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OZET

Doktora Tezi

NANO ALFA SEPIYOLITIN (LULETASI) KANSER VE SAGLIKLI INSAN
AKCIGER HUCRELERI UZERINDEKI IN VITRO SITOTOKSIK, GENOTOKSIK
VE RADYOBIYOLOJIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Cetin AKCA

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Tolga CAVAS

Bu ¢alismada alfa sepiyolitten (liiletasi)) milkemmel 6zelliklere sahip dogal nano lifler
iiretilmigtir. Uretilen bu dogal nano liflerin floresan 6zellik sergiledigi, deneylerde
kullanilan hiicrelerin ve hiicre ¢ekirdeklerinin igerisine girebildigi, sitoplazmada
vezikiillerin icerisinde biriktigi ¢ekilen TEM ve Lazer Konfakal Mikroskop
goriintiileriyle gosterilmistir. Bu ¢aligmanin birinci asamasinda nano alfa sepiyolitin 160-
5120 pg/ml araligindaki konsantrasyonlar: her iki hiicre hattina uygulanmis olup, XTT,
Trypan Blue ve Muse Count Viability Testleri ile ortalama IC s,25;12,5;25;50;75) degerleri
belirlenmistir. Bu doz degerleri ancak yiiksek dozlarda hiicreler {izerinde sitotoksik etki
gostermistir. Ayrica nano alfa sepiyolitin BEAS-2B hiicrelerine gore A549 hiicrelerinde
secici bir 6zellik sergiledigi bulunmustur. Bu ¢alismada artan doz konsantrasyonuna bagl
olarak nano alfa sepiyolitin neden oldugu sitotoksik etkinin nedenleri incelenmis olup;
ROS testinde hiicre i¢i ROS miktar1 ve Komet testinde ise DNA hasarinin doz artisina
paralel olarak arttig1 goriilmiistiir. Ayrica Annexin-V testi ile nano alfa sepiyolitin BEAS-
2B hiicrelerini hem erken apoptoza hem de ge¢ apoptoza siiriikledigi, A549 hiicrelerinde
ise sadece ge¢ apoptoza siiriikledigi goriilmiistiir. Bu ¢alismanin ikinci asamasinda nano
alfa sepiyolitin radyasyonla birlikte 1Gy, 1Gy+ICes2s5, 1Gy+IC125 1Gy+ICos 2Gy,
2Gy+1Cg 25 2Gy+ICy125, 2Gy+ICos dozlarinin BEAS-2B ve A549 hiicreleri tizerindeki
radyobiyolojik etkileri incelenmistir. Uygulanan 1Gy ve 2Gy dozuna gore kombine
uygulanan dozlarin radyasyon duyarliligmi artirdigi goriilmustiir. A549 hiicreleri ile
BEAS-2B hiicrelerinin benzer dozlar1 kiyaslandiginda, A549 hiicrelerinin nano alfa
sepiyolit ile birlikte dnemli derecede radyosensitiv etki gosterdigi bulunmustur. Burada
doz artisi ile birlikte gerceklesen sitotoksik etkinin ROS artis1i ve DNA hasari ile ilgili
oldugu yapilan testler ile gosterilmistir. Ayrica nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyonun
BEAS-2B hiicrelerini hem erken apoptoza hem de ge¢ apoptoza siiriikledigi, A549
hiicrelerinde ise daha ¢ok gec apoptoza siiriikledigi Annexin-V testi ile bulunmustur.
Birinci ve ikinci agamadaki apoptoz bulgulari ikili boya yontemiyle ile de morfolojik
olarak desteklenmistir. Sonugta nano alfa sepiyolitin hem biyouyumlu hem de
radyosensitiv bir madde oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Liiletasi, nano alfa sepiyolit, sitotoksisite, genotoksisite,
radyobiyolojik etki, in vitro
2020, xii + 187 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF IN VITRO CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND
RADIOBIOLOGICAL EFFECTS OF NANO ALPHA SEPIOLITE (MEERSCHAUM)
ON CANCER AND HEALTHY HUMAN LUNG CELLS

Cetin AKCA

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Tolga CAVAS

In this study, natural nano fibers with excellent properties has been produced from alpha
sepiolite (meerschaum). It has been demonstrated with the images of TEM and Laser
Confocal Microscopes that these natural nanofibres produced have fluorescent properties,
could enter into the cells and cell nucleus used in the experiments, and accumulate in the
vesicles in the cytoplasm. In the first stage of this study, concentrations of nano-alpha
sepiolite in the range of 160-5120ug/ml were applied to both cell lines, and the mean IC
(6.25: 12.5; 25.50; 75) Values were determined by XTT, Trypan Blue and Muse Count Viability
Tests. These dose values were found to show cytotoxicity only on cells at high doses. In
addition, it has been observed to show a selective feature in A549 cells compared to
BEAS-2B cells. In this study, the causes of inhibition caused by nano alpha sepiolite due
to increasing dose concentration were investigated. It was observed that the amount of
intracellular ROS in the ROS test and DNA damage in the Comet test increased in parallel
with the dose increase. In addition, it’s been observed by Annexin-V test that while nano-
alpha sepiolite drains BEAS-2B cells into both early apoptosis and late apoptosis, A549
cells are only dragged into late apoptosis. In the second part of this study, radiobiological
effects of 1Gy, 1Gy+ICeps, 1Gy+ICi25 1Gy+ICos 2Gy, 2Gy+ICs2s5 2Gy+ICizps,
2Gy+ICys doses of nano alpha sepiolite with radiation on the cells were investigated. It
was seen that combined doses increased radiation sensitivity compared to 1Gy and 2Gy
doses. When similar doses of A549 cells and BEAS-2B cells were compared, it was found
that A549 cells showed significant radiosensitive effect with nano alpha sepiolite. It has
been shown here that the cytotoxicity associated with the dose increase is related to ROS
increase and DNA damage. In addition, thanks to Annexin-V test, it’s been observed by
that radiation together with nano alpha sepiolite drains BEAS-2B cells into both early
apoptosis and late apoptosis, A549 cells are only dragged into late apoptosis. Apoptosis
findings in the first and second stages were also supported morphologically by dual dye
method. As a result, nano alpha sepiolite was found to be both a biocompatible and a
radiosensitive substance.

Key words: Meerschaum, nano alpha sepiolite, cytotoxicity, genotoxicity,
radiobiological, in vitro
2020, xii + 187 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

o Alfa

A Angstrom

B Beta

</> Biiytiktiir/kiigliktiir isareti

°C Derece Santigrad

Gy Gray

e Serbest elektron

mV Mili volt

mL Mililitre

mA Miliamper

ug Mikrogram

\Vj Volt

Kisaltmalar Aciklama

ATCC American Type Culture Collection (Amer. Tip Kiil. Kol.)
BSA Bovine Serum Albiimin

dk Dakika

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

DPT Devlet Planlama Teskilat1
DCFH-DA Diklorofloresin-Diasetat
DCFH Diklorofloresin

DAPI Diamidine-2’-Phenylindole
DMSO Dimetil Stilfoksit

dH20 Distile Su

EFSA European Food Safety Autohority (Avr. Yiy. Giiv. Oto.)
EDTA Etilen Diamin Tetra Asetikasit
EtBr Etidyum Bromiir

RAW 264,7 Fare Kan Makrofajlar

FBS Fetal Bovine Serum

gr Gram

TEM Gegirimli Elektron Mikroskobu
He Hidrojen Radikali

HO2- Hidroperoksi Radikalleri

H202 Hidrojen Peroksit

OHe Hidroksil Radikali

HCT-15 Insan Kolon Adenokarsinomu
A549 Insan Akciger Kanser Hiicresi
BEAS-2B Insan Saglikli Bronsiyal Epiteli
IARC International Agency For Research On Cancer
K512 Insan Kronik Miyeloid Losemi
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SEM
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Low Melting Agarose
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Nanopartikiil

Nanometre

Olive Tail Moment
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Stiperoksit Radikali
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1. GIRIS

Kiymetli bir tas olan liiletasi icerdigi yiiksek miktardaki sepiyolit oranindan dolay1
madencilik dilinde sepiyolit olarak bilinen bir ¢esit kil mineralidir (Algan 2015).
Yiizyillardir liile (pipo) yapiminda kullanildig: i¢in liiletast isimlendirilmesi ile birlikte
“Eskisehir tas1” (Tungdilek 1955), batili iilkelerde ise dis goriinimii deniz kopiigiine
benzetildigi i¢in “meerschaum” olarak da adlandirilmistir (Algan 2015). Liiletasi
iceriginde yiiksek miktarda bulunan sepiyolit minerali, adin1 Yunanca da miirekkep
baliginin parlak ve gozenekli kemigi “sepio” ya benzemesi sebebiyle verilmis olup
(Turkyilmaz 2005, Algan 2015) kimyasal formiiliiniin Sit2MgsO3z0(OH)4(H20)48(H20)
oldugu bildirilmistir (Brauner and Preisinger 1956). Tabiatta olusum sekilleri bakimindan
iki degisik formda bulunmaktadir. Bunlardan yumrular (nodiiller) seklindeki olusumlar
liletas1 tipini (o—sepiyolit), yassi ve yuvarlak partikiiller veya agregalar seklinde
olusumlar ise tabakali sanayi tipi sepiyoliti (B-sepiyolit) ifade etmektedir (Tasligil ve
Sahin 2011). a-sepiyolit (liiletas1) ve B-sepiyolitin (tabakali sanayi sepiyoliti) kalitesini
belirleyen en 6nemli husus igerisindeki sepiyolit mineralinin yiiksek safliklarda olmasi
gerektigi vurgulanmistir (Sabah ve Celik 1999). Sepiyolite eslik eden diger minerallerin
ise genelde dolomit ve smektit grubu killer ile manyezit, paligorskit ve detritik mineraller
oldugu agiklanmistir (Sabah ve Celik 1999, Can 2008).

a—sepiyolit ve B-sepiyolitin igerisinde tesekkiil ettigi kayaglar, tesekkiil sekli, jeolojik
yasl, kayag icinde rengi ve sekli, kuruduktan sonra islenebilmesi, liflerin sekli, genisligi
ve uzunlugu arasinda farkliliklar bulundugu agiklanmistir (Akinci1 1998). Bununla birlikte
sepiyoliti olusturan lif uzunluklar1 degisken olup, diinyanin pek ¢ok yerinde
nanometreden santimetreye kadar farkli uzunluklara sahip sepiyolitler oldugu

bildirilmistir (Sabah ve Celik 1999).

Sepiyolitin yapisinda bulunan mikroporlarin olusturdugu yiiksek yiizey alani, lifsi yapida
bulunmasi ve bu lifli yapinin kendine has ozellikleri olan kristal morfolojisi,
komposizyonu, yiizey aktivitesi ile birlikte ¢ok diisiik dozlarda viskoziteyi artirarak,
cozelti icerisinde ¢Okmeden kalabilmesi gibi sira dist 6zellikleri mevcut oldugu
aciklanmistir (Sabah 1998, Lemic ve ark. 2005). Bu sira dist ozellikler nedeniyle,
teknolojik uygulamalara baz teskil eden sorptif, katalitik ve reolojik sayisiz kullanim

alanina sahip oldugu bildirilmistir (Alvarez 1984, Galan 1996, Murray 2000).



Sepiyolitin makro ve mikro boyuttaki formlari farkli alanlarda kullanilmakla birlikte (Liu
ve ark. 2004) nanobilim aragtirmalarindaki ilerlemelere paralel olarak sepiyolitin nano
boyuta indirgenmesi, karakterizasyonu ve potansiyel kullanimina yonelik ¢aligmalarin
onem kazandig1 goriilmektedir. Giintimiizde bir ¢ok farkli 6zellikleri nedeni ile nanolifler
biyomedikal iiriinlerin (tibbi protez, ilag dagilimi, yara Ortiiciiler, cilt bakim {iriinleri,
doku sablonu) tiretimi (Senol ve ark. 2005, Siipiiren ve ark. 2007, Yilmaz 2011, Oktay
2015, Emiil 2016), filtrelerin yapimi1 (Kozanoglu 2006), kompozitlerin gelistirilmesi
(Andrady 2008) sensor uygulamalar1 (Ramakrishna ve ark. 2005, Cakiroglu 2015),
koruyucu ve yiiksek performansli giysiler (Hatiboglu 2006), enerji, elektrik ve optik
uygulamalar1 (Dasdemir 2006) gibi bir ¢ok alanda kullanilabilecegi agiklanmistir. Ayrica
literatiir taramalarinda nano boyuta indirgenen sepiyolitin, 6zellikle biyomedikal alanda
indikatdér ve nano tasiyicit olarak kullanilabilirligine dair arastirmalarin baslatildig

bildirilmistir (Erdem ve ark. 2012, Aerous ve Polleti 2012, Castro-Smirnov ve ark. 2016).

Sepiyolit lifleri sahip oldugu biiyiik yiizey alanlar1 ve kiigiik gézenek boyutlart (Can ve
Celik 2010) ile bu kullanim alanlarina aday ve iyi bir dogal lif oldugu
degerlendirilmektedir. Bu iretilen dogal nano lifler ile 6zel uygulamalara sahip
materyallerin gelistirilmesine olanak saglayabilecegi bildirilmistir (Siipliren ve ark.
2007). Tim bu gelismelerden yola ¢ikarak dogal olarak yapisinda nano lif bulunduran
sepiyolitlerden bu liflerin {iretimi icin cesitli yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag
duyuldugu goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Zhang ve ark. (2005) ile Darvishi ve
Morsali  (2010) tarafindan gelistirilen solvotermal yontemi kullanarak sanayi
sepiyolitinden nano liflerin iiretimi gergeklestirilmis oldugu bildirilmistir. Yine, Can ve
Celik (2010) sepiyoliti olusturan lif demetlerini suda bir mekanik karistiric1 ile dagitarak
ortalama lif boyutlarin1 249*29*1127 nanometreye (genislik*ytlikseklik*uzunluk)
indirgeyebildiklerini bildirmislerdir. Castro-Smirnov ve ark. (2016) tarafindan sepiyolit
10mM Tris-HCI asit ¢6zeltisinde 30 saniye sonike veya 10 dk vorteks karistiricida
kanigtirilarak serbest lifler elde edilmistir. Cinar ve Celik (2006) atritér ve bilyali
degirmende yaptiklari kuru ve yas dgiitmenin, sepiyoliti liflerine ayirmak i¢in uygun bir
yontem olmadigini belirtmis olup, farkli yontemlerin gerceklestirilmesi gerektigini
vurgulamiglardir. Hassan ve ark. (2015) %37°1lik HCI asit ¢ozeltisinin ¢esitli pH’larin
kullanarak sepiyoliti serbestlestirmeyi denemislerdir. Tiim bu ¢alismalara ragmen bazi

tabakali sanayi sepiyoliti (B-sepiyolit) tipleri suda dagilma ozellikleri (Sabah ve Celik



1999) gosterdigi i¢in liflerine ayrilan bazi ¢aligmalar olmasina ragmen tiim sepiyolit
cesitlerinde uygulamast zor oldugu goriilmiistiir. Ayrica lilletasinin simdiye kadar

liflerine ayrildigini gosteren herhangi bir ¢alisma ile karsilagilmamustir.

Ulkemizin ve dzellikle Eskisehir’in diinyaya acilan penceresi olma potansiyelini tasiyan
alfa sepiyolit sadece pipo ve siis esyasi yapiminda kullanildigi i¢in giderek degerini
kaybetmektedir. Nitekim TUBITAK 2005 yilinda bu milli degerin giin yiiziine
cikartilmasi amaciyla alfa sepiyolit ile ilgili bilimsel ve teknolojik arastirmalara yogunluk
kazandirilmas1 gerektigini belirten bir rapor hazirlamis oldugu bildirilmistir (Tashgil ve
Sahin 2011). Alfa sepiyolitin bagska formu olan beta sepiyolit ve benzeri nanokiller ile son
yillarda biyomedikal alanda, ilag dagitim sistemlerinde (Campbell ve ark. 2010, Ha ve
ark. 2011), dis yapistiricilarinda (Solhi ve ark. 2012), doku miihendisliginde (Ambre ve
ark. 2013) ve immiinosensorlerde (Feng ve ark. 2013) kullanilmaya baslanmis olmakla
birlikte lifsi yapiya sahip bu kil minerallerinin ¢evre ve canlilar iizerindeki olumsuz

etkileri hakkindaki bilgilerimiz oldukga sinirli oldugu agiklanmistir (Silva ve ark. 2015).

Yapilan literatiir taramalarinda sepiyolitin biyolojik sistemler tizerindeki etkilerine dair
cesitli c¢alismalara rastlanilmigtir. Ancak yapilan bu g¢alismalarin ¢ogunlugunun ham
sepiyolit ile ilgili oldugu, sepiyoliti olusturan nano lifler tizerindeki arastirmalarin ¢ok az
oldugu goriilmistiir. Bu nedenle sinirh sayidaki literatiir verisinin sepiyolitin toksijenik
veya karsinojenik oldugunu sdylemek icin yeterli olmadigi, daha detayli ilave
caligmalarin yapilmasi gerektigi IARC (international Agency For Research On Cancer)
ve EFSA’nin (European Food Safety Autohority) raporlarinda vurgulanmistir (Anonim
1997, Anonim 2013). Bu gelismeler 15181nda, sepiyolitin sahip olabilecegi olasi risklerin
daha net olarak ortaya koyulabilmesi i¢in farkli biyouyumluluk testlerinin yiiriitiilmesi

ihtiyaci ortaya ¢ikmustir.

Yukarida verilen literatiir bilgisi tizerinde genel bir degerlendirme yapildiginda farkli tilke
ve kaynaklardan temin edilen, kimi zaman kaynagi belirtilmeyen, kimi zaman da genel
ozelliklerine (a, p formu, tam boyut vb.) deginilmeyen sepiyolitler ile gerceklestirilmis
olan c¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalarin gerceklestirildigi goriilmektedir. Simnirh
sayidaki veriye dayanilarak, lif boyutu 5 mikrondan kii¢lik olan sepiyolit formlarini
zararsiz ve non-karsinojenik olarak tamimlamis olmakla birlikte karsinojenik

smiflandirma i¢in yeterli veri bulunmadigini da bildirmistir (Anonim 1997). Gerek yakin



bir zamanda sepiyolitin nano boyutlarda hiicre igerisine kolaylikla girebileceginin
gosterilmis olmasi gerekse olas1 uygulama alanlarinda goriilen genislemeye bagli olarak,
potansiyel karsinojenik, sitotoksik ve genotoksik etkilerinin daha kapsamli olarak
arastirtlmasini zorunlu hale getirmistir (Anonim 2013, Stockmann-Juvala ve ark. 2014).
Ozellikle ham sepiyolit ile yapilan biyouyumluluk testleri yeterli gériinmezken, ham
sepiyoliti olugturan nanolifler ile ilgili veriler yok denecek kadar azdir. Ayrica hem ham
sepiyolit hemde nano sepiyolit ile ilgili yapilan ¢alismalarda sepiyolitin karakterini ortaya
koyacak karakterisazyon islemlerinin tam yapilmadigi veya eksik yapildigi

goriilmektedir.

Dogal kil minerallerinin degerlendirilmesinde géz oniinde bulundurulmasi gereken en
onemli husus s6z konusu minerale temel 6zelliklerini veren cografik kdkenidir. Diinyada
farkli lokalizasyonlardaki rezervlerden elde edilen sepiyolit 6rneklerin lif ve i¢ orgii ve
ylizey yapilart karsilastirildiginda, her kaynagin sepiyolitinin kendine 6zgii bazi
Ozeliklerinin oldugu goriilmiistiir (Suarez ve Garcia-Romero 2012, Garcia-Romero ve
Suarez 2013). Bu nedenle sepiyolit ile ilgili ¢aligmalar s6z konusu oldugunda, cografik
lokasyon sepiyolitin sadece bilesimi ve safligini degil ayni zamanda lif pargacik
boyutlarini da etkileyebilecegi igin farkli cografyalarda bulunan her sepiyolit rezervlerin
kendi 6zgiin nano 6zelliklerinin belirlenmesinin 6nem arz ettigi bildirilmistir (Pietrement

ve ark. 2018).

Bu calismada {iretilen ve karakterizasyonu gerceklestirip fizikokimyasal 6zelliklerini
ortaya konulacak olan nano alfa sepiyolitin diinyanin en kaliteli kaynagint olusturan
tilkemiz alfa sepiyolit rezervlerinden (Eskisehir) koken alacak olmasi sebebiyle 6zgiin
degere sahiptir. Nanobilim arastirmalarinin sagladigi en temel kazanim, nanoboyuta
indirgenen maddelerin yiizey alanlarindaki artiga bagl olarak yap1 ve reaaktivitelerinde
gozlenen degisiklikler yaninda, hiicre igerisine daha kolay girisi ve dolayisiyla hiicre
icindeki makro-molekiillerle etkilesime girebilmeleri nedeniyle yeni kullanim alanlarina
olanak saglanmasidir. Yukarida belirtildigi tizere ililkemizde {iiretilen alfa sepiyolitin
kullanim alan1 oldukga sinirlidir ve ekonomik degeri giderek azalmaktadir. Nano boyuta
indirgenen iilkemiz menseili alfa sepiyolitin yeni medikal ve teknoloji alanlarinda
kullanim potansiyeline sahip olmasi ile iilke ekonomisine katkisinin artacagi

distiniilmektedir.



Ayrica TR 2016/01282 numarali patentte Akca ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen
deneylerde alfa sepiyolit (liiletas1) ile olusturulan bir zirh materyalinin radyasyonu ne
derecede engelleyebilecegi arastirilmis olup kursun ve aliiminyum ile karsilagtirilmistir.
Sonugta alfa sepiyolitin radyasyonu sogurabildigi ve radyasyon engellemede
kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle ilk defa bu arastirmada alfa sepiyolitten
tiretilen nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre igerisinde radyasyonla muamele sonucunda
nasil bir davranig sergileyebilecegi, radyasyona karsi hiicrede duyarliligi artirip
artirmayacagi, hiicreyi radyasyona karst koruyup koruyamayacagi konusu hakkinda
deneyler gergeklestirilecektir. Yukarida bahsedilen gerekgeler dogrultusunda bu

calismada amaglanan;

1. Ik defa alfa sepiyolitin kendisini olusturan nano liflerine ayrilmasi, bu ayirma

isleminde cesitli fiziksel yontemlerin kesfedilmesi ve detayli olarak karakterize edilmesi,

2. Birbirinden ayrilan ve boyutlari tespit edilen nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre i¢i girisi

ve lokalizasyonu hakkinda fikir edinilmesi,

3. Olusturulacak nano alfa sepiyolitin biyouyumlulugunun in vitro test yontemleri ile

arastirilmasi,

4. Nano alfa sepiyolitin olas1 antikanser etkilerinin in vitro test yontemleri kullanilarak

arastirilmasi,

5. Nano alfa sepiyolitin radyasyona maruz birakilacak olan saglikli ve kanserli insan

hiicreleri tizerindeki olas1 radyobiyolojik etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kil mineralleri ve Sepiyolit

Sepiyolit bir kil minerali olup, kil ise sedimanter kayaglarin ve topraklarin tane
biiyiikliigiiniin 4 mikrondan (Aydin 2010) veya bazi1 kaynaklara gore ise 2 mikrondan
(Angur 2016) daha kiigiik taneciklerine verilen ad oldugu agiklanmistir. Kil
minerallerinin islatildiginda plastiklik etkisi gosteren, sisebilme, biiziilebilme, iyonlari ve
molekiilleri adsorbe ve desorbe etme yetenegine sahip olan maddeler oldugu bildirilmistir
(Brigatti 2006, Aydin 2010). Tanecik ¢ap1 veya boyutu kiiciildiikge, kilin yiizey alani
miitkemmel bir sekilde genislemekte oldugu, kil minerallerinin yiizeyleri negatif, kenar
ve koseleriyse pozitif elektrikle yiikli oldugu, bu 6zellikleri nedeniyle kil minerallerine
z1t elektrik yiikleri ¢ektirilerek, toprakta bitki besin elementleri olan katyon ve anyonlarin
kil yiizeylerinde ve kenarlarinda tutulmasi saglandigi bildirilmistir (Aydin 2010) Killerin
sahip oldugu biiyiik 6zgiil yiizey (birim hacimdeki yiizey alan1) sebebiyle toprakta biiyiik
bir adezyon ve kohezyon kuvveti olusturdugu ve boylece suyun toprakta tutulmasini
sagladig: bildirilmistir (Brigatti 2006, Aydin 2010). Killerin bu mitkemmel 6zelliklerini
sergileyen en onemli temsilcisi ise paligorskit-fillosilikat killer grubuna ait sepiyolit

oldugu bilinmektedir.

Sepiyolit kilinin adi ilk defa 1847 yilinda Glocker tarafindan kullanilmis olup Yunanca
da miirekkep baliginin parlak ve gozenekli kemigi “sepio” ya benzemesi sebebiyle
verilmis oldugu ¢esitli kaynaklarda bildirilmistir (Jones 1988, Tiirkyilmaz 2005, Algan
2015). Sepiyolit killerine bir veya birden fazla kil minerali eslik edebildigi, bunlarin
dolomit, manyezit, poligorskit ve dentritik mineraller oldugu ve bu minerallerin disinda
kil dis1 karbonat mineralleri kuvars, feldspat ve fosfat igeren minerallere de rastlanmis
oldugu bildirilmistir (Yeniyol 1992).

Ayrica sepiyolitin fiziksel olarak incelendiginde renklerinin ¢ok farkli oldugu goriildiigi,
bu farkliligin sepiyolit igerisinde minerallerle birlikte yer alan organik maddelerden
kaynaklandig1 agiklanmis olup, bu oranin genellikle %10’un altinda oldugu bildirilmistir
(Sabah ve Celik 1999). Safa yakin yani organik madde icermeyen sepiyolitlerin
icerisindeki sepiyolit oraninin ise % 90’dan fazla oldugu, dolomit iceren dolomitli

sepiyolitlerin ise ¢cogunlukla % 50 ve daha fazla oranlarda sepiyolit i¢erdigi, dolomit



disinda sepiyolit icerisinde baslica bilesen olarak, degisik oranlarda illit, detritik kuvars
ve volkanik cam da bulunabilecegi bildirilmistir (Yeniyol 1992, Sabah ve Celik 1999).

Diinyada ve iilkemizde tanimlanmis pek ¢ok farkli olusum sekillerine sahip sepiyolit
tirleri mevcuttur. Her ne kadar magnezyum sepiyolitleri yaygin bir tiir olsa da sepiyolitin
diger tiirleri de belirlenmistir (Sabah 1998). Bunlardan bazilarinin; demirli sepiyolit-
xylotile (Alvarez 1984), nikelli sepiyolit, laflinitli-sodyumlu sepiyolit (Fahey ve Axelrod
1948), manganli sepiyolit, aliiminyumlu sepiyolit (Weaver ve Pollard 1973) ve
aliiminyumlu-demirli sepiyolit (irke¢ 1995) oldugu aciklanmistir.

Sepiyolit levha yapisina sahip diger kil minerallerine gore ¢ok o6zel sartlarda
yataklanmalar sonucunda olusum gosterdigi i¢in daha nadir alanlarda bulundugu
belirtilmistir (Singer ve Galan 1984). Bu nedenle dokusal 6zellikleri, kristal yapilarinin
sagladig1 farkl yliksek 6zgiil ylizey alanlari ile absorpsiyon 6zelligi, porozitesi, kristal
morfolojisi ile bilesimine bagli uygun nitelikli fizikokimyasal 6zellikleri, bu minerali tim
diinyada kiymeti gittikce artan bir hammadde konumuna getirmistir (Singer ve Galan
1984).

2.2. Sepiyolitin Yapisi

Sepiyolit, kristalize olmus kil mineralleri arasinda yaygin ve 6nemli bir yere sahip olan
Sepiyolit-Paligorskit grubuna ait, magnezyum hidrosilikatten ibaret dogal bir kil
mineralidir (Vicente Rodriguez ve ark. 1994, Sabah ve Celik 1999). Ancak, amfibol tipi
cift zincir yapisinin olusturdugu zincir kafes tipi (lifsi yap1) nedeniyle, yine bu grup i¢inde
yer alan, tabaka (dilizlem) kafes tipi minerallerden ayrilmakta oldugu agiklanmistir

(Vicente Rodriguez ve ark. 1994).

Sepiyolit mineralinin igne seklindeki liflerin demetlenmesi sonucu olustugu (Sabah
1998), bu sepiyolit liflerinin tetrahedral ve oktahedral adi verilen tabakalarinin iist iiste
istiflenmesi sonucu meydana geldigi ve bu tabakalar boyunca devam eden kanal
bosluklarina sahip oldugu bildirilmistir (Nagy ve Bradley 1955, Vicente Rodriguez ve
ark. 1994).



Sepiyolit liflerinin olusumunda yer alan tetrahedral tabakanin merkezinde silisyum,
koselerinde ise oksijen veya hidroksil iyonlari bulunan birinci yapitasi diizgiin dortytizlii
seklinde oldugu veya diger adiyla silika tabakas1 oldugu bildirilmistir (Toprakezer 2009).
Diger tabaka oktahedral ise merkezinde magnezyum, koselerinde ise oksijen veya
hidroksil iyonlar1 bulunan diizgiin sekizyiizlii seklinde oldugu ve oktahedral tabakalarin

iki tetrahedral tabaka arasinda yer aldig1 agiklanmistir (Nagy ve Bradley 1955).

Tetrahedrallar ve oktahedrallar iist iiste gelip aralarindaki oksijen kopriileri ile birbirlerine
baglanmalar1 sonucunda tabakali bir yap1 meydana geldigi agiklanmistir (Jones ve Galan
1988). Bu farkli karakteristiklere sahip kristal yapilarin (Tetrahedrallar ve oktahedrallar)
essiz Ozelliklere sahip sepiyolit liflerini olusturdugu goriilmiistir. ABD Jeolojik
Arastirma Merkezi tarafindan g¢izilen sepiyolit liflerinin Kimyasal yapisin1 gosteren
(Anonim 2001a) ve Tang ve ark. (2012) tarafindan sepiyolit liflerinin kristal yapisini

gosteren sekiller birlestirilerek liflerinin ayrintili yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Bu sepiyolitin yapisindaki iki tabaka silika tetrahedral birimi, oksijen atomlar1 vasitasiyla,
merkezi olarak bulunan bir magnezyumlu oktahedral tabakaya baglanmas1 ve her alt1
tetrahedral birimden sonra bu tabakalarin tepe olusturan yonelimleri tersine donmesi
nedeniyle, lif ekseni boyunca kanal yapisinin olugsmasina neden oldugu ve bu 6zelligin
sepiyolit mineralinin yiiksek adsorpsiyon yetenegi kazandirdigi agiklanmistir (Nagy ve
Bradley 1955, Brauner ve Preisinger 1956, Alvarez 1984).

Sepiyolit lifin yapisinda kristal su, zeolitik su ve hidroksil su olmak iizere ii¢ cesit su
bulunmakta olup, bu su molekiilleri liflere ¢cok énemli 6zellikler kazandirmistir (Sekil
2.2). Bu su molekiillerinden birincisine bagil su veya kristal su adi verilmistir. Burada
asidik olan iki su molekiilii oktahedron tabakalarinin kirik bag yiizeylerinde bulunan bir
magnezyum iyonu ile baglanmustir. Ikinci su molekiilii tiinellerde bulunan, bagil su
molekiillerine hidrojen bagi ile baglanmis zeolitik su molekiilleridir. Zeolotik su

molekiillerinin tiinellerin hidrofilik karaktere sahip olmasinda etkili oldugu agiklanmistir
(Galan 1996).
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Sekil 2.1. Sepiyolit liflerinin kristal ve kimyasal yapisinin gésterimi (Anonim 2001a, Tang ve ark. 2012)
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Sekil 2.2. Sepiyolit lifinin ayrintili yapisi (Anonim 2001a)

Sepiyolitin yapisindaki {iciincii tip su molekiilii ise, yap1 suyu olarak adlandirilan
hidroksil suyudur. Hidroksil suyu yapidaki oktahedral tabakanin ortasinda magnezyum
(biinye suyu) koordinasyonunda yer alan hidroksil gruplarinin bozunmasi sonucu olusan
su molekiilidiir. Ayrica sepiyolitin yiizeyinde adsorplanmig su molekiillerinin bulundugu
aciklanmis olup, bu su molekiillerinin adinin higroskopik su (kaba nem) oldugu
bildirilmistir (Balc1 1995, Galan 1996, Sabah ve Celik 1998, Yariv ve Michaelian 2002).
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Sepiyolit nano fiber yapilarinin ¢ok yiiksek yiizey alanlarina sahip oldugu bilinmektedir.
Sepiyolitin tanimlanmis yapisal modeli dikkate alindiginda, kristal yapilarindaki
siireksizliklere bagli kanallarmn 3,6x10,6 A’luk bir kesiti igin belirlenen yiizey alan,
yaklasik olarak 800-900 m?%/gr oldugu, teorik olarak bunun 400 m?/gr’s1 dis yiizey, 500
m?/gr’s1 de ig yiizey alani oldugu bildirilmistir (Serna ve Van Scoyoc 1978, Alvarez 1984,
Irkeg 1995).

Ancak ylizey alan1 hesaplamalarinda kristal i¢i kanallara gonderilen gaz molekiillerinin
cap, sekil ve polaritesi dnemli oldugundan bu molekiiler ile belirlenen yiizey oranlar
arasinda farklilik ortaya ¢ikmistir. Sepiyolitin degisik absorbantlar ile belirlenmis ylizey
alanlari, etilpiridinyum bromiir kullanilarak elde edilen yiizey alan1 60 m?/gr, pridin ile
275 m?/gr, BET ile 276 m?/gr, hekzan ile 330m?/gr, etilen glikol ile 470 m?/gr metodu ile
yiizey alan1 hesaplanmistir (Ruiz-HitzKy ve Fripiat 1976).

Tiim nanoyapilarda oldugu gibi hiicre yiizeyindeki yiikler ve degisebilir iyonlar ¢ok
onemli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle sepiyolit fiberlerinin yiizeylerinin eksi yiiklii,
kenar ve koselerinin art1 yiiklii oldugu bildirilmistir (Aydin 2010). Bir diger 6zellik ise
yiizeylerindeki silika yap1 birimlerinin dis tarafinda bulunan katyon (pozitif yiiklii iyon)
degisim kapasiteleridir. Ancak bu yiizeylerindeki degisen iyonlarin silika yapisini
etkilemedigi bildirilmistir (Alvarez 1984, Irkec 1995).

Bircok mineralde killerin 6giitiilmesi ile birlikte kirik baglarin sayis1 artacagindan katyon
degisim kapasitesi arttigi bildirilmis olup, katyon degisim kapasitesi degisiminin
nedenleri ti¢ sekilde agiklanmustir. Birincisi silika-aliimina birimlerinin kenarlarindaki
kirik baglar, degisebilir katyonlarla dengelenen doymamis yiikler olusturmasi, ikincisi

+25

dortyiizlii orgiide AlI'™{in Si** ile, sekizyiizlii orgiide ise Mg*?nin AI*® ile yer
degistirmesi sonucu meydana gelen orgii i¢i yer degistirme, 6rgii icinde dengelenmeyen
yiikler olusur ki bunlar da adsorplanan katyonlarla dengelenir, {iglinciisii agiktaki
hidroksillerin hidrojeni, degisebilir katyonlarla yer degistirmesi oldugu bildirilmistir

(Yurdakog ve ark. 1989).
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2.2.1. Sepiyolitin fiziksel 6zellikleri

Sepiyolit dogada beyaz, krem, gri, pempe, koyu kahverengi ve siyah gibi ¢esitli renklerde
bulunmaktadir. Bu farkli renk olusumunun sebebi sepiyolitin i¢erisindeki organik madde
oranina gore oldugu bildirilmistir (Yeniyol 1992, Sabah ve Celik 1999). Organik madde
degisimi ise cografyanin tektonik hareketleri sonucu farkli maddelerin birlesmesinden

kaynaklanir.

Sepiyolitteki renk ¢esitliligi gibi sepiyoliti olusturan liflerin uzunluklarida degigsmektedir.
Bu farkliligin sebebi olarak sepiyolitin bulundugu yerin 06zellikleri ve olusum
bigimlerinin etkisi oldugu bildirilmistir (Koshi ve ark. 1991, Anonim 1997). Ornegin, Cin
ve Madagaskar sepiyolitlerinin lif uzunlugu birka¢ milimetre hatta santimetreye kadar
uzun oldugu, lifleri goézle gormenin mimkin oldugu (Sabah ve Celik 1999),
Vallecas/Ispanya sepiyolitinin lif boyutlar1 ise uzunlugu 800 nm, kalinlig1 ise 25 nm olup
ancak elektron mikroskobu yardimi ile goriilebilir oldugu bildirilmistir (Jones ve Galan
1988).

Sepiyolit, sepiyolit liflerinin birbirlerine ¢esitli baglar ile tutunarak olusturdugu devasa
bir yapidir. Bu yapinin icerisindeki sepiyolit liflerinde 10 A mertebesinde genislige sahip
gozenekli (poroz) bir yapiya sahip oldugu ve ortalama mikropor ¢ap1 15 A, mezopor
yarigapi ise 15-45 A arasinda degistigi bildirilmistir (Santarén ve Del Castillo 1993). Bu
gbzenekli yapilar nedeni ile olduk¢a genis bir yiizeye sahip olmakla birlikte yiiksek
oranda silanol gruplart ve su bulunmakta oldugu bildirilmistir (Balci 1995, Celik ve
Karakaya 1998).

Sepiyolit malzemesinin 1s1 ya da asitle temasi (Sabah ve ark. 2002) gézenekli yapinin
tahrip olmasi ile birlikte yilizey alaninin degistirilmesi miimkiin olmaktadir. Sepiyolit
yogunlugu 2-2,5 g/cm?® arasinda, mohs sertligi 2-2,5 civarinda, kuruma sicakligi 40°C,
erime sicakligi ise 1400-1450°C civarlarinda oldugu bildirilmistir (Balci 1995, Celik ve
Karakaya 1998).
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2.2.2. Sepiyolitin kimyasal 6zellikleri

Sepiyolit  killerinin  olustugu minerallerin  ¢ogunlugunu sepiyolit (Mg4SieO1s
(OH)2x6H20) olusturmakla birlikte, ¢esitli oranlarda kuvars (SiO.), dolomit (CaMg
(COs)2), kalsit (CaCO3), albit ((Na, Ca) Al (Si, Al)30s), manyezit (MgCOs), demirli
manyezit (Fe, Mg)COz3) gibi ¢esitli minerallerinde bulundugu bildirilmistir (Can 2008).
Sepiyolit killerinin kalitesi igerisinde bulunan sepiyolit mineralinin saflik derecesine gore
belirlendigi, igerisindeki sepiyolit minerali ne kadar yiiksek ise o kadar kaliteli oldugu
bildirilmistir (Sabah 1998, Can 2008). Diinyadaki sepiyolitler igerisinde Eskisehir
madenlerinden elde edilen sepiyolitin saflik diizeyinin ve kalitesinin yiiksek oldugu

bildirilmistir (Galan ve Singer 2011).

Sepiyolitin kimyasal olarak incelendiginde genelde SiO2, MgO, Al203, Fe.03, CaO,
Na20O, K0, TiO2, FeO, MnO bilesiklerinden olustugu goriilmistiir. Bunlarin diginda
farkli bilesiklerde olabilecegi gibi, asbest igeren sepiyolit tirleri de bulundugu
belirtilmistir (irkeg 1995, Can 2008). Baslica sepiyoliti olusturan temel oksitlerden SiO;
ve MgO oldugu gozlenmis olup, teorik olarak SiO2/MgO orani 2,33, SiO2’in % 55,60 ve
MgO’in % 24,99 oraninda oldugu, susuz bazda bu oranlar; SiO2> % 61,70 ve MgO
%27,60; genelde ise SiO2’in % 53,90-51,9 ve MgO’in % 21-25 arasinda degismekte
oldugu bildirilmistir (Sabah ve Celik 1999).

Yiiksek kaliteli sepiyolitin yliksek miktarda SiO2, MgO igerirken, diisiik miktarda CaO
icermekte oldugu, diisiik kaliteli sepiyolit tiirlerinde ise CaO, Al2O3Vve Fe20z3 bilesikleri
bakimindan yiiksek, Si02, MgO bilesik oranlar1 bakimindan diisiik oldugu belirtilmistir
(Sabah 1998, Can 2008). Baz liiletas1 (alfa sepiyolit) ve sedimanter sepiyolitlerin (beta
sepiyolit) kimyasal bilesimleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Sepiyolitin yukarida bahsedilen fiziksel ve kimyasal yapilar1 nedeniyle sahip oldugu
yiiksek yiizey alani, lifsi ve gozenekli yapisi, fizikokimyasal aktivitesi gibi 6zellikleri
(Tekin 2004), sepiyolitin sorptif, katalitik ve reolojik olmak iizere ii¢ 5nemli baslik altinda

incelenmesine neden olmustur.
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Cizelge 2.1. Bazi liiletaslar (alfa sepiyolit) ve sedimanter sepiyolitlerin (beta sepiyolit) kimyasal bilesimleri

Bilesim (%) AR, Beta Sepiyolit (Sedimanter-Sanayi Sepiyoliti)
Toledo- Anadolu .
Karatepe Sepetci Magana Endiistri Ispanya- .
koyi, Esk. kégﬁ,gEsk. Konya—Yunak 201% Mineraller Vgllegas DO L7
(Yeniyol ve ; : (Can 2008) |(Hayvan
(Akca ve (Sankaya ve Oztunali 1985) (Sigma- A.S. (Can |(Singer ve atlig1), EK-3
ark. 2016)  |ark. 1985) Aldrich,  |veCelik  |Galan 1984) &g,
USA). 2010)
SiO2 51,8 52,9 54,02 37,15 49,85 60,6 21,27 49,74
MgO 25,9 25,89 23,13 27,79 20,15 22,45 22,36 0,2322
Al203 0,475 0,27 0,19 12,01 2,38 1,73 0,4 36,8034
Fe203 0,0994 0,36 0,51 0,87 0,62 0,22 0,8923
Na20 0,394 0,02 2,16 0,1 0,16 0,03
CaO 0,746 0,01 0,06 3,92 2,65 0,4 17,6 0,1589
TiO2 3,6 0,13 0,02 15571
K20 0,0356 0,02 3,72 0,36 0,58 0,09 0,0824
MnO 7,22 0,03
NiO 0,248
SiOs 0,102
AZ. (LOD* 20,2 20,55 21,63 2,43 23,5 13,22 36,3 10,553

* A.Z. (LOI): Kizdirma kayb1
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2.2.3. Sepiyolitin sorptif 6zellikleri

Sepiyolit kendisine 6zgiin yapisi itibariyle son derece yiiksek bir sorpsiyon 6zelligine
sahiptir ve kendi agirliginin yaklasik 2-2,5 kat1 kadar su tutabilecegi bildirilmistir (Sabah
1998, Can 2008). Bu sorptik etkiyi kil minerallerinin kristal yapilarinda bulunan g tiir
aktif sogurma merkezi ile gerceklestigi aciklanmustir (Serratosa 1979, irke¢ 1992, Jones
ve Galan 1998). Birinci sogurma merkezinde, sepiyolitin tetrahedral silika tabakasindaki
oksijen atomlarinin zayif elektron tasiyicist oldugu, ikinci merkezde ise magnezyum
atomlart ile koordine olmus su molekiilleri zayif hidrojen baglarinin olusmasi ve iiglincii
merkez ise tetrahedral tabakanin dis yiizeylerinde Si-O-Si baglarinin kirilmasi sonucu
olusan lif ekseni boyunca uzanan Si-OH (Silanol) gruplarinin oldugu bunlarin adsorbe
tiirlerle etkilesime rahatlikla gecebilecegi bildirilmistir (Serratosa 1979, Irke¢ 1992, Jones
ve Galan 1998). Bu Si-OH gruplari, lif ekseni boyunca 5A araliklarla dizilim gdstermis
oldugu ve bunlarin siklig1, kristalin dogal yapsi ile liflerin boyutlari ile iliskili oldugu ve
sepiyolitin dis yiizeyinde adsorplanan reaktif organik molekiillerle etkilesimi kovalent
bag ile gergeklestigi agiklanmistir (Serratosa 1979). Sepiyolitin silanol gruplarinin
coklugu, tanecik boyutu ve kristalin kafesdeki hatalar ile orantili oldugu bildirilmistir

(Santaren 1993).

Ayrica sepiyolitin adsorplama kapasitesi partikiillerin gézenekli yapisi ile ilgili olup,
0zgiil ylizey alant mikro ve mezogdzeneklerin duvarlarindan kaynaklanmaktadir. Bu
gbzeneklerin genisligi 2 nm’den kiiclik olanlar mikrogdzenek, 2 nm ile 50 nm arasinda
olanlara mezogodzenek, 50 nm’den biiyiik olanlara ise makrogdzenek adi verilmistir

(Gregg ve Sing 1982).

Sepiyolit mineralinin lif i¢erisinde bulunan bol nano gézenekli yapisi, lif yiizeyleri ve
icerisindeki aktif soprpsiyon mekanizmalar ile yiiksek derecede sorptik ozelliklere
sahiptir. Bu sorptik 6zelliklerin 1s1 muamelesi veya cesitli asitler ile degistirilebilecegi
gosterilmistir  (Sabah  1998). Sepiyolite 1s1l islem wuygulandiginda biinyesinde
bulundurdugu su molekiilleri nedeniyle, degisik termal davranislar gostererek yapisal ve
morfolojik degisimlere ugradigi aciklannmistir (Baykara ve ark. 1995). Sepiyolit
mineralinin 20-200°C sicaklik arasinda higroskopik ve zeolitik su kaybina, 200-400°C
sicaklik arasinda kristal suyun yarisinin kaybina, 400-500°C sicaklik arasinda Kristal
suyun diger yarisinin kaybina, 550-875°C sicaklik arasinda dehidroksilasyon (hidroksil
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iyonlarmin 1sitmaya bagli olarak kaybina) neden oldugu bildirilmistir (Baykara ve ark.
1995). Sepiyolit yiiksek sicakliklarda isitildiginda yapisindaki mikrogdzeneklerin
yikimina baglh olarak adsorpsiyon ozelliginin azaldig1 ve yiizey alanminin kiiciildiigi

bildirilmistir (Sarikaya ve ark. 1985, Dandy ve Nadiye Tabbiruka 1975, Alvarez 1984).

Sepiyolit minerali, asitle muameleye karsi da duyarli olup, bu islem sonucu kristal
yapisinin kismen tahrip olabilecegi agiklanmistir (Sarikaya ve ark. 1985). Asit
aktivasyonu ile sepiyolit yapisinin bozuldugu, bunun nedenin sepiyolit mineralinin
hidrojen iyonu saldirilarina karsi ¢cok hassas oldugu bildirilmistir (Balct 1995). %5’lik
HCT asit ile muamele islemi sonucunda sepiyolit amorf bir yap1 kazandigi i¢in yiizey alani
arttig1 bildirilmis olup, bu amorf yap1 olusmasinda &ncelikle 10 A’den kiigiik porlarmn
tahrip olarak 10-50 A arasindaki por yiizdesinin arttigim1 ve buna bagl olarak da

sepiyolitin ylizey alaninda belirgin bir artis oldugunu tespit edilmistir (Alvarez 1984).

Sepiyolit yapisinin hem 1s1 hem de asit muameleleri sepiyolitin yiizey o6zellikleri ve
porozitesini degistirebildigi, bdylece mineralin en faydali 6zelliklerinden (6rnegin
absorptif, kolloidal ve katalitik 6zellikler) bazilarin1 degistirmekle miimkiin olabilecegi

bildirilmistir (Singer 1984, Sabah 1998).
2.2.4. Sepiyolitin katalitik ozelligi

Sepiyolitin katalitik aktivitesi yilizey aktiviteleri ile ilgili olup, yilizeyinde bulunan
silikatler hem asidik hem de bazik merkezleri igermeleri nedeniyle asit-baz cift
fonksiyonlu katalizor olarak bilinmektedirler (Cetisli 1985, Sabah ve Celik 1999). Bu
sepiyolit partikiillerinin yiizeyinde lif ekseni boyunca 5 A ara ile siralanan Si-OH
gruplari, belirli derecede asit 6zellige sahip olup ve katalizor ya da reaksiyon merkezi
olarak davranabilecegi, ayrica dogal sepiyolitte SiO2 mol oranmin daha yiiksek
olmasininda asidik 6zelligi ile agiklanmigtir (Cetisli 1985). Sepiyolitteki asidik merkezler
dehidratasyon (su kaybi), bazik merkezler ise dehidrojenasyon (hidrojen iyonlarinin
ayrilmasi) mekanizmalarinda aktif merkezler olarak etkin olmaktadirlar. Heterojen
katalizorlerin etkinlik, segicilik, biliylik yiizey alani, mekanik saglamlik ve termal
duraylilik gibi 6nemli &zellikleri, katalizor tasiyicinin gozenekli yapisi ile yakindan ilgili
oldugu bildirilmistir (Sabah ve Celik 1999). Bu ve buna benzer 6zelliklerinden dolay1

sepiyolit minerali, son zamanlarda katalizor tasiyici olarak tercih edilmektedir.
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2.2.5. Sepiyolitin reolojik ozellikleri

Reoloji, stvilarin akigini inceleyen bilim dali olup ¢esitli maddelerin reolojik 6zellikler
sergilemesi nedeniyle ¢esitli tirtinler gelistirme agisindan 6nem tasidigi bilinmektedir.
Ayni 6l¢iide olmayan lif mineral yapisinin yani sira biinyesindeki serbest katyonlarin
miktar1 ve yiizey Ozellikleri sepiyolitin reolojik davranisginda 6nemli rol oynadigi
bildirilmistir (Angur 2016). Sayisiz biiyiikliikte igne sekilli demetlerden (bundle) olusan
sepiyolit mineralleri diisiik katyon degisim kapasitesi ve zincir tipi yapisi nedeniyle su
icerisinde sisme gostermedigi aciklanmistir (Santaren 1993). Sepiyolit fiber yapili
demetlerin yilizeyindeki silanol gruplari arasindaki Van der Waals kuvveti ve hidrojen
baglari ile birbirine ¢ok giiglii bir sekilde tutundugu bilindigi igin fiberlerin birbirlerinden
ayrilmasi ancak mekanik yontemlerle sepiyolitin liflerine ayrilabilecegi aciklanmistir
(Can 2008). Ancak, igne sekilli olan bu demetler bir mekanik karigtirma islemiyle suda
dagitmaya tabi tutulursa bir¢ok tanecik bu demetlerden ayrilarak serbest hale
gelmektedir. Serbestlesen taneciklerin {i¢ boyutlu bir ag yapist olusturarak ortamdaki
suyu hapsettigi ve viskoz bir yap1 kazanmasina neden oldugu agiklanmistir (Santaren
1993, Can 2008). Siirekli ve daha yogun bir mekanik karistirma ise demetlerin boyut ve
sayisini azaltarak serbest tanecik sayisinin daha da artmasi ile birlikte daha fazla suyun
adsorplanarak tutulmus olacagi bildirilmistir (Can 2008). Sepiyolitteki liflerin bu dagitim
islemi sonucunda jellesme meydana geldigi ve bu jellesmenin ozmotik sisme
gerektirmediginden dolay sepiyolit jelleri suda ve diger c¢oziiciilerde degisebilir iyonlar
ve elektrolitler icermeksizin hazirlanabildigi, bu nedenle sepiyolitin bu 6zellikleri ile

diger killere gore biiyiik avantajlar sagladig: bildirilmistir (Santaren 1993).

Su igerisinde mekanik olarak dagitmaya ugratilmis olan sepiyolit lifleri, birbirlerini
desteklemek suretiyle cokmeyi engelledigi bildirilmistir (Santaren 1993). Bu 6zelliginden
dolay:1 siispansiyon ajani olarak kullanilabilecegi, eger sepiyolitten ayri olarak
siispansiyonda bagka pargaciklar varsa bu parcaciklar sepiyolit fiberlerinin olusturdugu
ag igerisinde hapsoldugu bildirilmistir (Santaren 1993). Sepiyolit taneciklerinin sekil ve
boyut farklilig1 ve yiizey 6zellikleri bu mineralin reolojisini belirledigi, bu 6zellikler ile
dogal olarak, sepiyolitin ¢ok yararli bir siispansiyon, tiksotropi malzemesi ve kalinlastirici
(thickener) olarak kullanilabilecegi ve sepiyolitin diger killere gore tuzlu ortamlarda daha
fazla dayaniklilik gosterdigi bildirilmistir (Angur 2016).
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Elektron mikroskobunda yapilan incelemelerde, sepiyolitin igne seklindeki
partikiillerinin aglomera yapida oldugu ve bunlarin ¢ali-ot yiginlarina benzer genis lif
kiimeleri olusturdugu gozlemlenmis oldugu agiklanmis olup, sepiyolitin yapisini teskil

eden fiberlerin sematik goriinimii Sekil 2.3°de gosterilmistir (Can ve Celik 2010).

Demetler

Su i¢erisinde mekanik
olarak dagitmaya
ugratildiktan sonra

Sekil 2.3. Sepiyolitin yapisini teskil eden liflerin sematik gortintimii (Can ve Celik 2010)
2.3. Sepiyolit Cesitleri

Tabiatta sepiyolit zenginlesmeleri, mineralojik anlamda ayni, fakat jeolojik olusum
kosullar1 agisindan farklilik gostermektedir. Bu nedenle sepiyolitin iki degisik poliformik
yapida ¢okmiis oldugu bildirilmistir (Sabah 1999). Bunlardan birincisi; uzun lif demetleri
seklinde bulunan alfa sepiyolit (lilletas1) ya da parasepiyolit, ikincisi; kiiciik, yassi,
yuvarlak partikiiller veya amorf (sekilsiz) agregalar halinde olusan sanayi sepiyoliti
(tabakali sepiyolit, sedimanter sepiyolit) olarak da adlandirilan beta sepiyolittir (Alvarez
1984, Sabah 1999).
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2.3.1. Alfa sepiyolit (Liiletasi)

Alfa sepiyolit, sepiyolit killeri igerisindeki en kaliteli kiymetli tas olup, dis goriiniis ve
rengi ile deniz kopiigiinii andirdigi i¢in “meerschaum olarak da bilinmektedir. Diinyanin
bircok yerinde sepiyolit olarak bilinen liiletagin1 farkli adla kullanilmasinin nedeni
fiziksel 6zelliginin mitkemmel olmasi (Sabah ve Celik 1999) ve oldukga saf formunu tarif
etmek icin (Buie 1983) kullanildig1 anlasilmaktadir. Kolay islenebilmesi, son derece
beyaz olmasi, i¢inde bosluk, yabanci madde, kilcal damarciklarin bulunmamasi, suya
atildig1 zaman dagilmamasi (Akinci 1998) gibi sebeplerden dolay1 diger formlarindan
tistlindiir. Agiklanan nedenlerden dolay1 ekonomik degeri yiiksek bir tag olup, sadece pipo
ve slis esyast yapiminda kullanilmakta olan liilletasinin saglik ve teknolojik kullanimi ile
ilgili ¢alismalar yapilmadigi goriilmiistiir. Dogada amorf, kompakt halde ve degisik
boyda patates yumrulari seklinde bulunabilmektedir.

Tiirkiye disinda Somali, Yunanistan, Avusturya, Ispanya, Rusya, Fransa, Kenya, Fas,
Madagaskar gibi bir¢ok iilkede alfa sepiyolit {iretimi yapilmakla birlikte bu tilkelerin
rezerv miktarlari ve iiretilen taglarin kalitesi oldukga diisiik oldugu agiklanmistir (Sabah
1999). Somali’de, iyi kaliteli, diisiik yogunluklu ve yiiksek poroziteli alfa sepiyolit ile
birlikte sedimanter sepiyolit olusumlarin da mevcut oldugu, Tanzanya liiletas1 hakkinda
ayrintili bilgi bulunmamakla beraber, cesitli kalitelerde beyaz, agik yesil ve agik
kahverengi renklerde oldugu, Meksika'daki nodiillii veya bloklu yapidaki iki yatak ticari
olarak isletilmeye elverissiz oldugu, Kenya'daki yataklarim ekonomik olarak
isletilebilecek rezervlere sahip oldugu ancak Kenya yumrulu sepiyolitleri diigiik kaliteleri
ile Tirk liletaglariyla karsilagtirllamaz nitelikte oldugu ve Tiirk liiletaglar1 kalitelerinin
istlinliigii ile diinyada rakipsiz oldugu bildirilmistir (Can 1992, Anonim 2001b, Balkan
2006). Ancak diinya liiletas1 rezervlerinin %70’lik kisminin iilkemizde bulundurmamiza
ragmen (Akinct 1998) bugiin liiletag1 ve liiletas: isletmeciligi adeta unutulmaya yiiz
tutmus durumdadir. Ayrica lilletasinin teknoloji ve saglik alaninda kullanimi ile ilgili

herhangi bir veriye rastlanilmamis oldugu bildirilmistir (Can 1992, Anonim 2001b).

Liiletas1, Tiirkiye’de Eskisehir yoresinde ve Konya-Yunak civarlarinda yataklanma
gostermis oldugu, Eskisehir' in dogusunda Sepet¢i, Margi, Sarisu, Kayi, Gokg¢eoglu ve
Tirkmentokat bolgesi ile batisinda Nemlidutluca bolgeleri liiletast agisindan en 6nemli

bolgeler oldugu ve bu bolgelerdeki bazi iiretim alanlarinin (Sarisu, kayr koyii ve
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Gokgeoglu bolgesi) toplam rezervleri 26.019 ton oldugu agiklanmistir (Anonim 2001b).
Liiletaginin Eskisehir’den gegen fay hattinin bulundugu degisik ortamlarda yer alti
kaynak sulariyla bir araya gelmesi sonucu olustugu i¢in diinyada sadece Tiirkiye’de bol
miktarda bulunmasin1 ve farkli tiplerde olusmasini sagladigi bildirilmistir (Korkmaz
1987). Diinyadaki sepiyolitler i¢erisinde Eskisehir madenlerinden elde edilen sepiyolitin
saflik diizeyinin ve kalitesinin yiliksek oldugu bildirilmistir (Galan ve Singer 2011). Alfa
sepiyolit suda ylizdiigii halde, beta sepiyolit kilinin suda kolayca dagilabilecegi, beta
sepiyolit kilin SiO2 ve MgO igerigi, liiletasina oranla daha az, buna karsilik AI>O3, Fe2Og,
CaO igerigi ve ates kaybinin daha fazla oldugu agiklanmigtir (Sabah 1998).

2.3.2. Beta sepiyolit

Beta (B)-sepiyolit, alfa sepiyolitin yaygin bir tiirevi olan siis esyast yapiminda
kullanilmayan tabakali sepiyolit tipi olup laminali (pulsu) bir yap1 géstermektedir. Bu tip
sepiyolit sanayi sepiyoliti olarak taninmaktadir. Beta sepiyolitin fiziksel olarak diger
tiiriine gore ¢ok farkli oldugu, 1slatildiginda suda dagilabilecegi ve kolay islenemeyen bir
yapist mevcut oldugu, renginin kahverengi, gri, pembe, acik sari, beyaz veya krem

olabilecegi bildirilmistir (Sabah ve Celik 1999).

Beta sepiyolitin diinyadaki rezervleri alfa sepiyolite gore ¢ok daha fazla oldugu, ancak
beta sepiyolit diger endiistri minerallerine kiyasla diinyadaki kaynaklar1 son derece kisitli
olan ve ekonomik yataklar1 sadece Ispanya ve Tiirkiye ile sinirli olan bir ham madde
oldugu bildirilmistir (Can 1992, Anonim 2019h). Ancak ¢esitli olusumlara da Kenya,
ABD, Cin, Kenya, Namibya ve Tanzanya gibi iilkelerde bulundugu agiklanmistir
(Anonim 2019h). Diinya sedimanter sepiyolit iiretiminin biiyiik bir kismi1 Ispanya
tarafindan karsilanmakta oldugu, Ispanya’dan sonra diinyanin en biiyiik sepiyolit
rezervlerinin Tiirkiye’de oldugu ve 3 ayr1 kalitede sedimanter kdkenli sepiyolitin varlig

tespit edilmis oldugu agiklanmigtir (Tekin 2004).

Ispanya disinda Cin Halk Cumhuriyeti’nde baz1 ekonomik sepiyolit yataklarmin varlig
bilinmekle beraber, bu sepiyolit olusumlar rezerv olarak sinirli olup uzun lifsi yapida ve
asbest igermesi nedeniyle zaman zaman Diinya Saglik Teskilatt (WHO) normlarin
karsilamadigi aciklanmistir (Anonim 1997). Finlandiya ve Cin gibi bolgelerde
hidrotermal sepiyolit (daginik, tortul olmayan) 20 mikrondan daha uzun ¢ok kristalli
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liflerle karakterize oldugu (Lopez-Galindo ve Sanchez Navas 1989, Santarén ve Alvarez
1994) ve rezervleri konusunda bilgi olmadigi, ancak bir miktar {retim yapilarak
Japonya’ya gonderildigi bilinmektedir (Balkan 2006). Kenya, Namibya ve Tanzanya gibi
bazi1 Afrika tilkelerindeki sepiyolit kristallerindeki farkliliklar bulunmakta oldugu ve daha
diisiik reolojik ozellikler sergilemekte oldugu agiklanmistir. Agiklanan bu nedenlerden
dolay1 ancak basit absorbtif amacglara uygun kullanim alanlar1 oldugu bildirilmistir

(Anonim 2019h).

Tiirkiye'nin ekonomik olarak degerlendirilebilecek sanayi veya tabakali tip sepiyolit
yataklari, Eskisehir (Sivrihisar, Yunusemre, Mihalligik), Canakkale, Bursa, Kiitahya ve
Isparta 'da bulunmaktadir (Yeniyol ve Oztunali 1985). Alfa Sepiyolit ve sanayi
sepiyolitin elementleri ve fiziksel 6zellikleri bakimindan farklilik gosterdigi bildirilmistir
(Brauner ve Preisinger 1956, irke¢ 1991). Eskisehir civarindaki baz bdlgelerin tabakali
sepiyolit rezervleri Yoriikgayir (4.680.000 ton), Kepeztepe (3.200.000 ton), Cerkezkireg
(32.000.000 ton), Sogitlik (16.800.000) olmak iizere toplam rezerv 56.680.000 ton
oldugu bildirilmistir (irke¢ 1996, Sabah 1998).

Sekil 2.4. Cesitli sepiyolit ornekleri a) Alfa sepiyolit (Anonim 2019a) b-c-d-e) Farkli
renkteki beta sepiyolit ¢esitleri (Anonim 2019b)
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2.4. Alfa sepiyolit ve Beta Sepiyolitin Kullamim Alanlari

Hem alfa sepiyolit hem de beta sepiyolit sahip oldugu yiiksek yiizey alani, lifsi ve
gbzenekli yapisi, fizikokimyasal aktivitesi gibi 6zelliklerinden dolay1 adsorban killer
arasinda yaygin bir kullanim alanina sahip oldugu agiklanmistir (Tekin 2004, Sabah
1998). Aciklanan bu &zellikler nedeniyle sepiyolit mineralinin teknolojik uygulamalari,
sepiyolit mineralinin sahip oldugu sorptif, katalitik ve reolojik 6zelligi ile ilgili olup, bu
nedenle ¢cok degisik amaclarda kullanilabildigi bildirilmistir (Sabah ve Celik 1999).

Alfa sepiyolitin gdzenekleri sayesinde suyla islatildiginda yumusamakta olup, sekil
verilebilmektedir. Ayrica yiiksek 1siya dayanabilmesi nedeniyle pipo (Korkmaz 1987),
sigara agizlig1 ve bunlarin nikotin ve zifir emici boliimlerinin yapiminda, kolye, bilezik,
igne, kiipe ve biblo gibi siis esyalar1 yapiminda kullanilmakta oldugu bildirilmistir (Sekil
2.5) (Urersoy 1989, Balkan 2006). Alfa sepiyolitin absorban olarak, cevre koruma
amaciyla gaz ve sivilarin aritiminda kullanilmadigi, bunun nedeninin az bulunusu ve

pahali olusu ile ilgili oldugu bilinmektedir.

Kolye, bilezk,
igne, biblo, kiipe

Pipo
yapiminda

Siis esyasi
yapiminda

-

Sekil 2.5. Alfa sepiyolitin kullanim alanlar1
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Ancak beta sepiyolit ise su ile karsilastiginda dagilma 6zelligi (Sabah 1998) gosterdigi
i¢in siis esyasi ve pipo yapimi i¢in uygun olmadigi bilindigi i¢in sadece sanayiye yonelik
alanlarda kullanilmaktadir. Sepiyolit, sahip oldugu sorptif, katalitik ve reolojik 6zellikleri
nedeniyle sanayide cok degisik amagclarla kullanilabilmektedir. Sekil 2.6’da beta

sepiyolitin sahip oldugu 6zelliklere gore kullanim alanlar1 6zetlenmistir.

Sepiyolitin kendi igeresindeki mikro ve mezoporlari ile olusturdugu kendine 6zgii yilizey
alan1 ve yapisinda bulunan {i¢ aktif absorpsiyon 06zelliginden dolay1 baslica sorptif

kullanim alanlar1 sunlardir;

Koku giderici olarak evcil hayvanlar ve ahir hayvanlarinin atiklarinin emilmesi ve koku
giderilmesi i¢in zeminlerde pet-litter ve cat-litter olarak kullanildigi bildirilmistir
(Murray 1986, Clarke 1989), Sepiyolit, karma yemlere ilave edilen vitaminler,
mineraller ve antibiyotikler gibi katki maddeleri i¢in ideal bir tasiyici olmasi sebebiyle
yem unsurlarinin ayrilmasini 6nlediginden homojenizasyonu saglayici bir 6zellige sahip

oldugu bildirilmistir (Galan 1996).

Nemi absorblama kapasitesinden dolayr mantar gelisimini Onledigi bildirilmistir
(Bocuzzi ve Escribano 2011). Zararli bilesikleri baglayarak onlarin viicuttan atilmalarini,
ishal enfeksiyonlarini 6nlemek i¢in, mikotoksinler ve agir metaller igin adsorbant olarak
kullanilmakta oldugu acgiklanmistir (Slamova ve ark. 2011).

Sepiyolit ayrica tarimda kimyasallar ve bocek ilaglari i¢in emici ve adsorban (tarim ve
bocek ilaglari tasiyicisi) olarak kullanilmaktadir. Aktif kimyasal ile karigtirilan
sepiyolitlerden zamanla kimyasallarin salinimi gergeklesmekte oldugu agiklanmistir
(Alvarez 1984, Murray 1986, Clarke 1989, Russell 1991, Anonim 1997).

Sepiyolitin diger kullanimlar arasinda bitkisel ve mineral yaglarin renginin giderilmesi
veya beyazlatilmasi oldugu agiklanmistir (Alvarez 1984). Bazi yaglarda (madeni esasl
yaglar, nebati yaglar ve parafinlerin rafinasyonu) yagin igerdigi 6zel koku ve aroma arzu
edilirse de, genel olarak ham yagda bulunan renk ve koku maddelerinin, yaglardan
uzaklastirilmasi, fazla serbest asitligin  giderilmesinin  gergeklestirilmesinde

kullanilabilmektedir.
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Atik su aritma sistemlerinde, atik sularin saflastirilmasi ve bazi degerli kimyasallarin
killerle geri kazanimini, hava kirliliginin azaltilmasinda, gaz ve sivilarin
temizlenmesinde (Alvarez 1984, Sabah 1998, Yilmaz 2007) ve fabrikalarda, servis
istasyonlarinda ve diger yerlerde yag ve yag dokiilmelerinin emilmesi i¢in zemin

stiplirme bileseni olarak kullanilmakta oldugu agiklanmistir (Murray 1986, Clarke 1989).

Ilag sanayisinde sepiyolitik kil ilaglarin bozulmasina sebep olan demiri denetleyebilmesi
bakimindan (6zellikle hidrokortizon gibi ilaglarin  oksitlenerek bozulmasini
onlediginden) eczacilikta, ilag sektoriinde dolgu malzemesi, gastrointestinal sistemle
ilgili ilaglarda toksin ve bakteri emici formiilasyonlarda kullanilmakta oldugu
bildirilmistir (Kabake¢1 2004, Yilmaz 2007). Yiiksek iyon degistirme kapasitesine sahip
ozelligi sayesinde deterjan ve temizlik malzemelerinde leke ¢ikarmak ve sert sularin
yumusatilmasi islemlerinde kullanim alani yaygin oldugu bildirilmistir (Alvarez 1984,
Clarke 1989, Balkan 2006).

Karbonsuz kopya kagitlari ve sigara filtrelerinde, otomotiv sanayinde ekzos filtrelerinde,

otomobil sanayisinde yakit temizleme ve korozyona dayanikli oto boyasi imalinde

sepiyolitin kullanildig: bildirilmistir (Alvarez 1984, Clarke 1989).

Katalitik ozelliklere de sahip oldugu bilinen sepiyolitin biiyiik yiizey alani, mekanik
dayanim ve termal durayliligindan dolay: olefinlerde doygun olmayan C=C baglarinin
hidrojenasyonu, otomobil ekzoslar1 ve fabrika bacalari i¢in katalitik seramik filtre imali,
etanolden butadien iiretimi, metanolden hidrokarbon {iretimi, Sivi yakitlarin
hidrojenasyonu gibi kullanim alanlar1 mevcut oldugu bildirilmistir (Can 1992, Anonim
2019h)

Sepiyolit reolojik ozellikleri ile, su veya diger sivilarla, nispeten diisiik
konsantrasyonlarda yliksek viskoziteli ve durayl siispansiyonlar olusturmasi nedeni ile
birgok kullanim alan1 mevcuttur. Sepiyolit tuzlu suda (yliksek elektrolit
konsantrasyonlarda) ve yiiksek sicakliklarda stabil kalabildigi i¢in (¢linkii sepiyolit
camurunun viskozitesi ve jel mukavemeti, elektrolitik icerikteki degisikliklerden
etkilenmez) petrol sondajlarinda kullanilan sondaj ¢amurlarinda tercih edilen bir kil
minerali oldugu bildirilmistir (Alvarez 1984, Murray 1986, Clarke 1989)
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Yollarda, ¢atilarda doseme altt malzemesi olarak kullanilan asfalt kaplamalarin bir kismi1
asbest igerir. Bu nedenle kullanilan asbestin sagliga zararl etkileri bilindiginden, onun
yerine ikame edilecek malzemeler {izerinde yapilan arastirmalar sonucunda, kalinlastirici
ve tiksotropik 6zelliklerine ilaveten sagliga zararli hemen hig etkisi olmayan en uygun

maddenin sepiyolit oldugu tespit edilmistir (Sabah 1998).

Sepiyolit kalinlastirict ve tiksotropik (siispansiyonda kati tanelerin ¢okmeye karsi
gosterdikleri direncin, siispansiyonun hareketlenmesiyle azalip, durgun halde iken
artmasi) ozellik sergilediginden kozmetik iirlinlerinde (akiskan emiilsiyonlar, maskeler,
dis macunu, krem ve rujlar gibi) ¢ok fazla kullanim alan1 mevcut oldugu agiklanmistir

(Alvarez 1984, Clarke 1989).

Sepiyolit, partikiil sekli nedeniyle kolayca flokiile (¢ok ince tanecikli oldugu igin
cokeltilemeyen bir kolloiddeki kati taneciklerini, uygun maddeler katarak bir araya
yaklastirip, biiytiterek ¢oktiirme islemi) edilmez ve boyalarda, ilaglarda, farmasétiklerde
ve kozmetiklerde askiya alma maddesi olarak kullanim alant mevcut oldugu bildirilmistir

(Murray 1986, Clarke 1989).

Yiizey aktif maddelerle yiizeyi hidrofobik hale getirilen ve bu sayede madeni yaglarda iyi
bir dagilma 6zelligi gosteren sepiyolitin yiiksek viskoziteli gres yagi elde edilmesinde
kullanilmakta oldugu bildirilmistir (Alvarez 1984, Sabah 1999). Sepiyolitin baglayici
ozellige sahip oldugu tespit edilmistir (Alvarez 1984). Bu 6zelligi sayesinde balik, kiimes
hayvanlar1 ve kiigiik bas hayvan yemlerinin pelet hale getirilmesinde kullanilmaktadir

(Slamova ve ark. 2011).

Hayvan besiciligi katki maddesi olarak besicilikte yemle karistirildiginda verim artigi
saglamakta ve hayvanlarda amonyum dengesini kontrol etmektedir. Avrupa Birliginde
tiim hayvan tiirleri i¢in baglayici, topaklanmay1 onleyici ajan ve pihtilasma saglayict

olarak onaylanmistir (Anonim 2013).
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Tarimda toprak diizenleyicisi olarak; tohum kaplama ve giibre siispansiyonlarinda, kagit,
mukavva, filtre ve duvar kagidi, kauguk sanayilerinde dolgu maddesi ve sivi deterjan
bilesimlerinde siispansiyon malzemesi, tugla ve seramik iiriinlerden yiiksek teknolojik
bal petegi goriinimlii seramikler {iiretilmesinde kullanim alanlari mevcut oldugu

bildirilmistir (Alvarez 1984, Clarke 1989).

Sepiyolitin diger uygulamalar ise, Japonya'da yiiriitiilen arastirmalarla, atik sulardan
biyogaz iiretiminde metanojenik bakteri tasiyicisi ya da biyoreaktoér olarak kullanimi,
buna karsilik kanserojen etkisinin asbeste kiyasla son derece diisitk olmasi nedeni ile
asbest yerine fren baltalarinda kullanilmasi, Ses yalitiminda, hafif tugla yapiminda, lif
takviyeli ¢imento iretiminde ve seramik iretiminde ve Kkaplanmis ark-kaynak
elektrodlarinda kullanilmasinda yaygin olarak sepiyolit kullanilmaktadir (Alvarez 1984,
Clarke 1989, Urersoy 1989, Can 1992, Sabah 1999, Tekin 2004, Y1lmaz 2007).
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Katalizor
tasiyicisi,
Olefinlerde
doygun olmayan
C=C baglarinin
hidrojenasyonu

Katalitik
Amach
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Etanolden
butadien uretimi,
Metanolden
hidrokarbon
uretimi,
Sivi yakitlarin
hidrojenasyonu

Hayvan althgi
(pet-litter),
Renk giderici

madde, Tarim ve

bocek ilaglan
tastyicisi,
ilag sanayiinde,
Sigara
filtrelerinde,

Sorptif Amacgh

Atik su aritma
sistemlerinde,
Deterjan ve
temizlik
maddelerinde,
Karbonsuz kopya
kagidi ve
deodorant etkili
kagit yapiminda

Kullanim

Beta Sepiyolitin Kullanim
A ETIET

Reolojik Amach

Hayvan
yemlerinin pelet
hale
getirilmesinde,
besiciligi katk:
maddesi, Toprak
diizenleyicisi,
Tohum kaplama
maddesi,
Kullanim Gres kalinlastirici,
Asfalt
kaplamalarinda,
Sondaj camurunda,
boyalarda,
ilaglarda,
farmasotiklerde ve
kozmetiklerde
askiya alma
maddesi

Biyoreaktorlerde,
Fren baltalarinda,
Ses yalitiminda,

Diger Kullanim
Alanlan

Hafif tugla
uretiminde,
Lif takviyeli
¢imento ve

seramik
uretiminde,

Sekil 2.6. Beta sepiyolitin kullanim alanlar1
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2.5. Sepiyolitin Toksik Etkisi ile Tlgili In Vitro ve In Vivo Cahsmalar

Denizeau (1985) tarafindan yiiriitiilen bir in vitro genotoksisite ¢alismasinda ortalama
2,04 um (%86) uzunluga, ¢ap1 0,01-0,1 um (%96) sahip sepiyolit (Sherbrooke, Canada)
fiberlerin 1-10 mg/ml dozlarinda, 20 saat siire igerisinde primer si¢an hepatositlerinin

DNA sentezinde bir degisiklige sebep olmadigi gosterilmistir.

Wagner ve ark. (1987) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada ratlara 12 ay boyunca
haftanin bes giiniinde 6 saat boyunca 10 mg/m?, 6 pm uzunlugundan ve 0,5 um ¢apindan
kiiciik sepiyolit tozu (Vallecas, Ispanya) solunumuna maruz birakilmistir. Bu siireler

sonunda timor gelisiminde herhangi bir artis tespit edilmemistir.

Rodelsperger ve ark. (1987) siganlara (Vicalvaro- Vallecas, Ispanya) ortalama 1,2 pm
uzunlugunda, 0,05 pm ¢apinda 80 mg/hayvan sepiyoliti periton i¢i uygulanmistir. Bu
numunenin 180x10%mg fiberinin uzunlugunun % 0,9’nun uzunlugunun 5 um esit veya
biiylik oldugu tespit edilmistir. Ayrica her hayvanin toplam doza karsilik olarak 5 pm
lizerindeki fiber sayis1 14x10° olarak bildirilmistir. 32 sicandan ikisinde karm tiimérleri

(sarkomlar veya mezotelyomalar) gozlenmistir.

Yine Rdodelsperger ve ark. (1987) siganlara Finlandiya sepiyolitinin (ortalama 2,9 pm
uzunlugunda, 0,05 um ¢apinda) 10 mg’1 periton i¢i uygulanmistir. Bu numunenin
55x108/mg fiberinin uzunlugunun % 0,9’nun uzunlugunun 5 pm esit veya biiyiik oldugu
tespit edilmistir. Ayrica her hayvanin toplam doza karsilik olarak 5 um ve {izerindeki
fiber say1s1 55x10° olarak bildirilmistir. Bu sepiyolit numunesinin antofilit iceren amfibol
madde igerdigini belirtmislerdir. Abdominal tiimorler (sarkomlar veya mezotelyomalar,

uterus tiimorleri hari¢) 36 hayvanin 24 tanesinde gézlemlenmistir.

Hansen ve Mossman (1987) bir in vitro ¢aligmasinin sonucunda, sepiyolitin (1 pum
uzunlugunda) hem hamster hem de si¢an alveolar makrofajlardan siiperoksit anyon

salimin1 uyarmada nispeten etkili oldugunu gostermistir.
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Fukuda ve ark. (1988a) ratlarda intrapleural igne uygulamasi ile 20mg sepiyolit tozu
hayvan bagina enjekte edilmistir. Bu ratlardan bir gruba Cin sepiyoliti (uzunluk, 1-100
um; ¢ap,0.05-0.1 um), diger gruba Tiirkiye’den getirilen sepiyolit (uzunluk, 3-5 um; ¢ap,
0.01pm) uygulanmustir. Tiirkiye sepiyoliti uygulanan 26 ratin hicbirinde tiimor
gozlenmemistir. Cin sepiyolitine maruz kalan 29 sicanin {giinde plevral
mezotelyumlarinda hyperplasi (doku ya da organ hiicrelerindeki sayica artis ve bilyiime),
besinde ise plevral mezotelyumlarinda mesotelyoma (akciger zar1 kanseri) meydana

gelmistir.

Yine Fukuda ve ark. (1988b) farelerin bir grubuna Cin sepiyoliti (uzunluk, 1-100um; ¢ap,
0.05-0.1 um), diger grubuna Tiirkiye’den getirilen sepiyolit (uzunluk, 3-5 um; cap, 0.01
um) hayvan basina 5 mg ve 15 mg periton igine enjekte edilmistir. Hem 5 mg hem de 15
mg uygulanan Cin sepiyolitleri sonucunda on farenin ikisinde peritonal mesotelyoma,
birinde ise peritonal mezotelyumlarinda hyperplasi meydana gelmistir. Tirkiye’den

getirilen sepiyolitin 15 mg uygulanan farelerde tiimor gézlenmemistir.

Pott ve ark. (1991) sicanlara ortalama 1 mikron uzunlugunda, 0,06 mikron ¢apinda
sepiyolitten (Vicalvaro- Vallecas, Ispanya) 50 mg ve 250 mg hayvan basina periton igi
uygulanmistir. Bu uygulanan 50 mg sepiyolit fiberlerinin uzunlugunun 5 pm uzun
olanlarin sayismin tiim fiber sayisina gére % 0,9’nu (7.56 x 10° fiber), ¢apinin ise 2 um
kiiciik oldugu, yine uygulanan 250 mg sepiyolit fiberlerinin uzunlugunun % 0,9’nun
(37,8x10%fiber) 5 pm’dan uzun, ¢apmin ise 2 pm kiiciik oldugu belirtilmistir. 50 mg ile
enjeksiyon yapilan sicanlarda tiimér bulunmadigi, ancak yiliksek doz grubunda 21

hayvanin ikisinde abdominal tiimor (mesotelyoma ve sarkoma) gozlenmistir.

Koshi ve ark. (1991) Cin hamster akciger kanseri hiicrelerine dort ¢esit sepiyolit drnekleri
(Cin, Japonya, Ispanya ve Tiirkiye), 48 saat boyunca 10-300 ug/mL doz araliklarinda
uygulanmas1 sonucu poliploidiyi baslattigin1 bildirmistir. Cin sepiyoliti yiiksek derece
kristallik icermekle birlikte uzunlugu 1-10 pm, ¢ap1 ise 0,01-0,1 pm’dur. Cin sepiyoliti
diger sepiyolit Orneklerine gore poliploidi olusturma oOzelligi gii¢lii oldugu tespit
edilmistir. Ancak diger iilke sepiyolitlerin Cin’deki orneklere gore ¢ok daha az etkili
oldugu, Japonya sepiyolitinin 3-7 um uzunlugunda, ¢apinm 0,01-0,07 um; ispanya ve
Tiirkiye sepiyolitlerinin, uzunlugunun 3-5 pm, ¢apinin ise 0,01 um oldugu belirtilmistir.

Bu 6rneklerin higbiri kromozomal sapmalarini uyarmadigi bildirilmistir. Ayrica Koshi ve
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ark. (1991) sepiyolitin sitotoksik etkisinin, kristalite ve lif uzunlugu ile baglantil

oldugunu bildirmistir.

Hem Lopez-Galindo ve Sanchez Navas (1989) hem de Santarén ve Alvarez (1994)
sepiyolit ile ilgili yaptiklar1 degerlendirmede Finlandiya, Cin ve diger bolgelerde daginik,
tortul olmayan (muhtemelen hidrotermal) sepiyolit tortulart oldugunu bildirmislerdir ve
bunlar 20 um’dan daha uzun, ¢ok kristalli liflerle karakterize oldugunu belirtmislerdir.
Yapilan ¢aligmalarda sepiyolitin kanserojen etkisinin olusum sekli ile yakindan iliskili
oldugu, sedimanter olusumlu sepiyolitlerin genel olarak kanserojen olmadigi, buna

karsilik hidrotermal kdkenli olusumlarin kanserojen etki yarattigini agiklamiglardir.

Governa ve ark. (1995) insan polimorf niikleikositleri (PMN) ve sigir alveoler
makrofajlart (AM) hiicre hatlarinda modifiye edilmemis sepiyolitin ros artisina neden

olmadig1 bildirilmistir.

Almanya Deutsche Forschungsgemeinschaft kurumu tarafindan sepiyolit (lifli toz) tozlar
icin maksimum igyeri konsantrasyonunu belirten bir deger belirlenmedigi bildirilmis
olup, Almanya’da sepiyolit kanserojen potansiyele sahip oldugundan siiphelenilen bir

madde olarak smiflandirilmistir (Grup 3) (Anonim 1996).

Uluslararas1 kanser arastirma birimi, insanlarda sepiyolitin kanserojen olduguna dair
yeterli kanit bulunmadigini, 5 pm uzun sepiyolit liflerinin kanserojen olduguna dair
deneysel analizlerde smirli kanitlar oldugunu, 5 pm dan kiigiikk sepiyolit liflerinin
deneysel analizlerin yetersizligin dolay1 kanserojen olduguna dair yeterli kanit olmadigini
vurgulamistir. Bu nedenle, sepiyolitin kanserojen bir madde olup olmadig1 tam olarak net

ortaya konulmadigi i¢in grup 3 olarak smiflandirilmistir (Anonim 1997).

Devlet planlama teskilat: (DPT) tarafindan yayinlanan raporda, Japon Calisma Bakanligi-
Endiistriyel Hijyen Milli Enstitiisiinden tarafindan gerceklestirilen in vitro ¢alismalarda,
Ispanyol ve Tiirk sepiyolitlerinin diisiik sitotoksik ve genotoksik etkisine ragmen Cin
sepiyolitinin bu etkilerinin ¢cok kuvvetli oldugunu ortaya koymus oldugunu bildirmistir

(Anonim 2001b).
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Toledo-Magana ve ark. (2015) amipli dizanteriye (Entomoeba histolytica) uygulanan
sepiyolit nanokillerinin 1 mg/ml dozunda 72 saat sonra canlilik % 70 civarinda oldugu
bildirilmistir. Ayrica sepiyolit nanokillerine (10-1000 pug/ml) maruz kalan RAW 264,7
(Fare makrofajlari, kan) hiicre hatlatinda 60 saat sonunda canlilik oraninin % 60 diistiigii,
fare kemik iligi makrofajlarinda en yiiksek inhibisyonun gergeklestigi (60 saat, canlilik
%20) ve insan periferik kan makrofajlarinda ise (48.saat, %80 canlik) ¢ok etkilenmedigi

bildirilmigtir

J. Cervini Silva ve ark. (2015a) sepiyolitin lipid peroksidasyonunu inhibe edebildigi, J.
Cervini Silva ve ark. (2015b) fare kulak 6demine karsi sepiyolitin anti-inflamatuar
oldugu, insan hiicre hatlar1 olan U251 (glioblastoma, beyin timéori), SKLU-1 (akciger
adenokarsinoma), K512 (kronik miyeloid 16semi), HCT-15 (insan kolon
adenokarsinomu) ve MCF-7 (Insan insan beyaz meme adenokarsinomu) ise yiiksek
dozlarda sepiyolite maruz birakildiginda ancak diisiik sitotoksik etki gosterdigi

bildirilmistir.

J. Cervini Silva ve ark. (2017) gesitli iilkelerden elde edilen sepiyolitin gesitli hiicre hatlari
tizerinde proliferatif veya anti-proliferatif etkiye neden oldugu goézlenmistir. Bu
proliferatif veya anti-proliferatif etkinin sepiyolitin gdzenek boyutu ile iligkisi olmadig1
ancak en yiiksek mikroporoziteye sahip (343 m?/g) sepiyolitinin (Sepetci kdyii, Eskisehir,
Tiirkiye) U251 (glioblastoma, beyin tiimorii) hiicre hatt1 tizerinde % 100 inhibisyona
neden oldugu, SKLU-1 (akciger adenokarsinoma) hiicre hatt1 iizerinde ise % 22,8

proliferatif etkiye neden oldugu bulunmustur.

Castro-Smirnov ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen bir calismada sepiyolit
nanofiberlerinin tasidiklar1 silanol gruplart nedeniyle DNA’ya direkt olarak
baglanabilecekleri  gosterilmistir.  Castro-Smirnov  ve ark. (2017) sepiyolitin
makropinositoz yoluyla memeli (V79 hamster) hiicrelerine spontan bir sekilde
girebilecegi, hatta bir hiicreye girdikten sonra bu hiicreden diger hiicreye transfer
edilebilecegini gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada MTT testi kullanilarak sepiyolitin
U20S insan osteokarsinoma hiicrelerinin canliliginda doza bagl olarak %20’ye varan bir

azalmaya yol ag¢tig1 da bildirilmistir.
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Rodriguez-Rojas ve ark. (2017) sepiyolitin bakteri hiicrelerine girebilecegi ve plazmid
DNA’sinda cift iplik kiriklarina yol agabilecegini bildirmislerdir. Lopez-Pacheco ve ark.
(2017) CD-1 farelerde baz1 sitokinlerin mRNA ifadelerinde diisiise yol agabilecegini
bildirmislerdir.

Sepiyolit farkli cografik bolgelerde, farkli tektonik hareketler sonucu olustugundan, her
bolgenin kendine 6zgii sepiyolit yapist mevcut olup, sepiyoliti olusturan liflerin farkl
sekil ve uzunluklarda olmasi, igerisinde farkli yapilar1 barindirmasi gibi nedenlerle
sepiyolit ile yapilan ¢aligmalarda yukaridaki literatiir 6zetinde goriilebilecegi gibi standart
sonuclar alinamamistir. Bu nedenle sepiyolit ile yapilacak ¢alismalarda karakterizasyon
calismalar1 ile calisilan sepiyolitin tim o&zellikleri net bir sekilde ortaya konmasi
gerekmektedir. Bunlardan birincisi sepiyolitin hangi bdlge ve cografyaya ait oldugu,
ikincisi sepiyolitin saflik orani, bilesiminde yer alan mineraller ve bilesiklerin orani,
asbest igerip icermedigi tespit edilmeli, ti¢linciisii sepiyolitin ¢esidin belirlenmesi (a, B
formu), dordiinciisii ¢aligilacak maddenin ham sepiyolitin etkisinin mi yoksa yap1 olarak
kendisini olusturan nano fiber yapili sepiyolitin etkilerinin mi belirlenecek olmasi,
besincisi caligilan ham sepiyolit veya nano sepiyolit liflerinin hiicre igerisine girip
girmediginin tespit edilmesi, altinci olarak da calisilacak nanoyapili sepiyolit fiberlerinin

boyut oranlarinin tam olarak tespit edilmesi gerekmektedir.

Bu calismada nano sepiyolit fiberleri kullanilacag: i¢in dncelikle nanoyapilarin kendine
has ozellikleri irdelenerek, toksisite calismalarinda kullanilan yontemler ve toksisite
caligmalarinda karsilasilan sorunlar ele alinacaktir. Bir sonraki baslikta iiretilmesi

planlanan nano yapilarin 6zellikleri ve hiicre igerisindeki etkileri tizerine deginilecektir.
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2.6. Nanoteknoloji

Gliniimiizde toplumlarin gereksinim ve taleplerin artmasi ile birlikte, bu gereksinim ve
ihtiyaclara yonelik yon veren bilgi birikimi artmakta ve teknolojiler ¢esitlenmektedir. Bu
cesitlenen teknolojiler icerisinde son yillarda biiylik artis gosteren nanoteknolojidir.
Nanoteknoloji, nanoboyutta malzemeler iireterek ve bu malzemeleri kullanarak yeni alet
ve aygitlar liretmeyi amacglamaktadir (Rasdtogi 2012). Nanomalzemeler, en az bir
boyutunun 1-100 nm arasinda oldugu (Borm ve ark. 2006) mikro ve iistii yapilardan ya
da atom veya bilesiklerden sentezlenebilen maddeler olarak tanimlanmaktadir (Thrall
2004). Nanomalzemeler, ¢ok farkli sekillerden olusan (kristal, igne, yildiz, serit, tiip,
cubuk, kurdele, kiire vs.) yapilara sahip olup (Buzea ve ark. 2007) genellikle
nanopartikiiller, nanofiberler, nanotiipler ve nanokompozitler ad1 altinda gruplandirildig:

bildirilmistir (Borm ve ark. 2006).

Nanomalzemeleri olusturan yapilardan nanopartikiillerin ii¢ boyutlu, nanofiberlerin ise
en az iki boyutlu ve nanoplakalarin en az bir boyutlu nanoélgekli yapilar olup (Sekil 2.7),
bu nano yapilarindan meydana gelen kompozitler, agregatlar, aglomeratlar,
nanogozenekli sistemler ve nanokopiikler ise i¢ veya dis yapilarinda nano o6lgekli

maddeler bulundurmakta oldugu bildirilmistir (Krug ve Wick 2011).

<)

Sekil 2.7. Nanodlcekli nanometaryeller a) Nanopartikiiller {i¢ boyutu b) Nanofiberlerin
en az iki boyutu c) Nanoplakalarin en az bir boyutu

100nm
100nm
100nm

Nano boyutlara sahip nanoyapilar, kendi mikroyapilari ile karsilastirildiginda birim kiitle
basina ¢cok daha genis bir ylizey alanina ve ¢ok daha fazla partikiil sayisina sahip oldugu
icin (Buzea ve ark. 2007) benzersiz fizikokimyasal oOzellikler gostermekte oldugu
bilinmektedir. Nanoyapilar1 avantajli kilan 6zellikler ayn1 zamanda onlar1 insan saghgi

ve ¢evre i¢in riskli de kilmakta oldugu agiklanmistir (Krug ve Wick 2011, Anonim 2012).
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Bu nedenle insan yararina {iretilen nanomalzemelerin {retilmeden Once detayl

toksikolojik degerlendirmelere ihtiya¢ duyulmasi gerektigi nem arz etmektedir.
2.6.1. Nanotoksikoloji

Nanopartikiillerin neden oldugu 6zel problemleri ortaya g¢ikarmak, bu alanda bilgi
eksikligini doldurmak (Donaldson ve ark. 2004) ve toksisite ¢alismalarinda kullanilan
nanomateryallerin uygun sekilde karakterizasyonunu saglamak i¢in nanotoksikoloji alani

ithtiyag duyulmustur.

Nanopartikiiller yiizey 6zellikleri ve kuantum etkileri nedeniyle ayn1 formdaki daha
biiyiik malzemelerden 6nemli 6lgiide farklilik gostermekte oldugu bildirilmistir (Roduner
2006). Nanomateryallerin toksik ozellikleri kimyasal kompozisyonu, miktari,
¢oztiniirliigli, sekli, nanopartikiillerin safsizhigi, yiizey alanm ve yiizey yikii gibi

parametrelere bagli oldugu agiklanmistir (Coskun 2013).

Nanoteknoloji caligmalarinda kullanilan bu benzersiz 6zelliklere sahip nano materyallerin
hiicre igerisine nasil girdigi, hiicrede igerisindeki etkilerini ve bu etkileri hangi
mekanizma ile yaptig1 ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢aligmalardan ilki nanopartikiillerin hiicre

igerisine alinim mekanizmalar1 Sekil 2.8 gosterilmistir.

Nanoyapilar hiicre igerisine iki farkli yoldan alinabildigi, birinci yolun; bazi nanoyapilar
porlardan gecebilecek biiyiikliikte ise porlardan difiizyonla hiicre icerisine gegebilecegi
(More 2006, Bhatt 2011, Karahalil 2013), ikinci yolun ise; endositozun farkli sekilleri ile
gergeklestigi agiklanmistir. Endositozun ilk yolu, reseptorler araciligiyla hiicre zarindan
gecemeyecek biiyiikliikteki maddelerin endositoz yoluyla hiicre igerisine alinmasidir.
Endositozda, reseptorler maddeyi tantyarak ¢esitli proteinler (klatrin, adaptin ve dinamin)
ile birlikte vezikiil (cep) olusturarak ya da plazma zarmin hiicre igine dogru yapmis
oldugu 50-100 nm’lik invajinasyonlar (kaveola) ile igeri alinmaktadir. Diger bir yol
fagositoz ile hiicreye yaklasik 500-2000 nm arasindaki partikiillerin yalanci ayaklar ile
alinmasi olay1 oldugu, son olay ise pinositoz ile sivilarin hiicre igerisine alinmasi oldugu

aciklanmistir (Krug ve Wick 2011, Karahalil 2013).
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Nanoyapilarin hiicre igerisine alinim mekanizmalari
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Sekil.2.8. Nanoyapilarin hiicre icerisine alinim mekanizmalari ve hiicreye etki semasi
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Nanoyapilarin dogrudan ve dolayli olarak hiicre ile etkilesime girebilecegi ve birgok
hiicresel yanita neden olabilecegi bilinmektedir. Nanoyapilarin dogrudan porlarin 6niinii
tikayabilecegi, hiicre zarin1 delebilecegi ve zara zarar verebilecegi, bu nedenle enerji
iletiminin bozulabilecegi bildirilmistir (Mtijevic 2010). Ayrica hiicre igerisine giren
nanoyapilarin proteinler veya DNA gibi karsilagtirilabilir biiyiikliikteki biyolojik
makromolekiillere baglanarak hiicresel homeostazi i¢in yan etkilere neden olabilecegi
aciklanmustir (Krug ve Wick 2011). 40 nm’den kii¢iik nanoyapilarin ise hiicre ¢ekirdegine
girebilecegini (Mtijevic 2010) bu nedenle cekirdege ulasan nanoyapilarin dogrudan
boliinme sirasinda, ig iplikleri veya DNA ile etkilesime girerek genetik materyalin hasar
gormesine neden olabilecegi agiklanmistir (Singh ve ark. 2009). Nanometaryeller dolayli
olarak da hiicre igeresine giren nanoyapilarin biinyelerindeki metal iyonlari salarak
toksiteye neden olacagi (Song ve ark. 2012) nanoyapilarin kii¢iik boyutlar1 nedeniyle
daha genis bir ylizey alanina sahip olduklar1 i¢in reaktif oksijen tiirevleri (ROS) meydana
getirebileceklerine ve hiicre hasarina sebep olabilecekleri agiklanmigtir (Colvin 2003, Nel
ve ark. 2006).

Dolayli mekanizmalar ile hiicre etkilesimi ise; Nanoyapilar, notrofiller ve makrofajlar
gibi aktiflestirilmis fagositlerin etkinlesmesine neden olarak, bu inflamatuar hiicrelerden
tiretilen ROS salinmasina, mitokondri i¢inde elektron taginmasini etkileyerek (sitokrom
P450 enzimlerini ve NADPH-oksidazi uyararak) ROS iiretimine neden oldugu
bildirilmistir (Risom 2005, Karlsson 2010, Fubini ve ark. 2010).

2.6.2. Nanoyapilarin hiicre i¢i ros olusumundaki rolii

Nanoyapilarin yiizeyleri kendilerine 6zgii olup, yiiksek yiizey alanlar1 nedeniyle daha
biiyiikk yapilardan daha fazla serbest radikal olusturur. Nanotoksikoloji ¢alismalarinda
hiicrede meydana gelen DNA hasar1 ve hiicrenin apoptoza siiriiklenmesinin sebebini
nanoyapilarin olusturdugu oksidatif stres olarak agiklanmistir (Stone ve ark. 2007, Park
ve ark. 2008, Asharani ve ark. 2009, Ahamed ve ark. 2011). Nel ve ark. (2006)
nanoyapilarin kii¢iik boyutlar1 nedeni ile daha genis yiizey alanina sahip olduklar1 i¢in
reaktif oksijen tlirevleri (ROS) olusturabileceklerini ve bu olusan ROS’larin hiicre

hasarina yol acabilecegi bildirilmistir.
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Onceki galigmalar, nanoyapilarm hiicre zarindaki lipidlerin peroksidasyonuna, protein
oksidasyonuna, DNA hasarina (DNA zincir kiriklari, capraz baglar ve baz/seker katilim

tirtinlerinin olusmasina, niikleik asitlerde hasar) neden oldugunu gostermistir (Ahamed

ve ark. 2008, Ahamed ve ark. 2010, Akhtar ve ark. 2012).
2.6.3. Nanoyapilarin toksitesini etkileyen faktorler

Nanotoksikoloji klasik toksikoloji ¢aligmalarina gore daha kapsamli farkli parametreler
ve karmasik bir siireci icermektedir. Nanoyapilarin partikiil boyutu ve ylizey alani,
agregasyon ve aglomerizasyon, zeta potansiyeli, partikiil sekli ve kristal yapisi, yiizey

kimyasi ve ylizey reaktivitesi dnemli parametreleri olusturmaktadir.

Nanoyapilarin biiyiikliigiiniin hiicre iizerindeki onemli etkilerinden biri, partikiil
biiytlikliigii azaldikca hiicre bariyerlerini kolay ge¢mesi ile birlikte daha yiiksek etki
gostermesidir (Shukla ve ark. 2005). Mesleki ve g¢evresel ortamlarda partikiil
konsantrasyonlarinin kiigiik boyutlu ve yiiksek bollugu nedeniyle, nanopartikiillerin
ylizey agirlik oraninin dikkate alinmasi gerekli oldugu agiklanmistir (Nel ve ark. 2006).
Ayrica partikiil boyutunun protein veya DNA gibi karsilagtirilabilir biytiklikteki
biyolojik makromolekiillere baglanabilecegi igin hiicresel homeostazinin bozulabilecegi
bildirilmistir (Cedervall ve ark. 2007, Lundqvist ve ark. 2008, Krug ve Wick 2011).
Pargacik boyutu kiigiildiikge yani ¢ap kiigiildiik¢e parcaciklarin yiizeylerinde daha fazla

cevre ile etkilesime giren atomlar bulunabilecegi bildirilmistir (Oberddrster ve ark. 2005)

Agregasyon ve aglomerizasyon; bir¢ok tekli partikiiliin giiglii baglar ile birlesmesi
(metalik bag veya kovalent bag) agregat yapilari, zayif baglar ile birlesmesi (Van der
Waals kuvvetleri, elektrostatik gii¢ ve/veya ylizey gerilimi) ise aglomerat (topak) yapilari
olusturdugu agiklamustir (Jiang ve ark. 2009). Bu nedenle bu yapilarin toksik etkilerinin
tekli nanopartikiillerin toksik etkisinden ¢ok farkli olarak ortaya ¢ikacagini bildirmislerdir
(Singh ve ark. 2009).

Zeta potansiyeli kisaca tanecikler arasindaki itme veya ¢ekme degeri Olglimii olarak
tanimlandig: bildirilmistir (Hunter 1981). Zeta potansiyeli partikiiliin ylizey ylikiine baglh
olup genellikle +15 mV’dan yiiksek olan taneler dispersiyon (dagilma) 6zelligi, £15

mV’dan kiiciik degere sahip partikiillerin yiiklii olanlar1 aglomerasyon yani ¢okelme
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ozelligi gosterdikleri bildirilmistir (Dogan 2001). Bu yiik partikiillerin bir araya gelerek
agregat olusturmalarini engelleyen bir giic olarak gorev aldigindan dolayr nano
caligmalarinda kullanilacak bir ¢ozeltideki partikiillerin zeta potansiyelinin belirlenmesi

biiyiik 6nem arz etmekte oldugu bilinmektedir.

Partikiillerin sekli (yildiz, serit, tlip, cubuk, kurdele, kiire, tanecik) hiicre i¢erisine alinim
ya da hedef molekiillerle etkilesimde farkli reaksiyonlara yol agabilecegi (Obersorster ve
ark. 2007), partikiillerin bilesimi ayni olsa bile farkli kristal formlarin toksitesininde farkli
olabilecegini bildirilmistir (Gurr ve ark. 2005).

Partikiil ytlizeylerinde depolanan enerji tekrar serbest birakildiginda radikal olusumuna
veya hidrokarbonlarin bozulmasina neden olabilecegi i¢in (Krug ve Wick 2011) kendi
boyutunda olan protein ve DNA’larin dogrudan yiizeylerine baglanabilir (Cedervall ve
ark. 2007, Lundqvist ve ark. 2008) ve proteinlerin inhibisyonuna ya da diger protein

modifikasyonlarina neden olabilir.
2.6.4. Nanomateryal toksisitesi ve testlerin yetersizligi

Nanomateryallerin toksisitesinin belirlenmesinde kullanilan metotlarin ¢ogu kimyasal
toksikoloji i¢in tasarlanmis ve standardize edilmis metotlar oldugu bilinmekle beraber,
nanomateryallerin bircok benzersiz fizikokimyasal 6zellikler (boyut, sekil, ¢oziiniirlik,
topaklagma, element safligi, yiizey alan1 gibi) gosterdigi ve bu ozelliklerin de klasik
toksisite testlerinde sorunlara neden oldugu bildirilmistir (Karahalil 2013). Toksisite
testlerinde genellikle kullanilan kolorimetrik ve floresan boyalar yaygin olarak
kullanildig1 i¢in, test maddeleri bu boyalarin optik ozelliklerini degistirebildiginden,
sonuglarin yanlis yorumlanmasina neden oldugu bildirilmistir (Doak ve ark. 2009,
Karahalil 2013). Ozellikle karbon bazli nanopartikiiller ya da karbon nanotiipler hiicre
canliligin tayininde kullanilan formazan boyalarla (3-(4, 5-Dimetiltiyazol2-il)-2, 5-
difeniltetrazolim bromiir (MTT), nétral kirmizisi, alamar mavisi, komasi mavisi)
etkilesip, yanlis absorbanslar verdigi, giimiis nanopartikiillerin yanlis spektrum
degisikliklerine neden oldugu, floresan boyalarin oksidatif tayininin de yaygin olarak
kullanilan bir propla (2°, 7’-diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) nanopartikiillerin
etkileserek yanlis yorumlara neden oldugu bildirilmistir (Doak ve ark. 2009).
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Ayrica nanopartikiiller kiiltiir ortaminda bulunan hiicrelerin biiylimesi ve iiremesi i¢in
gerekli bilesikler ile birleserek nanopartikiillerin ¢evresinde proteinden olusan bir yap1
olusturdugu ve bu yap1 nanomateryallerin etkisini maskeledigi a¢iklanmistir. Bu nedenle
toksisiteden nanopartikiillerin etkisi degil olusan bu protein kompleksi sorumlu oldugu
bildirilmistir (Lynch ve ark. 2007, Lynch ve Dawson 2008). Mikrogekirdek yonteminde
de sitokalasin B (hiicrede sitokinezi durdurur) nanopartikiillerin endositoz ile hiicre igine
alinmasimi engelledigi bildirilmistir (Fischer ve Chan 2007, Doak ve ark. 2009,

Kazimirova ve ark. 2012).

Yukarida aktarilan nanoyapilarin kendine has ozelliklere sahip olabildigi bu nedenle
hiicre toksikoloji ¢alismalarinin zorluklar getirdigi agik¢a goriilmektedir. Bu sebeple
nanoyapilarin karakterizasyon islemleri ayrintili bir sekilde yapilmali, toksik etkiler
belirlenirken nanopartikiil icin en uygun yontem belirlenip titiz bir sekilde calisma

yapilmasi gerektigi onem kazanmugtir.
2.7. Radyasyon

Radyasyon, enerjinin uzayda dalgalar ya da tanecikler (foton) halinde yayilmasi olay1
veya yiiksek hizdaki partikiillerin ve elektromanyetik dalgalarin enerjisi olarak
tanimlanistir. Radyasyon enerjisine gore iyonlastirici ve iyonlastirict olmayan radyasyon
olarak ikiye ayrilmistir. Ancak radyasyonun dalga boyu kiiciildiik¢e tehlike etkisinin
arttigindan, tehlike arz eden radyasyonun iyonlastirict radyasyon oldugu ac¢iklanmistir

(Kiymet 2013).

Iyonize radyasyonlar, Kiitleli yapiya sahip partikiiler radyasyon (alfa (o) ve beta (),
elektron, proton ve nétronlar partikiilleri) ve foton enerjili dalga karakterinde (X ve y
isinlari, yiiksek enerjili) elektromanyetik radyasyon olmak tizere iki gruba ayrildigi
bildirilmistir (Ozalpan 2001, Algiines 2002). Iyonize olmayan ve iyonize olan radyasyon
dalga boylar1 elektromanyetik spektrumda Sekil 2.9. da gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Elektromanyetik spektrum (Anonim 2019c)

2.7.1. Tyonize radyasyonun biyolojik etkileri

Iyonize radyasyonlar, bir atom ya da molekiilden bir elektron (") kopararak iyonlasmaya
yol agtiklar1 bildirilmistir (Algiines 2002). Bu nedenle biyolojik dokular iyonize
radyasyon ile etkilestiklerinde doku veya hiicredeki yapilardan elektronlar uzaklastirilir
ise iyonizasyon meydana gelmektedir. Iyonizasyon olay1 biyolojik sistemlerde tiim
molekiiller i¢in &nemli bir hasar verici etmen oldugu bilinmektedir. Iyonize radyasyonun
biyolojik dokulardaki etkisi direkt ve indirekt olmak tizere iki seklinde ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (Sekil 2.10, Sekil 2.11) (Morgan ve Sowa 2005).

Direkt etkide radyasyonun hiicredeki en kritik hedefi DNA olmakla birlikte (Sachs ve
ark. 1992), RNA ya da 6zel bir enzimde ilk hedefler arasinda olabilmektedir. DNA’nin
iyonize radyasyonla uyarildiginda purin halkalarinin agilmasi, fosfodiester baglarinin
kirilmas1 ve DNA’nin tek ya da ¢ift sarmali kirilmasi1 gibi olaylar gerceklesebilecegi

aciklanmistir (Friedberg 1995, Varanda ve Tavares 1998).
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Direct effect

Indirect effect

Sekil 2.10. Iyonize radyasyonun direkt ve indirekt etkisi (Morgan ve Sowa 2005)

Iyonize radyasyonun biyolojik yapinin icerisinde bulunan su molekiilleri veya ve diger
molekiiller ile etkilesime girmesi sonucu olusan iiriinlerin hiicrede hasar olusturmasi olay1
indirekt etki olarak ifade edilmistir (Algiines 2002). indirekt etkide iyonize radyasyonun
etkisiyle firlayan elektron biyolojik sistem iginde ilerlerken bagka elektron yapilarina
carpisarak, zincirleme etki sonucu bir¢ok olayin ger¢eklesmesine neden olacagi i¢in ¢cok

onemli bir olay oldugu bildirilmistir (Toplan 2016)

Bu indirekt etkide radyasyon, 6zellikle su ile etkilesip serbest radikal olusumuna neden
olmaktadir. Radyasyonun su ile etkilesiminde radyoliz olaylari meydana gelmektedir.
Radyoliz olaylar1 ¢ok kisa Omiirlii ancak ¢ok reaktif olan radikaller agiga c¢ikardigi
bilinmektedir. Bu nedenle serbest radikaller kararli yapilar olmadiklarindan
cevrelerindeki tiim kimyasal baglara saldirip kararli hale gegmeye calistiklar

aciklanmistir (Dizdaroglu 2012).
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Sekil 2.11. Suyun hidrolizi (Wang ve ark. 2019)

H,O + Iyonize radyasyon > H,O" + e
e + H,O 2 H,0~
H,0* > H*+ OH*

H,0-> H*+ OH-

Sekil 2.12. Suyun hidroliz asamalar1

Radyolizin ilk asamasinda radyasyon serbest su ile etkilesime girerek, bir serbest elektron
(e—) ve bir iyonize su molekiilii (H20") olusturdugu, bu serbest elektron yiiksek derecede
reaktif olup, diger iyonize olmamis su molekiilii ile etkileserek negatif yiikli ve yiiksek
derecede stabil olmayan H>O™ molekiilii olusturdugu Sekil 2.12°de gosterilmistir. Bu
reaksiyonlar sonunda olusan H2O" ve H2O™ kararli degildir ve her biri pargalanarak bir
iyon ve bir serbest radikal olusturdugu bildirilmistir (Hall ve Giaccia 2012, Toplan 2016,
Wang ve ark. 2019). H2O" molekiilii bir serbest H* ve OH' radikaline doniistiigii, diger
H20~ molekiilii ise derhal OH™ iyonu ve H* serbest radikaline ayrildigi agiklanmis olup bu

reaksiyonlar sonucunda H*, OH", H* ve OH™ olustugu agiklanmustir (Hall ve Giaccia 2012,
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Toplan 2016, Wang ve ark. 2019). Ayrica suda ¢oziinmiis halde bulunan oksijenin suyun
hidrolizi ile agiga ¢ikan bir elektron etkilesmesi sonucu (Wang ve ark. 2019) yikici etkisi
olan bir¢ok radikale (Hidrojen peroksit (H202), hidroperoksi radikalleri (HO2") ve
hidroperoksi iyonlar1 (HO2™ vb.) doniistiigii bildirilmistir (Cetin ve ark. 2011). Bu nedenle
ortamda ¢Oziinmiis oksijen varligi yasam siiresi ve stabilitesi daha fazla olan serbest
radikaller olusturacak sekilde etkiledigi agiklanmistir (Kirag ve Yiiksel 2001, Toplan
2016).

Sonugta radyasyonun dogrudan etkisi ve dolayl etkisi ile hiicredeki kritik hedefler; hiicre
zarindaki lipitler, proteinler, enzimler ve niikleik asitler (DNA ve RNA) zarar gormekte
olup ve fonksiyonlar yitirebilmektedir. Radyasyonun hiicre tizerindeki yikici etkilerinin
bazi maddeler ile birlikte kullanilmasi ile radyasyonun etkinligini degistirebilecegi
bilinmektedir. Bu kapsamda radyasyonun etkisini artirici yani duyarlastiricilar olarak
bilinen maddeler radyradyosensitiv maddeler, radyasyona kars1 koruyucu olarak
kullanilan maddeler radyoprotektorler basligi altinda agiklanacaktir (Kirag ve Yiiksel
2001)

2.7.2. Radyosensitivite (Radyasyona duyarhhk)

Farkli hiicre, doku veya organ tipleri karsilastirildiginda radyasyon hasari i¢in radyasyona
son derece duyarl iken digerine gore direngli olabilecegi bildirilmistir (Kirag ve Yiiksel
2001). Radyasyona duyarlilik, hiicredeki molekiiler oksijen seviyesi, hiicrelerin ¢ogalma

yetenegi ve farklilagmasi ile iligkili oldugu belirtilmistir (Kirag ve Yiiksel, 2001).

Hiicrelerdeki molekiiler oksijen diizeyinin yiiksek olmasi radyasyon etkinligini artiran
cok onemli bir etken oldugu yukarida anlatilmistir (Wang ve ark. 2019). Kanserli bir
dokudaki hiicrelerin ¢evre hiicreler tarafindan sikistirilmasi sonucu yeterli kan alamamasi
ile birlikte, bu kanserli doku merkezinde oksijen miktarlar1 diismekte oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle kanserli dokular radyoterapi ile muamele sonucunda bu
dokulardaki diisiik oksijen nedeniyle serbest radikal iiretimi yapilamayacagindan

radyoterapinin etkiside azalmakta oldugu acgiklanmistir (Toplan 2016).
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Ayrica radyasyonun hiicrede etkiledigi en dnemli molekiillerden biride DNA’dir. DNA
hiicrede kalittm materyali olarak gorev yapmakta ve hiicre boliinmesinden sorumlu
organeldir. DNA radyasyon ile hasara ugradiginda kromozomal tamir mekanizmalari,
hiicreler mitoz ya da mayoza girmeden 6nce kromozomal hasar1 tamir edemezlerse

replikasyon basarisiz olacaktir.

Sonugta hiicre 6liimii ya da genetik olarak eksik nesillerle sonu¢lanacaktir. Daha sik mitoz
siklusuna giren hiicrelerin radyasyona maruz kalmada en duyarli hiicreler oldugu (Kan
hiicreleri), tamir i¢in daha az zamanlari olacagi i¢in radyasyona duyarlilik artacagi ve
genetik mutasyonlar ve anormal hiicre fonksiyonlar1 tetiklenmesine sebep olacagi
aciklanmistir (Toplan 2016). Daha az siklikta mitotik aktivite gosteren hiicrelerin (Sinir,
lens, kas, iskelet) daha az radyosensitivite gosterdikleri agiklanmistir (Toplan 2016).
Ancak oositler ve periferik lenfositler boliinmedigi ve iyi farklilasmis oldugu halde
radyasyona son derece duyarli oldugu, bunun nedenin ise bilinmedigi bildirilmistir (Kirag
ve Yiiksel 2001, Toplan 2016).

Radyasyona kars1 en duyarli olan ge¢ G2 fazindaki ve mitoz evresindeki hiicreler oldugu,
sentez (S) fazi ise hiicre siklusunun radyasyona karsi en direncli faz olarak kabul edilmis
oldugu bildirilmistir (Hall 1988, Ozalpan 2001, NRC 2006). S fazindaki direng, DNA
kiriklarini hizli onarma kabiliyetinde olan sentez enzimlerinin varhigina ya da S fazindan
hemen Onceki hiicrelerde mutasyon sikligi ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (Hall
1988). Ayrica yapilan caligmalar hiicrede dogal olarak bulunan ve canliy1 radyasyona
kars1 koruyucu etkisi olan siilfidril (SH) gruplarinin degisik hiicre fazlarinda farkli
miktarlarda bulundugunu ortaya koyan g¢alismalar oldugu bildirilmistir (Carrano 1975,
Hall 1988).

Radyasyon 1sinlanmasi sirasinda ortamda bulunan bazi maddelerin varligi radyasyonun
etkisini arttirict etki gostermesine radyoduyarlilastirict veya radyosensitizerler olarak
adlandirilir (Hall 1988, Pak 2001). En iyi radyosensitizer olarak oksijen oldugu
bildirilmistir (Pak, 2001). Ideal bir radyosensitizerin en 6nemli 6zelliginin toksik
olmamas1 ve saglikli hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicrelerin radyasyona karsi
duyarliligin1 artirabilmesi oldugu ve 5-FU, mitomycin, cis-platin ve doxorubicin gibi
bircok ilacin giiniimiizde ideal seviyede olmasa bu 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir

(Pak 2001).
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2.7.3. Radyoprotektorler

Radyoprotektorler normal dokulara radyasyonunun verdigi zararli etkileri azaltmak igin
kullanilan maddelere denilmektedir (Tabak¢ioglu 2013). Radyasyonunun etkisi sonucu
serbest radikallerin agiga ¢iktig1 icin hiicreler radyasyona maruz birakilmadan veya maruz

birakildig1 sirada verilmesinin etkili oldugu vurgulanmistir (Varanda ve Tavares 1998).

Radyoprotektif etki mekanizmalari, serbest radikal {iriinlerinin etkisizlestirilmesi, hedef
molekiillere hidrojen atomu baglanmasi ile kararli bilesiklerin olusturulmasi, karisik
distilfid bilesiklerinin DNA molekiiline baglanmas1 ile birlikte gegici olarak
replikasyonun durdurulmasina ve hiicre boliinmesinin yavaslatilmasi, dokularda hipoksi
gelisiminin uyarilmasi seklinde meydana gelmekte oldugu agiklanmistir (Biaglow ve ark.
1983, Varanda ve Tavares 1998).

Radyoprotektif maddeler baslica thiol bilesikleri, diger siilfiir bilesikleri, anestezik ilaglar,
analjezikler ve trankilizanlar gibi farmakolojik ajanlar, WR-1065, WR-2721, vitamin C,
E ve glutatyon gibi bilesikler olmakla birlikte (Biaglow ve ark. 1983, Varanda ve Tavares
1998) birgok farkli radyoprotektif madde oldugu bilinmektedir.

2.8. Biyolojik Testler

Cagimizda teknolojinin gelismesine paralel olarak, giinlilk yasamimizda kullandigimiz
maddelerin ve malzemelerin sayisinda ve ¢esitliliginde biiyiik artiglar meydana gelmistir.
Bu ¢esitliligi olusturan ve hayatimizin her alaninda kullanmakta oldugumuz yiizbinlerce
farkli gesitte teknoloji iirlinli materyallerin gerek makro diizeyde insan ve ¢evre sagligi
bakimindan etkilerinin belirlenmesi gerekse mikro diizeyde hiicre ve hiicre alt1 yapilara
etkilerinin ortaya konulabilmesi i¢in maddelerin olas1 toksik etkileri, doz esik degerleri,
biouyumlulugu ve bu uyumluluk limitlerinin tespiti gibi verilerin ortaya g¢ikarilmasi

gerekmektedir.

Bu tez ¢calismasinda nano alfa sepiyolit liflerinin meydana getirebiliecegi sitotoksik etki
XTT, Muse Count Viability ve Trypan Blue canlilik testleri kullanilarak belirlenecektir.
Doz artigina bagl olarak ortaya ¢ikabilecek sitotoksik etkinin altinda yatan mekanizmay1

aydinlatmak i¢in komet testi ve ROS testi kullanilacaktir. Ayrica Muse Annexin-V Testi
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ve Ikili boyama yontemi (ikili Boyama, Akridin Orange-Etidyum Bromiir) kullanilarak

hiicre 6liim mekanizmasi belirlenecektir.
2.8.1. XTT canhlik testi

XTT yonteminde XTT kitinde bulunan sar1 tetrazolium tuzlar1 metabolik olarak aktif olan
hiicre mitokondrilerinde dehidrogenaz enzimi tarafindan parcalanarak yogun renkli
kirmizt formazan kristallerini olusturur. Mitokondride bulunan dehidrogenaz enzimi
hiicre oldiikten kisa bir siire sonra etkinligini yitirdigi i¢in kirmizi renkli formazan boyasi
sadece canli hiicrelerde olusmaktadir. Bu nedenle iiretilen kirmizi1 formazan boyasinin
miktari ile canli hiicre sayis1 dogru orantilidir. Olusan formazan kristallerinin yansittig1
floresan 6zellik sayesinde spektrofotometre kullanilarak absorbans degerleri olgiilerek
canlilik oranlar tespit edilebilecegi agiklanmistir (Weislow ve ark. 1989, Roehm ve ark.
1991)

2.8.2. Trypan blue canhlik testi

Negatif yiiklii olan trypan blue boyasi hiicre membrani zarar gérmemis canli hiicrelerin
igerisine giremezken, hiicre membran1 zarar gérmiis Olii hiicrelerin igerisine girerek
hiicreyi maviye boyadigi bildirilmistir (Anonim 2019d). Bu nedenle Sekil 2.13’de oldugu
gibi 151k mikroskobu altinda canli ve oOlii hiicreler tespit edilip 6lim oranlari
belirlenebilmektedir. Ayrica belli siireden daha uzun trypan boyasi i¢inde kalan canli
hiicrelerin de maviye boyandig: bildirilmistir (Anonim 2019d).
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Sekil 2.13. Trypan blue ile canli ve 6lii hiicrelerin boyanmast

2.8.3. Muse count viability testi

Muse Count Viability testinde tek bir reaktif igerisinde 6zel karisimli floresan boyalar
mevcut olup, bu boyalardan biri membran1 gegerek hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyarken,
ikinci boya ise sadece hiicre membram tehlikeye girmis, 6lmiis veya 6lmekte olan
hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyayabildigi bildirilmis olup Sekil 2.14’de Muse™ count
viability kit el kitap¢iginda bu sekiller gosterilmistir (Anonim 2019e). Muse™ cell
analyzer cihazinda hiicreler flow cell adi verilen bolimden gegerken lazer 15181 ile
uyarilarak hiicrelerden yansiyan 151k toplanarak canlilik ve 6liim oranlar1 belirlenebildigi

aciklanmistir (Anonim 2019e).

7/
SN, SN_

Canl hiicre Olmekte olan hiicre Olmiis hiicre

Sekil. 2.14. Muse Count Viability Testi ile canli ve 6lii ¢ekirdegin boyanmasi (Anonim
2019e)
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2.8.4. Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi)

Cesitli  fiziksel ve kimyasal maddelerin hiicre DNA’s1 iizerindeki DNA hasar
seviyelerinin 6l¢lilmesini saglayan énemli bir metot olup, oksidatif stres, agir metaller,
kimyasal ajanlar, ilaglar ve ultraviole gibi ¢esitli genotoksik ajanlarin DNA sarmallari
tizerinde olusturdugu tek zincir kiriklarini dogru, hassas, hizli, ucuz ve az bir 6rnek hacmi
kullanarak 6l¢en bir yontem olup, tim canli hiicreleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda
yaygin olarak kullanilmakta oldugu bildirilmistir (Dikilitas ve Kogyigit 2010,
Sekercioglu ve Sekercioglu 2011).

Komet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik ytikiine sahip
DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli uzakliga go¢ etmeleri esasina dayanmakta
oldugu agiklanmigtir (Pitarque ve ark. 1999, Cavas ve Konen 2008). Daha onceleri tek
hiicrenin DNA’sinin agaroz jel igerisinde elektroforetik alanda gd¢ etmesi olayina tek
hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis -SCGE) olarak isimlendirilirken,
deney sonucunda elde edilen goriintiilerin kuyruklu yildiz1 andirdig i¢in komet yontemi

olarak da adlandirilmistir (Singh ve ark. 1988).

Bu yonteme gore, hiicreler veya cekirdekgikler oncelikle agaroza yerlestirilmekte, daha
sonra lizis ve alkali elektroforez tamponunda yiiriitme ve notralizasyon islemlerinden
gecirilerek floresan boya ile boyanmaktadir. Floresan mikroskop ile incelenen
preparatlarda zarar gérmemis DNA’lar kuyruk olusturmazken, hasar gérmiis DNA
molekiillerindeki fragmentler farkli molekiiler agirliklarma ve farkli elektrik yiiklerine
sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek ¢ekirdekten disari
dogru go¢ etmekte ve kuyruklu yildiz goériinlimii olusturmakta oldugu aciklanmistir
(Ostling ve ark. 1984, Singh ve ark. 1988, Martin ve ark. 1995). Hasarlanan hiicre
DNA’lar1 hasarin derecesine gore Sekil 2.15' de goriildiigii gibi bes kategoride

degerlendirilmektedir.
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Sekil 2.15. Farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin goriintiilerinin komet yontemi

ile belirlenmesi, I- Hasarsiz DNA II-Cok az hasarlanmis DNA III-Az hasarlanmis DNA
IV-hasarlanmig DNA V- Tiimiiyle hasarlanmis DNA (Akca 2015)

2.8.5. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) testi

Hiicre i¢i ROS test kiti hidroksil, peroksil veya hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin
aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilan hiicre tabanli bir test oldugu bildirilmistir (Anonim
20191). Bu testte hiicreye giren fluorojenik prob 2’,7’-diklorodihidrofloresein diasetat
(DCFH-DA) kullanilmakta olugu aciklanmistir. Bu boya, DCFH-DA hiicre icine difiize
olur ve hiicresel esteraz tarafindan deasetillenerek floresan olmayan 2°,7°-
diklorodihidrofloreseine (DCFH) doniistiiriildiigii, bu yap1 ise ROS tarafindan oldukga
floresan Ozellikteki 2°,7’- diklorodihidrofloresein (DCF)’e hizli bir sekilde oksitlendigi
bildirilmistir (Anonim 2019f, Kumbicak 2013).

Sonucta morfolojik olarak goriintiilendiginde yesil floresan yayan bir goriinti
olusturdugu (Sekil 2.16), floresan yogunlugunun hiicre sitoplazmasi igindeki ROS
seviyesi ile orantili olup, hiicre ile etkilesime giren maddelerin olusturdugu oksidatif

stresin bu yontem ile belirlenebildigi bildirilmistir (Pogue ve ark. 2012, Anonim 2019f).
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(Florasan degil)

Sekil 2.16. ROS testinin mekanizmasi

2.8.6. Muse Annexin-V apoptoz testi

Apoptozis olarakta adlandirilan programli hiicre 6liim yolagini takip eden hiicrelerde bu
o6liim sekline 6zgii bir takim karakteristik degisiklikler gézlenmekte oldugu bilinmektedir.
Bu degisimler arasinda, normalde hiicre membraninin i¢ yiiziinde bulunan ve bir
membran fosfolipidi olan fosfatidilserinin membranin dis yiiziine transloke olmasi,
spesifik hiicresel proteinlerin degredasyonu veya kirilmasi, kromatin kondensasyonu ve
apoptozisin geg evresinde membran biitiinliigiinde bozulma oldugu agiklanmistir (Rudin
ve Thompson 1997, Ulukaya 2003, Ulukaya 2010). Fosfatidilserinin translokasyonu
hiicre membran biitiinliigiiniin  bozulmadig1 apoptotik hiicre Oliimiiniin  erken
donemlerinde meydana geldigi ve yiiksek afinitesi nedeniyle Annexin-V membran digina
transloke olmus fosfotidilserine ¢ok hizli bir sekilde baglandigi bildirilmistir (Martin ve
ark. 1995). D1s yiize transloke olan fosfotidilserinlere ile birlesen Anneksin-V, FITC gibi
floresan bir madde ile isaretlenirse goriiniir hale getirilebildigi ve bdylece apoptotik
hiicrelerin tespit edilmesine imkan sunmakta oldugu agiklanmistir (Gatti ve ark. 1998,
Overbeeke 1998, Tasarik ve ark. 1998, Ulukaya 2010). 7-Aminoaktinomisin-D (7-AAD)
aktinomisinden kokenlenmis DNA’da segici olarak GC bélgelerine baglanan floresans
ozellikli bir molekiil oldugu bildirilmistir (Liu ve ark. 1991). Hiicre zarinin gegirgenligi
erken apoptotik hiicrelerde ge¢ apoptotik hiicrelere gore daha diisiik oldugu icin, geg
apoptotik hiicrelerde DNA’ya baglanmis 7-AAD miktart daha yiiksek oldugu
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bildirilmistir (Zembruski ve ark. 2012). Geg apoptotik ve 6lii hiicrelerin yiizeylerinde de
Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci madde olarak 7-ADD eklenmektedir.
Annexin V-FITC (yesil floresan) ve 7-AAD (kirmizi floresan) ile ayn1 zamanda boyanan
hiicrelerde, normal hiicreler: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-) ile boyanmazken erken
apoptotik hiicreler; Anneksin V (+) ile boyanip ve 7- AAD (-) ile boyanmazlar, ancak geg
apoptotik hiicreler ve 6lii hiicrelerin Anneksin V (+) ve 7- AAD (+) ile her ikiside
boyanmaktadir. Bu durumda hiicre igerisindeki boya karisimlarini okuyan lazer bir cihaz
ile hiicrelerin erken apoptoza m1 yoksa ge¢ apoptoza mu siiriiklendigi tespit edilebildigi

bildirilmistir (Anonim 2019g).
2.8.7. Apoptozun morfolojik olarak ikili boyama yontemiyle goriintiilenmesi

Hoechst boyasi, DAPI (4,6-diamidine-2’-phenylindole), propidium iyodiir, akridin
orange, etidyum bromiir ve FITC (fluorescein isothiocyanate) gibi floresan boyalarin
kullanilmas: ile floresan mikroskop altinda apoptoz ve nekrozlu hiicreler tespit
edilebilmekte oldugu bildirilmistir (Giiles ve Eren 2008). Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir sekilde
boyayabilmektedirler. Hem canli hemde 6lii hiicreleri Hoechst, Akridin orange ve DAPI
ile, gec apoptotik /sekonder nekrotik veya primer nekrotik olan tiim 6li hiicreleri ise
propidium iyodiir ve etidyum bromiir ile boyanabildigini, boylelikle canli ve 6lii hiicre
ayirimina olanak taninmasina firsat sundugu bildirilmistir (Yilmaz 2005, Giiles ve Eren

2008, Dogan ve ark. 2013).

Ikili boya yénteminde Hoechst veya Akridin orange boyasi ile birlikte propidium iyodiir
veya etidyum bromiir ile boyama gerceklestirildiginde hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu
anlasilabilmektedir. Ancak 06lii hiicrelerin apoptozla veya nekroz ile 6liip 6lmediklerinin
ayrimi, hiicrenin boyandig1 renk ile nukleus morfolojisine bakilarak karar verilebildigi
bildirilmistir (Yilmaz 2005, Giiles ve Eren 2008). Ornegin canli hiicreler akridin orange
ile boyandiginda morfolojik olarak benzer yesil renkler, apoptozun erken doneminde
niikleuslarinda kromatin kondensasyonu ve niikleer fragmantasyonu gosteren parlak yesil
renkli noktalanmalar igerirken, gec¢ apoptotik donemdeki hiicreler de sari-turuncu renkte,
nekrotik hiicreler ise etidyum bromiir ile kirmizi renkte boyanabildigi bildirilmistir (Avct
ve ark. 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasinda farkli laboratuvarlarda gergeklestirilen is basamaklar1 (alfa
sepiyolitin temin edilmesi, alfa sepiyolitin mikron seviyesine diisiiriilmesi ve nano alfa
sepiyolit tiretimi, mikro ve nano alfa sepiyolitin karakterizasyon calismalari, nano alfa
sepiyolit liflerin hiicre igine girisi ve lokalizasyonu, nano alfa sepiyolitin in vitro
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi, nano alfa sepiyolitin olas1

radyobiyolojik etkilerinin belirlenmesi) ve yerleri asagidaki Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada gergeklestirilen is basamaklar1 ve yerleri

Slill;)a Deney Asamalan Gergeklestirilen Yerler
1 | Alfa sepiyolit temin edilmesi Akin Liiletas1, Eskisehir
Anadolu Universitesi — Malzeme Bilimi
Alfa sepiyolitin mikron seviyesine | ve Mithendisligi Bolimii,
2 | diisiiriilmesi ve nano alfa sepiyolit | Uludag Universitesi- Fen Edebiyat Fak.
iiretimi Biyoloji Boliimii- Hiicre Kiiltiirii ve
Genetik Toksikoloji Laboratuvari
Anadolu Universitesi — Malzeme Bilimi
ve Miihendisligi Bolimd,
Osmangazi Universitesi (ARUM),
Alfa sepiyolitin karakterizasyon Afyon Kocatepe Universitesi, Akredite
3 |iglemleri (XRD, XRF, SEM, TEM, |Dogaltas Analiz Laboratuvari
Zeta Potansiyeli) Kiitahya Dumlupinar Universitesi Ileri
Teknoloji Merkezi,
Bilecik Seyh Edebali Universitesi,
Merkez Aragtirma Laboratuvari
Nano alfa sepiyolit liflerin hiicre Osmangazi Universitesi-Merkez
4 |igine girisi ve lokalizasyonu (TEM | Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve
ve Konfokal Mikroskop Analizi) Arastirma Merkezi (ARUM)
Nana alfa sepiyolitin L Uludag Universitesi- Fen Edebiyat Fak.
5 rgdyasygnsuz/radyasy(_)nlu In vitro Biyoloji Boliimii- Hiicre Kiiltiirii ve
sitotoksik ve genotoksik etkisinin ! . .
belirlenmesi Genetik Toksikoloji Laboratuvari
. Uludag Universitesi-T1p Fakiiltesi-
6 | Radyasyon deneyleri Radyasyon Onkolojisi Boliimii
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3.1. Alfa Sepiyolitin Temin Edilmesi

Bu tez ¢alismasinda kullanilmak iizere gerekli olan liiletast Akin Liiletas: isletmesinden
temin edilmistir. Temin edilen liiletag1 Eskisehir ilindeki Tiirkmentokat ve Karatepe Koyt
bolgesinde faaliyet gosteren ocak isletmecilerine ait olup, bu bolgedeki yumrulu ve
tabakali sepiyolit olusumunun eski gol ortamlarinin nadir Orneklerinden oldugu
belirtilmistir (Ece ve Coban 1994). S6z konusu bu bolge sulak alan, koruma bdolgesi,
dogal/tarihi sit alani, askeri bolge, 6zel bolge, ormanlik alan, milli/tabiat parklari,
magaralar gibi bolgeler kapsaminda olmadigr icin O6rnek alimi ic¢in Ozel izin

gerekmemektedir.
3.2. Alfa Sepiyolitin Mikron Seviyesine Diisiiriillmesi ve Nano Alfa Sepiyolit Uretimi

Sepiyolit ilk ¢ikarildiginda etrafi gesitli killerle kapli olarak alinmistir. Daha sonra
1slatilarak etrafinda bulunan bu killerden arindirilmis ve daha sonra toz haline getirilmistir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Alfa sepiyolitin madenden ilk ¢ikarilmis, temizlenmis ve toz hali

Alfa sepiyolitin mikron seviyesine diisiiriilmesi islemine alfa sepiyolit tozlarinin tane
boyutunun diisiiriilmesi i¢in oncelikle Anadolu Universitesi Malzeme Bilimi ve
Miihendisligi Boliimii laboratuvarlarinda bulunan halkali degirmen kullanilarak 1 dk

boyunca 6giitiilerek boyutlar1 mikron seviyesine indirilmistir.
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Nano alfa sepiyolit iiretiminde; alfa sepiyolitin nano liflerine ayrilabilmesi i¢in genis
kapsamli literatiir taramas1 yapilmistir. Ancak beta sepiyolit (sanayi sepiyoliti) ile ilgili
cesitli calismalara rastlanilmasina ragmen alfa sepiyolitin nano liflerine ayrilmasini
gosteren herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismalarda beta sepiyolit (sanayi
sepiyoliti) bilyali degirmende kuru ve yas 6giitme, iyonik sivilar kullanilarak, solvotermal
yontem ile, asit ile muamele edinilmesi, mekanik dagitma, Tris-HCI asit ile muamele ve

kisa siireli sonikasyon islemlerinden gecirilmislerdir (Cizelge 3.2).

Ilk basamakta alfa sepiyolit mikron seviyesine diisiiriildiikten sonra ikinci basamakta,
nano alfa sepiyolit iiretimi i¢in farkli yontemler kullanilmistir. ikinci basamagin birinci
asamasinda halkali degirmende ogiitiilen tozlarin boyutlart mikron seviyesine
indirilmistir. Alfa sepiyolit tozlarinin boyutlarini kiicliltmek icin atritér adi verilen
cihazda 60 dk boyunca, alkol ve su ortaminda alfa sepiyolitin boyutunun mikron
seviyesinin altina diisiiriilmesi hedeflenmistir. Ikinci asamada, halkali degirmende
ogiitiilen sepiyolit tozlart ZrO2 bilyali degirmende 1 ve 2 saatlik kuru 6glitmeye tabi
tutulmustur. Uglincii asamada, 159/500 ml saf su ¢ozeltisi 4 dk blender (Braun marka
blender, 700 watt) yardimi ile mekanik dagitmaya tabi tutulmustur. Mekanik dagitma
yonteminde cesitli ¢oziiciiler (su, alkol, Tris-HCI) kullanilmistir. Tk énce 4 dk sadece
mekanik dagitma yontemi ¢oziicii su ve alkol kullanilarak uygulanmistir. Sonraki adimda
1 mg/ml sepiyolit mekanik dagitma (1dk blender) ile birlikte 1 dk 10mM Tris-HCI asitte,
1 mg/ml sepiyolit mekanik dagitma (2 dk blender) ile birlikte 15 dk 10mM Tris-HCl asitte
bekletilmistir. Dordiincili agamada mekanik dagitmaya yontemine sicaklik parametresi ve
manyetik karistirict eklenmistir. Daha sonra 4 saat manyetik karistiricida (100°, 1250
dk/devir) karigtirllmistir. Besinci asamada 4 dk blender, 4 saat manyetik karistirici (100°,
1250 dk/devir) sonucu elde edilen 15g/500 ml’lik ¢6zeltinin mikron ve mikron alti
filtrelerden siiziilme islemine baslanilmistir. 1 mikron ¢apinda polipropilen torba filtre,
siringa ucu filtreleri (0,2-0,45-0,8 um) ve 4-7 um ve <2 pm olmak iizere ve iki farkli kagit
filtrelerden filtrasyon islemi gerceklestirilmistir (Sekil 3.2). Altinci asamada, 4 dk
blender, 4 saat manyetik karistirict (100°, 1250 dk/devir) sonucu elde edilen 225 ml’lik
cozeltiye 25 ml’lik HCI (% 0,2) asit ¢ozeltisi eklenmistir. Tekrar 2,5 saat manyetik
karistirict (100°, 1250 devir/dk) karistirilmistir. Yedinci asamada ise 250 ml’lik beherde
100 ml distile su igerisinde 2048 mg ve 4096 mg halkali deg§irmende 6giitiilen sepiyolit

tozlar1 kullanilarak 1 saat sonikatdrde (Ultrasonik Homojenizator, Sonics VCX750, Amp.
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(Genlik) %40, 750 watt) sonikasyon islemi gergeklestirilmistir. Tim bu Ogiitme
islemlerinde siire caligmalar1 yapilarak elde edilecek en kiiglik tane boyutunun elde
edilmesi saglanmistir. Bu asamada optimum tane boyutu eldesi i¢in uygun 6giitme

parametreleri karakterizasyon sonuglari ile harmanlanarak belirlenmistir.

Sekil 3.2. Nano alfa sepiyolitin iiretim asamalar1 a) Halkali degirmen b) Braun marka
mekanik dagitici ¢) Atritor degirmen d) Bilyali degirmen ¢) Sonikator f) Cesitli filtrasyon
gerecleri g) Manyetik karistirici
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Cizelge 3.2. Nano alfa sepiyolitin {iretim asamalar1 tablosu

Mikron Seviyesine
Indirme islemleri

Nano Alfa Sepiyolit Liflerine Ayirma Islemleri

Halkah Degirmen
1 dk 6gilitme

Atritor Degirmen Z;)(Z'zig:gh Mekanik Dagitma
*60 dk 6giitme (su ve *1 ve g saat kuru *150/500 ml saf su ve alkol ¢6zeltisi igerisinde 4 dk blender
alkol) dgiitme *1 mg/ml sepiyolit 10mM Tris-HCI asitte 2 dk blender, 15 dk bekletme
X . ) Mekanik Dagitma+Manyetik Karistirici+HCI asit ¢ozeltisi
Mekanik Dagitma+Manyetik Karistirici *4 dk blender (15g/500 ml saf su ¢dzeltisi),
* L
. 4 dk blender (159/500 ml saof su gozeltisi) *4 saat manyetik karistiric1 (100°, 1250 dk/devir)
4 saat manyetik karigtirici (100°, 1250 dk/devir) *HCI (%0,2) asit ¢ozeltisi

Mekanik Dagitma+Manyetik Kanristiriei+ Cesitli Filtrasyon islemleri
*4 dk blender (159/500 ml saf su ¢ozeltisi),
*4 saat Manyetik karistiric1 (100°, 1250 dk/devir),
*15gr/500 mI’lik ¢6zeltinin mikron ve mikron alt1 filtrelerden siiziilme islemi (1 mikron ¢apinda polipropilen torba filtre,
siringa ucu filtreleri (0,2-0,45-0,8um) ve 4-7 um ve <2 pm olmak iizere iki farkli kagit filtreler)

Sonikasyon islemi
*100 ml distile su igerisinde 2048 mg ve 4096 mg alfa sepiyolit tozlarinin 1 saat sonikasyonu
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3.3 Alfa Sepiyolitin (Liiletasi1) ve Nano Alfa Sepiyolitin Karakterizasyon Calismalar:
3.3.1. X-1sinlan difraktometresi (XRD)

XRD’de X-isinlar1 kullanilarak hem alfa sepiyolitin hem de nano alfa sepiyolitin atomik
ve molekiiler yapisinin belirlenmesi amaglanmistir. Her bir kristalin  X-isinlarini
karakteristik bir diizen igerisinde kirdig1 ve bu kirinim profillerinin bir nevi parmak izi
gibi o kristali tanimladig1 g6z 6niinde bulundurularak, kendine 6zgii atomik dizilimi

hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisilmistir.
3.3.2. X-151n1 floresans spektrometresi (XRF)

X-Isimnlar1 floresans spektometre (XRF) cihazi ile yar1 kantitatif kimyasal kompozisyon
analizleri gerceklestirilmistir. Bu islemde alfa sepiyolitin igerisindeki bilesiklerin miktari

belirlenmistir.
3.3.3. Tane boyut él¢ciimii

Halkali, atritér ve bilyal1 degirmende 6giitme islemleri esnasinda tane boyut ol¢timleri
Anadolu Universitesi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi béliimii laboratuvarlarinda
bulunan Malvern marka Mastersizer 2000 model tane boyut Ol¢lim cihazi ile

gerceklestirilmistir.
3.3.4. Taramah elektron mikroskobu (SEM) goriintiileme

SEM cihazinda odaklanmuis bir elektron demeti ile numunelerin yiizeyi taranarak goriintii
elde edilir. Bu ¢alismada SEM cihaz1 (JEOL JSM 5600 marka SEM cihazi) kullanilarak

ogiitiilen numunelerin morfolojisi, sekli ve boyut analizi islemleri gergeklestirilmistir.
3.3.5. Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiileme

Gegirimli elektron mikroskobu (Transmission Electron Microscope, TEM) ¢ok ince bir
ornek icinden gecirilen yiiksek enerjili elektronlarin goriintillenmesi prensibine
dayanmaktadir. TEM cihaz1 (Hitachi HT7800 TEM marka gecirimli elektron
mikroskobu) ile numunemizin yiizey ve ince yapilarimin ayrintili olarak goriintiilenmesi,

yapi-fonksiyon iligkilerinin yorumlanmasi ve morfolojisi hakkinda bilgiler elde edinilmistir.
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3.3.6. Zeta potansiyeli 6l¢iimii

Zeta potansiyeli tanecikler arasindaki itme veya ¢ekme degerinin Olglistinii ifade
etmektedir. Partikiiller yilizey yiiklerine bagli olarak bir araya gelip agregat
olusturabilirler. Bu nedenle genellikle +15 mV’dan yiiksek ya da -15mV’dan kii¢iik
degere sahip partikiiller stabil olarak kabul edilmektedirler. Bundan dolay1 nanopartikiil
caligmalarinda kullanilacak bir ¢ozeltideki partikiillerin zeta potansiyelinin belirlenmesi
gerekli oldugu dustiniilmektedir. Bu ¢alismada, numunelerimizin zeta potansiyeli 25

°C’de Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Ins.) cihazi kullanilarak belirlenmistir.

3.4. Nano Alfa Sepiyolit Liflerinin Hiicre i¢ci Girisi ve Lokalizasyonu (TEM ve
Konfokal Mikroskop Analizi)

3.4.1. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiileme

A549 (ATCC® CRM-CCL-185™) insan akciger kanseri ve BEAS-2B (ATCC® CRL-
9609T™) T™) insan akciger saglikli hiicrelerine nano alfa sepiyolitin 1C2s degerleri ile
muamelesi sonucunda, hiicre igerisine girebildiginin goriintiilenmesi ve hiicre
icerisindeki yerlesim yerleri hakkinda detayli bilgi elde etmek i¢in TEM analizi
gerceklestirilmistir. Bu islem igin her iki hiicre hatt1 75 cm?’lik flasklara ekim yapilmustir.
Flasklardaki (10 milyon hiicre olacak sekilde hazirlanmali) besiyeri aspire edilerek, ii¢
kez PBS (pH:7,4) ile yikanmistir. Tripsin ile kaldirilan hiicreler tiiplere aktarilarak
santrifiij edilmistir. Tip igerisinde dipte ¢okmiis hiicrelerin {izerindeki besiyeri/tripsin
karisimi aspire edilerek tizerine %15°lik gluteraldehit (Deneyden 6nce 3 ml gluteraldehit
icerisine 20 ml’lik PBS eklenerek hazirlanan fiksatif, koyu renkli sisede muhafaza edilir)
soliisyonundan 5ml eklenmistir. Bir gece boyunca +4°C’de bekletilmistir. Bu islemler
bittikten sonra TEM i¢in biyolojik 6rnek hazirlama islemleri ardindan TEM cihazinda

(Hitachi HT7800) goriintiilenme islemi gergeklestirilmistir.

Ancak TEM cihazindaki analizlerde 6zellikle hiicreler tripsinle kaldirilmadan, yikanma,
gluteraldehitin verilmesi, bir gece bekletilmesi islemi sonucunda flask ylizeyine yapisan
hiicrelerin kaziyarak TEM goriintiilerinin ¢ekilmesi islemide yapilabilmektedir. Bu
yontemle yapilan deneylerde hiicrenin sekli degismedigi i¢in daha ayrintili goriintiiler

elde edilebilecektir.
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3.4.2. Lazer taramal konfokal mikroskop ile floresan goriintiileme

Alfa sepiyolit orneklerinin floresan 6zelligi konfokal mikroskop cihazi kullanilarak
(ZEISS LSM 800) belirlenmistir. Nano alfa sepiyolit 6rneklerinin floresan 6zelliginden
yararlanilarak hiicre igerisine girip girmedigi, girdi ise hangi bolgelerde lokalizasyon
sergiledigini gostermek i¢in konfokal mikroskop cihazi kullanilmistir (ZEISS LSM 800).
Bu cihaz ile alfa sepiyolit 6rneklerinin hangi dalga boylarinda hangi floresan 6zellik
gosterdigi tespit edilmistir. Bunun i¢in 60 mm’lik petrilere ekim yapilmis olup 24 saat
sonra BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarinin ICzs degerleri ile dozlanmaigtir. Dozlamadan 24
saat sonra besiyeri aspire edilerek ii¢ kez PBS ile yikanmistir. %10’luk formalin ile
petrilerin tizerini kaplayacak sekilde yayilarak 10 dk boyunca fikse edilmistir. Petri
lizerine yayilan hiicrelere DAPI boyas1 damlatilarak 5 dk boyanmis olup iizeri lamel ile
kapatilarak konfokal mikroskop cihazi kullanilarak (ZEISS LSM 800) goriintiilleme

islemi gerceklestirilmistir.
3.5. Kullanilacak Hiicre Hatlar1 ve Hiicre Kiiltiirii Sartlar

Nano alfa sepiyolitin tiim in vitro deneylerinde; A549 (ATCC® CRM-CCL-185™) insan
akciger kanser ve BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) insan saglikli bronsiyal epitel hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler 75 ¢cm?’lik havalandirmali kapakli flasklar icerisinde
37°C, %5 CO?’li, nemli ortama sahip panasonic markali inkiibatorde kiiltiire alimistir.
Hiicre hatlari igin besiyeri 500 ml RPMI-1640 (LONZA 12-702F) medyum igerisine; 60
ml fetal bovine serum (FBS, SIGMA — ALDRICH F9665), 6 ml penisilin — streptomisin
(THERMO SH40003.12), 6 ml sodyum piruvat (THERMO SH30239.01), 3 ml L-
glutamin (SIGMA — ALDRICH G7513) eklenerek hazirlanmistir. Deney setlerinin
hazirlanmasi sirasinda canli hiicre sayilari tyrpan blue ¢6zeltisi kullanilarak roche marka

cedex model hiicre sayim cihazi ile belirlenmistir.
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3.6. Kontrol ve Doz Gruplarinin Belirlenmesi

Ana stok ¢ozeltisi hazirlamak igin 4.096 g liiletag1 100 ml distile suda bir saat sonikasyon
yapilmustir. (4096 mg/100 ml’lik hazirlanan bir ¢6zeltinin liflerinden tamamen ayrilmasi
igin gerceklesen doygunluga ulastigi goriilmiistiir) Ana stok ¢ozeltisinden 6 farkli (160
ug/ml, 320 pg/ml, 640 pg/ml, 1280 pg/ml, 2560 pg/ml, 5120 pg/ml) ¢ozelti
hazirlanmistir. Her dozlama 6ncesi hazirlanan ¢ozeltiler 5 dk sonikasyon yapilmistir.
Tiim deneyler 25 cm?’lik flask ve 3 ml besiyerine gore planlanmistir. Bu calismada
solvent kontrol olarak distile su kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksitin
(H202) 200 uM ile dozu ile muamele edilmistir. Ayrica radyasyon dozlarimin in vitro
hiicreleri tizerindeki etkisi diisik olan 1Gy ve yiiksek olan 2Gy radyasyon dozu
kullanilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Deney dozlama planlar1 (BK: Biiyiime kontrol, SK: Solvent kontrol, PK:

Pozitif kontrol)

Kullanilan testler

Nano Alfa Sepiyolit

Nano Alfa Sepiyolit ve Radyasyonun

XTT Testi, Muse Count Viability
Testi, Trypan Blue Canlilik Testi

3ml besiyeri, BK, SK (375pl),
PK(H202,15ul),160, 320, 640, 1280, 2560,
5120 pg/ml

Birlikte Uygulanmasi
TEM Mikroskop goriintiileme 755:m.||k flask, Her hiicre hattinin kendi 1C>s i
degeri, 24 saat muamele
Konfakal Mikroskop goriintiileme 60mm !Ik .petrl, Her hiicre hattinin kendi i
IC2s5 degeri, 24 saat muamele
- * Sadece XTT Testi
25cm'lik flask, 96 kuyucuklu 25cm'lik flask, 96 kuyucuklu

3ml besiyeri
1Gy; 1Gy+ICe25; 1Gy+ICi25; 1gy+ICas;2Gy,
2Gy+I1Cg,25; 2Gy+1Ci25; 2Gy+ICys

Komet Testi

25cm'lik flask, 3ml besiyeri
BK, SK (375ul), PK(H202); IC¢ 25; IC125;
IC25, I1Cs0; IC75

25cm'lik flask, 3ml besiyeri
1Gy; 1Gy+ICe25; 1Gy+ICi25;, 1Gy+1Czs,2Gy,
2Gy+I1Cg 25; 2Gy+1Ci25; 2Gy+ICys

Hiicre i¢i ROS Testi (Morfolojik
Goriintiileme)

25cm'lik flask, 3ml besiyeri
BK, SK (375ul), PK(H20z2); ICs25; IC125;
IC2s, ICs0; 1C75

25cm'lik flask, 3ml besiyeri
1Gy; 1Gy+ICe25; 1Gy+IC125; 1gy+ICos;2Gy,
2Gy+1Ce25; 2Gy+ICi25; 2Gy+ICos

Annexin-V Apoptoz Testi ve
Florasan mikroskop morfolojik
goriintiileme

25cm'lik flask, 3ml besiyeri
BK, SK (375ul), PK(H20z2); ICs25; IC125;
IC2s, ICs0; 1C75

25cm'lik flask, 3ml besiyeri
1Gy; 1Gy+ICe25; 1Gy+IC125; 1gy+ICos;2Gy,
2Gy+1Cs 25; 2Gy+ICi25; 2Gy+ICas
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3.7. Deneylerde Kullanilan In Vitro Testler
3.7.1. XTT canhhlik testi

Calismada nano alfa sepiyolitin antiproliferatif etkisi XTT cell proliferation Kkiti
(Biological Industries, Bl) kullanilarak belirlenmistir. Ancak 96 kuyucuklu ve farkli
kuyucuklular iizerinde yapilan deneylerde malzemenin o6zelliginden kaynaklandigi
diisiiniilen derinlik yiizey alan1 degistiginde ¢ok farkli sonuclar elde edilmesi, 6zellikle
yiiksek dozlarda kiigiik kuyucuklular da temizlenme zorlugu gibi nedenlerden dolay1
farkl1 sonuglar elde edildiginden tiim deneylerde 25 cm?’lik flask kullamlmistir. Deney
setlerini olusturmak icin hiicreler 25 cm?’lik flasklara ekilmistir. Her bir flask 25x10*
hiicre olacak sekilde gergeklestirilen ekim isleminden sonra hiicreler 24 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda platelerdeki besiyeri uzaklagtirilmistir. Taze
besiyeri eklenmis platelerdeki hiicreler belirlenen 9 doz grubu (BK, SK (375ul), PK
(H202,15ul), 160, 320, 640, 1280, 2560, 5120 pg/ml) ile 24 saat siire boyunca maruz
birakilmistir. Siire sonunda hiicreler PBS ile yikanmustir. Flasklardaki hiicreler tripsin ile
kaldirilarak tiiplere alinmistir. Tiiplere alinan hiicreler iyice homojenize edilerek her bir
doz grubu i¢in 96 kuyucuklara 100’er mikrolitre tiiplerden aktarilmis olup ve kiiciik
aktivator ile aktive edilmis XTT ile muamele edilmistir. 2 saat inkiibasyon siiresi
sonrasinda Biotek marka ELx800 model mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda

absorbans degerleri belirlenmistir.

Her bir konsantrasyon igin (1- Amuamele grubu/Akontrol)x100 formiil kullanilarak %
hiicre inhibisyonu hesaplanmstir. Hesaplanan absorbans degerlerinden ¢izilen grafik
tizerinde secilen dogrusal ii¢ nokta kullamilarak olusturulacak dogrunun fonksiyon

denklemi kullanilarak 1Ce 25, IC125, 1C25, ICsg Ve IC7s degerleri belirlenmistir.
3.7.2. Trypan blue canhlilik testi

Trypan blue canlilik testinde deney setlerini olusturmak igin hiicreler 25 cm?’lik flasklara
ekilmistir. Her bir flask 25x10* hiicre olacak sekilde gerceklestirilen ekim isleminden
sonra hiicreler 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda flasklardaki
besiyeri uzaklastirilmigtir. Taze besiyeri eklenmis flasklarda hiicreler belirlenen 9 doz
grubu (BK, SK (375ul), PK (H202,15ul), 160, 320, 640, 1280, 2560, 5120 pg/ml) ile 24
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saat siire boyunca maruz birakilmigtir. Siire sonunda hiicreler PBS ile yikanmistir.
Flasklardaki hiicreler tripsin ile kaldirilarak tiiplere alinmistir. Cedex cihazinda hiicre
sayimi yapilabilmesi i¢in 50 pl hiicre ile 50 ul trypan blue boyasi (bmg/ml in Saline, 100
mL, Biological Industries, Bl) ayn1 ependorfa koyularak siispanse edilmistir. Bu
karisimin 10 pl’si A ve B olacak sekilde 4’erden toplam 8 bdlmeli olan cedex lamina
(Cedex® XS Analyzer) yayilmistir. Okutulma bilgisayarda cedex okutma programu ile
yapilmis olup, bu programda ¢ikan sonuca gore canli hiicre sayis1 kullanilarak hesaplama
yapilmustir, bu hesaplama 1000 pl' deki hiicre sayisini vermistir. Bulunan degerlerden
hiicre canlilig1 grafigi ¢izilmistir. Grafik {izerinde R? degeri en iyi olan dogrusal ii¢ nokta
belirlenerek, fonksiyon denklemi yardimiyla 1Ces 25, IC125, 1C25, 1Cs0 Ve IC7s5 degerleri

belirlenmistir.
3.7.3. Muse count viability testi

Muse count viability testinde deney setlerini olusturmak igin hiicreler 25 cm?’lik flasklara
ekilmistir. Her bir flask 25x10* hiicre olacak sekilde gerceklestirilen ekim isleminden
sonra hiicreler 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmigtir. Stire sonunda flasklardaki
besiyeri uzaklagtirilmigtir. Taze besiyeri eklenmis flasklardaki hiicreler belirlenen 9 doz
grubu (BK, SK (375ul), PK (H202,15ul), 160, 320, 640, 1280, 2560, 5120 pg/ml) ile 24
saat siire boyunca maruz birakilmigtir. Siire sonunda hiicreler PBS ile yikanmistir.
Flasklardaki hiicreler tripsin ile kaldirilarak tiiplere alinmustir. 1x10°-1x10° hiicre/ml
araligindaki hiicre slispansiyonundan 50pul alinarak 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiiplerine
aktarilarak tizerine 450ul Count & Viability Reagent kitinden (Luminex, Katalog no:
MCH100102) eklenmistir. Oda sicakliginda 5 dakika 151k gormeyen ortamda bekletilerek
Muse Cell Analyzer ile 6lii ve canli hiicre tespiti yapilmistir. Bulunan degerlerden hiicre
canlihg1 grafigi cizilmistir. Grafik iizerinde R? degeri en iyi olan dogrusal ii¢ nokta
belirlenerek, fonksiyon denklemi yardimiyla 1Cs 25, 1C125, 1C2s, ICs0 Ve IC75 degerleri

belirlenmistir.
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3.7.4. Komet testi

Hiicredeki DNA hasarin1 6lgmek igin komet testi kullanilmistir. Deney setlerini
olusturmak icin hiicreler 25x10* hiicre/flask olacak sekilde 25 cm? lik flasklara ekilmistir
ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda PBS ile yikanan ve taze besiyeri
eklenen flasklarda her bir hiicre hatti ayr1 ayri, nano alfa sepiyolitin XTT, Trypan Blue
ve Muse Count Viability Testleri sonucunda belirlenen ortalama IC degerleri (1Ce 25;
IC125: IC2s5; ICs0; IC75) ile 24 saat muamele edilmistir. Siire sonunda her bir flasktan
hazirlanacak hiicre siispansiyonlari diisiik erime sicaklikli agaroz (LMA) ile
karistirlmistir. Onceden agaroz ile kaplanmus lamlara yayilmis olup ve 4°C’de 3 dakika
bekletilerek LMA’nin polimerlesmesi saglanmistir. Agaroz katmanlar1 igerisindeki
hiicreler bir gece lizis soliisyonunda (2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10 mM Tris base, pH
10, 1% Triton X ve %10 DMSO) bekletilerek hiicrelerin lizis olmasi saglanmigtir. Siire
sonunda lamlar karanlik ortamda, 4°C’ de alkali elektroforez tamponu (1 mM EDTA, 300
mM NaOH, pH>13) i¢inde 30 dakika bekletildikten sonra, 25V, 300 mA’de elektroforez
islemine tabi tutulmustur. Elektroforez sonrasinda lamlar 5 dakika siire ile nétralizasyon
tamponunda bekletilmistir (0.5 M Tris—HCI, pH 7.5). Kurutulan lamlar %70 lik etanol ile
fikse edilmistir. Fikse edilen lamlar etidyum bromiir (20 pg/ml) ile boyanmis olup ve
floresans mikroskop (Nikon eclipse i80 marka) ile her bir grup i¢in 100’er adet komet
gorilintlisliniin - fotografi ¢ekilmistir. Bu fotograflar, mikrosistem komet yazilimi
kullanilarak Olive Tail Moment (OTM), Tail DNA (Kuyruk DNA%) ve Tail length

(Kuyruk uzunlugu (um)) parametreleri degerlendirilmistir.
3.7.5. Hiicre ici ros testi

Bu ¢alismada nano-o—sepiyolitin ros olusumuna etkisi oksidatif stres {izerinden hiicre
oliimiine sebep olup olmadigi Cell Biolabs OxiSelect™ hiicre igi ROS test kiti (Cell
Biolabs, San Diego, CA, U.S.A) kullanilarak belirlenmistir. Ozellikle bu ¢alismada
kullanilan nano alfa sepiyolit yesil floresan 6zellik gosterdigi konfokal mikroskop ile
bulunmustur. Bununla birlikte kullanilan DCF boyasimnin hiicre igerisinde serbest radikal
ile karsilasinca yesil floresan 6zellik gosterdigi bilinmektedir. Bu iki floresan 6zellikteki
yap1 hiicre igerisindeki ROS tespitini florometrik cihazlarda yanlis dl¢iilmesine neden
oldugu ve test prosediiriiniin siralamasi ile yapilmasina imkan vermedigi gézlenmistir.

Bu nedenle hiicre igerisindeki ROS miktar1 morfolojik olarak Ol¢iilmiistiir. Deney
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setlerini olusturmak igin hiicreler 25 cm?’lik flasklara ekilmistir. Her bir flask 25x10*
hiicre olacak sekilde gergeklestirilen ekim isleminden sonra hiicreler 24 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda hiicreler nano alfa sepiyolitin sitotoksisite testleri
ile belirlen ortalama IC degerleri (ICg 25, 1C125 1C25, ICs0 ve 1C75) ile dozlanmustir. Siire
sonunda flasklardaki besiyeri madde karisimi uzaklastirilmis olup, 3 kez PBS ile
yikanmistir. Her bir flaska {izerini 6rtecek miktarda hazirlanan DCFH-DA ¢ozeltisinden
(0,0024qgr 2',7'-dichlorofluorescin oncelikle 10 ml sadece RPMI’da seyreltilir, seyreltilen
¢ozeltiden Iml alinarak tekrar 9 ml’lik sadece RPMI’da seyreltilir) eklenmistir.
Flasklardaki hiicrelere eklenen DCFH-DA ¢ozeltisi ile 2 saat siiresince inkubasyona
birakilarak DCFH-DA’nin hiicre igerisine girmesi saglanmistir. Daha sonra PBS ile
yikanarak, %10’luk formalin ile flasklarin iizerini kaplayacak sekilde yayilarak 10 dakika
boyunca fikse edilmistir. Ardindan PBS ile yikanarak invert floresans mikroskobunda
(EVOS FL Hiicre Goériintiileme Sistemi, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi) morfolojik
goriintiileme islemi yapilmistir. Belirli alandaki hiicreler arasinda ROS 6zelligi sergileyen

ve sergilemeyen hiicreler sayilarak ROS’lu hiicre ylizdesi hesaplanmistir.
3.7.6. Annexin-V testi ile apoptozun belirlenmesi

Olas1 hiicre 6liim mekanizmasinin apoptotik yolak ile olup olmadiginin belirlenebilmesi
icin Muse Annexin V & Dead Cell Kiti (Millipore, Almanya) kullanarak arastirilmistir.
Bu kit temelde, hiicrelerdeki Annexin-V ve 7-AAD miktarlarimin analizine
dayanmaktadir. Deney setlerini olusturmak icin hiicreler 25x10* hiicre/flask olacak
sekilde 25 cm?’ lik flasklara ekilmistir ve 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Siire sonunda
her bir hiicre hatt1 ayr1 ayr1, nano alfa sepiyolitin sitotoksisite testleri ile belirlen ortalama
IC degerleri (ICs,25, IC12,5 1C25, 1Cs0 Ve IC7s) ile dozlanmuistir. Siire sonunda 3 kez PBS ile
flasklar yikanmistir. Flasklardaki hiicreler tripsin ile kaldirilarak tiiplere alinmis olup 500
hiicre/ul olacak sekilde ayarlanarak 100 pl Annexin V & Dead Cell Assay kiti, 100 ul
hiicre siispansiyonu karigtirtlmistir. Oda sicakliginda 30 dakika 151k gérmeyen ortamda
bekletilerek Muse Cell Muse® Cell Analyzer (Millipore, Almanya) kullanilarak yasayan

hiicre, erken apoptotik hiicre, ge¢ apoptotik hiicre ve 6lii hiicre yiizdeleri hesaplanmastir.
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3.7.7. Apoptozun morfolojik olarak goriintiilenmesi (ikili boyama)

Annexin-V testi ile belirlenen verileri, ikili boyama metodu sonucunda morfolojik
goriintiilerden elde edilen veriler ile kiyaslamak amaciyla kullanilmistir. Hiicreler 25x10*
hiicre/flask olacak sekilde 25 cm?’ lik flasklara ekilmistir ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda her bir hiicre hatt1 ayr1 ayri, sitotoksisite testleri ile belirlen
ortalama nano alfa sepiyolitin IC degerleri (ICe25 IC125 ICo5 1Cso ve ICys) ile
dozlanmistir. Siire sonunda 25 cm?’ lik flasklardaki hiicreler PBS ile ii¢ kez yikanmistir.
Ardindan %10°luk formalin ile flasklarin tizerini kaplayacak sekilde yayilarak 10 dakika
boyunca fikse edilmistir. Ardindan tekrar flasklarin yiizeyini kaplayacak sekilde akridin
turuncusu (100 pg/ml) ve etidyum bromiir (100 ug/ml) ile 20 dakika boyanarak invert
floresans mikroskobunda (EVOS FL Hiicre Gériintiileme Sistemi, Uludag Universitesi

Tip Fakiiltesi) morfolojik goriintiileme iglemi yapilmustir.
3.7.8. Radyasyon deneyleri

Nano alfa sepiyolit ve radyasyon ile birlikte muamele edilmis saglikli ve kanserli insan
akciger hiicrelerinin tiimiinde olas1 radyobiyolojik etkileri, XTT, Komet, ROS ve apoptoz
testleri ile karsilastirmali olarak arastirilmistir. Nano alfa sepiyolitin radyasyonla birlikte
olas1 radyobiyolojik etkilerini belirlemek i¢in, flasklarin igerisindeki hiicrelerin 1sinlama
islemi, 6-MV X-igmlar1 kullanilarak, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoterapi
Merkezinde gerceklestirilmistir. 25 cm?’lik flasklarmnin filtreli kapaklari iyice kapatilip
ag1z kisimlar1 kontaminasyonun Onlenmesi amaciyla sikica parafilm ile sarilmistir.
Flasklar steril tasima kabi igerisinde 1ginlamaya gotiiriilmistiir. Radyasyon uygulama
dozlart (1Gy — 2Gy) lineer hizlandiric1 (Siemens artiste) kullanilarak dakikada 3 cGy
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Verilen toplam doz, flasklarin uygulama
pozisyonundaki duruslarmin bilgisayarli tomografik goriintiilerine dayanarak,
radyoterapi planlama sistemi (CMS-XiO) ile hesaplanmistir. Radyasyon maruziyetinden
2 saat once hiicreler nano alfa sepiyolitin sitotoksisite testleri ile belirlenen IC degerleri
(ICe,25: IC125; IC25) ile muamele edilerek, 2 saat sonra 1Gy ve 2Gy radyasyon dozlar ile
muamele edilmistir. Nano alfa sepiyolit ile birlikte iki radyasyon dozunun olusturuldugu
kombinasyon dozlar1 1Gy; 1Gy+ICe2s; 1Gy+ICiz5; 1Gy+ICos; 2Gy, 2Gy+ICe s,
2Gy+IC125; 2Gy+ICos olarak belirlenmistir. Nano alfa sepiyolit uzaklagtirilmadan, 1Gy

ve 2Gy olmak iizere iki farkli radyasyon dozuna maruz birakilmis olan hiicreler
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radyasyon maruziyeti sonrasinda 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Bu
islemlerden sonra sitotoksisite testleri olarak XTT testi, genotoksisite testleri olarak
komet, oksidatif stres testi olan hiicre i¢i ROS, apoptoz testlerinden Annexin-V testi ve
ikili boyama yoOntemi Onceki asamalarda acgiklandigi sekilde 1Gy; 1Gy+ICe s,
1Gy+IC15, 1Gy+ICos; 2Gy, 2Gy+ICep2s; 2Gy+ICi2s; 2Gy+ICos  dozlart ile
gerceklestirilmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Testlerinin istatistiksel analizleri SPSS 22 paket programiyla gerg¢eklestirilmistir. XTT,
Trypan Blue ve Muse Count Viability testlerinden elde edilen IC degerleri normal
dagilima uymadigi ve toplam veri sayisinin 30 altinda olmasi nedeniyle, IC degerlerinin
kendi aralarindaki karsilastirmalar parametrik olmayan Friedman testine gore
belirlenmistir. Ancak farkli IC degerleri ortalamalar1 arasindaki karsilastirmalar
parametrik olmayan Wilcoxon testi kullanilarak belirlenmistir. ROS, Komet ve Apoptoz
testlerinin sonuglar1 ise normal dagilima uymadiklart i¢in gruplar arasindaki karsilastirmalar
Wilcoxon testi kullanilarak belirlenmistir. Bu karsilastirmalarda anlamlilik diizeyinin
belirlenmesinde hem *p<0,05 hem de **p<0,01 degerleri gbz 6niinde bulundurulmustur.

Grafiklerin olusturulmasinda ise Microsoft Excel programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Alfa Sepiyolitin XRD Analiz Bulgulari

Calismada kullanilan alfa sepiyolit XRD analizine gore yiiksek pik gosteren % 90 saflikta
sepiyolit oldugu gorilmiistiir. Diger kisminda ise % 4,89 oraninda dolomit, % 4,99
oraninda SiO; icerdigi goriilmiistiir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Ozellikle alfa sepiyolit

analizine gore igerikleri bakimindan ¢ok yiiksek kalitede oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. XRD ile alfa sepiyolitin i¢erik analizi

Sepiyolit % 90,12 Mg4SieO15(0OH)2.6H.0
Dolomit % 4,89 Ca0.Mg0.2C0O:
Kuvars % 4, 99 SiO2

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

I 2198-LULE TASI.brml

oo 1 90.12 % Mg4 Si6 015 (O H )2 -6 H2 O Sepiolite
| 4.89% CaO - -MgO -2C 02 Dolomite

| 4.99 % SiO2 Quartz, syn

Counts

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54080

Sekil 4.1. XRD ile alfa sepiyolitin igerik analizi
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Ayrica alfa sepiyolit sonike edilip nano liflerine ayrildiktan sonraki XRD degisimleri
incelenmis olup, alfa sepiyolit ve nano alfa sepiyolit arasinda dnemli bir farklilik olmadig:

Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Nano a-sepiyolit
a-sepiyolit (liletasi)

Intensity (a.u.)

LN I DL EL R L RN LA RN L L LN R R
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 565 60 65 70
20 (Degree)

Sekil 4.2. Nano alfa sepiyolit ve alfa sepiyolitin XRD analizi

4.2. Alfa Sepiyolitin XRF Analiz Bulgular:

Alfa sepiyolit maddesinin kimyasal analizi XRF calismasi ile saptanmistir. Buradaki
amagc alfa sepiyolitin icerisinde yer alan kimyasal bilesimlerin neler oldugunu ortaya
koymaktir. Bu ¢alismada SiO2 % 51,8, Fe20O3 % 0.0994, CaO % 0.793, MgO % 25,9,
Na20 % 0.394, K20 % 0.0356, Al203 % 0.475, NiO % 0.248, SiOz % 0.102 oraninda
bilesiklerden olustugu ve % 20,2’si ise kizdirma kaybindan tespit edilemeyen maddeler
oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.2, EK 2). Cizelge 4.2°de gortildigii gibi SiO2 % 51,8 ve
MgO % 25,9 oldugu goriilmektedir. Ozellikle kaliteli sepiyolitte bu iki degerin yiiksek

olmasi beklenmektedir.
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Cizelge 4.2. Alfa sepiyolitin XRF ile kimyasal analizi

SiO2 % 51,8
Fe20s % 0,0994
CaO % 0,746
MgO % 25,9
NazO % 0,394
K20 % 0,0356
Al203 % 0,475
NiO % 0,248
SiOs % 0,102
A.Z. (LOI* % 20,2

*A.Z. (LOI): Kizdirma kayb1)

4.3. Alfa Sepiyolitin Mikron Seviyeye Diisiiriilmesi ve Tanecik Boyutunun Olgiilmesi

Sepiyolit tozlarinin tane boyutunun mikron seviyesine diisiirtilmesi i¢in oncelikle halkali
degirmende alfa sepiyolit 1 dk boyunca 6giitiildiigiinde d(0,1) degeri 1,49 um, d(0,5)
degeri 5,02 um, d(0,9) degeri 18,25 um elde edilmistir. Halkali degirmende 6giitiilen
tozlar 60 dk atritor degirmende o6giitiildiigiinde d(0,1) degeri 0,78 pum, d(0,5) degeri 3,32
um, d(0,9) degeri 7,74 um, ZrO; bilyeli degirmende 1 saat 6giitiildiigiinde (0,1) degeri
0,78 um, d(0,5) degeri 1,95 um, d(0,9) degeri 9,76 um, 2 saat 6giitiildigiinde (0,1) degeri
0,68 um, d(0,5) degeri 1,55 pm, d(0,9) degeri 8,11 um oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Cesitli 6giitme islemleri ve tanecik boyut dl¢timii

d0,1) d(©05)  d(©,9)

Halkal1 degirmende 1dk 6giitme 1,49 um 5,02 um 18,25 pm

Atritor degirmende 1 saat 6glitme 0,96 pm 3,32 pum 7,74 pm

ZrO2 bilyali degirmende 1saat
ogiitiilme

ZrO2 bilyali degirmende 2saat

biitiilme 0,68 um 1,55 pum 8,11 pm

0,78 um 1,95 um 9,76 pm
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4.4. Nano Alfa Sepiyolit Uretimi ile Tlgili SEM Bulgulan

Ham sepiyolit halkali degirmende 1 dk o6giitiildiikten sonra, sepiyolit par¢aciklarinin
mikron boyutunda biiytik kiitleler seklinde (Sekil 4.3a-b), kuru olarak bilyali degirmende
(Sekil 4.3c) ve sivi olarak atritor degirmende (Sekil 4.3¢) 6giitiildiigiinde ise kiiglik ve iri
tas seklinde mikro yapilar oldugu SEM goriintiilerinde gériilmektedir. Uc &giitme

sonucunda nanoyapili sepiyolit fiberlerin olugsmadig1 gdzlenmistir.

Halkali degirmende ogiitiilen alfa sepiyolit 4 dk blender ile mekanik dagitma, ¢oziicii
olarak su kullanildiginda liflerin goriildiigli, ama bu liflerin saman yigini seklinde
birbirlerine sikica bagli olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.3d). Coziicii etil alkol kullanilip,
4 dk blender ile mekanik dagitmaya tabi tutuldugunda sepiyolit fiberlerinin biraz agildig1
gbzlenmis olmasi ile birlikte tam serbest lifler olusmadigi goriilmistiir (Sekil 4.3e). 1
mg/ml alfa-sepiyolit 1 dk blender ile mekanik dagitmaya ve 10mM Tris-HCI asitte 1 dk
bekletildiginde, ayni sekilde 2 dk blender ile mekanik dagitma ile birlikte 15 dakika
10mM Tris-HCI asitte bekletildiginde sepiyolit liflerinin serbestlesmedigi gorilmiistiir
(Sekil 4.3f-g).

159/500ml saf su ¢ozeltisi, 4 dk blender yardimi ile mekanik dagitmaya tabi tutulup, 4
saat manyetik karistirictda (100°, 1250 dk/devir) karistirilarak, mekanik dagitmaya
sicakligin eklenmesi ile sepiyolit liflerinin gevsemeye basladigi goriillmekle birlikte, tam
olarak liflerin serbestlesmedigi goriilmistiir (Sekil 4.4a, 1000X biiyiitme, Sekil 4.4b.
50000X biiyiitme).

4 dk blender, 4 saat manyetik karistirict (100°, 1250 dk/devir) sonucu elde edilen
15g/500ml’lik ¢ozeltinin mikron ve mikron alt1 filtrelerden siiziilme islemi sonucunda
siringa ucu Ve polipropilen torba filtreden gegerken filtreleri tikadig1 gézlenmis olup,
filtrelerden gecen siiziintiiniin ise serbest lifler olmadig goriilmiistiir (Sekil 4.4c-d-e ve
Sekil 4.4f-g). 25 ml’lik HCI (% 0,2) asit ¢ozeltisi ile elde edilen SEM goriintiisiinde
goriildigli gibi HCI asitin sepiyolitin yapisim1 bozdugu, bu yapilarin kare yapilarina
benzedigi gorilmiistiir (Sekil 4.4h). Buraya kadarki tim 6glitme asamalarinda sepiyoliti

olusturan liflerin birbirinden ayrilmadig1 Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de goriilmistiir.
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Alfa sepiyolit halkali degirmende dgiitiildiglinde Sekil 4.5’ de goriildiigii gibi yaprakeik
benzeri yapilarin siki bir sekilde kenetlenerek baglanmasi sonucunda mikron
bliyiikliigiinde tas gibi yapilardan olustugu goriilmiistiir (Sekil 4.5a). Bu yapilar mekanik
dagitici olarak sonikasyon kullanildiginda bu yapilarin biraz agildigi goriilmiistiir (Sekil
4.5b). Sekil 4.5¢’de alfa sepiyolit fiberlerinin bir araya gelerek yogun bir sekilde ot
yiginlarinin olusturdugu karisik bir saman kiimesini animsattigi goriilmiistiir. Son
asamada ise halkali degirmende ogiitillen alfa sepiyolitin tozlar1 kullanilarak 1 saat
sonikatorde sonikasyon islemi sonucunda sepiyoliti olusturan tiim liflerin birbirinden

ayrilarak serbestlestigi SEM cihazinda goriilmiistiir (Sekil 4.5e-f-g-h).

Ayrica halkali degirmende 6giitiilen alfa sepiyolitin tozlar1 kullanilarak 1 saat sonikatdrde
sonikasyon islemi sonucunda sepiyoliti olusturan tiim liflerin birbirinden ayrilarak
serbestlestigi TEM cihazinda Sekil 4.6’da gosterilmistir. Hem SEM hem de TEM
cihazinda nano alfa sepiyolit liflerinin birbirinden ayrildig1 ve goriinen liflerin yapisinda

herhangi bir yap1 bozulmasina rastlanilmadigi anlasilmistir.
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Sekil 4.3. Nano alfa sepiyolitin iiretimi ile ilgili SEM goriintiileri a-b) Halkali degirmende 6giitme c¢) Bilyali degirmende 6glitme ¢) Atritor
degirmende 6glitme d) 4 dk blender ile mekanik dagitma, ¢oziicii su e) 4 dk blender ile mekanik dagitma, ¢oziicii alkol f) 10mM Tris-HCl
asitte bekletme ve 1dk blender g) 10mM Tris-HCI asitte 2 dk blender, 15 dk bekletme
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Sekil 4.4. Nano alfa sepiyolitin iiretimi ile ilgili SEM goriintiileri a) 4 dk blender, 4 saat manyetik karistirici (100°, 1250 dk/devir),1000X, b)
4 dk blender, 4 saat manyetik karistiric1 (100°, 1250 dk/devir), 5000X c¢) <2 mikron ¢apindaki kagit filtreden filtrasyon islemi d) 0,8 mikron
capindaki siringa filtreden filtrasyon islemi e) 1 mikron ¢apinda polipropilen torba filtre islemi,5000X f) 1 mikron ¢apinda polipropilen torba
filtre, 100000X g) HCI asit ile muamele islemi
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Sekil 4.5. Nano alfa sepiyolitin iiretimi ile ilgili SEM goriintiileri a-b-c-¢) Ham sepiyolitin SEM goriintiisti (Halkal1 degirmen ile 6gilitme) d-
e-f-g-h) 1 saat sonikasyon sonucunda liflerin birbirinden ayrilmasini gésteren SEM goriintiileri

75



Sekil 4.6. Nano alfa sepiyolitin TEM goriintiileri

4.5. Nano Alfa Sepiyolit Liflerinin Boyut Analizi Bulgular:

Nano alfa sepiyolit lif boyutlarini belirlemek igin lif uzunluklari ve ¢aplart SEM ve TEM
cihaz1 kullanilarak goriintii analizi yapilmistir (Sekil 4.7). SEM cihaz1 ile yapilan
analizlerde lif uzunluklar1 569,6+278 nm, ¢aplar1 ise 72+27,3 nm olarak bulunmustur.
TEM cihazi ile yapilan analizlerde ise lif uzunluklar1 425,9+170,5 nm, ¢aplar1 ise 35+11,8
nm olarak bulunmustur (Cizelge 4.4).

Ayrica lif uzunluklar1 ve ¢aplarini 10 kategoride siniflandirdigimizda SEM ve TEM ile
belirlenmis lif uzunluklarinin dagilimi Sekil 4.8°de, lif caplar1 dagilimi Sekil 4.9°da,
gosterilmistir. SEM cihazi ile analiz edilen nanofiberlerin ¢cap dagilimlari incelendiginde
% 85’inin 100 nm’nin altinda oldugu, TEM cihaz ile analiz edilen nanofiberlerin ¢ap

dagilimlari incelendiginde ise %100’iin, 100 nm altinda oldugu goriilmistiir (Sekil 4.9).
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R 2540 y

1&‘"", 9nggnm

626nm

613nm

Sekil 4.7. Lif boyut analizi a) SEM cihazi b) TEM cihaz1

Cizelge 4 4. SEM ve TEM cihazi ile lif boyut analizi (nm)

Degerlendirilen ,. . . Ortalama+Standart
. Minimum Maksimum
Toplam lif Sapma

113 145,00 1480,00 569,6+278

SEM Lif
Uzunluk
SEM Lif
Cap

TEM Lif
Uzunluk
TEM Lif

Cap

97 32,00 172,00 72+27,3

97 120,00 844,00 425,9+£170,5

97 16,00 78,00 35+¢11,8

Liflerin uzunluklari (nm)

25 -
20 A —
15 -
10 -

1ol W W n

100-199 200-299 300-399 400-499 500-599 600-699 700-799 800-899 900-999 1000 ve
tizeri

Lif uzunluklan yiizdesi (%)

OSEM ETEM

Sekil 4.8. SEM ve TEM cihazi ile belirlenmis lif uzunluklarinin yiizdelik dagilimi (%)
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Liflerin caplari (nm)
35 -
30 -
25 4
20 -
15 -
10 4

1m0 OH B HHH HIHH,HH, -

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 100ve
tizeri

Lif caplarinin yiizdesi (%)

OSEM OTEM

Sekil 4.9. SEM ve TEM cihaz ile belirlenmis lif ¢aplarinin ytlizdelik dagilimi (%)

4.6. Mikro ve Nano Alfa Sepiyolitin Zeta Potansiyelinin Olciilmesi

Nano alfa sepiyolit nanopartikiil siispansiyonunun zeta potansiyeli degeri -15,4 mV
oldugu, ham sepiyolitin zeta potansiyel degeri -18,4 mV oldugu belirlenmistir. Her iki
maddenin de dagilma ozellikleri +15 mV ve -15mV arasinda bulunmadigi i¢in dagilma

Ozelliklerinin iyi kategoride oldugu sonucuna varilmistir.

4.7. Nano a-Sepiyolit Liflerin Hiicre icine Girisi ve Lokalizasyonu Hakkinda
Bulgular

Nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre i¢ine girip girmediklerini ve hiicre igerisindeki
lokalizasyonu hakkinda veri elde etmek i¢cin TEM mikroskobu ve Lazer Taramali

Konfokal Mikroskop kullanilmistir.
4.7.1. Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiileme bulgular:

Nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre i¢ine girip girmediklerini belirlemek i¢cin BEAS-2B
hiicre hattina 1C25:1748 pg/ml, A549 hiicre hatti i¢in 1C25: 970 pg/ml oraninda nano alfa
sepiyolit ¢ozeltisi uygulanmis ve elektron mikroskobunda goriintiileri fotograflanmistir.
Sekil 4.10°da BEAS-2B hiicre hattinda cekilen elektron mikroskobu goriintiileri, Sekil
4.11°de ise A549 hiicre hattinda ¢ekilen elektron goriintiileri gosterilmistir.
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Goriintiiler incelendiginde Sekil 4.10°da goriildiigii gibi a ve b siklarinda BEAS-2B hiicre
hatlarinin kontrol grubu goriintiileri verilmistir. S6z konusu bu goriintiilerde bir¢ok
vezikiiliin bos oldugu goriilmiistiir. Ancak alfa sepiyolit lifleri ile dozlanmus ¢, ¢, d ve e
siklarinda ise bu vezikiil icerisinde toplanmis alfa sepiyolit liflerinin goriintiileri

goriilmiistiir.

Sekil 4.11°de goriildiigi gibi a sikkinda A549 hiicre hattinin kontrol grubu goriintiileri
verilmistir. S6z konusu bu goriintiide bir¢ok vezikiiliin bos oldugu goriilmiistiir. Ancak
nano alfa sepiyolit lifleri ile dozlanmis b, c, ¢, d, e, f ve g siklarinda ise bu vezikiil
igerisinde toplanmig nano alfa sepiyolit liflerinin goriintiileri goriilmistiir. Nano alfa
sepiyolit liflerinin hiicre icerisine aliniminin Sekil 4.10°de yesil okla gosterdigi gibi
liflerin direk hiicre igerisine alindig1 ve Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de sar1 oklarin gosterdigi
yapidaki gibi igeriye dogru yapmis oldugu invajinasyonlar ile vezikiil olusturarak, kirmizi
oklarin gosterdigi yapida ise partikiillerin yalanci ayaklar olusturarak fagositoz yoluyla
alindig1 goriilmiistiir. Sonugta nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre igerisine alinim seklinin

vezikiil olusturarak endositoz yoluyla oldugu goriilmiistiir.

Ayrica nano fiberlerin igerisinde biriktigi vezikiillerin sitoplazmada sayica arttig1 (Sekil
4.11Db), bu vezikiillerin ¢ekirdegin membranina baski yaptigi (Sekil 4.10c ve Sekil 4.11b

ve C) gorilmistiir.
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Sekil 4.10. Nano alfa sepiyolit liflerinin BEAS-2B hiicrelerine alinimi, a ve b) Kontrol, c, ¢, d ve e) Hiicre icerisine alinmig vezikiil
igerisindeki nanoliflerin goriintiisii, ¢) Cekirdege baski yapan ici nanolifler ile dolu vezikiiller d ve e) Kirimizi ok nanoliflerin yalanci ayaklar
ile fagositoz yoluyla alindigin1 gosteren sekil, sar1 oklar igeri invajinasyon yaparak nanoliflerin vezikiil olusturarak alinmasi, Yesil ok

nanoliflerin zardan dogrudan gegisi gostermektedir
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Sekil 4.11. Nano alfa sepiyolit liflerinin A549 hiicrelerine alinimi, a) Kontrol, b, ¢, ¢, d, e, f ve g) Hiicre igerisine alinmis vezikiil igerisindeki
nanoliflerin goriintiisii, b ve ¢) Cekirdege bask1 yapan i¢i nanolifler ile dolu vezikiiller g) Kirimiz1 ok nanoliflerin yalanci ayaklar ile fagositoz
yoluyla alindigin1 gosteren sekil
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4.7.2. Lazer taramah konfokal mikroskop ile floresan goriintiileme bulgular:

Nano alfa sepiyolit liflerinin floresan 6zelligi lazer taramali konfokal mikroskop ile tespit
edilmistir. Sepiyolit liflerinin en iyi floresan 6zellik verdigi 506-538 nm araligindaki yesil

renk oldugu bulunmustur.

Ayrica nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre i¢i lokalizasyonu hakkinda veri elde etmek icin
liflerin yesil floresan 6zelligi kullanilarak hiicre icerisindeki konumlart Sekil 4.12°de
gosterilmistir. BEAS-2B hiicre hattina 1C25:1748 pg/ml, A549 hiicre hatt1 i¢in ICzs: 970
ug/ml oraninda nano alfa sepiyolit ¢ozeltisi uygulanmis ve lazer taramali konfokal

mikroskop goriintiileri fotograflanmstir.

Her iki hiicre hattinin ¢ekirdekleri DAPI boyasi ile boyanarak mikroskop altinda mavi
floresan ozellik gostermis, ayni hiicrelerin igerisine girmis olan nano alfa sepiyolit
liflerinin yesil renkli floresan 6zelligi géstermis olup, bu iki mavi ve yesil floresan renkler
birlestirilip fotograflar1 ¢ekilmistir. Sekil 4.12°de mavi boyanan g¢ekirdegin etrafinda
sitoplazma icerisinde nano lifler yesil renkli olarak goriilmiistiir. Yesil floresan 6zellik
sergileyen nano alfa sepiyolit liflerinin sitoplazmanm tiim bdliimlerine yayildigt
goriilmektedir. Sekil 4.13’de ¢ekirdek igerisine giren nano alfa sepiyolit lifli hiicreler

beyaz ok ile gosterilmistir.
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DAPI YESIL MERGE

BEAS-2B

A549

Sekil 4.12. Nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre i¢i lokalizasyonun lazer taramali konfokal mikroskop ile tespit edilmesi
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BEAS-2B A549

Sekil 4.13. Nano alfa sepiyolit liflerinin BEAS-2B ve A549 hiicrelerindeki hiicre i¢i lokalizasyonu (beyaz oklar ¢ekirdek igerisine giren lifleri
gostermektedir)
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4.8. Nano Alfa Sepiyolit Liflerinin Hayatta Kals (% Canhilik) Oramna Etkisi

Calismada kullanilan nano alfa sepiyolit liflerinin inhibitér konsantrasyonlari (IC;
inhibitory concentration) belirlenmesi amaciyla, BEAS-2B ve A549 hiicre hatlar1 160
pg/ml, 320 pg/ml, 640 pg/ml, 1280 pg/ml, 2560 pg/ml, 5120 pg/ml,
konsantrasyonlarinda nano alfa sepiyolit lifleri ile 24 saat siiresince muamele edilerek
XTT, Trypan Blue ve Muse Count Viability Testleri uygulanmis olup, elde edilen 1Ceg 25,
IC125, 1C25, ICso Ve I1C7s degerleri ve her bir testin IC degerinin ortalamasi alinmis olup

Cizelge 4.5’de gosterilmistir.

Ayrica BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin XTT, Muse Count Viability ve Trypan Blue
canlilik testlerinin IC degerlerinin kendi aralarindaki anlamlilik diizeyinin Friedman
testine gore belirlenmistir. Ancak XTT, Muse ve Trypan Blue canlilik testlerinin BEAS-
2B ve A549 hiicrelerindeki 1Cs 25, IC125, IC2s, 1Cs0 Ve I1C7s ortalama degerleri anlamlilik

diizeyi Wilcoxon testine ile karsilastirilmistr.

Nano alfa sepiyolit uygulanmasiyla BEAS-2B hiicrelerinde elde edilen bulgular XTT
testine gore 1Ce 25, IC125, 1C25, ICso Ve IC7s degerleri sirasiyla 561,4+£166,4; 1007+204,5;
17904224,76; 3356,4+357; 4922,6+532 pg/ml bulunmustur. Muse Count Viability
testine gore 1Ce 25, 1C125, 1C25, ICs0 Ve IC7s degerleri sirastyla 340,5£127; 792+111;
1695+78,6; 3356,4+357; 5307,5+£50,5 png/ml bulunmustur. Trypan blue testine gore ise
ICe,25, 1C125, 1C25, 1Cs0 Ve 1C7s degerleri sirasiyla 409,2+90; 771,1+84,4; 1569,5+100;
3304£283,7; 553941272 pg/ml bulunmustur.

BEAS-2B hiicrelerine nano alfa sepiyolit uygulanmasi sonucu farkl testler ile elde edilen
IC degerleri Sekil 4.14°de gosterilmistir. Bu testlerin her bir IC degerleri friedman testi
ile karsilastirilmis olup, aralarindaki farkliligin istatiksel olarak anlamli olmadigi
bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 4.14. Nano alfa sepiyolit ile muamele edilen BEAS-2B hiicrelerinde farkli testler
ile elde edilen IC degerleri, IC degerlerinin kendi aralarindaki anlamlilik diizeyinin friedman
testine gore belirlenmesi (* p<0,05, ** p<0,01)

Nano alfa sepiyolit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde elde edilen bulgular XTT
testine gore 1Cs25, 1C125, 1Cz5, ICs0 Ve 1C7s degerleri sirasiyla 260+143; 497+183,5;
846+65,6; 2470+197; 4196610 pg/ml bulunmustur. Muse Count Viability testine gore
ICe,25, 1C125, 1C25, 1Cs0 Ve 1C7s degerleri sirasiyla 195,2+0; 539,9+219,6; 1440,5+360;
3241,8+641; 5465,8+324,4 ng/ml bulunmustur. Trypan blue testine gore ise 1Ce 25, IC125,
IC2s, 1Cs0 Ve 1C75 degerleri sirastyla 3884+90; 319,5+0; 1070+£374; 2454+172; 4676410

pg/ml bulunmustur.

A549 hiicrelerine nano alfa sepiyolit uygulanmasi sonucu farkli testler ile elde edilen IC
degerleri Sekil 4.15°de gosterilmistir. Bu testlerin her bir IC degerleri kendi aralarinda
Friedman testi ile karsilastirilmis olup, aralarindaki farkliligin istatiksel olarak anlaml

olmadig1 bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 4.15. Nano alfa sepiyolit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde farkli testler ile elde
edilen IC degerleri, IC degerlerinin kendi aralarindaki anlamlilik diizeyinin friedman testine
gore belirlenmesi (* p<0,05, ** p<0,01)

Hem BEAS-2B hemde A549 hiicrelerinde biiytime kontrol ile solvent kontrol arasindaki
canlilik degerleri Wilcoxon testine gore kiyaslanmis olup, ikisi arasindaki iligkinin
istatiksel olarak anlamli olmadigr bulunmustur (p>0,05). Bu nedenle sonraki
deneylerimizde solvent kontrol kullanilmamistir. Ancak pozitif kontrol olarak kullanilan
hidrojen peroksitin canlilik diizeyleri ile biiylime kontrol arasindaki iliski Wilcoxon

testine gore istatiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

Nano alfa sepiyolitin uygulanmasiyla BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarindan elde edilen
XTT, Muse Count Viability ve Trypan Blue canlilik degerlerinin ortalama IC Degerleri
bulunmustur. Bu XTT, Muse Count Viability ve Trypan Blue testlerinin 1Cs 25, 1C125,
IC25, ICs0 ve IC7s ortalama degerleri BEAS-2B hiicrelerinde sirasiyla 517,5+171;
950+£206; 1748+213; 3357+£312; 50774512 pg/ml bulunmus, A549 hiicre hattinda ise
sirastyla 2724+218; 484+183; 970+£277; 2544+331; 4420+664 png/ml bulunmustur.
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Nano alfa sepiyolit ile muamele edilen BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde yukaridaki testler

ile elde edilen ortalama IC degerleri Sekil 4.16’da gosterilmis olup bu testlerden elde

edilen her bir IC degerlerinin ortalama degerleri kendi aralarinda Wilcoxon testi ile

karsilastirilmig olup, aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p<0,05).

BEAS-2B hiicrelerinden elde edilen ortalama IC degerlerinin A549 hiicre hattina gore

kiyasla daha yiiksek oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.16. Nano alfa sepiyolit ile muamele edilen BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde ii¢
test ile elde edilen ortalama IC degerleri, BEAS-2B ve A549 hiicrelerindeki ortalama IC
degerlerinin birbirleri arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi
(*p<0,05, **p<0,01)
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Cizelge 4.5. Nano alfa sepiyolit lifleri ile muamele edilen BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde canlilik testleriyle elde edilen IC degerleri ve

standart sapmalari

Inhibitor BEAS-2B A549 BEAS Ab549
konsantrasyon YTT Muse Count | Trypan «TT | MuseCount | Trypan [ XTT, Muse Count Viability ve
(IC) degerleri Viability Blue Viability Blue | Trypan Blue Ort. IC Degerleri

1Cs.25 561,4+166,4 | 340,5+127 409,2+90 260+143 195,240 388+90 517,5+171 2724218
IC125 100742045 | 7924111 | 77114844 | 497+183.5 | 539.94219.6 | 319.5:0 | 9504206 434+183
1IC2s 1790+£224,76 | 1695£78,6 |1569,5£100| 846+65,6 1440,5+£360 | 1070+374 | 1748+213 970+277
1Cso 3356,4+357 3467,6+£59 |3304+283,7| 2470+197 | 3241,8+641 | 2454+172 | 3357+312 25444331
IC7s5 4922,6+£532 | 5307,5+£50,5 | 5539+1272 | 4196610 | 5465,8+324,4 | 4676410 | 5077+512 4420+664
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4.9. Nano Alfa Sepiyolitin ROS Oranina Etkisi

Nano alfa sepiyolitin 1Ce 25 (517,5+171 pg/ml), IC125 (950+206 ug/ml), 1Cos5 (1748+213
ug/ml), 1Csp (33574312 pg/ml) ve IC75 (5077+512 pg/ml) dozlari ile BEAS-2B hiicreleri
24 saat muamele edilmesi sonucu ROS testi ile elde edilen morfolojik goriintiiler Sekil
4.17’de verilmistir. Nano alfa sepiyolitin 1Cs 25 (2724218 pg/ml), IC125 (484+183 pug/ml),
IC25 (970+£277 ng/ml), 1Cs0 (2544+331 pg/ml) ve I1C7s (4420+664 pg/ml) dozlari ile A549
hiicreleri 24 saat muamele edilmesi sonucu ROS testi ile elde edilen morfolojik goriintiiler
Sekil 4.18’de verilmistir.

Her iki hiicre hattindan elde edilen goriintiilerden belirlenen ROS degerlerinin yiizdesi
(%) Cizelge 4.6°da verilmistir. Ayrica BEAS-2B ve A549 hiicrelerindeki kontrol grubu
ile 1Ce25, IC125, IC25, ICs0 Ve IC7s degerleri arasindaki anlamlilik diizeyi wilcoxon testi ile

karsilastirilmagtir.

Cizelge 4.6. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile
muamelesi sonucu elde edilen yiizdelik (%) ROS degerleri ve standart sapmalari

. Dozlar

Hiicre

hatlar1 BK ICs25 | ICi25 IC2s I1Cso IC7s PK
BEQ/‘E’)'ZB 5125425 | 17449 | 1544.2 | 284157 | 3243.56 | 34,349 | 67,7419
A549

(%) 15,548,5 | 20+8,6 | 24499 | 54,313 | 83,8+11,3 | 70£15 | 79,4+15

BEAS-2B hiicrelerinde ortalama yiizdelik ROS, kontrol grubunda 5,125+2,5 ve pozitif
kontrol grubunda 67,7£19 olarak belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa
sepiyolitin 1Cs 25, 1C125, I1C25, 1Cs0 Ve IC7s dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde
edilen ortalama yiizdelik (%) ROS degerleri sirasiyla 17+4,9; 15+4,2; 28+15,7; 32+3,56;
34,3+9 bulunmus olup Cizelge 4.6°da ve Sekil 4.19°da gosterilmistir. Biiyliime kontroliin
yiizdelik (%) ortalama ROS degerleri ile IC doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden
oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.17. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamele edilmesi sonucu ROS testi ile elde edilen
morfolojik gortintiileri
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Sekil 4.18. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamele edilmesi sonucu ROS testi ile elde edilen
morfolojik goriintiileri
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Sekil 4.19. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen yiizdelik ROS degerleri, biiyiime kontrol ile IC degerlerinin anlamlilik
diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

A549 hiicrelerinde ise ortalama yiizdelik (%) ROS, kontrol grubunda 15,548,5 ve pozitif
kontrol grubunda 79,4+15 olarak belirlenmistir. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin
I1Cs,25, IC125, IC25, ICs0 Ve I1C75 dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
ylizdelik (%) ROS degerleri sirasiyla 20+8,6; 24+9.9; 54,3+13; 83,8+11,3; 70+£15
bulunmus olup Cizelge 4.6’da ve Sekil 4.20°de gosterilmistir. Biiylime kontroliin
yiizdelik (%) ortalama ROS degerleri ile 1Cs 25 ve 1C125 dozlarinin neden oldugu artis
istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05), 1Czs, 1Cso ve 1C7s degerleri ile
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).
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Sekil 4.20. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu
elde edilen yiizdelik ROS degerleri, biiylime kontrol ile IC degerlerinin anlamlilik
diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

4.10. Nano Alfa Sepiyolitin Komet Deneyi Sonuclar:

In vitro komet testinde elde edilen bulgular igerisinden kuyruk uzunlugu (um), kuyruk %
DNA (K.% DNA) ve olive kuyruk momenti (OTM; Olive Tail Moment) parametreleri
degerlendirilmistir. Nano alfa sepiyolitin 1Cs25 (517,5£171 pg/ml), 1C125 (950+£206
ng/ml), 1Czs (17484213 pg/ml), 1Cso (33574312 pg/ml), IC75 (5077+512 pg/ml) ve PK
dozlar1 ile BEAS-2B hiicreleri 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk
uzunlugu (um), kuyruk % DNA miktari ve Olive kuyruk momenti ortalamalari ve standart
hatalar1 (S.H) Cizelge 4.7’de verilmistir. Nano alfa sepiyolitin 1Ce25 (2724218 pg/ml),
IC125 (4844183 pg/ml), 1C25 (9704277 pg/ml), 1Cso (25444331 pg/ml), IC75 (4420664
ng/ml) ve PK dozlan ile A549 hiicreleri 24 saat muamele edilmesi sonucu kuyruk
uzunlugu (um), kuyruk % DNA miktari ve Olive kuyruk momenti ortalamalar1 ve standart
hatalar1 (S.H) Cizelge 4.7’de verilmistir. Ayrica BEAS-2B ve A549 hiicrelerindeki
kontrol grubu ile 1Cs 25, 1C125, 1C25, 1Cs0 Ve IC7s degerleri arasindaki anlamlilik diizeyi

wilcoxon testi ile karsilagtirilmigtir.
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Cizelge 4.7. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu (um),
kuyruk % DNA miktar1 ve olive kuyruk momenti ortalamalar1 ve standart hata (S.H) degerleri

Hiicre hatti BEAS-2B A549
Dozlar Kuyruk uzunlugu | Kuyruk %DNA | Olive Kuyr_uk Kuyruk uzunlugu | Kuyruk %DNA | Olive Kuyr_uk
(nm)£S.H miktari+=S.H Momenti (um)£S.H miktari=S.H Momenti
BK 15,2+0,9 12,9+0,9 2,7+0,2 20,3+0,6 21+1,3 6,5+0,54
1Cs,25 26,1£1,9 23,8+1,7 7,24+0,8 12,7+0,4 12+0,5 2,440,11
IC125 29,1422 22.3+1,6 7,5+0,9 28,442 20+1,4 7.240.,8
I1C2s 34,4422 26,5+1,6 8,9+0,8 33,7422 29,4+1,8 9,4+0,9
ICso 38,45+3,5 36+2.9 14,4+1.9 41,5£1,6 40425 13,3409
IC7s 4343,1 35,4424 14,8+1,5 4042 57,643 18+1,2
PK 41+£2,6 45,5+2,3 13,9+1,2 55,5434 49,642,5 22,7+1,8
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4.10.1. Nano alfa sepiyolitin kuyruk uzunlugu bulgulari

BEAS-2B hiicrelerinde kuyruk uzunlugu, kontrol grubunda 15,2+0,9 um ve pozitif
kontrol grubunda 41+2,6 um olarak belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa
sepiyolitin 1Cs 25, 1C125, I1C25, 1Cs0 Ve IC75 dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde
edilen kuyruk wuzunlugu degerleri sirastyla 26,1+1,9; 29,1+2,2; 34,4+2.2;
38,4543,5;43+£3,1 um bulunmus olup Cizelge 4.7°de ve Sekil 4.21°de gosterilmistir.
Biiylime kontroliin kuyruk uzunlugu degeri ile IC doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.21. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri, biiytime kontrol ile IC degerlerinin
anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)
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Ab549 hiicrelerinde kuyruk uzunlugu, kontrol grubunda 20,3+0,6 um ve pozitif kontrol
grubunda 55,5+3,4 um olarak belirlenmistir. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin
ICéq,25, IC125, IC25, ICs0 Ve IC75 dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk
uzunlugu degerleri sirasiyla 12,7+0,4; 28,442; 33,7+£2,2; 41,5£1,6; 40+£2 pm bulunmus
olup, Cizelge 4.7°de ve Sekil 4.22°de gosterilmistir. Biiyiime kontroliin ortalama komet
kuyruk uzunlugu degeri ile 1Cs25 dozundaki azalig istatistiki olarak anlamli (p<0,01),
diger IC doz degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak

anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.22. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu
elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri, biiytime kontrol ile IC degerlerinin anlamlilik
diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)
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4.10.2. Nano alfa sepiyolitin kuyruk % DNA bulgulari

BEAS-2B hiicrelerinde kuyruk % DNA miktari, kontrol grubunda 12,9+0,9 ve pozitif
kontrol grubunda 45,5+2,3 olarak belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa
sepiyolitin 1Cs 25, 1C125, I1C25, 1Cs0 Ve IC75 dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde
edilen kuyruk % DNA miktar1 degerleri sirasiyla 23,8+1,7; 22,3+1,6; 26,5+1,6; 36+2,9;
35,4+£2,4 bulunmus olup, Cizelge 4.7’de ve Sekil 4.23’de gosterilmistir. Biiylime
kontroliin kuyruk % DNA miktar1 degeri ile IC doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.23. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen kuyruk % DNA miktar1 degerleri, biiyiime kontrol ile IC degerlerinin
anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

Ab549 hiicrelerinde kuyruk % DNA miktari, kontrol grubunda 21+1,3 ve pozitif kontrol
grubunda 49,6+2,5 olarak belirlenmistir. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin 1Cg 2s,
IC125, IC25, ICs0 Ve IC75 dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama komet
kuyruk % DNA miktar1 degerleri sirasiyla 12+0,5; 22+1,4; 29,4+1,8; 40+2,5; 57,6+3
bulunmus olup Cizelge 4.7°de ve Sekil 4.24°de gosterilmistir.
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Biiyiime kontroliin kuyruk % DNA miktar1 degeri ile 1Ce25 dozundaki azalig anlaml
(p<0,01), I1C125 dozu arasindaki iliski anlamli olmadigi bulunmustur (p>0,05). Diger IC

doz degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli

bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.24. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu
elde edilen kuyruk % DNA miktar1 degerleri, biiylime kontrol ile IC degerlerinin
anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

4.10.3. Nano alfa sepiyolitin olive kuyruk momenti bulgulari

BEAS-2B hiicrelerinde olive kuyruk momenti, kontrol grubunda 2,7+0,2 ve pozitif
kontrol grubunda 13,9+1,2 olarak bulunmustur. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa
sepiyolitin 1Cs 25, 1C125, I1C25, 1Cs0 Ve IC7s dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde
edilen olive kuyruk momenti degerleri sirasiyla 7,2+0,8; 7,5+0,9; 8,9+0,8; 14,4+1,9;
14,8+1,5 bulunmus olup Cizelge 4.7°de ve Sekil 4.25’de gosterilmistir.

Biiylime kontroliin olive kuyruk momenti degeri ile IC doz degerleri kiyaslandiginda

dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.25. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen olive kuyruk momenti degerleri, bityiime kontrol ile IC degerlerinin
anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

A549 hiicrelerinde komet olive kuyruk momenti, kontrol grubunda 6,5+0,54 ve pozitif
kontrol grubunda 22,7+1,8 olarak bulunmustur. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin
I1Cs6.25, IC125, IC25, ICs0 Ve I1C75 dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen olive
kuyruk momenti degerleri sirasiyla 2,4+0,11; 7,2+0,8; 9,4+0,9; 13,3+0,9; 18+1,2
bulunmus olup Cizelge 4.7°de ve Sekil 4.26’da gosterilmistir.

Biiytime kontroliin olive kuyruk momenti degeri ile 1Cs 25 doz degerleri arasindaki azalis
anlamli iken (p<0,01), IC125 ve 1C25 dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli
bulunmamustir (p<0,05), ICso ve 1C7s dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlaml
bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.26. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu
elde edilen olive kuyruk momenti degerleri, biiyiime kontrol ile IC degerlerinin anlamlilik
diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

4.11. Nano Alfa Sepiyolitin Annexin-V Testi Apoptoz Bulgulari

Nano alfa sepiyolitin 1Ce 25 (517,5£171 ug/ml), 1C125 (950206 pg/ml), 1Cos (1748+213
ng/ml), 1Cso (33574312 ug/ml), 1C7s (50774512 pg/ml) ve PK dozlar ile BEAS-2B
hiicreleri, nano alfa sepiyolitin 1Ce25 (2724218 pg/ml), 1C125 (484+183 pg/ml), 1Cos
(970+277 pg/ml), 1Cs0 (2544+331 pg/ml), 1C7s (4420+664 pg/ml) ve PK dozlart ile A549
hiicreleri 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik,
ge¢ apoptotik, toplam apoptotik ve 6lii hiicre sayilarinin yiizdelik oranlar1 Cizelge 4.8’de
verilmistir. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde Annexin-V parametreleri, biiytime kontrol
ile 1Ce 25, IC1255, IC25, 1Cs0 Ve 1C75 doz degerlerinin karsilastirilarak anlamlilik diizeyinin
belirlenmesi wilcoxon testi analizi ile gergeklestirilmistir. Ayrica Sekil 4.27°de BEAS-
2B hiicrelerinde, Sekil 4.28’de AS549 hiicrelerinde, nano alfa sepiyolitin 24 saatteki
apoptotik etkilerinin Annexin-V yontemi ile belirlenmesi sonucu elde edilen 6rnek

grafikler gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu Annexin-V testi ile elde edilen
yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik, toplam apoptotik ve 6lii hiicre sayilarinin yiizdelik oranlar1 ve standart sapma (S.S) degerleri

Hiicre BEAS-2B Ab49
hatt1
Erken Geg Toplam - Erken Geg Toplam -

Dozlar ..Canh Apoptotik | Apoptotik | Apoptotik . Ol ..Canh Apoptotik | Apoptotik | Apoptotik . Oli

hiicre+S.8 Hilci)cfe:bS.S HiFi)cfe:I:S.S HiFi)cfe:I:S.S Hiicre+S.S | hiicre£8.5 HiFi)cfe:I:S.S HiFi)cfe:I:S.S HiFi)cfe:I:S.S Hiicre+S.8
BK 87,6+£3,8 4,6+2.9 5,6+2,7 10,2+4 2,1+1,9 85,4+3,2 11,8+5,7 2,6£1.9 14£3.,9 0,53+1,1
1Cé,25 84+7 5,65+1,4 92454 14,946 1,3+1,3 | 82,7£6,2 | 11,557 442 5 15,545,6 1,8+1,8
ICi25 | 78,6493 | 10,7449 | 9,8+4.4 20,649,1 | 0,84+0,4 | 78+6,9 15+6,6 4,642.9 19,646,6 2,142.1
IC2s 80,3+9,7 7,24+5,4 9,3+4,6 16,5+9,5 1,8+1,8 78.,2+6,8 13,6+7,8 5,94+2.2 18,7+6,7 2,9+2.3
I1Cso 73+4,6 10,1+£2,8 14,8+4,2 25+6,1 2,4+1,6 74,3+8,4 11,14£5,1 7,943,5 19+5,1 6,1+4.8
IC7s 59,94+3,6 21+8,9 19,8+5,04 38,1+6 2+2.6 68,1+8,5 14,8+7,2 13,24+6,6 26,7+6,4 6+4,3
PK 37,5+3.,4 11,5+0,5 50,8£3,6 62,3+£3.,4 0,25+0,03 | 62,4+8,1 18,6+7,6 27+6.9 36,9+7,8 1,2+1,74
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BEAS-2B Annexin- V

BK SK 1C6,25 1C12,5
N APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.30 % 2.85 % 0.07 % 213 % 025 % 6.60 % 0.38 % 6.38 %
3. ® 34 3 3 ®
z z = z
- ) - -
o 2 o 2 o 24 @
= = < =
> = = =
L L @ L
5.55 % 4.64 % 8.00 % 7.59 %
| ] Early Apop. olH Early Apop. Early Apop. ol ] Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 a 0 1 2 3 a
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
N APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
{Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
10.51 % 6.25 % 19.90 % 1.68 % 2477 % 46.34 %
3 ® 34 ¢
= z z z
= = = =
m o o [an}
= =4 = =
> = = =
L L @ L 4
6.48 % 11.11 % 13.31 % 11.95 %
Early Apop. 0 ; Early Apop. o Early Apop. i Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 a 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptetic Live ANNEXIN V Apoptatic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
1C25 1C50 IC75 PK

Sekil 4.27. BEAS-2B hiicrelerinde nano alfa sepiyolitin 24 saatteki apoptotik etkilerinin Annexin-V yontemi ile belirlenmesi
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A549 Annexin-V

BK SK 1C6,25 IC12,5
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.35% 3.26 % 135% 1.90 % 0.95% 220% 8.71% 6.31%
34 3 T 34 ®
> > > >
= = = =
o 24 o 24 o 24 o
< < < <
> > > >
PY .
1 @ 1 L 4 @
10.64 % 11.50 % 14.70 % 13.65%
0 Early Apop. o Early Apop. o Early Apop. 0 Early Apop.
0 { 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
B APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE R APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
757 % 14.53 % 1512 % 1435 % 15.84 % 0.76 % 3345%
34 [ ] 3
= = = z
= = = =
2 2 S 2
> > > >
L @ 1 @
16.79 % 10.20 % 10.77 % t 9.29 %
Early Apop. Early Apop. oL Early Apop. ol : Early Apop.
3 4 r 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
1C25 1C50 IC75 PK

Sekil 4.28. A549 hiicrelerinde nano alfa sepiyolitin 24 saatteki apoptotik etkilerinin Annexin-V yontemi ile belirlenmesi

104




BEAS-2B hiicrelerinde nano alfa sepiyolit liflerinin 1Cs 25, 1C125, 1C2s5, 1Cs0 Ve IC7s
konsantrasyon gruplari muamelesi sonucu Annexin-V testi ile elde edilen yasayan hiicre,
erken apoptotik, ge¢c apoptotik, toplam apoptotik ve Olii hiicre sayilarinin yiizdelik
oranlar1 ve standart sapma (S.S) degerleri hesaplanmistir. Bu parametrelerden yasayan
hiicre yiizdesi BK, 1Cs 25, IC125, IC25, ICs0 Ve 1C75 ve PK konsantrasyonlarda verilen siraya
gore 87,6+3,8; 84+7; 78,619; 80,3+9,7; 73+4,6; 59,9+3,6; 37,5+3,4 bulunmus olup
Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Biiylime kontroliin yilizdelik degerleri ile 1Ce 25 ve IC125
arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), ICos ICso, IC7s ve PK doz degerleri
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur

(p=<0,01).

Diger parametre ise erken apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Cg 25, IC125, IC25, 1Cs0 Ve I1C7s5 ve
PK konsantrasyonlarda verilen siraya gore 4,6+2,9; 5,65+1,4; 10,7+4,9; 7,2+5.4;
10,1+2,8; 21+8,9; 11,5£0,5 bulunmus olup, Sekil 4.29°da gosterilmistir. Biiylime
kontroliin yiizdelik degerleri ile 1Cs 25 ve IC2s arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05),
IC125, ICs0, 1C75 ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis

istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Dozlar

Sekil 4.29. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen erken apoptotik hiicre yiizdesi, biiyiime kontrol ile IC degerlerinin
anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)
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Gec apoptotik hiicre ylizdesi BK, 1Cg25, 1C125 1C25, 1Cso ve 1C75 ve PK
konsantrasyonlarda verilen siraya gore 5,642,7; 9,2+5.4; 9,8+4,4; 9,3+4,6; 14,8+4,2;
19,8+5,04; 50,8+3,6 bulunmus olup, Sekil 4.30°da gosterilmistir. Biiyiime kontroliin
yiizdelik degerleri ile 1Ce 25, IC125 Ve ICos arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), ICsp,
IC7s ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak

anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Dozlar

Sekil 4.30. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen ge¢ apoptotik hiicre yiizdesi, biiyiime kontrol ile IC degerlerinin
anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

Toplam apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Cg25, 1C125, 1C25, 1Cso ve IC7s ve PK
konsantrasyonlarda verilen siraya gore 10,2+4; 14,9+6; 20,6+9,1; 16,5+9,5; 25+6,1;
38,1+6; 62,3+3,4 bulunmus olup, Sekil 4.31°de gosterilmistir. Biiyiime kontroliin
yiizdelik degerleri ile 1Cg 25, 1C125, ICos5 arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), 1Csp,
IC7s ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artig istatistiki olarak
anlamli bulunmustur (p<0,01).
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BEAS-2B
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Sekil 4.31. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen toplam apoptotik hiicre yiizdesi, biiyiime kontrol ile IC degerlerinin
anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

Olii hiicre yiizdesi BK, 1Ce 25, IC125, IC2s, ICs0 Ve IC7s ve PK konsantrasyonlarda verilen
siraya gore 2,1£1,9; 1,3%1,3; 0,84+0,4; 1,8+1,8; 2,4+1,6; 2+2.6; 0,25+0,03 bulunmus
olup Cizelge 4.13’de gosterilmistir. Bliylime kontroliin yiizdelik degerleri ile 1Cs 25, IC125,
IC2s arasindaki iligki anlamli degilken (p>0,05), ICso, IC7s ve PK doz degerleri
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p<0,01).

A549 hiicre hattinda nano alfa sepiyolit liflerinin 1Cs25, 1C125, 1C25, 1Cso Ve 1C7s
konsantrasyon gruplart muamelesi sonucu Annexin-V testi ile elde edilen yasayan hiicre,
erken apoptotik, ge¢ apoptotik, toplam apoptotik ve Olii hiicre sayilarmin yiizdelik
oranlar1 ve standart sapma (S.S) degerleri hesaplanmistir. Bu parametrelerden yasayan
hiicre yiizdesi BK, 1Cs 25, IC12,5, IC25, ICs0 Ve 1C75 ve PK konsantrasyonlarda verilen siraya
gore 85,4+3,2; 82,7+6,2; 78+6,9; 78,2+6,8; 74,3+£8,4; 68,1+8,5; 62,4+8,1 bulunmus olup,
Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Bliyliime kontroliin yilizdelik degerleri ile 1Cg 25 arasindaki
ilisgki anlamli degilken (p>0,05), [Ci25, 1C25 1Cso, 1C75 ve PK doz degerleri
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).
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Diger parametre ise erken apoptotik hiicre ylizdesi BK, 1Ceg 25, IC125, IC2s, ICs0 Ve 1C75ve
PK konsantrasyonlarda verilen siraya gore 11,8+5,7; 11,5+5,7; 1546,6; 13,6+7,8,;
11,1£5,1; 14,847,2; 18,6+£7,6 bulunmus olup, Sekil 4.32’de gosterilmistir. Biiylime
kontroliin yiizdelik degerleri ile 1Cs 25, 1C25, IC125, ICso Ve 1C75 arasindaki iliski anlamli
degilken (p>0,05), PK doz degeri ile kiyaslandiginda dozun neden oldugu artis istatistiki

olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.32. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu
elde edilen erken apoptotik hiicre yiizdesi, bitylime kontrol ile IC degerlerinin anlamlilik
diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

Gec apoptotik hiicre yilizdesi BK, 1Cgp2s5, 1C125 1C25, 1Cso ve 1C75 ve PK
konsantrasyonlarda verilen siraya gore 2,6+1,9; 4+2.5; 4,6+£2.9; 5,9+2.2; 7,9+3,5;
13,246,6; 27+6,9 bulunmus olup, Sekil 4.33’de gosterilmistir. Biiylime kontroliin
yiizdelik degerleri ile 1Cs 25 ve IC12 5 arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), I1Czs, ICso
ve IC7s ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak
anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.33. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu
elde edilen gec apoptotik hiicre yiizdesi, biiyiime kontrol ile IC degerlerinin anlamlilik
diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

Toplam apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Cg25, 1C125 1C25, 1Cso ve IC7s ve PK
konsantrasyonlarda verilen siraya gore 1443,9; 15,5+5,6; 19,6+6,6; 18,7+6,7; 19£5,1;
26,7+6,4; 36,9+7,8 bulunmus olup, Sekil 4.34’te gosterilmistir. Biiylime kontroliin
yiizdelik degerleri ile 1Ce 25, 1C12,5 ve 1Cos arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), ICsp,
IC7s ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artig istatistiki olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Olii hiicre yiizdesi BK, ICg 25, IC125, IC25, ICs0 Ve IC7s ve PK konsantrasyonlarda verilen
siraya gore 0,53+1,1; 1,8+1,8; 2,1+2,1; 2,9+£2,3; 6,1+4,8; 6+4,3; 1,2+1,74 bulunmus olup
Cizelge 4.13’de gosterilmistir. Biiylime kontroliin yiizdelik degerleri ile 1Cg 25, 1C125,

IC2s, ICsp Ve 1C75 ve PK arasindaki iligski anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.34. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolitin IC doz degerleri ile muamelesi sonucu
elde edilen toplam apoptotik hiicre yiizdesi, bityiime kontrol ile IC degerlerinin anlamlilik
diizeyinin wilcoxon testi ile belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)

4.12. Nano Alfa Sepiyolitin Hiicre Morfolojisinde Neden Oldugu Degisikliklerin ikili

Boyama Yontemiyle Goriintiilenmesi

24 saat boyunca nano alfa sepiyolite maruz birakilan BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde
morfolojik degisimler ikili boyama yOntemi (akridin orange ve etidyum bromiir) ile
goriintiilenmistir. Sekil 4.35°de nano alfa sepiyolitin BEAS-2B hiicrelerinde meydana
getirdigi morfolojik degisimler, Sekil 4.36’da A549 hiicrelerinde meydana gelen

morfolojik degisimler gosterilmistir.

BEAS-2B hiicrelerinde nano alfa sepiyolitin artan konsantrasyonuna bagli olarak
hiicrelerin genel morfolojik yapisi incelendiginde yesil renklenmelerin yerini agik yesil
ve sar1 renkli hiicrelerin aldigi gozlenmistir. A549 hiicrelerinde ise nano alfa sepiyolitin
artan konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerin genel morfolojik yapisi incelendiginde
yesil renklenmelerin yerini daha ¢ok sar1 renkli hiicrelerin aldig1 gdzlenmistir. A¢ik yesilli
hiicreler erken apoptoza isaret ederken sar1 renkli hiicreler ise ge¢ apoptozu isaret
etmektedir. Ayrica her iki hiicrede artan doz konsantrasyonu ile birlikte hiicrelerin genel

morfolojik yapisinin bozuldugu gézlenmistir.
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BEAS-2B (Saghkl Akciger Hiicresi)

IC75

Sekil 4.35. Nano alfa sepiyolitin BEAS-2B hiicrelerindeki morfolojik degisimlerinin ikili boyama yontemi ile goriintiilenmesi
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A549 (Kanserli Akciger Hiicresi)

IC75

Sekil 4.36. Nano alfa sepiyolitin A549 hiicrelerindeki morfolojik degisimlerinin ikili boyama yontemi ile goriintiilenmesi.
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4.13. Nano Alfa Sepiyolit ve Radyasyonun Birlikte Uygulamalarimin Hayatta Kals
(% Canlilik) Oranina Etkisi

Calismada kullanilan nano alfa sepiyolit ve radyasyon birlikte kombine edildiginde
BEAS-2B  hiicreleri  1Gy, 1Gy+ICe25(517,5ug/mL);  1Gy+IC125(950ug/mL);
1Gy+1C25(1748ug/mL), 2Gy, 2Gy+ICe25(517,5ug/mL); 2Gy+IC125(950pg/mL);
2Gy+1Co5(1748ug/mL) dozlan ile, A549 hiicreleri ise 1Gy, 1Gy+I1Ce25(272pug/mL);
1Gy+IC125(484pug/mL);  1Gy+ICz5(970ug/mL);  2Gy,  2Gy+ICe25(272pug/mL);
2Gy+IC125(484png/mL); 2Gy+IC25(970ug/mL) dozlar ile 24 saat muamele edildiginde
XTT testi ile hayatta kalis (% canlilik) oranlar1 belirlenmistir. BEAS-2B ve A549
hiicrelerinde hayatta kalis oranlar1 Cizelge 4.9°da gosterilmistir. Ayrica BEAS-2B ve
A549 hiicre hattinin XTT canlilik testlerinden elde sonuglarin anlamlilik diizeyleri

wilcoxon testine gore belirlenmistir.

BEAS-2B hiicrelerinde XTT testi ile belirlenen canlilik orani, kontrol grubunda 10000
ve pozitif kontrol grubunda 13,3+5,3 olarak belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerine nano
alfa sepiyolit ve radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICe2s; 1Gy+ICi2s5; 1Gy+ICos ve 2Gy;
2Gy+ICg 25; 2Gy+1Ci25; 2Gy+1Czs dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen XTT
canlilik ytlizdeleri (%) sirasiyla 93,53+10; 82,3+£9,4; 77+13; 61+6,6; 87,1+13; 75+3,4;
58+10,8; 40+11,3 bulunmus olup Sekil 4.37°da gosterilmistir. Bliyliime kontroliin XTT
canlilik yiizdeleri (%), 1Gy dozu ile karsilastirildiginda neden oldugu azalis anlamli
degilken (p>0,05), 1Gy+ICs25; 1Gy+ICi25, 1Gy+IC2s ve 2Gy; 2Gy+ICe 25, 2Gy+ICiz5;
2Gy+1C25 ve PK degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisiis anlamli

bulunmustur (p<0,05).

1Gy radyasyon dozunun canlilik yiizdeleri (%) ile 1Gy+1Ce25; 1Gy+ IC125;. 1Gy+ICos ile
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisiis istatistiki olarak anlamli iken (p<0,05), 2Gy
radyasyon dozu ile kiyaslandiginda diisiisiin anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0,05). 2Gy
radyasyon dozunun canlilik yiizdeleri (%) ile 2Gy+ICe 25 dozu ile karsilastirildigindaki
diisiis anlamli degilken (p>0,05), 2Gy+IC125; 2Gy+IC2s degerleri ile kiyaslandiginda

dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.9. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonunun cesitli
konsantrasyonlar1 gruplari ile muamelesi sonucu elde edilen XTT canlilik yiizdeleri ve
standart sapma degerleri

Dozlar
BK 1Gy 1Gy+ICs25 | 1Gy+ICi25 | 1Gy+ICa2s PK
BEAS-2B | 1000 | 93,53+10 | 82,3+9,4 77+13 61+6,6 13,3+£5,3
Ab49 100+0 | 92,2+14 | 71,8+16,8 63,5+19 61,8423 3,242
BK 2Gy 2Gy+1Cs25 | 2Gy+ICi25 | 2Gy+ICzs PK
BEAS-2B | 100+0 | 87,113 | 75+3,4 58+10,8 40+11,3 13,3+£5,3
Ab49 100+0 | 72,3+16 | 68,7+13,3 53,5+20,8 42.3+174 | 3,22
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Sekil 4.37. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonunun cesitli
konsantrasyon gruplart ile muamelesi sonucu elde edilen XTT testi canlilik yiizdeleri,
biiyime kontrol ile ¢esitli konsantrasyon gruplart arasindaki anlamlilik diizeyinin
wilcoxon testi ile karsilagtiriimast (*p<0,05, **p<0,01)

Ab549 hiicrelerinde XTT testi ile belirlenen canlilik orani, kontrol grubunda 10000 ve
pozitif kontrol grubunda 3,242 olarak belirlenmistir. A549 hiicrelerine nano alfa sepiyolit
ve radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICs2s; 1Gy+ICiz5 1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+ICes;

2Gy+IC125; 2Gy+ICos dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen XTT canlilik
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yiizdeleri (%) sirasiyla 92,2+14; 71,8+16,8; 63,5+19; 61,8+£23; 72,3+16; 68,7+13,3;
53,5+20,8; 42,3+17,4 bulunmus olup Sekil 4.38’de gosterilmistir.

Biiyiime kontroliin XTT canlilik yiizdeleri (%) 1Gy dozu ile karsilastirildiginda neden
oldugu azalis anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+ICs25, 1Gy+ICi125 1Gy+ICys 2Gy,
2Gy+1Cs 25 2Gy+1C125, 2Gy+IC2s ve PK degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden
oldugu diisiis anlamli bulunmustur (p<0,05).

1Gy radyasyon dozunun canlilik yiizdeleri (%) ile 1Gy+ICeg25; 1Gy+ IC125 1Gy+ICos ve
2Gy ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu disiis istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). 2Gy radyasyon dozunun canlilik yiizdeleri (%) ile 2Gy+ICeg 25
dozu ile karsilagtirildigindaki diisiis anlamli degilken (p>0,05), 2Gy+ IC125; 2Gy+ICos
degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisilis istatistiki olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.38. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonunun ¢esitli konsantrasyon
gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen XTT testi canlilik yiizdeleri, biiylime kontrol
ile gesitli konsantrasyon gruplar1 arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile
karsilagtiritlmasi (*p<0,05, **p<0,01)
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4.14. Nano Alfa Sepiyolit ve Radyasyonun Birlikte Uygulamalarinin ROS Olusumu
Uzerindeki Etkisi

Nano alfa sepiyolit ve radyasyon birlikte kombine edildiginde hiicre i¢i ROS etkilerini
tespit BEAS-2B 1Gy, 1Gy+ICe25(517,5ng/mL);
1Gy+1C125(950pg/mL); 1Gy+ICo5(1748ug/mL), 2Gy, 2Gy+ICe25(517,5 pg/mL);
2Gy+1C125(950ug/mL); 2Gy+I1Cos5(1748ug/mL) dozlari ile, AS549 hiicreleri ise 1Gy,
1Gy+1Ce25(272ng/mL);  1Gy+IC125(484png/mL);  1Gy+IC25(970png/mL);  2Gy,
2Gy+ICe25(272ng/mL); 2gy+1C125(484png/mL); 2Gy+1C25(970pug/mL) dozlart ile 24 saat
muamele edilmistir. Her iki hiicrenin ROS goriintiilerinden ROS degerleri yiizdesi (%)

etmek  i¢in hiicreleri

hesaplanmis olup, Cizelge 4.10°da verilmistir.

Ayrica BEAS-2B hiicrelerinden elde edilen goriintiiler Sekil 4.39°de, A549 hiicrelerinden
elde edilen gorintiiler Sekil 4.40°da verilmistir. ROS degerlerinin istatistiksel analizi

wilcoxon testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.10. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonunun
cesitli konsantrasyon gruplari ile muamelesi sonucu elde edilen ROS degerleri yilizdesi ve
standart sapma degerleri

Dozlar
BK 1Gy 1Gy+ICe25 | 1Gy+ICi25 | 1Gy+ICo2s PK
BEAS-2B | 5,13£2,5 | 83%1,5 1546.8 30,548,4 | 32,8+7.8 | 67.7+19,4
A549 15,5£8,5 | 11,7£7,1 | 20,2+10 33,8+£8,3 | 41,9+£16,8 | 79,4+15,2
BK 2Gy 2Gy+1Cs25 | 2Gy+IC125 | 2Gy+IC2s PK
BEAS-2B | 5,13+2,5 | 17+5,1 15,943,7 29+13 35+9,52 | 67,7+19,4
A549 15,548,5 | 27+8,6 | 35,4499 | 425+64 | 66154 |794+152
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BK 1GY 1GY+IC6,25 IGY+IC12,5 1GY+IC25

PK 2GY 2GY+IC6,25 2GY+IC12,5 2GY+IC25

Sekil 4.39. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli konsantrasyon gruplar ile muamelesi sonucunda elde edilen
ROS degerlerinin morfolojik goriintiisii
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BK 1GY 1GY+IC6,25 IGY+IC12,5 1GY+IC25

PK 2GY 2GY+IC6,25 2GY+IC12,5 2GY+IC25

Sekil 4.40. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun ¢esitli konsantrasyon gruplari ile muamelesi sonucunda elde edilen ROS
degerlerinin morfolojik goriintiisii
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BEAS-2B hiicrelerinde ortalama yiizdelik ROS, kontrol grubunda 5,125+2,5 ve pozitif
kontrol grubunda 67,7£19 olarak belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa
sepiyolit ve radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICg25; 1Gy+ICiz5 1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+ICe 2s;
2Gy+ICy25; 2Gy+ICos dozlart ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama yiizdelik
(%) ROS degerleri sirasiyla 8,3£1,5; 15+6,8; 30,5+8,4; 32,8+7,8; 17+5,1; 15,9+3,7;
29+13; 3549,52 bulunmus olup, Sekil 4.41°de gosterilmistir. Bityiime kontroliin yiizdelik
(%) ortalama ROS degerleri ile IC doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu
artig istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 1Gy radyasyon dozunun yiizdelik
(%) ortalama ROS degerleri ile 1Gy+1Cs 25 dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak
anlaml degilken (p>0,05), 1Gy+ICi25; 1GY+ICzs ve 2Gy degerleri ile kiyaslandiginda
dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 2Gy
radyasyon dozunun yiizdelik (%) ortalama ROS degerleri ile 2Gy+ICs 25 dozunun neden
oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05), 2Gy+ IC125; 2Gy+IC25 ve PK
degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artig istatistiki olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.41. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli
konsantrasyon gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen ROS testi ylizdeleri, biiylime
kontrol ile gesitli konsantrasyon gruplar1 arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi
ile karsilastirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)
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Ab549 hiicrelerinde ortalama yiizdelik ROS, kontrol grubunda 15,5+8,5 ve pozitif kontrol
grubunda 79,4+15,2 olarak belirlenmistir. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve
radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICe 25, 1Gy+ICi25; 1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+1Ce 25, 2Gy+ICizs;
2Gy+ICys dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama yiizdelik (%) ROS
degerleri sirasiyla 11,7+7,1; 20,2+10; 33,8+8,3; 41,9+16,8; 27+8,6; 35,449,9; 42,5+6,4;
66+15,4 bulunmus olup, Sekil 4.42’de gosterilmistir. Biiyiime kontroliin ytizdelik (%)
ortalama ROS degerleri ile IC doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis
veya azalig istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 1Gy radyasyon dozunun
yiizdelik (%) ortalama ROS degerleri ile 1Gy+1Cs 25 degeri ile kiyaslandiginda dozun
neden oldugu azalis ve 1Gy+ICi25 1Gy+ICos ve 2Gy degerleri ile kiyaslandiginda
dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 2Gy
radyasyon dozunun yiizdelik (%) ortalama ROS degerleri ile 2Gy+ICs 25 dozunun neden
oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05), 2Gy+IC125, 2Gy+IC2s degerleri
ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05).
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Sekil 4.42. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli konsantrasyon
gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen ROS testi yiizdeleri, biiyiime kontrol ile ¢esitli
konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile karsilastiriimasi
(*p=<0,05, **p=<0,01)
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4.15. Nano Alfa Sepiyolit ve Radyasyonun Birlikte Uygulamalarinin Komet Deneyi

Sonuc¢lan

Nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte etkilerini tespit etmek i¢in BEAS-2B
hiicreleri 1Gy, 1Gy+1Cs25(517,5ug/mL); 1Gy+1C125(950pug/mL);
1Gy+ICo5(1748pug/mL), 2Gy, 2Gy+I1Ce25(517,5ug/mL);  2Gy+ICi25(950pg/mL);
2Gy+1Co5(1748ug/mL) dozlan ile, A549 hiicreleri ise 1Gy, 1Gy+I1Ce25(272pug/mL);
1Gy+I1C125(484pg/mL);  1Gy+IC25(970pug/mL);  2Gy,  2Gy+ICe25(272pg/mL);
2Gy+IC125(484pg/mL); 2Gy+ICo5(970ug/mL) dozlar ile 24 saat muamele edilmesi
sonucu in vitro komet testinde elde edilen bulgular igerisinden kuyruk uzunlugu (pum),
kuyruk % DNA (K.% DNA) miktar1 ve olive kuyruk momenti (OTM; Olive Tail
Moment) parametreleri degerlendirilmis olup Cizelge 4.11°de gosterilmistir. Komet

degerlerinin istatistiksel analizi wilcoxon testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.16.1. Nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte uygulamalarmmn kuyruk

uzunlugu bulgular:

BEAS-2B hiicrelerinde kuyruk uzunlugu, kontrol grubunda 16,2+1,6 pum, ve pozitif
kontrol grubunda 43,6+3,2 um olarak bulunmustur. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa
sepiyolit ve radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICs 25, 1Gy+ICi25; 1Gy+ICos ve 2Gy; 2Gy+ICe 2s;
2Gy+IC125; 2Gy+1Cos dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu
degerleri sirastyla 25,7+1,8; 20,8+1,3; 30,7+2,1; 35,1£2,3; 3342,3, 36,6+2,4, 42423,
49422 pm bulunmus olup, Sekil 4.43’de gosterilmistir. Biiylime kontroliin ortalama
komet kuyruk uzunlugu degeri ile IC doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu
artig istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 1Gy radyasyon dozunun ortalama
komet kuyruk uzunlugu degerleri ile 1Gy+ICeg 25 dozunun neden oldugu artig istatistiki
olarak anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+ICi25 1Gy+ICs ve 2Gy degerleri ile
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). 2Gy radyasyon dozunun ortalama komet kuyruk uzunlugu degerleri ile
2Gy+1Cs 25 dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05), 2Gy+
IC12,5, 2Gy+1C2s ve PK degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki

olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.11. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun ¢esitli konsantrasyon gruplart ile muamelesi sonucu elde
edilen kuyruk uzunlugu (um), kuyruk % DNA miktar1 ve olive kuyruk momenti ortalamalari ve standart hatalar1 (S.H)

Hiicre hatti BEAS-2B A549

Dozlar Kuyruk uzunlugu | Kuyruk % DNA | Olive ku_yruk Kuyruk uzunlugu | Kuyruk % DNA | Olive ku_yruk

(nm)£S.H miktari+=S.H Momenti+S.H (um)£S.H miktar+S.H momenti+S.H

BK 16,2+1,6 16,8+0,6 4,9+0,8 161 18,1+1,2 3,94+0,4
1GY 25,7+1,8 22,5+1,2 6,3+0,6 26,6+1,8 25+1,7 7,3+0,8
1GY+ICs25 20,8+1,3 19,8+0,8 4,8+0,3 20,7+1,5 22,342 5,7+0,8
1GY+IC125 30,7£2,1 26,842 8,6+0,9 29,5+1,8 23,5+1,7 7,2+0,7
1GY+ICazs 35,1£2,3 31£2,1 11+£1,1 33,542 28,2+1,6 8,9+0,7
2GY 33+£2.3 30,4+2.3 10,3£1,2 30+2 28,8+2,3 9,4+1,1
2GY+I1Cs 25 36,6+2.4 30,8+2,3 11,2+1,1 31+1,8 29,5+1,8 9,1+0,8
2GY+ICi25 42423 36,6+2,2 13,3+1,1 38+2,6 35,1£2,6 12,3£1,2
2GY+ ICxs 49422 36,72,2 15,2+1,2 45+2.7 3442 13,8+1,1
PK 43,6+3,2 36,9+2,6 14,7+1,5 58,3+£2,6 57,823 22,2+1,2
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Sekil 4.43. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli
konsantrasyon gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri,
biiyiime kontrol ile c¢esitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin
wilcoxon testi ile karsilastirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)

A549 hiicrelerinde kuyruk uzunlugu, kontrol grubunda 16+1 pum, ve pozitif kontrol
grubunda 58,3+2,6 um olarak bulunmustur. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve
radyasyonun 1Gy; 1Gy+1Ce2s5; 1Gy+ICi25, 1Gy+IC2s Ve 2Gy; 2Gy+ICs 25, 2Gy+ICi25s;
2Gy+1Czs5 dozlart ile muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri
sirastyla 26,6+1,8; 20,7+1,5; 29,5+1,8; 33,5+£2; 30+2, 31+1,8, 38+2,6, 45+2,7 um
bulunmus olup Sekil 4.44’de gosterilmistir. Biiylime kontroliin kuyruk uzunlugu degeri
ile IC doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlaml

bulunmustur (p<0,01).

1Gy radyasyon dozunun ortalama komet kuyruk uzunlugu degerleri ile 2Gy radyasyon
dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+ICsg 25,
1Gy+ICi125; 1Gy+ICos ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). 2Gy radyasyon dozunun ortalama komet kuyruk uzunlugu
degerleri ile 2Gy+1Cs 25 dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken
(p>0,05), 2Gy+ ICy125 2Gy+IC2s ve PK degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden
oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.44. Ab49 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli konsantrasyon
gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri, biiyiime kontrol ile
cesitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile
karsilastirilmast (*p<0,05, **p<0,01)

4.16.2. Nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte uygulamalarinin kuyruk % DNA

miktarlari bulgular

BEAS-2B hiicrelerinde kuyruk % DNA miktari, kontrol grubunda 16,8+0,6 ve pozitif
kontrol grubunda 36,9+2,6 olarak bulunmustur. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa
sepiyolit ve radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICs 25, 1Gy+ICi25; 1Gy+ICos ve 2Gy; 2Gy+ICe 2s;
2Gy+1C125; 2Gy+1Cos5 dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk % DNA
miktar1 degerleri sirasityla 22,5+1,2; 19,8+0,8; 26,8+2; 31+£2,1; 30,4+2,3, 30,8423,
36,6+2,2; 36,72,2 bulunmus olup, Sekil 4.45°de gosterilmistir. Biiylime kontroliin Kuyruk
% DNA miktar1 ile IC doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

1Gy radyasyon dozunun ortalama komet kuyruk uzunlugu degerleri ile 1Gy+1Cs 25 ve
1Gy+ICy25 dozlarinin neden oldugu artig istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05),
1Gy+ICos ve 2Gy degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki

olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). 2Gy radyasyon dozunun ortalama komet kuyruk
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uzunlugu degerleri ile 2Gy+1Cg 25 dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli
degilken (p>0,05), 2Gy+IC125, 2Gy+ICos ve PK degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.45. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli
konsantrasyon gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen kuyruk % DNA miktar
degerleri, biiylime kontrol ile cesitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik
diizeyinin wilcoxon testi ile karsilagtirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)

A549 hiicrelerinde kuyruk % DNA miktari, kontrol grubunda 18,1+1,2, ve pozitif kontrol
grubunda 57,8+2,3 olarak bulunmustur. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve
radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICe2s5; 1Gy+ICi25; 1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+1Ce 25, 2Gy+ICi25;
2Gy+ICys dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk % DNA miktar
degerleri sirasiyla 25+1,7; 22,3+2; 23,5+1,7; 28,2+1,6; 28,8+2,3, 29,5£1,8, 35,1£2,6;
3442 bulunmus olup, Sekil 4.46’de gosterilmistir.

Biiytime kontroliin kuyruk % DNA miktar1 degeri ile 1Gy+1Cs 25 dozun neden oldugu
azalis anlamli degilken (p>0,05), diger IC doz degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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1Gy radyasyon dozunun kuyruk % DNA miktar1 degerleri ile 1Gy+IC125. 1Gy+ICos ve
2Gy radyasyon dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05),
1Gy+ICs 25 ile kiyaslandiginda dozun neden oldugu diisiis istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). 2Gy radyasyon dozunun kuyruk % DNA miktar1 degerleri ile
2Gy+1Cs 25, 2Gy+1C125 dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken
(p>0,05), 2Gy-+IC2s ve PK degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis

istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.46. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun gesitli konsantrasyon
gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen kuyruk % DNA miktar1 degerleri, biiylime
kontrol ile gesitli konsantrasyon gruplar1 arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi
ile karsilagtirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)

4.16.3. Nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte uygulamalarimn olive kuyruk

momenti bulgular:

BEAS-2B hiicrelerinde olive kuyruk momenti miktarr, kontrol grubunda 4,9+0,8 ve
pozitif kontrol grubunda 14,7+1,5 olarak bulunmustur. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa
sepiyolit ve radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICe 25, 1Gy+ICiz5 1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+ICe 2s;
2Gy+1C125; 2Gy+ICos dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen olive kuyruk
momenti degerleri sirasiyla 6,3+£0,6; 4,8+0,3; 8,6+0,9; 11+£1,1; 10,3+1,2, 11,2+1,1,
13,3£1,1; 15,2+1,2 bulunmus olup, Sekil 4.47°de gosterilmistir.
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Biiyiime kontroliin olive kuyruk momenti degeri ile IC doz degerleri kiyaslandiginda

dozlarin neden oldugu diisiis veya artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

1Gy radyasyon dozunun olive kuyruk momenti degerleri ile 1Gy+ICe 25 ve 1Gy+IC125
dozlarinin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+ICzs ve
2Gy degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (p<0,01). 2Gy radyasyon dozunun olive kuyruk momenti degerleri ile
2Gy+1Cs 25 dozunun neden oldugu artig istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05),
2Gy+1Ci25; 2Gy+IC2s ve PK degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis

istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.47. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli
konsantrasyon gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen olive kuyruk momenti degerleri,
biiyiime kontrol ile c¢esitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin
wilcoxon testi ile karsilastirilmast (*p<0,05, **p<0,01)

A549 hiicrelerinde olive kuyruk momenti, kontrol grubunda 3,94+0,4 ve pozitif kontrol
grubunda 22,2+1,2 olarak bulunmustur. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve
radyasyonun 1Gy; 1Gy+1Cs2s5; 1Gy+ICi25, 1Gy+IC2s ve 2Gy; 2Gy+ICe 25, 2Gy+ICi25;
2Gy+ICy5 dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen olive kuyruk momenti
degerleri sirasiyla 7,3+0,8; 5,7+0,8; 7,2+0,7; 8,9+0,7; 9,4+1,1, 9,1+0,8, 12,3£1,2;
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13,8+1,1 bulunmus olup Sekil 4.48’de gosterilmistir. Biiyiime kontroliin ortalama olive
kuyruk momenti degeri ile 1Gy+ICe25 dozun neden oldugu azalis anlamli degilken
(p>0,05), diger IC doz degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

1Gy radyasyon dozunun olive kuyruk momenti degerleri ile 1Gy+I1Cg25 dozun neden
oldugu azaliy anlamh (p<0,05), 1Gy+ICi25 1Gy+ICzs ve 2Gy radyasyon dozlari
arasindaki iliski anlamli degildir (p>0,05). 2Gy radyasyon dozunun olive kuyruk
momenti degerleri ile 2Gy+ICs 25, 2Gy+IC125 dozunun neden oldugu artig istatistiki
olarak anlamli degilken (p>0,05), 2Gy+IC2s ve PK degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.48. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli konsantrasyon
gruplart ile muamelesi sonucu elde edilen olive kuyruk momenti degerleri, biiyiime
kontrol ile gesitli konsantrasyon gruplart arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi
ile karsilastirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)
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4.17. Nano Alfa Sepiyolit ve Radyasyonun Annexin-V Apoptoz Bulgular

Nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte etkilerini tespit etmek igin BEAS-2B
hiicreleri 1Gy, 1Gy+1Cs25(517,5ug/mL); 1Gy+1C125(950pug/mL);
1Gy+IC2s5(1748ug/mL), 2Gy, 2Gy+I1Ce25(517,5ug/mL);  2Gy+IC125(950pg/mL);
2Gy+1Co5(1748ug/mL) dozlan ile, A549 hiicreleri ise 1Gy, 1Gy+I1Ce25(272pug/mL);
1Gy+IC125(484pug/mL);  1Gy+ICz5(970ug/mL);  2Gy,  2Gy+ICe25(272pnug/mL);
2Gy+IC125(484png/mL); 2Gy+IC25(970ug/mL) dozlar ile 24 saat muamele edilmesi
sonucu Annexin-V testi ile elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik,
toplam apoptotik ve 6lii hiicre sayilarinin yiizdelik oranlar1 ve standart sapmalari (S.S)

Cizelge 4.12°de verilmistir.

BEAS-2B hiicrelerinde biiyiime kontroliin 1Gy,1Gy+ICs25; 1Gy+IC125; 1Gy+ICas ve
2Gy; 2Gy+ICsps5; 2Gy+ICi125; 2Gy+ICos dozlart ile anlamlilik  diizeylerinin
karsilastirilmasi, 1Gy dozunun 1Gy+1Ce 25, 1Gy+ICi25; 1Gy+ICzs 2Gy ve PK dozlar ile
anlamlilik diizeylerinin karsilastirilmasi, 2Gy dozunun 2Gy+1Ce25; 2Gy+ICio5;
2Gy+ICys ve PK dozlar ile anlamlilik diizeylerinin karsilagtirilmasi wilcoxon testi ile

gerceklestirilmistir.

Ab549 hiicrelerinde biiylime kontroliin 1Gy,1Gy+ICe25; 1Gy+ICi125; 1Gy+ICos ve 2Gy;
2GYy+ICg 25; 2GYy+IC125; 2Gy+I1Cos5 dozlar ile anlamlilik diizeylerinin karsilagtirilmasi,
1Gy dozunun 1Gy+ICe2s; 1Gy+IC125; 1Gy+IC2s, 2Gy ve PK dozlar ile anlamlilik
diizeylerinin karsilastirilmasi, 2Gy dozunun 2Gy+I1Ce2s5; 2Gy+IC125; 2Gy+ICos ve PK

dozlari ile anlamlilik diizeylerinin karsilastirilmasi wilcoxon testi ile gergeklestirilmistir.

Nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyon dozlarinin 24 saatteki apoptotik etkilerinin
Annexin-V yontemi ile belirlenmesi sonucu elde edilen 6rnek grafikler BEAS-2B igin
Sekil 4.49°da, A549 icin Sekil 4.50’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.12. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun ¢esitli konsantrasyon gruplart ile muamelesi sonucu
Annexin-V testi ile elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik, toplam apoptotik ve 6lii hiicre sayilarinin yiizdelik oranlar1 ve
standart sapma (S.S) degerleri

BEAS-2B A549
Canli Erken_ Geg¢ _ Toplam Olii Canli Erken_ Gec¢ _ Toplam Olii

.. A ik | A ik| A ik .. .. A ik | A ik| A ik ..

hiiere=S.S | B 06S | Hitorets.S | Hieress.s | Hieress:s hiieress.s | 008 00 S | heress.s | Hiteress.s | HicresS:s
BK 88,7+2,46 | 3,1+1,3 3,440,6 6,8+1,6 3,543,7 | 85443,5 | 10,442,6 | 2,9+13 13,7432 | 0,8+0,7
1GY 84,8+7,8 7,3£1,9 3,2+1,3 10,5+1,7 4,7+6,7 80,6+£2.9 13,6+4,7 3,7+£2,3 17,7£3,7 2422
1GY+I1Cs25 73+4,75 9,3+2.,5 12,6+3,8 21,9+4,2 4,94+2.3 77,64 10,243,2 5,6+2.,4 16,1+1,9 6,6+4,5
1GY+ICw25 | 68,4+1,74 | 10,6+1,8 14,3+0,5 24,9+1.,4 6,7£2,7 | 72,6£5,96 | 13,3+4,1 6,6+2,5 19,7+6,9 7,3+2,8
1GY+IC2s 58,843,889 | 9,9+2.6 21,6+5,2 30,2+6,1 10,9+4,8 | 70,5+11,3 | 17,3+£6,8 6,7+1,5 23472 6,2+5
2GY 83,1+£3,36 | 9,3+£3,2 6+0,5 15,3+3,66 1,6£0,35 | 80,945,2 13,4+8,4 3,5+1,9 17,4+6,5 2,2+£2.5
2GY+I1Cs25 | 71,3134 11,8+1,9 11,9+£2,5 23,7+3.9 5+£2.5 75,2+4.9 15,843,8 5,942 21,7+4.8 3,3+£2,7
2GY+IC125 | 64,1+4,72 | 12,2447 15,4£3,4 27,6+6,9 8,3+£3,9 72,5+6,8 11,9+1,7 8,4+8,9 20,4+6,3 7,2£3,9
2GY+1C2s | 59,142,5 | 9,3+2,9 | 21,3+0,4 31,13 92+4.7 | 68,9+1,5 | 14,6+2,9 | 84+04 | 243+2,6 | 6,7+3,4
PK 41,6£2,2 5,7+4,3 49,6174 | 57,1£20,8 1,3+0,9 62,949,3 | 23,5+1,9 | 21,8+18,2 | 35,9+9.6 1,7+1,2
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BEAS-2B Annexin-V

BK 1Gy 1Gy+IC6,25 1Gy+IC12,5 1Gy+IC25
. APOPTOSIS PROFILE . APOPTOSIS PROFILE . APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
2.00 % 3.52% 148 % 3.00 % 275% 13.95% 245 % 13.80 % 3.30 % 26.15%
34 ® 34 [ ] 34 3 ® 3 [ ]
z = z z z
= = = = o
= 24 = 2 = 2 o 2 @
< < < < <
> > > > >
1 el @ ° 1 1 o °
442% 6.05% 13.05% . 1320 % 12.85 %
0 3 Early Apop. Early Apop. 0 Live : Early Apop. o Live Early Apop. o Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 a 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptatic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
APOPTOSIS PROFILE . APOPTOSIS PROFILE . APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
1.01 % 61.08 % 1.40 % 6.20 % 4.50 % 8.05 % 2.45 % 17.90 % 20.95 %
34 ® 34 [ ] 34 ® 34 ® 34
£ = = £ =
= ] = = =
o 2 =z 2 = 2 @ 2 24
< < < < <
> > > > >
14 1 L 1 L 2 @ 14
8.98 % 9.10 % 76. 10.70 % 19.75 % 13.95 %
0 Early Apop. 0 Early Apop. 0 Live’ Early Apop. 0 Early Apop. o Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 2 3 4 0 1 2 3 4 o 1 3 ‘ 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
PK 2Gy 2Gy+IC6,25 2Gy+IC12,5 2Gy+IC25

Sekil 4.49. BEAS-2B hiicrelerinde nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte apoptotik etkilerinin Annexin-V yontemi ile belirlenmesi
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A549 Annexin-V

BK 1Gy 1Gy+IC6,25 1Gy+IC12,5 1Gy+IC25
4 APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
1.02% 3.64 % 1.60 % 6.20 % 4.84 % 527 % 7.46 % 6.02 % 8.21% 6.17 %
34 o 34 34 [ ] 3 [ ]
= E z = >
S = S = =
@ 24 = o 2 o D 24
< < < < <
> > > > >
1 ® ® 1 & ® 1 ®
8.87 % 11.45 % 13.63 % g 11.52 % 13.79 %
0 Early Apop. Early Apop. 0 Early Apop. 0 ) Early Apop. ol Early Apop.
0 [ 2 3 4 0 1 P 3 a 0 3 3 2 0 1 2 3 1 0 2 3 1
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
2.88 % 4782 % 1.90 % 6.40 % 3.77 % 8.06 % 11.32% 7.81 % 13.19 % 8.81%
34 34 34 ® 34 [
= > = = =
= ] ] ] —
@ 24 ] ] @ ]
< E« < Ee <
> > > > >
1 @ L L 4 L L
4 8.33 % 11.55% 17.63 % 7.03 % 7.56 %
o Livi Early Apop. Early Apop. Early Apop. 0 Early Apop. Early Apop.
0 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
PK 2Gy 2Gy+IC6,25 2Gy+IC12,5 2Gy+IC25

Sekil 4.50. A549 hiicrelerinde nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte apoptotik etkilerinin Annexin-V yontemi ile belirlenmesi
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Nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte etkilerini tespit etmek igin BEAS-2B
hiicreleri 1Gy; 1Gy+1Cs25;, 1Gy+IC125, 1Gy+ICos ve 2Gy; 2Gy+ICs2s; 2Gy+ICios;
2Gy+ICys konsantrasyon gruplari muamelesi sonucu Annexin-V testi ile elde edilen
yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik, toplam apoptotik ve 6lii hiicre sayilarinin
ylizdelik oranlar1 ve standart sapma (S.S) degerleri hesaplanmistir. Bu parametrelerden
yasayan hiicre yiizdesi BK, 1Gy, 1Gy+ICg25; 1Gy+IC125; 1Gy+ICas ve 2Gy; 2Gy+ICe 25;
2Gy+IC125; 2Gy+ICos konsantrasyonlarda verilen siraya gore 88,7+2,46; 84,8+7.8;
73+4,75; 68,4+1,74; 83,1£3,36; 71,3+£3,4; 64,1+4,72; 59,1£2,5; 41,6+2,2 bulunmustur.
Biiylime kontroliin yiizdelik degerleri ile 1Gy arasindaki iligski anlamli degilken (p>0,05),
1Gy, 1Gy+ICe 25, 1Gy+IC125, 1GYy+ICos, 2Gy, 2Gy+1Cs 25, 2Gy+1C125, 2Gy+ICos ve PK
doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisiis istatistiki olarak anlaml
bulunmustur (p<0,05). 1Gy ile 2Gy arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05),
1Gy+ICs25, 1Gy+IC125, 1Gy+ICos ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden
oldugu disiis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 2Gy ile 2Gy+ICs s,
2Gy+ICy25, 2Gy+ICss ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisiis

istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Diger parametre ise erken apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+1Cs 25, 1Gy+IC12p;
1Gy+ICas ve 2Gy; 2Gy+1Cs 25, 2Gy+ICi2 5, 2Gy+ICzs ve PK konsantrasyonlarda verilen
siraya gore 3,1+1,3; 7,3+1,9; 9,3+£2.5; 10,6+1,8; 9,9+2,6; 9,3+3,2; 11,8+1,9; 12,2+4,7;
9,3+2.9; 5,7+4,3 bulunmus olup, Sekil 4.51°de gosterilmistir. Biiylime kontroliin ylizdelik
degerleri ile PK arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), 1Gy,1Gy+ICe25; 1Gy+IC125;
1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+1Ce 25, 2Gy+ICi25, 2Gy+1Cos doz degerleri kiyaslandiginda
dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 1Gy ile PK
arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+1Cs 25, 1Gy+IC125, 1Gy+ICzs ve 2Gy
doz degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). 2Gy ile 2Gy+ICs 25, 2Gy+IC125, 2Gy+IC2s ve PK doz degerleri
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.51. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun gesitli
konsantrasyon gruplari ile muamelesi sonucu elde edilen erken apoptotik hiicre yiizdesi,
biiyiime kontrol ile c¢esitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin
wilcoxon testi ile karsilastirilmast (*p<0,05, **p<0,01)

Geg apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+ICsps5; 1Gy+IC125, 1Gy+ICos ve 2Gy;
2Gy+1Cs 25; 2Gy+1C125; 2Gy+ICas ve PK konsantrasyonlarda verilen siraya gore 3,4+0,6;
3,2+1,3; 12,643,8; 14,340,5; 21,6£5,2; 6+0,5; 11,9+£2,5; 15,443 ,4; 21,3+0,4 ve 49,6+17,4
bulunmus olup, Sekil 4.52°de gosterilmistir. Biiyiime kontrol ile 1Gy arasindaki iligki
anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+ICs25; 1Gy+IC1o5;, 1Gy+ICos ve 2Gy; 2Gy+ICes;
2Gy+ICy25; 2Gy+1Cos5 ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artig
istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 1Gy ile 1Gy+ICs2, 1Gy+ICizp5,
1Gy+ICzs ve 2Gy doz degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 2Gy ile 2Gy+IC¢ 25, 2Gy+IC125, 2Gy+IC2s5 ve PK
doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.52. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli
konsantrasyon gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen geg¢ apoptotik hiicre yiizdesi,
biiyiime kontrol ile c¢esitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin
wilcoxon testi ile karsilagtirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)

Toplam apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+ICe 25, 1Gy+IC125; 1Gy+ICos ve 2Gy;
2Gy+ICs 25; 2Gy+IC125; 2Gy+ICos ve PK konsantrasyonlarda verilen siraya gore 6,8+1,6;
10,5+1,7; 21,9+4,2; 24,9+1,4; 30,2+6,1; 15,343,66; 23,7+3,9; 27,6+6,9; 31,143 ve
57,1£20,8 bulunmus olup, Sekil 4.53’de gosterilmistir. Biiylime kontroliin yiizdelik
degerleri ile 1Gy,1Gy+1Cs25; 1Gy+IC125; 1Gy+IC2s ve 2Gy; 2Gy+ICs25; 2Gy+ICi25s;
2Gy+ICys ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 1Gy ile 1Gy+ICs 25, 1Gy+IC125, 1Gy+ICos ve 2Gy
doz degerleri ile kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). 2Gy ile 2Gy+ICs 25, 2Gy+IC125, 2Gy+IC2s ve PK doz degerleri
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).
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Sekil 4.53. BEAS-2B hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun cesitli
konsantrasyon gruplari ile muamelesi sonucu elde edilen toplam apoptotik hiicre yiizdesi,
biiyiime kontrol ile c¢esitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin
wilcoxon testi ile karsilastirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)

Olii hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+ICs25; 1Gy+IC125; 1Gy+IC2s ve 2Gy; 2Gy+ICe zs;
2Gy+IC125; 2Gy+IC2s ve PK konsantrasyonlarda verilen siraya gore 3,5+3,7; 4,7+6,7;
4,9+£2.3; 6,7+£2,7; 10,9+4,8; 1,6+0,35; 5+£2,5; 8,3+3,9; 9,24+4,7 ve 1,3+£0,9 bulunmustur.
Biiyiime kontroliin yiizdelik degerleri ile 1Gy, 1Gy+1Ce 25, 1Gy+IC125, 2Gy, 2Gy+ICe 25,
2Gy+1Cy25 arasindaki iligski anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+I1Cos, 2Gy+ICzs ve PK doz
degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamh

bulunmustur (p<0,05).

1Gy ile 1Gy+ICe 25, 1Gy+IC125, 1Gy+ICzs, 2Gy ve PK doz degerleri arasindaki iligki
anlamli bulunmamustir (p>0,05). 2Gy ile PK doz degeri arasindaki iligski anlamli degilken
(p>0,05), 2Gy+ICs25, 2Gy+IC125, 2Gy+ICos dozlari ile kiyaslandiginda dozlarin neden

oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Nano alfa sepiyolit ve radyasyonun birlikte etkilerini tespit etmek i¢in AS549 hiicreleri
1Gy; 1Gy+ICep25; 1Gy+IC125; 1Gy+ICos ve 2Gy; 2Gy+ICs25; 2Gy+IC125;, 2Gy+ICos
konsantrasyon gruplart muamelesi sonucu Annexin-V testi ile elde edilen yasayan hiicre,
erken apoptotik, ge¢ apoptotik, toplam apoptotik ve Olii hiicre sayilarinin yiizdelik
oranlar1 ve standart sapma (S.S) degerleri hesaplanmistir. Bu parametrelerden yasayan
hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+ICs25; 1Gy+IC125; 1Gy+ICos ve 2Gy; 2Gy+ICe s;
2Gy+IC125; 2Gy+ICos konsantrasyonlarda verilen siraya gore 85,4+3,5; 80,6+2,9;
77,6+4; 72,6£5,96; 70,5+£11,3; 80,9+5,2; 75,2+4,9; 72,5+6,8; 62,9+9,3 bulunmustur.
Biiyiime kontroliin yiizdelik degerleri ile 1Gy ve 2Gy arasindaki iliski anlamli degilken
(p>0,05), 1Gy+ICp 25, 1Gy+IC125, 1Gy+ICzs, 2Gy+ICs 25, 2Gy+IC125, 2Gy+ICos ve PK
doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisiis istatistiki olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).

1Gy ile 1Gy+ICs25 ve 2Gy arasindaki iligki anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+IC125,
1Gy+ICos ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisiis istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 2Gy ile 2Gy+1Cs 25, 2Gy+IC125, 2Gy+ICos ve PK
doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisiis istatistiki olarak anlaml

bulunmustur (p<0,05).

Diger parametre ise erken apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+1Cs 25, 1Gy+IC12p;
1Gy+ICas ve 2Gy; 2Gy+1Cs 25, 2Gy+ICi2 5, 2Gy+ICzs ve PK konsantrasyonlarda verilen
siraya gore 3,1+1,3; 7,3+1,9; 9,3+£2.5; 10,6+1,8; 9,9+2,6; 9,3+3,2; 11,8+1,9; 12,2+4,7;
9,3+2.9; 5,7+4,3 bulunmus olup, Sekil 4.54°de gosterilmistir. Biiylime kontroliin ylizdelik
degerleri ile 1Gy,1Gy+ICs25; 2GYy; 2Gy+ICe 25, 2Gy+IC125 dozlar1 arasindaki iliski
anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+ICi25; 1Gy+ICxs ve 2Gy+ICzs doz degerleri
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).

1Gy ile 1Gy+IC125, 1Gy+ICys arasindaki iligski anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+ICe 25 ile
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu diisiis istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). 2Gy ile 2Gy+ICs25, 2Gy+IC125, 2Gy+IC2s doz degerleri kiyaslandiginda

dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.54. Ab49 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun ¢esitli konsantrasyon
gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen erken apoptotik hiicre yiizdesi, bitylime kontrol
ile gesitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile
karsilastirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)

Geg apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+ICs2s5; 1Gy+IC125, 1Gy+ICos ve 2Gy;
2Gy+ICe 25; 2Gy+IC125; 2Gy+ICos ve PK konsantrasyonlarda verilen siraya gore 2,9+1,3;
3,742.3; 5,6£2,4; 6,6+2,5; 6,7+1,5; 3,5+1,9; 5,9+2; 8,4+8,9; 8,4+04; 21,8+18,2
bulunmus olup, Sekil 4.55’de gosterilmistir. Biiylime kontroliin yiizdelik degerleri ile
1Gy arasindaki iligki anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+ICs 25, 1Gy+IC125, 1Gy+ICas, 2Gy,
2Gy+1Ce25, 2Gy+IC125 ve 2Gy+IC2s doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden

oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

1Gy ile 1Gy+ICe25, 1Gy+ICi25, 1Gy+ICos ve 2Gy doz degerleri ile kiyaslandiginda
dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 2Gy ile
2Gy+ICe 25, 2Gy+IC125, 2Gy+ICzs ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden
oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.55. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun ¢esitli konsantrasyon
gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen ge¢ apoptotik hiicre yiizdesi, biiytime kontrol
ile gesitli konsantrasyon gruplari arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi ile
karsilastirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)

Toplam apoptotik hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+ICe25; 1Gy+IC125; 1Gy+ICos ve 2Gy;
2Gy+ICe25; 2Gy+IC125, 2Gy+ICos ve PK konsantrasyonlarda verilen siraya gore
13,7+3,2; 17,7+3,7; 16,1£1,9; 19,7+6,9; 23+7,2; 17,4+6,5; 21,7+4,8; 20,4+6,3; 24,3+£2.,6
ve 35,9+9,6 bulunmus olup, Sekil 4.56’da gosterilmistir. Biiylime kontroliin yiizdelik
degerleriile 1Gy+I1C125; 1Gy+ICas ve 2Gy; 2Gy+1Cs 25; 2Gy+IC125; 2Gy+1Cos ve PK doz
degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamh

bulunmustur (p<0,05).

1Gy ile 1Gy+ICe25, 1Gy+ICi25, 1Gy+ICos ve 2Gy doz degerleri ile kiyaslandiginda
dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 2Gy ile
2Gy+ICe 25, 2Gy+IC125, 2Gy+ICzs ve PK doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden
oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.56. A549 hiicrelerinin nano alfa sepiyolit ve radyasyonun c¢esitli konsantrasyon
gruplar1 ile muamelesi sonucu elde edilen toplam apoptotik hiicre yiizdesi, biiylime
kontrol ile gesitli konsantrasyon gruplart arasindaki anlamlilik diizeyinin wilcoxon testi
ile karsilagtirilmasi (*p<0,05, **p<0,01)

Olii hiicre yiizdesi BK, 1Gy,1Gy+ICs25; 1Gy+ICi25; 1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+ICgs;
2Gy+IC125; 2Gy+IC2s ve PK konsantrasyonlarda verilen siraya gore 0,8+0,7; 2+2,2;
6,6+4,5; 7,3+2,8; 6,2+5; 3,3+2,7; 7,2+£3,9; 6,7£3,4; 9,2+4,7 ve 1,7+1,2 bulunmustur.
Biiyiime kontroliin yiizdelik degerleri ile 1Gy, 1Gy+1Ce25; 1Gy+IC125 arasindaki iliski
anlamli degilken (p>0,05), 1Gy+IC2s ve 2GY+ICzs doz degerleri kiyaslandiginda

dozlarin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

1Gy ile 1Gy+ICs 25, 1Gy+IC125, 1G+ICzs, 2Gy ve PK doz degerleri arasindaki iliski
anlamli bulunmamistir (p>0,05), 2Gy ile PK doz degeri arasindaki iliski anlamli degilken
(p>0,05), 2Gy+ICs 25, 2Gy+IC125, 2Gy+ICos dozlar ile kiyaslandiginda dozlarin neden
oldugu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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4.11. Nano Alfa Sepiyolit ile Birlikte Radyasyonun Hiicre Morfolojisindeki Neden

Oldugu Degisikliklerin Goriintiilenmesi

24 saat boyunca nano alfa sepiyolit ve radyasyonun gesitli konsantrasyon gruplarina
maruz birakilan BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde morfolojik degisimler ikili boyama
yontemi (akridin orange ve etidyum bromiir) ile belirlenmistir. Ikili boyama yéntemi
sonucunda BEAS-2B hiicrelerinde elde edilen morfolojik goriintiiler Sekil 4.57’de
gosterilmistir. A549 hiicrelerinde ise ikili boyama yontemi elde edilen morfolojik

goriintiiler Sekil 4.58°de gosterilmistir.

BEAS-2B hiicrelerinde kontrol grubunda bulunan hiicrelerin renklerinin yesil oldugu
goriilmektedir. Ancak nano alfa sepiyolit ve radyasyonun artan konsantrasyonuna bagli
olarak hiicrelerin genel morfolojik yapis1 incelendiginde yesil renklenmelerin yerini agik

yesil ve sar1 renkli hiicrelerin aldig1 gézlenmistir.

A549 hiicrelerinde ise kontrol grubunda bulunan hiicrelerin renklerinin yesil oldugu
goriilmektedir. Ancak nano alfa sepiyolit ve radyasyonun artan konsantrasyonuna bagl
olarak hiicrelerin genel morfolojik yapisi incelendiginde yesil renklenmelerin yerini agik
yesil ve sar1 renkli hiicrelerin aldig1 gézlenmistir. A549 hiicrelerinin renk goriintiileri ile
BEAS-2B hiicrelerinin goriintiileri arasinda paralellik oldugu gozlenmistir. Ag¢ik yesilli
hiicreler erken apoptoza isaret ederken sari renkli hiicreler ise gec¢ apoptozu isaret
etmektedir. Ayrica her iki hiicrede artan doz konsantrasyonu ile birlikte hiicrelerin genel

morfolojik yapisinin bozuldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.57. Nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyonun BEAS-2B hiicrelerindeki morfolojik degisimlerinin ikili boyama yontemi ile
gorilintiilenmesi.
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Sekil 4.58. Nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyonun A549 hiicrelerindeki morfolojik degisimlerinin ikili boyama yontemi ile
goriintiilenmesi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Sepiyolitin dogada bulunan iki formundan biri olan alfa sepiyolit, halk arasinda
bilinen adiyla liletasi, ¢ogunlukla siis esyast ve dekoratif oyma yapiminda
kullanilmaktadir. Ulkemizde bol miktarda alfa sepiyolit olmasina ragmen bu maddeye
gereken bilimsel 6nem verilmemistir. Son yillarda sepiyolit kil minerallerinin basta
nano biyomedikal ¢aligmalar olmak iizere bir¢ok alanda kullanim potansiyeline sahip
oldugunun gosterilmeye baslanmasi ile birlikte, bu maddeye olan bilimsel ilgi

artmastir.

Sepiyolit sahip oldugu kristal yap1 ve dokusal Ozellikleri ile essiz Ozellikler
sergilemektedir (Singer 1984, Galan 1996). Bu 6zelliklerinden dolay: ilaglarin yavas
salmmmimda (Andronescu ve ark. 2006), eczacilikta ilaglarin bozulmasinin
Onlenmesinde, agir metallerin absorpsiyonunda (Slamova ve ark. 2011), ilag
sektoriinde dolgu malzemesi (Yilmaz 2007), boyalarda, ilaglarda, farmasétiklerde
kalinlastirici ve ¢okme Onleyici olarak kullanilmasi (Alvarez 1984, Clarke 1989) ve
nanokompozitlerin gelistirilmesi i¢in katki maddeleri (Xie ve ark. 2007) olmak iizere

bir¢cok alanda kullanilmaktadir.

Bunlar ile birlikte sepiyolitin igerisinde yer aldigi nanokiller, kanser tedavisinde
ilaglar ile kombinasyon halinde (Zarkovi¢ ve ark. 2001), kanser sonrasi tedavide
adjuvan olarak (Paveli'c ve ark. 2001), kemik dokusu miihendisliginde (Ambre ve
ark. 2013), nano boyutlu immiinosensorler iretiminde (Feng ve ark. 2013), dis
yapistiricilarinda (Solhi ve ark. 2012), yara ortiilerinde, ilag tasiyici nano araglarda
(Wicklein ve ark. 2010, Wicklein ve ark. 2011) kullanilmaktadir. Bu killerin nano
yapilarinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Ayrica dogal bir nano yap1 olmasindan dolay1 son yillarda artan ilgi bu killerin nano

yapilari lizerine yogunlagmistir.

Dogal olarak sepiyolitin i¢erisinde bulunan nano liflerin essiz 6zellikleri nedeniyle
gelecekte bircok kullanim alanina aday nano malzemeler olacagi goziiyle
bakilmaktadir. Ancak sepiyolit mineralinin genellikle mikro ve mikro yapilarindan
elde edilen nanoyapilari ile ilgili biyouyumluluk galismalar yetersizdir. Bu konuyla
ilgili IARC, invitro ve in vivo sepiyolit ¢alismalarin az sayida oldugunu, bu ¢alismalar

ile yapilan degerlendirmede lif uzunlugunun ve kristal yapisinin toksitede etkili
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oldugunu raporlamistir (Anonim 1997). EFSA tarafindan yapilan degerlendirmede
ise sepiyolitin parenteral yollardan (soluma, intrapleural ve intraperitoneal) potansiyel
olarak kanserojen olduguna dair sinirl kanitlar var oldugunu ve ayni uygulama yolunu
kullanmayan bir dizi ¢alismada kanserojen etki, test edilen sepiyolit numunelerinin
jeolojik kokenine gore degismis oldugunu raporlamistir (Anonim 2013). Bu nedenle
sepiyolitin potansiyel karsinojenik, sitotoksik ve genotoksik etkilerinin daha kapsamli
olarak arastirilmasini zorunlu hale gelmis oldugu bildirilmistir (Anonim 2013,
Stockmann-Juvala ve ark. 2014). Ozellikle ham sepiyolit ile yapilan biyouyumluluk
testleri yeterli gorlinmezken, nano Olgekteki sepiyolitin olasi etkileri hakkindaki
veriler son derece sinirli olmakla birlikte nano alfa sepiyolit ile yapilan bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Ayrica hem ham sepiyolit hemde nano sepiyolit ile ilgili yapilan
calismalarda sepiyolitin karakterini ortaya koyacak karakterisazyon islemlerinin tam
yapilmadig1 veya eksik yapildig: goriilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada kullanilan
alfa sepiyolit ile ilgili koken, bilesim, saflik orani, agir metal bulundurup
bulundurmamasi ilk asamada gz oniinde bulundurulacak kriterler olmustur. ikinci
asamada mikro sepiyolitten nano lif iiretiminin gerceklestirilmesi, elde edilen alfa
sepiyolit liflerinin karakterize edilmesi, bu liflerin kullanilan hiicre hatlarinin igerisine
girip girmediginin tespit edilmesi islemleri olmustur. Uglincii asamada iiretilen nano
alfa sepiyolitin biyolojik uyumluluklarinin test edilmesi gerceklestirilmistir. Son
asamada ise radyasyon ile birlikte nano alfa sepiyolitin radyobiyolojik etkileri

arastirilmig olup tiim bu bagliklar asagida tartisilmistir.

Calismada kullanilan alfa sepiyolit Alpu ilgesinin Tiirkmentokat ve Karatepe koyleri
arasindaki Sarisu bolgesinden temin edilmis olup, bu liiletasi1 yataklari sahasinin en
onemli ve en kaliteli hakiki lilletaslarinin ¢ikarildigi bolge oldugu bildirilmistir (Ece
ve Coban, 1994). Yapilan XRD ¢aligmasi sonucunda ise alfa sepiyolit mineralinin %
90 saflikta sepiyolit minerali oldugu goriilmiistiir (bkz. Cizelge 4.1). Ayrica bu
mineralin bilesiklerin icerisinde agir metaller igermedigi tespit edilmistir (bkz.
Cizelge 4.2). Sabah (1999) ve Can (2008) yiiksek kaliteli sepiyolitin yiiksek oranlarda
SiO2 ve MgO igerirken, diisiik oranlarda ise CaO, Al.O3z ve Fe;Ozbilesikleri igerdigini
bildirmislerdir.
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Deneyde kullanilan alfa sepiyolit % 51,8 SiO2, % 25,9 MgO bilesiklerini yiiksek
miktarda icerirken, diisiik miktarda % 0,746 CaO, % 0,0994 Fe>O3 ve % 0,475 Al,O3
bilesiklerini i¢erdigi goriilmiistiir (bkz. Cizelge 4.2). Bu nedenle deneyde kullanilan

alfa sepiyolitin yiiksek kalite ve saflikta bir sepiyolit formu oldugu bulunmustur.

Bu c¢alismada kullanilan alfa sepiyolitin yliksek kalitede ve saflikta oldugu
belirlendikten sonraki asamada alfa sepiyolitin nano liflerine ayrilmasi islemine
gecilmistir. Sepiyolitin dogada kendini olusturan liflerin bir araya gelmesiyle kalip
seklinde biiyiik kiitleler halinde bulunmakta oldugu bilinmektedir. Bu sepiyolit
kiitlelerinin en kii¢iik yapisinin nano yapida birbirine sikica baglanmis sayisiz lif
demetlerinden olusmus oldugu bildirilmistir (Sabah 1999, Can 2008, Avunduk 2011)
Ancak sepiyolit fiber yapili demetlerin yiizeyindeki silanol gruplart arasindaki Van
der Waals kuvveti ve hidrojen baglari ile birbirine ¢ok gii¢lii bir sekilde tutundugu
icin (Can 2008), fiberlerin birbirlerinden ayrilmasi kolay olmamaktadir. Bu nedenle
sepiyoliti olusturan liflerin birbirinden ayrilmasi i¢in birgok ydntem denemesi
gerceklestirilmistir. Bu yontemlerden solvotermal ile yiiksek basing altinda liflerin
ayrilmasi kimyasal yolla ger¢eklestirilmistir (Zhang ve ark. 2005, Darvishi ve Morsali
2010). Diger bir ¢alismada mekanik dagitict ile sepiyolit liflerinin dispersiyonu
gergeklestirilmis olup ¢esitli boylarda nano lifler elde edilmistir (Can ve Celik 2010).
Ayrica disiik siirelerde sonikasyon iglemi ile liflerin serbestlesme islemi (Toledo-
Magana ve ark. 2015), %37°1ik HCI asit ¢ozeltisinin ¢esitli pH’lar1 ile (Hassan ve ark
2015) ve 10mM Tris-HCI asit ¢ozeltisinde sonike edilmesi veya vorteks karistirict
(Castro-Smirnov ve ark 2016) kullanilarak sepiyolitten nano lifler elde edilmeye
calisilmistir. Tiim bu ¢alismalarda bazi tabakali sanayi sepiyoliti (B-sepiyolit) tipleri
suda dagilma ozellikleri (Sabah ve Celik, 1999) gosterdigi icin liflerine ayrilmasi
kolay oldugu gdriinmiis olmasina ragmen, tiim sepiyolit ¢esitlerinde bu uygulamalarin
gerceklestirilmesi zor oldugu goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.3, Sekil 4.4) Ozellikle alfa
sepiyolit tiirlerinin yataklanlamalarinin farklilik gostermesi ve olusumlarinin farkl
olmas1 (Brauner ve Preisinger 1956, irke¢c 1991) nedeniyle kendine ait fiziksel ve
kimyasal 6zellikler gosterebilmekte olup, su igerisinde dagilma 6zelligi gostermedigi

bildirilmistir (Sabah 1998).
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Nano lif iiretimi yontem ¢alismalarinda simdiye kadar alfa sepiyolitin nano liflerine
ayrildigini gosteren bir ¢aligma ile karsilasiimamistir. Bu nedenle bu ¢aligmamizda
alfa sepiyolitin nanoliflerine ayrilmasi i¢in yukarida bahsedilen c¢esitli ¢alismalar
denenmistir. Tiim bu c¢alismalar sonucunda farkli olusum sekillerine sahip alfa
sepiyolitin serbest liflerine ayrilmasi i¢in atritér degirmende kuru ve yas Ogiitme,
ZrO2 bilyal1 degirmende 6glitme, blender yardimi ile mekanik 6gtitme, 10mM Tris-
HCI asitte mekanik 6glitme, manyetik karistirici, ¢esitli filtrasyon islemleri ve ¢ok az
siirede sonike edilmesi ile alfa sepiyolitin liflerine ayrilmayacagi goriilmiistiir (bkz.
Sekil 4.3, Sekil 4.4). Bu islemlerde ¢ok az alfa sepiyolitin serbestlestigi goriilmiis
olmasia ragmen tiim alfa sepiyolit liflerinin demetler halinde birbirine tutundugu

goriilmiistir.

Can (2008) tarafindan sepiyolit fiberlerinin ancak mekanik yontemlerle disperse
edilmesi ile 1yi sonuglar alinabilecegi bildirilmistir ve nanoyapilarin topaklagmasini
onlemek icin sonike edildigi, daha kii¢lik nano yapilar elde etmek i¢in sonike cihazlar
kullanildig: bilinmektedir. Bu nedenle bu ¢alismamizda suda ses dalgalari ile birlikte
giiclii bir dagitict olan Sonikator cihazinin kullanilmasi ideal bir yaklasim oldugu
degerlendirilmistir. Tim sonuglar degerlendirildiginde alfa sepiyolit liflerinin
tamamen birbirinden ayrilmasi i¢in yiiksek slirelerde ve baz1 ¢dozelti
konsantrasyonlarinda sonike edilmesi ile serbestlesmis liflerin elde edilebildigi
goriilmustiir (bkz. Sekil 4.5). Nano alfa sepiyolit elde edilmesi i¢in 5,12 mg/ml suda
hazirlanan alfa sepiyolit soliisyonunun doygunluk noktasina ulastig1 goriilmiistiir. Bu
siispansiyon iizerinde alfa sepiyolit liflerinin elde edilmesinin zor oldugu anlasilmakta
olup, ideal soliisyonun 5,12 mg/ml altindaki ¢ozeltilerde 1 saat sonikasyon yapilmasi

ile serbestlesmis liflerin elde edilebilecegi goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Elde edilen nano alfa sepiyolit lif boyutlar1 SEM cihaz1 ile yapilan analizlerde lif
uzunluklar1 569,6+278 nm, capt 72+27,3 nm olarak, TEM cihaz1 ile yapilan
analizlerde ise lif uzunluklar1 425,9+170,5 nm, ¢ap1 35+11,8 nm olarak bulunmustur
(bkz. Cizelge 4.4). Bu calismada elde edilen liflerin ¢apinin 100 nm’nin altinda
oldugu, bu nedenle Borm ve ark. (2006) tarafindan belirtildigi gibi en az bir boyutunun
1-100 nm arasinda olan yapilarindan oldugu icin nano alfa sepiyolitin

nanomalzemeler sinifina girdigi gérilmiistiir.
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Uretilen nano alfa sepiyolit nanopartikiillerin aglomera olusturabilme degerleri
onemli oldugu i¢in zeta potansiyeli dl¢lilmiistiir. Nano alfa sepiyolit siispansiyonunun
zeta potansiyeli degeri -15,4 mV oldugu, ham sepiyolitin zeta potansiyel degeri -18,4
mV oldugu belirlenistir. £15 mV’dan yiiksek olan taneler dispersiyon (dagilma)
ozelligi gosterdigi bildirilmistir (Dogan 2001). Bu nedenle hem mikro hem de nano
alfa sepiyolitin dagilma &zellikleri +15 mV ve -15mV arasinda bulunmadigi igin

dagilma 6zelliklerinin iyi kategoride oldugu sonucuna varilmigtir

Nano alfa sepiyolit liflerinin dretimi gerceklestirildikten sonraki asamada hiicre
icerisine girip girmedigi tespit edilmistir. Nitekim hiicre igerisine girebilen
nanopartikiillerin hiicre icindeki sitoplazma proteinleri, organeller ve DNA’ya
baglanmasi ile birlikte bu yapilarin hiicre igerisindeki gorevlerini bloke edebilecegi
bildirilmistir (Buzea 2007). Bu nedenle nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre igerisine
girisi ve hiicre icerisindeki lokalizasyonu toksisitesi agisindan Onemlilik arz

etmektedir.

Ozellikle sepiyolitin makropinositoz yoluyla memeli (V79 hamster) hiicrelerine
spontan bir sekilde girebilecegi, hatta hiicre ¢ekirdegine kadar gidebilecegi
gosterilmigtir (Castro-Smirnov ve ark 2017). Toledo-Magana ve ark. (2015)
tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada sepiyolit nano killerinin esas olarak biiyiik
vakuoller igerisinde agregatlar olarak bulundugunu ve bazi durumlarda vakuoller
membraninin yirtitlmasina neden oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda sepiyolit
nanokillerinin daha fazla toplanmasi, kiiltiirler {izerinde sepiyolit nanokillerinin daha
yiiksek sitotoksik etkisiyle agiklanmistir (Toledo-Magana ve ark. 2015). S6z konusu
bu ¢alismada nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre igerisine girebildigi BEAS-2B ve
A549 hiicrelerinin TEM goriintiileri incelendiginde goriilmiistiir. Bu goriintiilerde
nano alfa sepiyolit liflerinin sitoplazma igerisinde birgok vezikiil igerisinde toplanmis
oldugu goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.10, Sekil 4.11). Krug ve Wick (2011) nanoyapilarin
hiicresel homeostazi i¢in yan etkiler olusturduklarini belirtmis olup, bu ¢alismada
sitoplazmada artan sayida vezikiil i¢indeki nano sepiyolit liflerinin bulunmasi hiicre

homeostazi i¢in olumsuz sonuglar dogurabilecegi goriilmektedir (bkz. Sekil 4.11e ve

).
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Bu goriintiiler incelendiginde olast nano alfa sepiyolitin hiicre i¢i alinim
mekanizmalar1 ortaya ¢ikmistir. Nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre igerisine
alimmasinda, birinci olarak liflerin direkt hiicre igerisine alinabilecegi (bkz. Sekil
4.10d), ikinci olarak hiicre zarmin igeri dogru yapmis oldugu invajinasyonlar ile
vezikiil olusturarak alinabilecegi (bkz. Sekil 4.10d ve e), partikiillerin yalanci ayaklar
olusturarak fagositoz yoluyla alinabilecegi goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.11g). Sonugta
nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre i¢erisine alinim sekli vezikiil olusturarak endositoz
olay1 oldugu gériilmiistiir. Bu ¢alismada ortaya ¢ikan goriintiilerdeki bulgular, hem
sepiyolit liflerinin alinimi ve hemde hiicre igerisindeki yerlesim durumlari ile Toledo-
Magana ve ark. (2015) ve Castro-Smirnov ve ark (2017) tarafindan yapilan galismalar

ile uyumluluk gostermektedir.

TEM cihazinda ¢ekilen goriintiilerde nano fiberlerin igerisinde biriktigi vezikiillerin
sitoplazmada sayica arttig1 (bkz. Sekil 4.10, Sekil 4.11), bu vezikiillerin ¢ekirdegin
membranina baski yaptigi (bkz. Sekil 4.10c, Sekil 4.11b) gorilmistiir. Ancak
¢ekirdek igerisinde sepiyolit nanolifleri ile ilgili goriintii elde edilememistir. Castro-
Smirnov ve ark. (2016) sepiyolitin dogal bir floresan dzellige sahip oldugunu ve hiicre
icerisinde bu maddenin floresan 6zelliginden yararlanilarak hiicredeki konumunun
tespit edilebilecegini bildirmistir. Nano alfa sepiyolit liflerinin floresan 6zelligi ile
Lazer Taramali Konfokal Mikroskop ile hiicre icerisindeki yerlesim lokalizasyonlari
tespit edilmistir (bkz. Sekil 4.12). Hem BEAS-2B hem de A549 hiicrelerinde yesil
floresan 6zellik sergileyen nano alfa sepiyolit liflerin sitoplazmanin gesitli yerlerine
yerlestigi gortilmistiir (bkz. Sekil 4.12). Ayrica sitoplazmada goriilen nano alfa
sepiyolit liflerinin ¢ekirdek igerisine girdigi Lazer Konfakal Mikroskop ile
goriintiilenmistir (bkz. Sekil 4.13).

Hiicre igerisine girebilen nano alfa sepiyolit liflerinin BEAS-2B saglikli hiicre ve
A549 kanser hiicrelerindeki sitotoksisitesi XTT, Trypan Blue ve Muse Count
Viability Testleri olmak tizere ii¢ farkli yolla Ol¢iilmiistiir. Bu testlerden XTT
yonteminde mitokondri canliligina, Muse Count Viability testinde c¢ekirdek
canliligina ve Trypan Blue yonteminde ise hiicre canliligina bakilarak sitotoksisite
belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda ii¢ test yontemiyle belirlenen canlilik oranlarinin

doza bagli olarak anlamli bir sekilde azaldig1 belirlenmistir (p<0.05, bkz. Cizelge 4.5).
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XTT, Muse Count Viability ve Trypan Blue Ort. 1Cs25; IC125, IC25; ICso; IC7s
degerleri BEAS-2B hiicrelerinde siras1 ile 517,5£171; 9504+206; 1748+213;
3357+312; 50774512 pg/ml bulunmustur. XTT, Muse Count Viability ve Trypan
Blue Ort. ICs 25; IC125; IC25, ICs, IC75 degerleri A549 hiicrelerinde sirasi ile 272+218;
484+183; 970+277; 25444331; 4420+664 pg/ml bulunmustur.

BEAS-2B hiicrelerinde ii¢ test yontemiyle belirlenen ortalama IC degerleri ile A549
hiicre hattinda belirlenen ortalama IC degerleri ile kiyaslandiginda aralarinda anlamli
bir fark oldugu belirlenmistir (p<0.05, bkz. Cizelge 4.5, Sekil 4.16). Bu nedenle ayni
doz gruplari ile muamele edilen A549 ortalama IC degerleri, BEAS-2B hiicrelerinde
belirlenen 1Ce 25 degerinin % 52,6’sina; 1C125 degerinin % 51’ine; 1Cos degerinin %
55,6’s1na; 1Cso degerinin % 75,8’ine; 1C7s degerinin % 87,1’ine denk gelmekte oldugu
goriilmistiir (bkz. Cizelge 4.5). Bu nedenle ayni doz gruplari ile muamele edilen
BEAS-2B hiicrelerine gore A549 ortalama IC degerleri diisiik olup, saglikli hiicrelere
gore kanserli hiicrelerde segici bir Ozellik sergiledigi goriilmustir. BEAS-2B
hiicrelerinde ancak yiiksek dozlarda sitotoksik etki gostermesi nedeni ile nano alfa

sepiyolitin biyouyumlu bir malzeme oldugu gortilmiistiir.

Bu ¢alismada hem BEAS-2B hemde A549 hiicrelerinde elde edilen doz artigina bagh
olarak canlilik oran1 azalmasi goriilmekle birlikte nano alfa sepiyolitin ancak ytiksek
dozlarda sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Yapilan bu ¢aligma J. Cervini Silva
ve ark. (2015b) ve Toledo-Magana ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismalar ile
benzerlik gdstermekte olup ancak yiiksek dozlarda canlilik {izerinde inhibisyona
neden oldugu goriilmektedir. S6z konusu J. Cervini Silva ve ark. (2015b) tarafindan
yapilan ¢alismalarda U251 (glioblastoma, beyin tiimorii), SKLU-1 (akciger
adenokarsinoma), K512 (kronik miyeloid 1dsemi), HCT-15 (insan kolon
adenokarsinomu) ve MCF-7 (Insan insan beyaz meme adenokarsinomu) hiicrelerine
kars1 yiiksek dozlarda sepiyolite maruz birakildiginda inhibisyonun arttigini, Toledo-
Magana ve ark. (2015) tarafindan gergeklestirilen ¢alismalarda ise amipli dizanteri
(Entomoeba histolytica), RAW 264,7 fare kan makrofajlar1 ve insan periferik kan
makrofajlarinda uygulanan dozlarin yiiksek olmasina ragmen inhibisyonun diigiik

oldugu bildirilmistir.
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Bu ¢alismada artan doz konsantrasyonuna bagli olarak nano alfa sepiyolitin neden
oldugu sitotoksik etkinin altindaki sebepler incelenmistir. Oncelikle sepiyolit
yiizeyinin benzersiz 6zellikleri (genis spesifik yiizey alani, negatif elektrik yiikii ve
fibroz morfoloji) ile farkli biyoaktif tiirler ile etkilesime girebilecegini bazi ¢alismalar
ortaya c¢ikarmustir (Castro-Smirnov ve ark 2016). Sepiyolitin etkilesime girdigi
maddelerin polisakkaritler (Alcantara ve ark. 2014), lipitler (Wicklein ve ark. 2010),
proteinler (Fernandes ve ark. 2011, Alcantara ve ark. 2012) ve viriis parcaciklari
(Ruiz-Hitzky ve ark. 2009) oldugu belirtilmistir. Ayrica J. Cervini Silva ve ark.
(2015a) tarafindan deneylerde sepiyolitin lipid peroksidasyonunu inhibe edebildigi
ortaya konmustur. Bu gergeklesen calismalarda oldugu gibi nano alfa sepiyolitin
hiicre zarindaki lipidler ile etkilesime girerek lipid peroksidasyonuna neden olmus
olabilecegi degerlendirilmektedir. Ayrica nanopartikiillerin hiicre igine girebilmekte
ve hiicre i¢cindeki sitoplazma proteinleri, organeller ve DNA’ya baglanmasi ile birlikte
bu yapilarin hiicre igerisindeki gorevlerini bloke ettigi bildirilmistir (Buzea 2007). Bu
nedenle TEM goriintiileri incelendiginde sitoplazmanin ¢esitli bolgelerine nano
liflerin dagildig1 hatta ¢ekirdegin icerisine girebildigi konfakal mikroskop ile ¢ekilen
goriintiilerde goriinmektedir (bkz. Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.13). Bu nedenle nano
alfa sepiyolitin g¢esitli makromolekiillere baglanma 6zellikleri ile baglanarak hiicre

icerisindeki gorevlerini inhibe etmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Toledo-Magana ve ark. 2015 tarafindan gergeklestirilen ¢alismada sepiyolit nano
Killerinin esas olarak biiyiik vakumlar igerisinde agregatlar olarak bulundugunu ve
bazi durumlarda vakuol membraninin yirtilmasina neden oldugu gésterilmistir. Ayni
zamanda sepiyolit nanokillerinin daha fazla toplanmasi, kiiltiirler iizerinde sepiyolit
nanokillerinin daha yiiksek sitotoksik etkisiyle agiklanmistir (Toledo-Magana ve ark.
2015).

Bu calismada nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre i¢ine girebildiginin BEAS-2B ve
A549 hiicrelerinin TEM goriintiileri incelendiginde sitoplazma igerisinde birgok
vezikiil igerisinde toplanmuis alfa sepiyolit liflerinin goriintiileri gortilmustiir. Krug ve
Wick (2011) nanoyapilarin hiicresel homeostazi i¢in yan etkiler olusturduklarini
belirtmis olup, bu ¢alismada sitoplazmada artan sayida vezikiil igindeki nano alfa
sepiyolit liflerinin bulunmasi hiicre homeostazi i¢in olumsuz sonuglar dogurabilecegi
goriilmekte olup (bkz. Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12), bu ¢alismada ise nano alfa
sepiyolit dozlarin artisina paralel olarak vezikiillerin artmasi, vezikiil i¢indeki liflerin
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artmast sonucunda vezikiillerin patlamasi ile birlikte sitotoksik etkinin artirmis

olabilecegi degerlendirilmektedir.

Sonug olarak nano alfa sepiyolit A549 hiicrelerinde anti-kanser aktivitisesine sahip
olmamakla birlikte, kanserli ve saglikli hiicreler arasinda segici 6zellik sergiledigi ve
Toledo-Magana ve ark. (2015)’in belirttigi gibi biyouyumlu bir madde olarak
degerlendirilmektedir.

Nano alfa sepiyolitin BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde doz artigina paralel olarak
sitotoksisite artigina neden olabilecek ¢esitli degerlendirmeler yukarida yapilmis olup,
ancak nano alfa sepiyolitin etkisiyle meydana gelen inhibisyonun mekanizmasini

aydinlatmak i¢in ROS, Komet, Annexin-V testi ve Ikili boyama ydntemi yapilmistir.

Nano alfa sepiyolitin hiicre kiiltiiriinde neden oldugu hiicre i¢i ROS miktar1 BEAS-
2B ve AD549 hiicre hatlarinda DCFA-DA elisa testi ile morfolojik olarak
degerlendirilmistir. Yapilan bu deneyde hiicre i¢gi ROS miktar1 absorbans degeri
florometrik plaka okuyucuda okunmus olup, absorbans degerleri arasinda mantikli
veriler elde edilememistir. Bu ¢alismada mantiki veriler elde edilmemesi, nano alfa
sepiyolitin dogal olarak yesil floresan (506-538nm) ozelligi ile yanlis okumalara
sebep oldugu disiiniilmektedir. Nitekim Doak ve ark. (2009) tarafindan
nanopartikiillerin floresan boyalarin oksidatif tayininin de yaygin olarak kullanilan bir
probla (2°,7’-diklorofloresin-diasetat, DCFH-DA) nanopartikiillerin etkileserek yanlis
yorumlara neden olabilecegi bildirilmistir. Sepiyolit ylizeyinin genis spesifik yiizey
alani, negatif elektrik yiikii ve fibr6z morfoloji gibi benzersiz 6zellikleri nedeni
(Alvarez 1984, Clarke 1989, Galan 1996, Sabah 1999) ile DCFA-DA ile etkilesime
girebilecegi ayrica bu nanoliflerin yesil floresan 6zelligi (Castro-Smirnov ve ark.
2016) ile DCFA-DA’nin yesil florasan 6zelligi birleseceginden okunan absorbans
degerlerinin farkli sonuglar dogurdugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle bu ¢caligmada
nano alfa sepiyolitin ROS etkisi hiicre i¢i ROS testi ile morfolojik olarak
degerlendirilmistir. Her bir hiicre hattina kendi 1Cs 25; 1C125; 1C2s5; 1Cs0; 1C75 dozlar1
ile 24 saat siiresince muamele edilmistir. Muamele sonucunda elde edilen ROS
degerleri ile biiyiime kontrol ile kiyaslandiginda her hiicredeki ROS seviyesi dozlarin

artigina paralel olarak anlaml sekilde artmistir (p<0.05, bkz. Cizelge 4.6).
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Bu calismada artan doz konsantrasyonuna bagli olarak nano alfa sepiyolitin her iki
hiicre hattinda neden oldugu hiicre i¢i ROS artisinin nedenleri inceleyecek olursak,
mikron boyutundaki sepiyolit kiitlesinin sonikasyon sonucunda ¢ok genis yiizeylere
sahip nano alfa sepiyolit liflerinin biiyiik yapilardan daha fazla serbest radikal
olusturmus olabilmesidir. Nitekim Nel ve ark (2006) nanoyapilarin kiigiik boyutlar1
nedeni ile daha genis ylizey alanina sahip olduklar1 i¢in reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
olusturabildiklerine ve hiicre hasarina sebep olduklarini bildirmislerdir. Ayrica bircok
in vitro ¢alismada, nanopartikiile maruz birakilan hiicrelerde ROS seviyesinde 6nemli
artislarin oldugunu, hiicrede meydana gelen DNA hasar1 ve hiicrenin apoptoza
stiriklenmesinin ~ sebebini nanoyapilarin  olusturdugu oksidatif stres olarak
aciklanmistir (Stone ve ark. 2007, Park ve ark. 2008, Asharani ve ark. 2009, Ahamed
ve ark. 2011).

S6z konusu bu ¢alismada doz artisina bagli olarak hiicrelerde meydana gelen hiicre i¢i
ROS artisi ile sitotoksik etkinin uyumlu oldugu goriilmistiir. Nano alfa sepiyolitin
hiicreler tlizerindeki ROS artiginin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisinin ROS

artigtyla meydana geldigi ¢ikarimi yapilabilmektedir.

Nano alfa sepiyolitin neden oldugu DNA hasar1 BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde
komet testi ile belirlenmistir. Her bir hiicre hattina nano alfa sepiyolitin kendi 1Cs 2s;
IC125, IC25; 1Cso; IC75 dozlar1 ile 24 saat muamelesi sonrasinda komet testi
gerceklestirilmistir. Komet testi sonuglar1 kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA miktar

ve olive kuyruk momenti parametreleri ile degerlendirilmistir.

BEAS-2B hiicre hattinda nano alfa sepiyolitin 1Ce 25; 1C125; 1C2s; 1Cs0; 1C75 dozlart ile
muamelesi sonucunda elde edilen sonuglar biiyiime kontrole kiyasla kuyruk uzunlugu,
kuyruk %DNA miktar1 ve Olive kuyruk momenti parametreleri anlamli bir artis
gozlenmistir. (p<0.01, bkz. Cizelge 4.7). A549 hiicre hattinda nano alfa sepiyolitin
ICe,25 ile muamelesi sonucunda elde edilen sonug biiyiime kontrole kiyasla kuyruk
uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti parametreleri anlamli bir azalis
gozlenmistir. (p<0.01, bkz. Cizelge 4.7). Ancak nano alfa sepiyolitin IC125; ICos; 1Cso;
IC75 dozlar1 ile muamelesi sonucunda elde edilen sonuglar biiyiime kontrol ile kiyasla
kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA miktar1 ve olive kuyruk momenti parametrelerinde

anlamli bir artis gézlenmistir. (p<0.01, bkz. Cizelge 4.7).

153



Bu calismada artan doz konsantrasyonuna bagli olarak nano alfa sepiyolitin her iki
hiicrede neden oldugu DNA hasar artiginin nedenlerini incelenecektir. Castro-
Smirnov ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen bir c¢alismada sepiyolit
nanofiberlerinin tasidiklar1 silanol gruplar1 nedeniyle DNA’ya direkt olarak
baglanabilecekleri gdsterilmistir. Baska bir caligmada ise hiicre igerisine giren
nanopartikiiller hiicresel proteinlerle veya mitoz boliinme siiresinde dogrudan DNA
ile etkileserek hasara neden olabilecegi bildirilmistir (Buzea 2007, Sing ve ark. 2009).
ROS artisinin hiicrede dolayli olarak hiicrede DNA hasarina neden olabilecegi
aciklanmustir (Stone ve ark. 2007, Park ve ark. 2008, Asharani ve ark. 2009, Ahamed
ve ark. 2011). S6z konusu bu ¢alismada uygulan nano alfa sepiyolit liflerinin hiicre
¢ekirdegine girebildigi ¢ekilen konfokal mikroskop ile goriintiilenmis olup (bkz. Sekil
4.12, Sekil 4.13), DNA ile yukarida bahsedildigi gibi baglanacagindan dolay1 (Castro-
Smirnov ve ark. 2016) DNA molekiiliiniin islevini yitirmesine neden olabilecegi
degerlendirilmektedir. Ayrica nano alfa sepiyolit liflerinin hiicrelerde ROS artigina
neden oldugu Cizelge 4.6’de gosterilmis olup, bu nedenle hiicre i¢i ROS miktar

artisinin hiicredeki DNA hasarinin nedeni olabilecegi degerlendirilmektedir.

Ancak sadece A549 hiicrelerindeki ICs 25 dozunun DNA hasarimin biiyiime kontrolden
anlaml sekilde diisiik olmas1 A549 hiicrelerindeki ICs 25 dozunun neden oldugu diisiik
ROS seviyesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Sonugta her iki hiicre
hattinda da meydana gelen DNA hasarinin iki nedenle meydana gelebilecegi
goriilmiistiir. Birincisi nano alfa sepiyolit liflerinin dogrudan DNA’ya baglanarak
DNA’nin islevini yerine getirememesine, ikincisi ise nano alfa sepiyolit liflerinin
neden oldugu hiicre i¢i ROS artis1 nedeniyle dolayli olarak DNA’ya zarar vermesi

oldugu diisiiniilmektedir.

Buraya kadarki caligmalarda nano alfa sepiyolitin doz artigina bagl olarak hiicreleri
inhibisyona stiriikleyen mekanizmalardan bahsedilmistir. Bu boliimde ise nano alfa
sepiyolit ile muamele edilen hiicrelerdeki 6liim mekanizmasindan bahsedilecektir.
Simdiye kadar sepiyolit nano killeri ile yapilan ¢aligmalar son derece yetersiz olup,
hiicre 6liim mekanizmasi ile ilgili bilgiler yok denecek kadar azdir. Bir arastirmada
Toledo-Magana ve ark. (2015) tarafindan sepiyolit nanokillerinin  6lim
mekanizmasinin ¢alisilan makrofaj tipine gore degistigi belirtilmistir. RAW 264.7 ve

fare kemik iligi makrofaflar1 (MMDM) Kkiiltiirlerinin esas 6liim mekanizmasinin
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nekroz oldugu, insan periferal kan makrofajlar1 ile amip kiiltiirlerinin 6liim

mekanizmasinin apoptoz oldugu bildirilmistir.

Bu ¢alismada ise nano alfa sepiyolitin BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarinda neden
oldugu hiicre 6liim mekanizmasini belirlemek i¢in Annexin-V testi uygulanmis olup,
ikili boyama yontemiyle elde edilen goriintiiler ile kiyaslanmistir. Her bir hiicre
hattina nano alfa sepiyolitin ICs 25; IC125; 1C25, ICs, IC75 dozlart ile 24 saat muamelesi

sonrasinda Annexin-V testi gergeklestirilmistir.

BEAS-2B hiicrelerinde nano alfa sepiyolit liflerinin ¢esitli IC konsantrasyon gruplari
muamelesi sonucu sitotoksik etkinin artmast ile birlikte Annexin-V testi ile elde edilen
yasayan hiicre sayisinin azaldigi goriilmektedir (bkz. Cizelge 4.8). Buradaki doz
artigina bagli olarak toplam apoptotik hiicre 6liimiine bakildiginda biiytime kontrol ile
ICs,25 arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), IC125, ICz2s, ICso, IC75 doz degerleri
kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu toplam apoptotik hiicre 6limii anlamh
bulunmustur (p<0,05). BEAS-2B hiicrelerinde 1C125 dozu erken apoptotik hiicre
oliimiine ve 1Cso, 1C75 dozlar1 ise hem erken hemde geg¢ apoptotik hiicre dliimiine yol
actig1 gorilmiistir (bkz. Sekil 4.29, Sekil 4.30).

A549 hiicrelerinde ise nano alfa sepiyolit liflerinin gesitli IC konsantrasyon gruplari
muamelesi sonucu sitotoksik etkinin artmast ile birlikte Annexin-V testi ile elde edilen
yasayan hiicre sayisinin azaldigi goriilmektedir (bkz. Cizelge 4.8). Buradaki doz
artigina bagli olarak toplam apoptotik hiicre 6liimiine bakildiginda biiyiime kontrol ile
IC6,25, 1IC125 Ve ICos arasindaki iliski anlamli degilken (p>0,05), 1Cso, IC75 doz
degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu toplam apoptotik hiicre oliimii
anlamli bulunmustur (p<0,05). A549 hiicrelerinde IC dozlarinin erken apoptotik hiicre
6liimiine neden olmadigi ve ICzs, ICso, IC75 dozlarinin ise geg apoptotik hiicre 6liimiine

yol actig1 goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.32, Sekil 4.33).

BEAS-2B hiicrelerinde 61liim seklinin daha ¢ok dozlarin yiikselmesi ile birlikte orantil
olarak hem erken apoptotik hiicre 6liimiine hem de geg apoptotik hiicre 6liimiine yol
actigr gorilmistir (bkz. Sekil 4.29, Sekil 4.30). Ancak A549 hiicrelerinde 6lim
seklinin ge¢ apoptotik hiicre 6limii oldugu goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.32, Sekil 4.33).
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Annexin-V testinin verilerinin teyit edilmesi i¢in, ikili boyama yontemi ile morfolojik
goriintiileme yapilmis olup, bulunan sonuglarin birbirini dogrular nitelikte oldugu
goriilmiistiir. Nano alfa sepiyolit ile muamele edilmis BEAS-2B hiicrelerinde erken
apoptoz belirteci olan agik yesil renklenmeler ve ge¢ apoptoz belirteci olan sari renkli
hiicrelerin doz artisina bagli olarak arttig1 goriilmiistiir. A549 hiicrelerin ikili boyama
yontemi ile elde edilen morfolojik goriintiilerinde, hiicrelerin daha ¢ok ge¢ apoptoz

belirtisi olarak sar1 renkli hiicreler goriilmistiir (bkz. Sekil 4.35, Sekil 4.36).

Bu asamaya kadar nano alfa sepiyolitin her iki hiicredeki tek basina etkisinden ve
altinda yatan mekanizmalardan bahsedilmistir, bundan sonraki asamada ise nano alfa
sepiyolit ve radyasyonunun her iki hiicre iizerindeki etkileri ve bu etkilerin altinda

yatan mekanizmalar degerlendirilecektir.

Gilinlimiizde radyoterapi, kanser tedavilerinde tek basina kullanilabilmekte olup,
cerrahi ve kemoterapi kombinasyonlar1 ile birlikte de kullanilan bir tedavi yontemi
oldugu aciklanmistir (Perez ve Brady 1998). Radyoterapi ile amag yiiksek dozdaki
radyasyon ile kanser hiicreleri hedef alinip, kanser hiicrelerinde DNA hasari
olusturarak hiicrelerin Oldiiriilmesi veya kanserli hiicrelerin g¢ogalmalarini
engellemektir. Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore bolinme yetenegi oldukca
hizlidir. Bu ¢ok hizli boliniip c¢ogalan kanser hiicreleri kendilerini tamir etme
olanaklar1 normal hiicrelere gore diisiik olmasindan dolay1 radyoterapi ile uygulanan
radyasyonun kanser hiicreleri {izerindeki etkisi normal hiicrelere gore daha etkili

oldugu bilinmektedir.

Ancak radyoterapinin olumlu etkilerine ragmen asagida belirtilen nedenlerden dolay1
radyoterapinin etkileri sinirhidir. Hiicrelerdeki molekiiler oksijen diizeyinin yiiksek
olmas1 radyasyon etkinligini artiran ¢ok 6nemli bir etken oldugu bildirilmistir (Wang
ve ark. 2019). Kanserli dokular radyoterapi ile muamele sonucunda bu dokulardaki
diisiik oksijen nedeniyle serbest radikal iiretimi daha az olacagindan radyoterapinin
etkisinin daha diisiik olacag bildirilmistir (Toplan 2016). Radyasyonun diger bir yan
etkisi yiiksek diizeydeki yiiksek radyasyon dozunun tiimori ¢evreleyen saglikli doku
tizerinde de toksiteye neden olmasidir. Ayrica radyasyona direngli olan timdr
hiicreleri nedeniyle tiimdrleri yok etmek i¢in radyoterapinin bazi hiicrelerde basarisiz

oldugu bildirilmistir (Kirag¢ ve Yiiksel 2001, Hainfeld ve ark. 2008).
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Bu kapsamda radyasyonun olusturdugu hasardan g¢evre dokularini korumak igin
koruyucu radyoprotektif maddelerin kullanilmasi1 (Kalpana ve ark. 2009) ya da
radyasyona direngli hiicrelerin yok edilmesi i¢in toksik 6zellik gostermeyen ancak
radyasyon ile birlikte verildiginde radyasyona duyarliligi artiran maddelerin
kullanilmasinin énemli oldugu bildirilmistir (Pak 2001). Bu kullanilacak maddelerin
radyasyon etkinligini artirarak kanserli hiicreli yok edebilecek, ayrica kullanilan
yiiksek doz radyasyon yerine daha diisiik dozla kanserli hiicrelerin 6liimiine neden
olup, ¢evre dokularin az zarar gormesini saglayan maddeler kullanilmasi gerekli

oldugu bircok calismada aciklanmustir.

Radyoterapi ¢alismalarinda radyasyon ile birlikte altindan olusan ¢ok ¢esitli
nanoyapilarin kanser tedavisinde ve teshisinde yogun bir sekilde kullanimu ile ilgili
calismalar yapilmigtir (Boisselier ve Astruc 2009, Muthu ve Singh 2009). Altin nano
parcaciklarinin radyasyonla birlikte kullanilmasi, bu maddenin biyouyumlu olmasi ve
radyasyonu yiiksek derecede absorblama ozelligi ile iligkili oldugu bildirilmigtir
(Hainfeld ve ark. 2008). Altin nanopartikiillerinin radyasyonun hiicre {izerindeki

duyarliligint miikemmel bir sekilde artirdigi gosterilmistir (Hainfeld ve ark. 2008).

Ozellikle bu galismamizda nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyon kullanmamizin
asil sebebi olmamakla birlikte, TR 2016 01282B numarali patentte Akca ve ark.
(2016) tarafindan gerceklestirilen deneylerde mikron boyutundaki alfa sepiyolit ile
olusturulan bir zirh materyalinin 662 keV’lik gama 1s1nlarina kars1 sogurma katsayisi
0,75 (u,cm™) bulunmustur. Aymi deneyde altinin sogurma katsayisi 1,98 (u,cm™),
kursunun 1,20 (u, cm™?) ve aliiminyumun ise 0,20(p,cm™) olarak bulunmustur. Alfa
sepiyolitin sogurma katsayisinin kursuna yakin olmasi ve altin ile kiyaslanabilir bir
sayida olmasi nedeniyle hiicre kiiltiirli caligmasinda nano alfa sepiyolitin radyasyonla

birlikte kullanilabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.

Bu nedenlerle ¢aligmamizda nano alfa sepiyolitin radyasyonla birlikte hem saglikli
akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) hem de kanserli akciger hiicrelerinde (A549)
radyobiyolojik etkileri incelenmistir. Bu c¢alismada nano alfa sepiyolit ile
gerceklestirilen sitotoksisite deneylerinde BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarindan elde
edilen XTT ortalama IC degerleri dikkate alinarak diisiik sitotoksisite gosteren BEAS-
2B hiicrelerinde 1Cs25(517,5ug/mL); 1C125(950ng/mL); 1C25(1748pg/mL); A549
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hiicrelerinde ise sirasiyla 1Ce25(272ug/mL); 1C125(484png/mL); 1C25(970ug/mL)

degerleri radyasyonla birlikte muamele edilmistir.

Tabakgioglu (2013) tarafindan lenfosit kiiltiirlerine 2Gy yliksek radyasyon dozu
uygulandig: bildirilmistir. Ayrica Coskun (2013) tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarda
AS549 kanserli akciger hiicrelerinde biiyiime kontrole gére 1Gy dozunun canliliginin
% 80’e, 2Gy’de ise canliligin % 65’¢ kadar diismiis oldugu gozlenmistir. Bilylime
kontrol ile 1Gy radyasyon dozu arasindaki farkliligin anlamsiz oldugu, ancak 2Gy
radyasyon dozu arasindaki iligkinin anlamli oldugu nedeniyle bu calismada radyasyon
dozu olarak hiicreler tizerindeki etkisi diisiik olan 1Gy Ve etkisi yiiksek 2Gy radyasyon

dozlar kullanilmugtir.

S6z konusu nano alfa sepiyolit maddesinin ilk defa radyasyonla birlikte kombine
edilerek uygulanmasi bu deneyde gergeklestirilmistir. Bu deney ¢alismasinda her iki
hiicre hattinda nano alfa sepiyolitin etkisinin ¢ok yiiksek dozlarda az sitotoksik etki
gostermesi Onemlilik arz ettigi diisiiniilmektedir. Bu sitotoksik etkinin saglikli
hiicrelere gore kanserli hiicrelerde 2 kat doz uygulamasi (bkz. Cizelge 4.5) ile

gerceklesiyor olmast diger 6nemli bir husus oldugu diisiiniilmektedir.

Varanda ve Tavares (1998) hiicreler radyasyona maruz birakilmadan veya birakildig
zaman radyasyon dozunun verilmesinin uygun olacagini1 belirtmistir. Bu sebeple bu
calismada radyasyon dozu verilmeden 2 saat 6nce dozlama gergeklestirilmis olup,
nano alfa sepiyolit ve radyasyonun BEAS-2B ve AS549 hiicre hatlarindaki

sitotoksisitesi 24 saat boyunca muamele edilerek XTT yontemiyle 6l¢tilmiistiir.

BEAS-2B hiicrelerinde XTT testi ile belirlenen canlilik oran1 1Gy ve 2Gy radyasyon
dozunda sirasiyla 93,53+10 ve 87,113 elde edilmistir. Kontrol grubu ile 1Gy
radyasyon dozu arasindaki iligki anlamli degilken (p>0,05, bkz. Cizelge 4.9), 2Gy
arasindaki iliski anlamli bulunmustur (p<0,05, bkz. Cizelge 4.9). BEAS-2B
hiicrelerinde 1Gy, 1Gy+1Cs25(517,5ug/mL); 1Gy+1C125(950pug/mL);
1Gy+IC25(1748ug/mL) dozlarindan sirastyla 93,53+£10; 82,3+£9,4; 77+13; 6146,6
canlilik oranlari, 2Gy, 2Gy+ICe25(517,5 pg/mL); 2Gy+IC125(950pg/mL);
2Gy+1Co5(1748ug/mL) dozlarindan sirasiyla 87,1+13; 7543,4; 58+10,8; 40+11,3
canlilik elde edilmistir. 1Gy radyasyonun neden oldugu inhibisyona gore radyasyon

ve nano alfa sepiyolitin birlikte uygulandiginda 1Gy+1Ce25; 1Gy+IC125; 1Gy+ICos
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dozlarinin neden oldugu inhibisyon ile canlilik yiizdelerindeki azalis karsilastirilirsa,
sirastyla % 12, % 17,7; % 34,8, 2Gy radyasyonun neden oldugu inhibisyona gore
2Gy+1Cs25; 2Gy+IC125; 2Gy+ICos dozlarinin neden oldugu inhibisyon ile canlilik
ylzdelerindeki azalis karsilastirilirsa, sirasiyla % 13,9; % 33,4; % 54,1 canliliktaki
azalis elde edilmistir (bkz. Sekil 4.37)

A549 hiicrelerinde XTT testi ile belirlenen canlilik oran1 1Gy ve 2Gy radyasyon
dozunda sirasiyla 92,2+14; ve 72,3£16 elde edilmistir. Kontrol grubu ile 1Gy
radyasyon dozu arasindaki iligski anlamli degilken (p>0,05, bkz. Cizelge 4.9), 2Gy
arasindaki iligki anlamli bulunmustur (p<0,05, bkz. Cizelge 4.15). A549 hiicrelerinde
1Gy, 1Gy+ICe25(272ug/mL); 1Gy+IC125(484ug/mL);  1Gy+ICa5(970ug/mL)
dozlarindan sirastyla 92,2+14; 71,8+16,8; 63,5£19; 61,8423 canlilik oranlari, 2Gy,
2Gy+ICe25(272ng/mL); 2Gy+IC125(484ug/mL); 2Gy+1C25(970ug/mL) dozlarindan
sirastyla 72,3+16; 68,7+13,3; 53,5420,8; 42,3+17,4 canlilik elde edilmistir. 1Gy
radyasyonun neden oldugu inhibisyona gore radyasyon ve nano alfa sepiyolitin
birlikte uygulandiginda 1Gy+1Ce25; 1Gy+1C125;, 1Gy+IC2s dozlarinin neden oldugu
inhibisyon ile canlilik yilizdelerindeki azalis karsilastirilirsa, sirasiyla % 22,1, % 31,2;
% 33, 2Gy radyasyonun neden oldugu inhibisyona gore 2Gy+ICe25; 2Gy+ICi2ps;
2Gy+ICys dozlarinin neden oldugu inhibisyon ile canlilik yiizdelerindeki azalis
karsilastirilirsa, sirastyla % 5; % 26; % 41,5 canlilikta azalis elde edilmistir (bkz. Sekil
4.38).

Bu calismada BEAS-2B ve A549 hiicreleri iizerinde anlaml1 bir etkiye neden olmayan
1Gy ile 1Gy+ICs25; 1Gy+IC125; 1Gy+ICos dozlar karsilastirildiginda elde edilen
canlilik oranlarinin radyasyon dozlarmin etkisini artirarak sitotoksisitesi artirmis
oldugu goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.37, Sekil 4.38). Ancak 6zellikle BEAS-2B ve A549
hiicreleri iizerinde anlamli bir etkiye neden olan 2Gy ile 2Gy+ICs25; 2Gy+IC125;
2Gy+ICzs dozlan karsilastirildiginda elde edilen canlilik oranlarinin radyasyon
dozlarinin etkisini artirarak sitotoksisitesinin 6nemli derecede artirmis oldugu

goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.37, Sekil 4.38).

Bu sonuglar incelendiginde her iki hiicre hattinda da kullanilan nano alfa sepiyolitin
radyasyon duyarliligini artirmis oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada bulunan 1Gy ile
2Gy radyasyon dozlar ile elde edilen canlilik sonuglarinin Coskun (2013) tarafindan

belirlenen sonuglar ile paralellik gostermektedir.
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Ayrica BEAS-2B hiicrelerine uygulanan 1Gy+1Ces25(517,5ug/mL) dozu ile A549
hiicrelerindeki 1Gy+IC125(484pug/mL) uygulanan doz miktarlart benzer oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle BEAS-2B hiicrelerindeki 1Gy+ICe25(517,5ug/mL)
dozunun canlilik oraninin 82,3+9,4 oldugu, benzer doz olan A549 hiicrelerindeki
1Gy+1C125(484+183ug/mL) dozunun ise 63,5+19 canlilik elde edildigi, benzer
dozlarda elde edilen canlilik oranlarinin BEAS-2B saglikli hiicrelerine gore A549
kanserli hiicrelerinde % 22,8 daha fazla diisiik oldugu tespit edilmistir.

BEAS-2B hiicrelerine uygulanan 1Gy+IC125(950ug/mL) ile A549 hiicrelerindeki
1Gy+ 1C25(970+£277ug/mL) uygulanan doz miktarlar1 benzer oldugu goriilmektedir.
Bu nedenle BEAS-2B hiicrelerindeki 1Gy+1Ci25(950pnug/mL) dozunun canlilik
oraninin 77+13 oldugu, benzer doz olan A549 hiicrelerindeki 1Gy+ 1C25(970pug/mL)
dozunun ise 61,8423 canlilik elde edildigi, benzer dozlarda elde edilen canlilik
oranlarinin BEAS-2B saglikli hiicrelerine gére A549 kanserli hiicrelerinde % 19,7
daha fazla diisiik oldugu tespit edilmistir.

S6z konusu bu ¢aligsmada 6zellikle kontrol gruplari ile arasindaki iligki anlamli olan
2Gy dozunun hem BEAS-2B hemde A549 hiicrelerindeki etkiyi kiyaslamanin 6nemli
oldugu diisliniilmektedir. 2Gy radyasyon dozuna maruz birakilan BEAS-2B
hiicrelerinde canlilik oram1 87,1£13 iken, A549 hiicrelerinde bu oran 72,3+16 olarak
bulunmustur. 2Gy radyasyon dozunun kanserli hiicrelerde daha segici oldugu
gorilmustiir (bkz. Sekil 4.37, Sekil 4.38).

Ayrica BEAS-2B hiicrelerine uygulanan 2Gy+ICes25(517,5ug/mL) ile AS549
hiicrelerindeki 2Gy+ 1C125(484pg/mL) uygulanan doz miktarlar1 benzer oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle BEAS-2B hiicrelerindeki 2Gy+1Ce25(517,5ug/mL)
dozunun canlilik oraninin 7543,4 oldugu, benzer doz olan A549 hiicrelerindeki
2Gy+1C125(484png/mL) dozunun ise 53,5+20,8 canlilik elde edildigi, benzer dozlarda
elde edilen canlilik oranlarinin BEAS-2B saglikli hiicrelerine gore A549 kanserli

hiicrelerinde % 28,6 daha fazla diisiik oldugu tespit edilmistir.

Ayrica BEAS-2B hiicrelerine uygulanan 2Gy+I1C125(950ug/mL) ile A549
hiicrelerindeki 2Gy+1C25(970ug/mL) uygulanan doz miktarlart benzer oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle BEAS-2B hiicrelerindeki 2Gy+1C125(950ug/mL) dozunun

canlilik oranmin 58+10,8 oldugu, benzer doz olan A549 hiicrelerindeki
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2Gy+1C25(970ug/mL) dozunun ise 42,3+17.,4 canlilik elde edildigi, benzer dozlarda
elde edilen canlilik oranlarinin BEAS-2B saglikli hiicrelerine gore AS549 kanserli
hiicrelerinde % 27,1 daha fazla diisiik oldugu tespit edilmistir. Yukaridaki sonuglar
incelendiginde yiiksek dozlarda dahi diisiik toksik etki géstermesinin yaninda, nano
alfa sepiyolitn radyasyon duyarliligini saglik hiicrelere gore kanserli hiicrelerde segici

olarak arttirdig1 bulunmustur.

Yukarida nano alfa sepiyolit ve radyasyonun her iki hiicre hattindaki etkisi bulunmus
olup, hiicreler lizerinde meydana gelen bu etkinin nasil oldugu asagida tartisiimistir.
Hiicreler tizerinde uygulanan radyasyonun direkt olarak hiicre DNA’lar1 tizerinde
hasar olusturdugu (Sachs ve ark. 1992, Friedberg 1995, Varanda ve Tavares 1998),
dolayl olarak ta bulundugu ortamdaki su molekiilii ve diger ortam molekiilleri ile
etkilesmeye girerek ROS iiretiminin arttirmasina (Algiines, 2002) neden oldugu

bilinmektedir.

Radyasyon ile birlikte uygulanan nano alfa sepiyolitin ise yapisinda zayif elektron
tastyan oksijen atomlarinin bulundurmasi, zayif hidrojen baglarin bulundurmasi ve
Si-OH (Silanol) gruplart bulundurmasi nedeniyle baska maddeler ile etkilesime
girebilecegi bildirilmistir (Serratosa 1979, Irke¢ 1992, Jones ve Galan 1998). Bu
nedenle hiicre icerisine giren nano alfa sepiyolit liflerinin bu 6zellikleri ile bir¢ok
biyomolekiiliin etkisini bloke edebilecegi diisiiniilmektedir. Bunlara ilaveten nano
alfa sepiyolit ile yapilan komet deney sonuglarinda DNA hasarini artirdigini (bkz.
Cizelge 4.7), ROS deneyi sonucunda ise hiicre i¢i ROS miktarini artirmasi (bkz.
Cizelge 4.6) nano alfa sepiyolitin radyasyon ile birlikte hiicrede artan kiimiilatif
hasara neden olabilecegi ve daha ¢ok hiicreyi dlime siiriikleyerek radyasyonun

duyarlhiligini artirici etki yaptig1 diistintilmektedir.

Ayrica nanopartikiillerin hiicre zarindan gegerek, hiicrelerde birikebilecegi (Niiddome
2004, Anshup, 2005), hiicrede artan nanopartikiil konsantrasyonun radyasyon
duyarliliginin 6n sart1 olarak gosterildigi (Chithrani 2006, Chithrani 2009, Chithrani
ve ark. 2010) i¢in bu ¢alismada Sekil 4.13”de gosterilen konfakal mikroskopta ¢ekilen
goriintiilerde sitoplazmada biriken nano alfa sepiyolit liflerinin radyasyon duyarlilig

tizerinde onemli etki yaptig1 diislintilmektedir.
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Nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyonun BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde doz
artigina paralel olarak 1Gy ve 2Gy radyasyon dozuna gore sitotoksisite artigina neden
olabilecek cesitli degerlendirmeler yukarida yapilmis olup, ancak nano alfa sepiyolit
ile birlikte radyasyonun etkisiyle meydana gelen inhibisyon mekanizmasini

aydmlatmak i¢in ROS, Komet, Annexin-V testi ve ikili boyama yontemi yapilmistir.

Nano alfa sepiyolit ve radyasyon kombine uygulamalarinda ROS ve Komet testlerinde
elde ettigimiz bulgular sitotoksisite sonucunda elde edilen verileri destekledigi
goriilmektedir. ROS testinde, hem BEAS-2B hemde A549 hiicreleri iizerine sadece
1Gy ve 2Gy radyasyon dozu ile nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyonun
1Gy+ICs25; 1Gy+IC125;, 1Gy+ICos ve 2Gy+ICs 25, 2Gy+ICi25; 2Gy+ICys dozlar
arasindaki azalis anlamli bulunmus olup (p<0,05, bkz. Sekil 4.41, Sekil 4.42), sadece
radyasyon verilen dozlara goére nano alfa sepiyolit ile birlikte muamele edilen

radyasyon dozlarinda hiicre i¢gi ROS miktarlar1 6nemli derecede arttig1 goriilmiistiir.

Bir diger deneyde ise BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde DNA hasarimin tespiti komet
testi ile gergeklestirilmistir. Komet testi parametreleri olan kuyruk uzunlugu, kuyruk
% DNA miktar1 ve olive kuyruk momenti sadece 1Gy ve 2Gy radyasyon dozlari ile
1Gy+ICs25; 1Gy+IC125;, 1GYy+ICos ve 2Gy+ICs 25, 2Gy+ICi25; 2Gy+ICos dozlar
arasindaki artis anlamli bulunmustur (p<0,05, bkz. Cizelge 4.11). Sadece radyasyon
verilen dozlara gére nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyon verilen dozlarin

hiicredeki DNA hasarini1 énemli derecede arttirdigi gézlenmistir.

Tiim bu ¢aligsmalar sonucunda nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyonun neden
oldugu hiicre 6liim mekanizmasini aydinlatmak i¢in BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde
Annexin-V testi gergeklestirilmis olup, bu yontemi desteklemek igin ikili boyama

yontemi gerceklestirilmistir.

Bu calismada ise nano alfa sepiyolitin neden oldugu hiicre 6liim mekanizmasini
aydinlatmak i¢in BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarina Annexin-V testi uygulanmis
olup, ikili boyama yontemiyle elde edilen goriintiiler ile kiyaslanmistir. Her bir hiicre
hattina nano alfa sepiyolit ile birlikte radyasyonun 1Gy; 1Gy+ICe2s5; 1Gy+ICi2s;
1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+1Cp25; 2Gy+ICi125, 2Gy+ICzs dozlar ile 24 saat muamelesi

sonrasinda Annexin-V testi gerceklestirilmistir.
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Radyasyonla birlikte nano alfa sepiyolitin ¢esitli IC konsantrasyon gruplari ile BEAS-
2B hiicrelerinin muamelesi sonucu sitotoksik etkinin arttigi goriilmiistiir (bkz. Sekil
4.37, Sekil 4.38). Sitotoksisitenin artmasi ile Annexin-V testi ile elde edilen yasayan
hiicre sayisinin benzer sekilde azaldigi goriilmektedir (bkz. Cizelge 4.12). Buradaki
doz artisina bagl olarak toplam apoptotik hiicre o6liimiine bakildiginda biiylime
kontrol ile 1Gy; 1Gy+ICe 25, 1Gy+ICi25; 1Gy+ICzs ve 2Gy; 2Gy+ICg 25; 2Gy+IC125;
2Gy+ICzs doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu toplam apoptotik
hiicre 6liimii anlamli bulunmustur (p<0,05, bkz. Cizelge 4.12). BEAS-2B hiicrelerinde
tim IC doz degerlerinin (1Gy hari¢) hem erken apoptotik hiicre 6liimiine ve hemde
geg apoptotik hiicre 6liimiine yol actig1 goriilmistiir (bkz. Sekil 4.51, Sekil 4.52).
Buradaki 1Gy ve 2Gy radyasyon dozu ile 1Gy+ICe25; 1Gy+IC125; 1Gy+ICos ve
2Gy+ICe25; 2Gy+ICi125; 2Gy+ICos dozlari arasindaki doz artigina bagl olarak hem
erken apoptotik hiicre 6limiine ve hemde ge¢ apoptotik hiicre 6liimiine yol agtigi
gorilmistiir (bkz. Sekil 4.50, Sekil 4.51, Sekil 4.54, Sekil 4.55).

A549 hiicrelerinde ise radyasyonla birlikte nano alfa sepiyolitin ¢esitli IC
konsantrasyon gruplar1 ile muamelesi sonucu sitotoksik etkinin artti§i goriilmiistiir
(bkz. Sekil 4.37, Sekil 4.38). Sitotoksisitenin artmasi ile Annexin-V testi ile elde
edilen yasayan hiicre sayisinin benzer sekilde azaldigi goriilmektedir (bkz. Cizelge
4.12). Buradaki doz artigina bagli olarak toplam apoptotik hiicre 6liimiine bakildiginda
biiyiime kontrol ile 1Gy; 1Gy+ICe25;, 1Gy+IC125; 1Gy+ICos ve 2Gy; 2Gy+ICe 25,
2Gy+ICi25; 2Gy+IC2s doz degerleri kiyaslandiginda dozlarin neden oldugu toplam

apoptotik hiicre 6limii anlamli bulunmustur (p<0,05).

AS549 hiicrelerinde erken apoptotik hiicre 6liimiinde ziyade ge¢ apoptotik hiicre
oliimiine yol agtig1 goriilmistiir (bkz. Sekil 4.54, Sekil 4.55). Annexin-V testinin
verilerinin teyit edilmesi igin, ikili boyama yontemi ile morfolojik goriintiileme
yapilmis olup, bulunan sonuglarin birbirini dogrular nitelikte oldugu goriilmiistiir.

(bkz. Sekil 4.57, Sekil 4.58).
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Sekil 5.1. Nano alfa sepiyolitin 6zellikleri

Tiim bu degerlendirmeler sonucunda; iilkemizin unutulmaya yiiz tutmus ve ¢ok dar
anlamda kullanim alanina sahip yer alt1 kaynagi olan alfa sepiyolitten (liilletast) genis
spesifik ylizey alani, negatif elektrik yiikii ve fibroz morfoloji gibi miikemmel
Ozelliklere sahip nanoteknoloji ¢alismalarinda kullanilabilecek dogal nano lifler
tiretilmigtir (Sekil 5.1). Bu iretilen dogal nano liflerin yiiksek dozlarda dahi diisiik
sitotoksik etki gostermesi nedeniyle biyouyumlu bir madde oldugu goriilmiistiir.
Ayrica bu maddenin anti-kanser etkisi olmamakla birlikte saglikli hiicrelere gore
kanserli hiicrelerde segici bir 6zellik gosterdigi bulunmustur. Nano alfa sepiyolit ve
radyasyon birlikte kullanildiginda o6zellikle kanserli hiicrelerde radyasyon
duyarliligini 6nemli derecede artirdigi goriilmiistiir. Bu nedenle nano alfa sepiyolitin

radyosensitiviteyi artirict dnemli bir madde oldugu bulunmustur.
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EK 1 Alfa Sepiyolitin XRD Analizi (Afyon Kocatepe Universitesi)

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

I 2198-LULE TASI.brml

000 I 90.12 % Mg4 Si6 015 ( O H )2 -6 H2 O Sepiolite
I 4.89% CaO -MgO -2C 02 Dolomite

| 499 % SiO2 Quartz, syn

200~

T v T b T d T M T
10 20 » 40 5

o=
*

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060
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EK 2 Alfa Sepiyolitin XRF Analizi (Afyon Kocatepe Universitesi)

REDITE
ALTAS ANALIZ LABORATUVARI
DAL ACCREDITED NATURAL STONE ANALYSIS LABORATORY
Test / Analiz Raporu Bilgi icindir
Text / Analyvsix Repoet
Sayfa 22
Page 2/2
Numune Adi: Liletap
Sampie Name .
ANALIZ SONUCLAR TEST / ANALIZ METODU
Analysiz Resules Test/ Analysis Mathod
*XRF Yi al Analiz
@Mukmu Sy
810, % 51,8000 TSEN 15309
Fe 0, % L0694
C0 % 07030
% 259000
?1‘8‘.‘% % 03040
K.0 % 0.0356
ALO, % 04750
N0 % 0,2480
0, % 0,1020
AZ (O % 20,2000

"Bu raporda ( * ) yeklinde fyaretiennsiy test / analiz 3 TCRKAK tarafmdan akreditedir.
In this report (%) marked test / anaiy:sis results accredited by Turkizh Accreditation Agency (TURKAR)

Laboratuvar efi
Chigf of Laboratory
Cediz EMEX
Cevre Sartlan / Environmental Conditions
Swcaklik / Temperature, °C 1222 Sonuglar, sadece deneyi yapilan numuneye ajmir.
Rutubet / Molsrwre, % 550 The rezults delong to the tested :ampie only
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EK 3 Beta Sepiyolitin Bir Cesidi Olan Aliiminyumlu Sepiyolit, Dolsan Kimya

2008 9- 4 0540

S0X Calculation Result

Sample : BEYAZ SEPIYOLIT Diate analymed - 2008- B-1002:15

Application :  GENEL PROGRAM Model Bulk Balanee

Flux: LiXB407 Batio: 10 (o0 Matching library:

File : BEY AZ SEPIYOLIT
N, Componem Resualt Unn Detlmmit  Elline Inlensaty o' ol

1 MNaX( 04367 masst 012038 Ma-Ka 0566 [EEEE]
2 Mg() .23 muass 009254 Mg-EA Q0917 02384
3 AL203 ELRIEE massh 022579 ALKA 612843 377831
4 Sk 497425 muass DOFELL Si-KaA TR.I057 510665
] P03 0.0 B0 massh DOl P-KA 03740 {.0g2a2
6 S03 2460 sy 001998 5-KA B2IER 25258
7 K20 0E24 masg¥h 0Ol0sn  K-KA (L5438 00846
8 Call 01589 massh 00151E  Ca-KA 1.3550 01631
9 Ti(2 1.5571 massh 003739 Ti-KA 56470 15985
10 Cr203 03] massh 001799 Cr-KA 05701 00555
I Fe2(3 [IF-TRE] masst 000204 Fe-KA 22T 09160
12 AE T 500 massh 7Sy
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