugu bilinmektedir. '* % Buna ek olarak RORA geninin standart bir
bicimde DU145 prostat kanseri hiicrelerinde eksprese edildigi bilgisi literatiirde
mevcuttur. % Bu tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen uygulamalarin ardindan,

RORA gen ekspresyon seviyelerinde degisiklikler kaydedilmistir. CdS qauntum dotu ve
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biyokonjuge formlarinda gen ekspresyon seviyesi kontrole (26,75) kiyasla ya ¢ok az
miktarda azalmis ya da degismeden kalmistir. Ancak CoS quantum dotlarinda
ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla nispeten azalmis, hatta biyokonjuge CoS
uygulamasinin en yiikksek dozu olan 200 pg/ml uygulamasinda bu ekspresyonun
tamamen sonlandig1 verisi elde edilmistir. Elde edilen bu bulgular istatistiksel olarak
cok anlamli olarak kaydedilmistir. CoS wuygulamalarinin biyokonjuge CdS
uygulamalarinin en yiiksek dozunda oldugu gibi ekspresyon seviyesini CT degeri
bakimindan 28 bandina ¢ektigi goriilmektedir. En yiiksek biyokonjuge CoS uygulama
dozunda ekspresyon verisinin elde edilememesinin nedeni olarak; nispeten yiiksek
Ramelteon igerigi ile birlikte CoS quantum dotunun etkisinin kombine bir sonuca
erismis olabilecegi ihtimali diisiiniilmektedir. Ciinkii uygulamalar icerisinde yer alan
Ramelteon dozlar1 ile melatonin uygulamalarinda da ilgili genin ekspresyonu tespit
edilememistir. Bu durumda melatonin ve benzeri ilaglarin, kullanilan dozlarda RORA
gen ekspresyonunu baskiladigi soylenebilmektedir. Daha once literatiirde benzer bi
calisgma olmamasi sebebiyle ilgili veriyi destekleyecek bir literatiir bulgusu
bulunmamaktadir. Bu durum, ilgili tez caligmasinin literatiire yeni verilerin
kazandirilmasinda etkin oldugu ortaya koymaktadir.

DU145 hiicre hattinda uygulamas1 gergeklestirilen nano materyaller ile
melatonin ve benzeri ilacin etkinligini tespit etmek amaciyla ekspresyon seviyesi
incelenen bir diger gen proapoptotik protein sentezinde rol oynayan BAX genidir. 24
saatlik uygulamalar neticesinde kontrol grubuna kiyasla BAX gen ekspresyonunda
olduke¢a ufak degisimler meydana gelmistir. Gen ekspresyon seviyesini ortalama 1 CT
degeri seviyesinde azaltan uygulamalarin genel olarak apoptoza ciddi bir etkisinin
oldugu disiiniilmemektedir. Normalde BAX geninin ilgili hiicre hattinda eksprese

edildigi litetiirde daha dnce yayinlanmis verilerde de goriilmiistiir. '*® Ancak bu tez
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caligmas1 kapsaminda uygulamasi gerceklestirilen tiim nano materyaller ile birlikte
melatonin ve Ramelteonun ilgili hiicre hattinda test edildigi baska bir c¢alismaya

rastlanmamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda kapsaminda gergeklestirilen karakterizasyon yontemleri ile
CdS ve CoS quantum dotlarinin dogru bir bi¢cimde, literatiir 6rneklerine benzer
nitelikte sentezlendigi, biyokonjugasyon neticesinde elde edilen yapilarin da
hedeflenen iirlinler oldugu tespit edilmistir.

MTT sonuglarma goére noroblastom hiicre hattinda en etkin uygulamalar;
Ramelteon ilac1 biyokonjuge edilmis CoS uygulamalari, prostat kanser hattinda
da benzer sekilde CoS quantum dotlar1 ile Ramelteon biyokonjuge edilmis CoS
dozlarini i¢eren uygulamalar, kolon kanseri hattinda ise CdS quantum dotlarinin
Ramelteonla benzer bicimde etkin sonuglar ortaya koydugu belirlenmistir.

Tim uygulamalarin tiim hiicre hatlarinda dikkat ¢ekici bir antioksidan etkinligi
olmadig1 goriilmiistiir.

Oksidan etkinlik bazinda, SH-SY5Y noroblastom hiicre hattinda CdS quantum
dotlarinin, DU145 prostat hiicre hattinda melatoninin, HT-29 kolon kanseri
hiicre hattinda ise biyokonjuge CdS uygulamalarinin oksidatif etkinliklerinin
kontrole kiyasla yiiksek oldugu saptanmistir.

Flow sitometri ile gergeklestirilen apoptoz analizinde noroblastom hiicre
hattinda en etkili sonucun melatonin, Ramelteon dozlarn ile PBS kontrol
uygulamalarinda oldugu, prostat kanseri hiicre hattinda ise uygulamalar arasinda
apoptozisle iliskili bir farklilik olmadig1 tespit edilmistir.

Real time PCR ile mRNA seviyesi bazinda noroblastom hiicre hattinda
uygulamalarin melatonin reseptdr 1A geninin ekspresyonunu artirdigi, ROR-alfa
gen ekspresyonunu azalttigi, apoptoz proteini salgilayan BAX geninin
ekspresyonunu artirdigi belirlenmistir.

Real time PCR ile mRNA seviyesi bazinda prostat kanseri hiicre hattinda
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uygulamalarin melatonin reseptor 1A geninin ekspresyonunu kontrole kiyasla az
miktarda azalttifi, ROR-alfa gen ekspresyonunun bazi uygulamalarda tamamen
baskilanmasina neden oldugu, apoptoz proteini salgilayan BAX geninin
ekspresyonunu ise nispi bir diisiisle ¢ok degistirmedigi belirlenmistir.

Sonug olarak tiim bulgular gbz oniine alindiginda uygulanan nano materyallerin
antiproliferatif etkinlik bakimindan noroblastom hiicre hattinda daha etkin
sonuclar verdigi tespit edilmistir.

Diger hiicre hatlarinda daha etkin sonuglar goriilebilmesi adina, ileriki
caligmalarda biyokonjuge sistemlerin salim profillerinin optimize edilmesi, bu
dogrultuda aktif bir tetikleyici unsurla ¢alisiimasi 6nerilmektedir.

Uygulanan hiicre canlilik verilerinin gelistirilebilmesi adina, hiicre canlilig
kaydin1 es zamanli olarak tespit edebilecek bir sistemle caligmanin ileriye
taginmast onerilmektedir.

Farkli hiicre hatlar1 ve ileri testlerle eldeki materyallerin daha ayrintili ve

kapsamli arastirilmasinin devami 6nerilmektedir.
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EK-1. OZGECMIS

EKLER

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi:
Dogum tarihi:
Dogum Yeri:
Medeni Hali:
Uyrugu:
Adres:

Tel:
Faks:

E-mail:

Egitim

Lise:
Lisans:

Yiiksek lisans:

Doktora:

Yabanci Dil Bilgisi

Ingilizce:
Almanca:

Rusca:

Uye Olunan Mesleki Kuruluslar

flgi Alanlar1 ve Hobiler
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EK-2. ETIK BILDIRIiM VE INTiHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETiK BiLDIiRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU'

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi

Ogrencinin Numarasi

Ana Bilim Dali Tibbi Farmakoloji :
Ogrencinin Kayith Oldugu Program Doktora
Tiirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlari asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde

dogacak hukuki sorumluluklari kabul ve beyan ederiz.

Boliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlar
I. Giris %0 % 15
I1. Genel Bilgiler %5 % 35
II1. Materyal ve Metod %13 % 35
IV. Bulgular %2 % 15
V. Tartisma %0 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baslik, Kaynakga, I¢indekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlar:
tarama disi birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarimin %5 'den biiyiik olmamasi gerekir.

Tez Yazan (6§renci) Tez Danismam

v ) LN 6.12.2021
ii

' Bu form bilgisayar ortaminda doldurulmali, ¢iktis1 imzalanip Tez Savunmasi Jiri Oneri Formu’yla birlikte Ana Bilim Dali Bagkanhg) araciligiyla
UBYS tizerinden Enstititye iletilmelidir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

\ 1?5\
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A_TATI"JBK I"JN.iVERSiTESi TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETiK KURULU

Béliimii : Dekanlik

Servisi : Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Sayt  :B.30.2.ATA.0.01.00/305
Konu : Etik Kurul Karari

30.05.2019

Saymn:
Tibbi Farjnakoloji Anabilim Dah
Ogretim Uyesi

Degerlendirilmek iizere Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’na bagvuruda bulundugunuz
“Melatonin Agonistleri ile Kombine Quantum Dot Sentezi Karakterizasyonu ve Cesitli
Kanser Hiicre Hatlann Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi” isimli bilimsel tez
calismasina ait Kurul Karari ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Eki :
1 Adet Etik Kurul Karar1
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ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETIiK KURULU
KARAR
= ETiK KURULUN ADI Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
g' é - ACIK ADRESI: Atatiirk Universitesi Tip Fakilltesi Dekanhig:
e
S = TELEFON
=g
E FAKS
E-POSTA

SORUMLU ARASTIRMACI
UNVANI/ADI/SOYADI

Melatonin Agonistleri ile Kombine Quantum Dot Sentezi
ARASTIRMACININ ACIK ADI Karakterizasyonu ve Cesitli Kanser Hiicre Hatlan

Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi

Toplant1 Sayisi: 04 Karar No: 72 | Tarih: 30.05.2019

Yukarida bilgileri verilen basvuru dosyasi ile ilgili belgeler arastirmanin/galismanin gerekge, amag, yaklagim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve galigmanin biitgesinin BAP tarafindan karsilanmasi kosulu ile
yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.

Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/calismalar igin Tiirkiye ilag ve
Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin ahnmasi gerekmektedir.

Arastirmaciya galismalarinda basarilar dileriz. /[
I

RA
BILGILERI
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