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Kanser, glinimiizde kalp hastaliklarindan sonra 6lim orani en yiiksek olan
hastaliktir. Bu hastaligin tedavisinde radyoterapi, kemoterapi ve immiinterapi gibi bir
cok tedavi yontemi kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde nanopartikiillerde
kullanilmaya baslanmistir.

Bu c¢alismada,B. adusta filtrati ve oOzitii kullanilarak sentezlenen altin
nanopartikiiller (AuNP) ve giimiis nanopartikiillerin (AgNP) kanser hiicreleri lizerine
sitotoksik/apoptotik etkileri arastirilmistir. Bu nanopartikiillerinakciger kanseri
(A549), kolon kanseri (HCT-116), karaciger kanseri (Hep3B) kronik myeloid 16semi
(K562) hiicreleri ve saglikli hiicre hatt1 olan akciger epitel hiicreleri (BEAS2B)
tizerinde tripan mavisi analizi ve MTT testi kullanilarak sitotoksik/apoptotik etkileri
test edilmistir. Tripan mavisi analizi igin 10-300 pg/mL arahigindaki
konsantrasyonlar uygulanmig ve canliligin %50 nin altina diistiigii konsantrasyon 10-
100 pg/mL aralig1 olarak belirlenmistir. Daha sonra ise 10-100 pg/mL araligindaki
konsantrasyonlar uygulanmis 24, 48 ve 72 de ICso degerleri MTT testi ile
belirlenmistir. MTT testi sonucu belirlenen ICso degerleri baz alinarak, altin ve
giimiis nanopartikiiller uygulanmis kanserli ve saglikli hiicrelerde kaspaz-3 aktivitesi
Olgiilmiistiir.

Bu c¢alismanin sonuglari, AuNP ve AgNP’lerin kanser hiicre hatlari
tizerinednemli bir sitotoksik etkisinin oldugunu gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kanser, altin nanopartikiil, giimiis nanopartikiil,

kaspaz-3, sitotoksik, apoptoz, nanoteknoloji
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Cancer is the disease with the highest mortality rate after heart diseases.
Many treatment methods such as radiotherapy, chemotherapy, and immunotherapy
are used in the treatment of this disease. With the developing nanotechnology,
nanoparticles have been also used in cancer treatment.

In this study, cytotoxic/apoptotic effects of gold nanoparticles and silver
nanoparticles synthesized by B. adusta filtrate and extract were investigated. The
cytotoxic/apoptotic effects of these nanoparticles on lung cancer (A549), colon
cancer (HCT-116), liver cancer (Hep3B) chronic myeloid leukemia (K562) cells and
healthy cell line lung epithelial cells (BEAS2B), were tested using trypan blue
analysis and MTT assay. Concentrations in the range of 10-300 ug/mL were applied
for Tripan mavisi analysis and the concentration at which the viability fell below
50% was determined as 10-100 pg/mL. Then, the concentrations of 10-100 pg/mL
were applied and ICso values were determined at 24, 48 and 72 h by MTT test. Based
on the ICso values determined by MTT test, caspase-3 activity of cancerous and
healthy cells treated with AUNP and AgNP’s were measured.

The results of this study showed that AuNP and AgNP’shad a significant

cytotoxic effect on the cancer cell lines.

KEYWORDS: Cancer, gold nanoparticle, silver nanoparticle, caspase-3 cytotoxic,
apoptosis, nanotechnology
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin DNA’sinda meydana gelen hasar sonucu hiicrelerin
kontrolsiiz olarak ¢ogalmasidir. Kanser terimi ilk olarak, tibbin babasi olarak bilinen
yunan bilim adam1 Hippocrates tarafindan ortaya atilmistir. Hippocrates carcinos ve
carcinoma terimlerini iilser olusturan ve f{ilser olusturmayan tiimorler igin

kullanmustir (Reiser, 2003).

Kanser, son yillarda goriilme sikligr ve 6lim orani en fazla olan hastaliktir.
Bugiin bircok iilkede kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim orani olarak 2. siray1
almistir (Haydaroglu, 2007). Cenevre’de merkezi bulunan Birlesmis Milletler Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) 2017 yilinda, her y1l milyonlarca kisinin hayatin1 kaybetmesine
neden olan ve aslinda bir ¢ogu Onlenebilecek bu hastalikla ilgili bir rapor
yayimlanmistir. Raporda, ‘Diinya’da her yi1l 14 milyon insana kanser teshisi konuyor.
Bu rakamin 2030 yilinda 21 milyona ¢ikmasi bekleniyor’ uyarisi yapilmistir. DSO
verilerine gore, diinyada kanser sebebiyle hayatin1 kaybedenlerin sayis1 2000 yil1 ile
karsilastinldiginda, yiizde 27,5 artis gostermis ve 8,8 milyona ¢ikmustir. DSO
verilerine gore, Tirkiye’de 2000 yilinda 89 bin kisi kanser nedeniyle hayatini
kaybederken, 2015 yilinda bu rakam 103 bine yiikselmistir. Tiirkiye’de kanser
nedeniyle Olenlerin sayist 2000 yili ile karsilastinldiginda, yiizde 16 artig
gostermistir. Tirkiye’de bir yilda 163.500 yeni kanser teshisi konmaktadir. Bir
giinde, yaklasik 450 kisiye kanser teshisi konulmaktadir.

Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri akciger ve prostat kanseridir (Sekil
1.1). Kadinlarda en fazla gozlenen kanser ise meme kanseridir. Yilda yaklasik 17.000
kadina meme kanseri teshisi konulmaktadir (Sekil 1.2). Hem erkek hem de
kadinlarda bagirsak (kolorektal) kanseri iiclincli sirada goriilen kanser tiiriidiir.
Cocukluk cagi kanserlerde ise 16semi en sik goriilen kanserdir. Ikinci olarak ise
iilkemizde lenf bezi kaynakli kanser goriilmektedir. Kemikte, deride, gézde ve

karacigerde goriilen tlimorler ise daha nadirdir.
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Sekill.1. Erkeklerde goriilen kanserlerin yiizde dagilimlar1 (TUIK, 2011-2015).
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Sekil 1.2. Kadinlarda goriilen kanserlerin yiizde dagilimlar (TUIK, 2011-2015).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, kanserden kaynakli 6liim
orani digerleri ile kiyaslandiginda %20 oldugu goriilmiistiir (Sekil 1.3). Kanser, 2015
yilinda 49.946 erkegin, 27.022 kadinin 6liimiine neden olmustur. Erkeklerde 20.388
kisinin girtlak, soluk borusu, akciger ve bronslarin koti huylu timdrleri 6liime
neden olurken, meme kanseri, kadinlarda 3.853 kisi sayisiyla en yliksek 6liime neden

olan kanser olmustur.
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Sekil 1.3. Oliim nedeni istatistikleri (TUIK, 2011-2015).

Sagliklt hiicrelerin belli bir boliinme hizi ve smir1 varken kanserlesen
hiicrelerin boliinme smir1 yoktur. Saglikli hiicreler bu boliinme ozelliklerini dlen
hiicrelerin yerine yeni hiicreleri olusturmak ve yaralanan dokularin onarilmasini
saglamak amaciyla kullanirlar. Ancak kanserlesen hiicreler bu amacin disinda
cogalirlar. Anormal c¢ogalan bu hiicreler kisa zamanda bulunduklar1 doku ve
organlan isgal ederek tiimdrlerin olusumuna neden olurlar. Kanser hiicreleri timor
olusumunun yani sira kan veya lenf dolasimina girerek diger doku ve organlara
gidebilirler.  Gittikleri yerlerde de tiimér olusturup c¢ogalmaya devam

ederler(Dellabona vd. 1999).

Kanser tedavisinde 6liim oranini azaltmak ve sagkalimi arttirmak icin cesitli
yontemler kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde uygulanacak yontemler kanserin
tiiriine, hastanin 6zelliklerine bagli olarak degisiklik gosterir. Bu tedavi yontemleri
genel olarak, cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve yeni tedavi
yontemlerinden immunoterapi, sinyal ileti sistemi inhibitorleri, gen tedavisi ve
anjiyogenez inhibitorleri sayilabilir (Terrero ve Li, 2004).

1.1. Karsinogenez

Kanser genetige bagli gelisen bir hastaliktir. Kanserin gelisimiyle alakali farkli
teoriler olmasinin yanisira,hiicreler, karsinogenez siirecinde genetik olarak meydana
gelen degisikliklerin ve cevresel faktorlerin etkisiylebazi temel 6zellikler kazanir.
Kanser hastalifinin ortayacikabilmesi i¢in tiimor hiicrelerinde mutlaka bulunmasi
gereken Ozellikler baslica otonomi(bagimsiz c¢ogalabilme), kontrolsiiz ¢ogalma

(kontak inhibisyon kaybi), apoptozisinbaskilanmasi, anjiyogenez, Sliimsiizliik ve
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metastaz yetenegidir. Bu Ozellikleresahip olan hiicreler kanser hastaligini meydana

getirir (Akbulut vd. 2005).

Karsinogenez siirecinde meydana gelen genetikdegisiklikler genel olarak;
genomik dayaniksizlik, kromozomda par¢a kaybi, kromozomlarinyeniden
diizenlenmesi veya insan kromozomlarimin lokuslarmma yabanci DNA dizilerinin
(genellikle viral DNA dizileri) yerlesmesi 6zet olarak ifade edilebilir (Fiskin,
2002).Cevresel faktorler olarak iseradyasyon, beslenme aligkanliklari, meslege bagh
olarak baziajanlara maruz kalma (6rnegin akciger kanserinde asbestoz,
arsenikiligkisi, 16semi de benzen iliskisi) gibi 6rnekler verilebilir (Figkin, 2002;Bilir,

2007).

1.1.1. Karsinogenez modelleri ve asamalari

Kanseri olusturan bir¢ok etken vardir. Bu etkenlerden biri yasam sekilleri, yas,
cinsiyet ve aile Oykiisii, digeri ise ¢evresel faktorler, sigara/alkol kullanimi, uzun siire
ve tehlikeli saatlerde giines altinda kalma, asir1 dozda rontgen 1sinina maruz kalma,
kimyasal maddeler, viriisler, hava kirliligi ve kotii beslenme aligkanligi olarak
smiflandirilabilir (Reiser, 2003).
1.1.1.1. Dogal secilim

Karsinogenez sirasinda bir hiicre bir dizi genetik mutasyon kazanir. Mutasyona
ugramis hiicrenin kansere yol agtigir siire¢ siklikla Darwin’in evrim teorisiyle
karsilagtirilir. Boylece ¢ogaltilmis ¢ogaltma ve yasama kabiliyetine sahip
mutasyonlara sahip hiicreler hayatta kalmak icin “secilir”. Ozerklik kazandirmak igin
yeterli mutasyon elde eden secilmis hiicreler, malign tiimorler olusturabilir. Ek
olarak, sinirl sayida mutasyon elde eden hiicreler, iyi huylu tiimdrler olabilirler. Bir
hiicrenin edindigi somatik mutasyonlarin sayisi arttikga, timor olusum olasilig1 da
artar (Stratton vd. 2009).
1.1.1.2. Tiimériin olusumu ve gelisimi

Timor olusumu ve ilerlemesinin, degisken bir zaman periyodunda meydana
gelen asamali bir islem oldugu bilinmektedir (Weinstein, 1988). Timor olusumu
kendiliginden ortaya ¢ikabilir veya endojen veya eksojen bir mutajen (sirasiyla
reaktif oksijen tiirleri veya tiitiin duman1 gibi) neden olabilir. Ornegin; deri kanseri
olusumunda, baslangi¢ ajanlar1 arasinda ¢evresel kimyasal karsinojenler ve UV 15181

bulunur (Weinberg, 2014; Hoffman vd. 1983).



Baglatic1 ajanlar DNA'ya zarar verebilir ve bu nedenle proto-onkogenleri
(KRAS gibi) aktive edebilir ve TP53 gibi tiimor baskilayici genleri (TSG'ler) etkisiz
hale getirebilir. Bununla birlikte, baslatic1 ajanlar kendi basina bir kansere yol
agmayacaktir, tesvik edici bir ajana ihtiyag vardir. Bir promotdr, izolasyonda
kanserojen etkiye sahip olmayan veya hi¢ etkisi olmayan ancak baslangic
faktoriinden sonra uygulandiginda tiimor biiyiimesini destekleyebilen bir bilesiktir

(Rundhaug ve Fischer, 2010).

Tiimor baglaticilarin ve promotorlerin roliinli tanimlamak i¢in kullanilan klasik
model, kimyasal karsinojenezin fare derisi modelidir. Bu modelde, 7,12-dimetilbenz
[a] -antrasen'in (DMBA; katranin bir bileseni) tek bir diisiik dozaj uygulamasi ve
ardindan destekleyici 12-0-forbol 12-miristat 13-asetat (TPA) ile muamele edilmesi
cilt karsinomlariin olusumunu tetiklemektedir. TPA, mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) yolunu aktive eden Protein Kinaz C (PKC) ile etkilesime girer.
MAPK yolunun aktivasyonu hiicre proliferasyonunu takip eder ( Sekil 1.4)
(Weinberg, 2014; Marquardt vd. 1994).

proliferasyonun
stirdiiriilmesi ve
metastazin aktivasyonu

STAT3 Siklinler
NF-xB

Sekil 1.4. Bir tiimor hiicresinde kanser 6zelliklerinin kazanilmasina katkida bulunan
faktorler.Bu sema, kanserojenezde rol alan kritik ve karmagik etkilesimlerin sadece
bazilarin1 gostermektedir. (Me) = TSG'lerin susturulmasia neden olabilecek gen
promotorii metilasyonu. (GF) = reseptdriine baglanan ve MAPK yolunu aktive eden
biiyiime faktorii, hiicre cogalmasina neden olur (Joseph Hyndman, 2016).



Fare derisi modeli o zamandan beri, genlerdeki kusurlar1 incelemek ve tiimor
gelisiminin farkli asamalarindaki sinyal yollarin1 kullanmak i¢in kullanilmstir.
Tiimor tesviki ayrica enflamatuar sitokinler tarafindan da olusturulur. Bu mekanizma
ilk olarak fare kolon, cilt ve karaciger kanseri modelleriyle gdsterilmistir.

Sitokinler transkripsiyon faktorlerini aktive eder (STAT3, NF-kB ve AP-1 gibi)
bu da anahtar proliferasyon ve sagkalim genlerinin transkripsiyonunu tesvik eder
(Sekil 1.4) (Grivennikov vd. 2010).
1.1.1.3. Tiimoér ilerlemesi ve metastazi

Tiimor progresyonu ve metastazi, gen ekspresyonundaki degisiklikler gibi daha
ileri genetik degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Rundhaug ve Fischer,
2010). "Metastatik kaskad", kanser hiicrelerinin birincil konumlarindan uzak bir
bolgeye yayilmasiyla sonuglanan siireci ifade eder. Bu adimlar; proliferasyon,
anjiyogenez, ayrilma/lokal istila, dolasimdaki giris ve ¢ikis (sirasiyla intravasasyon
ve ekstravazasyon) ve uzaktaki bir bolgede biiyiimedir (Fidler, 2003).

Bir hiicrenin yerel olarak bir bolgeyi isgal etmesi ve ardindan metastaz
yapmast i¢in, once ona daha invazif (girisim) bir fenotip veren degisiklikler yapmasi
gerekir. Bu degisiklikler arasinda proteazlarin diizenlenmesi (hiicrenin, hiicre disi
matris ve bazal membran gibi yapilar yoluyla istila edilmesine izin verebilen) ve
hiicreden hiicreye yapisma molekiillerinin asagi regiilasyonu (hiicreye daha biiyiik bir
hareketlilik derecesi saglar) bulunur (Friedl ve Alexander, 2011).

Metastazin siklig1, metastatik birikintilerin primer tiimor ig¢indeki nadir
hiicrelerden kaynaklandigin1 gostermektedir. Bu hiicreler insan viicudundaki uzak
bolgeleri basariyla kolonilestirme yetenegine sahiptir. Bu kavram ‘Bmetastatik
verimsizlik’ olarak adlandirilir.

Bazi aragtirmacilar, ozellikle metastazda rol oynayan genleri bulmak ig¢in
caligmalar yapmaktadir. Bununla birlikte, bu genlerin bulunmadigi ve bunun yerine
metastazin iyi bilinen TSG ve onkojenlerdeki mutasyonlarin bir sonucu olarak ortaya
ciktig1 da ileri siiriilmiistiir. Farkli kanserler arasindaki (ve farkli hastalarda aym
kanser arasindaki) heterojenlik, her iki teorinin de gercek olabilecegi anlamina gelir.

(Bernards ve Weinberg, 2002).



1.1.2. Karsinojenezde dogal etmenler
1.1.2.1. Somatik mutasyonlar

Kanser olusumuna neden olan somatik mutasyonlarin, endojen ve eksojen
faktorlerin neden oldugu hasardan kaynaklandigr bilinmektedir. Bir kanser
hiicresindeki mutasyonlar, ortaya c¢ikan DNA dizi degisiminin dogasi geregi
siniflandirilir. Bu degisiklikler, kisa bir DNA segmentinin yerlestirilmesi, yer
degistirmesi ve silinmesi gibi nispeten kiiciik olabilir veya normal diploid hiicrelerde
bulunan kromozom sayisindaki bir artig veya azalma gibi daha biiyiik degisiklikler de
olabilir (Stratton vd. 2009).

Bir kanser hiicresi i¢indeki somatik mutasyonlar, siiriici veya yolcu
mutasyonlar1 olarak siniflandirilabilir. Siirlici mutasyonlar1 bir hiicreye segici bir
biliylime avantaji sunar. Yolcu mutasyonlart bir bliylime avantaji sunmaz, fakat bir
stirlici  mutasyonunun  edinilmesi sirasinda  hiicrede  bulunurdu.  Siiriicii
mutasyonlarinin bir kanser i¢indeki toplam mutasyon sayisinin sadece kiiclik bir
kismin1 temsil ettigi diisiiniilmektedir (Bozic vd. 2010).

Cogu kanserin birden fazla siiriicii mutasyonuna sahip olmasi ve bu saymin
farkli kanserler arasinda degigsmesi muhtemeldir. Meme, prostat ve kolorektal gibi
bazi kat1 tiimdrlerin olusmast i¢in 5-7 siiriici mutasyonunun gerekli oldugu 6ne
stiriilmistiir (Stratton, 2009). Kiiglik hiicreli olmayan akciger kanserinde, drnegin,
ALK, EGFR, HER2, BRAF, KRAS, MET, PIK3CA, MAP2K1 ve AKT1'deki
mutasyonlar dahil bir¢ok siirlicii mutasyonu tanimlanmistir (Pao ve Girard, 2011).
1.1.2.2. Hiicre dongiisii

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin ¢ogalmasi i¢in ilerlemesi gereken adimlar
dizisidir. Birkag 6nemli kontrol noktasi tarafindan sikica kontrol edilir. Bu kontrol
noktalari, DNA hasari, hiicre biiyiikliigli ve hiicre dis1 biliylime sinyallerini
degerlendirir ve hasarli DNA'nin, olast yardimer hiicrelere ge¢gmemesini saglar.
Herhangi bir anormallik tespit edilirse, hasar onarilincaya kadar hiicre G1 veya G2
kontrol noktalarinda bekletilir.

Siklinler ve sikline bagimli kinazlar (CDK'lar), hiicre dongilisii boyunca
ilerlemeyi yoneten anahtar diizenleyicilerdir. Ya siklinlerdeki ya da CDK'lardaki
mutasyonlar, mutasyona ugramig bir hiicrenin (bir kontrol noktasinda tutulmasi
gereken) hiicre dongiisii boyunca devam etmesine izin vererek, hasarli DNA'ya sahip
iki hiicrenin olusumuna yol agabilir (Park ve Lee, 2003). Bu, tiimér olusumunda

Onemli bir adimdir.



Tiimdr baskilayict protein p53, hiicre dongiisii tutuklamasini indiikleyebilir.
pS3 ayrica DNA, yaslanma ve apoptozun tamirinde de rol oynar. p53'in
etkisizlestirilmesi, bir hiicre igerisinde tiimor baskilama aktivitesinin kaybina ve
bircok kanserde gorildiigii gibi hayatta kalma ve biliylime yeteneklerinin
kazanilmasina neden olur. Kontrol noktalari ve biiyiime Onleyici sinyallerden
kacinma yoluyla kontrolsiiz ilerleme genomik dengesizlige yol acar ve metastaz
olasiligina katkida bulunur (Rivlin, 2011).

TP53 (p53'i kodlayan gen) geninin sadece bir alelindeki bir mutasyon, normal
p53 proteininin fonksiyon kaybi i¢in yeterlidir. Bdylece, p53 mutasyonlart baskin bir
negatif sekilde hareket etme kabiliyetine sahiptir. Onkogenlerin (Ras gibi), anormal
bir etkinin gozlenmesi i¢in etkilenecek sadece bir alele ihtiya¢ vardir (dominant
fonksiyon kazanci) (Hanahan ve Weinberg, 2000). Onkogenler; protoonkogenlerin
mutasyonu, gen amplifikasyonu veya kromozomal yeniden diizenleme gibi ii¢ yoldan
biriyle degistirildiginde aktive olurlar. Protoonkogenler normal hiicre biiyiimesinde,
farklilagsmasinda ve hayatta kalmasinda rol oynayan proteinleri kodlar. Onkogenlerin
aktivasyonu genellikle; artan, diizenlenmemis aktiviteye sahip bir mutant protein

tiretimine yol acar (Kufe vd. 2003).

1.1.3. Karsinogenezde beslenmenin rolii
1.1.3.1. Tiimor gelisimi ve gelisiminde ¢evresel faktorler

T1ibbi baglamda, cevresel riskler; diyet, yasam tarzi ve enfeksiyonlar gibi tiim
genetik olmayan riskleri igerir. Sir Percivall Pott; ilk olarak ¢evresel kanserojenlerin
18. ylizyilda kansere neden olabilecegini fark ettiginden bu yana (skrotumun
skuamoz hiicreli karsinomasinin sebebi olarak; baca kurumu), bircok baska cevresel
faktoriin kanser gelisiminde rol oynadig: tespit edildi. Bu eksojen faktorler, hiicre
icerisinde kendiliginden olusan degisikliklere ek olarak genetik degisikliklere neden
olur. Bilinen ¢evresel mutajenler arasinda asbest, arsenik ve radon bulunur (Boffetta
ve Nyberg, 2003).

Cevresel faktorlerin erken kanser gelisiminde rol oynadigi ve genomda malign
oncesi lezyonlara yol agan degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (Yokota, 2000).
Cevresel faktorlerin sonraki karsinogenez asamalarindaki rolleri daha az
aciklanmaktadir. Bununla birlikte, timdr gelisimi ve ilerleyisinde rol oynayabilecek

belli ¢evresel faktorler vardir.



Yakin zamana kadar, c¢evresel ajanlarin epigenetik degisimdeki rolii
bilinmiyordu. Bununla birlikte, artik harici ajanlarin epigenetik degisikliklere
Ozellikle gen promotdrii metilasyonuna neden olabilecegi bilinmektedir.

Epigenetik degisiklikler, birincil DNA dizisinin kendisini degistirmeden
degistirilmis gen ekspresyonuna yol agabilen bir hiicrenin genomundaki fonksiyonel
degisikliklerdir. Tiimori tesvik eden enflamasyon (sigara dumaninin neden oldugu
gibi) aym1 zamanda tiimor baslangicina yol acan epigenetik degisikliklere neden
olabilir (Sekil 1.5) (Grivennikov vd. 2010). Bazi diyet faktorlerinin ve sismanligin da
enflamasyona neden oldugu ve karsinogenezde rol aldigi bilinmektedir.
1.1.3.2. Sigara dumani

Sigara ve akciger kanseri belki de karsinogenezde ¢evresel bir faktoriin roliiniin
en 1yi bilinen 6rnegidir. Sigara duman ile akciger kanseri arasindaki baglantiyr ilk
kez 1950°de Sir Richard Doll tarafindan ispatlandi (Doll ve Hill, 1950).

Sigara  igmek, onkogenlerin  aktivasyonu ve  proto-onkogenlerin
etkisizlestirilmesi yoluyla karsinogenezde dogrudan rol oynar. Sigara dumaninin,
karbon monoksit, hidrojen siyaniir, amonyak ve vinil kloriir dahil ¢ok sayida toksik
ve kanserojen bilesik icerdigi bilinmektedir (Carbone, 1992). Sigara dumani ayrica
timoriin iltihaplanmalarina katkida bulunur ve genomda epigenetik degisikliklere

neden olabilir (Sekil 1.5) (Grivennikov vd. 2010).

Bakteriler
Sekil 1.5. Kanserlerin gelisiminde rol oynayan c¢evresel faktorler(Joseph Hyndman,

2016).



1.1.3.3. UV’ye maruz kalma

Yogun ultraviyole (UV) 1s18ina maruz kalma melanom gelisiminde etkili
olmustur. UV 1sinlarinin son zamanlarda melanomdaki tiim siiriicli mutasyonlarinin
%46'sina neden oldugu gosterilmistir. Sigara dumaninda oldugu gibi, UV 1s18inin da
kanser gelisimindeki mekanistik rolii genistir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)

tiretilmesini igerir (Heck vd. 2003).

Bununla birlikte, UV'ye maruz kalmanin ayrica tiimor hiicrelerinin sinyalleme
yollarinin aktivasyonu yoluyla melanom gelisiminde mutajenik olmayan bir rol
oynadigi gosterilmistir. UV'ye maruz kalma ve melanomay1 bagdastiran kanitlara
ragmen, bu baglantinin ardindaki mekanizmalar belirsizligini korumaktadir (Hodis
vd. 2012). Diger ¢evresel faktorlerde oldugu gibi, UV maruziyetinin karsinogenezde
baslangic ve ilerleme gibi farkli bir rol oynamasi olasidir (Rundhaug ve Fischer,
2010).
1.1.3.4. Viriisler

Gegtigimiz yarim ylizyil boyunca, viriislerin kanserdeki rolii hakkinda ¢ok sey
kesfedildi ve kansere neden olan viriisler (onkoviriisler) tanimlandi. Bu viriislerin

insan tiimorlerinin gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynadig: bilinmektedir.

Onkovirtiisler etki mekanizmalar1 bakimindan ¢esitlilik gosterir ve retroviriisleri
(insan T-lenfropik viriisii-I), RNA viriislerini (hepatit C viriisii) ve DNA viriislerinin
coklu alt tiplerini (Epstein-Barr viriisii ve Insan papilloma viriisii iceren) icerir

(Moore ve Chang, 2010).

HIV (insan bagisiklik yetmezlik viriisii) viriisii, bazi kanserlerin (Kaposi
sarkomas1 gibi) immiin sistemi baskilamasi yoluyla gelismesine neden olur; ancak,

viriis dogrudan tiimér biiytimesine neden olmaz (Talbot ve Crawford, 2004).

Viriislere ek olarak parazitlerin ve bakterilerin de kansere neden oldugu
bilinmektedir. Ornegin, Helicobacter pylori kolonizasyonuna bagli midede
iltihaplanma, mide kanseri i¢in en biiyiik risk faktoridiir (Polk ve Peek, 2010). Bu
bulasici ajanlar (virlisler, parazitler ve bakteriler) ya dogrudan kanserojenler
(eksprese edilen viral onkogenler) ya da dolayli kanserojenlerdir (kronik
enflamasyon yoluyla mutasyonlara neden olabilir) (Moore ve Chang, 2010). Baz1

viral kanserlerin indiiklenmesinde kofaktor olarak etki gosterdigi bilinen aflatoksin
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ve sigara gibi diger c¢evresel maruziyetlerde vardir (Sekil 1.5) (Talbot ve
Crawford,2004).

1.1.4. Kanserin belirgin ozellikleri
1.1.4.1. Enflamasyon

Enflamasyon, kanserin anahtar bir isaretidir (Hanahan ve Weinberg, 2011) ve
hem g¢evresel hem de genetik faktorlerin, tiimorii destekleyen enflamasyonda rol
oynadig1 gosterilmistir. Timorlerin gelisimi ve ilerlemesi i¢in bir enflamatuar timor
mikro ortami (TME) gereklidir ve tlimoérler i¢inde immiin ve enflamatuar hiicreler
siklikla goriiliir. Timore bagli makrofajlar (TAM'ler) ve T hiicreleri, TME'de
bulunan en yaygin immiin hiicreler arasindadir. Bu hiicreler sitokinler, kemokinler ve
bliylime faktorleri dahil olmak iizere cesitli enflamatuar mediatorler iiretir. Bu
enflamatuar bilesenler neoanjiyogenez, tiimor istilasi, metastaz ve DNA'ya daha fazla
zarar vermede rol oynar. Ayrica inflamasyonun mutajenezde dogrudan rol
oynayabilecegi diisliniilmektedir (Grivennikov vd. 2010).
1.1.4.2. Anjiogenez

Anjiyogenez, mevcut damar yapilarindan yeni kan damarlarinin olugmasi
anlamma gelir (Ribatti, 2004). Fizyolojik durumlarda izlenen anjiyogenez
organizmanin bitlinliigliniin korunmasi ve dengenin devam etmesi agisindan dnem
tasirken, tiimorlerde izlenen anjiyogenez hastaligin ilerlemesi ve viicuda

yayilmasinda ¢ok onemli rol oynar (Sekil 1.6) (Konukoglu ve Turhan, 2005).

Tiimorler besinlerini difiizyon yolu ile saglayarak ancak 1-2 mm capinda kiigiik
hiicre populasyonlar1 seklinde yasamlarini siirdiirebilirler. Diflizyon yolu ile
beslenme daha biiyiik tiimorlerin gelisimi ve bunun sonucunda klinik kanser hastalig
olusturabilmeleri i¢in yetersiz kalmaktadir. Tiimoriin biiylimesi, yeterli miktarda
besin, oksijen, proteolitik enzim ve diger gerekli elementleri saglamak i¢in timor
anjiyogenezi adi1 verilen siirecle yeni kan damarlarinin olugmasi gerekir (Tobelem,

2007).

Timor gelisimindeki bir asamada, bir tiimor, kan c¢ekirdegini “timoriin
cekirdeginde hipoksi ve nekrozla sonuglandiracak™ sekilde yiikseltir. Bu kosullar
“anjiyojenik anahtar” 1 (proanjiyogenik faktorlerin diizenlenmesi ve antianjiyogenik
faktorlerin asagi regiilasyonu) yonlendirir. Bu degisiklik yeni kan damar1 olusumunu

tesvik eder (neoanjiyonez) ve timor metastazi olasiligini arttirir (Folkman, 2002).
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Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), anjiyogenezin birincil aracidir (Ferrara N,
2005). Bu ajanlar, TAM'leri hem enflamatuar hem de anjiyojenik mediatorleri

uirettikleri nekroz bolgesine toplarlar.

Anjiyojenezi tesvik eden genler (IL-8 ve VEGF gibi), TAM’lar (AP-1, STAT3
ve NF-xB gibi) tarafindan iretilen transkripsiyon faktorleri tarafindan aktive edilir
(Grivennikov vd. 2010). Bu enflamatuar mediatorlerin tiimor gelisimi, ilerlemesi ve

anjiyogenezde de rol oynamalari muhtemeldir.

Kanser

; . Ateroskleroz
Romatoid artrit

: ceg 11 : ASIRI ——= Endometrioz
Diyabetik retinopati <= | ANJIYOGENEZ -

Adipozite Psoriazis

—

FiZYOLOJIK
ANJIYOGENEZ

Embriyonik gelisim ——— =——== Menstrilyel siklus

Yara iyilesmesi I — ——— Plasental gelisim

Felg Infertilite

YETERSIZ
ANJIYOGENEZ

Miyokard Infarktiisii & Skleroderma

Ulser

Sekil 1.6. Anjiyogezde rol alan fizyolojik ve patolojik durumlar (Turgut, 2015).

1.2. Tiirlerine Gore Kanser Cesitleri
1.2.1. Akciger kanseri

Akciger kanseri, erkekler arasinda diinya genelinde kansere bagli G6lim
siralamasinda  birincidir ve kadinlar arasinda ise meme kanserinden sonra
gelmektedir (Ahmad veGadgeel, 2016). Son istatistikler; her yil 1.8 milyon kisiye
akciger kanseri teshisi konuldugunu ve 1.6 milyon kisinin bu hastaliktan 6ldiigiinti

gostermektedir (Ferlay vd. 2012) .

Sadece Avrupa iilkelerinde, her y1l 183.000 kisi akciger kanserinden 6lmekte
ve Olim oran1 32.4/100.000’dir (Malvezzi vd. 2018). Akciger kanseri erken bir
asamada teshis edildiginde, bes yillik sagkalim oran1 % 70-% 90 arasindadir ve geg
tan1 durumunda bu oran % 12'ye diiser (Goldstraw vd. 2016). Akciger kanseri, erken

evrelerinde, cogunlukla asemptomatik veya diger solunum yolu hastaliklarini taklit
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eden solunum semptomlar1 ile karakterize oldugu ig¢in, akciger kanseri teshisi
genellikle ge¢ evrelerde ortaya cikar, bu nedenle hastaliga bagli 6liim oranlar
yiiksektir (Siegel vd. 2016). Bu nedenle, akciger kanserinin erken teshisi mortaliteyi

azaltmak ve hayatta kalma oranlarin1 iyilestirmek i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

1.2.2. Kolon kanseri

Kolon kanserinin temeline bakildiginda kolon mukozasindaki epitel
hiicrelerinin genetik olarak mutasyona ugramasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Kolon
kanserine sebepolan nedenler arasinda genetik yatkinlik, kirmizi et tiiketimi, minarel

ve vitaminlerin yeterli alinmamasi sayilabilir (Skibber vd. 2001).

Kolon kanseri tedavisi genellikle cerrahi yontemle olmaktadir ancak tedaviden
3-4 il sonra tekrar niiks ettigi durumlarda olmaktadir (Dogan vd. 2009). Kolon
kanserinin tedavisinde kemoterapatik ajan olarak 5-FU 1957 yilinda kesfedildiginden
bu yana halad kullanilmaktadir (Skibber vd. 2001). Buna ek olarak son yillarda
sitotoksik ajan olarak oksaliplatin, irinotekan ve katesitabin, biyolojik ajan olarak ise
bevasizumab, cetuximab ve panitumumab tedavi i¢in kullanilmaya baglanmistir

(Zuckerman vd. 2008).

1.2.3. Karaciger kanseri

Karaciger kanseri, erkeklerde en sik goriilen 5. siradaki kanser tiriidiir,
kadinlarda ise 7. sirada yer almaktadir. Karaciger kanserleri i¢inde, hepatoseliiler
karsinom (HCC) diinya genelinde toplam karaciger kanseri sayisinin %70 — 85’ini
kapsamaktadir. Karaciger kanserinin nedenleri arasinda Hepatit B viriisii (HBV) ve
Hepatit C (HCV) viriisii en biiylik oranlara sahiptir. Ayrica gelismis ve gelismekte
olan iilkelere bakildiginda, alkol kullanimi ve obezitenin karaciger kanserinin

temelini olusturdugu diistiniilmektedir (Jemal vd. 2011).

1.2.4. Kronik miyeloid losemi

Kronik miyeloid 16semi (KML), miyeloid hiicrelerinin farklilasma asamasinda
artis1 nedeniyle ortaya cikan bir kok hiicre hastaligidir. Ik tanimlanmas: 19. yy da
olmustur (Rabinowitz vd. 2004). KML biitiin 16semilerin %20’sini olusturmaktadir.
Yillik insidans1 100 000 kiside 1 oranindadir. Hastalik erkeklerde kadinlardan daha
stk goriilmektedir ve E/K orani yaklagik 1,7/1°dir. Tiirkiye’de goriilme sikligt
bilinmemektedir (Dingol, 2003).
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Hastalikla iligkilendirilen bir ajan yoktur ve hastalik genellikle sporadiktir.
Hastalikla iliskilendirilen tek faktor iyonize radyasyondur. Japonya’da atom bombasi
patladiktan sonra ortaya ¢ikan radyasyon nedeniyle KML vakalarinda artig
gozlemlenmistir. Diger cevresel etkenlerin bir etkisi saptanmamistir (Goldman,

1997; Cecil vd. 2000).

1.3.Apoptoz ve Kanser
1.3.1. Apoptoz

Apoptotik hiicre oliimii ilk olarak Kerr ve ark. tarafindan 1972 yilinda,
kromatinin niikleer ¢evrede yogunlagmasi, niikleer iskele proteinlerinin ayrilmasi ve
apoptotik cisimlerin olugsumu gibi morfolojik kriterlere dayanarak nekrotik hiicre
Oliimiinden ayirt edilmistir. Apoptozun ilk biyokimyasal kanit1 Skalka ve arkadaglari
tarafindan yapilmistir (Skalka vd. 1976). Apoptoz hasar gormiis hiicrenin kendi
kendini 6ldiirmesidir. Kelime kokenini“apo (ayrilan)-ptosis (diisen)” anlamina gelen

yunancadan almaktadir (Kerr vd. 1972).

Apoptoz, genetik olarak, metobolik bir kaskadi olusturan bilesenlerin aktive
edilmesiylecanli hiicrelerin,hiicre oliimiine yol agan bir olaydir (Lockshin ve
Williams, 1965; Lockshin ve Zakeri, 2001). Bu olay canli hiicrelerde hem fizyolojik
hem de patolojik durumlarda ger¢eklesir (Kountouras vd. 2003).

Apoptoz, canlilarin hem embriyolojik gelisiminde hem de normal hayatinin
isleyisinde hiicre ¢ogalmasi ile denge halindedir. Bu durum doku ve organlarin
gelismesinden ve sekillenmesinden sorumludur (Sarioglu ve Ataman, 2003).
Embriyolojik olarak gelismekte olan fetiisiin el ve ayak parmaklari arasindaki
perdelerin ortadan kaldirilmasi, omuriligin  sekillenmesi gibi  durumlarda,
yetiskinlerde ise menstrual siklusda endometriyum hiicrelerinin yikilmasinda

gdzlenir (Tomatir, 2003; Ozcan, 2003).

Apoptoz, viicuttaki hiicre sayisinin sabit kalmasinda da 6nemli bir rol oynar.
Doku homeostazisinin saglanmasi1 apoptozis ve proliferasyonun denge iginde
olmasmma baghdir. Bu dengenin bozulmasi bir ¢ok hastaligin kaynagini
olusturmaktadir. Karsinogenezin temelinde de artmis proliferasyon ve azalmis

apoptozis olmasi buna 6rnektir (Ovali, 1999).
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1.3.1.1. Kaspaz-3

Kaspazlar, apoptoz mekanizmasinin ¢alismasinda rol oynayan sistein-protez
grubu enzimlerdir. Kaspazlar ilk defa C. elegans’ta kesfedilmislerdir (Nicholson,
1999). Kaspazlar, apoptozun hem baslatilmasindan hem de apoptozisin
ger¢eklesmesinden sorumludur (Mishra ve Vinayak, 2015).Kaspazlar, hiicrenin
stoplazmasinda iki farkli enzim grubu halinde bulunurlar. Bunlar; baslatic1 kaspazlar
ve uygulayic1 kaspazlardir. Bu kaspazlarin iginde 6nemli olan kaspaz-3 enzimidir.
Hiicrede meydana gelen hasar durumunda DNA polimerazin ¢alismasini

baskilayarak hiicrenin apoptoza gitmesinin saglamaktadir(Aslan, 2011).

1.3.1.2. Apoptozun mekanizmasi

Mekanizmas1 tamolarak bilinmemekle birlikte apoptoz, hiicrenin i¢inden veya
hiicrenin digindan gelen sinyallerle baslamaktadir(Green, 1998; Gastman, 2001).
Apoptoz mekanizmasinin, memeli hiicrelerinde tanimlanmis iki yolu bulunmaktadir.
Bunlardan ilki hiicre zarindaki 6liim reseptorii ile baslatilan apoptoz, digeri ise
mitokondriden salinan sitokrom-c’nin baslattig1 kaspaz aktivasyonu ile hiicre 6limii
olan apoptozdur.Bu yollardan 6liim reseptorii ile iligkili olana “ekstrensek aracili
apoptoz” denir. Kaspazaktivasyonu ile baslatilan ve mitokodri kaynakli olan diger
yol ise “intrensek aracili apoptoz” olarak bilinir (Kaufmann ve Gores, 2000; Reed,
2000).
1.3.1.3. Kanser tedavisinde apoptoz

Kanser tedavisinde kullanilan tedavilerin amaci, DNA hasarina yol agmak ve
kanserli hiicrelere daha fazla zarar vererek apoptozu tetiklemektir (Whibley vd.
2009).

Kanserin apoptoz yoluyla tedavisi, pro-apoptotik proteinlerin artis1 ve anti-
apoptotik proteinlerin azalist temeline dayanmaktadir. Pro-apoptotik proteinlerin
basinda p53 proteini gelmektedir. Ik p53 gen terapisi, kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri hastalari iizerine 1996 yilinda yapilmistir(Roth vd. 1996; Augello vd.
2009). Sadece p53 gen terapisi, tiimdr hiicrelerini yok etmede yeterli olmadigi i¢in
diger kanser ilaglariyla birlikte kullanilmasi gerektigi diisiiniilmiistiir. Baz1 ¢aligmalar
basarili olmus olsadahi heniiz FDA tarafindan onay almis bir p53 gen terapisi
bulunmamaktadir (Suzuki ve Matsubara, 2011).

Diger bir pro-apoptotik protein ise kaspazdir. Kaspazin kanser tedavisinde

kullanilmasi i¢in bir ¢ok calisma yapilmistir. Apoptin adi verilen ilag bu amacla
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iretilmis olup, normal hiicrelere etki etmezken kanserli hiicrelerde apoptozu
tetiklemektedir (Rohn vd. 2004). Kaspaza dayali gen terapisi, AH130 karaciger
tiimorii lizerinde etoposid tedavisinin yaninda uygulanmis ve tiimorlii hiicrelerin
kiigtildiigli, bunun nedeninin ise apoptozdan kaynaklandigi gosterilmistir (Yamabe
vd. 1999).

1.4. Kanser Tedavisinde Yeni Yontemler; Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller
1.4.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, tek tek atomlardan veya molekiillerden altmikron boyutlarina
kadar degisen Olgeklerde fiziksel, kimyasal ve biyolojik sistemlerin iiretimini ve
uygulanmasin1 ve ayrica nano yapilarin daha biiylik sistemlere entegrasyonunu
kapsar (Bhushan, 2010). Nanoteknolojideki bilim ve teknoloji arastirmasi, malzeme
ve Uretim, nanoelektronik, tip ve saglik bakimi, enerji, biyoteknoloji ve bilgi
teknolojisi gibi alanlarda kullanimi1 hizla artmaktadir (Dahl vd. 2010). Nanobilim,
islenmis gida, kimya miihendisligi, hassas mekanik, optik, enerji iiretimi ve gevre
bilimleri alanlarinda genis kapsamli uygulamalar sunan, gelismekte olan cok
disiplinli bir alandir (Jopp, 2003). Ozellikle, metalik nanopargaciklar son zamanlarda
artan ilgi gérmektedir (Chen ve Tsay, 2013).

1.4.2. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller genellikle 1-100 nm araliginda partikiiller olarak adlandirilir.
Nanopartikiiller, dokme malzemenin daha biiytik partikiillerine kiyasla tamamen yeni
veya gelistirilmis 6zellikler sergilerler ve bu yeni 6zellikler, partikiillerin biytikligi,
dagilim1 ve morfolojisi gibi spesifik 6zelliklerde meydana gelen degisiklik nedeniyle
elde edilir (Knoll ve Keilmann, 1999; Wiley vd. 2007).

Genel olarak, metalik nanoparcaciklar fiziksel ve kimyasal yontemlerle
hazirlanir ve stabilize edilir (Chen vd. 2001; Frattini vd. 2005). Metalik
nanopargaciklar genellikle nanotipta yaygin olarak kullanilan altin, platin, giimiis ve
paladyum gibi kaliteli metallerden sentezlenir. Bunlar arasinda, altin nanoparcacik,
ultra-kiigiik boyut ve sekil gibi benzersiz fiziko-kimyasal 6zellikleri nedeniyle bir¢ok
uygulama alanina sahiptir (Bhattacharya ve Murkherjee, 2008;Parta vd. 2010).
Yinede bu metaller pahalidirlar, yiiksek basinca, enerjiye ve sicakliga ihtiyag
duyarlar ve nanopartikiillerin stabilizasyonu i¢in baz1 toksik kimyasallarin
kullanilmasini1 igerirler ve tibbi ve farmasdtik uygulamalarda kullanildiklarinda
olumsuz etkilere yol agarlar (Goodsell vd. 2004). Bu nedenle, nanopartikiillerin

sentezi i¢in ¢evre dostu bir siirecin gelistirilmesine artan bir ihtiyag vardir.
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Nanopartikiillerin biyolojik sentezi, uygun maliyet, giivenli olmalar1 ve
nanopartikiillerin sentezi veya stabilizasyonu icin toksik kimyasallar igermemesi
nedeniyle biiyilik ilgi gérmiistiir. Biyolojik sentez yontemleri, bakteri, mantar ve

bitkilerin kullanimini igerir (Sathishkumar vd. 2009).

Sekil 1.7. AuNP'lerin TEM goriintiileri, P. grandiflora'nin yaprak 6zii (a, b ve ¢) ve
kok 6zii (d, e ve f) kullanilarak sentezlenmistir (Ashokkumar vd. 2016).

Cogunlukla manyetik nanopargaciklar (demir oksit), altin nanopargaciklar,
glimiis nanoparcaciklar ve bakir nanoparcaciklar gibi metalik nanopargaciklar
sentezlenmistir ve spesifik gereksinimleri kargilamak i¢cin modifiye edilmistir (Mody
vd. 2010). Metal nanopartikiilleri arasinda, giimiis nanopartikiilleri ve altin
nanopartikiilleri biliyilk 6nem tagimaktadir. Bu nanopartikiillerin, enfeksiyonla
miicadele, ilag sunumu, kataliz (Huang vd. 2012), su aritma (Das vd. 2012), gevresel
atiklarin aritilmasi (Rastogi vd. 2012), gida endiistrisi (Costa vd. 2011), tekstil
endiistrisi, biyo etiketleme ve kanser tedavisi gibi ¢ok ¢esitli uygulamalari mevcuttur
(Montazer vd. 2012).

Nanopartikiiller hiicresel organellerden 10 ila 10.000 kat daha kiigiiktiir.
Yiizeydeki ve hiicrelerin icindeki biyomolekiillere uyumu, tanisal ve terapotik
uygulamalar i¢in faydalidir. Yiiksek yiizey alanlarina, iyi biyouyumluluga ve ayrica

iyi ylizey islevselligine sahiptirler (Camerin vd. 2010; Chen vd. 2008).

1.4.3. Nanopartikiillerin kanser tedavisinde kullanim
Yeni teknolojilerin gelismesiyle kanser tedavisinde nanopartikiiller 6nem
kazanmigtir. Son zamanlarda kanser nanoteknolojisi, ileri ilag dagitim sistemlerine ve

kanser hastaliginin teshisi ve tedavisinde veya hasar gormiis doku ve hiicrelerin
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onarilmasinda yeni yollara katkida bulunabilecek umut verici bir arastirma alani

olarak ortaya ¢ikmistir (Zhang vd. 2008).

Avrupa Bilim Vakfi tarafindan yapilan bir arastirmaya gore, teshis ve
terapotikler i¢in yeni nanoteknoloji temelli tibbi araglar gelistirmek biiyiik bir
yatirima ihtiya¢ duymaktadir (Wagner vd. 2006). Inorganik nanopargacik bazli
kanser terapotikleri igin gecis metallerinin kullanilmasi ilgi ¢ekici bir alandir (Farrer
vd. 2009). Kanser tedavisi i¢in de artan bir talep vardir (Unno vd. 2005).
Nanopartikiillerin in vitro sitotoksisite test prosediirleri, kiiltiir doku ve hiicrelerinin
kullanimin1 arttirmakta, laboratuvar hayvanlarinin kullanimimi ise azaltmaktadir
(Abraham vd. 2004; Byrd vd. 2000). Nanopargaciklarin nanotip igin ticarilestirilmesi
de 6nemli 6l¢iide ilerlemektedir (Webster, 2006).

Nanoteknoloji,kanser tedavisinde kullanilan ajanlarin etkilerini maksimuma
¢ikarmak ve olusan yan etkileri minimuma indirmek i¢in kullanilmaktadir (Ajnai vd.
2014). Matsumura ve Maeda tarafindan 1986’da yapilan kesiflerden biri de
nanopartikiillerintimor dokusu igine girip burada birikebildigiydi (Matsumurave
Maeda, 1986). Bu gelisme, arastirmacilart nanopartikiillerin antikanser ilaglarin

taginmasi konusunda arastirma yapmaya tesvik etmislerdir.

Saglikli dokuda, vaskiiler endotelyal tabaka yabanci molekiillerin gegisini
engelleyerek bir bariyer gorevi gormektedir. Ancak kanserlesen dokuda neovaskiiler
yap1 yiksek oranda bozulmus ve vaskiiler endotelyal tabakasi {iizerinde
genisbosluklar olugsmustur. Bu da hiicre i¢inden madde ¢ikisina ve hiicre igine
yabanci molekiillerin girisine neden olmaktadir (Ajnai vd. 2014). Normal dokunun
capryaklagik 9 nm ve 50 nm porlar1 (50 nm ¢apindaki porlarin sayist 9 nm c¢apindaki
porlardan100-1000 kat daha azdir.) olan siki duvarlara sahiptir. Ancak,
kanserlidokular, gevsek kilcal duvarlara sahiptir ve 100 nm’den kiigiik yabanci
partikiillerin gecisine izinverirler. Tiimor dokular lenf sisteminden yoksundur. Bu
nedenle, nanopartikiiller bir keretimoér dokuya niifuz ettikten sonra kolayca

¢ikarilamazlar (Tan vd. 2012)
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Konjuge altin Timdr hiicreleri

nanopartikiil

Normal doku

Sekil 1.8. Konjuge altin nanopartikiillerin diizensiz yapidaki endotelyal tabakadan
timor tabakaya gecerek burada hiicrelerde birikmektedir (Ajnai vd. 2014).
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2. KAYNAK OZETLERI

Ivan ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada glimiis nanopartikiillerin (AgNPs)
hem meme kanseri (MCF-7) hem de akciger kanseri (A549) hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkisini tespit etmislerdir. Sonuglar, bu c¢alisma sirasinda kullanilan
AgNP'lerin, her iki hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisinin oldugunu gostermistir. Bu
sitotoksik etkinin, canliligt ve proliferasyonu azalttigi, apoptoz yoluyla hiicre

olimiinii gergeklestirdigi saptanmistir (Mfouo-Tynga vd. 2014).

Cassia auriculata yapragi ekstresi kullanilarak sentezlenen altin ve giimiis
nanopartikiillerin sitotoksisitesi ve genotoksisitesi farkli kanser hiicre hatlari tizerinde
calisilmigtir. Sonug olarak, giimiis nanopartikiillerin, altin nanopartikiillere kiyasla

daha diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu tespit edilmistir (Parveen vd. 2015).

Sargassum vulgare kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiilerin, kanserli
insan miyeloblastik 16semik hiicreleri (HL60) ve rahim agzi kanseri hiicreleri (HeLa)
lizerine sitotoksisitesi Govindaraju ve arkadaslar1 tarafindan arastirllmistir. Bu
calisma sonucu, AgNP'lerin kanser hiicrelerine karsi toksisitesinin DNA hasar1 ve

apoptozis oldugu gosterilmistir (Govindaraju vd. 2015).

Cesitli bitki kaynaklarinda bulunan bir flavonol olan Kaempferol (3,5,7,4-
tetrahidroksiflavon), Bhuvanasree ve arkadaslar1 tarafindan altin nanopartikiillerinin
(k-AuNP'ler) olusumu igin kullanilmis ve bu partikiiller, antikanser ozellikleri
bakimindan degerlendirilmistir. K-AuNP'lerin varliginda, MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin canliliinda doza ve zamana bagli bir azalma oldugu gozlenmistir

(Bhuvanasree vd. 2015).

Uma Suganya ve arkadaslart Mimosa pudica nin yaprak ektresini kullanarak
altin nanopartikiilleri (AuNPs) sentezlemis ve meme kanseri hiicre hatlar1 {izerine
sitotoksik etkisini arastirmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin kanser hiicrelerinin
oldiirilmesinde etkili oldugu ¢esitli sitotoksik testler kullanilarak tespit edilmistir
(Uma Suganya vd. 2016).

Ashokkumar ve arkadaslari, Portulaca grandiflora’ nin yaprak ve godvdesini
kullanarak altin nanopartikiiller sentezlemis ve bunlarin karakterizasyonunu ve
stabilizasyonunu yapmislardir. SEM ve TEM goriintiileri, kiiresel, eskenar dortgen,

licgen, dortgen, besgen, ¢ubuk ve altigen sekilli 8 ve 72 nm boyutunda altin
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nanopartikiillerin olusumunu dogrulamislardir. Sentezlenen altin nanopartikiillerin
antiproliferatif  etkileri, C6 glioma insan kanser hiicreleri {izerinde
degerlendirilmistir. Altin nanopartikiillerin C6 glioma hiicre hatt1 {izerine ICso degeri
belirlemek i¢in 25-250 mg/mL arasindaki konsantrasyonlar uygulanmistir. ICsg
degerinin 150 mg/mL oldugu tespit edilmistir. Sonuglar, C6 glioma hiicre canliligin

% 50'ye kadar azalttigin1 gostermistir (Ashokkumar vd. 2016).

Cassia roxburghii'nin sulu yaprak ekstraktindan elde edilen altin kloriir ve
fitosentezlenmis altin nanopartikiillerin Afrika yesil maymun normal bobrek Vero
hiicre hatt1 ve HepG2, MCF-7 ve HelLa gibi ii¢ farkli kanser hiicre hatt1 tizerindeki
sitotoksik etkileri arastirilmistir. [n vitro ¢alismalarda Cassia roxburghii’dan elde
edilen AuNPs’lerin normal hiicre hatlarina sinirh sitotoksik etki gosterirken kanserli
hiicrelere gii¢lii sitotoksik etkisinin oldugu belirlenmistir (Balashanmugam ve Durai,
2016).

Sreekanth ve arkadaslar1 tarafindanSaccharina japonica oziitii kullanilarak
giimlis nanopartikiiller (AgNPs) sentezlenmis ve servikal karsinoma hiicreleri
tizerine sitotoksisiteleri incelenmistir. Biyosentezlenen AgNP'lerin kiiresel sekilli
oldugunu ve bu NP'lere maruz kalan HeLa hiicrelerinde, yuvarlama ve yapisma
kayb1 dahil olmak iizere morfolojik degisikliklere ugradigi gozlemlenmistir.
Floresans ve konfokal lazer tarama mikroskopisi kullanarak yaptiklari analizlerde,
niikleer hacimde azalma ve sitoplazma yogunlasmasi gibi karakteristik apoptotik

ozelliklerin kanserli hiicrelerde oldugu gozlemlenmistir (Sreekanth vd. 2016).

Baicalin (BC), anti-kanser ilaci olarak bircok etkisinden dolayr kanser
terapisinde kullanilmistir. Bununla birlikte, bu molekiiliin hedef hiicrelere etkili bir
sekilde verilmesi zordur. Donghyun ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklar1 ¢calismada
tiyolasyonlu beta siklodekstrin (AuNP-S-B-CD) ile konjuge edilmis altin
nanopartikiilleri (AuNPs) bir dagitim vektorii olarak kullanilmis ve MCF-7 kanser
hiicreleri tizerinde test etmislerdir. Hiicre canlilig1 testleri, hiicre sayma kiti-8 (CCK)
ve canli / Olii hiicre deneyi ile degerlendirilmistir. Inkliizyon kompleksi tarafindan
yiiklenen yaklasik 40 uM BC iceren AuNP-S-B-CD, apoptozu indiikleyerek MCF-7
hiicre 6liimiinii arttirdigi, kaspaz-3 aktivite dl¢limiiyle degerlendirilmistir (Lee vd.

2016).
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Abutilon indicum  yaprak ekstraktindan ~ Abutilon indicum  gold
nanopartikiillerini (AIGNPSs) sentezlenmis ve kolon kanseri hiicrelerinde sitotoksik
etkisi arastirilmistir. AIGNP'lerin, HT-29 kolon kanseri hiicreleri iizerine 24 ve 48
saat sonra 1ICso degerleri sirastyla 210 ve 180 g/mL olarak hesaplanmstir.
AIGNP'lerin gozlenen sitotoksisitesinin mekanizmasi, artan reaktif oksijen tiirleri
seviyeleri ve hiicresel antioksidanlarda eszamanli azalma ile agiklanmistir. Ayrica,
mitokondriyal membran potansiyel kaybina, DNA hasarma ve G1/S faz hiicre

dongiisii durmasina neden olmus olabilecegi diistintilmistiir (Mata vd. 2016).

Sandhanasamy ve arkadaglari tarafindan Pimpinella anisum ¢ekirdegi ekstresi
kullanilarak giimiis nanopartikiillerin (AgNP'ler) sentezini ve kolorektal kanser
(CRC) hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksisiteleri degerlendirilmistir. AgNP'ler,
kolorektal adenokarsinomlu (CRC) hiicrelerinde yiiksek sitotoksisite gostermistir.
Arastirmacilar segici olarak proliferasyonun baskilanmasi, G2/M fazinda hiicre
dongiisii durmasi ve apoptozun indiiklenmesi yoluyla kanser hiicrelerini 6ldiirdiiglinii

tespit etmislerdir (Devanesan vd. 2017).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamlanilan Hiicre Hatlar1 Ve Nanopartikiiller

Bu c¢alismada, akciger kanseri (A549), kolon kanseri (HCT-116), karaciger
kanseri (Hep3B) kronik myeloid 16semi (K562) hiicreleri ve saglikli hiicre hatt1 olan
akciger epitel hiicreleri (BEAS2B) kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu
(FBS) ve %] oraninda penisilin ve streptomisin iceren RPMI ve DMEM ortaminda
%5’lik CO2 iceren nemli atmosferde, 37°C’de inkiibe edilerek ¢ogaltilmis ve
devamliligi saglanmistir. Hiicrelerin hem yapilacak deneyler i¢cin gerekli sayiya
ulagsmast i¢in hemde devamliliginin saglanmasi i¢in uygun zaman araliklarinda

pasajlama islemi yapilmstir.

Kurulacak deney icin yeterli sayida hiicre elde edildiginde, hiicreler toplanip
santrifiij edilmis ve silipernatan atilarak peletin iizerine 10 mL taze besiyeri
eklenmistir. Sonrasinda uygulanacak analize gore se¢ilmis platelere uygun sayida
hiicreler eklenerek ayni kosullarda 24 saat inkiibe edilerek hiicrelerin platelere
yapismasi saglanmistir. Hiicreler platelere yapistiktan sonra, kronik myeloid 16semi
hiicreleri ise platelere eklendigi giin sentezi yapilan nanopartikiillerle muamele
edilmistir.

Bu c¢alismada TUBITAK tarafindan desteklenen 1167336 nolu proje
kapsaminda iiretilmis olan altin nanopartikiiller (AuNPs) ve glimiis nanopartikiiller

(AgNPs) kullanilmustr.

3.2. Hiicre Cézme Ve Dondurma

Hiicreler, -80 °C’den c¢ikartilip 37°C’ye ayarlanan su banyosunda hizla
cozdiirilmistiir. Cozdiiriilen hiicreler besiyeri ile diltie edilip 1000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Ardindan siipernant atilip pellet steril flask igerisinde taze besiyeri ile

siispanse edilerek 37°C’de %5°lik CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Hiicreler pasajlanirken, bir kisim hiicrelerin canlili@i devam ettirilirken bir
kismi ileriki calismalarda kullanilmak iizere dondurularak saklanmustir. inkiibe
edilen hiicreler dondurulma islemi i¢in toplanip santrifuj edilmistir. Bu asamadan
sonra siipernatant atilip iizerine hiicre dondurma soliisyonu (FBS %90, DMSO
(Dimetilsiilfoksit) %10)ilave edilmistir. Hiicre dondurma soliisyonu pellet miktarina

bagl olarak hazirlanmistir. Yaklasik olarak her krio tiipte 5 x 10® — 2 x 107 hiicre/mL
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olacak sekilde ayarlanmistir. Bu karisimdan 1°er mL alinip, krio tiiplere aktarilmis ve

-80 °C’de saklanmistir (Murugaraj vd. 2013).

3.3. Hiicre Pasajlama

Pasajlama igin gerekli olan besiyeri ve tripsin 37 °C’ye ayarli su banyosuna
alimmustir. Inkiibatorden ¢ikartilan hiicreler laminar kabin igerisine almip flask
igerisindekibesiyeri atik kabina atilmis ve tripsin eklenmistir. Tripsin yardimiyla
kaldirilip toplanan hiicreler santrifiij edilmis ve silipernatant atilarak {izerine taze
besiyeri eklenmistir. Bu islemden sonra hiicreler tekrar 37 °C’de %5°lik CO2’li

inkiibatorde inkiibe edilmistir (Murugaraj vd. 2013).

3.4. Optimizasyon Calismalari

Sentezi yapilan nanopartikiiller, kanser hiicreleri ile farkli konsantrasyonlarda
muamele edilerek (5-300 ug/mL) komplekslerin konsantrasyon optimizasyonu
yaptlmistir. Optimum maruz kalma siiresinin belirlenmesi i¢in, yapilacak olan
caligmalarda nanopartikiiller ile hiicreler farkli stirelerde (24, 48 ve 72 saat)
muamele edilmistir. Ayn1 deneyler akciger kanserinin ticari ilac1 olan cisplatin,
l6seminin ticari ilac1 olan imatinib ve saglikli hiicre hatti ile de tekrar edilmistir.
MTT ve tripan mavisi analizleri yapilarak kanser hiicreleri iizerinde;
nanopartikiillerin, cisplatinin ve imatinibin optimum konsantrasyon ve maruz kalma

stiresi belirlenmistir.

3.5. Hiicre Sayimi

Hiicre kiiltiirii calismalar1 belirli bir hiicre sayisiyla baslatildig: i¢in deney
kurulmadan 6nce total canli hiicre sayis1 yaklasik olarak hesaplanmalidir. Bu islem
igin tripan mavisi boyasi ve hemositometre kullanilmigtir. Hemositometre, temelde
lam iizerinde ¢izgi ile isaretlenmis 1 mm karelerden ve onlarin igendeki daha kiigiik
karelerden olusmaktadir. Hiicre soliisyonlar1 bu karelerin tizerini kapladiginda 11k
mikroskobu yardimiyla gézlemlenebilir ve sayilabilir. Bu sayimdan siispansiyondaki
hiicre sayisinin mililitredeki karsiligi hesaplanabilir. Hesaplama igin kare basina
ortalama hiicre sayis1 x diliisyon faktorii x 10* formiilii kullanilmistir(Prof. Dr.

Velittin Giirgiin, 1990).

3.6. Tripan Mavisi Testi
Tripan mavisi boyasi gecirgenligi bozulan hiicre membranindan gegerek

hiicrenin mavi renge boyanmasini saglamaktadir. Canli hiicrelerin  membran
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gecirgenligi bozulmadigi icin yuvarlak, parlak ve renksiz olurken 6l hiicreler koyu
mavi renge boyanmis ve sismis halde gozenirler. Hemositometri kullanilarak

boyanan ve boyanmayan hiicreler kolaylikla sayilabilir.

Sentezlenen nanopartikiiller ile muamele edilen hiicreler 6 kuyucuklu plate
zemininden toplanarak tiiplere alinmistir. Santriflij edildikten sonra supernatant
atilarak tizerine 100 uL PBS ve 5 uLtripan mavisi boyasi eklenmistir. Boyanin 6lii
hiicreleri boyamasi i¢in 5 dk bekledikten sonra hemositometre ile sayimi yapilmistir
(Apohan vd. 2017).

3.7. MTT testi

MTT testiyle, hiicre soliisyonundaki canli hiicre sayis1 kolorimetrik yontem
kullanilarak kantitatif olarak hesaplanmaktadir. Bu teknik saglam mitokondrinin
aktivitesi  sonucu,  tetrazolium  halkasimin  indirgenmesiyle  formazan
kristallerininolusmasi1  prensibine dayanmaktadir (Berridge MV,1993). MTT
uygulamas1 gercgeklestirildikten sonra ornekler ELISA okuyucu tarafindan analiz
edilerek meydana gelen renk degisimine gore c¢ogalan hiicre oranlar
belirlenmektedir. Tripan mavisi testi yapilan nanopartikiiller arasindan sitotoksik
etkisi goriilenlere ve sitotoksik etki gosterdigi hiicre hatlarina MTT testi yapilmustir.
Hiicreler 37 °C’de inkiibe edilip cogaltildiktan sonra MTT testi i¢in flask igerisinden
tripsin yardimiyla toplanmis ve hemositometrede sayimi yapilmistir. Sayimi yapilan
hiicreler, 96 kuyucuklu plate igerisine, her bir kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde
hesaplanmis ve hazirlanan hiicre soliisyonundan bu kuyucuklara 100’er pL ekim
yapilmistir. Ardindan 37 °C’de inkiibatére alimmustir. Her bir madde icin 3 plate (24,
48 ve 72 saat) hazirlanmistir. Hazirlanan platelere 24. saatin sonunda MTT
soliisyonundan her kuyucuga 20 pL eklenmis ve 2-4 saat aras1 37 °C’de inkiibatorde
aliminyum folyoya sarilarak bekletilmistir (bu islem karanlik ortamda yapildy).
Inkiibatorden cikartilan plate igerisindeki soliisyon dékiilerek iizerine 100 pL. DMSO
eklenmis ve sollisyon tamamen homojen hale gelene kadar yaklasik 15 dk
calkalanmistir. Ardindan 570 nm dalga boyunda spektrometrede absorbans Ol¢limii
yapilmistir. Bu islem sirasiyla 48. ve 72. saat icinde tekrarlanmis ve Olgiimleri
yapilmistir. Okunan absorbans degerleri 100°liik degerlere ¢evrilmis ve canliligin

%350’nin altina distiigii nokta ICso degeri olarak hesaplanmistir (Apohan vd. 2017).
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3.8. Kaspaz-3 ve Total Protein Analizi I¢in Orneklerin Hazirlanmasi
Sentezlenen altin ve glimilis nanopartikiiller, 6 kuyucuklu platelere ekimi
yapilan akciger kanseri (A549), kolon kanseri (HCT-116), karaciger kanseri (Hep3B)
kronik myeloid 16semi (K562) hiicreleri ve saglikli hiicre hatti olan akciger epitel
hiicreleri (BEAS2B) {izerine uygulandiktan sonra, 48. saatte tripsin yardimiyla
kuyucuklardan hiicreler toplanmistir. Kullanilan kite ait liziz tamponu ile hiicreler
liziz edilmistir. Liziz islemi i¢in hiicrelerin toplandigi tiiplere 50 pL liziz buffer
eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Bu islemden sonra 10 dk buz iizerinde bekletilmistir.
Liziz islemi tamamlanan tiipler, 4 °C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijde 10000

rpm’de 1 dk santrifiij edilmis slipernatant Slgiimler i¢in baska tiiplere aktarilmistir.

3.8.1. Total Protein Miktarinin Belirlenmesi

Santrifiij sonrasi1 alinan siipernatanta bradford yontemiyle total protein analizi
yapilmistir. Total protein icin her ornekten 5 pL alinip 96 kuyucuklu plate
konulmustur. Uzerine 250 pL bradford soliisyonu ilave edilmis ve 20 dk sonra 595
nm dalga boyunda spektrometrede absorbansi oOlgiilmiistiir. Absorbansi Ol¢iilen

orneklerin absorbans degerleri pg/mL olarak hesaplanmistir (Bradford, 1976).

3.8.2. Kaspaz-3 Analizi

Liziz edilen 6rneklerden 96 kuyucuklu platelere 50’ser pL aktarilmis tizerine
50 pL 2x reaksiyon tamponu ilave edilmistir. Ardindan karanlik ortamda her
kuyucuga 5 pL kaspaz-3 substrati eklenmis ve 37 °C’de 2 saat bekletilmistir. Bu
stirenin sonunda platenin 405 nm dalga boyunda spektrometrede absorbansi

Olgtilmiistiir.

Kaspaz-3 protein analizi i¢in Biovision marka kaspaz-3 kolorimetrik analiz kiti

kullanilmastr.

Orneklerin, hesaplanan total protein miktar1 igindeki kaspaz-3 miktari, yiizdelik

(%) olarak belirtilmis ve grafikler bu sonuglara gore ¢izilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

TUBITAK tarafindan desteklenen 116Z336 nolu proje kapsaminda iiretilmis
olanAuNP ve AgNP’lerin sitotoksik etkileri A549, HCT-116, Hep3B,K562 hiicreleri
ve BEAS2Biizerindetripan mavisi ve MTT testleri yapilarak degerlendirilmistir.

4.1. AgNP’lerinHiicre Hatlar1 Uzerine Sitotoksik Etkisi

B. adusta filtratindan elde edilen ortalama39 nm boyutundaki AgNP’lerin,
farkli konsantrasyonlari ( 10-300 pg/mL)A549, HCT-116, Hep3B,K562 hiicreleri ve
BEAS2Biizerine uygulanmis vetripan mavisi testleri yapilmistir. 24 saat sonra hiicre
saymm yontemiyle canli ve 6lii hiicre sayis1 belirlenmistir. A549 ve BEAS2B hiicre
hatlarina 24 saatin sonunda, 100 pg/mL konsantrasyonun altinda toksik etki
gosterdigi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2), diger hiicre hatlar1 iizerinde ise 50 pg/mL
konsantrasyonun altinda toksik etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.3 - 4.5). Bu
nedenle MTT testi i¢in 100 pg/mL konsantrasyonun altinda c¢aligma yapilmistir.
Gimiis nanopartikiillerin meme kanseri hiicre hatt1 (MCF-7) iizerine etkisinin test
edildigi bir calismada, 24 saatin sonunda hiicre canliligin1 %50 nin altina diistirdiigi

rapor edilmistir (Seyed vd., 2016).
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Sekil 4.1. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin A549 hiicreleriiizerine
sitotoksik etkisi.

27



200 -
Bl cani

Ol

4

[Eny

ol

o
1

100 A

Hiicre Sayisi x 10

[¢)]
o
1

T
L)
\ Q Q Q Q Q
o
R & v 2 O ,1/0 0O
)

N

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.2. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin BEAS2B
hiicreleritizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.3. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin HCT-116
hiicreleriiizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.4. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin Hep3B
hiicreleriiizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.5. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin K562 hiicreleriiizerine
sitotoksik etkisi

4.2. AgNP’lerinHiicre Hatlar1 Uzerine ICso Degerleri
Tripan mavisi testi uygulamasindan sonra AgNP’lerin bes hiicre hatt1 {izerine
farkli konsantrasyonlarda (5-100 pg/mL) olacak sekilde 24, 48, ve 72., saatlerde

muamele edilmis ve ICsg degerleri MTT testi ile belirlenmistir.
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AgNP’lerin A549, HCT-116 ve Hep3B hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkisi
BEAS2B ile karsilastirildiginda, AgNP’lerin BEAS2B hiicre hattina sitotoksik
etkisinin daha fazla oldugu Sekil 4.6 - 4.9°dan gosterilmistir. Ayrica bu hiicre hatlari
icerisinde en disik I1Csp degerleri BEAS2B hiicre hattinda hesaplanmistir
(Cizelge4.1) Ancak K562 hiicre hatti iizerine AgNP’lerin sitotoksik etkisinin,
BEAS2B hiicre hattindan daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10 ve Cizelge4.1).
K562 hiicre hatt1 tizerine imatinibin etkisi baz alindiginda, AgNP’lerin sitotoksik
etkisinin imatinibten daha az oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.3).Bu sonuglar
cisplatin ile karsilastirildiginda, cisplatininin A549, BEAS2B,Hep3B ve HCT116

hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin daha gii¢lii oldugu goriilmistiir (Tablo 2).

AgNP’lerin epitel adenokarsinomu (HeLa) hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik
etkisinin arastirildigi  bir ¢alismada, hiicre proliferasyonunun AgNP’ler ile
durduruldugu belirtilmistir. Ayrica farkli konsantrasyonlarda (0,001-0,32 mg/mL)
uygulanan AgNP’lerin, 24 saat maruz kalma sonunda 0,04-0,08 mg/mL
konsantrasyonda HeLa hiicre hatti iizerine toksik etkisinin oldugu rapor edilmistir
(Sreekanth vd., 2016). Bu sonuglar, bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglari
desteklemektedir.

150+
= 24.saat
==+ 48.saat
- 72.saat
< 100+
X
=
(1}
O 504
0 1 L] I I L] ]
A
© ©° N oD S S
X Y
o(\
&

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.6. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin A549 hiicreleri {izerine
ICs0 degerleri.
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Sekil 4.7. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin BEAS2B hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.8. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin HCT-116 hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.9. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin Hep3B hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.10. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AgNP’lerin K562 hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Cizelge 4.1. B. adusta filtratindan elde edilen AgNP'lerin ICso degerleri (ng/mL)

BAaédl\llj ;ta 24. saat 48. saat 72. saat
A549 79,76 96,87 >100

BEAS2B 26,10 20,93 25,90

HCT-116 65,49 72,59 26,11
Hep3B 33,10 31,25 18,26
K562 8,52 9,12 7,78

Cizelge 4.2. Cisplatinin I1Cso degerleri (ug/mL)

24. Saat 48. Saat 72. Saat
A549 23,55 6,48 6,75
BEAS-2B 4,72 2,79 2,75
HCT-116 3,52 2,53 2,45
Hep3B 35,19 5,65 7,16

Cizelge 4.3. Imatinibin K562 hiicreleri iizerine ICso degerleri (ug/mL)

24. saat 48. saat 72. saat
K562 4,30 4,28 3,33

4.3. AuNP’lerin Hiicre Hatlar1 Uzerine Sitotoksik Etkisi

B. adusta filtrat1 ve oziiti Kkullanilarak sentezlenen AuNP’lerin farkli
konsantrasyonlart (10-300 pg/mL) A549, BEAS2B, HCT-116, Hep3B ve K562
hiicre hatlar1 iizerine uygulanmig ve hiicre canliligi tripan mavisi analizi ile test

edilmistir.

Filtrat ile sentezlenmis ortalama 25 nm boyutundaki AuNP’ler, A549 hiicre
hattinin canliligm1 50-100 pg/mL araliindaki konsantrasyonda 9%50’nin altina
diisiirmiistiir (Sekil 4.11). BEAS2B,HCT-116 ve Hep3B hiicre hatlarinin canliligi,
10-50 pg/mL araligindaki konsantrasyonda %50’nin altina dismiistiir (Sekil 4.12,
4.14). K562 hiicre hattinin canliligi ise, 10 pg/mL konsantrasyonun altinda %50°nin
altina diismiistiir (Sekil 4.15). Bu sonuglar, filtrattan elde edilen AuNP’lerin A549
hiicre hattina sitotoksik etkisinin diger hiicre hatlarina gore daha diisiik oldugunu, en
yiiksek sitotoksik etkisinin ise K562 hiicre hatt1 {izerinde oldugunu gostermistir.

AuNP’lerin meme kanseri hiicre hatt1 tizerine sitotoksik etkisinin olduguyapilan bir
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calismada rapor edilmistir(Uma Suganya, 2016). Elde edilen sonuglar literatiir ile

benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.11.B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin A549 hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.12. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin BEAS2B hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.13. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin HCT-116 hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.14. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin Hep3B hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.15. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin K562 hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi.

B. adustaoziiti kullanilarak sentezlenen ortalama 20 nm boyutundaki
AuNP’ler, A549, BEAS2B, HCT-116 ve Hep3B hiicre hatlarina 50 pg/mL
tizerindeki konsantrasyonlarda (Sekil 4.16-4.19), K562 hiicre hattina ise bu
konsantrasyonun altinda sitotoksik etki gostermistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.16. B. adusta 6ziitii ile elde edilen (pH 12) AuNP’lerin A549 hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.17. B. adusta o6ziitii ileelde edilen (pH 12) AuNP’lerin BEAS2B hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.18. B. adusta 6ziitii ileelde edilen (pH 12) AuNP’lerin HCT-116 hiicreleri
izerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.19. B. adusta 6ziitii ileelde edilen (pH 12) AuNP’lerin Hep3B hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.20. B. adusta 6ziitii ileelde edilen (pH 12) AuNP’lerin K562 hiicreleri tizerine
sitotoksik etkisi.

4.4. AuNP’lerin Hiicre Hatlar1 Uzerine 1Cso Degerleri

Tripan mavisi sonuglari temel alinarak MTT testleri yapilmis ve 24, 48 ve 72.
saatin sonunda sitotoksik etkiler 1Cso degerleri hesaplanarak saptanmustir.

ICso degerleri (Cizelge 4.4) baz alindiginda, filtrat kullanilarak iiretilmis
AuNP’lerin A549 hiicre hattina olan sitotoksik etkisinin diger hiicre hatlarina gore
daha diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21). Filtrat kullanilarak iiretilen
AuNP’lerin cisplatin ile sitotoksik etkisi karsilastirildiginda (Cizelge4.2) AuNP’lerin

38



daha diisiiksitotoksik etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica AuNP’lerin A549
hiicre hatt1 tlizerine ICso degerlerinin, cisplatinin ICso degerlerinden ¢ok yiiksek
oldugu belirlenmistir. Filtrat ile iiretilen AUNP’lerin, BEAS2B, HCT-116, Hep3B ve
K562 hiicre hatlan {izerine sitotoksik etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.22-4.25). AuNP’lerin bu hiicre hatlar1 {izerine olan sitotoksik etkisi
cisplatinle karsilastirildiginda  birbirine yakin degerler oldugu gorilmiistiir
(Cizelge4.2 ve Cizelge4.4). Ayrica, AuNP’lerin etkisi, imatinib ile karsilastirildiginda
birbirlerine yakin degerlere sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge4.3).

Yapilan bir ¢alismada AuNP’lerin kolon kanseri hiicreleri lizerine sitotoksik
etki yaptigi rapor edilmistir. 24 ve 48 saat maruz kalma sonunda ICsg degerlerinin
sirastyla 210 ve 180 pg/mL oldugu bildirilmistir (Mata vd., 2016). Bu degerler goz
Oniline alindiginda, yaptigimiz calismada daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik

etki goriilmiis ve daha diisiik ICsp degerleri belirlenmistir.
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Sekil 4.21. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin A549 hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.22. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin BEAS2B hiicreleri

tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.23. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin HCT-116 hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.24. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin Hep3B hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.25. B. adusta filtratiyla elde edilen (pH 12) AuNP’lerin K562 hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Cizelge 4.4. B. adusta filtratindan elde edilen AuNP'lerin ICso degerleri (ng/mL )

BAidlt:;ta 24. saat 48. saat 72. saat
A549 101,74 117,60 115,17

BEAS2B 12,16 6,87 6,20

HCT-116 8,76 8,23 8,68
Hep3B 27,66 6,78 18,70
K562 27,15 14,38 6,76

Yaptigimiz ¢alismadaB. adusta oziitii kullanilarak sentezlenen AuNP’lerin
muamelesi sonrasi MTT analizleri yapilmis (Sekil 4.26-4.30) ve ICso degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Sonuclar, 6ziit kullanilarak sentezlenen AuNP’lerin
filtrat kullanilip elde edilenlere gére daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugunu

gostermistir.

MTT testi sonucunda hesaplanan ICso degerleri, AuNP’lerin, A549 disindaki
diger hiicre hatlar1 lizerine yliksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu
sonuglar, cisplatin ile karsilastirildiginda ise cisplatinin daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Bununla birlikte, AuNP’lerin ICso degerleri ile cisplatinin

ICso degerleri birbirine yakindir (Cizelge4.2-Cizelge 4.5).

K562 hiicre hatti igin hesaplanan ICsp degerleri imatinib ile
karsilastirildiginda ise birbirine ¢ok yakin degerler oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar,
AuNP’lerin karaciger kanseri (HepG2) hiicre hatti lizerine sitotoksik etkisinin
arastirildigr ¢alismada elde edilen sonuglar uyum igerisindedir (Balashanmugam ve
Durai, 2016).
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Sekil 4.26. B. adusta 6ziitii ile elde edilen (pH 12) AuNP’lerin A549 hiicreleri
tizerine 1Csp degerleri.
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Sekil 4.27. B. adusta oziitiiileelde edilen (pH 12) AuNP’lerin BEAS2B hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.28. B. adusta oziitiiileelde edilen (pH 12) AuNP’lerin HCT-116 hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.29. B. adusta oziitiiile elde edilen (pH 12) AuNP’lerin Hep3B hiicreleri
tizerine 1Cso degerleri.
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Sekil 4.30. B. adusta oziitiiileelde edilen (pH 12) AuNP’lerin K562 hiicreleri tizerine
ICs0 degerleri.

Cizelge 4.5. B. adusta oziitii ile elde edilen AuNP'lerin ICso degerleri (ng/mL)

B. adusta

AUNP 24. saat 48. saat 72. saat

A549 57,12 22,04 29,15
BEAS2B 27,02 7,47 6,94
HCT-116 116,73 171,74 154,41
Hep3B 15,25 6,72 5,66

K562 9,72 5,62 5,55

4.5. Altin ve Giimiis Nanopartikiillerin Kaspaz-3 Aktivitesine Etkisi

B. adusta filtrat1 kullanilarak sentezlenen AgNP’ler ve AuNP’lerin, fakli
hiicre hatlarima farkli konsantrasyonda uygulanmasi ile hiicrelerdeki kaspaz-3
aktivitesindeki degisim Olclilmiistiir. Buna bagli olarak kaspaz-3 spesifik aktivitesi
sonuglar1 Sekil 4.31-4.39’dagosterilmistir.  AgNP  ve AuNP’lerin tim hiicre

hatlarinda kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole kiyasla arttirdigi gézlenmistir.

4.5.1. AuNP’lerin kaspaz-3 aktivitesine etkisi

Yaptigimiz caligmada, B. adustafiltrati kullanilarak elde edilen AuNP’lerin
uygulamasi sonucu A549, HCT-116, Hep3B, K562 ve BEAS2B iizerine kaspaz-3

spesifik aktivitesi 6l¢ilmiistiir.
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AuUNP uygulanan A549 hiicre hatti lizerine kaspaz-3 aktivitesi, ilk iki
konsantrasyonda kontrole gore daha yiiksektir. Son konsantrasyonda ise ilk
ikikonsantrasyona gore daha diisiik bir artis olugu goézlenmistir (Sekil 4.31).
BEAS2B hiicre hattinda ise kontrol ile Kkarsilastirildiginda kontrole yakin
degerlergozlenmistir (Sekil 4.32). Bu durum AuNP’lerin A549 hiicreleri {izerine
sitotoksik etkisinin BEAS2B hiicrelerine kiyasla daha fazla oldugunu gostermektedir.
HCT-116 hiicre hatt1 hiicrelerinin kaspaz-3 aktivitesi, kontrolle karsilastirildiginda
son iki konsantrasyonda artis gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.33). Hep3B ve K562
hiicre hatlarinda da uygulanan AuNP’lerin konsantrasyonuna bagli olarak kaspaz-3

aktivitesinde artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.34-4.35).

AuNP’lerin kolorektal adenokarsinoma (HT-29) hiicre hatti {izerine sitotoksik
etkisinin aragtirildigi bir ¢alismada, AuNP’lerin konsantrasyonuna (180-720 pg/mL)
bagl olarak 48. saatin sonunda kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitesinde artis
oldugu bildirilmis ve kaspaz-3 proteininin konsantrasyona bagli olarak artis

gostertigi western blot analizi ile de desteklenmistir (Mata ve Rani, 2016).
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Sekil 4.31. B. adusta filtrat1 ile sentezlenmis AuNP’lerle muamele edilmis A549
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.
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Sekil 4.32. B. adusta filtrati ile sentezlenmis AuNP’lerle muamele edilmis BEAS2B
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.
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Sekil 4.33. B. adusta filtrat1 ile sentezlenmis AuNP’lerle muamele edilmis HCT-116
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.
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Sekil 4.34. B. adusta filtrat1 ile sentezlenmis AuNP’lerle muamele edilmis Hep3B
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.
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Sekil 4.35. B. adusta filtrat1 ile sentezlenmis AuNP’lerle muamele edilmis K562
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.

4.5.2. AgNP’lerin kaspaz-3 aktivitesine etkisi
B. adusta filtrat1 kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin uygulamasi sonrasinda
yapilan MTT analizi sonucunda hesaplanan ICso degerleri (Cizelge 4.1) dikkate

alinarak, kaspaz-3 analizi i¢in kullanilacak konsantrasyon araligi belirlenmistir.
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AgNP’ye maruz birakilan BEAS2B hiicre hattinda ICsp degerleri, A549 hiicre
hattinin  ICso degerleri ile karsilastirildigi zaman, AgNP’lerin BEAS2B hiicre hatti
lizerine daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gozlenmektedir. Bu durumu yapilan
kaspaz-3 spesifik aktivite analizi desteklemektedir. AgNP’lerin  uygulandigi
BEAS2B hiicre hattinda kaspaz-3 spesifik aktivitesi A549 hiicre hattina kiyasla daha
fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.36-4.37).

AgNP’lerin ugulandigi BEAS2B hiicre lizerine kaspaz-3 aktivitesi, diger
hiicre hatlarinin kaspaz-3 aktivitesi ile karsilastirildiginda en fazla artisin BEAS2B
hiicre hatt1 lizerine oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.37). Bu durum AgNP’lerin kanserli
hiicre hatlar {izerinde sitotksik aktiviteye sahip olmasina karsin saglikl hiicrede daha

fazla sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Yaptigimiz c¢alismada, AgNP’lerin BEAS2B, HCT-116, Hep3B ve K562
hiicre hatlarinda kaspaz-3 aktivitesini arttirdigi goriilmistiir. AQNP uygulanan HCT-
116 hiicre hattinda kaspaz-3 aktivitesi, kontrol ile karsilastirildiginda ilk iki
konsantrasyonda kontrole yakin degerlerde oldugu, son konsantrasyonda ise kontrole
gore artis gosterdigi goriilmistiir (Sekil 4.38). AgNP’lerin uygulandigi Hep3B hiicre
hattinda kaspaz-3 aktivitesi, kontrol ile karsilastirildiginda son iki konsantirasyonda
artis gostermistir (Sekil 4.39). Benzer sekilde K562 hiicre hatti lizerine uygulanan
AgNP’lerin, kontrol ile karsilastirildiginda kontrole yakin degerlerde olsa da kaspaz-
3 aktivitesinde artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.40).

AgNP’lerin 3,23 mg/mL konsantrasyonda hem MCF-7 hem de A549 hiicre
hatt1 lizerine sitotoksik etki yaptig1 ve MCF-7 hiicre hatti tizerine A549 hiicre hattina
gore daha fazla sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. (Elhussein vd. 2014).Elde
edilen sonuglar, AgNP’lerin meme kanseri (MCF-7) ve akciger epitel hiicreleri

(A549) iizerine sitotoksik etkisinin arastirildigi calisma ile benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.36. B. adusta filtrati ile sentezlenmis AgNP’lerle muamele edilmis A549
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.
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Sekil 4.37. B. adusta filtrat1 ile sentezlenmis AgNP’lerle muamele edilmis BEAS2B
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.
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Sekil 4.38. B. adusta filtrat1 ile sentezlenmis AgNP’lerle muamele edilmis HCT-116
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.

2001

1504

Kaspaz 3 aktivitesi (%)

AgNP Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.39. B. adusta filtrat1 ile sentezlenmis AgNP’lerle muamele edilmis Hep3B
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.
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Sekil 4.40. B. adusta filtrati ile sentezlenmis AgNP’lerle muamele edilmis K562
hiicrelerinde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda B. adusta filtrat ve 6ziti kullanilarak sentezlenmis
AgNP ve AuNP’lerin sitotoksik etkisi ¢alisilmistir. B. adusta filtrati ve oziiti
kullanilarak sentezlenen AgNP ve AuNP’lerin kanserli hiicre hatlar1 {iizerine
sitotoksik etkisinin oldugu ancak bu sitotoksik etkinin saglikli hiicre hattina daha
fazla oldugu goézlenmistir. Buna ek olarak, AgNP ve AuNP’lerin ICso degerleri ile
cisplatinin ve imatinibin 1Cso degerleri karsilastirildiginda, AgNP ve AuNP’lerin ICsg
degerlerinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Filtrat kullanilarak elde edilen AuNP’lerin A549 hiicre hattina sitotoksik
etkisinin oziitten elde edilen AuNP’lerin sitotoksik etkisinden daha fazla oldugu,
HCT-116 hiicre hattina ise oziitten elde edilen AuNP’lerin sitotoksik etkisin filtrat
kullanilarak elde edilen AuNP’lerin sitotoksik etkisindendaha fazla oldugu
gozlenmistir. Bununla birlikte diger hiicre hatlarina olan sitotoksik etkileri ise
birbirlerine yakin degerlere sahip oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.4-4.5).

Calismada, AgNP ve AuNP’lerin kanserli hiicre hatlar1 iizerinde kaspaz-3
aktivitesi lizerine etkisi de arastirilmistir. Kontrolle karsilastirildiginda uygulanan
konsantrasyon arttik¢a kaspaz-3 aktivitesinde de artis gézlenmistir. Bu durum, AgNP
ve AuNP’lerin kanserli hiicrelerde apoptozu indiikledigini gostermektedir.

Sonug olarak; sentezlenen AgNP ve AuNP’lerin sitotoksik etkisinin oldugu,
kanserli hiicrelerin proliferasyonunu durdurdugu gézlenmistir. AgNP ve AuNP’lerin
uygulama konsantrasyonlar1 cisplatin ve imatinibten daha yiiksektir. Bu nedenle

AgNP ve AuNP’ler lizerinde daha detayli ¢aligsmalar yapilmasi uygun olacaktir.
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