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OZET

Bu caligmada, meme kanseri tedavisinde inovatif bir yaklasim olarak kullanilabilecek
nanoteknolojik bir ila¢ tasiyict gelistirildi. Altin nanopartikiiller (GNP), timor
hiicrelerini spesifik olarak hedeflemek amaciyla timor nekroz faktor-o (TNF) ile
modifiye edildi ve ardindan doksorubisin (Dox) ile yiiklenerek bir terapotik molekiil
olusturuldu. Gelistirilen bu yeni ilag tasiyici nanopartikiiliin anti-kanser etkisi, MCF-
7 ve AMJ-13 meme kanseri hiicre hatlari ile saglikli hiicre hatt1 olan REF hiicrelerinde
test edildi.

Olusturulan ila¢ tasiyict nanopartikiiliin karakterizasyonu, ultraviyole-goriiniir
spektroskopi (UV-Vis spektroskopi), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve
ELISA teknikleri kullanilarak gergeklestirildi. MTT test ve klonojenite testi
kullanilarak, TNFo, GNP, Dox, GNP-TNFa ve GNP-TNFa-Dox test bilesiklerinin
meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik etkisi saptanarak IC50 dozlari saptandi. Test
bilesiklerinin MCF-7, AMJ-13 ve REF hiicrelerinde apotosisi indiikleme potansiyeli
AO/EtBr ile boyama sonrast fluoresans mikroskopta niiklear morfolojinin
gozlemlenmesiyle arastirildi. Ayrica test bilesiklerini otofajiyi indiikleme potansiyeli
LC3 protein seviyesinin akiskan hiicre sitometrisinde 6l¢iilmesiyle degerlendirildi.

Yapilan caligmlar sonucunda, hazirlanan nanopartikiillerden GNP-TNFoa-Dox
kompleksinin diger nanopartikiillere gore, 6zellikle bugiin klinikte kullanilan Dox
tedavisine gore daha etkin bir sitotoksisiteye ve antikanser etkiye sahip oldugu
bulundu. Ayrica GNP-TNFa-Dox komplekslerinin meme kanseri hiicre hatlarinda,
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde hiicre ¢ogalmasini baskiladigi, bunu hem
apoptosis hem de otofaji indiiksiyonunu saglayarak gerceklestirdigi saptandi. Bu
sonuglar tezin en Onemli amacglarindan birisi olan hedefe 6zgli kanser tedavisi
yaklasgiminin GNP-TNFa-Dox kompleksleri ile saglanabilecegini ve etkin bir
anikanser tedavisi olusturabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Altin Nanopartikiiller, TNFa, Doksorubisin, Meme Kanseri,
Apoptosis, Otofaji

Mayis, 2024; 99 sayfa
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ABSTRACT

In this study, a nanotechnological drug carrier was developed, which could be utilized
as an innovative approach in the treatment of breast cancer. Gold nanoparticles (GNP)
were modified with tumor necrosis factor-alpha (TNF) to specifically target tumor
cells, and then loaded with doxorubicin (Dox) to create a therapeutic molecule. The
anti-cancer effect of this newly developed drug carrier nanoparticle was tested on
MCF-7 and AMJ-13 breast cancer cell lines, as well as the healthy cell line REF.

Firstly, the characterization of the created drug carrier nanoparticle was conducted
using ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis spectroscopy), transmission electron
microscopy (TEM), and ELISA techniques. Subsequently, the cytotoxic effect of
TNFa, GNP, Dox, GNP-TNFa, and GNP-TNFa-Dox test compounds on breast cancer
cells was evaluated using MTT and clonogenicity tests. The 1C50 doses of each test
compound were determined. The potential of inducing apoptosis in MCF-7, AMJ-13,
and REF cells by the test compounds was investigated by observing nuclear
morphology under a fluorescence microscope using the AO and EtBr double staining
technique. Additionally, the potential of inducing autophagy in breast cancer cells by
each test compound was measured by flow cytometry using the LC3 protein level.

As a result, it was found that the GNP-TNFa-Dox complex from the prepared
nanoparticles exhibited a more effective cytotoxicity and anticancer effect, particularly
compared to the Dox treatment currently used in clinics. Furthermore, it was observed
that GNP-TNFa-Dox complexes were significantly cytotoxic to breast cancer cell lines
in comparison to the control group, accomplishing this through both apoptosis and
autophagy induction. These results demonstrated that GNP-TNFa-Dox complexes
could constitute an effective anticancer treatment for the targeted cancer therapy
approach, which is one of the main objectives of the thesis

Keywords: Gold Nanoparticles, TNFa, Doxorubicin, Breast Cancer, Apoptosis,
Autophagy.

January, 2024; 99 pages
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1. GIRIS

Kanser kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile karakterize edilen, 6zellikle ¢evresel etmenler
ve genetik faktorlerle viicudun herhangi bir yerinde baslayan, ancak sonrasinda tiim
viicuda yayilan sistemik bir hastaliktir. Diinyada goriilen 6liim nedenleri arasinda
ikinci siradadir. Diinya Saglik Orgiitii kanser nedeniyle 6liim vakalarinin yildan yila
arttigini bildirerek, 2018 yili i¢inde 9,6 milyon kisinin kanserden 6ldiigiinii rapor
etmistir (Akhtar vd., 2022). T1p alanindaki tiim ilerlemelere ragmen kanser vakalarmin
bir ¢ogunda halen etkin bir tedavi protokolii gelistirilememistir. Bu nedenle kanser
tanisi, takibi ve tedavisine katki saglayacak tiim ilerlemeler insanlik i¢in hayati 6neme

sahiptir.

Klinikte kullanilmakta olan kanser tedavi yontemleri; cerrahi operasyonlar,
kemoterapi, radyoterapi ve son yillara 6zgii ancak kullanim alani halen kisitli olan
immunoterapidir. Bu tedavi stratejilerinin hepsinin yan etki ve dezavantajlar1 vardir.
Ornegin cerrahi operasyonla her tiirlii timérii ¢ikarmak ya da gikarilan timorii
tamamen temizlemek mimkiin olmamakta, kemoterapi ve radyoterapi gibi
giiniimiizde neredeyse her kanser tiirii i¢in kullanilan tedavilerde ise kullanilan ilag ya
da 1510, saglikli hiicre ile kanser hiicresini birbirinden ayiramadig i¢in kansere 6zgi
hedef tedavi yapilamamaktadir. Bu durumda ise hastada agir bir yan etki tablosu
gelismekte ve daha da 6nemlisi hastanin kendi bagisiklik sistemi zayiflamakta hatta
¢okmektedir (Lee vd., 2020; Basova vd., 2021). Sonug olarak klinikte mevcut olan bu
tedavi stratejileri ile hastaligin tedavi edilemedigi Diinya Saghk Orgiitii verileri ile
ortadayken, acilen kanseri tedavi edebilen yeni tedavi stratejilerin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Son yillarda, mevcut kanser tedavilerindeki en ciddi sorun olan hedefe yonelik tedavi
eksikliginin, nano boyutlarda (1-100 nm) malzemelerin kullanildig1 nanoteknoloji
arastirmalariyla giderilebilecegi gdsterilmistir. Ozellikle altin nanopartikiiller (GNP),
- kolay hazirlanmalari, - sekil ve boyuta gore yiizeysel, elektriksel ve optik
Ozelliklerinin degistirilebilmesi, - nispeten kararli ve toksik olmamalari, - geleneksel
kemoterapotik ilaglara gore daha iyi penetrasyon yetenegine sahip olmalari, - iyi bir
ilag tasiyicisi olmalari ve ilag saliniminin kontrol edilebilir olmasi gibi avantajlarindan
dolay1 6zellikle kanser tan1 ve tedavisinde kullanilan nano malzemelerdir (Basova vd.,

2021; Roy vd., 2022). Buna ek olarak son yillarda yapilan ¢alismalar, GNP yiizeyinde



yapilan modifikasyonlar sayesinde kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden ayirt
edilebildigini ve kanser dokusunun segici olarak hedeflenebildigini géstermistir (Cai
vd., 2008). Kanserli hiicreleri hedefleme pasif ve aktif olmak iizere iki sekilde
yapilmaktadir. Pasif hedefleme; nanopartikiillerin (NP) gelistirilmis gegirgenlik ve
tutma yeteneklerine bagli olarak tiimor iginde birikmesi esasina dayanir. Aktif
hedefleme; kanser hiicresinde bulunan reseptdre 0Ozgii ligandin NP yiizeyine

immobilize edilmesi esasina dayanmaktadir (Dekker vd., 2020; Lim vd., 2011).

Aktif hedefleme yapmak i¢in kullanilan molekiillerden birisi Tiimor Nekrozis Faktor-
a’dir (TNF-a). TNF-a ilk defa transplante tiimorlerin endotoksin kaynakli hemorajik
nekrozunda gorev alan bir bilesik olarak saptanmistir (Moreno-Alcantar vd., 2023).
Sonrasinda bazi patolojilerle iliskili cesitli hiicresel ve immiinolojik 6zellikleri olan
pleotropik bir sitokin olarak tanimlanmistir (Siddique ve Chow, 2020). Yapilan
calismalar, rekombinant insan TNF-a (thTNF)’nin damar hasarina neden olmasi ve
immiin sistemi uyarmasi nedeniyle solid tiimoérlerin hacmini kiicllttiigiinii
gostermistir. Ancak bir antitiimor ilag olarak TNF-a'nin klinikte kullanimi, sistemik
toksisiteye neden oldugu i¢in sinirlandirilmistir (Jain vd., 2012; Akter vd., 2023). Bu
durum, TNF-o’nin secici olarak tiimore verilmesini saglayacak tasiyici bir sistemin

gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.

Klinik arastirmalarda, TNF-o’nin sistemik toksisitesini azaltacak birgok farkli
yaklasim denenmistir. Bunlar igerisinde en basarili yaklasim kemoterapi ile birlikte
TNF-o’nin lokal olarak tiimoér igine enjeksiyonu olmustur (Bansal vd., 2020). Ancak
bu uygulamanin her tiimdr tipi i¢in yapilmasi miimkiin olmadigi icin alternatif
yontemler gelistirilmistir. Bu amag i¢in gelistirilen en uygun yontem, GNP {izerine
TNF-o’'min  immobilize edildigi tasiyic1 sistemlerdir. Ornegin, TNFo -GNP
kompleksinden olusan (CYT-6091) nano materyallerin ileri seviyedeki kanser
hastalarinda kullanilabilirligi Faz I deneyleri ile gosterilmis, Faz II ¢aligmalar: ise
halen devam etmektedir (Sadiq vd., 2022; Singh vd., 2018; Mikhailova vd., 2021). Bu
calisma 1s1¢inda TNFa-GNP kompleksine bir kemoterapdtik ilacin immobilize
edildigi ticli komplekslerin yapimi giindeme gelmistir (Sani vd., 2021). Bdylece
kemoterapétik bir ilacin, geleneksele gore daha diisiik dozda kullanildigi, ilacinin
biyo-yararlaniminin arttig1 ve sistemik toksisiteye neden olmadan secici olarak sadece

tiimdr hiicresi i¢ine giren nano tastyicilarin dizayni yapilmaya baslanmistir.



Sunulan bu tez c¢alismasinin amaglarindan birisi; TNFa-GNP-Doksorubisin igeren
yeni bir ilag sistemi hazirlamaktir. Burada doksorubisinin seg¢ilmesinin nedeni,
kadinlarda en sik rastlanan meme kanserinin tedavisinde halen kullanilmakta olan
kemoterapoétik bir ajan olmasindandir. Tez ¢alismasinin ikinci amaci; sentezlenen ve
karakterizasyonu yapilan TNFa-GNP-Doksorubisin ilag kompleksinin in vitro
kosullarda meme kanseri hiicre hatlarindaki sitotoksisitesini belirlemek, apopotosis ve
otofajiyi indiikleme potansiyelini saptamaktir. Bu amag i¢in, MCF-7 ve AMJ-13
meme kanseri hiicre hatlar1 ile kontrol grubu olarak REF hiicreleri kullanilmistir.
Kanser terapide amag kanser hiicrelerini apoptosis veya otofaji mekanizmasi ile 6liime
tesvik etmektir. Bu nedenle TNFa-GNP-Doksorubisin kompleksine ait her bir birimin
tek tek ve kombine formlarinin meme kanseri hiicre hatlarinda apoptosis ve otafijiyi
indiikleme potansiyelleri sitolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak saptanarak

kanser terapide kullanilabilirligi aragtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Nanomalzemeler

Nanoteknoloji, nanometre o6l¢eginde malzeme olusturma amaciyla miihendislik,
kimya, fizik, biyoloji ve t1p gibi farkl1 alanlar1 birlestiren bir bilim dalidir. Ozellikle
modern tip alaninda nanopargaciklarin kullanilmasi ile tan1 ve tedavi yontemlerinde

biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir.

Nanomalzemeler, 1 ila 100 nm arasinda boyutlara sahip yapilar olarak tanimlanir.
Nanopartikiiller, boyutlarindan dolayr karacigerde makrofajlar tarafindan
yakalanmaktan ve bdbrek tarafindan siiziilmekten kacabilme kapasitesine sahiptir.
Nanomalzemeler viicut i¢inde bir organdan digerine hizla go¢ edebilir ve basarili bir
sekilde hedeflenen dokulara girebilir. Nanomalzemenin boyutu, gelistirilmis
gecirgenlik ve retansiyon (EPR) etkisinin kullanildig1 pasif ila¢ tasima sistemlerinde
onemli bir rol oynar (Sakthi Devi vd., 2022). Nanomalzemelerin boyutunu biyolojik

yapilarla karsilastiran bir uzunluk 6l¢egi Sekil 2.1'de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Nanomalzemelerin biyolojik yapilara gore boyutu (Jain vd., 2012).

Nanomalzemeler; inorganik metaller (e.g. gold, silver, carbon), metal oksitler (e.g.
titanium oxide, iron oxide), metalloidler (e.g. crystalline silica, amorphous silica),
organik (e.g. lipid, polysaccharide, polymeric matrix) ve inorganik biyouyumlu
polimerik (e.g. polystyrene) yapilardan olusabilir (Ahmad vd., 2017). Nanotip
alaninda liposomlar gibi organik nanomateryallerin (Chaudhari vd., 2016) ve hiicre
dis1 vezikiillerin (Campanella vd., 2019) yani sira altin ve glimiis gibi inorganik

nanomateryallerin (Anselmo vd., 2015; Mir vd., 2017) kullanimi olduk¢a yaygindir.



Altinin, diger nanomateryallere kiyasla sentezinin kolayligi (Kumar vd., 2013;
Majdalawieh vd., 2014), ayarlanabilir boyutu ve sekli (Creran vd., 2012; Li vd., 2012;
Grzelczak vd., 2008) biyolojik uyumlulugu, diisiik toksisitesi (Dykman vd., 2011) ve
yiizey modifiye edilebilirligi gibi bir¢ok avantaji vardir (Wilton-Ely, 2008).

2.2. Altin Nanopartikiiller (GNP)

Tibbi tasima sistemlerinde sik¢a kullanilan nanopartikiillerden biri altin
nanopartikiilleridir (AuNPs-GNP). Altin, periyodik tablonun 11. grubunda bulunan 79
atom numarasina sahip bir elementtir. Altin standartinin atom agirligi yaklasik 197
g/mol'diir, yliksek elektriksel iletkenlige, kimyasal stabiliteye ve yiiksek yogunluga
sahiptir ve ¢gogu kosulda inerttir. Altinin erime noktas1 1064.63 °C ve kaynama noktasi

2807 °C'dir.

Altinin nanopartikiiller seklinde kullanimi tarih boyunca, Romalilarin dordiincii
yiizyilda altin-yakut camlari olusturmak i¢in kullanmaya basladiklari tarihten bu yana,
tarihsel bir gegmise sahiptir. GNP’lerin renkleri ile boyutlari arasindaki iliskiyi
inceleyen Michael Faraday'in 1850’lerdeki calismalari, gliniimiizde GNP’lerin
bilimsel incelemesinin baslangicini isaretler. Sekil 2.2°de de goriildiigii gibi 20. yiizyil
boyunca farkli ozelliklere sahip GNP’leri sentezlemek i¢in giivenilir ve etkili
tekniklerin gelistirilmesini, 21. yilizyilin baslarinda yayin ve uygulamalarda artis takip
etmistir (Sadiq vd., 2022).

Modern nanoteknoloji alaninda, altin nanopartikiiller (GNP'ler) biyoloji ve tiptan fizik
ve kimyaya kadar farkli alanlarda incelenmistir. GNP’lerin ideal boyutu, yiiksek yiizey
hacim orani, basit sentez, yiliksek stabilite, benzersiz optik, katalitik, elektriksel
ozellikler, biyo uyumluluk, ytliksek kimyasal ve fiziksel stabilite, yiiksek ila¢ tasima
kapasitesi, uzatilmis dolasim siireleri, diisiik toksisite, ¢esitli modifikasyon
secenekleri, biyodistribiitdr olma ve ila¢ bozulmasini 6nleme yetenekleri gibi ¢oklu
ozellikleri nedeniyle 6zellikle tipta tani, tedavi ve goriintiileme alanlarinda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Zelechowska-Matysiak vd., 2023; Aftab vd., 2018; Sadiq
vd., 2022).
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Sekil 2.2. Altin nanopartikiillerin 6nemli gelismelerini ve uygulamalarin1 gésteren

zaman ¢izelgesi (Sadiq vd., 2022).

Altin nanopartikiiller ayrica antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiparaziter,
antiplatelet, anti-inflamatuar ve antitimor etkiler gosteren 6zel biyolojik 6zelliklere
sahiptir (Sakthi Devi vd., 2022).

2.3 GNP’lerin sentezi

GNP’lerin sentezi, "yukaridan agag1" ve "asagidan yukar1" yaklasimlar olmak tizere
iki temel stratejiye gore yapilmaktadir. Yukaridan asagi yontemler, bir kiitleden
baslayarak GNP'lerin daha kiictlik pargaciklara parcalanmasiyla sentezlenmesini igerir.
Asagidan  yukar1 yaklasim, molekiil veya atom diizeyinden baglayarak
nanopargaciklarin sentezini igerir. Nanoparcaciklarin sentezi ayrica fiziksel, kimyasal

ve biyolojik yontemlerle sentezlenebilir (Milan vd., 2022).

Monodispers ve boyutu kontrol edilebilen altin nanopargaciklarinin tiretimi biiyiik
oneme sahiptir. GNP’ler genellikle bir kolloidal yontem kullanilarak sentezlenir. Bu
yontemde, bir metal onciisii gibi indirgeyici ajanlarin kullanimiyla, altin iyonlar: altin
nanoparcaciklara indirgenir ve uygun stabilizasyon ajanlarmin varlifinda,
pargaciklarin agregasyonu Onlenir. Béylece bu nano yapinin boyutu, sekli hatta optik

ozelliklerinin kolayca ayarlanmasi saglanir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Altin nanopartikiillerin sentezi ve biyomedikal kullanim alanlari.

GNP sentezinde en eski ve en iinli yontem 1951°de Turkevich vd. tarafindan
tanimlanan kimyasal sentez yontemidir. Bu yontemde kloroaurik asidin sodyum sitrat
ile indirgenmesiyle 10 ila 50 nm arasinda monodispers kiiresel GNP'lerin sentezi
gerceklestirilmistir. Benzer sekilde, Brust ve Schiffrin tarafindan 1994°de yaymlanan
bir ¢alismada, organik ¢oziiciilerde sodyum borohidriir kullanilarak GNP'ler
olusturulmustur. HAuCl4 i¢in kullanilan diger indirgeyici ajanlar arasinda
hidrokinonlar, asetilasetonatlar ve hatta Bacillus licheniformis bakterileri gibi
biyolojik ajanlar bulunmaktadir. 1980'lerden itibaren GNP'ler, ultrason ve
elektrokimyanin birlesimi olan sonoliz yontemiyle de sentezlenmistir. Fotokimya (UV
151k kullanimi1) ve mikrodalga destekli bozunma gibi diger teknikler de yaygin olarak
kullanilmigtir (Sadiq vd., 2022).

GNP’lerin sentezinde diger bir yaklasim, mantar ve bakteri oziitleri (hiicre i¢i veya
hiicre dis1), mikroorganizmalar, bitki 6ziitleri veya biyomolekiillerin kullanildig yesil
sentez yontemidir. Metal nanoparcaciklarin bu yesil biyosentezi, basit, hizli, kolayca
yeniden {retilebilir, ¢evre dostu, ekolojik ve maliyeti diisiik bir yontem olmasi

nedeniyle giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Milan vd., 2022).



2.4. GNP’lerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

GNP’ler basit sentetik yaklasimlarla farkli geometrik sekil ve boyutlarda
sentezlenebilir. GNP’ler nanosferler, nano-kabuklar, nano-¢ubuklar, nano-kafesler,

nano-yildizlar ve nano-dendritler gibi gesitli sekillerde olabilir (Sekil 2. 4).
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Sekil 2.4. GNP’lerin sekli

GNP’lerin katalitik aktivite, erime noktasi, elektrik iletkenligi ve renk gibi bir ¢ok
fiziksel ve kimyasal 6zelligi, sekil, boyut ve ¢evresel ortam degisiklikleriyle kontrol
edilebilmektedir (Yang vd., 2022; Tiwari vd., 2015). Bu tasarim esnekligi, 6zellikle
belirli uygulamalar icin ideal performans saglamak agisindan diger organik
nanopargaciklarda zor elde edilir. Bununla birlikte, GNP'lerin serbest elektronlarin
koherent salinimina baglh olarak benzersiz boyut ve sekil bagimli optik 6zellikleri
bulunmaktadir, bu fenomen ylizey plazma rezonansi (SPR) etkisi olarak adlandirilir
(Baeza ve Vallet-Regi, 2019). GNP’ler, boyutlarina bagl olarak optik 6zellikleri
degistigi i¢cin farkli renklere sahip olabilir. Optik 6zellikleri sayesinde, GNP'ler tibbi
tani, gorlintiileme ve tedavi i¢in ideal nanomalzemeler olarak gelistirilmistir, ki bu
diger inorganik nanomateryaller i¢in nadir bir 6zelliktir. Yiizey plazmonlarini iiretme

egilimleri nedeniyle, altin nanopartikiiller gelen 15181 yiiksek oranda emer, bu da onlari



termoterapi ve fototermal terapi gibi kanser tani ve tedavisi i¢in benzersiz bir alternatif

yapar (Kalashgrani ve Javanmardi, 2022).

Ayrica, GNP'lerin biiyiik ylizey alam1 ve yiiksek yiizey aktivitesine sahip olmasi,
onlarin dogrudan veya dolayli olarak ilaglar, niikleik asitler (DNA veya RNA),
proteinler, peptidler, antikorlar, hedefe yonlendirme ligandlar1 ve diger molekiillerle

etkilesime girebilmelerini saglar (Sekil 2.5).
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Sekil.2.5. GNP’lerin farkli molekiillere baglanmasi

Bu etkilesim olasilig1 ve ¢esitliligi, GNP'lerin biyolojik aktivitelerini biiyiik dl¢lide
artirir ve potansiyel antikanser uygulamalarinin yelpazesini genisletir. Ozellikle ilag
tagima sisitemi olarak kanser tedavisinde kullanimi bu yolla gergeklesir. Son olarak,
GNP'lerin fizyolojik ortamda nispeten stabil oldugu ve metalik altinin inert dogasi
nedeniyle biyouyumlulugu gézlemlenmistir. Tiim bu 6zellikler, GNP'leri onkolojide

giderek popiiler hale getirmistir.

Altin nanopartikiiller, sinirlhi ¢oziintirliige ve kotii farmakokinetige sahip ilaglar1 ve
goriintiileme ajanlarin1 tasimak i¢in kullanilabilir. Bugiin 6zellikle kanser terapide
yasanan en biiyiik sorunlardan birisi olan, kemoterapdtik ilacin segici olarak kanser
hiicrelerine tasinamamasi sorununu ortadan kaldirmak i¢in kullanilabilir. Timor
hiicresine 6zgii timOr antijenine kars1 gelistirilen antibadinin ya da tiimor hiicrelerine

0zgl reseptorlerin GNP iizerine immobilize edilmesi ile secici bir ilag tasiyici sistem



olarak kullanilabilirler. Ayrica sistemik toksisiteye sahip ilaglarin secici olarak timor

hiicrelerine tasinmasina imkan saglayabilirler.

Timore hedeflenmis nanoparcacik taginmasi bugiin kanser tedavisinde en ¢ok calisilan
konulardan birisidir. Bu konunun iki 6nemli amaci bulunmaktadir: hedefte pargacik
konsantrasyonunu artirmak ve diger organlarda, 6zellikle karaciger ve dalakta GNP
birikiminden kaynaklanan yan etkileri azaltmak. Bunun i¢in genelikle iki tasima
stratejisi  bulunmaktadir. Birincisi, GNP’lerin polietilen glikol (PEG) ile
konjugasyonuna dayanir; digeri ise, tiimdr hiicrelerinin belirli isaretleyici proteinlerine

kars1 gelistirilen antikorlarla konjugasyona dayanir.

2.5. Altin Nanopartikiillerin PEGilasyonu

Altin nanoyapilarin yiizeyleri, proteinlerin spesifik olmayan adsorpsiyonunu
onlemeye, dolasimdaki Au nanoyapilarinin retikiiloendotel system (RES) tarafindan
alimin1 en aza indirmeye bdylece kan dolasiminda daha uzun siire dolagimina ve
dolayisiyla hedef dokuya daha fazla birikmesine yardimeci olabilecek biyouyumlu
polimer katmanlar1 saglamak i¢in siklikla poli etilen glikol (PEG) ile kaplanir.

PEG, dogrusal bir etilen glikol polieter (etan-1,2-diol) polimeridir. Hem suda hem de
organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen bu sentetik polimer, bir metoksit iyonunun epoksit 3
halkas1 {iizerindeki niikleofilik saldirisiyla baglatilan etilen oksidin anyonik

polimerizasyonuyla tiretilir.

Polietilen glikol (PEG), GNP yiizeylerine ¢esitli ligandlar1 baglamak i¢in ideal bir ilag
tasima platformlarindan biridir. GNP’ler negatif yiizeyleri ve ¢esitli fonksiyonel
gruplarla yiiksek afiniteye sahip olmalar1 nedeniyle, diger molekiillerle kovalent veya

kovalent olmayan etkilesimler olusturma kapasitesine sahiptir (Louis, 2017).

Kovalent baglama, goriintileme uygulamalari i¢in konjugatlarin stabilitesini
artirirken, ayni1 zaman da molekiiller elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler dahil

olmak tizere cesitli zayif baglar araciligiyla GNPs'ye kovalent olmayan sekillerde
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baglanabilir. Bu zayif etkilesimler, ilacin hedefli salinimin1 kolaylagtirmak i¢in ideal

bir yontem olusturabilir.

Altin ile kiikiirt igeren bilesikler arasindaki reaksiyon (Au-S), kovalent bir yaklasimin
yaygin ornegidir. Bu baglanma tiyoller, disiilfidler ve sistin gruplari gibi kiikiirt iceren
bilesiklerle gergeklesebilir. Bu gii¢lii GNP-S bagi, GNPs'nin sensor, kataliz ve hedefli
ilag tasima uygulamalarindaki basarisinin temelini olusturur (Vigderman ve Zubarev,
2013). Tiyol igeren ligandlar arasinda en yaygin olani modifiye olmus bir ucunda

kiikiirt olan polietilen glikol'diir (PEG).

PEG’iin tiyol veya disiilfit grubu altina baglananirken diger uzak ucundaki fonksiyonel
grubu degistirerek, biyolojik bir sistem icinde etkilesime girecek veya atil kalacak
sekilde 0Ozel olarak tasarlanmis saglam, iyi tanimlanmis arayiizleri kolayca
olusturulabilir. PEG kapli GNP’ler, sterik nedenlerden dolayi birbirlerini reddettikleri
i¢in kolloidal stabilite artar (Harzand, 2022). PEG ile kaplama GNP’lerin dolagimdaki
proteinlere yapismasi 6nler ve dolagim siirelerini artirir (Bansal vd., 2020). PEG'in,
ilaglarin tasima sistemi igindeki stabilitesini artirdigi, GNP’nin tek basina neden
oldugu toksisiteyi azalttigi ve tagima aracinin viicutta dolasim siiresini uzattigi
gosterilmistir (Yang vd., 2015; Mishra vd., 2016; Mozar vd., 2018). Ayrica, PEG
immiin yanit olusturmadigi i¢in biyouyumludur, ki bu cesitli tibbi uygulamalarda

kullanim i¢in tercih edilen bir durum yaratir.

Sonug olarak, PEG bazli nanomateryaller, yliksek antikanser ila¢ yiikii, uzun dolagim
yar1 0mrii, islevsellestirme kolayligi ve spesifik ligandlarla etkilesimi nedeniyle timor

tedavilerini hedeflemek i¢in 6nemli bir adaydir.

2.6. GNP’lerin tedavide kullanilmasi

GNP’lerin fiziksel, kimyasal ve optik 6zellikleri, onlar1 klinik aragtirmalarda ideal bir
ara¢ haline getirir. GNP’lerin tipta kullanimi, fototermal terapi ve genis klinik etkileri
ile heyecan verici tedavi potansiyeli olan ila¢ hedefleme arastirmalarinda énemli bir
yer tutar. GNP’lerle yapilan in vitro ¢aligmalarda ve hayvan modelleriyle yapilan
aragtirmalarda pozitif olumlu sonuglar alindigr igin, bugiin insan klinik
arastirmalarinda GNP’nin kullanildig1 20 den fazla Faz I ve Faz II klinik arastirmanin

yapilmasina neden olmustur (Yao vd., 2023). Bu ¢alismalarin 6zellikle ilag hedefleme,
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goriintliileme ve fototermal tedavi odakli oldugu, aragtirmalarin tamaminda GNP’lerin
kullanimu ile ilgili biiyiik bir giivenlik sorunu olmadigi, ancak deneme sayisinin azligi
ve hasta sayisinin az olmasi gibi sinirlamalardan dolayr daha kapsamli ¢alismalarin

yapilmasi gerektigi vurgulanmistir (Yao vd., 2023).

GNP’ler intravaskiiler, topikal veya oral olarak uygulama kolayligina sahiptir. GNP’ler
retikiilo endothelial sistemin organlar1 tarafindan alinabilir ve viicuttan atilabilir.
Ancak PEG’le modifikasyon dolasimdaki siireyi uzattigi gibi makrofajlar tarafindan

alinmasini da engeller (Manson vd., 2011).

GNP’lerin hiicrelere giris sekli hakkinda 6nemli tartismalar olmustur. En muhtemel
mekanizmalar spesifik olmayan reseptor aracili endositoz (RME), pasif tasima veya
GNP ylizeyine spesifik bir reseptor baglandiginda aktif tasima seklinde olabilir
(Chithrani vd., 2006, Huang vd., 2023). (Sekil 2.6)
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Sekil 2.6. GNP’lerin hedef hiicreye tasinmasi. (A) Pasif hedefleme; GNP’lerin yiikli
terapotik ajanlar1 EPR etkisi ile tiimore pasif olarak iletmesi (B) Aktif
hedefleme; hedef ligandlar1 tasiyan GNP'lerin tiimér hiicrelerinin

yiizeyindeki reseptorlere spesifik olarak baglanmasini ifade eder (Huang

vd., 2023).
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Nanopartikiillerin tiimor hiicrelerine ulastirilmasina yonelik arastirmalarin temeli ilk
kez 1986 yilinda Matsumura ve Maeda tarafindan yapilan aragtirmalara dayanir. Bu
arastirmacilar belirli bir molekiiler agirligina sahip makromolekiillerin, arttirilmis
gecirgenlik ve tutma (enhanced permeability and retention, EPR) etkisi olarak
adlandirilan benzersiz bir mekanizma ile kati tiimorlere oncelikli olarak biriktigini
gostermislerdir. Bu da makromolekiiler ilaglarin veya nanopartikiillerin timor

dokusuna hedefli teslimatinda 6nemli bir aydinlanmaya neden olmustur.

In vivo olarak yapilan bircok ¢alismada GNP yiizeyinde her hangi bir islevsellestirme
ya da modifikasyon yapilmasa bile, GNP’lerin normal olgun kan damarlarindan daha
genis penetrasyona sahip, sizintili olgunlasmamis damar yapisina sahip tlimor
bolgelerinde pasif olarak biriktigi rapor edilmistir (Maeda vd., 2001) Bu mekanizma,
arttirllmis gecirgenlik ve tutma (EPR) etkisi olarak bilinir.

Tiimorlerin en carpict 6zelliklerinden biri, hizli ve kontrolsiiz biiyiimeleridir, bu da
oksijen ve besinlere acil bir ihtiyag dogurur. Kati tiimorler 1-2 mm c¢apinda
biiylidiigiinde, c¢evrede bulunan normal kan damarlari artik bunlarin daha fazla
cogalmasini desteklemek igin yeterli degildir, bu nedenle bu tiimérler i¢in intratumoral
anjiyogenez zorunludur. Yeni olusan tiimdr kapillerleri ve kan damarlar1 yapisal ve
islevsel olarak anormaldir, kesintili epitel ve hatali bazal membran igerirler. Sonugta,
endotel hiicrelerinin ¢atlaklari makromolekiillerin ve nanopargaciklarin timor
dokularina gecisini saglar. Bu durum, EPR etkisinin "artirilmis gegirgenlik" kismini
temsil eder. Normal dokularda, lenfatik sistem siirekli olarak interstisyel siviyi
dolasima geri dondiiren ve yeniden isleyen bir sistemdir, bu siv1, ekstravaze olmus su,
cozeltiler ve kolloidler igerir. Ancak, kat1 timorlerde, lenfatik drenaj yetersizdir ve
interstisyum sivisinin dinamik tasinmasi genellikle bozulur. Kiigiik molekiiller
serbestce dolagima geri difiizyon yapabilirken, tiimor interstisyumuna sizan
makromolekiiller veya nanoparcaciklar uzun siire orada tutulur. Bu fenomen, EPR

etkisinin "retansiyon" kismin1 gosterir.

EPR etkisi genellikle PEGilasyon ile elde edilen daha uzun dolasim siireleriyle
birlestiginde, serbest ila¢ kullanimina kiyasla tiimorlerdeki ilag konsantrasyonlarini 10
ila 100 kat artirabildigi rapor edilmistir (Kaul vd., 2002). PEGilasyon, retikiilo

endetelial system (RES) alimini azaltmanin en yaygin yontemidir ve fagositlerin
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baglanmasina sterik engel olusturan hidratli bir bariyer olusturur (Fang vd., 2011).

Boylece etkin bir ilag heflemek miimkiin hale gelir.

Daha ileri tiimor hedeflemesi, epidermal biliyiime faktorii (EGF), transferrin, folik asit,
monoklonal antikorlar ve tiimor nekrozis faktor (TNFa) gibi tiimore 6zgii tanima

molekiillerinin nanopartikiillere aktif olarak baglanmasiyla gergeklestirilebilir.

(Eghtedari vd., 2009).

2.6.1. Nanpartikiillerin tiimore hedeflenmesi

GNP’ler dikkatli yiizey modifikasyon basamaklari ile hedef hiicreye aktif hedefleme
yoluyla iletilebilir. Ornegin kanser hiicrelerinin hedeflenmesi igin, kanser hiicresinin
yiizeyinde asir1 ifade edilen spesifik bir reseptore, giiclii bir sekilde baglanabilen
antikorlar, peptitler ve folat gibi molekiiller GNP yiizeyine konjuge edilerek hedefleme
yapilabilir. Hedefleme kism1 dogrudan ¢iplak altin yiizeyine immobilize edilebildigi
gibi PEG gibi uygun bir linker tizerine de takilabilir. GNP yiizeyine takilan proteinler,
GNP’lerin ylizey ozelliklerini ve dolayistyla hiicresel alim dahil biyolojik sistemle

etkilesimlerini 6nemli dl¢lide degistirebilir.

GNP’leri tiimore hedeflemek icin yapilan ilk calisma PEG kapli GNP {izerine
TNFa’ nin takildigi ¢aligmadir (Paciotti vd., 2004). Bu ¢alismada altin nanopartikiiller
TNFa y1 tagiyan bir vektor gibi dizayn edilmistir. TNFa burada tiimor hiicrelerini
apoptosise gotiirecek bir ilag gibi diisliniilebilir. Ayn1 zamanda tiimor hiicreleri TNF
reseptorlerini asir1 ifade ettikleri i¢in GNP’lerin tiimore secici olarak tasinmasini
saglayan bir hedef olarak da diigiiniilebilir. Bu ¢alismada PEG ve TNFa ile konjuge
edilmis kolloidal altinin, fare kolon tiimoérlerinde (MC-38) serbest TNF'den daha ¢ok
biriktigi, serbest TNFa ' ya gore daha diisiik dozda bile timor hacmini azaltmada daha
etkili oldu ve ayn1 zamanda minimum sistemik toksisiteye neden oldu rapor edilmistir
(Paciotti vd., 2004, Paciotti vd., 2006). Bu sonug¢ bir ¢ok in vitro calisma ile
tekrarlandiktan sonra, PEG ve rekombinant insan TNFa ile konjuge edilmis GNP lerin
(CYT-6091) Aurimune olarak adlandirilan ila¢ formu klinik g¢alismalarda
kullanilmaya baglanmistir. Faz 1 ¢calismalari, ilerlemis kanser hastalarinin Aurimune'u
iyl tolere ettigini gostermistir. Ayrica, EPR etkisi yoluyla tiimor kitlelerinde ilag
birikiminin gergeklestigi (Sekil 2.7), PEG katmani sayesinde de mononiikleer
fagositler tarafindan aliminin azaldigi rapor edilmistir (Faz I-11 ekle). CYT-6091 ile
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elde edilen bu pozitif sonuclardan sonra GNP’lerin ilag tagima araci olarak kullanimi

derinlemesine arastirilmistir.
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PEG-Thiol shields
nanoparticle from
immune detection

Sekil 2.7. PEG ve TNFa kapli GNP’lerin timore hedeflenmesi
2.6.2. GNP’lerin antikanser ila¢ tasimada kullanim

Kemoterapétik ilaglar i¢in geleneksel ila¢ dagitim yaklasimlari, yani oral veya damar
ici uygulama, ilacin tiim viicuda yayilmasiyla sonuglanir ve ilacin sadece bir kismi
timor bolgesine ulasir (Singh vd., 2018). Bugiin kanser tedavisinde karsilasilan en
onemli sorun, oldukcga yiiksek toksisiteye sahip olan kemoterapétik ajanin sadece
kanser hiicresi degil saglikli hiicreyi de 6ldiirmesidir. Bunun i¢in acil segici bir hedef

tedaviye ihtiyag vardir.

Aktif hedefleme, hedef hiicreye 0zgii reseptore baglanabilen bir ligandin GNP
ylizeyine baglanmasi ile gerceklestirilir. Bu yontem sayesinde hedef doku veya
hiicreye ikincil hasar veya istenmeyen yan etki riski olmadan daha yiiksek ilag
konsantrasyonu verilebilir. Bu nedenlerle, GNP'ler su anda genetik diizenleme ve
cesitli hastaliklarin ila¢ tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica, GNP'ler antibiyotik ve
antiviral ajanlar1 dagitmak ic¢in de kullanilmis ve ¢esitli suslara kars1 biiylik potansiyel

gostermistir (Kalashgrani ve Javanmardi, 2022).

Son yillarda, ¢ogunluka GNP’lerin kanser hastalarinda timor hiicrelerine kars: etkili
bir ilag dagitim araci olarak kullanilmasina odaklanilmistir (Siddique ve Chow, 2020;
Singh vd., 2018; Harzand, 2022; Yetisgin vd., 2020). GNP'ler artan gegirgenlik ve
tutma (EPR), artan stabilite, biyouyumluluk ve hassas hedefleme ile karakterize edilen

miikemmel ila¢ dagitim sistemleridir.
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Antitimdr molekiillerinin kanser hiicrelerinde sitotoksik veya diizenleyici etkileri
vardir ancak diislik ¢oziiniirliik, kisa yar1 dmiir, ila¢ direncinin gelisimi ve zayif timdor
seciciligi gibi bazi dezavantajlar, bu ilaglarin pratik uygulamalarini sinirlamaktadir.
Etkili yaklasimlardan biri, 6zellikle sert bir ¢ekirdege sahip GNP'lerle antikanser

molekiilleri konjuge etmekten gegcmektedir.

Glinimiizde GNP’lerin sentetik bilesikler (Chinnaiyan vd., 2019) fitokimyasallar
(Raghavan vd., 2015; Jabir vd., 2018) terapotik peptidler (Medina vd., 2018; Banerjee
vd., 2019) ve koordinasyon bilesikleri (Fernandes vd., 2017; Pedrosa vd., 2019) dahil
olmak iizere ¢esitli antitimdr molekiilleri teslim etme yetenegi oldugu rapor edilmistir.
GNP’ler ile cesitli antikanser ilaclarin tasinmasina ait ornekler Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. GNP ile taginan anti kanser ilaglar (Yang vd., 2022)

Antikanser | Molekiiliin Nanokompleks Hiicre Ana Sonug
lac1 modifikasyonu | Adi hatt1
DOX PEC DOX-PECAUNP HepG2 Daha giiglii
sitotoksisite
serbest DOX a
gore
5-FU PEG and FA AUNPs-PEG5- M139 ve Daha giiglii
FU-FA M213 sitotoksisite
serbest 5-FU a
gore
DTX HA and TX@HA- Hela ve Daha yiiksek
GFLGC clAuNPs MCF-7 sitotoksisite
CALNN and LIN -AuNPs MCF-7 Daha yiiksek
LIN GSH CALNN cells antioksidan
aktivite ve
antikanser
aktivite
K-AuNPs MCF-7 Daha yiiksek
K cells hiicre apoptozu,
Kaempferol antiproliferatif
yetenek ve
anjiyogenezin
inhibisyonu
P1 P1-AuNPs HT-29 and | Daha yiiksek
MDA.- DNA
MB231 parcalanmasi ve
cells hiicre apoptozu
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2.7. Altin Nanopartikiillerin Sitotoksisitesi

GNP'lerin sitotoksisitesi, doz, boyut, sekil, yiizey yiikii, yiizey kaplam tiirii ve

biyosistemler arasindaki etkilesim gibi faktorlere baglidir.

GNP’lerin boyutu, hiicreler tarafindan alimim1 ve sitotoksisliklerini énemli Slgiide
etkiler. Altin nanoparcaciklar1 oncelikle klatrin aracili endositoz yoluyla hiicrelere
niifuz eder ve eksositoz yoluyla hiicrelerden c¢ikar. Kiiciik partikiillerin hiicreye
gecisinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durum, biiyiik partikiillere kiyasla daha
az hiicre yiizey reseptoriiyle etkilesime girmeleri gerektigi varsayimiyla agiklanabilir
ve bu da toksisitelerini etkileyebilir. Bunun aksine, daha biiyiik partikiiller i¢in, hiicre
yiizeyinde yetersiz reseptor olabilir ve bu da hiicre igine girisi sinirlayabilir. Genel
olarak, nanoparcaciklarin boyutu ne kadar kiigiik olursa, sitotoksik etkisi o kadar
yiiksektir. 10 ila 60 nm arasinda boyuta sahip partikiiller, hiicre seklinde degisiklik,
hiicre cogalmasinin inhibisyonu veya DNA'da mutasyon gibi olumsuz etkilere sahiptir,
oysa 5 ila 30 nm boyutlar1 arasindakilerde toksisite gozlenmemistir. Kii¢iik boyutlu
altin nanopargaciklariin toksisitesini agiklayabilecek hipotezlerden biri, hacimlerine
gore yliksek bir yiizey alaninin varligindan kaynaklanabilecegidir. Bu, genisletilmis

bir emilim kapasitesine yol acar ve biyomolekiillerle etkilesim olasiligini artirabilir

(Mihai vd., 2021).

Nanoparcacik sekli, sitotoksisieyi etkileyen diger bir yapisal bir 6zelliktir. Bunun i¢in
farkl sekillere (kiiresel, gubuklar, tiggen, yildiz, oktahedron, levha ve prizma sekiller)
sahip altin nanopargaciklar sentezlenmis ve sitotoksisiteleri i¢in degerlendirilmistir.
Insan fetal osteoblast ve pankreas kanali hiicre hatlari iizerinde ¢ubuk, y1ldiz ve kiiresel
altin nanopargaciklarinin sitotoksisitesi arastirildiginda, altin nano gubuklarinin insan
hiicreleri tizerinde en toksik oldugu, kiiresel nanopargaciklarin ise en giivenli oldugu
g6zlenmis (Steckiewicz vd., 2019). Ayrica altigen altin nanopargaciklarin ¢ubuklara
kiyasla yiiksek derecede toksik oldugu rapor edilmis (Wang vd., 2008). Bu ¢alismalar
GNP’lerin sitotoksisitesinin sekle bagl olarak degistigini gosterirken, farkl sekillere
gore, altin nanoparcaciklarindaki yiizey atomlariin dagiliminin degismis olabilecegi
seklinde yorumlanmistir. Kiire geometrisinin yildizlar veya c¢ubuklarla iligkisi
diisiiniildiiglinde baz1 agiklamalar sunulabilir. Kenar ve koselerde daha fazla atom,

biyomolekiillerle daha giiclii etkilesimlere neden olabilir. Bu nedenle, kenarlara ve
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koselere daha fazla sahip olan ¢ubuklar ve yildizlar (dairesel nanopargaciklar igin

siklikla gozlenmeyen) toksisite gostermistir (Mihai vd., 2021).

Altin nanopargaciklari, biyolojik sivilarda agregasyonlarini onlemek, hiicresel alimi
kolaylastirmak  veya  Ozgiilliikklerini  artirmak i¢in  farkli  molekiillerle
fonksiyonellestirilebilir. Peptidler, antikorlar, PEG, sitrik asit, setrimonium bromiir
(CTAB), niikleik asitler ve ilaglar gibi ¢esitli ligandlar, uygun ve 6zgiil 6zelliklere
sahip Altin nanoparcaciklarini tasarlamak ic¢in kullanilmistir. Ayrica, bu ligandlar
kullanilarak Altin nanopargaciklarinin sitotoksisitesi ayarlanabilir (Bhamidipati vd.,
2017).

Altin nanopargaciklarinin ylizey kimyasinin sitotoksisite tizerinde ¢ok gii¢lii bir etkisi
oldugu belirtilmistir. PEG ve serumla kaplanmis GNP’lere kiyasla CTAB ile
kaplanmis GNP’lerin insan dermal fibroblastlar1 igin ¢ok toksik oldugu rapor
edilmistir (Bhamidipati vd., 2017). Ligandlarin GNP’lerin 6zelliklerini sekillendirmek
ve tanimlamak i¢in 6nemli bir rol oynadigni ve bunun da GNP’lerin hiicrelerle
etkilesimini etkiledigi bildirilmistir (Arvizo vd., 2010; Mihai vd., 2021). Ligandlarin
nanopargaciklarin alimini1 ve sitotoksisitesini etkilemesini agiklamak igin "hiicre
goriisii" adli bir kavram 6nerilmistir. Bu kavram oncelikle manyetik nanoparcaciklar
icin tanitilmig daha sonra diger nanoparcaciklart da icerecek sekilde genisletilmistir.
Bu goriise gore; hiicre sitoplazmik zarlari, 6zel ylizey molekiilleriyle karakterizedir ve
cesitli proteinler, sekerler ve fosfolipitlerden olusur. Nanopargaciklar ile bu 6zel
yapilar arasindaki etkilesimler, hiicre tipine baglhdir ve bir hiicre tipinin bu
nanopargaciklart nasil algiladigini yansitir. Dolayisiyla, nanopargaciklar ile hiicre
yiizeyi arasindaki Ozel etkilesimler, farkli hiicre tepkilerine yol acar ve GNP’lerin

sitotoksisitesini 6nemli dl¢iide etkiler (Laurent vd., 2012).

Yiizey yiikii, nanoparcaciklarin hiicre zarlar1 veya proteinlerle etkilesimlerini ve
biyolojik sivilardaki kararliliklarin1 6nemli 6l¢iide etkileyen bir baska parametredir.
Goodman ve arkadaglar1 (2004), aynt konsantrasyonda katyonik GNP’lerin orta
derecede toksisiteye neden olurken, anyonik GNP’lerin eritrositler igin toksik
olmadigini rapor etmistir. Notr nanoparcaciklar olumsuz etkilere neden olmazken,
negatif yiiklii nanoparcaciklar larval davranislarinda anormalliklere neden olmustur.
Genellikle, katyonik yiizey yiikii, plazma proteinlerini baglayarak "protein koronasi"

denilen protein kapli yapilarin olusmasini saglar, bu da ardindan makrofajlar
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tarafindan alinir. Bu nedenle, katyonik GNP’ler, anyonik veya notr NP'lere gore
bagisiklik yaniti olusturmada ¢ok daha etkilidir (Goodman vd., 2004; Guerrini vd.,
2018; Ray vd., 2021).

Yukarida belirtilen 6zelliklerin yani sira, agregasyon durumu, doz ve fizyolojik
ortamlarla etkilesim, GNP’lerin sitotoksisitesini etkileyebilir. Ornegin, agregatlasmus
katyonik GNP’lerin, agregatlasmamis partikiillere kiyasla insan dermal fibroblast
hiicreleri igin dort kat daha toksik oldugu bildirilmistir (Yang vd., 2007). Lipidler,
polimerler ve proteinler gibi bir¢ok kaplama ajani, GNP’lerin agregasyonunu

onleyerek koruyucu bir tabaka olusturur.

Ancak, biyolojik ortamlardaki bazi proteinler, 6rnegin, sigir serum albiimini (BSA),
sitokrom c, fibrinojen ve ubiquitin, GNP lerin yiizeyine kolayca adsorbe olabilir ve bir
protein koronasi olusturabilir. Bu etkilesim, Apoptosis, lizozomal gegirgenligin
artmasi ve inflamatuar yanitlar gibi farkli fizyolojik ve patolojik degisikliklere neden
olabilir (Wang vd., 2015; Salvati vd., 2013).

Ayrica, bir model organizmaya uygulanan GNP’lerin dozu da toksisiteyi etkileyebilir.
GNP’lerin toksisitesinin doza bagli oldugunu ortaya koyan bir ¢ok ¢aligma vardir
(Coradeghini vd., 2013; Moore vd., 2015; Lee vd., 2020; Mihai vd., 2021). Alim
sonrasi, GNP’ler ¢esitli biyolojik bilesenlerle etkilesime girebilir ki bu durumda
GNP’lerin fizikokimyasal 6zellikleri, agregasyon durumu ve yiizey yiikii degisebilir
(Mihai vd., 2021).

2.8. Tiimor Nekrozis Faktor

Tiim6r Nekrozis Faktdr, 1975 yilinda Carswell Old ve arkadaglar1 tarafindan
endotoksinle uyarilan faktor olarak kesfedilmis ve ana islevinin kanser hiicrelerini ve

tiimorleri yok etmek oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2022).

TNF-0, hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, hayatta kalmasi ve 6liimiiyle ilgili bir diizine
yolu diizenleyen TNF siiper ailesi ad1 verilen biiyiik bir sitokin ailesine bir iiyesidir
(Sharif vd., 2020). Su anda, TNF ailesinin 19 {iyesi ve karakterize edilmis 29 reseptorii
bulunmaktadir (Josephs vd., 2018).

19



TNF-a trimerik yapida, her alt birimi 157 amino asitten olusan yiiksekligi 5.5 nm,
maksimum genigligi 3.5 nm olan bir proteindir (Sekil 2.8). TNF-o esas olarak aktive
makrofajlar, T-lenfositler ve dogal 6ldiirticii hiicreler tarafindan salgilanan bir protein
olarak kabul edilir ve hiicre c¢ogalmasi, farklilasmasi, apoptotik hiicre Oliimii,
inflamasyon, tiimoérogenez, viral replikasyon, lipid metabolizmasi ve pihtilagsma dahil
olmak tizere bir¢ok hiicresel yanit1 indiikleyebilir ve dikkate deger antitiimor etkilere

sahiptir (Lin vd., 2008).

Sekil 2.8. TNF-o’nin yapist

2.8.1. TNF-a sentezi

TNF-o geni, major histokompabilite kompleks III (MHC III) gen boélgesi iginde,
kromozom 6 (6p21.33) iizerinde bulunur. Esas olarak aktive edilmis
monosit/makrofajlar tarafindan iiretilir. Ancak B ve T hiicresi lenfositleri, dendritik
hiicreler, graniilositler, fibroblastlar ve epitel hiicreleri de bunu tiretebilir (Spriggs vd.,
1992).

TNF-a sentezi, UV 15181, ozmotik stres, mitojenler, kimyasal maddeler, 6zellikle
forbol esterler ve viriisler dahil olmak {izere bir¢ok faktor tarafindan uyarilir. Ayrica
fibrin, makrofajlarda TNF-a sentezini indiikleyebilir (Szaba vd., 2002). TNF-a

sentezi, Toll benzeri reseptorler, T hiicresi reseptorleri vb. dahil olmak iizere gesitli
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reseptorler araciligiyla indiiklenebilir. TNF-a mRNA sentezi niikleer faktor kappa B
(NF-xB), c-Jun ve fos dahil birkag transkripsiyonel faktorle diizenlenir (Falvo vd.,
2010).

TNF-a., ¢oziiniir (sSTNF-0) veya membrana bagli (tmTNF-a) formlarda bulunur. TNF-
a’'nin ¢oziiniir plazma formu, bir metalloproteinaz olan TNF-a doniistiiriicii enzim
(TACE) tarafindan membrane bagli formdan kirilarak olusur (Black vd., 1997,
Kriegler vd., 1988). Coziiniir TNF-a, reseptor aktivasyonu i¢in homotrimer yapida
olup 157 amino asitlik her polipeptitidin birbirine baglanmasi ile piramit seklinde bir
yapt olusturur (Sekil 2.9, Sekil 2.10). Reseptor baglanma bolgeleri bu piramitin alt
kisminda bulunur (Sharif vd., 2020).
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Sekil 2.9. TNF-o formlar1 ve sinyal iletimi (Duseja vd., 2015).

2.8.2. TNF reseptorleri ve sinyal yolag:

TNF-0, TNF-Receptor-1 (TNFR-1) (p55 veya CD120a) ve TNFR-2 (p75 veya
CD120b) olmak iizere iki farkli reseptore yiiksek afinite ile baglanir.
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TNFR1, tiim insan dokularinda ifade edilir ve TNF-o i¢in ana sinyallesme
reseptoriidiir. TNFR2 genellikle bagisiklik hiicrelerinde ifade edilir ve sinirli sayida
biyolojik yanitlar1 gergeklesirir. Genel olarak, TNF-a, TNFR1 veya TNFR2
reseptdrlerine baglanir ve ardindan inflamasyon ve hiicre 6liimii gibi biyolojik islevler

icin molekiiler sinyaller iletilir.

TNFR1, hem ¢oziiniir (STNF-a) hem de membrane bagli (tmTNF-a) TNF-a tarafindan
aktive edilir ve TNFR1'e bagl, 6liim alam1 (DD) olarak adlandirilan bir bdlgeye
sahiptir ve bu alan TNFR1'e bagli 6liim alan1 (TRADD) adaptdr proteini ile etkilesir.
TNFR1'in aktivasyonu, farkli sinyal komplekslerinin olusumunu tetikleyebilir. Bunlar
farkli hiicresel yanitlar1 basalatan Kompleks |, Kompleks lla, Kompleks Ilb ve
Kompleks Ilc olarak adlandirilir (Sekil 2.10)

Kompleks I'in olusumu sirasinda, aktive edilmis TNFRI1 ilk olarak TRADD'ye
baglanir, ardindan RIPK1, TNFR'ye bagh faktor 2 veya 5 (TRAF2/5), hiicresel
apoptosis inhibitor proteini 1 veya 2 (cIAP1/2) ve dogrusal ubikitin zinciri baglama
kompleksi (LUBAC) gibi diger adaptor proteinlere baglanarak sinyal iletimi
gerceklesir. Bu sinyal yolaklari niikleer faktor-kB (NF-kB) ve mitojen-aktive edici
protein kinazlarinin (MAPK'lar) aktivasyonuna neden olur. Kompleks I sinyalinin
islevsel sonucu, inflamasyonun indiiksiyonu, hiicrelerin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi

ve patojenlere kars1 bagisiklik savunmasidir (Holbrook vd., 2019).

Kompleks | plazma membraninda olusurken, Kompleks Ila, IIb ve Ilc sitoplazmada
olusur. Kompleks Ila, TRADD, RIPK1, TRAF2, cIAP1/2, pro-Kaspaz-8 ve oliim
domain ile iliskili Fas proteini (FADD) gibi adaptor proteinlerinden olusur. Kompleks
IIb, Kompleks IIa’nin iizerine RIPK3'iin eklenmesiyle olusur. Kompleks I1a ve IIb'nin
olusmas1 (ayni zamanda apoptozom olarak da bilinir) Kaspaz-8'i etkinlestirir ve
apoptosise neden olur. Kompleks lic (nekrozom olarak bilinir) RIPK1 ve RIPK3
tarafindan olusturulur ve bunlar kesilmemis kaldiklarinda kompleksi olusturmak i¢in
birbirine baglanir. Kompleks Ilc, RIPK3 aracili fosforilasyon yoluyla MLKL (mixed
lineage kinase domain like protein) proteinini aktive eder, bu da nekroptoz ve

inflamasyonu indiikler (Jang vd., 2021).

TNFR2’nin membrana baglit TNF-a tarafindan aktive oldugu ileri siiriiliir. TNFR1’in
aksine, TNFR2 bir o6liim bolgesine sahip degildir ve dolayisiyla dogrudan

22



programlanmis hiicre Oliimiinii indiikleyemez. TNFR2 aktivasyonunda; TNFR2
TRAF1, cIAP1 ve cIAP2 ile birlesir ve bu kompleks, NF-kB, MAPK ve protein kinaz
B’nin (AKT) aktivasyonunu saglar. TNFR2 sinyal iletimi, 6zellikle doku yenilenmesi,
hiicre cogalmasi ve hiicrenin hayatta kalmasi gibi homeostatik biyolojik faaliyetlerden
sorumludur. Bununla birlikte, bu yolun inflamatuar yanitlari tetikledigi ve patojenlere

kars1 konak savunmasini baglattigi da bilinmektedir (Jang vd., 2021).

Genel olarak, TNFR1, sitotoksik ve proinflamatuar TNF-a yanitlarini tetiklemek igin

esastir. TNFR2 ise biiyiik 6l¢iide hiicre aktivasyonuna, gogiine veya ¢ogalmasina araci

olur.

TACH o [ iy

sINF-a - tm'INF-a

/

TNFR1 .
Cytoplasm

I Complex | I Complex Il a l I Complex IIb l Complex llc
(necrosome)
\ 4
NF-«B and MAPKs [ Mk | ESIEEIEa

*  Inflammation Apoptosis *  Necoptosis -
*  Tissue degeneration «  Inflammation ¢ lissue regeneration
*  Host defence *  Cell proliferation
+  Cell proliferation +  Cell survival
«  Cell survival *  Host defence

*  Inflammation

Sekil 2.10. TNFR1 ve TNFR2 araciligi ile TNF-a sinyal yolagi (Jang vd., 2021).

Fizyolojik olarak TNF-o normal bagisiklik tepkisi i¢in ¢ok 6nemli bir bilesendir. TNF-
a bagisiklik sistemini diizenlemek igin aktive edilir, ancak TNF-o’ nin uygunsuz veya
asir1 liretimi zararl olabilir ve hastaliga yol agabilir. TNF-a iiretimi ve TNF reseptor
sinyali, romatoid artrit, Crohn hastaligi, ateroskleroz, sedef hastaligi, sepsis, diyabet
ve obezite dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin patogenezi ile iliskilendirilmistir.

TNF-o'nin birgok inflamatuar hastalikta sitokin kaskadinin diizenlenmesinde 6nemli
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bir rol oynadig1 gosterilmistir ve inflamatuar sitokin tiretiminin "ana diizenleyicisi"
rolii nedeniyle, bir dizi hastalik i¢in terapétik bir hedef olarak 6nerilmistir (Choy ve
Panayi , 2001; Adegbola vd., 2018; Sands vd., 2017; Levin vd., 2016; Perdomo-Celis
vd., 2019).

2.8.3. TNFo’mn anti kanser etkisi

TNF-o’nin apoptosisi indiikleme 6zelligi onun kanser tedavisinde kullanilabilirligini
gindeme getirmistir. TNFR1’in kanser hiicrelerinde ve tiimor endotel hiicrelerinde
ifade edildigi (Huang vd., 2012), TRF2’in ise ¢esitli immiin sistem hiicrelerinde ve
bazi kanser hiicrelerinde ifade ediligi rapor edilmistir (Chopra vd., 2018; Cui vd.,
2008).

Yaklasik olarak kanserlerin %28’1, ¢Oziiniir TNF-o araciligiyla dogrudan hiicre
oliimiine duyarhdir (Joseph vd., 2018). TNF-o’nin antikanser etkisi iyi anlasilmis olup,
cesitli mekanizmalar aracilifi ile gergeklesir. Bunlar; 1) Tiimor hiicre yiizey
reseptorlerine baglanarak hiicresel apoptosis, 2) immiin sistem hiicrelerinin
aktivasyonunu bozarak immiin sisitemi baskilamak, 3) endotel hiicre modiilasyonu ve
neoanjiojenezin bozulmasini saglayarak tiimor damar yapisinin bozulmasidir (Nie vd.,

2013; Valencia vd., 2006; Hoving vd., 2006; Mackay ve Imhof, 1993).

TNF-a, bir antitiimor ajan olarak cesitli uygulama yollariyla arastirilmistir. TNF-a’nin
deri alt1 ve kas i¢i uygulamalari denenmis ancak enjeksiyon bolgesindeki lokal
toksisite nedeniyle terk edilmistir. TNF-o’nin sistemik uygulamasinin genis kapsaml
klinik denemeleri, ¢esitli kanser tiirlerinde yapilmistir. Ileri evre kati tiimérleri olan
hastalarda Faz | ve Faz Il denemeleri, sistemik TNF-o’nin doz sinirlayici toksisitesinin
vaskiiler ¢okiintiiye bagli oldugunu gostermistir. Diger toksisiteler arasinda ates ve
titreme gibi semptomlar, gecici lokopeni ve karaciger fonksiyon testlerinde
yiikselmeler bulunmaktadir. Bu verilere ragmen, calismalar TNF-o’nin intratiimoral

enjeksiyonu ile timoriin geriledigini gostermistir (Powell vd., 2010).

Sonug olarak bir antitiimér ilag olarak TNF-a kullanimi sistemik olarak toksiktir, bu
nedenle TNF-o’nin klinik olarak kullanimi siirlandirilmistir. Sistemik toksisite

nedeniyle, secici tiimor iletimine ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla 2004 yilinda ilk
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defa Paciotti ve arkadaslar1 PEG kapli GNP yiizeyine TNF-o immobilize ederek bir

ilag tastyici sistem gelistirmiglerdir.

2.8.4. TNF-o¢’nin GNP’lerle kullanim

TNF-o’nin  altin  nanopartikiillere yiiklenmesi, tedavi aktivitesini ve ilag
sistemlerindeki teslimat etkinligini artirmak amaciyla biliyiik ilgi gormiustiir.
Nanopartikiillerin kullanim1 bir¢ok avantaja sahiptir. Kiiclik boyutlar1 nedeniyle diger
ila¢ teslim sistemlerinin erisemedigi intraselliiler ve ekstraselliiler bolgelere niifuz
edebilirler. Nanopartikiillerin kullaniminin baslica avantajlarindan biri, bir ilaci

bozulmaya kars1 korumak ve ila¢ kullaniminin yan etkilerini azaltma yetenegidir.

TNF-a yiiklenmis PEG kapli altin nanopartikiiller ile yapilan, bir ¢ok farkli insan
kanser hiicre hattinin kullanildig1 farkli ¢alismalarin hepsinde, sistemik toksisiteye
neden olan TNF-a dozundan ¢ok daha az miktarda kullanilmis, en énemlisi kanser
hiicreleri igin segici bir antikanser etki olusturuldugu rapor edilmistir (Paciotti vd.,

2004, 2006; Visaria vd., 2006; Powell vd., 2010; Pedro vd., 2010).

TNF-a yiiklii GNP ile kombine halde 1s1 tedavisi uygulanan in vivo ve in vitro timor
hiicrelerinin hayatta kalmasi karsilastirildiginda, 1s1 tedavisi ile kombine uygulanan
GNP- TNF-a tedavisinin tiimor biiyiimesinde daha etkili oldugu gdzlenmistir. Bu
calisma GNP’lerin ila¢ tasiyicist olarak kullanilmasinin yani sira termal tedavi ile

birlikte antikanser tedavide kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir (Lim vd., 2011).

Sonug olarak, GNP ylizeyine TNF-a gibi terapdtik biyomolekiillerin baglanmasi daha
yiiksek stabilite ve ¢ok daha etkili hedef tedavilerin yapilmasina imkan saglamaktadir.
Bu ozellikler, PEG modifikasyonuyla saglanan daha uzun dolasim siireleri ile
birlestiginde, terapotik dozlari azaltmaya ve yan etkileri bastirmaya yardimci
olabilecek gelismis terapotik etkilere sahip nanoyapilarin  olusturulmasini

saglamaktadir (Zhang vd., 2023).

Ayrica bu komplekse kemoterapdtik bir ilacin eklenmesi (TNF-a -GNP- lag), ilag
yiikiinii spesifik organ veya hiicreye tasimak, ila¢ biyoyararlanimini iyilestirmek ve
optimum yanit i¢in gerekli olan yiiksek dozlarla iligkili toksisiteyi azaltmak i¢in ¢ok

etkili bir yol olarak sunulmustur (Jain vd., 2012).
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2.9. Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilen genetik bir hastaliktir.
Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklarin ardinda diinya genelindeki 6limlerin ikinci
baslica sebebi olup, gilinlimiizde insan sagligin1 tehdit eden en ciddi hastaliklardan
biridir. Kiiresel ¢apta kanserden kaynaklanan 6liimlerin 2030 yilina kadar 12 milyona

¢ikmasi tahmin edilmektedir (Lim vd., 2011; Yang vd., 2022).

Timorogenez, normal hiicrelerin genetik degisikliklerle neoplastik hiicrelere
dontistiigii ¢ok asamali bir siirectir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Kanser gelisimi
genelikle protoonkogeneler, tiimor baskilayict genler ve DNA onarim mekanizmasi

genlerinde olusan mutasyonlar sonucu olusur.

Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimii, DNA hasarina neden olan endojen
ajanlar, replikasyon hatalar1 gibi kendiliginden ya da iyonize radyasyon, UV
radyasyon ve kimyasal ajanlar gibi ¢evresel faktorlerden kaynaklanabilir. Hiicreler,
DNA hasarlarii onarmak icin yollar gelistirmis olsalar da, ¢esitli nedenlerle hatalar
olabilir ve genomda kalici mutasyonlar olusabilir. Kanserlerin sadece % 5-10’unun
kalitsal ozelliklerden kaynaklandigi ve kalan % 90-95’inin ¢evresel faktdrlerden
kaynaklandig bildirilmistir (Bertram, 2000).

Kanser patogenezi, tiimorlerinin ¢ok asamali gelisimi sirasinda birden ¢ok 6zelligi
icerir. Tiim kanser tiirleri i¢in gecerli olan bu karakteristik 6zellikler; otonom biiyiime
sinyallerine sahip olmak, biiyiimeyi engelleyen sinyallere kars1 duyarsizlik, apoptosise
direng, smirsiz replikasyon, anjiyogenez, invazyonu ve metastaz, hiicresel enerji
metabolizmasinda degisiklik ve bagisiklik yanitindan kaginmadir. Ayrica, timori
destekleyen inflamasyon ve genomik kararsizligin kanserlerin karakterisitik dzellikleri

oldugu bildirilmistir (Hanahan ve Weinberg, 2000; 2011).

2.9.1. Meme kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik teshis edilen kanserlerden birisidir. Diinya
genelinde jinekolojik kanserlerden sonra en sik goriilen ikinci kanser tipi olup,
kadinlar1 etkileyen kanser Oliimlerinin besinci en yaygin nedenidir. Meme kanseri

diger kanserlere gore oldukga diisiik bir vaka-mortalite oranina sahiptir (Iacopetta vd.,
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2023). 2020 yilinda 2.3 milyon yeni vakadan 685,000’i 6limle sonuglanmistir. 2040
yilina kadar sadece niifus artis1 ve yaslanma nedeniyle meme kanserinde her yil 3

milyon yeni vaka ve 1 milyon 6liim beklenmektedir (Arnold vd., 2022).

Meme kanseri riskini azaltmada cinsiyet, yas, genetik faktorler, hormonal faktorler,
cevresel faktorler ve yasam tarzi gibi farkli faktorler 6nemli roller oynar. Ayrica
dogumlar, laktasyon, iireme, obezite, alkol tliketimi ve fiziksel aktivite gibi bir¢ok

faktor de etkilidir (Momenimovahed ve Salehiniya, 2019).

Meme kanserleri, genellikle koken aldiklari hiicre veya organdan ve en ¢ok benzeyen
hiicre tipine gore smiflandirilir. Lobiillerden kdken alan kansere lobiiler karsinom
denirken, meme kanallarinin hiicrelerinden kaynaklanan kansere duktal karsinom
denir. Kanser, koken aldig1 yerden diger dokulara yayildiginda invaziv karsinom
olarak adlandirilir (Viale, 2012). Histopatolojik varyantlar arasinda en sik teshis edilen
meme kanseri tiird, teshislerin %80’ini olusturan invaziv duktal karsinom (IDC) dur.
Bu kanser, meme lobiiler kanallarinda baslar ve diger viicut bolgelerine, ¢evresindeki

lenf nodlarina ve diger dokulara metastaz yapabilir (Dalgin vd., 2007).

Meme kanseri g¢ogunlukla kadinlarda goriilse de, erkeklerde de nadir vakalar
bulunmaktadir. Amerikan Kanser Dernegine gore, 2015 yilinda erkekler arasinda

meme kanserinden kaynaklanan yaklasik 2000 yeni vaka ve 400 6liim olmustur.

2.9.2. Kanser tedavisi

Kanser tedavisi i¢in genellikle cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi gibi

geleneksel stratejiler kullanilmaktadir (Yang vd., 2022).

Cerrahi miidehale, kanser tedavisi i¢in en eski yontemdir. Cerrahi miidahale, 6zellikle
viicudun diger bolgelerine heniiz yayilmamis olan primer tiimorlerde oldukga etkilidir.
Ancak ileri evre kanserlerde etkili degildir. Bu nedenle, metastaz yapmis kanser
hiicreleri yalnizca kemoterapi ile kontrol altina alinabilir (Kalashgrani ve Javanmardi,

2022).

Radyasyon, kansere karsi ikinci bir silahtir. Radyasyon, yiiksek enerjili pargaciklar, X

1sinlar, gama 1sinlart veya elektromanyetik dalgalar kullanarak kanser hiicrelerine
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molekiiler diizeyde hasar vererek tedavi etmeyi icerir. Bu genellikle postoperatif
kanser hiicrelerini uzaklastirmaya yonelik bir yaklasim olarak kullanilir. Radyasyon,
kanser hiicrelerinin yakinindaki veya radyasyon yolunda bulunan saglikli dokulara
zarar verebilir. X 1sinlari, birincil ve ikincil elektronlarin uyarilmasina neden olur, bu
da viicutta DNA'ya ve viicudun proteinlerine ve biyolojik molekiillerine zarar veren

serbest radikalleri tiretir (Kalashgrani ve Javanmardi, 2022).

Kemoterapi, kanser hiicrelerinin biliylimesini, ¢ogalmasmi veya viicudun diger
bolgelerine yayilmasini yavaglatarak veya durdurarak calisan giiglii ilaclar1 kullanir.
Kemoterapi bir ilag veya birkag ilacin bir araya getirilmesiyle, cerrahi veya radyoterapi
gibi diger tedavilerle birlestirilebilir. Kemoterapi ilaglar1 sistemik olarak dolagima
verilir ve bu nedenle viicudun tiim boélgelerine ulasir. Kemoterapi ilaglar1 oldukca
toksiktir ve kanser hiicrelerini yok etme yetenegine sahiptir ancak secici olmadiklari
icin saglikli hiicrelere de zarar verir ve énemli yan etkilere neden olurlar (Hirsch,

2006).

Kemoterapi, yiiksek etkinligi nedeniyle gilinimiizde en yaygm anti-kanser
tedavilerinden biridir. Bununla birlikte, tiimor hiicrelerine yonelik segiciliginin
olmamasi ve tiimor bolgesine etkili ilag dagitimindaki zorluklar, pratik sinirlamalara
yol agmistir. Ayrica ¢oklu ilag direnci basarili kemoterapinin oniinde baska bir engel
olusturmaktadir. Kemoterapotik ilaglara direng, metastatik kanserli hastalarin
%90’1indan fazlasinda tedavi basarisizligina neden olmaktadir (Longley ve Johnston,
2005). Ayrica timor mikro ortaminin karmasikligi ve bireysel farkliliklar, etkili tedavi
segenekleri gelistirmenin zorlugunu daha da artirir. Bu sorunlarin istesinden gelmek
igin yeni ilag dagitim stratejilerinin gelistirilmesi gerekmektedir (Christowitz vd.,
2019).

2.9.2.1. Meme kanseri tedavisi

Erken evre meme kanserinde cerrahi yontem tek basina hastay: tedavi edebilir, daha
sonra mikrometastatik evreleri tedavi etmek icin adjuvan kemoterapotik ajanlar
planlanir (Cianfrocca ve Goldstein, 2004). Metastatik meme kanseri ve tekrarlayan
vakalara, hastaliktan etkilenen bolgeleri hedeflemek i¢in sistemik olarak yaklagilir.

Hormonal tedavi ve kemoterapi ana sistemik miidahalelerdir. Hormonal tedavi, yagami
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tehdit eden metastazi olmayan Ostrojen ve/veya progesteron pozitif hastalar i¢indir.
Hormonal tedaviye diren¢ gelisen hastalar sitotoksik kemoterapiye aday olurlar

(Rivera vd., 2002).

Metastatik meme kanseri tedavisindeki terapotik amag, iyi bir yasam kalitesini
korurken hayatta kalma siiresini uzatmaktir. Kemoterapi genellikle monoterapi olarak
baglatilir, ancak daha yiiksek yanit oranlarina sahip olmasi ve klinik faydalarin erken
baslamasi nedeniyle kombinasyon tedavisi tercih edilir (Pagani vd., 2010). Meme

kanseri tedavisinde kullanilan en yaygin kemoterapik ajan doksorubisindir.

2.9.2.2. Doksorubisin (Dox)

Doksorubisin  (Dox), 1970'lerde g¢esitli Streptomyces suslarindan izole edilen
antrasiklin yapisinda bir antibiyotiktir. Solid tiimoérler, lenfomalar ve 16semilerin
kemoterapisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan

en etkili kematerapotik ajandir (Yang vd., 2022).

Genel olarak Dox’in sitotoksisitesinin iki farkli mekanizmayla gerceklestigi
bilinmektedir. Bunlar klasik topoizomeraz II inhibisyonu ve kromatin hasaridir

(Tewey vd., 1984).

Topoizomeraz I, DNA ¢ift sarmaliin agilmasini gerektiren replikasyon,
transkripsiyon ve rekombinasyon basamaklarinda DNA’da olusan topolojik stresi
ortadan kaldirmak icin DNA’da gecici ¢ift sarmal kiriklar1 olusturan bir enzimdir
(Dong vd., 2007; Nitiss vd., 2009). Doksorubisin sikloheksan ve seker kisimlari
araciligiyla topoizomeraz 11 enzimiyle kompleks olusturur. Bu durum DNA hasarina
neden oldugu i¢in p53 aracili hiicre dongiisii durur. Ayrica DNA-topoizomeraz 11
kompleksi hiicrede replikasyonun, transkripyinonun ve rekombinasyonun durmasina

neden oludugu i¢in hiicre 6liimiine yol acar (Perego vd., 2001).

Kromatin hasari ile ilgili olarak, Dox’in seker kism1 DNA'ya go¢ ederek histon alanini
isgal eder ve niikleozomun ¢okmesine neden olur (Pang vd., 2013; Yang vd., 2013),

bu da hiicre 6liimiine yol agar (Gorovsky ve Keevert, 1975).
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Ayrica Dox reaktif oksijen tiirlerinin olugmasina neden olarak, hiicresel redoks
dengesinin bozulmasina, DNA ve membranlarda hasar meydana gelmesine neden olur

Ki bu da hiicre 6limiiyle sonuglanabilir (Zhang vd., 2011).

Bu etki mekanizmalarindan dolayr Dox giiniimiizde meme kanseri basta olmak tizere
16semi, lenfoma ve diger solid tiimorlerin tedavisinde kullanilan bir kemoterapo6tik bir
ajandir. Ancak kanser tedavisinde doksorubisin kullanimi hastalarda kusma, ishal gibi
gecici semptomlarinin disinda daha 6nemli yan etkilere neden olur. Bunlar Dox’e kars1
gelisen ilag direnci ve kardiyotoksisitedir. Goézlemlenen kardiyotoksisite tiiri,
kardiyomiyositlerin Apoptosis una neden olan potansiyel olarak oOliimciil bir
kardiyomiyopatidir ve Dox'in klinik kullaniminda 6nemli bir sinirlayic1 faktordiir

(Zhang vd., 2011).

Diger 6nemli siirlayict faktdr Dox’e karsi gelisen ilag direngliligidir. Kemoterapotik
ilaclara kars1 gelisen direng, tiim metastatik kanserli hastalarin %90’1indan fazlasinda
tedavi basarisizliginin nedenidir (Bukowski vd., 2020). Dox direnci bir kag¢ farkli
mekanizmayla gelisebilir. Bunlar; P-glikoprotein gibi ¢oklu ilag direnci (MDR)
tagtyicilarinin, meme kanseri direng proteininin (BCRP) ve MDR ile iliskili
proteinlerin (MRP) ifadesinin artmis olmasi, ayrica ksenobiyotik metabolizmasinin
artmasi, DNA onarim kapasitesinin artmasi ve biiytime faktorlerinin ifadesinin artmasi

ile gergeklesebilir (Bukowski vd., 2020; Lage vd., 2003).

Dox direnci kanser hastalarinin tedavisinde hala ¢6ziilmemis 6nemli bir sorun olmaya
devam etmektedir. Dox’in antikanser etkisini artirmak ve toksisitesini azaltmaya
yonelik bir ka¢ yaklasim olabilir. Bunlar Dox’in diger kemoterapdtik ajanlarla
kombine halde kullanilmasi olabilir ki bu durum Dox dozunun azlamasina imkan
saglayacaktir. Digeri Dox’in yapisin1 ve uygulama formunu degistirmek (PEG kaplh
liposom formu) olabilir ki bu formlar klinikte Mycet ve Doxil olarak kullanilmaktadir
Bagka bir yaklagim Dox'in sadece tiimor hiicrelerine hedeflenmesi ile saglanabilir (Du
vd., 2018).

Son yillarda Dox’in sadece timdr hiicrelerine hedeflenmesi i¢in altin nanopartikiillerin
kullanildig1 ilag tasima sistemleri gelistirilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda Dox’in
PEG kapli GNP iizerine immobilize edilerek anti kanser etkisi in vivo ve in vitro olarak
arastirilmistir (Guan vd., 2013; Kumar vd., 2013; Khandekar vd., 2014; Alexander vd.,

30



2014; Zhang vd., 2015; Spadavecchia vd., 2016; Swiech vd., 2016; Asadishad vd.,
2010; Cheng vd., 2013; Gu vd., 2012; Aryal vd., 2019; Prabaharan vd., 2009; Zhang
vd., 2011; Gautier vd., 2013). Tiim bu ¢alismalarda Dox yiiklii GNP’lerin serbest
Dox’e gore daha etkili ve secici bir tedavi olusturdugu rapor edilmistir. Ayrica
GNP’lerin, kanser dokusunda bozulmus damar yapis1 ve lenfatik drenajin hatali olmasi
nedeniyle biriktigi, artan gecirgenlik ve tutma (EPR) etkisi ile segici olarak timor
dokusunu kiigiilttiigii bildirilmistir. Ayrica Dox’e direngli hiicre hatlarinda ¢ok kii¢iik
boyuttaki (2.7 nm) GNP sayesinde tiimor dokuya daha hizli gegen GNP-Dox’in tek
basina Dox’e gore 10 kata daha fazla alindig1 ve direncin kirildigi rapor edilmistir

(Zhang vd., 2011).

Dox tedavisinde ve diger tiim kemoterapétik ajanlarda beklenilen, kemoterapi sonrasi

kanser hiicrelerinin apoptosis veya otofaji mekanizmasiyla dlmesidir.

2.10. Apoptosis (Programlanms Hiicre Oliimii)

Apoptosis, programli hiicre 6liimii (PHO) olarak adlandirilan hiicre 6liim tiirlerinden
biridir ve tlim ¢ok hiicreli organizmalar i¢in hiicre ¢ogalmasini kontrol etmek, doku
homeostazini siirdiirmek ve organizmada zararli veya gereksiz hiicreleri ortadan
kaldirmak agisindan kritik bir Oneme sahiptir. Apoptosis mekanizmasindaki
bozukluklar, kanser gelisimi de dahil olmak iizere bir dizi hastalikla iligskilendirilmistir
(Goldar vd., 2015).

Apoptosis mekanizmast DNA hasar1, hipoksi, biiyime faktorlerinin eksikligi,
bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, onkogen aktivasyonu gibi hiicresel stress kosullarina
kars1 olusan normal bir yanittir. Bu yanit uyaranin hiicre i¢inden (intrinsik sinyal
yolag1) veya hiicre disindan (ekstrinsik sinyal yolagi) gelmesine bagl olarak iki farkl
sekilde gergeklesir. Sinyal iletimi sonunda apoptosise 6zgii bir dizi biyokimyasal
degisiklikle hiicresel proteinlerin ve DNA’nin pargalanmast ile hiicre 6liimii meydana

gerceklesir (Giansanti vd., 2011; Cavalcante vd., 2019).
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2.10.1. Apoptosisde biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler

Genel olarak, apoptosisde ii¢ ana biyokimyasal degisiklik tespit edilir. Bu degisiklikler
kaspazlarin aktivasyonu, DNA ve protein par¢alanmasi, membran degisiklikleri ve

fagositoz yoluyla hiicre veya hiicre pargaciklarinin taninarak ortadan kaldirilmasidir.

Apoptosisin 6zelliklerinden biri, kaspaz ailesine ait bir grup enzimin aktivasyonudur.
Kaspazlar hedef proteinleri aspartik asit kalintilarindan kesen sistein proteaz ailesidir.
Aktive edilen kaspazlar birgok hiicresel hayati proteinin kesilmesini ve niikleer iskelet
ile sitoskeletonun pargalanmasini gergeklestirirler. Ayrica DNA'y1 parcalayan DNAaz
enzimini aktive ederler, bu da apoptosise 6zgli niikleer DNA’nin 180 ila 200 baz
ciftinin katlar1 halinde parcalanmasini saglar (Saraste ve Pulkki, 2000; Pfeffer ve
Singh, 2018). Apoptosisin erken evrelerinde, fosfatidilserin translokasyonu
gerceklesir. Bu durum, 6lii hiicrelerin makrofajlar tarafindan erken taninmasina olanak

tanir ve proinflamatuar sitokinler salinmadan fagositozun olmasini saglar.

Biyokimyasal degisiklikler, apoptotik siirecin karakteristik morfolojisini ortaya
¢ikarir. Bunlar membran blebbing, hiicre biiziilmesi, kromatin kondensasyonu, DNA
parcalanmasi, fosfatidilserin translokasyonu ve apoptotik cisimlerin olugmasidir.
Olusan apoptotik cisimler sonradan makrofajlar tarafindan fagositoz yoluyla
temizlenir. Apoptosis siirecinde gozlenen tiim bu biyokimyasal ve morfolojik

degisiklikler apoptosis tanisi igin kullanilabilir (Cavalcante vd., 2019).

2.10.2. Apoptosis sinyal yolaklar:

Genellikle apoptosis mekanizmasinda sinyalin gelmesi ile baslayan ve son hiicresel
parcalanmaya kadar gecen siire birkac¢ saati bulabilir. Ancak, bu siire hiicre tipine,

uyarana ve sinyal yolagina bagli olarak degisir.

Apoptosis mekanizmasinda kritik siire¢ kaspaz aktivasyonu ile baslar. Kaspaz
aktivasyonu 1ki farkli yolla aktive olabilir. Bunlar, hiicre icinden gelen 6liim
sinyallerine yanit veren intrinksik (mitokondriyal) yol ve hiicre ylizey membranlarinda
yer alan tiimor nekrozis faktor (TNF) ailesinin reseptorlerinin aktivasyonu tarafindan

diizenlenen ekstrinsik yoldur (Sekil 2.11). Her iki yol da bir kaspaz kaskadinin
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aktivasyonu ve nihayet ¢esitli sitoplazmik ve niikleer substratlarin pargalanmasiyla

sonuglanir (Wong, 2011).

Kaspazlar, apoptotik sinyal kaskatlarindaki konumlarma bagli olarak baglatici
(kaspaz-8 ve -9) ve effektor kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) olarak smiflandirilir.
Kaspazlar, niikleus i¢indeki DNA'y1 kesen endoniikleaz gibi farkli yikim enzimlerini

de aktive edebilirler (Hu vd., 2013).

Apoptosis mekanizmalarinin, mekanizmada rol alan proteinlerinin ve genlerin
tanimlanmasi, kanser hiicrelerinin apoptosise duyarliligini artirabilen yeni antikanser

ajanlar kesfetme ve gelistirme firsatt sunmustur (Goldar vd., 2015).

Kanser terapide amac¢ kanser hiicrelerinde apoptosisi indiiklemektir. Giiniimiizde,
apoptosisi hedef alan antikanser ilaglarinin gelistirilmesi, apoptosis tarafindan

indiiklenen hiicre 6liimiiniin inflamasyona neden olmamas1 nedeniyle tercih edilen bir

bir durumdur (Vitto vd., 2022).
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2.10.3. Apoptosisin kanser tedavisinde kullanilmasi

Apoptosis, DNA hasari, hipoksi ve onkogen aktivasyonu gibi hiicre streslerine karsi
olusan bir yanittir. Bu tiir stresler, timdriin vaskiiler bir ag gelistirmeden 6nceki erken
evrelerinde kanser hiicrelerinin karsilastigi yaygin bir durumdur. Bu erken tiimor
hiicrelerinin apoptosise direnme yetenegi ve bu sayede biiyiimeye devam etmeleri,

kanserin karakteristik bir 6zelligidir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Kanserde apoptosise direng, pro-apoptotik molekiillerin fonksiyon kaybi1 veya azalan
ifadesi ayrica anti-apoptotik molekiillerin artmig ifadesi veya fonksiyon kazanmis
mutasyonlar1 gibi gesitli yontemlerle saglanabilir. Ornegin, mitokondriyal membran
gecirgenligini artiran, pro-apoptotik bcl-2 protein ailesi iiyesi olan BAX proteini,
kolon ve mide kanserlerinin yarisindan fazlasinda bir ¢ergeve kayma mutasyonu
tarafindan inaktive edilmistir, bu da tiimoriin ilerlemesine katkida bulunan bir
mutasyondur. Benzer sekilde, anti-apoptotik Bcl-2 proteini, bazi meme kanserlerinde
asirt miktarda ifade edilmekte ve hastaligin metastatik potansiyeline katkida

bulunmaktadir.

Bcl-2 protein ailesi, 30'dan fazla anti ve pro-apoptotik molekiil icerir ve Bcl-2 aile
tiyelerinin kemoterapiye karst gelisen dirence katkida bulundugunu destekleyen
kanitlar vardir. Asin yiiksek Bcl-2 ifadesinin, bir ¢ok kemoterapotik ajanin apoptotik
etkisini baskiladigi gozlenmistir (Vitto vd.,2022). Apoptosis inhibitorii olan Bcl-2
protein ailesi iiyelerinin ayn1 zamanda otofajiyi diizenleme islevleri de vardir. Otofaji
mekanizmasi, pro-apoptotik faktorlerin inaktivasyonu veya anti-apoptotik faktorlerin
aktivasyonu yoluyla apoptosis inhibitorii olabilir. Bu durumda, ilag¢ direncini agsmak
i¢in otofaji indiiksiyonu kullanilmaktadir. Uzun siireli otofaji, otofajik hiicre 6liimiinii
(tip IT hiicre 6liimii) tesvik eder ve bu, apoptosisden (tip I hiicre 6liimii) veya nekrozdan
(tip 1T hiicre 6liimii) bagimsizdir. Timor hiicreleri apoptosise direndiginde, otofajik
hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi, sonradan kazanilmis ilag direncini tetiklemek igin de

bir yaklasim olabilir (Gharoonpour vd., 2023).

Apoptosis gibi otofaji de hiicresel homeostazin saglanmasinda kritik bir yoldur. Bu
nedenle, farkli aktivasyon mekanizmalari ve farkli molekiiler kimlige sahip olmalarina
ragmen, birkag¢ proteinin hem apoptosis hem de otofajiyi kontrol etmek i¢in isbirligi

yapmast sasirtict degildir (Vitto vd., 2022).
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2.11. Otofaji

Otofaji, organellerin hasar gérmesi, anormal proteinlerin varligi ve besin eksikligi gibi
birkag stresli kosul altinda meydana gelen hiicresel bir parcalama siirecidir. Otofaji,
"kendini yeme" anlamina gelir ve iki merkezi ve esas hiicresel parcalama siirecinden
biridir; digeri yiiksek derecede 6zellesmis ve 6zgiin proteazomal pargalama yolu olan

ubikitin-proteazom sistemidir (Ohsumi, 2014).

Otofaji, uzun Omirli, hasar gormis, islevsel olmayan proteinlerin, protein
agregatlarinin, oligomerlerin, organellerin pargalanmasi ve bu sitoplazmik bilesenlerin
yenilenmesinden sorumludur. Bu siireg, hiicresel homeostazin korunmasina yardimei
olur ve bu materyallerin toksik birikimini 6nlemek agisindan esastir (Tonkin-Reeves
vd., 2023). 1980'lerin sonlarina kadar otofaji ile ilgili ¢aligmalar morfolojik analizlere
dayanmaktaydi. 1990'lardan itibaren "molekiiler ¢cag" basladi ve 2016'da Yoshinori
Ohsumi, otofajinin genetik temelini aydinlatmada yaptig katkilar nedeniyle Nobel Tip
Odiilii'ne layik goriildii. Bu yillar boyunca bir dizi arastirma grubu, otofaji yollarmin
mayadan insanlara kadar olan hiicrelerdeki Onemli roliinii arastirmaya katkida
bulundu. Bugiin otofaji hiicre yasami, ¢ogalmasi, metabolizmas: ve gelisimini
diizenleyen birincil bir hiicresel siire¢ olarak kabul edilmektedir (Patergnani vd.,

2021).

Otofaji, organellerin hasar gordiigli, anormal proteinlerin bulundugu, besinlerin geri
doniistiiriildiigi, stres yanitlarinin ve gelisimin oldugu stresli kosullarda artan 6nemli
bir katabolik siirectir. Dahasi, otofajideki islev bozuklugu, kanser ve Alzheimer,
Parkinson ve Huntington gibi norodejeneratif bozukluklar da dahil olmak {izere gesitli
hastaliklarla iligkilidir (Beilankouhi vd., 2023). Otofaji, hiicresel homeostazi
korumaya katkida bulunur ve hiicrelere stresli kosullara uyum saglama ve hiicresel

hasar ile hiicre 6liimiinii 6nleme yetenegi saglar (Patergnani vd., 2021).

2.11.1. Otofaji tiirleri ve mekanizmasi

Normal hiicreler, hayatta kalmalarini saglamak i¢in ¢esitli streslere ve saldirilara karsi
otofajiyi kullanir (Tonkin-Reeves vd., 2023). Otofaji, hiicre i¢i bir bozulma siirecidir
ve mekanizmalarina bagli olarak ii¢ yaygin tiirii vardir: makrootofaji, mikrootofaji ve

saperon aracili otofaji.
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Mikrootofaji, hiicre i¢i bir vakum tarafindan yutulmus kii¢iik sitoplazma pargalarinin
ve igeriginin lizozomlara dogru yutulmasina atifta bulunur. Mikrootofaji terimi, otofaji
kesfinden kisa bir siire sonra tanimlanmis olmasina ragmen, molekiiler mekanizmasi

ve memelilerdeki hastaliklarla iliskisi hala belirsizdir.

Makrootofaji sitoplazmik uzun Omirlii proteinlerin ve organellerin lizozomlarca
yutulmasi yoluyla gergeklesir ve bu mekanizma otofagozom denilen sitoplazmik ¢ift
membranli bosluklarin olusmasiyla gergeklesir (Mizushima vd., 2008; Ravikumar vd.,
2010; Mizushima ve Komatsu, 2011). Ayrica otofagozom olusturma siireci,
sitoplazmada goriinen ve kademeli olarak biiyliyerek kapanana kadar, agik u¢lu fincan
seklinde bir ¢ift membranli yap1 olan fagoforun ortaya ¢ikmasin igerir (Sekil 2.14).
Fagoforun spesifik proteinlerin etkisiyle kapanmasi sonucu olusan otofagozom daha
sonra bir lizozomla birlesir ve otolizozom olusur. Otolizozom olusumu dogrudan
olabilir veya otofagozom baslangigta ge¢ endozomlarla birleserek amfizom denilen bir
ara yap1 formu igerebilir ve ardindan amfizomun lizozomlarla birlesmesi gerceklesir.
Lizozomla birlesme sonrasi sitoplazmik icerik ve i¢ otofagozom membrani lizozomal

hidrolazlar tarafindan bozulur (Birgisdottir vd., 2013).

Uzun omiirlii proteinler ve organeller 6ncelikle 6zellesmis ¢ift membranl vezikiiller
olan otofagozomlarda yutulur ve ardindan bunlar lizozomlara gonderilir ve ardindan
bozulur. Otofagozomlarin lizozomlara olan siirekli akisi bir dizi protein tarafindan siki

bir sekilde diizenlenir.

Otofaji, otofagosomlarin olusturulmasi ve bunlarin lizozomlarla birleserek fiizyona
gecmesi slireclerinde karmagik adimlar igerir. Bu siireg, baglatma, uzama, lizozomal

fiizyon ve bozunma asamalarini igerir (Sekil 2.12).

Otafaji aktivasyonu, yaklasik 40'tan fazla otofaji ile ilgili (ATG) proteininin varligini
gerektirir ve bunlarin yaklasik 19'u otofagozom olusturmakta gorev alir (Vitto vd.,
2022). Bu proteinlerden biri olan LC3, baslangigta sitoplazmada ¢oziinebilir bir
formda bulunur (LC3-I) ve daha sonra bir lipidlesmis forma (LC3-II) doniistiiriiliir,
otofagozom membran ile birlesir ve nihayetinde, LC3 ve onun doniigiimii hiicrelerdeki

otofaji h1z1 ve hacmi i¢in bir 6l¢ii olarak kullanilir (Eng vd., 2010; Yang vd., 2009).
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Sekil 2.12. Otofaji mekanizmasinin asamalari (Patergnani vd., 2021).

Saperon aracili otofaji (CMA), bir kargo proteininin lizozomal membran boyunca
bireysel translokasyonuna dayanan bir otofaji tiirtidiir. CMA’da diger iki otofaji
mekanizmasinin aksine, lizozomal yollarda vezikiil olusumu gergeklesmez. Substrat
proteinleri dogrudan lizomzom membranini gegerek lizozomal limene girerler. Bu
otofajik yolla pargalanan proteinler, KFERQ benzeri bir tanima motifine dayali olarak

secilir (Assaye ve Gizaw., 2022).

2.11.2. Otofajik hiicre 6liimii

Otofajiye bagli hiicre 6liimii tanimi, otofaji tarafindan neden olunan, artan otofajik
akiga sahip ancak artan apoptosis veya nekroptoza sahip olmayan ve otofaji
inhibisyonunun hiicre 6liimiinii baskiladig1 bir hiicre 6liim tiirlinii tanimlamak i¢in
ortaya konmustur (Marino vd., 2014). Otofaji, tip II programlanmis hiicre Sliimii

olarak kabul edilir ve ATG proteinlerinin fonkisyonunu gerektirir.

Otofaji, apoptosis yoklugunda gergeklesen bir hiicre 6liim mekanizmasi olarak islev
gorebilirken, bircok ¢alisma tedavi sonrasinda otofaji ve diger hiicre oliim
mekanizmalarinin eszamanli olarak aktive oldugunu gostermektedir (Rebecca ve
Amaravadi, 2015).
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Programlanmis hiicre 6liimii (PHO), apoptosis, otofaji ve programlanmis nekrozla
ilgili olarak, bir hiicrenin herhangi bir patolojik durumda bir hiicre programi araciligi
ile 6liimiidiir. Bu PHO'iin ii¢ bi¢imi, kanser neoplazm hiicrelerinin kaderini ortaklasa
belirleyebilir; apoptosis ve programlanmis nekroz hiicre 6liimiine her zaman katkida
bulunurken, otofaji pro-hayatta kalma veya pro-6liim rolleri oynayabilir (Ouyang vd.,
2012).

Apoptosis yoklugunda otofaji, apoptosisten farkli bir tiirde programlanmis hiicre
Olimiine katilabilir (Levine ve Yuan, 2005). Aslinda otofaji, normal ve kanser
hiicrelerinde 6liim veya hayatta kalma rolii olan ¢ok karmasik bir siirectir ve bazen zit
etkilere sahiptir. Bu nedenle, otofajinin kanser olusumu ve kanser tedavisindeki
etkisini tam olarak tanimlamak zordur. Ayrica, otofaji diizenleyicileri ile pro-hayatta
kalma/oliim faktorleri arasindaki etkilesim, hiicrenin nihai kaderini belirlemek i¢in
birbirleriyle etkilesime giren bir dizi sinyale yol agar, bu da apoptosis/otofaji

paradoksu olarak adlandirilir (Giansanti vd., 2011).

2.11.3. Otafajinin kanserdeki rolii

Otofaji, hiicresel besinleri yeniden iiretir, metabolitleri geri doniistiiriir ve ¢ok
basamakli sinyallesme yollar1 ile lizozomal bozunma mekanizmalarmi kullanarak
homeostaz: siirdiiriir. Tiimor hiicrelerinde otofajinin hem tiimér baskilayict hem de
tiimor tesvik edici olarak iki yonlii bir rol oynadigi gosterilmistir, bu da kanser tedavisi
icin yeni terapdtik stratejilerin kesfine yol agmistir. Bu nedenle, kanser ilerlemesi

sirasinda otofajinin diizenlenmesi esastir (Gharoonpour vd., 2023).

Otofajinin ¢ift roliinii géz Oniine aldigimizda, kanserin farkli evrelerinde hem
aktivatorlerin hem de inhibitorlerin kanser karsit1 bilesikler olarak etkili olabilecegi
sasirtict degildir (Patergnani vd., 2021). Ancak bu ¢ift rolleri, otofajiyi kanser tedavisi

icin modiile etmekte biiylik bir zorluk olusturmustur.

Fizyolojik olarak otofaji, metabolik stres yanit1 olarak indiiklenir ve bu nedenle aglikla
birlikte ER stres indiikleyicileri de otofajiyi tesvik edebilir. Otofajinin tiimor tesvik
etme etkisine karsilik olarak, otofaji inhibitdrleri timor biiylimesini azaltmistir. Otofaji
modiilatorlerinin farkli terapdtik ajanlarla kombinasyonunun tiimoér biiyiimesini

sinerjik olarak baskiladig1 ve kanser tedavisine hastanin yanitini artirdigi bulunmustur.
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Teorik olarak, yliksek otofaji aktivitesine veya otofaji bagimlili§ina sahip tiimdrlerin,
otofaji inhibisyonuna daha duyarli olmasi muhtemeldir. Dahasi, bazi otofaji ile ilgili
proteinlerin otofaji bagimsiz rolleri vardir ve bu nedenle, otofaji modiilasyonu diger

biyolojik fonksiyonlar1 etkileyebilir (Lim vd., 2011).

Otofaji, ileri evre kanserlerde organel ve proteinleri parcalayarak kanser hiicrelerinin
¢ogalmasi ve hayatta kalmasii destekler. Preklinik ¢alismalar, mevcut bir timor
i¢inde tliimdr hiicresi otofajisinin ve ev sahibi hiicre otofajisinin bir araya gelerek timor
biiylimesini destekledigini belirlenmistir. Giderek artan bir kanit, otofajinin inhibe
edilmesinin kemoterapi, hedefli tedavi veya immiinoterapi etkinligini artirabilecegini
gostermektedir (Jain vd., 2023). Otofajiyi inhibe edebilen birkag ilag olmasina ragmen,
bu ilaglarin ¢ogu 6zgiilliikk ve antitiimdr aktivite eksikligine sahiptir (Yang vd., 2011).

Apoptosis gibi, otofaji hedefleme kanser tedavisinde dikkat ¢eken bir konu olmustur.
Ancak otofajinin tiimérlerde hem hiicrelerin hayatta kalmasi hem de hiicre 6liimiine
neden olan fonksiyonlara sahip olmasi, mekanizmanin ve mekanizmada rol alan

hedeflerin daha fazla agikliga kavusturulmasini gerektirmektedir (Debnath vd., 2023).

2.11.4. Apoptosis ve otofaji arasindaki iliski

Iki programlanmis hiicre 6liim yolu olan apoptosis ve otofaji, gelisim ve homeostaz
igin iki temel tiirdiir. Birgok durumda, otofaji ve apoptosisin sirali veya es zamanl
olarak gerceklestigi gosterilmistir. Bu iki yol arasinda ti¢ farkl: iligki tanimlanmistir:
Otofaji, apoptosis ile isbirligi yaparak 6liimii tegvik edebilir, apoptosise karsi ¢gikarak
hayatta kalmay1 destekleyebilir, apoptosisin bir veya daha fazla asamasina katilarak
apoptosise imkan saglayabilir (Eisenberg-Lerner vd., 2009; Giansanti vd., 2011
Beilankouhi vd., 2023).

Otofaji ve apoptosis arasindaki etkilesim, malign hiicrelerin hayatta kalmasi veya
Oliimiinii nasil etkiledigi, kanser tedavisinin karsilasti§i zorluklar arasinda temel bir
Ooneme sahiptir. Bir hiicrenin Apoptosis, otofaji veya nekroptoza gitme Karart,
enerji/ATP seviyeleri, hasarin veya stresin derecesi ve belirli yollarin inhibitorlerinin
varligi (6rnegin, kaspaz inhibitorleri) gibi ¢esitli faktorler tarafindan diizenlenir.

Ornegin ATP tilkkenmesi otofajiyi aktive eder (Su vd., 2015).
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Otofaji inhibe edildiginde, apoptosis saglam apoptotik sinyal iletimi olan kanser
hiicrelerinde tesvik edilir. Ancak otofajin birincil bir hiicre 6liim mekanizmasi olarak
islev gorebilecegi kosullar henliz tanimlanmamustir. Otofaji ile Apoptosis arasinda,
birgok seviyede etkilesim bulunmaktadir (Sekil 2.13). Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
proteinleri, ¢esitli tiimdr tiplerinde asir1 ifade edilir ve hem ig¢sel hem de edinilmis

tedavi direncine katkida bulunur (Yang vd., 2011).

Bir¢ok ¢alisma, otofajin Apoptosis ile birlikte indiiklenip, hiicre 6liimiine katkida
bulundugunu gostermistir (Park vd., 2007; Colell vd., 2007). TRAIL reseptor-2’nin
aktivasyonunun hem Apoptosis u hem de otofajiyi tetikleyerek hiicre dliimiine neden

olabilecegi gosterilmistir (Park vd., 2007).
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Sekil 2.13. Apoptosis ve otofaji arasindaki etkilegim.

Buna ek olarak, otofaji, apoptozun ¢esitli asamalarmma veya o6zelliklerine katkida
bulunarak apoptozu giiclendirmek iizere hareket edebilir. Ornegin, apoptozun bazi
ozellikleri, ATP bagimli siirecler olan membran ¢ikintilar1 ve fosfatidilserin
traslokasyonunu igerir. Otofaj, bu enerji bagimli olaylarin gerg¢eklesmesine ATP
saglayarak bu olaylarin ger¢eklesmesine yardimci olabilir (Eisenberg-Lerner vd.,
2009).
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Otofaji i¢in gerekli Atg5 proteini, par¢alanabilir ve apoptozu indiiklemek tizere islev
gorebilir. Benzer sekilde, apoptosis inhibitorleri olan Bcl-2 ailesi proteinleri ve
apoptosisi aktive eden p53 proteini, ayn1 zamanda otofajiyi diizenleyen islevlere
sahiptir (Tasdemir vd., 2008). Apoptotik yolun diger bilesenlerinin de otofajinin
diizenlenmesinde rol aldig1 gosterilmistir. Ornegin, tiimdr nekrozis faktor ile iliskili
apoptosis indiikleyici ligand (TRAIL) (Mills vd., 2004), Fas ile iligkili 6liim domaini
(FADD) (Thorburn vd., 2005), 6lim ile iliskili protein kinaz1 (DAPk) ve DAPKk ile
iliskili protein kinaz (DRP-1) (Inbal vd., 2002).

Son ¢aligmalar, ayrica diger ATG proteinlerinin apoptotik yolun diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini gostermistir. Ozellikle, ATG12-ATG3 kompleksinin, otofajiden
bagimsiz bir sekilde apoptosisi diizenleyebilecegi rapor edilmistir (Vitto vd., 2022).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Absolute ethanol (BDH, England), acridine orange, ethidium bromide (Sigma-
Aldrich, USA), ampicillin and streptomycin (TROGE, Germany), crystal violet
(Sigma Aldrich, USA), DMSO (Sigma Aldrich, USA), formalin (10%) (BDH,
England), methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) (Sigma-Aldrich, USA), phosphate
buffer saline (PBS) (BDH, England), Rosswell Park Memorial Media -1640 (RPMI)
(Usbiological, USA), sodium bicarbonate (Fluka, Switzerland), trypan blue
(Pharmacia Fine Chemical, Sweden), trypsin-EDTA (Biological, USA), tumor
necrosis factor-o (TNF-a), fetal calf serum (FCS) ve doxorubicin (Sigma-Aldrich,
USA)’den temin edildi.

3.2. Kullanilan Gold Nanoparticles (GNPs-AuNPs)

Bu calismada kullanilan altin nanopartikiiller (AuNPs) Sigma-Aldrich (USA)
firmasindan polietilen glikol (PEG) kapli olarak satin alindi. Nanopartikiillerin
polietilen glikol (PEG) ile kaplanmasi, protein adsorpsiyonunu azaltan, hiicrelerle
spesifik olmayan etkilesimleri en aza indiren ve nanopartikiillerin (NP’ler)
agregasyonunu Onleyerek parmakokinetik ozelliklerini arttiran 6zellikler sagladigi
i¢in, kullanilan altin nanopartikiiller PEG kapli olarak temin edildi. Ayrica PEG-5000
ile kaplanmis AuNP’lerin maksimum kolloidal stabilite gostererek mitkemmel bir
biyouyumlukuk gosterdigi bildirilmisti (Chen vd., 2022). Bu nedenle AuNP’ler 1
mL’lik cam kapta paketlenmis su iginde dagitilmis sekilde PEG-5000 kapli olarak
temin edildi. Kullanilan AuNP’lerin kimyasal yapis1 Sekil 3.1°de gosterildi. Kullanilan
GNP’lere ait daha ayrintili biligi Cizelge 3.1°de gosterildi.

SJ[O\/\kOCH3

Sekil 3.1. Kullanilan GNP’lerin kimyasal yapisi.
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Cizelge 3.1. Kullanilan GNP’lerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

NO Test Ozellik
1 Gortiniim (Renk) Koyu kirmizi
2 Goriiniim (Form) Sivi
3 Kaplama materyali Polyethylene Glycol (5000)
4 Absorbans Amax 525 nm
5 Cap 10nm
6 Fonksiyonel grup Methoxy
7 Formiil Au
8 Saklama sicaklig 2-8°C
10 pH 8

3.3. Kullanilan Kitler

TNF-a diizeyini saptamak i¢in kullanilan, TNF a-ELISA kiti Elabscience (E-EL-
HO0109, USA) firmasindan, apoptosisi saptamak icin kullanilan Human Apoptosis
Signaling Pathway kiti Raybiotech (AAH-APOSIG-1-2, USA) firmasindan temin
edildi. Kitler temin edildikten sonra, kit i¢erigindeki bazi soliisyonlar (antibadiler ve
referans Ornekler gibi) firmanin 6nerdigi sekilde -20°C’de, yikama ve durdurma

soliisyonlar1 gibi baz1 numuneler ise kullanilana kadar +4°C’de saklandi.

3.4. Kullanilan Hiicre Hatlar:

Bu tez ¢aligmasinda, insan meme kanseri hiicre hatt1 olarak MCF-7 (Michigan Cancer
Foundation —7) ve AMJ13 (Ahmed Majeed 13) hiicreleri, kontrol grubu olarak saglikli
hiicre hatt1 REF (rat embriyo fibroblast cell line) hiicreleri kullanildi. Her ii¢ hiicre
hatt1 da Al- Mustansiriyah Universitesi Hiicre Bankasi, Irak’dan (Resource Bank of

ICCMGR, University of Al-Mustansiriyah, Baghdad, Iraq) temin edildi.

MCF-7, diinya genelinde en yaygin kullanilan meme kanseri hiicre hattidir. Ilk kez
1970 yilinda malign meme kanseri olan 69 yasindaki bir kadindan izole edilmistir.

(Soule vd., 1973). MCF-7 hiicre hatti, dstrojen reseptorii (ER) pozitif, progesteron
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reseptorii pozitif ve HER2 negatif 6zelliklere sahip olup, kanser arastirmalarinda

yaygin olarak kullanilan bir model gérevi goriir.

AMJ-13 meme kanseri hiicre hatti ilk olarak 2013 yilinda Irak Kanser ve Tibbi Genetik
Arastirma Merkezi’nde Ahmed Majeed AL-Shammari tarafindan elde edildi. Bu hiicre
hatt1, 70 yasindaki Irakli bir kadinin duktal karsinom tiimoriinden izole edildi. AMJ-
13 hiicreleri, ¢ok kutuplu epitel benzeri morfolojiye sahip olup, Ostrojen reseptorii ve

progestron reseptoriiniin ifadesinden yoksundur (Al-Shammari vd., 2015).

REF (Sican Embriyonik Fibroblastlar1) hiicre hatti, 14. giin sican embriyolarindan
izole edilmistir. REF hiicreleri, in vitro kiiltiirlendiginde, fibroblastlarin tipik bir
ozelligi olan ig seklini gosterir. Insan dokularmin aksine ¢ogu fare dokusunda aktif
telomeraz bulunur. Telomeraz aktivitesi erken embriyolarda mevcuttur ancak seviyesi
farklh gelisim asamalarina gore degisir. Bu dokularda telomerazin varlig, birincil fare
hiicrelerinin kiiltiirdeki insan hiicrelerine goére oOliimsiizlestirilmesinin kolayligin

saglar (Supp vd., 2022).

3.5. Hazirlanan soliisyonlar
3.5.1. Hiicre kiiltiir ortam

MCF7, AMJ13 ve REF hiicre hatlari, RPMI-1640 ortaminda kiiltiire alindi. Hiicre
kiiltir ortami, yaklasik 600 mL, li¢ kez damitilmis suda (TDS) 16.4 g RPMI-1640
coziilerek hazirlandi. Ortamin pH degeri hidroksietil piperazin etan siilfonik asit

(HEPES) tamponu kullanilarak pH 7.4’¢ ayarlandi.

Ortama, 100 ml Fetal Calf Serum (FCS), 2.2 g sodyum bikarbonat , 1 mL L-glutamin,
100 mg/mL streptomisin ve 100 mg/mL ampisilin eklendi. Son hacmi TDS ile 1 litreye
tamamlandi. Hazirlanan besiyeri, steril bir ortamda 0.2 pm Nalgene filtre tnitesi
kullanilarak sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri, kontaminasyon riskini kontrol etmek
amaciyla 37°C’de %5 CO> igeren nemli bir inkiibatérde 3 giin boyunca inkiibe edildi
ve sonraki kullanimlar i¢in 4°C’de sakland1 (Freshney vd, 2015; Wen vd, 2023).
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3.5.2. Fosfat tamponu (PBS)

1 litre Fosfat Tamponu (PBS) hazirlamak i¢in, 10.8 g PBS tozu 1000 mL TDSu i¢inde
¢Oziildii. Tamponun pH degeri 7.2’ye ayarlandi. Cozelti, 0.22 pm gézenek boyutuna
sahip Nalgene filtre tiniteleri kullanilarak siiziildii ve sterilize edilmis siselere aktarildi.
Siseler, kullanima kadar 4°C’ deki buzdolabinda sakland1 ve kullanimdan 6nce pH 7.2

olarak dogrulandi.
3.5.3. Trypsin-EDTA soliisyonu

Tripsin/EDTA, yapisik hiicreleri bir kiiltiir yilizeyinden ayirmak ig¢in kullanildi.
Hiicreler flask yiizeyini %80 kapladiginda Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirildi ve
1/2 veya 1/3 oraninda pasajlanarak ¢ogaltildi. Tripsin-EDTA ¢ozeltisi hazirlamak igin,
10 g tripsin-EDTA tozu 1000 mL PBS tamponunda (pH 7.2) ¢oziildii. Daha sonra
¢ozelti, 0.22 um gozenek boyutuna sahip Nalgene filtre tiniteleri ile siiziilerek streil
edildi ve aseptik kosullarda steril siselere aktarildi. Kullanima hazir olana kadar -

20°C’de sakland1 (Supp vd., 2022).
3.5.4. MTT soliisyonu

MTT, suda c¢oziinebilen sar1 bir tetrazolium tuzudur. MTT ¢ozeltisi, hiicre
sitotoksisitesini belirlemek i¢in kullanildi. MTT (Methyl Thiazolyl Tetrazolium)
boyasi (Sigma-Aldrich, USA), 5 mg/ml konsantrasyonda PBS tamponunda hazirlandi.
Hazirlanan ¢6zelti, 0.22 um gozenek boyutlu Millipore filtre ile siiziilerek steril edildi
ve temiz bir tiipe aktarildi. Cozeltiyi dogrudan 1siktan korumak i¢in tiip aliiminyum
folyo ile sarildi ve 4 °C’de kullanima kadar saklandi. MTT ¢dzeltisi her deney i¢in
taze hazirlandi (Freshney vd., 2015).

3.5.5. Kristal viyole boyasi

Kristal viyole ile boyama, koloni olusumunu gozleyerek sitotoksisiteyi sapatamak i¢in
kullanildi. Kristal viyole boyasi hazirlamak i¢in, 5 g Kristal viyole boyas1 200 mL
metanol iginde ¢oziildii. Cozelti daha sonra bir No.l Whatman filtre kagidi
kullanilarak siiziildii. Ardindan, c¢ozeltiye 50 mL %37 formaldehit eklenerek,
karisimin nihai hacmi TDsu eklenerek 1000 mL’ye tamamlandi. Elde edilen karigim
bir kez daha No.1 Whatman filtre kagidu ile siiziildii (Confortin vd., 2010).
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3.5.6. Antibiyotikler

1 g streptomisin 5 mL TDSu i¢inde ¢oziildii, ve 1 g ampisilin 5 mL TDSu iginde
¢Oziildii. Daha sonra, her bir antibiyotik ¢dzeltisinden 0.5 mL 1L Kkiiltiir ortamina

eklendi (Freshney vd, 2015).

3.6. Yontemler
3.6.1. GNP-TNF-a komplekslerinin hazirlanmasi ve optimizasyonu

PEG kapli altin nanopartikiiller ve TNF-a, Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin
edildi. Bu agamada, ilk olarak % 0.45°lik NaCl igerisinde 80 pg/uL konsantrasyonda
stok TNF-a ¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan, 50 pg/uL konsantrasyonda stok GNP

¢Ozeltisi hazirlandi.

TNF-o’nin GNP yilizeyine baglanmasinda zamanin ve konsantrasyonun etkisini
belirlemek icin 2 farkli konsantrasyon (1/5 ve 1/10) ile 24 ve 48 saatlik iki zaman
araligi calisildi. Bunun i¢in 10 ng/mL TNF-o ¢ozeltisinden 1 ml ve 10 pg/ml GNP
¢ozeltisinden 4 ml alinarak, 1/5 oraninda bir karisim ile 10 ng/mL TNF-a ¢ozeltisinden
1 ml ve 10 pg/ml GNP ¢ozeltisinden 9 ml alinarak 1/10 oraninda baska bir karisim
hazirlandi. Yapilan caligmalarda, TNF-a’nin GNP yiizeyine sistein kalintilarindaki
silfidril gruplarindan kovalent olarak baglandigi ve bu baglanmanin pH 8 olan
ortamda daha kolay ve verimli oldugu rapor edildigi i¢in (Paciotti vd, 2004; Paciotti
vd, 2006), biz de ¢alismamizda TNF-a -GNP karisimlarinin pH’sin1 8’e ayarladik ve

ornekleri 24 ve 48 saat inkube ettik.

Inkiibasyondan sonra, fazla TNF-a’nin kompleksten uzaklastirilmasi igin karisimlar
15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi. TNF-o ve GNP’ler arasindaki baglanma,
UV-VIS spektroskopisi, Taramali transmission mikroskopisi (TEM) ve ELISA

yontemi kullanilarak analiz edildi.

Analizden sonra, en iyi baglanma siiresine (24 saat) ve konsantrasyona (1/5) sahip

ornekler, ileri deneyler i¢in segildi.
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3.6.2. GNP-TNF a-Doksorubisin komplekslerinin hazirlanmasi

1 mg/mL Doksorubisin steril distile su iginde ¢oziilerek stok ¢ozelti olarak hazirlandi.
1 mg/mL Doksorubisin ¢ozeltisinin 1 ml’si, 1:5 oraninda TNFa-GNP karisimindan 9
ml alinarak (1/10) karistirildi ve gece boyunca calkalanarak inkiibe edildi. Ardindan
baglanmamis doksorubisini uzaklastirmak igin nanopartikiiller 13.000 rpm’de 30
dakika santrifiij edildi (Jabir vd., 2019). Pellet daha sonra deiyonize su i¢inde yeniden
siispansiyon haline getirilerek TEM ve UV-Vis spektroskopisi kullanilarak analiz
edildi.

3.6.3. Hazirlanan GNP komplekslerinin karakterizasyonu
3.6.3.1. Ultraviyole-goriiniir spektroskopi

Ultraviyole ve goriiniir emilim spektroskopisi, elektromanyetik radyasyonun emici bir
madde tarafindan sogurulmasini Olgmek i¢in kullanilan bir cihazdir. UV-goriiniir
spektroskopi ile her bilesigin kendine 6zgii absorbsiyon spektrumu ¢ikarilarak
molekiillerin nicel ve nitel analizi yapilabilir. GNP, GNP-TNF-a ve GNP-TNF-a-Dox
cozeltilerinin  absorbsiyon spektrumlart  200-1100 nm araliginda UV/Vis
spektrofotometre (Meterch SP-8001, Tayvan) kullanilarak gergeklestirildi.

3.6.3.2. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM)

Transmisyon elektron mikroskobu, nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerini
incelemek i¢in kullanildi. TEM, bir 6rnegin i¢inden bir elektron demeti ileterek
goriintii  olusturan mikroskopi teknigidir. Bu c¢alismada TEM, komplekslerin
nanometre Ol¢egindeki morfoloji ve yapilarint goriintiilemek i¢in, UV analizi ise

komplekslerin emilim ve optik 6zellikleri hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanildi.

TEM analizi igin GNP, GNP-TNF-a ve GNP-TNF-a-Dox ¢dzeltilerinden alinan 10
puL’lik ornekler, bir bakir 1zgaraya damlatilarak hazirlandi (Khashan vd., 2018).
Ornekler daha sonra TEM (Philips, ABD) altinda goriintiilendi.

3.6.3.3. GNP yiizeyine baglanmis TNF-a’nin ELISA yontemi ile kontrolii

GNP ylizeyine baghh TNFa varlig1 ve miktar1 th TNFa antibodisi iceren ELISA kiti
(Elabscience, USA) kullanilarak saptandi. Bu yontem icin ilk olarak GNP’ler (10
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pg/mL), TNF-a (10 ng/mL) ile 5:1 ve 10:1 oraninda pH 8 olan ortamda karistirildi ve
24 saat inkiibe edildi. Ornekler daha sonra 10.000 rpm de 15 dk santrifiij edilerek pellet
ve siipernatan ELISA kitinde kullanilmak iizere ayrildi. ELISA yonteminde ilk olarak
kitin i¢erisinden ¢ikan standart ve test bilesiklerinden 100 uL’lik 6rnekler kuyucuklara
dagitilarak mikroplak 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Bu asamada plak yiizeyine
immobilize edilmis anti- TNFa primer antibadisi ile drneklerdeki serbest TNFo’nin
baglanmasi saglandi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki ekstra siv1 atildi ve érnekler
tizerine 100 uL biyotinli seconder antibadi eklenerek 37°C’de 60 dk inkiibe edildi. Bu
baglanma basamagindan sonra yiizeydeki sivi aspire edildi ve ardindan kuyucuklar
birkag kez yikandi. Sonrasinda ortama streptoavidin bagli HRP konjugatindan 100 puL
eklenerek mikroplaklar 37°C’de 40 dk inkiibe edildi ve kuyucuklar bes kez yikandi.
Ardindan ortama 90 uL substrat eklenerek renk olusmasi i¢in 15 dk beklendi. Sonucta
olusan renk 450 nm ELISA okuyucusunda (Organon Teknika, Austria) okunarak GNP

yiizeyine bagli ve bagli olamayan TNFa miktar1 saptandi.

Yo6ntemin uygulanmasina ait tiim basamaklar Sekil 3.2°de sematize edildi ve asagida

sirasiyla agiklandi.
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sekonder antibadi eklendi. 37°de 60 dk inkiibe edildi.

Aspirasyon ve ardindan 3 kez yikama yapildi.

100pL HRP konjugati eklendi ve 37°C’de 30 dk beklendi.

Ardinadan kuyucuklar 5 kez yikandi.

90uL Substrat reaktifi eklendi. 370C’de 15 dk inkiibe edildi.

50uL Durdurma soliisyonu eklendi.

450nm’de okuma yapildi

Sekil.3.2. ELISA yonteminde uygulanan basamaklar.
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3.6.4. Hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi

Insan meme kanseri hiicre hatlart MCF7, AMJ-13 ve REF hiicreleri, Irak, Bagdat’taki
ICCMGR Kaynak Bankasi’ndan temin edilmistir. Hiicreler, 37°C su banyosunda hizli
¢ozme ile geri kazanilmis ve ardindan 10 dakika boyunca 800 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santriflij isleminden sonra hiicreler, 5 mL RPMI-1640 kiiltiir ortaminda
siispansiyon haline getirilmis ve T25 doku kiiltiirii flasklarina aktarilmistir. Daha sonra

flasklar, 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Tim hiicre hatlari, %1 L-Glutamin, 25 mM HEPES tamponu, 100 ug/mL
streptomisin/ampisilin ve %10 FBS i¢ceren RPMI-1640 ortaminda, %5 CO; ve %95

nem varliginda 37°C’de kiiltiire edilmistir.

Hiicreler flask yilizeyini yaklasik % 80 kapladiginda 1/2 veya 1/3 oraninda pasajlanarak
cogaltilmigtir. Bunun igin ilk olarak eski ortam flasktan alinmis ve yapisan hiicreler
fosfat tamponlu (PBS) ile iki kez yikanmistir. Hiicreler daha sonra trypsin-EDTA
cozeltisi kullanilarak flask ylizeyinden kaldirilmistir. Trypsin aktivitesi, siispansiyon
sonrast FBS iceren besi yeri eklenerek durdurulmus ve hiicreler yeni flasklara
dagitilmistir. Hiicre hatlariin tistel biiyiimesini siirdiirebilmek adina kiiltiirler her {i¢

giinde bir alt kiiltiire alinmustir.

3.6.5. Sitotoksisite testi: MTT test

MTT testi, hiicresel metabolik aktivitenin bir gostergesi olarak hiicre canliligini,
¢ogalmasini ve sitotoksisitesini belirlemede kullanilan bir yontemdir. (MTT), sar1
renkli, suda ¢oziinen bir tetrazolyum tuzudur. MTT testi, nikotinamide adenine
diniikleotit fosfat (NADPH) bagimli hiicresel oksidoreduktaz enzimlerinin
tetrazolyum boyast MTT’yi suda ¢oziinmeyen mor formazan kristallerine indirgeme
yetenegine dayanir. Toplamda, iiretilen formazan miktar1 kiiltiirdeki canli hiicre
sayisiyla dogrudan orantilidir. Bu nedenle, MTT testi, hiicre canliligim

degerlendirmek i¢in kullanilan standart bir yontem haline gelmistir (Lim vd, 2015).

Bu calismada, GNP, TNFa, Dox, TNF-o yiiklenmis GNPs ve GNP-TNFa-Dox’in
sitotoksisitesi MTT testi ile dlgiildii. Tlk olarak, hiicreler 96 kuyucuklu plakalara 1x10*
hiicre/100 pL konsantrasyonunda ekildi ve bir gece boyunca inkiibe edildi. Daha
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sonra, test bilesiklerinin (GNP, TNFa, Dox, TNF-a yiiklenmis GNPs ve GNP-TNFa-
Dox) farkli konsantrasyonlari kiiltiir ortamina eklenerek ve her kuyucuktaki son hacim
besi yeri ile 200 pL’ye tamamlandi. Hiicreler % 95 nem ve % 5 CO; igeren ortamda
37°C’de 48 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklar PBS ile
yikandi. Daha sonra, her bir kuyucuga 5 mg/mL MTT c¢ozeltisinden 20 pL eklenerek
hiicreler 3 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, tiim kuyucuklarin igerigi
aspire edildi. Ardindan, her bir kuyucuga 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenerek
formazan kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in 15 dakika inkiibe edildi (Al-Ziaydi vd., 2020).
Her kuyucugun absorbsiyonu, bir mikroplaka okuyucu (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak 492 nm’de 6lgiildii.

Elde edilen absorbsiyon degerleri, hiicre canliligin1 veya sitotoksisiteyi hesaplamak
icin kullanildi. Sitotoksisite yiizdesini belirlemek i¢in kullanilan denklem asagida

gosterildi.

Sitotoksisite % = % (3.1)
Burada A, kontroliin absorbsiyonu, B ise test edilen érneklerin absorbsiyonunu temsil
eder (Jabir vd, 2019).

Hiicre biiyiimesini %50 inhibe eden madde konsantrasyonu olan 1C50 degeri, galisilan
her bir konsantrasyonun logaritmasina karsilik % canlilik degerlerini kullanarak
GraphPad 9 yazilim programu ile hesaplandi. MTT testlerinde her deney 3 tekrar, her

konsantrasyon ise 5 tekrar olacak sekilde calisildi.

3.6.6. Klonojenite test sistemi

Klonojenite test flask yiizeyine yapisarak iireyen hiicrelerin, tireme ve koloni
olusturma kapasitelerinin saptandigi bir sitotoksisite testidir. Bu testte, dncelikle
MCF-7, AMJ-13 ve REF hiicreleri, 24 kuyucuklu plaklara 10* hiicre/mL
yogunlugunda ekildi. 24 saat bekledikten sonra hiicrelere GNP, TNFo,, GNP-TNFq,
Dox, GNP-TNFa-Dox bilesenlerinin IC50 konsantrasyonlar1 eklendi ve ardindan 48
saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler, PBS ile ii¢ kez yikandi. Hiicre kolonileri

mutlak etanol kullanilarak sabitlendi. Ardindan, plaklar 50 pL kristal viole boyasi
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(Sigma—Aldrich, ABD) ile boyandi ve 37°C’de 10-15 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda
hiicreler asir1 boyay1 ¢ikarmak igin distile su ile yikandi ve inverted mikroskop altinda
goriintiilendi (Franken vd., 2006).

3.6.7. Apoptosis tamsi icin AO/EtBr ile boyama

Acridine orange (AO) ve ethidium bromide (EtBr) AO/EtBr boyamasi, Apoptosis u
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. AO/EtBr boyamasi,
cekirdek morfolojisindeki ve DNA biitiinliigiindeki degisikliklere dayanarak canli,
apoptotik ve nekrotik hiicreleri ayirt eder. Apoptosise girmemis hiicreler yesil
renkteyken, apoptotik hiicreler turuncu veya kirmizi renkte olur (Taatjes vd., 2008).

Acridine orange, hem canli hem de 6lii hiicrelere niifuz edebilen floresan bir boyadir.
AO, hiicreye girdiginde DNA ile etkilesebilme yeteneginden dolayr ¢ekirdegi yesil
renkte boyar. Canli hiicrelerde, yesil floresans c¢ekirdek boyunca esit olarak
dagilmistir. Ote yandan, ethidium bromiir, saglam plazma membranmna niifuz
edemeyen ancak hasar gormiis membranlara sahip hiicrelere girebilen bir floresan

boyadir.

AO/EtBr bayamasinda erken apoptotik hiicreler yesile boyanir ve kromatin
kondansasyonu ve niikleer fragmantasyondan dolay niikleusta parlak yesil noktalar
goriiniir. Geg apoptotik hiicrelerde EtBr hiicreye girdigi i¢in turunucu veya kirmizi
goriiniir. Nekrotik hiicrelerin aksine ge¢ apoptotoik evrede siklikla niikleer
fragmantasyon ve kondensasyon olusur. Nekrotik hiicreler turuncuya boyanir fakat

niikleer morfoloji canli hiicrelere benzer (Kasibhatla vd., 2006; Taatjes vd., 2008).

GNP’lerin ve GNP komplekslerinin MCF-7, AMJ-13 ve REF hiicrelerinde apoptosisi
u tetikleme potansiyeli, AO/EtBr ¢ift boyama yaklagimi kullanilarak degerlendirildi
(Kasibhatla vd., 2006). Bu yontemde 6ncelikle MCF-7, AMJ-13 ve REF hiicreleri, 10*
hiicre/kuyucuk yogunlugunda 96 kuyucuklu bir plakaya ekildi. 24 saatlik inkiibasyon
siiresini takiben hiicrelere GNP, TNF-a, Dox, GNP-TNF-a ve GNP-TNF-a-Dox
bilesenlerinin IC50 konsantrasyonlar1 uygulandi ve ardindan 24 saat inkiibe edildi.
Daha sonra hiicreler, 1 pg/ml AO/EtBr ile 2 dakika boyunca 37°C’de boyandi ve
floresan mikroskop (Olympus, Japon) altinda gézlemlendi.

52



3.6.8. Otofajinin akiskan hiicre sitometresi (flow sytometer) ile saptanmasi

Otofajinin saptanmasi hiicre i¢ci LC3-II protein seviyesinin belirlenmesini temel alir.
LC3-II otofaji mekanizmasi i¢in elzem olan otofagozom biyogonezinde gorev alan bir
proteindir. Bu nedenle LC3-1l seviyesi belirli bir uyarana indiiksiyonda olusan
otofagozomlarin miktarini temsil eder. LC3 proteinine 6zgli primer ve sekonder
antibadiler kullanarak fluoresans isaretleme teknigi ile hiicre igi LC3 diizeyini akiskan

hiicre sitometresi (flow sitometre) kullanarak saptadik. Bunun i¢in sirasiyla;

1. MCF7 ve AMJ13 meme kanseri hiicre hatlar1 6 kuyucuklu plaklara ekildi ve
her bir test grubunun (GNPs, TNF-a, Dox, GNPs-TNF-a, GNPs-TNFa-Dox)
daha once hiicreye 6zgii saptadigimiz IC50 dozlari ile 48 saat inkiibe edildi.

2. Hiicreler tizerine % 0.25°1lik Tripsin-EDTA soliisyonundan 1 ml eklenerek 1-2
dk i¢inde hiicrelerin kuyucuk yilizeyinden kalkmasi saglandi. Sonrasinda
hiicrelerin tizerine %1 bovine serum albumin (BSA) igeren pH 7.4 Fosfat
tamponundan (PBS/BSA) 2 ml eklenerek hiicreler toplandi ve yeni bir tiipe
aktarildi. Uzerlerine 5 ml PBS/BSA tamponu eklenerek yikama islemi yapildi.
Hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edildi ve hiicre peleti elde edildi.

3. PBS/BSA ile yikama islemi 3 kez tekrarlandi.

4. Hiicre peletleri iizerine her 1x10° hiicre i¢in %4 formaldehitten 100 pL eklendi.
Fiksasyon i¢in hiicreler 37°C’de 10 dk ikiibe edildi.

5. Tiplere 2 mL yikama tamponu eklendi ve 300 x g’de 5dk santrifiij edildi.
Stipernatan atild1 ve hiicre peleti alindi.

6. Her 1x10° hiicre icin % 0.1 saponin ¢dzeltisinden 100 pL ilave edilerek
hiicreler siispanse edildi ve 15 dk oda 1sisinda inkiibe edidi. Boylece
hiicrelerde permeabilizasyon saglandi.

7. Antikorlarin Fc reseptorlerine spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek igin
1 pg/ml sigan anti-fare CD16/CD32 antikoru (BD Biosciences Cat. No.
553141, ABD) kullanildi. Bloklama islemi 15 dk siireyle oda 1sisinda
gergeklestirildi.

8. Sonrasinda tiiplere 2 ml yikama tamponu eklendi ve 300 x g’de 5dk santrifiij
edilerek silipernatan atildu.

9. Hiicre igi LC3-Il proteinini boyamak i¢in hiicre peleti tizerine 1 ml inkiibasyon

tamponu eklendikten sonra tavsan poliklonal anti-LC3-11 (Novus biyolojik.
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Cat.N0.NB100-2220, UK) (primer antibadi) soliisyonundan 2ug/ml olacak
sekilde eklendi.

10. Hiicreler 151k gormeyecek sekilde oda 1sisinda 30 dk inkiibe edildi.

11. Ardindan tiiplere 2 ml yikama tamponu eklendi ve 300 x g’de 5dk santrifiij
edilerek siipernatan atildi.

12. Yikanan hiicreler 1 pg/ml Alexa Fluor 488-konjuge kegi anti-tavsan IgG
(sekonder antibadi) (Invitrogen. Cat.No.A11034, ABD) igeren 1 ml
inkiibasyon tamponu igerisinde 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edildi.

13. Hiicreler 2 ml yikama tamponu ile yikandi ve 300 x g’de 5dk santrifiij edildi.

14. Hiicre peletleri tiizerine 3ml % 0.1 saponin ¢ozeltisi ve % 0.5’lik
paraformaldehit ¢ozeltisinden 200 uL eklenerek flow sitometrede 6rnekler
analiz edildi. Hiicrelerin floresan yogunlugu, bir akis sitometresi ve Flowjo

Yazilimi1 (Tree Star Inc.) ile dl¢iildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Sonuglar en az ii¢ bagimsiz deneyden elde edilen ortalama =+ standart sapma (SD)
olarak verildi. Istatistiksel analizleri gerceklestirmek igin Graph Pad Prism 9.0
yazilimi kullanildi ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi. Ortalamalar
arasindaki fark LSD ile analiz edildi ve p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1.  Nanopartikiillerin Hazirlanmasi.
4.1.1. TNF-o’min altin nanopartikiil yiizeyine baglanmasi

Polietilen glikol (PEQG) ile kaplanmig altin nanopartikiillerin (GNP'lerin), serbest ucu
lizerinde metoksi ug (-OCH3) bulunur ki bu inerttir ve proteinlere baglanmaz. Onceki
calismalar, thiol-uglu polietilen glikol kullanarak PEGilasyonun, altin
nanopartikiillerin yiizey yilkiinii negatiften pozitife degistirdigini bildirmistir
(Takeuchi vd., 2018). Baska bir deyisle, PEG'in tiol grubu, altin nanopartikiiliin
yiizeyini kolayca kaplar ve bir monokatman olusturur. Bir ucu tiol grubuna sahip
olarak modifiye edilen PEG (metoksi-PEG-tiol veya mMPEG-SH), toksisitesiz olmasi,
protein adsorpsiyonuna diren¢ gostermesi ve altin yiizeylerinde monokatman
olusturmanin kolayligt nedeniyle yiizey modifikasyonu igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. PEG, ¢esitli farmasdtik etkin bilesiklerin yart dmriinii olumsuz
toksik etkiler olmadan artirmak i¢in ila¢ formulasyonlarinda yaygin olarak

kullanilmistir (Larson vd., 2012).

Yapilan ¢aligmalarda, TNF-a'nin GNP’lere kovalent olarak baglandigi bildirilmistir.
TNF-o 157 amino asitten olusur ve sistin kalintilar1 {izerinde bulunan siilfhidril
gruplar1 araciligryla GNPlerin ylizeyine kovalent baglar olusturarak baglanabilir

(Paciotti vd., 2006).

PEG-TIOL ve TNF-o’nin birbirine baglanmadigi (yani pegile TNF olusturmadigi)
belirtilmelidir. Bunun yerine, bu molekiillerden her biri ayri ayr1 kolloidal altin
yiizeyine baglanir, bu da TNF-a’nin ¢iplak GNP’lere bagl oldugu anlamina gelir.
Ilaclarin her bir bileseni, tiimére dzgii ilag teslimini basarmak igin belirli bir islevi
yerine getirir. PEG-TIOL, nanopartikiilleri hidrate etmek suretiyle nanopartikiil ilacini
Reticuloendothelial sistem (RES) tarafindan tespit edilmesinden ve temizlenmesinden
korur. PEG-TIOL icermeyen kolloidal altin vektorleri hizla karaciger ve dalak
tarafindan alinir ve bu organlarda siyah ¢okelti olugturur. Bunun aksine, PEG-TIOL
iceren vektorler bagisiklik tespitinden kaginir ve karaciger ve dalak tarafindan
alinmaz. [lacin ikinci bileseni olan TNF ise, sadece antitiimor etkiler icin terapotik bir

ajan olarak gorev yapmakla kalmaz, ayn1 zamanda nanopartikiil ilacin1 6zel olarak kati
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bir tiimore yonlendiren bir ligand olarak gorev yapar (Paciotti vd., 2004; Paciotti vd.,
2006).

TNF-o’nin PEG kapli GNP yiizeyine baglandigini, UV-Vis spektroskopi ile
absorbsiyon spektrumlar1 ¢ikararak, TEM ile parcacik boyutlari ve yiizey
morfolojilerini gorintilleyerek ve ELISA testiyle TNF-a miktarinin belirleyerek

dogruladik.

4.1.2. Doksorubisinin GNP-TNFa. iizerine yiiklenmesi

Doksorubisin  (C27H20NO11) antrasiklin  yapida antitumor aktiviteye sahip bir
antibiyotiktir. Doksorubisinin molekiiler yapis1 Sekil 4.1°de goriildiigii gibi {i¢ ana

bilesenden olusur. Bunlar;

e Antrasiklin Halkas1: Bu, molekiiliin ¢cekirdek yapisidir ve bir kinon grubu ile birbirine
bagli dort halkadan olusur.
e Amino seker: Antrasiklin halkasina bagli daunozamin ad1 verilen bir amino sekerdir.

e Alifatik yan zincir.

Sekil 4.1. Doksorubisinin kimyasal yapis1
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Doksorubisin diizlemsel yapiya sahip bir interkalatordiir. Tiim interkalatorler gibi,
doksorubisin de yiiksek yiik delokalizasyonu ve iyi bir elektron alicist olan polar bir
molekiildiir (Sikora vd., 2023). Molekiilde 6 tane hidrojen bagi donérii, 12 tane H-bagi
alicis1 vardir. Bu yapt molekiiliin antikanser aktivitesi i¢in gerekli DNA’ya
baglanmasini sagladigi gibi ayn1 zamanda proteine baglanmasini da saglar. Bu nedenle
GNP iizerine bagli TNF-o’ya doksorubisinin kovalent olmayan zayif baglarla

baglanmas1 miimkiindiir.

Dox’in TNF-a iizerine zayif baglarla baglanmasi ayni zamanda pH degistigi zaman
Dox’in TNF-a yiizeyinden kolaylikla ayrilabilecegini de gosterir ki bu bilgi Dox
saliiminin pH bagimli olarak hedef hiicreye gecisine imkan saglayan arastirmalarin
yapilmasina da neden olmustur. Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere gore daha asidik
oldugu (yaklasik pH 6.5-5.3) diisiiniildiglinde Dox yiiklii GNP’lerin hedef tedavi
olarak kullanilabilirligini artirmaktadir (Larson vd., 2012; Sikora vd., 2022).

Biz de bu c¢alismada, 1mg/mL Dox ¢ozeltisini GNP- TNF-a karisimi ile 1/10 oraninda
karigtirarak pH 7’de gece boyu g¢alkalamali olarak inkiibe ederek, doksorubisinin

kendiliginden TNF-a {izerine yiiklenmesini sagladik.

Dox yiiklemesini NP’lerin absorsiyon spektrumlarini karsilagtirarak dogruladik. Sekil
4.2’de goriildigl gibi Dox yiliklemesi ile daha 6nce TNF-a ya 6zgil pikin daha da
arttigin1 gozlemledik. Ayrica Sekil 4.3.’de gosterilen TEM analizi ile Dox yliklemesi

sonrst NP’iin morfolojisinin degistigini ve boyutunun arttigini gérintiiledik.

4.2. Hazirlanan Nanaopartikiillerin Karakterizasyonu

4.2.1 Nanopartikiillerin UV-VIS spectrofotometre ile analizi

GNP, GNP-TNFa ve GNP- TNFa -Dox bilesiklerinin absorpsiyon spektrumlart 200-
1100 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometrede (Metertech SP-8001, Taiwan)
okuma yapilarak elde edilmistir. Sekil 4.2 de bilesiklere ait absorpsiyon spekrumlari

goriilmektedir.

GNP’ler, yiizey plazmon rezonansi (SPR) nedeniyle belirli bir 151k bandin1 absorbe
etme yetenegine sahiptir (maksimum dalga boyu yaklasik 520 nm ila 538 nm
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civarinda). Emilim bandinin genisligi ve maksimum emilimin tepe konumu,
partikiillerin morfolojisine (boyut, sekil ve homojenlik), partikiiller arasindaki

koagiilasyona ve dielektrik ortama baglidir (Aryal vd., 2019).

Bizim kullandigimiz 10 nm boyutunda PEG kapli GNP’lerin, satin alinan firmanin da
(Sigma-Aldrich) belirttigi gibi 530 nm’de maksimum pik verdigi gorildi (Sekil 4.2).
Bu sonug, ayn1 boyutlarda GNP’lerin 520-550 nm arasinda maksimum bir pik

verdigini gosteren ¢alismalar ile uyumlu bulundu (EI Domany vd., 2018).

Ayrica PEG kapli GNP’lere TNFo’nin baglandig1 absorbsiyon spectrum grafigi ile
dogruland1. Sekil 4. 2 de gorildigi gibi 530 nmdeki pikin TNFa baglanmasindan
sonra 570 nm’ye kaydig1 ve genisledigi gozlendi. Bu pikin pozisyonu ve genisligi
parcacik yiizey modifikasyonu ve partikiil boyutundaki artig ile ilgili olarak
yorumlandi (Aryal vd., 2019). Ayrica yaklasik 420 nm’de daha kiigiik ikinci bir pik
gbzlendi. Bu pikin TNFa’ya 6zgii bir pik oldugu diisiiniildii.

Sekil 4.2°deki absorbsiyon spektrumlari ayrica Dox’in GNP yiizeyindeki TNFa’ya
baglandigin1 da dogruladi. Doksorubisin polar ve yiiklii gruplar1 ile TNFa {izerine
kolaylikla zayif baglarla baglanabilecegi icin, Dox baglanmasi sonucunda TNFa’ya
0zgl 420 nm’deki pikin ¢ok az kayarak 435 nm’de daha yiiksek bir pik olusmasina
neden oldugu gozlendi. Serbest Dox’in 496 nm tek bir pik verdigi daha oOnceki
calismalarda bildirilmistir (Sikora vd., 2022). Ancak GNP iizerine doksorubisin
yiikleyerek UV-Vis spectrum ile karakterizayon yapildiginda, Dox 6zgii 480 nm’de
ikinci bir pikin gozlendigi c¢alismalarda rapor edilmistir (Aryal vd., 2019;
Spadavecchia vd., 2016). Bu ¢alismalar TNFo igermemesine karsin, Dox’in serbest ve
GNP iizerine baglandiginda pikin kayabilecegini gdsterdigi i¢in bizim datalarimizin

dogrulunu destekler niteliktedir.

Sekil 4.2°de GNP-TNFa-Dox kompleksine ait grafikte TNFa i¢in goriilen pikin
siddetinin artmis olmasi, doxorubisinin TNFo iizerine baglandigin1 dogrular
niteliktedir. Ayrica ayni grafikte spekrum genisliginin artmis olmast, altin partikiillerin
hem TNFa hem de doksorubisin baglanmasi ile yiizeyinin modifiye edildigini ve

boyutunun arttig1 seklinde yorumlandi.
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Sekil 4.2. GNP, GNP-TNFa ve doksorubisin yiikli GNP-TNFa komplekslerinin

absorpsiyon spektrumlari.
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4.2.2. Nanopartikiillerin transmisyon elektron miroskop (TEM) analizi

PEG kapli GNP yiizeyine TNFa ve Dox baglanmasi partikiil boyutu ve morfolojisinin
gorintiillenmesine imkan veren Transmission Electron Mikroskobu (TEM) ile de

analiz edildi.

Sekil 4.3°de goriildiigli gibi, TEM analizinde PEG kapli GNP’ler 10 nm boyutunda
temiz ve kiiresel partikiiller halinde goriintiilendi. TNFa bagli GNP’lerin boyutun ise
ortalama 15 nm oldugu gozlendi. TNFa yiiklemesi ile nanopartikiil boyutunda 4.6-5.5
nm’lik bir artisin oldugunu gosteren Tsai ve arakadaslarinin ¢alismalari ile uyumlu
bulundu (Tsai vd., 2012). Ayrica GNP yiizeyine bagli TNFa molekiilleri arasinda
muhtemelen elektrostatik ¢ekim kuvvetinden kaynaklanan kiimelenmeler gozlendi ki
bu durum TNFa’nin baglandigini dogrularken UV-Vis spektroskopi sonuglarini ile de
uyumlu bulundu. Burada ilging olarak partikiil boyutundaki artigin tiim partikiillerde
ayni oldugunu gozlemledik, bu durum TNFo’nin GNP yiizeyini homojen bir sekilde
kapladigini diisiindiirdii. Tiim partikiillerde ayn1 oranda boyut artis1 gozlendi.

Doksorubisin baglanmasi sonrasi nanopartikiil boyutunun yaklasik 20 nm oldugu
gbzlendi. Ayrica partikiil yiizeyinde altin korun lizerinde muhtemelen kovalent
olmayan doxorubin yiiklemesinden kaynaklanan tipik bir partiliil morfolojisi gozlendi.
Buna ek olarak TNFa bagli GNP’lerde oldugi gibi muhtemelen muhtemelen TNFa ve
doksorubisinin polar ve yiiklii gruplarinin birbirlerini ¢ekmesinden kaynaklanan

kiimelenmeler gozlendi.

Sonu¢ olarak, TEM analizinde partikiill boyutlarinin artmasi, kiimelenmelerin
gozlenmesi ve partikiil morfolojisindeki degisikler TNFa ve Doksorobisinin PEG

kapli GNP yiizeyine baglandigini dogruladi.
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Sekil 4.3. GNP, GNP-TNFa ve GNP-TNFa-Dox partikiillerinin TEM goriintiileri.

4.2.3. TNFa’nin GNP yiizeyine baglandiginin ELISA yontemiyle dogrulanmasi

TNFo’nin GNP yiizeyine baglandigi insan TNFa’ya 6zgii ELISA kiti (human TNFa
detection ELISA kit) kullanilarak saptandi. Bunun i¢in ilk olarak kitin icerisinden
cikan TNFo standarti ile Sekil 4.4A’da goriilen standart grafik hazirlandi. Standart
grafik 450 nm’de okunan absorbanslara karsilik gelen TNFa konsantrasyonu bulmak

i¢in kullanildi.

10 ng/mL TNFa’nin 1/5 ve 1/10 oraninda GNP soliisyonu (10 pg/ml) ile karistirilmasi
ve pH 8 olan ortamda 24 saat inkiibe edilmesi sonrasi elde edilen GNP- TNFa
bilesiginin 10.000 rpm de 15 dk santrifiij edilmesi ile elde edilen siipernatan ve pelet
ornekleri ELISA testinde kullanildi. Sekil 4.4B” de 1/5 ve 1/10 oraninda hazirlanan
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TNFa -GNP karisiminin hem pelet hem de siipernatan drneklerindeki absorbanslarina

karsilik gelen konsantrasyonlar1 gosterildi.

Sekil 4.4B’de TNFo’nin GNP’lere baglanmadan once oldukca yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ancak hem pelet hem de siipernatan 6rneklerinde saptanan serbest
TNFa miktart oldukga diisitk bulunmustur. Bu sonug, anti- TNFa antibadisinin serbest
TNFa’ya kolaylikla baglanabilirken, GNP yiizeyine bagli TNFa’ya muhtemelen sterik

engellemelerden dolay1 baglanamadigi seklinde agiklanabilir.

Stipernatan ve pelet Orneklerinde sapatanan TNFa miktarlar1 kontrole gore
(baglanmadan Onceki miktar) istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli diisiik bulundu

(Sekil 4.4B).

Siipernatanda saptanan TNFa miktar1 baglanmadan atilan miktar1 gosterir. Anti-
TNFa antibadisinin PEG kapli GNP iizerine non spesifik baglanmadigi daha once
yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Tsai vd., 2012). Bu nedenle pelette saptanan
TNFa miktar1 partikiil arasina sikismis ya da partikiile bagl fakat baglanma bolgeleri
acikta kalan TNFo miktar1 olarak aciklanabilir.

1/5 oraninda hazirlanan TNFa-GNP karigiminda; yaklasik 90 pg/ml siipernatanda ve
70 pg/ml pelette, totalde 160 pg/ml hesaplandigi i¢in yaklasik 190 pg/ml (350-160)
TNFo’nin GNP yiizeyine baglandigini diistinebiliriz. 1/10 oraninda hazirlanan TNFa
-GNP karisiminda; yaklasik 80 pg/ml slipernatanda ve 110 pg/ml pelette, totalde 190
pg/ml hesaplandigi icin yaklagik 160 pg/ml (350-190) TNFa’'nin GNP yiizeyine
baglandigini diisiinebiliriz. Bu sonuglar ayn1 zamanda 1/5 ve 1/10 oraninda hazirlanan
karisimda 1/5 oraninda hazirlanan GNP- TNFa karisiminin daha iyi sonug verdigini
gosterdigi i¢in, calismalarimizin bundan sonraki asamalarinda 1/5 oraninda 24 saat
inkiibe edilerek hazirlanan GNP- TNFa karisimlart kullanilmistir. Genel olarak bu

sonuglar UV-VIS spektrofotometresi ve TEM ile elde edilen verilerle tutarlidir.
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Sekil 4.4. TNFa i¢in standart grafik (A); GNP yiizeyine baglanan ve baglanmayan
TNFa konsantrasyonlari (B).

4.3.Test Bilesiklerin Sitotoksisitesi
4.3.1. Test bilesiklerin MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksisitesi

TNFa, Dox, GNP, GNPs-TNFa ve GNPs-TNFa-Dox test bilesiklerinin MCF-7
hiicrelerindeki sitotoksisitesi, ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan bilesiklerin
hiicrelerle 48 saat muamele edilemesi sonrast MTT test ile saptand1 ve her bir bilesigin

hiicre canliligin1 %50 inhibe eden konsantrasyonu (IC50) hesaplandi.

TNF-a; 3.1,6.25,12.5, 25 ve 50 ng/mL araliginda, Dox, GNP, GNPs-TNFa ve GNPs-
TNFa-Dox ise 3.1, 6.25, 12.5, 25 ve 50 pg/mL araliginda ¢alisildi. Sekil 4.5.”de test
bilesiklerinin MCF-7 hiicrelerindeki % sitotoksisite degerleri gosterildi. Ayrica tiim
test bilesiklerinin g¢alisilan konsantrasyonlarinin logaritmasia karsilik % canlilik
degerleri grafiklenerek GraphPad 9 programi ile IC50 degerleri hesaplandi ve
Sekil.4.5’in sag tarafinda gosterildi.

Sonugta TNFa, GNP, Dox, GNP-TNFa ve GNP-TNFa-Dox bilesiklerinin her birisinin
doza bagl olarak hiicre canliligin1 baskiladig1 gézlendi. MCF-7 hiicrelerinde TNFa
icin IC50 degeri 16.45 ng/mL, GNP i¢in 13.28 pg/mL, Dox i¢in 5.28 pg/mL, GNP-
TNFa igin 6.32 ug/mL, GNP-TNFa-Dox i¢in 3.74 ug/mL olarak bulundu.
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Sekil 4.5. Test bilesiklerinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksisitesi ve

IC50 degerleri. Veriler, iic bagimsiz deneyin ortalama + SD's1 olarak verildi.

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 kontrole gore

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4.3.2. Test bilesiklerin AMJ-13 hiicrelerindeki sitotoksisitesi

TNFa, Dox, GNP, GNPs-TNFa ve GNPs-TNFa-Dox test bilesiklerinin AMJ-13
hiicrelerindeki sitotoksisitesi, ¢esitli konsantrasyonlarada hazirlanan bilesiklerin
hiicrelerle 48 saat muamele edilemesi sonrast MTT test ile dl¢iildii ve her bir bilesigin

hiicre canliligini1 %50 inhibe eden konsantrasyonu (IC50) hesaplandi.

TNFa; 3.1,6.25,12.5, 25 ve 50 ng/mL araliginda, Dox, GNP, GNPs-TNFa ve GNPs-
TNFa-Dox ise 3.1, 6.25, 12.5, 25 ve 50 pg/mL araliginda ¢alisildi. Sekil 4.6.’da test
bilesiklerinin AMJ-13 hiicrelerindeki hiicre canliligina etkisi ve sitotoksisite ylizdesi
gosterildi. Tim test bilesiklerinin ¢alisilan konsantrasyonlarinin logaritmasina karsilik
% canlilik degerleri grafiklenerek GraphPad 9 programi ile IC50 degerleri hesaplandi

ve Sekil.4.6’nin sag tarafinda gosterildi.

Sonug¢ta TNFa, GNP, Dox, GNP-TNFa ve GNP-TNFa-Dox bilesiklerinin her birisinin
doza bagli olarak hiicre canliligini baskiladig1 gozlendi. AMJ-13 hiicrelerinde TNF-a
icin IC50 degeri 16.84 ng/mL, GNP i¢in 11.40 pg/mL, Dox igin 5.04 pg/mL, GNP-
TNFa igin 5.86 pg/mL, GNP-TNFa-Dox igin 3.33 olarak bulundu.

4.3.3. Test bilesiklerin REF hiicrelerindeki sitotoksisitesi

Test bilesiklerinin saglikli kontrol grubu olarak kullanilan REF hiicrelerindeki
sitotoksisitesi, gesitli konsantrasyonlarda hazirlanan bilesiklerin hiicrelerle 48 saat
muamele edilemesi sonrast MTT test ile dlciildii ve her bir bilesigin hiicre canliligimi

%350 inhibe eden konsantrasyonu (IC50) saptandi.

Sekil 4.7° de test bilesiklerinin REF hiicrelerindeki hiicre canlilifina etkisi gosterildi
ve sitotoksisite yiizdesi 6l¢iildii. Tiim test bilesiklerinin ¢alisilan konsantrasyonlarinin
logaritmasina karsilik % canlilik degerleri grafiklenerek GraphPad 9 programi ile IC50

degerleri hesaplandi ve Sekil.4.7’nin sag tarafinda gosterildi.

Sonugta test Dbilesiklerinin  saglikli  REF  hiicrelerinde olduk¢a  yiiksek
konsantrasyonlarda ¢ok az sitotoksisiteye neden oldugu gozlendi. REF hiicrelerinde
TNFa i¢in IC50 degeri 281.4 ng/mL, GNP i¢in 197.5 pg/mL, Dox igin 108.2 pg/mL,
GNP-TNFa i¢in 115.7 pg/mL, GNP-TNFa-Dox i¢in 100.6 pg/mL olarak bulundu.
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Sekil 4.6. Test bilesiklerinin AMJ-13 meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksisitesi ve
IC50 degerleri. Veriler, iic bagimsiz deneyin ortalama + SD's1 olarak verildi.
*p < 0,05 **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 kontrole gore

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.7. Test bilesiklerinin REF hiicrelerindeki sitotoksisitesi ve IC50 degerleri.

Veriler, iic bagimsiz deneyin ortalama + SD's1 olarak verildi. *p < 0,05,

**p <0,01, ¥**p <0,001, ****p <0,0001 kontrole gore istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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MTT test ile elde edilen sitotoksisite c¢alismalarinda sonug¢ olarak, tiim test
bilesiklerinin doza bagli olarak hiicre canliligini baskiladigint gozlemledik. Hem
MCF-7 hem de AMJ-13 meme kanseri hiicre hatlarinda en giiglii sitotoksik etkiyi ti¢lii
kombinasyonla GNP-TNFa-Dox kompleksinde gézlemledik.

Cizelge 4.1.°de calisilan test bilesiklerinin MCF-7 ve AMJ-13 meme kanseri hiicreleri
ile saglikli REF hiicrelerindeki IC50 degerleri gosterildi. Kanser hiicre hatlarinda
gozledigimiz sitotoksik etkinin REF hiicrelerinde olmamasi ise hazirladigimiz yeni

nano ilag¢ tagiyicilarin segici olarak anti kanser terapide kullanilabilecegini gosterdi.

Cizelge 4.1. Test bilesiklerinin hiicre hatlarindaki IC50 degerleri

Test bilesikleri MCF-7 AMJ-13 REF

IC50 IC50 IC50
TNFa (ng/mL) 16.45 16.84 281.4
GNPs (ng/mL) 13.28 11.40 197.5
Dox (ug/mL) 5.83 5.06 108.2
GNP-TNFae (ng/mL) 6.32 5.86 115.7
GNP-TNFea-Dox(pg/mL) 3.74 3.33 100.6

4.3.4. Test bilesiklerin koloni olusumuna etkisi (Klonojenite test)

TNFa, GNP, Dox, GNP-TNFa ve GNP-TNF-Dox bilesiklerinin MCF-7, AMJ-13 ve
REF hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisini dogrulamak ve hiicre yogunlugunu
gormek icin klonojenite testi yapildi. Hiicrelerin, test bilesiklerinin IC50 dozlari ile 24
saat inkiibe edimesi ve ardindan kristal viyole ile boyanmasi sonrasi koloniler
mikroskop altinda goriintiilendi. Sekil 4.8’de test bilesiklerinin koloni olusumuna
etkisi goriilmektedir. Sekil 4.8°de en giiglii sitotoksik etkinin GNP- TNFa-Dox
kompleksinde MCF-7 ve AMJ-13 hiicrelerinde oldugu goriilmektedir. Ayrica MTT
test sonuglar1 ile uyumlu bir sekilde REF hiicrelerinde test bilesiklerinin ¢ok az

sitotoksik oldugu gozlenmistir.
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Control cells Treated cells
GNPs TNF-ct/GNPs Dox. TNF-0/GNPs/Dox

MCF-7 Cells

AMJ-13 Cells

REF- Cells

Sekil 4.8. Test bilesiklerinin koloni olusumuna etkisi.

4.4. Test Bilesiklerin Apoptosisi indiikleme Potansiyeli

TNFa, GNP, Dox, GNP- TNFa ve GNP-TNFa-Dox bilesiklerinin, MCF-7, AMJ13
kanser hiicre hatlar1 ve REF normal hiicre hatlarinda apoptosisi indiikleme potansiyeli
Akridin orange (AO)-Ethidium Bromide (EtBr) ikili boyama teknigi ile test edilmistir.
AO/EtBr boyamasi kromozom yogunlagsmasi ve DNA hasar1 gibi apoptosisi 6zgii
niikleer degisiklikleri saptamak i¢in kullanildi ve boyanan hiicreler floresan mikroskop

altinda goriintiilendi.

AO/EtBr ile boyandiktan sonra apoptosise ugramayan hiicreler yesile boyanirken,
apoptotik hiicreler turuncu veya kirmiziya boyanir. Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da test
bilesiklerinin IC50 dozlar1 ile 24 saat muamele edildikten sonra AO/EtBr ile boyanmis
hiicrelerin farkli biiyilitme skalalarinda ¢ekilmis forograflar1 gosterildi. Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10°da gortldiigii gibi, GNP-TNFa-Dox kompleksinin diger test bilesiklerine
gore en yiiksek apoptotik aktiviteye neden oldugu gozlenmistir. Test bilesikleri MCF-
7 ve AMJ-13 hiicrelerinde en diisiik apoptotik aktiviteden en yiiksek apopototik
aktiviteye dogru sirastyla TNFa, GNP, GNP- TNFa, Dox, GNP- TNFa -Dox seklinde
stiraland1 (Sekil 4.9- Sekil 4.10). Bu sonu¢ MTT test ve klonojenite test sonuglari ile
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bire bir uyumlu bulundu. Ayrica test bilesiklerinin hi¢ birisinin REF hiicrelerinde
apoptosise neden olmadigi hiicrelerin tamamen yesile boyanmasiyla gozlendi. Bu
sonu¢ hazirladigimiz yeni nano ilag tasiyic1 partikiillerin segici olarak meme

kanserinde apotosisi uyararak anti kanser terapide kullanilabilecegini gosterdi.

AMJ-3 cells MCF-7 cells REF cells

Sekil 4.9. AO/EtBr ile ¢ift boyanmis MCF-7, AMJ-13 ve REF hiicre hatlarinin
floresan mikroskop gortintiisii (1000m). Kontrol grubu (A), TNFa ile (B)
GNP'ler ile (C), Dox ile (D), GNP-TNFa ile (E) , GNP-TNFa-Dox ile (F)

mamele edilmis hiicreler.
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REF cells

Sekil 4.10. AO/EtBr ile c¢ift boyanmis MCF-7, AMJ-13 ve REF hiicre hatlarinin
floresan mikroskop goriintiisii (5000m). (A) Kontrol grubu (A), TNFa ile
(B), GNP ile (C), GNP- TNFa ile (D), Doksorubisin ile (E), GNP- TNFa

-Dox ile (F) muamele edilmis hiicreler.
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4.5. Test Bilesiklerin Otofajiyi Indiikleme Potansiyeli

MCF-7 ve AMJ-13 meme kanser hiicre hatlarinin TNFoa, Dox, GNP, GNPs-TNFa ve
GNPs-TNFa-Dox test bilesikleri ile ayr1 ayrt muamele edilmesi sonrasinda otofaji
belirteci olan hiicre i¢i LC3 protein diizeyi indirekt immunfluoresans yontemi

kullanilarak akiskan hiicre sitometresinde analiz edildi.

Bunun i¢in ilk olarak hiicreler her bir bilesik i¢cin daha dnce saptanmis olan IC50
dozlar ile 48 saat muamele edildi. Ardindan otofaji indikatorii LC3 proteinine 6zgii
primer ve sekonder antibadiler kullanilarak, hiicre i¢i LC3 proteini flow sitometrede
nicel ve nitel olarak saptandi. Sekil 4.11°de test bilesiklerinin MCF-7 ve AMJ-13
hiicrelerindeki LC3 protein diizeyi nitel olarak gosterildi. Sekil 4.11°de gdsterildigi
gibi, test edilen bilesikler ile muamele edilen hiicrelerde gézlenen pikin tepe noktasinin
kontrol grubuna goére saga dogru kaymasi LC3 protein diizeyinin arttigini

gostermektedir.

Sekil 4.12°de ise test bilesiklerinin MCF-7 ve AMJ-13 hiicrelerinde LC3 diizeyine
etkisi kantitatif olarak gosterilmistir. LC3 diizeyinin floresans isaretli antibadi ile
isaretlenmesi sonrast flow sitometrede okunan fluoresans 1s1k miktar1 MCF-7
hiicrelerinde (A)-kontrol grubu i¢in 411.7 £ 22.11; (B)- TNFa ile muamele edilmis
hiicreler i¢in 930. 9 +22.11; (C) GNP ile muamele edilmis hiicreler i¢in 1245 + 64.13;
(D) GNP- TNFa ile muamele edilmis hiicreler igin 2031 + 91.68; (E) Doksorubisin ile
muamele edilmis hiicreler i¢in 1618 + 40.71; (F) GNP- TNFa -Dox ile muamele
edilmis hiicreler i¢in ise 2673+ 371.0 olarak o6l¢tildii.

LC3 diizeyini gosteren fluresans 151k miktart AMJ-13 hiicrelerinde hiicrelerinde (A)-
kontrol grubu i¢in 419.3 +33.06; (B)- TNFa ile muamele edilmis hiicreler i¢in 926.0
+ 26.30; (C) GNP ile muamele edilmis hiicreler i¢in 1303 £ 37.60; (D) GNP- TNFa
ile muamele edilmis hiicreler i¢in 2064 + 146.2; (E) Doksorubisin ile muamele edilmis
hiicreler i¢in 1583 + 71.27; (F) GNP- TNFa -Dox ile muamele edilmis hiicreler igin
ise 2666 + 47.77 olarak olgiildii (Sekil 4.12).

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de goriildiigii gibi higbir ilag ve nanopartikiil ile etkilesime
girmemis kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda LC3 protein diizeyinin artan

birikimi gézlendi. En yiiksek LC3 diizeyi ise GNP- TNFa -Dox kompleksi tarafindan
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indiiklendi. Bu sonuglar, hazirlanan GNP- TNFa -Dox ilag tasiciyr nanopartikiiliin
meme Kanseri hiicrelerinde kontrole gore anlamli bir otofagosom olusumuna ve otofaji

indiiksiyonuna neden oldugunu gostermektedir.

MCF-7 cells AMJ-13 cells

]

Count

LC3
Sekil 4.11. Test bilesiklerinin LC3 diizeyini gosteren histogram grafik. (A) Kontrol
grubu, (B) TNFa ile muamele edilmis, (C) GNP ile muamele edilmis, (D)
GNP- TNFa ile muamele edilmis, (E) Doksorubisin ile muamele edilmis,
(F) GNP- TNFa -Dox ile muamele edilmis hiicreler.
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Sekil 4.12. Test bilesiklerinin MCF7 ve AMJ-13 hiicrelerindeki LC3 diizeyine etkisi.
(A) Kontrol grubu hiicreler, (B) TNFa ile muamele edilmis hiicreler, (C)
GNP ile muamele edilmis hiicreler, (D) GNP- TNFa ile muamele edilmis
hiicreler, (E) Doksorubisin ile muamele edilmis hiicreler, (F) GNP- TNFa
-Dox ile muamele edilmis hiicreler. Sonuglar 3 bagimsiz deneyden elde

edilen ortalama + SD olarak verildi.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada, meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek yeni bir nanoteknolojik ilag
tastyicinin - gelistirilmesi ve bu yeni ilacin antikanser etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bunun i¢in PEG kapli GNP’ler ilk olarak tiimor hiicrelerini spesifik
olarak hedeflemek amaciyla tiimor nekrozis faktor-o (TNF-a) ile modifiye edilmis ve
ardindan doksorubisin (Dox) ile yiiklenereck terapotik bir terapotik molekiil
olusturulmustur. Gelistirilen bu yeni ilag¢ tasiyici nanopartikiiliin anti-kanser etkisi,
MCF-7 ve AMJ-13 meme kanseri hiicre hatlar1 ile saglikli hiicre hatti olan REF

hiicrelerinde test edilmistir.

Gelistirdigimiz ila¢ tasima sisteminin ¢ekirdegini olusturan altin nanopartikiilii
secmemizin ¢esitli nedenleri vardir. GNP’ler ideal boyutu, yiiksek yiizey hacim orani,
basit sentez, yiiksek stabilite, benzersiz optik, katalitik, elektriksel 6zellikler, biyo
uyumluluk, yiiksek kimyasal ve fiziksel stabilite, yiiksek ila¢ tasima kapasitesi,
uzatilmis dolasim siireleri, diisiik toksisite, cesitli modifikasyon secgenekleri,
biyodistribiitér olma ve ila¢ bozulmasimi onleme yetenekleri gibi ¢oklu 6zellikleri
nedeniyle dzellikle segilmistir (Zelechowska-Matysiak vd., 2023; Aftab vd., 2018;
Sadiq vd., 2022).

Altin nanopartikiillerin ylizeyi, proteinlerin spesifik olmayan adsorpsiyonunu
onlemeye, dolasimdaki GNP’lerin retikiiloendotel system (RES) tarafindan alimini en
aza indirmeye boylece kan dolagiminda uzun siireli dolagimina ve dolayisiyla hedef
dokuya daha fazla birikmesine yardimci olabilecek biyouyumlu poli etilen glikol
(PEQG) ile kaplanir. PEG ile kaplamak GNP’lerin tiimor dokuya artan gecirgenlik ve
tutma (EPR) etkisi ile gegisini artiran bir 6zellik olarak rapor edilmistir (Louis, 2017).
Zhang vd., 2011; Huang vd., 2023).Bu nedenlerden dolay1 ¢aligmamizda ticari olarak
satin aldigimiz PEG kaplit GNP’leri kullandik. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda 10 nm
boyutundaki GNP’lerin karaciger ve bobrekte birikmedigi rapor edildigi i¢in (Zhang
vd., 2011) biz de ¢alismamizda 10 nm boyutundaki kiiresel GNP’leri kullandik.

TNF-a, hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, hayatta kalmasi ve 6liimiiyle ilgili ¢esitli sinyal
yolaklarindan sorumlu olan inflamatuar bir sitokindir (Shao vd., 2013). TNF-o’nin
apopotosisi indiikleyerek gergeklestirdigi segici anti kanser etki mekanizmasi ¢ok iyi

calisilmistir. Ancak anti kanser ilag olarak kullanimi sistemik toksisiteden ve 6liimciil
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kardiyomiyopatiden dolay1 kistlanmistir (lyer vd., 2006). Bu nedenle, ilk olarak
Paciotti vd., (2004, 2006) tarafindan, sistemik toksisiteyi azaltmak ve timor
hiicrelerine hedefleme saglamak i¢in TNF-o PEG kapli GNP’lere immobilize
edilmistir. Bizde ¢alismamizda ayn1 yontemi kullanrak PEG kapli GNP’lere TNFa’yi

immobilize ettik.

Gelistirilen bu ilag tasima sistemi lizerine antikanser etkiyi artirmak i¢in Doksorubisin
(Dox) ekledik. Dox meme kanseri tedavisinde halen kullanilan ¢ok toksik bir
antibiyotiktir. Ancak tiim kemoterapétik tedavilerde oldugu gibi Dox sadece kanser
hiicrelerini degil ayni1 zamanda saglikli hiicreleri de 6ldiirmektedir. Ayrica Dox’e kars1
gelisen direnc¢ kanser tedavisinde basarizliga neden olmaktadir. Bu nedenle Dox’i
hedef hiicreye segici olarak tasiyabilecek bir ilag tasiyici sistem gelistirmeyi

amagcladik.

TNF-a’nin PEG kapli GNP iizerine immobilize oldugunu UV-goriiniir spektroskopi,
TEM goriintiileri ve ELISA yontemiyle dogruladik.

GNP’ler, ylizey plazmon rezonansi (SPR) nedeniyle belirli bir 151k bandin1 absorbe
etme yetenegine sahiptir. Emilim bandinin genisligi ve maksimum emilimin tepe
konumu, partikiillerin morfolojisine (boyut, sekil ve homojenlik), partikiiller
arasindaki koagiilasyona ve dielektrik ortama baglidir (Aryal vd., 2019). Bizde UV-
goriiniir spektroskopisi ile elde ettigimiz aborbsiyon spektrumunda GNP’lerin 530 nm
de maksimum pik verdigini gozlemledik. Bu sonug, ayni boyutlarda (10 nm)
GNP’lerin 520-550 nm arasinda maksimum bir pik verdigini gdsteren ¢aligmalar ile

uyumluydu (EI Domany vd., 2018).

TNFa baglandiktan sonra bu pikin 570 nm’ye kaydigi ve genisledigi gézlendi. Bu
pikin pozisyonu ve genisligi parcacik yiizey modifikasyonu ve partikiil boyutundaki
artis ile 1lgili olarak yorumland: (Aryal vd., 2019). Ayrica yaklasik 420 nm’de daha
kiictik ikinci bir pik gozlendi. Bu pikin TNFa’ya 6zgii bir pik oldugu diistintildii. Bu
goriintii daha 6nce TNF-a'nin sistin kalintilar {izerinde bulunan siilthidril gruplari
araciligilyla PEG kapli GNPlerin yiizeyine kovalent baglandigini rapor eden
caligmalarla uyumlu bulundu (Paciotti vd., 2006). Dox baglanmasiin sonucunda
TNFa’ya 6zgii 420 nm’deki pikin ¢ok az kayarak 435 nm’de daha yiiksek bir pik

olugsmasina neden oldugu g6zlendi. Absorbsiyon spektrumu ile elde edilen veriler daha
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onceki caligmalar ile uyumlu bulundu (Aryal vd., 2019; EI Domany vd., 2018
Spadavecchia vd., 2016; Sikora vd., 2022).

TNFa ve Dox’in GNP iizerine baglandigi ayrica partikiil boyutu ve morfolojisini
goriintiileme imkani sunan TEM analizi ile de dogrulandi. 10 nm boyutundaki GNP’ler
TNFa baglandiktan sonra 15 nm, Dox baglandiktan sonra ise 20 nm olarak 6l¢iildii.

Ayrica partikiil morfolojiside bu baglanmay1 dogrular sekilde degisti.

Ayrica GNP ve TNF-a arasindaki baglantiyr dogrulamak icin ELISA teknigi
kullandik. ELISA sonuglarina bakildiginda, TNF-o konsantrasyonunun, GNP ile
baglandiktan sonra belirgin bir sekilde diistiigli goriildii. Bu sonu¢ TNFo’nin GNP
tizerine baglandigin1 dogruladi. Sonug olarak UV-VIS spektrofotometresi, TEM ve
ELISA sonuglari bir biriyle uyumlu bulundu.

Baglama adimlar1 ve karakterizasyonun ardindan GNP, TNFa, Dox, GNP-TNF ve
GNP-TNF-Dox bilesiklerinden olusan 5 ¢alisma grubu olusturuldu. Bu test
bilesiklerinin sitotoksisitesi insan meme kanseri hiicre hattt olan MCF-7 ve AMJ-13
ile saglikl1 hiicre hatt1 olan REF hiicrelerinde MTT test kullanilarak arastirildi ve 48
saatlik IC50 dozlar1 hesaplandi. Sonug olarak tiim test bilesiklerinin MCF-7 ve AMJ-
13 hiicrelerinde doza bagli olarak artan sitotoksisitesi gézlendi. MCF-7 hiicre hattinda
en yiiksek sitotoksisite sirastyla GNP- TNFa -Dox > Dox > GNP-TNF > GNP > TNF
seklinde gozlendi. AMJ-13 hiicre hattinda ise GNP- TNFa -Dox > GNP-TNF > Dox
> GNP > TNF seklinde gozlendi. Bu datalar Dox’in MCF-7 hiicrelerinde daha etkin
bir sitotoksisiteye neden oldugunu gosterdi. Ayrica GNP- TNFa -Dox komplesinin
MCF-7 hiicrelerinde IC50 dozu 3.74 pg/mL bulunurken AMJ-13 hiicrelrinde 3.33
ug/mL bulundu. lging olani test bilesiklerinin neredeyse hepsi saglikli REF
hiicrelerinde ancak ¢ok yiiksek dozlarda sitotoksisiteye neden oldu. Bu sonug
nanopartikiillerin kanser hiicreleri i¢in segici bir tedavi olusturacagini gosterirdi. Bu
sonuglar GNP-Dox kompleksinin anti kanser etksini kanserli hiicreler ve saglikli
hiicrelerde karsilastiran ¢aligsmalarla uyumlu bulundu (Iyer vd., 2006). Dox’in saglikli
hiicrelerde sitotoksik olmamasinin nedeni ise saglikli hiicrede hiicre proliferasyonun
dolayisiyla topoizomeraz enzim diizeyinin az olmasindan kaynaklandigi seklinde

yorumladi.
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Test bilesiklerinin sitotoksisitesi ayni zamanda klonojenite test sistemi ile de
dogrulandi. Test bilesiklerinin IC50 dozlari ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerin koloni
olusturmasi inverted mikroskopta goriintiilendi. Sonugta, her iki kanser hiicre hattinin
apoptosis sonucu hasar gordiigii, komsu hiicrelerle temaslarini kaybettigi ve hiicre
sayisinin azaldigi gozlendi. Diger yandan, REF kontrol hiicrelerinin uzun ve yapigkan
normal morfolojilerini korudugu gozlendi. Bu sonuglar MTT testinde elde edilen
datalarla uyumlu olup, MCF-7 ve AMJ-13 hiicrelerinde koloni olusumunun sirasiyla
GNP- TNFa -Dox < Dox <GNP-TNF < GNP < TNF seklinde azaldig1 gozlendi.

Bundan sonraki asamada test bilesiklerinin apoptosisi indiikleme potansiyellerini
morfolojik olarak aragtirdik. Bunun i¢in Acridine orange — Ethidium Bromide
(AO/EtBr) cift boyama testi kullandik. AO/EtBr bayamasi ile kanser hiicrelerindeki
niikleer degisimi ve DNA parcalanmasini floresan mikroskop altinda inceledik. AO'n
erken, normal ve geg fazda apoptosisi ayirt etmek i¢in etidium bromiir (EB) ile birlikte
kullanildig1 bilinmektedir (Smith vd., 2012). AO, apoptotik hiicreler de dahil olmak
lizere tim hiicre tiplerine gegebilirken, EtBr sadece hasarli membranlara sahip
hiicrelere girebildigi icin, apoptosisin ge¢ asamasindaki hiicrelere ve olii hiicrelere
niifuz eder ve konsantre DNA fragmentleri ve apoptotik cisimlere baglandiginda
turuncu veya kirmizi floresans yayar. Bu test sonucunda biz, GNP- TNFa -Dox
kompleksinin MCF-7 ve AMJ-13 hiicre hatlarinda diger test bilesiklerine gére en
yiiksek apoptotik aktiviteye sahip oldugunu gozlemledik. REF hiicre hattinin ise

herhangi bir sitotoksik etki olmaksizin normal morfolojisini korudugunu gézledik.

Ayrica hazirladigimiz test bilesiklerinin apoptotik aktivitesi ekibimiz tarafindan
yapilan bagka bir calismayla dogrulandi. Bu ¢alismada test bilesiklerinin apoptosisi
indiikleme potansiyelleri mitokondriyal membran potansiyelinin 6l¢iilmesi, apoptotik
genlerden Bad, kaspaz 3, kazpaz 7 ve p53 diizeylerinin dl¢iilmesiyle degerlendirildi.
Test bilesiklerinin mitokondrial membran potansiyelini disiikten yiiksege dogru
sirastyla TNF, GNP, GNP-TNF, Dox ve GNP-TNF-Dox bozdugu, JC-1 protein
diizeyinin flow sitometre ile olgiilmesiyle gosterildi. GNP-TNF-Dox kompleksinin
MCF-7 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini %72, AMJ-13
hiicrelerinde ise %74 oraninda bozarak apoptosisi indiikledigi gosterildi (Jawad vd.,
2023). Ayrica test bilesiklerinin ayn1 sirayla Bad ve kaspaz 3 diizeyinde artisa neden
oldugu gosterilerek apotosisi indiikledikleri dogrulandi (Jawad vd., 2023).
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Son olarak hazirlanan test bilesiklerinin otofajiyi indiikleme potansiyeli otafaji marker:
olan LC3 protein diizeyinin flow sitometrede Sl¢iilmesiyle analiz edildi. Sonugta test
bilesiklerin MCF-7 ve AMJ-13 hiicrelerinde LC3-II diizeyinde artisa neden olarak
otofagozom olusumunu indiikledigi bulundu. En yliksek otofaji indiiksiyonu GNP-
TNF-Dox kompleksinde saptandi. LC3 protein diizeyi en diisiikten en yiiksege dogru
sirastyla, TNF, GNP, Dox, GNP-TNF ve GNP-TNF-Dox bilesiklerinde gozlendi.

Sonugta hazirladigimiz nanopartikiillerin hem apoptosis hem de otofaji indiiksiyonuna
neden oldugunu gozlemledik. Bu durum otofajinin kanser hiicrelerinin biiylimesini
tesvik eden bir mekanizma oldugunu ve apoptosisin olmadigi durumda otofajik hiicre
Olimiiniin gerceklestigini bildiren ¢alismalarla ¢eliskili goriinse de (Lim vd., 2011),
son yillarda yapilan bir ¢ok calismada otofaji ve apoptosisin sirali veya es zamanli
olarak gerceklesebilecegi rapor edilmistir. Bu ¢alismalar 1s18inda, otofaji ve apoptosis
arasinda ii¢ farkl iligski tanimlanmistir. Otofaji, apoptosis ile isbirligi yaparak 6limii
tesvik edebilir, apoptosise karsi ¢ikarak hayatta kalmayr destekleyebilir, apoptosisin
bir veya daha fazla asamasina katilarak apoptosise imkan saglayabilir (Park vd., 2007;
Colell vd., 2007; Eisenberg-Lerner vd., 2009; Giansanti vd., 2011 Beilankouhi vd.,
2023).

Ayrica daha once yapilan calismalarda, ¢ok giiclii apoptotik etkiye sahip oldugu
bilinen TNFa’nin da ERK-1/2 sinyal yolag: araciliiyla otofaji indiiksiyonuna neden
oldugu bildirilmistir (Yuan vd., 2018). Buna ek olarak, yine giiclii apoptotik etkisinden
dolay1 klinikte kullanilan Dox’in otofagosom olusumunu indiikledigi, LC3II protein
diizeyinde ve ATG gen ifadelerinde artisa neden olarak otafaji indiiksiyonunu
sagladig1 bir ¢ok farkli ¢calismada rapor edilmistir. Bu calismalarda 6zellikle Dox’in
neden oldugu otofaji indiiksiyonunun tiimorii baskilayan, apoptosise destek olan bir
stireg oldugu belirtilmistir (Koleini ve Kardami, 2017). Bu sonuglar, bizim
calismamizda kullandigimiz tiim test bilesiklerinin hem apoptosis hem de otofajiyi

indiiklemesini dogrular niteliktedir.

Sonug olarak bu tez calismasinda hazirlanan nanopartikiillerden GNP-TNFa-Dox
kompleksinin diger nanopartikiillere gore, 6zellikle bugiin klinikte kullanilan Dox
tedavisine gore daha etkin bir sitotoksisiteye ve antikanser etkiye sahip oldugu
bulundu. Ayrica GNP-TNFa-Dox komplekslerinin meme kanseri hiicre hatlarinda,

kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde sitotoksik oldugu, bunu hem apoptosis hem
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de otofaji indiiksiyonunu saglayarak gerceklestirdigi saptandi. Bu sonuglar tezin en
onemli amaglarindan birisi olan hedefe 6zgii kanser tedavisi yaklagimi i¢in GNP-
TNFa-Dox komplekslerinin etkin bir antikanser tedavisi olusturabilecegini ve

gelecekte meme kanseri tedavisinde kullanilabilecegini gosterdi.
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