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OZET

Doktora Tezi

GUMUS ILE YUKLENMIS TITANYUM DIOKSIT NANOTUPLERININ CESITLI
KANSER HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK, ANTIKANSER VE HUCRE
OLUMU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Akoua Aurelie Carine ALLOUNAN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

Giliniimiizde nanomateryaller teknolojiden tip diinyasina bir¢ok platformda kullanim
alam bulmaktadir. Ozellikle nanomateryallerin hiicre icinde &nemli oranda sitotoksik etki
olusturmasi belirli metallerin nanoboyutta sentezlenerek kanser tedavisinde ilag tastyici
olarak, fototerapi amagh 1s1 ile aktiflesme ve farkli metaller ile yiiklenerek kanser
hiicrelerini 6ldiirme amagli kullanimlarini yayginlastirmistir. TiO2 bazli nanomateryaller
son donemde medikal amagli olarak yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir. In-vitro
caligmalar, nanoyapili TiO;'nin bazi hiicrelerin niikleer bdlgesine erisebildigini ve
genotoksik etkiye neden oldugunu kanitlamistir. Giimiis, yliksek biyouyumluluk ve
antimikrobiyal oOzellikleriyle ile taninmaktadir. Kanser tedavisinde hastalar siklikla
kemoterapdtik ajanlara direng gelistirmektedir. Ayrica, bu terapdtik ilaglarin ¢ogu hedefe
Ozgii degildir ve etrafindaki saglikli viicut dokularina zarar verme ihtimalleri yliksek
olmaktadir.

Bu doktora tez caligmasinda ilk kez gerceklestirilen glimis ile yiiklenmis titanyum
nanotiipleri ile insan kolorektal kanser, insan akciger kanser ve insan meme kanser hiicre
hatlarinda olas1 genotoksik ve antikanser etkileri belirlenmeye calisilmistir. 24 saatlik
XTT deneyleri, 80 ila 640 pg/mL doz araliginda AgTNT'min zaman ve doza bagh
sitotoksik etkilerini ortaya koymustur. AgTNT'ye 24 saat boyunca maruz kalan
hiicrelerde komet testi ile DNA hasar1 parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis gozlenmistir. Reaktif oksijen tiirlerinde de Onemli bir artis gdézlenmistir. ICsg
dozlarinda AgTNT tarafindan indiiklenmis hiicrelerde tipik apoptotik morfolojik 6zellik
hiicre i¢i TEM ile gbzlenmis ve son olarak annexin-V ve multikaspaz deneyleri ile hiicre
olimii etkisi dogrulanmustir. Test verileri, AgTNT'nin sitotoksisiteyi, dnemli DNA
hasarmi ve HT-29, A549 ve MCF-7 hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilecegine dair
giiclii kanitlar saglayarak antikanser potansiyellerini ortaya koymaktadir ve TiO2
nanotiiplerin etkin anti-kanser ajanlar olarak 6zgiinliigiinii ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nanotiipler, Glimiis, Titanyum dioksit, Kolorektal Kanser, Akciger

Kanseri, Meme Kanseri, Sitotoksisite, Anti-kanser etkisi, Apoptoz
2024, xv + 110 sayfa
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ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC, ANTICANCER AND CELL DEATH
EFFECTS OF SILVER-LOADED TITANIUM DIOXIDE NANOTUBES ON
SEVERAL CANCER CELLS
Akoua Aurelie Carine ALLOUNAN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

Nanomaterials are used in many platforms from technology to medicine. The significant
cytotoxic effect of nanomaterials on cells has expanded the use of certain metals as drug
carriers in cancer treatment, such as phototherapy, and for combination with different
metals to kill cancer cells. TiO2-based nanomaterials have been widely used primarily for
technological and recently for medical purposes. In-vitro studies revealed that
nanostructured TiO> can access the nuclear region of some cells and cause genotoxic
effect. Silver is known for its high biocompatibility and antimicrobial properties.In cancer
treatment, patients often develop resistance to chemotherapeutic agents. Furthermore,
most of these therapeutic drugs are not target-specific and are likely to damage
surrounding healthy body tissues.

In this study, silver-loaded titanium nanotubes were used for the first time to determine
their potential genotoxic and anticancer effects on human colorectal, lung and breast
cancer cell lines. 24 h XTT experiments revealed time- and dose-dependent cytotoxic
effects of AgTNT in the dose range of 80 to 640 pg/mL. A significant increase in DNA
damage parameters was observed by comet assay in cells exposed to AgTNT for 24 h. A
significant increase in ROS was also observed. Apoptotic morphology of cells induced
by AgTNT at ICso doses was observed by intracellular TEM and cell death effect was
confirmed by annexin-V and multicaspase assays. Data provide strong evidence that
AgTNT can induce cytotoxicity, significant DNA damage and apoptosis of HT-29, A549
and MCF-7 cells, demonstrating their anticancer potential and revealing TiO2 nanotubes
potential as effective carriers.

Key words: Silver, Titanium dioxide, Colorectal cancer, Lung cancer, Breast cancer,

Cytotoxicity, Anticancer effect, Apoptosis
2024, xv + 110 pages
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Normal hiicrelerden metastaza degigen tiimdr gelisim asamalari. ..
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Sol-gel yontemiyle titanyum nanotiiplerin hazirlanma siireglerinin
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Hidrotermal yontemiyle titanyum nanotiiplerin hazirlanma
stireglerinin gOrliNtiSTl ......ccveerieeriieiiieiieeie e
Anodizasyon yOntemiyle titanyum nanotiiplerin hazirlanma
stireglerinin gOriNtiSTl ......ccvverieeriieniieiieeie e
Taramali elektron mikroskobu (FESEM) goriintiisti .......................
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1. GIRIS

Tip ve teknolojideki 6nemli ilerlemelere ragmen, kanseri tamamen ortadan kaldirmaya
yonelik etkili stratejilerin mevcut secenekleri sinirli kalmaktadir. Metastaz ve kanser
tekrar1, sakatlik ve 6liim oranlarina 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir. Bu hastaliktan
en ¢ok etkilenen iilkelerden biri olan ABD'de 2023 yilinda toplam 1.958.310 yeni kanser
vakas1 ve 609.820 kanser kaynakl1 6liim olacagi dngoriilmistiir. Bu say1, 6zellikle akciger
kanseri, kadinlarda ise meme kanseri, erkeklerde prostat kanseri ve kolorektal kanser
olmak iizere kadinlarda ve erkeklerde siklikla teshis edilen kanserlerin sayisindaki artigla
aciklanmaktadir (Siegel vd., 2023). Kiiresel Kanser G6zlemevi (GCO) tarafindan yapilan
projeksiyonlara gore, 2030 yilmma kadar yilda yaklasik 30 milyon bireyin kansere
yakalanmasi beklenmektedir. Kanserden kaynaklanan yiiksek 6liim orani nedeniyle,
aileler ve toplum tizerindeki ekonomik yiik oldukca fazladir (Shah vd., 2019). Bu nedenle
kanserin Onlenmesi, taranmasi, teshisi ve tedavisine oncelik verilmesi hayati dnem

tagimaktadir.

Nanomalzemeler 10 nm'den 100 nm'ye kadar bir boyut dagilimi sergileyerek énemli bir
ylizey alanina sahip olmakta ve bu da onlar1 biyolojik baglamlarda kullanim i¢in olduk¢a
uygun hale getirmektedir. Nanomalzemeler insan viicudu i¢inde yiiksek hareket kabiliyeti
sergileyerek belirli dokulara etkili bir sekilde niifuz etmelerini kolaylastirmaktadir.
Nanopartikiiller ila¢ molekiilleriyle birlikte konjugasyonlar olusturabilmekte ve bdylece
teshis i¢cin kanser hiicreleri gibi etkilenmis dokularin 6zel olarak hedeflenmesini
kolaylastirmaktadir (Zhang vd., 2022). Nanomalzemeler, onlari nanometre 6l¢egindeki
tipik makromolekiillerden ayiran farkli optik, manyetik ve elektriksel 6zelliklere sahip
olmaktadir. Nanomalzemeler yiliksek ylizey alani/hacim oranma, artan elektrik
iletkenligine, optik sogurma spektrumlarinda degisiklige ve farkli floresan 6zelliklerine
sahiptir. Biyolojik bariyerlerin iistesinden gelmek ic¢in artan gecirgenlik ve gelismis
biyouyumluluk gibi baz1 6zellikleri, tipta kullanim potansiyeline katkida bulunmaktadir.
Nanomalzemelerin benzersiz Ozellikleri, kanser tedavisinde kullanilabileceklerini
diisiindiirmektedir (Cheng vd., 2021; Saleh, 2016). Yiiksek alani/hacim oranlari
nedeniyle nanopartikiiller terapdtik bilesige baglanarak hedefe yonelik tedavide kimyasal
ilag komplekslerinin segiciligini artirabilmektedir (Tian vd., 2022). ilag tastyicilar olarak
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nanomalzemelerin  kullanilmasinda, boyutlar1 bir avantaj olusturmaktadir. Bu
nanoboyutlar, endositozdan sonra hiicre zarlarina niifuz etmeye ve lizozomal kagisa izin
verebilmektedir. Boyutlarin disinda, nanomalzemelerin ylizey kimyasal o6zellikleri,
parcacik alimi, proteinlerin baglanmasi ve stabilizasyonu ve dagilimi i¢in ¢ok dnemlidir

(Jarosz vd., 2017).

Farmaso6tik miihendisligin gelisimi i¢in yararli olmalarina ragmen, nanomateryaller
sitotoksik etkileri sebebiyle kullanim alani olarak sinirli olabilmektedir. Simdiye kadar
yapilan arastirmalar, hiicre 6liimiiyle sonuclanan, reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
baglt oksidatif stres indiiklenmesi, iltihap, genetik hasar ve hiicre bdliinmesinin
durdurulmasi gibi olaylar yoluyla nanomateryallerin neden oldugu farkli toksisite
sonuglarini ortaya koymaktadir (Johnston vd., 2010; Ju-Nam ve Lead, 2008). Farkli
maruz kalma yollar1 ile baglica organlarda nanomateryallerin birikimi ve bunun
sonucunda toksisiteye neden oldugu gosterilmistir (Morimoto vd., 2015; Sotiriou vd.,

2012).

Hidrotermal sentez kosullarii1 ayarlayarak nanotiipler, nanoteller, nano lifler,
nanoribondlar ve nanorodlar gibi ¢esitli titanyum dioksit TiO2 nanotiip yapilarinin
formlar iiretilebilmektedir (Aydin vd., 2018). Hidrotermal yontem, TiO> nanotiiplerin

hazirlanmasinda en yaygin kullanilan yontemlerden biridir (Bavykin vd., 2006).

Temel olarak titanyum nanoyapilarinin ilgi ¢ekici olmasi TiO2’in biyouyumluluk
ozelliliginin yan1 sira mekanik 6zelliklerinden de kaynaklanmaktadir (Peng vd., 2009; Y.
Zhang vd., 2014a). Nanoyapili TiO2’nin biyomedikal kullaniminin bir¢ok yararma
ragmen, bu nanoyapilarin toksisite sorunlar1 birka¢ bilimsel ¢aligmada belirtilmistir.
Nanoyapilt TiO2’nin antikanser Ozelliklerini degerlendirmeye yonelik, fotodinamik
terapi’de TiOz nanoparcaciklarinin olasi uygulanmasina yonelik aragtirmalar yapilmistir.
TiO2’nin 151k duyarli nanopargaciklarin tiimér dokusuna uygulanmasindan sonra, bu
nanomalzemeler, belirli bir dalga boyuna sahip elektromanyetik bir radyasyon
kullanilarak uyarilmislardir. Sonug olarak, 1sikla uyarilmis metal oksitlerin yiizeyinde,
ROS olusmakta ve bu daha sonra kanser hiicrelerine zarar vermektedir (Liang vd., 2021;

Mansfield vd., 2015; Sargazi vd., 2022).



Nanoteknolojinin ilerlemesiyle, nanopargaciklarin medikal alanda kullanimi i¢in yeni
terapotik yaklasimlar gelistirilmistir. Giimiis metali, dogal bir biyosittir (Samberg vd.,
2010). Glimiis iyonlarinin, hiicre Oliimiine neden olan ve metabolik islemlerin
bozulmasia yol agan disiilfit veya siilfhidril enzim gruplar ile etkilesime girdigi de

bilinmektedir (Aydin vd., 2018).

Glimiis gibi inorganik metal bazli nanopartikiiller tarafindan indiiklenen hiicresel ve
molekiiler tepkiler tiimor hiicrelerinde ayrintili olarak arastirilmistir ve birgok
nanopartikiil tiirleri antikanser etkileri, ¢esitli arastirma gruplari tarafindan agiklanmistir

(AshaRani vd., 2009; Cheng vd., 2021; Singh vd., 2009; Uygur vd., 2009).

Kanser tedavisinde hastalar siklikla kemoterapétik ajanlara direng gelistirmektedir. Ek
olarak, sistemik uygulamada kullanilan kemoterapdtik ajanlar ciddi yan etkilere neden
olmaktadir. Ayrica, bu terapétik ilaglarin gogu hedefe 6zgii degildir ve etrafindaki saglikli

viicut dokularina zarar verme ihtimalleri yiiksek olmaktadir.

Nanomateryal kullaniminin 6zellikle biyomedikal alanda giderek yayginlasmasi goz
ontline alindiginda titanyum dioksit nanotiiplerinin hiicrede olusturdugu oksidatif hasara
bagli olarak sitotoksik etki gosterdigine dair sinirli ¢calisma bulunmaktadir.

Bu tezin 6zel amaglari asagidaki hususlardan olugmaktadir:

- 8-12 nm ¢apinda, 100 nm uzunlugunda bos titanyum dioksit nanotiipleri ve glimiis
partikiilleriyle yiiklenmis titanyum dioksit nanotiipleri ve sentezlemek ve
karakterize etmek. Hiicre ici TEM goriintiilemeyi kullanarak, sentezlenen ve
hiicrelere maruz birakilan nanotiiplerin gergekten hiicrelere niifuz ettigini ve
cekirdeklerine ulagtigini gostermek,

- Titanyum dioksit nanotiiplerin sade formda (giimiis partikiillerine baglanmamis)
kolorektal, akciger ve meme kanseri hiicre hatlar1 {lizerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkilerini analiz etmek,

- Giimiis partikiilleriyle yiiklenmis titanyum dioksit nanotiiplerin kolorektal,
akciger ve meme kanseri hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkilerini analiz etmek ve bu nanotiiplerin ayn1 hiicreler lizerindeki etkilerini bos

nanotiiplerin etkileri ile karsilagtirmak.
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Guimiis partikiillerle yiiklenmis titanyum dioksit nanotiiplerin kolorektal, akciger
ve meme kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki antikanser ajan olup olmadigini
degerlendirmek,

Gilimiis ile yliklenmis titanyum nanotiiplerin kolorektal, akciger ve meme kanser
hiicrelerinde antikanser ve apoptotik ajan olarak ilk kez denenmesini saglamak,
(ayn1 nanomateryal daha Once {retilerek sadece antimikrobiyal etkisi
arastirilmistir)

Titanyum dioksitin terapdtik kanser molekiilleri i¢in biyouyumlu bir rezervuar ve
tastyici olarak potansiyelini degerlendirmek,

Elde edilen veriler ile literatiirdeki 6nemli bir boslugu doldurmak ve yeni
arastirmalar icin bir temel olusturmak,

Bu calisma ile, genel olarak yeni kanser tedavilerinin gelistirilmesine ve daha
spesifik olarak kolorektal, akciger ve meme kanser tedavisinin gelistirilmesine
katkida bulunulmas1 ve bdylece kemoterapinin sinirlarinin genisletilmesi doktora

tezinin 6zgiin degerini arttirmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser tarihgesi

Kanser, kokenleri veya ciltlerinin rengi ne olursa olsun tiim diinyada birkag¢ bin insani
etkileyen oldukca karmasik bir hastaliktir. Metastatik kanser ve neoplazma kanitlari
sirastyla Edmontosaurus fosillerinde (Kretase) ve Neandertal kafatasinda (M.O 35 000),
Misir ve inka mumyalarinda rapor edilmistir (David ve Zimmerman, 2010). Insanlarda
kanserin en eski tanimi, Georg Ebers papiriisii, Edwin Smith papiriisii (M.O 1600 civar1)
ve Kahun papiriisii (M.O 1825 civar) dahil olmak iizere M.O 3000-1500 yillar1 arasinda
yazilmis Misir papiriislerinde bulunmustur. Yunanistan'da, tibbin babasi olan Hipokrat
de Cos (M.O 460-370), Corpus Hippocraticum'da kanseri ayrmtili olarak tanimlamustir.
Yunanca “carcinos” veya “carcinoma” terimlerini kronik {iilserler veya kotii huylu
bliyliyen sislikler icin, scirrhus terimini ise sert kivamli bir kanser tiirii i¢in kullanmistir.
Yunanca'da karsinos kerevit, kanser, tiimor anlamina gelirken, skirros isim olarak kati
tiimor ve sifat olarak sert, sertlesmis anlamina gelmektedir. Romali bir doktor olan Celsus
(M.O 28-M.S 50) Yunanca carcinos kelimesini Latince yengeg, kerevit, ahmak ve kanser,
¢iban anlamina gelen cancer kelimesine ¢evirmistir. Bu kelime, yenge¢ seklindeki bazi
kanserli lezyonlardan esinlenmistir. Galien (131-201) Yunanca'da kitle anlamina gelen
onkos terimini malignant goériinen bir kitle ya da tiimdri ifade etmek i¢in kullanmigtir

(Atict, 2007).

2.2. Kanser tanimi

Hiicre biiylimesi insan viicudunda fizyolojik bir siiregtir. Bir embriyo ve biiyiiyen bir
cocuk olarak, viicudumuzdaki hiicreler hizla bolinmektedir. Yaslandik¢a bu siireg
yavaglar ve hiicreler genellikle yalnizca hasarli veya 6lii hiicrelerin yerine ge¢mek igin
boliinmektedir. Normal hiicreler siklikla sinyallere maruz kalmakta ve kontrol altinda
tutulmaktadir. Bu sinyaller hiicrenin bdliinmesi, baska bir hiicreye farklilasmasi veya
Olmesi gerekip gerekmedigine karar vermekte, bdylece hiicreler uygun olmayan
zamanlarda bolinmemektedir. Hasarli hiicreler bu kontrollerden kagabilmekte, bu da
kontrolsiiz biiylime ve ¢ogalmaya sebep olarak tiimor olusumuna yol acgabilmektedir.
Kanser, insan viicudundaki g¢ogu dokuyu etkileyebilen bir hastaliktir. Genellikle

kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve kat1 bir tiimor durumunda ¢evre dokunun invazyonu ile

5



tanimlanmaktadir. Ek bir 6zellik olarak, hepsi olmamak ile birlikte, birgok kanserde
timor hiicreleri birincil bdlgeden (yani birincil tiimérden) uzak bir bolgeye goc
edebilmekte ve yerlesebilmektedir. Bu olay metastaz olarak bilinmekte ve Gliimciil
sorunun ¢ogundan (yaklasik %90) sorumludur. Kanserin bu ilk tanimi, kotii huylu
timorler olarak adlandirilan tiimorleri kapsamaktadir. Bu tanima, hematopoetik
dokulardan kaynaklanan ve kanda dolasan tiimor hiicrelerine yol agan 16semi de dahil
edilmektedir. Ikinci ve daha genis bir tanim ise, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi gdsteren
ancak invazyon gostermeyen ve ¢ogu durumda hastanin hayatini tehdit etmeyen iyi huylu

tiimorleri de icermektedir (Fidler, 1989; Rusciano ve Burger, 1992).

Tumér Baslangica Timoér Gelisimi

>
>
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Sekil 2.1. Normal hiicrelerden metastaza degisen tlimor gelisim asamalari

Kanser gelisimi, mutasyona ugramis tek bir hiicrenin anormal sekilde c¢ogalmaya
baslamastyla ortaya ¢ikmaktadir. Popiilasyon i¢inde daha hizli ¢ogalan degisime ugramis
hiicrelerin secilmesini takip eden ek mutasyonlar ilerlemeye ve ardindan ¢evredeki bag
dokularia yayilmaya yol agmaktadir. Degismis hiicreler kan ve lenfatik damarlar yoluyla

uzak organlara yayilabilmektedir.



2.3. Kanser smiflandirilmasi

Kanserler, genellikle olustuklari doku ve hiicre tipine gore siniflandirilmaktadir.
Karsinomalar epitelyal hiicrelerden kaynaklanan ve insanlarda en sik goriilen kanser
tirleridir. Kanser vakalarinin yaklasik %80'ini olusturmaktadir. Bunun nedeni,
yetiskinlerde hiicre cogalmasinin ¢ogunun epitel dokuda meydana gelmesi olabilmektedir
(Fidler, 2003). Ayrica, epitel dokular kanser gelisimini tesvik eden cesitli fiziksel ve
kimyasal hasarlara karsi en hassas dokulardir. Sarkomlar bag dokusu veya kas
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Bu iki kategoriye girmeyen kanserler arasinda beyaz
kan hiicrelerinden ve bunlarin 6nciisii olan hematopoetik kok hiicrelerden tiireyen cesitli
l16semiler ve lenfomalar ile sinir sistemi hiicrelerinden tiireyen kanserler yer almaktadir.
Malign tiimorlerin isim setine kosut olarak, benign tiimdrler i¢in de benzer bir isim seti
bulunmaktadir. Ornegin bir adenom, glandiiler organizasyona sahip benign bir epitelyal
timordiir; buna karsilik gelen malign timor tipi ise adenokarsinoma olarak
isimlendirilmektedir. Benzer sekilde, kondrom ve kondrosarkom sirasiyla iyi huylu ve
kot huylu kikirdak tiimorleridir. Kanserlerin ¢ogu kokenlerini yansitan ozelliklere
sahiptir. Ornegin, keratinosit kok hiicresinden tiireyen bir bazal hiicreli karsinoma
hiicreleri genellikle sitokeratin ara filamentlerini sentezlemeye devam ederken, derideki
bir pigment hiicresinden tiireyen bir melanoma hiicreleri genellikle (ancak her zaman
degil) pigment tanecikleri iliretmeye devam etmektedir. Farkli hiicre tiplerinden
kaynaklanan kanserler genel olarak ¢ok farkli hastaliklardir. Ornegin derinin bazal hiicreli
karsinomalar1 sadece lokal olarak invaziv olup nadiren metastaz yaparken, melanomalar
cok daha kotlii huylu olabilir ve siklikla metastaz olusturmaktadir. Bazal hiicreli
karsinomalar cerrahi veya radyoterapi ile kolayca tedavi edilirken, malign melanomalar

metastaz yaptiktan sonra genellikle 6liimle sonu¢lanmaktadir (Fidler, 2003).

2.4. Kanser olusum nedenleri
2.4.1.Viriisler ve Bakteriler

Hepatit B (HBV) ve hepatit C viriisleri (HCV), Epstein-Barr virlisii (EBV), insan
papilloma virlisii (HPV), insan immiin yetmezlik viriisii tip 1 (HIV-1), Helicobacter
pylori (H. pylori) ve Streptococcus bovis (S. bovis) gibi enfeksiydz ajanlar farkli

kanserlerin olusumuna katkida bulunmaktadir (de Flora ve la Maestra, 2015; de Martel
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vd., 2012). Genel olarak, enfeksiyonlar kanser tiirlerinin %10'u ile iliskilendirilmektedir

(Alibek vd., 2013; Anand vd., 2008; Burd, 2003).

Enfeksiydz ajanlar dogrudan veya dolayli (kronik enflamasyon yoluyla veya immiin
siipresyon yoluyla etki ederek) kanser olusumunda rol oynamaktadir. Bu ajanlar,
bagisiklik sistemini atlatmak ve bdylece kanserojen potansiyellerini tam olarak
kullanabilmek i¢in basarili bir sekilde bazi stratejiler gelistirmistir. Dogrudan
kanserojenler esas olarak hiicresel proteinlerle etkilesime giren ¢esitli onkojenlerin
ekspresyonuyla tanimlanan virlislerdir. Bu viriisler hiicre dongiisii kontrol noktalarini
bozabilmekte, apoptozu inhibe edebilmekte ve ardindan hiicre immortalizasyonunu
artirabilmektedir (Morales-Sanchez ve Fuentes-Panand, 2014). HPV, HBV ve EBV gibi
ajanlar dogrudan karsinojen olarak tanimlanmistir. Dolayli kanserojenler, kronik
enflamasyona neden olma 6zellikleri ile karakterize edilmektedir. Kronik enflamasyon
genellikle enfekte hiicreler ve/veya enflamatuar hiicreler tarafindan salgilanan
kemokinler, sitokinler, prostaglandinler gibi enflamasyon mediatorlerinin {iretimine
sebep olmaktadir (Lemon ve McGivern, 2012; Moore ve Chang, 2017). Enflamatuar
mediatorlerin salinimlari, dogrudan mutajenik etkileri olan reaktif oksijen tiirlerinin
iiretimine, bagisiklik sisteminin diizensizlesmesine ve tiimor neovaskiilarizasyonu ve
tiimoriin sagkalimi i¢in ¢ok 6nemli olan anjiyogenezin tesvik edilmesine yol agmaktadir.
Hepatit viriisleri olan HBV ve HCV, bakteri olan H. pylori ve S. bovis, kronik
enflamasyona yol agarak kanser olusumuna neden olduklar1 gosterilmis enfeksiy6z
ajanlardir (International Agency for Research on Cancer, 2012). ikinci dolayh
mekanizma ise bagisiklik sisteminin baskilanmasi yoluyla gerceklesmektedir. Bu
mekanizma HIV-1 enfeksiyonu ile baglantili olarak gdsterilmistir. HIV-1 enfeksiyonuna
dayali bagisiklik sisteminin baskilanmasi, normalde viicudun belirli kanserlerden

korunmasina yardimci olan bagisiklik sistemini zayiflatabilmektedir (Engels vd., 2008a).



Cizelge 2.1. Enfeksiyoz ajanlarin kanser tiirii ve karsinogenez mekanizmalari

Ajanlar Kanser tiirii Karsinogenez mekanizmalar:
HBV Hepatoseliiler karsinom HCC Kronik inflamasyon ve
dogrudan karsinojen (EI-Serag,
2012; Levrero ve Zucman-
Rossi, 2016)
HCV Hepatoseliiler karsinom HCC Kronik inflamasyon
(Poortahmasebi vd., 2016)
EBV Burkitt lenfomasi, Nazofarenks Dogrudan karsinojen (Brady
kanseri, Hodgkin lenfoma vd., 2008; Pattle ve Farrell,
20006)
HPV Serviks karsinomu, Anal karsinoma | Dogrudan karsinojen (Miinger
Ag1z kanseri vd., 2004)
HIV Kaposi sarkomasi, non-Hodgkin Bagisiklik sisteminin
lenfoma, Serviks karsinomu baskilanmasi (Engels vd.,
2008b)
H. pylori Adenokarsinoma and lenfoma Kronik inflamasyon (Ishaq ve
Nunn, 2015; Tokudome vd.,
20006)
S. bovis Kolorectal kanser Kronik inflamasyon
(Kovalchuk vd., 2014)

2.4.2. Kimyasal kanserojen maddeler

Kanserojen, uygun kosullar saglandiginda, bir veya birkag organ veya dokuya etki ederek
insan ve hayvanlarda kanser gelisim siirecini baslatabilen bir bilesiktir (Huff, 1999).
Deneysel bir bakis acisiyla, bir kimyasal bilesigin, laboratuvar hayvanlarina uygulanmasi,
bilesige maruz kalmayan kontrol grubundaki hayvanlarla karsilagtirildiginda, bir veya
daha fazla histolojik neoplazi tiirliniin goriilme sikliginda istatistiksel olarak anlamli bir
artisa neden oldugunda kanserojen olarak kabul edilmektedir (Butterworth ve Bogdanfty,
1999). Insanlar gida, hava, su, igyerleri vb. gibi ortamlarda bulunduklarinda kimyasal
kanserojenlere maruz kalabilmektedir. Kimyasal kanserojenler, sentezlenen veya
endiistriyel, tarimsal veya ticari amagclarla kullanilan dogal kimyasallar, sentetik bilesikler
veya her ikisinin karisimlar1 olarak siniflandirilabilmektedir (Irigaray ve Belpomme,
2010). Kansere neden oldugu kanitlanmis yiizlerce kimyasal bilesik bulunmaktadir.
Birgok arastirmaci, kimyasal kanserojen maddeleri baslaticilar, destekleyiciler ve

ilerleticiler olarak siniflandirmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2000; Klaunig vd., 2011).



Timor baslaticilar, boliinen bir hiicrede bir¢ok mekanizma kullanarak DNA'da ilk
mutasyonu indiikleyebilen kanserojen bilesiklerdir, bdylece mutasyona ugramis
hiicrelerin ilk klonu ortaya ¢ikabilmektedir (Irigaray ve Belpomme, 2010) . Baslaticilar
DNA'ya duyarli kimyasallardir. DNA zincirinde kesintiler, DNA onariminda hatalar veya
bir baz onarmminin ortadan kaldirilmas: gibi DNA iizerinde degisikliklere neden
olabilmektedir. Kanserojen baslaticilara O6rnek olarak alkilleyici ajanlar, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler, metaller (kadmiyum, krom ve nikel),
aflatoksinler ve nitrozaminler verilebilmektedir. Destekleyici olarak siniflandirilan
kimyasal kanserojenler, baslaticilardan sonra defalarca uygulandiginda doniisiim siirecini
hizlandirmakta veya desteklemektedir. Destekleyicinin etkili olabilmesi i¢in haftalar,
aylar ve yillar boyunca bulunmasi gerekmekte ve etkisi hedef dokudaki konsantrasyonuna
dayanmaktadir (Butterworth vd., 1992). Bazi destekleyici ajanlar belirli bir dokuya 6zgii
olmakla birlikte, digerleri ayn1 anda birka¢ doku iizerinde etkili olabilmekte ve DNA ile
dogrudan etkilesime girmemektedir (Yuspa vd., 1983; Yuspa ve Poirier, 1988). Hiicre
yiizeyinin c¢esitli biiylime faktorlerine duyarliligmmin degismesi, hiicre yiizeyindeki
glikoproteinlerin ve glikolipidlerin degismesi, hiicre morfolojisinin degismesi, fosfolipid
ve glikoz metabolizmasinin artmasi, DNA sentezinin ve hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasi,
serbest oksijen radikallerinin iiretiminin artmasi, gen amplifikasyonu yoluyla bir hiicre
dongiisii i¢inde orantisiz DNA replikasyonunun indiiklenmesi ve apoptozun dnlenmesi
gibi hiicrelerde bazi degisikliklere neden olabilmektedir (Irigaray ve Belpomme, 2010;
Klaunig vd., 2011) . Destekleyici olarak siniflandirilan kimyasal kanserojenlere 6rnek
olarak dietilstilbesterol, siklamatlar, phorbol 12-myristate 13-acetate ve sakarin

verilmektedir.

Kimyasal kanserojenler de ilerleticiler olarak siniflandirilabilmektedir. Bu ajanlar
mutasyona ugramis hiicreleri ilerleme asamasina geciren kimyasal bilesiklerdir, yani
premalign mutasyona ugramis hiicrelerin geri donilisiimsiiz olarak tamamen malign
hiicrelerin fenotipini elde etmelerini saglarlamaktadir. Ilerletici ajanlar arasinda
alkilleyici ajanlar, arsenik tuzlari, asbest ve benzen bulunmaktadir (Butterworth ve

Bogdanfty, 1999; Hanahan ve Weinberg, 2000).
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Kimyasal kanserojenler ayrica etki mekanizmalarinin islevine goére ve DNA ile olan
iliskilerine gore genotoksik ve genotoksik olmayan olarak siniflandirilabilmektedir
(Butterworth vd., 1992; Samuel M. Cohen ve Leon B. Ellwein, 1991; Williams, 2001).
Genotoksik kanserojenler, DNA eklentileri ve ardindan mutasyonlar, kromozomal
aberasyonlar ve veya kromozom sayisinda degisiklikler olusturmak icin DNA ile
dogrudan reaksiyona girme veya etkilesime girme kapasitesine sahip olan kimyasallardir
veya metabolitleridir (Butterworth, 2006; Pogribny ve Beland, 2013). DNA eklentileri
makromolekiillerle kurulan kovalent baglardan olusmaktadir ve DNA replikasyonundan
once ortadan kaldirilmazsa bu eklentiler mutasyonlara yol acabilmektedir (Spencer vd.,
2009). Bu tiir mutasyonlar onkogenlerde veya hiicre ¢cogalmasini kontrol eden tiimor

baskilayici genlerde meydana gelirse, kanser olusumuna sebep olabilmektedir.

Genotoksik olmayan karsinojenlerin promotdr olarak etki gosterdikleri ve metabolik
aktivasyon gerektirmedikleri gosterilmistir. Adlarindan da anlasildigi gibi, DNA ile
dogrudan reaksiyona girmez ve eklentiler olusturmazlar. Genotoksik olmayan
karsinojenler, reseptor aracili endokrin modiilasyonu, reseptdr aracili olmayan endokrin
modiilasyonu, tiimor gelistirme, dokuya 6zgii toksisite ve iltihapl yanitlarin indiiksiyonu
dahil olmak iizere ¢ok cesitli kanser indiikleme mekanizmalarina sahiptir (Hernandez vd.,

2009).

2.4.3. Yasam tarzi etmenleri

Bircok bilimsel ¢aligma, genlerin yani sira diyet ve fiziksel aktiviteyi kapsayan yasam
tarzinin da kanser olusumunda énemli oldugunu gostermistir. 1981 yilinda Doll ve Peto,
tiim kanser oliimlerinin yaklasik %35'inin beslenme aligkanliklarindan kaynaklandigini

belirtmistir (Doll ve Peto, 1981).

Diinya Kanser Arastirma Fonu (WCRF) ve Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii
(AICR) igbirligiyle gerceklestirilen bir ¢caligmanin raporuna gore, yliksek gelirli iilkelerde
tiim kanserlerin yaklasik dortte biri ila ligte biri, diisiik gelirli iilkelerde ise yaklasik beste
biri ila dortte biri saglikli beslenerek, fiziksel olarak aktif olarak ve saglikli kiloyu
koruyarak onlenebilmektedir (Clinton vd., 2020).
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2.4.4.Viicut yaglanmasi

Viicut yaglanmasi birgok kanser tiiriiniin riskini gii¢lii ve tutarli bir sekilde artirmakta ve
kanser i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biridir. Meme (menopozdan sonra), kolorektum,
pankreas, 6zofagus, endometrium ve bobrek kanserine neden olduguna dair kanitlar
olduk¢a kuvvetlidir (World Cancer Research Fund vd., 2018; World Cancer Research
Fund. ve American Institute for Cancer Research., 2007). Kanser gelisiminde yalnizca
yag dokusunun miktar1 degil, ayn1 zamanda yag dokusunun viicut i¢indeki yeri de
onemlidir. Karmsal bolgedeki yaglanma, kolorektal kanser riskinin artmasiyla oldukca
baglantilidir ve biiyiik olasilikla meme kanseri (menopozdan sonra), pankreas kanseri ve
endometriyal kansere de neden olabilmektedir (World Cancer Research Fund, 2011;
World Cancer Research Fund. ve American Institute for Cancer Research., 2007). Bu
baglantilarin ardindaki mekanizmanin, kanser olusumunda rol oynayan cinsiyet
hormonlari, insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii gibi hormonlarin ve biiylime
faktorlerinin dolasimdaki konsantrasyonlarinin artmasi ile gerceklestigi diisiiniilmektedir
(Calle ve Kaaks, 2004; Pischon vd., 2008). Ayrica, viicuttaki yaglanma, kanser gelisimini
hizlandirabilen proinflamatuar faktorlerin yiiksek seviyeleri ile nitelendirilmektedir

(Calle ve Kaaks, 2004; Pischon vd., 2008).

2.4.5. Fiziksel aktivite

Fiziksel aktivite kolon kanseri riskini 6nemli Ol¢lide azaltmakta ayrica menopoz sonrasi
meme kanseri ve endometriyal kansere karst da koruma saglamaktadir. Fiziksel
aktivitenin i¢sel steroid hormon metabolizmasi ve bagisiklik fonksiyonu iizerinde olumlu
etkisi bulunmaktadir. Kolorektal kanser vakalarinin yaklasik %3-12'sinin fiziksel olarak
aktif olmakla onlenebilecegi diistiniilmektedir (Kushi vd., 2012; World Cancer Research

Fund ve American Institute for Cancer Research., 2007).

2.4.6. Beslenme tarzi

Hayvansal gidalar genellikle et, kiimes hayvanlari, balik, yumurta, siit ve diger siit
iirinlerini icermektedir. Sigir eti, domuz eti, kuzu eti ve keg¢i etini igeren kirmiz1 etin yani
sira iglenmis et, yani tiitsiilenerek, kiirlenerek, tuzlanarak veya kimyasal koruyucular

eklenerek muhafaza edilen etler (6rnegin jambon, pastirma, pastirma, salam ve sosis),
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kolon ve rektum kanseri riski artirmaktadir (World Cancer Research Fund, 2011).
Kolorektal kanser olusumunda rol oynayan faktorler, heterosiklik aminler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar gibi spesifik mutajenlerdir; bunlar etin ¢ok yiiksek sicaklikta
veya dogrudan alev {izerinde ¢ok fazla pisirilmesiyle olugsmaktadir. Kirmiz1 ette bulunan
ve kanser olusturma siirecine dahil olabilecek spesifik bir bilesen de heme demiridir. Bu
bilesen iki farkli yol lizerinden etki gosterebilmekte: (1) gastrointestinal sistemdeki yagin
peroksidasyonunu katalize ederek sitotoksik ve mutajenik alkenallerin olugsmasina neden
olmaktadir; (2) Gastrointestinal sistemde kanserojen olan N-nitroso-bilesiklerinin
iiretimine neden olmaktadir. Bu s6z konusu olan N-nitroso-bilesikleri, nitratlar ve nitritler
islenmis etlere kiirleme islemi sirasinda koruyucu olarak eklendiginde de

olusabilmektedir (World Cancer Research Fund, 2011).

Siit tiiketimi muhtemelen kolon ve rektum kanserine karsi koruma saglayabilmesine
ragmen, yapilan calismalar siit tiiketiminin kanser gelisimindeki olumsuz etkilerini
gostermistir (World Cancer Research Fund. ve American Institute for Cancer Research.,
2007). Yiksek kalsiyum igeren beslenmeler muhtemelen prostat kanseri riskinin
artmasuyla iligkilidir. Prostat kanser olusumunda kalsiyum mekanizmasinin D vitaminini
icerdigi one stiriilmektedir. Yiiksek kalsiyum alimi 1,25 dihidroksivitamin D olusumunu
down-regiile ederek, prostatta hiicre proliferasyonunun artmasina sebep olabilmektedir

(World Cancer Research Fund ve American Institute for Cancer Research., 2007).

2.4.7. Alkol tiikketimi

Alkollii icecekler cesitli kanser tiirlerine neden olmaktadir. Alkolli igceceklerin yiiksek
tiiketimi, agiz, yutak, girtlak, yemek borusu ve meme kanseri (menopoz dncesi ve sonrast)
ile belirgin bir sekilde baglantilidir. Ayn1 zamanda erkeklerde kolorektal kansere neden
oldugu, kadinlarda ise muhtemelen kolorektal kansere ve karaciger kanserine neden
oldugu diisiintilmektedir (World Cancer Research Fund ve American Institute for Cancer
Research., 2007). Etanoliin birincil metaboliti olan asetaldehit ve diger reaktif
metabolitler kanserojen olabilmektdir. Ayrica alkol, prostaglandin {iiretimini, lipid
peroksidasyonunu ve serbest radikal oksijen tiirlerinin olusumunu tetikleyebilmektedir
(Kushi vd., 2012; World Cancer Research Fund ve American Institute for Cancer

Research., 2007).
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2.4.8. Gidalarin muhafazasi, islenmesi ve hazirlanmasi

Baz1i gidalarin korunmasi, islenmesi ve hazirlanmasi yontemleri kanser riskini
etkileyebilmektedir. Islenmis et, tuz ve tuzla korunmus gidalar, tahillar ve bakliyatlar gibi
aflatoksinlerle kontamine olmus gidalar kanser olusumunda rol oynadiklarini kanitlayan
bulgular mevcuttur (World Cancer Research Fund ve American Institute for Cancer
Research., 2007). Mide kanseri muhtemelen tek basina ve konserve yiyeceklerle birlikte
tuz miktarindan kaynaklanmaktadir. Aflatoksinler, yukarida bahsedilen gidalar sicakta
cok uzun siire saklandiginda bazi kiifler tarafindan iiretilmekte ve aflatoksin bulagsmis bu
gidalar karaciger kanserine neden olmaktadir (World Cancer Research Fund ve American

Institute for Cancer Research., 2007).

2.4.9. Sigara icme

Tiitlin kullaniminin saglik iizerindeki etkisi sasirticidir. Diinya ¢apinda, diizenli olarak
sigara i¢cen yaklasik 750.000 kisi de dahil olmak iizere, bir milyardan fazla tiitiin iiriinleri
tiiketicisi bulunmaktadir (Giovino vd., 2012). Bunun sonucunda ortaya ¢ikan erken 6liim
orant (2011 yilinda yaklasik 6 milyon 6liim), sigaray1 diinya ¢apinda onlenebilir erken
oliimlerin en 6nemli nedeni haline getirmektedir. Bu alt1 milyon 6liimiin %33'ii kanserden

kaynaklanmaktadir (Mathers ve Loncar, 2006).

Tiitlin dumani, bronsiyollere ve alveollere ulasabilecek kadar kiiclik partikiillerin ve
gazlarin zengin bir karisimidir. Taze tiitiin dumaninin, benzo(a)piren, tiitline 6zgii
nitrozaminler, benzen, polonyum ve toksinler gibi ¢ok sayida bilinen kanserojen dahil
olmak iizere yaklasik 7000 farkli kimyasal igerdigi rapor edilmistir (United States. Public
Health Service. Office of the Surgeon General., 2010). Bu bilesenler dogrudan ve dolayl
olarak karsinojeneze katkida bulunmaktadir. Tiitiin dumani yiiksek oksidatif potansiyele
sahiptir ve akcigerde sistemik olarak iltithaplanmaya neden olmaktadir. Tiitiin dumanin
bilesenleri akcigerlerden dolagima gegmekte ve tiim viicuda ulagsmakta, boylece sadece
absorpsiyon bdlgesinde degil, viicudun g¢ogu organinda karsinojenlerin dokularda
birikmesine yol agmaktadir. Karaciger, kanserojen metabolizmasinin ve aktivasyonunun
gerceklestigi bir bolgedir ve bobrekler ve mesane karsinojenlerin atiliminda rol

oynamaktadir. Sigaranin kansere neden oldugu diisiiniilen hem spesifik hem de spesifik
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olmayan yollar vardir. Bagimlili§in bir sonucu olarak tiitin dumanindaki kanserojen
maddelerle siirekli temas ve yasamlar1 boyunca her giin sigara igen kisilerde ¢ok ytiksek
kanser riskine yol agmaktadir. Bununla birlikte, pasif sigara i¢enlerin siirekli ancak daha
diisiik seviyelerde maruz kalmalar1 da kansere neden olabilmektedir. Tiitiine 6zgi
karsinojenler DNA eklentileri olusturmakta ve onkogenlerde ve tiimor baskilayict
genlerde mutasyonlara yol a¢gmaktadir. Sigara i¢menin, Ozellikle akciger ve diger
organlarda benzo(a)piren ve tiitiine 6zgli nitrozaminler gibi sigara dumaninda bulunan
karsinojenlerin DNA eklentilerinin sikligint artirdigir ve TP53 ve KRAS dahil olmak
iizere onkogenlerde ve tiimdr baskilayici genlerde DNA hasarina ve mutasyonlara neden
oldugu bulunmustur (United States. Public Health Service. Office of the Surgeon
General., 2010).

2.5. Kanserin temel ozellikleri

Kanser ozellikleri, insan hiicreleri tarafindan normal durumdan neoplastik biiylime
durumuna kadar kazanilan bir dizi islevsel yetenek olarak tanimlanmaktadir. Daha
spesifik olarak, insan hiicrelerinin kotli huylu tiimorler olusturma kabiliyeti i¢in ¢ok
onemli olan yetenekler olarak tanimlanmaktadir. Hanahan ve Weinberg ilk olarak,
cogalma sinyalini siirdiirme, biiylime baskilayici sinyallerden kaginma, programlanmis
hiicre dliimiinden (apoptoz) kag¢inma, ¢ogalma Oliimsiizligiinii saglama, yeni damar
olusumu tetikleme, invazyon ve metastazi aktive etme gibi edinilmis yetenekleri iceren
alt1 6zellik onermistir(Hanahan ve Weinberg, 2000). Daha sonra, kapsamli ¢aligmalar
sayesinde Ozellikleri yeniden gozden gecirilmistir ve tiimor mikrogevresinin ¢ok
karmagik ve heterotipik oldugu anlagilmistir. Giincel yayinlar temelinde bugiin, ilk
onerilere ilave sekiz 6zellik olmak tizere toplam on dort 6zellik bulunmaktadir (Hanahan,
2022). Kanser hiicrelerine ait ortaya cikan yeni Ozellikler; bagisiklik sisteminden
kacinma, tiimorii tesvik eden iltihaplanma, genom dengesizligi ve mutasyonu, hiicresel
metabolizmay1 yeniden isleme, fenotipik plastisitenin kilidini agma, polimorfik
mikrobiyomlar, mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama ve yaglanmisg
hiicrelerdir (Sekil 2.2.2). Her bir kapasite, tiimdrlerin ve onlart olusturan hiicrelerin
gelisimini, ilerlemesini ve dayanikliligin1 desteklemede farkli bir rol oynamaktadir. Son

dort 6zellik ayrintili olarak agiklanacaktir.
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Sekil 2.2. Kanser temel 6zellikleri (Hanahan, 2022°den degistirilerek alinmigtir)
2.5.1. Fenotipik plastisite ve bozulmus farklilasma

Organogenez siirecinde, homeostatik islevleri yerine getirmek iizere hiicrelerin gelisimi,
belirlenmesi ve dokular halinde organize edilmesine terminal farklilagsma ile eslik etmekte
ve bu siireclerin sonunda progenitdr hiicrelerin biiyiimesi bazen geri doniilemez bir
sekilde durmaktadir. Bu nedenle, hiicresel farklilagmanin nihai sonucu ¢ogu durumda
antiproliferatiftir ve devam eden proliferasyona karsi acik bir smir olusturmaktadir.
Terminal farklilasma durumundan kagmak veya kurtulmak i¢in normalde kisitli olan
fenotipik plastisite yeteneginin ortaya c¢ikarilmasinin kanser patogenezinin kritik bir
bileseni olduguna dair kanitlar giderek artmaktadir (Yuan vd.,2019). S6z konusu
plastisite cesitli sekillerde ortaya cikabilmektedir. Tamamen farklilagmig bir duruma
yaklasan normal bir hiicreden kaynaklanan yeni kanser hiicreleri, kok hiicre durumuna
geri farklilasabilmektedir. Diger taraftan, farklilagmanin son asamasindaki bir kok
hiicreden kaynaklanan neoplastik hiicreler farklilasma siirecini durdurarak biiyiiyen
kanser hiicrelerini kismen farklilasmis, kok hiicre benzeri bir durumda tutabilmektedir.
Buna ek olarak, baslangicta bir farklilasma yoluna girmis olan hiicrelerin tamamen farkl
bir gelisimsel programina gectigi ve bdylece normal kdken hiicreleri tarafindan 6énceden
belirlenmemis olan dokuya 6zgii 6zellikler kazandig1 transdiferansiyasyon da s6z konusu

olabilmektedir.
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2.5.2. Mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama

Theodor Boveri, 90 yildan daha uzun bir siire 6nce tanimladigi tiimor hiicrelerindeki
anormal kromatin yapilarin1 goézlemleyerek epigenetigin kanserdeki roliiniin ortaya
cikarmistir (Boveri, 2008). Epigenetik, gen diziliminde degisiklik olmadan gen ifadesinde
kalitsal degisiklikler olarak tanimlanmaktadir, yani genotipi degistirmeden fenotipi

degistirmektedir (Holliday, 1987).

Genom kararsizlig1 ve mutasyon 6zelligi, kanser olusumu ve patogenezinde temel bir
bilesendir. Kromatin yapisin1 diizenleyen, modiile eden ve koruyan ve bdylece gen
ifadesini diizenleyen genlerdeki mutasyonlarin giderek daha fazla tespit edildigi ve
islevsel olarak kanser ozellikleriyle iligkilendirildigi iyi bilinmektedir (Baylin ve Jones,
2016; Flavahan vd., 2017; Jones vd., 2016). Buna ek olarak, gen ifadesinde yalnizca
epigenetik olarak diizenlenen degisiklikleri iceren ve "mutasyonel olmayan epigenetik
yeniden programlama" olarak adlandirilabilecek bir baska bagimsiz genom yeniden
programlama modu daha bulunmaktadir. Aslinda, mutasyon icermeyen kanser evrimi ve
ayrt edici kanser fenotiplerinin tamamen epigenetik programlanmasi dnerisi neredeyse
on yi1l dnce ortaya konulmus ve giderek daha fazla tartisilmaktdir (Baylin ve Jones, 2016;
Darwiche, 2020; Feng vd., 2021; S. Huang, 2012; Nam vd., 2021). Gen ifadesinin
mutasyonel olmayan epigenetik diizenlenmesi kavrami, embriyonik gelisim, farklilagma
ve organogeneze aracilik eden merkezi mekanizma olarak oldukca iyi bilinmektedir
(Bitman-Lotan ve Orian, 2021; Goldberg vd., 2007; Zeng ve Chen, 2019). Ornegin
yetiskinlerde uzun siireli bellek, gen ve histon modifikasyonlari, kromatin yapisi ve
zaman i¢inde dengede tutulan gen ekspresyon anahtarlarmin tetiklenmesindeki
degisiklikleri kapsamaktadir (Hegde ve Smith, 2019; S. Kim ve Kaang, 2017). Artan
kanitlar, benzer epigenetik degisikliklerin timor gelisimi ve malign ilerlemesi sirasinda
belirleyici  Ozelliklerin ~ kazanilmasina  katkida  bulunabilecegi ~ Onermesini

desteklemektedir.

2.5.3. Polimorfik mikrobiyomlar

Insan viicudunun diger mikroorganizmalar igin bir tastyict oldugu kavramu iyi bir sekilde

yerlesmistir. Insan mikrobiyomu, insan genomunun kendisinden daha biiyiik bir
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karmagikliga sahip bakteri (ve viriisler ve mantarlar) toplulugundan olusmaktadir.
Viicudumuzdaki mikrobiyal metagenom, genomumuzdan en az 100 kat daha fazladir
(The Human Microbiome Project Consortium, 2012). Yeni nesil dizileme ve
biyoinformatik teknolojilerin kullanildig1 ¢esitli analizler, yerlesik bakteriler ve mantarlar
tarafindan olusturulan ekosistemlerin (mikrobiyomlar) saglik ve hastalik {izerinde biiyiik
bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Kanser i¢in, bir popiilasyondaki bireyler arasinda
mikrobiyomlardaki polimorfik degiskenligin kanser fenotipleri lizerinde derin bir etkiye
sahip olabilecegine dair kanitlar giderek daha belirgin hale gelmektedir (Dzutsev vd.,
2017; Helmink vd., 2019). Insanlarda yapilan galismalar ve fare kanser modellerinde
yapilan deneysel calismalar, kanser gelisimi, koti huylu ilerleme ve tedaviye yanit
iizerinde koruyucu veya zararli etkilere sahip olabilen, basta bakteriler olmak {izere belirli
mikroorganizmalar1 ortaya ¢ikarmistir. Bagirsak mikrobiyomunun, metabolik
homeostazin geregi olan besinlerin parcalanmasi ve viicuda alinmasinda kolon islevi
acisindan temel 6neme sahip oldugu ve kolondaki mikrobiyal popiilasyonlarda meydana
gelen bozulmalarin bir dizi fizyolojik rahatsizliga neden olabilecegi kabul edilmistir
(Thomas vd., 2017). Bunlar arasinda, kolon kanserine yakalanma olasiliginin,
gelisiminin ve patogenezinin bagirsak mikrobiyomundan etkilendigi diisiincesi yer
almaktadir. Son yillarda, kolon tiimdrii tagiyan hastalardan ve farelerden kolon kanseri
gelistirmeye yatkin olan tasiyici farelere digki naklini igeren ikna edici islevsel ¢caligmalar
bir ilke olusturmustur: kolon tiimorlerinin insidansini ve patogenezini modiile edebilen
belirli bakteri tiirlerini i¢ceren hem kanserden koruyucu hem de tiimorii destekleyen

mikrobiyomlar bulunmaktadir (Sears ve Garrett, 2014).

2.5.4. Hiicresel yaslanma

Hiicresel yaslanma, tipik olarak geri doniisii olmayan bir proliferatif duraklama seklidir
ve muhtemelen doku homeostazini korumak igin koruyucu bir mekanizma olarak
evrimlesmistir. Programli hiicre 6liimiinii tamamlayici bir mekanizma olarak bilinmekte
olup, hastalikli, islevsiz veya baska bir sekilde gereksiz hiicreleri etkisiz hale getirmeye
ve zamani geldiginde ortadan kaldirmaya islev gérmektedir. Hiicre boliinme dongiisiinii
durdurmanin yami sira, yaslanma siireci hiicre morfolojisi ve metabolizmasinda
degisikliklere ve en 6nemlisi kemokinler, sitokinler ve proteazlar da dahil olmak iizere

cok sayida biyoaktif proteinin salinmasina neden olmaktadir (Birch ve Gil, 2020; Faget
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vd., 2019; Gorgoulis vd., 2019). Yaslanma, hiicrelerde besin yoksunlugu ve DNA hasar1
gibi mikrogevresel streslerin yani sira organellere ve hiicresel agina verilen hasar ve
hiicresel sinyal aglarindaki dengesizlikler de dahil olmak iizere ¢esitli kosullar tarafindan
indiiklenebilmektedir (Birch ve Gil, 2020; Gorgoulis vd., 2019). Hiicresel yaslanma uzun
zamandir neoplaziye karsi koruyucu bir mekanizma olarak goriilmekte ve kanserli
hiicrelerin yaslanmaya maruz kalmasina neden olmaktadir (S. Lee ve Schmitt, 2019).
Senesans genellikle malignite, 6zellikle de anormal hiperproliferasyondan kaynaklanan
DNA hasarn ile iligkilendirilmekte ve hiperaktif sinyalizasyona bagli onkogenler ile
kemoterapi ve radyoterapinin neden oldugu hiicresel ve genomik hasar tarafindan
indiiklenebilmektedir. Malign ilerlemeyi sinirlamada senesensin koruyucu yararlaria
dair iyi bilinen 6rnekler bulunmaktadir (He ve Sharpless, 2017; Kowald vd., 2020).
Bununla birlikte, ortaya ¢ikan kanitlar bunun tam tersini gostermektedir: belirli
kosullarda, yaslanan hiicreler timor gelisimini ve malign ilerlemesini ¢esitli sekillerde

uyarmaktadir (Kowald vd., 2020; B. Wang vd., 2020).

Yaslanan hiicrelerin tiimdr fenotiplerini destekledigi baslica mekanizmanin SASP
(Senescence-Associated Subtilisin Protease- Senesans iliskili Subtilisin Proteaz) oldugu
diistiniilmektedir; SASP, parakrin yoluyla yakinlardaki canli kanser hiicrelerine ve tiimor
mikrogevresindeki diger hiicrelere, belirgin 6zellikleri aktarmak iizere sinyal molekiilleri
iletebilmektedir. Bu nedenle, farkli deneysel sistemlerde, yaslanan kanser hiicrelerinin
cesitli sekillerde cogalma sinyaline katkida bulundugu, apoptozu 6nledigi, anjiyogenezi
indiikledigi, invazyon ve metastazi uyardigi ve timor bagisikligini baskiladigi
gosterilmistir (Faget vd., 2019; He ve Sharpless, 2017; S. Lee ve Schmitt, 2019; B. Wang
vd., 2020).

2.6. Nanoteknoloji

2.6.1. Nanoteknoloji tanimi

Nanoteknoloji, fizik, kimya, malzeme bilimi ve miihendislik gibi ¢esitli disiplinleri bir
araya getiren ve cesitli fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip nanodlcekli yapilarin
(genellikle 100 nm veya daha az) insasiyla ilgilenen, gelismekte olan disiplinler arasinda

bulunan bir alandir (Jain, 2005). Nanobilim ve nanoteknoloji yeni arastirma alanlari
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olmasina ragmen, nanomalzemelerin insanoglu tarafindan kullanimi antik ¢aglardan beri
bilinmektedir. "Makarad-hwaja" ve "Jin Tu" olarak adlandirilan kirmiz1 kolloidal altin
tentiirleri uzun Omiirlii ilaglar olarak sirasiyla Hindistan ve Cin'de eski zamanlardan beri

kullanilmistir (Hayat, 1989; Mahdihassan, 1985).

2004 yilinda Avrupa Bilim Vakfi, ilag tasiyict sistemler aragtirmalarinda yeni bir alani
temsil eden nanotip kavramini ortaya koymustur (Reis vd., 2007). Farkli molekiiler
agirliktaki ilaglarin ve diger biyoaktif molekiillerin bdlgeye 6zgili, zaman kontrollii
dagitimmi sagladiklar1 i¢in nanobilim ve nanoteknolojinin ila¢ dagitimindaki
potansiyellerine biiyiik bir ilgi gosterilmektedir. Noninvaziv bir sistem olan ilag tagiyici
kavrami, son zamanlarda tibbi enfeksiyonlarin ve hastaliklarin tedavisi i¢in oldukca
rekabetci ve hizli gelisen bir teknoloji olarak ortaya cikmistir. Bu baglamda,
nanopartikiiller, dendrimerler, karbon nanotiipler, kuantum noktalar1 ve benzerleri gibi
nanomedikal ila¢ dagitim sistemlerinin, kronik hastaliklarin artan yiikiinii ele almak tizere
cesitli ilag tasiyict sistemler gelistirmek igin bliylik bir potansiyele sahip olduguna
inanilmaktadir (Ziilfii, 2017). Bu nanomalzemeler, beyin dokulari, kanser hiicreleri ve
diger enfekte dokular gibi erisilemeyen alanlara ulasabilen nanotastyicilar araciligiyla
biliyiik miktarda ilact iletmek i¢in daha iyi verimlilik saglayacak sekilde modifiye
edilebilmektedir (Cheng vd., 2021).

2.6.2. Nanomalzemelerin ila¢ dagitimina yonelik kullammlar:

flag dagitimi, istenen terapdtik etkiyi elde etmek icin terapdtik bilesiklerin viicuda
girmesini ve taginmasini saglayan yaklasimlara, formiilasyonlara, teknolojilere ve
sistemlere deginmektedir (Jain, 2020) . Geleneksel uygulamada, ilaglar cogunlukla oral,
parenteral (enjeksiyon), transmukozal ve inhalasyon yollariyla verilmekte olup, ilaglar
tedavinin gerekli oldugu spesifik bolgeye degil tiim viicuda dagitilmaktadir (Jain, 2020).
Bu geleneksel ila¢g uygulama yollari, zayif biyodagilim, segicilik eksikligi, yan etkiler,
toksisite, ila¢ ¢ozilinilirliigli ve elverigsiz farmakokinetik gibi birgok sorun ve kisitlama

sunmaktadir (Mainardes ve Silva, 2004) .

Ayrica, proteinler, niikleik asitler, enzimler ve genler gibi biyoaktif terapdtikler enzimler

tarafindan parcalanma egilimi gostermekte veya etkilenen dokulara veya hiicrelere
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ulagmadan once retikiiloendotelyal sistem tarafindan atilmaktadir (Drews, 2000). Dahasi,
bu tedaviler, ila¢ molekiillerinin yalnizca kiigiik bir yiizdesi tedavinin gerekli oldugu ilgili
bolgeye iletildiginden, terapotiklerin diisiik etkinligi ile sinirlidir. Bu nedenle, en uygun
lokal konsantrasyona ulagabilmek i¢in daha yiiksek ila¢ dozajlar1 gerekmektedir ki bu da
antikanser ilaclar gibi bazi toksik ilaglar s6z konusu oldugunda ciddi yan etkilere yol
acabilmektedir (Drews, 2000). Ayrica, giinlimiizde kesfedilen ilaclarin biiyiik bir kismi
su gecirmez ve ¢oziinmezdir. Boylece farmakolojik etkinlikleri azaltilmig olmaktadir
(Fahr ve Liu, 2007). Sonug¢ olarak, geleneksel yontemlerin kisitlamalarini ve
dezavantajlarim1  gidermek i¢in yenilik¢i ilag dagitim yaklasimlarma gereksinim
duyulmaktadir (Hoffman, 2008; Kayser vd., 2005). Alternatif ila¢ uygulama yollari,
hastalar i¢in en aza indirilmis risk ve yan etkilerle birlikte yiiksek etkinlik, verimlilik ve
secicilik saglamalidir. Nanobilim ve nanomiihendislik alanindaki ilerlemeler ve 6zellikle
nanoteknolojinin tibba uygulanmasi, ilag dagitim uygulamalar1 i¢in nanopartikiiller,
lipozomlar, polimer miseller, dendrimerler, nano-jeller, karbon nanotiipler, fullerenler,
grafen, viral vektorler ve viriis benzeri pargaciklar dahil olmak iizere ¢esitli yeni nano
boyutlu malzemelerin ve ila¢ tasiyicilarimin gelistirilmesini hizlandirmistir (Duncan,

2005; LaVan vd., 2003).

[lag dagitim, insanlarda veya hayvanlarda terapotik bir etki elde etmek igin organik veya
inorganik bilesik uygulama ydntemidir. ilag tastyici sistemlerin temel amaci, in vitro
ozelliklerden ziyade patofizyolojik veya in vivo kosullarin kontrolii altinda bireysel
gereksinimleri karsilamak iizere ilag formiilasyonunu kisiye 6zel hale getirmektir
(Brannon-Peppas, 1995). Geleneksel dozaj formlarina gore daha iyi etkinlik, daha az
toksisite ve daha iyi hasta uyumu ve rahathig1 gibi cesitli avantajlar sunmaktadir. Farkli
uygulama yollariyla ila¢ dagitimi igin ¢esitli ila¢ dagitim sistemleri formiile edilmis ve
arastirilmistir (Misra vd., 1997). Nanomalzemelerin ilag dagitiminda uygulanmasi, ilacin
kapsiillenmesi, hapsedilmesi veya konjugasyonu yoluyla kontrollii ve hedefli ilag¢
dagitimimin elde edilmesine yardimc1 olan genis yiizey alani/hacim orani gibi benzersiz
ozellikleri nedeniyle son yillarda yeniden ilgi goérmiistiir. Nanomateryallerin ilag
tastyicilart olarak kullanilmasinin, hiicre zarlarina niifuz etmelerine ve endositozdan
sonra lizozomal kagisa izin verebilecek boyutlart gibi ¢esitli faydalari bulunmaktadir.

Boyutun yani sira, nanomalzemelerin yiizey kimyasal 6zellikleri, partikiillerin alima,
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baglanmasi ve stabilizasyonu ve dagilimi i¢in ¢ok onemlidir. Nanomalzemelerin ylizey
modifikasyonu, hiicresel alim, hiicre i¢i tasima ve hiicresel baglanma acgisindan ilag
dagitim verimliligini artirmak i¢in ¢esitli olanaklar sunmaktadir. Glinlimiizde, polimerik
bazl ilag¢ tasiyicilari, dendrimerler, nanopartikiiller, kuantum noktalar1 ve karbon ve
titanyum nanotiipler dahil olmak tiizere cesitli nanopartikiil sistemler ila¢ dagitim

sistemlerinde kullanilmaktadir (Wang vd., 2020).

2.6.3. Kanser tedavisinde kullanilan nanomalzemeler

Nanoteknolojinin gelisimi, ¢esitli kanser tedavilerinin birlestirilmesi i¢in umut verici yeni
bir yol sunan bir dizi ¢ekici 6zellige sahip yeni nanomalzemelerin gelistirilmesine yol
acmistir (Deng vd., 2018). Nanomalzemeler, ilag plazma dolagim siiresini uzatmak ve
normal hiicrelerle temasi1 azaltmak amaciyla ilaglar1 kapsiillemek i¢in tasiyici olarak
kullanilabilmektedir. Baska bir ifadeyle, nanomalzemeler ilaglarin kanser hiicrelerini
hedefleme etkinligini artirabilmekte ve hedef dis1 toksisiteleri azaltabilmektedir
(Muntimadugu vd., 2017). Nanopartikiiller, sizdiran tiimoér damar sistemi ve islevsiz
lenfatik drenajin neden oldugu gelismis gegirgenlik ve tutulma (EPR) etkileri yoluyla
tiimorlerde kolayca birikebilmektedir (Chen ve Zhao, 2018).

Gilinlimiizde kanser tedavisi arastirmalarinda kullanilan ¢ok ¢esitli nanomalzemeler
mevcuttur. Nanomalzemeler inorganik ve organik malzemeler olarak ikiye ayrilmaktadir.
Inorganik nanomalzemeler arasinda altin ve giimiis nanopargaciklar, mezopor silika
nanopargaciklar, kuantum noktalari, karbon nanotiipler, titanyum nanotiipler vb. 6rnekler
yer almaktadir. Ayrica, yaygin organik nanomalzemeler arasinda lipozomlar, polimerik
miseller, dendrimerler vb. bulunmaktadir. Nanopartikiiller, 6zgiin tasarimlar1 sayesinde
kanser tedavisi i¢in sinirsiz olanaklara sahip bir platform saglamaktadir (Cheng vd.,

2021).

Nanomateryalin tiiriine ek olarak, nanopartikiillerin farmakokinetigi ve biyodagilimi
boyut, sekil ve ylizey modifikasyonu gibi 6zelliklerle tamamlanabilmektedir (Karthika
vd., 2018). Arastirmalar, 5~100 nm araligindaki boyutlara sahip nanopartikiillerin bobrek

klerensinden kurtulma olasiliginin daha yiiksek oldugunu, ve bdylece tlimorlerde
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birikmek icin biiyiik bir dolagim siiresine sahip olduklarini bildirmistir (Albanese vd.,
2012a).

2.6.4. Titanyum nanotiip ila¢ tasima sistemi olarak kullanimi

Ilag dagitim sistemlerindeki en yeni gelismeler inorganik nanomalzeme platformlarmna
dayanmaktadir. Farkli bilesikler arasinda titanyum dioksit nanoyapilar1 (TiO»), 6zellikle
implante edilebilir cihazlar s6z konusu oldugunda, yeni ila¢ dagitim sistemleri alaninda

son zamanlarda biiytik bir ilgi gérmiistiir (Peng vd., 2009; Zhang vd., 2014b).

Nanoyapili titanyum dioksitin birgok 6zelliginin umut verici ila¢g dagitim sistemlerinin
performansin1 6nemli 6l¢iide artirabilecegi yaygin olarak kabul edilmektedir. Nanoyapili
TiO2'nin  Ozelliklerinin uyarlanmasindaki ana faktor iretim yontemidir. TiO»
nanomalzemelerinin liretiminde 6nemli ilerlemeler gergeklestirilmistir. Glintimiizde TiO>
nanoyapilarinin boyutunu, yapisint ve homojenligini kontrol etmek i¢in sol-jel,
hidrotermal ve elektrokimyasal anodizasyon gibi ¢esitli yontemler gelistirilmistir (Chao
vd., 2012; Ghicov ve Schmuki, 2009; P. Huang vd., 2014; Mund vd., 2014; Sulka vd.,
2010).

& Sol-jel yontemi ile titanyum nanoyapilar1 iiretimi

Farklt morfolojilere sahip nanoyapili TiO> {iretimi i¢in en sik kullanilan yontemlerden
biri sol-jel yontemidir. Genellikle, sol-jel yonteminde, inorganik metal tuzlar1 veya metal
alkoksitler gibi metal organik bilesikler olan onciillerin hidroliz ve polimerizasyon
reaksiyonlart ile bir kolloidal slispansiyon sentezlenmektedir. Bir sonraki adimda, sivi
coziici tam polimerizasyon ve ¢Oziicliniin buharlagtirilmas: ile jel fazina
doniistliriilmektedir. Bu siire¢ ince tabakalarin ¢evirmeli kaplama, daldirmali kaplama ve
elektroforez gibi biriktirme teknikleri kullanilarak c¢esitli alt tabakalar iizerinde
biriktirilmesine olanak saglamaktadir. Sol-jel yontemiyle nanoyapilt TiO; tiretimi, Ti(IV)
izopropoksit ve titanyum tetraizopropoksit TTIP gibi bir titanyum 6nciisiiniin hidroliziyle
gerceklestirilmektedir (Heredia-Cervera vd., 2009; Lopez vd., 2006). Sonug olarak, TiO»
mikrotiipleri, mezogdzenekli ultra ince TiO; tabakalar1 veya makro ve mezogdzenekli

kiimelenmis titanya nanopartikiilleri igeren rezervuarlar olusturulabilmektedir.
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Sekil 2.3. Sol-gel yontemiyle titanyum nanotiiplerin hazirlanma siireclerinin goriintiisii
(Nyamukamba vd., 2018)

& Hidrotermal ve solvotermal yontemi ile titanyum nanoyapilari iiretimi

Cesitli TiO2 nanomalzemelerinin hazirlanmasi igin kullanilan bir diger yaygin teknik de
hidrotermal yontemdir (Mund vd., 2014). Bu yontemde, sentez genellikle otoklav adi
verilen sicaklik kontrollii ¢elik basingli kaplar i¢inde gerekli malzeme 6nciillerini i¢eren
sulu ve organik ¢ozeltilerde gergeklestirilmektedir. Reaksiyon sicakligi, su/organik
¢ozliciiniin kaynama noktasinin {izerine ¢ikarilarak buhar doygunlugu (satiirasyon)
basincina ulasilabilmektedir. Otoklavda iiretilen basing, sicaklik ve ¢ozelti miktarindan
etkilenmektedir. Solvotermal prosediir hidrotermal yontemle hemen hemen aynidir,
ancak ilk teknikte sentez i¢in kullanilan ¢oziiciiler susuz iken hidrotermal islemlerde ise
su kullanilmaktadir (Huang vd., 2014). Solvotermal sentezin sicakligi hidrotermal
yontemdekinden ¢ok daha yiiksek olabilmektedir. Bununla birlikte, solvotermal yontem,
hidrotermal yontemlere gére TiO» nanomalzemelerinin boyutu, morfolojisi ve kristal
yapist lzerinde daha iyi kontrol saglamaktadir. Bdylece TiO: nanopartikiilleri ve
nanotiipleri sentezlenebilmekte ve ila¢ dagitim sistemleri olarak kullanilabilmektedir.
Elde edilen TiO2 nanomalzemelerinin morfoloji, ylizey alani, gézeneklilik ve kristal faz

gibi ozellikleri sicaklik, reaksiyon siiresi, ¢oziicli ve Oncii tiirii, ¢ozelti pH"'1, kurutma
24



kosullart ve iglem sonrasi siire¢ dahil olmak {izere reaksiyon kosullarina biiyiik dl¢lide
dayanmaktadir. Hidrotermal ve solvotermal yontemler, farkli TiO, nanoyapilart elde
etmek i¢in ¢ok ¢esitli olanaklar sunmaktadir. Ayrica, sol-jel yontemini hidrotermal veya
solvotermal yontemi ile birlestirerek, belirli bir ylizey alanina sahip numuneler elde
edilebilmektedir. Bu durum, nanoyapili tagiyicilarin ilag dagitim sistemlerinde potansiyel

kullanim1 agisindan 6zellikle 6nemlidir.

Nanosheet
intermediates

scrolling

4
\
e

Sekil 2.4. Hidrotermal yontemiyle titanyum nanotiiplerin hazirlanma siireclerinin
gorlintiisii (Yang vd., 2019)

nanotubes

% Anodizasyon yontemiyle titanyum nanoyapilarin iiretimi

Bu siireg ilk olarak kromik ve hidroflorik asit karisimina dayali bir elektrolit kullanarak
nanotiip seklinde titanyum oksit elde eden Zwilling ve arkadaglar1 (1999) tarafindan
uygulanmistir. Anodizasyon, nanotiip seklinde veya nanogézenekli TiO, tabakalarina yol
acan titanyum folyonun elektrokimyasal oksidasyonudur (Ghicov ve Schmuki, 2009;
Sulka vd., 2010). Elde edilen oksit tabakalari iki siire¢ sonucunda olusmaktadir:
sikistirilmis TiO» tabakasinin olusumu ve olusan oksit yapisinin floriir iyonlar1 tarafindan
kismi ¢6ziinmesindir. Bu yontem, elde edilen yapinin gozenek veya tiip boyutunu,
geometrisini ve kalinligini kontrol etmeyi saglamaktadir (Moseke vd., 2012). Tiip caplari
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uygulanan voltaja bagliyken, uzunluk gegirilen yiik (dolayisiyla islemin siiresi) ve
elektrolitin tiirline gore belirlenmektedir (Moseke vd., 2012; Peng vd., 2009).
Titanyumun  anodizasyonu hem sulu hem de susuz elektrolitlerde
gergeklestirilebilmektedir. Anodik TiO» nanoyapilarinin geometrik parametreleri 300
nm'den 50 pm'ye kadar degisirken, nanotiip ¢ap1 30-150 nm araliginda olabilmektedir

(Chennell vd., 2013).
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Sekil 2.5. Anodizasyon yontemiyle titanyum nanotiiplerin hazirlanma siireclerinin
gorlintiisii (Patil vd., 2017)
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tezin deneysel ¢aligmalari, yani titanyum nanotiiplerin sentezi, karakterizasyon
caligmalar1 ve sitotoksisite, antikanser ve hiicre 6limii testleri farkli laboratuvarlarda

gerceklestirilmistir. Her asama ve yapildig yer, Cizelge 3.1° de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Calismada gergeklestirilen her asama ve yapildigi yerler

Sira No Calisma asamalar Gergeklestirilen yerler
1 Titanyum nanotiipleri sentezlenmesi Bursa Teknik I:Jniversitgsi Kimya Miihendisligi
) boliimiinden Dr. Ogretim Uyesi Halit Levent Hosgiin
5 Titanyum nanotiipleri karakterizasyon iglemi SEM, Bursa Teknik I:Jniversitgsi Kimya Miihendisligi
) XRD, FTIR boliimiinden Dr. Ogretim Uyesi Halit Levent Hosgiin
Eskisehir Osmangazi Universitesi
3. Titanyum nanotiipleri hiicre i¢i goriintiilleme Merkezi Arastirma Laboratuvar: Uygulama ve Arastirma
Merkezi (ARUM)
4 Titanyum nanotiipleri sitotoksik, antikanser ve Bursa Uludag Universitesi Hiicre Kiiltiirii ve Genetik
) hiicre liimii etkilerinin aragtirilmasi Toksikoloji Laboratuvar

3.1. Titanyum nanotiiplerin sentezlenmesi

Titanyum dioksit bazli nanotiiplerin (TNT) ilk sentezi 1996 yilinda Hoyer tarafindan
gozenekli bir aliiminyum oksit kalibinda elektrokimyasal biriktirme yoluyla
gerceklestirilmistir (Hoyer, 1996). Daha sonra, hidrotermal bir siire¢ ve elektrokimyasal
anodik oksidasyon yoluyla TiO> nanotiiplerin iiretimi 1998 yilinda Kasuga ve arkadaslar
tarafindan yayinlanmistir. TiO2, ¢ogu durumda sentezlenmis titanatin kurutulmasi veya
kalsinasyonu sirasinda olusan nihai bir iiriindiir ve birgok katalitik uygulama i¢in gerekli
bir degisim adimidir. Glimiis ile yiiklenmis titanyum nanotiiplerin (AgTNT) hidrotermal
sentezi, titanyum nanotiiplerin giimiis varliginda hidrotermal bir islemle hazirlanmasini
icermektedir. Bu islem genellikle kontrollii hidrotermal kosullar altinda titanyum Oncii
bilesikleri ve glimiis tuzlarim1 kullanmaktadir. Hidrotermal sentez, yliksek sicaklik ve
basinglarda sulu bir ¢ozelti igerisinde bir reaksiyonu kapsamaktadir. Glimiis ile yliklenmis
titanyum nanotiiplerin iiretimi i¢in 1 g TiO (P25) ve 0.1 g glimiis nitrat AgNO3 (TiO>’nin
%10’u) konsantre sulu NaOH bir ¢ozelti (100 mL 10 M NaOH ¢dzeltisi) i¢inde

¢cOziillmistiir.

Karigim, bir homojenizatérde 5000 rpm'de 15 dakika karistirilarak ¢ozelti icinde homojen
bir sekilde dagitilmis ve ardindan teflon kapli bir otoklava tasinarak 140°C'de 24 saat

boyunca hidrotermal isleme tabi tutulmustur. Hidrotermal reaksiyon tamamlandiktan
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sonra, elde edilen nanotiipler, ndtralizasyon siirecine gegilmesi ve klor iyonlarinin
uzaklastirilmasi i¢in HCI ve su ile yikanmigtir. Nihai titanyum nanotiiplerin elde etmek
icin 400 °C'de 2 saat kurumaya birakilmistir. Giimiis nitrat kullanilmadan bos titanyum

nanotiiplerin liretimi i¢in de ayni siire¢ izlenmistir.

3.2. Titanyum nanotiiplerin karakterizasyon calismasi

Titanyum nanotiiplerin sentezinden sonra karakterizasyonunun yapilmasi, belirli
uygulamalar i¢in Ozelliklerinin anlagilmasi ve optimize edilmesi agisindan Onem
tagimaktadir. Nanotiiplerin yapisal, morfolojik ve kimyasal 6zelliklerini degerlendirmek

icin ¢esitli karakterizasyon teknikleri kullanilmaktadir.

3.2.1. Elektron mikroskoplar1 ile yapisal analizi FESEM ve TEM

Elektron mikroskoplar: ¢ok c¢esitli nanomalzemelerin karakterizasyonu i¢in oldukca
islevsel bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Nanotiiplerin morfolojisi ve yap1 6zellikleri alan
emisyon tabancali taramali elektron mikroskobu (FESEM, ZEISS Ultraplus) ve gecirimli
elektron mikroskobu (TEM, JEOL JEM 1220) kullanilarak incelenmistir. Alan emisyon
taramal1 elektron mikroskobu (FESEM), nanotiip yiizeyini yiiksek enerjili bir elektron
demetiyle tarama deseninde tarayarak goriintiileyen bir elektron mikroskobu tiiriidiir.
Alan emisyon tabancasindan elektron yayicilar kullanilmistir. Bu tiir elektron yayicilar,
bir tungsten filamentin 1000 katina kadar emisyon olusturabilmektedir. Ancak, ¢ok daha
yiiksek vakum kosullar1 gerektirmektedir. Elektron demeti elektron tabancasindan
ciktiktan sonra, metal agikliklar ve manyetik lensler kullanilarak ince odakli, monokrom
bir demet halinde smirlandirilip odaklanmaktadir. Son olarak, nanotiiplerin bir
goriintiisiinii  tiretmek i¢in sinyalleri toplayan mikroskoplara her tiir elektronun
dedektorleri yerlestirilmektedir (Alyamani ve M., 2012). Transmisyon -elektron
mikroskobu, bir numunenin yiiksek oranda biiyiitiilmiis goriintiislinii atomik diizeyde
gorsellestirmek icin yiliksek enerjili elektronlar1 kullanan mikroskobik tekniklerdir. Bu
teknik ayni zamanda nanotiiplerin boyutunun, seklinin, yapisinin, dagilimmin ve

homojenliginin belirlenmesi i¢in de kullanilmaktadir (Jain vd., 2023).
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Vacuum chamber

Sekil 3.1. Taramal1 elektron mikroskobu (FESEM) goriintiisii (BioRender, 2022)
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Sekil 3.2. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiisii (BioRender, 2022)
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3.2.2. X- 151m1 Kirimmmi (XRD)

X-1s1m1 kirmimi (XRD), sivilardan tozlara ve kristallere kadar her tiirlii maddeyi analiz
etmek icin kullanilan en 6nemli hasarsiz tekniklerden biridir. Elektron mikroskopisi gibi
dogrudan goriintiileme tekniklerinin aksine, X-1g1n1 kirinimi pargacigin kristalografik fazi
hakkinda bilgi saglayan bir yontemdir (Ingham, 2015). Kristaller atom dizilerinden
olusmakta ve X-iginlar1 elektromanyetik radyasyon dalgalar1 olarak kabul
edilebilmektedir. Atomlar, X-151n1 dalgalarini 6ncelikle atomlarin elektronlar araciligryla
dagitmaktadir. X-151n1 radyasyonu, kristal katilarda var olan olagan atomlar arasi bosluk
sirasina gOre bir dalga boyu gosterir ve bu nedenle kristal alan boyutunu ve
nanomalzemelerin yapisini belirlemek icin kullanilmaktadir. TNT ve AgTNT
nanotiiplerin XRD desenleri, 0.5 °/ dak tarama hizinda monokromatik Cu- K, radyasyonu
A=1,5406 ile bir X-151n1 kirinim 6l¢eri (XRD, D8 Advance, Bruker Instrument Co., Ltd.
Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir.

slits f sample e \ 314
X-ray sut” ‘ refraction
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Sekil 3.3. X- 1511 Kirmnimi (XRD) goriintiisii (Ojeda ve Dittrich, 2012)
3.2.3. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

FTIR analizi veya FTIR Spektroskopisi olarak da bilinen Fourier Dontisiimli Kizilotesi
Spektroskopisi, organik, polimerik ve inorganik malzemeleri tanimlamak i¢in kullanilan
analitik bir tekniktir. FTIR analiz yontemi, test numunelerini taramak ve kimyasal
ozellikleri gézlemlemek icin kizilétesi 151k kullanmaktadir. Emilen radyasyon numune
molekiilleri tarafindan dontistimsel ve/veya titresimsel enerjiye ¢evrilmektedir. Sonucta

dedektorde ortaya ¢ikan sinyal, genellikle 4000 cm™ ile 400 cm™! arasinda, numunenin
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molekiiler parmak izini temsil eden bir spektrum olarak goriintiilenmektedir. Her partikiil
benzersiz bir spektral parmak izi iireterek FTIR analizini nanotiip karakterizasyonu i¢in
basarili bir ara¢ haline getirmektedir. Absorpsiyon bantlarinin karakteristik desenindeki
bir degisiklik, malzemenin bilesimindeki bir degisikligi acik¢a gostermektedir (Dwivedi
vd., 2017; Titus vd., 2019). Boylelikle titanyum ve glimiis numunelerinin basarilt bir
kombinasyon olusturdugu gézlemlenmektedir. Bu analiz, bir Bruker Optics IFS 66v/s
FTIR spektrometresi ile nanotiiplerdeki karakteristik fonksiyonel gruplari tanimlamak
i¢in kullamlmustir. IR spektrumlart 2 cm™! spektral ¢oziiniirlik ile 4000 ile 400 cm'!

arasinda kaydedilmistir.
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Sekil 3.4. Fourier doniisimii kizilétesi spektroskopisi (FTIR) goriintiisii (Ojeda ve
Dittrich, 2012)

3.2.4. Nanotiiplerin hiicre i¢i girisi ve lokalizasyonunun TEM ile goriintiilenmesi

Arastirmamiz kapsaminda farkli hiicre hatlarindaki nanotiiplerin yerlesim yerleri
hakkinda bilgi etmek i¢in hiicre i¢i TEM analizi gerceklestirilmistir. Kullanilan hiicreler,
insan kolorektal adenokarsinom HT-29 (ATCC ® HTB-38™), akciger karsinom A549
(ATCC ® CCL-185™) ve meme adenokarsinom MCF-7 (ATCC ® HTB-22™) hiicre
hatlaridir. Bu analizi gergeklestirmek i¢in hiicreler 75 cm?'lik flasklara ekilmis ve %70
konfluens saglanana kadar inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin canli kalmasini
saglamak icin besiyerleri diizenli olarak degistirilmistir. Konfluens saglandiktan sonra,

her hiicre hattindan bir grup nanotiiplerle dozlanirken bir grup kontrol olarak
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birakilmigtir. 24 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirilmig ve peletin toplanmasi igin
santrifiij edilmistir. Pelet 3 ml PBS (pH: 7) ile yikanmistir ve ardindan 1000 g'de 10
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra 3 ml PBS ile bir kez daha yikanmistir ve 1000 g'de
5 dakika boyunca iki kez santrifiij edilmistir. Ardindan PBS aspire edilmistir ve
hiicrelerin fiksasyonunu saglamak icin pelet PBS' de seyreltilmis %15 glutaraldehit (3 ml
glutaraldehit + 20 ml PBS) ile temasta tutulmustur; optimum fiksasyon i¢in glutaraldehit
icinde +4°C'de 24 saat bekletilmistir. Siire sonunda pellet glutaraldehitten ayrilmistir ve
PBS ile 1000 g'de 5 dakika siireyle iki kez santrifiij edilmistir. Numuneler daha sonra ileri

analiz i¢in ilgili laboratuvara gonderilmistir.

3.3. Hiicre kiiltiirii protokolii

Bos titanyum nanotiiplerin ve giimiis ile yiikklenmig titanyum nanotiiplerin tiim in vitro
deneylerini ger¢eklestirmek icin insan kolorektal adenokarsinom HT-29 (ATCC ® HTB-
38™) akciger karsinom A549 (ATCC ® CCL-185™) ve meme adenokarsinom MCF-7
(ATCC ® HTB-22™) hiicre hatlar1 kullamilmistir. Hiicreler 75 c¢m?'lik havalandirmali
flasklarda, 37°C'ye kadar onceden 1sitilmis tam besiyeri ile kiiltiire alinarak %5 CO?1i
nemlendirilmis ortama sahip 37°C'lik bir inkiibatérde tutulmustur. HT-29 ve A549
hiicreleri RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, LONZA 12702F) ortaminda,
MCF-7 hiicreleri ise DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Yiiksek Glikoz
ortaminda kulture edilmistir. Hiicrelerin son besiyerlerini elde etmek i¢in her besiyerine
60 ml fotal bovin serumu (Serox S00IZ), 6 ml penisilin-streptomisin (Biological
Industries 1914361), 6 ml sodyum piruvat (Thermo SH30239.01), 3 ml L-glutamin
(Sigma Aldrich G7513), eklenerek hazirlanmistir. Hiicre pasajlama protokoliinii
gerceklestirmek tizere hiicreler DPBS ile yikanmustir, tripsin ayristirict ajan ile temas
ettirilmistir ve hiicrelerin ayrigmalari i¢in inkiibatorde birakilmistir. Daha sonra bir miktar
besiyeri eklenerek hiicrelerin tamamui santrifiij tiipiine aktarilmigtir ve 2000 g'de 5 dakika
boyunca santriflij edilmistir. Deney setlerini olugturmak i¢in, trypan blue ¢ozeltisiyle

canli hiicre sayimi cihazi (Roche Cedex) kullanilarak canli hiicre sayis1 6l¢iilmiistiir.
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ATCC Number: HTB-38
Designation: HT-29
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Sekil 3.5. insan kolorektal adenokarsinom HT-29 (ATCC ® HTB-38™) hiicre hattinin
goruntisi

ATCC Number: CCL-185
Designation: A-549

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3.6. insan akciger karsinom A549 (ATCC ® CCL-185™) hiicre hattinin goriintiisii
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ATCC Number: HTB-22
Designation: MCF-7

. D o 3 % g
Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3.7. insan meme adenokarsinom MCF-7 (ATCC ® HTB-22™) hiicre hattinin
goruntisi

3.4. Arastirma sirasinda gerceklestirilen sitotoksisite deneyler
3.4.1. Trypan blue ile canl hiicre sayim

Trypan blue boyasi kullanarak canli hiicreleri saymak, canli ve 6lii hiicreleri ayirt etmek
icin hiicre biyolojisinde yaygin bir yontemdir. Bir deney ger¢eklestirmek i¢in alinmasi
gereken siispansiyon halindeki hiicrelerin hacmini belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Tripsin kullanarak hiicreleri kaldirdiktan sonra, 1:1 oraninda trypan blue
boyasi (5Smg/ml in Saline, 100 ml, Biological Industries) ve hiicre siispansiyonu dikkatlice
karistirilmistir. Trypan blue-hiicre karisimindan 10 pl alinarak Cedex ® XS Analyzer
(Roche) cihazi araciligiyla hiicrelerin sayilabilmesi i¢in bir cedex laminasina yayilmaistir.
Hiicreler Cedex okutma programi kullanilarak sayilmigtir. 1000 pl'deki canli hiicre

sayisini veren bu programin sonucu kullanilarak canli hiicreler hesaplanmustir.
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3.4.2. Hiicre canhlik testi XTT

Hiicre canliligi testleri, hiicrenin saglig1 ve islevselligi hakkinda bilgi saglayarak biyolojik
ve ilag arastirmalarda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Hiicre canliligin1 degerlendirmek
icin yaygin olarak kullanilan bir yontem, hiicrelerin metabolik aktivitesini Slgen
kolorimetrik bir deney olan XTT testidir. XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) testi, XTT'nin metabolik olarak aktif
hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan indirgenmesine dayanmaktadir.
Bu enzimler XTT'yi spectrofotometre ile dlgiilebilen suda ¢oziiniir bir formazan boyasina
doniistiirmektedir. Uretilen formazan miktar: canli hiicre sayisiyla dogru orantilidir ve

hiicre canliliginin giivenilir bir dl¢iisiinii saglamaktadir (Scudiero vd., 1988).

TNT ve AgTNT nanotiiplerin hiicre canliligt etkileri XTT deneyi kullanilarak
degerlendirilmistir. HT-29, A549 ve MCF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu plateler i¢ine 0.5 x
10* /kuyucuk olacak sekilde ekilmistir ve ¢ogalmalar i¢in inkubasyona birakilmustir.
Hiicreler tutunduktan sonra farkli konsantrasyonlarda TNT (80, 160, 320, 640, 1280,
2560 pg/ml) ve AgTNT (80, 160, 320, 640, 1280 pg/ml) ile muamele edilmistir.
Nanotiipler 6nceden steril RPMI-1680 ve DMEM besiyerlerinde ¢oziilmiis ve sonikator
yardimiyla dagitilmistir. 24 saatlik maruziyetten sonra eski hiicre kiiltlirii besiyeri
dikkatlice ¢ikarilmistir ve yeni bir besiyeri eklenmistir. Ayricaher kuyucuga tedarik¢inin
talimatlarina gore ve 50 ul XTT c¢ozeltisi eklenmistir. XTT ¢ozeltisi kuyucuklara esit
sekilde dagilmas igin plateler hafif¢e ¢alkalanmis ve 37°C, %5 CO? inkiibatorde 4 saat
inkiibe edilmistir. Sonrasinda absorbans ELISA okuyucu (Biotek ELx800, Biotek
Instruments Inc.) ile 450 nm dalgaboyunda Olglilmiistiir. Blank ¢ikarildiktan sonra,

inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir:
% Biiylime Inhibisyonu = (1- Muamele Grubu Abs / Kontrol Grubu Abs) x 100
Hesaplanan absorbans degerleri kullanilarak hiicre canlilik egrileri ¢izilmistir ve iig

dogrusal nokta segilerek olusturulan dogrunun fonksiyon denklemi kullanilarak ICizs,

IC3s, ICs0 ve IC7s degerleri hesaplanmastir.
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Sekil 3.8. XTT test prensip semasi
3.5. Arastirma sirasinda gerceklestirilen genotoksisite deneyi
3.5.1. Alkalin Komet testi

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen alkalin komet deneyi, tek tek hiicre
diizeyinde DNA hasarinin dl¢tilmesinde gii¢lii bir yontemdir. Alkalin komet deneyi, DNA
kirilmalarii  degerlendirmek i¢in Singh ve arkadasglarina (1988) gore bazi
modifikasyonlarla ger¢eklestirilmistir (Costa vd., 2008). Hiicreler 25 cm? flasklara 5x10*
hiicre/flask yogunlugunda ekilmis ve 48 saat boyunca biiylimeye birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicreler 24 saat boyunca XTT sonuglarindan belirlenen bes farkli
TNT ve AgTNT konsantrasyonlarina maruz birakilmistir: ICq2.5, ICas, ICso ve IC7s. Siire
sonunda, hiicreler PBS ile hazirlanan %0,8 low melting agarose i¢inde siispanse edilmis,
onceden normal melting agarose ile kaplanmis mikroskop lamlaria yayilmis ve 4°C'de
15 dakika katilasmaya birakilmistir. Lamlar taze hazirlanmig soguk lizis soliisyonuna (2,5
M NaCl, 100 mM Na;EDTA, 10 mM Tris (pH 10), %1 Triton X-100 (kullanimdan hemen
once eklenmistir)) yerlestirilerek hiicrelerin 4°C'de karanlikta bir gece boyunca
parcalanmasi saglanmistir. Lamlar 20 dakika boyunca DNA agilmasina tabi tutulmus ve
ardindan elektroforez, taze hazirlanmis soguk elektroforez tamponunda (1 mM EDTA ve
300 mM NaOH, pH 13) 25 dakika boyunca 25 V ve 300 mA' de ger¢eklestirilmistir.

Elektroforezden sonra lamlar 10 dakika boyunca nétralizasyon tamponuna (0,5 M Tris-
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HCI, pH 7,5) yerlestirilmistir. Son olarak, lamlar 100 ml etidyum bromiir (20 mg/ml) ile
boyanmistir. Her numune i¢in iki lam hazirlanmis ve floresans mikroskop (Nikon eclipse
180 marka) kullanarak her lamdan 100 komet gorsel elde edilmistir. DNA hasarinin
kapsami Tail Length (kuyruk uzunlugu, um), Tail DNA (kuyruk DNA yiizdesi) ve Olive
Tail Moment (OTM) 6l¢iimleri olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.9. Alkalin komet deneyi prosediiriiniin goriintiisii (Tutty vd., 2022)

3.6. Arastirma sirasinda gerceklestirilen hiicre 6liim modu testi
3.6.1. Hiicre ici Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Ol¢iimii

Reaktif Oksijen Tiirleri analizi, biyolojik orneklerde reaktif oksijen tiirlerinin varligin
Olemek ve tespit etmek i¢cin ¢ok Onemli bir ara¢ olarak islev gormektedir. Bu test,
hiicrelerin ve dokularin redoks durumu hakkinda bilgi vererek hiicresel saglik hakkinda
degerli bir inceleme saglamaktadir. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri seviyeleri, floresan
olmayan bir bilesik olan 2" 7'- diklorodihidrofloresein diasetat (DCFH-DA) kullanilarak
Olctilmiistiir. DCFH-DA hiicresel esteraz tarafindan hidrolize edilir ve ardindan hiicre igi
reaktif oksijen tiirleri tarafindan yiiksek floresanli 2’ 7'- diklorodihidrofloreseine (DCF)
okside edilmektedir. Olgiilen floresan yogunlugu, hiicredeki ROS seviyesi ile dogru
orantilidir (Pogue vd., 2012). HT-29, A549 ve MCF-7 hiicreleri normal tripsinizasyon
isleminden sonra 24 saat steril 96 kuyucuklu siyah platelere 0.8 x 10* hiicre/kuyucuk

olacak sekilde ekilmistir. 24 saat kiiltiirden sonra hiicreler {i¢ kez PBS ile yikanmistir.
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Ardindan, hiicreler 2 saat boyunca serum i¢ermeyen bir besiyeri ile 50 uM DCFH-DA'da
inkiibe edilmistir. Fazla DCFH-DA, PBS ile ii¢ kez yikanarak uzaklastirilmis ve sadece
DCFH-DA yiiklii hiicreler elde edilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca farkli TNT (ICia2.5)
ve AgTNT (ICi2s, IC2s, ICso ve IC7s) konsantrasyonlarina maruz birakilmistir ve son
olarak DCF floresan yogunlugu bir floresan plaka okuyucu (Thermoscientific Fluoroskan

Ascent FL) kullanilarak 480 nm (Uyarma) / 530 nm (Emisyon)'de 6l¢iilmiistiir.

3.6.2. Anneksin V testi

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, doku homeostazin1 korumak ve hasarli
hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in ¢ok dnemli olan bir siiregtir. Apoptoz, hiicrelerde farkl
morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle karakterize edilen diizenlenmis bir siirectir.
Bu degisiklikler arasinda hiicre biiziilmesi, membran par¢alanmasi, niikleer yogunlagma
ve DNA par¢alanmasi yer almaktadir. Anneksin V testi, hiicre biyolojisi alaninda giiglii
bir arag¢ olarak 6ne ¢ikmakta ve apoptotik hiicrelerin hassas bir sekilde tespit edilmesine
ve Olclilmesine olanak saglamaktadir. Anneksin V floresan belirteglerle 6l¢iilebilmekte
ve erken apoptotik hiicrelerde hiicre zarinin disina transloke olan fosfatidil serine yliksek
afinite ile baglanmaktadir. Ge¢ apoptotik hiicrelerde membran gegirgenliginin artmasi,
floresan 7-aminoaktinomisin-D'nin (7-AAD) DNA'daki GC bdélgelerine baglanmasina
neden olmaktadir (Zembruski vd., 2012). Anneksin-V testi Guava® Muse Cell Analyzer
(Cell Analyzer, Luminex) and Muse® Annexin-V & Dead Cell Kit kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kisaca, hiicreler 0.5 x 10° 6 kuyucuklu platelerde ekilmis ve
cogalmalari i¢in 37 °C, %5 CO:; inkubatorde gece boyunca bekletilmistir. Hiicreler 24
saat boyunca TNT (ICi2.5) ve AgTNT (ICi25, ICas, ICso ve IC7s) ile muamele edilmistir.
Maruziyet sonrasi hiicreler PBS ile yikanarak toplanmis ve 100 ul Muse® Annexin-V &
Dead Cell Reagent ile karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Flow sitometri

uygulanmig ve veriler Guava® Muse Cell Analyzer yazilimi kullanilarak elde edilmistir.

3.6.3. Multikaspaz testi

Kaspazlar, hiicre 6liimiiniin baslatilmas1 ve yiiriitiilmesinde ¢ok 6nemli roller oynayan
sistein proteazlardir. Baslatic1 (6rn. kaspaz-8, -9) ve efektor (6rn. kaspaz-3, -7) kaspazlar

olarak simiflandirilan kaspazlar, hiicrenin diizenli bir sekilde pargalanmasina yol agan bir
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aktivasyon dizisi olugturmaktadir. Multikaspaz deneyi, hiicresel baglamda birden fazla
kaspazin aktivitesini eszamanli olarak dlgmek i¢in tasarlanmistir. Bu deneyde genellikle
floroforlar ile igaretlenmis substratlar kullanilmakta ve bodylece kaspaz aktivitesinin
gercek zamanli tespiti saglanmaktadir. Multikaspaz deneyini gerceklestirmek igin,
hiicreler anneksin V deneyinde oldugu gibi hazirlanmig ve 24 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda TNT (IC125) ve AgTNT (ICi2s, ICas, ICso ve IC7s) ile muamele
ettirilmistir. Stispansiyon halindeki hiicreler (50 ul), 5 ul Muse ® MultiCaspase Reagent
working soliisyonu ile iyice karistirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyondan sonra hiicrelere
150 pLL. Muse Caspase 7-AAD working soliisyonu eklenmis ve karistiritlmistir. Son olarak
hiicreler 1siktan korunarak 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Multikaspaz testi verileri Guava® Muse Cell Analyzer (Cell Analyzer, Luminex) cihazi

ve yazilimi kullanilarak elde edilmistir.

3.7. istatistiksel Analizi

Tiim deneyler ii¢ tekrarl olarak gergeklestirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma
(S.D) olarak gosterilmis ve SPSS Statistics 28.0 ile analiz edilmistir. Grafikler Excel
yazilimi (Microsoft Office 2016) kullanilarak hazirlanmigtir. Muamele edilen ve
edilmeyen gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirma Kruskal Wallis ve Mann-Whitney

testleri ile yapilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik tagimaktadir.
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4. BULGULAR
4.1. Titanyum nanotiiplerin karakterizasyon analizi
4.1.1. Alan emisyon taramal elektron mikroskobi FESEM

Hidrotermal yontemi ile sentezlemis TNT ve AgTNT nanotiiplerinin morfolojisini
incelemek icin FESEM mikroskopisi yapilmistir. FESEM analizi, bos ve giimiis ile
yiiklenmis titanyum nanotiiplerin homojen bir dagilimin1 gostermektedir. Sekil 4.1.a ve
4.1.b, piiriizsiiz bir yiizeyle agregasyon gostermeyen nanotiiplerin uzun tiibiiler seklindeki

morfolojisini gostermektedir.

Mag = 100.00KX  gH7= 500 kV Signal A= InLens
100 nm = =
WD = 82mm Scan Speed = 6

(f g

x

}.&
s
ne

A L e, il - b DT
WD = 8.1mm Mag= 50.00 KX EHT = 20.00 kV Anadolu
Faculty of Science ULTI

Signal A = InLens

Sekil 4.1. Bos TiO> nanotiiplerin (A) ve giimiis ile yliklenmis TiO; nanotiiplerin (B)
FESEM goriintiileri
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4.1.2. Transmisyon elektron mikroskobi TEM

Transmisyon elektron mikroskobu mikrofotograflari hazir numune i¢in sirasiyla Sekil 4.2
a ve b de gosterilmistir. TEM goriintiilerinde her iki nanotiip tiirliniin morfolojisi, boyutu
ve dagilimi goriilmektedir. TNT ve AgTNT' nin ortalama uzunlugu yaklasik 100 nm olan
tiibiiler bir sekil i¢inde dagildig: oldukga net anlagilmaktadir. Her iki resimde de ortalama
cap1 8 ila 12 nm arasinda degisen, toplanmig olmayan nanotiipler goriilmektedir. Glimiis
ile titanyum nanotiiplerin konjugasyonunun nanotiiplerin seklini degistirmedigi agikca

gorlilmektedir. Yapilan TEM analizinin sonug¢lart SEM sonuglariyla uyumludur ve

nanotiiplerin morfolojisini ve yapisin1 dogrulamistir.
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Sekil 4.2. Bos TiO2 nanotiiplerin (A) ve glimiis ile yiiklenmis TiO2 nanotiiplerin (B) TEM
goriintiileri

4.1.3. X- 151m1 Kirimimi XRD

Sekil 4.4 hidrotermal iglemin ardindan bos ve Ag ile yiliklenmis TiO2 nanotiiplerinin XRD
gorilintiilerini gostermektedir. Sekil 4.4.a'da 20 araliginda 24,24°, 28,36°, 48,28° ve
62,7°'de gozlenen kirmim pikleri TiO> yapisinin anataz fazina iliskilendirilmektedir.
TNT' nin Ag ile yiiklenmesini takiben, TNT piklerine 26=32,38° ve 26=46,36°'de iki ek
pikin gelisimi gozlenmistir (Sekil 4.4.b). Bu pikler Agmin TNT’ lere basariyla
yliklendigini ve Ag yiiklemesinin TNT' lerin kristal yapisini 6nemli 6l¢iide etkilemedigini

gostermektedir.
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Sekil 4.3. Bos TiO> nanotiiplerin (A) ve giimiis ile yiiklenmis TiO; nanotiiplerin (B) X-

1511 kirinimi goriintiileri.
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4.1.4. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi FTIR

TNT ve AgTNT nanokompozitlerinin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.4.'te sunulmaktadir.
FTIR spektrumu, sentezlenen nanotiiplerde bulunan 4000 ila 600 cm™ arasinda degisen
fonksiyonel gruplarin ayrintilarini gostermektedir. Her iki spektrumda da 3500 ve 3100
cm! arasinda genis bir absorpsiyon vibrasyonu gozlenmektedir. Yaklagik 1650 cm!, 900
cm! ve 600 cm! de {i¢ pik daha goriilmektedir. IR spektrumu da TNT egrisi ile AGTNT
egrisi arasinda biraz degiskenlik gostermekte olup farkli dalga boylarinda (yaklagik 1900
cm! ve 1370 cm™) iki pik ortaya ¢ikmaktadir.

%T

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600.0

Sekil 4.4. Bos TiO2 nanotiiplerin ve glimiis ile yiiklenmis TiO nanotiiplerin FTIR
goriintiileri.

4.2. Nanotiiplerin hiicre ici girisi ve lokalizasyonunun TEM ile goriintiilenmesi

Hiicrelerdeki titanyum nanotiipleri lokalize etmek i¢in her bir hiicre hatt1 (A549, HT-29,
MCF-7) AgTNT (IC»s dozlari) ile muamele edilmis ve 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
IC25 dozlar1 XTT hiicre canliligi deneyi kullanilarak tanimlanmistir. Hiicreler daha sonra
glutaraldehit ile fikse edilmistir ve TEM mikroskobu kullanarak incelenmek tizere bir
protokole gore hazirlanmistir. Elde edilen gorlintiler Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de

goriilmektedir.
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AgTNT uygulanmayan kontrol grubunu Sekil 4.5.a’da gosterilmistir. Sitoplazmik veya
cekirdek deformasyonu géstermeyen normal bir kanser hiicresi goriilmektedir. Sekil 4.5.b
ve ¢ nanotiipler igeren sitoplazmik vezikiillerin olusumunu gdstermistir. Ayrica ayni
vezikiiller ¢ekirdek zar1 yakininda da tespit edilmistir, bu da nanotiiplerin hiicre
cekirdegine ulasabildigini gostermistir. Sekil 4.5.¢' te nanotiiplerin hiicre zarina yaklastigi
ve tutundugu goriilmiistiir. Fagositoz siirecinin bagladigin1 gosteren, nanotiiplerin hiicre
zar1 etrafinda ¢evrelenmeye baslamasi gozlemlenmektedir. Sekil 4.5.d ve e ozellikle
kiiresel hiicreler, ¢ekirdek zarin diizensizligi, hiicre zarin yogunlagmasi, membranda
kabarcik ve birka¢ apoptoz cisimcigin olusumu gibi erken apoptoz 6zelliklerini gosteren

hiicreleri gostermistir.

A549

Sekil 4.5. Giimiis ile yliklenmis TiO> nanotiiplerin A549 hiicreleri i¢indeki TEM
gorlintiileri

Ayni gozlemler MCF-7 hiicreleri tizerinde de yapilmistir (Sekil 4.6). Cekirdek etrafinda
nanotiip vezikiilleri gézlemlenmis ve bu vezikiillerin ¢ekirdek zari tizerinde bir tiir baski
olusturdugu goriilmiistiir. Nanotiiplerin fagositoz siirecini tetiklemek i¢in hiicre zarina
yapismasi daha goriinlir olmustur (Sekil 4.6.¢, e). Hiicre zarinda, cekirdeginde ve
sitoplazmasinda degisiklikler gbzlenmis, ancak A549 hiicrelerine gore daha az belirgin

olmustur.
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MCF-7

Sekil 4.6. Glimiis ile yiliklenmis TiO2 nanotiiplerin MCF-7 hiicreleri i¢cindeki TEM
gorlintiileri

Benzer gozlemler HT-29 hiicrelerinde de yapilmis ancak A549 ve MCF-7 hiicrelerine
gore daha belirgin olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.7). Sekil 4.7.b ve ¢' de hiicrelerin
sitoplazma ve c¢ekirdeklerinde vezikiil seklinde nanotiip kiimeleri goriilmiistiir. Sekil
4.7.¢' te fagositoz araciligtyla hiicre tarafindan absorbe edilmis bir nanotiip kiimesi
gorlilmiistiir. Ayrica sekil 4.7 c-¢-d-e' de yogunlasmis kromatin, diizensiz bir ¢ekirdek

zar1 ve apoptoz cisimcikler i¢eren kiiresel hiicreler goriilmiistiir.

HT-29

Sekil 4.7. Giimiis ile yliklenmis TiO> nanotiiplerin HT-29 hiicreleri i¢indeki TEM
gorlintiileri.
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4.3. Titanyum nanotiiplerin sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi

Bos titanyum ve gilimiis ile yiliklenmis titanyum nanotiiplerin {i¢ hiicre hatt1 olan HT-29,
A549 ve MCF-7 iizerindeki sitotoksik etkisi 24 saatlik bir siire boyunca XTT testi
kullanilarak arastirilmistir. Ayrica analiz i¢in iki kontrol numunesi kullanilmaistir:
bunlardan birinde negatif kontrol olarak kullanilan kuyucuklara hi¢bir sey eklenmemis,
digerinde ise pozitif kontrol olarak kullanilan hidrojen peroksit (3 uM) kullanilmaistir.
Karsilagtirmalr istatistiksel analiz ic¢in, tim numuneler negatif kontrol hiicreleriyle
karsilagtirilmistir. Sekil 4.8, 4.9, 4.10 80 pg/ml ile 2560 pg/ml arasinda degisen
nanotiipler konsantrasyonlar1 ile muameleden sonra her bir kuyucuktaki canli hiicrelerin
miktarlarini gostermektedir. 24 saatlik muameleden sonra, AgTNT nanotiipleri {i¢ hiicre

hatt1 lizerinde 6nemli Ol¢iide yiiksek sitotoksik etkiler sergilemistir.

A549 ve MCF-7 hiicre hatlarinda, sirasiyla 160 pg/ml ve 240 pg/ml AgTNT
konsantrasyonundan itibaren canli hiicre sayisinda anlamli bir diisiis gozlenirken, HT-29
hiicrelerinde AgTNT 80 pg/ml konsantrasyonundan itibaren anlamli bir antiproliferatif
etki gostermistir. Boylece canli HT-29 hiicreleri miktar1 80 pg/ml'de 69,2 + 1,66 (p<0,01),
A549 hiicreleri 160 pg/ml'de 74,70 £1,85 (p< 0,05) ve MCF-7 hiicreleri 240 pg/ml'de
73,27 + 2,75 olarak bulunmustur (p<0,01).

Hiicrelerin TNT nanotiiplerle muamelesi de hiicre canliliginda bir azalmaya neden
olmustur. Negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olmakla birlikte, TNT
nanotiiplerin sitotoksik etkisi AgTNT nanotiiplerinkinden daha az olmugstur. TNT
nanotiiplerin antiproliferatif etkisi tiim hiicre hatlarinda 320 pg/ml'den itibaren
gozlenmistir. Canli hiicre sayis1 320 pg/ml’de her hiicre hatt1 i¢in sdyledir, HT-29: 86,46
+2,56; A549: 90,13 +0,89; MCF-7: 62,07 = 2,41. Elde edilen tiim veriler kullanarak, her
bir hiicre hatt1 icin TNT ve AgTNT nanotiiplerin farkli ICso dozlarmi belirlenmistir.
Hiicre hatlar1 icin ICsp degerleri su sekilde bulunmusgtur: HT-29 111,46 pg/ml, A549 300
pg/ml ve MCF-7 310 pg/ml. Diger deneyler icin kullanilan IC degerleri ¢izelge 4.1°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.8. TNT ve AgTNT nanotiiplerin 24 saatlik uygulamasindan sonra HT-29 hiicre
hatlarinin hiicre canlilig1 (p<0,05 olanlar * ile, p< 0,01 ** ile, p< 0,001 *** jle belirtilmistir)
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Sekil 4.9. TNT ve AgTNT nanotiiplerin 24 saatlik uygulamasindan sonra A549 hiicre
hatlarinin hiicre canlilig1 (p<0,05 olanlar * ile, p< 0,01 ** ile, p< 0,001 *** ile belirtilmistir)
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Sekil 4.10. TNT ve AgTNT nanotiiplerin 24 saatlik uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre
hatlarinin hiicre canlilig1 (p<0,05 olanlar * ile, p< 0,01 ** ile, p< 0,001 *** jle belirtilmistir)

Cizelge 4.1. Titanyum nanotiiplerinin HT-29, A549 ve MCF-7 hiicrelerindeki IC
degerleri

Nanotiip HT-29 A549 MCF-7
Tiirii (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)

ICi25 i IC25 i ICs0 i IC75 |IC125: IC25 i ICs0 i IC75 | ICi25: IC2s i ICso i ICos
TNT 317,5 ¢ 635 {1270 : 2177 | 344,7:689,5: 1379 i 2068 |320,2: 640,4 i 1280 i 1921

AgTNT 27,86 :55,73:111,4:167,1| 75 150 : 300 : 450 | 77,5 i 155 310 : 465

4.4.Titanyum nanotiiplerin genotoksik etkisinin Alkalin Komet deneyi kullanilarak
degerlendirilmesi

Bu ¢aligmada, TNT ve AgTNT nanotiiplerin genotoksik 6zelligini degerlendirmek i¢in
alkalin komet deneyi kullanilmig ve komet kuyrugunun uzunlugu, kuyruk DNA yiizdesi
ve Olive kuyruk momenti DNA hasarinin nicel degerlendirmesi i¢in parametreler olarak
kullanilmistir. Bu deneyi gerceklestirmek i¢in hiicre hatlar1 (HT-29, A549 ve MCF-7) 24
saat boyunca ICr25, IC2s, ICso ve IC75 dozlarinda titanyum nanotiiplerle muamele
edilmigtir. Elde edilmis XTT sonucglarina gére TNT nanotiipleri ¢ok yiiksek

konsantrasyonlarda sitotoksisite etkisi gostermektedir. Dolaysiyla hiicreler sadece
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TNT'nin IC12,5 dozuna maruz birakilmistir. 200 uM' de pozitif kontrol olarak hidrojen
peroksit ve negatif kontrol olarak muamele edilmemis hiicrelerden olusan bir grup
kullanilmistir. Hiicrelerin muamelesinden sonra, elde edilmis komet kuyruk uzunlugu
(um), DNA yiizdesi (%) ve Olive tail momenti (OTM) ortalama degerleri Cizelge 4.2'de

Ozetlenmistir.
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IS

Cizelge 4.2. HT-29, A549 ve MCF-7 hiicre hatlarinin nanotiipler muamelesi sonras1 Komet parametresinin ortalama degerleri

- Hiicre Hatlar1

Dozlar HT-29 A549 MCF-7
Kuyruk DNA OT™™ Kuyruk DNA OT™™ Kuyruk DNA OT™
Uzunlugu Yiizdesi Uzunlugu Yiizdesi Uzunlugu Yiizdesi

Biiyiime Kontrol | 9,85+0,47 27,41+£2,24 3,53%0,13 6,64%0,59 11,78+3,4 1,42+0,4 13,86+0,74 37,98+2,54 6,97+0,45

TNT 12,5 9,08+0,68 27,9610,62 2,97+0,42 6,35+0,38 14,64+0,81 1,65£0,04 10,29+0,27 36,10+4,06 4,2240,25

ICi2s 11,1240,33% 29,45+1,66 3,80+0,13 7,720,917 18,09+2,04 2,1440,32"# 14,74+3,37 36,74+4,6 6,16+1,8

I1Cys 14,49+0,34""## 37,99+1,12"## 5,09+0,35## 10,54+1,09™# 21,90+1,717## 3,83+0,68™ " ## 21,56+3,9"# 48,75+4,43™# 8,96+1,78"#

ICsp 22,5742,18"## 47,9443,137### 7,9240,76"## 38,511,327 | 43,91+1,6""#* 13,5640,58™"## | 54,7+4,59™"## 60,39+2,58"## 25,87+3,6" " ##

ICys 39,23+4,39"## 53,63+3,03"## 15,6242,017"## | 57,79+5,32""## | 58 83+4,88""## 24,5443 47 ## 63,98+2,49™## | 66,8143,66"## | 28 642,11 ##

Pozitif Kontrol 57,9946,52""" 61,25+8,88™" 23,99+3,83" 69,92+5,09™ 68,35+4,43™ 32,244,97"" 67,77+2,89™ 70,98+3,87"" 30,43+1,74™

Ortalama degerler standart sapmalari ile gosterilmistir (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile belirtilmistir. *Kontrol grubu ile
karsilastirma # TNT 12,5 dozu ile karsilastirma)




4.4.1. Titanyum nanotiiplerin kuyruk uzunlugu sonuclari

Biiyiime kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kuyruk uzunlugu degeri tiim hiicre
hatlarinda doza bagl bir sekilde istatistiksel olarak anlamli dl¢iide artmistir (Sekil 4.11,
4.12,4.13).

HT-29 hiicrelerinde kontrol grubunun kuyruk uzunlugu degeri 9,85+0,47 olup TNT 12,5
(9,0840,68) ile muamele edilen hiicrelerin degerine yaklasik olarak esittir (p>0,05).
AgTNT uygulamasi, ilgili IC125, IC25, ICs0 ve IC75 dozlarinda sirasiyla 11,12+0,33
(p<0,05); 14,49+0,34 (p<0,001); 22,57+2,18 (p<0,001); 39,23+4,39 (p<0,001) kuyruk
uzunlugu degerine neden olmustur. Kuyruk uzunlugu degerindeki bu anlamli artis TNT

12,5 grubuyla karsilastirildiginda da fark edilmektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra HT-29 hiicre hatlarinin
komet kuyruk uzunlugu degeri (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/H###
ile belirtilmistir)

Benzer sekilde, A549 hiicrelerindeki kuyruk uzunlugu degerleri kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir. Her bir doz i¢in elde edilen degerler
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sunlardir: BK: 6,64+0,59; TNT 12,5: 6,35+0,38 (p>0,05); IC125: 7,7220,91 (p<0,01);
ICas: 10,5421,09 (p<0,01); ICs0: 38,511,32 (p<0,001); ve ICrs: 57,79+5,32 (p<0,001);
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra A549 hiicre hatlarinin
komet kuyruk uzunlugu degeri (p<0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/H###
ile belirtilmistir)

MCF-7 hiicreleri icin, nanotiiplerle muameleden sonra elde edilen kuyruk uzunlugu
degerleri BK: 13,86+0,74; TNT 12,5: 10,29+0,27 (p>0,05); IC12,5: 14,7443,37; 1C»s:
21,56£3,9 (p<0,01); ICso: 54,7£4,59 (p<0,001) ve I1C7s: 63,98+2,49 (p<0,001) olarak
belirlenmistir. ICz5 dozundan baslayarak, dozlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gdézlenmistir. TNT 12,5 grubu ile kontrol grubu

arasinda anlamli bir fark olmamasina ragmen, TNT 12,5 grubu ile ICzs (p<0,01), ICso
(p<0,001) ve IC75 (p<0,001) dozlar arasinda anlamli bir fark gozlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre hatlarinin
komet kuyruk uzunlugu degeri (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/H##
ile belirtilmistir)

4.4.2. Titanyum nanotiiplerin Kuyruk % DNA sonug¢lar:

Kuyruk % DNA o6l¢iimlerinin sonuglari, DNA'nin komet kuyruklarina gecisinin tiim

hiicre hatlarinda ICas, ICso ve IC7s dozlarinda 6nemli dl¢ilide arttigini gostermistir.

HT-29 hiicre hatlarinda ortalama kuyruk % DNA degeri biiylime kontrol grubunda
27,4142,24 ve pozitif kontrol grubunda 61,25+8,88 olarak saptanmistir. HT-29
hiicrelerinin AgTNT' nin ICiz;5, ICas, ICs0 ve IC7s dozlar1 ile muamele edilmesiyle elde
edilen ortalama kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 29,45+1,66 (p>0,05); 37,99£1,12
(p<0,001); 47,94£3,13 (p<0,001); 53,63+3,03 (p<0,001) bulunmustur. Kontrol
grubunun ortalama kuyruk % DNA degeri elde edilmis IC doz degerleri ile
karsilastirildigi  zaman, doz kaynakli artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorlilmiistiir. Kontrol grubu ile TNT 12,5 (27,9610,62) (p>0,05) grubu arasinda fark
gozlenmemesine ragmen, TNT 12,5 grubu ile ICis, ICsp ve IC75 dozlar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra HT-29 hiicre hatlarinin
kuyruk % DNA degeri (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/#i# ile
belirtilmistir)

A549 hiicre hatlarinda ortalama kuyruk % DNA degeri biiyiime kontrol grubunda
11,7843,4 ve pozitif kontrol grubunda 68,35+4,43 olarak saptanmistir. A549 hiicrelerinin
AgTNT' nin ICizs5, IC2s, ICsp ve IC75 dozlar ile muamele edilmesiyle elde edilen
ortalama kuyruk % DNA degerleri sirastyla 18,09+2,04 (p<0,01); 21,90£1,71 (p<0,001);
43,91£1,6 (p<0,001); 58,83+4,88 (p<0,001) bulunmustur. Kontrol grubunun ortalama
kuyruk % DNA degeri elde edilmis IC doz degerleri ile karsilastirildigi zaman, doz
kaynakli artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile TNT
12,5 (14,64+0,81) (p>0,05) grubu arasinda fark gézlenmemesine ragmen, TNT 12,5
grubu ile IC125 (p<0,05); ICas (p<0,001); ICso (p<0,001) ve 1C7s (p<0,001) dozlari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra A549 hiicre hatlarinin
kuyruk % DNA degeri (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/#i# ile
belirtilmistir)

MCF-7 hiicre hatlarinda ortalama kuyruk % DNA degeri biiyiime kontrol grubunda
37,9842,54 ve pozitif kontrol grubunda 70,98+3,87 olarak saptanmistir. MCF-7
hiicrelerinin AgTNT' nin ICiz,;5, ICas, ICs0 ve IC7s dozlar1 ile muamele edilmesiyle elde
edilen ortalama kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 36,74+4,6 (p>0,05); 48,75+4,43
(p<0,05); 60,39£2,58 (p<0,01); 66,81£3,66 (p<0,001) bulunmustur. Kontrol grubunun
ortalama kuyruk % DNA degeri elde edilmis ICzs, ICso ve IC75 doz degerleri ile
karsilastirildigi zaman, doz kaynakli artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiistiir. Kontrol grubu ile TNT 12,5 (14,64%0,81) (p>0,05) grubu arasinda fark
gozlenmemesine ragmen, TNT 12,5 grubu ile ICzs (p<0,01); ICso (p<0,001) ve 1C7s
(»<0,001) dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre hatlarinin
kuyruk % DNA degeri (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/#i# ile
belirtilmistir)

4.4.3. Titanyum nanotiiplerin Olive Tail Momenti sonuglar:

Olive tail momenti degerleri AgTNT ile muamele edilen tiim hiicrelerde kontrol grubu

ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek olmustur.

HT-29 hiicre hatlarinda ortalama OTM degeri biiylime kontrol grubunda 3,53+0,13 ve
pozitif kontrol grubunda 23,9943,83 olarak saptanmistir. HT-29 hiicrelerinin AgTNT' nin
IC125, ICas, ICsp ve IC75 dozlart ile muamele edilmesiyle elde edilen ortalama OTM
degerleri sirasiyla 3,80+£0,13 (p>0,05); 5,09+£0,35 (p<0,001); 7,92+0,76 (p<0,001);
15,6242,01 (p<0,001) bulunmustur. Kontrol grubunun ortalama OTM degeri elde edilmis
IC2s, ICso ve IC7s5 doz degerleri ile karsilastirildigt zaman, doz kaynakli artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir. Kontrol grubu ile TNT 12,5 (2,97+0,42)
(»>0,05) grubu arasinda fark gozlenmemesine ragmen, TNT 12,5 grubu ile IC»s
(»<0,001); ICso (p<0,001) ve IC75 (p<0,001) dozlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmustur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra HT-29 hiicre hatlariin
OTM degeri (p<0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/#i# ile belirtilmistir)

A549 hiicre hatlarinda ortalama OTM degeri biiylime kontrol grubunda 1,42+0,4 ve
pozitif kontrol grubunda 32,2+4,97 olarak saptanmistir. A549 hiicrelerinin AgTNT' nin
IC125, ICas, ICsp ve IC75 dozlart ile muamele edilmesiyle elde edilen ortalama OTM
degerleri sirasiyla 2,14+0,32 (p<0,01); 3,83%0,68 (p<0,001); 13,56£0,58 (p<0,001);
24,5443 .4 (p<0,001) bulunmustur. Kontrol grubunun ortalama OTM degeri elde edilmis
IC doz degerleri ile karsilastirildigi zaman, doz kaynakli artigin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile TNT 12,5 (1,65+0,04) (p>0,05) grubu
arasinda fark gozlenmemesine ragmen, TNT 12,5 grubu ile ICi2s (p<0,01), ICas
(»<0,001), ICso (p<0,001) ve IC7s (p<0,001) dozlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra A549 hiicre hatlarinin
OTM degeri (p<0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/#i# ile belirtilmistir)

MCF-7 hiicre hatlarinda ortalama OTM degeri biiyiime kontrol grubunda 6,9740,45 ve
pozitif kontrol grubunda 30,43%1,74 olarak saptanmistir. MCF-7 hiicrelerinin AgTNT'
nin ICyz;5, IC2s, ICso ve IC7s dozlart ile muamele edilmesiyle elde edilen ortalama OTM
degerleri sirastyla 6,16£1,8 (p>0,05); 8,96*1,78 (p<0,05); 25,87£3,6 (p<0,001);
28,612,11(p<0,001) bulunmustur. Kontrol grubunun ortalama OTM degeri elde edilmis
IC2s, ICso ve IC7s5 doz degerleri ile karsilastirildigt zaman, doz kaynakli artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile TNT 12,5 (4,2240,25)

(»>0,05) grubu arasinda fark gozlenmemesine ragmen, TNT 12,5 grubu ile IC»s
(»<0,01), ICso (p<0,001) ve IC75 (p<0,001) dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre hatlarinin
OTM degeri (p<0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/#i# ile belirtilmistir)

4.5. Titanyum nanotiiplerin olusturdugu hiicre i¢ci ROS diizeylerinin
degerlendirilmesi

TNT ve AgTNT nanotiiplerin antioksidan etkisini aragtirmak i¢in tiim hiicre hatlarinda
icsel ROS seviyesi DCFH-DA boyamas: ile Ol¢iilmiistiir. 4 saat muamele edilmesi
sonucundan, her bir hiicrenin floresan goriintiileri ve kantitatif istatistikleri sirastyla Sekil

4.20, 4.21 ve 4.22'de gosterilmistir.

HT-29 hiicrelerinde, biiylime kontrol grubu ve pozitif kontrol i¢in elde edilen ROS
miktarlar1 sirasiyla 4,9240,27 ve 47,49545,71 olmustur. TNT 12,5 dozun ROS
miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (4,69+0,42) (p>0,05).
Ayrica ICqz5, ICas, ICso ve IC75 dozlarin ROS seviyeleri sirasiyla 5,2+0,56 (p>0,05);
10,02+0,33 (p<0,01); 20,02+1,91(p<0,001); 26,22+1,50 (p<0,001) bulunmustur.
Yapilan istatistiksel analiz kontrol grubu ile ICzs, ICso ve I1C7s dozlar1 arasinda anlaml

bir fark oldugunu gostermistir. TNT 12,5 dozu ile karsilastirildiginda, IC2s (p<0,01), ICso
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(p<0,001) ve 1C7s (p<0,001) dozlar1 da anlamlilik diizeyinde farklilik gostererek daha
yliksek ROS seviyeleri gostermistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra HT-29 hiicre hatlarinin
ROS seviyeleri belirlenmesi (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile
belirtilmistir)

Sekil 4.21° de goriildiigii gibi A549 hiicrelerinde, biiyiime kontrol grubu ve pozitif kontrol
icin elde edilen ROS miktarlar1 sirasiyla 8,99+1,03 ve 42,2240,15 olmustur. TNT 12,5
dozun ROS miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (8,37+1,29)
(»>0,05). Ayrica ICias, ICas, ICso ve IC7s dozlarin ROS seviyeleri sirasiyla 10,72+1,18;
16,40+0,96; 29,46+2,84; 34,52+1,16 bulunmustur. Istatistiksel analiz, kontrol grubu ile
IC2s (p<0,001), ICso (p<0,001), ve 1C75 (p<0,001), dozlar1 arasinda anlamli bir fark
oldugunu gostermistir. TNT 12,5 dozu ile karsilastirildiginda, 1Cas (p<0,001), ICso
(»<0,001) ve IC7s (p<0,001) dozlar1 da anlamlilik diizeyinde farklilik gostererek daha
yliksek ROS seviyeleri gostermistir.
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Sekil 4.21. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra A549 hiicre hatlarinin
ROS seviyeleri belirlenmesi (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile
belirtilmistir)

MCF-7 hiicrelerinde, biiyiime kontrol grubu ve pozitif kontrol i¢in elde edilen ROS
miktarlari sirasiyla 9,1240,86 ve 42,22+0,51 olmustur. TNT 12,5 dozun ROS miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (10,04+1,39) (p>0,05). Ancak IC25,
IC3s, ICsp ve IC75 dozlarin ROS seviyelerinde sirasiyla 17,03£0,54 (p<0,01); 22,1340,16
(p<0,001);29,91£0,31 (p<0,001); 35,77+0,41(p<0,001), olan istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur. TNT 12,5 dozu ile karsilastirildiginda, IC (p<0,01) ve (p<0,001),
dozlar1 da anlamhilik diizeyinde farklilik gostererek daha yiiksek ROS seviyeleri
gostermistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre hatlarinin
ROS seviyeleri belirlenmesi (p< 0,05 olanlar */# ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile
belirtilmistir)

4.6. Titanyum nanotiiplerin apoptotik etkisi Anneksin-V testi kullanmilarak
degerlendirilmesi

HT-29, A549 ve MCF-7 hiicre hatlarinin 24 saat muamelesinden sonra nanotiiplerin
apoptotik  etkisini degerlendirmek icin Anneksin-V  hiicre apoptoz deneyi
gergeklestirilmistir. Her hiicre hatt1 i¢in elde edilmis ortalama toplam apoptotik hiicre
sayist Sekil 4.23, 4.24 ve 4.25° te belirtilmistir. Ayrica canli hiicreler, erken ve geg
apoptoz fazindaki hiicreler ve 6li hiicreler olan Anneksin-V parametrelerine iligkin

sayilar her bir grafigin altinda gosterilmistir.

HT-29 hiicre hattinda, biiyiime kontrol ve pozitif kontrol dozlar1 i¢in ortalama toplam
apoptotik hiicre sayisi sirastyla 22,643,2 ve 84,05 £ 0,55 bulunmustur. TNT 12,5 dozun
apoptotik hiicre miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (23,6+2,17)
(p>0,05). Ayrica ICi2s, ICas, ICso ve IC7s dozlarin apoptotik hiicre sayisi sirastyla
26,1+0,2; 29,65+0,75; 43,2542,35; 70,610,50 bulunmustur. Yapilan istatistiksel analiz

kontrol grubu ile IC25(p<0,05), ICs0 (p<0,01) ve IC75 (p<0,001) dozlar1 arasinda anlaml
63



bir fark oldugunu gostermistir. TNT 12,5 dozu ile karsilastirildiginda, IC2s (p<0,05), ICso
(»<0,01) ve IC75 (p<0,001), dozlar1 da anlamlilik diizeyinde farklilik gdstererek daha

yliksek apoptotik hiicre sayist gostermistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra HT-29 hiicre hatlarinin
ortalama toplam apoptotik hiicre sayisi ve Anneksin-V parametreleri gésterilmesi (p<0,05
olanlar */#ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile belirtilmistir)
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Sekil 4.24° de goriildiigii gibi A549 hiicrelerinde, biiyiime kontrol grubu ve pozitif kontrol
icin elde edilen ortalama toplam apoptotik hiicre sayisi sirasiyla 12,6+2,26 ve 91,8540,49
olmustur. TNT 12,5 dozun apoptotik hiicre miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamuistir (14,7612,77). Ayrica IC1z;5, IC2s, ICso ve IC7s dozlarin apoptotik hiicre
miktari sirastyla 12,36+1,24; 20,95+1,64; 41+4,43; 52,1+1,70 bulunmustur. Istatistiksel
analiz, kontrol grubu ile IC25 (p<0,05), ICso (p<0,01) ve IC7s (p<0,01), dozlar1 arasinda
anlamli bir fark oldugunu gostermistir. TNT 12,5 dozu ile karsilagtirildiginda, ICas
(»<0,05), ICso (p<0,01) ve IC7s (p<0,0I) dozlar1 da anlamlilik diizeyinde farklilik

gostererek daha yiiksek apoptotik hiicre sayisi1 gostermistir.
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Sekil 4.24. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra A549 hiicre hatlarinin
ortalama toplam apoptotik hiicre sayisi ve Anneksin-V parametreleri gésterilmesi (p<0,05
olanlar */#ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile belirtilmistir)

MCF-7 hiicrelerinde, biiyltime kontrol grubu ve pozitif kontrol i¢in elde edilen apoptotik

hiicre sayilart sirastyla 17,2£2,96 ve 94,612,86 olmustur. TNT 12,5 dozun apoptotik

hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (23,61+2,17) (p>0,05).

Ancak ICyz5, IC2s, ICso ve IC7s dozlarin apoptotik hiicre sayilarinda sirasiyla 32,5+2,78
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(p<0,05); 50,5£9,11 (p<0,01); 62,53+4,89 (p<0,001); 87,53+2.20 (p<0,00I) olan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. TNT 12,5 dozu ile karsilastirildiginda,
IC dozlar1 (p<0,05; p<0,01; p<0,001) da anlamlilik diizeyinde farklilik gostererek daha

yliksek apoptotik hiicre sayist gostermistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre hatlarinin
ortalama toplam apoptotik hiicre sayisi ve Anneksin-V parametreleri gésterilmesi (p<0,05

olanlar */#ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile belirtilmistir)
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4.7. Titanyum nanotiiplerin apoptotik etkisinin Multikaspaz testi kullamilarak
degerlendirilmesi

Multikaspaz deneyi apoptoz siiresince aktif olan kaspazlarin sayisin belirleyen bir deney
olup Anneksin-V testinin sonuglarin1 desteklemektedir. Apoptoz testinde yapildig: gibi,
hiicreler 24 saat boyunca nanotiiplerle muamele edilmis ve Multikaspaz deneyi
gerceklestirilmistir. Her hiicre hatt1 i¢in elde edilmis ortalama toplam kaspaz sayist Sekil
4.26,4.27 ve 4.28’ de belirtilmistir. Ayrica canli hiicreler, kaspaz + fazindaki hiicreler ve
oOlii hiicreler olan Multikaspaz parametrelerine iliskin sayilar her bir grafigin altinda

gosterilmistir.

HT-29 hiicre hattinda, biiyiime kontrol ve pozitif kontrol dozlar1 i¢in ortalama toplam
kaspaz sayisi sirastyla 7,9+0,8 ve 48,85 + 0,25 bulunmustur. TNT 12,5 dozun kaspaz
miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (13,26£3,32) (p>0,05).
Ayrica ICias, ICas, ICso ve IC75 dozlarin kaspaz sayisi sirasiyla 12,740,4; 20,340,1;
23,7540,65; 24,9540,25 bulunmustur. Yapilan istatistiksel analiz kontrol grubu ile IC2s
(p<0,01), ICso (p<0,01) ve IC75 (p<0,01) dozlar1 arasinda anlaml bir fark oldugunu
gostermistir. TNT 12,5 dozu ile karsilastirildiginda, ICas (p<0,05), ICso (p<0,01) ve IC7s
(p<0,01) dozlar1 da anlamlilik diizeyinde farklilik gostererek daha yiiksek kaspaz sayisi
gostermistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra HT-29 hiicre hatlarinin
ortalama toplam kaspaz miktar1 ve Multikaspaz testin parametreleri gosterilmesi (p<0,05
olanlar */#ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile belirtilmistir)

Sekil 4.27° de goriildigii gibi A549 hiicrelerinde, biiylime kontrol grubu ve pozitif kontrol

icin elde edilen ortalama toplam kaspaz miktar1 sirasiyla 8,86+2,20 ve 97,84+2,67
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olmustur. TNT 12,5 dozun kaspaz miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamuistir (5,43£1,98) (p>0,05). Ayrica ICia;s, ICas, ICso ve IC7s dozlarin kaspaz
miktart swrasiyla 28,36+2,95; 33,13+4,79; 57,26+4,31; 65,243,08 bulunmustur.
Istatistiksel analiz, kontrol grubu ile IC dozlar1 (p<0,01; p<0,001) arasinda anlamli bir

fark oldugunu gostermistir. TNT 12,5 dozu ile karsilastirildiginda, tim IC dozlar
(p<0,01; p<0,001) da anlamlilik diizeyinde farklilik gostererek daha yiiksek kaspaz

say1s1 gostermistir.
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Sekil 4.27. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra A549 hiicre hatlarinin
ortalama toplam kaspaz miktar1 ve Multikaspaz testin parametreleri gosterilmesi (p<0,05
olanlar */#ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile belirtilmistir)

MCF-7 hiicrelerinde, biiylime kontrol grubu ve pozitif kontrol icin elde edilen kaspaz

oranlar sirasiyla 5,7£2.40 ve 91,840,34 olmustur. TNT 12,5 dozun kaspaz miktarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (8,1£0,45) (p>0,05). Ancak ICizs,
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IC3s, ICso ve IC75 dozlarin kaspaz sayilarinda sirasiyla 22,7+0,98 (p<0,01); 38,3+£1,26
(»<0,01); 74,8£2,56 (p<0,001); 84,8£1,26 (p<0,001) olan istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark bulunmustur. TNT 12,5 dozu ile karsilastirildiginda, IC dozlar1 (p<0,01 ve p<0,001)

da anlamlilik diizeyinde farklilik gostererek daha yiiksek kaspaz sayis1 gostermistir (Sekil
4.28).

100
ok
90 Ak
80 *okk
70
Qe
IS
v 60
w
-
>
3]
95] 50
o
I 40
N
5 30
—
B
=
10
BK TNT 12,5 1C12,5 1C25 I1C50 IC75 PK
Dozlar
. MULTICASPASE PROFILE . MULTICASPASE PROFRE . MULTICASPASE PROFRE . MULTICASPASE PROFILE
Dead ) i Dead Caspase+/Dead i Dead Caspase+/Dead i Dead Caspase+/Dead
0.10% 195% 111% s 348% 0.55 % . 1115 % 061% y 1964 %
3 3 3 3
: : : e 2 RS
& 3 . . M = 3’ ‘
B s s L
N . 1 S 1 = ’ i . :
95’9‘. 205% . 449% 7780% 10.80 % 61.00% 18.66 %
! o Uve Caspase+ 3 & L Caspase+ ! llive Caspase+ ' Live Caspaso+
E] 3 ] 1 7 3 1 ] 3 1 ]
Ny on CASPASE et Negurve CASPASE (S CASPASE Fanne Heutan CASPASE
MCE-7 BK INT 12,5 IC125 IC 25
- MULTICASPASE PROFILE 2.8 MULTICASPASE PROFILE MULTICASPASE PROFILE
1 |Dead Caspase+/Dead Caspase+Doad
005% < 5240 % 0.00 % y 8495%
3 3 i
: / AW 4
g2 f_._ 2
i : .
€ e
|3
25,10 % 245% 820% 685%
£ ° Live Caspase+ ! olive Caspase+
2 3 2
Noparee CASPASE CASPASE
IC 50 IC75 PK

Sekil 4.28. TNT ve AgTNT nanotiiplerin uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre hatlarinin
ortalama toplam kaspaz miktar1 ve Multikaspaz testin parametreleri gosterilmesi (p<0,05
olanlar */#ile, p< 0,01 **/## ile, p< 0,001 ***/### ile belirtilmistir)
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, modern tip i¢in en dnemli sorunlardan biri olarak kabul edilmektedir. Insan
saglig1 ve yasami icin ciddi bir tehdit olmaya devam ettiginden, bilim insanlar1 geleneksel
antikanser tedavisinin verimliligini artirmay1 hedeflemektedir. Her ne kadar birgok etkili
girigsim gergeklestirilmis ve bazi basarilar elde edilmis olsa da her yil artan vaka sayisina
yol agan tedavisi zor kanserlerde hala ¢ozlilemeyen birgok zorluk bulunmaktadir (Siegel
vd., 2023). Modern kanser tedavi yontemlerinin devamli gelismesine ragmen, tedavinin
ilk basamagi tiimoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi ve/veya radyoterapidir. Kemoterapi
genellikle tamamlayict bir tedavi olmakla birlikte, bir¢gok faktdr tarafindan
siirlandirilmaktadir. Kemoterapoétikler, insan organizmasindaki hem kanser hem de
saglikli dokularda hizla ¢ogalan dokular i¢in son derece toksik etkiye sahiptir. Bu
nedenle, yeni dagitim sistemleri ile tedavinin doku spesifikligini artiracak ve sistemik
etkilerini azaltacak yontemler halen arastirilmaktadir. Birgok kemoterapdtik ajan, kanser
hiicreleri tarafindan sergilenen ve ilaci bir zehir olarak goéren ve matriksten uzaklastiran
ABC ailesinin (ATP-binding cassette transporter) bazi iiyelerinin asir1 ekspresyonu ile
iligkili ¢oklu ilag direnci (MDR) mekanizmasi nedeniyle de etkili olamamaktadir (Marin
vd., 2009; Zimmermann vd., 2014). En sik c¢alisilan kemoterapotik ilaclardan biri
doksorubisindir (DOX). Cesitli kanserlerin tedavisi i¢in bircok avantaj saglamasina
ragmen, aragtirmacilar doksorubisinin en ciddi ve tehlikeli olan kardiyotoksisite de dahil

olmak iizere olumsuz etkilerle iligkili oldugunu bulmuslardir (Rivankar, 2014).

Arastirmacilar, ideal bir ¢6zlim arayisiyla, yasami tehdit eden malignitelerin erken teshis
ve tedavisine yardimei olacak yeni ilaclarin gelistirilmesini kolaylastirabilecek etkili
nanomalzemeler aramaktadir. Nanoteknoloji endiistrisi, havacilik ve uzay miihendisligi
ve nanoelektronikten ¢evresel iyilestirme ve tibbi saglik hizmetlerine kadar uzanan bir
dizi alana uygulanabilecek, ekonomik ve bilimsel etkileri olabilecek 6énemli faydalar
saglama umutlariyla hizla biiyiimektedir. Yeni tasarlanmig nanomalzemelerin tasarimi ve
gelistirilmesi, sunduklar1 faydali fizikokimyasal 6zellikler nedeniyle sektor i¢in temel
oneme sahip olmustur. Bir nanomateryal, nanometre aralifinda en az bir boyuta sahip bir
madde olarak tanimlanmakta ve tiipler, ¢ubuklar, teller veya kiireler gibi birgok farkli

form alabilmektedir (Imasaka vd., 2006; Warner vd., 2008).
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Simdiye kadar, ¢ok sayida inorganik ve organik nanomalzeme tiimorlerin teshis ve tedavi
etkinligini artirmak i¢in kullanilmistir. Bunlar arasinda titanyum bazli nanomalzemeler,
heniiz gelismekte olmasina ragmen, son zamanlarda biyolojik uygulamalardaki aragtirma
atilimlari olarak yogun ilgi gérmektedir. Bu ilgi esas olarak kimyasal inertlik, genis yilizey
alani, arzu edilen katalitik aktivite, yakin kizil6tesi (Near-infrared region) bolgede yiiksek
emilim ve 151k ve ultrasonla 1g1nlanan reaktif oksijen tiirlerinin yeterli tiretim etkinligi gibi
dikkat ¢ekici ve benzersiz 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Han vd., 2018; Hou vd.,
2015; G. Lan vd., 2019; K. Lan vd., 2018). Fotokatalitik 6zellikleri, ¢esitli ¢evresel
uygulamalarda kullanilmaktadir (Pavasupree vd., 2008). Daha da onemlisi, TiOs,
biyolojik uygulamalar i¢in diger agir metallerden (6rnegin Au, Ag, W, Bi) daha uygun
olan toksik olmayan, ucuz, biyolojik olarak inaktif metallerden biri olarak kabul
edilmektedir (Kim vd., 2019). Ayrica, TiO> bazli nanomateryallerin kullanilmasi,
hazirlama iglemi sirasinda bilesimi, yapiy1 ve boyutu kontrol etme ve ayarlama avantaji

saglamaktadir (Zhou vd., 2014).

Yukaridaki faydalarin tiimii, kanser tedavisinde TiOz bazli nanomateryallerin diger metal
bazli nanomalzemelerden daha fazla ilgi gérmesine katkida bulunmaktadir. Biyolojik
uygulamalarina gore c¢esitli titanyum bazli nanomalzemeler vardir ve bunlar farkl
kategorilere ayrilabilmektedir: titanyum oksit (TiO, TiO, Ti30s, Ti203) titanyum nitrit
(TiN), titanyum karbiir (Ti2C), titanyum siilfiir (TiS2) ve titanyum koordinasyon
bilesikleri  (Ti-5,10,15,20-tetra(p-benzoato)porfirin). Cesitli  ¢aligmalar, Ti-bazh
nanomalzemelerin polietilen glikol gibi 1iyi bilinen biyouyumlu polimerlerle
birlestirilmesinin, kolloidal stabilitelerini ve farmakokinetiklerini 6nemli Olglide
iyilestirmek icin yiizeylerini degistirebilecegini gostermistir (Shahbazi vd., 2020).
Benzersiz 6zellikleri sayesinde, TiO2 bazli nanomalzemelerin tiimoér goriintiileme ve
tedavisinde uygulamalar1 vardir. Bir ¢aligsmada, ilag dagitim platformu olarak kullanilan
TiO2 bazli nanomalzemelerin genis ylizey alaninin avantajlar1 vurgulanmistir (Du vd.,
2015; Lai vd., 2016; Losic vd., 2012). Bu g¢alismada, TiO, bazli nanomalzemeler,
kemoterapiyi gelistirmek ve ilaca bagh yan etkileri etkili bir sekilde azaltmak ig¢in
paklitaksel ve doksorubisin dahil olmak iizere farkli kemoterapdtik ilag tiirlerini
yiiklemek i¢in kullanilmistir. Basta titanyum oksitler olmak iizere titanyum bazl

nanomateryaller, miikemmel katalitik 6zellikleri nedeniyle fotokatalitik nanomalzemeler
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ve fotosensitizerler olarak en kapsamli sekilde calisilmigtir. Caligmalar, fotodinamik
terapide yaygin olarak kullanilmasini saglayan kanser hiicrelerine zarar vermek i¢in 151k
isinlamast altinda oksijeni toksik reaktif oksijen tiirlerine etkili bir sekilde
doniistiirebildigini  gostermistir (Lan vd., 2019). Son yillarda, titanyum bazlh
nanomalzemeler, ultrasonik 1sinlama altinda sadece yiizeysel hiicreleri yok etmekle
kalmayip ayn1 zamanda derin yerlesimli tiimorleri de Oldiirebilen ¢ok sayida ROS
iiretebildikleri i¢cin sonodinamik terapi i¢in oldukca etkili olduklarini kanitlamislardir

(Cao vd., 2019).

Titanyum nanomalzemelerin diger metallerle birlikte kullanimi nanotip alaninda ilgi
gormektedir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, osteosarkom tedavisinde selenyum
partikiilleri ile birlestirilmis anodize TiO> nanotiiplerin antitiimoér etkisini vurgulamistir.
In-vitro ¢aligmanin sonuglari, bu inorganik bilesiklere dayali bir antitiimér metal protezin
iretilmesinin ve osteosarkomun rezeksiyonundan sonra implantasyonunun, yarali
kemigin islevsel ve yapisal biitiinliiglinii geri kazandirabilecegini gostermistir (Hu vd.,
2023). Diger arastirmacilar, sonodinamik tedaviyi gelistirmek i¢in bir tiir sonosensitizer
olarak termal ayristirma yontemi ile demir katkili titanyum oksit nanodotlar
sentezlemislerdir. Calismalari, Fe katkili TiO2 nanodotlarin, bu nanodotlarin ultrasonla
tetiklenen ROS {iretimini arttirmak ve kemodinamik terapi i¢in H2O2'den ROS iiretmek
iizere nanodotlara Fenton katalitik islevi saglamak icin ¢ok O6nemli oldugunu ortaya

koymustur (Bai vd., 2020).

Karakterizasyon analizleri, hidrotermal yontemle sentezlenmis titanyum nanotiiplerin
fiziksel ve yapisal oOzelliklerini, glimiis partikiilleri ile yliklenmis veya yliklenmemis
olarak ortaya koymustur. FESEM ve TEM analizleri, yaklasik 100 nm'lik tiibiiler bir
morfolojiye ve 8 ila 12 nm arasinda bir ¢apa sahip nanotiipleri ortaya ¢ikarmistir. Bu genis
yiizey alam1 ve elde edilen fiziksel boyutlar, nanotiiplerin giimiis parcaciklariyla
birlestirilerek AgTNT nanotiiplerinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Benzer sonuglar bagka
caligmalarda da gozlemlenmistir (Aytekin Aydin vd., 2018). Morfoloji bozulmadan
kalmasina ragmen, AgTNT nanotiiplerin uzunlugu biraz azalmis ve yaklagik 100 nm'de
kalmistir. Bu hafif azalmanin giimiis taneciklerin titanyum nanotiiplerle birlesmesinden

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bir akademik ¢aligmaya gore metal iyonlariyla optimal
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diizeyde katkilama, partikiil biiyiimesini engelleyebilmektedir (Ahamed vd., 2017).
Giimiis katkisinin TiO2 nanopartikiillerinin boyutunun kii¢tilmesi tizerindeki etkisi, katki
iyonlarinin neden oldugu tane sinirlarmin sikigmasina baglanmis, bu da katkinin
smirlardaki simetri kirma etkileriyle tane biiyiimesini sinirlayarak daha kiiciik partikiil
boyutlarina neden olmustur (Ahamed vd., 2017; Majeed Khan vd., 2014).

Ag partikiillerini TiO; nanotiiplerin yiizeyine ve i¢ine baglamak i¢in ¢esitli yontemler
kullanilabilmektedir. Bunlar ultrasonikasyon (Sun vd., 2009) , AgNOs c¢ozeltisinde
bekletme (Zhao vd., 2011) elektrodepozisyon (Ma vd., 2011)veya piiskiirtme biriktirme
(Roguska vd., 2012) olarak siralanabilmektedir. Dogada bilinen ii¢ polimorfik TiO,
formu vardir: bunlar anataz, brookit ve riitil formlardir (Raja vd., 2020). Anataz, UV
1s1nimu altinda fotokatalist olarak kullanilan piramidal kristal yapiya, riitil prizmatik bir
aligkanliga sahip tetragonal bir yapiya ve brookit ortorombik kristal yapiya sahiptir.
Brookit daha az kararli oldugu i¢in TiO2 nanotiiplerin iiretiminde kullanilan en yaygin
formlar anataz ve riitil formalar olmaktadir (Yadav vd., 2016). Bos ve Ag ile yiliklenmis
TiO2 nanotiiplerin XRD desenleri, bos TiO> nanotiipleri i¢in 24,24°, 28,36°, 48,28° ve
62,7°'de ana kiriim pikleri gostermistir (Bavykin vd., 2006; Iijima, 1991; Lee vd., 2005;
Liu vd., 2014; Ou ve Lo, 2007; Rahimnejad ve Torbati, 2016). Gozlenen tiim kirinim
pikleri TiO; yapisinin anataz fazina atanabilmektedir. 32,38°, 46,36°'deki XRD pikleri
giimiis icin sirastyla 122 ve 231 diizlemlerine karsilik gelmektedir (Nayak vd., 2021;
Suman vd., 2013).

Ayrica, Ag ile yliklenmis TiO: nanotiiplerde goriilen tiim pikler katkilamadan sonra
anataz nanokristal yapinin korundugunu gostermektedir.

IR spektrumlarinin her iki egrisinde de, 3500 ila 3100 cm! araligindaki genis absorpsiyon
titresimi nanotiip numunelerinin yiizeyindeki O—H esnetme titresimine ve 1650 cm’!
civarindaki H—O—H biikiilme titresimi ylizeye adsorbe edilmis su ve hidroksil
gruplarina iliskilendirilebilmektedir (Gao vd., 2009; Rodrigues vd., 2010). Yaklasik 900
ve 600'de gozlenen pikler TiO2'nin karakteristik bantlaridir (Q. Chen vd., 2002; Gao vd.,
2009; Liu vd., 2014b; Rodrigues vd., 2010). Ag yiiklenmesinden sonra TiO> nanotiiplerin
FT-IR spektrumu ¢ok az degismektedir, bu da sentezlenen malzemelerin Ag yiiklenmis
TiO2 oldugu gergegini ortaya koymaktadir (Gao vd., 2009; Panacek vd., 2006; Xu vd.,

2016).
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Nanomateryallerin epitel hiicreler tarafindan alimi, nanomateryallerin boyutu, kimyasal
bilesimi ve ylizey tepkiselligi ile iligkili olarak ortaya ¢ikan biyolojik tepkilerde merkezi
bir rol oynamaktadir. Hiicre membranlar1 ve reseptdrleri ile etkilesim, nanomalzemelerin
hiicresel mikro ¢evreden biyolojik molekiilleri birlestirme ve bdylece bir protein koronasi
olusturma yetenegi ile giiclii bir sekilde baglantilidir (Nel vd., 2009). Calismalar,
nanomalzemelerin protein koronalarinin hiicre zarinin lipidleri veya protein reseptorleri
ile etkilesimde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermistir (Hellstrand vd., 2009; Lundqvist
vd., 2008; Lynch vd., 2009). Nanopartikiil ylizeyi ve miihendislik siire¢lerinden
kaynaklanan spesifik kimyasal bilesikleri, dispersiyon ve deneysel hazirlik i¢in kullanilan
yontemler, spesifik biyolojik bilesikleri, 6zellikle proteinleri adsorbe etme yetenegini
belirleyebilmektedir. Korona, hiicresel alim i¢in énemlidir ve hiicresel farklilagsma ile

ilgili olarak spesifik sinyal yollarimin aktivasyonuna yol acabilmektedir.

Diger metal nanopartikiillere benzer sekilde, TiO, bazli nanomateryallerin pinositoz,
fagositoz veya mikropinositoz yoluyla hiicreye girebildigi ve daha sonra vezikiiller,
sitoplazma veya mitokondri gibi belirli konumlarda hiicrelerde birikebildigi bulunmustur
(AshaRani, Hande, vd., 2009; Bergin ve Witzmann, 2013; Marano vd., 2011; Rauch vd.,
2013). Endositoz, dogal vezikiiler salgilar yoluyla hiicre digi nanomateryalleri yakalamak
icin plazma membraninda meydana gelir. Fagositoz, 500 nm'den biiyilik partikiillerin
aliminda tercih edilen yoldur. Pinositoz, hiicreler daha kiigiik nanopartikiillerle (2-6 nm)
karsilagtiginda meydana gelir ve genellikle hedef ligandlara baglanan hiicre yiizeyi
reseptorleri tarafindan baglatilir ve aracilik edilmektedir (Ghosh vd., 2013; Scherbart vd.,
2011). Klatrin bagimli ya da bagimsiz mekanizmalarla olusan pinositik vezikiiller daha
sonra endozomlarla birlesmektedir. Internalizasyon mekanizmas, partikiil boyutlarinin
az ile birka¢c yiliz nanometre arasinda degismesine bagli olarak degisiklik

gosterebilmektedir (Rauch vd., 2013).

TiO2 nanopartikiiller besiyerinde biiyiik aglomeratlar olusturabilmektedir (Limbach vd.,
2005). Birikmeyi 6nlemek icin nanotiiplerin siispansiyonlar1 300 W'ta 10 dakika siireyle
ultrason edilmistir. Hiicre ici TEM goriintiilenmesi analizi ile HT-29, A549 ve MCF-7
hiicre hatlarinin hiicre zarlarinda, sitoplazmalarinda ve cekirdek zarlarinda nanotiipler

tespit etmistir. Hiicre c¢ekirdeginde nanotiip vezikiilleri gdzlenmemistir. Ancak,
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nanotiipler hiicre ¢ekirdegi izerinde baski uygulayan kiimeler seklinde gdzlenmistir. Elde
ettigimiz bulgular, Wang ve meslektaglarinin 24 saatlik inkiibasyondan sonra TiO2
nanotiiplerin hiicresel olarak igsellestirildigini gosteren konfokal goriintiilerle benzerlik
gostermektedir. Ayn1 TiO; nanotiipleri karyotekay1 gegmeden hiicre ¢ekirdegi etrafinda
da lokalize olmustur (Wang vd., 2013). Benzer sekilde Singh ve arkadaslar1 (2009) TiO»
nanopartikullerin hiicreler tarafindan hizla alindigini, genellikle hiicre zarma bagh
agregatlar ve vezikiiller, vakuoller ve lameller cisimciklerde biiyiik hiicre i¢i agregatlar
seklinde oldugunu, ancak g¢ekirdeklerin veya diger organellerin i¢inde hicbir partikiil
gbzlenmedigini bildirmistir. Bununla birlikte, nanotiiplere daha uzun siire maruz
kalmanin nanotiiplerin ¢ekirdege niifuz etmesini desteklemis olmasi olasili§1 vardir.
Dawson ve arkadaglar1 (2009), 100 nm'den kii¢lik nanoparcaciklarin hiicrelere niifuz
edebildigini ve 40 nm'den kiiglik olanlarin hiicre c¢ekirdegine niifuz edebildigini

belirtmistir.

Hammadde ayni olmasina ragmen, nanomalzemeler sentez ve iiretim siireglerine gore
farkli Ozelliklere sahip olup, hiicreler {izerindeki toksik etkileri de c¢esitlilik
gostermektedir. Belirli nanopartikiillerin toksisitesi boyut, sekil, en-boy orani, yiik ve
ylizey alan1 gibi ¢ok sayida fizikokimyasal parametre ile iliskilendirilmistir (Albanese
vd., 2012b; Unfried vd., 2007). Ayrica, nanopartikiillerin boyutu toksisite sergilemeye
katkida bulunan potansiyel bir faktordiir; kiigiik boyutlu nanopartikiiller daha yiiksek bir
toplam yiizey alanina ve toplam partikiil sayisina sahiptir, bu da toksisitenin artmasina
neden olabilmektedir. Nanoboyutlu TiO2'nin daha biiyiik partikiillere kiyasla daha toksik
oldugu bulunmustur (Gurr vd., 2005) ve farkli boyutlardaki nanopartikiillerin toksik
etkileri ayn1 olmamaktadir (Yeo ve Kang, 2012). Bir arastirma, 10-30 nm boyutundaki
kiiciik bir TIO> nanopartikiil aglomeratinin, kontrollere kiyasla bronkoalveolar lavaj
stvilarinda en belirgin proinflamatuar etkilere neden oldugunu gostermistir (LDH

aktivitesindeki artigla degerlendirilmistir) (Noél vd., 2013).

Canli hiicreler, kolorimetrik bir test olan XTT deneyi ile degerlendirilmistir. Hiicrelerin
canlilifi, metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz
tarafindan sar1t XTT'nin turuncu formazan sekline indirgenmesiyle belirlenmistir. S6z

konusu yontem, hiicre proliferasyon inhibisyonunu 6l¢mek icin hassas bir ara¢ olarak
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hizmet veren bir parametredir (Scudiero vd., 1988). Kiiltiirlenmis HT-29, A549 ve MCF-
7 24 saat boyunca TNT ve AgTNT ile ayr1 ayrt muamele edilmistir. Ardindan olusan
formazan boyasi bir spektrofotometre kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbans ile
Ol¢iilmiistiir. ICso degerlerine gore, HT-29, A549 ve MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasinin
%50 oraninda engellenmesi i¢in gereken AgTNT konsantrasyonu TNT konsantrasyonuna
kiyasla daha diisiiktiir. TNT nanotiipler, 1200 pg/ml'ye kadar konsantrasyonda hiicre
cogalmasinda herhangi bir degisiklige neden olmamistir, bu da TNT'nin toksisitesinin
olmadigint gdstermektedir. TNT nanotiipler, HT-29, A549 ve MCEF-7 hiicrelerinde
sirastyla 1270 pg/ml, 1379 pg/ml ve 1280 pg/ml dozlarinda hiicre ¢ogalmasinin
inhibisyonunu 6nemli 6l¢iide indiiklemistir. Bu da TNT'nin yiiksek dozlarda sitotoksik
etkisini vurgulamaktadir. Wang ve meslektaslar1 titanyum nanotiiplerin ndral kok
hiicreler (NSC) {izerindeki sitotoksisitesini incelemislerdir. Yaklagik 100 nm
uzunlugunda ve 4 ila 5 nm ¢apinda titanyum nanotiiplerin, 12 saatlik inkiibasyon boyunca
konsantrasyonlar 200 pg/ml'nin altinda oldugunda sitotoksik etki gostermedigini
bulmuslardir. Titanyum nanotiipler 48 saate kadar uzayan inkiibasyon siirelerinde noral
hiicreler lizerinde sitotoksisite gdstererek zamana bagli bir toksisite ortaya koymustur
(Wang vd., 2013). Benzer sekilde, 15 nm capinda ve kiiresel bir sekle sahip titanyum
nanopartikiillerin ~sitotoksisitesinin degerlendirilmesi, karaciger kanser (HepG2)
hiicrelerinin canlilif1 {izerinde inhibe edici bir etkiye sahip olmadiklarini ortaya
koymustur (Ahamed vd., 2017). Yapilan baska bir ¢alisma, 5 nm boyutundaki kiiresel
TiO2 nanopartikiillerinin 48 ve 72 saat maruziyetten sonra A549 hiicrelerinde hiicre
cogalmasinin engellenme oraninda bir artisa yol actigini gostermistir (Wang vd., 2015).
Bu sonuglara dayanarak, bizim ¢calismamizda TNT' lerin hiicre hatlarinda gézlenen diisiik
sitotoksisitesi nanotiiplerin boyutu ve inkiibasyon siiresiyle baglantili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Daha kii¢iik nanotiiplerin 48 saate kadar uzun siire maruz kalmasi, daha

diisiik dozlarda 6nemli sitotoksisiteye neden olabilmektedir.

Gilimiis nanopartikiillerin saglik alaninda en yaygin kullanilan nanomalzemeler oldugu ve
ozellikle gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere kars1 genis bir etki spektrumuna sahip
antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle Onemli biyolojik 06zelliklere sahip olduklar
bilinmektedir (Aytekin Aydin vd., 2018; Pal vd., 2007; Rai vd., 2012; Wang vd., 2016).

Birincil biyolojik etkileri arasinda oksidatif stres ve DNA hasarim tetikleyen reaktif
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radikallerin olusumu yer almaktadir (Igaz vd., 2016; Suresh vd., 2012). Son zamanlarda
AgNP'ler tiimor hiicrelerine karsi potansiyel gostermistir (Bonan vd., 2019; Jang vd.,

2016).

Calismamizda, hiicrelerin 24 saat boyunca AgTNT ile muamele edilmesi, HT-29
hiicrelerinde 111,4 pg/ml, A549 hiicrelerinde 300 pg/ml ve MCF-7 hiicrelerinde 310
pg/ml dozunda %50 oraninda 6nemli bir proliferasyon inhibisyonuna neden olmustur.
Tiim konsantrasyonlarda AgTNT tarafindan hiicre proliferasyonunun inhibisyonu saf
TNT'nin kendisinden daha fazladir. Buna gore TiO2'nin tiibiiler yapisina konjuge edilmis
giimiis partikiiliiniin varligit HT-29 kolorektal kanser, A549 akciger kanseri ve MCF-7
meme kanseri hiicre hatlarinin inhibisyonunu TiO: nanotiipiin kendisinden daha fazla
arttirmaktadir. HT-29 hiicreleri AgTNT nanotiiplerine karst A549 ve MCF-7
hiicrelerinden daha hassas ve duyarli olmustur. Benzer sonuglar daha dnceki ¢alismalarda
da gozlemlenmistir. Onceki bir calismada, Ag katkili TiO> NP'lerin insan karaciger
kanseri (HepG2) hiicrelerinde, TiO2 NP'lerdeki Ag katkisi miktariyla orantili olarak doza
bagl etkiyle sitotoksisite indiiksiyonu bildirilmistir (Ahamed vd., 2017). Yapilan
aragtirmalar AgNP'lerin biyolojik sivilarda Ag+ iyon salmimi yapabildigini,
sitotoksisitenin ise biiyiik ol¢iide Ag+ kaynakli oldugunu gostermistir (Xue vd., 2016).
Ayrica, giimiis nanopartikiiller igeren TiO2 nanofiberler, insan karaciger karsinomu hiicre
hatt1 (HepG2) lizerinde antikanser aktivite gostermistir (Bonan vd., 2019). Ayrica, Ficus
religiosa AgNP'leri, A549, insan servikal karsinom hiicreleri (HeLa), insan epidermoid
karsinom hiicre hatt1 (Hep2), insan kolon kanseri hiicreleri (COLO 205) ve insan
noroblastom hiicreleri (SH-SY5Y)) dahil olmak iizere farkli kanser hiicre hatlarinda hiicre

canlilifin1 zamana ve doza bagl bir sekilde azaltmigtir (Nakkala vd., 2017).

Birgok caligsma TiO; bazli nanomalzemelerin genotoksisitesini aragtirmistir. Aragtirmalar
TiO2'nin fotokatalitik aktivitesi sayesinde genotoksisite etkisi gosterebilecegini ve bu
genotoksik etkinin diger metal oksit nanoparcaciklari ile birlestiginde artabilecegini
gostermistir (Ibrahim vd., 2014; Shukla vd., 2014). Bununla birlikte, TiO2'nin in-vitro
genotoksisitesi iizerine yapilan arastirmalar, TiO>'nin hiicreler {izerinde diisiik dozlarda
genotoksik bir etki gostermedigini ortaya koymustur (Dobrzynska vd., 2014). Vales ve

arkadaslar1 (2015), TiO, NP'lerin BEAS-2B hiicrelerine 4 hafta siireyle maruz
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birakilmasinin ROS seviyesinde ve DNA hasarinda bir artisa yol agmadigini
bulmuslardir. Ayrica, TiO> NP'lerin hiicreler tarafindan alim kapasitesini inceleyen
Brandao ve arkadaslari (2020), aynt maruz kalma konsantrasyonunda TiO>
nanopartikiillerini daha fazla alan sinir hiicrelerinin (A172, SH- SY5Y) 6nemli genetik
hasar gostermedigini bulmustur. Komet testi, canli hiicrelerdeki onarilmamis DNA iplik
kiriklar1 lezyonlar1 da dahil olmak iizere DNA hasarin1 tespit eden bir tekniktir. Komet
testi gibi yontemler DNA iplik kirilmalar1 yoluyla DNA hasarin1 belirlemekte ve
nanopartikiillerin genotoksik aktivitelerini arastirmak i¢in siklikla kullanilmaktadir.
Calismamizda, TiO, bazli nanomalzemelerin genotoksik aktivitelerini arastirmak igin
alkalin komet testini kullanilmistir. Genotoksisite analizimizde, komet kuyruklarinin
farkl1 uzunluklari, kuyruktaki DNA yiizdesi ve OTM tiim hiicre hatlarinda AgTNT
konsantrasyonu ile orantili bulunmustur. Bdylece doz arttiginda AgTNT'min
genotoksisiteye neden oldugu ortaya c¢ikmistir. Goézlemlenen genotoksisite etki,
genotoksik ozellikleri daha dnce tanimlanmis olan giimiis partikiillerine bagli oldugunu
diisiiniilmektedir (AshaRani, Hande, vd., 2009; Hadrup vd., 2018; Y. J. Kim vd., 2019;
Rodriguez-Garraus vd., 2020; Tiwari vd., 2011; X. Wang vd., 2019). Nanomalzemelerin
DNA hasarina neden oldugu temel mekanizma, DNA'ya zarar verebilen ve mutajenez
stireclerine yol acabilen ROS iiretimine dayanmaktadir (Abdal Dayem vd., 2017; Che vd.,
2017; Dobrzynska vd., 2014; McShan vd., 2014). Calismalar AgNP'lerin mitokondri ile
etkilesime girebilecegini ve elektron tasima zincirini bozabilecegini, bdylece ROS
iiretimine ve ATP sentezinin kesintiye ugramasina neden olabilecegini gdstermistir; ROS
artis1 ve ATP eksikligi protein ve DNA hasari ile sonu¢lanmaktadir (AshaRani, Mun, vd.,
2009; McShan vd., 2014). Buna ek olarak, AgNP'lerin DNA onarim hiicre sistemlerini
bozdugu, boylece antioksidan molekiillerin azalmasina ve hiicre zarinin zarar gérmesine
yol actig1 gosterilmistir (McShan vd., 2014). Ayrica, AgNP'ler ve DNA arasindaki
etkilesim DNA'nin kesilmesine veya denatiirasyonuna neden olabilmekte ve hiicre
bolinmesini bozabilmektedir (Dakal vd., 2016). Ayrica AgNP'lerden saliman Ag"
iyonlarinin proteinlerle etkilesime girerek konformasyonun degismesine, deaktivasyona
ve bozulmaya yol actigir gosterilmistir (McShan vd., 2014; Salim vd., 2019). Ag
partikiilleri ve protein arasinda korona yapisinin olusmasi, DNA hasarinda rol oynayan
genlerin ekspresyonuna yol agmaktadir (McShan vd., 2014). Buna ek olarak Ag" iyonlari,

tiyol gruplari araciligryla proteinlerle kompleksler olusturmak i¢in spesifik bir kapasiteye
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sahiptir (Nallanthighal vd., 2017; Salim vd., 2019). Bu kompleksler Na*/Cl- tasinmasina
miidahale edebilmekte ve ROS iiretimine katkida bulunabilmekte, bu da proteinlerin
fizyolojik aktivitesini bozabilmekte ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (Burdusel
vd., 2018; Nallanthighal vd., 2017; Salim vd., 2019).

Diger taraftan TNT 12,5 ile muamele, hiicrelerde sitotoksik etki gozlenmedigi igin

genotoksik etkiye neden olmamastir.

Literatiire gore, titanyum dioksitin yani sira ¢inko oksit, karbon nanotiipler ve silikon
dioksit gibi nanomalzemelerin ¢ogu toksik etkilerini oksidatif stres yoluyla
gostermektedir (Park vd., 2008; H. Yang vd., 2009). ROS olduk¢a reaktif oldugundan
proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasara yol agmaktadir. Mitokondriler hiicredeki ROS
iretiminin ana bolgeleridir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda oksijen, solunum zinciri
aracilifiyla kontrollii bir sekilde elektron eklenerek suya donistiiriilmektedir. Bu
elektronlarin bazilar1 bazen zincirden kagmakta ve molekiiler oksijen tarafindan kabul
edilerek son derece reaktif siiperoksit anyon radikalini (O®), daha sonra hidrojen
peroksite (H202) doniismekte ve bu da tamamen suya indirgenebilmekte veya kismen
suya indirgenebilmektedir. Kismen de en gii¢lii oksidanlardan biri olan hidroksil radikali
OH*®'ye indirgenebilmektedir (Boonstra ve Post, 2004). AgNP'nin mitokondride
birikmesi, elektron tagima zincirini bozarak mitokondrinin normal igleyisini
degistirebilmekte, sonugta ROS ve diisitk ATP verimine neden olabilmektedir. AgNP'nin
yiizey oksidasyonunun, hiicre kiiltiirii ortami veya sitoplazmadaki proteinlerle temas
ettiginde, toksisiteyi artirabilecek Ag" iyonlarini salinmasi olasiligi vardir (AshaRani,
Mun, vd., 2009). Giimiis iyonlarinin Escherichia coli lizerindeki toksisitesi incelenmistir
ve sonuglar solunum zincirindeki benzerlik nedeniyle memeli hiicrelerine
yansitilabilmektedir (Yang ve Pon, 2003). Bazi calismalar, Ag" iyonunun bakteri
hiicrelerindeki solunum zincirindeki etkisi i¢in bir mekanizma Onermistir. Escherichia
coli 'de bulunan iki tip NADH dehidrojenaz, giimiis icin yiiksek afiniteye sahip sistein
kalintilar1 icermektedir (Bragg ve Rainnie, 1974; Friedrich, 1998). Bu dehidrojenaz
enzimleri Ag" iyonunun taninmasi igin potansiyel bdlgeler olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Bragg ve Rainnie, 1974; Liau vd., 1997). Dolayisiyla, Ag™nin bakteriyel solunum
zincirinin bu enzimlerine baglanmasi, terminal oksidazdaki elektronlarin oksijene

yetersiz gecisine neden olarak biiyiik miktarlarda ROS iiretimine yol agmakta ve boylece
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Ag" iyonlarinin bakteriye toksisitesini agiklamaktadir (Holt ve Bard, 2005).
Calismamizda TNT ve AgTNT nanotiiplerinin oksidatif stres olusturma potansiyelini
hiicre gegirgen florojenik bir prob olan DCFDA kullanarak farkli hiicre hatlarinda
degerlendirilmistir. AgTNT konsantrasyonlart arttiginda ROS seviyesi belirgin bir
sekilde artmistir. ROS yiiksek oranda reaktif oldugundan ve DNA hasarma yol
actigindan, sonuglarimiz AgTNT'min HT-29, A549 ve MCF-7 hiicreleri tizerindeki
genotoksik etkisini kanitlayan komet sonuglariyla uyumludur. Glimiis genotoksisitesi
iizerine yapilan gesitli calismalarda da benzer sonuglar bulunmustur (Das vd., 2017;

Olugbodi vd., 2023; Xue vd., 2016).

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, genler tarafindan diizenlenen bir siiregtir.

Apoptoz iki temel sinyal yoluyla tetiklenebilir 6liim reseptorii aracili ekstrinsik yol ve
mitokondri aracili intrinsik yol dahil olmak iizere yolaklar bulunmaktadir. Apoptoz
diizenleyici mekanizmalar oliim reseptorlerini, kaspazlarin aktivasyonunu ve diger
mekanizmalar1 igermektedir. Inflamasyon ve apoptozun diizenleyicileri olarak kaspazlar
(sistein-aspartik asit proteaz), birgok hiicrede hiicre 6liim yollarinda kritik bir role
sahiptir. Bu molekiiller programlanmis hiicre oliimiiniin hem baslatilmasi hem de
gelistirilmesinde rol oynamaktadir. Efektor kaspazlar (3 ve 7), apoptoz ile iligkili
degisikliklere ve nihayetinde hiicrenin Oliimiine neden olan belirli Onciillerinin
aktivasyonundan sorumlu olmaktadir. Baslangi¢ kaspazlar (8 ve 9), efektor kaspazlari

aktif hale getirmeye yaramaktadir (Elmore, 2007).

Nanotiiplerin hiicre 6liimiiniin kapsamin1 ve seklini degerlendirmek i¢in annexin-V
boyamasi gergeklestirilmistir. Ayrica nanotiiplerin apoptoz yolaklarinin sinyal iletiminde
baslica baglatici veya yliriitiicli olan kaspaz aktivasyonundaki etkilerini de incelemistir.

Calismamizda, apoptotik hiicrelerin yiizdesi her hiicre hattindaki AgTNT konsantrasyonu
ile orantili olmustur. AgTNT konsantrasyonu ne kadar yiiksekse, apoptotik hiicre yiizdesi
de o kadar artmistir. Apoptoz sonuglart multikaspaz deneyinin sonuclart ile
desteklenmistir. Multikaspaz testimiz, birkac¢ kaspazin (kaspaz-1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9)
varligini tespit edebilen bir Pan Kaspaz testidir. AgTNT'lerin apoptolik aktivitesi, doza
bagli bir sekilde yiiksek oranda kaspazin aktif oldugunu gosteren kaspaz aktivasyon testi

ile agikca ortaya konmustur. AgNP'lerin hepatoseliiler hiicre hatlarindaki apoptotik
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potansiyelinin degerlendirildigi bir ¢alismada, konsantrasyona bagli bir sekilde artan
kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitesi gosterilmistir. Sonuglar, kiiresel AgNp'ler tarafindan
indiiklenen kaspaz bagimli bir hiicre o6liimii ve Bax gibi pro-apoptotik faktorlerin
tetikledigi up-regiilasyonunu gostermistir (Ahmadian vd., 2018). Diger ¢alismalarda da
benzer sonuglar gbzlemlenmistir (Ciftei vd., 2013; Hadrup vd., 2018; Jang vd., 2016; Jia
vd., 2020; Y.-H. Lee vd., 2014; Miura ve Shinohara, 2009; Nakkala vd., 2017; Rodriguez-
Garraus vd., 2020; Solairaj vd., 2017; Xue vd., 2016). TiO> NP'lerin ROS iiretimi,
mitokondriyal hasar ve apoptoz yoluyla sitotoksik etkilere neden oldugu bildirilmis olsa
da (Park vd., 2008; Shi vd., 2013; Tang vd., 2013; Ursini vd., 2014), sonug¢larimiz TNT
12,5 dozunda yiiksek diizeyde apoptotik hiicre gostermemistir. Bunun sitotoksisite
deneyinde gozlenen sitotoksik olmayan etkiden kaynaklandigini diisiiniilmektedir (Gulla

vd., 2021).

Calismamiz, giimiis partikiillerle birlestirilmis titanyum nanotiiplerin sitotoksik,
genotoksik ve antikanser 6zelliklerini ortaya ¢ikarmayi amaglamaktadir. Nanotiiplerin
karakterizasyon analizleri, ¢aplar1 8 ila 12 nm arasinda olan tiibiiler nanotiipleri agi3a
cikarmustir. HT-29, A549 ve MCF-7 olmak tizere {i¢ hiicre hattinin muamelesinden sonra,
nanotiipler muhtemelen fagositoz yoluyla hiicrelerde internalize oldugunu goriilmiistiir.
Nanotiipler sitoplazmada ve hiicrelerin ¢ekirdek zarinda vezikiiller seklinde gézlenmistir.
Sitotoksisite analizinde, AgTNT'nin nanotiip konsantrasyonu arttifinda hiicre
cogalmasini engelledigini tespit edilmistir. Ayrintili analiz, AgTNT'nin sitotoksik etkisini
kolorektal karsinom hiicresi HT-29, akciger kanseri hiicresi A549 ve meme kanseri
hiicresi MCF-7'de ROS seviyesini artirarak gergeklestirdigini géstermistir. ROS {iretimi
daha sonra mitokondrinin islevsel aktivitesini bozarak sonu¢ olarak etkili kaspazlarin
aktivasyonu yoluyla apoptotik siireci tetiklemektedir. Elde edilen bulgular, AgTNT'nin
HT-29, A549 ve MCF-7 hiicre hatlarinda ROS ile indiiklenen antikanser aktivitesine
sahip oldugu fikrini acik¢a desteklemektedir. Bu antikanser potansiyelinin, giimiigiin
hiicresel ortamda veya hiicreye niifuz ettikten sonra saldigi Ag" iyonuyla baglantili
oldugu diistiniilmektedir. TNT'nin IC12,5 dozundaki antiapoptotik etkisi, titanyum dioksit
nanotiiplerin insan hiicrelerindeki diisiik toksisitesine baglanabilmektedir. Titanyum
dioksitin in-vitro ve in-vivo sitotoksik etkiye sahip olabilecegi gosterilmis olmasina

ragmen, hiicre hatlarimizda titanyum dioksit nanotiiplerin  toksik etkisi
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gozlemlenmemistir. Bu nedenle TNT'nin toksisitesinin doza ve partikiillerin fiziksel

ozelliklerine bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Nanoteknoloji bazli kombinasyon terapisi diinya ¢apinda arastirmacilarin ilgisini
cekmektedir. Hidrotermal yontemi ile sentezlenen bos titanyum (TNT) ve giimiis ile
yiklenmis titanyum (AgTNT) nanotiipleri fizikokimyasal yontemler kullanilarak
karakterize edilmistir. Verilerimiz, nanomateryallerin hiicreler tarafindan aliminin
nanomateryallerin fizikokimyasal 0zelliklerine ve maruz kalma siiresine bagh
olabilecegini gostermektedir. TNT nin tiim hiicre hatlar1 tarafindan etkin bir sekilde
internalize edildigi, ancak 1200 pg/ml’nin altindaki dozlarda sitotoksisite veya
genotoksisitenin iliskili olmadig1 géz oniine alindiginda, mevcut veriler TNT nin hiicre
hatlar1  iizerinde canliligi etkilemedigini  gOstermektedir. Titanyum  dioksit
nanotiiplerimizin ¢alismamizdaki farkli hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik bir etkisi
olmamasina ragmen, titanyum dioksitin fotokatalitik 6zellikleri goz ard1 edilmemektedir.
Bu ozellikler, 6zellikle fotodinamik terapi, sonodinamik terapi ve kemosonodinamik
terapi gibi belirli terapi tiirlerinde oksidatif stres etkisi gostermesini saglamaktadir.
Kolorektal kanser hiicreleri HT-29, akciger kanseri hiicreleri A549 ve meme kanseri
hiicreleri MCF-7 iizerindeki sitotoksisite sonuglari, AGTNT nanotiiplerinin sadece TNT
nanotiiplerinden daha sitotoksik oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, AgTNT’ nin
antikanser aktivitesinin mekanizmasi analiz edilmis ve AgTNT’nin HT-29, A549 ve
MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve hiicrelerdeki DNA hasarin1 ve ROS
seviyesini arttirdigr bulunmustur. Dahasi, AgTNT hiicrelerde kaspaz ekspresyonunun
arttirmigtir. Tiim bu sonuglar, giimiis ytlikli titanyum nanotiiplerin tek bagina titanyum
nanotiiplere kiyasla gii¢lii bir antikanser ajan oldugunu ortaya koymustur. Dolayisiyla, bu
caligmalar kanser tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik olarak AgTNT’nin in-vivo

modellerinin ve klinik kullaniminin incelenmesi i¢in yararli olacaktir.

Bu ¢alisma, ila¢ dagitiminda gergek bir rol oynayabilecek rezervuarlar olarak titanyum
nanotiiplerin dikkat ¢ekici 6zelliklerini vurgulamaktadir. Calismamiz, nanotiiplerin diigiik
toksisitesinin, mevcut tedavilerin smirlamalarinin, 6zellikle de saglikli hiicreler
iizerindeki yliksek sitotoksisitelerinin iistesinden gelmek icin kanser tedavisini

ilerletmede bir rol oynayabilecegini gdstermektedir. Dolayisiyla bu ¢alisma, kanserle
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miicadele i¢in yeni alternatifler kesfetmeyi amaglayan bilimsel arastirma cabalarini

desteklemektedir.
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EKLER

EK 1 TNT ve AgTNT Nanotiiplerin HT-29, A549 ve MCF-7 Hiicre Hatlariin

Komet Resimleri
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IC 25 IC 50 IC 75

BK TNT 125 IC 125

A549

IC 25 IC 50 IC 75
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EK 2 Titanyum Dioksit Kristal Formlarinin Goriintiileri
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EK3 Glumis Yikli Nanotiiplerin Antikanser Etki Mekanizmasii Acgiklayan
Sema
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