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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Al(OH)3 Nanopartikiiliiniin Ve Etoposidin Kanser Ve Saghkl insan Akciger Hiicreleri
Uzerindeki In Vitro Sitotoksik Ve Genotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Rumeysa ODABAS HURIYET

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Ozgiir VATAN

Bu c¢alismada, AI(OH)s nanopartikiiliiniin tek basina ve kanser tedavisinde siklikla
kullanilan kemotoropatik ilag olan Etoposid ile insan akciger kanser hiicre hatt1 olan
A549 hicreleri ve insan saglikli akciger hiicre hatti olan BEAS-2B hiicre hattinda
sitotoksik ve genotoksik etkileri incelemistir.

Al(OH)z nanopartikilinin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda XTT test yontemi
kullanarak hesaplanan ICsg degeri sirast ile 9657,179 + 354,42 pg/mL ve 9758 + 138,42
pug/mL olarak hesaplanmistir. Ayn1 zamanda bu hiicre hatlarinda ayni test yontemi
kullanilarak Etoposid’in IC7s, 1C25 ve 1C125 degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan bu
konsantrasyonlar ile Al(OH)s nanopartiklinin ICzs, 1C25 ve 1Ci25 dozlar1 ile kombin
olarak A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda sitotoksik ve genotoksik etkileri
arastirilmustir.

Etoposid ve AI(OH)z nanopartikiliiniin birlikte kullanildiginda Etoposid’in etkinligini
anlamli olarak arttirdigit XTT test yontemiyle gosterilmistir. Etoposid ve Al(OH)3
nanopartikiiliiniin kombin olarak kullanim1 tek basma Etoposid’in kullanildigi duruma
gore kanser hiicrelerine daha fazla genetik hasar verdigi komet test yontemiyle
gosterilmistir. Bu genetik hasarm ROS kaynakli oldugu DFCDA yontemi ile
goOsterilmistir.

Sonu¢ olarak kemotorapatik bir ila¢ olan Etoposid’in sitotoksik ve genotoksik
etkinliginin Al(OH)s nanopartikiilii ile birlikte kullanildiginda anlamli olarak arttig1
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Etoposid, Nanopartikul, AI(OH)s, Sitotoksisite
Genotoksisite.

2023, x+83 sayfa.



ABSTRACT

Master's Thesis

Investigation of the In Vitro Cytotoxic and Genotoxic Effects of Al(OH)s
Nanoparticles and Etoposide on Healthy and Cancer Epithelial Lung Cell Lines

Rumeysa ODABAS HURIYET

Bursa Uludag University
Institute of Science
Department of Biology

Super visor: Prof. Dr. Ozgiir VATAN

In this study, the cytotoxic and genotoxic effects of Al(OH)3z nanoparticle alone and in
the chemotherapeutic drug Etoposide, which is frequently used in cancer treatment, in
human lung cancer cell line A549 cells and human healthy lung cell line BEAS-2B cell
line were investigated.

The ICso value of Al(OH)3 nanoparticle calculated using the XTT test method in A549
and BEAS-2B cell lines was calculated as 9657,179 + 354.42 pg/mL and 9758 + 138.42
pg/mL, respectively. At the same time, I1C7s, 1C2s and IC125 values of Etoposide were
calculated using the same test method in these cell lines. With these calculated
concentrations, the cytotoxic and genotoxic effects of AI(OH)z nanoparticle in
combination with 1C7s, 1C2s and 1C125 doses were investigated in A549 and BEAS-2B
cell lines.

The XTT test method has shown that Etoposide and Al(OH)s nanoparticles, when used
together, significantly increase the effectiveness of Etoposide. The combined use of
Etoposide and Al(OH)3z nanoparticle has been shown by the comet test method to cause
more genetic damage to cancer cells compared to the use of Etoposide alone. It has been
shown by the DFCDA method that this genetic damage is caused by ROS.

As a result, it was observed that the cytotoxic and genotoxic activity of Etoposide, a
chemotherapeutic drug, increased significantly when used with Al(OH)z nanoparticle.

Keywords: Cancer, Etoposide, Nanoparticle, Al(OH)3, Cytotoxicity Genotoxicity.

2023, x+83 pages.
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Tez konusunda neler ¢alisabilecegim hakkinda bilgi veren, deneylerin nasil yapilacagini
gosteren, takildigim zaman kapisi hep acik olan, bilgisini ve destegini esirgemeyen, tez
ogrencisi oldugum i¢in kendimi ¢ok sansli hissettigim sevgili danismanim Prof. Dr.
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1. GIRIS

Kanser, ¢agimizda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok 6liime neden olan ikinci
hastaliktir (WHO,2008). Kanser tedavisinde siklikla cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi

kullanilir.

Kanser tedavisinde kullanilmak {izere alternatif tedaviler gelistirilmektedir. Bu tedaviler
arasinda hormon tedavileri, yani sira biyolojik tedavi yontemleri ve hedefe yonelik

tedaviler kullanilabilmektedir.

Nanopartikiiller, giiniimiizde ¢ok farkli alanlarda kullanimi olan yapilardir. Ozellikle
cesitli metal nanopartikiillerin antikanser potansiyellerini gosteren calismalar giin

gectikge artmaktadir.

Nanopartikillerin antikanser aktivitelerinin belirlendigi g¢alismalara benzer sekilde,
nanotoksisite ve nanogenotoksisite konular1 kapsaminda degerlendirilebilinecek olan tez
calisgmasimizda AI(OH)s nanopartikiiliiniin (AINp) tek basina, insan akciger kanser
(A549) ve saglikli insan akciger hiicreleri (BEAS-2B) Uzerindeki in vitro sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin belirlenmesi ve AINp’nin akciger kanserlerinin tedavisinde de
kullanilan bir kemoterapdtik olan etoposid ile birlikte uygulanmasi ile insan akciger
kanser (A549) ve saglkli insan akciger hiicreleri (BEAS-2B) Uzerindeki in vitro

sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Kanser Nedir?

Kanser, bazi wviicut hucrelerin  kontrolsiiz olarak boéliinmesi sonucu olusan
farklilagsmamis hiicrelerin invazyon ve metastaz araciligiyla doku ve organlarin
islevlerini ve bu hucrelerin viicudun diger bolgelerine dogru yayildigi, 6liim orani

yiiksek olan bir hastaliktir (Weinberg, 2014).

Vicudumuzda bulunan organlar hiicrelerden olusur. Hiicreler viicudumuzun yapisal ve
islevsel en kiigiik birimidir. Cogu saglikli viicut hiicresi boliinme yetenegine sahiptir.
Gerek bliylime ve gelisme asamalarinda gerekse yipranan ve yaslanan hiicrelerin yerine
yenilerinin olosturulmasi, amaciyla hticreler boliintrler. Fakat hiicreler sonsuza kadar
boliinmez. Boélinmeleri kontrol mekanizmalar1 sayesinde sinirlidir. Her hiicrenin bir
boliinme simnir1 vardir ve saglikli hiicreler ne kadar boliinmesi gerektiginin kontrolini
saglayabilir. Fakat kanser hiicreleri, bu kontrolii kaybeder ve kontrolsiizce boliiniir.

Boltnen kanser hiicreleri birikerek tiimorleri olustururlar (Weinberg, 2014).

Kanser, ortalama yiz trilyon hiicreden olusan yetiskin bir insan viicudunun herhangi bir
dokuda baslayabilir. Normalde saglikli hiicreler, vicutta ihtiya¢c duyulan yeni hicreler
olusturabilmek icin hicre proliferasyonu adi verilen siireg¢le biiylir ve c¢ogalirlar
(Weinberg, 2014).

Bazi durumlarda bu dizenli iseleyen slire¢ bozulur ve anormal veya hasar almis
hicreler bolinmemeleri gerekirken bolinerek cogalirlar. Bu hiicreler, doku yiginlar
olan tiimoérleri olusturabilir. Olusan tumarler; iyi huylu (selim/benign) veya kot huylu
(habis, malign) olabilirler (Baran, 2018).

Maling timorler ¢evredeki dokulara yayilma (metastaz) gosterir veya onlari istila eder
(invazyon). Metastaz adi verilen bir sireg ile farkli doku ve organlara yayilarak yeni
timorler olusturabilirler. Bir¢ok kanser kati (solid) kitlesel tiimérler olusturur, fakat

I6semi gibi kan kanserleri genellikle kitlesel timdrler olusturmaz (Baran, 2018).



Bening timorler cevrelerindeki dokulara cogu zaman metastaz géstermez ve onlari istila
etmez. Fakat kanserli tiimorler cerrahi yontemlerle uzaklastiriimasina ragmen tekrardan
ortaya ¢ikablirler. Ancak iyi huylu (bening) timorler de bazen oldukga buyuk olabilir.
Bazi1 durumlarda 6zellikle beyin ve sinir dokusunda iyi huylu (bening) tlimorler, ciddi
rahatsizliklara neden olabilir veya yasami ciddi manada tehdit edebilir (Baran,2018).

Kanser farkli doku ve hiicre seviyesinde ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu hiicresel ve
dokusal ¢esitlilik, spesifik teshis ve kanser tedavinde biiyiik bir zorluklarin olusmasina
neden olur (Meacham ve Morrison, 2013; Fisher ve ark., 2013).

Erkeklerde goriilen kanser tiirleri ilk basta prostat, ikinci olarak akciger daha sonra
sirasiyla brons, kolon, rektum ve mesanedir. Kadinlarda ise sirasiyla meme dokusu,

akciger ve brons, kalin bagirsak, rahim agzi ve tiroit bezi en yiiksek prevalansa sahiptir.

Erkeklerde prostat ve kadinlarda meme kanserinin kanser prevalansmnin biiyiik bir

kismini olusturdugu goriilmektedir (Siegel ve ark., 2016).

Cocuk yas grubuna bakildiginda ise en yiksek prevalansa sahip kanser turleri kan
kanseri, beyin ve lenf sistemi ile ilgili kanserlerdir (Schottenfeld ve ark., 2006; Yoo ve
Shin, 2003).

Kanser, genlerde art arda meydana gelen gelen mutasyonlar sonucunda olusur ve olusan
bu mutasyonlar hiicre igerisinde bir¢ok fonksiyonun degismesine neden olur. Kimyasal
mutajenler, genler lzerinde mutasyonlara ve kanser hiicrelerinin olusmasinda ¢ok agik

bir role sahiptir (Aizawa ve ark., 2016).

Kanserojen 6zelliklere sahip kimyasal maddeler, hiicrelerin sitoplazmasinda veya
cekirdeginde dogrudan veya dolayl olarak etkileri gosterebilmektedir. Bu kanserojen
bilesikler epigenetik bozukluklara ve genlerde mutasyonlara yol agmaktadir (Poon ve
ark., 2014; Trafialek ve Kolanowski, 2014; Cumberbatch ve ark., 2015; Antwi ve ark.,
2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bronchus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/rectum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bladder
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gene-mutation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gene-mutation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-cell

Kanserin olugmasinda, bakteriler ve virlisler gibi yapilarin yani sira radyasyon 1ginlari,
teshis edilmis kanserlerin yaklagik %7'sini olusturan diger karsinogenez faktorleri
olarak bilinir (Parkin, 2006). Genel olarak kanser, hiicreler arasi iletisimi bozar ve hiicre
canlilig1 icin hayati 6neme sahip genlerin islevsiz kalmasina neden olur. Hiicrede
olusmus bu bozukluklar hiicre dénglsunun kontroliiniin kaybedilmesinde etkilidir ve
anormal proliferasyona yol acar (Seto ve ark., 2010; Cigudosa ve ark., 1999). Proto-
onkogenler, saglikli hiicrelerde hiicre boliinmesi ve biiyliimesi iligkili ve sorumludur
ancak protoonkogenler mutasyona ugramasi sonucu onkogenlere doniiserek hiicre

ddngusuniin kontrolden ¢ikmasina neden olurlar (Shtivelman ve ark.,1985).

Bu duruma ilave olarak tiimor baskilayici (tumor suprasor) genlerin eksikligi de
(mutasyona ugramasi), kontrolstiz hiicre bolinmelerine yol acar (Matlashewskive ark.,
1984).

Kanserler mikroskop altinda goriiniislerine ve olusmaya basladiklar1 organa gore
smiflandmrilirlar. Cesitli kanserlerin tedavisinde, kanser hiicrelerindeki biiylime ve
yayillma farkliliklar1 nedeniyle degisik yaklasimlar uygulanmaktadir. (Schirrmacher,
2019; Anonim, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-suppressor-gene

2.2. Kanser Hicresinin Ozellikleri

Kanser hiicrelerinin ayirt edici Ozellikleri arasinda ¢ok asamali gelisim strecinde
kanserlesmeye baslayan hiicrelerinin kazandigi sekiz biyolojik ozelligi icerir. Bu
Ozellikler, kanser hastaligmm karmasikligin1 daha agik bir sekilde gosterebilmek igin
diizenleyici bir ilke olusturur. Bunlar hiicre bolinmesini uyaran sinyallemeyi
sirdiirmek, biiylime baskilayicilardan kaginmak, hiicre 6limine direnmek, DNA
replikasyonunu devamli saglamak, anjiyogenezi indiiklemek, istila ve metastazi (¢evre
dokulara yerlesme) hizlandirmak, enerji metabolizmasmi (ATP iiretimi) yeniden
diizenlmek ve bagigiklik sisteminden kaginmak yer alir (Sekil 2.1) (Hanahan ve
Weinberg, 2011).

Proliferatif sinyal Tumér baskilayicilarindan
vermeyi siirdiirmek kagimmak
Hiicre enerjisinin agigiklik tahribatindan
diizensizlegtirilmesi ; kagmma

Cogaltilmig Blimsizligu
saglamak

Tumor destekleyici

Genom kararsizlig

ve mutasyonu
Anjiyogenezi Istila ve metastaz:
indiklemek aktive etmek

Sekil 2.1. Kanser hucrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011)

Ayirt edici Ozelligi saglayan genlerin mutasyonel olarak degistirilmesini saglayan
genom kararsizlig1 ve birden ¢ok ayirt edici islevin edinilmesini tesvik eden bagisiklik
iltihab1 bu ayirt edici 6zelliklerin ortaya ¢ikmasimi saglamaktadir. Kanser hicrelerine ek
olarak, kanser hiicre topluluklar1 daha farkli ve karmasiklik boyutta davranislar
sergilerler: Bunlar, timor mikro gevresini olusturan ve timor i¢in ayirt edici 6zelliklerin
olugsmasina katki saglayan goriiniiste normal saglikli hiicrelerden olugan bir yapidir. Bu
kavramlarin daha yaygin olarak arastirilmasi kanseri daha iyi tamtmamiza ve kanser

tedavisi igin yeni araglarmn gelistirilmesine giderek daha fazla katki saglayacaktir.



2.2.1. Cogalma sinyallerini stirdirme

Kanser hucrelerinin  proliferasyonu tetikleyici sinayalleri olusturmasit en temel
Ozelliklerindendir. Saglikli hucreler c¢evresindeki hucrelerin  bolinmesini  uyaran
sinyalleri kontrollii olarak hiicre disina salgilarlar. Fakat maling kanser hiicreleri bu
sinyal molekdillerini salinimini1 kontrolliinii kaybetmislerdir. Saglikli hiicreler buyimek
ve bolinmek igin gerekli olan sinyalleri hiicre disindan almak zorundadirlar. Fakat
maling hucreler kendihiicre boliinmesini tesvik edecek sinyalleri kendisi Gretip kendi
bolinmelerinin tesvik edebilir. Bu sinyaller genellikle hicre iginde tirozin kinaz
bolgelerini ihtiva eden hiicrenin yiizey reseptorlerine baglanabilme yetnegi olan bliytime
faktorleri tarafindan saglanir. Kanser hucreleri birden fazla farkli yolak araciligi ile
blyltme sinyallerini Gretmeye devam ettirebilirler: kendi kendini uyarabilen
proliferasyona yol acan kognat reseptorleri araciligi ile algilanabilen biiyiime faktorii
(growth factor) ligandlarmi kendileri salgilayabilirler. Saghkli hiicreler tumor
cevresinde kanser hicrelerinin biiyiime faktori salgilamasi igin sinyal gonderebilirler.
Bunun yaninda boliinme sinyallerinin kontrollli, hiicre yuzey reseptér proteinlerinin

translasyonun artmasi ilede bozulabilir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

2.2.2. Biiyiime baskilayicilarindan kagma

Kanser hucreleri proliferatif sinyallerin devamliligini saglamalarma ek olarak, bu
hicreler proliferasyonunu olumsuz yonde etkileyecek yolaklardan da kurtulabilme
potansiyaline sahiptir. Bu yeteneklerinin (olumsuz sinyallerden kaca bilme
mekanizmalar1) olusmasinda p53, RB1 gibi timor suprasor proteinleri kodlayan
genlerin ekspresyonlarmin etkinliklerine baghdir. Bu genler hiicrenin biiyiime gelisme
ve yaglanmasinda ve programli hiicre 6liimii olan apoptoza neden olabilir veya tam tersi
olarak hiicre proliferasyonunda basrol oynamakta ve hiicrenin gelecegini
belirlemektedirler. Retinoblastoma proteini biiyiik bir kismi hiicre disindan kaynaklanan
tehlike molekiillerini aktarrken p53 geni hiicre iginden kaynakli olan metabolik
yolaklarin saglikli islev gormemesi durumunda hicre igi stres sensorlerinden sinyal alir
ve hucre dongisunin durdurulmasini saglar. Eger hiicre DNA’sinda hasar olugmus ise
DNA tamir genlerinin aktivitesinin artmasina ve programli hiicre 6liimiinii uyarma gibi

onemli olaylarin baslamasini tetikler (Curto ve ark., 2007; Partanen ve ark., 2009).



2.2.3. Hucre 6lum yolaklarna direng

Hicre 6limd, organ ve dokularin saglikli yapisinin korunmasi ve dokularin yapisal
bltlinliigiiniin korunmasi ig¢in olumlu veya olumsuz durumlarda genlerin kontroliinde
programlanmis bir mekanizmadir. Apoptoz olarak isimlendirilen bu olay, hicre iginden
veya hiicre disindan tetiklenebilir. Apoptoz, DNA hasar1 gibi hiicre i¢in hayati 6neme
sahip durumlarda ve bozulmus kalitsal bilginin gelecek nesillere aktarilmamasi igin
gereklidir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanser hiicrelerinin hayatlarma devam edebilmesi ve gelisimlerinin siirdiirebilmesi i¢in
programli hiicre 6liimii mekanizmalarini atlatabilmesi gerekmektedir. Kanser hiicreleri
apoptozdan kacabilmek i¢in bir¢ok farkli metabolik yolak kullanmaktadir. Kanser
hicrelerinin metabolizmalarin1 degistirerek kullandigi bu farkli mekanizmalar dikkate
alindiginda ve bu mekanizmalar1 hedefleyerek kanser hiicrelerinin apoptoza karsi
olusturdugu direnci degistirebilecek ajanlarin gelistirilmesinin kanser tedavileri igin

onemli bir yeri oldugu diistiniilmektedir.

Hiicre oliimiinde sadece apoptoz mekanizmasi yoktur hiicre olimii ¢ok farkh
yolaklarlada tesvik edilebilir. Ozellikle en ¢ok arastirilan Otofaji ve nekroz gibi
mekanizmalar da hicrelerin hayatta kalmasiyla iliskilidir. Otofaji hlcrelerin 6limunde
apoptoz gibi énemli rol almasina karsin apoptoz ile otofaji birbirlerinden morfoloji ve
molekdiler 6zellikler agisindan birbirleri ile ¢ok farklilik gostermektedir (Hanahan ve
Weinberg, 2011; Arslan ve ark., 2011).

2.2.4. Tekrarlayan hayatta kalma

Saglikli hiicrelerde hayat dongiilerinde dokularin ihtiyaglarina goére biiylimesi ve
boliinmesi, sonunda da hiicrelerin yaslanarak yasamlarma son vermesi s6z konusudur.
Hiicreler yasam dongiilerinin sonunda bolinme yeteneklerini kaybederler. Fakat
bulunduklar1 doku ve organlarm saglikli bir sekilde fonksiyonlarini yerine getirebilmek

icin yasamlarina devam ederler.



Hicrelerin kromozomlarinin u¢ kisimlarinda bulunan ¢oklu tekrarlayan heksanukleotid
dizileri olarak bilinen telomerler bulunur. Telomerler her hucre siklusu sonununda
kisalir. Telomerlerin kisalmasi, hlicrelerin DNA’larinin iglevsel gen bolgelerinin sonraki
bolinmelerde mutasyona ugramalarini  engellemektedir. Telomerik DNA’larin
uzunluguna bakilarak, hicrelerin daha ka¢ bolinme yapabilecekleri soylenebilir.
Hicrelerde telomer bdlgelerin kisalmasi sonucu sinirsiz boliinme potansiyeline sahip
olan hucrelerde telomeraz adi verilen enzim DNA polimeraz gibi davranarak telomer
bolgelerinin uglarma tandem dizileri ekler ve telomerin kisalmasimi dnler. insan maling
timor hiicreleri gibi sinirsiz bir sekilde boliinme yetenegine sahip hiicrelerin yaklagik

%90’mda bu enzim ifade edilmektedir (Kawai ve ark., 2007).

2.2.5. Damar olusumunu saglama (Anjiyogenez)

Tdm hicreler hayat dongulerini devam ettirebilmek igin besin ve oksijene ihtiya¢
duymaktadir. Bulunduklar1 organ ve dokularda islevlerini yerine getirmek i¢in bu temel
maddelerin almak ve bu maddelerin kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan metabolik atiklari
uzaklastirmak zorundadirlar. Besinlere ve oksijene ulasmak i¢in veya diger faktorleri
almak ve olusan metabolik atiklarin dokudan uzaklastirilmas: i¢in bulunduklar:
organlara icerisinde damar olusumunu saglamak zorundadirlar. Ayrica kanser
hicreleride metabolik atiklarm  dokudan uzaklastirilmasi gibi ana ihtiyaglarin
giderebilmek i¢in damar olusumunu uyarirlar. Anjiyonegenez adi verilen bu olayla
timor iligkili damara neovaskulator damar olarak isimlendirilir (Hanahan ve Weinberg,
2011).

Neovaskulator, kanser hiicrelerinin besin ve oksijen ihtiyaci1 karsilamaktan
sorumludur. Embriyogenez sirasinda da damar sistemini olusturur ve gelisimini saglar.
Budurum endotel hiicrelerinin olusumunu saglayarak daha 6nce olugsmus damarlardan
yeni damarlarin olusumunu ve bu damarlar ile birlesmesini saglar. Bu farklilagmalarin
ardindan normal damar olusumu biiyiik 6lctide durur. Fakat yetigkinlik doneminde yara
dokusunun onarilmasi igin metobolik sureclerle damar olusumu tekrardan saglanir.
Gegici siire ile baglayan bu metabolik yolla damar olusumu saglikli dokularda ihtiyag
durumunda olugmasina ragmen tlmorlerin gelisimi sirasinda aktiftir (Sekil 2.2)

(Hanahan ve Weinberg, 2011; Ellis ve Hicklin, 2008).
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Sekil 2.2. Anjiyogenez olusum mekanizmasi A) Anjiyogenetik faktorlerin salgilanmasi
B) Damar filizlenmesi C) Tumor i¢in yeni damar ag1 olusumu (Anonim, 04.01.2023).



2.2.6. Invazyon ve metastaz (Hiicre gocil)

Histolojik kesitler sayesinde kanser hicrelerinin takip edilmesi ve karakterizasyonun
yapilabilmesi miimkiin olmustur. Maling timarlerin ve kanser hicrelerinin bulunduklar1
doku ve organlarda diger hiicrelerle yaptiklar: etkilesimler, hiicre dis1 matriks ile
baglanma durumlar1 ve morfolojilerindeki olusan farklihiklar g6z Oniinde
bulunduruldugunda kanserin invazyon ve metastaz yapabilme yetenegi oldugu

gostermektedir (Pavese ve ark., 2010; Wittekind ve Neid, 2005).

Kanser hiicrelerinin bulunduklar1 dokuyu terk edip ¢evre dokuyu isgal etmesi ya da kan
ve lenf damar agi ile farkli doku ve organlara go¢ ederek gittigi dokularda kontrolstiz bir
sekilde boliinmelerini siirdiirmeleri metastaz olarak isimlendirilir. Tyi huylu tumor
hiicreleri, bulunduklar1 dokularda bOkiniir ve bulunduklar1 organ 6lmedigi slirece o
dokuda beklerler. Bu tlr yapilar kanser olarak isimledirilmezler. Ancak kotl huylu
timorler, bulunduklar1 dokulardada temel membranlardan gecerek daha alt dokulara
sizabilirler ve damar olusumunu, invazyon ve metastaz saglayabilirler (Pavese ve ark.,

2010; Wittekind ve Neid, 2005).

Bu ozellige sahip tiimdrler, invazyon ve metastaz 6zelligine de sahip oldugundan diger
Ozelliklerle birlikte kanser olarak isimlendirilmektedir. Hucrelerin birbirleri ile ve hicre
dis1 matriks ile olan etkilesimlerinin yani kontak inhibisyonunun kopmasiyla
sonucglanan bu durum potansiyel bir hastalik halini almaktadir (Sekil 2.3) (Pavese ve

ark., 2010; Wittekind ve Neid, 2005).
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Sekil 2.3. invazyon ve metastaz olusum mekanizmas1 (Pacmayr ve ark., 2017).
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2.3. Kanser Turleri

Kanserin olusum mekanizmasi ve kanserin olustugu dokulara bagli olarak birgok kanser
tiri  oldugu Dbilinmektedir. Kanserler olustugu organ ve dokulara gore
isimlendirilmektedir. Kanserler, epitel hiicresi veya skuam6z (normal dokularda doku
yuzeylerinde bulunan hiicrelerdir, ayrica skuamoz hiicreler dokular1 enfeksiyon ve
yaralanmalardan koruyan bir Orti olustururlar) hucre gibi hicre tipine goére de
isimlendirilebilirler (Baran, 2018).

2.3.1. Karsinom

Prevalans1 en yiiksek kanser turiidir. Vicudumuzu saran epitel hiicreler tarafindan
olusturulmaktadir. Mikroskop ile incelendiginde genellikle dikdortgen benzeri bir forma
sahip olan bir¢ok farkli epitel hiicresi tiirii vardir. Farkli epitel hiicre tiplerinde olusan
timorler farkli 6zel isimlerle adlandirilir. Bunlar: Adenokarsinom tirl kanserler, salgi
veya mukus Ureten epitel hiicrelerinde olusan bir kanserlerdir. Bu tip epitelial hiicre
iceren dokular glandiler dokular olarak isimlendirilir. Meme, kolon ve prostat

kanserlerinin ¢ogu adenokarsinom tiirii kanserlerdir (Baran, 2018).

Bazal hucreli karsinomlar derinin dis tabakasi yani epidermis olarak isimlendirilen alt

veya bazal tabakasinda olusmaya baslayan kanserdir (Baran, 2018).

Skuamdz karsinomlar, derideki epitel dokunun hemen alt kisminda yer alan epitel
hicrelerinde meydana gelen olusan bir kanserdir. Skuamdz hiicreler bobrekler,
bagirsaklar, mesane akcigerler ve mide gibi diger birgok organda bulunurlar. Skuamoéz
hiicreler, mikroskop altinda incelendiginde diiz bir formda gortndrler. Skuamdz hicreli

karsinomlar epidermoid karsinomlar olarak da adlandirilir (Baran, 2018).

Transisyonel hicreli karsinom, transisyonel epitel hiicreleri veya rotelyum olarak
isimlendirilen bir tir epitel dokusunda meydana gelen bir kanserdir. Sekillerini
degistirebilen epitel hiicre katmanlarindan olusan bu doku, idrar kesesinin, Ureterlerin ve
bobreklerde (renal pelvis) ve diger birka¢ organin i¢ yilizeyinde bulunur. Bazi idrar
kesesi kanserleri, Ureter ve bobrek kanserleri transisyonel hiicreli karsinomlardir (Baran,
2018).
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2.3.2. Sarkomlar

Sarkomalar, kas dokusu, yag dokusu, kan damarlari, lenf damarlari, fibroz doku
(tendonlar ve baglar gibi) gibi dokularda meydana gelen kanser tiiridiir. Ayrica bu
kanser turl kemik ve yumusak dokularda da olusabilmektedir. Osteosarkom en fazla
teshisi konulan kemik kanseri turtdir (Baran, 2018).

Yumusak doku sarkomlarmin en sik  goriilentirleri leiomyosarkom(diiz  kas
tumora), herpes viriisti kaynakli olan bir damar tiimérii olan kaposi sarkomudur (Baran,
2018; Anonim, 08.10.2021).

2.3.3. Losemi

Kanin olugmasini saglayan kemik dokunun igerisinde bulunan ilik hiicrelerinde

baglayan kanserlere 16semi ad1 verilir (Tebbi, 2021).

Solid timorler olusturmayan lésemilerde, dolasimdaki kan ve kemik iliginde fazla
sayida normal olmayan akyuvar kan hucresi (I6semik patlama hcreleri) birikerek
normal kan hicrelerini islevsiz birakirlar. Normal kan hiicrelerinin seviyesinin diismesi,
vicut dokularmin oksijen almasini, pihtilasmay1 kontrol etmesini veya virls ve

bakterilere kars1 direncinin zorlastirabilir (Anonim, 08.10.2021).

Hastaligin kanserin olusmaya basladigi kan hiicrelerinin tipine (lenfoblastik veya
miyeloid) goére gruplandirilir. Akut l6semi tdrleri hizli biyiir fakat kronik lésemi

formlar1 daha yavas seyir gosterir (Thomas, 2021).

Lenfomalar, kanda bulunan T veya B lenfosit hiicreleri olusan kanserdir. Bu hiicreler
bagisiklik sisteminideki savasgi hiicreleridir. Lenf diigiimlerinde, kilcallarinda ve
damarlarinda ve ayrica viicudun diger kisimlarinda normal olmayan beyaz kan hicreleri
gordlir (Thomas, 2021).

Multipl  miyelom  kanserleri, farkli  bir  bagigiklik  hiicresi  olan plazma

hucrelerinde ortaya ¢ikan kanserlerdir.
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Miyelom hucreleri olarak isimlendirilen plazma hiicreleri, kemik iliginde birikirler ve
viicuttaki kemiklerde tiimor olusumlarina neden olurlar. Multipl miyelom kanserleri,
plazma hucreli miyelom ve Kahler hastaligi olarak da isimlendirilir (Anonim,
08.10.2021).

Melanomlar, melanin (cilde rengini veren pigment) Ureten hiicreler olan melanositlerde
meydana gelen kanser turudir. Melanomlarin ¢ogu ciltte yiizeyinde olusur, fakat
melanomlar g6z gibi diger pigment i¢eren organ ve dokularda da olusabilir (Anonim,
08.10.2021).

Olgun forma sahip lenfositlerin kemik iliginde asir1 iiretilmesi sonucu ortaya ¢ikar. Bu
normal olmayan hiicreler olgunlasmis normal lenfositler gibi gorilmektedir. Fakat
normal lenfositler gibi vicudumuzda bakteri virls gibi enfeksiyonlara karsi

savasamazlar.

Kronik lenfoid I6semilerde kanser hucreleri kemik iliginde, kan damarlarinda ve lenf
sisteminde bulunurlar ve lenf diigiimlerinde siskinlikler meydana gelir. Kronik lenfoid
16semiler gozlemlenen l6semilerin %30'unu olusturmaktadir. Kronik lenfoid l6semiler
30 yasin altinda ¢ok az miktarda gOriiliirler, ancak prevalansi yasm artmasi ile
artmaktadir. Kronik lenfoid I6semiler en ¢ok olarak 60-70 yas arasinda gozlenmektedir
(Manisha, 2012).

2.3.4. Beyin ve omurilik timorleri

Sinir sistemini olusturan beyin ve omurilikte olusan tiimorler birgok farkli tiirii
bulunur. Bu timarler, meydana geldikleri hlcrenin tipine ve tumérin merkezi sinir
sisteminde  hangi organda olustuguna gore  adlandirilir. Ornegin, astrositik
timorler, néronlarin saglikli yapisinin korunmasina yardimei olan astrosit hicrelerinde
olugmaya bagslarlar. Beyin timarleri iyi huylu (bening) veya kott huylu (maling) olabilir
(Eslaminejad ve ark. 2022).
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2.3.5. Diger tiimor turleri

Germ hicreli timorler, gamet hiicreleri olan sperm veya yumurtalarin olugmasini
saglayan dokularda meydana gelen timor turudur. Bu tumaorler Greme sisteminin her
yerinde olusabilir bu tiimorler iyi huylu veya kotl huylu olarak meydana gelebilir
(Anonim, 11.10.2021).

NOroendokrin tumdrler, sinir sisteminden gelen bir uyarilara cevap olarak hormonlari
kana salinimmda gorevli olan bezlerde meydana gelen tlimorlerdir. Saglikli hiicrelere
sahip bezlere gore daha fazla hormon Ureterek saglayabilme yetenegine sahip bu
timorler ¢ok farkli hastaliklara da neden olabilir. Noroendokrin tumdrlerin iyi huylu

veya kotl huylu tarleri bulunabilir (Anonim, 11.10.2021).

Karsinoid tiimorler, néroendokrin tip timorlere 6rnek verilebilir. Genel olarak sindirim
sisteminde (genellikle rektum ve ince bagirsakta) bulunan, yavas gelisim gozlenen
tumorlerdir. Karsinoid tiimorler karacigere veya viicudun diger dokularina metastaz
yapabilirler. Serotonin gibi nérotransmitterler veya prostaglandinler gibi maddeler

salgilayarak karsinoid sendromalar ortaya ¢ikarabilirler (Anonim, 11.10.2021).

2.4. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, en yaygin maling kanserlerden biridir. Erkeklerde akciger kanseri,
prostat kanserinden sonra ikinci siradadir ve yeni teshis edilen kanserlerin %214'Uni

olusturur (Greenlee, 2001).

Akciger kanserleri genel olarak kiigiik hiicreli karsinomlar ve kii¢iikk hiicreli olmayan
karsinomlar olmak {izere iki sekilde siniflandirilabilir. Kiiglik hiicreli olmayan
karsinomlar ayrica skuamdéz hiicreli karsinomlar, adenokarsinomlar ve biiyiik hiicreli
karsinomlara ayrilir. Skuamdz hiicreli karsinomlar, akciger kanserlerinin yaklagik
%30'unu olusturur. Bu tip tiimdr, sigara ile en yaygin olarak iligkili olan iki tiimdrden

biridir; digeri ise kigik hicreli karsinomdur (Geddes, 1979).
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Akciger kanseri ayn1 zamanda kadinlarda (meme kanserinden sonra) en sik goriilen
ikinci kanserdir ve yeni teshis edilen kanserlerin %12'sini olusturur. Akciger kanseri,
hem erkeklerde hem de kadinlarda kanserden oOliimlerin bir numarali nedenidir.
Kanserden olen yaklasik li¢ erkekten biri akciger kanserinden, kanserden Olen dort
kadindan biri ise akciger ve brons kanserinden hayatini kaybetmektedir (MMWR,
1997).

Hem erkeklerde hem de kadinlarda akciger kanseri sikligir onlarca yildir artmasia
ragmen, erkeklerde siklik 1984'te 100.000 niifus basma 86.5 vaka ile zirve yapmis ve
1996'ya kadar yilda %1.4 oraninda azalmistir. Akciger kanseri i¢in en onemli risk
faktorl sigara igmektir. Akciger kanserine bagl 6liimlerin tahminen %75-80'i sigaradan
kaynaklanmaktadir (MMWR, 1997).

Akciger kanseri riski, gilinde igilen sigara miktarma ve sigara icilen yila oranla
artmaktadir. Sigaray:1 biraktiktan sonra risk giderek azalir. Sigarayi birakanlarin genel
Olim orani, sigaray1 biraktiktan 15 yil sonra sigara igmeyenlerinkine benzemektedir.
Baska bir ¢alismada, kadinlar arasinda akciger kanseri riskinin de sigarayi biraktiktan

sonra azaldigmi bildirdi (Garfinkel ve Stellman, 1988).

Sigara igcenlerle yasayan veya calisan kisiler, sigara i¢enlere yakin olmalarinin bir
sonucu olarak sigara dumanini soluyabilirler. Sigara dumaninin pasif olarak solunmasi
akciger kanseri riskini artirir. Sigara icenlerle yasayan sigara icmeyenler arasindaki

akciger kanseri vakalarinin yaklasik {igte biri pasif igicilige baglanabilir (Wald ve ark.,
1986).

Asbest, havadaki liflere maruz kalan kisilerde akciger kanseri riskini arttirdigi bilinen
bir kanserojendir. Risk, maruz kalma miktariyla birlikte artar ve sigara icenlerde daha
da yiksektir (Kjuus ve ark., 1986). Akciger kanserlerinin yaklagik %3-4'U asbest

maruziyetinden kaynaklanmaktadir (Omenn ve ark., 1986).

Radon, radyum 226'nin bozunmasiyla iiretilen bir gazdir. Bu izotopun bozunmasi «o
pargaciklar1 yayan maddeler iliretime yol agar. Bu parcaciklar, malign transformasyon

potansiyelini artiran hiicre hasarina neden olabilir (Ginsberg ve ark., 2001).
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Radon, havalandirmasi yetersiz olan evlerde ve binalarda, 6zellikle bodrumlarda
hapsolabilir. Radona maruz kalmak akciger kanseri riskini artirabilir (Ginsberg ve ark.,
2001).

Akciger kanseri riskini artirabilecek ek maruziyetler arasinda krom, nikel, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, inorganik arsenik bilesikler ve bis-(klorometil) eter bulunur.
al-antitripsin eksikligi aleli tastyan kisilerin akciger kanseri acisindan daha biiyiik risk

altinda olabilecegine dair bazi kanitlar vardir (Yang ve ark., 1998).

Skuamoz hiicreli tiimorler genellikle gdgsiin orta kisminda bulunur ve her 88 giinde bir

iki katina ¢ikarak nispeten yavas biiyiime egilimindedir (Geddes, 1979).

Tiimorler, belirti veya semptom iiretecek kadar biiyiimeden birka¢ yil 6nce mevcut
olabilmektedir. Skuamoz hiicreli karsinomlarin merkezi yerlesimli kalma olasilig1 en
yuksektir. Adenokarsinomlar, sigara igmeyenlerde ve kadinlarda bulunan en yaygin

akciger kanseri tiirtidiir (Geddes, 1979).

Akciger kanserlerinin yaklasik %30-40"1 adenokarsinom olusturmaktadir. Akcigerin
cevresine dogru biiylime egilimindedirler ve her 161 giinde bir iki katmna ¢ikarlar.
Adenokarsinomlar, skuamdz hicreli karsinomlardan daha ylksek metastaz yapma

egilimine sahiptir (Geddes, 1979).

Biiyiik hiicreli karsinomlar en az goriilen formdur ve akciger kanserlerinin yaklasik
%10-15"ini olusturur. Bu tiimorler, 86 giinde iki katina c¢ikarak, skuaméz hiicreli
kanserlerle karsilastirilabilir bir oranda periferik bir konumda biiyiime egilimindedir.
Adenokarsinomlar gibi, buyik hucreli kanserlerin de skuamdz hicreli karsinomlardan

daha fazla metastaz yapma olasiligi vardir (Geddes, 1979).

Kiigiik hiicreli karsinomlar, akciger kanserlerinin yaklasik %20-25'ini olusturur.
Merkezi konumlarda ortaya ¢ikma egilimindedirler ve ¢ok hizli biiyiirler; iki katina

¢ikma siiresi yaklasik 29 giindiir (Geddes, 1979).
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2.5. Kanser Tedavisinde Giincel Yaklasimlar

Kanserin tedavisinde cerrahi yontemler, kemoterapi, radyoterapi en sik kullanilan
yontemler olmanin yaninda bu yontemlerle birlikte hormon terapisi, biyolojik
yontemler, bitki ekstraklari, nanopartikiillerin kullanilmast gibi farkli tedavilerde diger
yontemlere yardimei olacak sekilde kombin veya tek basma kullanilabilir (Baykara,

2015).

Her tedavi yontemin kendine ait kolayliklar1 ve zorluklar1 bulunmasi, tedavi goren
kiginin tedaviye yaniti, kanserin bireye spesifik bir hastalik olmasi, tedavilerin kisisel
degiskenlikler gosterebilmesi nedeniyle tek ve kesin bir tedavi yonteminin olmasindan

bahsetmek neredeyse imkansizdir (Baykara, 2015).

2.5.1. Kemoterapi

Kemoterapinin asil amaci kanser hiicrelerini kemoterap6tik molekiiller veya bilesikler
etkisi ile o©ldurmektir. Sitotoksik ve anti-neoplastik bilesikler bu tiir tedavide
basroldedir. Kemoterapi, cerrahi girisim oncesinde tUmor yapisiin kiigiiltiilmesi igin

kombin tedaviler veya tek basina uygulanabilir (Mian, 2016).

Kemoterapi tedavisinde kullanilan ilaglar; kortikosteroidler, DNA da degisikliklere
neden olan alkilleyici ajanlar, metabolik yolaklar zerine etki eden anti metabolitler,
anti kanser aktivitesi bulunan antibiyotikler, mitoz bélinme Uzerine etki eden mitotik
inhibitorler ve DNA’nin sarmal yapisim1 ve katlanmasinin etkileyen topoizomeraz

inhibitorleri gibi ilaglardir.

Alkilleyici  ajanlar, DNA’dan mRNA yazilmmmi inhibe ederek protein
translasyonunun durduran ajanlardir. Bu ajanlarin hiicre igine girmesi sonucunda DNA
Uzerinde bulunan alkil gruplar1 hidrojen atomlar1 ile yer degisikligine giderek ve
karsinojen bir etki gosterir. Bu tip molekiiller akciger kanserleri yumurtalik kanserlert,
meme kanserleri, 16semiler, multipl miyelom gibi kanserlerde ve baska bir¢ok hastalik

tiirlinde tedavi amagli basariyla kullanilmaktadir.
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Kortikosteroidler, enflamasyon durumunu yavaslatmak, bagisiklik sisteminin
calismasmi azaltmak ve kanserli hiicrelerin hiicre siklusunu durdurmak i¢in kullanilan
steroid benzeri ilaglardir. Anti-metabolitler, metabolit olarak adlandirilan ve insan
vicudunda enzimlerin sentezini ve ¢aligmasinin uyarilmasinda veya baskilanmasinda
kullanilan ilaglardir. Ayrica ve sinyal iletim yolaklarindan sorumlu olan molekdllerin
inhibe edilmesinini saglayan spesifik molekullerdir. Bu molekuller hicrenin normal
sekilde calisan metabolik yolaklarida etkileyebilir. Hiicrenin DNA’y1 esledigi faz
stirecinde apotozu induikleyebilir (Yang, 2016).

Antitimor 6zelligine sahip antibiyotiklermaling hiicrelerde DNA/RNA sentezini inhibe
ederek hiicre buyimesini ve boltinmesini durduran kimyasallardir. Kan kanserleri ve

mesane Kanserlerinin tedavisinde ¢ok yaygin olarak kullanilirlar (Patil, 2016).

Topoizomerazlar, DNA’nin transkripsiyonunu diizgiin sekilde yapilabilmesi i¢in
bulunan, katlanmis yapmin agilmasi ve diiz bir forma getirilmesi i¢in gerekli olan 6zel
yapilardir. Topoizomeraz inhibitorleri, topoizomerazi inhibe ederek DNA’nin
okunmasimi engeller. Boylece DNA’nin ¢ift ipliginde olusan tamir edilmesi imkansiz
kiriklar sebebiyle hiicrenin programlanmig hiicre 6liim yolagna girmesine neden olur.
Irinotekan ve Topotekan gibi molekiiller topoizomeraz I’i aktivitesini inhibe ederken,
Teniposid ve Etoposid gibi topoizomeraz inhibitorler topoizomeraz II'nin islevini

yapmasina engel olurlar (Olsen ve ark., 2014; McPartlin ve ark., 2014).
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2.5.2. Radyoterapi

Radyoterapi, kanserli hiicrelerin gelismelerini yiiksek enerjili iyonize 1ginlar kullanarak
durdurmaya amaclayan tedavi yontemidir. Radyoterapi sadece vicudun spesifik bir

bblgesini hedef alinabilecegi gibi, tim viicudu hedef alan tedaviler kullanilmaktadir.

Hastaligin durumu ve hastanin kisisel Ozelliklerine bagli olarak birgok yontem
uygulanabilmektedir. Bu yontemlerin gelistirilmesindeki temel amag, gelisimi
durdurulmak istenen maling hicreleri tzerine etkisinin maksimum olasmni saglmaktir.
Fakat saglikli hiicrelere ise ¢cok az hasar verecek olan sistemler gelistirilmelidir.
Kemoterapdtik ajanlarla ile birlikte kombin tedavilerin yapilmasi bu yontemin daha

efektif oldugu kanitlanmistir (Hendriks ve ark., 2016).

Radyasyon tedavisininen biiylik dezavantajlarindan birisi birgok kanser tedavi
yonteminde oldugu gibi maling hiicreleri 6ldiiriirken saglikli dokular1 da éldirmesidir.
Ayrica radyoterapi tedavilerinde sa¢ kaybi, kusma, istah kaybi, halsizlik gibi ¢ok fazla

gorilen yan etkiler de hastanin hayatinida gok fazla etkileyebilir.
2.5.3. Kok hucre tedavisi

Kok hiicreler diger tip hiicrelere farklilasabilme yetenegine sahip hicrelerdir. Her kdk
hicre yeni bir kok hicresi olusturabilme yetenegine sahiptir. K6k hicreler bolinerek
kok hiicre olarak durabildigi gibi farklilasma yoluna giderek baska tirlerde hiicrelere
doniisebilirler. Olgun hicrelerin aksine kendilerini boltnerek yenileyebilirler. Bu
hicreler belli genleri veya sinyalleri ifade etmek izere 6zel olarak farklilastirilabilirler.
Hucresel tedavilerde, yeniliksel tipta, ilag gelistirmede ve hastaliklarn modellemesinde
kullanilmaktadir (Takahashi ve Yamanaka, 2013; Jung ve ark., 2012).

K&k hicre tedavilerinde temel olarak tig tipe ayrilir. Bu tedavi yontemlerinden birincisi
kok hiicre vericinin bir bagka kisiden olustugu allojenik transplantasyon, ikincisi bireyin

kendine ait kok hiicrelerinin kullanildigi otolog transplantasyon yontemidir.

Son olarak Gguinctst de kok hicre vericinin ve alicinin ikiz veya {igiiz durum olan

sinjeneik transplantasyondur.
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Bir baska vericiden alman kok hiicrelerinin  kullanildigi tedavi ydnteminin
kullanilmasmnin en biiyiik olumlu yonii verici kisinin saglikli hiicrelere sahip olmasi,
kanserli hicreleri bulundurmamisidir. Fakat en buyik dezavantaji ise alicit ve verici
arasindaki hiicresel uyumunun saglanamayisi durumudur. Bobrek kanserleri, kan
kanserleri, miyelom ve lenfoid kanserler gibi kanser tirlerinde bu tur tedavi basariyla
uygulanabilmektedir (Cho, 2013; Takeuchi, 2015).

2.5.4. Cerrahi yontemler

Cerrahi yontemler genellikle radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte ya da her iki
yontemle ayni anda birlikte kullanilabilmektedir. Radyoterapi ayn1 zamanda tek basina
da siklikla kullanilabilen yaygm bir yontemdir. Olusan kanserlerin engellenmesinde
profilaktik olarak, tan1 konma amagh dokudan bir parga alinmasi, metastaz veya yayilim
gostermeyen durumlarda kanserli dokunun veya kitlenin viicuttan uzaklastirilmasinda

genellikle kullanilmaktadir.

Cevredeki dokulara hasar vermeden tiimér dokusunun c¢ikarmanin olasi olmadigi
durumlarda doktorun Kitlenin bir pargasini1 alarak isleme devam etmeden Once
kemoterapi veya radyoterapi kullanarak tumoér dokusunun kagultilmesini tercih

edebilir.

Tiim bu yontemlerin disinda biyolojik tedavilerden olan imminoterapi, kanser asilari,
kanser biiylime baskilayicilari, gen terapileri gibi yontemlerde siklikla kullanilabilir.
Ayrica nanopartikiiller de giinlimiizde ¢ok farkli alanlarda kullanimi olan yapilardir.
Ozellikle gesitli metal nanopartikiillerin antikanser potansiyellerini gosteren ¢alismalar

giin gectikge artmaktadir.
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2.6. Nanoteknoloji ve Nanomateryaller

Nanoteknoloji, Yunancada ‘ciice’ anlamima gelen nano kelimesi ile ‘teknik bilimler’

anlamina gelen teknoloji kelimelerinin birlesmesi ile olugur.

Nanoteknoloji, nanometre (bir 6l¢ii biriminin milyarda biri) boyutlarinda malzeme
tasarlayip tiretilmesini, bu Uretilen malzemelerden yeni amaglara yonelik aygitlar ve

urlinler Gretmeyi amaglayanlan bir alandir (Cirac1 2005).

Nano boyutlardaki ¢aligmalar, 1 ile 100 nm boyutundaki lriinler ve aygit gelistirmekle
ilgilidir (Sekil 2.4). 1-100 nm’den biiyiik olan materyaller nanomateryal olarak kabul

edilmemektedir.

Nanoteknoloji
Atom Molekiil Viris Bakteri Hiicre Periot Tenis topu
__________ 100nm  000lmm O_Ol_mm_ T 1lmm  10em
|_'_J
Nano materyaller
Dby

Sekil 2.4. Nanopartikul boyut karsilagtirmasi (Anonim, 2016).

Nanomateryaller, nanopartikiller, nanotipler, nanofiberler ve nanokompozitler olarak

smiflandirilmaktadir (Borm ve ark. 2006).

Nanopartikiller boyutlar1 ve fizikokimyasal 0zelikleri nedeniyle birgcok teknik alan ve
tibbi uygulamalarda biiylik avantajlar saglamaktadir. Cesitli nanomateryaller farkl

sekillerde insan viicuduna girerek hiicrelerimizde farkli etkiler olusturabilmektedir

(Sekil 2.5 ve Sekil 2.6).
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Gelisen yeni teknolojilerden biri olan Nanoteknoloji, baz1 belirsizlik ve riskleri de
beraberinde getirmektedir. Sahip oldugu Ozellikler agisindan insan ve ¢evre agisindan
biiyiikk yaralarinin olabilecegi gibi tahmin edilemez zararli da olabilir (Borm ve ark.
2006; Kumbigak, 2013).

Lizozom

Nanotiipler hiicre
membranindaki

porlarin éniini
kapatabilir

Reseptor

Nanoteller

membranini
delebilir

hiicre DNA
membranina
zarar verebilir

s A : ’ .
l}\{IanOt:I'?ller Nanopartikiiler hipertermi anopartikiiler; mitokondri,
b: _s]ep 0; .elil;e yoluyla hiicre membranina membran ve DNA ya ROS

glanabl N X saldirisina neden olabilirler

Sekil 2.5. Nanopartikiillerin hiicreler tizerindeki etki mekanizmalar1 (Han ve ark. 2011).

* Beyin (Norolojik Hastahklar: Parkinson, Alzheimer)

. 4

Mitokondn « Nanopartikil Soluma
Nukleus . ) ‘
Sitoplazma « (. @
Membran * ®, * Akcigerler (Astum Brongit, Anfizem Kanser)
Lipit Vesikilleri = l
* Dolagim . . o
si . (Antenosklerosis, Tromboz, Yiksek kan basiner)
: istemi
Nanopartikil et A
Yutma 3 ‘

Kalp (Antni, Kalp hastabklan, Oliim )

Gastro-intestinal *
Sistem

(Crohn hastali, Kolon kansen) . > SR i
Diger Organlar (Etiyolojisi bilinmeven bobrek ve karaciger hastaliklan)

S « Lenfatik
.\suun.u Ortopedik « Sistem (Fil hastalip ve Kapos sarkomu)
Implant
(Oroimumiin Hastahklar

Demmatitis, Untiker, Vaskulit) * Deri (Otomumun Hastaliklar, Dermatitis)

Sekil 2.6. Insan viicuduna nanopartikiillerin giris sekilleri ve etkilenen doku ve

organlarda ortaya ¢ikabilecek bazi hastaliklar (Sekeroglu, 2013).

23



Nanopartikiiller de giiniimiizde ¢ok farkli alanlarda kullanimi olan yapilardir. Ozellikle
cesitli metal nanopartiklllerin antikanser potansiyellerini gosteren g¢alismalar giin

gectikce artmaktadir.

Bu tez calismasinda da Al(OH)z nanopartikiiliiniin hem tek basina hem de akciger
kanseri tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapik ila¢ olan Etoposid ile birlikte, insan
saglikli akciger hiicreleri ve kanser akciger hiicreleri Uzerindeki olasi sitotoksik ve

genotoksik etkisi arastirilmistir.

2.6.1. Metal nanopartikulleri

Metal nanopartikiiller metal oksit, metal ve alasim nanopartikiller olmak tzere birgok
farkli sekilde bulunabilir. Bu nanopartikiillerin fizikokimyasal (Yiizey sekilleri,
boyutlari, iletkenlikleri vb.) 6zellikleri gibi birgok 6zelligi degiskenlik gostermektedir
(Roduner, 2006).

Metal nanopartikiiller manyetik goriintiileme, antimikrobiyal ajan, katalizorler, giines
kremleri, ila¢ uygulamalari, boya, kozmetik gibi bircok farkli alanda kullanilmaktadir
(Schrand ve ark., 2010). Birgok 0zelligi goz oniine alindiginda gunimizde birgok
metal, metal oksit ve alasim nano boyutlarda Uretilmekte ve pek ¢ok alanda kullanim

olanag1 bulmaktadir (Karlsson ve ark., 2008).

Ornegin, aliiminyum (Al), bakir (Cu), titanyum dioksit (TiO2), ¢inko (Zn) ve giimiis
(Ag) nanopartiklller metal nanopartikiller insanlar tarafindan kullanilan Urlinlerde ve
endiistriyel iirlinlerde katki maddesi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Altin
nanopartikillerinin, islenmeleri ve yiizey sekillerinin degistirilmesi oldukga kolay
oldugundan ve DNA/RNA gibi bir¢ok biyolojik molekiil ile bag olusturabildiklerinden
dolay1 biyolojik goriintiileme, ilag uygulamalarinda, kanser terapisi, hedefe yonelik

tedavilerde hiicre isaretleme gibi alanlarda siklikla kullanilmaktadir (Yah, 2013).
Aluminyum (Al) iceren nanopartikilleri ilag gelistrilmesinde ve ilag¢larin kapsiilasyonu
gibi alanlarda giderek artan bir sekilde kullanilmaktadirlar (Kim ve ark., 2009; Schrand

ve ark., 2010).
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2.7. Aliminyum Hidroksit (Al(OH)3) Nanopartikili

Aliiminyum hidroksit, diinyada en ¢ok kullanilan alev yansiticisidir. 200 °C’ye kadar
1sitilmasi ile aliminyum hidroksit %66 aliminyuma ve %34 suya kadar bozunabilir. Bu
geri donligiimlii slireg Aliiminyum hidroksiti bir yangin geciktirici ve yavaslatici
yapmaktadir (Anonim, 2021a). Calismamizda kullanillan iriin = Sekil 2.7°de

gosterilmistir.

Sekil 2.7. Aliminyum Hidroksit (Al(OH)3) Nanopartikili

Aliminyum hidroksit toz olarak toksik olmayan 6zellikleri nedeniyle genellikle,
endustride doldurma, yangin sahalarinda alev geciktirici ve duman giderici islevi ile
kullanilmaktadir ayrica Aliminyum hidroksit plastikler, polyester, kauguk ve diger
organik polimerler igine katilarak ideal bir alev geciktirici olarak kullanilir (Anonim,
2020).
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2.8. Etoposid

Etoposid, (Sekil 2.8) testis kanseri, akciger kanseri, lenfoma, 16semi, noroblastom ve
yumurtalik kanseri gibi bir dizi kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan bir kemoterapi
ilact hammadesidir. Agiz yoluyla veya damar igine enjeksiyonla kullanilir (Anonim,

2016).

Sekil 2.8. Etoposid’in molekiiler yapist (Anonim, 2016).

Etoposid, yabani adamotu (Podophyllum peltatum) (Sekil 2.9) kok sapindan elde edilen

podofillotoksinin yar1 sentetik bir tiirevidir.

Yaygin yan etkileri arasinda infiizyon bolgesi reaksiyonlari, diisiik kan basinci, sag
kaybi, uygulama yapilan damar bolgesinde agr1 ve/veya yanma, kabizlik veya ishal,
metalik gida tadi, kemik iligi baskilanmasi, beyaz kiire sayisinda azalma (enfeksiyonlara
yatkinligin artmasina yol agar), diisiik alyuvar sayis1 (anemi), diisikk trombosit sayisi
(kolay morarma ve kanamaya yol acar) etkileri goriiliir. Daha az yaygin goriilen yan
etkileri ise mide bulantis1 ve kusma, alerjik tip reaksiyonlar, dokiintli, genellikle
damardan uygulamasindan hemen ortaya ¢ikan ve enfeksiyona bagli olmayan ates, agiz

yaralar1 gibi yan etkilere neden olabilir (Uzun, 2002).

26



Etoposid, topoizomeraz inhibitori ila¢ ailesindendir. Etoposid, DNA ve DNA'daki
sarmallar1 gevsetmeye yardimei olan bir enzim olan topoizomeraz 11 enzimi ile G¢li bir

kompleks olusturur.

Topoizomeraz II normal olarak bir DNA c¢ift sarmalinda bir kirilma olusturacak,
digerinin gegmesine izin verecek ve kopan sarmallari yeniden baglayacaktir. Etoposidin
baglanmasi, topoizomeraz II'nin yeniden baglanmasimi engeller. Topoizomeraz II
tarafindan yapilan DNA kirilmalarinin kirik kalmasina neden olur (Pommier, 2010).
Kanser hiicreleri, daha hizli boliindikleri icin topoizomeraz aktivitesi daha yiiksektir.
Bu nedenle etoposidin sebep oldugu etki artmaktadir (Hande, 1998; Gordaliza, 2004).

Sekil 2.9. Podophyllum peltatum (Yabani adamotu) (Anonim, 2016).
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3. MATERYAL YONTEM

Bu ¢alismada Al(OH)3 nanopartikili ve Etoposid’in ayr1 ayr1 ve birlikte A549 (ATCC®
CRM-CCL-185™) insan akciger kanser hiicreleri ve BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™)
insan saglikli bronsiyal epitel hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkileri, XTT testi ve
klonojenik test yontemi ile arastirilmistir. Nanopartikiil Al(OH)s ve Etoposid’in
genotoksik etkileri arastirilmasi ise komet testi ile degerlendirilmistir. Hiicre i¢i reaktif

oksijen seviyesine etkileri ROS testi ile 6l¢tilmiistiir.

Calismada kullanilan ekipmanlar Cizelge 3.1 de, sarf malzemelere ait bilgiler ise

Cizelge 3.2 de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka/Model
Etiv BINDER-CB 150
Sogutmali santrifiij SIGMA-2-16PK

Laminar akim kabini

BERNER Kabin

Hassas terazi

SHIMADZU-AUW220D

Terazi

RADWAG-WTB2000

Pastor firmi

Elektromag-M3025P

Invert mikroskop

SOIF invert mikroskop

Floresan mikroskop

NIKON-ECLIPSE 80i Mikroskop

Isik mikroskobu

NIKON-ECLIPSE E100

Komet yazilimi

Kameram 21 programi

Elektroforez gii¢ kaynagi

PegLab-Regpower 300

Elektroforez tanki CleaverScientific

Mikroplaka okuyucu BioTek, ELx800 U.S.A Elisa reader
Azot tank1 INT.CRYOGENICS-C 20R

Ph metre HANNA-HI 221

+4 buzdolabi REGALDbuz dolab1

Manyetik Karistiric ISOTEX manyetik karistir

-20 derin dondurucu ALASKA-ADF 06 Vv-20

-80 derin dondurucu ELCOLD -80

Karistirici-1sitici MTOPSMS300HS

Hiicre sayim cihazi CEDEXXS

Distile su cihazi

MP MINI PURE — DEST UP

Su banyosu

NUVEBATH NBS
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma/ Katalog No

Serolojik pipet

COSTAR

Serolojik pipet tabancasi

BIOHIT-MIDI PLUS/ Dragon MED

Levoplus

Steril 15 ml’lik tiipler

ISOLAB

Steril flasklar(T-12,5, T-25 ve
T75)

NEST BIOTECHNOLOGY

RPMI-1640 (500 ml)

PAN BIOTECH/ P04-22100

Penisilin-Streptomisin

SIGMA/ P0781

L-Glutamin (100 ml)

SIGMA/ RNBB4386

Fetal-Bovine serum

PANBIOTECH/ P30-1985

Sodyum pirtivat (100 ml)

PANBIOTECH/ P04-43100

EDTA disodium salt

CARLO ERBA/ 303201

DPBS PANBIOTECH/ P04-36500
Etanol MERCK

NaCl MERCK/ 7647-14-5

NaOH SIGMA/ S8045-1 KG
Triton X-100 GERBU/ 34021300

LowmeltingAgaroz

SIGMA/ A9414-25G

Normal Agaroz

SIGMA/ A9539-100G

DMSO

MERCK/ K39661843

Tripsin-EDTA

GIBCO/ 1304898

DCFH-DA ( ROS Kit)

Cell Biolabs’OxiSelect™ / 59342021

Hucre proliferasyon Kiti

BIOLOGICAL INDUSTRIES/1548576
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3.2. Kullanilan Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri

Bu tez ¢alismasinda A549 (ATCC® CRM-CCL-185™) insan akciger kanser hiicreleri
ve BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) insan saglikli bronsiyal epitel hiicreleri hatlar1
kullanilmistir. Hiicreler 37 °C ve %5 CO. ortama sahip inkubatérde havalandirmali T75
flasklar i¢inde inkiibe edilmistir. Flasklara bulunan besiyeri: 500 ml RPMI Medium +3
mL L- glutamine, +6 mL penisilin-streptomisin, + 50 mL FBS (Fetal Bovine Serum) +,

6 mL sodyum piriivattan olugmaktadir.

Hucrelerin pasajlama prosedir(;

Deney setleri kurulmak amaci ile % 80 doluluga ulasmis T75 flasklardaki besiyeri
uzaklastirilir. Bu sirasinda canli hiicreler flask yiizeyine yapisik olduklarindan hiicreler
flask tabanindan ayrilmazlar. Hiicreler daha sonra PBS (PhosphateBufferedSaline) ile
yikanir ve PBS flasktan uzaklastirilir. Bu islemin ardindan flasklara tripsin eklenerek
inkibatore de 2-3 dk bekletilir, bu islem flask tabanina yapigsmis canli hiicrelerin

flasktan ayrilmasini saglar.

Tripsin reaksiyonunun durdurulmasi amaci ile eklenilen tripsin miktar1 kadar besiyeri
eklenir ve tiipteki hiicreler 15 mL lik tiiplere toplanarak +4°C’de 2500 rpm de 5 dk
boyunca santriflij edilir. Santrifiij sonrasi tiipteki siipernatant atilarak hiicreler siispanse
edilir. Yeni flasklarabesiyerleri eklendikten sonra hicre stspansiyonundan hiicreler

flasklara aktarilir.
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3.3. Al(OH)3 Nanopartikult ve Etoposid’in Temini

Al(OH)3z nanopartikulti ‘Nanografi’ sirketinden ticari olarak temin edilmistir.
Nanopartikillerin sitotoksik ve genotoksik etkileri basta partikiil biiyiikligiinden
etkilendiginden dolay1 8-18 nm biiyiikliigiindeki Al(OH)s nanopartikulltercih edilmistir.
Al(OH)3 nanopartikiiliiniin sirket tarafindan belirlenmis &zellikleri Tablo 3.3’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Al(OH)s Nanopartikiiliiniin sirket tarafindan 6lgtilmiis 6zellikleri

Nanopartikiliin Saflik Yuzdesi: (%)99.95

Nanopartikilin Rengi: Beyaz

Nanopartikiliin Ortalama pargacik boyutu (nm): | 8-18 nm

Nanopartikiiliin Ozgiil Yiizey Alan1 (m?%/g): >640

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ajan olan etoposid ticari formu ONKO {lag
sanayi Ltd. San. A.S. tarafindan tiretilmektedir. Lastet 50 mg’lik kapsuller halinde satin
alimmustr (Sekil 2.8). Etoposid’in ticari formu kullanildiginda Etoposid ile ilgili doz
hesaplamalari ilag icerisinde bulunan Etoposid konsantrasyonuna gore hesaplanmistir
(Tablo3.4).

Cizelge 3.4. Etoposid’in ticari formunun igerisinde bulunan diger maddeler ve
konsantrasyonlar1

Etoposid 50 mg

Sitrik Asit 2,5mg
Makrogol 400 577,7 mg

Konsantre Gliserin 18 mg

Hidroksi-propul Seliiloz 1,8 mg
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3.4. XTT Test Yontemi

Hiicre kiiltiiri laboratuvarlarinda sitotoksisite ¢aligmalarinda bir¢ok farkli yontem ve
teknik bulunmaktadir. Bu yontemlerin basinda spektrofotometrik yontemler basta
gelmektedir. XTT test yontemi sitotoksisite c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan ve
giivenirliligi yliksek olan bir yontemdir. XTT test yontemi tetrazolyum tuzlarinin canli
hiicreler tarafindan formozankristallerine doniistiirmesine dayanan bir yontemdir (Sekil
3.2.). Tetrazolyum tuzlar1 sadece metabolik olarak aktif olan hiicrelerde formozan
kristallerine donlismektedir. Formozan kristalleribesiyerinde ¢oziinmektedir dolayisiyla

spektrofotometrik yontemlerle 6lgtlebilmektedir (Scudierove ark., 1988).
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XTT Formazan

Sekil 3.1. XTT, canli hiicrelerde metobolizasyonu sonucunda besiyerinde ¢6ziinebilen
formozan kristallerine doniismektedir.

XTT Testi Protokoliiniin Uygulanmast:

Hiicrelerin 75 cm?®’lik flasklarda %80 doluluga ulasanhiicreler pasajlanarak 96
kuyucuklu platelere her kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler 37 °C
ve %5 CO: ortamli inkiibatérde 24 saat sire ile inkibe edildikten sonra besi yeri
degistirilmis ve AI(OH)s nanopartikuliinin 100pg/mL ile 10000 pg/mL arasinda degisen
farkli konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. Hucreler ayni sekilde etoposid igin de
10 pM ile 1000 uM arasindaki konsatrasyonlarda 24 saat inkiibe edilmistir. Hem
AIl(OH)3 nanopartikilti hem de Etoposid ile dozlanmis plateler 24 saatlik beklemeden
sonra PBS ile yitkanmistir ve ardindan her kuyucuga 100 pL yeni besiyeri eklenmistir.
Her bir kuyucuga hazirlanmis ve aktive edilmig XTT soltsyonu eklenerek 3 saat inkiibe
edilmek tzere brrakilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroplaka okuyucu ile 450nm’de
absorbans (A) Olglilmiistiir. Blankler ¢ikarildiktan sonra (1- A muamele grubu / A

kontrol) x 100 formiilii kullanilarak poliferasyon egrisi ¢izilmistir.
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Proliferasyon egrisinden hem Al(OH)3z nanopartikili hem de Etoposid ayr1 ayr1 A549 ve
BEAS-2B 1C125, ICzs, [ICso ve ICys degerleri hesaplanmistir. Bu degerlerin
hesaplanmasindan sonra tezin amaci dogrultusunda Etoposid ve AI(OH)3
nanopartikillerin Etoposid 1C125-Al(OH)3 IC7s, Etoposid 1C125-Al(OH)3 1Cso, Etoposid
IC125-Al(OH)3 IC2s5, Etoposid ICso-Al(OH)3 1Cso, Etoposid 1Cos-Al(OH)3z 1C25 kombin
konsantrasyonlar1 i¢inde yukarida kombin belirtilen protokol uygulanarak sitotoksisite

calismalarina devam edilmistir.
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3.5. Klonojenik Test Yontemi
Bu test yontemi bir hiicrenin boliiniip ¢cogalmasi ve koloni olusturabilme yetenegine
dayali bir test yontemidir. Klonojenik test yonteminde hiicrelerin kontrol gruplariyla

kiyaslanarak hayatta kalma egrileri ¢izilir.

Klonojenik test yontemi genel olarak hiicreler {izerinde radyasyonun etkinligini
arastirmak amaci ile kullanilsa da giinlimiizde sitotoksik ajanlarm etkinligini aragtirmak
amaci ile de kullanilmaktadir. Bu test yonteminde 50 hiicreden kiiciik koloniler yeteri

kadar bolinmemis sayilir ve koloni sayisina dahil edilmez (Franken ve ark., 2006).

Klonojenik test protokoliniin uygulanmast,

1) T75 flasklarin igerisinde bulunan A549 ve BEAS-2B hicreleri %80 doluluga
ulastiktan sonraflasklardaki hiicreler tripsin kullanilarak kaldirilmig ve 15ml lik tiiplere
toplanmustir. TUlplere toplanan hiicreler +4 °C’de 2500 rpm’dasantrifiij edilmistir.
Santrifilj sonrasinda hiicrelerin supernatant kismi atilarak hiicreler siispanse edilmistir.
Tuplere bulunan toplam hiicre sayis1t CEDEX hiicre sayim cihazinda hesaplanmustir.

Deney gruplarimizin sayisi kadar T25 flaska istedigimiz sayida hiicre eklenmistir.

2) Ekimin ardindan hiicreler takip edilmis ve hiicreler T25 flasklarinda %80 doluluga
ulastiklarinda flasklar AI(OH)s nanopartikuli ve etoposid ile XTT testinde kullanilan

ayni konsantrasyonlarla dozlama yapilmistir.

3) Dozlamanin iizerinden 24 saat sonra flakslardaki hiicreler pasajlanarak ve 15 ml lik
tiplere almmustir. Hiicrelerde santrifiij isleminin ardindan siipernatant kisimlari
uzaklastirilmis ve kalan hiicreler siispanse edilerek CEDEX cihazi kullanilarak canli

olan hiicrelerin sayimi yapilmustir.

4) Elde edilen canli hiicre sayim sonuglar dikkate alinarak gére 60 mm’lik petri
kaplarma 500 tane canli hiicre aktarilacak sekilde hesaplamalar yapilmis ve her doz i¢in
4 farkli petri kabina 500 tane canli hiicre eklenmistir. Bu islemin ardindan petri kaplar1

37 °C ve %5 CO. ortama sahip inklbatdrde inkiibasyona birakilmistir.
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Petrilerdeki hiicrelerin koloni olusturmasi i¢in gerekli stire beklenmis ve belli araliklarla

petriler invert mikroskopta kontrol edilmistir.

Petrilerdeki koloniler belli biiyiikliige ulastiklarinda petrilerde ki  besiyeri
uzaklagtirilarak PBS ile yikanmistir. 0,5 gr toz halinde bulunan kristal viyole boyasi 20
mL metanol igerisinde ¢ozlldiikten sonra 100 mL’ye dH20O ile tamamlanarak hazirlanan

boya ile petriler 5 dk boyanmis ve disitile su ile yikanarak kurumaya birakilmistir.

5) Her bir petri kabindaki 50 tane hiicre ve Uzerinde hicre igeren koloniler sayilarak

elde edilen sonuglar tablo haline getirilmistir.

6) Asagida gosterilen formiil ile yilizde canlilik oranlar1 (sitotoksisite) hesaplanmastir.

Petri kab1 basima diisen ortalama koloni sayis1

Yasayabilirlik (sitotoksisite) = =-====nm=mmmmmmm oo oo x 100

Kontrol Petri kabinda ki ortalama koloni sayis1
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3.6. Komet Testi

Gunimizde genotoksik ajanlarn DNA iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaci ile
Mikronukleus, GamaH2AX, HPRT, Halo gibi bircok genotoksisite testi
kullanilmaktadir. Bu test yontemlerinden biri olan komet test yontemi diger bir¢ok
yonteme gore uygulanmasi agisindan kolay ve maliyeti gorece daha diisiiktiir. Komet
test yontemi DNA {izerindeki tek veya ¢ift zincir kiriklarinin belirlenmesinde kullanilan

yaygin bir yontemdir.

Komet test yonteminin prensibi DNA iizerindeki kiriklarin farkli molekiil agirliklarina
ve farkli elektriksel yiiklere sahip olmalarina ve bundan dolay1 elektroforetik ortamda
farkli hizlarda hareket etmelerine dayanmaktadir. Elektroforetik ortamda ydiritilen
DNA’lar daha sonra yaygin olarak kullanilan etidyum bromiir gibi DNA’y1 boyayan
boyalar ile boyanarak mikroskobik yontemlerle goruntilene bilmektedir (Dikilitas ve
Kogyigit 2010).

Komet Testi Protokoliiniin Uygulanmas:

T75cm?’lik flasklarda biyiitiilen A549 ve BEAS-2B hiicreleri %80 doluluga ulastiktan
sonra hiicreler pasajlanmustir. Toplanan hiicreler T25 cm?lik flasklara boliinerek

cogalmasi i¢in inkiibasyona birakilmistir.

Iki hiicre hatt1 icin ayr1 ayr1 elde edilmis olan sitotoksisite sonuglariyla hesaplanmis olan
IC7s5, 1Cs0, 1C25 ve IC125 degerleri hem Etoposid hemde AI(OH)s nanopartikili igin
T25’lik flasklarda dozlanmustir.

Ayrica iki hiicre hatt1 iginde Al(OH)z nanopartikiliiniin Etoposid’in genotoksik etkisi
tizerine ne gibi etkisisinin olacagina arastirmak amaci ile Etoposid 1C12,5-Al(OH)3 I1Cys,
Etoposid 1C125-Al(OH)s 1Cso, Etoposid 1C125-Al(OH)s IC2s5, Etoposid 1Cso-Al(OH)s
ICs0, Etoposid 1C25-Al(OH)s IC2s kombin konsantrasyonlar uygulanmistir. Dozlanan
hucreler 24 saat stirenin sonrasinda tripsin ile muamele edilerek kaldirilmig 15 mL lik

tiiplere alinarak 5 dk santrifiij edilmistir.
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1) Bu asamadan sonrasinda yapilan islemler dogrudan isiktan kaginarak karanlik bir
ortamda  gerceklestirilmistir. ~ Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant kismi
uzaklastirilmistir. Stipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra kalan hicreler 1 mL PBS

ile seyreltilerek ve iyicesiispanse edilmistir.

2) Komet testinde kullanilan lamlar islem kolaylig1 olmasi adina islemdenbir giin 6nce
agarla kaplanarak hazirlanmistir. Lamlar 0,75 gr normal meltingagaroz 100 mL
dH20’da ¢oziilerek hazirlanmis olan karisima lamlarin rodajli olan kisimlarina kadar
gelecek sekildeagarla kaplanmistir. Lamlarin rodajli olan kisimlar1 deney gruplarimiza

uygun sekilde etiketlenmistir.

3) Hiicreleri jel i¢ine gomme islemi i¢in, diisiik erime noktali agaroz (LMA)
kullanilmistir. 0,065 gr LMA tartilmis ve 10 mL PBS i¢inde isitilarak karisim

hazirlanmistir.

4) 2 mL ependorf tiiplere 250’ser puL lowmeltingagaroz (LMA) bélinmiis ve bu

ependorf tiipleri 37 °C’de su banyosuna yerlestirilerek bekletilmistir.

5) Hiicre stispansiyonlarindan 100 pL ¢ekilmis, su banyosunda bekleyen ve icinde 250

uL LMA bulunan ependorf tiiplerine eklenerekiyice karistirilmistir.

6) Elde edilen karisim her deney grubu i¢in daha onceden etiketlenmis olan lamlar

iizerine ayr1 ayr1 yayilarak lameller kapatilmistir.
7) Uzerine karisimdan koyulan lamlar hemen lamelle kapatilmis ve yayma islemi
tamamlandiktan sonra lamlar 15 dakika +4 °C de bekletilerek LMA’nin donmasi

saglanmistir.

8) 15 dakika sonra donmus olan agar kapl lamlardan lameller dikkatli bir sekilde
ayrimustir.
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9) Lamellerinden ayrilmis olan lamlar igerisinde lizis soliisyonu bulunan salelere

dizilerek bir gece boyunca karanlikta ve +4 °C debuzdolabinda bekletilmistir.

10) Elektroforez tankina lizis soliisyonunda bekletilmis olan lamlar elektroforez tankina
dizilmistir. Elektroforez tanki yiiritme tampon ¢ozeltisi ile doldurulmus ve lamlar 30

dakika ylritme tamponunun i¢inde akim verilmeden bekletilmistir.

11) Yiirtitme islemi giic kaynagi 500 mA, 25V da, yarim saatte gerceklestirilmistir.

12) Yiirlitme islemi bittikten sonra lamlar tanktan ¢ikarilarak daha once hazirlanmig
olan ve soguk olarak bekletilen nétralizasyon tamponuna konularak 5 dakika

notrolizasyon tamponu igerisinde karanlik ortamda bekletilmistir.

13) Notralizasyon islemi ardindan lamlar tampon ¢ozeltiden ¢ikarilarak soguk distile su

ile yikanmig ve kurumasi i¢in temiz bir ortamda beklenmistir.

15) Kuruduktan sonra lamlar %99 etanol i¢inde 5 dakika fikse edilerek boyama islemine

hazir hale getirilmistir.

Boyama Islemi

Boyama islemi bir DNA boyasi olan etidyum bromirle (EtBr) yapilmistir 20 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan EtBr boya soliisyonundan enjektér yardimi ile 0,2 mL
cekilerek lamlara damlatilir. Boya damlatilan lamlar lamellerle kapatilip, mikroskobik

inceleme i¢in hazirlanir.

Komet preperatlarinin mikroskop yardimi ile incelenmesi

Boyanmis preperatlarin sayim ve degerlendirme asamalar1 icin floresan mikroskop
kullanilmistir. Her preperattan 100’er tane hiicre sayilmistir. Komet sonuglarinin
degerlendirilmesi kameram 21 ve mikrosistem komet programi (Argenit Istanbul)
kullanilarak yapilmistir. Her preperattan fotografi ¢ekilen komet goriintiilerinin kuyruk

uzunlugu, kuyruk % DNA miktarlar1 ve Olive kuyruk moment (OTM) 6lgtilmiistiir.
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Komet Testinde Protokoliinde Kullanilan Tampon Cdozeltilerin Hazirlanmast;

Lizis COzeltsinin Hazirlanmast,

29,22 gr NaCl, 7,4448 gr Na;EDTA ve 0,2422 Tris tartilarak 178 mL dH20O' da
¢ozllmiistiir. Cozeltinin pH’1 NaOH ile pH 10' a ayarlanmistir. Deneyden 15 dk 6nce 2
mL Triton X 100 ve 20 mL DMSO c¢o0zeltiye eklenerek hazirlanan bu soliisyon
kullanilacak agsamaya kadar +4 °C de bekletilmistir.

Yiirlitme Tamponun Hazirlanmasi;

0,56 gr Na2;EDTA ve 18 gr NaOH, tartilarak 1,5 L dH>O' da ¢6ziilmiistiir. Cozeltinin
pH’1 NaOH ile 13' e ayarlanmistir. Tamponun hazirlanmasi sirasinda soguk olmasma
dikkat edilmistir. Yiiriitme tamponu elektroforez tankina ekleninceye kadar +4 °C de
bekletilmistir.

Notralizasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Notralizasyon cozeltisi icin 4,8456 gr Tris tartilmis ve 100 mL dH20' da ¢oziilmiistiir.
pH'17,5'e ayarlanarak kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C de bekletilmistir.
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3.7. ROS Testi

Bu test yontemi ile Etoposid’in ve AI(OH)s nanopartikiiliiniin ayr1 ayri ve kombin
konsantrasyonlarmin hiicre i¢i reaktif oksijen olusumuna etkisinin arastirilmasi
amaclanmistir. 2°,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) hiicre icerisinde hucresel
esterazlarin etkisi ile 2°,7’-dichlorodihydrofluorescin (DCFH) doniisiir. DCF-DA ve
DCFH’n floresan 6zelikleri yoktur. Fakat olusan DCFH reaktif oksijenlerin varliginda
okside olarak 2°,7’- dichlorodihydrofluorescein (DCF) ye doniismektedir. Olusan
DCF’nin floresan 6zelligi oldugu bilinmektedir (Eruslanov ve Kusmartsev, 2010).

ROS Testi Protokoliiniin uygulanmasi

ROS testi icin A549 ve BEAS-2B hiicreleri T75cm?’lik flasklarda cogaltilmustir.
Cogalan hiicreler toplanarak 96 kuyucuklu siyah platelere 10000 hticre/ kuyucuk olacak
sekilde ekilmistir ve 24 saat boyunca 37 °C ve %5 CO ortama sahip inklbatorde
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire¢ sonunda besi yeri degistirildikten sonra hiicreler 2
kez PBS ile yikanmustir. Hiicrelere 1X DCFH-DA/RPMI ¢ozeltisinden 200’er pL
eklenmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 2
kez PBS ile tekrar yikanmustir. Bu sure¢ sonunda DCFH-DA hiicrelerin icerisine
girmistir. Etoposid’in ve AI(OH)s nanopartikilinin XTT testi ile belirlenmis 1C7s, 1Cso,

IC2s5 ve 1C125 konsantrasyonlari ile muamele edilmistir.

Ayrica Etoposid’in ve AI(OH)s nanopartikilinin kombin konsantrasyonlarminda hiicre
ici ROS seviyelerine etkisi arastirilmistir. ROS kaynagi olarak bilinen H>O2’nin ICsp
dozu pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Bu islemlerden sonra Absorbansi 480 nm/530
nm’de florometrik plaka okuyucuda plateler 24 saat stresince belirli araliklarla kinetik

olarak okunmustur.
ROS degerleri florometrik okuyucadan alman degerlerin ortalamasi ile hesaplanmistir.

Deneyler iki tekrarh sekilde gerceklestirilmistir ve degerler ortalama goreceli floresans

unitesi (RFU) olarak verilmistir.
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3.8. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler tamami SPSS 23 paket programi kullamlarak gergeklestirilmistir.
Sonuglar normal dagilima uygun olup olmalarina gore veri setine uygun olan parametrik

ve nonparametrik test yontemleri kullanilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. XTT Bulgulan
Al(OH)3z nanopartikili ve Etoposid’in hem A549 hemde BEAS-2B hiicre hatlarinda
sitotoksik etkileri aragtirilmistir. Elde edilen sonuglardan her iki madde igin ve her iki

hiicre hatti i¢in IC7s, ICso, 1Co5 Ve 1C125 degerleri hesaplanmustir.

4.1.1. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda AI(OH)3z nanopartikili icin elde edilen
XTT sonuclan

A549 hiicre hattinin Al(OH)3 nanopartikil ile 24 saat sire muamele edilmesi sonucu
elde edilen veriler Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1 de gosterilmistir. AI(OH)s nanopartikilinin
A549 hiicre hattinda 1C125 1C2s, 1Cs Ve 1C7s degerler sirasiyla 2414,29 + 88,60 pg/mL,
4828,58 + 177,21 pg/mL, 9657,179 + 354,42 pg/mL, 14485,76 + 531,63 pg/mL olarak
hesaplanmistir. XTT deney sonuglarinda Al(OH)s nanopartikuliinin konsantrasyonunun
artmasina paralel olarak biiylime kontrolle kiyaslandiginda hiicre canliliginda anlamli

azalma oldugu One-way Anova ve Tamhane testi ile belirlenmistir (p<0,001).
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Uygulanan Al(OH); NP konsantrasyonlari

Sekil 4.1. A549 hiicre hattinda AlI(OH)3 nanopartikull ile 24 saat sire ile muamelesi
sonucunda elde edilen ylizde canlilik degerleri. BK: Bilylme kontrol (**: p<0,001 BK
ile karsilastirildiginda)
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BEAS-2B hiicre hattinin Al(OH)3z nanopartikil ile 24 saat sire ile muamele edilmesi
sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. AI(OH)3
nanopartikiliniin BEAS-2B hiicre hattinda 1C125 1Cas, 1Cso Ve 1C7s degerler sirasiyla
2439 £ 34,60 pg/mL, 4879 + 69,21 pg/mL, 9758 + 138,42 pg/mL, 14637,76 = 207,63
Hg/mL olarak hesaplanmistir. XTT deney sonuglarinda dozun artmasma paralel olarak
biiyiime kontrolle kiyaslandiginda hiicre canliliginda anlamli azalma oldugu One-way

Anova ve Tamhane testi ile belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.2. BEAS-2B hiicre hattinda AI(OH)z nanopartikilu ile 24 saat sire ile
muamelesi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri. BK: Blylime kontrol (**:
p<0,001 BK ile karsilastirildiginda)
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Cizelge 4.1. AI(OH)s nanopartikulinin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda 24 saat

sonunda elde edilen yiizde canlilik degerleri

A549 BEAS 2B
BK 100 100
2500 pg/mL 92,17+0,85** 94,13+2,36**
5000 pg/mL 87,58+3,79** 79,21+1,14**
7500 pg/mL 71,31+£2,10** 71,85+1,66**
10000
49,20+8,13** 57,14+1,44%*
pg/mL
12500
17,87+1,39** 16,86+1,02**
pg/mL
15000
4,81+0,35** 12,72+0,34**
pg/mL
17500
2,32+0,32** 9,54+0,57**
pg/mL

BK: Buytume kontrol (**: p<0,001 BK ile karsilastirildiginda)
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4.1.2. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda Etoposid icin elde edilen XTT sonuclar:

A549 hiicre hattinin Etoposid ile 24 saat siire ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
veriler Sekil 4.3. ve Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Etoposid igin A549 hiicre hattinda
IC125 ICsos, ICs0 Ve 1C7s degerleri sirasiyla 141,15 + 4,47 uM, 282,3 + 8,95 uM, 564,6 +
17,9 pM, 846,9 £ 26,85 uM olarak hesaplanmistir. XTT deney sonuglarinda Etoposid
konsantrasyonunun artmasma paralel olarak biiylime kontrolle kiyaslandiginda hucre
canliliginda anlaml azalma oldugu One-way Anova ve Tamhane testi ile belirlenmistir
(p<0,001).
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Sekil 4.3. A549 hiicre hattinda Etoposid ile 24 saat muamelesi sonucunda elde edilen
yiizde canlilik degerleri. BK: Buytime kontrol(**: p<0,001 BK ile karsilastirildiginda)

BEAS-2B hiicre hattinin Etoposid ile 24 saat sire muamele edilmesi sonucu elde edilen
veriler Cizelge 4.2. ve Sekil 4.4. de gosterilmistir. Etoposid icin BEAS-2B hiicre
hattinda 1Ci125 1Czs, 1Cs0 Ve 1C7s degerler sirasiyla 68,025 + 9,6 UM, 136,05 + 19,2 uM,
272,1 £ 38,4 uyM, 408,15 + 57,6 uM olarak hesaplanmistir.

XTT deney sonuglarinda konsantrasyonunartmasina paralel olarak biiyiime kontrolle

kiyaslandiginda hiicre canliliginda anlamli azalma oldugu One-way Anova ve Tamhane

testi ile belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.4. BEAS-2B hiicre hattinda Etoposid ile 24 saat muamelesi sonucunda elde
edilen yiizde canlilik degerleri BK: Blyume kontrol (**: p<0,001 BK ile
karsilastirildiginda)

Cizelge 4.2. Etoposid’in A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda 24 saat sonunda elde
edilen ylizde canlilik degerleri

A549 BEAS-2B
BK 100 100
100 uM 76,63%2,3** 74,42+3,28**
150 uM 73,74£3,52** 63,15+3,45**
200 pM 65,28+4,24** 56,46+3,67**
250 pM 58,97+1,83** 39,08+2,94**
300 pM 54,83+1,98** 38,77+2,45**
400 uM 55,81+3,4** 30,02+2,96**
500 pM 55,54+3,95** 20,42+1,9**
600 pM 51,69+2,7** 19,27+2,22**
800 pM 44,91+1,75** 9,21+1,98**
1000 pM 12,23£3,4** 6,56+1,12**

BK: Buyume kontrol (**: p<0,001, BK ile karsilastirildiginda)
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4.1.3. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda Al(OH)sz nanopartikilit ve Etoposid’in
kombin konsantrasyonlar igin elde edilen XTT sonuclar

A549 hiicre hattinin AI(OH)3z nanopartikul ve Etoposid’in kombin konsantrasyonlari ile
24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen veriler Sekil 4.5. ve Cizelge 4.3’de
gosterilmistir. AI(OH)3 nanopartikilinin ve Etoposid’in kombin konsantrasyonlari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrol gurubu ile anlamli farklilik bulundugu One-
way Anova ve Tamhane testi ile belirlenmistir. Ayrica Etoposid’in etkinliginin AI(OH)s3
nanopartikiilii ile arttigi ve bu etkinlik artismin istatistiksel olarak anlamliligi Tukey
HSD ve Tamhane testi ile belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.5. A549 hiicre hattinda AIl(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in kombin
konsantrasyonlariile 24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ylizde canlilik degerleri
BK; Blyuime kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastiriimasi (p<0,001**), b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilastirilmasi (p<0,001%%*)
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BEAS-2B  hiicre hattmmn  AI(OH)s nanopartikil ve Etoposid’in  kombin
konsantrasyonlar1 ile 24 saat sure ile muamele edilmesi sonucu elde edilen veriler

Cizelge 4.3. ve Sekil 4.6°da gosterilmistir.

BEAS-2B hicrelerinde  Al(OH)s nanopartikiilinin ve Etoposid’in  kombin
konsantrasyonlarmin kontrol grubu ile karsilagirildiginda hiicre canliligl acisindan
kontrol grubu ile anlamli farklilik bulundugu One-way Anova ve Tamhane testi ile
belirlenmistir. Ayrica Etoposid’in etkinliginin AlI(OH)3 nanopartikiili ile etkinliginin
arttig1 ve bu etkinlik artiginin da istatistiksel olarak anlamli oldugu Tukey HSD testi ile
belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.6. BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in kombin
dozlar1 ile 24 saat sire ile muamelesi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri
BK; Buyume kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilastirilmasi p<0,001**).
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Cizelge 4.3. A549 ve BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in
kombin dozlar1 ile 24 saat sure ile muamelesi sonucunda elde edilen yiizde canlilik

degerleri.
A549 BEAS-2B
BK 100 100
Al(OH)3 NP IC7s 18,17+1,25 a** 25,98+0,34 a**
Al(OH)3 NP ICs 47,38+0,15 a** 45,54+0,65 a**
Al(OH)3 NP ICzs 64,65+2,24 a** 68,67+1,55 a**
AI(OH)3 NP IC125 87,93+5,58 a** 82,01+6,05 a**

Eto ICys 35,79+0,60 a** 17,77+£3,67 a**
Eto 1Cso 47,98+2,18 a** 47,44+3,73 a**
Eto ICzs 69,39+7,74 a** 68,77+0,07 a**
Eto IC125 71,65+4,66 a** 81,35%0,15 a**
Eto IC125+ Al(OH)3 NP IC7s 24,21+4.74 a** 9,47+0,44 a**
Eto IC125+ Al(OH)3s NP ICs 48,79+0,63 a** 17,50+1,70 a**
Eto IC125 + AI(OH)3 NP IC2s 62,1145,32 a** 42,60+3,40 a**
Eto ICso + AI(OH)3 NP 1Cso 3,96+0,41b** 8,807+1,30 b**

Eto ICas + Al(OH)3 NP 1Cs

35,72+1,60b**

43,93+0,40 b**

BK; Buyume kontrol, Eto; Etoposid(a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b

etoposidin aynidozu ile karsilastirilmasi p<0,001
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4.2. Klonojenik Test Bulgular

Al(OH)3 nanopartikilu ve Etoposid’in hem A549 hemde BEAS-2B hiicre hatlarinda
sitotoksik etkileri klonojenik test yontemkullanilarak arastirilmistir. Elde edilen
sonuclarda her iki maddeigin ve her iki hiicre hatti i¢in 1C7s, 1Cso, 1C2s5 ve 1C125 degerleri

hesaplanmastir.

4.2.1. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda AI(OH)z nanopartikili icin elde edilen
klonojenik testi sonuglar

A549 hiicre hattinin Al(OH)3 nanopartikil ile 24 saat muamele edilmesi sonucu elde
edilen veriler Sekil 4.7 ve Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

Al(OH)z nanopartikiiliiniin A549 hiicre hattinda 1Ci25 1Cz5, ICso Ve 1C7s degerler
sirasiyla 2541,25 + 129,91 pg/mL, 5082,5 + 259,82 pug/mL, 10165,1 + 519,64 pg/mL,
15247,65 = 779,46 pg/mL olarak hesaplanmistir. Klonojenik test deney sonuglarmda
dozun artmasina paralel olarak biiylime kontrolle kiyaslandiginda anlamli azalma

oldugu One-way Anova ve Tukey HSD testi ile belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.7. A549 hiicre hattinda AI(OH)s nanopartikilu ile 24 saat muamelesi sonucunda
elde edilen yiizde canlilik degerleri. BK biyime kontrol (**; p<0,001 BK ile
karsilastirilmistir.)

50



BEAS-2B hiicre hattinin Al(OH)3z nanopartikil ile 24 saat sire ile muamele edilmesi
sonucu elde edilen veriler Sekil 4.8 ve Cizelge 4.4’de degosterilmistir. AI(OH)3
nanopartikiliniin BEAS-2B hiicre hattinda 1C125 1C2s, ICso ve 1C7s degerleri sirasiyla
2360,22 + 50,36 pug/mL, 4720,44 + 100,72 pg/mL, 9440,89 + 201,45 pg/mL, 14161,33
+ 302,17 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Klonojenik test deney sonuglarinda dozun artmasma paralel olarak biiyiime kontrolle
kiyaslandiginda anlamli azalma oldugu One-way Anova ve Tukey HSD testi ile
belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.8. A549 hiicre hattinda Al(OH)3 nanopartikili ile 24 saat sure muamelesi
sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri BK biylime kontrol (**; p<0,001 BK ile
karsilastirilmistir.)
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Cizelge 4.4. Al(OH)s nanopartikulinin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda 24 saat
stre sonunda elde edilen yiizde canlilik degerleri.

A549 BEAS 2B
BK 100 100

2500 pg/mL 96** 90+4,24**
5000 pg/mL 81,5+10,60** 66,5+7,77**
7500 pg/mL 72,5+9,19%* 57,5+2,12%*
10000 pg/mL 51,52+1,079** 51,18+3,76**
12500 pg/mL 35,87+1,88** 32,39+8,57**
15000 pg/mL 26,43+0,40** 26,77+3,55**
17500 pg/mL 6,05+0,60** 4,58+0,62**

BK: Buyume kontrol (**: p<0,001, BK ile karsilastirildiginda)

4.2.2. A549 ve BEAS-2B hicre hatlarinda Al(OH)s: nanopartikili ve Etoposid’in
kombin dozlan icin elde edilen klonojenik test sonuclar

A549 hiicre hattmm AI(OH)z nanopartikil ve Etoposid’in kombin dozlar1 ile 24 saat
stire ile muamele edilmesi sonucu elde edilen veriler Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5’te
gosterilmistir. Al(OH)z nanopartikiiliiniin Etoposid’in kombin konsantrasyonlarinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre canlilig1 agisindan kontrol grubu ile anlamli
farklilik bulundugu One-way Anova ve Tamhane testi ile belirlenmistir. Ayrica
Etoposid’in etkinliginin AI(OH)z nanopartikiili ile arttigi ve bu etkinlik artiginin
istatistksel olarak anlamli oldugu Tukey HSD testi ile belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.9. A549 hiicre hattinda AI(OH)3 nanopartikiil ve Etoposid’in kombin dozlar1 ile
24 saat slre ile muamelesi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri. BK; Buyime
kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastirilmas: p<0,001**, b Etoposid’in
ayni konsantrasyonu ile karsilastirilmasi p<0,001%**).

BEAS-2B  hiicre hattmin  AI(OH)s nanopartikil ve Etoposid’in  kombin
konsantrasyonlar1 ile 24 saat sire muamele edilmesi sonucu elde edilen veriler Sekil

4.10 ve Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Al(OH)z nanopartikiiliiniin Etoposid’in kombin konsantrasyonlarinin hiicre canlilik
degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubu ile anlamli farklilik
bulundugu One-way Anova ve Tamhane testi ile belirlenmistir. Ayrica Etoposid’in
etkinliginin AI(OH)z nanopartikull ile arttigi ve bu etkinlik artismin istatiksel olarak

anlamli oldugu Tukey HSD testi ile belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.10. BEAS-2B hicre hattinda AI(OH)3 nanopartikiil ve Etoposid’in kombin
dozlar1 ile 24 saat sire ile muamelesi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri.
BK; Blyime kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastiriimasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilastiriimasi p<0,001%*%*).
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Cizelge 4.5. A549 ve BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)3z nanopartikiil ve Etoposid’in
kombin dozlar1 ile 24 saat sure ile muamelesi sonucunda elde edilen yiizde canlilik
degerleri.

A549 BEAS-2B
BK 100+0 100+0

IC ETO 20,32+0,94a** 22,92+1,51a**

ICs0 ETO 52,03+1,46a** 50,10+1,56a**

ICx ETO 72,409+0,83a** 73,26+2,45a**
IC125ETO 83,80+1,68a** 86,76+2,48a**
IC125 ETO+IC75 NP 24,90+0,77a** 6,78+0,08a**
IC125 ETO+ICs0 NP 41,30+1,20a** 17,94+0,087a**
IC125 ETO+IC25 NP 54,10+0,14a** 44,10+1,31a**
IC125 ETO+IC125 NP 61,45+0,93a** 63,02+1,39a**
ICs0 ETO+ICs0 NP 2,203+1,02b** 1,96+0,02b**
IC25 ETO+IC25 NP 38,93+1,01b** 40,49+1,42b**

BK; Blyume kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastiriimasi p<0,001**, b
etoposidin aynidozu ile karsilastirilmasi p<0,001
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4.4. Komet Testi Bulgulan

4.4.1. Kuyruk Uzunlugu Bulgulan

Al(OH)z nanopartikil ve Etoposid’in tek baslarina ve kombin konsantrasyonlarinin
A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda 24 saat sure ile muamele edilmesi sonucunda elde
edilen kuyruk uzunlugu sonuglar1 Cizelge 4.4°de verilmistir. Kuyruk uzunlugu verileri
istatistiksel analizleri One-Way Anova ve Tukey HSD testi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

A549 hiicre hattinda biiylime kontrol grubunda ortalama kuyruk uzunlugu 4,46 + 0,92
UM  olarak  saptanmustir.  Al(OH)s  nanopartikili ile  Etoposid’in = 1Ci25
konsantrasyonlarinda biiylime kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin olmadig1
goriilmiistir  (p>0,05). Ayrica Etoposid’in etkinliginin nanopartikulle birlikte
verildiginde arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu LSD test yontemi ile
belirlenmistir. A549 hiicre hattinda elde edilen kuyruk uzunlugu verileri sekil 4.11°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.11. A549 hiicre hattinda AI(OH)3 nanopartikiil ve Etoposid’in kombin dozlar1
ile 24 saat sire ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri BK;
Buylme kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilagtiriimasi p<0,001**).
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BEAS-2B hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda ortalama kuyruk uzunlugu 6,25 +
1,54 pm olarak saptanmustir. AI(OH)s nanopartikili ile Etoposid’in  1Ci25
konsantrasyonlarinin sonuglar1 biiyiime kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir farklihigin
olmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05). Ayrica Etoposit’in etkinliginin nanopartikille birlikte
verildiginde arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu LSD test yontemi ile
belirlenmistir. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk uzunlugu verileri sekil
4.12°de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. BEAS-2B hiicre hattinda AI(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in kombin
dozlar1 ile 24 saat sure ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri.
BK; Buyume kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilagtiriimasi p<0,001**).
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Cizelge 4.6. A549 ve BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in
kombin dozlar1 ile 24 saat slre ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk uzunluk

degerleri
A549 BEAS-2B
BK 4,46+0,92 6,25+1,54
IC ETO 44,70+6,19a** 64,67+5,77a**
ICs0 ETO 26,79+3,25a** 52,39+2,33a**
ICx ETO 6,95+0,64a** 25,09+3,541a**
IC125ETO 3,94+1 45a** 7,21+1,51a**
IC125 ETO+IC75 NP 15,33+1,44a** 68,93+5,88a**
IC125 ETO+ICso NP 9,52+0,66a** 53,83+2,65a**
IC125 ETO+IC25 NP 5,76+0,59a** 32,37+£3,17a**
IC125 ETO+1C125NP 5,39+0,77a** 7,22+1,34a**
ICs0 ETO+ICs0 NP 78,00+10,31b** 71,85+5,96b**
IC25 ETO+ICy5 NP 49,54+8,33b** 66,38+6,27b**

BK; Buyume kontrol, Eto; Etoposid(a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b

etoposidin aynidozu ile karsilagtirilmasi p<0,001).
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4.4.2. Kuyruk % DNA bulgulari

Al(OH)z nanopartikil ve Etoposid’in tek baslarina ve kombin konsantrasyonlarinin
A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda 24 saat sure ilemuamele edilmesi sonucunda elde
edilen kuyruk % DNA sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Kuyruk uzunlugu verileri
istatistiksel analizleri One-Way Anova ve Tukey HSD testi kullanilarak

gerceklestirilmistir.

A549 hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda ortalama kuyruk % DNA miktar1 3,33 £
0,61 olarak saptanmustir. Etoposid’in etkinliginin nanopartikiille birlikte verildiginde
arttigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu LSD test yontemi ile
belirlenmistir. AS549 hiicre hattinda elde edilen % DNA verileri Sekil 4.13’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.13. A549 hiicre hattinda AI(OH)z nanopartikiil ve Etoposid’in kombin dozlar1
ile 24 saat sure ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk % DNA degerleri. BK;
Buylme kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilagtirilmasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilastiriimasi p<0,001%%*).
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BEAS-2B hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda ortalama kuyruk % DNA miktari
4,32 + 1,93 olarak saptanmistir. Etoposid’in etkinliginin nanopartikiille birlikte
verildiginde arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu LSD test yontemi ile

belirlenmistir. A549 hiicre hattinda elde edilen % DNA verileri Sekil 4.14°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.14. BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)z nanopartikiil ve Etoposid’in kombin
dozlar1 ile 24 saat slre ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk % DNA degerleri.
BK; Buyume kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilagtiriimasi p<0,001**).
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Cizelge 4.7. A549 ve BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)3z nanopartikiil ve Etoposid’in
kombin dozlar1 ile 24 saat slre ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk % DNA

degerleri.
A549 BEAS-2B
BK 3,33+0,61 4,32+1,93
IC ETO 53,37+11,47a** 34,31+4,92a**
ICs0 ETO 35,99+5,62a** 34,33+8,61a**
IC:sETO 12,02+1,72a** 18,21+2,14a**
IC125ETO 6,67+1,91a** 7,20+1,51a**

IC125 ETO+IC75 NP

30,80+3,27a**

28,85+1,52a**

IC125 ETO+ICso NP

16,41+1,91a**

28,10+6,06a**

IC125 ETO+IC25 NP

7,94+1,29a**

17,83+1,64a**

IC125 ETO+IC125 NP

7,17+1,30a**

8,17+2,27a**

ICs0 ETO+ICs0 NP

45,14+3,73b**

41,86+4,61b**

IC25 ETO+IC25 NP

36,15+5,53b**

27,53+2,36b**

BK; Blyume kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastiriimasi p<0,001**, b

etoposidin aynidozu ile karsilagtirilmasi p<0,001).
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4.4.3. Kuyruk OTM bulgular

Al(OH)3 nanopartikiil ve Etoposid’in tek baslarma ve kombin dozlarmm A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlarinda 24 saat muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk
OTM sonuglar1 Cizelge 4.6’de verilmistir. Kuyruk uzunlugu verileri istatistiksel
analizleri One-Way Anova ve Tukey HSD testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

A549 hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda OTM degeri 0,53 + 0,17 olarak
belirlenmistir. AI(OH)s nanopartikilinin 1C125 konsantrasyonu blyime kontrol grubu
ile kiyaslandiginda anlaml kabul edilebilecek bir farkliligin olmadig1 goriilmistiir (p >
0,05). Etoposid’in etkinliginin nanopartikiille birlikte verildiginde arttigi ve bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu LSD test yontemi ile belirlenmistir. A549 hiicre
hattinda elde edilen OTM verileri sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. A549 hiicre hattinda AI(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in kombin dozlar1
ile 24 saat sure ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk OTM degerleri. BK;
Buylme kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilagtiriimasi p<0,001**).
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BEAS-2B hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda ortalama OTM degeri 0,89 + 0,39
olarak saptanmigtir. Al(OH)s nanopartikuli ve Etoposid’in IC125 konsantrasyonlarmin
OTM degerleri biiyiime kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin olmadigi
goriilmiistiir (p > 0,05). Etoposid’in etkinliginin nanopartikiille birlikte verildiginde
arttigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu LSD test yontemi ile
belirlenmistir. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen OTM verileri sekil 4.16°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.16. BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in kombin
dozlar1 ile 24 saat slre ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk OTM degerleri.BK;
Buylme kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilagtirilmasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayni konsantrasyonu ile karsilastiriimasi p<0,001**).
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Cizelge 4.8. A549 ve BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in
kombin dozlar1 ile 24 saat stre ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk OTM

degerleri.

A549 BEAS-2B

BK 0,53+0,17 0,89+0,39
IC ETO 10,68+1,96a** 12,82+2,12a**
ICs0 ETO 7,95%1,61a** 7,37%2,27a**
ICs ETO 1,561+0,25a** 4,11+1,07a**

IC125ETO 0,90+0,22 1,48+0,64
IC125 ETO+IC75 NP 5,29+1,59a** 8,52+0,88a**
IC125 ETO+ICs0 NP 2,40+0,28a** 6,13+0,70a**
IC125 ETO+IC25 NP 1,47+0,27a** 4,61+0,85a**
IC125 ETO+IC125NP 1,49+0,45a** 1,53+0,25a**
ICs0 ETO+1Cs0 NP 14,4242 31b** 12,30+1,84b**
IC25 ETO+IC35 NP 7,63+1,32b** 11,37£1,51b**

BK; Buyume kontrol, Eto; Etoposid(a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b

etoposidin aynidozu ile karsilastirilmasi p<0,001)
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4.5. ROS Testi Bulgulan

Al(OH)3 nanopartikuli ve Etoposid’in tek baslarina ve kombin konsantrasyonlarmin
A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda 4 saat sonraki hiicre i¢i ROS seviyeleri ortalama
RFU degeri olarak olglilmiis ve Cizelge 4.7°de verilmistir. ROS verileri istatistiksel
analizleri One-Way Anova ve Tukey HSD testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

A549 hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda ortalama RFU degerleri 1,68 = 0,17
olarak saptanmustir. Etoposid’in etkinliginin nanopartikiille birlikte verildiginde arttigi
ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu LSD test yontemi ile gosterilmistir.

A549 hiicre hattinda elde edilen ROS verileri sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. A549 hiicre hattinda Al(OH)s nanopartikiil ve Etoposid’in kombin dozlar1
ile 4 saat sure ile muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk ROS degerleri. BK; Buylime
kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilasgtirilmasi p<0,001**, b Etoposid’in
ayni konsantrasyonu ile karsilastirilmasi p<0,001%**).
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BEAS-2B hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda ortalama RFU degerleri 1,76 = 0,10
olarak saptanmustir. Etoposid’in etkinliginin nanopartikiille birlikte verildiginde arttigi
ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli kabul edildigi LSD test yontemi ile
gosterilmistir. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen ROS verileri Sekil 4.18’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.18. BEAS-2B hiicre hattinda AI(OH)3 nanopartikiilii ve Etoposid’in kombin
dozlar1 ile 4 saat slre muamelesi sonucunda elde edilen kuyruk ROS degerleri. BK;
Buylme kontrol, Eto; Etoposid (a kontrol grubu ile karsilagtirilmasi p<0,001**, b
Etoposid’in ayn1 konsantrasyonu ile karsilastiriimasi p<0,001%%*).
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Cizelge 4.9. A549 ve BEAS-2B hiicre hattinda Al(OH)s nanopartikiilii ve Etoposid’in

kombin dozlar1 ile 4 saat muamelesi sonucunda elde edilen ROS degerleri.

A549 BEAS-2B

BK 1,68+0,17 1,76+0,10
ICs ETO 4,99+0,93a** 6,19+0,71a**
ICs0 ETO 3,58+0,45a** 5,27+0,98a**
IC2s ETO 3,08+0,47a** 3,89+0,42a**
IC125ETO 2,49+0,48a** 3,77+0,36a**
IC125 ETO+IC75 NP 4,14+0,31a** 3,92+0,31a**
IC125 ETO+ICs0 NP 3,40+0,46a** 3,56+0,11a**
IC125 ETO+IC25 NP 2,59+0,24a** 2,18+0,07a**
IC125 ETO+IC125 NP 2,39+0,42a** 2,15+0,06a**
ICs0 ETO+ICs0 NP 6,16+0,490** 5,62+0,61b**
IC25 ETO+IC25 NP 5,16+0,63b** 4,71+0,43b**

BK; Buyume kontrol, Eto; Etoposid(a kontrol grubu ile karsilastirilmasi p<0,001**, b

etoposidin aynidozu ile karsilastirilmasi p<0,001
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser tanilarinin son yillarda giderek artmasi ve kanser tedavisinde kullanilan
yontemlerin bir¢ok yan etkiye sebep olmasi kanser tedavisinde dogal yollardan elde
edilen anti kanser ilaglarin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara hiz kazandirmigtir. Bu
anlamda bircok nanopartikiil, antikanser arastirmalarda kullanilmaktadir. Ozellikle de
metal nanopartikiilleri bu anlamda siklikla kullanilmakta, deneysel caligmalar gln

gectikce artmaktadir.

Nanomateryali tanimlayacak olursak, en az bir boyutu 1-100 nm araliginda olan
materyalleri tanimlamak i¢in  kullanilmaktadir. Nanomateryallerin  igerisinde
nanopartikiller, nanottpler, nanofiberler ve nanokompozitler yer almaktadir (Borm ve
ark., 2006).

Nanoteknoloji, nanometre boyutlarinda malzeme tasarlanmasi ve Uretmeyi, bu
malzemelerden yeni yontemlerle belirlenmis amaclara yonelik aletler ve aygitlar

iretmeyi amaglamaktadir (Cirac1, 2005).

Nanomateryallerin 6nemli bir kismmi olusturan nanopartikiller 0,1-100 nm boyutlara
sahip olan pargaciklardir. Nanopartikiiller amorf, kristalin, sferik, igneli vs. sekillerde

olabilirler ve 1-100 atom ya da molekiilden olusurlar (Buzea ve ark., 2007).

Molekiiler ve atomik 6l¢eklerdekinanomateryal sistemlerinin, kii¢iik yapilar1 nedeniyle
yeni Ozellikler sergileyebilme potansiyelleri goz oniline alindiginda, yenilik¢i molekiiler
tasarimlarin, yiiksek derecede c¢ok yonliiliikkle birlikte olusturulabilecegi o6n

gorilmektedir (Bhattacharyya ve ark., 2011; Arvizo ve ark., 2012).

Akhtar ve arkadaslarinin (2015), metal nanopartiilleri ile ilgili yapmus olduklari
calismada MCF-7 hucreleri, 24 saat boyunca 25, 50 ve 100 pg / mL konsantrasyonlarda
saf ve Al katkili ZnO nanopartikiillerine maruz birakilmis ve sitotoksisite, MTT, NRU

ve LDH testleri ile belirlenmistir.
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Her ii¢ test de, Al katkili ZnO nanopartikiillerinin sitotoksik yanitmin, saf ZnO
nanopartikiillerine kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Saf ZnO nanopartikil
maruziyetine bagli, MTT hiicre canlilig1 % 80, %46 ve %31'e disiirtilirken, Al katkil
ZnO nanopartikiillere bagli, hiicre canlilig1 azalmasi 25, 50, 100 mg konsantrasyonlarda
% 67, % 33 ve % 22 olarak belirlenmistir. MTT testi ile 1Cso degerleri, saf ZnO
nanopartikiiller i¢in 44 pg / ml ve Al katkili ZnO nanopartikiiller i¢in 31 pug / ml olarak
hesaplanmistir. NRU sonuglarinda da benzer hiicre canliligi egilimleri gézlenmistir
(Akhtar ve ark, 2015).

Khashan ve arkadaslarinin (2020), aliiminyum katkili ¢inko oksit nanopartikiilleri ile
ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada deiyonize suda lazer ablasyon yoluyla c¢inko oksit
nanopartikiller (ZnO NP'ler) ve aliiminyum katkili ZnO nanopartikiiller (Al ZnO
NP'ler) iretmistir. Sentezlenen nanopartikiiller, X-isimn1 kirmmmi (XRD), UV-Vis
spektroskopisi, alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FESEM) ve enerji dagitici
spektrum (EDS) analizleri ile karakterize edilmistir. ZnO NP'ler, kiglik aglomere
kiiresel nanopartikiillerin varligiyla birlikte, nanoplattannanotele sekli degisirken, lazer
darbelerinin sayisindaki artisla partikiil boyutunun arttig1 gosterilmistir. Antibakteriyel
aktivite testinde kullanilan bu nanopartikiillerden Al ZnO’nun daha yiiksek
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Calismada ayrica, ilgili
nanopartikillerin, MDA-MB-231 hiicrelerinde antikanser aktivite gosterdigi de
belirlenmistir. Arastrmacilar, kanser hiicrelerinin nanopartikiiller tarafindan hiicre
Olimiiniin indiiksiyonu yoluyla hedeflendigini belirtmiglerdir. Arastiricilar, sonug olarak
hazirlanan partikiillerin, meme kanseri terapisi 1i¢in anti-kanser ilaglarinin
gelistirilmesinde faydali olacagmi disiindiiklerini belirtmislerdir (Khashan ve ark.,
2020).

Lin ve arkadaslar1 (2008), yapmis oldugu calismada 13 ve 22 nm, aliiminyum oksit
(Al203), 20 nm CeO2 ve 2 ve 40 nm TiO2 nanopartikillerin, insan akciger kanser
hicrelerindeki (A549) sitotoksisitesini incelenmistir. Her iki AlO3 nanopartikiliine de
24 saat boyunca 10 ve 25 pg mL- 1 konsantrasyonlarinamaruz kalma durumunda,

kontrole grubuna kiyasla hiicre canliligin1 6nemli 6l¢lide azaltmigtir.
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Calismada AlOs nanopartikullinin sitotoksisitesinin, TiO2 nanopartikilinden daha
yuksek ancak CeO nanopartikiillerinden daha disiik oldugu gézlenmistir. Bununla
birlikte, calismada en toksik olan 20 nm CeO; pargaciklarinin, hem 13 hem de 22 nm
boyutlarindaki AlOs'ten daha az depolarizasyona neden oldugu belirtilmistir. Maruz
kalma siiresi, ylizey kimyast ve diger mekanizmalar gibi faktorlerin, sitotoksisite ve
membran depolarizasyonu arasinda farkli sekilde katkida bulunabilecegini

vurgulamislardir (Lin ve ark., 2008).

Lerner ve arkadaglar1 (2018), AIOOH (Aluminyum hidroksit) nanomateryalini
sentezleyerek  yapmis olduklar1 ¢alismada AIOOH  (Aliminyum  hidroksit)
nanomateryalinin benzersiz 0zellikleri ile tumdr hicresi buytimesini inhibe etmek igin
kullanmislardir. Ug insan kanser hiicre hatti (MCF-7, UM-SCC-14C ve Hela) ve
birincil fare meme timori (PyMT) hiicreleri, 5 mg ml- ! AIOOH ile 24 saat sire ile
muamele edilmistir. Siire sonunda tiimor hiicre canliligimda Onemli bir azalma
gbzlemlemislerdir. Daha sonra, AIOOH'in tiimor hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki
etkisini arastirmak ig¢in BrdU (5-bromo-2'-deoksiiiridin) deneyi kullanmislardir. Test
edilen tiim hiicre hatlarinin ¢ogalmasinda % 30-37'lik bir azalma goézlemlenmistir

(Lerner ve ark., 2018).

Sun ve arkadaslar1 (2010), tarafindan AI(OH)s nanopartikilinin (AINp), immunterapi
amacl kullanilan kanser asilarinin tizerindeki etkinligi arastirmiglar ve AINp ve TCV
(Tumor Cell Vacine)'nin kombinasyonel tedavisini alan hayvanlarda ortalama timaor

boyutunun daha diisiik oldugu rapor edilmistir (Sun ve ark., 2010).
Nanopartikiilerin sahip olduklar1 bircok 6zelligin kanser tedavilerinde kullanilmasi bu
alanda arastirmalarin genislemesine ve gliniimiizde kullanilan antikanser ilaglarla

birlikte etkilerinin arastirilmasinin oniinii agmuistir.

Literatiir 6zetinde de sunuldugu gibi farkli Al icerikli nanopartikiillerin degisik hiicre

hatlar1 tizerinde denemis antikanser ¢alismalar1 olumlu sonuglar vermistir.
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Bu tez ¢alismasinda XTT testi ile A549 hiicre hattinin AI(OH)s nanopartikil ile 24 saat
muamele edilmesi sonucunda AI(OH)s nanopartikiiliiniin A549 hiicre hattindaki 1Cso
degerleri 9657,179 + 354,42 pg/mL, olarak hesaplanmistir. AI(OH)s nanopartikilingn
BEAS-2B hiicre hattindaki 1Cso degerleri ise 9758 + 138,42 pg/mL olarak
hesaplanmistir. XTT sonucunda elde edilen 1Cso degerleri agisindan BEAS-2B ve A549
hiicre hatlar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
Sonug olarak XTT testi ile belirlenen ICso degerleri agisindan Al(OH)s nanopartikilleri
BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarinin saglikli ve kanserli hiicreler iizerinde hiicre canlilig1

acisindan anlamli bir farklhilik gostermemistir.

Bununla birlikte, Etoposid’in tek basina A549 hiicre hattinda ICsg konsantrasyonu olan
564,6 + 17,9 uM ile birlikte AI(OH)z NP nin ICsp konsantrasyonlarinin beraber

uygulandigi hiicrelerde % hiicre canliliginin 3,96 + 0,41’ e geriledigi belirlenmistir.

Benzer uygulama ile Beas-2B hiicrelerinde % hiicre canliligmm 8,807 + 1,30’a
geriledigi belirlenmistir. Bu sonuglarda da goriildiigii gibi Etoposid’in etkinligi Al(OH)s3
nanopartikiilii ile birlikte verildiginde istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmustir.
(p<0,001).

Calismada uygulanan sitotoksisite testlerinden biri de klonojenik test yéntemidir. Bu
calisgmadaki klonojenik test verileri incelendiginde AI(OH)s nanopartikilinin A549
hiicre hattinda 1Cso degeri 10165,1 + 519,64 pg/mL olarak hesaplanmustir.

Klonojenik test deney sonuglarinda nanopartikill konsantrasyonununartmasina paralel
olarak biiyiime kontrolle kiyaslandiginda hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli bir

azalma oldugu belirlenmistir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinda ise AI(OH)s nanopartikilunin ICso degerleri 9440,89 + 201,45
Hg/mL, olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde nanopartikiil konsantrasyonunun artmasi
hiicre canliligmt biylme kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azaltmustir (p<0,001).
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Al(OH)3 nanopartikiiliiniin Etoposid’in kombin uygulamalarmm kontrol grubu ile
karsilasirildiginda anlamli  farklilik bulundugu belirlenmistir. Ayrica Etoposid’in,
Al(OH)3 nanopartikiilii ile birlikte kullanilmasinin Etoposid’in etkinligini istatiksel
olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 da belirlenmistir. (p<0,001).

Elde ettigimiz sitotoksite bulgular1 yukarida deginilen diger calismalarda oldugu gibi
Al(OH)3 nanopartiktllerinin A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde antiproliferatif etkinlige
sahip oldugunu destekler niteliktedir. Ayrica literatiir taramasinda benzer calismaya
rastlanmamakla  birlikte, AI(OH)s nanopartikillerinin ~ Etoposid ile  birlikte
uygulanmasmin Etoposit’in sitotoksik etkinligini de arttrma potansiyeline sahip

oldugunu gostermistir.

Metal nanopartikllerin sitotoksik etkileri yaninda genotoksik etkiye sahip olabilecegini
gosteren cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir. Papagerogiou ve arkadaslar1 (2007), 29,5 nm
boyutundaki kobalt-krom alagimi nanopartikiilleri ile muamele edilen insan dermal
fibroblast hiicrelerinde DNA ¢ift zincir kiriklarinin, 8 hidroksi guanozin (8-Oh-dG)
driinlerinin ~ ve  kullanilan  nanopartikiil ~ konsantrasyonunaparalel  olarak
mikronlkleusfrekansinin arttigin1  belirtmislerdir. Krom-kobalt nanopartikilleri ile
muamele edilen insan fibroblast hicrelerinde de bu nanopartikillerin sitotoksik etkiye
sahip oldugu ve bu hiicrelerde kromozom hasar1 meydana getirdigi rapor edilmistir

(Papagerogiou ve ark., 2007).

Parry ve arkadaslar1 (2010), comet ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknikleri ile
29,5 nm ve 2,9 um capindaki kobalt-krom nanopartikillerinin insan deri fibroblast
hiicrelerinde DNA zincir kiriklarmi, kromozom anormalliklerini ve tetraploidiyi

artirdigini belirlemislerdir (Parry ve ark., 2010).

Tsaousi arkadaslar1 (2010), mikronikleus ve floresan in situ hibridizasyon (FISH)
tekniklerini kullanarak 560 nm’den daha biiyiik kobalt-krom nanopartikillerinin insan
fibroblast hiicrelerinde DNA zincir kiriklari, andploidi ve erken kardes kromatit
ayrilmas1 olaylarmn1 artirdigini, kromozom kaybi1 ve kazancina yol agtiZini

vurgulamislardir (Tsaousi ark., 2010).
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Bu calismada kullanilan genotoksisite test yontemlerinden Komet testi sonuglarina
bakildiginda, A549 hiicre hattinda biiylime kontrol grubunda kuyruk uzunlugu 4,46 *
0,92 um olarak saptanmistir. AI(OH)3z nanopartikiilii ile Etoposid’in IC125 dozlarinda
biiyiime kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin olmadigir goriilmistir (p >
0,05). Ayrica Etoposid’in etkinligi nanopartikiille birlikte verildiginde arttigi ve bu

artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinda biiylime kontrol grubunda kuyruk uzunlugu 6,25 + 1,54um
olarak saptanmistir. AI(OH)s nanopartikiilii ile Etoposid’in ICi25 dozlarinda biiyiime
kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin olmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05). Ayrica
Etoposid’in etkinliginin Al(OH)s nanopartikiille birlikte verildiginde arttigi ve bu artisin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

A549 hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda % DNA 3,33 £ 0,61 olarak saptanmustir.
Etoposid’in etkinligi nanopartikiille birlikte verildiginde arttig1 ve bu artigin istatistiksel

olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinda blyime kontrol grubunda % DNA 4,32 = 1,93 olarak
saptanmustir. Etoposid’in etkinliginin nanopartikiille birlikte verildiginde arttigi ve bu

artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

Al(OH)z nanopartikili ve Etoposid kombine olarak 1C125 ETO+ICso NP dozlari ile
muamele edildiginde A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda % DNA miktar1 sirasiyla
16,41 + 191 ve 28,10 + 6,06 olarak oOlgiilmiistiir. Etoposid’in ayni dozlari ile
karsilastiginda AI(OH)3 nanopartikiiliiniin Etoposid’in etkinligini arttirdigi istatistik

olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001).
A549 hiicre hattinda biiyiime kontrol grubunda OTM 0,53 + 0,17 olarak saptanmustir.

AI(OH)s nanopartikill 1C125 dozunun biiyiime kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir

farkliligin olmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05).
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Etoposid’in etkinliginin AI(OH)s nanopartikilu ile birlikte verildiginde arttigir ve bu

artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinda biiylime kontrol grubunda OTM 0,89 = 0,39 olarak
saptanmustir. Al(OH)s nanopartikiilii ve Etoposid’in IC125 dozlarinin biiyiime kontrolle
kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin olmadigir goriilmiistiir (p > 0,05). Etoposid’in
Al(OH)3 nanopartikiilii ile birlikte verildiginde Etoposid’in etkinliginin arttigi ve bu

artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

Al(OH)3 nanopartikili ve Etoposid kombine olarak ICso ETO+ICso NP dozlar ile
muamele edildiginde A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda OTM degeri sirasiyla 14,42 +
2,31 ve 12,30 * 1,84 olarak ol¢iilmiistiir. Etoposid’in ayn1 dozlar1 ile karsilastirildiginda
Al(OH)3 nanopartikiiliiniin Etoposid’in etkinligini arttirdig1 ve bu artigin istatistik olarak

anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

Yapilan bagka bir ¢alismada, karaciger ve bobrek dokularinda Al(OH)3'lin neden oldugu
apoptozu, miyositlerde nekrozu ve akciger sisteminde ciddi hasar1 ortaya ¢ikarmistir. Bu
calismaya gore hiicre 6liimii, nanotoksisitenin neden oldugu ROS'a baglanmaktadir.
Ayrica, Al(OH)s kaynakli mitokondri, insan mezenkimal kok hiicrelerinde oksidatif
stres ve sitotoksisiteyi indiiklemistir (Patil ve ark., 2015; Bustani ve ark., 2021;, Baiee
ve ark., 2020; Love ve ark., 2012).

A549 hiicre hattinda biylime kontrol grubunda hiicre ici ROS miktarini yansitan RFU
degerleri 1,68 + 0,17 olarak saptanmustir. Etoposid’in etkinliginin nanopartikille birlikte

verildiginde arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir

(p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinda biiylime kontrol grubunda hiicre i¢i ROS miktarini yansitan
RFU degerleri 1,76 *+ 0,10 olarak saptanmistir. Etoposid’in etkinligi nanopartikiille
birlikte verildiginde arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir

(p<0,001).
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Al(OH)3 nanopartikulti ve Etoposid kombine olarak 1Ci25 ETO+ICs0 NP dozlar ile
muamele edildiginde A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda hiicre i¢i ROS miktarini
yansitan RFU degerleri sirasiyla 3,40 + 0,46 ve 3,56 = 0,11 olarak Olglilmiistiir.
Etoposid’in ayni dozlar1 ile karsilastiginda AI(OH)s nanopartikiiliiniin Etoposid’in
etkinligini arttirdig: istatistik olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<<0,001).

Yapilan tim c¢alismalar sonucunda AI(OH)z nanopartikulinun (AINp) sitotoksik
etkisinin yiiksek olmadigi goriilmistiir. Etoposid’i, AI(OH)s nanopartikull ile kombine
dozladigimizda Etoposid’in etkisinin arttigi goriilmiistiir. BOylece daha az dozda
Etoposid kullanarak tedavi planlanabilir ve Etoposid’in yan etkileri azaltilabilir. Bu
calismalar genisletilerek daha fazla veri toplanabilir ve sonuclar daha detayh

incelenebilir.

Yaptigimiz deneyler sonucunda ayrica Al(OH)s nanopartikiiliiniin hem akciger kanseri
hiicrelerinde hem de saglikli akciger hiicrelerinde arasinda Etoposid etkinligini arttirip

azaltmakta anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

Bu tez c¢alismasina ek olarak AI(OH)z nanopartikiiliiniin 6zellikleri daha ayrintili
arastirilabilir. Gen ekspresyonlar1 Uzerine etkisi bakilabilir. Protein interaksiyonlari
arastirilabilir. Ayrica epigenetik mekanizmalara bakilarak ve daha ayrmtili ¢caligmalar
yapilarak Al(OH)s nanopartikiiliiniin Etoposid ile kullanimi saglanabilir. Bdylece
hastalarin tedavi siirecinde daha az yan etki ile karsilasip kendilerini fizyolojik ve

psikolojik olarak daha iyi hissetmeleri saglanabilir.
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