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OZET
TOPCU EA. Meme Kanseri Hiicre Hattmda Tastyict Gilimiis Nanopartikill Bagh
Resveratroliin  Etkisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Tip Programu. Yiiksek Lisans Tez. Istanbul 2021.

Dogal bir fitoaleksin olan resveratrolin toksik etkisi bulunmayan giimils nanopartikiile
baglanmas1 sonucu etkileri hiicre hatlar1 iizerinde XTT yontemi ie ICso degerleri
hesaplanarak degerlendirildi. Kanser hiicre hatti olarak Mda-Mb-231 ve Mcf-7 hatlar
kullanilir iken kontrol grubu olarak ise saglkli Mcf-10A hiicre hattt kullanild1.

FTIR ve Uv-Vis analizi ile resveratrolin giimiis nanopartkiile baglanmas1 kontrol
edildi. Zeta Sizer Olgimii ile yiizey potansiyelindeki farkhliklar oSlgiildii. Resveratrol ve
glimiis nanopartikiiliin baglandig1 ortaya kondu.

ICsp degerleri sonucu Mda-Mb-231 hiicre hattmn duyarl oldugu sonucuna varidi ve bu
hiicre hattti flow sitometri ile incelendi. Flow sitometri sonucu Mda-Mb-231 hiicre
hattmda canlhk azahs1 ve erken apoptotik, gec apoptotik ve nekroz degerlerinde artis
gozlemlendi.

Resveratrol tek basma hiicre siklusunu GO/G1 evresinde durdurur iken glimiig

nanopartikiil ile birlikte kullanildiginda hiicre siklusunu S evresinde durdurdu.

Sonu¢ olarak, resveratrol ve giimiiy nanopartikiiin baglanabildigi tespit edildi
Resveratrol ve glimiis nanopartikiilin birlikte kullanmm sonucu kanser hiicresi lizerinde
sitotoksisite  gosterdigi, hiicre siklusunu durdurdugu ve apoptozu arttrmasi sebebiyle

tedavide kullanilabilecegi dustiniildii.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, resveratrol, giimiis nanopartikiili, Mda-Mb-231,
Mct-7

Bu cabsma, “Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi” tarafindan
desteklenmistir. Proje No:



Xi

ABSTRACT
TOPCU EA. Investigation of effect of resveratrol binded to carrier silver nanoparticles
in breast cell line. Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine
Programme. Master Thesis. Istanbul. 2021.

The effects of resveratrol, a natural phytoalexin, as a result of binding to the non-toxic
silver nanoparticles, were evaluated on cell lines by calculating the ICso values using the
XTT method. Mda-Mb-231 and Mcf-7 lines were used as a cancer cell lines, while Mcf-
10 healthy cell line was used as the control group.

As a result of IC50 values, it was concluded that the Mda-Mb-231 cell line was
sensitive and this cell line was examined by flow cytometry. As a result of flow
cytometry, a decrease in viabilty was observed in the Mda-Mb-231 cell line and

increase in early apoptotic, late apoptotic and necros values was observed.

When used alone resveratrol arrests the cell cycle in the GO/G1 phase. If resveratrol and

silver nanoparticles are use together, the cell cycle arrested at the S phase.

As a result our present, it was determined that resveratrol and silver nanoparticles could
be bound. A cytotoxic effect is observed on the cancer cell as a result of the
combination of resveratrol and silver nanoparticles. Resveratrol and silver nanoparticles
stop the cell cycle and increase apoptosis, so it was thought that it could be used in

treatment.

“Key words™ Breast cancer, resveratrol, silver nanoparticle, Mda-Mb-231, Mcf-7

The present work was supported by the “Research Fund of Istanbul University”. Project
No:



GIRIS VE AMAC

Resveratrol (trans-3, 5, 4’-trihydroxystibene) siyah {iziim basta olarak c¢ok
sayida bitki tarafindan kuraklk, soguk hava, stres, yaralanma, ultraviyole ismlari (UV)
ve mantar enfeksiyonlarma karsi {iretilen flavanoid olmayan polifenolik dogal bir
fitoaleksindir  (1). Resveratrolim anti-kanser aktivitesi kanser hiicrelerinin  hiicre
dongiisii  siireci, proliferasyonu, apoptozisi, metastaz, anjiyogenezi ve invazyonunu
diizenleyen ¢esith hiicre sinyal molekiillerinin modiilasyonu aracih@ ile olmaktadir.
Resveratroliin  kemoterapiye direng mekanizmalarmm istesinden gelerek kemoterap6tik
ajanlara kars1 direngli hiicreleri duyarh hale getirdigi de gosterimistir (2). Resveratroliin
antitimor  etkisinin riboniikleotid rediiktaz, deoksiriboniikleik asit (DNA) polimeraz,
protein kinaz C, siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivitelerinin baskilanmasi, karsinogenezin
baskilanmasi, apoptotikk hiicre aktivasyonuna bagh olabilecegi de bildirilmistir (3).
Resveratrol, hiicre dongiisiiniin durdurulmas1 ve apoptozisin indiiklenmesinde 6nemlh
rol oynamaktadwr. Fakat apoptozs-indiikli etkileri farkh tiimor hiicrelerinde farklilik
gostermektedir (4). Insan promyleositik Iosemi hiicrelerinde resveratroliin hiicrelerin
cogalmasm baskiladid, apoptozisi etkin kildig, antiapoptotik onkoprotein B-hiicre
lenfoma 2 (Bcl-2) artigm engelledigi ve DNA’da  kirlmalara neden oldugu
gosterimistir (5). Ayrica resveratrolin prostat kanseri ve kolon kanserinde p53 bagmh
apoptozise aract oldugu bildirimistir (6). K562 hiicrelerinde resveratrol ile aktive olan
protein kinaz C (PKC) ve ekstraselliler sinyal diizenleyici kinaz 1/2 ( ERK1/2) p53
fosforilasyonu ve apoptozise neden oldugu rapor edilmistir (7). Resveratrolin meme
akciger, prostat, kolorektal kanser, mide kanseri, Ozafagus tiimorleri, pankreas kanseri,
losemi gbi ¢esitli kanser tiirleri ilizerine antiproliferatif olarak rol oynadig
bildirilmektedir (8). Resveratroliin, malignant hiicrelerde ozellikle DNA sentezinde rol
oynayan bir enzim olan riboniikleotid rediiktazz inhibe ederek timor hiicrelerinin
biliylimesini engelledigi de goOsterimistir (9). Ayrica resveratroliin, kanserli hiicrelerde,
nikkleer faktor kappa B (NFkB) aktivasyonunu inhibe ederek ve tiimor nekroz faktor
afa (TNFoa) iretimini azaltarak timor gelisimini Onledigini gosteren c¢ahsmalar da

mevcuttur (10).

Cabsmamizda oOncelikle resvarotrol iyi bir tastyict ve toksisitesi olmayan glimiis
nanopartikille (AgNPs) baglanacak ve gerekli karakterizasyon cahgmalart yapildiktan
sonra Mcf-7 ve Mda-Mb-231 hiicre hatlar1 {izerindeki etkileri incelenecektir.



Resvaratrol ve giimiis nanopartikiil bagh resveratrol’iin meme kanseri hiicre hatt1 (Mctf-
7 ve Mda-Mb-231) fizerine etkilerini arastwrilacaktr. Kontrol olarak Mcf-10A saghklh
meme hiicre hatt1 kullanilacaktir.

Poztif kontrol olarak da takson kullandlarak hiicre hatlarmda hiicre
proliferasyonuna 2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro- 5-sulfofenil)-2H- tetrazolyum ~ (XTT) ile
bakilarak mnhibisyon konsantrasyon degeri (ICs ) degerleri hesaplanacaktir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1 Meme Anatomisi ve Fizyolojisi

Meme; bas ie karm arasmdaki 2. ile 6. kaburgalar arasmda konumlanms bir
salgt bezidir. Memenin katmanlart dis katmanda deri, alt katmanda yag doku ve i¢
kisimda meme dokusudur (11, 12, 13). Memenin baslca vazifesi siit olusumunu
saglamasidir. Meme dis bolgesi diger bolgeler ile mukayese ile daha fazla salgisal doku
muhteva etmektedir ve bunun sonucu olarak lezyon olusumu bu bolgede digerlerine
kiyasla daha sk gozlemlenebilir. Meme bezi boyutu; wsi faktorler, yas, gebelik gibi
etkenlere bagh olarak farkhlk sergieyebilir. Meme seklini degistiren bir diger faktor
ise yag doku miktaridir (14).

P!
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Lobule of gland AN 2l
] D /
i ) e )
m ols ¥ A
ubcutaneous
|

Sekil 2. 1.Meme Anatomisi (15)

Meme gelisimt  hormonlar  tarafindan  diizenlenmektedir. Erken ergenlik
doneminde Ostrojen salglanmasi goriilmektedir. Hipotalamustan salglanmis  hormonlar
hipofize gelerek buradan folikill diizenleyici hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)
salgilanmasm saglar. FSH vazfesi over folikiillerinin gelisimini uyarmaktr ve over
folikiillerinde Ostrojen salgisi mevcuttur. Ostrojen etkisinde cinsel organ ve meme
gelisimi meydana gelmektedir. Yumurtlama goriilmeyen donemde ise Ostrojen memede
bag doku gelisimmni, damarlasmayr ve yag doku stoklanmasmi tesvik etmektedir.
Yumurtlama evresinde progesteron hormonu salglanmasi gozlemlenir. Ostrojen ve

progesteron hormonlar1 etkisinde, meme gelisimi devam etmektedir (12, 13, 16).



2.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Olusum Faktorleri

Kadmlar arasmda tiim kanserlerin neredeyse %30’u meme kanseridir ve en sk
gozlemlenen kanser tiriidiir (17). Tirkiye’de ise meme kanseri, goriilen tiim kanser
tiirlerinin vaka sayis1 olarak 1/4 ‘ine tekabiil etmektedir (18).

Meme kanseri olusum faktorii olarak tek bir sebepten s6z edilemez. Meme
kanseri olusumunu; wsi yatkmlk, hormonal bozukluklar ve hormon terapileri, yasam
tarz1 gibi pek ¢ok etken arttrabillir (19).

DNA metilasyonlarmmn sonucu tiimor baskilayict genlerin  transkripsiyonel
baskilanmalarma neden oldugu diisiiniilmektedir. DNA metilasyonu, tiimor baskilayict

genler icin naktivasyon mekanizmasi olarak etki gosterdigi one siirlilmektedir (20).

Meme kanseri ile iliskili pek ¢ok gen tanmmlanmis olup onkogenik aktivasyon
mekanizmalart ve tiimor baskilayict genler lizerine cesitli nhibisyon mekanizmalari pek

cok kanserde oldugu gibi meme kanserinde oldukca Onem tagimaktadir.

2.2.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

Epidermal biiytime faktor reseptorii (EGFR); EGFR, msan biiyiime faktorleri
HER2, HER3 ve HER4’den meydana gelen reseptor familyasidr. Epidermal biiylime
faktor reseptorleri tirozin kinaz etkinligi gosterirler. EGFR {iyeleri transfosforilasyonlar
neticesinde heterodimer olusumu ile cesith ~ proteinlerin~ mekanizmalarmi
etkileyebilirler. Epidermal biiyiime faktoriiniin (EGF) almaca baglanmasi sonucu;
epidermal biiyiime faktOrii hiicre icine gecer ve bu epidermal biilyiime faktor reseptorii
otofosforilasyonuna sebeptir. EGF’'nin hiicre icine almmasi ile subsrat diizeyinde
fosforilasyon ~ sebebiyle transkripsiyon faktorlerinin  etkinlignin  artigt ile  hiicre
bolinmesi tesvik edilir. Hiicre bolinmesinin asm1 tesviki ile kanser hiicrelerinde hiicre
sayismda kontrolsiiz ¢ogahm gozlemlenmektedir ( 21, 22, 23).

EGFR gen kopya saylarmm kanserli hiicrelerde saglkh hiicrelere kiyas ile
fazla olusu onkogen oOzellik sergilediginin kamtidr ve meme kanseri hiicre hatlarmda
yiksek EGFR seviyeleri tespit edimistir (22).



2.2.2. insan Epidermal Biiyiime Faktorii (HER2)
HER2 onkogeni, tirozin kinazlarla etkilesimi sonucu dimerlesme gosterirler ve
dimerlesme sonucu almag¢ otofosforilasyonu neticesinde hiicre i¢i sinyallesmesinin ciddi

oranda arts1 ile gen ¢ogalmina etkendirler (24, 25, 26, 27).

HER2'nin  Her ailesiyle heterodimerizasyon olusturmasi  sonucu CerB-2
sinyallerinin aktiflesmesi ile CerbB-2 gen seviyesinde ve protein ekspresyonunda ciddi

yikkselis meme kanserlerinde gozlemlenmistir (28, 29, 30).

Meme kanserlerinde HER2'nin saghkh hiicrelere mukayese ile daha fazla
ekspresyonun gozlemlenmis olup bu hastahgin seyrinin tanimlanmasmda ve dogru
tedavinin belirlenmesinde faktor olabilir (30).

HER2'nin asm ekspre edildigi kanser vakalarmda, hastalar kemoterapiden daha

az fayda gordiigii belirlenmis ve HER2'nin asmi ekspresyonunun kemoterapik direnci
arttrdigr diistiniilmektedir (25).

2.2.3. Hiicresel Miyelositomatoz Onkogen (c-Myc)

c-Myc onkogeninin gen amplifikasyonu, meme kanserlerinin 1/5 ’inde
gozlemlenmis ve c-Myc karsinogenez mekanizmasi arasmda iliski olabilecegnin
diisiiniilmesine neden olmustur. Agresif tip meme kanserlerinde c-Myc'nin ¢ogalmu ile

kanser hiicre saylarinin artis1 arasinda iliski mevcuttur (31).

c-Myc fosfoprotein olup; hiicre c¢ogalmasi, hiicre diferansiyasyonu ve planh
hiicre Olimii apoptoz ile alakal genlerin transkripsiyonuna etki etmektedir. c-Myc gen
sayismdaki artis  hiicre siklusunu bozarak p53 yolagi ile hiicrenin apoptoza
yonlendirilmesinde etkilidi. c-Myc geninin fazla ekspresyonu veya gen iizerindeki

mutasyonlar meme kanserine etkendir (31, 32, 33).

2.2.4. Ras

Sinyallesmede gorevli ve guanosin niikleosidlerini baglayabilen Ras, GTP ile
aktif hale gelerek protein kinazlarla etkilesimleri sonucunda mitoz bokinmenin tesvik
edilmesinde etkilidirler. Nokta mutasyonlar1 ile Ras onkogen ozellk gosterebildigi gibi
Ras’ m onkogen ozellik gostermesinin diger sebebi gen ekspresyonunda artistr (34, 35,

36).



H-Ras-1 allel kaybi kotii prognoz ile iligkilidir ve H-Ras-1 genotip analizinin
prognostik yontem olabilecegi diistiniilmektedir (37).

Ras {iriinii olan p21, kanser olisumunda etkili olup p21’in ekspresyonun yash
bireylerde yavaglamasi neticesinde hiicre sayilarmda kontrolsiiz artig goriilmekte, bu da
kanser olusumuna etki etmektedir. Ras onkogeni, radyasyon ve kemoterapiye karsi
direnci yiikseltmektedir (34, 35, 37, 38).

2.2.5. Niikleer Faktor Kappa B

Niikleer faktor kappa B’nin sentezi; GO fazmda hiicre sitoplazmasinda
gerceklesmektedir, aktivasyonu ise sitokinler, radyasyon gibi cesith uyaranlar ile
gergeklesmektedir (39, 40).

Nikleer faktor kappa B aktif halde iken IL2 aktivasyonunu saglayarak Jasus
Kinaz 3 uyarrmma neden olur. Aktif haldeki Jasus Kinaz 3 apoptozdan Kkagis
mekanizmasinda 6nemli STAT3 aktivasyonunu saglamaktadir (41).

Nikleer faktor kappa B aktivasyonunun, anti kanser terapi rezidanst bakimmdan
onemi sOz konusudur (42). Nikleer faktdr kappa B transkripsiyon faktoriiniin inhibe
edilmesinin, meme kanseri de dahil bir cok kanser tiplerinde tiimor nekroz faktor,

kemoterapi ve radyoterapi duyarhligina etkisi tespit edilmigtir (43, 44).

Nikleer faktor kappa B bircok uyaran ile indikklenmektedir. Nikleer faktor
kappa B ’'nin kemoterapik ajanlar ve gama radrasyon uyaranlar sonucu aktivasyonun

apoptoz rezidanst ve keméterapik dirence sebep oldugu ileri siiriilmektedir (45, 46).

2.2.6. Protein Kinaz B

Karsinogenez  mekanizmasmda protein  kinaz B aktivasyonunun  hiicre
siklusundaki roli olduk¢a mithimdir. Protem kinaz B, p21 sabit yapismn meydana
gelisini  tesvik etmektedir ve hiicre siklusunun ilerleyisinde etkendir ve p21’in
bozunmasmi tesvik eden proteinin inhibisyonunda da etkilidir (47). Kontrolsiiz protein
kinaz B uyarst neticesinde p27 hiicre siklusunda mnhibitor etki gosteremez ve timoOr

hiicre sayismda artiy gdzlemlenir (48, 49).

Protein kinaz B'nin diger direkt etkisi ise apoptoz siirecinde goriilmektedir.
Protein kinaz B kaspaz 9 i¢cin mhibitor Ozelik sergilerken, niikleer faktor kappa B
tarafindan uyariarak antiapoptotik yanit olusturulmasinda rol oynamaktadwr (47).



2.2.7. Beta Katenin

Beta katenin proteini; hiicrede wnt smnyal iletiminde ve adezyon baglantilarmda
gorev almaktadr. Saglkl hiicrelerde beta katenin miktar1 sabit tutulur iken, hiicrede
asm birkkmeleri sonucu c¢ekirdege gecisleri tiimorlesmeye sebeptir (50, 51).

Beta katenin adezyon baglantilarmdaki gorevleri ile hiicre morfolojisinde — ve
diferansiyasyon vb. diizenlemelerde etkilidir (51). Gelisim evresinde hiicreler arasi

sinyal iletiminde gorevli wnt sinyali beta kateninin nikkleus ve sitoplazmada birikimine

sebeptir (50).

Kanserde; beta kateninin hiicrede birikiminde mutasyonlarm etkili oldugu
bilinmektedir ve mutasyonlar beta katenin veya wnt sinyal sisteminde olusabilir (52).
CTNNBI tarafindan beta katenin kodlanmaktadr. CTNNBI1 geninde meydana gelecek
mutasyon beta kateninin hiicre iginde birikime sebep olmaktadr (53, 54).

2.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

2.3.1 Ostrojen

Yiikksek konsantrasyonda Ostrojene uzun siire maruz kalmak kanser riskini
arttrr. (55, 56) Ostrojenin, ostrojen reseptore baglanmasi sonucu homodimerizasyon
gozlemlenr. Homodimerizasyon olusu ardindan Ostrojen reseptdr, Ostrojen elementine
baglanarak gen diizenlemesinde gorev alr (57, 58, 59 ). Hiicre sayisindaki artiy DNA
eslenmesindeki  yanhs  eslesmeyi  arttrmaktadr.  Ostrojen  reseptore  baglanma
neticesinde ~ onkogen  aktivasyonlart  ile  karsinogeneze  destek  sagladiklar
gozlemlenmistir  (60). Ostrojenler, Ostrojen reseptorden bagimsiz olarak —genotoksik
metabolitler ile kanser olusumunu aktive edebilir (61). Ostrojenler 2-OH ve 4-OH
metabolitlere doniisir ve bu metabolitlerin de 2,3 ve 3,4 kinonlara donisiimii ile DNA
pirin bazlarma baglanmalari sounucu DNA  katim {iriinleri  gozlemlenr. Katim
olusumlarmm DNA’dan ayriist sonucu nokta mutasyonlara agik bolgeler meydana gelir
ve bu mutasyonlar kanser ile sonuglanmaktadrr (62 ). Ostrojen kinon olusumlari meme
kanseri vakalarinda, kontrol gruplan ile kiyaslandiginda ¢ok daha fazla gozlemlenmistir
(63).



2.3.2 Aile Hikayesi

Aile hikayesinde meme biyopisisi sonrasi iyi huylu proliferatif kanser belirteci
tespit edilen bireylerin varh@ iligkili diger aile bireylerinde meme kanseri risk artisma
isaret etmektedir. Ailenin bir bireyinde meme kanseri teshisi mevcut ise meme kanseri
risk faktorii 1.9 mishi artmaktadr. Meme kanseri teshisi annede mevcutsa risk 2 misli
artarken kiz kardeste meme kanseri teshisi varsa 2.3 mish risk artis1 belirlenmistir. Hem
anne hem kiz kardes meme kanseri teshisli ise risk 3.6 misli artis gostermektedir. ikincil
derece genetikk yakmnhk durumunda bulunan teshislerde ise risk 1.5 mish artmaktadir
(64).

BRCA1l ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar meme kanseri teshisi konan
bireylerin  yaklasik %10’unda  gbzlemlenmistr. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde

mutasyon gozlemlenen bireylerin riski yasam siiresince %40 ile %80 arasmda artis

sergilemek tedir (65).

2.3.3. Dogum Yasi, Menopoz, Menarj ve Laktasyon

[lk menstirasyon kanamasi menarjn erken yasta goriilmesi ve menopozun
olagan yastan daha ileriki yaslarda goriilmesi gibi etkenler ile menopozdan sonra
uygulanacak  hormon  kompleksleri  karsinogenez olusumunu  tesvik eder. Ik
mensturasyonun 11 yasm ve altmda oldugu kadmlarm meme kanserine yakalanma
olasihg1 14 yas ve istii yaslara kiyasla %20 fazladwr (66). Menopoz evresmin baslangici
icin geciken her yil riski %3 yikseltmektedir (67).

2.3.4. Hormon Replasman Terapileri ve Oral Konstraseptif Kullanimi

5 yi siiresince oral yoldan hormonal menopoz terapisi sonucu meme kanseri
riskini %15 yikselmis iken terapmmn 10 yila ¢kmast sonucu bu riski %34
yikselmektedir (68).

Oral gebeligi Onleyicilerin  etkileri net olarak ortaya konmamakla beraber
calsmalarm bazismda meme kanseri riskinde artiy gozlemlenir iken baz ¢ahsmalarda
ise net baglanttya ulaglamamstr (69). Cahsmalardaki sonuglarm degisik olmasmmn
sebebinin oral gebeligi onleyiciler icerigindeki  farkhhiklarmn olabilecegi
diistiniilmek tedir (68).



2.3.5. Oberzite
Menopoz evresi oncesi kadmlarda obez kadmlar ile normal kilodaki kadmlar
kiyaslandiginda meme kanseri riski yar1 misli artarken, menopoz sonrasi evrede bu

deger %25 artar. Obeztenin meme kanserini yikseltmedeki etkisi menopoz ile
alakaldr (70).

Menopoz sonrasi obez ve Ostrojen/progesteron negatif kadmlarda meme kanseri
riski %80 orannda ciddi bir degerde artmaktadwr, bu risk yikselisi adipoz dokudaki
androjenlerin  Ostrojene cevrimi sonucu Ostrojen seviyesindeki yiikselisi ile alakahdir

(71).

Bunlarm yam swa kadmlarda gozlemlenen agrhk artisi, agwhk kaybma ugrayan
veya daha az agrhk artist gozlemlenen kadmlara gore meme kanseri riskini
arttrmaktadir (72).

2.3.6. Yas ve Cinsiyet

Kadmlarda meme kanseri riski, erkekler ile mukayese edildiginde 100 mish
fazladr. Cinsiyet farkma ilave olarak yas artisi meme kanseri riskini ciddi oranda
arttrmaktadr, 30 yasmndaki bir kadma gore 70 yasmndaki kadmm meme kanseri riskine
yakalanma oranmi 10 musli fazladr (73).

2.3.7. Kalori Kisitlamasi

Diyet yoluyla kalori almmn disiirilmesi sonucu, hiicre ¢ogalminda distis
gozlemlenmistir  (74). Diyet yoluyla alman enerjinin disiiriilmesinin  meme kanseri
karsismda preventif etki goOstermesi dolasimdaki inflamatuar sitokin  ve interlokin

diizeylerindeki diisiis ile ortaya ¢ikmaktadwr (75).

2.3.8. Metabolik Sendromlar

Kan sekerinin yiiksek seyri, yiiksek diizeyde seyreden trigliserit, obezite, yiksek
tansiyon, yikksek diizeyde insiilin gibi faktorler meme kanseri ile alakah faktorlerdir ve
meme kanseri riskini arttrmaktadwlar (76). Beden kitle indeksinde olacak artis meme
kanseri riskimi %12 yiikseltirken, yiiksek deSer gOsteren trigliserit %8, yiiksek
gozlemlenen achk sekeri %19, yiksek tansiyon %13, diisik seyreden yiiksek
yogunluklu lipoprotein diizeyi %39 orannda arttwrmaktadir (77).
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2.3.9. Radrasyon

Radrasyon DNA {izerinde sarmal yapida degisikliklere, piirin halkalasmasma ve
DNA’nin yapismn olusturulmasinda rol oynayan fosfadiester bag kiriminda rol
oynamaktadr. (78) Terapi amach uygulanan radrasyona maruz kalmak dahi meme
kanseri riskini yiikseltmektedir (79). Radrasyona maruz kalman yas distiikce, meme
kanseri riski artmaktadr (80). Radyografi mamografi uygulamalart dahil radrasyon
meme kanseri riskini ylkselttigi icin  bu uygulamalara karar verilitken dikkath
olunmahdir (81).

2.3.10. Sigara ve Alkol Kullanimm

Alkol tiketmeyen kadmlar ile giinlik 35-44 gram alkol kullanan kadmlar
mukayese edildiZinde meme kanseri riski %32 yikselirken, giinlik 45 gram ve fazla
alkol kullanan kadmlarda %46 risk yiikselisi gozlemlenmektedir (82). Sigara tiiketimi
le meme kanseri riski arasmdaki baglanti tam olarak aydmlatilamamg dahi olsa sigara
tiketimi sonucu menopoz Oncesi kanserinde arty gozlemlenmigtir (83). Sigara
tiketimine erken yasta baslanmasi ve sigaranmn etkilerine maruziyetin artmasi ile meme

kanseri riskinin yiikselecegi diisiiniilmektedir (84).

2.4. Resveratrol

Resveratrol, Japonya’da Takaoka’nn c¢ahsmalariyla 1939 tarihinde Veratrum
grandiflorumdan sentezlenmistir (85).  Resveratrol fitoalaksin karakter sergilemektedir
ve fitoalaksin bitkilerce hastaliga vesile olabilecek mikro canhlara miidafaa amaci ile
iiretilen bir maddedir (86).
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Sekil 2. 2.Resveratroliin kimyasal yapis1 (87)

2.4.1. Resveratroliin Dogal ve Sentetik Tiirevleri

Resveratrol, polihidroksistiben ailesinin alt grubuna mensup bir polifenol yapih
maddedir.  Stibenler bitkilerde biyolojik aktivite gosteren bir smiftr. Sadece
stibenlerden  trans-piceid ve  trans  resveratrol insanda  beslenme  sonucu
gozlemlenmektedir. Diger form resveratroller ise cis formuna sahip astrigin  ve

pisetonrol olarak bilinmektedir (88).

Bu cis forma sahip yapiar naturel olarak ortaya c¢ikmistr. Biyoaktif vasif
sergileyen resveratrollerin ¢ogu trans forma aittir (89). Resveratroliin ¢esith biyolojik
aktiviteleri bilinmek tedir.

2.4.2. Resveratroliin Anti Kanser Etkisi

Karsinogenezin resveratrol tarafindan inhibe edilebilecegi ik olarak fare cilt
kanseri iizerindeki ¢asiimada bulunmustur (90).

Resveratrol, tiimor olusumunun baglangicinda gergeklesen olaylar1 inhibe etme
yetenegindedir. Resveratrol ile terapi uygulanan msan Iosemi HL-60 hiicrelerinde

serbest radikal olusumu resveratrol tarafindan baskilanmstir (91).

Resveratrol, hidroksiller ve siiperoksitler tarafindan indiikklenen ve hiicreler

tarafindan {tretlen radikalleri temizlemektedir (92).
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Resveratroliin ~ N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidinin =~ mutajenenitesini  inhibe

ettifi bilinmekte ve bu resveratroliin anti mutajen etkisinin bir gostergesidir (93).

Resveratroliin, anti kanser olarak bir diger islevi ise hiicre zarlarm lipid
peroksidasyonuna ve radikal oksijen tiirlerinden kaynaklanan DNA hasarma karsi
korumasidr (92).

Insan meme kanseri hiicre hatti Mcf-10A iizerinde resveratrol; 2, 3, 7, 8-
tetraklorodibenzo-P-dioksin tarafindan indiiklenen sitokrom P450IA1 (CY1Al) VE 1Bl
(CYIBI1) ekspresyonunu ve bunlarin katalitk etkilerini inhibe edebilmektedir (94).

Resveratrol, ¢evresel aril hidrokarbon benzo [a] piren ( B[a]P ) tarafindan
indiiklenen ve CYPIA1/1A2 enzim aktivetisini ve kanserojen ekspresyonunu yukari
diizenleyen sinyal transdiiksiyon yolunu baskilayarak, Mcf-7 ve karaciger kanser hiicre
hattt HepG2 hiicrelerinde katalize edilmis CYP1A aktivasyonunu ortadan kaldrabilir.
(94).

Resveratrol ayrica insan losemi K562 hiicrelerinde kanserojen detoksifiye edici

kinon oksirediiktaz-1 aktivitesini ve ekspresyonunu arttrmaktadir ( 95).

Fare karacigeri kanser hiicresi Hepalclc7 hiicrelerinde faz-II detoksifiye edici

metabolik enzim kinon rediiktaz aktivetesi resveratrol tarafindan indiklenmektedir (96).

Resveratrol, nikkleer faktor E2 ile iliskili faktor 2 ’nin aktivasyonu aracihigyla
antioksidan ve faz-II detoksifiye edici enzimlerin aktivetesini ve ekspresyonunu

arttrmaktadir (97).

Resveratrol, Mcf-10F hiicrelerinde estradiol-3,4-kinon veya 4-hidroksiestradiol

terapisinden sonra kinon oksidorediiktaz-1’in artisma neden olmustur. (98)

In vitro cahsmalar sonucunda, resveratrolin apoptozu indiikledigi ve bu 6zelligi
lle anti proliferatif aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. Resveratrol, siklin ve siklin
bagmh kinazlar1 degistirerek GO/G1 faznda hiicre siklusu mhibisyonuna neden olur
(99, 100, 101).

Resveratrol; siklin DI, siklin D2 ve siklin E'nin ekspresyonunu azaltarak ve p21
ekspresyonunu arttirarak nsan cilt kanseri A431 hiicresinin gelisimini azaltnstir.

Resveratrol ayrica Mcf-7 ve prostat kanseri hiicresi DU-145 hiicresinde p21 ve p53
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indiiksiyonuna bagh olarak siklin D1 ekspresyonunu modiile ederek hiicre
proliferasyonunu baskilamaktadir (102).

Resveratrol,  Bcl-2  ailesi  protemlerini  degistirerek  hiicre  Oliimiinii
indiiklemektedir, resveratrol tarafindan Bcl-2 ailesinden antiapoptotik proteinlerin
inhibisyonu ve pro apoptotik proteinlerin aktivasyonunda kaspaz aktivasyonu ve
sitokrom ¢ salmmu i¢in bir mekanizma oldugu gosterimistir (103). Bu etkilerin p53 ile
alakah olabilecegi diisiiniilmektedir ki p53 tarafindan Mda-Mb-231 hiicrelerinde
sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonunu arttrmasi sonucu p21’i aktive ettigi ve farkh

pro apoptotik genlerin transkripsiyonuna neden oldugu gozlemlenmistir (104).

2.4.3. Resveratroliin iltihap Azaltmada Etkisi

Oncill ilthap yapict molekiil iiretiminde mijhim olan siklooksijenaz enziminin,
resveratrol tarafindan smilandmrilabilmektedir. Kronk ve akut kaynakl gozlemlenen
Odemlerin,  lipopolisakkarit  temeli  solunum  yolu ilthaplarmm  ve  kemik
nflamasyonlarinin resveratrol etkisi altmda azalm sergiledigi gozlemlenmistir (105).

2.4.4. Resveratroliin Kalp Koruyucu Etkisi

Resveratroliin ~ kalp koruyucu etkisi pek c¢ok sinyal yolagi ile alakah
olabilmektedir. Resveratrol, nikotinamid adenin diniikleotid bagmh deasetilaz sirtuin 1
(SIRT1) aktivitesi ile damar olusumunu ve gelisimini tesvik etmekte ve akabinde
oksidatif baskiy1 azaltmaktadr (106). Resveratroliin, kalp fonksiyonlarmn kalp krizi

sonrast diizelttigine dair arastrmalar mevcuttur (107).

2.4.5. Resveratroliin Noroprotektif Etkisi

SIRT1 aktivasyonunu arttiran resveratrol, noroprotektif etkisini Alzheimer,
epilepsi gibi hastaliklar iizerinde yapilan cahgmalarda gostermistir (108). Resveratrol,
sican deneylerinde BCI-2 iligkili X apoptoz regiilatorii (Bax) protein ekspresyonunu
baskilayarak Bcl-2 protein disa vurumunu arttrnustir (109).

2.5. Nanoteknoloji ve Nanoparcaciklann Tipta Kullanimi

Nanopartikiiller 1-100 nanometre boyutlara sahip olanm ve bu nanopartikiilleri
inceleyen bilim alam nanoteknoloji olarak adlandwrimaktadw. Tip alamt  dahil
nanoteknoloji birgok gelisme yaratmaktadwr (110). Nanopargaciklar diger maddelerden
yalnizca kiiglik boyutlart ile degil; biyolojik davranglar, kimyasal etkilesimleri gibi
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vasiflart ile de ayrilmaktadwlar. Nanoparcaciklar tip alannda bashca hedeflenmis
hiicrelere gen transferi, ilag¢ dagtim sistemlerindeki spesifik baglanma 6zellikleri ve
tibbi goriintileme alannda kullanilmaktadr. Nanoparcaciklar, tam ve tedavide diger
maddeler ile mukayese ediemez derecede spesifik Ozelik ortaya koyarlar.
Nanoteknoloji  ve  nanopargaciklar  kanser terapilerinde, ila¢ yan etkilerinin
azaltilmasmnda, 1ilaclarm hiicre icine tasmmasmda, okiiler vakalarm analiz ve
terapisinde, tibbi goriintilemelerde, kemiklerin yeniden onarmmmn hizlandiriimasinda,
organ nakillerinde organ reddinin engellenmesinde,  fototermal tiimor yok edilmesi

islemlerinde kullanilmaktadwr (111, 112,113, 114).

2.6. Giimiis Nanoparcaciklan

Giin gectikce bakteriler antibiyotiklere rezistans gelistrmekte ve antibiyotik ilaglarmm
yetersiz  halde kalmalar1 neticesinde enfeksiyon tedavilerinde olumsuz — sonuglar
gozlemlenmektedir. Enfeksiyon tedavilerinde bakteri direncinin {stiinden gelmek amaci
ile nanopargacklardan yararlanma fikri ortaya ¢ikmus ve buna uygun girisimler
gelistirilmis  ve  gelistirlmeye  devam  etmektedir. Anti  bakteriyel isleve sahip
nanopargaciklara verilebilecek en yaygm kullanmu olan Orneklerden biri ise glimiistiir.
Gimiis nanoparcaciklart (AgNPs), alglayict smlar ile inceleme, kataliz ve anti
bakteriyel oOzellik sergilemesi Ozellikleri ile tp alannda kullanmu meveuttur. Bunlara
llaveten yara kaynakh enfeksiyonlarda AgNPs uygulamalari tercih edilmektedir (115,
116).

AgNPs ler biyolojik alglayict girisimdeki basarilart ve cok eski zamandan beri
bilinmekte olan anti bakteriyel etkileri ile pek cok calhgmada yer edinen bir materyal
olmustur. Oyle ki, Grek uygarhgndan beri giimiisin anti bakteriyel etkisi kesfedilmis
ve besin saklanmu i¢in giimiis malzemeden imal trlinler tercih sebebi olmustur. Kitlesel
Olimlere sebep olan 1500’ yillarm veba pandemisinde soylular mutfak gereclerinde
glimiisten imal gerecgler kullanmis ve salgmdan daha az etkilenmislerdir. Hiicre zarmdan
hizh gecme yeteneginde giimiis nanopargacig, anti biyolojik niteligi ile tp ve ecza
bilimnin en 1ilgi duydugu nanoparcaciklardan olmustur ve terapi amagh kullanmmlart
olduk¢a fazladir (117).
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2.6.1. Nano Giimiis Parcaciklarimin Hiicre Zarindan Gegisi

Gilimiis nanoparcaci@ antibakteriyel etkisini, bakteri vb. hiicre zar1 ve varsa
hiicre duvarm gegerek DNA’y1 islevini engellemesi ile sergiler. Neticede bu engelleme
le mikroorganizma artis1 engellenmis oluwr. Nanoparcacik gliimiis sayesinde serbest
kalan elektronlar, hiicre zarmin yapismi bozarak DNA ve riboniikleotid asit (RNA)
eslenmesine engel olarak ¢ogalmin oniine gegmis olur (117, 118).

2.6.2. Giimiis Nanoparcaciklanin Antibakteriyel islevleri
Nanoparcackk glimiigler bakterilerin  metabolik faaliyetlerni degisme ugratma
yetenegindedir (119).

Bakterilerin - metabolizmasm  degistirme  Ozelligi ile gilimiis nanopargaciklar
terapiler icin bir segenek haline gelmektedir ki bu nanopargaciklar ayrica biyofiimlere
girebilmektedirler (120).Bakteriler ile etkilesime girebilen glimils nanopargaciklart
antibakteriyel islevlerini sergileyebilirler Oyle ki bu temas hidrofobik cekim, Wan der
Walls etkilesimi, almaglara baglanma veya elektrik ¢ekim kuvveti ile olabilir. Bakteriye
temas eden giimiis nanopargaciklarm bakteri zarmi geg¢isinin ardmdan hiicre zar yapisi
ve faaliyeti degisime wugrar. Bu bozulma ile gecirgenligin degismesiyle goriilen
elektrolit dengesizlikler, oksidatif baski DNA ve ribozomlan etkileyerek enzim
bozunmalari ve proteinlerin aktif formlarindan ¢ikis gozlemlenir (118, 121).

2.6.3. Reaktif Oksidatiflerin Meydana Gelisi

Gimiis nanopargaciklarm antibakteriyel etkisinin saglanmasmmn bir yolu bu
nanoparcgaciklar tarafindan iretilen reaktif oksidatif tiirler (ROS)tur. ROS, hidroksil
radikaller, tekli oksijen, peroksit radikal ve hidrojen peroksit gibi oksidanlardan
meydana gelmektedir (122, 123).

2.6.4. Protein inaktivasyonu ve DNA’nmn Yok Edilmesi

Gilimiis atomlar1 tabiat1 itibari ile tiyol gruplarma baglanrlar ve bunun
neticesinde enzim fonksiyonlar1 faaliyet gOsteremezler. Giimiis iyonlarmm kendi piirin
ve pirimidin ¢iftleri arasnda degisime ugrayarak hidrojen baglarma etki ederek yapisim
degistirdigi ve DNA molekiilinii pargaladig kayt olunmustur. Bu iyonlarm hiicre
icerisinde DNA'’ya tutunma egilimi kesin olarak aydmlatilmistr (124).
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2.6.5. Solunum Zinciri Enzimleri ve Hiicre Zan Inhibisyonu

Arastrmalar neticesinde nanoparcacik giimiisiin mikroorganizma hiicre duvari
ve hiicre zarma yapistig, tiyol ile iliskileriyle solunum enzim faaliyetlerini bozdugu ve
hiicre oliimiine sebebiyet verdikleri kayit olunmustur (125).

Coklu rezistans oOzelligi sergileyen izolat terapilerinde nanoparcacik giimiis ile
cesith antibiyotikler beraber uygulanmis, olduk¢a az miktarlarda dahi antibiyotik
etkisinin anlaml derecede artis gosterdigi gozlemlenmistir (126).

Mevcut olunan ortamm hidrojen potansiyeli (pH) seviyesi, katyon sayisi, yiizey
durumu ve nanopargacigm boyutu, giimiis nanoparcacign toksisitesi ile alakahdr ve
Holt aragtrmasmnda potasyum artismmn giimils nanoparcacigmmn toksisitesini arttirdigmi
ortaya koymustur (127, 128).

2.6.6. Giimiis Nanoparcaciklanin Anti Kanser Etkileri

AgNP’ler hiicrelere difiizyon, fagositoz veya endositoz yoluyla girerek
mitokondriye, sitoplazmaya ve c¢ekirdege dogru yonelebilirler. AgNP’lerin  serbest
radikal (ROS) olusumu, anti proliferasyon metabolizmasi ile iliskilendirilir. AgNP’lerin
mitokondriye, ¢ekirdege ve redoks aktif organellere translokasyonu ROS olusum
sonucudur.  Kanser hiice hatlar1 ve normal hiicre hatlarmda ROS; membran yapismmn
bozulmasnda, mitokondriyal hasarda, oksidatif stresle alakah DNA hasarnda etkilidir
(129, 130, 131, 132).

Disiik AgNP  konsantrasyonlar,  glutatyon, glutatyon peroksidazlar ve
stiperoksidaz dismutaz gibi antioksidan artiglarini tesvik edebilir (129 ).

AgNP’lerin  redoks aktivitesiyle, sitotoksisite ve  genotoksisite  kaynakh
programlanmis hiicre Oliimiinde rol oynadiZm ve bu oOzelligi e timoér cogahmma karsi
terapide kullanilabilecegi diisiinilmektedir (133, 134, 135, 136).

ROS bagmh yolaklar AgNP sitotoksisitelerinde Onemli rol oynamaktadir.
Isvicre Albino farelerde farkl konsantrasyonlarda AgNP sonucu doza bagh olarak
apoptoz artist gozlemlenmistr (137). Yme bu tip farelerde oksidatif stres artist
gozlemlenmistir (138, 139, 140).
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ROS iiretimi sitotoksisite ve genotoksisite Olglisii olarak yorumlanmaktadir
bunun sebebi matriks metaloproteinazlarm ekspresyonlarmda degisiklife sebep olmasi,
DNA hasarma ve apoptoz mekanizmasi ile hiicre olimiine sebep olmalaridr (137).

AgNP’lerin, msan glioblastoma hiicreleri U251 ve IMR90 hiicrelerinde GO/G1
VE S ve G2/M hiicre siklusu gegislerini durdurdugu goézlemlenmistir (141 ).

Mda-Mb-231 meme kanseri hiicre hatlarmda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve
nekrotik hiicre Oliimiinde AgNP etkisi gozlemlenmistir (142, 143, 144 ).

2.7. Hiicre Hatlan

2.7.1. Mcf-7 Hiicre Hattl

Mcf-7 hiicre hatt1 ik olarak Dr. Soule ve meslektaslarmca Michigan Kanser
Vakfinda 69 yasmnda metastatk durumda bir kadindan izole edilmis ve izole edildigi
yerin admmn bas harfleri ile isimlendirimistir (145). Mcf-7 hiicre hatt1 zayif yayima
sergileyen, Ostrojen bagmh ve halis nitelkte bir hiicre hatti olup, uzun yillardr Diinya
capmda anti kanser cahsmalarda model olarak kullanmugtr. Mcf-7 hiicre hatti, Ostrojen
alma¢ alfa i¢n kullanlmasi sebebiyle meme kanseri ile alakal ¢ahsmalarda tercih
edilmektedir. Mcf-7 hattmm tek klonu ortamda Ostrojen eksikliginde dahi
gelisebilmektedir. Mcf-7 hiicre hattnda Ostrojen almac pozitif fakat HER2 negatiftir.
Mct-7 hiicre hatlar1 kemoterapiye duyarhdir (146).

2.7.2. Mda-Mb-231 Hiicre Hattl
Mda-Mb-231 hiicre hattt admi ik defa izole edidigi MD Anderson Kanser
Merkezinden almistr (147).

Mda-Mb-231 hiicre hatt1 ik olarak 51 yasmda kadmndan saglanmustir. Ostrojen,
Mda-Mb-231 Ostrojen alma¢ alfa, HER2 alma¢ ve progesteron negatif hattr.
Kemoterapiye degisik oranlarda direng sergilerler (146). Yapiskan yapilart sebebi ile
yayllmac1 hiicre 0zelligi sergilerler, protemleri parcalama 0zelligi ile ekstraselliller
matriksi delme kapasitesindedir. Diisiik tutunma niteligi sergilerler (148).
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3. GEREC VE YONTEM
Bu cabsma Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiller Tip
Anabilim Dal ve Cumhuriyet Universitesi Eczacik Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim
Dal’'nda gerceklestirildi

Tim kimyasal analitik safikta kullanddi. Gilimiis nitrat (Ag(NOs3y), sodyum
borhidriir (NaBHy), trisodyum sitrat (STC), resveratrol Sigma Aldrich’ten satn ahndi.
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3.1. Giimiis Nanoparcaciklanimn Sentezi

Hepokur ve arkadaglarmm 2019 yiinda yaptigi c¢alhsmaya gore bu adm
gerceklestirildi (149). Bu boyutlar baslangic olarak Hepokur ve arkadaglarmmn referans
aldigi gbi Agnihotri ve arkadaslarmmmn 2014 yiinda yaymladiklart makalede uygun
oldugu belirtilen 2-10 nm arahgmdaki boyutlarda sentezlendi (150). Bunun icin 1x107
M gimis nitrat Ag (NO3), 2x10° M sodyum borohidrit (NaBH) ve 4.5x10° M
trisodyum sitrat (TSC) kullanddi. 1:1 orannda sodyum borohidrit (NaBH4) ve
trisodyum sitrat (TSC) karigsimu karanlk bir ortamda 60°C'de 30 dakika karistrildiktan
sonra 90°C'de 1:1 orannda damla damla giimiis nitrat ¢ozeltisi dlave edildi. Elde edilen
sivi AgNP ¢ozeltisi +4°C'de karanlk ortamda saklanacaktir.

3.2. AgNP’lerin Karakterize Edilmesi
Bu basamakta  sentezlenen @ AgNP’lerm ve ilag bagh AgNP’lerin

karaterizasyonlar1 gerceklestirilmistir.

3.2.1. AgNP FTIR Analizleri

AgNP ve ilag bagh AgNP lerin infrared spektrumu, DTGS detektorii ve her spektrum
icin 10 tarama kullandarak 4 cm ~' c¢Ozinirlige sahip bir Perkin Elmer Spectrum 400
spektrometresi ile kaydedilmistir (149). Hem AgNP hem de ilag bagh AgNP Fourier
doniistimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) spektrumlar1 karsilastirilmstir.

3.2.2. UV-VIS Analizleri

Optik 6lgiimler Hach Lange 500 Spektrofotometre ile yaplmstir. Olgiimiin optik
spektrumu, 300-800 nm dalga boyu arahgnda kaydediimistir (149). AgNP nin
karakteristlkk dalga boyundaki absorpsiyonu ila¢ baglandiginda absorpsiyonu ve dalga
boyunda ki degisiklik izlenmistir.

3.2.3. Zetasizer Olciimleri

AgNP Olclimleri, bir Zeta sizer Nano ZS (ZEN1010) ile donatimis (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, Ingiltere) iizerinde 25°C sicaklkta yapimustr. Daha once
boyut analizi yapimis olan AgNP lere ila¢ baglandiginda tanecik boyutunda biiyiime
gorlimiistiir. Bu biiylimenin de miimkiin oldugu kadar 100 nm nin altmda kalabiimesi
icin  AgNP - ilac derisim oram ayarlanmustr. Buna gore 1mg/lmL ilag derisimi ile
AgNP nin 1:1 (w/w) oraninda tanecik boyutu 50 nm nin altmda kalgtir.
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3.2.4. SEM-EDX Analizi

AgNP ve ilag bagh AgNP lerin yiizey oOzellkleri EVO40 LEO bilgisayar
kontrollii dijital tarama elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak arastwimustr. AgNP
ve ilag bagh AgNP ler nano boyutta olduklarn i¢cin yiksek c¢Oziniirlikte goriintii
almabilmesi i¢cin iletken substratlar iizerine damlatilp, kurutulduktan sonra SEM
cihazmda ve buna bagh olarak enerji yaythmh X ismi analizi ( EDX) analizleriyle hem

yiizey karakterizasyonu hem de elementel analizleri yapimustr. Boylelikle Zetasizer ile
analiz ettigimiz boyutlar SEM cihazi ile saglamasi yapimistir (149).

3.3. Hiicre Kiiltiirleri

Hiicre kiiltiiri ¢ahsmalart ATCC’den temin edilen insan meme hiicre hatlan
(Mcf-7) ve (Mda-Mb-231) ile normal insan meme hiicre hattt (Mcf-10A) {izerinde
gerceklestirildi.

%10 fetal sigr serumu (FBS), %1 L-Glutamin, 100 IU/ml penisilin iceren
besiyeri Dulbecco’s Modification of Eagles (DMEM) ortamm kullanildi Hiicre hatlari,
%95 nem ve %35 karbondioksit (CO»)ile 37°C sicaklkta inkiibatorde yeniden {iretildi.

Mcf-10A hiicreleri kiiltiir cahsmasy, %5 (w/v) at serumu, 100U/ml penisilin,
100 mg/ml streptomusin, 0.5 mg/ml hidrokortizon, 100 ng/ml kolera toksin, 10 mg/ml
insiilin, 10 ng/ml epidermal biiyiime faktorii ve %1 (w/v) L-glutamin (Sigma Chemical
CO., St, MO.) ortammmda ger¢eklestirildi.

3.4. Gimiis Nanoparc¢aciklann Resveratrole Baglanmasi

Gilimiis parcaciklar kullamlarak 100 uM bir ¢ozelti hazirlandi Bu ¢ozeltinin 10
mL’si bir behere kondu, 100 pM resveratrol ¢ozeltisi ilave edildi ve 25°C sicaklikta 24
saat boyunca manyetik bir karstirici ile karstrildi. Daha sonra santriflij edilerek FTIR
analizi yapildi Ilacm baglandigi sonucuna ulasildiktan sonra aym hacimde seyreltildi ve
testler i¢cin ila¢ (+) nanopargaciklar kullanildi.
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3.5. Sitotoksisite Analizi

Resveratrol (Res) ve 10 nm boyutundaki nanopargaciklarin sitotoksisite etkisi;
Mcf-7, Mda-Mb-231 ve Mcf-10 hiicre hatlar1 iizerinde 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulphophenyl)-2H-tetrazolium- 5-carboxyanilide (XTT) kullanilarak arastrild.
Inhibisyon konsantrasyon (ICso)degerleri XTT analizlerine gore hesaplandi. Mda-Mb-
231 hiicre hattmda maksimum secicilik gosteren nanopargacik ve resveratroliin etkili

dozaj1 belirlendi ve AgNPs-Res etkilesimi ortaya ¢ikti.

3.6. Apoptoz Olciimii

Apoptotik goriintileme Anneksin V yontemi ile yapid. Anneksin V yOntemi;
apoptoza yonelen hiicrelerde hiicre i¢ ylizeynde bulunmasi gereken fosfatidilserin
molekiillerininin  hiicre disma ¢ikmasi sonucunda fosfatidilserine tutunabilen FITC
benzeri floresan maddelerin apoptotik hiicreyi tespit edilebilir hale getirmesi prensibine

dayanan bir metoddur (151, 152, 153, 154, 155).

MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde segici toksisite gosteren AgNPs-Res, AgNPs
ve resveratrolin rolinii bulmak icin Annexin V (apoptozs) ticari kitleri kullamldi ve
sitometrik Olgtimler yapildi. Steril 6 c¢ukurlu plakalar kullanldi Uygun AgNP, AgNPs-
Res ve resveratrol dozajlari, 24 saat siireyle inkiibasyona bmakidi Bu siirenn sonunda
plaka kaldmlarak hiicreler PBS ile ykand1 ve ftripsin-etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) ile isleme tabi tutuldu. Dakikada 800 devir (rpm)’de 8 dakika siire ile
santrifijlendi. Elde edilen hiicreler tripan mavisi ile sayildi, ardndan 5 pL Annexin V
eklendi. Karanlk bir ortamda oda sicakhgnda 15 dakika bekletildi. Inkiibasyondan

sonra buzun iizerne 400 pL baglama tamponu ilave edildi ve akis sitometrisi Olciildii.

3.6.1. Hiicre Dongiisii

MDA-MB-231 hiicreleri, oyuk basma 10° hiicre konsantrasyonunda 6 oyuklu bir
plakaya vyerlestirildi, daha sonra 24 saat inkiibe edildi Orneklerin maksimum ICsq
degerleri uygulandi ve 24 saat tekrar inkiibasyona bmrakildi Inkiibasyondan sonra
numune ¢ikarildi, ii¢ kez 5 pL fostat tamponlu salin (PBS) ile ykandi Plakalara 1 pL
tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) c¢ozeltisi ilave edildi. Hiicreler, her biri 4 pL
DMEM ortamu igceren falcon tiiplerinde toplandi ve hiicre siispansiyonlar1 300g’de 5
dakika santrifiijlendi. 10 pL hiicre slispansiyonlart her biri 10 pL tripan mavisi ile

karistirild1 ve hiicre saymlar1 neubauer lamda yapildi
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Her bir tiipteki hiicre saysi 10° olarak belirlendi. Hiicreler 3 saat -20°C
sicakbkta tutuldu. Tim siipernatanlar dikkatlice c¢ikaridi Siipernatan pl. PBS icinde
cozildiikten sonra, 200 pL bir muse hiicre dongisii kitine yerlestirildi ve oda
sicakhgmda 30 dakika inkiibe edildi ve akis sitometresinde okundu. Sonuglar % hiicre
olarak verildi.

4.BULGULAR

4.1. AgNP FTIR Analizi Bulgulan
AgNP ve AgNP baglanmis resveratrolin AgNP FTIR spektrumlart belirlenmig
ve resveratroliin AgNP’ye baglanmas1 FTIR analizi sonuglar1 ile degerlendirilmistir.
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Sekil 4.1- 4.1.1 ve 4.1.2° de swrayla AgNP, Resveratrol, AgNP-Res. spektrumlar
verilmistir. Sekil 4.1°de 3247 cm’' de hidroksil (—-OH) titresim piki goriilirken, 1632
cm! dalga saysinda sitratm karasteristik karboksil bandi goriilmektedir. Giimiis
iyonlarmm giimiise indirgenmis (Ag™> Ag”) halinin spesifik bir gostergesi olan 624 cm
' de dalga saysmdaki stretching vibrations ile tespit edimisti.  Sekil 4.1.1°de
Resveratrole ait FTIR spektrumuna gére 3247 cm’
2977 cm' de —CH alifatik gruba ait titresim piki goriimiistir. 1643-1383 cm’' de

resveratroliin aromatik halkasma ait spesifik—C-C titresim piki, 1085-1043 cm' de —C-

de —OH titresim piki goriiliirken,

O resveratroliin aromatik halka uglarmda bagh olan aromatik C-OH ya ait alkol hidroksi
grubuna ait titresim piki, 877 cm’' de aromatik grubun -CH titresim piki ve 648 cm’' de
parmak izi bolgesinde aromatik gruba ait spesifik pik tespit edilmistir (85).
Resveratrolin AgNP’ye baglanmasmdan sonra Sekil 4.1.2°de Sekil 4.1.1° ye piklerde
kaymalar tespit edimistir. Bu resveratrolin AgNP’ye baglandigmn ciddi bir
gostergesidir. Resveratrol’in 3247 cm™ de hidroksil ( —OH) titresim pikinin 3251 cm’
ye, 2977 cm’' de —CH alifatik gruba ait titresim piki 2982 cm’' ye, 1643-1383 cm’' de
resveratrolin aromatik halkasma ait spesifik—C-C titresim piklerinin ise 1638-1387 cm'
kaydig goriilmiistir. En 6nemlisi AgNP’nin karakteristik piki 624 cm' den 651 cm™ e
kaymasi resveratroliin AgNP’ye baglandiginin ¢ok ciddi bir gostergesidir.

3M477
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Sekil 4. 1.Ag-Nanopartikiillerin FTIR Spektrumu
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Sekil 4. 2. Resveratroliin FTIR Spektrumu
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Sekil 4. 3. Ag-Nanopartikiil - Resveratroliin Spektrumu

4.2. UV-VIS Bulgulan

UV-VIS Spekturumu 300-800 nm arahgnda Res, AgNP ve Res+AgNP icin iig
farkh 6lgiim almmustrr (Sekil 4.2). AgNP nin karakteristk 381 nm civarndaki piki net
bir sekilde goriilmektedir. AgNP ye ilag baglandigmda bu pikin 400 nm ye kaydid
goriilmektedir. Aym zamanda Res’in 347 nm de ki maksimum absorpsiyonun AgNP ye
baglandigmda 342 nm ye kaydg anlasimustr. UV-VIS’de genellikle bu bolgede n-n"
ve m-m  gecisleri goriilir. Res aromatik halka gruplart ve hidroksil gruplarma sahip
oldugu icin bu elektronkk gecisleri gormek normaldir. Fakat AgNP’ye baglandiginda
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hidroksil grubundaki oksijende bulunan serbest elektronlardan da giimiis (Ag) metalinin
d orbitallerine olan gecisler de bu bolge de goriilmektedir.

5 A —Ag
Res: 347 nm Res
—Ag + Res
4 Ag + Res: 342 nm g

Ag: 381-402 nm

[«}]
[&]
g 3
E ] // Ag + Res: 400 nm
?
2 24
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Wavelenght (nm)

Sekil 4. 4. Ag-Nanopartikiil, Resveratrol, Ag-Resveratrolin UV-VIS Spektrumu

4.3. Zeta Sizer Ol¢iim Bulgulan

Zeta sizer Olclimiine gore glimiiy nanopartikiill ve resveratrolin Zeta Sizer
bulgulan1 sekil 4.3. ve 4.3.1°de verimisti. AgNP lerin boyutlar1 2 nm den 10 nm lere
kadar dagilrken (PDIL: 0.471, 4.33 nm, Derived Count Rate (kcps): 121.06) Res
baglandiginda (PDI: 0.493, 32.67 nm, Derived Count Rate (kcps): 92.65) 24 nm den 50
nm kadar dagihm sergilemislerdir. AgNP nin yiizey potansiyeli -41.7 yiizey yiikleri
(mV) iken Res baglandignmda -15.0 mV a dismistirr Bu da Res’in AgNP’ye
baglandigmn ¢ok ciddi bir gostergesidir. Aym zamanda PDI degerlerinin 0.5 in altnda
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olmas1 nanopartikiillerin kalitesini gosteritken Derived Count Rate (kcps) degerlerinin
100 e yakm ya da daha yiiksek olmasi da nanopartikiillerin derisiminin ¢cok daha diisiik
olmadiginin bir gostergesidir.

Tablo 4. 1. Giimiis- Nanopartikiil boyutlarmm yiizdeleri

Size Mean Std Dev Size Mean Std Dev Size Mean Std Dev Size Mean Std Dev
d.nm | Number %| Number % d.nm Number %| Number % d.nm Number %| Number % d.nm | Number %| Number %
0,4000 0,0 5,615 8,1 78,82 0,0 1106 0,0

0,4632 0,0 6,503 4,1 91,28 0,0 1281 0,0

0,5365 0,0 7,531 2.1 105,7 0,0 1484 0,0

0,6213 0,0 8,721 1.1 1224 0,0 1718 0,0

0,7195 0,0 10,10 0,5 141,8 0,0 1990 0,0

0,8332 0,0 1,70 0,3 164,2 0,0 2305 0,0

0,9649 0,0 13,54 0,1 190,1 0,0 2669 0,0

1,17 0,0 15,69 0,1 2202 0,0 3091 0,0

1,294 0,0 18,17 0,0 255,0 0,0 3580 0,0

1,499 0,0 21,04 0,0 2953 0,0 4145 0,0

1,736 0,0 24,36 0,0 342,0 0,0 4801 0,0

2,010 0,0 28,21 0,0 396,1 0,0 5560 0,0

2,328 0,0 32,67 0,0 4587 0,0 6439 0,0

2,696 37 37,84 0,0 531,2 0,0 7456 0,0

3,122 15,1 43,82 0,0 615,1 0,0 8635 0,0

3,615 255 50,75 0,0 712,4 0,0 1,000e4 0,0

4,187 24.0 58,77 0,0 825,0 0,0

4,849 15,3 68,06 0,0 955,4 0,0

30T e R R LR R R :

Number (%)

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Sekil 4. 5.Glimiis Nanopartikiil dagihm yiizde grafikleri
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Zeta Potential Distribution

100000 T
11000100 R R . .......... "i‘.‘ ...............................................
2 i : | '
g BO000 T = s r SIE I ‘\‘,........
O L] I| "
O N | :
5 : [ ;
S 40000 e R T R
= : Fo :
T P :
0000 T * rrmrer i a o “{
-+ ‘I‘I “" :
0 | L : | : | :
-200 -100 0 100 200

Zeta Potential (mV)

Sekil 4. 6.AgNPs Zeta Olgiimii ( PDI: 0.471, 4.33 nm, Tiiretilmis Saym Orant (kcps):
121.06, Zeta: -41.7 mV

Tablo 4. 2.Giimiis-resveratrol nano partikiil boyutlarmin yiizdeleri



Size Mean | StdDev Size Mean | Std Dev Size Mean | StdDev Size Mean | StdDev
d.nm | Number %| Number % dnm | Number %) Number % d.nm | Number %| Number % dnm | Number %| Number %
0,4000 00 5,615 0.0 78,82 0,0 1106 0.0
0,4632 00 6,503 0.0 91,28 0,0 1281 0.0
0,5365 00 7,531 0,0 105,7 0,0 1484 0,0
0,6213 0.0 8721 0,0 124 0,0 1718 0,0
0,7195 0.0 10,10 0,0 1418 0,0 1990 0,0
0,8332 00 1,70 0.0 164,2 0,0 2305 0.0
0,9649 0.0 13,54 0,0 190,1 0,0 2669 0,0
1,117 00 15,69 0,0 2202 0,0 3091 0.0
1,294 0.0 1817 0,0 255,0 0,0 3580 0.0
1,499 0.0 21,04 0,0 2953 0,0 4145 0,0
1,736 0.0 24,36 85 3420 0,0 4801 0,0
2,010 0.0 2821 28,0 39,1 0,0 5560 0,0
2328 00 3267 351 4587 0,0 6439 0.0
2,696 00 k&) 212 5312 0,0 7456 0.0
3122 0.0 4382 64 615,1 0,0 8635 0,0
3615 0.0 50,75 08 7124 0,0 1,000e4 0,0
4187 0.0 58,77 0,0 825,0 0,0

4,849 0.0 68,06 0,0 9354 0,0
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Sekil 4. 7.Giimiig-res Nanopartikiill dagihm ylizde grafikleri

10000

28



29

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4. 8.AgNPs ve Resvaratroliin Zeta Olgiimii (PDI: 0.493, 32.67 nm, Tiiretilmis
Saym Oram (kcps): 92.65, Zeta: -15.0 mV)

4.4. Hiicre Kiiltiirii ve Apoptozis
Mcf-7, Mda-Mb-231 meme kanseri hiicre hatlarmda ve kontrol grubu Mcf-10A

hiicre hattmda AgNP-Res ve resveratrolin 24 saatlk uygulamasi sonucunda Sekil 4.4.
ve Sekil 4.4.1 ile gosterilmistir.
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Sekil 4. 9.Resveratroliin farkh derisimlerinde % canhlik
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Sekil 4. 10.AgNp-Resveratroliin farkh derisimlerine % canlilik degisimleri

Cizilen grafiklerden IC50 degeri hesapland1 ve Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 4. 3.AgNP-Res ve Resveratrol’iin ICso degerleri

Hiicre hatt1 IC50 (ug/mL)
AgNP-Res 5,49 0,04
MCEF-7
Res 8,06+002
AgNP-Res 5,66%0,03
MDA-MB-231
Res 7,02+0,04
AgNP-Res 19,36£0,13
MCF-10A
Res 16,9610,72
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ICsp degeri hesaplandiktan sonra segiciligi yilksek olan MDA-MB-231 hiicre
hattmda apoptotk goriintiileri goriintilemek amaciyla flow-sitometride Anneksin 'V
ticari kitleri kullamlarak alndi. Flow sitometriden alman goriintiler Sekil 4.4.2'de

verilmistir.
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Sekil 4. 11. Mda-Mb-231 hiicre hattmda AgNP, Res ve AgNp-Res 24 saatlik
inkiibbasyon sonucunda flow sitometri gOriintiileri
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Flow sitometri sonuglarma gore erken apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz ve canh
hiicre sayilar1 belirlendi. Elde edilen goriintilerden Tablo 4 ve Tablo 5 olusturuldu ve
apoptoz/nekroz oram hesaplandi.

Tablo 4. 4.Mcf-10a hiicre hattinda flow sitometri sonuglari

Canlhilik Erken Gec Nekroz Apoptoz/Nekroz
Apoptotik Apoptotik
AgNp 86,80 1,20 7,50 4,50 1,93
Res 90,90 2,30 4,20 2,60 2,50
AgNp-Res 88,60 1,10 6,00 4,30 1,65

Tablo 4. 5.Mda-Mb-231 hiicre hattnda flow sitometri sonuglari

Canlhilik Erken Gec Nekroz Apoptoz/Nekroz
Apoptotik Apoptotik
AgNp 85,60 2,50 6,80 5,10 1,82
Res 92,80 2,70 2,40 2,10 2,43
AgNp-Res 53,90 21,80 17,10 7,20 5,40

4.5. Hiicre Dongiisii
Yapilan ¢aligmada hiicre dongiisinde Res ve AgNp-Res’in hiicreyi hangi fazda
durdugunu tespit etmek icin flow sitometride goriintiilendi. Elde edilen veriler Sekil

4.5.1'de gosterilmistir.
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Sekil 4. 12.Res ve AgNP-Res in Mda-Mb-231 hiicre hattnda uygulanmalar1 sonucu

Tablo 4. 6.Res ve AgNP-Res in Mda-Mb-231 hiicre hattmda hiicre dongiisii oranlar

GO/G1 S G2/M
Res 423 29,1 27,7
AgNp-Res 32,1 40,2 25,7

Resveratrol uygulanmasi sonucu; GO/G1 faznda 42.3, S faznda 29.1 ve G2/M
fazmda 27.7 degerleri gozlemlenir iken AgNP-Res uygulanmasi sonucunda GO/G1

faznda 32.1, S fazmda 40.2 ve G fazmda 25.7 degerleri tespit ediimist

33
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5.TARTISMA

Nanoparcaciklar tip alannda baghca hedeflenmis hiicrelere gen transferi, ilag
dagitim sistemlerindeki  spesifik baglanma  Ozellkleri ve  goriintileme alannda
kullamimaktadr. Nanopargaciklar, tam ve tedavide diger maddeler ile mukayese
edilemez derecede spesifik Ozellik ortaya koyarlar. Nanoteknoloji ve nanopargaciklar
kanser terapilerinde, ilag yan etkilerinin azaltilmasinda, ilaglarm hiicre  icine
tasmmasmda, okiiler vakalarm analiz ve terapisinde, tibbi goriintilemelerde, kemiklerin
yeniden  onarmmm  hizlandriimasinda,  organ  nakillerinde  organ  reddinin
engellenmesinde,  fototermal tiimor yok ediimesi islemlerinde kullamimaktadr (112,
113, 114).

Anti bakteriyel isleve sahip nanopargaciklara verilebilecek en yaygm kullanmu
olan orneklerden biri ise glimiistiir. Gilimiis nanoparcaciklart (AgNPs), alglayict smlar
ile inceleme, kataliz ve anti bakteriyel Ozellk sergilemesi Ozellikleri ile tp alanmnda
kullanmu  mevcuttur.  Bunlara  ilaveten yara kaynakh enfeksiyonlarda  AgNPs
uygulamalar1 tercth edimektedir (115, 116). Giimiis nanopargacigl antibakteriyel
etkisin, bakteri vb. hiicre zann ve varsa hiicre duvarmi gecerek DNA’y1 islevini
engellemesi ile sergiler. Neticede bu engelleme ile mikroorganizma artisi engellenmis
olur. Nanoparcacik giimiis sayesinde serbest kalan elektronlar, hiicre zarmi yirtarak
DNA ve riboniikleotid asit (RNA) eslenmesine engel olarak ¢ogalmm Oniine ge¢mis
olur(117, 118). Bizde g¢ahsmamizda ortalama 5nm boyutunda giimiis nanopartikiil elde
ettik.

Gilimiis nanopartikiil ve gemsitobinin birlikte kullanmmi, ovaryum kanserine karsi
anti timor ajan secenedi olarak ortaya ¢ikmaktadr. Giimiis nanopartikiillerinin
potansiyel olarak gemsitobine duyarhligi arttrabilecegi diistiniilmektedir(156).

MCF-7 hiicre hatti, 72 saat boyunca Au ve Res ile uygulamaya maruz
brakimistr. Res uygulanan gruplarda GO/G1 faznda azalma ve S faz yiizdesinde artis
gozlemlenmistir.  Au  uygulanan gruplar Res uygulamasi ile benzer sonuglar
gostermislerdir. Au tek basma uygulandiginda hiicrede fazlarda Onemli bir farkhlk
gozlemlenmemistir. Au-Res bilesigi uygulanmasi sonucu elde edilen degisimin Res
kaynakl olabilecegi diistiniilmiistir. Au diisiik toksisite gOstermesi nedeniyle tercih
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edimigt. Au nanopartikiilleri negatif yiikli olmast sebebiyle hiicre icine giriste
avantajlidir(157).

Resveratrol (trans-3, 5, 4’-trihydroxystibene) siyah {iziim basta olarak cok
sayda bitki tarafindan kuraklk, soguk hava, stres, yaralanma, ultraviyole ismlari (UV)
ve mantar enfeksiyonlarma karsi iretilen flavanoid olmayan polifenolk dogal bir
fitoaleksindir (1). Resveratrolin anti-kanser aktivitesi kanser hiicrelerinin  hiicre
dongiisii  siireci, proliferasyonu, apoptozisi, metastaz,, anjiyogenezi ve invazyonunu
diizenleyen cesiti hiicre sinyal molekiillerinin modiilasyonu araciligi ile olmaktadir.
Resveratroliin  kemoterapiye direng mekanizmalarmm {istesinden gelerek kemoterapotik

ajanlara karst direngli hiicreleri duyarh hale getirdigi de gosterilmistir (2).

Resveratroliin antitimor etkisinin riboniikleotid rediiktaz, deoksiriboniikleik asit
(DNA) polimeraz protein kinaz C, siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivitelerinin
baskilanmasi,  karsinogenezin baskilanmasi, apoptotik hiicre aktivasyonuna bagh

olabilecegi de bildirilmistir (3).

Resveratrol, hiicre dongiisiiniin durdurulmas1 ve apoptozisin indiiklenmesinde
oneml rol oynamaktadw. Fakat apoptozs-indiikli etkileri farkh tiimor hiicrelerinde
farkllik  gostermektedir (4). Insan promyleositik losemi hiicrelerinde resveratroliin
hiicrelern  ¢ogalmasm baskiladig,, apoptozsi etkin kildig, antiapoptotik onkoprotein
Bcl-2 artismi engelledigi ve DNA’da kirlmalara neden oldugu gosterilmistir (5).

Resveratrol, meme kanseri de dahil olmak iizere, pek cok kanser tiiriinde kanser

hiicrelerinin ¢ogalmin1 baskilamaktadir (87, 158).

Doksorubisin  insan neoplazma tedavilerinde yaygm olarak kullanilsa dahi,
doksorubisin artistyla  goriilen  kardiyomiyopati  doksorubisin tedavisinin - uygulanmasi
icin  kisttlayicidr.  Kardiyoprotektif — resveratrol ile  doksorubisinin  yan  etkisinin
azaltlmas1 amactyla Mcf-7 hiicre hatti iizerinde ¢ahsma yapimstr. (159, 160)
Resveratrol ve doksorubisinin  beraber kullanmm sonucu, sadece doksorubisin
kullaninmma gore apoptozda artig, hiicre siklusunun S ve G2 evrelerinde duraksama
goZlemlenmistir. S ve Gl fazmda DNA replikasyonu i¢in kullanilan riboniikleotid

rediiktaz enziminin inhibisyonu vardwr. Resveratrol ve doksorubisinin birlikte kullanmu
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ile resveratroliin hiicre siklusunu S evresinde durdurmasi sonucu daha yiiksek oranda
Mcf-7 kanser hiicresmin doksorubisin etkisme maruz kaldig, Mcf-7 hiicreleri icine
alman doksorubisinin konsantrasyonunun arttigi gozlemlenmistir (161, 162, 163, 164,
165).

Crowell ve ark. tarafindan 2004 yiinda yapian br cahsmada (3000 mgkg)
konsantrasyonunda resveratrol kullandldigmda renal toksisiteye sebep olabilmektedir.
Yiikksek dozda resveratrol ile tedavi edilen hayvanlarda bobrek tiibiil dilatasyonu,
papiller nekroz akut pelvik inflamasyon ve nefropati insidansmda artis gozlemlenmistir
(166).

Serrero ve ark. resveratroliin, otokrin biiylime uyaricilarinin seviyelerini inhibe
ettigini ve biiyiime faktorii alfayr donistiirdiigiinii Mda-Mb-231 meme kanseri hiicre
hattinda gbstermistir (167).

2008 yilnda Caddeo ve ark. tarafindan yapilan c¢algmada diisiik
konsantrasyonda resveratrolin herhangi bir toksisite belirtisi olmaksizn hiicre sayismi
arttrdi@m  gosterirken, yiliksek dozajda resveratrol konsantrasyonunun sonucunda hiicre
fonskiyon durumu bozulmasi sebebiyle hiicre membran biitiinligiinde degisim oldugu
tespit edilmistir (168). Cahsmamiz AgNP-Res ve resveratrol uygulamalari meme
kanseri hiicre hattlar1 iizerinde yapildi. Mcf-7 ‘de AgNP-Res ve resvaratrolin ICs
degeri ; 5,49 ve 8,06; Mda-Mb-231AgNP-Res ve Resvaratroliin ICsy degeri ; 5,66 ve
7,02 ‘dir.Mct-10A’da ise AgNP-Res ve resvaratroliin IC5¢ degeri 19,37 ve 16,96’dir. Bu
nedenle Mda-Mb-231 hiicre hattinda daha etkili oldugu gozlemistir.

Can ve ark. tarafindan 2012 yilinda yapilan cahsmada resveratroliin ¢ogalmay1
engelleyici etkisi; 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide i¢ tuzu (XTT) analizi ile belirlenmistir. Resveratroliin duyarh K562 ve
direncli K562/IMA-3 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkileri, Kaspaz-3 aktivitesindeki
degisiklikler, mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) kayb1 ve Anneksin V (FITC)
ille apoptoz yoluyla belirlenmistir (7).

Resveratroliin hiicreleri, hiicre dongiistiniin farkh asamalarmda tutuklayarak ve
hiicre = cogalmasmda  yer alan  genleri  diizenleyerek  tiimér  hiicrelerinin
kemosensitivitesini ~ arttrdigmi  gostermistir.  Kemoterapiye direncli B16  melanomda

resveratrol, siklin DI1’in asag regilasyonunun eslk ettigi doksorubisini indiikleyerek
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sitotoksisiteyi arttrnustir. Resveratrol ile tedavi sonucu G1-S fazinda hiicre dongiisii

tutuklanmasinda bir artiy gézlemlenmistir (2).

Yaptigimiz caligmada ise; resveratrol uygulanmasi sonucu; GO/G1 faznda, iken
AgNP-Res uygulanmas1 sonucunda S faznda durdurmustur.

Gatouillat ve ark. tarafindan 2010 yiinda yapilan c¢ahsmasmnda polifenol bilesik
olan resveratroliin kemopreventif etkilerini doksorubine direngli B16 melanom hiicre alt
hattnda (B16/DOX) biiylimesini inhibe etmesi ile gostermisti. Hiicre G1 faznda
tutuklanmis  apoptoz  indiiklenmistir.  Resveratrol uygulanan farelerde  melanomun
biliyiimesinin engellendigi gozlemlenmis ve bu veriler kemoterapiye direngli tiimorlerin
tedavisinde resveratrolin tek basma ve diger kemdterapik ajanlarla kombinasyon

halinde potansiyel etkisini ortaya koymustur (6).

Cabsmamizda FTIR ve UV-VIS analizleri sonucunda resveratroliin  giimiis
nanopartikile baglanabildigi sonucuna ulagildi Zeta Sizer Olciimii ile tanecik boyutunda
ve vylizey potansiyelnde meydana gelen degisimler ile resveratrol ve giimiis
nanoparc¢aciklart ile kompleks elde edildigi ortaya kondu. Flow sitometri sonuglarmna
bakarak Mda-Mb-231 hiicre hattmn AgNP-Res’e daha duyarh oldugu ortaya ¢iknustir.
Calymamizda Mda-Mb-231 hiicre hattmda AgNP-Res uygulamasi sonucu erken
apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekroz degerlerinde artiy gozlemlendi. Mda-Mb-231 kanser
hiicre hattnda canlllk azahs1 gozlemlenir iken, kontrol grubu Mcf-10A iizerinde ciddi
bir degisiklik olmamasi AgNP-Res’in sitotoksik etkisinin kanser hiicre hatt1 iizerinde
etkili olur iken saghkh hiicrelere toksik etki etmeyecegmne dair bulgu olabilir. AgNP-
Res uygulamasi sonucu hiicre siklusunun S fazmda durduruldugunun gozlemlenmesi ile
AgNP-Res’in kanser hiicre gelisimini engelledigi diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak AgNP-Res uygulamasmmn ozellikle Mda-Mb-231 hiicre hattmda
sitotoksisite  gosterirken, kontrol hiicre hattmda toksik etki gOstermemesi ve hiicre
siklusunu durdurabilmesi ile kanser hiicrelerinin hedeflenmesine icin iyi bir tedavi

secenegl olabilecegi diistiniilmektedir.
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