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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

KITOSAN-GUMUS NANOPARTIKUL YUKLU DOKSORUBISIN’IN
KARACIGER KANSERI HUCRELERI UZERINDEKiI TERAPOTIK
ETKINLiGININ ARASTIRILMASI

Ebru Basak BASBUYUK

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Adem KARA

Nanobiyoteknoloji, antikanser ilag dagitimiyla ilgili sorunlarin ¢ogunun iistesinden gelmek
icin glivenilir bir yaklagim olarak goriilmektedir. Terapoétiklerin ve terapdtik nanoilag dagitim
sistemlerinin gelistirilmesi, daha iyi bir tedavi ve ilaglarin tek bir platformda verimli bir sekilde
kontrollii salimi1 i¢in ¢esitli nanotasiyicilara ve aktif maddelere sahip olma gerekliligi olup, mevcut
proje Onerisinin arastirma konusudur. Terapoétikler ve terapdtik sistemler, ilag yliklemenin yiiksek
etkinligi, yiiksek hiicresel alim, yiiksek ila¢ salimi ve minimum yan etkiler nedeniyle geleneksel
kemoterapiye gore avantajlara sahiptir. Kitosan-Giimiis nanopartikiillerin (K-AgNP) sahip olduklar
istiin 6zellikler sayesinde cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanimi arastirilmaktadir. Bu galisma,
K-AgNP yiiklenmis Doksorubisin’in (Dox) karaciger kanseri hiicreleri (HepG2) iizerindeki sitotoksik,
proliferatif ve apoptotik etkilerinin arastirilmasini amaglamaktadir.

Calismada, K-AgNP’nin sentezi ve karakterizasyonu sonrasi, Dox yiiklenmesi saglanarak
FITR, UV-Vis, XRD, SEM yontemleri ile belirlenen yiiklenmenin salinimi analiz edildi. Daha sonra
elde edilen K-AgNP+Dox’un hiicre canlilik analizi yapilarak inhibitér konsantrasyon belirlendi. Daha
sonra IC50 degerinin altinda iki tane (diisiik ve yiiksek) dozlarda terapotik doz belirlenerek
uygulamalara baslandi. Tiim uygulamalar i¢in 24 ve 48 saat siirelik inkiibasyon siireleri saglandi ve elde
edilen hiicrelerden RT-PCR ve western blot yontemiyle cesitli gen ve protein ekspresyonlari belirlendi.

Elde edilen verilerin incelemesinde, K-AgNP+Dox’un IC50 degerinin 24h i¢in 50ug/mL ve
48h i¢in 30 pg/mL oldugu belirlendi. Elde edilen RNA 6rneklerinde AKT, PI3K, EGFR, BAX ve Bcl2
gen ekspresyonlari belirlendi. Western blot analizinde de NFKB-p65, LC3, Beclinl, Bcl-2 ve Kaspaz-
3 proteinleri ekspresyon seviyeleri belirlendi.

Caligmamizin bulgularinda, K-AgNP yiiklenmis Dox uygulamasinin karaciger kanseri
hiicrelerinin (HEPG2) proliferasyonunu énemli olgiide engelledigini ve apoptotik yanitlarini artirdigi
belirlendi. Bu, Dox’un K-AgNP aracili iletiminin, potansiyel olarak ilacin hedeflenen iletimini ve
hiicresel alimini artirarak, terapotik etkinligini etkili bir sekilde iyilestirdigini gostermektedir.

2025, 57 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

INVESTIGATION OF THE THERAPEUTIC EFFICACY OF CHITOSAN-
SILVER NANOPARTICLE-LOADED DOXORUBICIN ON LIVER CANCER
CELLS

Ebru Basak BASBUYUK

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Adem KARA

Nanobiotechnology is seen as a reliable approach to overcome most of the problems related
to anticancer drug delivery. The development of therapeutics and therapeutic nano-drug delivery
systems is a necessity to have a variety of nanocarriers and active substances for better treatment and
efficient controlled release of drugs on a single platform and is the research topic of the current project
proposal. Therapeutics and therapeutic systems have advantages over conventional chemotherapy due
to high efficiency of drug loading, high cellular uptake, high drug release and minimal side effects.
The use of chitosan-silver nanoparticles (K-AgNPs) in the treatment of various cancer types is being
investigated due to their superior properties. This study aims to investigate the cytotoxic, proliferative
and apoptotic effects of K-AgNP loaded Doxorubicin (Dox) on liver cancer cells (HepG2).

In the study, after the synthesis and characterisation of K-AgNP, Dox loading was provided
and the release of the loading determined by FITR, UV-Vis, XRD, SEM methods was analysed. Then,
cell viability analysis of the obtained K-AgNP+Dox was performed and inhibitory concentration was
determined. Then, two therapeutic doses (low and high) under the 1C50 value were determined and
the applications were started. Incubation periods of 24 and 48 hours were provided for all applications
and various gene and protein expressions were determined from the cells obtained by RT-PCR and
western blot method.

In the analysis of the data obtained, it was determined that the IC50 value of K-AgNP+Dox
was 50 pg/mL for 24h and 30 pg/mL for 48h. AKT, PI3K, EGFR, BAX and Bcl2 gene expressions
were determined in the obtained RNA samples. In Western blot analysis, the expression levels of
NFKB-p65, LC3, Beclinl, Bcl-2 and Caspase-3 proteins were determined.

The findings of our study revealed that administration of K-AgNP-loaded Dox significantly
inhibited the proliferation of liver cancer cells (HEPG2) and enhanced their apoptotic response. This
suggests that K-AgNP-mediated delivery of Dox effectively improves its therapeutic efficacy,
potentially by enhancing targeted delivery and cellular uptake of the drug.

2025, 57 page

Keywords: Chitosan, Doxorubicin, nanoparticle, Silver nanoparticle, Cancer, Anticancer agents,
Drug delivery systems, Drug carriers



TESEKKUR

Tez ¢alismam boyunca bana rehberlik ve onerilerde bulunan danigmanim Prof. Dr.
Adem Kara’ya en igten tesekkiirlerimi sunarim. Onun destegi bu siirecin basariyla

tamamlanmasinda ve akademik gelisimimde etkili oldu.

Her zaman sevgi, sabir ve moral kaynagi olan anneme, kiz kardesime, dostlarima
ve calisma arkadaglarima en derin siikranlarimi sunarim; onlarin sarsilmaz destegi

sayesinde bu zorlu yolculukta kendimi yalniz hissetmedim.

Bu siirecin en verimli sekilde tamamlanarak bilim diinyasina énemli bir katki
saglanmasinda en biiyiik rolii olan Mustafa Kemal Atatiirk'e, bilimin ve egitimin 1s181inda
bize sagladig1 6zgiirliik ortami i¢in minnettarim. Onun vizyonu, hepimize dogruyu arama
ve kesfetme giicii vermektedir. Tiirk ulusuna kazandirdig1 cagdas degerler, bilimsel
ozgirliikk ve ilerlemeye yaptigi katkilardan dolayr slikranlarimi sunmayi da bir borg

bilirim.

Ayrica bu ¢alismay1 tamamlama siirecinde gosterdigim azim, sabir ve kararlilik
icin kendime de tesekkiir etmek istiyorum; her zorlugun iistesinden gelerek bu noktaya

ulastim.

Son olarak bu ¢alisma i¢in, TUBITAK Bilim Insan1 Destek Programlar1 Baskanlig
(BIDEB) 2210-C Yurt I¢i Lisansiisti Burs Programi kapsaminda destek almmustir.
TUBITAK a, bu énemli galismay: siirdiirebilmem igin sagladig1 burs destegi nedeniyle
tesekkiir ederim. Sagladigimiz burs destegi, arastirmalarimin kesintisiz devam etmesine
olanak tanidh ve bilimsel kariyerimdeki adimlarimi saglamlastirdi. TUBITAK 1n katkist,

akademik hedeflerime ulasmamda biiyiik bir motivasyon kaynagi olmustur.

Ebru Basak BASBUYUK
Nisan 2025



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ..o s i
AB ST RACT ettt bbbt bbb i
TESEKKUR ......oooiiiiiieiceeeeee et s e en s sttt na st enenassens s st san s sanees iii
ICINDEKILER .........oooviieiieceeeeeeee et n st an st iv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .......c.ccoooviniiniens Vi
SEKILLER DIZINI ..ot vii
CIZELGELER DIZINI ........cooviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e ix
Lo GIRIS .ottt ettt 1
1.1, Karaci@er KANSEIT........ciuiiiiiiieieiieite sttt 2
1.2. Insan Hepatoma HepG2 Hiicrelerinin Kiiltiirii ve Islevsel Karakterizasyonu............ 3
1.3. Karaciger Kanseri MOTtalitesi .........uerurerieeiiiaiiie i 3
1.4. Kanser Tedavisinde NanotaS1y1CIar ...........cccociiverieiiiiisiesiceseeneee s 4
1.5. GUmiis NanopartikllIET.........ccooviiiiiiiiiiieec s 6
1.6. Kitosan Kapli Giimiis NanopartikGller............cccoceiiiiiiiiiiiiiiii 7
1.7. Kanser Tedavisinde KemoterapotiKIer...........c.cooveiiiieiieie e 9
1.8. DOKSOTUDISIN ...ttt 10
2. KAYNAK OZETLERI ..ottt 12
3. MATERYAL VE YONTEM ........cootiiiimiiriiieiiiesiesesisssessss s 18
3.1. Kitosan-Giimiis Nanopartikiillerin (K-AgNPs) Sentezi ve Karakterizasyonu......... 18
3.1.1. Glimiis nanopartikiil sentezi (AZNP) ..o 18
3.1.2. Kitosan kapli giimiis nanopartikiil sentezi (K-AgNP) .......cccceiiiiiinniiiiiinns 19
3.1.3.Kitosan-giimiis nanopartikiil (K-AgNPs)- doksorubisin yapisinin sentezi ve
KaraKtErIZASYONU .....vveiuieiiie ittt st sba e s e e sbe e s raeenee s 19
3.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Pasajlanmast...........cccoeeiiicninnnne 20
3.3. Hiicre Canlilik ANALIZI ...coovveiiiiiiiiii e 20
K B OA Y B S (1] 1 S SO SSRPRN 21
34, RT-PCR ANAHIZI ..ottt bbb 21
3.4.1. RNA 1Z0laSYONU......cvcviviiieiiiiiiiciiice et 21
3.4.2. Revers transkriptaz reaksiyonu ve CDNA SENEZI: ..........covviiiiieieieieiesesiesieeias 22
3.4.3. Real Time PCR ile mRNA ekspresyonunun kantitatif olarak belirlenmesi.......... 23



3.5, WESEEIN BIOt ANAIIZI ..o, 24

3.5.1. Proteinlerin yiiklemeye hazir hale getirilmesi.........cccccocviieiiiiniicniiec 24
3.5.2. Proteinlerin western blot analizi............ccoccovvviiiiiiciii e 25
3.6. IStatiStiKSEl ANALIZ.........ccveveiiieceeieieieeeccie ettt 25
4. ARASTIRMA BULGULARI Ve TARTISMA .........coooiiiiiiiiiie e 26
4.1. Karakterizasyon Analizleri ve SONUGIart .........cccocveiiiiiiiiiiiiiici e 26
410 FTIR @NAHZE oo e 26
4.1.2. UV-Vis spektroskopik @analiz ............ccccviieiieii i 27
4.1.3. Zeta potansiyel @NalZI..........cooeiiiiiiiiiiee 29
4.1.4. X-Isin1 difraksiyon (XRD) analizi .........ccceiveiiiiiiiiiiicicsecseccsee e 31
4.1.5. SEM @NAHZI.....cooiiiiiiiiiiic e 33
4.2. llag Kapsiilasyon VErimIIiZi .........cc.cerireriiereriseresiesesssscseisssesssese e snnes 36
4.3, 118G SAIMIMI ....cvvvveceeteie ettt es st es ettt en st s s e ee st et esensnestesesesenseaneesans 37
4.4. Hiicre Canliligt Analizi (CVDK-=8) ......cccouiiiiiiiiiiieie s 38
4.5, RT-PCR SONUGIATIT ...vvviiiiiiiiiiiie ittt sttt e s snne e nnneeans 40
4.6. Western Blot Analizi SONUGIATT .......ocvvveiiiiiiiiiicii e 44
5.SONUC VE ONERILER ...........cocccooiiiiiieiiieeteeeesee s ssn st enes s, 50
KAYNAKLAR .ot sb b bbb bbb 51



Simgeler

Derece
C
L

mL

Kisaltmalar

Ag

AgNP

Dox

HCC

K

K-AgNP
K-AgNP + Dox
NP

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

o

Cevrim zamani (dakika)
Litre
Mililitre

Glimiis

Gilimiis Nanopartikiil Doksorubisin

Doksorubisin

Hepatoseliiler Karsinom

Kitosan

Kitosan-Giimiis Nanopartikiil

Doksorubisin Yiikli Kitosan Glimiis Nanopartikiil

Nanopartikiil

Vi



Sekil 3.1.

SEKILLER DIiZiNi

AgNP sentezi asamalari, (a): AgNOs + distile su, (b): NaBH4 eklendikten
sonraki karigim goriintiisii, (¢): AgNP olusumu, (d): Kurutulmus AgNP ...... 18

Sekil 3.2. K-AgNP sentezi asamalar1, (a): AgNP + EtOH + Kitosan + distile su, (b):
Santrifiijlenen pellet kismi, (¢): Kurutulmus K-AgNP ..., 19

Sekil 3.3. K-AgNP + Dox sentezi sonrast santrifiij sonucu elde edilen ilagh
NANOPATTIKTL ...eeviiiiiii e 20

Sekil 4.1. K-AgNP ve K-AgNP+Dox Karsilastirmali FTIR spektrumu ............c.cc.c....... 27
Sekil 4.2. K-AgNP ve K-AgNP+Dox Karsilastirmali FTIR spektrumu ... 27
Sekil 4.3. AgNP, K-AgNP ve K-AgNP+Dox Karsilastirmali Uv-Vis Spektrumu ......... 28
Sekil 4.4. K-AgNP Zeta potansiyeli Analizi SONUCU............ccccocevieiiiieiicie e 30
Sekil 4.5. K-AgNP zeta sizer analizi SONUCU ..........ccceeveiieieiie e 30
Sekil 4.6. K-AgNP’nin X 1511 kirinimi (XRD).......ccoeiiiiiiiiniiiiiece s 32
SekKil 4.7. K-AgGNP SEM OTUNLUST .....vevvveieeiisiieiiieiesie st 33
Sekil 4.8. K-AgNP + DOX SEM OTTNTUST ....c.vvivviveeiiesieiiiresiesiesie s 33
Sekil 4.9. Doksorubisin standart grafigi..........c.coceoviieieiinince 36
Sekil 4.10. K-AgNP+Dox’un Ilag Salintm SONUCU.............ccueueuereeeeeeceeeeeececececeeeeeeeeeeees 37
Sekil 4.11. HEPG2 hiicrelerine uygulanan Dox (pg/mL) uygulamalarina ait 24 saatlik
hiicre canlilig1 analizleri SONUCU.............ccvvieiiiiiiici 38

Sekil 4.12. HEPG?2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP uygulamalarina ait 24 saatlik hiicre
canliligr analizlers SONUCU..........cccooviiiiiic e 38

Sekil 4.13. HEPG?2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox (pg/mL) uygulamalarina ait 24
saatlik hiicre canlilig1 analizleri SONUCU ..........ccoovveiiiiiiiciiic 39

Sekil 4.14. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda AKT geninin ekspresyon seviyeleri ...........ccocvvvvvvrieninnnnnn 40

Sekil 4.15. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Doxun farkli
kosullar altinda PI3K geninin ekspresyon seviyeleri ..........cccooeriviiivcrnnnne. 41

Sekil 4.16. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda Bax geninin ekspresyon seviyeleri.........cccooeviiiviiiieninnnn 41

Sekil 4.17. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda Bcl-2 geninin ekspresyon seviyeleri..........cccocveviieinnnnne. 42

Sekil 4.18.

24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda EGFR geninin ekspresyon seviyeleri .........cccoovevrieninnnne 43

Vil



Sekil 4.19. 24 ve 48 saat boyunca HEPGZ2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda mTOR geninin ekspresyon seviyeleri ..........c.cocvrverennnnnn. 44
Sekil 4.20. Tiim hiicre gruplarina ait relative protein ekspresyon seviyeleri ile Western
blot bantlari. NFKB-p65, LC3, Beclinl, Bcl-2 ve Kaspaz-3'iin ekspresyon
yogunluklar1 ve degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Harflendirmeler (a,b) gruplar arasindaki protein ekspresyonundaki
farkliliklart gostermektedir.........oovvviiiiiiiiiie i 45

viii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. Primer assaylere ait sekans dizilimleri .......................

Cizelge 3.2. Western blot analizinde kullanilan birincil antikorlar



1. GIRIS

1. GIRIS

Kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyerek viicudun diger
bolgelerine yayildigi1 bir hastaliktir. Kanser gelisme potansiyeli, trilyonlarca hiicreden
olusan insan viicudunun her yerinde kendini gosterebilir. Normal kosullar altinda insan
hiicreleri, viicut tarafindan ihtiya¢ duyuldugunda yeni hiicreler iiretmek icin bir biiylime
ve ¢ogalma siirecinden (‘hiicre boliinmesi' olarak adlandirilan bir siire¢) gecer. Bununla
birlikte, hiicreler yaslandiginda veya hasar gordiigiinde, hiicre 6liimii siirecine girerler ve
daha sonra yeni hiicrelerle degistirilirler. Bununla birlikte, bu siirecin bozuldugu ve
anormal veya hasarli hiicrelerin diizensiz biiyiimesi Ve ¢ogalmasiyla sonuglanan durumlar
vardir. Timor olarak bilinen bu hiicreler doku kiimeleri olusturabilir. Timorler iyi huylu
ya da kotli huylu olarak smiflandirilabilir. Metastaz siireci, kanserli hiicrelerin yakin
dokulara yayilmasini, ardindan bu dokularin istila edilmesini ve daha sonra yeni
tiimdrlerin olusabilecegi viicudun uzak bolgelerine gitmesini ifade eder. Birgok kanser
kat1 timorler olarak ortaya cikarken, 16semiler gibi kan kanserleri tipik olarak bdyle
degildir. Buna karsin iyi huylu timoérler yakindaki dokulara yayilmaz veya onlari istila
etmez. lyi huylu tiimorler genellikle cerrahi olarak ¢ikarildiktan sonra yeniden
bliylimezken, kanserli tiimorler biiyiiyebilir. Bazi kanserlerin ciddi semptomlarla iliskili

olabilecegi ve hatta yasami tehdit edebilecegi unutulmamalidir (Vitale vd., 2024).

Streptomyces peucetius'tan elde edilen bir kemoterapi ilaci olan Doksorubisin
(Dox) meme, safra kanallari, prostat, uterus, yumurtalik, 6zofagus, mide ve karacigeri
etkileyenler de dahil olmak Tizere cesitli kanserlerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle Dox, karaciger kanseri tedavisinde kullanilan en eski
antitimor ajanlar arasindadir. Dox'un antitiimor aktivitesinin, DNA sarmalina interkalate
olma ve/veya DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda yer alan proteinlere kovalent
olarak baglanma yeteneginden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir; bu da DNA, RNA ve
protein sentezi lizerinde inhibe edici bir etki yaratarak hiicre 6liimiine yol agar. Bununla
birlikte, Dox’un sinirlamalari, ilag direnci ve esas olarak kanserli olmayan hiicreler
tizerindeki toksisitesi nedeniyle yan etkileridir. Ne yazik ki, Dox uygulamasinin neden
oldugu hiicresel hasar kanser hiicreleriyle sinirli degildir; 6rnegin DNA'y1 degistirerek ve
hiicrelerin biiylimesini yavaslatarak veya durdurarak saglikli hiicreleri de etkiler. Ayrica,

caligmalar geleneksel kemoterapi rejimlerinde Dox uygulamasinin oksidatif stresi
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artirarak kardiyotoksisit Yol agabilecegini, bdylece kalp dokusunu etkileyerek

kardiyomiyopatiyi tetikleyebilecegini gostermistir (Radu vd., 2022).

1.1. Karaciger Kanseri

Agirliklr olarak hepatoseliiler karsinom olmak iizere primer karaciger kanseri,
onemli tedavi zorluklar1 sunmaya devam etmektedir. Karaciger kanseri insidansinin
cografi dagilimi, viral hepatitin cografi dagilimini yansitan varyasyonlarla karakterizedir.
Primer karaciger kanserinin heterojenligini, bolgesel tercihleri ve farkli bolgelerdeki
rezektabilite veya nakil uygunlugundaki varyasyonlar1 yansitmak i¢in bir dizi evreleme
sistemi gelistirilmistir. Ayn1 zamanda, yeni terapotik yontemlerin ortaya c¢ikmasiyla

birlikte yeni tedavi stratejileri de gelistirilmektedir (Liu vd., 2015).

Karaciger kanseri, karacigerden kaynaklanan ve genellikle kronik karaciger
hastalig1 ve siroz zemininde ortaya ¢ikan agresif bir tlimordiir. Hepatoseliiler karsinom
(HCC) olarak da adlandirilan primer karaciger kanseri, erkek hastalarda en yaygin
besinci, kadin hastalarda ise en yaygin yedinci kanser tiirlinii olusturmaktadir. Kiiresel
Olgekte kansere bagli 6liimlerin {iglincii en baskin nedenini temsil etmektedir (Jemal vd.,
2011).

Tedavideki son gelismelere ragmen, karaciger kanseri tedavisi en zor kanserlerden
biri olmaya devam etmektedir. HCC'si erken evrede olan hastalar igin cerrahi, lokal yikici
tedaviler ve karaciger nakli tedavi potansiyeli sunmaktadir; ancak, kiiratif tedaviyi
takiben HCC niiksii 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir ve bu oran 5 yilda %70'i
asmaktadir. HCC'si erken, kii¢iik (<3 cm) olan hastalarda bile, cerrahi miidahaleyi takiben
5 yillik sagkalim orani tatmin edici degildir (%47-%53). Tipik olarak, HCC genellikle
ileri evrede teshis edilir ve ileri evredeki bir¢ok hasta kiiratif tedaviler i¢in uygun degildir.
Ayrica, geleneksel sistemik kemoterapi diisiik etkinlik ve c¢ok az sagkalim yarari

gostermektedir (Tan vd., 2024).
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1.2. Insan Hepatoma HepG2 Hiicrelerinin Kiiltiirii ve Islevsel Karakterizasyonu

Hepatoma hiicre hatlari, primer insan hepatositlerine in vitro alternatifler olarak
siklikla kullanilmaktadir. Bu hiicre dizileri, belirsiz omiirleri, stabil fenotipleri, yliksek
bulunabilirlikleri ve kullanim kolayliklar1 ile ayirt edilirler. Bununla birlikte,
hepatositlere kiyasla belirli metabolik aktivitelerin daha diisiik ekspresyonu baglica
siirlamalaridir. HepG2, ila¢ metabolizmasi ve hepatotoksisite ¢caligmalarinda en yaygin
olarak kullanilan bir insan hepatoma hiicre hattidir. Ozellikle, HepG2 hiicreleri
tiimdrijenik degildir, yliksek proliferasyon oranlarina ve epitel benzeri bir morfolojiye

sahiptir ve bir¢ok farklilagmis hepatik fonksiyonu yerine getirebilir (Fong vd., 2014).

In vitro karaciger hiicre kiltiiri modelleri farmakolojik ve toksikolojik
arastirmalarda giderek daha 6nemli hale gelmektedir. Birincil insan hepatositleri (HCC),
insan karacigerinin spesifik metabolizmasini ve iglevselligini dogrudan yansittiklari igin
su anda hepatik in vitro kiiltiir modelleri i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, HCC'nin azlig1 ve zor lojistigi, arastirmacilari karaciger hiicre hatlari ve
pluripotent kok hiicreler de dahil olmak {izere alternatif hiicre kaynaklarini kesfetmeye
yoneltmistir. Hepatomlardan veya genetik manipiilasyonla tretilen karaciger hiicre
hatlar1, yiliksek bulunabilirlikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bu hatlar siklikla belirli metabolik islevlerde degisime ugramaktadir. Son
yillarda, yetiskin ve pluripotent kok hiicreler, in vitro ¢ogalma ve hepatosit benzeri
hiicrelere farklilasma kapasiteleri nedeniyle artan bir ilgi gérmiistiir. Bununla birlikte, bu
hiicrelerin farklilasmasinin kontrolii zorlu bir arastirma alani olmaya devam etmektedir

(Donato vd., 2014).

1.3. Karaciger Kanseri Mortalitesi

Karaciger kanseri en 6liimciil ve hizla yayilan kanser tiirleri arasinda yer almakta
olup, son istatistiksel raporlara gore diinya genelinde en yaygin besinci kanser tiirtidiir.
Karaciger kanserinin klinik yonetimi, vakalarin ¢cogunda standart tedavi olarak kabul
edilen kemoterapi uygulamasimi igcermektedir. Ancak kemoterapinin etkinligi, ilag
toksisitesi, timor hiicreleri i¢inde zayif emilim ve ¢oklu ilag¢ direnci gelisimi gibi faktorler

tarafindan engellenmekte ve bdylece ilacin karaciger kanseri hiicrelerine erisimi
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kisitlanmaktadir. Kemoterapotik ilaglar dncelikle karaciger kanseri hiicrelerini hedef
alirken, sa¢ folikiilleri, kemik iligi ve gastrointestinal sistem hiicreleri de dahil olmak
lizere viicuttaki normal hiicrelerin biiyiimesini de etkileyebileceklerini belirtmek
onemlidir. Kemoterapotik ajanlarin toksisitesinin yarattigir zorluklar1 ele almak igin,
nanoteknoloji alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis ve yenilik¢i terapotik ve terapotik

nanotastyici bazl ila¢ dagitim sistemlerinin gelistirilmesine yol agmistir (Wei vd., 2009).

Hepatoseliiler karsinom (HCC) en yaygin kanser tiirii olarak tanimlanmistir. Bu
egilimin, hepatotropik viral enfeksiyonlarin artan prevalansi ile uyumlu oldugu
gozlenmektedir ve bu bulgular, HCC insidansinin éniimiizdeki yirmi yil i¢inde en az iki
katina ¢gikmasinin beklendigini gostermektedir. HCC'nin tedavisi igin ¢ok sayida terapdtik
strateji Onerilmis olsa da, bu yaklasimlar genellikle 6nemli maliyetleri, uzun siireleri ve
yan etkilerinin varlig1 ile karakterize edilmektedir. Sonug olarak, bu son derece agresif
kanser tiirliyle miicadele etmek i¢in alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesi bir

zorunluluktur (Salama vd., 2010).

1.4. Kanser Tedavisinde Nanotasiyicilar

Kemoterapdtik ilaglar kanser hiicrelerine karsi toksiktir, ancak diisiik 6zgiilliikleri
ve yluksek toksisiteleri nedeniyle bu ilaglar saglikli hiicreler i¢in de toksiktir. Bu toksik
reaksiyon, ilaglarin genel olarak sistematik uygulama sonrasinda organizmanin neredeyse
tim bolgelerinde endotelden gegebilecek kadar kiiclik molekiiller olmalar1 ve hedef
bolgelere ve hastaliktan etkilenmeyen diger bolgelere ulagabilmeleri, dolayisiyla da ilagla
iliskili bir dizi yan etkiye yol agmalari nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Kemoterapotik
ajanlarin terap6tik etkinligini artirabilecek ve yan etkilerini azaltabilecek olas1 bir strateji
olan kolloidal nanopartikiil sistemlerinin kullanilmasini gerektirmektedir (Kulik vd.,
2019). Bu ilaglar 50-800nm'lik nanopartikiiller i¢inde kapsiillendiginden, organizmanin
saglikli bolgelerinin damar duvarini gegmeleri miimkiin degildir (bu hiicreler arasindaki
bosluk sadece 15-30nm'dir). Bu durum, iltithapli bolgelerde ve hatta endotel hiicrelerin
saglikli bolgelere kiyasla kendi aralarinda daha az paketlendigi tlimoérlerin bulundugu
bolgelerde meydana gelenden farklidir ve bu da tiimoér dokusunda nanopartikiillerin

birikmesine neden olur (Allen vd., 2004).
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Nanopartikiillerin yiizeyi kolaylikla modifiye edilerek nanotasiyicilarin belirli
kanser hiicrelerine yoOnlendirilmesi saglanabilir. Bu siireg, timdriin yiizeyinde
molekiillerin ifadesine dayanir ve bu da bu partikiillerin aktif yoniiyle sonuglanir. Bu
amacla antikorlar, peptitler ve RNA aptamerleri de dahil olmak iizere ¢ok cesitli
molekiiller kullanilmaktadir. Bu nano yapilarin kullanimi, ilaglarin organizma iginde
bozulmaya karst korunmasi, timor dokusunda gelismis ila¢ emilimi ve ilacin
farmakokinetigindeki degisiklikler de dahil olmak {izere geleneksel ila¢ uygulamasina

kiyasla ¢ok sayida avantaj sunmaktadir (Khawar vd., 2015).

Kanserle miicadelede hem sentetik hem de dogal yollarla elde edilen yeni ilaglarin
muazzam potansiyelini ortaya koyan ¢ok sayida epidemiyolojik ¢alisma ve klinik 6ncesi
test yapilmistir. Bu yeni makromolekiiller peptidleri, proteinleri, oligoniikleotidleri,
plazmidleri ve en son olarak da RNA interferans yoluyla spesifik gen susturmanin
inhibisyonunu kapsamaktadir. Bununla birlikte, yeni ilaclarin gelistirilmesini saglayan
bilim ve teknolojideki dnemli ilerlemelere ragmen, 6nde gelen ilag sirketleri, 6zellikle
patentlerinin sona ermesinin ardindan, odak noktalarin1 jenerik ilag iiretimine
kaydirmustir. Yeni ilaglarin gelistirilmesi, 6zellikle sentetik yollar s6z konusu oldugunda
maliyetlidir. Bu durum, geleneksel kemoterapi ilaglarinin yeni dagitim sistemleri veya
mevcut ilaglar i¢in yeni kullanimlar gibi yeni formiilasyonlarda sunulmasi ihtiyacini

dogurmaktadir (Pérez-Herrero vd., 2015).

Kitinin kismi deasetilasyonu ile ticari olarak tiretilen katyonik bir polisakkarit olan
kitosan (K), biyotip, farmasétikler, metal selasyonu ve gida katki maddeleri dahil olmak
tizere cesitli uygulamalara sahip biyolojik olarak parcalanabilen bir polimerdir. Ayrica,
kitosan iiretim siirecinde sert kimyasallarin bulunmamasi, onu timor aktivitesini artirmak
icin umut verici bir ila¢ dagitim sistemi olarak cekici kilmaktadir. Kitosan giimiis
nanopartikiil (K-AgNP) ilaglarin varligimin neden oldugu gelismis permeasyon ve
retansiyon etkisi, normal dokulardan ziyade tiimor dokularinda segici birikime yol agar.
kitosanin yiizey modifikasyonlart K-AgNP sitotoksik profilinde ve hizli boliinme ve
agresif biiyiime ile karakterize edilen kanserlerin hedeflenmesinde ©nemli bir rol
oynamaktadir. In vitro calismalar, K-AgNP*lerin kolon kanseri (Calo320), mide kanseri

(BGCB823) ve karaciger kanseri (HepG2) dahil olmak tizere gesitli kanser hiicre hatlarina
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kars1 antitiimor etkinligini gostermistir. Bu bulgular K-AgNP'lerin kansere karsi

terapotik bir ajan olarak potansiyelinin giiclii bir gostergesidir (Loutfy vd., 2016).

1.5. Giimiis Nanopartikiiller

Geleneksel antibiyotiklerin asirt kullanimi, patojen mikroorganizmalar arasinda
antibiyotik direncinin artmasina yol acarak insan sagligi ve tarim igin bir tehdit
olusturmustur. Bu sorunu ele almak icin aragtirmacilar, geleneksel antibiyotiklere
alternatif olarak yeni ve etkili nanomalzemelerin sentezi gibi yeni ¢oziimler ve
yaklasimlar arastirmaktadir. Giimiis nanopartikiiller (Ag NP'ler), mantar, maya ve
bakteriler de dahil olmak iizere ¢ok cesitli patojen mikroorganizmalara karsi
giicliiantimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle bu alanda umut verici bir segenek olarak ortaya
cikmigtir (Zeilinger vd., 2016). Ag NP'lerin sentezi i¢cin her biri kendi avantaj ve
dezavantajlarina sahip gesitli yaklagimlar vardir. Bazi standart sentez yontemleri arasinda
kimyasal indirgeme, fiziksel buhar biriktirme ve sablon destekli yoOntemler
bulunmaktadir. Kimyasal indirgeme yontemleri, giimiis iyonlarinin bir indirgeyici madde
kullanilarak glimiis atomlara indirgenmesini igerir, bu da daha sonra ¢ekirdeklenme
olarak bilinen bir islemle Ag NP'leri olusturabilir. Bu yontem basittir, 6l¢eklendirilmesi
nispeten kolaydir ve yiiksek kararliliga ve tek dagilima sahip Ag NP'ler lretir, ancak
bertaraf edilmesi zor olabilen ve olumsuz bir ¢evresel etkiye sahip olan 6nemli miktarda
kimyasal atik iiretebilir. Fiziksel buhar biriktirme, Ag NP'leri olusturmak i¢in giimiis

atomlarinin bir substrat iizerine biriktirilmesini igerir (Shahryari vd., 2020).

Sodyum borohidrit, glimiis nitratin indirgenmesi ve giimiis nanopartikiillerin
stabilizasyonu i¢in fazla miktarda kullanilir. Sodyum borohidrit, ikincil reaksiyonlar
tetikleyebilen giiclii bir indirgeyici maddedir. Buz banyosu kullaniminin hem reaksiyon
hizini yavaslattigi hem de ikincil reaksiyonlari ortadan kaldirdig gosterilmistir. Kimyasal
indirgeme, gilimiis iyonlarinin indirgeyici madde yardimiyla glimilis atomuna
indirgenmesi siireciyle ilgilidir. Bu indirgeme siireci, daha sonrasinda AgNP'lerin
sentezlenmesinde rol alan bir dizi kimyasal reaksiyonun ilk basamagidir. Bu metodun
avantajlari, basitlesmesi ve Ol¢egine uyarlanabilmesi, yani sira, son iriinde, istenen

stabilitenin saglandigidir (Kanwar vd., 2022).
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Son yillarda nanoteknoloji, endiistriyel, tibbi ve tiiketici {irlinleri de dahil olmak
tizere multidisipliner alanlardaki genis uygulamasi nedeniyle One c¢ikmistir.
Nanoteknolojideki son gelismeler, giimiis nanopartikiillerin (AgNP) olas1 uygulamalarini
genisletmistir. Kanser tedavisi ve teshisine yonelik ¢cevre ve ekonomi dostu yaklagimlar
gelistirmeye duyulan temel ihtiyag, biyosentezlenmis AgNP'lerin onkoterapi i¢in en umut
verici arastirma yOnelimlerinden biri olarak goriilmesine yol a¢cmistir. AgNP'lerin
benzersiz ozellikleri hizli bir ticarilesmeye yol agmis, bu da AgNP'lerin biyogiivenlik
sorunlarini ortadan kaldirmak ve daha iyi bir antikanser terapotik strateji gelistirmek i¢in
teorik bir temel saglamak amaciyla, 6zellikle hiicresel yanit tizerindeki biyolojik etkileri
konusunda endiselere yol agmistir. AgNP'lerin biyosentetik liretimi, daha ¢evre dostu,
risksiz, kolay erisilebilir ve uygun maliyetli olmalar1 nedeniyle daha fazla fayda

sunmaktadir (Khorrami vd., 2020).

Ozellikle in vitro goriintiilemeye odaklanarak, cesitli uygulamalarda hiicresel
belirtegler i¢in biyomedikal araglar olarak AgNP'lerin incelenmesine yonelik dnemli bir
arastirma yapilmistir. Bir hiicre i¢inde Ag iyonlarinin birikimini izleme ve diizenleme
kapasitesi, biyolojik ve klinik uygulamalar icin teshis hassasiyetini ve tedavi etkinligini
artirma potansiyeline sahiptir. Hiicresel alim ve etkilesimin altinda yatan mekanizmalar,
birka¢ temel faktoriin dikkatle degerlendirilmesini gerektirir. AgNP'lerin nano 6lgekli
boyutlar1 nedeniyle biyolojik bariyerleri kolayca asabildikleri ve hiicreler tarafindan
emilebildikleri gosterilmistir. AgNP'lerin hiicre i¢i konumu, fiziksel ve kimyasal
ozellikleri tarafindan belirlenen fagositoz, mikropinositoz, reseptor aracili endositoz ve
yapiskan etkilesimler dahil olmak iizere g¢esitli mekanizmalardan etkilenir (Loutfy vd.,
2015). Hiicresel alimin altinda yatan mekanizmalarin daha derinlemesine anlasilmasi,
AgNP'lerin kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin daha incelikli bir sekilde

anlagilmasini kolaylastiracaktir (Maduraiveeran vd., 2018).

1.6. Kitosan Kaph Giimiis Nanopartikiiller

Glimiisiin antimikrobiyal bir ajan olarak kullanimi binlerce y1l 6ncesine dayansa
da, son zamanlarda arastirma ilgisindeki yeniden canlanma 6zellikle antibiyotiklerin asir
kullanimiyla iligkili bir fenomen olan antibiyotik direncinin artan tehdidine

odaklanmistir. Giimiis nanopartikiillerin hiicre duvarma baglanma kapasitesine sahip
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oldugu ve bdylece hiicre duvart gegirgenligini ve hiicresel solunumu bozdugu yaygin
olarak kabul edilmektedir. Ayrica, bu partikiillerin hiicrelere niifuz edebilecegi, DNA ve
proteinler gibi fosfor ve siilfiir iceren bilesiklerle etkilesime girerek potansiyel olarak
hasara neden olabilecegi kabul edilmektedir. Giimiis nanopartikiillerin bakterisidal
etkilerini gosterebilecekleri bir diger potansiyel mekanizma da partikiillerden glimiis
iyonlarinin salinmasidir (Hermosilla vd., 2023). Giimiisiin genellikle canli hiicreler
lizerinde zararli bir etkiye sahip olmamasi1 ve mikrobiyal direnci tetiklemeye egilimli
olmamas1 dikkat cekicidir. Sonug¢ olarak giimiis, mikrobiyal kontaminasyona karsi
koruma saglamak amaciyla c¢esitli plastiklere (6rnegin kateterler, dis malzemeleri, tibbi

cihazlar ve implantlar ve yanik sargilari) dahil edilmistir (Brett vd., 2006).

Giimiis iceren malzemeler ayrica tekstil kumaslarinda, gida katki maddesi olarak
ve mikroorganizmalart ortadan kaldirmak i¢in ambalaj ve plastiklerde de
kullanilmaktadir. Bu kadar genig bir uygulama yelpazesi nedeniyle, glimiis
nanopartikiillerin yani sira iyonik giimiis (Ag+) veya metalik giimiis (Ag0) iceren ¢esitli
giimiis bazli bilesiklerin iiretimine iliskin ¢ok sayida yontem gelistirilmistir. Gilimiis
nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan sentetik yontemler arasinda en yaygin
olarak NaBH4, sitrat veya askorbat gibi bir indirgeyici madde ile giimiis tuzu ¢6zeltisinde

kimyasal indirgeme yontemi kullanilmaktadir (Lou vd., 2006).

Dogal olarak olusan kitinden tiiretilen bir polisakkarit biyopolimeri olan kitosan,
aktif amino ve hidroksil fonksiyonel gruplarinin varligi nedeniyle benzersiz polikasyonik,
selatlama ve film olusturma 6zelliklerine sahiptir. Kitosan ayrica antimikrobiyal aktivite,
bitkilerde indiiklenmis hastalik direnci ve bir dizi insan hiicre tipine kars1 ¢esitli uyarict
veya inhibe edici aktiviteler dahil olmak iizere bir dizi ilging biyolojik aktivite
sergilemektedir. Bu nedenlerden dolay1 kitosan tip, gida ve kimya miihendisligi, ilag,
beslenme ve tarim dahil olmak tizere bir¢ok farkli alanda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Chen vd., 2006). Giimiis iceren antimikrobiyallerin giiclii antibakteriyel etkinlik,
cevresel giivenlik, diisiik toksisite ve kolay tiretim gibi arzu edilen 6zellikleri bir araya
getirmesi 6zelliginden dolayi, toksik olmayan ve biyolojik olarak par¢alanabilen Kitosan

ile antibakteriyel giimiis nanopartikiiller elde edilebilmektedir (Jin vd., 2009).
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Kitosanin kendisinin, membran bozucu etkiye neden olan katyonik 6zellikleri
nedeniyle antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belgelenmistir. Bununla birlikte, giimiis
iceren kitosan materyallerinin artan antimikrobiyal aktivitesine iliskin daha fazla

arastirma nadirdir ve bu konuda sadece birkag ¢alisma rapor edilmistir (Rhim vd., 2006).

1.7. Kanser Tedavisinde Kemoterapotikler

Kemoterapétikler, kanserlerin tedavisinde veya iyilestirilmesinde kullanilan
kimyasal varliklar olarak tanimlanmaktadir. Bu ajanlar, hizla biiyiiyen kanser
hiicrelerinde hiicre bdliinmesi i¢in kritik siiregleri hedeflemek amaciyla gelistirilmistir.
Antineoplastik ajanlarin ¢ogunlugu bitkiler ve bakteriler gibi dogal kaynaklardan elde
edilirken, digerleri sentezlenmis veya yar1 sentetik olarak iiretilmistir. Kanserler viicudun
hemen hemen tiim dokularinda ortaya c¢ikma kapasitesine sahiptir, ancak bu tiir
hastaliklarin goriilme siklig1 genetik etki, diyet, yasam tarzi ve ¢evresel maruziyetlere
bagh olarak degisir. Kiiresel olcekte en yaygin kanserler akciger, karaciger, meme ve
prostat kanserleri olup, teshis ve tedavi segeneklerindeki ilerlemelere paralel olarak
hayatta kalma oranlar1 da artmaktadir (Meredith vd.,2016).

Streptomyces peucetius'tan izole edilen bir kemoterapi ilaci olan Dox, meme,
safra yollari, prostat, uterus, yumurtalik, 6zofagus, mide ve karaciger kanseri dahil olmak
tizere kanser tedavisinde en sik kullanilan ilaglardan biridir. Dox, karaciger kanseri
tedavisinde kullanilan ilk antitiimdr ajanlar arasindadir. Doksorubisinin antitimdor
aktivitesinin, DNA sarmalina interkalate olma ve/veya DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunda yer alan proteinlere kovalent olarak baglanma kapasitesine
atfedilebilecegi ve boylece DNA, RNA ve protein sentezi iizerinde hiicre oliimiiyle
sonuglanan inhibitoér bir etki gdsterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, DOX'un
simnirlamalar1 ilag direnci ve Oncelikle kanserli olmayan hiicreler {izerindeki
toksisitesinden kaynaklanan yan etkilerdir. Tlag tasiyici sistemler ile birlikte Dox ilacinin

karaciger kanseri tedavisinde kullanilmas1 6ngoriilmektedir (Radu vd., 2022).
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1.8. Doksorubisin

Streptomyces peucetius bakterisinden elde edilen bir antibiyotik olan Dox,
1960'lardan beri kemoterapotik bir ajan olarak kullanilmaktadir (Vieira vd., 2016).
Yetiskin ve pediatrik hastalarda solid tiimérlerin tedavisinde kullanimi, yumusak doku ve
kemik sarkomlarimin yani sira meme, yumurtalik, mesane ve tiroid kanserlerinin
tedavisindeki uygulamasi gibi iyi belgelenmistir. Ayrica, Dox akut lenfoblastik 16semi,
akut miyeloblastik 16semi, Hodgkin lenfoma ve kiigiik hiicreli akciger kanseri tedavisinde
kullanilmaktadir. Dox’un lipozomal formiilasyonu, platin bazli kemoterapi, ile iliskili
Kaposi sarkomu ve multipl miyelom tedavisinde basarisiz olan hastalarda yumurtalik

kanseri tedavisi i¢gin FDA onayina sahiptir (Yu vd., 2019).

Dox’un birincil etki mekanizmasi, ilacin DNA baz ¢iftleri i¢cinde interkalasyon
yetenegini igerir, bu da DNA ipliklerinin kirilmasina ve hem DNA hem de RNA
sentezinin inhibisyonuna neden olur. Dox ayrica topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek
DNA hasarina ve apoptozun indiiklenmesine neden olur. Demir ile birlestirildiginde, Dox
ayrica DNA'da serbest radikal aracili oksidatif hasara neden olarak DNA sentezini daha
da smirlandirir. Deksrazoksan gibi demir selatorlerinin kullanimi, Dox’un demire

baglanmasini sinirlandirarak serbest radikal olusumunu 6nleyebilir (Koleini vd., 2019).

K-AgNP'lerin alim verimliliginin boyuta bagli oldugu diisiiniilmekle beraber 20
ila 100 nm arasindaki ortalama partikiil boyutunun optimum hiicresel alim verimliligi i¢in
ideal oldugu one siiriilmiistiir. Bu toplu kanit, bu boyut araligindaki nano boyutlu
partikiillerin {istiin hiicresel alim etkinligi sergiledigini gostermektedir. K-AgNP'lerin
hiicrelere dort farkli mekanizmayla gergeklesebilen bir siire¢ olan endositoz yoluyla

girdigi gézlemlenmistir (Frohlich vd., 2012).

Boyuta ek olarak, nanopartikiillerin ylizey yiikiiniin de hiicresel alimin
verimliligini etkilemede 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Bu nedenle, negatif yiikli
K- AgNP'lerimizin fagositik olmayan HepG2 hiicrelerine optimum hiicresel alim
verimliliginde endositoz yoluyla girdigini varsayiyoruz. Birgok yazar tarafindan
endositozun nanopartikiillerin hiicreler tarafindan emildigi baskin yol oldugu, Agnin

iyonik formunun ise hiicre zarindaki tasima proteinlerinin katilimiyla alindii one
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stiriilmistiir (Ghozali vd., 2015).

Nanoteknolojideki son gelismeler, bir dizi hastalik i¢in ilaglarin ¢esitli organlara
ulastirilmasi {izerinde derin bir etkiye sahip olmustur. Geleneksel dozaj formlariyla
karsilastirildiginda ilag yiiklii nanopartikiiller, gelismis ¢oziintirliik, ilacin korunmasi,
ilacin stirekli salinimi1 ve ilaglarin terapdtik etkinligini artirabilen hedefli dagitim dahil
olmak iizere ¢ok sayida farmasotik avantaj sunmaktadir. Nanopartikiiller i¢in yapilan
gesitli in vitro testler arasinda, salim calismasi en Onemli olanlardan biridir.
Nanopartikiillerin in vitro salim kinetigi, ila¢ salimin1 degistirme yetenekleri hakkinda
kritik bilgiler saglar, bu nedenle iriinlerin gilivenligi, etkinligi ve kalitesinin

degerlendirilmesinde dikkate alinmasi gereken 6nemli bir parametredir (Weng vd., 2020).

Bu calismada, K-AgNP yiiklii doksorubisinin (Dox) karaciger kanseri hiicreleri
tizerindeki etkileri incelenmis; nano tastyiciya yliklenen Dox’un terapdtik etkinligi
belirlenerek, hiicresel proliferasyon ve apoptoz gibi mekanizmalar {izerindeki potansiyel

etkileri degerlendirilmistir.
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Bu tez calismasinda kitosan kapli giimiis nanopartikiile baglanmis Dox (K-
AgNP+Dox) ilact ile ilgili literatiirde herhangi bir calisma bulunmamakla birlikte
gelistirilen bu ilag yiiklii nanopartikiiliin karaciger kanseri hiicrelerine kars1 etkileri ile

ilgili gliniimiize kadar yapilan ¢alismalarin kisa bir 6zeti asagida sunulmustur.

Jemal et al. (2011) yapmis oldugu Kiiresel Kanser Istatistikleri adli galismalarinda
bahsettikleri tizere kanserin kiiresel yiikii, biiyiik 6l¢iide diinya niifusunun yaslanmasi ve
ekonomik olarak gelismekte olan iilkelerde basta sigara olmak iizere kansere neden olan

davraniglarin benimsenmesindeki artis nedeniyle artmaya devam etmektedir.

Benzer konulu Fong et al. (2014) yazmis olduklar1 Hepatoseliiler Karsinomun
Klinik Yonetimi adli makalede belirttikleri gibi, gelismekte olan iilkelerdeki genel kanser
insidans oranlari, her iki cinsiyette de gelismis llkelerdekinin yaris1 kadar olmasina
ragmen, genel kanser 6liim oranlar1 genellikle benzerdir. Kanserden sagkalim, biiytik
olasilikla tanida geg¢ kalinmasi ve zamaninda ve standart tedaviye sinirl erisim nedeniyle
gelismekte olan iilkelerde daha kotii olma egilimindedir. Kiiresel kanser yiikiiniin dnemli
bir kismi, fiziksel aktiviteyi ve daha saglikli beslenmeyi tesvik eden halk sagligi
kampanyalarina ek olarak, yerlesik kanser kontrol bilgilerinin uygulanmasi ve tiitiin
kontrolii, agilama (karaciger ve rahim agz1 kanserleri i¢in) ve erken teshis ve tedavi

programlarinin baslatilmasi yoluyla hafifletilebilir.

Radu et al. (2022) yapmis olduklar1 Karaciger Kanseri Tedavisi i¢in Uyarana
Duyarli Dox Iletim Sistemlerindeki Son Gelismeler adli ¢alismasinda (Alsulays vd.,
2024), Dox karaciger kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir farmasotik ajan
oldugundan bahsedilmistir. Bununla birlikte, Dox igeren geleneksel kemoterapi, yaygin
olarak yayilma egilimi hem tiimoriin hem de saglikli dokunun maruz kalmasina neden
olarak genellikle zararli yan etkilere yol agmasi, ¢oklu ilag direncinin (MDR) gelismesi
ve yetersiz suda ¢oziintirligii dahil olmak tizere ¢ok sayida sinirlama ile karsi karsiyadir.
Sonug olarak, gesitli i¢ ve dis uyaricilarin terapotik ajanlarin etkinligi izerindeki etkisine
odaklanarak, ila¢ dagitim sistemleri alanina ©nemli bir ilgi gosterilmistir. Bu

derlemelerinde bizim ¢alismamiza yakin olarak, karaciger kanseri tedavisinde Dox’un
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kontrollii salinimi1 i¢in redoks, pH ve sicaklik degisimi gibi hem i¢ uyarana duyarl ilag
dagitim sistemlerini hem de manyetik, foto-termal ve elektriksel uyaranlarin uygulanmasi
gibi dis uyarana duyarl ilag dagitim sistemlerini ve bu akilli dagitim sistemlerinin

karaciger kanseri tedavisindeki gelecek perspektifleri tartisilmistir.

Liu et al. (2015) karaciger kanserinin tedavisi iizerine yapmis olduklar1 bir
calismada, primer karaciger kanserinin, ¢cogunlukla hepatoseliiler karsinomun, tedavisi
zor bir kanser olmaya devam ettiginden bahsetmislerdir. Ayrica bu heterojen malignite
icin multimodalite tedavilerinin mevcut oldugunu ve uzmanlik alanlar1 ve cografi
bolgeler arasinda karaciger kanserleri i¢in yonetim onerilerinde farkliliklar olabilecegini
sOylemiglerdir. Yeni tedavi stratejileri, yeni tedavi modalitelerinin ilerlemesiyle
birlesmistir. Caligmalarinda karaciger kanserinin insidansi, evrelendirilmesi ve

tedavisinin gézden gecirilmesine odaklanmaktadirlar.

Donato et al. (2014) yapmis oldugu insan Hepatoma HepG2 Hiicrelerinin Kiiltiirii
ve Islevsel Karakterizasyonu adli ¢alismada, hepatoma hiicre hatlarinin, primer insan
hepatositlerine in vitro alternatifler olarak siklikla kullanildigin1 gostermislerdir. Bu hiicre
dizileri, sinirsiz yasam siireleri, stabil fenotipleri, yiiksek bulunabilirlikleri ve kullanim
kolayliklar1 ile ayirt edilirler. Bununla birlikte, hepatositlere kiyasla belirli metabolik
aktivitelerin daha diisiik ekspresyonu en Onemli sinirlamalaridir. HepG2, ilag
metabolizmas1 ve hepatotoksisite ¢alismalarinda en yaygin olarak kullanilan bir insan
hepatoma hiicresidir. Ozellikle, HepG2 hiicreleri tiimérijenik degildir, yiiksek
proliferasyon oranlarina ve epitel benzeri bir morfolojiye sahiptir ve bir¢ok farklilagmis

hepatik fonksiyonu yerine getirebilir.

Freyer et al. (2016) yapmis oldugu in vitro insan karaciger hiicre kiiltiirii modelleri
icin hiicre kaynaklar1 konulu bir arastirma makalesinde, in vitro karaciger hiicre kiiltiirii
modellerinin farmakolojik ve toksikolojik aragtirmalarda giderek onem kazandigindan
bahsedilmistir. Kullanilan hiicrelerin kaynagi, bu tiir modellerin uygunlugu ve 6ngoriicii
degeri agisindan Kritik nem tagimaktadir. HepG2 hiicre hatti, insan karacigerinin spesifik
metabolizmasini ve islevselligini dogrudan yansittiklar i¢in su anda hepatik in vitro

kiiltir modelleri igin altin standart olarak kabul edilmektedir. Hepatomlardan veya
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genetik manipiilasyonla iiretilen karaciger hiicre hatlar1, iyi kullanilabilirlikleri nedeniyle

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kanwar et al. (2022) yapmis olduklar1 bir incelemeye gore ise nanoteknolojinin
popiilaritesi, c¢esitli alanlardaki genis uygulamasi nedeniyle artmaktadir. Bu teknoloji,
nanopartikiillerin biyouyumluluk, boyut, sekil ve secicilik gosterecek sekilde
tasarlanabildigi tip alaninda siirekli ilerlemelere neden olmaktadir. Giimiis
nanopartikiiller, boyutlar1, sekilleri, elektriksel 6zellikleri ve antimikrobiyal 6zellikleri de
dahil olmak tizere benzersiz ve ¢ok yonlii 6zellikleri nedeniyle arastirmacilar tarafindan
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu 6zellikler, giimiis nanopargaciklarin mithendislikten
kimyasal ve biyolojik uygulamalara kadar hemen her alanda kullanilmasina yol agmustir.
Bu partikiillerin sentezi, fiziksel (6rn. gama 1sinlama, lazer ablasyon, elektron 1sinlama
ve mikrodalga isleme), kimyasal (6rn. kimyasal indirgeme ve fotokimyasal yontem) ve
biyolojik teknikleri kapsayan ¢esitli metodolojiler araciligiyla gergeklestirilebilir. Bu tip
tedavi arastirmalari, insan niifusunun yararina bireysellestirilmis tedavi ve saglik
tekniklerinin gelistirilmesine yardimci olacagindan yasam bilimleri alanina fayda

saglayacaktir.

Jin et al. (2009) yapmis olduklari calismada biyouyumlu, biyolojik olarak
parcalanabilen, toksik olmayan bir polimer olan kitosanin, seliillozdan sonra en dogal

yolla olusan ikinci biyopolimer olan kitinden sentezlendigini belirtmislerdir.

Benzer sekilde, Alsulays et al (2004) yapmis olduklar1 ¢aligmada kitosan
nanopartikiillerinin HepG2 hiicrelerine karst gelismis hiicre canlilifi sergiledigini ve
IC50 degerlerinin 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugunu bildirmistir (Sukumar vd., 2024).
Sun et al. (2009) Kitosan bazli glimiis nanopartikiillerin sentezi ve antibakteriyel
aktiviteleri konulu makalesinde, indirgeyici ajan olarak toksik olmayan ve biyolojik
olarak parcalanabilen bir polisakkarit olan kitosan kullanarak giimiis nanopartikiiller
sentezlediklerinden ve elde edilen giimiis nanopartikiillerin, giiglii antibakteriyel aktivite
sergilediginden bahsetmislerdir. Mevcut sistemde hazirlanan kitosan  giimiis
nanopartikiillerin, ¢ok ¢esitli antikanser ve genel uygulamalar i¢in umut verici adaylar

oldugunu sdylemislerdir.
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Allen et al. (2004) yapmis olduklar1 bir arastirmada, nanopartikiiller gibi ilag
tasiyict sistemlerin kullaniminin, ilaglarin farmakolojik ve terapdtik ozelliklerinin
gelistirilmesini sagladigindan bahsetmislerdir. Partikiil ila¢ tasima sistemlerinin klinik
uygulamasini engelleyen baslangictaki zorluklarin 6nemli bir kismi asilmis ve bunun

sonucunda antikanser ilaglarin gesitli formiilasyonlar1 Klinik kullanim i¢in onaylanmistir.

Sukumar et al. (2024) tarafindan yapilan ¢alismada Kitosan giimiis
nanopartikiilleri (K- AgNP'ler), biyouyumluluklari, biyobozunurluklar1 ve ilaglarin
¢oziiniirliigiinii ve etkinligini artirma yetenekleri nedeniyle karaciger kanseri tedavisinde
hedefli ila¢ dagitimi i¢in umut verici bir tastyici olarak ortaya ¢ikmistir. Cok sayida
calisma, K- AgNP'lerin antikanser ajanlarin verilmesindeki etkinligini gostermis ve
bdylece karaciger kanserinden muzdarip hastalar i¢in terapdtik sonuglart iyilestirme
potansiyellerini ortaya koymustur. Hedefleme Mekanizmalar1 K-AgNP'lerin 6zellikle
karaciger kanseri hiicrelerini hedefleyecek sekilde modifikasyonu aktif bir arastirma

alanidir (Wu vd., 2024).

Wang et al. (2024) yapmis olduklar1 ¢alismada, rutin yiiklit K-AgNP'lerin etki
mekanizmalarinin otofaji ve NF-kB sinyal yollarinin aktivasyonunu igerdigi ve bdylece
hepatoma hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerine katkida bulundugu gdsterilmistir. Bu
gozlem, K-AgNP'lerin antikanser etkiler gosterebilecegi ¢ok yonlii mekanizmalarin altini
cizmektedir. K-AgNP'ler karaciger kanseri tedavisinde énemli bir umut vaat ederken, ilag
salim profillerinin optimizasyonu ve hedeflenen teslimatin giivence altina alinmasi gibi
zorluklar klinik uygulamalari i¢in ele alinmaya devam etmektedir. Bu sorunlari ele almak
ve K-AgNP'lerin karaciger kanseri tedavisindeki terapotik etkinligini artirmak i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (Nasr vd., 2023).

Nasef et al. (2024) yaptiklar bir ¢aligmada, kitosan glimiis nanopartikiiller (K-
AgNP), karaciger kanserinin, 6zellikle de hepatoselliiler karsinomun (HCC) tedavisi igin
umut verici bir terapotik yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Biyouyumluluk ve hedefe
yonelik dagitim yetenekleri de dahil olmak iizere benzersiz 6zellikleri, kanser
tedavisindeki potansiyellerini artirmaktadir. K-AgNP'lerin apoptoz gibi kritik yolaklar

modiile ederek HCC hiicrelerinde tiimdr biiylimesinin azalmasina ve apoptozun artmasina
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yol actig1 gosterilmistir. K-AgNP'lerin HCC hiicre hatlar1 iizerinde segici sitotoksik

etkiler sergiledigini ve doza bagl bir iliski gozlendigini gostermistir.

Nasr et al. (2023) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Kemoterapotik ajanlarin
verilmesi, polimerin O6zellikleri ile kolaylastirilir, biyoyararlanimlarini iyilestirir ve

normal hiicreler tizerindeki yan etkileri azaltir (Nasr vd., 2024).

Kara et al. (2024) yapmis olduklar1 ¢aligmada, kitosan giimiis nanopartikiiller (K-
AgNP), ozellikle kanser tedavisi ve antimikrobiyal aktivite uygulamalari i¢in hiicre
kiiltiirlinde umut verici bir arastirma alani1 olarak ortaya ¢ikmistir. Bu nanopartikiiller,
Kitosanin biyouyumlulugunu giimiis nanopartikiillerin gii¢lii 6zellikleriyle birlestirerek

cesitli biyolojik baglamlarda etkinliklerini artirmaktadir (Kara vd., 2022).

Wang et al. (2022) yapmis olduklar1 ¢alismada, kitosan-giimiis nanopartikiiller
(K- AgNP), hepatoselliiler karsinom (HepG2) hiicreleri i¢in umut verici bir terapotik ajan
olarak ortaya ¢ikmig, Onemli sitotoksik etkiler ve potansiyel etki mekanizmalari
gostermistir. Bu nanopartikiiller, kitosanin biyouyumlulugunu gilimiisiin antikanser
ozellikleriyle birlestirerek kanser hiicrelerinde gelismis ilag iletimi ve apoptoz
indiiksiyonuna yol agmaktadir. K-AgNP'lerin Wnt/B-Ccatenin ve apoptoz sinyali gibi
kritik yollar1 modiile ettigi, Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu
azaltirkken P53 gibi pro-apoptotik belirtegleri artirdigi  gosterilmistir.  Glimiis
nanopartikiillerin mitokondri ile dogrudan etkilesim yoluyla apoptozu indiikledigi,
mitokondriyal hasara ve ardindan hiicre Oliimiine neden oldugu gosterilmigstir. K-
AgNP'ler HepG2 hiicrelerine karsi segici toksisite sergiler ve ¢aligmalar zamana ve doza
bagli bir yanit gosterir. Kitosan nanopartikiillerinin sorafenib gibi kemoterapotik ajanlarin
iletimini arttirdig1 ve boylece serbest ilaglara kiyasla antikanser etkinliklerini arttirdigi

gosterilmistir (Azhar vd., 2023).

Azhar et al. (2023) yapmus olduklar1 bir ¢aligmaya gore, K-AgNP'lerin HepG2
hiicreleri tarafindan alimi, oncelikle endositoz yoluyla gergeklesir ve bu da gilimiis
iyonlarinin hiicreler i¢inde birikmesini kolaylastirir. K-AgNP'ler karaciger kanserinin
tedavisinde biiylik umut vaat ederken, glimiis nanopartikiillerin uzun vadeli etkileri ve

potansiyel toksisitesine iliskin endiseler devam etmektedir. Giivenlik profillerini tam
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olarak anlamak ve terapotik uygulamalarint optimize etmek i¢in daha fazla arastirma

yapilmasi gerekmektedir (Johnson vd., 2017).

Literatiir arastirmalarindan da gozlemlendigi gibi sz konusu kitosan kapli giimiis
nanopartikiile yiiklenmis Dox ilacinin karaciger kanseri hiicreleri iizerindeki etkisine
yonelik calisilmast gerektigi arastiricilar tarafindan vurgulanmistir. Bu baglamda tez
calismasinda; s6z konusu nanopartikiil ilacinin ¢esitli analizler yapilarak olumlu veya

olumsuz etkilerini gézlemlemek hedeflenmistir.
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3.1. Kitosan-Giimiis Nanopartikiillerin (K-AgNPs) Sentezi ve Karakterizasyonu

3.1.1. Giimiis nanopartikiil sentezi (AgNP)

Bir erlen igerisine 600 mL distile su koyuldu 240 mg Giimiis nitrat (AgNO3)
eklendi. Igerisine balik atilan erlen, sicakligi 100°C’ye ayarlanmus karistirict iizerine
koyuldu. Bu ¢ézelti, kaynama sicakligina gelinceye kadar 1sit1ld1 (Sekil 3.1.a). Ierisinde
buhar olusumu goézlemlendikten sonra oncesinde hazirlanmis olan, 120 mL suda
¢ozilmis 1.2 g Sodyum Borhidriir (NaBH4) ¢6zeltisi damla damla ve yavasga eklendi
(Sekil 3.1.b). Cozeltinin rengi sartya dondiigiinde AgNP (Glimiis nanopartikiil) olusumu
gozlemlendi. Kararli bir koyu kahve-yesil renk elde edilene kadar ¢ozelti sicak tutuldu
(Sekil 3.1.c). Ardindan 1sitma durduruldu ve oda sicakligina ulasana kadar 15 dk
karistirllmaya devam edildi. Karisim oda sicakligina eristiginde, 50 mL hacimli
falkonlara bolustiiriilip 9000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilip
pellet 2 kere etil alkol (EtOH) ile yikandi. Yikama islemi 4000 rpm’de 5 dk boyunca
yapildi. Tekrar stipernatant uzaklastirilip falkonlar firina/etiive koyuldu ve 5-10 dk
boyunca kurumaya birakildi (Sekil 3.1.d) (Berridge vd., 2017).

Sekil 3.1. AgNP sentezi asamalari, (a): AgNOs + distile su, (b): NaBH4 eklendikten
sonraki karigim goriintiisii, (¢): AgNP olusumu, (d): Kurutulmus AgNP
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3.1.2. Kitosan kaph giimiis nanopartikiil sentezi (K-AgNP)

Kitosan 0.6 gr tartilip 300 mL %?2’lik asetik asit igeren distile su ¢ozeltisi
igerisinde ¢ozdiiriildii. Cozlinme islemleri i¢in sonikator cihazi kullanildi. Ardindan bu
¢ozeltiye yavasca 150 mL EtOH igerisinde ¢oziilmiis olan 240 mg AgNP ilave edildi. Bu
karisim 30 dk boyunca oda sicakliginda karistiricida birakildi (Sekil 3.2.a). Siire sonunda
6 mg Sodyum Hidroksit (NaOH) 150 mL distile suda ¢ozdiiriilip karisima yavasca
eklendi. 20 dk. boyunca karistirilmaya devam edildi ve ardindan 10 dk. 9000 rpm’de
santrifiijlendi (Sekil 3.2.b). Siipernatant uzaklastirilip pellet distile su ile yikandi ve 24
saat etiivde kurumaya birakildi (Sekil 3.2.c). Elde edilen K-AgNP siire sonunda +4°C’de

1 y11 boyunca muhafaza edilebilir (Ates vd., 2021).

Sekil 3.2. K-AgNP sentezi asamalari, (a): AgNP + EtOH + Kitosan + distile su, (b):
Santrifiijlenen pellet kismu, (c¢): Kurutulmus K-AgNP

3.1.3. Kitosan-giimiis nanopartikiil (K-AgNPs)- doksorubisin yapisinin sentezi ve

karakterizasyonu

5 mg K-AgNP 5 mL %2’lik asetik asit ¢ozeltisinde ¢ozdiiriildii (Img/mL). Bu
asamada sonikatdr cihazi kullanildi. Dox ilacinin konsantrasyonu 2 mg/mL oldugu i¢in,
bu karigim tizerine 4750 uL distile suda ¢oziilmiis 250 pLL Dox ilact yavasca eklendi.
Ardindan pH metre ile PH’1 7.4’e ayarland1 ve 48 saat boyunca 37°C’de karisima
birakildi. 48 saatin ardindan karisim 4000 rpm’de 5 dk boyunca santriflij edilip
stipernatant atildi (Sekil 3.3). Pellet kismi etiivde kurutuldu. Elde edilen K-AgNP+Dox
maddesi +4°C’de muhafaza edildi (Kumar-Krishnan vd., 2015).
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Sekil 3.3. K-AgNP + Dox sentezi sonrasi santrifiij sonucu elde edilen ilagli nanopartikiil

3.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Pasajlanmasi

Deneyde kullanilan karaciger kanseri hiicre hatti (HEPG2) laboratuvarda-
196°C'de bir azot tankinda saklanmaktaydi. Hiicreler, hiicre kiiltiirii laboratuvarinda %10
FBS (fetal sigir serumu), %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM ortaminda 37°C, %65
nem ve %5 CO2'de kiiltiirlenip ¢ogaltildi. Hiicreler %70-80 doygunluga ulastiginda, ters
mikroskopla goriintiilenerek ve flasklardaki ortam atildiktan sonra kalan ortami
uzaklastirmak i¢in 5 mL steril PBS ile yikandi. Bu hiicreler yilizeye yapisma ozelligine
sahip oldugundan, plakalara ekim sirasinda taze hazirlanmis %0,25 tripsine maruz
birakildi. Bunu takiben, hiicreler plaka haline getirilip pasajlandi ve ilag¢ tedavisi
gerceklestirildi. K-AgNP dozu 5 pg/mL konsantrayonunda uygulanirken, Dox 3 puM
konsantrasyonda kullanildi. Akabinde hiicrelere kullanilan konsantrasyonlardaki

maddelere 24 ve 48 saat siireli uygulamalar1 saglandi (Faedmaleki vd., 2014).
3.3. Hiicre Canhlik Analizi

HEPG?2 hiicreleri 200 ul/kuyu son hacim igeren 96 kuyucuklu plakalarda ekildi. 24
saat inkiibasyondan sonra ilag uygulamasina gegildi. Uygulamalar 5 tekrar olmak tizere su
sekildedir:

— K-AgNP; 5 pg/mL konsatrasyonda uygulandi.
— K-AgNP+Dox; 15 ve 25 pg/mL konsatrasyonlarda uygulandi.
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— Dox; 3 uM konsantrasyonda uygulandi.
— Ayrica negatif kontrol i¢in hi¢bir uygulama yapilmayan grup olusturuldu.
— Pozitif kontrol igin %50 oraninda DMSO+Medyum uygulandi (Lan vd., 2010).

Islem sonunda 96 kuyucuklu plakalarda istenilen inkiibasyon siiresi (24 ve 48 saat)
boyunca boyunca bekletildi. Inkiibasyon siireleri dolunca CVDK-8 kiti ile iiretici
firmanin (Ecotech Biotechnology, Turkiye) protokolii dogrultusunda uygulamalar

yapildi.

3.3.1. CVDK-8 testi

Her bir kuyuda kuyu bag total hacim %10 oraninda CVDK-8 (Ecotech Biotech.,
Turkiye) iceren medyum uygulandi. Daha sonra 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakildi.

Ardindan 450 nm’de absorbansda 6l¢tim alindi.

3.4. RT-PCR Analizi

Onceden 6 kuyucuklu plakaya ekilen 350.000 hiicre 24 saatlik inkubasyondan
sonra K-AgNP (5 ng/mL), K-AgNP+Dox (15 ve 25 pg/mL) ve Dox (3 uM) uygulamlari
yapildi. Daha sonra 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilarak bu siire sonunda tripsinize

edilen hiicreler toplanadi.

3.4.1. RNA izolasyonu

24 ve 48 saat siireleri doldugunda 6 kuyucuklu plakalardaki hiicreler 500 uL. PBS
ile yikanip %0,25 tripsin ile kaldirildi. 3500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirilarak RNA izolasyonu asamasina gegildi. RNA izolasyonunda Ecotech Total

RNA izolasyon kiti (Cat No: E2075) kullanildi.
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1. Her 6rnek basina 400 pl. EcoPure lizis buffer ve 4 uL B-merkaptoetanol
sollisyonu hazirlandi.

2. Icerisinde pelletlerin oldugu her bir ependorf tiipe, hazirlanan bu soliisyondan

400 pL eklendikten sonra iizerine 400 pL. de EtOH koyuldu.

Her bir tiipten 700 pL alinip kolonlara koyuldu.

Oda sicakliginda 30 sn max hizda santrifiij edildi.

Ardindan kolon kaldirilip alt1 dokiiliir ve kolon tekrar yerine yerlestirildi.

o o~ w

Her birinin tizerine 400 uL wash buffer 1 eklenip 30 sn maksimum hizda

santrifiij edildi.

7. Tekrar kolon kaldirilip alt1 bosaltildiktan sonra kolon yerine yerlestirilip 500
pL wash buffer 2 eklenir ve 30 sn maksimum hizda santrifiij edildi.

8. Santrifiijiin ardindan tekrar bosaltma islemi gergeklestirilip bu defa wash buffer
2 soliisyonundan 200 pL eklenip 2 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

9. Her bir tiipe 50 uL elution buffer eklendikten sonra 1 dk oda sicakliginda
bekletilip 30 saniye maksimum hizda santrifiij edildi.

10. Kolonlar atilir, altta kalan kistm RNA’nin kendisidir.

11. +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra Epoch cihazinda 6l¢time gidildi.

12. Ardindan cDNA sentez asamasina gegildi (Maeda vd., 2003).

3.4.2. Revers transkriptaz reaksiyonu ve cDNA sentezi:

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Scientific) enzimi
kullanim1 ile total RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Her reaksiyon 10ul RNA ile
gerceklestirilerek ¢cDNA sentezi asagidaki sicaklik degerlerine gore Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile saglandi. ¢cDNA miktar1 nano drop
spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile 6l¢tim belirlendi ve -20°C’de saklandi.

cDNA sentez reaksiyonu:

total RNA 10 pl
B5°C
10 X RT Buffer 2ul
37°C Smin
25 X dNTPs mix 0.8 pl
25°C 120min 4
10 X RT Random Primers 2 pl

10min
MultiScribe Reverse Transcriptase 1 pl

DEPC-H20 42 pl
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3.4.3. Real Time PCR ile mRNA ekspresyonunun kantitatif olarak belirlenmesi

HEPG?2 hiicre 6rneklerinde, mMTOR, AKT, PI3K, Bax, Bcl-2, EGFR ve GAPDH
(Tablo 3.1.) mRNA ekspresyonu seviyeleri, SYBR green Master Mix (ClearPeak SYBR
Green, Ecothech) kullanilarak kantifiye edildi. Amplifikasyon ve kantifikasyon islemi
Qiagen Rotor Gene 5 (Qiagene Inc. USA) cihazinda yapilacak. Referans gen

(Housekeeping) olarak GAPDH kullanildi ve asagidaki gibi pipetlenerek ve 40
siklus ile ytiriitiildii. Ct degerleri cihazda otomatik olarak delta delta Ct’ye ¢evrildi.

Cizelge 3.1. Primer assaylere ait sekans dizilimleri

Gen Sekans

AKT FORWARD: GGAAGAATGGACAGAAGCTATCCA
REVERSE: TCCACTTGCCTTCTCTCGAAC

EGFR FORWARD: TCGTTGGACAGCCTTCAAGACC
REVERSE: AACACCCTGGTCTGGAAGTACG

PI3K FORWARD: TGGATGCTCTACAGGGCTTTCT
REVERSE: TATCTTGCCGTAAATCATCCCCA

Bcl-2 FORWARD: CGCATCCTGAGGCACCG
REVERSE: TTTCATCCAGGATCGAGCAGGG

BAX FORWARD: CGCATCCTGAGGCACCGG

REVERSE: TTTCATCCAGGATCGAGCAGGG
Caspase 3 | FORWARD: TGGAATTGATGCGTGATGTT
REVERSE: ACACCACTGTCTGTCTAAT

MmTOR FORWARD: GTCAGTGGGACAGCATGGAAG
REVERSE: CCCATATGCCCGACTGTAACTC
GAPDH FORWARD: GGTCAATGAAGGGGTCATTGATGG
REVERSE: ATTTGGTCGTATTGGGCGCCT

95°C | 95°C
/ 10min | 15sec \ 60°C
20C Imin
2min \ Y J
40 cycles
cDNA (100ng) Xl
Master Mix 10 wl
Primer Assay 1w
RNase free H.O ile 20 pl’ye tamamlandi.
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3.5. Western Blot Analizi

Calismada Caspase-3, Bcl-2, Beclin-1, LC3, Nfkb-65 ve Beta Actin (internal
kontrol) (Cizelge 3.2.) gen bolgeleri protein oranlarina bakmak i¢in western blot analizi
gerceklestirildi. Ardindan her birini internal kontrol ile karsilastirip, protein ifadelerinde
artis veya azalig olma durumuna bakildi. Caligmada, protein gruplar1 ependorf tiiplere
dagitildi. igerisine sample buffer eklendikten sonra, istenen total hacme tamamlandi.
Ardindan 5 dk inkiibasyon yapilip 6rnekler yliklenmeye hazir hale getirildi (Kruger vd.,
2009).

Cizelge 3.2. Western blot analizinde kullanilan birincil antikorlar

Antikor Uretici Dilusyon
orani

Caspase_B Santa CFUZ, SC- 56053 1/1000
LC3 Affinity Biotech, AF4650 1/1000
Beclinl Affinity Biotech, AF5128 1/1000
NF-kB-p65 Santa Cruz, sc-109 1/1000
Bcl-2 Santa Cruz ScXXX 1/1000
Beta-actin Santa Cruz, sc-47778 1/2000
Secondary antibody (Goat Santa Cruz, sc-2004 1/2000
anti-rabbit 1gG-HRP)

Secondary antibody (Mouse Santa Cruz, sc-2357 1/2000
anti-rabbit 19G- HRP)

3.5.1. Proteinlerin yiiklemeye hazir hale getirilmesi

Ependorf tiiplerdeki her bir 6rnege belirlenen miktarca mikropipet ile distile su
eklendi. Buffer eklendikten sonra, proteinler 100° C’de 5 dk boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan mini santrifiijde 1500 rpm’de 5 saniye spin yapilip proteinler
yiiklemeye hazir hale getirildi. Bu asamada son olarak, jel elektroforezi yapilip proteinler

western blot analizine hazir hale getirildi.
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3.5.2. Proteinlerin western blot analizi

Jel elektroforezinden sonra elde edilen proteinler, jelden membrana transfer
edildi. Membranlar metanol ile 1 dk hidrate edilip, distile sudan gecirildi. Sonrasinda
membranlar kullanilana kadar daha 6nce hazirlamis oldugumuz transfer bufferin igerisine
birakildi. Filtre kagidi, jel ve membran aparat vasitasiyla tost yapilip tank icerisine
yerlestirilmek {izere yiiriitillen jel cikarilip distile su ile yikandi. Kasetler arasina
yerlestirme isleminden sonra membran kapatildi. Blotlama cihazina yerlestirildikten sonra
akimla beraber proteinler, jelden membrana transfer oldu. Bu transfer islemi, +4° C’de
gerceklestirdi. Transfer icin kullanilacak 120 voltta yiiriitme yapildi. Transfer islemi
tamamlandiktan sonra, membranlar ¢ikarilip transfer isleminin gergeklesip
gerceklesmedigi kontrol edildi. Marker membrana ge¢cmisse transfer gergeklesmis kabul
edildi ve ardindan membran siit tozuna koyulup shaker {izerinde 1 saat bloklama yapildi.
Daha sonra Caspase-3, Bcl-2, Beclin-1, LC3 ve Nfkb-65 ile 1 gece inkiibasyon
saglandiktan sonra ECL kemoluminesans soliisyonu (Ecotech) ile membranlardaki bantlar
goriintiilendi. Daha sonra elde edile band goriintiileri Image J programi ile bant

yogunluklari dlgiilerek B-actin ile normalize edildi (Ji vd., 2008).

3.6. istatistiksel Analiz

Calisma verileri ortalama + standart sapma olarak sunuldu. Yapilacak analizler,
verilerin parametrik olup olmama durumuna goére yapildi. Veri dagilimlarinin
normalligini belirlemek icin Shapiro-Wilk testi kullanilirken, gruplarin varyans
homojenligi Levene testi ile tespit edildi. Parametrik varsayimlar1 karsilayan veriler i¢in
tek yonlii varyans analizi, karsilamayan veriler i¢in Kruskal Wallis testinin anlamli
¢ikmasi durumunda c¢oklu karsilastirmalar icin Mann Whitney U testi yapildi. Testleri
yaparken SPSS (IBM SPSS Statistics Desktop 20.0) programindan yararlanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Karakterizasyon Analizleri ve Sonuclari

4.1.1. FTIR analizi

FTIR, K-AgNP ve K-AgNP+Dox’larin kimyasal yapisinin ve ylizey
modifikasyonlariin analizinde sikga tercih edilen bir tekniktir. Bu yontem, molekiillerin
titresimsel ve donme hareketlerini inceleyerek kimyasal bilesimleri hakkinda ayrintili
bilgi sunar (Faghihzadeh et al. 2016). FTIR analizi, 6zellikle K-AgNP ve K-AgNP+Dox
ylizeyinde bulunan fonksiyonel gruplarin tanimlanmasini saglamaktadir. Bu durum, K-
AgNP ve K-AgNP+Dox’lerin sentezi sirasinda veya sonrasinda meydana gelen kimyasal

degisimlerin izlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

Hidroksil grubu i¢in 3400 cm-1 civarinda genis bir pik gézlenir (Sekil 4.1. ve Sekil
4.2.) Buna ek olarak, karbonil gruplari igin karakteristik pik yaklasik 1650 cm-1'de ortaya
cikar. Bu bulgu, polisakkaritin nanopartikiil yiizeyine baglanma siirecinin etkili bir
sekilde gercgeklestigini gostermektedir. S6z konusu bilesik, doksorubisin bagli form
olarak tanimlanan K-AgNP+Dox'tur. Doksorubisin baglandiktan sonra hidroksil pikinde
bir yer degistirme veya kayma gozlemlenebilir. Ayrica, aromatik gruplara atfedilebilen
pikler 1500-1600 cm-1 araliginda belirgindir, bdylece doksorubisinin K-AgNP'ye
baglandig1 dogrulanir. Piklerde gozlenen kayma, doksorubisinin nanopartikiil yiizeyine
baglanmasindan kaynaklanan kimyasal etkilesimlerin bir gostergesi olarak

yorumlanabilir.
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AgNP__——
K-AgNP__——

K-AgNP+Dox ——
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Sekil 4.1. K-AgNP ve K-AgNP+Dox Karsilastirmali FTIR spektrumu

=23

K-AgNP+Dox

T T T
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Sekil 4.2. K-AgNP ve K-AgNP+Dox Karsilagtirmali FTIR spektrumu

4.1.2. UV-Vis spektroskopik analiz

UV-Vis absorpsiyon  spektroskopisi, kararli  AgNP'lerin  olusumunu

degerlendirmek icin hayati bir tekniktir AgNP'lerin genellikle yiizey plazmon rezonans

fenomeni (yiizey elektronlarinin birlikte salinimi) nedeniyle 390-425 nm'de yogun bir

absorpsiyon piki sergiledigi gozlemlenmistir Mie teorisine gore (Raut vd., 2009) metal
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kiiresel NP'lerin absorpsiyon spektrumu sirasinda sadece bir yiizey plazmon rezonans
bandi beklenir. Buna karsilik, anizotropik NP'ler, farkli morfolojilerine bagli olarak
birden fazla yiizey plazmon rezonans band sergiler. Yiizey plazmon rezonans piklerinin
artmasmin, NP'lerin simetrisindeki bir diisiisle eszamanli oldugu goézlemlenmistir
(Ramteke vd., 2013) 395 ila 420 nm arasinda degisen kimyasal olarak sentezlenmis
AgNP'lerin maksimum absorpsiyon pikleri Sekil 4.3.’te gosterilmektedir. Olgiilen
absorbans degerlerine bagl olarak, sonuglar dar boyut dagilimlarina sahip nispeten kiigiik

NP'lerin (<80 nm) olusumunu gostermektedir (Jyoti vd., 2016).

Uv-Vis
35
3
2.5
2
15
1
0.5
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Absorbans
AgNP K-AgNP K-AgNP+Dox

Sekil 4.3. AgNP, K-AgNP ve K-AgNP+Dox Karsilagtirmali Uv-Vis Spektrumu

AgNP'nin yaklagik 450 nm'de pik gosterdigi ve bodylece AgNP varligini
dogruladig gosterilmistir. K-AgNP durumunda, bu pikte hafif bir kirmizi kayma gozlenir,
bu da nanopartikiil ylizeyinde bir kaplamanin basarili bir sekilde gergeklestirildigini ve
cevresel degisikliklerin optik Ozellikleri tizerindeki potansiyel etkisini gosterir. K-
AgNP+Dox durumunda, pik daha da genisleyebilir ve hafifce kayabilir, bu da
Doxorubicin'in nanopartikiillere baglandigin1 ve ¢evresel degisikliklere neden oldugunu
diisiindiiriir. Bununla birlikte, K-AgNP ve K-AgNP+Dox'un absorbans degerleri
AgNP'den daha yiiksekti, bu da kaplama ve ila¢ yiliklemesinden sonra partikiillerin optik
yogunlugunun arttigin1 ve muhtemelen partikiil agregasyonunun da degistigini
gosterebilir. Gozlenen en yliksek absorpsiyon K-AgNP+Dox i¢in kaydedilmistir, bu da
Dox yiiklemesinin optik 6zellikleri 6nemli dlgiide etkiledigini gostermektedir. 200-350

nm araliginda 6nemli bir fark goézlenmemistir; ancak 400-500 nm araliginda gruplar
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arasindaki farklar belirginlesmistir. 450 nm civarindaki pikleri metal nanopartikiillerin

karakteristik optik 6zelliklerini yansitmaktadir.

Bulgular, AgNP, Dox ile basarili bir sekilde kaplandigini ve etkilesime girdigini
gostermektedir. K-AgNP ve K-AgNP+Dox arasindaki farklilik, ilag yiiklemesinin NP
optik oOzelliklerini degistirdigini gostermektedir. Kirmiziya kayma ve emilimdeki
degisim, yiizey modifikasyonlarmin etkinligini ve Dox’un  baglanmasim
dogrulamaktadir. Bu sonuglar, absorbans piklerinin de gosterdigi gibi, Dox un kaplanmis

AgNP ile basartyla yliklendigini gostermektedir.

4.1.3. Zeta potansiyel analizi

Zeta potansiyeli, AgQNP'lerin sulu siispansiyonlardaki kararliligin1 degerlendirmek
icin 6nemli bir parametredir. Kimyasal olarak sentezlenen AgNP'lerin zeta potansiyel
analizi sonuglari, yiizey yiikii (-/+) ve degerleri (mV) Sekil 4.4’de verilmistir. Zeta
potansiyel analizi sonuglar1 incelendiginde AgNP'lerin negatif (-) ylizey yiikiine sahip
oldugu goriilmektedir. Pozitif zeta potansiyeline sahip partikiiller negatif yiiklii yiizeylere
baglanabilir ve bunun tersi de gecerlidir. Zeta potansiyelinin bilyiikliigii partikillerin
kararliligimin bir gostergesidir, potansiyel ne kadar yiiksek olursa elektrostatik itme o
kadar biiyiik olur ve dolayisiyla kararlilik da o kadar artar. Ornegin, 0-5 mV partikiiller
toplanma egilimi gosterirken, 5-20 mV partikiiller minimum diizeyde kararli ve 20-40 mV
partikiiller orta diizeyde kararlidir. +40 mV'nin tizerinde partikiiller son derece kararlidir.
Buna gore, bu ¢alismada iiretilen AgNP'lerin zeta potansiyel degeri 30,1 + 6,8 (mV)'dir,
dolayisiyla orta derecede kararhidirlar. Elde edilen sonuglar literatiirde bildirilenlere ¢cok
yakindir (Meléndrez vd., 2010). AgNP'lerin sitotoksisitesinin NP'lerin yiizey potansiyeli
tarafindan degistirildigi ve pozitif yiiklii olanlarin en biyouyumlu, negatif yiiklii olanlarin

ise en toksik oldugu One siiriilmiistiir (Lee vd., 2011).
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.4. K-AgNP Zeta potansiyeli Analizi sonucu

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.5. K-AgNP zeta sizer analizi sonucu

Sekil 4.5.'te gosterildigi gibi, K-AgNP'lerin hidrodinamik boyut dagilimi ve zeta
potansiyel dagilimi sunulmustur. Partikiillerin baskin boyut dagilimi 500-1500 nm
civarinda yogunlagmakta olup, 100 nm civarinda kiigiik bir ikincil pik muhtemelen daha
kiigiik NP varliginin gostergesidir. Daha biiyiik boyutlardaki kii¢iik pik, partikiillerin bir
miktar agregasyonuna atfedilebilir. Ornekler arasindaki kiigiik farkliliklara ragmen, genel
dagilim karsilagtirilabilir kalmaktadir, bu da sentez yonteminin giivenilir oldugunu
gostermektedir. Zeta potansiyeli dagilimi, partikiillerin yiizey yiikiinii ve kolloidal
stabilitesini anlamak i¢in ¢ok Onemlidir. Grafik, tim orneklerin zeta potansiyelinin
agirlikli olarak yaklasik +30 ve +50 mV arasinda yogunlastigini géstermektedir. Pozitif
zeta potansiyeli, partikiil ylizeyinde katyonik bir kaplama veya pozitif yiiklii gruplarin
varligmi gostermektedir. Ayrica, +30 mV'u asan zeta potansiyelleri kararli bir

stispansiyonun gostergesidir, yani partikiiller elektrostatik itme kuvvetleri nedeniyle
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toplanma i¢in minimum egilim gosterir (Mohamed vd., 2020). Boyut dagilimi,
partikiillerin nispeten genis bir aralikta dagildigini ve popiilasyonun ¢ogunlugunun 500-
1500 nm araliginda oldugunu gostermektedir. Thmal edilebilir miktarlarda kiigiik ve
bliyiik agregatlarin varlig1 da gézlemlenmistir. Zeta potansiyeli, partikiillerin pozitif bir
yiike sahip oldugunu ve K-AgNP'leri 6zellikle biyolojik ve kimyasal uygulamalar i¢gin
cok uygun hale getiren bir Ozellik olan stabil bir silispansiyon olusturabildigini
gostermektedir (Patra vd., 2015). Zeta potansiyelindeki bu kararliligin, bu partikiillerin
cesitli uygulamalarda etkin kullanimi i¢in ¢ok Onemli bir faktér olan partikiillerin
¢okelmesini énlemesi muhtemeldir. Ornekler arasinda gézlemlenen kiigiik farkliliklara
ragmen, zeta potansiyel degerleri genellikle farkli Ornekler arasinda yakinlik

gostermektedir.

4.1.4. X-Isim difraksiyon (XRD) analizi

AgNP'lerin ve kitosan ile kaplanmis AgNP'lerin XRD analizi sonuglar1 Sekil
4.6’da verilmistir. Buna gore, XRD sonuglar1 incelendiginde, her iki 6rnegin de 10 ila 80
20 derecede dort pik noktasi gosterdigi ve bunlarin konumlarinin literatiirde rapor edilen
bilgilerle ¢ok yakindan iligkili oldugu goériilmektedir (Jyoti vd., 2016). Her iki spektrumda
da 38.1°, 44.2°, 64.3° ve 77.3%de gozlenen dort yiiksek sagilma piki sirasiyla (111), (200),
(220) ve (311) olarak indekslenmistir. Bu indisler Bragg sacilma yiizeylerinin ve altta
yatan giimiis merkezli kiibik kristal yapinin varligin1 dogrulamaya hizmet etmektedir.
Orneklerin  X-151m1 spektrumunun oldukga benzer olmasi, AgNP'lerin kitosan ile
kaplanmasinin kristal yapida herhangi bir degisiklige yol agmadigini gostermektedir
(Venkatesan vd., 2017).
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Sekil 4.6. K-AgNP’nin X 1511 kirinimi (XRD)

XRD (X-1g1n1 Kirmnimi) sonucu, K-AgNP (Kaplanmig Giimiis Nanopartikiiller)
numunesinin kristal yapisinin kapsamli bir analizi, giimiis nanopartikiillerin kristal
yapisint sunan farkli pikler gostermektedir. Keskin tepelerin varligi K-AgNP'nin kristal

bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir.

20 = 38°, 44°, 64° ve 77°'de bulunan pikler, Yiiz Merkezli Kiibik (FCC) bir yap1
sergileyen metalik giimiis (Ag) fazina karsilik gelmektedir. Bu piklerin keskin ve yogun
yapist, yiiksek derecede kristallige isaret etmektedir. Kaplama isleminin amorf bir yapiyla
sonuglanmasi durumunda, genis ve diisik yogunluklu pikler gézlemlenecektir. Keskin
piklerin varligi, giimiisiin kaplama isleminin ardindan kristal yapisini korudugunu

gostermektedir (Govindan vd., 2012).

XRD analizi, K-AgNPnin kristal bir yap1 sergiledigini ve glimiis
nanopartikiillerin FCC yapisin1 korudugunu gostermektedir. Keskin piklerin varligi,
numunenin yiiksek safliginin ve dnemli 6lgiide kristallesme derecesinin gostergesidir.
XRD analizi, K-AgNP kristal yapisin1 korudugunu ve metalik giimiisiin FCC faz
karakteristigine uydugunu gostermektedir. Belirgin pikler ytiksek kristallik derecesini ve

AgNP’lerin safligin1 dogrulamaktadir (Albeladi vd., 2020).
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4.1.5. SEM analizi

K-AgNP ile K-AgNP + Dox'un yapt morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(JEOL JSM-5800 LV, Tokyo, Japonya) kullanilarak belirlenmistir. 3-5 mm kalinligindaki
kitosan ve K-AgNP kompozit 6rnekleri 0,2 M fosfat tamponunda (pH 7,2) %2,5 (v/v)
¢ozdiiriilmiistiir. Ornekler daha sonra bronz bir saplama iizerinde biriktirilmis ve

hizlandirilmig 20 kV voltajda gézlemlenmistir (Dara vd., 2020).

o det. \ mode  mag [J
“° | ETD  20.00kv | SE 60000 x

Sekil 4.8. K-AgNP + Dox SEM goriintiisii

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterildigi gibi, K-AgNP ve Dox baglh K-AgNP'nin
taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri NP yiizey morfolojisini ortaya
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koymaktadir. Sekil 4.6, K-AgNP yapisinin belirgin bir toplanma egilimi ve gézenekli bir
yapt sergiledigini gostermektedir. Boyle bir ylizey morfolojisi, yiiksek yiizey alani
nedeniyle ilag dagitimi ve biyomedikal uygulamalar i¢in avantajli olabilir. Kitosan
kaplamanin NP stabilizasyonuna katkida bulundugu ve ylizey ozelliklerini degistirdigi
diistiniilmektedir. Sekil 4.7 de gosterildigi gibi, Dox’un K-AgNP'ye baglanmasi, ilacin
NP yiizeyi boyunca heterojen bir dagilimini ortaya ¢ikarmakta ve yiizey morfolojisinde
onemli degisikliklere neden olmaktadir. Dox’un K-AgNP yiizeyine baglanmasi NP’lerin
ylizey topografisini degistirerek daha diizensiz bir morfolojik yapinin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Bu bulgu, ilacin K-AgNP yiizeyine basarili bir sekilde yiiklendigini
gostermektedir. K-AgNP'nin bir ilag tasiyici sistem olarak etkinligini degerlendirmek igin

daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, SEM goériintiilerinden elde edilen sonuglar K-AgNP'nin basarili
sentezini ve Dox yiiklemesini gostermektedir. Bu bulgular, nanopartikiillerin ilag dagitim
sistemleri i¢in uygun bir aday olabilecegini ve biyomedikal uygulamalarda potansiyele
sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, sistemin etkinligi ila¢ salim kinetigi,
biyouyumluluk ve hiicresel etkilesimler gibi ek analizlerle daha ayrintili olarak

degerlendirilmelidir.

Hepatosit karsinogenezine yol acan adimlar1 anlamamizdaki ilerlemeler, mevcut
tedavi yontemlerinin tedavisi de dahil olmak {izere ¢ok sayida yeni tedavi stratejisinin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Karaciger kanserinin tedavisi, hasta bazinda segilen
seceneklerle multidisipliner ve multimodel bir terapdtik yaklasimdir. Bu secgimler
genellikle tiimor evresi ile altta yatan karaciger hastaliginin derecesi ve hastanin
performans durumu arasindaki karmagsik etkilesime gore bireysellestirilir. HCC ve
molekiiler hedefli tedavinin gelismis 6ngoriicii, tanisal ve prognostik biyobelirteglerinin
gelistirilmesi, HCC'li hastalarin genel sagkaliminda evreler arasinda iyilesmelere yol
acabilir (Zhonghao vd., 2024).

Nanotasiyicilarin toksikolojik 6zelliklerini degerlendirmek i¢in biyolojik temelli
testler yapmak c¢ok oOnemlidir. Buna ek olarak, fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin
belirlenmesi ve kullanim amacina uygunlugunun tespit edilmesi de ¢ok Onemlidir.

NP'lerin toksik etkisini azaltmak i¢in ya uygun bir sentez yontemi uygulanmali ya da
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biyouyumlulugu yiiksek uygun dogal kaplayicilar kullanilarak NP'ler modifiye
edilmelidir. Bu baglamda, kaplama ajanlariin AgNP'lerin bakteri hiicreleriyle
etkilesiminde ve bakteri hiicrelerinin gingival fibroblast toksisitesi ile etkilenmesinde

onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Liu vd., 2013).

Son yillarda AgNP'lerin oral ila¢ olarak kullaniminin artmasma ragmen,
ksenobiyotiklerin yerel hiicrelere ve dokulara maruz kalmasiyla iliskili potansiyel risklere
iliskin endiseler devam etmektedir (Besinis vd., 2015). Kaplama maddelerinin
AgNP'lerin toksisitesi lizerindeki etkisini arastiran ve Ozellikle kaplama maddelerinin
NP'lerin toksisite profilini degistirmedeki roliine odaklanan bir aragtirma grubu ortaya
cikmistir. Bu arastirmanin bulgulari, kaplama maddesinin AgNP'lerin toksisitesini
belirlemede ¢ok onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Ayrica, ¢alismalar belirli
kaplama maddelerinin NP'lerin toksisitesini azaltma kapasitesine sahip oldugunu
gostermistir. Buna ek olarak, kitosan kapli NP'lerin, kaplanmamig NP'lere kiyasla endotel
hiicreleri i¢in 6nemli 6l¢iide daha az toksik oldugu gézlemlenmistir (Azadpour vd., 2022).
Bu calismalar toplu olarak, dogal toksisiteye sahip AgNP'lerin uygun kaplama
maddeleriyle kapsiillenebilecegini ve kemoterapdtik bir ilag olan Dox ile baglandiginda
karaciger kanseri hiicreleri tizerine etkisini gdstermektedir ki bu, NP'lerin biyolojik ve
miihendislik alanlarindaki genis kapsamli uygulamalar1 g6z oniine alindiginda biiytik

Onem tastyan bir gelismedir.

Bu aragtirmada AgNP'ler sentezlenmis ve daha sonra 'kitosan' olarak bilinen bir
kitin biyopolimeri ile kaplanmistir. AgNP'lerin sentezi, X-151m1 sagilma spektrumunda
dort karakteristik pikin (111), (200), (220) ve (311) varlig1 ve UV-Vis spektrometresinde
395 ila 420 nm arasinda gozlenen bir absorbsiyon ile dogrulanmistir. Zeta potansiyel
analizi, tiretilen gilimiis nanopartikiillerin kararliligin1 géstermis, TEM analizi ise nano
Olgekte partikiillerin sentezlendigini dogrulamistir. XRD analizi, AgNP'lerin kitosan ile
kaplanmasinin yapidan 6diin vermeden gergeklestigini ortaya koymustur. Toksik 6zellikli
AgNP'lerin yapilarindan 6diin vermeden biyouyumlu kitosan polimeri ile kaplanmasi
onemlidir. Sonu¢ olarak, AgNP'lerin 06zellikle canli organizmalarda potansiyel
uygulamalarinin 6nemli dlgiide genislemesi beklenmektedir. Bu c¢alisma, nano boyutlu
Ag partikiillerinin bir kitosan tabakasi ile kaplanmasinin biyouyumluluk alaninda yeni

arastirmalar1 tesvik edecegini gostermektedir. Bu baglamda, metal bazli nanotasiyicilarin
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toksik oOzelliklerini hafifleten yeni sentez yOntemlerinin belirlenmesi ve 0Ozellikle
biyomiihendislik alanlarinda insan hayatin1 etkileyen alanlarda tasarlanmis

nanotastyicilarin kullanilmasi igin yeni yollarin kesfedilmesi zorunludur (Jing vd., 2023).

4.2. Ila¢ Kapsiilasyon Verimliligi

y =0.0079x + 0.0459
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Sekil 4.9. Doksorubisin standart grafigi

Farkli konsantrasyonlarda ve 4 tekerriir olacak sekilde hazirlanan ilag dozlarmin
480 nm dalga boyunda absorbans degerleri alinip asagidaki formiile gore hesaplandi. Bu

degerler sirasiyla;

1. Tekerrir: 0,107
2. Tekerrir: 0,113
3. Tekerriir: 0,108
4. Tekerrir: 0,117

olarak gozlemlendi. Bu hesaplama yapilirken yukaridaki Sekil 4.9’da yer alan
y=mx-+b formiilii kullanildi. Buna gore x: bilinmeyen konsantrasyon ve y: siipernatandaki
absorbans degeridir. Bu sekilde x degeri bulunarak yiizde kapsiilasyon orani (EE)
asagidaki formiile gore %91,72 olarak belirlendi.

flacin baslangi¢c miktar1 — ilacin siipernatandaki serbest miktar1 (y = mx + b)
%EE = x100

ilacin baslangi¢c miktari
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4.3. Tla¢c Salimim

Salinim i¢in 7.4 pH; 2, 4, 6, 24 ve 48 saat olmak tizere 5 farkli saat araligi ve 37°C

sicaklik olmak tizere farkli parametreler kullanilmistir.

K-AgNP+Dox

2.saat 4 saat 6.saat 24.saat 48.saat
Zaman Araliklar

Sekil 4.10. K-AgNP+Dox’un Ilag Salmim Sonucu

Sekil 4.10'da gosterildigi gibi, K-AgNP’ler ile kapsiillenmis Dox salinim profili
baslangigta hizli bir artis gostermekte ve bunu zaman icinde kademeli bir artis
izlemektedir. Grafigin analizi, salim oraninin ilk 2 saatte yaklasik %20'den 6. saatte
maksimum yaklasik %80'e ¢iktigin1 ortaya koymaktadir. 24. saatte ilacin saliniminda
belirgin bir hizlanma gozlenmis ve 48. saatin sonunda %80'in {izerinde bir salinim oranina
ulagilmistir. Bu da ilacin kitosan kapli giimiis nanopartikiil ylizeyine basarili bir sekilde
yiiklendigini ve kontrollii bir sekilde salindigini1 géstermektedir. Kitosan kaplamanin ilag
salinim siireci tizerindeki etkisi, baslangigta hizli bir salinim, ardindan stabilizasyon ve
sonraki saatlerde siirekli bir salinim profili ile 6nemli bulunmustur. Bu sonug, kitosanin
biyopolimer yapisinin ve giimiis nanopartikiillerin ylizey 6zelliklerinin salim kinetigi

tizerindeki etkinligini gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, K-AgNP'nin bir ilag tasiyici sistem olarak etkili bir platform
sundugunu Ve kontrollii bir salim mekanizmasi ile Dox'un uzun vadeli terapétik etkilerini
saglayabilecegini gostermektedir, ancak salim kinetiginin daha eksiksiz bir sekilde

anlasilmasi i¢in daha fazla mekanistik ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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4.4. Hiicre Canhih@1 Analizi (CVDK-8)

Dox

120

100
100
¢ 80
(5]
:E
60
S

1825 2326 1955 182

20 l I I l 914 853
. - =

Kontrol 125 25 50 100 200

Sekil 4.11. HEPG2 hiicrelerine uygulanan Dox (pg/mL) uygulamalarina ait 24 saatlik
hiicre canlilig1 analizleri sonucu

Sekil 4.11°de yiiksek Dox’un konsantrasyonlarinin hiicre canliliginda belirgin bir
disise yol agtigimi  gostermektedir. Hiicre canliigindaki azalma  Dox
konsantrasyonundaki artisla orantilidir; 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarda 6nemli bir
diisiis gozlendi ve bu da hiicre canliligiin neredeyse ihmal edilebilir bir diizeye inmesine
yol agmaktadir. Bu bulgular Dox’un HepG2 hiicreleri lizerinde 6nemli bir sitotoksik etki

gosterdigini ortaya koymaktadir.

K-AgNP
120
100
100 93,0
81,6
= 78,6 78,4 ’
2 80
c
S
o 60
S
o
::3:
< 40
20
4,6 4,1
0 [ | [ ]
Kontrol 6,25 12,5 25 50 100 200

Sekil 4.12. HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP uygulamalarina ait 24 saatlik hiicre
canlilig1 analizleri sonucu.
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Sekil 4.12°de K-AgNP yiiksek konsantrasyonlarmin hiicre canliliginda 6nemli bir
diisiise neden oldugunu gostermektedir. Diisiik konsantrasyonlarda (%6,25 - 50 ug/mL)
hiicre canlilifi %80-90 araliginda kalirken, yiiksek konsantrasyonlarda (100 ve 200
ug/mL) hiicre canliliginda 6nemli bir diisiis gozlenmistir. Bu bulgular K-AgNP'nin
yiiksek dozlarmin HEPG2 hiicreleri iizerinde belirgin bir sitotoksik etki gosterdigini

ortaya koymaktadir.

K-AgNP+Dox (ug/mL)

100
66.41  67.95
54.25 51
I I 13.96
321
Z N
6,25 12,5 25 50 100

200

% Hiicre Canhh@
= =
N SN (o2} (o0} o N
o o o o o o

()

Kontrol ,

Sekil 4.13. HEPG?2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox (pg/mL) uygulamalarina ait 24
saatlik hiicre canlili1 analizleri sonucu.

Sekil 4.13°de K-AgNP+Dox konsantrasyonundaki artisin hiicre canliliginda
onemli bir diislise yol actigin1 géstermektedir. Diislik ve orta konsantrasyonlarda (6,25 -
50 pg/mL), hiicre canliligt yaklagitk 9%050-70 araliginda kalirken, yliksek
konsantrasyonlarda (100 ve 200 pg/mL) hiicre canliligi énemli dlglide azalmistir.
Ozellikle 100 pg/mL konsantrasyonu, sadece %3,21 hiicre canlilig1 ile sonuglandigindan,
bu konsantrasyonda yiiksek derecede hiicresel toksisiteye isaret ettiginden 6zellikle ilgi
¢ekicidir. Bu bulgular K-AgNP+Dox'un HEPG2 hiicrelerine karsi etkili bir bilesik

oldugunu ve hiicre canliligin1 6nemli dl¢iide azalttigin1 gostermektedir.
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4.5. RT-PCR Sonuclari

=)}

AKT (2*-AACY)

ia.ail..

Kontrol 24h Dox 24h  K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox Kontrol 48h Dox 48h K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox
(15) 24h (25) 24h (15) 48h (25) 48h

n

=

Relative mRNA eskpresyonu
(S (%)

—

(=]

Sekil 4.14. 24 ve 48 saat boyunca HEPGZ2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda AKT geninin ekspresyon seviyeleri.

Bu sonuglar, farkli konsantrasyonlar ve siireler icin Dox ve K-AgNP'nin AKT gen
ekspresyonu iizerindeki etkilerini degerlendirmektedir (Sekil 4.14). 24 saatlik sonuglarda,
K- 15ug/mL K-AgNP+Dox konsantrasyonunun, AKT ekspresyonunu dnemli 6l¢iide
artirdigini, 25pg/mL K-AgNP+Dox konsantrasyonunun ise ekspresyonda azalmaya
neden oldugunu gostermektedir. 48 saatlik sonuclar hem Dox hem de K-AgNP+Dox
uygulamalarinin, ozellikle yiiksek doz uygulamalarinda AKT gen ekspresyonunu
artirdigin1  gostermektedir. Bu bulgular, Dox ve K-AgNPnin hiicreler iizerindeki
etkilerinin anlagilmas1t ve bu bilesiklerin hiicre i¢i sinyal yollarindaki rollerinin
incelenmesi agisindan énemlidir (Mishra vd., 2009). HEPG2 hiicrelerine uygulamalar

sonrast AKT mRNA ifadelenmesindeki degisim Sekil 4.14°de sunulmustur.
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(=)}

PI3K (27-AACY)

Kontrol 24h Dox 24h  K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox Kontrol 48h Dox 48h K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox
(15) 24h (25) 24h (15) 48h (25) 48h

h

=

9]

Relative mRNA eskpresyonu
— [

=]

Sekil 4.15. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda PI3K geninin ekspresyon seviyeleri.

PI3K ekspresyon seviyesi 24 saatlik Dox uygulamasi grubunda PI3K
ekspresyonunda diisiise neden olurken, 48 saatlik Dox uygulamast grubunda
ekspresyonda artisa yol agmustir. 15 pg/mL K-AgNP+Dox konsantrasyonu 24 saatte
PI3K ifadesini artirirken, 25 pg/mL konsantrasyonlu 24 saatte ifadeyi hafifce azaltmigtir.
48 saatte, her iki konsantrasyon da PI3K ifadesinde 6nemli bir artis sergilemistir. HEPG2
hiicrelerine uygulamalar sonras1t PI3K mRNA ifadelenmesindeki degisim Sekil 4.15.’te

sunulmustur.

(F%]

BAX (27-AACH)

Lﬁii.l."

Kontrol 24h  Dox 24h K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox Kontrol 48h  Dox 48h K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox
(15) 24h (25) 24h (15) 48h (25) 48h

o
o

[

Relative mRNA eskpresyonu

(=]
T

0

Sekil 4.16. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda Bax geninin ekspresyon seviyeleri.
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Bu sekilde, HEPG2 hiicrelerinde degisen kosullarin BAX gen ekspresyonu
tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in PCR tabanli bir yaklasim kullanilmigtir. Bulgular,
kitosan kapli giimiis nanopartikiiller (K-AgNP) ve Dox uygulamasinin BAX geninin
MRNA ifadesini 6nemli dl¢iide etkiledigini ortaya koymaktadir. 24 saatlik tedavi siiresi,
Dox tedavisinin kontrol grubuna kiyasla BAX gen ifadesinde bir azalmaya yol actigini
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, diisik konsantrasyonlarda K-AgNP+Dox
uygulamasint BAX gen ifadesini neredeyse kontrol seviyesine getirmistir. Tersine,
yiiksek konsantrasyonlarda (25 pg/mL) K-AgNP+Dox uygulamast BAX gen ifadesinde
kontrol seviyesine kiyasla bir azalma ile sonug¢lanmigtir. Bununla birlikte, hem 15 pg/mL
hem de 25 upg/mL konsantrasyonlarda K-AgNP+Dox uygulamasinin BAX gen
ekspresyonunu, ozellikle BAX gen ekspresyonunun maksimuma ulastigi 25 pg/mL
konsantrasyonda, onemli 6l¢iide yiiksek bir seviyeye ¢ikardigr dikkat ¢gekmektedir. Bu
bulgular, Dox ve K- AgNP uygulamasinin HEPG2 hiicrelerinde apoptozun (programli
hiicre o6liimii) indiiklenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini ve BAX gen
ekspresyonunu artirarak hiicre 6limiinti tesvik edebilecegini gostermektedir. HEPG2
hiicrelerine uygulamalar sonras1 Bax mRNA ifadelenmesindeki degisim Sekil 4.16.’da

sunulmustur.

BCL2 (2*-AACY)

.'Iﬁ.{.'ll

Kontrol 24h Dox 24h K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox Kontrol 48h Dox 48h K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox
(15) 24h (25) 24h (15) 48h (25) 48h

Relative mRNA eskpresyonu
— o [9S] = wn (=) ~1

(=]

Sekil 4.17. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda Bcl-2 geninin ekspresyon seviyeleri.

Elde edilen bu veri, K-AgNP’¢ yiiklenmis Dox uygulamalarinin BCL2 geninin
MRNA seviyelerini etkileyebildigini gdstermistir. Dox uygulamasinin BCL2 gen
ifadesinde nemli bir artigsa neden oldugu tespit edilmistir. K-AgNP+Dox uygulamasinin
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diisiik konsantrasyonlarda BCL2 ekspresyonunda artisa sebep olurken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda bu artis azalmistir. 48 saat sonra, Dox uygulamasinin BCL2 gen
ekspresyonunda 6nemli bir artisa yol actig1 goriilmiistiir. Diisiik konsantrasyonlarda K-
AgNP+Dox uygulamas: yiiksek BCL2 ekspresyonu ile sonug¢lanmigken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda BCL2 gen ekspresyonu yiikselmistir. Bu bulgular, BCL2 gen
ekspresyonunun farkli konsantrasyonlarda K-AgNP+Dox uygulamalarinin varliinda
onemli degisikliklere ugradigini géstermektedir. HEPG2 hiicrelerine uygulamalar sonrasi

Bcl-2 mRNA ifadelenmesindeki degisim Sekil 4.17.’de sunulmustur.

)
h

EGFR (2*-AACY)

' ini“

Kontrol 24h Dox 24h  K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox Kontrol 48h Dox 48h  K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox
(15) 24h (25)24h (15) 48h (25) 48h

Relative mRNA eskpresyonu
(=] et [
n —_ th &) n w

(=]

Sekil 4.18. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda EGFR geninin ekspresyon seviyeleri.

HEPG2 hiicrelerinde EGFR geninin ifade seviyelerini degerlendirme
analizimizde, K- AgNP+Dox uygulamasinin EGFR geninin ifade seviyelerini dnemli
Olciide etkiledigini gostermektedir. Dox uygulamasi, 24 saat sonra EGFR geninin
ifadesinde bir diisiise neden olmustur, ancak diisiik konsantrasyonlarda K-AgNP+Dox
uygulamasi ifadeyi artirmistir. Yiiksek konsantrasyonda (25 pg/mL) ise K-AgNP+Dox
uygulamasi ifadeyi daha da azaltmustir. 48 saat sonra, Dox tedavisi EGFR geninin
ifadesinde artisa neden olmustur. Diisiik konsantrasyonlarda K-AgNP+Dox uygulamasi
onemli bir ifade artis1 gosterirken, yliksek konsantrasyonda en yiiksek ifade seviyeleri
goriilmiistiir. HEPG2 hiicrelerine uygulamalar sonrast EGFR mRNA ifadelenmesindeki

degisim Sekil 4.18.’de sunulmustur.
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5 mTOR (22-AACY)

3
25
2
1.5
1
0.5
0

Kontrol 24h Dox 24h  K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox Kontrol 48h Dox 48h K-AgNP+Dox K-AgNP+Dox
(15) 24h (25) 24h (15) 48h (25) 48h

Relative mRNA eskpresyonu

Sekil 4.19. 24 ve 48 saat boyunca HEPG2 hiicrelerine uygulanan K-AgNP+Dox’un farkli
kosullar altinda mTOR geninin ekspresyon seviyeleri.

RT-PCR analizinde, Dox uygulamasinin mTOR gen ifadesinde nemli bir diisiise
neden oldugu tespit edilmistir. K-AgNP+Dox uygulamasi diisiik konsantrasyonda
uygulandiginda mTOR ekspresyonu artarken, yiiksek konsantrasyonda ise azalmistir. 48
saatte, Dox uygulamas1t mTOR gen ekspresyonunu artirmistir. Diisiik konsantrasyonlarda
K-AgNP+Dox uygulamast mTOR gen ekspresyonunu 6nemli 6l¢giide artirmigken, yiiksek
konsantrasyonlarda ¢ok yiiksek seviyelere c¢ikmistir. Bu bulgular, K-AgNP+Dox
uygulamalarinin belirli konsantrasyonlarda ve zaman dilimlerinde mTOR gen
ekspresyonunu etkileyebilecegini gdstermektedir. Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda
uygulamalari, mTOR geninin ekspresyonunu artirarak 6nemli biyolojik etkiler yapabilir.
HEPG2 hiicrelerine uygulamalar sonrast mTOR mRNA ifadelenmesindeki degisim Sekil
4.19.”da sunulmustur.

4.6. Western Blot Analizi Sonuc¢lari

Tiim hiicre gruplarma ait protein ekspresyonu analizinde, NFxB-p65 protein
seviyeleri incelendiginde, Dox grubu kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artig
gostermistir (p < 0.05). K-AgNP+Dox (15 puM ve 25 uM) gruplart NFkB-p65
ekspresyonunda anlamli bir azalma saglamistir (p < 0.05), bu durum her iki grupta da
Dox’un inflamatuvar etkilerinin baskilandigin1 goéstermektedir. LC3 seviyeleri Dox
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde artmis (p < 0.05), K-AgNP+Dox (15
uM ve 25 uM) gruplarinda ise LC3 seviyeleri Dox grubuna benzer diizeylerde kalmistir.
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Beclinl protein ekspresyonu, Dox ve K-AgNP+Dox (15 uM ve 25 uM) gruplarinda

kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmistir (p < 0.05); bu artis, otofaji aktivitesindeki

yiikselmeye isaret etmektedir. Caspase-3 seviyeleri Dox grubunda kontrol grubuna

kiyasla artmis (p < 0.05), ancak K- AgNP+Dox (15 uM ve 25 uM) gruplarinda anlaml

sekilde azalmigtir (p < 0.05), bu da K-AgNP'nin apoptotik siiregleri baskilama

potansiyelini gostermektedir. Son olarak, BCL-2 seviyeleri DOX grubunda kontrol

grubuna gore azalmis (p < 0.05), ancak K- AgNP+Dox (15 uM ve 25 uM) gruplarinda

kontrol seviyelerine yakin diizeylere ulagsmistir (p < 0.05). Bu sonuglar, K-AgNP+Dox’un

hiicresel hasar1 azalttigini ve koruyucu bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Tim

hiicre uygulama gruplarina ait western blot bant goriintiileri, bant yogunluklar1 degerleri

ve karsilastirmalar1 Sekil 4.20.”de sunulmustur.
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Sekil 4.20. Tim hiicre gruplarina ait relative protein ekspresyon seviyeleri ile Western
blot bantlari. NFKB-p65, LC3, Beclinl, Bcl-2 ve Kaspaz-3'in ekspresyon
yogunluklar1 ve degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Harflendirmeler (a,b) gruplar arasindaki protein ekspresyonundaki
farkliliklar1 gostermektedir.

Kitosan, ilaglarin yavas ve kontrollii salim preparatlarinin gelistirilmesinde ve

timorler i¢in hedefe yonelik tedavide yaygin olarak kullanilmaktadir. Kendine 6zgii

fizikokimyasal Ozellikleri ve biyolojik karakteristikleri nedeniyle, yavas ve kontrollii
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salim ajani, mukozal adsorban, emici ve penetrasyon artirici, makromolekiiler ajan,
pargalayici, kaplama malzemesi ve diger ilaglarin (veya proteinlerin, peptitlerin, genlerin)
tasiyicisi olarak hedefli ila¢ dagitim sistemlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Cesitli lokal veya bolgeye 0zgii uygulama yontemleriyle, maruz kalma siiresinin
uzatilabilecegi, ila¢ emiliminin artirilabilecegi, etkinligin iyilestirilebilecegi ve advers
reaksiyonlarin azaltilabilecegi gosterilmistir. Bilimsel ve teknolojik araglarin artan
kullanim1 ve fiziksel ve kimyasal yontemlerin siirekli gelisimi goz Oniine alindiginda,
kitosan preparatlarinin kalitesinin ve gelisiminin artmaya devam edecegi tahmin

edilmektedir (Illum vd., 1994).

Biyouyumlu K-AgNP’ler Dox igin bir iletim sistemi gelistirmek iizere
kullanilmistir. Nanopartikiillerin fizikokimyasal o6zelliklerinin hiicresel alim ve
icsellestirme {izerinde Onemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Dox yiikli K-
AgNP’ler, yiiksek kapsiilleme etkinligi, kiiresel partikiillerin agregasyonunun olmamasi,
100 nm'den kiigiik tek tip partikiil boyutu ve pozitif zeta potansiyeli gibi olumlu 6zellikler
sergilemistir. Pozitif yiiklii partikiiller ve negatif yiiklii hiicre membranlar1 arasindaki
elektrostatik etkilesimler iyi belirlenmistir. Serbest Dox ve K-AgNP + Dox'un FTIR
spektrumlarinin benzerligi ve bir fosfat pikinin varligi, Dox’un K-AgNP'lere basaril bir
sekilde yiiklendigini gostermektedir. K-AgNP + Dox’un FTIR spektrumunda genis bir
hidroksil grubu pikinin varligi Dox’un K-AgNP’ye yiiklendigini dogrulamaktadir. Bu
kimyasal kayma, ilag, kitosan polimeri arasindaki iyonik etkilesimden kaynaklaniyor

olabilir.

Glimiis nanopartikiiller, ¢esitli terapdtik uygulamalar igin yiliksek potansiyele
sahip bir inorganik nanoila¢ smifidir. Onceki calismalarin ¢ogu AgNP'lerin ilag
tastyicilart olarak uygulanmasina odaklanmistir (Gomes vd., 2021). Bununla birlikte,
AgNP'lerin ilag aktivitelerinin arastirilmasi i¢in hala erkendir. Daha 6nceki bazi raporlar,
AgNP'lerin hiicresel DNA ile etkilesim yoluyla genotoksisitenin indiiklenmesi ve
ardindan apoptozun baslatilmas: icin bir katalizor olarak hareket etme potansiyeline
deginmistir (Gomathi vd., 2020). Ayn1 zamanda AgNP'lerin hiicresel alimini1 takiben
mitokondri ve ¢ekirdeklerde maksimum Ag+ birikimi oldugu bildirilmistir (Buttacavoli
vd., 2017). Bununla birlikte, se¢ici olmayan AgNP'lerden kaynaklanan hedef disi1 toksisite

potansiyeli bir endise kaynagi olmaya devam ettiginden, bu bulgularin klinik diizeye
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aktarilmasi belirsizligini korumaktadir.

K-AgNP’nin hem ortam sicakliginda hem de 4°C'de uzun siireli depolama
sirasinda dikkate deger bir fiziksel stabilite sergilemesi dikkat ¢ekicidir. Bu yiiksek
stabilite, nanopartikiiller arasindaki etkilesimleri en aza indiren ve agregat olusumunu
engelleyen kitosan ile kaplamanin sagladigi yiiksek zeta potansiyeline baglanabilir
(Kaufman vd., 2007). K-AgNP’nin oda sicakliginda uzun siireli depolamadan sonra
stabilitesini ve fizikokimyasal 6zelliklerini koruyabilmesi, nanomedikallerin ¢ogunda
eksik olan bir 6zellik olan klinik potansiyellerini artiran énemli bir avantajdir (Younis

vd., 2022).

Daha once belirtildigi gibi Dox, DNA ile iligkili enzimlere baglanarak islev goriir
ve DNA'nin ¢ift sarmal yapisina niifuz edebilir. Dox, topoizomeraz | ve Il enzimleri gibi
coklu molekiiler hedeflere baglanarak, anti-proliferasyon ile birlikte ortaya ¢ikan ve DNA
hasari ile sonuglanan cesitli sitotoksik etkilere neden olur. Apoptoz veya programlanmig
hiicre 6liimii siireci, DNA hasariin onarimi basarisiz oldugunda ve hiicre proliferasyonu
G1 ve G2 fazlarinda durduruldugunda baglatilir. Ayrica, Dox’un hem DNA hem de RNA
polimerazi inhibe ederek DNA'ya interkalate oldugu ve sonugta DNA replikasyonunu ve

RNA transkripsiyonunu durdurdugu bilinmektedir (Gewirtz vd., 1999).

Dox’un etkileri arasinda serbest radikallerin tiretimi de yer alir ve bu da daha fazla
DNA hasarina yol agabilir. Ayrica, Dox’un makromolekiil iiretimini inhibe ettigi, DNA'y1
ayristirdig1 veya ayirdigi ve alkilasyonu artirdigr gosterilmistir. DOX'un sadece niikleer
DNA'nin degil aym1 zamanda mitokondriyal DNA'nin yapisina da katilabildigi
gosterilmistir. Ayrica Dox, plazma proteinlerine baglanarak hiicre membranini dogrudan
etkiler ve Dox’un enzimatik elektronlarinda azalmaya neden olur. Bu siire¢, hidroksil
serbest radikallerinin oldukca reaktif tiirlerinin olusmasiyla sonuglanir. Bu serbest
radikaller ilacin kullanimiyla iligkili zararli yan etkilerden sorumlu olmakla birlikte,
Dox’u giiclii bir anti-kanser ilac1 haline getiren ayn1 mekanizmalar onu ¢esitli kanser

tiirlerine karsi da etkili kilar (Ashley vd., 2009).

Kitosan kapli giimiis nanopartikiillerin hiicresel alim mekanizmalar1 iizerine

yapilan arastirmalar, bu nanopartikiillerin sitotoksik etkilerini ve hiicre i¢i dagilimini
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incelemistir. Ornegin, kitosan kaplamanin, nanopartikiillerin hiicre zarina yapisma
kapasitesini artirarak endositoz siirecini  hizlandirdigr  gosterilmistir.  Ayrica,
nanopartikiillerin yiizey yikii, hiicre zarindaki negatif yiiklerle etkilesime girerek
hiicresel alimi1 kolaylastirabilir. Bu nanopartikiillerin, parcalandiklar1 ve aktif
bilesenlerini serbest biraktiklari lizozomlara hiicre i¢i tasinimi da gosterilmistir (Atar vd.,
2021).

Dox'un kitosan ile kaplanmis glimiis nanopartikiiller ile kombinasyonu hiicre
canlilig1 ve toksisite agisindan 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bu kombinasyon, Dox'un
tek basma kullanimina kiyasla daha etkili bir tedavi segenegi olarak kabul edilmektedir.
K- AgNP'nin Dox ile birlikte kullanilmasi, hiicre membranma gelismis baglanma,
kolaylastirilmis hiicresel alim mekanizmalar1 ve hedeflenen tedavi etkinliginin artirilmasi
gibi gesitli faydalar saglar. Dox yiiklii nanopartikiillerin kontrollii salinimi, toksisiteyi en

aza indirerek saglikli hiicrelere zarar verme riskini daha da azaltir (Jabar vd., 2022).

Doksorubisin, kanser tedavisinde kullanilan farmasotik bir ajandir. Dox’un
oksidatif strese ek olarak mitokondriyal bozulma, apoptoz, otofaji ve fibrozis katkida
bulunan faktorler olarak tanimlanmistir. Adenozin monofosfat ile aktive olan protein
kinaz (AMPK) bu siireglerde merkezi bir oyuncu olarak tanimlanmistir. AMPK,
mitokondriyal biyogenezin diizenlenmesi, apoptozun azaltilmasi, otofajinin artirilmasi ve
fibrozun azaltilmasi gibi mekanizmalarda yer almaktadir. Dox'un apoptotik etkisine
adenozin monofosfat protein kinaz yolunun aktivasyonu aracilik etmistir (Timm vd.,
2020). K- AgNP + Dox uygulamasi, apoptotik gen ekspresyonunda artis ile
sonu¢lanmistir. Dox uygulamasi ile K-AgNP+Dox uygulamalariin hiicresel apoptoz
mekanizmasi lizerinde uyarict etkilerinin oldugu ve bunun 24 saatte nispeten arttigi, 48
saatlik uygulamada ise belirgin bir artisin gergeklestigi goriilmiistiir. Bu etkiler
nanopartikiil ile yliklenmis Dox’un Hepg2 hiicre hattinda etkin bir tedavi ajani

olabilecegini gostermektedir.

PI3K/mTOR/Akt yolu, hiicresel biiylime, farklilasma ve hayatta kalmay1
diizenleyen ¢ok onemli bir sinyal yoludur. Kanser gibi kontrolsiiz hiicresel biiylime ile
isaretlenen hastaliklarda, bu yol siklikla asir1 aktive olur ve bdylece kanser hiicrelerinin

hayatta kalmasini tesvik eder. Sonug olarak, bu yolu hedeflemeyi amaglayan terapotik
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stratejilerin gelistirilmesi, kanser tedavisinde 6nemli bir arastirma alani olarak ortaya
cikmigtir. Dikkate deger bir yaklasim, K-AgNP ile yiiklenmis Dox kombinasyonunu
icerir; bu kombinasyon, kanser hiicrelerinde apoptozu artirirken saglikli hiicrelere
toksisiteyi en aza indirme kabiliyetiyle dikkat ¢ekmistir ve bu spesifik yolu modiile
ederek basarilmistir. Dox'un klasik mekanizmalar1 arasinda DNA'ya baglanarak hiicre
dongiisiiniin durdurulmast ve apoptozun tetiklenmesi yer alir. Bununla birlikte, Dox'un
tek basina uygulanmasi saglikli hiicrelerde ciddi yan etkilere neden olma potansiyeline

sahiptir (Xia vd., 2015).

Bu baglamda, K-AgNP kullanim1 ¢ok 6nemli bir unsur olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Kitosan kaplamanin sagladigi biyouyumluluk ve nanopartikiillerin sagladigi hedefleme
kapasitesi Dox'un terapotik indeksini artirmaktadir. K-AgNP, Dox'un hiicresel alimini
artirarak kanser hiicrelerinde birikmesini kolaylastirir ve PI3K/mTOR/Akt yolunu
hedefleyerek yasam dongiilerini etkiler. Sonu¢ olarak, saglikli hiicreler minimum
diizeyde etkilenirken, kanser hiicrelerine daha kesin ve etkili bir tedavi uygulanmaktadir.
Arastirma bulgulari, K-AgNP+Dox kombinasyonunun diger kanser tedavi rejimlerine
gore daha etkili oldugunu gostermektedir. Bu kombinasyonun apoptotik mekanizmalari
tetikledigi ve 24 saatlik uygulamadan sonra gen ekspresyonunu 6nemli olgiide artirdigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, bu etkiler 48 saatlik uygulamada daha da artmis ve kanser
hiicrelerinin hayatta kalma oranini 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Bu bulgular, K-AgNP+Dox
kombinasyonunun tek basina Dox kullanimina kiyasla daha etkili bir tedavi oldugunu
gostermektedir. Dox yiiklii nanopartikiillerin kontrollii saliminin, ilacin etkisini uzun bir
siire boyunca siirdlirmesini saglayarak hedefe yonelik tedavi potansiyelini artirdigi
gosterilmistir (Bhanumathi vd., 2018). Bu ¢alisma, nanoteknolojinin antikanser tedaviyi
hedeflemek i¢in gelismekte olan bir strateji oldugu hipotezini ortaya koymaktadir. Elde
edilen sonuglar, K-AgNP’ye Dox yiiklenmesinin HCC'li hiicrelerde apoptoza yol agtigini

gostermektedir.
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Calismamiz, K-AgNP ile yiikklenmis Dox tedavisinin, karaciger kanseri hiicre hatti
(HEPG?2) iizerinde giiclii antiproliferatif ve proapoptotik etkiler gdsterdigini ortaya
koymustur.

o K-AgNP ile yiikklenmis Dox, HEPG2 hiicrelerinin proliferasyonunu anlamli
derecede baskilamustir.

¢ Bu tedavi, karaciger kanseri hiicrelerinde apoptotik yanitlarin belirgin sekilde
artmasini saglamistir.

e K-AgNP'nin hedefe yonelik ilag iletimi ve hiicresel alimi artirarak Dox’un

terapotik etkinligini onemli Olciide iyilestirdigi goriilmiistiir.

Bu c¢alisma, K-AgNP+Dox’un fonksiyonel kaplamasinin karaciger kanseri
hiicreleri iizerindeki terapotik performanslart tizerindeki etkisini arastirmaktadir.
AgNP'lerin kitosan ile kaplanmasi, fizikokimyasal 6zelliklerin artmasiyla sonuglanmustir.
Spektroskopik analizler K-AgNP'lerin basarili fonksiyonel kaplamasini dogrulamistir. K-
AgNP’ler, oda sicakliginda veya 4°C'de saklandiginda ii¢ aya kadar bir siire boyunca
yiiksek derecede fiziksel stabilite sergilemistir. K-AgNP’ler, normal insan hiicrelerine
kiyasla karaciger kanseri hiicreleri tizerinde giiclii ve segici bir antikanser aktivitesi
sergilemis, secici olmayan toksisite ve ilgili tiimor belirtegleri tlizerinde daha diisiik
etkilerle sonuglanan 6nemli bir inhibitor etki gostermistir. Bu galismada sunulan terapotik
yontem yeni, 6l¢eklenebilir, istikrarli, ekonomik ve secicidir. Mevcut kemoterapétiklerin
eksikliklerinin {istesinden gelme potansiyeli ile karaciger kanseri tedavisinde potansiyel
klinik uygulamalar i¢in olduk¢a umut vericidir. Arastirma programinin bir sonraki

asamast, in vivo uygulanabilirligini degerlendirmek olacaktir.

Oneriler

Bu bulgular dogrultusunda, K-AgNPnin karaciger kanser hiicreleri iizerindeki
terapotik etkinliginin in vivo modellerde detayli olarak incelenmesi onerilmektedir. Bu
tiir caligmalar, klinik uygulamalara geg¢is siirecinde daha kapsamli ve gilivenilir veriler
sunarken, nanoteknoloji destekli ilag tasima sistemleri iizerine gelecekteki arastirmalar

icin de temel olusturacaktir.
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