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OZET

INSAN 3D CiLT MODELINDE NiTROJEN MUSTARD ANALOGLARININ
NEDEN OLDUGU TOKSIiSiTENIN ARASTIRILMASI VE MiRNA
DUZENLEMESININ ROLU

Nitrojen mustard analoglari, alkilleyici ajanlar sinifinda yer alan ve giiglii sitotoksik
ozellikleri nedeniyle kimyasal savas ajanlar1 arasinda degerlendirilen vezikan bilesiklerdir. Bu
ajanlar, hiicresel makromolekiillerle kovalent baglar olusturarak DNA alkilasyonu, hiicre
dongiisiiniin durmasi ve hiicresel 6liimle sonuglanan toksik etkilere neden olmaktadir. Deri,
vezikan ajanlara maruziyette ilk temas noktasi olmasi ve yiliksek duyarliligi nedeniyle toksik
etkilerin en belirgin gozlendigi organdir. Maruziyeti takiben epidermal ve dermal tabakalarda
inflamasyon, hiicresel stres yanitlar1 ve doku biitiinliiglinde bozulmalar meydana gelmektedir.
Bu siiregte epidermal ve dermal hiicreler arasindaki etkilesimler, toksisite yanitinin

sekillenmesinde kritik rol oynamaktadir.

Literatiirde nitrojen mustardlarin toksisite profilleri hem iki boyutlu (2D) tek tip hiicre
modellerinde hem de epidermis ve dermisi birlikte iceren ii¢ boyutlu (3D) cilt modellerinde
incelenmigtir. Yapilan ¢alismalar, 3D ko-kiiltiir sistemlerinin epidermis—dermis etkilesimlerini,
hiicresel iletisimi, doku mimarisini ve inflamatuar yanitlar1 fizyolojik olarak daha gergekei
bicimde yansittigin1 gostermektedir. Bu yoniiyle 3D modeller, vezikan ajanlara bagli deri
toksisitesinin mekanistik olarak daha dogru degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Ayrica
mikro RNA’larin (miRNA’lar), toksisiteye bagli hiicresel stres yanitlarinin, inflamasyonun ve
apoptoz siireglerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 ve potansiyel biyobelirtecler olarak
kullanilabilecegi de bildirilmektedir. Ancak nitrojen mustardlara bagli deri toksisitesinde
miRNA diizenlemesinin, 6zellikle 3D insan cilt modellerinde, sinirli sayida ¢alismada ele

alindig1 goriilmektedir.

Bu caligmada, insan dermal fibroblastlar1 (HDF) ve insan keratinosit (HaCaT)
hiicrelerinden olusturulan 3D insan cilt ko-kiiltiir modeli kullanilarak, vezikan 6zellikte bir
nitrojen mustard ajani olan mekloretamin hidrokloriir (HN2) maruziyetine bagl toksisitenin

arastirilmasi ve bu siirecte miRNA diizenlemesinin roliiniin ortaya konulmasi amaclanmistir.



Calisma kapsaminda HN2’nin neden oldugu hiicresel toksisite yanitlar1 degerlendirilmis,
maruziyete bagli degisen miRNA ekspresyon profilleri analiz edilmis ve bu miRNA’larin
iliskili oldugu biyolojik yolaklar incelenmistir. Elde edilen bulgular, HN2 maruziyetinin 3D cilt
modelinde belirgin hiicresel stres, inflamasyon ve toksisite yanitlarina yol agtigini ve
miRNA’larin bu siireclerde 6nemli diizenleyici roller tistlendigini gostermektedir. Bu ¢aligma,
nitrojen mustard kaynakli deri toksisitesinin molekiiler temellerinin anlasilmasina katki

saglamaktadir.
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HaCaT, miRNA
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE TOXICITY INDUCED BY NITROGEN MUSTARD
ANALOGS IN A HUMAN 3D SKIN MODEL AND THE ROLE OF MIRNA
REGULATION

Nitrogen mustard analogs are vesicant compounds classified as alkylating agents and
are considered chemical warfare agents due to their potent cytotoxic properties. They exert
toxic effects by forming covalent bonds with cellular macromolecules, leading to DNA
alkylation, cell cycle arrest, and cell death. The skin is the primary site of exposure to vesicant
agents and is therefore the organ in which toxic effects are most prominently observed.
Following exposure, inflammatory responses, cellular stress reactions, and disruption of tissue
integrity occur within the epidermal and dermal layers. Interactions between epidermal and

dermal cells play a critical role in determining the overall toxicity response.

The toxicity profiles of nitrogen mustards have been investigated using both two-
dimensional (2D) monoculture systems and three-dimensional (3D) skin models that
incorporate epidermal and dermal components. Previous studies have demonstrated that 3D co-
culture models more accurately reflect the epidermis—dermis interactions, tissue architecture,
and inflammatory responses compared to 2D systems, thereby providing a more physiologically
relevant platform for mechanistic toxicity assessment. In addition, microRNAs (miRNAs) are
known to regulate cellular stress responses, inflammation, and apoptosis associated with toxic
exposures and have been proposed as potential biomarkers. However, miRNA regulation in
nitrogen mustard—induced skin toxicity, particularly in 3D human skin models, remains

insufficiently explored.

In this study, a 3D human skin co-culture model composed of human dermal fibroblasts
(HDF) and human keratinocytes (HaCaT) was used to investigate toxicity induced by
mechlorethamine hydrochloride (HN2), a vesicant nitrogen mustard agent, and to elucidate the
role of miRNA regulation in this process. Cellular toxicity responses to HN2 exposure were

evaluated, exposure-related changes in miRNA expression profiles were analyzed, and



associated biological pathways were examined. The findings demonstrate that HN2 induces
marked cellular stress, inflammation, and toxicity in the 3D skin model, with miRNAs acting

as important regulatory mediators.

Keywords : Nitrogen mustard, mechlorethamine hydrochloride, 3D skin model,
HDF, HaCaT, microRNA
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1. GIRIS VE AMAC

Mustard vezikanlari, giiclii alkilleyici 6zellikleri nedeniyle deri basta olmak tizere ¢cok
sayida dokuda ciddi akut ve kronik hasara yol acan kimyasal savas ajanlaridir. Bu grup
icerisinde yer alan nitrojen mustardlar, reaktif kloroetil yan zincirleri aracilifiyla hiicresel
makromolekiillerle kovalent baglar olusturarak DNA alkilasyonu, zincirler arasi ¢apraz bag
olusumu ve hiicre dongiisiiniin durmasi1 gibi sitotoksik etkilere neden olmaktadir. Nitrojen
mustardlarin bu etkileri, hiicresel stres yanitlarini tetikleyerek inflamasyon, apoptoz ve doku

biitiinligiinde bozulma ile sonuglanmaktadir.

Deri, vezikan ajanlara maruziyette ilk temas noktasi olmasi ve yiiksek duyarlilig
nedeniyle toksik etkilerin en erken ve en belirgin gozlendigi organdir. Maruziyeti takiben
epidermal ve dermal tabakalarda inflamatuar yanitlar, hiicresel hasar, nekroz ve vezikiil
olusumu meydana gelmekte; uzun donemde ise yara iyilesmesinde gecikme ve doku yeniden
yapilanmasinda bozulmalar ortaya c¢ikmaktadir. Bu siiregclerde epidermisi temsil eden
keratinositler ile dermisin temel hiicre popiilasyonu olan fibroblastlar arasindaki hiicresel

etkilesimler, toksisite yanitinin sekillenmesinde kritik bir rol oynamaktadir.

Geleneksel iki boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri, hiicreler aras1 etkilesimleri ve dokuya
6zgli mimariyi sinirl diizeyde yansitmaktadir. Bu nedenle, insan dermal fibroblastlar1 (HDF)
ile insan keratinosit hiicreleri (HaCaT) birlikte kullanildig1 ii¢ boyutlu (3D) ko-kiiltiir cilt
modelleri, epidermal-dermal etkilesimleri fizyolojik bir ortamda inceleme olanagi
sunmaktadir. Bu modeller, vezikan ajanlara bagli deri toksisitesinin in vivo kosullara daha yakin
bicimde degerlendirilmesine olanak saglayarak, hiicresel yanitlarin daha dogru ve biitiinciil

olarak analiz edilmesini mimkiin kilmaktadir.

Bu c¢alismada, vezikan Ozellikte bir nitrojen mustard ajani olan mekloretamin
hidrokloriir (HN2) kullanilarak olusturulan toksisite modeli ile 3D insan cilt ko-kiiltiir
sisteminde meydana gelen hiicresel ve molekiiler degisikliklerin incelenmesi amaglanmistir.

HN2 maruziyetinin, epidermal ve dermal hiicreler arasindaki etkilesimler tizerinden gelisen



toksik yanitlari nasil sekillendirdigi ve bu siireglerin molekiiler diizenleyiciler tarafindan nasil

kontrol edildigi halen tam olarak aydinlatilamamastir.

Son yillarda, hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde mikroRNA’larin (miRNA’lar)
oynadig1 rol giderek daha fazla Onem kazanmaktadir. miRNA’lar, hedef genlerin
ekspresyonunu post-transkripsiyonel diizeyde diizenleyerek inflamasyon, hiicre proliferasyonu,
apoptoz ve yara iyilesmesi gibi siireglerde belirleyici etkilere sahiptir. Ancak nitrojen
mustardlara bagli deri toksisitesinde miRNA diizenleme mekanizmalarinin, 6zellikle 3D insan

cilt ko-kiiltiir modellerinde, sinirlt sayida ¢alismada ele alindig1 goriilmektedir.

Bu kapsamda, ¢alismamizin amaci; HDF ve HaCaT hiicreleri ile olusturulan 3D insan
cilt ko-kiiltiir modelinde, HN2 maruziyetine bagli olarak gelisen toksisitenin arastirilmasi ve bu
stirecte miRNA diizenlemesinin roliiniin ortaya konulmasidir. Bu kapsamda, HN2’nin neden
oldugu hiicresel hasar yanitlarinin degerlendirilmesi, farklilasan miRNA ekspresyon
profillerinin belirlenmesi ve bu miRNA’larn iliskili oldugu biyolojik yolaklarin analiz edilmesi

hedeflenmistir.

Bu ¢alisma ile, nitrojen mustard kaynakli deri toksisitesinin dokuya 6zgii ve molekiiler
temellerinin daha iyi anlasilmasi, ayrica miRNA temelli potansiyel biyobelirteclerin ve

terapotik hedeflerin tanimlanmasina katki saglanmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KIMYASAL SILAHLAR TANIMI VE TARIHCESI

Kimyasal silahlar, toksik kimyasal maddelerin 6ldiiriicii, yaralayic1 veya is goremez
hale getirici etkilerinden yararlanarak hedefleri etkisiz birakmak amaciyla tasarlanmistir [1].
Yaygin panik ve diizensizlik olusturmak, canlilar1 6ldiirmek veya yaralayarak etkisiz birakmak,
fizyolojik islevlerini bozmak yoluyla faaliyet dis1 kilmak, ayrica ekonomik degeri yiiksek
hedefleri—ornegin besin kaynaklarini—kullanilamaz duruma getirmek gibi amaclarla
kullanilan; yiiksek toksisiteye sahip, ¢evresel kosullara olduk¢a dayanikli ve iiretimi gorece
kolay kimyasal maddeler, kimyasal silah ya da kimyasal savas ajanlar1 (KSA) olarak
adlandirilir [2-4]. Bu ajanlar kati, sivi ya da gaz formunda bulunabilir ve solunum sistemi,
sindirim yolu veya deri ve mukozal yiizeylerden emilerek canli organizmalara etki ederler.
Kimyasal savas ajanlarinin en belirgin 6zelligi, konvansiyonel silahlara kiyasla ¢ok daha genis
capli oliimlere ve yaralanmalara yol agma potansiyelleridir. Kimyasal savas ajanlari, gilinliik
hayatta kolayca elde edilebilen kimyasallardan ucuz ve basit yontemlerle iiretilebilir; kii¢iik

terOrist gruplar tarafindan az miktarlarda kullanildiginda bile kitlesel zayiatlar yaratabilir [4,5].

Kimyasal Silahlar S6zlesmesi (KSS), kimyasal silahlar “toksik kimyasal maddeler ve
bunlarin prekiirsorleri ile bunlart yaymak ic¢in tasarlanmis mithimmat, cihaz ve diger
ekipmanlarin tamami1” olarak tanimlar. Sinir ajanlar1 (sarin, VX), vezikanlar (siilfiir mustard,
lewisit), bogucu ajanlar (fosgen, klor), kan ajanlar1 (hidrojen siyaniir) ve kontrol edici

kimyasallar bu kapsamda yer alir [6-8].

Kimyasal silahlarin kullanimi antik ¢aglara kadar uzanir; 6rnegin, Antik Yunan ve
Roma doénemlerinde zehirli dumanlar ve maddeler savaslarda kullanilmistir. Ancak modern
anlamda kimyasal silahlarin ilk biiytlik 6l¢ekli ve sistematik kullanimi, I. Diinya Savasi’nda
gerceklesmistir. 22 Nisan 1915°te, Ypres Muharebesi sirasinda Alman ordusu tarafindan
yaklagik 150 ton klor gazi, 6000 silindirden Miittefik siperlerine salinmis ve bu saldiri, savas
tarihinde bir doniim noktasi olmustur. Bu ilk saldirida yaklasik 800 asker hayatin1 kaybetmis,
2500-3000 asker ise gazdan etkilenerek savas dis1 kalmistir [9-12].



Savagin ilerleyen donemlerinde, klor gazina ek olarak daha oldiiriicii ve etkili kimyasal
ajanlar kullanilmaya baslanmustir. Ozellikle fosgen, difosgen ve siilfiir mustard (hardal gazi)
gibi ajanlar hem oOliimciil etkileri hem de uzun vadeli saglik sorunlarina yol agmalariyla 6ne
cikmistir. Fosgen, solunum yollarinda ciddi hasara neden olmus ve I. Diinya Savasi’ndaki
kimyasal silah kaynakli 6liimlerin yaklasik %85’ inden sorumlu tutulmustur. Siilfiir mustard ise
ilk kez 1917°de Ypres yakinlarinda kullanilmis ve ciltte, gozlerde ve solunum yollarinda ciddi

yaniklara, korliige ve kalici sakatliklara yol agmistir [6,13-15].

Savas boyunca her iki taraf da kimyasal silahlar1 yaygin sekilde kullandigi i¢in toplamda
yaklasik bir milyon askerin kimyasal silahlar nedeniyle 61diigli veya sakat kaldigi tahmin
edilmektedir. Kimyasal silahlarin yol a¢tig1 bu biiyiik insani kayiplar, savas sonrasi uluslararasi
toplumun tepkisine neden olmus ve 1925 Cenevre Protokolii ile kimyasal silahlarin kullanimi

yasaklanmistir [6,10,11,13].

II. Diinya Savasi’nda kimyasal silahlar genis Olcekli olarak kullanilmamis, ancak bu
donemde Almanya tarafindan tabun, sarin ve soman gibi yiiksek toksisiteye sahip
organofosforlu sinir ajanlart gelistirilmistir. Bu ajanlar, Alman kimyager Gerhard Schrader ve
ekibi tarafindan 1930’lu ve 1940’11 yillarda sentezlenmis, savas boyunca biiyiik miktarlarda
iiretilmis fakat savas alaninda kullanilmamistir. Tabun 1936’da, sarin 1938’de, soman ise
1944’te sentezlenmis ve Nazi Almanya’si bu ajanlarin liretiminde lider konumda olmustur.
Savas sonras1 bu bilgi ve teknolojiler, ABD ve Ingiltere gibi iilkelerin askeri programlarina da

aktarilmistir [16-20].

1980’lerde ise Iran-Irak Savasi sirasinda kimyasal silahlar, 6zellikle Irak tarafindan
sistematik ve yaygin sekilde kullanilmistir. Irak, hardal gaz (siilfiir mustard) ve sinir ajanlar
(tabun, sarin) gibi kimyasal silahlar1 hem Iran askerlerine hem de sivil halka kars1 kullanmistir.
Bu saldirilar sonucunda on binlerce kisi 6lmiis veya kalic1 olarak sakat kalmistir. Ozellikle
Halepge’de 1988’de gergeklestirilen kimyasal saldiri, binlerce sivilin dliimiine yol agmis ve

kimyasal silahlarin yikici etkisini bir kez daha gdzler Oniine sermistir [21-25].

Suriye’de ise 2011°den itibaren baslayan i¢ savas sirasinda, ¢esitli uluslararasi

kuruluglar ve Birlesmis Milletler tarafindan dogrulanan ¢ok sayida kimyasal silah saldiris



gerceklesmistir. Ozellikle 2013’te Sam’in Guta bolgesinde ve 2017°de Idlib’in Han Seyhun
kasabasinda sarin ve klor gaz1 kullanilmis, bu saldirilarda biiyiik ¢ogunlugu sivil olmak tizere
ylizlerce kisi hayatin1 kaybetmis veya yaralanmistir. Suriye’deki kimyasal saldirilarin gogunun
sivilleri hedef aldig1 ve uluslararasi insancil hukukun agir sekilde ihlal edildigi rapor

edilmistir [26-28].

1925 Cenevre Protokolii, bogucu ve zehirli gazlar ile biyolojik silahlarin savasta
kullanimim1 yasaklamis; ancak kimyasal silahlarin gelistirilmesini, {retilmesini ve
stoklanmasini1 engellememistir. Protokol, yalnizca protokole taraf devletler arasinda gecerli
olmus ve birgok iilke kimyasal silahlarin ilk kullanimi durumunda misilleme hakkini sakli
tutmustur. Ayrica, protokolde herhangi bir denetim veya yaptinm mekanizmasi
bulunmamaktadir. Bu nedenle, protokoliin yiiriirliige girmesinden sonra dahi kimyasal
silahlarin iiretimi ve stoklanmasi devam etmis, dzellikle Iran-Irak Savasi gibi ¢atismalarda

kimyasal silahlarin kullanim1 engellenememistir [29-32].

Bu eksiklikler, uluslararasi toplumun daha kapsamli ve baglayici bir diizenlemeye
ithtiya¢ duymasina yol agcmustir. 1997°de yiirtirliige giren KSS, kimyasal silahlarin gelistirilmesi,
iiretimi, depolanmasi, transferi ve kullanimini tamamen yasaklamis; mevcut stoklarin belirli bir
sire i¢cinde imha edilmesini zorunlu kilmistir. KSS; ayn1 zamanda Kimyasal Silahlarin
Yasaklanmas: Orgiiti'ne (KSYO) denetim ve dogrulama yetkisi vermistir. KSYO taraf
devletlerde diizenli denetimler yaparak hem askeri hem de sivil tesislerde kimyasal silahlarin

iiretimini ve stoklanmasini engellemeye ¢alismaktadir [33,34].

Gilintimiizde 193 iilke KSS’ye taraftir ve bu genis uluslararas: katilim, sdzlesmeyi en
evrensel silahsizlanma anlagmalarindan biri haline getirmistir. S6zlesme kapsaminda bugiine
kadar bildirilen kimyasal silah stoklarmin tamami (%100) imha edilmistir. Ancak yakin
gecmiste, Suriye, Irak ve bazi diger bolgelerde kimyasal silah kullanimi rapor edilmistir.
Ozellikle Suriye’de 2013’ten bu yana KSYO ve Birlesmis Milletler tarafindan ¢ok sayida
kimyasal saldirt dogrulanmis hem devlet hem de devlet dis1 aktorlerin kimyasal silah kullandig:
tespit edilmistir. Bu durum, uluslararas1 denetim ve yaptirrm mekanizmalarinin etkinliginin

artirtlmasi gerekliligini glindeme getirmistir [35-37].



2.1.1. Kimyasal Savas Ajanlar1 (KSA)

Kimyasal savas ajanlari, degisen tehditler ve yeni kimyasal bilesiklerin kesfiyle birlikte

¢esitlenen ve genisleyen bir siniflandirmaya sahiptir [38-43].

a. Sinir ajanlari:

Asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek noromiiskiiler iletimi durduran, en Oliimciil
kimyasal ajanlardir. Cok hizli etki, yiiksek letalite, buharlasabilir form ve antikolinesteraz etki

gibi yonleri mevcuttur (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Sinir Ajanlarinin Alt Gruplari

G serisi Tabun (GA)
Sarin (GB)
Soman (GD)
Siklosarin (GF)

GV serisi Novichok ajanlari

2-(Dimethylamino)ethyl N,N-dimethylphosphoramidofluoridate (GV)

V serisi O-etil-S-2-dietilaminoetil etil fosfonotiyoat (VE)
0,0-dietil S-2-dietilaminoetil fosforotiyoat (VG)
O-etil S-2-dietilaminoetil metilfosfonotiat (VM)

O-etil S-2-diizopropilaminoetil metil fosfonotiyolat (VX)

b. Bogucu ajanlar:
Solunum yollarin1 ve akciger dokusunu hedef alir; pulmoner 6dem ile 6liime yol agabilir.

Bu etkilere yol agan KSA’lar1 ve toksik endiistriyel kimyasallar;

Klor
Kloropikrin
Difosgen
Fosgen
Amonyak
Brom

Hidrojen klortir
Metil bromiir
Metil izosiyanat
Fosfin

Fosfor, elementel (beyaz veya sar1)



e Siilfiiril flortir’diir.

¢. Yakicr ajanlar (Vezikanlar):
Cilt, g6z ve solunum yollarinda ciddi kimyasal yaniklara neden olur (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Vezikanlarin Alt Gruplari

Arsenikler Etildikloroarsin
Metildikloroarsin
Fenildikloroarsin

2-Klorovinyildikloroarsin (Lewisit; L)

Nitrojen mustard’lar Bis(2-kloroetil)etilamin (HN1)
Bis(2-kloroetil)metilamin (HN2)
Tris(2-kloroetil)amin (HN3)

Siilfiir mustard’lar 1,2-Bis(2-kloroetiltiyo) etan
1,3-Bis(2-kloroetiltiyo)-n-propan
1,4-Bis(2-kloroetiltiyo)-n-biitan
1,5-Bis(2-kloroetiltiyo)-n-pentan
2-Kloroetilklorometilsiilfiir
Bis(2-kloroetil) siilfiir (Mustard gazi; HD)
Bis(2-kloroetiltiyo) metan
Bis(2-kloroetiltiyometil) eter
Bis(2-kloroetiltiyoetil) eter

Urtikanlar (deri nekrotizanlari) Fosgen oksim

d. Kapasite bozucu ajanlar:
Gegici biling, davranis veya alg1 bozuklugu olustururlar; 6liimciil degildirler.
e Psikolojik ajanlar

» 3-Quinuclidinyl benzilat (BZ)
» Fensiklidin
» Liserjik asit dietilamid (LSD)

e. Kargasa kontrol ajanlar::
G0z ile mukozalarda gegici irritasyon olusturur ve kolluk kuvvetleri tarafindan kullanildig:

icin KSA olarak siniflandirilmaz (Tablo 2.3.).



Tablo 2.3. Kargasa Kontrol Ajanlarinin Alt Gruplari

Goz yasartici ajanlar Benzil kloriir

Benzil bromiir
Bromoaseton
Bromobenzil siyaniir
Bromometil etil keton
Kapsaisin

Klorasetofenon
Klorometil kloroformat
Dibenzoksazepin

Etil iyodoasetat
Ortho-chlorobenzylidene malononitrile (Siiper
g0z yasartici gaz)
Triklorometil kloroformat

Ksilil bromiir

Kusturucu ajanlar Adamsite
Difenilkloroarsin
Difenilsiyanoarsin
Malodorantlar

f. Kan zehirleyici ajanlar:
Hiicresel oksijen kullanimini engelleyerek hipoksik 6liime neden olan siyaniir tiirevleridir.

Hidrojen Siyaniir
Siyanojen Klortir
Potasyum Siyaniir
Sodyum Siyaniir
Arsin

Karbon Monoksit

Bu calismada vesikan nitrojen mustard ajani olan Mekloretamin hidrokloriir (HN2)

kullanilmistir.

2.1.2. Yakic1 Ajanlar (Vezikanlar)

Yakici ajanlar ya da vezikanlar, basta deri ve g6z olmak iizere temas ettikleri dokularda
siddetli vezikiil ve biiller olusturan, KSA sinifina giren toksik kimyasal maddelerdir (Sekil 2.1).

Maruziyet sonrasi klinik tabloya ¢cogunlukla g6z, deri ve solunum yollarinda irritasyon, eritem,



6dem ve bunu izleyen karakteristik kabarcik—biil olusumu hakimdir; nemli dokular (goz,
solunum mukozasi, aksiller ve genital bolgeler) 6zellikle savunmasizdir. Giincel stoklarda ve
tarihte en iyi bilinen vezikanlar, siilfiir mustard (hardal gazi, H/HD/HT) ve organo-arsenik
bilesik olan lewisit (L) ile yapisal olarak iliskili baz1 hardal tiirevleridir [44]. Bu ajanlar sivi,
aerosol veya buhar formunda dagitilabilir ve uygun doz ve siirede maruziyet sonrasi birkag
saatlik latent donemi takiben agrili kimyasal yaniklar ve yaygin doku harabiyeti

olusturabilirler [45].

Stilfiir mustard, iki fonksiyonlu giiclii bir alkilleyici olup hiicresel proteinleri, enzimleri,
DNA ve diger niikleofilik hedefleri capraz baglayarak hiicre 6liimiine yol acar. Derideki hedef
dokular esas olarak epidermal bazal keratinositler ve dermo-epidermal birlesim bolgesidir;
burada laminin 332 gibi bazal membran bilesenlerinin yapisinin bozulmasi, epidermolizis
bullosa benzeri bir histolojik goriinim ve lamina lucida diizeyinde biil olusumu ile
sonuglanir [46]. Klinik olarak eritem ve 6demi takiben 1048 saat i¢inde kehribar renkli sivi
iceren vezikiiller ve biiylik biiller gelisir; bu lezyonlar giinler—haftalar siirebilir ve pigmentasyon
degisiklikleri, skar ve kronik inflamasyon gibi ge¢ donemi de iceren uzun siireli sekel
birakabilirler. Siilfiir mustard maruziyetinin akut etkilerine ek olarak, kronik bronsit,
keratit/keratopati ve deri kanseri gibi gec toksisiteler de bildirilmistir. Karsinojenite bakimindan
stilfiir mustard’in benzo[a]piren ile benzer diizeyde bir potansiyele sahip oldugu, mutajenik
etkisinin ise hem hiicre kiiltliiri hem deney hayvani modellerinde gosterildigi

bildirilmektedir [47].

Lewisit ise arsenik igeren ¢ok giiclii ve hizli etkili bir vezikan olup, topikal uygulamada
bile agrili, akut inflamasyon ve mikrovezikasyonla seyreden kutandz lezyonlara yol
acar [48]. Deride reaktif oksijen tiirlerinin artisi, endoplazmik retikulum stresine bagl
“unfolded protein response” sinyal yollarinin aktivasyonu ve belirgin keratinosit apoptozu,
lewisit patogenezinin temel molekiiler bilesenleridir. Bu farkli mekanizma, mustard ajanlarina
gore sitokin profili ve inflamatuvar yanit paterninde ayrisma ile de kendini gosterir. Lewisit
maruziyetinde ozellikle IL-1f ve IL-6 artisi, TNF ve IL-la’da baskilanma gibi 6zgiin
degisiklikler tanimlanmis ve bu farkliliklarin sahada maruz kalinan ajan tipini ayirt etmek i¢in
biyobelirteg olarak kullanilabilecegi 6ne siirtilmiistiir [49]. Yiiksek akut toksisitesinin yani sira,

lewisit maruziyeti sonrast Bowen hastalig1 (intraepidermal yassi hiicreli karsinom) olgulari



bildirilmis ancak lireme ve teratojenik etkiler agisindan ikna edici veriler ortaya konamamustir.
Giincel arastirmalar hem siilfiir mustard hem de lewisit i¢in proteaz inhibitorleri, kimyasal
“chaperone”lar ve antioksidanlar gibi ajanlarla inflamasyonun ve biil olusumunun
baskilanmasina odaklanmakta; boylece bu giiclii yakici ajanlarin neden oldugu deri ve okiiler

hasar i¢in hedefe yonelik medikal kars1 onlemler gelistirilmesi amaglanmaktadir [50].

2.2. NITROJEN MUSTARD ETKi MEKANIZMASI VE TOKSIiKOLOJiSi

Nitrojen mustard (NM; bis(2-kloroetil)amin tiirevleri), giiclii bir bifonksiyonel DNA
alkilleyici ve tipik bir vezikandir (Sekil 2.1.). Hiicre ici niikleofilik hedeflere (6zellikle DNA,
proteinler ve membran lipidleri) kovalent baglanarak ¢apraz baglar, tek ve ¢ift zincir DNA
kiriklar1 ve DNA-protein ¢apraz baglart olusturur; bu da hiicre dongiisiiniin durmasina, apoptoz

ve/veya nekrotik hiicre 6liimiine yol agar [51].

G0z, deri ve akciger gibi hizla boliinen veya bariyer islevi goren dokular NM’ye oldukga
duyarhdir; akut tabloda 6dem, eritem, biil/vezikiil olusumu ve mukozal hasar; ge¢ donemde
fibrozis ve skarlasma 6n plandadir [52]. Cesitli nitrojen mustard tlirevleri (mekloretamin,
klorambusil, melfalan vb.) kanser kemoterapisinde kullanilir ancak doza bagh
miyelosupresyon, mukozit ve sekonder kanser riski klinik kullanimin1 sinirlayan temel toksik

etkilerdir.

R
< |
NN AN
sulfur mustard nitrogen mustards N1 R =CH,CHs
(HD) (HN1, HN2, HN3)  HN2R=CH,

HN3 R = CH2CH20|
Sekil 2.1. Siilfiir ve nitrojen mustardlarin kimyasal yapilar

NM; DNA bazlarinda 6zellikle N7 guaninde iki kademeli alkilleme ile DNA zincirleri
arasinda ¢apraz baglar olusturur; bu baglar replikasyon ve transkripsiyonu engelleyerek
genomik instabilite, mutasyon ve hiicre 6liimiine neden olur. Ayrica proteinlerdeki tiyol ve
amino gruplariyla kovalent baglanarak DNA-protein ¢apraz baglar1 ve enzim inaktivasyonu
yapar. DNA tamir endoniikleazlarinin hedef alinmasi, tek ve ¢ift zincir kiriklarinin artmasina,

buna bagli apoptoz ve mitokondriyal disfonksiyona yol agar [54,55]. G6z korneasinda NM
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maruziyeti, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve lipid peroksidasyonunda belirgin artis, ferroptoz
belirteclerinde (ACSL4 artisi, SLC7A11 ve GPX4 azalmasi) degisim ve p38 MAPK
aktivasyonu ile iliskili ferroptotik hiicre Oliimii mekanizmasininim aktivasyonuna neden
olur [56]. NM maruziyeti; keratinositlerde ve deride mitokondriyal ROS artisi, SIRT3 ile SOD2
aktivitesinde azalma, NLRP3 inflamazomu aktivasyonu, kaspaz-1 aracili IL-1p salinimi ve

COX-2 ekspresyonu iizerinden siddetli inflamatuar yanit olusturur [57].

Deriye topikal NM uygulamasi, saatler—giinler icinde epidermal kalinlagsma,
epidermis-dermis ayrilmasi, epidermal nekroz, denudasyon, kabuk (skab) olusumu,
parakeratoz, hiperkeratoz ve akantozis ile karakterize lezyonlara neden olur. Dermiste nekroz,
O0dem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve eritrosit ekstravazasyonu izlenir [58]. Bu
histopatolojik patern, siilfiir mustard maruziyetinde gozlenen insan deri lezyonlarina oldukga
benzerdir ve NM’yi vezikan toksisitesinin deneysel modeli haline getirir [59]. Gozde; %2’lik
NM ile birkag dakikalik temas; epitel-stroma ayrilmasi, endotel kaybi, korneal kolajen yikimu,
neovaskiilarizasyon ve agir fonksiyon kaybi ile seyreden kimyasal keratopati olusturur. ROS
artig1, apoptoz, inflamatuvar belirteglerin (COX-2, MMP-9, VEGF) yiikselmesi ve sfingolipid
dengesinde (aSMase aktivasyonu, seramid artis1) bozulma bu hasarin biyokimyasal temelini

olusturur [60].

NM’nin solunumsal maruziyetinde akcigerde akut inflamasyon, bronsiyolit ve
devaminda pulmoner fibrozis gelisir. Ratlarda intratrakeal NM uygulamasi; Once
proinflamatuvar/sitotoksik M1 (iNOS, COX-2, TNF-a, MMP-9/10 vyiksek), ardindan
antiinflamatuvar/profibrotik M2 (IL-10, CTGF, ApoE yiiksek) makrofajlarin birikimiyle
seyreden kronik bir yanit olusturur ve bu makrofaj alt gruplari doku hasari ile fibrozisin

ilerlemesinde kritik rol oynar [61].

NM deri yoluyla kolayca emilir ve dogrudan sitotoksisitenin yani sira asir1 aktive olmus
dogustan immiin yanit iizerinden de hasar olusturur. Fare modelinde topikal NM uygulamasi,
iINOS-pozitif inflamatuvar dermal makrofajlar1 aktive eder. bu hiicreler lokal doku yikimin
artirir, daha sonra kemik iligine go¢ ederek hematopoezi bozar ve ciddi kilo kaybi ile
mortaliteye katkida bulunurlar [62]. Bu bulgular, NM’ye bagh sistemik toksisitenin 6nemli bir

boliimiiniin konagm immiin yanitinin asir1 aktivasyonuna bagli oldugunu gostermektedir.
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Klinik onkolojide kullanilan nitrojen mustard tiirevlerinin baslica doz sinirlayici toksisitesi,
benzer DNA alkilleyici mekanizmaya bagli miyelosupresyon (erken donemde anemi ve
notropeni, daha ge¢ trombositopeni) ile karakterizedir. Deneysel veriler, alifatik ve aromatik
nitrojen mustardlarin akciger timori indiikleyici giiclii karsinojenler oldugunu; bazi aromatik
tiirevlerin (6rnegin urasil mustard, klorambusil) yiiksek pulmoner tiimor potansiyeline sahip
bulundugunu gostermektedir [57]. Bu, uzun dénem sekonder malignite riskine biyolojik bir

temel sunar.

NM hasarinda, yalnizca alkilleme degil, ROS {iretimi, inflamatuvar sitokinler ve immiin
hiicreler de 6nemli rol oynadig1 icin gesitli farmakolojik stratejiler arastirilmaktadir. Tek doz
25-hidroksivitamin D3, dermal makrofaj kaynakli iNOS iiretimini baskilayarak lokal deri
yikimini azaltmis, doku onarimini hizlandirmis, kemik iligi depresyonunu ve ani kaseksiyi
Onleyerek deney hayvanlarint NM’ye bagli 6liimden korumustur [63]. Benzer sekilde vitamin
D3, keratinositlerde SIRT3-SOD2-mitokondriyal ROS eksenini yeniden diizenleyerek NLRP3
inflamazomu inhibisyonu yoluyla NM kaynakli kutan6z inflamasyonu anlamli dlgiide
azaltmistir. Korneal modellerde mezenkimal kok hiicre kosullu ortami, NM'nin indiikledigi
mitokondriyal disfonksiyon ve ROS artisim1 kismen diizelterek apoptozu azaltmis ve epitel
tyilesmesini hizlandirmistir [64]. Bu veriler bir arada degerlendirildiginde, nitrojen mustard
toksikolojisinin yalnizca DNA alkilleme ve hiicre oliimiiyle sinirli olmadigi; oksidatif stres,
inflamazom aktivasyonu, makrofaj alt popiilasyon dinamikleri ve dokuya 6zgii tamir/yenilenme
mekanizmalarinin da toksik yanitin siddeti ve kronik sekel gelisiminde belirleyici oldugu
anlasilmaktadir [57,61,62,64]. Bir NM tiirevi olan HN2’nin molekiiler etki mekanizmasi Tablo

2.4.’te sunulmustur.
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Tablo 2.4. Mekloretamin Hidrokloriir (HN2)’nin Molekiiler Etki Mekanizmast
Basamak Molekiiler Olay Aciklama / Sonug
o HN2 lipofilik 6zellikleri sayesinde hiicre zarim
1 Hiicreye giris o )
pasif difiizyon ile gecer.
) ) Fizyolojik pH’da kloroetil grubundan CI~ ayrilir
2 Kimyasal aktivasyon o )
ve molekiil i¢i siklizasyon gerceklesir.
Yiiksek elektrofilik ve reaktif ii¢ iiyeli
3 Aziridinyum iyonu olusumu aziridinyum halkas1 olusur; toksisitenin temel
basamagidir.
Aziridinyum iyonu DNA bazlariin (6zellikle
4 DNA alkilasyonu ) ) ]
guanin N7) niikleofilik bolgelerine baglanir.
HN2 bifonksiyonel oldugu i¢in intra- ve inter-
5 DNA ¢apraz baglari il
zincir DNA ¢apraz baglari olusturur.
Replikasyon ve transkripsiyon bloke edilir; DNA
6 DNA yapisinin bozulmast y
hasar yanit1 (DDR) aktive olur.
) ATM/ATR ve p53 aktivasyonu ile hiicre dongiisii
7 Hiicre dongiisii arresti
genellikle G2/M fazinda durur.
Onarim bagarisizsa mitokondriyal yolak
8 Hiicresel kader iizerinden apoptoz, yiiksek hasarda nekroz
gelisir.
ROS artigi, inflamatuar sitokin salinimi, ECM
9 Ikincil toksik etkiler bozulmasi ve yara iyilesmesinde gecikme
gozlenir.
miRNA’lar apoptoz, inflamasyon ve
10 miRNA diizenlemesi proliferasyon yolaklarini post-transkripsiyonel
diizeyde diizenler.

2.3. DERI FIZYOLOJIiSi, INSAN DERMAL FiBROBLAST (HDF) VE INSAN
KERATINOSIT (HACAT) HUCRELERIN YARA IYILESMESINDEKI ROLU-
KLINIiK ONEMI

Deri, insan viicudunun en biiyiik organi olup fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere
karst1 ilk savunma hattini
(termoregiilasyon), immiin yanitin organizasyonu, su kaybinin 6nlenmesi ve ¢evresel uyarilarin

algilanmasi gibi yasamsal fonksiyonlar1 yerine getirir [65]. Deri anatomik olarak epidermis,

olusturur. Ayn1t zamanda viicut 1sisinin diizenlenmesi
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dermis ve hipodermis olmak iizere {i¢ ana tabakadan olusur. Epidermis agirlikli olarak
keratinositlerden olusur ve su kaybii engelleyen, mikroorganizma ve kimyasal ajan girigini
sinirlayan bariyer fonksiyonunu saglar [66]. Dermis ise baglica fibroblastlar, damar yapilari ve
bag dokusu bilesenlerinden olusur; kollajen ve diger ekstraselliiler matriks komponentleri

sayesinde deriye mekanik dayaniklilik ve esneklik kazandirir [67].

Yara iyilesmesi; inflamasyon, proliferasyon ve yeniden yapilanma (remodeling) olmak
lizere birbirini izleyen ve kismen Ortlisen fazlardan olusan karmasik bir biyolojik siiregtir
[68]. Bu siire¢ boyunca epidermal ve dermal hiicreler arasinda yogun ve dinamik bir hiicresel
iletisim gergeklesir. Dermal fibroblastlar farkli sitokin ve biiylime faktorleri salgilayarak
keratinosit, endotelyal hiicre ve immiin hiicre fonksiyonlarin1 modiile eder [69]. Keratinositler
gb¢ ve proliferasyon yoluyla epidermal kapanmayi ve yeniden epitelizasyonu saglarken,
fibroblastlar kollajen basta olmak tiizere bag dokusu bilesenlerinin sentezi ve yeniden
diizenlenmesinden sorumlu olarak doku biitiinliigiiniin kazanilmasina katkida bulunur [70]. Bu
nedenle, yara iyilesmesinin dogru sekilde modellenebilmesi i¢in hem epidermal hem de dermal
hiicrelerin ayr1 ayr1 ve birlikte degerlendirilmesi, normal onarimin anlagilmasi ve patolojik
fibrozis ya da kronik yaralara yonelik yeni tedavilerin gelistirilmesi acisindan, klinik ve

deneysel olarak biiyiik 6nem tagir [71].

2.3.1. HDF Hiicreleri: Ozellikleri, Yara Iyilesmesindeki Rolii ve Klinik Onemi

HDF hiicreleri insan dermisinden dogrudan izole edilen primer hiicreler olup, bag
dokusunun ana hiicresel bilesenini olusturur [72]. Genellikle neonatal foreskin veya yetiskin
deri biyopsilerinden elde edilirler ve primer hiicre olmalar1 nedeniyle in vivo kosullara en yakin
biyolojik davranisi sergilerler. Genetik olarak stabil olmalari, immortal hiicre hatlarina kiyasla
daha 1iyi fizyolojik yanitlar vermelerini saglar [73]. HDF’lerin en temel fonksiyonu
ekstraselliiler matriks (ECM) sentezidir [74]. Tip I ve Tip Il kollajen basta olmak {izere
elastin, fibronektin ve glikozaminoglikanlarin iiretimiyle dermal yapmin mekanik
dayanikliligimmi ve biitlinliigiinii saglarlar. Yara iyilesmesi siirecinde fibroblastlar hasar
bolgesine go¢ ederek proliferasyona girer ve graniilasyon dokusunun temelini olusturur. Bu
asamada ECM {iretiminin artmasi, gegici bir doku iskelesi olusturarak hiicresel organizasyonu

destekler [75].
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Yara iyilesmesinin ilerleyen fazlarinda HDF’lerin bir kismi myofibroblastlara
doniisiir. Bu doniisiim, yara kontraksiyonunu ve doku kapanmasini saglar. Ancak bu siirecin
asirt veya kontrolsiiz gerceklesmesi patolojik skar ve fibrozis gelisimine yol agabilir. Bu
nedenle HDF aktivitesi hem iyilestirici hem de potansiyel olarak patolojik sonuglar dogurabilen

cift yonlii bir 5neme sahiptir [76].

HDF’ler ayrica IL-6, TGF-3 ve PDGF gibi sitokin ve biliyiime faktorlerini salgilayarak
inflamatuvar hiicreler, keratinositler ve endotel hiicreleri ile yogun bir parakrin etkilesim
kurar [77]. Bu hiicresel iletisim; inflamasyonun ¢6ziilmesi, epidermal yenilenmenin uyarilmasi
ve anjiyogenez agisindan kritik rol oynar . Klinik agidan HDF’ler, kronik yaralar, diyabetik
ayak iilserleri, yaniklar, fibrotik hastaliklar ve doku miihendisligi uygulamalarinda hedef hiicre

grubu olarak biiylik 6nem tagimaktadir [78].

2.3.2. HaCaT Hiicreleri: Ozellikleri, Yara lyilesmesindeki Rolii ve Klinik Onemi

HaCaT, erigkin normal insan epidermal keratinositlerinden tiiretilmis, spontan
immortalize olmus, andploid bir insan keratinosit hiicre hattidir. Uzun donem kiiltiirde 140’1n
lizerinde pasaj yapilabilen bu hiicreler, klonal kdkenli olmalarina ragmen tam diferansiasyon
kapasitesini biiylik Olciide korur ve nontiimorijenik 6zellik gosterirler [79]. SV40 gibi viral
onkogenler kullanilmadan, seri pasajlar sirasinda kendiliginden immortal hale gelmis olmalari,
HaCaT’y1 transformasyon sonrasi bile normal keratinizasyon programini siirdiirebilen ilk kalict
insan deri epitel hatt1 yapar; bu nedenle siirsiz bdliinebilme 6zelligi kazanmis ancak deneysel
kosullarda malignite gostermeyen bir model olarak kabul edilir . Karyotip olarak andploid ve
cok sayida kromozomal yeniden diizenleme igermesine ragmen, stabil marker kromozomlara
sahip olmasi ve DNA parmak izi profilinin uzun siireli kiiltiir ve transformasyondan
etkilenmemesi, bu hattin genetik stabilitesini ve doku kdkeniyle uyumunu destekler; bu da uzun

stireli deney serilerinde tekrar edilebilirlik ve giivenilirlik saglar [80].

Diferansiasyon agisindan HaCaT hiicreleri, normal epidermisteki bazal keratinositlere
benzeyen fenotip sergiler; uygun kiiltiir kosullarinda, 6zellikle organotipik ko-kiiltiirlerde veya
nude farelere transplantasyon sonrasinda, iyi organize olmus, ¢cok katli ve tabakal1 bir skuamoz

epitel olusturur ve k1/k10, involucrin, filaggrin gibi terminal diferansiasyon belirteclerini dogru

15



mekansal dagilimla eksprese eder . Kolajen jel i¢inde dermal fibroblastlarla birlikte organotipik
kiiltiirde biiyiitildiiglinde, bir—ii¢ hafta i¢inde kalinlig1 fibroblast sayisi ile korele olan, iyi
yapilandirilmis, bazal proliferatif tabakaya ve suprabazal diferansiye katmanlara sahip epitel
olusturur. 2 ila 3 hafta sonunda neredeyse tam bir bazal membran, hemidesmozomlar ve
anchoring fibriller gelisir ve proliferasyonun bazal tabakaya sinirlanmasi, parakeratotik stratum
corneum’da DNA fragmantasyonunun goriilmesi gibi, in vivo keratinizasyonun birgok
ultrastriiktiirel 6zelligi yeniden Ttretilir [81]. Yine de, 6zellikle hava—sivi ara yiiziine maruz
birakilan bazi rekonstriikte deri esdegerlerinde, terminal diferansiasyonun son basamaklarinin
(tam olgun stratum corneum, tam serbest yag asidi ve seramid profili, eksiksiz bariyer lipitleri
vb.) eksik kaldigi, keratin 1/10 ve 6/16 gibi keratinlerin tiim katmanlara yayilabildigi ve lipit
sentez kapasitesinin kisitli oldugu gosterilmistir; bu da HaCaT nin epidermisin tiim fizyolojik

bariyer fonksiyonunu her kosulda tam olarak taklit edemedigini ortaya koyar [82].

Buna ragmen HaCaT, yiikksek derecede korunmus diferansiasyon potansiyeli,
ongoriilebilir proliferasyon dinamikleri ve standart kosullarda (6rnegin yiiksek glukozlu
DMEM + %10 FBS, 37 °C, %5 CO-) hizli ve stabil biiylime gostermesi nedeniyle hem temel
epidermal biyoloji hem de uygulamali dermatoloji ve dermal toksikoloji ¢alismalarinda kiiresel
Olcekte altin standart keratinosit modeli olarak kullanilir [83]. UVB/UVA radyasyonuna maruz
birakildiginda gelisen oksidatif stres, ROS iiretimi, DNA hasari, apoptoz ve inflamatuvar
yanitlarin incelenmesi i¢in giivenilir bir sistem sunar; ¢esitli nanopartikiillerin, metal oksitlerin
ve fonksiyonellestirilmis nanotasiyicilarin sitotoksisitesi, lipid peroksidasyonu ve inflamatuvar
profil tizerindeki etkileri MTT, LDH, ROS ve ELISA temelli testlerle HaCaT tizerinde kapsamli
bicimde degerlendirilmistir [84]. Benzer bigcimde HaCaT, topikal ilag¢ tasiyicilari, kati lipid
nanopartikiilleri, bitkisel bilesikler, anti-aging ajanlar veya yara iyilestirici peptitler iceren
formiilasyonlarin sitotoksisite, antioksidan etki, inflamasyon modiilasyonu ve yara kapanmasi
(scratch assay, hiicre gogii ve proliferasyonu) iizerindeki etkilerini inceleyen c¢alismalarda da

yaygin sekilde tercih edilir [85].

HaCaT hiicrelerinin dermatoloji ve toksikoloji alanindaki bu yaygin kullanimi, onlar1
kozmetik bilesenlerin, kimyasal ajanlarin, kemoterapoétiklerin, KSA benzeri alkilleyicilerin ve
cevresel toksinlerin insan epidermisi tizerindeki potansiyel etkilerini dnceden taramak i¢in

diisiik maliyetli, tekrarlanabilir ve etik agidan avantajli bir model haline getirir [86]. Bununla
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birlikte, andploid karyotip, p53 mutasyonu, kismen diizensiz keratin ekspresyonu ve eksik
bariyer lipit profili gibi 0Ozellikler nedeniyle, oOzellikle kronik inflamatuvar hastalik
modellerinde, tam epidermal bariyer fonksiyonunun, tiim hiicre alt tiplerinin ve uzun siireli
doku yeniden sekillenmesinin bire bir yansitilmasi gerektigi durumlarda primer keratinositler
veya daha kompleks 3D deri esdegerleri ile desteklenmesi onerilir [87]. Sonug olarak HaCaT,
insan epidermal keratinosit fizyolojisine olduk¢a yakin duran, spontan immortalize,
diferansiasyon kapasitesi biiyiik oranda korunmus ve Ozellikle epidermal biyoloji, dermal
toksikoloji, UV hasari, inflamasyon, yara iyilesmesi ve kozmetik arastirmalarinda diinya

capinda en sik kullanilan insan keratinosit hiicre hatti olarak kabul edilmektedir.

2.3.3. HDF ve HaCaT Hiicrelerinin Yara Iyilesmesi Acisindan Karsilastirilmasi

HDF ve HaCaT hiicreleri; proliferasyon 6zellikleri, stres yanitlar1 ve yara onarimindaki
rolleri agisindan belirgin bigimde farklilik gostermektedir. HaCaT hiicre hatti, immortalize
keratinosit yapist nedeniyle genellikle primer HDF’lere kiyasla daha hizli ve daha 6ngoriilebilir
proliferasyon sergiler; bu durum, metabolik ya da canlilik testlerinde (6r. CCK-8, MTT) ayn
maruziyet siiresinde HaCaT’ta daha erken ve daha belirgin yanitlar goriilmesine yol
acabilir [88]. Nitekim 2D Kkiiltiirlerde, uygun serum kosullarinda HaCaT kolonilerinin birkag
giin i¢inde yiiksek konfluensi yakaladigi, HDF’lerin ise daha migratuvar, bireysel hiicre
morfolojisi sergileyerek ylizeyi doldurdugu; serumdan yoksun ortamda ise her iki hiicre tipinin
de proliferasyonunun yavasladigi ancak yiiksek baslangi¢ yogunluklarinda yine de konfluente
ulagabildikleri gdsterilmistir [89]. DNA hasar1 ve stres yanit1 agisindan, HaCaT hattinin p53°de
mutasyonlar icerebilmesi, DNA-alkilleyici veya 1s1 stresi gibi hasar verici uyaranlara karsi
apoptoz, senesens veya onarim dinamiklerinin primer HDF’lerden farkli olmasima neden
olabilir. Buna karsilik HDF’ler primer, mesenkimal hiicreler olarak p53 fonksiyonunu daha
fizyolojik bicimde koruyup hasar sonrasi daha klasik DNA onarim ve hiicre dongiisii duraklama
yanitlart verebilir. Is1 stresi modelinde hem HaCaT hem de dermal fibroblastlarin, disaridan
saglanan trofik faktorler ile (6rn. mezenkimal kok hiicre kaynakli kosullandirilmis ortam)
apoptozlarinin belirgin sekilde azaldigi ve proliferasyonlarinin arttigi gosterilmis olsa da
fibroblastlarda apoptoz oranindaki diisiisiin HaCaT’a kiyasla daha belirgin olmast HDF’lerin

bu tiir pro-rejeneratif sinyallere farkli duyarliligini diistindiirmektedir [90].
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Fenotipik diizeyde HDF’ler mezenkimal karakterli, ekstraseliiler matriks sentezi,
kolajen depolanmasi, myofibroblast doniisiimii, anjiyogenez ve graniilasyon dokusu
organizasyonunda merkezi rol oynayan hiicrelerdir. Fibroblastlarin heterojen popiilasyonlari
yara iyilesmesi sirasinda inflamasyonun diizenlenmesi, bliyiime faktorii salinimi, keratinosit,
endotel ve immiin hiicre iglevlerinin parakrin olarak modiilasyonu gibi ¢ok sayida diizenleyici
fonksiyon iistlenir [91]. Buna karsilik HaCaT hiicreleri epitel/keratinosit fenotipini temsil eder;
re-epitelizasyon, keratin ekspresyon paternleri, bariyer olusumu, ROS iiretimi ve
sitokin/kemokin yanitlar {izerinden yara ylizeyinin kapanmasi ve epidermal bariyerin yeniden
olusumu ile iligkilidir. Yara iyilesmesi deneylerinde bu fark, Ornegin scratch assay veya
migrasyon testlerinde, HDF’lerin daha migratuvar, matriks diizenleyici ve kontraktil yanitlar
sergilemesine; HaCaT’larin ise epitel tabakanin kenarindan bosluga dogru kolektif go¢ ve

proliferasyonla “kapanma” dinamigini modellemesine yansir [92].

Son olarak, alkilleyici ajanlar veya nitrojen mustard gibi genotoksik kimyasallar
kullanildiginda klonojenik sagkalim, DNA hasar1 birikimi ve genotoksik etkilerin ortaya cikis
stiresi HDF ve HaCaT ta farkli zamanlarda ve siddette gozlenebilir; HaCaT in mutasyonlu p53
zemininde daha bozulmus bir apoptoz/onarimla ilerleyen bir siire¢ sergilemesi miimkiinken,
HDF’ler daha fizyolojik p53 aracili hiicre dongiisii kontrolii ve senesens paternleri gosterebilir,
bu da LCso/ICso ve klonojenik end-pointlerin iki hiicre tipinde farkli yorumlanmasini

gerektirir [93].

2.4. TRANSKRIPTOMIK VE BiYOINFORMATIK CALISMALAR

Transkriptomik; bir hiicre veya dokuda belli bir zamanda ifade edilen tim RNA
molekiillerinin (mRNA, uzun kodlamayan RNA’lar, mikroRNA’lar, dairesel RNA’lar vb.)
biitiinlinli sistematik olarak inceleyen bilim alanidir. Temel amag, hangi genlerin ne diizeyde
aktif oldugunu, hangi alternatif izoformlarin tiretildigini, hiicre tipleri ve kosullar arasinda gen
ifade desenlerinin nasil degistigini ortaya koymaktir [94]. Giinlimiizde transkriptomik
calismalarinin =~ omurgasini, yiliksek verimli  dizileme temelli RNA-Seq yontemleri
olusturmaktadir; RNA-Seq, klasik mikrodizilere gore ¢ok daha genis dinamik aralikta ve
izoform diizeyinde ifade dl¢limii saglar, nceden gen dizisi bilgisine daha az bagimlidir ve arka

plan giiriiltiisii daha distktiir [95].
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RNA-Seq verileri, yalnizca gen ekspresyon seviyelerini degil; alternatif kesim (splicing)
olaylarini, fiizyon transkriptlerini, RNA varyantlarini, RNA diizenleme olaylarmi ve
kodlamayan transkriptleri de ortaya ¢ikarabilir [96]. Genis kapsaml1 bir protokol, kisa ve uzun
okuma teknolojilerini, farkli haritalama, sayim ve istatistiksel analiz araglarin1 birlestirerek
transkriptomdan ¢ok boyutlu biyolojik i¢gdrii iiretmeyi hedefler. Bu amagla gelistirilen
RNACocktail gibi boru hatlari, farkli adimlardaki 39 araci yaklasik 120 kombinasyon halinde
karsilastirarak hem diferansiyel gen ekspresyonu hem de klinik agidan 6nemli transkriptlerin

saptanmasinda yiiksek dogruluk sunan standart bir analiz is akis1 onermektedir [97].

Transkriptomik deneyler ¢ok biiyiik veri lirettigi i¢in bu verilerin anlamlandirilmasi
neredeyse biitliniiyle biyoinformatik yontemlere dayanir [98]. RNA-Seq’te tipik analiz hatti;
ham okuma kalitesinin kontrolii, adaptér ve diisiik kaliteli bazlarin temizlenmesi, okuma
dizilerinin referans genoma veya transkriptoma hizalanmasi, ifade sayim matrislerinin
olusturulmasi, normalizasyon ve diferansiyel ifade analizinden olusur [99]. Kompleks
Okaryotlarda ekzon-ekzon birlesimlerini tanimak, alternatif veya trans-splicing olaylarin1 ortaya
cikarmak, okuma hizalama algoritmalar1 agisindan 6zel zorluklar dogurur; bu nedenle bilinen
ve Ongoriilen ekzon birlesim dizilerinden olusan “junction kiitiiphaneleri” kullanmak sik

bagvurulan bir yaklasimdir [100].

Gelisen yontemlerle, biyoinformatik yalnizca dogrusal mRNA’lar1 degil, dairesel
RNA’lar1 (circRNA) da saptamaya yonelmistir [101]. circRNA kesfi hem deneysel hazirlama
protokollerindeki 6nyargilar hem de okuma haritalama hatalar1 nedeniyle zorlayicidir; ligasyon
ve ters transkripsiyon basamaklarindaki sablon degistirme artefaktlar1 yalanci “geri-splicing”
olaylar tiretip sahte circRNA sinyallerine yol agabilir [102]. Bu nedenle circRNA tespiti i¢in
tasarlanan algoritmalarda istatistiksel filtreler, deneysel dogrulama stratejileri ve artefakt

kaynakli sinyalleri ayiklamaya yonelik biyoinformatik kontroller kritik 6nemdedir [103].

Tek hiicreli RNA-Seq (scRNA-Seq), transkriptomik ve biyoinformatigin kesisiminin en
ileri 6rneklerindendir. Tek tek hiicrelerden elde edilen yiizbinlerce transkriptom profilinin
analizinde, ham veri isleme ve kalite kontrol adimlarini; boyut indirgeme, hiicre kiimeleme,
hiicre tipi anotasyonu, soyagaci/yalanci zaman (trajectory) cikarimi, hiicre-hiicre iletisimi

analizi, transkripsiyon faktorii etkinligi ve metabolik durum kestirimi gibi ileri biyoinformatik
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analizler izler [97,102]. Bu amagla gelistirilmis yazilim ve betik depolari, 6zellikle biyomedikal
ve klinik 6rneklerle ¢alisan arastirmacilara, adim adim komut satir1 arayiizleri sunarak siirecin

standardize edilmesine katki vermektedir [104].

Genis spektrumlu RNA-Seq ve gelismis biyoinformatik analizler bir araya
getirildiginde, yalnizca diferansiyel ifade eden gen listeleri degil, hastalik mekanizmalari, ilag
hedefleri, tanisal ve prognostik biyobelirtecler hakkinda derin i¢goriiler elde edilir [105].
Ornegin bir RNA-Seq protokoliinde, ifade analizi ile birlikte RNA varyant ¢agirma, RNA
diizenleme ve flizyon belirleme yetenekleri ayni anda degerlendirilmis; boylece transkriptomun
islevsel ve yapisal ¢esitliligi bir biitiin olarak ortaya konmustur [106]. Tek hiicreli ¢aligmalar
ise, bir dokudaki heterojen hiicre popiilasyonlarini, hiicre tipine 6zgili diizenleyici aglar1 ve
transkripsiyon faktorii “regiilonlarini” haritalamaya imkén tanir; ortak ifade modiillerinin ve
TF-hedef iligkilerinin hesaplanmasi, hiicre tipine 6zgili diizenleyici aglarin yeniden ingasini

miimkiin kilar [107].

Bu biitiinciil yaklasim, gen diizenlenmesi, gelisimsel hat se¢imi, bagisiklik yanitlari ve
kanser gibi patolojik siire¢lerin ¢ok katmanli yapisini ¢oziimlemede giderek daha merkezi bir
rol tstlenmektedir [108,109]. Transkriptomik ve biyoinformatik kapasitedeki ilerlemeler,
klinik orneklerden elde edilen verilerin tanisal/tedaviye yonelik kararlara entegre edilmesiyle,

kisisellestirilmis tip uygulamalarina dogru giiclii bir gecisi desteklemektedir [110,111].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Mekloretamin hidroklorid (CAS Number: 55-86-7) (Sigma-Aldrich)
Insan Dermal Fibroblast (PCS-201-012 ™) hiicreleri (HDF)

Insan Keratinosit Hiicreleri (HaCaT)

Dulbecco'nun Modifiye Edilmis Kartal Besiyeri (DMEM) Yiiksek Glukoz (4.5 g/l) ile
L-Glutamine (Cegrogen)

Fetal s1gir serumu (FBS) (Cegrogen)

Penisilin/streptomisin (Cegrogen)

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Resazurin (Sigma-Aldrich)

Fosfat tamponlu salin (PBS) (Cegrogen)

Tripan mavisi sollisyonu (Sigma)

Tripsin/EDTA (Cegrogen)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Applichem)

Magen R413002 Evrensel RNA Saflagtirma Kiti (Magen Biotechnology)

3.2. KULLANILAN CIiHAZLAR VE SARF MALZEMELERIi

Otomatik pipetler, cam tiipler, eppendorf tiipleri vb.
CO.'li Inkiibatdr (Thermo Forma)

Hassas terazi (Shimadzu)

Vorteks (Thermolyne)

Santrifiij (Niive-Centrifuge)

Biyogiivenlik Kabini (2. seviye) (Thermo (Smf 2))
+4 °C Buzdolabi (Argelik)

-80 °C Buzdolabi (Niive Ultra Low)

Inverted Mikroskop (Leica DMIRB)

96 kuyucuklu well plate

25 ¢cm? Hiicre Kiiltiir Flaski, Vent Cap, TC, Sterile
Serolojik pipetler (5 mL, tek kullanimlik) (Biofil)
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% Serolojik pipetler (10 mL, tek kullanimlik) (Biofil)
% 15 mL Santrifiij tiipii kapakl (Biofil)

¢ 50 mL Santrifiij tiipti kapakl1 (Biofil)

¢ Dondurma tiipleri (Cryogenic Vial)

% Pipet Ucu 1-200 pL

% Pipet Ucu 100-1000 pL

« Lam ve Lamel (Isotherm)

¢ Mikroplate Okuyucu (Varioskan Lux)

3.3. TEST ICIN HUCRELERIN VE DENEYIN HAZIRLANMASI

3.3.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Hiicre Kiiltiirii Numunelerin Hazirlanmasi

HDF (Insan Dermal Fibroblast; Normal, Human ATCC, PCS-201-012) ve HaCaT (Insan
keratinosit) hiicre hatlar1, %20 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin, %0,2
Fibroblast Biiylime Faktorii (FGF) ile takviye edilmis DMEM (yiiksek glukoz) i¢inde kiiltive
edildi. Hiicre hatlari, %5 CO: ve 37°C sicakliklarda inkiibe edildi. Elde edilen hiicre
stispansiyonundan 25 cm?'lik flasklara ekim yapilmis, 37°C'de %5 CO: iceren steril bir ortamda
inkiibasyon islemi gergeklestirilmistir. Siire¢ igerisinde hiicrelerin membran biitlinliigii ve
yogunlugu mikroskop altinda degerlendirilmis, flasklarin doluluk orani %60-70 araligina
ulastiginda medyum ortami yenilenmistir. Hiicreler %80-90 yogunluga ulastiginda ise 1 mL
PBS eklenerek hiicreler yikanmis, devaminda PBS ortamdan uzaklastirilirmis, hiicrelerin
yilizeyden ayrilmasi i¢in ortama 1 mL %0,05 tripsin-EDTA eklenerek 37°C'de 2-3 dakika (dk)
inkiibatorde bekletilmistir. Tripsin-EDTA'y1 notralize etmek icin ise flaska 6 mL DMEM ilave
edilerek hiicreler steril bir falkon tiipe aktarilmistir. Tekrarlayan pasajlama i¢in hiicreler 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant1 uzaklastirilmis, kalan hiicre pelleti uygun hacimde

besiyeri ile siispanse edilerek 75 cm?’lik flasklara pasajlanarak inkiibatore kaldirilmistir.

Hiicrelerin pasajlanma siirecine paralel olarak canli hiicre saymmi yapilmistir. Bu
maksatla santrifiij sonrasi elde edilen hiicre peleti 1 mL DMEM ile siispanse edilmis, bu
siispansiyondan 10 pL alinarak 10 pL trypan blue (1:1 diliisyon oraninda) ile karistirilmis, 3-5
dk oda sicakliginda inkiibe edilmis ve buradan 1 pL hiicre siispansiyonu Thoma lamina

yluklenerek hiicreler mikroskop altinda sayilmustir.
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Hiicre hesaplama formiilii su sekildedir: mL basina Hiicre Sayis1 = Sayilan Hiicre x Diliisyon

Faktorii (Trypan blue) x 10* (Thoma Laminin Hacmi)

Elde edilen hiicre siispansiyonu, kiiltiir flasklarina ekilmis ve 37°C sicaklikta %5 CO-
iceren steril bir inkiibator ortaminda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siireci boyunca, hiicrelerin
membran biitiinligli ve yogunlugu mikroskop altinda diizenli olarak degerlendirilmis olup,
flasklardaki doluluk orani %60-70 seviyesine ulastiginda kiiltlir medyumu yenilenmistir.
Hiicreler %80-90 konfluens seviyesine eristiginde, flasklara 1 mL PBS ilave edilerek hiicreler
yikanmis, ardindan PBS ortamdan aspire edilmistir. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi
amaciyla, ortama %0,05 tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 37°C'de 10 dk siireyle inkiibatdrde
bekletilmistir. Tripsin-EDTA enziminin nétralizasyonu i¢in flasklara DMEM ilave edilmis ve
hiicreler steril bir Falcon tiipe aktarilmistir. Ardisik pasajlama islemi i¢in hiicreler 1500 rpm'de
5 dk santrifiij edilmis, supernatant aspire edilerek uzaklastirilmis ve kalan hiicre pelleti uygun

hacimde besi ortamu ile siispanse edilerek pasajlanmis ve inkiibatore yerlestirilmistir.

Hiicre pasajlama siirecine paralel olarak, canli hiicre sayimi1 gergeklestirilmistir. Bu
amacla, santrifiij sonras1 elde edilen hiicre pelleti 1 mL. DMEM ile siispanse edilmis, bu
siispansiyondan alinarak esit hacimde trypan blue boyasi ile 1:1 oraninda diliie edilmis ve 3 dk
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan, hiicre siispansiyonu Thoma sayim lamina
yiiklenerek hiicreler mikroskop altinda sayilmistir. Hiicre sayist hesaplama formiilii su
sekildedir: mL basina hiicre sayis1 = Sayilan hiicre sayis1 % Diliisyon faktorii (Trypan blue) x

10* (Thoma laminin hacim faktori).

3.3.2. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi — Ajanlarin Uygulanmasi

Mekloretamin hidroklorid (HN2), ana stok ¢ozeltisi 1 mM olacak sekilde enjeksiyonluk su
icinde hazirlanmis ve ¢alisma sirasinda medya ile seyreltilerek hiicreler iizerinde ¢aligilmistir.
Kontrol olarak medya kullanilmistir. Hiicreler (her biri 10x10%) 96 kuyucuklu plakalara
ekilmistir. Farkli dozlardaki (200, 500, 1000, 2500 uM) HN2, 30 ve 60 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda HN2 iceren ortam aspire edilerek atilmis ve her kuyucuga 100 pL
resazurin ¢ozeltisi (son konsantrasyon 10 pg/mL) ilave edilmistir. Plakalar 37°C’de 2, 3 ve 4

saat daha inkiibe edilmistir. Metabolik aktivite, Variskan Lux multimod spektrofotometre
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(Thermo Scientific) kullanilarak uyarim 560 nm/ emisyon 590 nm dalga boylarinda floresans

yogunlugu dlgiilerek belirlenmistir. Hiicre canlilig1 yiizdesi asagidaki formiille hesaplanmistir:

Canlilik (%) =[(Tx —Tz) / (C —Tz)] x 100

Burada; C: HN2 icermeyen kontrol grubunun floresans degeri, Tx: ilgili HN2
konsantrasyonunda ve inkiibasyon siiresinde 6l¢iilen floresans degeri, Tz: deney baslangicinda
(HN2 eklenmeden hemen 6nceki) zaman noktasinda 6l¢iilen arka plan floresans degeridir (sifir

zaman kontrolii).

3.4. TOTAL RNA iZOLASYONU

Toplam RNA izolasyonu, Magen R413002 Evrensel RNA Saflastirma Kiti (Magen
Biotechnology, Cin) kullanilarak iiretici talimatlarina gore gergeklestirildi. Kontrol (HN2 ile
muamele edilmemis) ve ICso doz HN2 ile muamele edilmis 1 x 10° HDF ve HaCaT hiicreleri 1
mL MagZol reaktifi i¢inde tamamen homojenize edildi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilerek
hiicre lizisi ve RNaz inhibisyonu saglandi. Homojenata 200 puL kloroform ilave edildi, 15 saniye
vortekslendi, 5 dk bekletildikten sonra 4°C’de 12000 x g’de 15 dk santrifiij edildi. Ust sulu faz
dikkatle yeni bir tiipe alind1 ve esit hacimde %70 etanol ile karistirildi. Karisim, kit ile saglanan
HiPure RNA Mini Kolona aktarildi ve 8 000 % g’de 60 saniye santrifiij edilerek RNA silika
membrana baglandi. Kolon sirasiyla 700 pL Buffer RW1 ve iki kez 500 pL Buffer RW2 ile
yikandi, ardindan 12 000 % g’de 2 dk kurutma spini uygulandi. Son olarak, membran {izerine
dogrudan 50-100 pL RNase-free su eklendi, 1 dk bekletildikten sonra 8000 x g’de 1 dk santrifij
edilerek saf toplam RNA elde edildi. izole edilen RNA’lar —80°C’de sakland: ve analiz dncesi
tekrar kalite kontroliinden gegirildi.

3.5. BIYOINFORMATIK ANALIZLER

Dizileme islemi sonrasinda elde edilen okuma verilerinin kalite kontrolii, FASTQC
araci kullanilarak gerceklestirilmistir. Kalite kontrol sonuclar1 ¢ergevesinde, her bir drnege ait
veri hacmi, okuma Kkalitesi, GC igerik dagilimi, k-mer dagilimlar1 ve potansiyel adaptor

kontaminasyonlar1 detayli bir sekilde degerlendirilmistir. Dizileme siirecinde olusan ham

24



okuma verilerindeki diisiik kaliteli baz c¢agrilar1 ile olasi adaptdor ve indeks
kontaminasyonlarinin, sonraki analiz asamalarinda yanlisliklara yol ag¢masini Onlemek
amaciyla, bu unsurlar okumalardan kirpilmistir. Kalite degerlerine dayali kirpma islemleri i¢in
Trimmomatic (v0.39) araci tercih edilmistir [112]. Kirpma isleminin ardindan kalan diziler,
[llumina DRAGEN Bio-IT platformu ve RNA Pipeline is akisi araciligiyla analiz edilmistir.
Genel analiz siireci ve asamalart Sekil 3.1'de sunulmustur. Bu analiz kapsaminda, okumalar
splice-aware hizalama yontemiyle secilen referans genoma eslestirilmistir. Referans genom
olarak, ilgili organizmanin giincel versiyonu (Homo sapiens GRCh38.p13) kullanilmugtir.
Hizalama sonrasinda anotasyon i¢in, gen, ekzon ve transkript bilgilerini igeren GENCODE v40
veri seti temel alinmigtir. Bu islem neticesinde, her bir transkript iizerindeki okuma sayilari
hesaplanmis ve transkript uzunluguna gore normalize edilerek RPK (Reads Per Kilobase)
degerleri elde edilmistir. Bu degerler, toplam okuma sayisina goére tekrar normalize edilerek
TPM (Transcripts Per Million) degerlerine doniistlirilmistiir. Normalizasyon sonrasinda,
gruplar aras1 farkli ekspresyon gosteren genleri (Differentially Expressed Genes) belirlemek
amaciyla edgeR R paketi [113] ve Quasi-Likelihood modeli uygulanmistir. Gen ontoloji
analizlerinde TopGO paketi [114] ile Kolmogorov-Smirnov (KS) istatistiksel testi
kullanilmistir. Yolak analizleri ise clusterProfiler paketi [115] ile yiiriitiilmiistiir. Grup i¢i ve
gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalarin diizenlenmesi, veri gorsellestirme islemleri ve

raporlama asamalarinda R betikleri tercih edilmistir.

Gene Annotations Splice
GTF/GFF* Junctions § —
LR
N
Gene Fusion®

— 1 — )
— 2 o |
-— 3 = )
FASTQ Decompress Spliced Mapping Position Compress FASTQ
BAM/CRAM Aligning Sorting BAM/CRAM

Transcript
Quantification

* Optional

Sekil 3.1. RNA-seq veri isleme akisi. Gen anotasyonlar1 (GTF/GFF) ve FASTQ
dosyalarindan baslayarak dekompresyon, spliced haritalama ve hizalama, pozisyon siralama,
kompresyon adimlarini igeren pipeline; splice junction'lar ile entegrasyon ve opsiyonel gen

flizyonu tespiti ile transkript quantifikasyonu.
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3.6. VERI ISLEME

3.6.1. Ornek Gruplar

Calisma kapsaminda, dort farkli grupta yer alan dort numunenin RNA dizilemesi
gerceklestirilmistir. Tablo 3.1.'de, ilgili numunelerin adlar1, deney gruplari, dizileme sonucunda
elde edilen okuma sayilari ve bu okumalarin genoma hizalanma oranlar1 belirtilmistir.
"Toplam" siitunu, numuneden elde edilen toplam okuma sayisini; "Hizalanan" siitunu, genoma
hizalanan okumalarin sayisini; "Hizalama Orani1" siitunu, genoma hizalanan okumalarin
yiizdesini; "Hizalanmayan" siitunu, genoma hizalanamayan okumalarin sayisint; "Q30 Kalite

Orant" siitunu ise Phred kalite skoru Q30 ve {izeri olan okumalarin oranini ifade etmektedir.

Tablo 3.1. Calisilan numunelere iliskin grup bilgileri, okuma sayilar1 ve hizalama

degerleri
Q30 Kalite Hizalama
Toplam Hizalanan Hizalanmayan Orani Orani
HACAT-DRUG
HACAT-DRUG 26.457.114 25.207.885 1.249.229 94.99% 95.28%
HACAT-KONTROL
ESETR'OL 73.293.372 71.506.248 1.787.124 94.39% 97.56%
HDF-DRUG
HDF-DRUG 143.963.248 110.481.862 33.481.386 92.63% 76.74%
HDF-KONTROL
HDF-KONTROL 22.060.382 21.678.770 381.612 95.10% 98.27%

3.6.2. Filtreleme ve Normalizasyon

Genom hizalama sonrasinda, her bir transkriptom bilesenine (gen veya ekzon) diisen
okuma sayilar1 hesaplanmistir. Bu veri seti, ekspresyon gdsteren ve gostermeyen genlerin bir

karigimini i¢cermekte olup, bazi genler numunelerin ¢ogunda diisiik ekspresyon seviyelerine
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sahip olabilir veya hi¢ ekspresyon gdstermeyebilir. Ileri analizleri etkilememesi amaciyla, bu
tiir veriler veri setinden elenmistir. Ayrica, numune hazirlama veya dizileme siireclerinde
numuneyle dogrudan biyolojik baglantisi olmayan dis etkenler, tespit edilen ekspresyon
degerlerini etkileyebilmektedir. Ornegin, bir deneyin ilk partisinde islenen numuneler, ikinci
partiye kiyasla toplam okuma sayisinda daha yiiksek degerlere sahip olabilir. Analizlerde, tim
numunelerin benzer ekspresyon araliklar1 ve dagilimlarina sahip olmasi varsayimi gegerlidir.
Sekil 3.2.'de, ham verilerdeki ve normalize edilmis verilerdeki TPM (Transcripts Per Million)
dagilimlar gosterilmistir. Her bir ¢izgi, bir numunedeki gen ekspresyon dagilimlarini temsil

etmektedir. Takip eden analizler, normalize edilmis veriler lizerinde yiiriitilmiistiir.

Read Count Distribution

Transcripts Per Million Distribution After Normalization and Filtering

Reads per Kilobase (RPK) Transcripts per Million (TPM)

Density

o
o
o

0 - — .

Sekil 3.2. Ham ve normalize edilmis verilerdeki tiim transkriptlerin TPM (Transcripts Per

Million) dagilimlar

3.6.3. Yolak ve miRNA Analizi

HN2 uygulanmis ve uygulanmamis gruplar arasinda ifadesi artmis ve azalmis genlerin

rol aldig1 yolak analizi yapilirken ShinyGO (v 0.85) kullanilmistir. Genler biyolojik siireg,
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hiicresel komponent ve molekiiler fonksiyon agisindan ShinyGO (v0.61) kullanilarak
analizlenmistir. Kyoto Genler ve Genler Ansiklopedisi (KEGG) yolak analizi 'En iyi eslesen
tiir' olarak insan, 'P degeri kesme (FDR)' olarak 0.05 ve 'yolak sayisi' olarak 20 parametreleri

kullanilmuastir.

Bu ¢alismada, gen ifade diizenlemelerini ve gen-gen etkilesim aglarinmi sistematik bir
sekilde haritalamak amaciyla, giiglii bir biyoinformatik platformu olan MIRNET
(https://www.mirnet.ca) kullanilmistir. Analizler, platformun kapsamli gen ifade veri
tabanlarina dayanarak, Homo sapiens (Insan) tiiriine ait gen kimlikleri (Human Gene ID)
kullanilarak ve doku spesifisitesi goz onlinde bulundurularak "skin" (cilt) dokusu parametresi
secilerek yiiriitiilmiistiir. Yapilan sorgulama, ilgili doku baglaminda eksprese olan genlerin
kapsamli bir listesini elde etmek icin kapsami sinirlandirilmadan tiim gen gruplar1 dikkate

aliarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIGI

Cesitli konsantrasyonlarda NM ile muamele edilmis HDF ve HaCaT hiicre hatlarina
kars1 canlilik aktivitesi, resazurin reaktifi kullanilarak olciildii. 2-4 saatlik inkiibasyon
sonrasinda HDF ve HaCaT hiicre hatlar1 i¢in ICso konsantrasyonlar1 2500 puM olarak
hesaplandi. HaCaT hiicre hattinda, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda 1 saatte hiicre
canliligin1 6nemli 6l¢iide azaltmadi, ¢alismalarda HN2 inkiibasyonu HaCaT hiicre hattinda 30

dk, HDF hiicre hattinda 60 dk olarak belirlendi (Sekil 4.1.).

CANLILIK

E HaCaT-30 min NM incubation = HDF-1h NM incubation

160
140
120
100
80
60
40

20

Control 200 uM 500 uM 1000 uM 2500 uM

Sekil 4.1. HaCaT ve HDF hiicre hatlarinda hiicre canlilig

4.2. BIYOINFORMATIK ANALIiZLER

4.2.1. Kiimeleme

Numuneler arasinda gen ekspresyon analizine yoOnelik profil benzerliklerin en iyi

anlagilmasini saglayan yaklasimlardan biri, ¢ok boyutlu dlgekleme (Multidimensional scaling,
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MDS) veya temel bilesen analizi (Principal Component Analysis, PCA) grafigidir. Bu
gorsellestirme yaklagimlari, numuneler arasinda ©6nbilgi olmadan (unsupervised analysis)
benzerlikler ve farkliliklarin  gorsellestirilmesini  saglar. Boylece ileri analizler
gergeklestirilmeden Once diferansiyel ekspresyonun ne Olgiide tespit edilebilecegi hakkinda
fikir sahibi olabilir. Sekil 4.2.’de analiz edilen 6rneklerde en fazla varyasyon gosteren ilk 500
gen dikkate alindiginda PCA sonrasi PC1 ve PC2 diizlemindeki Orneklerin dagilimlar

goriilmektedir.

Principal Component Analysis of Abundant Genes in RNA-Seq Data

Principal Component 2

0.0

-10 0 10 20 30
Principal Component 1

Group HACAT-DRUG * HACAT-KONTROL * HDF-DRUG HDF-KONTROL

Sekil 4.2. Orneklerin PCA sonras1 PC1 ve PC2 diizlemindeki dagilimlar

Asagida yer alan Sekil 4.3.teki 1s1 grafigi (heatmap), Ornekler arasinda en fazla
varyasyon gosteren ilk 50 genin ekspresyon profillerini gdstermektedir. Is1 grafiginde yer alan
ornek ve genler, profil benzerliklerine gore de her iki eksende kiimelenmis ve benzerlikler

dendrogramlar ile gorsellestirilmistir. Is1 grafiginde, sadece protein kodlayan genler dahil
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edilmistir. Is1 grafiginde yer alan genlerin tamami istatistiksel agidan anlamli farklilik
gostermiyor olmayabilir.
Sample
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Sekil 4.3. Ornekler arasinda en fazla varyasyon gosteren ilk 50 genin (MMP1, FAP,
MMP3, PSG4, COL1A2, HTRAI1, LCEIF, COL6A3, CTHRCI1, THY1, MGST1, DCN,
LCE2A, PRRX1, UCHL1, GREM1, AKS, ANPEP, POSTN, CTSK, LOX, SPP1, LPXN, VIM,
COL6AI, TINAGLI, ITGB4, KRT18, SPINT2, FGFBP1, KRT6A, KRT7, GPX2, KRT17,
KRT14, KRTS5, TRIM29, CDH3, UGT1A6, S100A14, COL17A1, KRTS, JUP, LADI, SFN,
FXYD3, KRT19, TACSTD2, SERPINBS5, KRT15) ekspresyon profili.
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4.2.2. Yolak Analizi

Grup 1’ de (HDF-kimyasal uygulanmig) artmis ve azalmis genlerin yolak analizi
sonuglart Sekil 4.4. ve 4.5.’te verilmistir:

Azalmis genler sunlardir; TINAGLI1, ITGB4, KRT18, SPINT2, FGFBP1, KRTS,
KRT7, GPX2, KRT17, KRT14, KRT5, TRIM29, CDH3, UGT1A6, S100A14, COL17A1,
KRTS, JUP, LADI1, SFN, KRT13, PCSK6, KRT19, TACSTD2, SERPINBS, KRT15. En ¢ok

etkilenen yolaklar ise Staphylococcus aureus enfeksiyonu ve dstrojen sinyal yolagidir.

Staphylococcus aureus infection - 9
N. of Genes
v 2
e ]

Estrogen signaling pathway - ® e 4
@5
L ]

-log 10{FDR)
@’
o
®:

P53 signaling pathway -

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy -

0 20 40 60
Fold Enrichment
Sekil 4.4. HDF hiicrelerine kimyasal uygulanmasinin ardindan azalmis genlerde secili

yolaklarin kat zenginlesmesi

Artmis genler sunlardir; MMP1, FAP, MMP3, PSG4, COL1A2, HTRA1, LCEIF,
COL6A3, CTHRCI1, THY1, MGST1, DCN, LCE2A, PRRX1, UCHL1, GREMI1, AKS,
ANPEP, POSTN, SPP1, LPXN, VIM, COL6AI1. En ¢ok etkilenmis {i¢ yolak ise; ECM reseptor

etkilesimi, glutatyon metabolizmasi ve protein sindirimi-absorpsiyon yolaklaridir.
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ECM-receptor interaction®  J

Glutathione metabolism-

N. of Genes
Protein digestion and absorption- ] .0
Cytoskeleton in muscle cells- 9 N
o4
IL-17 signaling pathway - @5
Rheumatoid arthritis- 1og10(FDR)
Focal adhesion- 9 ® 20
S ® 25
TGF-beta signaling pathway - ® 0
Relaxin signaling pathway- ® 35
® 40

Human papillomavirus infection = se—
PI3K-Akt signaling pathway-  =————————=®
0 10 20 20 40
Fold Enrichment

Sekil 4.5. HDF hiicrelerine kimyasal uygulanmasinin ardindan artmis genlerde secili

yolaklarin kat zenginlesmesi

Grup 2 (HDF-kontrol)’de artmis ve azalmis genlerin yolak analizi sonuglar1 Sekil 4.6.
ve 4.7.de verilmistir. Artmis genler sunlardir; TINAGL1, ITGB4, KRT18, SPINT2, FGFBP1,
KRT8, KRT7, GPX2, KRT17, KRT14, KRT5, TRIM29, CDH3, UGT1A6, S100A14,
COL17A1, KRTS, JUP, LADI1, SFN, KRTI13, PCSK6, KRT19, TACSTD2, SERPINBS,
KRTI15. En ¢ok etkilenen yolaklar ise Staphylococcus aureus enfeksiyonu ve Ostrojen sinyal

yolagidir.

33



Staphylococcus aureus infection - &
M. of Genes

Estrogen signaling pathway - L

o0 0
oo TR O % I

-log10(FDR)
@
® 4
® 6

P53 signaling pathway -

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy -

0 20 40 60
Fold Enrichment

Sekil 4.6. HDF hiicrelerine kimyasal uygulanmadan artmis genlerde seg¢ili yolaklarin

kat zenginlesmesi

Azalmis genler sunlardir; MMP1, FAP, MMP3, PSG4, COL1A2, HTRA1, LCE1F, COL6A3,
CTHRCI1, THY1, MGSTI1, DCN, LCE2A, PRRX1, UCHL1, GREM1, AKS5, ANPEP, POSTN,
SPP1, LPXN, VIM, COL6A1. En ¢ok etkilenmis ii¢ yolak ise; ECM reseptor etkilesimi,

glutatyon metabolizmasi ve protein sindirimi-absorpsiyon yolaklaridir.

ECM-receptor interaction - .
Glutathione metabolism -
N. of Genes
Protein digestion and absorption - o -0
Cytoskeleton in muscle cells- 9 N
e 4
IL-17 signaling pathway - ® 5
Rheumatoid arthritis- -og10(FDR)
Focal adhesion - L) @ 20
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Relaxin signaling pathway - ® 5
® 410
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Sekil 4.7. HDF hiicrelerine kimyasal uygulanmadan azalmis genlerde segili yolaklarin

kat zenginlesmesi

34



Grup 3 (HaCaT-kontrol)’teki artmig ve azalmis genlerin yolak analizi sonuglart Sekil
4.8. ve 4.9.’de verilmistir. Azalmis genler sunlardir; MMP1, FAP, MMP3, PSG4, COL1A2,
HTRAI1, LCE1F, COL6A3, CTHRCI1, THY1, MGST1, DCN, LCE2A, PRRX1, UCHLI,
GREMI1, AKS, ANPEP, POSTN, SPP1, LPXN, VIM, COL6AL1. En ¢ok etkilenmis ii¢ yolak
ise; ECM reseptor etkilesimi, glutatyon metabolizmast ve protein sindirimi-absorpsiyon

yolaklaridir.
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Sekil 4.8. HaCaT hiicrelerine kimyasal uygulanmadan azalmis genlerde secili yolaklarin

kat zenginlesmesi

Artmis genler sunlardir; TINAGL1, ITGB4, KRT18, SPINT2, FGFBP1, KRTS, KRT7,
GPX2,KRT17,KRT14,KRT5, TRIM29, CDH3, UGT1A6, S100A14, COL17A1, KRTS, JUP,
LADI1, SFN, KRT13, PCSK6, KRT19, TACSTD2, SERPINBS, KRT15. En ¢ok etkilenen

yolaklar ise Staphylococcus aureus enfeksiyonu ve dstrojen sinyal yolagidir.
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Sekil 4.9. HaCaT hiicrelerine kimyasal uygulanmadan artmis genlerde secili yolaklarin

kat zenginlesmesi

Grup 4 (HaCaT-kimyasal uygulanmis) ’teki artmis ve azalmis genlerin yolak analizi
sonuclar1 Sekil 4.10. ve 4.11.’da verilmistir. Azalmis genler sunlardir; MMP1, FAP, MMP3,
PSG4, COL1A2, HTRAI1, LCE1F, COL6A3, CTHRCI, THY1, GST1, DCN, LCE2A, PRRXI,
UCHLI1, GREMI, AKS, ANPEP, POSTN, SPP1, LPXN, VIM, COL6A1. En cok etkilenmis
tic yolak ise; ECM reseptor etkilesimi, glutatyon metabolizmasi ve protein sindirimi-

absorpsiyon yolaklaridir.
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Sekil 4.10. HaCaT hiicrelerine kimyasal uygulanmasinin ardindan azalmis genlerde

secili yolaklarin kat zenginlesmesi

Artmis genler sunlardir; PCSK6, KRT19, TACSTD2, SERPINBS, KRT15TINAGLI,
ITGB4, KRT18, SPINT2, FGFBP1, KRTS8, KRT7, GPX2, KRT17, KRT14, KRTS5, TRIM29,
CDH3, UGT1A6, S100A14, COL17A1, KRTS, JUP, LADI1, SFN, KRT13. En cok etkilenen

yolaklar ise Staphylococcus aureus enfeksiyonu ve Ostrojen sinyal yolagidir.
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Sekil 4.11. HaCaT hiicrelerine kimyasal uygulanmasinin ardindan artmis genlerde

secili yolaklarin kat zenginlesmesi

4.2.3. miRNA Analizi

Grup 1 (HDF-HN2 uygulanmis) i¢in Sekil 4.12.’de sunulan miRNA-hedef gen etkilesim
agl, hsa-miR-124-3p ve hsa-miR-218-5p mikroRNA'larinin ortak hedefi olarak KRT15
(Keratin 15) genini vurgulamaktadir. Bu diyagram, tipik bir miRNA hedefleme agini temsil
etmekte olup, mavi diigiimlerle belirtilen miRNA'lar ile sar1 diiglimdeki hedef gen arasindaki
regiilator iligkileri ¢izgilerle gostermektedir. Biyolojik baglamda, hsa-miR-124-3p ndral
gelisim ve kanser supresyonunda kritik rol oynarken, hsa-miR-218-5p kemik gelisimi ile kanser
progresyonunu modiile etmekte; her ikisi de post-transkripsiyonel diizeyde mRNA'lari
baskilayarak gen ekspresyonunu diizenlemektedir. KRT15 ise epitelyal hiicrelerin bazal
katmaninda stem hiicre marker'r olarak islev goren bir ara filament proteini olup, deri ve
mukozal dokularda proliferasyon ile farklilasma siire¢lerinde yer almaktadir. Bu etkilesim,
potansiyel olarak epitelyal-mesenkimal gecis veya kanser mekanizmalarini aydinlatmakta olup,
RNA-seq tabanli diferansiyel ekspresyon analizlerinde miRNA'larin KRT15 ekspresyonunu

down-regiile ederek hiicre davranigini etkileyebilecegini ima etmektedir.

38



M hsa-miR-124-3p

KRT15

M hsa-miR-218-5p

Sekil 4.12. Grup 1 i¢in hsa-miR-124-3p ve hsa-miR-218-5p mikroRNA'larinin ortak
hedef gen olan KRT15 (Keratin 15) ile regiilator etkilesim agi. Mavi diiglimler miRNA'lar1, sar1
diiglim hedef geni temsil etmekte olup, ¢izgiler potansiyel post-transkripsiyonel baskilama

iligkilerini gostermektedir.

Grup 2 (HDF-kontrol) i¢in Sekil 4.13.’te sunulan miRNA-hedef gen etkilesim agi,
miRNA enrichment analizi sonuglari, hipergeometrik test tabanli istatistiksel degerlendirme ile
belirli bir gen setinde miRNA hedeflerinin asir1 temsilini ortaya koymaktadir. En anlaml
enrichmeler, diisiik diizeltilmis p-degerleri (adj.Pval) ile mir-10 (adj.Pval=0.000578,
Hits=5/24), mir-221 (adj.Pval=0.000826, Hits=3/6), mir-126 ve mir-145 (adj.Pval=0.00432,
Hits=2/3) gibi miRNA'larda gézlenmekte olup, bu miRNA'larin hedef gen setinde beklenenden
fazla temsil edildigini gostermektedir. Orta diizeyde anlamli sonuglar mir-17
(adj.Pval=0.0276), mir-124 (adj.Pval=0.0327) ve mir-181 (adj.Pval=0.0816) gibi miRNA'larda
belirlenirken, daha yiiksek p-degerli miRNA'lar (6rnegin, let-7 i¢in adj.Pval=0.432) rastlantisal
enrichmeleri isaret etmektedir. Bu bulgular, miRNA'larin post-transkripsiyonel regiilasyon
mekanizmalarint aydinlatmakta olup, 6rnegin mir-10'un hiicre proliferasyonu ve migrasyon
yolaklarinda, mir-221'in ise anjiyogenez slireglerinde potansiyel rollerini vurgulamaktadir;
genel olarak, RNA-seq tabanli diferansiyel ekspresyon analizleriyle entegre edildiginde,

epitelyal hiicre dinamikleri veya kanser progresyonu gibi biyolojik siirecleri destekleyebilir.
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Sekil 4.13. Grup 2 igin mikroRNA'larinin ortak hedef gen olan ile regiilator etkilesim
ag1. Mavi diigiimler miRNA'lar1, sar1 diigiim hedef geni temsil etmekte olup, ¢izgiler potansiyel

post-transkripsiyonel baskilama iligkilerini gostermektedir.

Grup 3 (HaCaT-kontrol) miRNA-gen hedefleme etkilesimleri, belirtilen miRNA'larin
(hsa-let-7b-5p, hsa-miR-17-5p vb.) epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) ve ekstraselliiler
matriks (ECM) ile iliskili genler (VIM, MMP1, KRT18 vb.) iizerindeki post-transkripsiyonel
regiilator etkilerini vurgulamaktadir (Sekil 4.14.). miRNA'larin hedef mRNA'lara baglanarak
ceviriyi baskilamasi veya degrade etmesi mekanizmasina dayanmaktadir; 6rnegin, hsa-miR-
124-3p'nin VIM'1 hedeflemesi EMT'yi inhibe ederken, hsa-miR-145-5p'nin SPP1 ve POSTN'i
baskilamasi1 ECM yeniden diizenlenmesini modiile edebilir. Benzer sekilde, hsa-miR-17-5p ve
hsa-miR-20a-5p'nin ITGB4 ve MMP3'ii, hsa-let-7b-5p'nin COL1A2 ve DCN'i hedeflemesi,
hiicre yapisma ve fibrotik siiregleri etkilemekte; bu bulgular, RNA-seq tabanli diferansiyel
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ekspresyon analizleriyle entegre edildiginde, kanser progresyonu veya doku homeostaz1 gibi

biyolojik mekanizmalarda miRNA'larin terap6tik potansiyelini aydinlatmaktadir.

MMP1
Vi
-
-Fnl m |
= =
k<]
COL1A2

Sekil 4.14. Grup 3 i¢in mikroRNA'larin ortak hedef gen olan ile regiilator etkilesim
ag1. Mavi diiglimler miRNA'lari, sar1 diigiim hedef geni temsil etmekte olup, ¢izgiler potansiyel

post-transkripsiyonel baskilama iligkilerini gostermektedir.

Grup 4 i¢cin miRNA analizi yapildiginda doku spesifik analizler sonucunda belirlenen
aday genler arasinda, cilt homeostazi ve patolojilerinde sinerjistik roller {istlendigi bilinen
SPP1, VIM, COL1A2 ve MMP1 genleri ile potansiyel bir diizenleyici olan hsa-miR-7b-5p
mikroRNA's1 6ne ¢ikmistir. Bu molekiiler panel, hiicre disi matriks (ECM) sentezi (COL1A2)
ve degradasyonunu (MMP1), ayn1 zamanda epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) ile iligkili hiicre
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adezyonu, gocii ve fenotip degisikligini (SPP1 ve VIM) koordine eden bir sinyal agin1 temsil
etmektedir. Hsa-miR-7b-5p'in bu agda bir iist diizenleyici olarak, dérnegin SPP1 veya VIM
ekspresyonunu modiile ederek ECM remodelinge ve hiicresel plastisiteye katkida bulunmasi
muhtemeldir. Dolayisiyla, bu bes bilesenin ko-regiilasyonu ve etkilesimi, kutanéz yara
iyilesmesi, skleroderma gibi fibrotik hastaliklar ve keratinosit karsinogenezi gibi siireclerdeki
patolojik doku yeniden yapilanmasmin anlagilmast i¢in kritik bir molekiiler g¢erceve

sunmaktadir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Grup 4 i¢in mikroRNA'larinin ortak hedef gen olan ile regiilator etkilesim
ag1. Mavi diigiimler miRNA'lar1, sar1 diigiim hedef geni temsil etmekte olup, ¢izgiler potansiyel

post-transkripsiyonel baskilama iligkilerini gostermektedir.
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Calismada tespit edilen 6nemli miRNA’lar Tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Calismadaki 6nemli miRNA’lar

miRNA (Eslestirilmis) Hits (Hedef Sayis1) | Pval adj.Pval
hsa-miR-10b-5p (mir-10) 5/24 0.0000231 0.000578
hsa-miR-221-3p (mir-221) 3/6 0.0000661 0.000826
mir-126 2/3 0.000692 0.00432
hsa-miR-145-5p (mir-145) 2/3 0.000692 0.00432
hsa-miR-17-5p (mir-17) 3/24 0.00552 0.0276
hsa-miR-124-3p (mir-124) 2/9 0.00784 0.0327
hsa-miR-181a-5p / hsa-miR-181b-5p (mir-181) | 2/18 0.0305 0.0816
mir-675 1/3 0.0457 0.0816
mir-328 1/3 0.0457 0.0816
hsa-miR-155-5p (mir-155) 1/3 0.0457 0.0816
mir-224 1/3 0.0457 0.0816
mir-205 1/3 0.0457 0.0816
hsa-miR-31-5p (mir-31) 1/3 0.0457 0.0816
hsa-miR-22-3p (mir-22) 1/3 0.0457 0.0816
mir-138 1/6 0.0894 0.124
mir-218 1/6 0.0894 0.124
hsa-miR-27b-3p (mir-27) 1/6 0.0894 0.124
hsa-miR-24-3p (mir-24) 1/6 0.0894 0.124
mir-290 1/9 0.131 0.164
hsa-miR-26a-5p (mir-26) 1/9 0.131 0.164
hsa-miR-941 (mir-941) 1/10 0.145 0.173
hsa-miR-130b-3p (mir-130) 1/12 0.171 0.194
mir-302 1/14 0.197 0.205
mir-8 1/14 0.197 0.205
hsa-let-7b-5p (let-7) 1/36 0.432 0.432

Akut HN2 maruziyetinin miRNA ekspresyonu iizerindeki etkilerini deney gruplarina
gore smiflandirarak degerlendirdigimizde, grup ici (intra-group) ve gruplar arasi (inter-group)
farklar, miRNA'larin biyolojik fonksiyonlar1 (6rnegin, inflamasyon modiilasyonu, fibrozis
reglilasyonu, epitelyal-mesenkimal gecis - EMT - baskilamas1 ve hiicre proliferasyonu)

acisindan belirginlesmektedir.
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Gruplar aras1 karsilagtirmalarda, Grup 1 ile Grup 2 arasindaki farklar, HN2
maruziyetinin fonksiyonel kaymasini netlestirmekte; Grup 1'in pro-inflamatuar ve fibrotik
tesvik edici miRNA'lar1 (6rnegin, miR-20a-5p'nin TGF-B1 yoluyla fibrozis indiiklemesi), Grup
2'nin koruyucu bazal miRNA'larindan (let-7b-5p'nin kollajen sentezini inhibe etmesi) ayrisarak,
maruziyetin inflamatuvar yaniti amplifiye ettigini ima etmekte, bu da enrichment analizindeki
diisiik adj.Pval degerleriyle (6rnegin, mir-221 i¢in 0.000826) desteklenen bir patofizyolojik
gecisi yansitmaktadir. Benzer sekilde, Grup 3 (HaCaT Kontrol) igindeki miRNA'lar (hsa-miR-
22-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-205) epitelyal farklilasma ve junction
stabilizasyonu fonksiyonlarinda grup i¢i tutarlilik sergilerken, Grup 4 (HaCaT HN2) ile
karsilagtirildiginda belirgin inter-group farklar ortaya ¢ikmakta; Grup 4'in miRNA'lar (hsa-
miR-17-5p, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-181a/b-5p) autophagy ve EMT
inhibisyonu gibi adaptif fonksiyonlara odaklanarak NM'nin keratinositlerde gecikmis yara
iyilesmesini tetikledigini gostermekte, 6rnegin miR-145-5p'nin anti-metastatik etkisi Grup 3'in
bazal epitelyal korumasiyla kontrast olustururken, enrichment'ta yiliksek anlamlilik

(adj.Pval=0.00432) bu farki dogrulamaktadir.
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5. TARTISMA

Bu calismanin temel amaci; HDF ve HaCaT hiicre hatlarinda, HN2 akut maruziyetine
bagli toksisitenin sistematik olarak incelenmesi ve bu siiregteki miRNA diizenleme
mekanizmalariin roliiniin aydinlatilmasidir. Bu ¢ergevede, NM'nin tetikledigi hiicresel hasar
yanitlarinin degerlendirilmesi, diferansiyel miRNA ekspresyon profillerinin tanimlanmasi ve
bu miRNA'larin iliskili oldugu biyolojik yolaklarin kapsamli analizi hedeflenmistir. Calismada
HN2’nin hiicreler ilizerinde akut toksisitesi belirlenmis, transkriptom analizi yapilmis ve
miRNA’lar belirlenmistir. Bu ¢alisma araciligtyla, nitrojen mustard kaynakli akut deri
toksisitesinin doku spesifik ve molekiiler temellerinin daha derinlemesine anlagilmasina katki
saglanmasi, ayrica miRNA tabanli potansiyel biyobelirteglerin ve terapdtik hedeflerin

belirlenmesine yonelik ilerlemeler kaydedilmesi gerc¢eklestirilmistir.

HN2’nin (alkilleyici ajan), HDF ve HaCaT hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri,
resazurin tabanli metabolik aktivite testiyle sistematik olarak degerlendirilmistir. HN2 nin
cesitli konsantrasyonlarda (200, 500, 1000 ve 2500 uM) ve inkiibasyon siirelerinde (30 ve 60
dk) hiicre canliligini nasil modiile ettigi incelenmis olup, her iki hiicre hatt1 i¢in ICso degeri
2500 uM olarak belirlenmistir. Bulgular, HN2’nin sitotoksik potansiyelinin konsantrasyon ve
maruziyet siiresine bagimli oldugunu vurgulamakta; 6zellikle HaCaT hiicrelerinde 60 dakikalik
inkiibasyonun hiicre canliligim1 anlamli diizeyde etkilemedigi gozlemlenirken, optimal
inkiibasyon siireleri HaCaT icin 30 dk ve HDF i¢cin 60 dk olarak optimize edilmistir. Bu

farkliliklar, hiicre hatlarinin 6zelliklerinden kaynaklanabilir.

Resazurin testi, hiicrelerin metabolik kapasitesini floresans yogunlugu dl¢limii yoluyla
belirleyerek, HN2’nin DNA hasar1 ve hiicre Oliimii indiiksiyonunu dolayli olarak
dogrulamaktadir. HN2’nin n yiiksek konsantrasyonlarda ICso'ye ulasmasi, literatiirdeki
alkilleyici ajanlarin sitotoksik profiline paralellik gostermekte olup, bu ajanlarin kanser
hiicrelerinde apoptoz ve nekroz yolaklarini aktive ettigi bilinmektedir. Benzer sekilde, saglikli
hiicre hatlarinda gozlemlenen toksisite, kemoterapdtik ajanlarin normal dokulara yodnelik
potansiyel yan etkilerini aydinlatmaktadir; 6rnegin, HN2 nin n fibroblastlarda hiicre dongiisii
arrestini tetikledigi onceki ¢aligmalarla uyumlu bulgularimiz, deri bazli ¢alismalarda doku

spesifisitesinin Onemini vurgulamaktadir. Resazurinin HN2 dahil alkilleyici ajanlarin
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toksisitelerinin farkli hiicre hatlarinda 6l¢iimiinde hassasiyeti yliksek bir yontem oldugu

literatlirde paylagilmistir [116].

Alkilleyici ajanlarimin biyolojik etkilerini detaylandiran in vitro ¢alismalar, farkli hedef
doku ve hiicre modelleri lizerinde yiiriitiilmiistiir. HaCaT, bu calismalarin 6ncelikli ve yaygin
modeli olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu hiicrelerde, HN2 toksik etkileri genellikle 10 uM ile 200
uM arasindaki konsantrasyonlarda ve 30 dk ile 24 saat arasinda de§isen maruziyet siirelerinde
incelenmistir [117]. Ozellikle, tiimér baskilayici protein p53'iin fosforilasyonu gibi erken
molekiiler yanitlarin, 50 pM HN2 uygulamasimi takiben 1. saatte belirginlestigi ve 2. saatte
zirveye ulastiglr gozlemlenmistir. Benzer sekilde, NM analogu 2-Kloroetil etil siilfit (CEES)
icin 0.25-1 mM araliginda dozlar kullanilmistir [117]. Diger epitel hiicre hatlar1 da toksisite
mekanizmalarinin ~ genelligini  anlamak igin kullanilmuistir. Ornegin, insan akciger
adenokarsinom hatt1 A549 hiicrelerinde 1-50 uM araliginda HN2 uygulanmis ve hiicreler 30 dk
ile 24 saat arasinda incelenmistir; hiicre dongiisii analizleri ozellikle 2 ve 4 saatlik
maruziyetlerde yapilmistir [ 117]. Diger modellerde ise, TK6 lenfoblastoid hiicrelerinde 100 uM
CEES ve 0.1-1 pM HN2 1-24 saat, insan korneal epitel (HCE) hiicrelerinde 50-100 pM HN212-
48 saat ve fare epidermal JB6 hiicrelerinde 0.75 uM HN2 30 dk-24 saat siirelerle test edilmistir
[118]. Bu hiicre temelli yaklagimlara ek olarak, etkilesimlerin dogrudan incelenebilmesi i¢in
rekombinant protein ¢alismalar1 da gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, rekombinant insan p53
proteini ile yapilan deneylerde, 2-200 uM araliginda HN2 kullanilmis ve reaksiyonlar
genellikle 60 dk siiresince inkiibe edilmistir. Bu genis deneysel parametre yelpazesi, bu
ajanlariin hiicresel ve molekiiler diizeydeki akut ve uzun vadeli etkilerinin kapsamli bir sekilde

haritalanmasini saglamistir ve bu calismayla paralellik géstermektedir.

HDF ve HaCaT hiicre hatlarinda akut kimyasal maruziyet (HN2) ve kontrol kosullart
altinda gerceklestirilen gen ekspresyon analizleri, epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMT) ile iliskili
belirgin degisiklikleri ortaya koymustur. Dort ana grupta (HDF-akut kimyasal maruziyet, HDF-
kontrol, HaCaT-kontrol ve HaCaT-akut kimyasal maruziyet) gozlemlenen gen ekspresyon
profilleri, hiicre tipine ve tedavi kosullarina bagli olarak epitelyal ve mezenkimal
isaretleyicilerde sistematik kaymalar gostermektedir. Bu bulgular, akut maruziyetin HDF
hiicrelerinde EMT'y1 tetikleyebilecegini, buna karsin HaCaT hiicrelerinde ve kontrol

kosullarinda  epitelyal  fenotipin  baskin  kalabilecegini  veya  giliclenebilecegini
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diisiindiirmektedir. Literatiirde HN2 ile muamele edilen HaCaT hiicrelerinde gergeklestirilen
uzun kodlamayan RNA (LncRNA) sekanslama analizi, bu ajanin gen ekspresyon diizeyinde
onemli degisikliklere yol actigini ortaya koymustur. Analiz sonuglarina gore, HN2 maruziyeti
sonrasinda toplamda 13 LncRNA'min ekspresyonu anlamli sekilde azalirken (downregiile), 18
LncRNA'nin ekspresyonu artmistir (upregiile). Sonu¢ olarak, HN2  kaynakli hiicresel
toksisitenin arka planinda, LncRNA'larin ve 6zellikle LINC00707'nin diizenleyici bir rol
oynadigin1 ortaya koyularak, yeni potansiyel mekanizmalar ve terapdtik hedefler

onerilmektedir [118].

Grup Bazli Gen Ekspresyon Degisiklikleri incelenecek olursa Grup 1 (HDF-kimyasal):
Bu grupta, epitelyal genler (6rnegin, KRT18, KRT8, KRT7) belirgin bir azalig gosterirken,
mezenkimal genler (6rnegin, MMP1, FAP, COL1A2) artis egilimi sergilemistir. Bu patern, akut
kimyasal maruziyetin HDF hiicrelerinde epitelyal fenotipi tesvik ederek, mezenkimal
ozelliklerin baskilanmasini isaret etmektedir. Bu patern, HDF hiicrelerinde kimyasal
maruziyetin klasik bir Epitelyal-Mezenkimal Geg¢is (EMT) sinyali olusturdugunu

diistindiirmektedir.

Grup 2 (HDF-kontrol): Kontrol kosullarinda, epitelyal genler (6rnegin, KRTIS,
SPINT2, KRT?7) artis gosterirken, mezenkimal genler (6rnegin, MMP3, HTRA1, DCN) azalis
ve gecisli bir profil gézlenmistir. Bu grup, bazal durumdaki HDF hiicrelerinin belirgin bir
mezenkimal fenotip sergilemedigini, daha dengeli veya epitelyal 6zellikleri koruyan bir profil

gosterdigini ifade eder.

Grup 3 (HaCaT-kontrol): HaCaT hiicrelerinde kontrol kosullar1 altinda, mezenkimal
genler (6rnegin, FAP, COL6A3, THY1) azalis gosterirken, epitelyal genler (6rnegin, KRT14,
KRTS5, SFN) artis ve gecisli bir patern izlemistir. Bu bulgu, keratinositlerin bazal durumunda
mezenkimal egilimlerin baskilanmis oldugunu ve epitelyal 6zelliklerin kismen baskinliginm

vurgulamaktadir.

Grup 4 (HaCaT-kimyasal): akut kimyasal uygulanan HaCaT hiicrelerinde, mezenkimal

genler (6rnegin, MMP1, MMP3, CTHRCI1) azalis gosterirken, epitelyal genler (6rnegin,
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ITGB4, KRT17, KRT15) artis gdzlenmistir. Bu, kimyasal stresin HaCaT hiicrelerinde EMT'yi
yavagladigini belirtmektedir.

Genel Artmis ve Azalmis Gen Profilleri degerlendirilecek olursa analizlerde HDF
hiicreleri, kimyasal maruziyete mezenkimal bir fenotipe kayarak (EMT) yanit verirken, HaCaT
hiicreleri ayn1 uyarana epitelyal kimligini pekistirerek (MET/stabilizasyon) yanit vermistir. Bu
zit yanitlar, ayn1 kimyasalin farkli hiicre kokenlerinde tamamen farkli sinyal yollarin1 aktive
edebileceginin veya hiicrelerin i¢sel kimlik programlarinin dis uyaranlari nasil yorumladiginda

temel farkliliklar oldugunun gii¢lii bir gostergesidir.

Literatiirde, HN2 maruziyetinin (65 pM, 21 giin gibi parametrelerle) HDF hiicre
hattinda geri doniislimsiiz bir hiicresel yaslanma (senesens) durumunu indiikledigi ve bu
durumun, hiicre dongilisii diizenleyicileri, biliylime faktorleri ve inflamatuar aracilarin
karakteristik gen ekspresyon degisimleri ile iliskilendirildigi bildirilmistir [118]. Genetik
diizeyde, hiicre dongiisii ilerletici genler olan CCNA2, CCNB1 ve CDC25C ile transkripsiyon
faktoriic TWIST1'in ifadesi belirgin sekilde baskilanirken; biiyiime faktorleri (FGF7, EGF),
DNA hasar1 yamit geni GADD45G, hiicre dongiisti inhibitorii CDKNI1A (p21) ve matriks
diizenleyiciler (IGFBP7, TIMP1, F13Al) giiclii bir sekilde yukar regiile edilmektedir. Bu
transkripsiyonel degisimler, protein diizeyinde kilit senesens belirteci pl 6INK4a'nin artisi ile
dogrulanmistir. Es zamanl olarak, hiicreler belirgin bir Yaslanma ile iliskili Salgi Fenotipi
(SASP) sergileyerek, IL-8, CCL2, CXCL1, CXCL5, CCL19, MIF, OPN ve MMP-3 gibi pro-
inflamatuar ve doku remodelleme faktorlerinin siirekli sekresyonunu baslatmaktadir. Sonug
olarak NM, fibroblastlarda proliferatif kapasiteyi kalic1 olarak durduran ve kronik inflamatuar

bir mikrogevreyi destekleyen koordine bir genetik programi aktive etmektedir [118].

Biyoinformatik analizlerde genel olarak, HDF ve HaCaT hatlar1 arasindaki gruplar arasi
farklar, hiicre tipine 6zgii fonksiyonel yanitlar1 aydinlatmakta; HDF gruplar1 (1 ve 2) fibrozis
odakliyken HaCaT gruplar (3 ve 4) EMT ve proliferasyon regiilasyonunda baskindir. Bu
farklar, grup i¢i homojenitenin maruziyet oncesi stabiliteyi, gruplar arasi heterojenitenin ise

patojenik kaymay1 temsil ettigi bir modeli desteklemektedir.
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Calismanin kisitlamalar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda, in vitro ortamin in vivo
kosullar1 tam olarak simiile etmemektedir. /n vivo deney hayvani ¢alismalarinda 3R Prensibine
gore in vitro ve in silico ¢alismalar 6nerilse de, mevcut deney kurgusunda sinir sistemi, immun
sistem ve organ fonksiyonlarinin olmadigi dikkate alimmalidir. HN2’nin medya ig¢indeki
stabilitesi, viicut sivilari veya metabolik faktorler tarafindan modiile edilebilir. Yapilan
calismalara ek tamamlayici yaklagimlar (6rnegin, Annexin V/PI akis sitometrisi veya Western
blot ile kaspaz ekspresyonu analizi) onerilmektedir. Gelecekteki arastirmalar, NM'nin 3D deri
organoid modelleri veya diger dermal hiicre tipleri lizerindeki etkilerini inceleyerek, topikal
formiilasyonlarin optimizasyonuna katki saglayabilir. Bu sebeple elde edilen bulgularin in vivo

olarak denenmesi Onerilmektedir.

Ajanin bir KSA analogu olmasi sebebiyle standart in vitro laboratuvar satin alma
prosesleri ile temin edilememesi, dahasi, halihazirda bir son kullanma tarihi bulunamamasi,
potansiyel aktivite kaybi calismasinin biyolojik aktivite prosesleri ile gerceklestirilememis

olmasi ¢alismanin kisitliliklarindandir.
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6. SONUC

Bu sonuglar, HDF ve HaCaT hiicre hatlarinda HN2 akut kimyasal maruziyetinin EMT
stirecini modiile ederek, hiicre tipine 6zgii gen ekspresyon degisikliklerine yol actigini
gostermektedir. Ozellikle, fibroblastlarda epitelyal gecisin tesvik edilmesi ve keratinositlerde
mezenkimal gecgisin hizlanmasi, potansiyel terapotik hedefler (6rnegin, MMP inhibitorleri veya
keratin ekspresyonunu restore eden ajanlar) i¢in temel olusturmaktadir. Gelecek ¢aligmalar, bu
gen aglarinin fonksiyonel validasyonu ve in vivo modellerde dogrulanmasi yoluyla, kimyasal
stresin deri patolojilerindeki roliinii aydinlatabilir. Bu bulgular, deri hiicrelerinde g¢evresel
stresOrlere karst hiicresel adaptasyon mekanizmalarini anlamada onemli bir adim teskil

etmektedir.

KBRN alaninda yapilacak olan in silico ¢aligmalarda molekiiler docking ve simiilasyon
calismalari, dijital ikizlerin tretilmesi 6nem kazanmaktadir. Ayrica insan mimetik in vitro

modelllerin gelistirilmesi bu alana katki saglayacaktir.

Bu bulgular, Tibbi KBRN baglaminda kimyasal tehditlere maruziyet sonrasi gelisen
doku hasarmin erken tanilanmasi, prognozun oOngoriilmesi ve hedefe yonelik tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi agisindan 6nemli ¢ikarimlar sunmaktadir. Nitrojen mustard gibi
vezikan ajanlarin neden oldugu hiicresel yeniden programlanmanin molekiiler imzalarinin
ortaya konulmasi, biyogosterge temelli erken uyari sistemlerinin gelistirilmesine katki
saglayabilir. Ayrica, EMT ile iligkili gen aglarinin hedeflenmesi, kimyasal maruziyet sonrasi
gelisen fibrozis, kronik inflamasyon ve malign doniisiim riskinin azaltilmasina yonelik
koruyucu ve terapdtik yaklagimlarin tasarlanmasina olanak taniyabilir. Elde edilen veriler
yalnizca temel hiicre biyolojisi acgisindan degil, ayn1 zamanda hem kamusal ve askeri saglik
sistemlerinde kimyasal tehditlere kars1 hazirlik ve miidahale kapasitesinin gii¢clendirilmesi

acisindan da stratejik bir deger tagimaktadir.
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Karabulut Ercan, Otlu Onder, Pakdemirli Ahu, Yarim Murat, Salt Ayris, Cenesiz Sena (2019). The Effects of Quercetin on the Fluorosis
Toxicity in Kidney of Mice. Journal of Tumour Research Reports, 4(1), 12-15. Doi: 10.35248/tumour-research.19.4.126 (Yaym No :
5386520)
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33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Calibas1 Kogal Gizem, Pakdemirli Ahu, Bayrak Serdar, Oziipek Nazli Mert, Sever Tolga, Basbmar Yasemin, Ellidokuz Hiilya, Yigitbagt
Tiirkan (2019). Curcumin effects on cell proliferation metastasis and angioenesis in colorectal cancer. Journal of BUON, 24(4), 1482-
1487., (Yaymn No : 5387297)

Basbinar Yasemin, Uysal Tugba, Karaca Caner, Dagkin Ezgi, Mego Hanife Eceneur, Pakdemirli Ahu, Yigitbas1 Tiirkan, Ellidokuz Hiilya
(2019). Limitations of Cross-Talk Between Osteosarcoma and Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells. Journal of Basic and
Clinical Health Sciences, 3(2), 83-88. , Doi: 10.30621/jbachs.2019.611 (Yaym No : 5386226)

Pakdemirli Ahu, Tokséz Feriha (2019). Folik Asidin Endotel Hiicrelerinde Proliferasyon Uzerine Etkisi. The Journal of Tepecik
Education and Research Hospital, 29(1), 86-90. (Kontrol No : 5815561)

Pakdemirli Ahu (2019). Overview of Paramedic Quotas at Universities and Number of Health Technician Staff in Turkey Between the
Years 2008-2018. Journal of Basic and Clinical Health Sciences, 3(3), 188-192. (Kontrol No : 5386059)

Pakdemirli Ahu, Orbatu Dilek, Alkan Ozdemir Senem, Alaygut Demet (2021). Blockchain in Healthcare and Management of COVID-
19 Pandemic. Artificial Intelligence Theory and Applications, 1(), 20-24. , (Yayin No : 7031225)

Pakdemirli Ahu, Diilger Dilek (2021). Tarihsel bir biyolojik ajan ve KBRN agisindan énemi: Ruam (Glanders) «Burkholderia mallei».
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi (Uluslararast), 32 (2) , 180-186. , Doi: 10.35864/evind.944432 (Yayin No : 7524379)
Pakdemirli Ahu (2021). Saglik Calisanlar1 Igin Kisisel Koruyucu Ekipman Kullanimi. Jinekoloji- Obstetrik ve Neonatoloji Tip Dergisi
(Ulusal), 18 (2) , 834-839. (Yaym No : 7145582)

Engiir Defne,Basok Banu Isbilen,Oncel Mehmet Yekta,Belet Umit,Celebi Asli,Bumin Nuri Diindar,Erdogan Mihriban,Orbatu
Dilek,Pakdemirli Ahu,Seving Siileyman,Siielozgen Tufan,Oztop Mehmet Burak,Emiroglu Mustafa (2020). “Uluslararas1 Saglikta
Yapay Zeka Kongresi 2020” Kongre Raporu. Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Dergisi (Ulusal), 30, 1-7. (Yaym No : 6131368)
Pakdemirli Ahu (2018). HASTANE ONCESI RESUSITASYONDA OLUM KARARI VE ETIK. Hastane Oncesi Dergisi (Ulusal), 3
(2), 75-80. (Yayin No : 5387597)

Pakdemirli Ahu,Baskin Yasemin,Nart Serdar,Gert Lale,Kuru Deniz,Ellidokuz Hiilya (2016). DESEM, Dokuz Eyliil University lifelong
learning center: Community-based, multilayer training support on lifelong. SHS Web of Conferences (Uluslararasi), 26 (1007) , Doi:
10.1051/shsconf/20162601007 (Yaym No : 5388057)

Pakdemirli Ahu,Koca Bennur (2016). The importance of vocational ethics in paramedic education, vocational ethics course for
paramedics. SHS Web of Conferences (Uluslararast), 26 (1008) (Yaym No : 5387978)

Pakdemirli Ahu,Gokdemir Ayhan (2014). Universitede Calisan Hekimler Isyeri Hekimi Olarak Calisabilirler mi?. Mali Hukuk Dergisi
(Ulusal), 29 (170) , 15-17. (Yaymn No : 5387861)

Pakdemirli Ahu,Gokdemir Ayhan (2014). Universite Doner Sermayeleri OSGB Isletebilir mi?. Mali Hukuk Dergisi (Ulusal),
29(171),29-32. (Yaym No : 5387756)

Uluslararast ve Ulusal Bilimsel Toplantilarda Sunulan Ve Bildiri Kitaplarinda (Proceedings) Basilan Bildiriler:

1.

2.
3.

Pakdemirli Ahu (2025). KBRN Perspektifinden Cift Kullanimli Kimyasallarin Kritik Onemi. 20.Uluslararas1 Hipokrat T1p ve Saglik
Bilimleri Kongresi, 1-2. (Ozet Bildiri/S6zlii Sunum) (Yayin No:9886497)

Pakdemirli Ahu (2025). Yapay Zekadan Ne Bekliyoruz?. 11. Tiirk Tip Diinyas1 Kurultay: (/Davetli Konusmaci) (Yaym No: 9886504)
Pakdemirli Ahu (2025). The Relationship Between Sulfur Mustard And Cancer. International Congress On Health Sciences And
Emergency Medical Services, 997-998. (Ozet Bildiri/Sozlii Sunum) (Yaym No: 9811270)

Pakdemirli Ahu (2025). The Relationship Between Sulfur Mustard And Cancer International Congress On Health Sciences And
Emergency Medical Services, 24-26 Ekim 2025.(Ozet Bildiri) (ISBN: 978-9952-8605-3-5)

Pakdemirli Ahu, Calibasi Kogal Gizem (2021). Can Gene Silencer miRNAs Be New Generation Biomarkers'. 6th International
Hippocrates Congress on Medical and Health Sciences , 13-14, (Ozet bildiri) (Yaym No:7066883)

Pakdemirli Ahu, Calibasi Kogal Gizem (2021). Current Topic: Biosafety and Biosecurity in Research Laboratories. International Gevher
Nesibe Health Sciences Conference-VII, (Ozet bildiri) (Yayin No:7065257)

Pakdemirli Ahu, Oztop Mehmet Burak (2021). KBRN Olaylarinda Radyasyonun Tiroid Kanseriyle iliskisi. 2nd International Applied
Science Congress , 40-41, (Ozet bildiri) (Yaymn No:7168273)

Pakdemirli Ahu, Orbatu Dilek, Alkan Ozdemir Senem, Kazanci Giiler Elif, Eglenoglu Alaygut Demet (2021). Triage and artificial
intelligence in the COVID 19 pandemic. II. International Congress of Artificial Intelligence in Health , 115-115, (Ozet bildiri) (Yaym
No:7101209)

Pakdemirli Ahu, Calibas1 Kogal Gizem (2020). Stem cells and their niche: A critical target to overcome chemotherapeutic resistance.
5th International Hippocrates Congress on Medical and Health Sciences, (Ozet bildiri) (Yaym No:6802702)

Kazanci Giiler Elif, Alkan Ozdemir Senem, Orbatu Dilek, Pakdemirli Ahu (2020). Erken Dogan Bebeklerde Kok Hiicre ve Rejeneratif
Tibbin Onemi. 5th International Hippocrates Congress on Medical and Health Sciences, (Tam metin bildiri) (Yayin No:6803109)
Calibas1 Kogal Gizem, Pakdemirli Ahu (2020). 3D organoid culture: A promising ex vivo disease model. 2nd International Medical
Congress of Izmir Democracy University, IMCIDU 2020, (Ozet bildiri) (Yayin No:6802461)

Pakdemirli Ahu, Eyison Rusen Koray, Ortatatlh Mesut, Sezigen Sermet, Kenar Levent (2020). Covid-19’a Global Bakis. 3rd
International Hippocrates Congress on Medical and Health Sciences , 105-106, (Ozet bildiri) (Yayin No:6116086)

Leblebici Asim, Calibas1 Kocal Gizem, Pakdemirli Ahu, Isik Zerrin, Kog¢ Altug, Bagbmar Yasemin, Ellidokuz Ender Berat (2020).
Kolon Kanserinde Alt Tip Transkriptom Veri Analizi. Uluslararasi Saglkta Yapay Zeka Kongresi 2020 , 22-22, (Ozet bildiri) (Yaym
No:6040578)

Pakdemirli Ahu (2019). Yiikselen Trend Ulusal Hakemli Dergiler. MAS 10th International European Conference on Mathematics,
Engineering, NaturalMedical Sciences , 9-10, (Ozet bildiri) (Yayin No:5594562)

Calibast Kogal Gizem, Pakdemirli Ahu (2019). Tumor Cell Behavior: 3D Cell Culture versus 2D Cell Culture.International Medical
Congress of Izmir Democracy University , 567-567, (Ozet bildiri) (Yayin No:5594837)

Pakdemirli Ahu (2019). Ulkemizdeki Son 10 Tipta Uzmanlik Smavinda (TUS) Fizyoloji Kontenjanlarmin Yeri. Gevher Nesibe 4.
Uluslararast Saglik Bilimleri Kongresi , 72-73, (Ozet bildiri) (Yaym No:5515370)

Pakdemirli Ahu (2019). Sayilarla Son Ug Yilda Ulkemizde Tip, Saglik ve Multidisipliner Alanlarda Diizenlenen Kongreler. International
Symposium on Academic Studies in Health and Sport Sciences , 14-14, (Ozet bildiri) (Yayin No:5512688)
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Pakdemirli Ahu, Diilger Dilek, Sanlier Nevin, Keles Nurhan (2019). With the Multidisciplinary Approach ”On Current Trends in
Medical Nutrition Treatment of Obesity Training Program” Innovative Project Based Application an Example. 5th International
Eurasian Congress on Natural Nutrition,Healthy Life Sport, (Tam metin bildiri) (Yaymn No:5427430)

Pakdemirli Ahu (2019). The Role of Mesenchymal Stem Cells in Wound Healing. 1. Uluslararas1 23 Nisan Multidisipliner Caligmalar
Kongresi , 191-196, (Tam metin bildiri) (Yayin No:5388648)

Pakdemirli Ahu (2019). Hastane Oncesinde Travmali Gebe Hastanin Yénetimi. 1. Uluslararast Ahi Evran Tip ve Saglik Bilimler
Kongresi, (Ozet bildiri) (Yaymn No:5388902)

Pakdemirli Ahu (2019). Ulkemizde Son 10 Yilda Universitelerdeki Paramedik Sayilarna Bakis. 2. Uluslararasi Bilimsel Calismalar
Kongresi, (Ozet bildiri) (Yaymn No:5388680)

Pakdemirli Ahu (2019). Tiirkiye’deki Universitelerin Fizyoloji Alamndaki Bilimsel Uretkenlik Analizi. International Hippocrates
Congress on Medical and Health Sciences, (Ozet bildiri) (Yaymn No:5388938)

Leblebici Asim, Isik Zerrin, Calibas1 Kogal Gizem, Uncu Beste, Yildinm Nuri, Daskin Ezgi, Pakdemirli Ahu, Basbmar Yasemin,
Ellidokuz Ender Berat (2019). Subtype Analysis of Ovarian Cancer In RNA Sequencing Data. International Hippocrates Congress on
Medical And Health Sciences, (Tam metin bildiri) (Yaymn No:5388933)

Leblebici Asim, Uncu Beste, Calibasi Kogal Gizem, Pakdemirli Ahu, Yildirim Nuri, Mert Oziipek Nazli, Karadag Ashihan, Ellidokuz
Hiilya, Bagbmar Yasemin (2019). Raw Data Analysis of Piwi-interactive Rnas In Ovarian Cancer. International Hippocrates Congress
On Medical And Health Sciences, (Tam metin bildiri) (Yaymn No:5388917)

Sever Tolga, Pakdemirli Ahu, Kogyigit Korcan Bartu, Kutluay Biilent Poyraz, Oguz Serap, Karaca Caner, Ellidokuz Hiilya, Basbinar
Yasemin (2019). Taraxacum and Metformin Anti-cancer Feature. International Hippocrates Congress on Medical and Health Sciences,
(Tam metin bildiri) (Yayin No:5388910)

Bayram Basak, Pakdemirli Ahu (2016). Saghik Egitiminde Simulasyon: Bibliyometrik Bir Analiz. Utek 2016: IX. Ulusal Tip Egitimi
Kongresi Dokuz Eyliil Universitesi, (Ozet bildiri) (Yaymn No:5388951)

Pakdemirli Ahu, Baskin Yasemin, Nart Serdar, Gert Lale, Kuru Deniz, Ellidokuz Hiilya (2015). Desem, Dokuz Eylul University
Lifelonglearning Center: Community-based Multilayer Training Support on Lifelong Learning. Erpa 2015, International Congresses on
Education, (Ozet bildiri) (Yaym No:5389004)

Pakdemirli Ahu, Koca Bennur (2015). The Importance of Vocational Ethics in Paramedic Education, Vocational Ethics Course for
Paramedics. ERPA 2015, International Congresses on Education, (Ozet bildiri) (Yaym No:5388965)

Nart Serdar, Pakdemirli Ahu, Tezel Miijde, Kuru Deniz, Baskin Yasemin, Ellidokuz Hiilya (2015). Equal Opportunities for Everyone
By E-learning at DESEM, Basic Education certificate Program for Medical and Health Law. 47th Eucen Conferences, (Ozet bildiri)
(Yaym No:5389001)

Giildas Miige, Pakdemirli Ahu (2015). Paramedik Egitiminde Saglik fletisiminin Yeri: Betimsel Bir On Calisma. Sis 2015 Saghk Egitimi
Sempozyumu, (Ozet bildiri) (Yaymn No:5388997)

Yazilan ulusal/uluslararasi kitaplar, kitap boliimleri ve terctimeler:

1.

2.

3.

10.

1.

13.

Ne Yapmal1? - Cocuklar igin ilkyardim (2021)., Pakdemirli Ahu, Nemesis Kitap, Masalperest Yayinlari, Editor: Masalperest Yayinlari,
Basim sayisi: 6, ISBN: 978-625-7032-47-6, Tiirkge (Bilimsel Kitap), (Yayin No: 6989740)

KBRN - Kimyasal, Biyolojik, Radyolojik ve Niikleer, Boliim ad1: (Kisisel Koruyucu Ekipmanlar) (2023). Ahu Pakdemirli. EMA Tip
Kitabevi. Editorler: Dogent Doktor Ahu Pakdemirli, Dogent Doktor Sermet Sezigen. ISBN: 978-625-7849-95-1 Tiirkge (Bilimsel Kitap),
KBRN - Kimyasal, Biyolojik, Radyolojik ve Niikleer, Boliim adi: (Biyogiivenlik ve Biyoemniyet) (2023). Ahu Pakdemirli. EMA Tip
Kitabevi. Editorler: Dogent Doktor Ahu Pakdemirli, Dogent Doktor Sermet Sezigen. ISBN: 978-625-7849-95-1 Tiirkge (Bilimsel Kitap),
KBRN - Kimyasal, Biyolojik, Radyolojik ve Niikleer, Boliim ad1: (Sinir Ajanlart) (2023). Ahu Pakdemirli. EMA Tip Kitabevi. Editorler:
Dogent Doktor Ahu Pakdemirli, Dogent Doktor Sermet Sezigen. ISBN: 978-625-7849-95-1 Tiirk¢e (Bilimsel Kitap),

KBRN - Kimyasal, Biyolojik, Radyolojik ve Niikleer, Boliim adi: (KBRN Terminolojisine Giris) (2023). Sermet Sezigen, Ahu
Pakdemirli. EMA Tip Kitabevi Yayincilik Tic. Ltd. Sti. Editorler: Dogent Doktor Ahu Pakdemirli, Dogent Doktor Sermet Sezigen.
ISBN: 978-625-7849-95-1 Tiirkce (Bilimsel Kitap),

KBRN, Béliim adi: (Kimyasal Savas Ajanlarma Yénelik ilk Miidahaleci ve Saglik Personelinin Egitimi) (2023). Ahu Pakdemirli. Selguk
Kilig, Tiirkiye Klinikleri, Editor: Prof. Dr. Selguk Kilig, Basim sayisi: 1. ISBN: 978-625-395-126-9 Tiirkge (Bilimsel Kitap),

Cocuk Hastalarda COVID 19 Yo6netimi, Bolim adi: (Kisisel Koruyucu Ekipman Kullanimi) (2021). Pakdemirli Ahu, EMA Tip, Editor:
Kazanci Giiler Elif, Pakdemirli Ahu, Basim sayist: 1, ISBN: 978-625-7849-14-2, Tiirkce (Bilimsel Kitap), (Yayin No: 7016314)
Saglik Bilimlerinde Yeni Yaklagimlar, Boliim adi: (KBRN Savunmasinda Giincel Teknolojik Gelismeler) (2021). Pakdemirli Ahu, Livre
De Lyon, Editor: Nizami Duran, Mehmet Okan Donbaloglu, Basim sayisi: 1, ISBN: 978-2-38236-158-0, Tiirk¢e (Bilimsel Kitap),
(Yaymn No: 7529439)

Saglik Bilimlerinde Yeni Yaklasimlar, Béliim adi: (Biyosavunmada As1 Uretim Teknolojileri ve Cift Kullanim) (2021).Pakdemirli Ahu,
Livre De Lyon, Editor: Nizami Duran, Mehmet Okan Donbaloglu, Basim sayist: 1, ISBN: 978-2-38236-158-0, Tiirk¢e (Bilimsel Kitap),
(Yayin No: 7529425)

Paramedikler igin Resiisitasyon Yonetimi, Boliim adi: (Oksijen Maskeleri) (2020). Pakdemirli Ahu, Hedef Yaymcilik, Editor: Sinan
Yenal, Basim sayist: 1, ISBN: 978-625-7965-14-9, Tiirkce (Bilimsel Kitap), (Yaym No: 6116175)

Hastane Oncesi Acil Saglik Hizmetlerinde Travma, Béliim adi: (Su Kazalarinda Hastane Oncesi Acil Bakim) (2020). Pakdemirli Ahu,
Ema Tip Kitabevi, Editor: Ali Eksi, Siireyya Glimiigsoy, Basim sayist: 1, ISBN: 978-605- 06114-6-5, Tiirk¢e (Bilimsel Kitap), (Yaym
No: 6292914)

COVID-19’dan Korunmak i¢in Kisisel Koruyucu Ekipman Kullanimi, Béliim adi: (Koruyucu Goézlik Ve Yiiz Koruyucu (Siperlik)
Kullanimi) (2020). Pakdemirli Ahu, Saglik Bilimleri Universitesi, Editor: Levent Kenar, Ahu Pakdemirli, Basim sayis1: 1, ISBN: 978-
605-80777-4-4, Tiirkce (Bilimsel Kitap), (Yaym No: 6284759)

COVID-19’dan Korunmak i¢in Kisisel Koruyucu Ekipman Kullanimi, Bolim adi: (EL HIJYENI Ve ELDIVEN KULLANIMI)
(2020).Pakdemirli Ahu, Saglik Bilmleri Universitesi, Editor: Levent Kenar, Ahu Pakdemirli, Basim sayist: 1, ISBN: 978-605-80777-4-
4, Tiirkge (Bilimsel Kitap), (Yaymn No: 6284771)

Paramedikler i¢in Resiisitasyon Yo6netimi, Bolim adi: (Oksijen Tedavisi) (2020). Pakdemirli Ahu, Hedef Yayincilik, Editér: Sinan
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15.

16.

17.

18.

Yenal, Basim sayist: 1, ISBN: 978-625-7965-14-9, Tiirkce (Bilimsel Kitap), (Yaym No: 6116198)

Yiiksekokullar Igin Tlk Yardim, Boliim adi: (Batin Travmasina Yaklasim) (2018). Pakdemirli Ahu, Yiice Yayim, Editér: Prof. Dr.Berrak
C. Yegen, Prof. Dr. Arzu Denizbas1 Altmok, Prof. Dr. Ozge Onur, Basim sayist: 1, ISBN: 978-975-411-018-0, Tiirkge (Bilimsel Kitap),
(Yaym No: 5388388)

Yiiksekokullar I¢in Ilk Yardim, Béliim adi: (Kafa Travmasima Yaklasim) (2018). Pakdemirli Ahu, Yiice Yayim, Editor: Prof. Dr.Berrak
C. Yegen, Prof. Dr. Arzu Denizbast Altnok, Prof. Dr. Ozge Onur, Basim sayisi: 1, ISBN: 978-975-411-018-0, Tiirkce (Bilimsel Kitap),
(Yayin No: 5388394)

International Pulmonologists consensus on COVID-19 - 2. edition - Turkish version, Uluslararas1 G6giis Hastaliklar1 Uzmanlarinin
Ortak Goriigii COVID- 19 - 2. Baski. Bu el kitabi Dr. Tinku Joseph’in yazili izniyle Tiirkge’ye cevrilmistir., E-kitap, Terciime,
13/05/2020- 13/05/2020, (Uluslararasi)

International Pulmonologists consensus on COVID-19 - Turkish version, Gogiis Hastaliklar1 Uzmanlarinin COVID-19 i¢in Uluslararasi
Ortak Goriisii. Bu el kitab1 Dr. Tinku Joseph’in yazili izni ile geviri editorleri Dr. Ahu Pakdemirli ve Dr. Sermet Sezigen tarafindan
Tiirkge’ye ¢evrilmistir., E-kitap, Terciime, 05/04/2020-05/04/2020, (Uluslararast)

VII- Bilimsel Etkinlikleri (Aldig1 burslar, Odiiller Projeler Patentler, Verdigi konferans ya da seminerler Katildig1 paneller

Odiiller:

Projeler
1.

2.
3.
4.

5.

Doktora ”Ornek Akademisyen” Tesekkiir Belgesi , Dokuz Eyliil Universitesi , 2018

Journal of Basic and Clinical Health Sciences (JBACHS) Dergisi COVID-19 Pandemisi Ozel Sayisi ve Online Kongre Gergeklestirme
Projesi, Yiiksekogretim Kurumlari tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi, Arastirmaci, 28/09/2020 — 11/04/2022 (ULUSAL)
COVID-19’a Kars1 Terapotik Amaglh Hiperimmun Serum (Antiserum), Diger kamu kuruluslan (Yiiksekogretim Kurumlar harig),
Yiiriitiicti, 10/04/2020 —01/10/2020 (ULUSAL)

II. Rekreasyon Terapisi Kampi, Diger kamu kuruluslari (Yiiksekogretim Kurumlar harig), Arastirmaci, 01/06/2014 - 01/06/2014,
(ULUSAL)

Tiikiiriik Sitokin Profilinin ve Genetik Ozelliklerinin Dis Ciiriimelerine Yatkmliktaki Rolii, Yiiksekdgretim Kurumlari tarafindan
destekli bilimsel arastirma projesi, Aragtirmaci, 27/05/2014 - 27/05/2014, (ULUSAL)

Ozel Ogrencilere Yonelik Rekreasyon Terapisi Kampi, Diger kamu kuruluslart (Yiiksekogretim Kurumlari harig), Arastirmact,
01/06/2013 - 30/06/2013, (ULUSAL)

Patent Bagvurusu:

Seminer:
1.

11.

13.

14.
15.

17.

Patent Bagvuu no: 2020/21936 Basvuru Baghgi: COVID-19’a Kars1 Terapétik Amagli Hipperimmun Antiserum Uretimi. Bagvuru
Sahibi: Veteriner Kontrol Merkezi Arast. Enst. Miid. Déner Sermaye Islet. Bulus Sahipleri: Ahu Pakdemirli, Sabri Hacioglu, Erdem
Danyer, Elvin Caligskan, Ozleem Kardogan, Yasemin Sezgin, Ozcan Yildirmi Cevdet Yarali.

Saglik Bilimleri Universitesi Izmir Tip Fakiiltesi Bilimsel Toplantilari-1, “Yediden Yetmise COVID-19", Saghk Bilimleri
Universitesi Izmir Tip Fakiiltesi Bilimsel Toplantilari-1, “Yediden Yetmise COVID-19", Saglik Bilimleri Universitesi Izmir Tip
Fakiiltesi, Seminer, 06/02/2021-06/02/2021, (Ulusal)

4. Uluslararas1 Koru Gebelik Dogum Lohusalik Kongresi, 4. Uluslararas1 Koru Gebelik Dogum Lohusalik Kongresi hk., Bolu
Koru Hotels, Konugmalarim, 20/02/2020-23/02/2020, (Uluslararasi)

XVI. Paramedik Egitimi Koordinasyon Kurulu Toplantis1 ve Paramedik Egitimi Sempozyumu, XVI. Paramedik Egitimi
Koordinasyon Kurulu Toplantis1 ve Paramedik Egitimi Hakkinda, Hali¢ Universitesi, Istanbul, Konusmalarim, 12/10/2019-
13/10/2019, (Ulusal)

Emzirmenin Anne ve Bebek Sagligi Konulu Sempozyum, Emzirmenin Anne ve Bebek Sagligi1 hk., Ankara $ehir Hastanesinde,
Konugmalarim, 07/10/2019-07/10/2019, (Ulusal)

Healthy Life and Sport, Sth International Eurasian Congress on Natural Nutrition, Healthy Life and Sport, Gazi Universitesi,
Konusmalarim, 02/10/2019-06/10/2019, (Uluslararast)

1. Uluslararasi 23 Nisan Multidisipliner Caligmalar Kongresi, 1. Uluslararasi 23 Nisan Multidisipliner Caligmalar Kongresi hk.,
Alba Hotel, Konusmalarim, 20/04/2019-23/04/2019, (Uluslararas1)

Kadin, Saglik ve Kalite Sempozyumu, s Hayat: ve Gebelik, Malatya Turgut Ozal Universitesi Kongre Salonu, Konugmalarim,
13/03/2019-13/03/2019, (Ulusal)

Kadm ve Saglik Bulugmasi, Kadin ve Saglik Bulugsmasi hk., Kocatepe Kiiltiir Merkezi, Konugmalarim, 09/03/2019- 09/03/2019,
(Ulusal)

Engelleri Kaldiran Yasamlar, 3 Aralik Diinya Engelliler Giinii Etkinligi, izmir, Konusmalarim, 03/12/2018-03/12/2018, (Ulusal)
2015 Resiisitasyon Kilavuzlarmin Hastane Oncesi Uygulamalarina Yansimalari, 2015 Resiisitasyon Kilavuzlarinin Hastane
Oncesi Uygulamalarina Yansimalari hk., izmir, Konusmalarim, 26/02/2016-26/03/2016, (Ulusal)

KKTC, KKTC, Dogu Akdeniz Universitesi, Seminer, 30/05/2016-30/05/2016, (Uluslararast)

KKTC, KKTC, Dogu Akdeniz Universitesi, Seminer, 26/05/2016-27/05/2016, (Uluslararast)

KKTC, KKTC, Dogu Akdeniz Universitesi, Seminer, 12/05/2016-15/05/2016, (Uluslararast)

KKTC, KKTC, Dogu Akdeniz Universitesi, Seminer, 04/01/2016-06/02/2016, (Uluslararast)

KKTC, KKTC, Dogu Akdeniz Universitesi, Seminer, 19/11/2015-19/11/2015, (Uluslararast)

7. Kariyer Giinleri, 7. Kariyer Giinleri hk., Ege Universitesi, Konusmalarim, 18/11/2015-18/11/2015, (Ulusal)

Saglik Bilimleri Enstitiileri Lisansiistii Ogrenci Kongresi ve Kok Hiicre Sempozyumu, Saglik Bilimleri Enstitiileri Lisansiistii
Ogrenci Kongresi ve Kok Hiicre Sempozyumu hk., CBU, Konusmalarim, 17/04/2014-20/04/2014, (Ulusal)

5.Kariyer Giinleri, 5.Kariyer Giinleri hk., Ege Universitesi, Konusmalarim, 21/11/2012-22/11/2013, (Ulusal)

63



VIII- Diger Bilgiler (Egitim program haricinde aldig1 kurslar ve katildig1 egitim seminerleri)

Alan ve Dil Editorlikleri:

1.

2.
3.
4

i

9.

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

17.
18.

Raporlar:

Calistay:
1.
2.

3.

W

10.
11.

12.

14.
15.

16.
17.

Turkish Journal of Medical Sciences (SCI-Expanded), Dergi, , TUBITAK ULAKBIM

Giilhane Medical Journal (Scopus), Dergi, , University of Health Sciences Turkey

Forbes Tip Dergisi (TR DIZIN), Dergi, Yrd. Editor, Izmir Buca Seyfi Demirsoy Egitim ve Arastirma Hastanesi

Jinekoloji-Obstetrik ve Neonatoloji Tip Dergisi (TR DIZIN), Dergi, Yaymn Kurulu Uyeligi, T.C. Saghik Bakanhigi Ankara Sehir
Hastanesi

Journal of Basic and Clinical Health Sciences (ESCI), Dergi, Yrd. Editér, BAYT Bilimsel ArastirmalarBasin Yayin ve Tanitim Ltd. $ti.
22. Uluslararas1 Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi Tam Metin Kitab1 (Endekste taranmiyor), Diger Yaymlar, Editor, Asos
Yaymevi ISBN: 978-625-8190-47-2 Aralik 2022

KBRN - Kimyasal, Biyolojik, Radyolojik ve Niikleer, EMA Tip Kitabevi. EDITORLER: Dogent Doktor Ahu PAKDEMIRLI, Dogent
Doktor Sermet SEZIGEN. ISBN: 978-625-7849-95-1 Tiirkge (Bilimsel Kitap)

COVID-19’dan Korunmak igin Kisisel Koruyucu Ekipman Kullamimi, Saglik Bilimleri Universitesi, Editor: Levent Kenar, Ahu
Pakdemirli, Basim sayist: 1, ISBN: 978-605-80777-4-4, Tiirk¢e (Bilimsel Kitap), (Yaym No: 6284759) 15/06/2020

Cocuk Hastalarda COVID 19 Yénetimi, (2021). ,PAKDEMIRLI AHU, Ema Tip, Editor: Kazanci Giiler Elif, Pakdemirli Ahu, Basim
sayist: 1, ISBN: 978-625-7849-14-2, Tiirk¢e (Bilimsel Kitap), (Yaym No: 7016314)

Uluslararas: Gogiis Hastaliklar1 Uzmanlarinin Ortak Goriisii COVID-19 (Endekste taranmiyor), , Editor, Elektronik kitap

Gogiis Hastaliklari Uzmanlarinin COVID-19 i¢in Uluslararasi Ortak Goriisi, , Editor, Elektronik

5. Uluslararast Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi Tam Metin Kitabi (Endekste taranmiyor), Diger Yaymlar, Editor, Asos
Yaymevi

5. Uluslararas1 Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi Bildiri Ozetleri Kitabi (Endekste taranmiyor), Diger Yaynlar, Editor, Asos
Yayinevi

4. Uluslararas1 Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi Tam Metin Kitab1 (Endekste taranmiyor), Diger Yayinlar, Editor, Asos
Yayinevi , 25/09/2020

Dokuz Eyliil Universitesi Arastirma ve Inovasyon Dergisi, Dergi, Yrd. Editér, DEU Matbaasi

People Mag, Dergi, Editor, Giilermat Matbaacilik

Sade, Dergi, Editor, DEU Matbaas1

Hastane Oncesi Dergisi, Dergi, Yrd. Editér, PESAD

Jiiri Raporu, “Fatih Kalkan”, Doktora Tez Savunmasi Jiiri Uyeligi, SBU Giilhane Tip Fakiiltesi Fizyoloji ABD, Rapor, 08/06/2020-
08/06/2020, (Ulusal)

TUSEB Tiirkiye Saglik Veri Arastirmalar ve Yapay Zeka Enstitiisii (TUYZE), Saglik Verilerinin Giivenli Toplanmasi ve Paylasimi
Calistay1 4 Ekim 2025, Istanbul. (Ulusal)

Orpheus Virtual Workshop on PhD Supervision in Biomedicine and Health Sciences, Orpheus Virtual Workshop on PhD Supervision
in Biomedicine and Health Sciences, DEU Saglik Bilimleri Enstitiisii, Calistay, 11/03/2021-11/03/2021, (Ulusal)

Uluslararast Doktor Behget Uz Cocuk Kongresi, Swissotel Biiyiik Efes Izmir, Calistay, 04/03/2020-07/03/2020, (Uluslararasi)
Memede Radyolojik Gériintiileme Emzirmenin Meme Kanseri Uzerine Etkileri, Memede Radyolojik Gériintiileme Emzirmenin Meme
Kanseri Uzerine Etkileri hk., Ankara Sehir Hastanesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Hastanesi, Calistay, 06/03/2020-06/03/2020,
(Ulusal)

Yara Bakimina Giincel Bakig, Yara Bakimia Giincel Bakis hk., 29 May1s Devlet Hastanesi, Calistay, 24/02/2020- 24/02/2020, (Ulusal)
Paramedik Giinii Etkinligi, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu, Paramedik Giinii Etkinligi, Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Kurucu Ogretim Uyeleri Konferans Salonu, Calistay, 23/12/2019-23/12/2019, (Ulusal)

II. Uluslararasi KBRN Kongresi, II. Uluslararasi KBRN Kongresi, AFAD Convention Hall, Calistay, 27/11/2019- 29/11/2019,
(Uluslararast)

METUM Giinleri, Giilhane Medikal Tasarim ve Uretim Uygulama ve Arastirma Merkezi Giinleri, Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane
Kiilliyesi, Calistay, 28/11/2019-29/11/2019, (Ulusal)

7. Ulusal Agik Bilim Konferans1 ve Openaire Advance Projesi Calistayi, 7. Ulusal A¢ik Bilim Konferansi ve Openaire Advance Projesi
Calistay1 hk., E.U. Atatiirk Kiiltiir Merkezi, Calistay, 19/11/2019-20/11/2019, (Ulusal)

VL Tiirk Tip Diinyas1 Kurultay1, Biyoteknoloji, Renaissance Polat istanbul Hoteli, Calistay, 29/10/2019-31/10/2019, (Uluslararas1)
Geleneksel ve Tamamlayici Tip Sempozyumu, Geleneksel ve Tamamlayici T1ip Sempozyumu hk., Ankara Sehir Hastanesi Idari Bina 2.
Kat Toplant1 Salonu, Calistay, 18/09/2019-18/09/2019, (Ulusal)

Herkes Sussun Kadinlar Konugsun, Herkes Sussun Kadimlar Konussun hk., T.C. Saglik Bakanligi Saglik Bilimleri Enstitiisi Etlik
Ziibeyde Hanim Kadin Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi, Calistay, 08/03/2019-08/03/2019, (Ulusal)

International Traditional And Complementary Medicine Congress, International Traditional And Complementary Medicine Congress
hk., Istanbul Kongre Merkezi, Calistay, 19/04/2018-22/04/2018, (Uluslararas1)

Paramedikler Giinii, Paramedikler Giinii hk., Izmir, Calistay, 22/12/2016-22/12/2016, (Ulusal)

XIV. Paramedik Egitimi Koodinasyon Kurulu Toplantisi, XIV. Paramedik Egitimi Koodinasyon Kurulu Toplantis1 hk., Manisa CBU,
Calistay, 13/10/2016-14/10/2016, (Ulusal)

17. Pediatri Giinleri, 17. Pediatri Ginleri hk., Balgova, Calistay, 10/03/2016-11/03/2016, (Ulusal)

Tiirkiye In Vitro Diyagnostik, Tiirkiye In Vitro Diyagnostik hk., Kaya Termal Otel Kongre Merkezi, Calistay, 18/02/2016-20/02/2016,
(Ulusal)

Meslek Hastaliklart Tani Siirecinde Isyeri Hekimligi hk., Meslek Hastaliklar1 Tam Siirecinde Isyeri Hekimligi hk., izmir, Calistay,
13/02/2016-13/02/2016, (Ulusal)

64



19.

20.

21.
22.

23.
24.
25.
26.
217.
28.

29.

Hastane Oncesi Travma Sempozyumu, 1. Hastane Oncesi Travma Sempozyumu hk., Acibadem Universitesi, Calistay, 18/05/2015-
18/05/2015, (Ulusal)

Multimedia Support For Teaching And Learning, Multimedia Support For Teaching And Learning hk., Hilton, Calistay, 04/06/2014-
04/06/2014, (Uluslararasi)

15.Pediatri Giinleri, 15.Pediatri Giinleri hk., Dokuz Eyliil Universitesi, Calistay, 03/04/2014-04/04/2014, (Ulusal)

Avrupa Universiteler Birligi Doktora Egitim Calistay1, Avrupa Universiteler Birligi Doktora Egitimi hk, Dokuz Eyliil Universitesi,
Calistay, 23/01/2014-24/01/2014, (Ulusal)

Bilimde Etik, Bilimde Etik, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Calistay, 04/11/2013-04/11/2013, (Ulusal)

XXV. Ulusal Biyokimya Kongresi, XXV. Ulusal Biyokimya Kongresi hk., Kaya Otel, Calistay, 03/09/2013-06/10/2013, (Ulusal)
Geriatri Giinleri, Geriatri Giinleri, Dokuz Eyliil Universitesi, Calistay, 30/09/2013-01/10/2013, (Ulusal)

How To Publish A Scientific Journal Article, How To Publish A Scientific Journal Article hk., Dokuz Eyliil Univesitesi, Calistay,
30/05/2013-30/05/2013, (Uluslararast)

11. Ulusal Sinirbilim Kongresi, 11. Ulusal Sinirbilim Kongresi hk., Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Caligtay, 28/04/2013- 01/05/2013,
(Ulusal)

Trends In Undergraduate Science Education Tips For Postgraduate Students And Beyond, Trends In Undergraduate Science Education
Tips For Postgraduate Students And Beyond hk., Kaya Otel, Calistay, 29/03/2012-30/05/2012, (Ulusal)

Ulusal Cerrahi Kongresi, 18. Ulusal Cerrahi Kongresi hk., Kaya Otel, Calistay, 23/05/2012-27/05/2012, (Ulusal)

Kongre Diizenleme (Diizenleme Kurulu/Bilim Kurulu/Oturum Bagkanligi):

30.

31.

32.

33.

35.

36.

37.

38.

Ulusal Bilim Kurulu Uyeligi TUSEB Tiirkiye Saglik Veri Arastirmalari ve Yapay Zeka Uygulamalar1 Enstitiisii 2025
Uluslararas1 Oturum Baskanligi SBU Izmir Tip Fakiiltesi Pediatri Kongresi 5-6 Eyliil 2025

Uluslararas1 Oturum Baskanlig1 Tiirkiye Acil Tip Dernegi Turkiye Acil Saglik Hizmetleri Kongresi 7-9- Subat 2025
Uluslararas1 Diizenleme Komitesi Uyeligi IV. Uluslararas1 Saglkta Yapay Zeka Kongresi 15-17 Kasim 2024

Uluslararasi Oturum Baskanlig 1. Izmir Cocuk Kongresi (1zCoK 2024) 09 - 11 May1s 2024

Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi 1. Izmir Cocuk Kongresi (IzCoK 2024) 09 - 11 Mayis 2024

Uluslararas1 Diizenleme Komitesi Uyeligi 12. Uluslararast Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 1-2 Eyliil 2023
Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi 12. Uluslararasi Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 1-2 Eyliil 2023

Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi 11. Uluslararast Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 3-4 Mart 2023

Uluslararas1 Diizenleme Komitesi Uyeligi 11. Uluslararasi Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 3-4 Mart 2023
Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi 10. Uluslararast Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 16-17 Aralik 2022

Uluslararas1 Diizenleme Komitesi Uyeligi 10. Uluslararast Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 16-17 Aralik 2022
Uluslararas1 Oturum Bagkanlig1 2nd International Applied Science Congress, 20.06.2021

Uluslararas1 Oturum Baskanligi Black Sea Summit, 6th International Social Sciences Congress, 05.06.202-06.06.2021
Uluslararasi Diizenleme Komitesi Uyeligi 9. Uluslararas1 Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 9-10 Ekim 2022
Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi 7. Uluslararas1 Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 3 - 4 Eyliil 2021

Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi 6. Uluslararast Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 30 Nisan - 1 Mayis 2021
Uluslararas1 Diizenleme Komitesi Uyeligi II. International Congress of Artificial Intelligence in Health, 16-18 Nisan 2021
Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi International Gevher Nesibe Health Sciences Conference-VII, 16.04.2021-17.04.2021
Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi 2. Uluslararas1 Etik Kongresi, ISPEC, 5-6 Subat 2021

Uluslararas1 Diizenleme Komitesi Uyeligi COVID-19 Pandemisinde Arastirma-Yayin ve Egitim Siireclerine Bakis Kongresi,
Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, 15.01.2021-16.01.2021 (Kongre Baskanlig1)

Uluslararasi1 2nd International Medical Congress of Izmir Democracy University, IMCIDU 2020, izmir, Tiirkiye

Uluslararast Oturum Bagkanligi 2. Uluslararas1 Doktor Behget Uz Cocuk Kongresi. 04.03.2020-07.03.2020

Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi5. Uluslararas1 Hipokrat T1p ve Saglk Bilimleri Kongresi 18-19 Aralik 2020

Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi 4. Uluslararasit Hipokrat Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi 25-26 Eyliil 2020

Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi X VIIL. Paramedik Egitimi Koordinasyon Kurulu Toplantisi ve 1.Uluslararasi Paramedik Egitimi
Sempozyumu, 24.09.2020

Uluslararas1 Bilim Kurulu Uyeligi 1. Uluslararas1 Etik Kongresi, Ankara, Tiirkiye, 02.05.2020-03.05.2020

Uluslararas1 Diizenleme Komitesi Uyeligi 3. Uluslararas1 Hipokrat Tip ve Saglk Bilimleri Kongresi 6-7 Mart 2020

Uluslararasi Diizenleme Komitesi Uyeligi Uluslararasi Saglikta Yapay Zeka Kongresi 2020, Kaya Izmir Thermal and Convention,
16.01.2020-18.01.2020

Uluslararast Bilim Kurulu Uyeligi ISPEC 5th International Conference On Engineering Natural Sciences, Hilton Double Tree
Hotel, Van. 20.12.2019-22.12.2019

Uluslararas1 Bilim Kurulu Uyeligi BILTEK Uluslararas: Bilim, Teknoloji ve Sosyal Bilimlerde Giincel Gelismeler Sempozyumu.
Ankara. 20.12.2019-22.12.2019

Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi MAS 10th International European Conference on Mathematics, Engineering, Natural Medical
Sciences. Izmir. 14.12.2019-15.12.2019

Uluslararasi Bilim Kurulu Uyeligi Gevher Nesibe 4. Uluslararasi Saglik Bilimleri Kongresi, Hotel igkale, 23.11.2019-24.11.2019
Uluslararas1 Oturum Baskani 2. Uluslararas1 Kanser ve Iyon Kanallar1 Kongresi, Wyndham Grand Ozdilek/izmir, 22.09.2019-
24.09.2019

Ulusal Diizenleme Komitesi Uyeligi Genglik Haftas1 Calistayr, DEU Tip Faiiltesi Dekanlik Binasi 4. Kat Konferans Salonu,
17.05.2019-17.05.2019

Ulusal Diizenleme Komitesi Uyeligi Birinci Basamakta Kansere Giincel Yaklasim Sempozyumu, Sabanci Kiiltiir Merkezi,
Konak, 10.04.2019-10.04.2019

Ulusal Bilim Kurulu Uyeligi Kadin, Saglik ve Kalite Sempozyumu, Malatya Turgut Ozal Universitesi Konferans Salonu,
13.03.2019-13.03.2019

Uluslararas1 Bilim Kurulu Uyeligi XV. Paramedik Egitimi Koordinasyon Kurulu Toplantis1 ve Hastane Oncesi Travma ve
Goériintiileme Sempozyumu, Karatay Universitesi, Konya, 30.11.2018-02.12.2018
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39.

Ulusal Diizenleme Komitesi Uyeligi Danismanlik Egitim Calistay:, Dokuz Eylil Universitesi, 16.06.2014-17.06.2014 ve
12.11.2014

40. Ulusal Diizenleme Komitesi Uyeligi Saglikta inovasyon Universiteden Sanayiye, Dokuz Eyliil Universitesi, Kurucu Ogretim

Uyeleri Konferans Salonu, Inciralti, 16.05.2013-17.05.2013
Kurslar:

1. Hiicre Kiiltiiriine Dayali Uretim Teknikleri, Hiicre Kiiltiiriine Dayal1 Uretim Teknikleri, Sabanci Universitesi, Kurs, 11/02/2021 -
15/04/2021, (Ulusal)

2. Saglik Alaninda Uygulamali Spss, Saghk Alaninda Uygulamali Spss hk., DEU Tip Fakiiltesi, Kurs, 30/03/2016- 31/03/2016,
(Ulusal)

3. Klinik Arastirmalar ve Etik Kurullara Basvuru Ilkeleri, Klinik Arastirmalar ve Etik Kurullara Basvuru Ilkeleri hk., Balgova, Kurs,
17/03/2016-18/03/2016, (Ulusal)

4. Tleri Ekg, leri Ekg hk., Izmir, Kurs, 03/03/2016-04/03/2016, (Ulusal)

5. Acil Travma Yonetimi, Acil Travma Yo6netimi hk., izmir, Kurs, 24/02/2016-26/02/2016, (Ulusal)

6. Tleri Kardiyak Yasam Destegi Kursu, 45. Ileri Kardiyak Yasam Destegi Kursu hk., Istanbul, Kurs, 12/12/2015- 13/12/2015,
(Ulusal)

7.  Cocuklarda Ileri Yasam Destegi Egitimi, Cocuklarda Ileri Yasam Destegi Egitimi hk., Ege Universitesi, Kurs, 01/12/2015-
02/12/2015, (Ulusal)

8.  Probleme Dayali Ogrenim, Probleme Dayali Ogrenim kursu, DEU Tip Fakiiltesi, Kurs, 12/10/2015-16/11/2015, (Ulusal)

9.  Olgme Degerlendirme, Olgme Degerlendirme Kursu, DEU Saglik Hizmetleri MY O, Kurs, 03/08/2015-04/11/2015, (Ulusal)

10. XXV.Ulusal Biyokimya Kongresi ”Klinik Laboratuarlarda Elektroforez Uygulamalar1 Kursu, XXV.Ulusal Biyokimya Kongresi
”Klinik Laboratuarlarda Elektroforez Uygulamalari Kursu hk., Kaya Otel, Kurs, 03/09/2013-06/10/2013, (Ulusal)

11. Sitorediiktif Cerrahi(Src) ve Hipotermik Intraperitoneal Kemoterapi(Hipek) ”, Sitorediiktif Cerrahi(Src) ve Hipotermik
Intraperitoneal Kemoterapi(Hipek) Kursu, Kaya Otel, Kurs, 23/05/2012-23/05/2012, (Ulusal)

12. Birinci Basamak Hekimlerine Yonelik Kanser Hastaliklar1, Birinci Basamak Hekimlerine Yonelik Kanser Hastaliklar1 Kursu,
Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii, Kurs, 05/04/2012-06/05/2012, (Ulusal)

Sertifikalar:

1.  Aromaterapi Yaglari ile Sifali Parfiim Egitimi, Aromaterapi Yaglari ile Sifali Parfiim Egitimi, HerbaFarm Akademi, Sertifika,
10/04/2021-10/04/2021, (Ulusal)

2. Orpheus Virtual Workshop on PhD Supervision in Biomedicine and Health Sciences, PhD Supervision in Biomedicine and Health
Sciences, DEU Health Sciences Institute, Sertifika, 11/03/2021-11/03/2021, (Ulusal)

3. Chemical Security Fundamantels Training for Turkish Academia, Chemical Security Fundamantels Training, Online, Sertifika,
15/12/2020-16/12/2020, (Ulusal)

4.  Yaz i¢in Aromaterapi Egitimi, Yaz I¢in Aromaterapi Egitimi, HerbaFarm Akademi, Sertifika, 20/06/2020-20/06/2020, (Ulusal)

5. GLP lyi Laboratuvar Uygulamalari Sertifikasi, GLP Iyi Laboratuvar Uygulamalar1 Sertifikasi, Sakarya Uygulamali Bilimler
Universitesi Yasam Boyu Egitim Uygulama ve Arastirma Merkezi, Sertifika, 14/04/2020-14/05/2020, (Ulusal)

6. lleri Iyi Klinik Uygulamalar, Ileri Iyi Klinik Uygulamalar, Klinik Arastirmalar Dernegi, Sertifika, 14/04/2020- 09/05/2020,
(Ulusal)

7. Temel Iyi Klinik Uygulamalar (Ver 2.0), Temel Iyi Klinik Uygulamalar, Klinik Arastrmalar Derneg, Sertifika, 14/04/2020-
30/04/2020, (Ulusal)

8.  Good Medical Researcher, Good Medical Researcher, MedisRes, Sertifika, 07/12/2020-, (Uluslararasi)

9.  Dalici Diplomasi, Tiirkiye Sualt1 Sporlari, Cankurtarma, Sukayag: ve Paletli Yiizme Federasyonu, T.C. Bagbakanlik Gengllik ve
Spor Genel Mudirliigii, Sertifika, 02/01/2000-, (Ulusal)

10. NAHA Certified Level 1 Aromatherapist, NAHA Certified Level 1 Aromatherapist, National Association for Holistic
Aromatherapy, Sertifika, 11/05/2020-, (Uluslararast)

11. Aromaterapiye Giris Egitimi, Aromaterapiye Giris Egitimi, HerbaFarm Akademi, Sertifika, 21/04/2020-22/04/2020, (Ulusal)

12. BSL-3 Laboratuvarinda Biyogiivenlik ve Biyoemniyet Sertifikasi, BSL-3 Laboratuvarinda Biyogiivenlik ve Biyoemniyet
Sertifikasi, Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Ensititiisit Midiirliigii, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Sertifika, 26/03/2020-
27/03/2020, (Ulusal)

13. Tirkiye Sualti Sporlar1 Federasyonu, 2 Yildiz Dalici, 2 Yildiz Dalic1 Sertifikasi, 300 BAR DIVE CENTER, Sertifika, 11/08/2020-
(Ulusal)

14. Kisa Mesafe Telsiz Operatorii Yeterlik Belgesi, Kisa Mesafe Telsiz Operatorii Yeterlik Belgesi hk., Ulastirma ve Altyap1
Bakanlig1 Deniz ve Igsular Diizenleme Miid., Sertifika, 08/11/2019-, (Ulusal)

15. Homeopati Uygulama Sertifikasi, Homeopati Uygulama Sertifikasi, Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Geleneksel ve
Tamamlayict Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi, T.C. Saglik Bakanligi Saglik Hizmetleri Genel Midirligi, Sertifika,
27/04/2018-28/12/2019, (Ulusal)

16. Deney Hayvani Kullanimi, Deney Hayvani Kullanimi hk., Dokuz Eyliil Universitesi, Sertifika, 15/07/2013-15/09/2013, (Ulusal)

17. llkyardim Egitmeni, Kizilay Izmir Subesi ilkyardim Egitici Egitim Merkezi, il Saglik Miidiirliigii, Sertifika, 26/08/2013-
03/09/2013, (Ulusal)

18. Tllkyardimci Sertifikasi, Kizilay Izmir Subesi flkyardim Egitim Merkezi, 11 Saglik Miidiirliigii, Sertifika, 26/08/2013- 27/08/2013,
(Ulusal)

19. Amator Denizci Belgesi, Tiirkiye Cumhuriyeti Bagbakanlik Denizcilik Miistesarligi Amatér Denizci Belgesi, [zmir Bolge
Miidiirliigii, Sertifika, 10/10/2011-, (Ulusal)

20. Aile Hekimligi 1. Asama Uyum Egitimi, Aile Hekimligi 1. Asama Uyum Egitimi Sertifikasi, Mardin, Sertifika, 20/08/2009-

26/08/2009, (Ulusal)
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