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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

SILVER NANOPARTIKULLERININ /N ViITRO PROSTAT VE BAS BOYUN
KANSER MODELI UZERINE SORAFENIB iLE SINERJiISTiK ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Merve ARSLAN

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyomedikal Miihendisligi Ana Bilim Dali
Danigman: Dog. Dr. Elanur AYDIN KARATAS

Erkeklerde sik goriilen kanserler arasinda olan prostat kanseri her yil yiiz binlerce dliime
neden olmaktadir. Hipofarenks kanseri, nadir gorulen gec teshis koyulan sag kalim orani diigiik
malign kanserlerdendir. Giinimizde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi metotlar ile kanser
tedavisi yapilmaktadir. Fakat geleneksel kanser tedavilerinin yan etkileri vardir. Bu nedenle,
mevcut ¢alismalarin ¢ogu kanserin tan1 ve tedavisinde yeni yaklagimlar bulmaya yonelmistir.
Kanser tedavisinde nanoteknolojiye dayali kullanilan terapiler minimal yan etkiler ve yiiksek
ozgunlukleriyle oldukca ilgi cekmektedir. Son yillarda aragtirmalar, glimiis nanopartikiillerinin
(AgNP) antikanser 6zelliklerine odaklanmigtir. Diger taraftan, tirozin kinaz sinyal yolaklarini
inhibe eden sorafenib tedavisi kanser tedavilerinde halihazirda kullanilmaktadir. Yapilan literatur
taramasi sonucu, AgNP ve sorafenibin PC3 (prostat kanseri) ve FaDu (farinks kanseri) hicre
hatlar1 lizerine sinerjistik etkilerinin ¢alisiimadig: tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda, PC3 ve
FaDu hiicrelerine AgNP ve sorafenib ayr1 ve birlikte uygulanarak hiicresel ve molekiiler diizeyde
etkileri incelenmistir. HUlcre proliferasyonunu belirleyen CVDK-8 testiyle PC3 ve FaDu
hiicrelerine kars: her bir etken maddenin 1Cx konsantrasyonlari belirlenmistir. Etken maddelerin
PC3 ve FaDu hicrelerinde olusturdugu apoptoz etkileri, kolorimetrik olarak 6l¢ulup kaspaz-3
proteini seviyesindeki degisimler western blot ile belirlenmigtir. Her iki hiicre hattinda da AgNP
ve sorafenibin tek basina uygulamalar1 konsantrasyona bagl olarak hiicre canliliginda azalmaya
neden olmustur. AgNP-Sorafenib kombinesinin PC3 huicrelerine kiyasla FaDu hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu inhibisyonunda daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Western blot analizinden
izlenen kaspaz-3’iin ekspresyon verilerine gore, FaDu hiicrelerinde AgNP ve AgNP-Sorafenib
muamele gruplarinda apoptozda anlamli bir degisiklik gdzlemlenirken, sorafenib muamele
grubunda anlamli bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir. Mevcut ¢alismadan ulastigimiz
verilerin, nanotasiyici ilag sistemlerine yeni bakis agilari saglayacagi umulmaktadir.
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ABSTRACT

MS. Thesis

INVESTIGATION OF SYNERGISTIC EFFECTS OF SILVER
NANOPARTICLES WITH SORAFENIB ON IN VITRO PROSTATE AND
HEAD AND NECK CANCER MODEL

Merve ARSLAN

Erzurum Technical University
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Department of Biomedical Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Elanur AYDIN KARATAS

Prostate cancer, one of the most common cancers in men. Hypopharyngeal cancer is a
rare malignant cancer. Because traditional cancer treatments have side effects, most of the current
studies are directed towards finding new approaches in the diagnosis and treatment of cancer.
Therapies based on nanotechnology have attracted much attention with minimal side effects and
high specificity. In recent years, research has focused on the anticancer properties of silver
nanoparticles (AgNPs). Furthermore, sorafenib therapy, which inhibits tyrosine kinase signaling
pathways, is already used in cancer treatments. According to literature review, we determined that
the synergistic effects of AgNP and sorafenib on PC3 (prostate cancer) and FaDu (pharyngeal
cancer) cells were not studied. In this thesis, AgNP and sorafenib were applied individually and
together to PC3 and FaDu cells, their effects were examined at cellular and molecular levels. The
IC2 concentrations of each agent against PC3 and FaDu cells were determined by CVDK-8 assay.
Apoptosis effects were measured colorimetrically and changes in caspase-3 expression levels
were determined by western blot. In both cells, AQNP and sorafenib alone caused a concentration-
dependent decrease in cell viability. It was observed that AgNP-Sorafenib combination was more
effective in cell proliferation inhibition in FaDu cells compared to PC3 cells. According to
Western blot analysis, a significant change in apoptosis was observed in the AgNP and AgNP-
Sorafenib groups in FaDu cells, while no significant change was observed in the sorafenib group.
It is expected data of this study will provide new perspectives on nanocarrier drug systems.

2022, 56 page
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Sorafenib, Western blot analysis
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1. GIRIS

1. GIRIS
1.1. Nanopartikullerin Ozellikleri

Nanopartikuller, boyutlar1 1 ila 100 nm arasinda degisen ufak materyallerdir
(Khan et al. 2019). Ancak insan goziiyle algilanamayan bu nanopartikiiller atomdan veya
bir molekulden ise daha buyik boyutlardadir (Uyanikgil ve Salmanoglu 2020). Madde
nano boyutta iken dokme malzeme, tek atom ya da molekul haldeki 6zelliklerinden farkl
bir sekilde olagan dis1 fiziksel, kimyasal ve biyolojik 0zellikler gosterebilmektedir
(Anonymous 2022a). Nanopartikiller kiigiik boyutlarda olmalarina ragmen yiizey alani
olarak genis olduklarindan dolayr bu miimkiin olmaktadir (Baygu 2020).
Nanopartikillerin genis yiizeyli olup hacimsel olarak kiiciik olmasinin yan1 sira kuantum
boyutundaki tesirleri, ylzeyinde bulunan atomlarinin spesifik dzellikleri ve elektronik
yapilar1 onlar1 Oteki materyallerden farkli olmasini saglamaktadir (Yetisgin ve Giiney
2017).

1 nm 10 nm 100 nm 1 pm 10 um 100 pm

——— - ~ ——s = — s T
& S o~ ‘ TR

\ 1 | i | |
\ Py \

{0\
: e \
O A v O \
) ) . A . . ~ - '; % \v
\ "HO : OH \

{ e /
/| Glikoz Fosfolipit Protein e Bakteri  Eritrosit Makrofaj /

/’; molekiilii /
" / Nanopartikiiller /

\/ - - ) l

Sekil 1. 1. Nanopartikil boyutunun sematize edilmesi (Yetisgin ve Giiney 2017)’den
degistirilerek alinmstir.

Nanoteknolojinin temelini olusturan nanopartikiiller gida, elektronik, tekstil,
kaplama ve boya, enerji, uzay alani, otomotiv, tarim, manyetik rezonans goruntileme
(MRI) kontrast maddeleri, doku miihendisligi, antimikrobiyal katki maddeleri, DNA
yapisinin arastirtlmasi, UV korumasi, proteinlerin tespiti, hiicre ve biyolojik materyallerin
saflastirilmasi gibi gesitli bircok alanda kullanilmaktadir (Baygu 2020). Nanopartikuller
temel olarak karbon bazli, inorganik bazli, organik bazli ve kompozit bazli olarak

siiflandirilmaktadir (Uyanikgil ve Salmanoglu 2020).
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Cizelge 1.1. Nanopartikillerin smiflandirilmast (Uyanikgil ve Salmanoglu 2020)’den
degistirilerek alinmustir.

Karbon bazhi Organik bazh inorganik bazh Kompozit bazh
nanomateryaller nanomateryaller nanomateryaller nanomateryaller
Fullerenler (C60) Dendrimerler Altin Kitosan
Karbon nanotipler | Miseller Giimiis Polilaktik asit
(CNT)
Lipozomlar Titanyum dioksit Hidroksi etil metakrilat

Karbon nanofiberler
Polimer nanopartikiller | Cinko oksit
Grafen (Gr)
Demir oksit

Silisyum

Kuantum noktalar

1.2. Giimiis Nanopartikiilleri (AgNP’ler)

Metalik bir nanopartikiil olan giimiis nanopartikiiller nanoteknoloji alaninda genis
bir ilgi odagi olmaktadir. Glimiis nanopartikiillerinin ¢esitli kullanim alanlar1 arasinda
protein algilama amaciyla insa edilmis biyosensér yapimi (Zhou et al. 2011), biyo
goriintileme (Lee et al. 2007), timdr bolgesinin lazer yardimiyla isitilip biiyiimesini
inhibe etmek kastiyla fototermal tedavi yontemi (Park et al. 2020) ve antimikrobiyal
ozelliklerinden dolay1 tibbi-dental uygulamalar (Bapat et al. 2018; Hammamchi 2019)
bulunmaktadir. Tiim deginilen bu noktalardan anlasildig: lizere glimiis nanopartikiilleri
cok farkli alanlarda ragbet gormektedir. Ayn1 zamanda giimiis nanopartikiilleri reaktif

oksijen tiirlerini (ROS) indiikleyerek hiicre iginde oksidatif stres olugturmasi sebebiyle
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hiicre 6liimiine neden oldugu i¢in antikanser ¢aligsmalarda da kullanilmaktadir (Sankar et
al. 2013).

Bilim insanlarinin dikkatini geken AgNP’ler ve yaydiklart Ag* iyonlari, oksidatif
stresi molekdil, organel ya da tiim hiicre seviyesinde tetikleyebilmektedirler. Giimiis
nanopartikiiller lizozom, mitokondri, c¢ekirdek dahil olmak iizere hiicre zar1 ve
organellerinde glcli bir oksidatif hasara neden olarak dogrudan apoptoza ya da nekroza

sebebiyet vermektedirler (Zhang et al. 2014).

Hastalar igin aseptik bir g¢evre /'/ AgNP’ler  onleyici
saglamak adma  AgNP’ler antibakteriyel etk

; . saglamasi admna
antibakteriyel boya ve e

.. N kemik dolgusu ve

dezenfektanlarm igine \ ioer implantlara
eklenmektedir. eklenmektedir.
AgNP’ler onleyici / AoNP’ler
antibakteriyel etki saglamasi / enfeksiyonlardan
admma norosiriirjik santlar ve 3 korumak ve izl
vendz kateterler igin bir yiizey . iyilesme saglamasi
kaplamasi olarak \ admna sarg1 bezlerine
cklenmekiedic \ entegre edilmektedir.

Sekil 1.2. Giimiis nanopartikiillerin kullanildig1 bazi alanlar (Chaloupka 2010)’den
degistirilerek alinmustir.

Farkl1 hiicre hatlarinda AgNP maruziyeti sonucu hiicrelerde membran sizintisi,
canlilik da azalma ve mitokondriyal aktivasyonda inhibisyon varligi goriilmektedir.
Giimiis nanopartikiillerinin hiicreler tizerindeki genel sitotoksik etki mekanizmasinin
ROS indiiksiyonu vasitasiyla oldugu dile getirilmektedir. In vitro deneylerde AgNP’lerin
maruziyeti sonucu hiicrede GSH miktarinda azalma, ROS seviyesinde yiikselme, lipid
peroksidasyonu ve ROS duyarli genlerin ekspresyonunda artma olmaktadir. Nanopartikiil
aractl ROS seviyesindeki bir artis DNA hasari, apoptozis ve nekrozis ile
iliskilendirilmektedir (Foldbjerg et al. 2011). Ayrica yapilan bir ¢alismada giimiis

nanopartikillerinin konsantrasyona miktarina bagl olarak laktat dehidrogenaz (LDH),
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ROS ve kaspaz-3’iin aktivasyonu araciligiyla kanser hiicresinde sitotoksisite gosterdigi
belirtilmektedir (Gurunathan et al. 2013).

Cogunlukla zamana, konsantrasyona ve enerjiye bagimli olarak endositoz yoluyla
hiicre i¢ine alman glimiis nanopartikiillerinin hedef aldig1 ana organeller endozom ve
lizozom olmaktadir. Lizozomlarin asidik ortamina maruz kalan nanopartikiiller ROS
olusumunu tetiklemektedir (Wei et al. 2014). Oksidatif hasara neden olan yanlis
eslemelere yol agmas1 sebebiyle DNA’ nin biitiinliigii agisindan énemli bir tehdit olarak
goriilen ROS’lar arasinda siiperoksitler (O27), hidroksil radikalleri (OH") ve hidrojen
peroksit (H202) bulunmaktadir (Klug et al. 2011). In vivo ¢alismalara gore H2O2 ve AgNP
arasindaki reaksiyonlar Ag* iyonlarinin yayilimi ile sonuglanmaktadir. Bu reaksiyonun
hiicre kiiltiir medyumu ya da sitoplazmadaki proteinler ile etkilesime gecerek meydana
gelebilecegi varsayilmaktadir. Sitoplazma, hiicre zar1 ve mitokondrinin i¢ zarinda
bulunan molekiillerin tiyol gruplariyla etkilesime giren AgNP’ler ve yayilmis Ag*
iyonlari, lipid peroksit yayilimimna, hiicre membrant ve mitokondriyal sistemlerin
gecirgenliginde artisa neden olmaktadir. Hiicre membranindaki hasar, sitoplazmik
icerigin sizmasi ve nekroz ile sonuclanip lizozomal membranin yirtilmasi lizozom aracilt
apoptozu aktive etmektedir. Ayrica hasara ugrayan mitokondri islevini yerine
getiremediginden elektron transferi bozulmakta ve bu sebeple mitokondriye bagl

apoptoz gerceklesmektedir (Wei et al. 2014).

Ayrica AgNP’lerin bakterisidal etki mekanizmasinda da benzer bir durum olup
AgNP’lerin direkt olarak bakteri hiicre membranina zarar verdigine dair kanitlar olsa da
glimiis nanopartikiillerinden giimiis iyonlarmin (Ag®) yayilmast ile membran
gecirgenliginin artmasi, proton motif giiciin kaybi, hiicresel komponentlerin sizmasi ve
DNA replikasyonunun bozulmasi araciligiyla AgNP’ler bakterisidal aktiviteye sebep
olmaktadirlar (Jones and Hoek 2010).

1.2.1. AgNP kaynakh apoptoz ve kanser iliskisi

Insan viicudundaki saglikli hiicrelerin sayis1, cogalmasi, farklilasmas1 ve &liimii
(apoptoz) var olan miikkemmel bir denge ile korunmaktadir. Kanser hiicrelerinin

cogalmasi, farklilagmast ve hayatta kalmasi protoonkogenlerin onkogenlere
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doniismesinden  kaynaklanmaktadir.  Protoonkogenler ise nokta mutasyonu,
translokasyon, insersiyon ve gen amplifikasyonu ile aktive olup onkogenleri
olusturmaktadirlar. Onkogenler, gittikleri hiicrelerde transformasyona neden olan
genlerdir. Bunlara karsilik olarak insan viicudunda hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasini
engelleyen tiimor baskilayici genler de bulunmaktadir. Tiimor baskilayici genler ya hiicre
dongiisiinii inhibisyona ugratarak ya hiicre farklilasmasini tetikleyerek ya da hiicreyi
apoptoza gondererek kontrolsiiz ¢ogalmanin Oniine ge¢mektedirler. Ayrica onkogenik
sinyal yolaklar1 asir1 aktivasyona ugramigsa bu yolaklarin inhibisyonunu saglayarak
hiicre proliferasyonunu dengede tutmaktadirlar. Fakat timor baskilayict genlerde
olusabilecek herhangi bir fonksiyonel kayip (mutasyonlar gibi) hiicrenin kontrolsiiz

¢ogalmasi ve apoptoz inhibisyonu ile kanserlesmeye neden olmaktadir (Bozgeyik 2020).
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DNA hasan

Sekil 1.3. Glimiis nanopartikiillerinin ROS aracilig: ile hiicreyi apoptozise gotlirmesi
(Wei et al. 2014)’dan degistirilerek alinmustir.

1.3. Kanser

Kanser, bazi viicut hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogaldigi ve viicudun diger
boliimlerine yayilma (metastaz yapma) potansiyeli olan bir hastaliktir (Anonymous
2021a). Yaslanmis ya da hasar almis hiicreler dliir ve saglikli hiicreler ihtiyaca gore yeni
hiicreler olusturup bu hiicrelerin  yerine gegerler. Bu diizen bozuldugunda
denetlenemeyen hiicre ¢ogalmasi ve metastaz engelleyici mekanizmalarda anormallikler
gorulir. Karsinogenezis ¢evresel, genetik, viral kaynakli enfeksiyon, kisinin beslenme
tarzi, t0tin kullanimi ve alkol tiketimi gibi yasam sekline dayali bircok faktor ile
baglantilidir (Bozgeyik 2020).
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Karsinogenez olusumu i¢in sadece kontrolsiiz ¢ogalma yeterli degildir. Bu
hiicrelerin saglikli diger hiicrelere yayilma (invazyon) ve dolagim yoluyla tiimoriin koken
aldig1 hiicreden daha uzakta bulunan diger saglikli hiicrelere yayilma (metastaz)
potansiyeline sahip olmasi gerekmektedir (Aliustaoglu 2009). Kanserli hiicrelerde hiicre
dongiisii kontrol noktalarini ve programli hiicre 6liimiinii denetleyen genler mutasyona
ugramis ya da yanlis ifade ediliyor olabilmektedir. Béylece kontrolsiiz bir sekilde kanserli
hiicreler ¢ogalmaktadir. Insan hayatin1 tehdit eden hastaliklarin basinda gelen kanser
hastalig1 iyi huylu (benign) ya da kotii huylu (malign) tiimér olabilmektedir. Benign
timorler énemli bir hasara yol agmasa da malign timorler metastaz yapma kabiliyetine
sahiptirler (Klug et al. 2011).

Kanserler, kanserin kaynaklandig1 doku tipine (histolojik tip) ve birincil bélgesine
ya da viicutta ilk kanserin basladig1 yere gore iki yolla smiflandiriimaktadir. Histolojik
tipe gore yiizlerce farkli kanser tirii olmasina ragmen 6 ana Kkategoride

toplanabilmektedirler (Anonymous 2022b).

Karsinoma
Sarkoma
Miyelom
Losemi

Lenfoma

o o~ w D E

Karigik Tipler

Karsinomlar, tiim kanser vakalarinin %80-90’1m1 olusturmakla birlikte epitel
kokenli malign bir neoplazmadir. Karsinomlar adenokarsinom ve skuamoz hiicreli
karsinom olarak ikiye ayrilmaktadir. Adenokarsinom organ ya da bezde gelisirken
skuamoOz hiicreli karsinom skuamoz epitelden kaynaklanmaktadir. Sarkomlar, bag
dokudan kaynaklanan kanserler olmakla birlikte kemik, tendon, kas, kikirdak gibi
boliimlerde olusabilmektedir. Miyelom, kemik iliginin plazma hiicrelerinden
kaynaklanan bir kanser ¢esidi olmakla birlikte bu plazma hiicreleri kanda bulunan bazi
proteinleri tiretmektedir. Losemi, kan kanseri ya da sivi kanser olarak da bilinen kemik
iligi kanseridir. Lenfomalar, lenfatik sistemin bezlerinde ya da diigimlerinde gelisen kat1

kanserler olmakla birlikte beyaz kan hucrelerinde veya lenfosit Ureten bir damarda



1. GIRIS

geligebilmektedir. Karigik tip kanser cesitleri arasinda adenoskuaméz karsinom,
karsinosarkom, karigik mezodermal tiimdr ve teratokarsinom gesitleri yer almaktadir

(Anonymous 2022b).

Diinya Saglik Orgiitii’niin bir alt kurulusu olan Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajanst’nin (IARC) Kiiresel Kanser Gozlemevi GLOBOCAN 2020 veri tabanina gore
2020 yili igerisinde toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve buna bagh yaklasik 10
milyon 6liim bildirilmistir. Erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda olan prostat
kanseri 1,4 milyon yeni vaka sayisi ile tiim kanserlerin %7,3’linii olusturmakta iken
hipofarenks kanserleri ise nadir gorilup 84,2 bin vaka ile tim vicut kanserlerinin

yaklasik %1’ ini olugturmaktadirlar.

Meme kanseri
(%11.7)

Akciger kanseri

%11.4
Diger kanserler (% )

(%46)

~_ Prostat kanseri
(%7.3)

Mide kanseri
(%5.6)

Rahim agzi kanseri

(%3.1) £
Toplam: 19.292.789 (%4.7)

Karaciger kanseri

Sekil 1.4. 2020 yilinin tiim yas ve cinsiyet gruplarinin dahil oldugu kiresel tahmini yeni
kanser vakasi oranlart (Anonymous 2020)’den degistirilerek alinmistir.
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Akciger kanseri
(%18)

Diger kanserler

(%39.5) Kolon kanseri

(%9.4)

Mide kanseri

Pankreas kanseri___— (%7.7)
0o/.

(%4.7) B )
Ozofagus kanseri Meme kanseri

(%5.5) (%6.9) Toplam: 9.958.133

Sekil 1.5. 2020 yilinin tim yas ve cinsiyet gruplarinin dahil oldugu kiresel tahmini
kansere bagli 6lim oranlar1 (Anonymous 2020)’den degistirilerek alinmustir.

1.3.1. Prostat kanseri

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC) GLOBOCAN 2020 verilerine
gore lilkemizde meme kanserinden sonra en sik goriilen kanser prostat kanseri olup

mortalite agisindan akciger ve meme kanserlerinden sonra yer almaktadir.

Prostat bezi, mesanenin hemen altinda yer alan, i¢erisinden idrar kanalinin gectigi
ve ayrica spermleri testislerden getiren tiiplerin acildig: salg iireten bir organdir. Asil
gorevi meniyi olusturan sivinin bir boliimiinii salgilamasidir. Bliylimemis hali ile yaklasik

bir ceviz boyutundadir (Wein and Kolon 2021).

Normal prostat epitelyumu luminal epitel hucreler, bazal hucreler ve prostat
bezinin her tarafina yayilms kii¢iikk néroendokrin (NE) hiicre komponenti i¢ermektedir
(Hu et al. 2015). Prostat kanserlerinin ¢ogunlugu androjen reseptor (AR), prostat spesifik
antijen (PSA) ekspresyonu ve glandiiler olusumu igeren luminal farklilasma 6zellikleriyle
birlikte bazal hiicrelerin yoklugu ve kotii huylu tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi
ile karakterize olup adenokarsinom olarak adlandirilmaktadirlar. Adenokarsinomlarin
cogu andorojene bagimhidir. Prostatik epitelyal tiimoriin azinligr ise duktal tip

adenokarsinoma, miisin6z (kolloid) karsinom, tasli yiiziik hiicreli karsinom ve kiiglik
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hiicreli (néroendokrin) karsinom (SCNC) gibi ¢esitli formlardan olusmaktadir (Grignon
2004). SCNC, nadir timorler arasinda olup tiim prostat karsinomlarnin %]1’inden
fazlasini olusturmamaktadirlar. SCNC timdr hiicreleri, adenokarsinomlarin aksine AR
ve PSA icin negatiftir (Yao et al. 2006). Oldukca agresif olan SCNC’ler, lokal olarak
ilerlemis ya da uzak metastaz seklinde kendisini gosterebilmektedir. En sik kullanilan
SCNC hatlarindan biri olan PC3 hiicre hatti da kemik metastazindan elde edilmistir
(Kaighn et al. 1979). PC3 hiicre hatt1 androjen bagimsiz olup PSA ve AR eksprese
etmemektedirler (Bokhoven et al. 2003). Mevcut prostat kanseri tedavilerinden olan AR
sinyalini engelleyen hormon tedavileri, asir1 agresif SCNC hatlarinda yanit

vermediginden var olan tedaviler yetersiz kalmaktadir (Papandreou et al. 2002).

Normal prostat Biiyiimiis prostat/Benign prostat hiperplazi

idrar Torbas: idrar Torbas: g

Uretra Uretra

Sekil 1.6. Normal prostat ve benign (iyi huylu) prostat hiperplazi gérinimi (Anonymous
2021b)’den degistirilerek alinmustir.

1.3.2. Hipofarenks kanseri

IARC GLOBOCAN 2020 verilerine gore sadece bir yilda 84,2 bin yeni
hipofarenks kanseri vakasi goriilirken yine sadece bir yilda 38,6 bin mortalite
hipofarenks kanseri sebebiyle gorilmektedir. Tim bas boyun kanserleri arasinda
hipofarenks kanserleri nadir gortlen timorlerden olsa da malign 6zellikte olup sag kalim

orani diisiik ve prognozu en kotii olanlarin baginda yer almaktadir (Garneau et al. 2018).

10



1. GIRIS

Farenks bolgesi, burnun arakasinda yer alan boyun bolgesinden asagi dogru inen
ve yemek borusu ile soluk borusunun iistiinde biten yaklagik 12-13 ¢cm uzunlugunda igi
bos bir tiip olup yedigimiz yemek soludugumuz hava dahil ilgili yerlerine giderken

farenksten ge¢mektedir. Hipofarenks bdlgesi ise farenksin (bogazin) alt kisminda yer

almaktadir.
Farenks Anatomisi
3
Z
Nazal bosluk
Nazofarenks ‘/ 3
Agiz boslugu
Farenks | Orofarenks
Hipofarenks
Ozofagus — i
Trake -

Sekil 1.7. Farenks anatomisi (Anonymous 2012)’den degistirilerek alinmistir

Bir bas boyun kanseri olan hipofaringeal timorlerin ezici ¢ogunlugu skuamoz
hicreli karsinomlardan olusmaktadir. Hipofaringeal skuamoz hicre karsinomali (HSCC)
hastalarin ¢ogunlugu erkek olup bu hastalarin tiitiin ve alkol kullanimi gegmisleri

olmaktadir (Avingsal et al. 2018).

Bas boyun kanseri (HNC) onkogen aktivasyonu, tiimor baskilayict genlerin
inaktivasyonu sonucu olusmaktadir. Normal epitelden invaziv karsinomaya dogru hiicre
degisirken hiperplazi, displazi veya in situ karsinom olmaktadir. HNC’lerde siklikla p16
ve p53 tiimor baskilayici genlerde genetik degisiklikler olmaktadir (Mehrotra and Yadav
2006). Bu kanser tipinde p16 geninin inaktivasyonu hiicre biyimesinde defektlere, timor

olusumunda katkiya sebep olmaktadir. Apoptozu indiiklemede, hiicre dongustni kontrol

11
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etmede anahtar rol oynayan p53 geni, ¢esitli mekanizmalarla inaktive edildigi zaman
mutasyonlara, delesyonlara, aralarinda skuamodz hiicre karsinomasinin (SCC) da oldugu
farkli kanser tiirlerinde hiicresel ve viral proteinlerle baglanmaya neden olmaktadir
(Weinberg 1991). Bas boyun skuamgz htcre karsinomasi (HNSCC) vakalarmin %90’1
ya da daha fazlasinda epidermal biiylime faktor reseptor (EGFR) proteini ekspresyonunda
yiikselme olmaktadir (Grandis and Tweardy 1993). EGFR ligandinin baglanmasi
apoptozun Onlenmesi, anjiyogenez, metastatik potansiyel, c¢ogalma ve gen
transkripsiyonu gibi bir¢ok yolagi, reseptore bagli tirozin kinaz aktivasyonunu kapsayan

molekiiler kaskad ile sonuglanmaktadir (Argiris et al. 2008).

1.3.3. Karsinogenez surecinde apoptozis mekanizmasinin rolii

DNA hasar1 ya da kromozomal hasar diizeltilemeyecek kadar ciddi boyutta oldugu
durumlarda hiicre programli 6liime diger adiyla apoptozise gidebilmektedir. Apoptoz,
saglikli hiicrelerde gelisim esnasinda da gerceklesebilmekte olup hilicrenin genetik olarak
kontrol edildigi ve geri g¢evrilemeyecek sorunlarin oldugu hallerde dliime gittigi bir
suregtir. Hiicre i¢i sindirimden sorumlu olan kaspaz adi verilen bir grup proteaz siirece
dahil olduktan sonra baslayan apoptoz basamaklari sirastyla su sekilde olmaktadir (Klug
etal. 2011):

e Niikleer DNA pargcalara ayrilir.
e Hiicre i¢i yapilarda bozulmalar olur.
e Apoptotik cisimcikler (kiigiik kiireler seklinde) olusur.

e Apoptotik cisimcikler fagositik hiicreler tarafindan igeri alinir.

Apoptoz mekanizmasinin merkezindeki kaspazlar hem baslatici hem de infazci
gorevinde yer almaktadirlar. Kaspaz {i¢ farkl sekilde aktive olmaktadir: Mitokondriyal
(intrensek-icsel), 6lim reseptorl (ekstrensek-dissal) ve intrensek endoplazmik retikulum
yolagi (O’Brien 2008).

Intrensek yolak, sitokrom-c (Cyt-c)’nin sitoplazmik salinmasiyla Apaf-1 ve
kaspaz-9 ile apoptozom kompleksini olusturmasiyla kaspaz-3’iin aktivasyonunda rol

almaktadir. Ekstrensek yolak ise 6liim reseptoriine baglanan ligand sayesinde kaspaz-8’i

12
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aktive etmektedir (Pistritto 2016). Mitokondriyal ve 6liim reseptorii yolagi kaspaz-3’te
birlesmektedir (Kroemer et al. 2007). Mitokondriden bagimsiz oldugu diisiiniilen

intrensek endoplazmik retikulum yolagi, kaspaz-12’ye baghdir (Bozgeyik 2020).

13
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Stres
sinyali
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reseptorii
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Sekil 1.8. Intrensek ve ekstrensek apoptoz yolaklar: (Pistritto et al. 2016)’dan
degistirilerek alinmustr.
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Apoptoz mekanizmast normalde yukarida anlatildigi gibi gergeklesirken
karsinogenez siirecinde hiicre boliinmesi ve o6liimii arasinda dengenin bozuldugu bir
durum olmaktadir. Hlcreyi 6lime gotlrecek sinyali alamayan kanser hiicresinde apoptoz
yolaginin herhangi bir adiminda hata olabilmektedir. Timor baskilayict gen olan p53

genin inaktivasyonu tiimor biiylimesini ve gelismesini hizlandirip apoptozun azalmasina

neden olmaktadir (Wong 2011).

1.3.4. Karsinogenez stirecinde tirozin Kinazlarin rolu

Hiicrelerin boliinmesinde, sinyal iletiminde, proliferasyonda, farklilasmada rol
alan, hiicre canlilig1 ve hareketinde etkili olan tirozin kinaz enzimleri ATP’de bulunan
fosforu  hedeflenen proteine transfer ederek proteinlerin  fosforilasyonunu
katalizlemektedir (Paul and Mukhopadhyay 2004; Zhang et al. 2009).

Tirozin kinazlar iki siifa ayrilmaktadir:

1. Reseptor protein kinazlar (RTK)
2. Non-reseptor protein kinazlar (sitoplazmik protein kinazlar)

RTK’lar, tirozin kinazlarin alt sinift olup hiicre dis1 sinyallere yanit olarak hiire
biliylimesine, ¢ogalmasina, hayatta kalmasima ve metabolizmasina dair ¢esitli islevleri
olan hiicre ylizey reseptérudur (Blume-Jensen and Hunter 2001). RTK’lar, insiilin
reseptorii (IR), EGFR/ErbB, trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptort (PDGFR),
fibroblast buyume faktéri reseptori (FGFR), vaskiler endotelyal biyume faktori
reseptorit (VEGFR) gibi 58 reseptorden 20 alt aileye sahiptirler (Lemmon and
Schlessinger 2010).

Tirozin kinaz enzimleri ¢esitli mekanizmalarla inhibisyona ugramaktadir. Bazi
inhibitorler ATP veya substratin baglanma bdlgesine baglanip kinaz enzimlerini geri
doniisiimsiiz bir sekilde inhibe edebilmektedirler. Diger bir mekanizma ise tirozin
kinazlarin dimerizasyona ugramalarini engelleyip tirozin kinazlarin birlesmesinin 6niine
gecilerek inhibe etmektir (Kwak et al. 2005). Reseptor tirozin kinaz ve ligandlara karsi

antikor olusturulmasiyla ligand baglanmasmin oniine gegilerek kinaz enzimleri inhibe
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edilebilmektedir. Ve son olarak 1s1 sok proteinleri ile stabil olan tirozin kinazlar 1s1 sok
proteinlerine baglandiginda BCR-ABL ve HER-2’ye baglanamayacagindan kinazin
inhibisyonu ger¢eklesmis olmaktadir (Krause and Van Etten 2005).

1.3.4.1. Sorafenib

Sorafenib etken maddesi, reseptor tirozin kinazlar1 ve RAF/MEK/ERK sinyal
yolagini hedefleyerek timor buytumesini inhibe etmektedir (Abdelgalil 2019). Ayrica

bloke etmektedir (Anonymous 2022c).

"l Ty

| . Biiyiime faktorii

Reseptor

Hiicre
membram

'- Proliferasyon
Apoptozis
Diferansiyasyon
Anjiyogenezis

e

Sekil 1.9. RAF/MEK/ERK sinyal yolagi (Vural et al. 2018)’den degistirilerek alinmustir

Sorafenib, Ras/RaffMEK/ERK sinyal yolaginda Raf-1, B-Raf ve kinaz
aktivitesinin inhibisyonu ile tiimor hiicre biiyliimesini baskilamaktadir. Sorafenib,

trombosit kaynakl biiyiime faktor reseptoriinii (PDGFR-p), vaskiler endotelyal biyiume
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faktor reseptérini (VEGFR), hepatosit faktor reseptorinid (c-KIT) ve timor
anjiyogenezini engellemek icin diger proteinleri hedefleme kabiliyetine sahiptir. (Tang et
al. 2020) Serin/teonin kinaz olan Raf kinazi, Ras onkogeni (membran lokalize protein)
tarafindan aktive edildiginde ¢ekirdekte gen transkripsiyonunu uyararak tamori
destekleyen hiicresel etkilere yol agmaktadir. Hem normal hem de tiimér ile iliskili
anjiyogenezisin birincil arac1 olan VEGF bu etkiyi endotelyal hiicre bélinmesinin ve
gOciiniin indiiksiyonu, endotelyal hiicre yaslanmasii geri gevirerek ve apoptozdan
koruyarak endotelyal hiicrenin hayatta kalmasmi saglayan mekanizmalarla
saglamaktadir. Endotelyal hiicre yiizeyindeki reseptorler (VEGFR 1,2,3) ile etkilesime
giren VGFR, intraseltler tirozin kinaz reseptorinin otofosforilasyonuna neden
olmaktadir. Kapiller endotelyal hiicre yiizeyinde reseptorii olan PDGF, bu reseptorlere
baglandiginda endotelyal hiicre hareketliliginde ve apoptozda etkisi olmaktadir (Mousa
2008).

Sorafenib tedavisi sonucu hiicrede intrensek ve ekstrensek apoptoz yolaklari
indiklenmektedir. Ayrica kanser hiicresinin invazyonunu ve hiicre gogiinii azaltan
sorafenib, nukleer faktor-«B (NF-kB)’nin inaktivasyonunu saglayip anti-apoptotik ve
NF-xB tarafindan kodlanan metastazla iliskili proteinlerin ekspresyonunu azaltmaktadir

(Wu et al. 2021).

Sorafenib tek bir ajan olarak kaspaz-9 ve kaspaz-3’iin aktivasyonuna neden
olabilmektedir. ERK1/2 sinyalinin inhibe olmasi1 vasitasiyla sadece BAX ve BAK
proteinlerini BH3’ten ayirmak i¢in BCL-2, BCL-XL, ve MCL-1’in etkilerini azaltan
gelismis BIM ekspresyonuna neden olan sorafenib, pro-apoptotik bir protein olan NOXA

proteinini regule etmektedir (Booth et al. 2020).

Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte kanser tedavilerinde yeni yaklagimlar da
giindeme gelmektedir. Bu sebeple biyouyumlu giimiis nanopartikilleri antikanser ajan
olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira sorafenib tedavisi, hormon tedavisine direngli
prostat hastalarinda Faz II ¢aligmalarinda kullanilmaktadir ve tedavinin kalitesi ve genel
sagkalim olumlu sonuglar vermistir (Zaborowska et al. 2012). Ayn1 zamanda sorafenib
konsantrasyona bagli olarak hipofaringeal tiimor olan FaDu hiicre hattinda da hiicre

canliliginda azalmaya yol agmistir (Mockelmann et al. 2016) Yapilan literatiir
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incelemeleri sonucunda antikanser ajan olarak kullanilan giimiis nanopartikilleri ile
hiicre blyliime-gogalma yolagina tesir eden multikinaz bir inhibitér olan sorafenibin in
vitro prostat ve hipofarenks kanseri lizerinde sinerjistik etkilerinin c¢alisilmadigi
goriilmektedir. Bu sebepten 6tiirii bu tez ¢alismasinda; AgNP ve sorafenibin androjenden
bagimsiz prostat kanseri olan PC3 ve hipofarenks kanseri olan FaDu hiicre hatlari
tizerinde canlilik ve apoptozis iizerine etkilerinin olup olmadiginin tespit edilmesi

amaclanmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

AgNP’lerin antikanser etkisini arastirmak amaciyla rahim agzi kanseri olan HeLa
hiicre hattinda telomeraz ve telomerin olas1 mekanizmasi incelenmis; AgNP’lerin
telomeraz aktivitesini inhibe edip telomer kisalmasi ve fonksiyon bozuklugu olusturdugu
buna bagli olarak HeLa hiicrelerinde sitotoksisiteye neden oldugu gésterilmistir (Chen et
al. 2018).

AgNP’lerin antiproliferatif potansiyeli, karaciger kanseri olan HepG2, meme
kanseri olan MCF-7 ve akciger kanseri olan A549 hiicre hatlarinda ¢alisiimis; AgNP’lerin
normal hiicre hatti olan Vero hiicrelerinde diislik toksisiteye neden olup calismada
kullanilan kanser hiicrelerindeki tedavisinde ise hiicre biiziilmesi, membran kabarmasi,
hiicre clrtimesi morfolojileri ile kendisini gosteren apoptozise ve nekrozise neden oldugu

gosterilmistir (Devanesan et al. 2021).

AgNP’lerin antikanser potansiyeli, meme ve kolorektal kanserleri tizerinde MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), yara cizik (scratch
assay) ve comet deneyleri ile degerlendirilmis; RT-PCR araciligiyla AgNP’lerin kanser
hiicrelerine kars1 toksisitesi apoptotik genler olan p53, Bax, kaspaz-3 genleri ve
antiapoptotik bir gen olan BCI-2 genin ekspresyonu ile gosterilmistir. AGNP tedavisinin
ROS iiretimini fazlasiyla arttirdii ve antimetastaz potensiyeli oldugu rapor edilmistir

(Khan et al. 2021).

Hormona duyarli prostat adenokarsinomu olan LNCaP hiicre hatti ve hormona
direngli prostat kanseri olan PC3 hiicre hatt1 ilizerinde AGNP’lerin sitotoksisitesi
arastirilmig; AgNP tedavisi PC3 ve LNCaP hicrelerinde sitoplazmik membranda,
mitokondride, hiicre cogalmasinda ve hiicre dongiisiinde hasar1 indiikleyip degisik
morfolojik goriinime yol actig1 goriilmistiir. Bu hasarlar, prostat kanseri hiicrelerinin
GO0/G1 ve G2/M kontrol noktalarinda durmasi proliferasyonun bloke edilip hiicrenin

oliime gitmesiyle sonug¢lanmistir (Morais et al. 2021).

Prostat adenokarsinomu PC3 hiicre hatt1 ile insan dermal fibroblast hiicresi HFS

hiicre hatt1 tizerinde AgNP’lerin antikanser aktivitesi incelenmis ve PC3 hiicre hattinda

19



2. KAYNAK OZETLERI

konsantrasyona bagli olarak antiproliferasyona yol agtig1 goriilmistiir (Abdellatif et al.
2022).

Insan kolorektal kanseri olan HCT 116, meme kanseri olan MDA-MB-231 ve
hipofarenks kanseri olan FaDu hiicrelerine karsi sitotoksisiteyi belirlemek adina
AgNP’ler kullanilmis; yapilan MTT deneyi sonucu AgNP’lerin toksisite olusturdugu
izlenmistir (Algahtani et al. 2020).

Bas-boyun skuamoz hiicre karsinomasina (HNSCC) karsi multikinaz bir inhibitor
olan sorafenib kullanilmis; sorafenib bu hiicrelerde epitel biyume faktor reseptdrlerinin
otofosforilasyonunu inhibe edip sorafenibe bagl hiicre Oliimiiniin gergeklestigi

goriilmiistiir (Beizaei et al. 2019).

fleri metastatik renal hiicre karsinomuna (mRCC) sahip hastalarda bir tirozin
kinaz inhibitorl olan sorafenib tedavisinin klinik yarari oldugu analiz edilmistir (Inamoto
et al. 2020).

Sorafenib tedavisinin konsantrasyona bagli olarak PC3, DU145 ve 22Rv1 prostat
kanseri hiicrelerinde canliligi azalttigi apoptozu indiikleyip MAPK yolagini inaktive
ettigi gosterilmistir. Prostat kanseri hiicrelerinde sorafenib tedavisinin hiicresel otofajiyi

indiikledigi goriilmistiir (Ullén et al. 2010).

Prostat kanseri olan PC3 hiicreleri ve kontrol i¢in kullanilan HUVEC hiicreleri
iizerinde nobiletin ve sorafenib ilaglarinin potansiyel sinerjistik etkilerini arastirmak icin
yapilan bir ¢aligmada nobiletin ve sorafenib kombine tedavisinin PC3 hiicre hattinda daha
fazla apoptotik hiuicre 6limine, Bax, CDKN1A ve Rb1 seviyelerinin yukari regiilasyonu
ile GO/G1 kontrol noktasinda hiicre dongiisliniin durmasina neden oldugu goriilmiistiir
(Glney Eskiler et al. 2019).

FaDu hiicre hattinda kullanilan sorafenib tedavisi sonucu tedavi edilmeyen FaDu

hiicre hattina gore tiimor biiyiimesinin ve biyodagilimimin azaldigi goriilmiistiir (Terry et
al. 2014).
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Bu tez calismasinda yapilan tiim uygulamalar, Erzurum Teknik Universitesi’ne

bagh Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (YUTAM) laboratuvarlarinda

yapilmistir.

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlarin listesi Cizelge 3.1°de; kullanilan sarf

malzemeler, kimyasal maddeler ve kitlerin listesi ise Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihazin Ad1 Cihazin Kullanim Amaci

Buzdolab1 (+4°C) +4°C’de depolanmasi
gereken kimyasal ve
besiyerleri igin
kullanilmustir.

Derin Dondurucu (-20°C)  -20°C’de depolanmasi
gereken kimyasallar icin
kullanilmustir.

Derin Dondurucu (-80°C)  Dondurulmus hiicre ve
etken maddenin
depolanmasi i¢in

kullanilmstir.

Epoch Spektrofotometre Hiicre canliligiin

absorbans degeri ile

Olctimiinde kullanilmastir.

CO; Inkiibatdr Hucre kltirlerinin
inkiibasyon sirasinda
dogal viicut ortamin
olusturmak igin

kullanilmastir.
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Edesa

Templow

ESCO Lexicon®

BioTek EPOCH

ESCO Celculture CO2
Incubator
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Cizelge 3.1. (Devam)

Cihazin Ad1 Cihazin Kullanim Amaci

Laminar air-flow (Class Il Arindirilmus, steril

Safety Cabinet) kosullarda hiicre kiiltiir
deneylerinin yapilmasi
icin kullanilmistir.

Mini Santrifij Flask ylizeyinden
kaldirilan hiicrelerin
coktlrdilmesi igin
kullanilmistir.

Sogutmali Santrifiij Protein izolasyonu
esnasinda ve AgNP’lerin
coktiirtilmesi amaciyla

kullanilmaistir.

Su Banyosu Hicre kulturiune gerekli
olan malzemelerin dogal
viicut 1s1s1na gelmesi i¢in

kullanilmustir.

Vorteks Karisimlar:t homojen hale

getirmek amaciyla

kullanilmustir.
Mikropipet Dogru odlgiilerde stvilarin
alinmasi i¢in
kullanilmistir.
Invert Mikroskop Hiicre goruntilemek

amaciyla kullanilmistir.
Otoklav Laboratuvarda kullanilan
malzemelerin steril
olmasini saglamak
amaciyla kullanilmistir.
Isitici-sogutucu Kuru Blok = Proteinleri kaynatirken

kullanilmistir.
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ESCO NordicSafeTM

WiseSpin

Hettich Zentrifugen

Wisd WiseBath

Wisd Wisemix VM-10

Axypet

Leica

Tomy SX-500E

Bioer, ch 202
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Cizelge 3.1. (Devam)
Cihazin Adx

Hassas Terazi (0,0001)

Masaustl pH Metre

Blotlama Cihaz1

Jel Goruntileme Cihazi

Saf Su Cihaz1

Cihazin Markasi

Shimadzu ATX 224

Cihazin Kullanim Amaci
Ilag, kimyasal gibi toz
maddelerin hassas tartimi

icin kullanilmistir.

Soliisyon pH’larini Adwa, AD1000
ayarlamak igin

kullanilmistir.

Bio-Rad Trans-Blot®

Turbo™

+4°C’de depolanmasi
gereken kimyasal ve
besiyerleri igin

kullanilmustir.

-20°C’de depolanmasi Bio-Rad ChemiDoc
gereken kimyasallar igin

kullanilmastir.

Saf su elde etmek icin Millipore Direct- Q-3 UV

kullanilmaistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler, kimyasal maddeler ve kitlerin listesi

Malzemenin Adi

96 well plate

RPMI 1640

Fetal Bovine Serum (FBS)

Kullanim Amaci Alindig1 Firma

Hiicre canlilig1 Corning® Costar®

deneylerinde

kullanilmustir.

PC3 ve FaDu hiicre hatlari Gibco®
i¢cin kullanilmustir.

Hucre blylmesi icin Gibco®

gerekli olan faktorleri
saglamas1 amaciyla

kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. (Devam)
Malzemenin Adi Kullanim Amaci Alindig1 Firma
Trypsin Hicre pasajlanmasi Gibco®
esnasinda flaska tutunan
hiicreleri yuzeyden
ayirmak i¢in
kullanilmistir.
L-Glutamine Kiiltiire alinan hiicrelerin Sigma-Aldrich®
biiylimesi amaciyla
kullanilmustir.
Penicilin-Streptomycin Olas1 kontaminasyon Gibco®
riskine kars1 besiyeri
icinde kullanilmistir.
Phosphate Buffered Saline  Hiicre pasajinda, protein EcoTech Biotechnology ®
(PBS) izolasyonunda, Western (Turkey)
Blot icin gerekli

karigimlar1 hazirlarken

kullantlmastir.
Dimethyl Sulfoxide Huicre dondurma Sigma-Aldrich®
(DMSO) isleminde ve etken madde

¢ozlclsu olarak

kullanilmistir.
Trypan Blue Hiicre sayimmi yaparken Sigma-Aldrich®

hlcreleri boyamak icin
kullanilmastir.
Cell Viability Detection Hiicre canliligini belirleme EcoTech Biotechnology ®
Kit-8 (CVDK-8) amactyla kullailmaistir. (Turkey)
Petri Dish Protein izolasyonu Corning® Costar®
yaparken hiicreleri kultire
etmek i¢in kullanilmistir.
Izopropanol SDS jeli hazirlarken Sigma-Aldrich®

kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. (Devam)
Malzemenin Adi Kullanim Amaci
Akrilamit Jel polimerlesmesini
saglamak amaciyla
kullanilmustir.
Bis-akrilamit Jel polimerlesmesini

saglamak amaciyla

kullanilmistir.
N,N,N’,N’- Akrilamit
Tetramethylethylendiamine polimerizasyonunu
(TEMED) hizlandirmak amaciyla
kullanimustir.
Ponceau Western Blot deneyinde

jelin membrana transferi
sonrasinda membrandaki
bantlar1 goriintiilemek
amaciyla kullanilmistir.

RIPA Lysis Buffer Protein izolasyonu
yaparken hiicreleri
parcalamak amaciyla
kullanilmistir.

Sit Tozu Antikor muamelesi
oncesinde spesifik
olmayan baglanmalar1
onlemek ve membrant
bloklamak amaciyla
kullanilmustir.

PMSF Protein izolasyonu
esnasinda hiicre i¢indeki
proteinlerin
parcalanmasini 6nlemek

amaciyla kullanilmistir.

25

Alindig1 Firma
BioShop

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

EcoTech Biotechnology ®
(Turkey)

EcoTech Biotechnology ®
(Turkey)

EcoTech Biotechnology ®
(Turkey)

Roche®
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Cizelge 3.2. (Devam)

Malzemenin Adi Kullanim Amaci Alindig1 Firma

BSA Primer antikoru BioShop
hazirlamak amaciyla
kullanilmustir.

Laemmli Sample Buffer Western Blot deneyinde EcoTech Biotechnology ®

10x jele yuiklenecek ornekleri (Turkey)
hazirlamak amaciyla

kullanilmistir.

Proteaz Inhibitor Kokteyl ~ Protein izolasyonunda Thermo Scientific®
proteazlari inhibe edip
proteinlerin
pargalanmasini 6nlemek

amaciyla kullanilmistir.

Whatman Kagidi Western Blot deneyinde Sigma-Aldrich®
jelden membrana transfer
islemi yaparken sandvig
modeli olusturmak adina
ve transfer tamponunun
iletimini saglamak

amaciyla kullanilmistir.

Nitroseliiloz Membran Jelden membrana protein Sigma-Aldrich®

transferi icin

kullanilmistir.

Dithiothreitol (DTT) Apoptoz deneyinde EcoTech Biotechnology ®
kullanilmistir. (Turkey)

B-actin Antikor Membrandaki proteinlerin Santa Cruz
icinden spesifik olan bir Biotechnology®

proteine baglanmasi

amacityla kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. (Devam)

Malzemenin Adi Kullanim Amaci Alindig1 Firma
Caspase-3 Antikor Membrandaki proteinlerin Santa Cruz
icinden spesifik olan bir Biotechnology®

proteine baglanmasi

amacityla kullanilmistir.

Sorafenib Arastirma konusu olan MedChem Express®
PC3 ve FaDu hucre
hatlarina karsi tedavi

maksadiyla kullanilmistir.

AgNP Arastirma konusu olan Sigma-Aldrich®
PC3 ve FaDu hicre
hatlarma karsi tedavi

maksadiyla kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hicre kultura

Tez kapsaminda kemik metastazi olarak kendini gdsteren androjenden bagimsiz
prostat kanseri olan PC3 hiicre hatti ve skuamdz hicreli bir karsinom hastasinin
hipofaringeal tumaoriinden izole edilmis FaDu hiicre hatti kullanilmistir. Her iki hiicre
hatt1 icinde RPMI 1640 kullanilmistir. Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak RPMI 1640
besiyeri icerisinde %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Penisilin-streptomisin olacak sekilde
hazirlanmistir ve bu besiyeri +4°C’de saklanmistir. T25 flask igerisinde hiicreler ekilmis;
37°C’de %5 COz igeren ortamda inkiibe edilmistir. Cogalan hiicreler yogunluga gore 2-

3 gilinde pasajlanmistir.

3.2.2. Hiicre Sayim

Kiltire edilen hicreler %70-80 konfluensiye ulasinca flask igerisindeki besiyeri

¢ekilmis ardindan PBS ile yikama yapildiktan sonra tripsin ile flask yiizeyinden kalkmasi
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ve 8.000 rpm’de santrifiij ile hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Siipernatant uzaklastirilmig
ve dipte kalan cokelek 1 mL besiyerinde ¢6ziilmiis ve pipetaj ile homojen hale
getirilmistir. 15 pl tripan blue ve 15 pl besiyerinde ¢6ziilmiis hiicre alinarak karigtirilmis
ve hemositometre lamina bu karigimindan 15 pl konulmustur ardindan invert mikroskop
yardimiyla hiicre saymmi yapilmstir. Mililitrede bulunan toplam canli hiicre sayis1 (3.1)

numarali formiil baz alinarak bulunmustur.

Hiicre Sayis1 xSeyreltme Faktori (2)x10.000 (3.1)

3.2.3. Hucrelerin 96 kuyucuklu platelere ekimi

Hiicre sayimi islemini gerceklestirdikten sonra hem PC3 hem de FaDu hiicre hatt1
i¢in 96 kuyucuklu well platelerin her kuyucugunda 100 pl besiyeri igerisinde 2.500 hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Ekimi yapilan hiicrelerin morfoloji almas1 i¢in uygun

ortami saglayan 37°C’de %5 CO: iceren inkiibatorde 24 saat bekletilmistir.

3.2.4. Ilaglarin hazirlanmasi

25 mL sise igerisinde siispansiyon seklinde olan 100 nm partikiil boyutundaki
AgNP’ler Sigma-Aldrich firmasindan ticari olarak temin edilmistir. 2-8°C arasinda
saklanmas1 gereken AgNP’ler +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Tirozin kinaz
inhibitéri olan sorafenib toz seklinde (100 mg) MedChem Express firmasindan ticari

temin edilmistir. Hazirlanan sorafenib stok ¢ozeltileri -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.1. AgNP’lerin hazirlanmasi

Sigma-Aldrich firmasindan ticari olarak temin edilen 25 mL hacminde sitabilizor
olarak sodyum sitrat iceren 0,02 mg/mL sulu tampon icindeki AgNP (100 nm)
suspansiyonu 1-2 dk vorteks yapilmistir. Vorteks islemi sonrasinda sise igerisinden 2 mL
AgNP sispansiyonu eppendorf tiipe alinarak daha 6nceden +4°C 5.500 rpm devire
ayarlanan sogutmali santrifiije konularak 1 saat santrifiij islemi gergeklestirilmistir.
Santrifiij islemi ardindan iistte kalan siipernatanttin berrak olmasi herhangi bir partikiil

olmamas1 kontrol edilerek 1800 ul’si cekilmigtir. Dipte kalan 200 pl pelet iyice
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vortekslenerek 5 pg/mL, 10 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlari sirasiyla 20 pl, 40 pl
ve 80 ul olacak sekilde alinmustir.

3.2.4.2. Sorafenibin hazirlanmasi

MedChem Express firmasindan ticari temin edilen 100 mg toz sorafenib firma
talimatina gore hazirlanmigtir. Molekiil agirligi 464,83 g/mol olan sorafenib hassas terazi
yardimiyla 4,64 mg tartilarak 1 mL DMSO’da ¢6ziilmiis ve 10 mM’lik ana stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Bu 10 mM’lik ana stok ¢ozeltiden (3.2) numarali formiil baz aliarak 5
mM ve 100 pM ara stoklar hazirlanmistir. Ardindan sorafenib ara stoklartyla 1 pM, 10

UM ve 25 uM konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

Cl1xV1l = C2xV2 (3.2)

3.2.5. AgNP ve sorafenibin hicrelere verilmesi

PC3 ve FaDu hiicre hatlarina karst uygulanan AgNP ve sorafenib
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3 te gosterilmistir. PC3 ve FaDu hiicre hatt1 i¢in kullanilan
AgNP konsantrasyonlart NC, 5 pg/mL, 10 pg/mL ve 20 pg/mL olarak belirlenirken;
sorafenib konsantrasyonlart NC, 1 uM, 10 pM ve 25 uM olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.3. PC3 ve FaDu hiicre hatlarina karsi uygulanan AgNP ve sorafenib

konsantrasyonlari.
Tlaclar Konsantrasyonlar
AgNP NC 5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Sorafenib NC 1uM 10 uM 25 uM

3.2.6. Hicre canliik deneyi (CDVK-8 deneyi)

96 kuyucuklu well platelere her bir konsantrasyon icgin 3 tekrarli olacak sekilde
ekilen hicreler 24 saat inkibe edildikten sonra ertesi giin besiyeri gekilip yerine stoklari

onceden hazirlanmis etken madde konsantrasyonlarina gére RPMI 1640 besiyeri
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kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan etken maddeli besiyeri kuyunun dip yuzeyine
adhere olmus hiicrelerin iizerine eklenmistir. Ardindan hiicreler 24 saat inkiibe olduktan
sonra hucre canliligt CVDK-8 (Cell Viability Detection Kit-8, EcoTech Biotechnology)

ile degerlendirilmistir.

3.2.6.1. AgNP ve sorafenibin PC3 ve FaDu hiicre hatlarina tek tek uygulanarak

hiicre canliiginin CDVK-8 ile degerlendirilmesi

PC3 ve FaDu hucreleri her bir konsantrasyon igin 3 tekrar olacak sekilde 96
kuyucuklu well platelere ekilmistir. 24 saat inkiibasyonun ardindan besiyeri ¢ekilmistir
yerine hiicreler AgNP uygulamasi i¢in NC, 5 pug/mL, 10 pg/mL ve 20 pg/mL; sorafenib
uygulamasi i¢in ise NC, 1 puM, 10 pM ve 25 pM konsantrasyonlarinda RPMI 1640
besiyeri ile muamele edilmistir. AgNP ve sorafenibin hiicre canliligi tizerindeki etkisini
degerlendirmek i¢cin 24 saat inkiibasyondan sonra besiyeri ¢ekilip iiretici firmanin
protokoliine gore hazirlanan %10 CVDK-8 sollisyonu her bir kuyucuga eklenmistir. Isik
almayacak sekilde plate 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir ve her saat basi 3 kere Epoch 2

Microplate Spectrophotometer cihazi ile 450 nm’de absorbans 6l¢iimii alinmistir.

3.2.6.2. AgNP ve sorafenibin PC3 ve FaDu hucre hatlarima kombine uygulanarak

hiicre canhihiginin CDVK-8 ile degerlendirilmesi

PC3 ve FaDu hiicre hatlarina karsi tek tek AgNP ve sorafenib uygulanmasi sonucu
450 nm’de alinan 6l¢iimlere gére Probit Analizi ile 1Cy degerleri hesaplanmistir. PC3
hiicre hatti igin AgNP 1C29 konsantrasyonu 20 pg/mL; sorafenib 1C2o konsantrasyonu 10
uM olurken FaDu hiicre hatt1 igin AgNP IC2 konsantrasyonu 6 pg/mL; sorafenib 1C2o
konsantrasyonu 5 uM olmustur. AgNP 1Cx ve sorafenib 1C2o konsantrasyonlari bir arada
uygulanarak hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin besiyeri gekilerek %10 CVDK-
8 sollisyonu eklenerek 37°C’de 3 saat karanlikta plate inkiibe edilmis ve saat bas1 450
nm’de ol¢lim alinmistir. Boylece PC3 ve FaDu hiicre hatlarina kars1t AgNP ve sorafenibin

sinerjistik etkisi degerlendirilmistir.
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3.2.7. Apoptozis

PC3 ve FaDu hiicreleri sayilarak her bir petri dishe 80.000 hiicre ekilmis ve
morfoloji almasi i¢in 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Hiicreler morfoloji aldiktan
sonra besiyeri gekilip AgNP ve sorafenib 1C2 konsantrasyonlarina gére RPMI 1640
besiyeri ile hazirlanmistir. Ilacli besiyeri ile muamele edilen hiicreler 37°C’de inkiibe
edilmistir. %1°i DTT, %]1°1 PMSF ve %98’i Lysis Buffer olacak sekilde lizis tampon
karigimi hazirlanmustir. Her petri dish icin 50-75 ul arasinda lizis tampon karigimi
kullanilmistir. Hiicre 6liimiiniin asir1 oldugu petri dishlerde besiyeri atilmayip santrifiij
yapilmis stipernatant uzaklastirilip kalan pelet kismi da kullanilmistir. Petri dishlerden
besiyerleri uzaklastirildiktan sonra PBS ile yikama yapilmis ve hazirlanan lizis tampon
petri dishlere aktarilarak scraper araciligiyla kazima islemi yapilmistir. Kazima isleminin
ardindan eppendorf tiip icerisine alinan hiicreler 6nceden +4°C 10 dk 13.000 rpm devire
ayarlanmis sogutmali santrifiijde santrifiij edilmistir. Stipernatant yeni bir eppendorf
tiipiine aktarilmistir. 96 kuyucuklu well plate kuyucuklarina 2 tekrar olacak sekilde
eppendorf tiipten 5 ul olacak sekilde 6rnek alinarak kuyulara yiiklenmistir. Blank olarak
ise hazirlanan lizis tampon karistmindan 5’er pl kullanilmistir. Ardindan her bir kuyuya
100’er pl Comassie brillant blue boya eklenmistir. Plate c¢alkalayicida 30 sn 37°C’de
calkalandiktan sonra 595 nm’de konsantrasyon Ol¢iimii alinmistir. Konsantrasyon

Olclimleri (3.3) numarali formiil baz alinarak hesaplanmustir.

y = 0,0766x — 0,121 (3.3)

Yukaridaki formiil baz alinarak konsantrasyonlar hesaplanmistir ve hesaba gore
her Ornekten 3 tekrar olacak sekilde 96 kuyucuklu well plate kuyularina eklenmistir.
Blank yine daha once hazirlanan lizis tamponu olmustur. Reaksiyon tamponuna %1
oraninda DTT eklenmistir. 96 kuyucuklu well plate kuyularina eklenmis 5 ul 6rnek ve
blank Uzerine 50 ul reaksiyon tamponu ve 5 pl substrat eklenerek kuyudaki total hacmin
100 pl olmasi saglanmigtir. Plate 30 sn 37°C’de plate calkalayicida ¢alkalandiktan sonra
15 dk karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 405 nm’de 2 saat boyunca
her 15 dakikada bir olacak sekilde Ol¢lim alinmistir. Alinan 6l¢iim degerleri excel

dosyasinda ilgili hesaplamalarla degerlendirilmistir.
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3.2.8. Western blot

Inkiibe edilmis PC3 ve FaDu hiicreleri her bir petri dishe 100.000 hiicre gelecek
sekilde sayilarak ekilmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin AgNP,
sorafenib ve AgNP-Sorafenib kombinasyonu ICz konsantrasyonuna gore hiicrelere
verilmistir. Ilagh besiyeri ile muamele edilen hiicrelerden 24 saat inkiibasyondan sonra
ertesi giin proteinlerin izolasyonu islemi yapilmistir. Protein izolasyonu islemi yapilirken
buz lizerinde ¢alisilmistir. %1°1 proteaz inhibitord, %1°’i PMSF ve %98’ RIPA Lysis
Buffer olan lizis tamponu hazirlanmistir. Petri dish i¢indeki besiyeri uzaklastirildiktan
sonra +4°C’den alman PBS ile yikama yapilmis ardindan 100-120 pl arasinda degisen
lizis tamponu her bir petri dishe eklenmistir. Scraper araciligiyla buz {izerinde kazima
islemi yapildiktan sonra hiicreler eppendorf tiipe aktarilmistir. Hiicrelerin
parcalanmasiyla i¢indeki proteinlere ulasabilmek i¢in eppendorf tiipler 3 defa siv1 azot
icerisine daldirilip dondur ¢6z islemi yapilmistir. Sogutmali santrifiij cihazinda +4°C’de
13.000 rpm devirde 10 dk santrifiij islem yapilmis siipernatant yeni bir tiipe aktarilmigtir.
96 kuyucuklu well plate kuyucuklarina 2 tekrar seklinde 5’er pl 6rnek ve hazirlanan lizis
tamponu (blank) alinarak kuyulara yiliklenmistir. Ardindan her bir kuyuya 100’er pl
Comassie brillant blue boya eklenmistir. Plate ¢alkalayicida 30 sn 37°C’de ¢alkalandiktan
sonra 595 nm’de protein konsantrasyonu ol¢limii almmistir. Protein konsantrasyonu
oOlgtimleri (3.4) numarali formiil baz alinarak hesaplanmigtir. Eppendorf tlp iginde geriye
kalan protein ornekleri tizerine 10x Laemli Buffer eklenmis 100°C’de 5 dk kuru blok

cihazinda kaynatilmistir. Kaynatilan protein 6rnekleri -80°C’de muhafaza edilmistir.

y = 0,0766x — 0,121 (3.4)

Molekiil agirliklarmma goére izole edilen proteinleri ayirmak igin iki farkhi
yuzdelerde %4 ve %10 olacak sekilde SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. Jel hazirligi
esnasinda ihtiya¢ duyulan materyaller Cizelge 3.4, Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da

gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. %10 oraninda ayirma jeli icin ihtiya¢ duyulan materyaller

Alt jel (Ayirma Jeli) (%10) H Hacim ‘
Distile Su 1,4 mL
Akrilamid (%29) + Bisakrilamid (%1) 1,65 mL
Tris-HCI (pH:8.8) 1,875 mL
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (%10) 50 pl
APS (Amonyum persulfat) (%10) 50 pl
TEMED 2 ul

Cizelge 3.5. %12 oraninda ayirma jeli icin ihtiya¢ duyulan materyaller

Alt jel (Ayirma Jeli) (%12) H Hacim ‘
Distile Su 1mL
Akrilamid (%29) + Bisakrilamid (%1) 2mL
Tris-HCI (pH:8.8) 1,875 mL
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (%10) 50 ul
APS (Amonyum persulfat) (%10) 50 pl
TEMED 2 ul

Cizelge 3.6. %4 oraninda yuritme jeli icin ihtiya¢ duyulan materyaller
Ust jel (Yuritme Jeli) (%4)

Distile Su 2,175 mL

Akrilamid (%29) + Bisakrilamid (%1) 397,5 pl
Tris-HCI (pH:8.8) 375 pl
SDS (Sodyum Dodesil Silfat) (%10) 30 ul
APS (Amonyum persiilfat) (%10) 30 pl
TEMED 7,5 ul

B-aktin proteinini incelerken %10’luk; kaspaz-3 proteinini incelerken %12’lik
SDS-PAGE jelinden yararlanilmistir. APS ve TEMED hari¢ tiim bilesenler bir kapta

karistirildiktan sonra APS ve TEMED ayni anda eklenerek hizlica iki cam arasina
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dokiilmiistiir. Alt jel dokiildiikten sonra hizlica alt jel lizerine kiigiik cam ¢izgisine kadar
izopropanol dokiilmiistiir. 40-45 dk igerisinde alt jelin donmasi beklendikten sonra
izopropanol dokiilmiistiir ve kurutma kagidi ile kuruladiktan sonra iist jel hazirlanip iki
cam plaka arasina dokiilmiis ve tarak takilmistir. Ardindan +4°C’de yaklasik 40-45 dk
jelin donmas1 beklenmistir. Jel donduktan sonra tarak ¢ikarilip tank igerisine 1x yliriitme
tamponu (1x Running Buffer) eklenerek jel yerlestirilmistir. Tarak sayesinde olusan
kuyucuklara 6rnekler yiiklenmistir. Cihaz gii¢ kaynagina baglandiktan sonra 80 voltta
calistirilmis ve bantlar agilinca voltaj seviyesi 110 volta ¢ikarilarak 6rnek proteinlerin

yliriitme islemi yapilmstir.

Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra jel ¢ikarilip fazla kisim kesilmistir. Ayri
kaplar igerisine 1x transfer tamponu (1x Transfer Buffer) alinarak whatman kagidi ve
nitroseliiloz membran daha iyi transfer olmas1 agisindan islatilmistir. Transfer tamponu
ile 1slatilmig whatman kagidi Trans Blot Turbo cihazinin kapagina yerlestirilip
nitroselilloz membran iizerine jel konumlandirildiktan sonra tekrar bir whatman kagidi jel
iizerine getirilere sandvi¢ modeli olusturulmustur. Trans Blot Turbo cihazinda 25 volt 1,3
amperde 3 kez 7 dk olacak sekilde jel igeriginin tamamen nitroseltiiloz membrana transferi
gergeklestirildikten sonra Ponceau boyasi ile yatay calkalayicida 5 dk calkalama islemi
yapilmistir. Ponceau igleminin ardindan PBST ile 3 kez 5 dk yikama islemi yapilmistir.
Bu esnada %35 oraninda hazirlanan siit tozu yatay calkalayicida ¢alkalanmistir. PBST ile
yikama islemi bittikten sonra 1 saat sit tozu (bloklama) ile membranlar yatay
calkalayicida calkalanmistir. Ardindan PBST ile tekrar 3 kez yikama yapilmistir ve ilgili
antikor ile bir gece +4°C’de muamele (overnight) edilmistir. Ertesi giin bantlar ClearBand

ECL Western blot substrat yardimi alinarak ChemiDoc MP cihaziyla goriintiilenmistir.

3.2.9. istatistiksel analiz

Uygulamalar 3 tekrarl olacak sekilde gergeklestirilmistir. Ortalama + standart
sapma seklinde sunulan veriler Student’s t test yardimiyla analiz edilmistir. Veriler

arasindaki farklilik p<0,05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Arastirma Bulgular:
4.1.1. AgNP’lerin prostat kanseri PC3 hiicre hattinin proliferasyonuna karsi etkisi

Androjenden bagimsiz kemik metastazi prostat kanseri olan PC3 hiicre hatti
iizerinde hiicrede ROS olusumunu indiikleyerek oksidatif strese dolayisiyla hiicre
Olimiine gotiiren AgNP’lerin etkisi aragtirilmustir. Kdiltlre edilen hiicreler 24 saat
boyunca 0 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlarinda AgNP ile
muamele edilmistir. AgNP’lerin konsantrasyona bagli olarak PC3 hiicre hattinda hiicre

canliligini azalttig1 gortilmistiir (Sekil 4.1).

5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Konsantrasyon (ug/mL)
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Sekil 4.1. PC3 hiicre hattina AgNP uygulanmas1 sonucu goézlemlenen hiicre canlilig
oranlar1 (NK: Negatif Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve *** (p<0,001),
NK’ye kiyasla).

4.1.2. Sorafenibin prostat kanseri PC3 hiicre hattinin proliferasyonuna karsi etkisi

Timor biliylimesini inhibe eden birden fazla tirozin kinazin inhibitorii olan
sorafenibin 0 uM, 1 uM, 10 uM ve 25 uM konsantrasyonlar1 PC3 hiicre hattina 24 saat
uygulanarak hiicre canliligina etkisi arastirilmistir. PC3 hiicre hattinda sorafenibin

konsantrasyona bagli hiicre canliliginda azalmaya neden olmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. PC3 hiicre hattina sorafenib uygulanmasi sonucu gdzlemlenen hiicre canliligi
oranlart (NK: Negatif Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve *** (p<0,001),
NK’ye kiyasla).

4.1.3. AgNP’lerin hipofarenks kanseri FaDu hiicre hattinin proliferasyonuna karsi

etkisi

Hipofaringeal timdrden izole edilmis FaDu hiicre hatt1 {izerinde AgNP’lerin
hiicre canliligina etkisini incelemek adina 24 saat boyunca 0 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL
ve 20 pg/mL Konsantrasyonlarnda AgNP maruziyeti saglanmistir.  AgNP’lerin
konsantrasyona bagli olarak FaDu hiicre hattinin Oliimiine ve hiicre canliligimin

azalmasina neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3).

36



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

125

100

~
ol

Hiicre Canlihg: (%)
S

N
o1

5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Konsantrasyon (ug/mL)

o

Sekil 4.3. FaDu hiicre hattina AgNP uygulanmasi sonucu gozlemlenen hiicre canliligi
oranlart (NK: Negatif Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve *** (p<0,001),
NK’ye kiyasla).

4.1.4. Sorafenibin hipofarenks kanseri FaDu hiicre hattinin proliferasyonuna karsi
etkisi

FaDu hiicre hattina sorafenib etken maddesinin 0 uM, 1 uM, 10 uM ve 25 uM
konsantrasyonlar1 24 saat boyunca muamele edilmistir. Sonuclara gore sorafenib FaDu
hiicre hattinda konsantrasyona bagl olarak hiicre canliligini azaltmis ve hiicre 6liimiine
neden olmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. FaDu hiicre hattina sorafenib uygulanmasi sonucu gozlemlenen hiicre canlilig
oranlar1 (NK: Negatif Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve *** (p<0,001),
NK’ye kiyasla).

PC3 ve FaDu hcre hatlarma AgNP ve sorafenib maruziyeti sonrasinda hicre
canliligr tlizerine etkilerinden elde edilen veriler kullanilarak her iki bilesik i¢in

hesaplanan 1C2o konsantrasyonlari Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. PC3 ve FaDu hiicre hattina uygulanan AgNP ve sorafenibin ICzo
konsantrasyonlari.

Sorafenib

PC3 20 pg/mL 10 uM

FaDu 6 pg/mL 5uM
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4.15. AgNP ve sorafenibin kombine uygulamasimn PC3 hiicre hattinda

proliferasyon iizerine etkisinin degerlendirilmesi

PC3 hiicre hattinda AgNP, sorafenib ve AgNP-Sorafenib muamele gruplarinin
hiicre canliligina olan etkisi arastirilmistir. AgNP ve sorafenib uygulamalarmin PC3
hiicre hattinda hiicre canlilig1 Uzerindeki etkisi istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. PC3 hiicre hattina AgNP ve Sorafenibin 1C2o konsantrasyonlarinin uygulanmast
sonucu gozlemlenen hiicre canlilig1 oranlar1 (NK: Negatif Kontrol; * (p<0,05),
** (p<0,01) ve *** (p<0,001), NK’ye kiyasla).

4.1.6. AgNP ve sorafenibin kombine uygulamasinin FaDu hiicre hattinda

proliferasyon iizerine etkisinin degerlendirilmesi

FaDu hiicre hattina AgNP, sorafenib ve AgNP-Sorafenib muamele gruplar1 1Czo
konsantrasyonlar1 ile 24 saat boyunca muamele edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
FaDu hiicrelerinde AgNP-Sorafenib muamele grubunun hiicre proliferasyonunu inhibe

ettigine rastlanilmigtir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. FaDu hiicre hattina AgNP ve Sorafenibin IC2 konsantrasyonlarmin
uygulanmasi1 sonucu godzlemlenen hiicre canliligi oranlar1 (NK: Negatif
Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve *** (p<0,001), NK’ye kiyasla).

4.1.7. AgNP ve sorafenib ikilisinin PC3 ve FaDu hiicre hatlarmin proliferasyonuna

etkisinin kiyaslanmasi

PC3 ve FaDu hiicre hatlarina kars1 24 saat boyunca uygulanan AgNP ve sorafenib
kombinesinin FaDu hiicre hattinda hiicre canliligin1 azaltmada ve hiicreyi Oliime
g6tiirmede PC3 hiicre hattina kiyasla daha tesirli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. PC3 ve FaDu hiicre hatlarina kars1 uygulanan AgNP IC2o ve sorafenib 1Czo
konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonucu elde edilen hiicre canliliginin
kiyaslanmast (NK: Negatif Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve ***
(p<0,001), NK’ye kiyasla).

4.1.8. AgNP ve sorafenib ikilisinin PC3 hiicre hattinda apoptoz Uizerine etkisi

PC3 hiicre hattinda AgNP, sorafenib ve AgNP-Sorafenib muamele gruplarinin
apoptoza kars1 etkisi incelenmistir. Her ne kadar AgNP ve sorafenib muamele gruplari
apoptozu indiiklese de PC3 hiicre hattinda apoptozda anlamli bir degisiklik goriilmemistir
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. PC3 hiicre hattina karst uygulanan AgNP ve sorafenib ICpxo
konsantrasyonlarinin  olusturdugu apoptoz ylzdeleri (NK: Negatif
Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve *** (p<0,001), NK’ye kiyasla).

4.1.9. AgNP ve sorafenib ikilisinin FaDu hlicre hattinda apoptoz iizerine etkisi

FaDu hiicre hattinda AgNP, sorafenib ve AgNP-Sorafenib muamele gruplarinin
apoptoza karsi etkisi incelenmistir. FaDu hiicre hattinda AgNP ve AgNP-Sorafenib
muamele gruplar1 apoptozda istatistiksel a¢idan anlamli bir degisiklige yol agmisken;

sorafenib muamele grubunda anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. FaDu hiicre hattina kars1i uygulanan AgNP ve sorafenib 1Cy
konsantrasyonlarinin  olusturdugu apoptoz yuzdeleri (NK: Negatif
Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve *** (p<0,001), NK’ye kiyasla).
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4.1.10. AgNP ve sorafenib ikilisinin PC3 ve FaDu hiicre hatlarinda apoptoz iizerine

etkilerinin kiyaslanmasi

Hem PC3 hem de FaDu hicrelerinde AgNP, sorafenib ve AgNP-Sorafenib
muamele gruplarmin etkisi kiyaslandiginda apoptozu indiiklemede, FaDu hiicrelerindeki
etkinin PC3 hucrelerine gore daha iyi oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. PC3 ve FaDu hiicre hatlarma karsi uygulanan AgNP ve sorafenib 1Czo
konsantrasyonlarmin uygulanmasi sonucu elde edilen apoptoz yuzdelerinin
kiyaslanmas1 (NK: Negatif Kontrol; * (p<0,05), ** (p<0,01) ve ***
(p<0,001), NK’ye kiyasla).

4.1.11. AgNP ve sorafenib ikilisinin PC3 ve FaDu hticre hatlarina molekiiler diizeyde
etkisi

AgNP ve sorafenibin olusturdugu kansere dair hiicresel etkileri gozlemlemek igin
apoptoz yolaginin son asamalarinda bulunan kaspaz-3 proteininin ifadesi PC3 ve FaDu
kanser hiicrelerinde western blot deneyi ile aragtiritlmistir. Elde edilen bulgulara gore, tek
basina tatbik edilen AgQNP muamelesinin her iki kanser hiicresinde de belli miktarlarda
apoptozu tetikledigi izlenmistir. FaDu hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla AgNP

muamele grubu, kaspaz-3 proteini ekspresyon seviyesini arttirmistir. Yine ayni sekilde
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AgNP-Sorafenib muamele grubunun kaspaz-3 ifadesi negatif kontrole kiyasla artmustir.
AgNP ve sorafenib etken maddelerinin kombine kullanimi FaDu hiicrelerinde sinerjistik

olarak apoptozu indiiklemistir (Sekil 4.11).

B-Aktin | _—

Kaspaz-3

Sekil 4.11. AgNP ve sorafenib muamelesi sonrasi FaDu hiicre hattinda kaspaz-3
proteininin western blot analizi.

4.2. Tarisma

IARC GLOBOCAN 2020 verilerine gore tim diinyada prostat kanseri 1,4 milyon
hastas1 ve 375 bin 6liim vakasi ile insidans orani ikinci sirada yer alan bir kanser iken
hipofarenks kanseri ise 84,2 bin hastas1 ve 38 bin 6liim vakasi ile nadir olsa da sag kalim
oran1 diigiik olan malign bir kanser tipidir (Garneau et al. 2018). Prostat kanseri tedavisi
icin androjen Uretimini bloke eden hormonal tedaviler (Desai et al. 2021), radyasyon
tedavisi (Kamran and D'Amico 2020), kemoterapi ve immunoterapi gibi yontemler
kullanilmaktadir (Sandhu et al. 2021). Hipofarenks kanseri hastalarinin ise genel saglik
durumu kotii oldugundan ve ciddi beslenme zorlugu yasadiklarindan dolay1 tedavileri zor
olmaktadir. Hipofarenks kanseri tedavisi i¢in primer tiimoriin ya da metastaz yapmis
bolgenin cerrahi yolla alinmasi, radyasyon tedavisi, kemoterapi ve immiinoterapi gibi
secenekler olsa da (Eckel and Bradley 2019), her iki kanser tipi icinde mevcut tedavi
yontemleri yetersiz kalmaktadir. Halihazirda kanser tedavisi i¢in popiiler hale gelmis
kemoterapinin ayrim gozetmeden saglikli hiicrelere sitotoksisite gdstermesi ve ¢oklu ilag
direncini indikleyebilmesi kemoterapinin dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir (Wu et

al. 2014; Pérez-Herrero and Ferndndez-Medarde 2015). Bu sebeple mevcut ¢alismamizda
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androjenden bagimsiz kemik metastaz1 prostat kanseri (PC3) ve skuamoéz hiicreli bir
karsinom olan hipofarenks kanseri (FaDu) tedavilerine yeni yaklagimlarin gelistirilmesi
adina, ROS olusumunu tetikleyerek hiicre oliminid gerceklestiren AgNP ve hiicre
dongistinu engelleyerek timor buytimesini inhibe eden tirozin kinaz inhibitori
sorafenibin sinerjistik etkileri arastirilmistir. Bu amagla PC3 ve FaDu hiicre hatlarina,
AgNP ve sorafenib etken maddeleri muamele edilmis ardindan hiicre proliferasyonunu
belirlemek adina CVDK-8 deneyi; hiicre 6limi ve apoptotik etkileri molekiler seviyede

belirlemek adina apoptozis ve western blot deneyleri yapilmstir.

Mevcut tez ¢alismasinda, PC3 hiicre hattina AgNP ve sorafenib tek basina
uygulandiginda hiicre proliferasyonunun konsantrasyona bagli olarak azaldigi
g6zlemlenirken, AgNP-Sorafenib kombine uygulandiginda ise hiicre proliferasyonundaki
degisimin istatistiksel agidan anlamli olmadig1 gézlemlenmistir. PC3 hiicre hattinda tek
basima AgNP’lerinin 5 pg/mL, 10 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlari sirastyla %12,5,
%13,6 ve %24,7 hicre 6limine sebep olurken; tek basina sorafenibin 1 uM, 10 uM ve
25 uM konsantrasyonlar1 sirasiyla %8,6, %14,8 ve %67,7 hiicre 6liimiine neden olmustur.
IC20 konsantrasyonlarindaki AgNP-sorafenib kombinesi PC3 hiicre hattina muamele
edildiginde ise hlcre 6lim0 %55,3 olmustur. Ayni sekilde, FaDu hiicre hattina da tek
bagina AgNP ve sorafenib uygulandiginda konsantrasyona bagli bir bigimde hiicre
proliferasyonunun azaldigi, AgNP-Sorafenib kombine uygulamasinin ise hiicre
proliferasyonunu iyi bir sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir. FaDu hiicre hattina tek basina
AgNP’lerinin 5 ug/mL, 10 pg/mL ve 20 ug/mL konsantrasyonlari sirastyla %21,4, %42
ve %60,3 hiicre 6limine sebep olurken; tek basina sorafenibin 1 uM, 10 uM ve 25 uM
konsantrasyonlar1 sirasiyla %4,8, %41 ve %84,8 hiicre oliimiine neden olmustur. 1Cx
konsantrasyonlarindaki AgNP-sorafenib kombinesi FaDu hiicre hattina uygulandiginda
hiicre 6limi %49,2 olmustur. Bu tez ¢alismasiin sonuglarina benzer sekilde, farkl
timor hiicre hatlar tizerine yiiriitiilen bir ¢alismada AgNP’lerin 1Cso konsantrasyonlari
akciger, kolon, meme ve prostat kanseri olmak tizere 4 farkli hiicre hattina uygulanmis
(A549, HCT116, MCF7 ve PC3) huicre proliferasyonunun konsantrasyon-yanit iliskisine
bagli olarak azaldigi MTT yontemiyle ortaya konmustur (Othman et al. 2019). Yapilan
baska bir ¢alismada yine MTT deneyi araciligiyla sorafenibin insan anaplastik tiroid
kanseri (ATC) hucrelerinde, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Ishihara

et al. 2019). insan renal hiicreli karsinom (RCC) hiicreleri Uzerinde sorafenib ve
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PH1/pHGFK1 nanopartikillerin sinerjistik etkilerini incelemek amaciyla yapilan bir
calismada RCC hiicre hatti tizerinde kombine uygulamanin sinerjistik olarak anti-timor
aktiviteyi arttirdign gortilmistiir (Gao et al. 2019). Mevcut tez ¢aligmasinda apoptozis
deneyi ile apoptoz oranlarini belirlemek ve buna bagh olarak western blot deneyi ile
kaspaz-3 proteini seviyelerini tespit etmek adina PC3 ve FaDu hiicre hatlarina hem tek
basia AgNP ve sorafenib hem de AgNP-Sorafenib kombinesi uygulanmistir. PC3 hiicre
hattinda tek basia AgNP uygulamas1 %105,8; tek basina sorafenib uygulamasi %103,2
ve AgNP-Sorafenib kombine uygulamasi %108 oranlarinda apoptotik &liime neden
olmustur. PC3 hiicre hattina daha yogun AgNP ve sorafenib uygulanmis ve apoptozis
indiiklenmesi ger¢eklesmesine ragmen apoptoz oranlari diisiik kalmistir. FaDu hiicre
hattina da yine hem tek basina AgNP ve sorafenib hem de AgNP-Sorafenib kombinesi
uygulanmistir. FaDu hiicre hattinda tek basma AgNP uygulamasi %113; tek basina
sorafenib uygulamast %101,7 ve AgNP-Sorafenib kombine uygulamasi %117,2
oranlarinda apoptotik 6liime neden olmustur. FaDu hiicre hattinda AgNP ve AgNP-
Sorafenib muamele grubunda apoptozda anlamhi bir degisiklik gbézlemlendigi
kaydedilirken; sorafenib muamele grubunda anlamli bir degisiklik olmadig1 izlenmistir.
Elde edilen apoptotik 6liim oranlarini dogrulamak maksadiyla kaspaz-3 proteini ifadesini
gdsteren western blot analizi yapilmugtir. Intrensek ve ekstrensek apoptoz yolaklarmnim
sonunda birlestigi kaspaz-3 proteininin ifade diizeyi apoptozis olayini teyit eden bilgileri
vermektedir (Zhang et al. 1999; Elmore 2007). insan meme kanseri hiicreleri (MCF-7 ve
MDA-MB- 468) iizerinde yiiriitiilen bir ¢alisgmada AgNP’lerin etkileri hiicre canliligi,
intraselliler ROS olglimu, apoptozis deneyleri ile arastirilip AgNP’lerin  JNK
fosforilasyonuna neden oldugu boylece JNK aktivasyonu ile otofajinin indiiklendigi
ayrica hiicrede ROS seviyesinin arttig1 ve apoptozisin indiiklendigi goriilmistiir (Fageria
et al. 2019). Yine bir baska caligmada insan kolon kanseri huicresi olan HT-29 hiicre
hattinda hiicre canlilif1, apoptozis, pS3 proteinin ifadesi western blot deneyi araciliiyla
incelenmis; farkli konsantrasyonlarda AgNP’lerin HT-29 hiicrelerine verilmesi sonucu
MTT deneyi ile hiicre canliliginin konsantrasyona bagli olarak azaldigi, apoptotik
hlcrelerin konsantrasyona bagli bir sekilde arttig1 ve bununla iligkili olarak western blot
analizi ile p53 protein ekspresyonunun AgNP ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinde
arttig1 raporlanmistir (Shathviha et al. 2021). Primer insan karaciger kanseri Uzerinde
ylriitiilen bir calismada ise hepatoselliiler karsinoma (HCC) hiicre hatlarinda sorafenibin
etkilerini aragtirmak amaciyla p53 yoniinden mutant olan PLC/PRF/5 hiicre hatt1 ve p53

yoninden normal olan HepG2 hiicre hatlar1 kullanilmis ve sorafenibin HCC tiimor hiicre
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hatlarinda hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek apoptozisi indiikledigi tespit edilmistir (Liu
et al. 2006). Bobrek iistii beze bagli endokrin tiimoér ¢esidi olan adrenokortikal karsinom
(ACC) uzerinde tirozin kinaz inhibitdrii olan sorafenibin etkilerini incelemek amaciyla
H295R hiicre hatt1 sorafenib ile muamele edilmis ve sorafenibin hiicre canliligini azaltip
apoptotik hiicre 6liimiinii tetikledigi goriilmiistiir (Cerquetti et al. 2021). Insan HCC hiicre
hatlarindan olan Huh7 ve MHCCLMS hiicre hatlar1 iizerinde sorafenib ve kurkuminin
polimerik nanopartikiiliiniin birlikte tedavisinin sinerjistik sonuglarini arastirmak
amaciyla yapilan bir uygulamada arastirmacilar kombine tedavinin hiicre dongtisiinii
durdurdugunu ve apoptozu indiikledigini rapor etmislerdir (Hu et al. 2015). Fare kdkenli
kati Ehrlich karsinomasi (SEC) {izerine hem tek basina ¢inko oksit nanopartikiilleri
(ZnO-NP) ve sorafenib hem de s6z konusu ajanlarin kombinasyon seklinde muamelesinin
anti-tiimor etkilerini degerlendirmek maksadiyla yapilan bir ¢alismanin verileri; ZnO-
NP'lerin sorafenib ile kombinasyonunun, MTT deneyi vasitasiyla tiimor hiicreleri
proliferasyonunda azalma olusturdugunu; ROS olusumu, sitokrom-c salinimi ve kaspaz-
3 proteini ekspresyon seviyelerinde artma sagladigimi ve bunlara bagli olarak iyi bir
sinerji ortaya koyan ZnO-NP ile sorafenib kombinasyonunun monoterapiye kiyasla daha

etkili ve giivenli antikanser aktivitesi oldugunu gostermistir (Nabil et al. 2020).
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Mevcut tez ¢alismasi, AgNP ve sorafenibin iki farkli kansere ait olan PC3 (prostat
kanseri) ve FaDu (hipofarenks kanseri) hiicrelerine kars1 sinerjistik etkilerine iliskin yeni
katkilar sunmaktadir. Calisma sonuglari, AgNP ve sorafenibin her iki hiicre hattina da
(PC3 ve FaDu) tek basina kullanilmasinin hiicre canliligimi konsantrasyona baglh bir
sekilde azalttigimi ortaya koymustur. Buna ek olarak, AgNP ve sorafenib sinerjisinin
FaDu hiicrelerine kars1 hiicre proliferasyonunu inhibe etmede PC3 hiicrelerine kiyasla
daha etkili sonu¢ verdigiyle karsilasilmistir. FaDu hiicrelerinde AgNP ve AgNP-
Sorafenib muamele gruplar1 apoptozda anlamli degisiklik saglamisken, sorafenib
muamele grubu anlamli bir degisiklik saglamamistir. AgNP ve sorafenib
uygulamalarinin in vitro etkileri yukarida bahsedildigi gibidir. Fakat klinik arastirmasi
icin sorafenib tedavisi her ne kadar bazi kanser hastalarinin tedavisinde aktif olarak
kullanilsa da AgNP’nin tek basina ve sorafenib ile kullanildiginda in vivo etkilerinin nasil
olacagmin arastirilmas: gereklidir. Ayrica elde edilen bulgularin yeni nanotastyici ilag

sistemleri i¢in oldukca faydali bilgiler sundugu kanaatine varilmaktadir.
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