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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BENTONIT, ZEOLIT NANOPARTIKULLERININ VE BENTONIT-ZEOLIT
NANOKOMPOZITININ MELANOM HUCRELERINE ETKILERI

Nilay DUMAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanoteknoloji Ana Bilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Atilla EVCIN

Bu c¢alismada; bentonit nanopartikiillerinin, zeolit minerallerinden zeolit 4A
nanopartikiillerinin ve bunlarin nanokompozitlerinin melanom hiicreleri tizerine
etkileri incelendi. Calismada insan G361 kutan6z melanom hiicre hatt1 kullanildu.
Uygun sayida pasajlamalar ile ¢ogaltilan melanom hiicrelerine flasklar igerisinde
belirlenen farkli konsantrasyon araliklarinda bentonit ve zeolit 4A nanopartikiilleri
hem ayr1 ayri hem de nanokompozit olarak uygulanarak 24 saat inkiibasyondan
sonra MTT viabilite testi ile hiicre canlilik 6l¢iimleri yapildi. Bentonit, zeolite 4A
nanopartikiilleri ve nanokompozitleri i¢in sitotoksik dozlar ve etkin dozlar (IC50)
belirlendi. Ayrica, hiicre lizatlarinda ELISA teknigi ile apoptoz analizi yapilarak
kaspaz-3 diizeyleri degerlendirildi. Yapilan analizlerde bentonit ve zeolit 4A
nanopartikiilleri hem ayr1 ayr1 hem de nanokompozit formda G361 melanom
hiicrelerinde doza bagimli sitotoksik etkiler gostermistir. Bu iki ajan kompozit
halindeyken sinerjik etki gostererek birbirlerinin sitotoksik etkisini potansiyelize
ederek her ikisi icin gerekli etkin dozlarin azaltilabilmesine imkan saglamistir.
Ayrica, sitotoksisiteye ragmen bu ajanlarin hiicrelerde kaspaz-3 diizeylerini
degistirmedigi goriilmiistiir. Bu da bu ajanlarla goriilen sitotoksisitenin nekroz gibi
apoptozdan farkli yolaklarla olustugunu veya apoptoza giderken kaspaz-3
kaskadin1 kullanmadigini diisiindiirmektedir. Bunun aydinlatilabilmesi i¢in daha

ileri caligmalara ihtiyag vardir.
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

EFFECTS OF BENTONITE, ZEOLITE NANOPARTICLES AND BENTONITE-
ZEOLITE NANOCOMPOSITES ON MELANOMA CELLS

Nilay DUMAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanoscience and Nanotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Atilla EVCIN

In this study; the effects of bentonite nanoparticles and zeolite 4A nanoparticles
and their nanocomposites on melanoma cells were investigated. Human G361
melanoma cell line was used in the study. The viability measurements were made
by MTT viability test after 24 hours incubation by applying bentonite and zeolite
4A nanoparticles both separately and as nanocomposite at different concentration
ranges determined in flasks to melanoma cells grown by appropriate number of
passages. Cytotoxic doses and effective doses (IC50) were determined for
bentonite, zeolite 4A nanoparticles and nanocomposites. In addition, the cell
lysates were analyzed for apoptosis by ELISA technique and caspase-3 levels were
evaluated. In the analyzes, bentonite and zeolite 4A nanoparticles showed dose-
dependent cytotoxic effects in G361 melanoma cells both separately and in
composite form. These two agents showed a synergistic effect in the
nanocomposite state, thereby potentiating the cytotoxic effect of each other,
allowing the effective doses needed for both to be reduced. In addition, these
agents did not alter caspase-3 levels despite cytotoxicity. This suggests that the
cytotoxicity seen with these agents is caused by different pathways than apoptosis
such as necosis or that it does not use the caspase-3 cascade when going to

apoptosis. Further studies are needed to clarify this.
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1. GIRIS

Melanom melanositlerden kdken alan, en 6liimciil kanserler arasinda yer alan bir
kanserdir. Son yillarda insidans1 giderek artis gostermistir, kadinlarda ve erkeklerde

en sik goriilen 5. kanserdir (Siegel vd. 2019).

Acik renk ten, deri fototipi I/Il, kizil, sar1 sag, yesil, mavi goz, cillerin varlig1 gibi
fenotipik 6zellikler, elli yas tizerinde erkek olma, intermitant-kronik UV (ultraviyole)
maruziyeti, ailesel melanom oykiisii varligi, kisisel melanom ve melanom dis1 deri
kanseri oykiisii varligi, displastik neviis varligi, artmig total melanositik neviis sayisi
(= 100), dev tip konjenital melanositik neviis varligi, kseroderma pigmentozum gibi
melanoma yatkinlik olusturan genotipik Ozelliklere sahip olma ve kronik
immunosupresyon varligt melanom risk faktorlerini olusturmaktadir (Psaty vd.

2010).

Melanomlu hastalardaki 5-yillik sag kalim oranlari tani anindaki evreye gore
degismektedir. Lokalize melanomda tedavi, lezyonun Breslow kalinligina gére uygun
cerrahi kenar payi ile eksize edilmesidir. Metastatik olgularda ise sag kalim diisiiktiir,
cesitli tedaviler kullanilmakla beraber bunlar paliyatif amaclhidir ve tam kiir saglayan

etkin bir tedavi heniiz bulunmamaktadir.

Son yillarda kanser tedavilerinde nanoteknolojinin yeri giderek daha da Onem
kazanmaktadir. Nanopartikiillerin (NP’lerin) kanserli dokuya spesifik hale getirelerek
cevre dokuya zarar vermeden sadece hedef dokuyu etkilemesi, daha etkin tedavi ve
daha az yan etki olanagi saglamasi, aynt zamanda tedavi ve goriintiilemenin
yapilabildigi akilli nanosistemlerin olusturulmasi gibi bir¢ok alanda yogun ¢alismalar

devam etmektedir (Huang vd. 2017, Kim vd. 2017).

Melanomun tedavisinde nanoteknolojinin yeri ve NP bazli nanoilaglarin ve
nanosistemlerin kullaniminin 6nemi her gegen giin artmaktadir (Berciano-Guerrero

vd. 2014).



Bentonit ve zeolit NP’leri ¢esitli anti-kanser ilaglarinin iiretiminde ve kontrollii ilag

saliniminda kullanilmaktadir (Paveli¢ vd. 2010, Bacakova vd. 2018).

Bununla birlikte bu ajanlarin seliiler etkilerine dair literatiir bilgisi kisith ve
celigkilidir. Bazi1 hiicrelerde sitoprotektif bazi hiicrelerde de sitotoksik etkiler
bildirilmistir (Cervini-silva vd. 2016, Bacakova vd. 2018). Bununla beraber gesitli
calismalarda bunlarin tek baslarina da bazi kanser tiirlerinde antikanser etkileri
olabilecegi gosterilmistir (Pavelic vd. 2001, Zarkovic vd. 2003, Cervini-silva vd.
2016, Bacakova vd. 2018). Ancak bu ajanlarin melanom hiicrelerine karsi etkilerine
dair literatiir verisi eksiktir. Bu amagla bu tezde bu ajanlarin hem tek tek hem de
nanokompozit (NK) olarak melanom hiicrelerine karsi etkisinin incelenmesi

amagclanmustir.



2. LITERATUR BIiLGILERI

2.1 Kutanoz Melanom
2.1.1 Epidemiyoloji

Kiitan6z melanom, melanositlerden koken alan en 6liimciil malign deri tiimoriidiir. Son
yillarda insidans1 global olarak artis gostermektedir. Yag-standardize edildiginde erkek
ve kadinlarda tahmini insidans oranlart sirasiyla 1990°da 2.3 ve 2.2/100.000 iken
2008°de 3.1 ve 2.8/100.000’e, 2015°de ise 5/100.000’e yiikselmistir (Miller ve Mihm
2006, Int. Kyn.1).

Tim deri kanserlerinin % 4-5’i melanom olmasina ragmen, deri kanserlerine bagh
oliimlerin % 80-85°1 melanoma bagli gelismektedir (Miller ve Mihm 2006). Diinyada
yillik yaklasik 300.000 yeni vaka ve 60.000 8liim gériilmektedir (Int. Kyn. 1).

Melanom insidansi cinsiyetler, yas gruplari, etnik gruplar ve anatomik bolgelere gore
farklilik gostermektedir. Melanom insidansi koyu tenli 1rklarda (Asyali, Afrikali, Yerli
Amerikan ve Ispanyol) beyaz irka gére daha diisiiktiir (Bandarchi vd. 2010). Tiim
diinyada en yiiksek melanom insidans1 72/100.000 olarak Queensland, Avustralya’da
goriilmektedir (Int. Kyn. 1).

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) melanom insidans1 diger tiim kanserlere gore
daha hizli bir artis gostermistir.1975-1985 yillari arasinda yillik %4,6, 1986-2007 yillar
arasinda ise yillik %2,7 artis izlenmistir. ABD’de erkeklerde ve kadinlarda en sik
goriilen 5. kanser melanomdur (Int. Kyn. 1). Yillik insidans hizi Hispanik olmayan
beyazlar arasinda 100.000'de 27, Hispanikler arasinda 100.000'de 5 ve siyahlarda ve
Asyalilar’da 100.000'de 1 oranindadir (Int. Kyn. 1). ABD’de yilda yaklasik 100.000

lizerinde yeni vaka ve 11.000 &liim melanoma bagl ortaya ¢ikmaktadir (int. Kyn. 1) .



2.1.2 Etyopatogenez

Melanom melanositlerden kdken alir. Melanositler, melanin pigmentini sentezleyen
keratinize olmayan dendritik hiicrelerdir. Embryolojik gelisim sirasinda immatiir
melanositler (melanoblastlar) pluripotent noral yarik kok hiicrelerinden derive olarak
mezenkim yoluyla epidermise gog¢ ederler ve melanosit halini alirlar. Melanositler,
temel olarak keratinositlerin UV’ ye kars1 korunmasinda rol oynarlar, ayrica sa¢ ve deri
rengini belirlerler. Deride melanositler temel olarak epidermisin bazal tabakasinda, kil
bulbusunda ve dis kok kilifinda bulunurlar. Melanositlerin temel gorevi melanin
pigmentini sentezlemek ve dendritik uzantilari ile bu melanini keratinositlere transfer
etmektir. Deri disinda santral sinir sistemi (meninskler) ve gozde de (retina, koroid,

korpus siliare ve iris) melanositler mevcuttur (Elder vd. 2009).

Melanositlerden melanom gelisme basamaklar1 ve molekiiler yolaklar1 kesin olarak
bilinmemektedir. Melanositik transformasyonda, birgok genetik ve molekiiler
degisim rol oynamaktadir (Curtin vd. 2005). Melanom genetik duyarlilik ve ¢evresel

faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan multifaktdriyel bir kanserdir.

Melanom etiyopatogenezinde ¢esitli genlerin ve sinyal yolaklarinin etkisi
gosterilmistir. Etiyopatogenezdeki en 6nemli yolaklardan bir tanesi MAPK (mitojen
aktive protein kinaz) yolagidir. Son yillarda metastatik olgularda hizla 6zellikle bu

yolaktaki molekiilleri hedef alan tedaviler ortaya ¢ikmistir (Curtin vd. 2005).

Melanom g¢ikisina neden olan gevresel faktorlerden en 6nemlisi UV maruziyetidir.
Melanom karsinogenez basamaklarinda, DNA hasarina ikincil olusmus mutasyonlar
primer rolii oynar. Matiir melanositler UV hasar1 sonrasinda apoptoza ugrarken,
immatiir melanositler (melanoblastlar) UV indiiklii apoptoza direnglidir. Bu da DNA
hasarinin hiicrelerde fikse olmasma ve tiimorogenezi indiiklemesine neden olur

(Tang 2010).



2.1.3 Risk Faktorleri

Genel olarak ileri yas erkek cinsiyet, deri fototipi I/II’ye sahip olmak, kisisel ve
ailesel melanom Oykiisii varligi, kisisel melanom dis1 deri kanseri Oykiisii varligi
melanom riskini arttirmaktadir. Artmis total melanositik neviis sayist (> 100),
displastik neviis ve displastik neviis sendromu varligi, dev tip konjenital melanositik
neviis varligi, UV maruziyeti (intermitan-kronik), melanoma yatkinlik olusturan
genotipik 6zelliklere sahip olmak ve kronik immunosupresyon varligi diger melanom
risk faktorlerini olusturmaktadir (Psaty vd. 2010). Melanom risk faktorleri Cizelge

2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1 Melanom risk faktorleri.

Risk Faktoreleri

Ileri yas, erkek cinsiyet

Acik ten rengi (deri fototipi I-II), kizil-sar1 sa¢ rengi, yanmaya egilim
Yesil-mavi goz, ¢illerin, multipl solar lentigo varlig
Yogun, aralikli giines maruziyeti

Kronik giines maruziyeti

Glines yanigi

Psoralen-UVA (PUVA), solaryum kullanim1

DNA tamir defekti (6rn: kseroderma pigmentozum)

Gen defektleri (CDKN2A, MCIR, vb.) ve mutasyonlar (BRAF, NRAS, c-KIT,
vb.)
Kisisel/ailesel melanom 6ykiisii

Kisisel non-melanom deri kanseri 6ykiisii

Edinsel melanositik neviislerin total sayisinin fazlaligi (=100)
Displastik neviis/Displastik neviis sendromu

Konjenital neviis (>20 cm)

Iyatrojenik ya da kazanilmis immunsupresyon




2.1.4 Klinik Ozellikler

Melanomun 4 ana klinik alt tipi vardir. Bunlar yilizeyel yayilan melanom, nodiiler
melanom, akral lentijindz malin melanom ve lentigo malin melanomdur (Resim 2.1).

Bunun disinda, daha az siklikla goriilen varyantlar da tanimlanmistir. (Scolyer vd.

2011, Yuvale vd. 2008).

Acik tenli bireylerde en sik goriilen melanom alttipi ylizeyel yayilan melanomdur.
Siklikla 30-50 yas arasinda goriilir. En sik erkeklerde govdede ve kadinlarda
bacaklarda yerlesir (Yuvale vd. 2008). Klinik olarak melanomlarin ABCDE kuralini
sergiler. Yani sekil ve/veya renk agisindan asimetri, sinir diizensizligi, renk cesitliligi,
capin > 6 mm olmasi ve zamanla degisim gostermesi gibi 6zelliklere sahiptir. Tipik
klinik 6ykii zamanla yavas degisiklik gosteren kahve-siyah, renk cesitliligi ve sinir
diizensizligi olan makiil veya yamalar seklindedir, zamanla lezyon iizerinde papiil

veya nodiil gelisimi goriiliir (Yuvale vd. 2008).

Nodiiler melanom, acik tenli bireylerde 2.siklikta goriiliir. Genellikle 6.dekatta,
govde ve bas-boyun boélgelerinde mavi-siyah, bazen pembe-kirmizi {ilsere olabilen
nodiiller seklinde hizli bir sekilde ortaya ¢ikar. Nodiiler melanom, genellikle daha
kalin ve ileri evrede tan1 aldig1 i¢in kotii prognoza sahiptir (Yuvale vd. 2008).

Lentigo malin melanom, tiim kiitan6z melanomlarin < % 15’ini olusturur. Genellikle
daha ileri yaslarda, 7.dekatta, yiizde 6zellikle de burun ve yanaklarda yavas biiyiiyen,
asimetrik, renk cesitliligi gosteren irregiiler sinirli kahve-siyah renkli yama seklinde

ortaya ¢ikar.

Resim 2.1 Melanomun 4 ana klinik alt tipi (A: Yiizeyel yayilan melanom, B: Nodiiler melanom,
C: Lentigo malin melanom, D: Akral lentijin6z malin melanom) (Claus ve Jiirgen

2014).



Akral lentijindz malin melanom ise kiitandz melanomlarin nadir goériilen bir alt
tipidir, siyah irkta ve Asyalilarda en sik goriilen tiptir. Genellikle akral bolgelerde
(avuc iginde, ayak tabaninda ve tirnakta) asimetrik, renk cesitliligi ve smnir
diizensizligi gosteren, lilsere olabilen kahve-siyah renkli makiil veya yama seklinde
ortaya c¢ikar. Tirnak matriksindeki melanomlar longitudinal melanonisi ya da
proksimal tirnak kivrimina uzanan pigmentasyonlar seklinde goriilebilir (Yuvale vd.

2008).

Bu alt tiplerin disinda melanomlarin klinikopatolojik variyantlari arasinda nevoid,
amelanotik, hayvan tipi, ¢ocukluk ¢agi, dezmoplastik, persistan, rabdoid, myxoid,
metaplastik, adenoid, anyiotropik, tagh yiiziik hiicreli, balon hiicreli, berrak hiicreli,
noroendokrin diferansiyasyon gosteren melanom gibi alt tipler yer alir, bunlarin
ayirimi daha c¢ok histopatolojik 6zelliklere gore yapilabilir (Yuvale vd. 2008, Elder
vd. 2009)

2.1.5 Histopatolojik Ozellikler

Melanom tanisinda, histopatolojik degerlendirme altin standarttir. Kesin tan
koydurucu spesifik bir 6zellik yoktur. Melanomun histopatolojik tanisi; yapisal ve

sitolojik ozelliklerin birlikte degerlendirilmesi ile konur.

Melanomlarin genel histopatolojik 6zellikleri; lezyonda asimetri, sinir diizensizligi,
pigment dagiliminin homojen olmamasi, malin hiicrelerin epidermiste yayilim
gostermesi, malin hiicrelerin yuvalar yerine nodiiller olusturma egilimi, diffiiz
sitolojik atipi varligi, hiicrelerde mitotik aktivitenin artisi, dermal komponentte
matiirasyon kaybi, mitoz ve anormal mitoz varligr olarak sayilabilir. Ayrica
melanomlarin  histopatolojik incelemesinde tiimorii infiltre eden lenfositik
infiltrasyon, regresyon bulgulari, mikroskopik satellit ve intransit metastazlar,
perindral infiltrasyon, iilserasyon ve lenfovaskiiler invazyon gibi ek bulgulara da

siklikla rastlanmaktadir (Elder vd. 2009, McKee vd. 2009).



2.1.6 Tan1 ve Evrelendirme

Melanomda erken tani, tedavi se¢imi ve prognoz agisindan ¢ok dnemlidir. Melanom

tanisi, klinik siiphe ve bunu takiben yapilan histopatolojik inceleme ile koyulur.

Tiim melanom siiphesi izlenen lezyonlarda oncelikle tan1 i¢in 2-5 mm cerrahi sinirla
eksizyonel biyopsi yapilmalidir. Melanom tanisi histopatolojik olarak konduktan
sonra evreleme i¢in Breslow kalinligina ve cerrahi sinir durumuna gore gerekli hasta
grubunda cerrahi reeksizyon uygulanmalidir. Evreleme i¢in dncelikle ayrintili fizik
muayene ve klinik sorgulama ile lenf nodlarinin durumu ve uzak metastaz varligina
ait semptom ve bulgular degerlendirilmelidir. Uygun hasta gruplarinda lenf nodu

tutulumu ve uzak metastaz varligina yonelik ek tetkikler istenmelidir.

Gliniimiizde melanom evrelendirmesi i¢in Amerikan Birlesik Kanser Komitesi
(AJCC)’nin 2017 yilinda yayinladigi tiimor (T), lenf nodu (N) ve metastaz (M)
siiflandirmasi kullanilmaktadir. T siniflamasini; Breslow kalinligi ve histopatolojik
olarak belirlenen iilserasyon varligi belirlerken. N siniflamasi; bolgesel lenf nodu,
metastatik lenf nodlarinin sayisi, mikroskobik / makroskopik nodal tiimor yiikdi,
satellit veya in-transit metastazin varligina gore yapilmaktadir. M siniflandirmasi
metastatik hastaligin varligina gore yapilir ve iki 6nemli 6zellige dayanir: (1) uzak
metastazlarin anatomik bdlgesi ve (2) serum laktat dehidrojenaz (LDH) seviyesi (int.

Kyn. 1).

2.1.7 Tedavi Yaklasimi

Lokalize kiitandz melanomlarinin tedavisi genis eksizyondur. Tanisal biyopsideki
Breslow kalinligina gore belirlenmis sinirda reeksizyon yapilmaktadir. Cerrahiyi
tolere edemeyecek hastalarda ya da yiizdeki biiyiik bir lentigo maligna gibi cerrahinin
belirgin sekil bozukluguna yol acacag: hastalarda radyoterapi, kriyoterapi, imiquimod

gibi tedavi segenekleri tercih edilir (Claus ve Jiirgen 2014).

Nodal metastatik hastalikta tedavi lenfadenektomi ve bazi vakalarda buna eklenen

adjuvan tedavilerden olusur. Adjuvan tedavi olarak radyoterapi, interferon-o veya



immiinoterapi (ipilimumab) kullanilabilir. Metastatik melanomda yasam siiresi
oldukca kisithdir, heniiz %100 etkin tedavisi bulunmamaktadir ve tedaviler paliyatif
amaclhidir. Paliyatif tedaviye en uygun adaylar genel saglik durumu iyi olan ve tiimor

yiikii diisiik hastalardir.

Metastatik melanomda kullanilan tedavi yaklagimlari i¢inde;
1. Metastatik lezyonlarin cerrahi eksizyonu
2. Paliyatif radyoterapi
3. Ekstremite melanomlarinda bolgesel sitotoksik ajan perfiizyonu
4. Kemoterapi (Dakarbazin, temozalamid, fotemustin, polikemoterapi)
5. Immunoterapi (IL-2, interferon-a, asilar, anti-PD1 antikorlar1, anti-PDL1
antikorlari, CTLA-4 inhibitori, vb)
6. Biyokemoterapi (Kemoterapi+ IL-2/ interferon-a)
7. Hedefe yonelik tedaviler (BRAF inhibitorleri, MEK inhibitori, KIT

inhibitdrleri) gibi tedaviler yer alir (Claus ve Jiirgen 2014).
2.2 Kanserlerde Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, boyutu 100 nm’den kiiciik olan madde ve sistemlerin iiretimini,
karekterizasyonunu ve uygulanmasini inceleyen bilim ve teknoloji dalidir.
Nanocihazlar ve nanoyapilar kullanilarak insan biyolojik sistemlerini molekiiler
boyutta izleme, tedavi etme ve yeniden yapilandirma bilimi ise nanotip olarak
adlandirihir (Huang vd. 2017).

Son yillarda kanserlerde hem tan1 hem de tedavi asamasinda nanotip uygulamalari
son derece hizli bir ilerleme kaydetmistir. Kanserlerdeki nanoteknolojik uygulamalar
arasinda; hedefe spesifik, saglikli dokulara toksik olmayan biyouyumlu yeni
nanoilaglarin gelistirilmesi (Huang vd. 2017, Kim ve Jeong 2017, Zhang vd. 2017),
kanser tedavisinde onkolitik viriislerin kullanilmasi1 (Badrinath vd. 2016), kisiye
spesifik kanser asilarinin gelistirilmesi, kanser asilarinda NP’lerin kullanimi (Aldous
ve Dong 2017, Grippin vd. 2017), kanser ¢alismalarinda kullanilmak iizere kanser
modeli biyogiplerin, 3D biyobenzer doku modellerinin gelistirilmesi (Portillo-Lara ve

Annabi 2016, Peela vd. 2017), kanserlerin erken tanisini, metastazlarin erken tespitini



saglayabilecek veya kanserlerin  genetik  profillerini  tespit  edebilecek
nanobiyosensorlerin gelistirilmesi (Sugumaran vd. 2018, Garvett ve Fear 2015),
kanser ve metastazlarinin goriintiilemesinde ileri nanoteknolojik goriintiileme
yontemlerinin kullanilmasi (Thakor ve Gambhir 2013), kanser tedavisinde kullanilan
fototermal tedavi ve radyofrekans ablasyon gibi destriiktif tekniklerin nanoteknolojik
olarak sadece kanserli dokuya uygulanmasi (Beik vd. 2016), kanserde kullanilan
fotodinamik tedavide kullanilmak iizere yeni nanofotosensitif ajanlarin gelistirilmesi
(Tang wvd. 2017), cerrahi sirasinda kanserli dokunun smirlarinin  net
goriintiilenebilmesi i¢in hedefe spesifik ileri nanoteknolojik isaretleme sistemlerinin

gelistirilmesi (Patlak 2011) gibi uygulamalar yer alir.

Kanser tedavisinde nanoteknolojilerin kullanilmasi-hedefe spesifik, saglikli dokulara
toksik olmayan biyouyumlu yeni nanoilaglarin gelistirilmesini hedefler (Huang vd.
2017, Kim ve Jeong 2017, Zhang vd. 2017), Giin gectikge kanserlerde
nanoteknolojik olarak gelistirilmis ilaglarin kullanimi1 giderek énem kazanmaktadir.
Bunun temel amaci kemoterapi veya radyoterapi gibi normal saglikli dokulara da

zarar veren kanser tedavilerinin toksik etkilerinden korunmaya ¢alismaktir.

Kanser tedavilerinde kullanilan nanomateryaller; demir oksit nanopartikiilleri, altin
NP’leri, cerium oksit NP’leri, quantum dotlar vb. metalik nanomateryaller ve karbon
nanotiibiiller, graphene, chitosan, hidrojel, lipozom, polimer nanopartikiiller gibi

nonmetalik nanomateryallerdir (Sekil 2.1, Zhang vd. 2017).
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Sekil 2.1 Kanser tedavisinde kullanilan nanopartikiiller (Zhang vd. 2017).

Giinlimiizde bu tedaviler ile halen tartismali konular mevcuttur. Bunlar arasinda; akut
ve kronik yan etkiler, reaktif oksijen tiirevlerinin iiretilmesi ile hiicrelerin zarar
gormesi, solunum sistemi iizerine yan etkiler, kardiyovaskiiler sistem iizerine yan
etkiler, sinir sistemi tizerine toksik etkiler, kan hiicreleri ile uyumsuzluk ve immiin

sistem {lizerine olumsuz etkiler gibi yan etkiler yer alir (Zhang vd. 2017).

Bu nedenlerle ¢ok az sayida nanoilag¢ heniiz FDA onay1 alabilmistir ve de ¢ok az ilag
faz 3 klinik ¢alismalara girmeye hak kazanmistir. Bu ilaglarin kanserde kullanimini
yayginlastirmadan once en onemli nokta toksik etkilerin sifira indirilmesidir. Yakin
gelecekteki en 6nemli basamaklardan birisi de bu olacaktir (Huang vd. 2017, Kim
and Jeong 2017, Zhang vd. 2017, Jain 2015).

2.3 Bentonit

Kil mineralleri, tane boyutu genellikle 2 mikrondan daha kii¢lik olan ve tabakali
yapiya sahip sulu aliiminyum ve magnezyum silikatlardir. Yapilarinda kristal suyu
bulunduran ve tane boyutu genellikle 2 mikrondan kiigiik olan kil mineralleri
isitildiginda plastik ve pisirildiginde siirekli sert kalma 6zelligi sergilerler. Ticari adi
bentonit olan ve smektit grubunda yer alan montmorillonit (Mmt) Kili, genel
kimyasal formiilii (Na, Ca)o.33 (Al, M@)2(Sis O10)(OH)2*nH20) olan tabakali yapiya

sahip sulu bir aliminyum silikattir. Kristal yapis1 monoklinik-prizmatik, ortalama
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yogunlugu 2,35 gr/cm3 ve sertligi Mohs skalasina gore 1,5-2 olan smektit grubu kil
mineralidir. Kristal yapis1 bir aliminyum oktahedral levhasinin (O) iki adet silisyum
tetrahedral levhast (T) arasina yerlesmesi ve bir sandvi¢ gibi sarilmasi ile olusur

(TOT) (Sekil 2.2).

Hexagonal void

e
Tetrahedral layers
» Octahedral cations

,

» Interlayer hydrated cations

Sekil 2.2 Bentonitin kristal yapis1 (Venkatesha 2015).

Tabaka kalinligt 1 nm ve uzunlugu ise 0.2-2 um kadardir. Mmt kil minerallerinin
tane boyutu 0.1 pm ile 2 pum arasinda olmakla birlikte ortalama 0.5 pm tane
boyutuna sahiptirler (Lagaly vd. 2013). Izomorfik yer degisimlerin sonucu Mmt kili
yiizeyi net negatif elektrik yiikiine sahiptir. Bu negatif yiikk yogunlugunu
dengelenmesi amaciyla kil tabakalar1 arasina Na+, Mg2+, Al3+ gibi sulu katyonlar
yerlesir. Degisebilir katyonlar adi verilen bu iyonlar interkalasyon prosesi ile baska
katyonlar veya polimerik molekiiller ile yer degistirilebilir (Bergaya vd. 2006). Mmt
kili ¢ok 1y1 sisme kapasitesi gosterdigi icin tabakalar1 arasinda su molekiilleri de
bulunur ve bu molekiiller degisebilir katyonlar tarafindan koordine edilir (Calabresea
vd. 2013). Yiiksek ylizey alani, iyi adsorban yetenegi, yiiksek katyon degistirme
kapasitesi, muko-adezif, non-toksik, biyouyumlu, yiiksek sisme kapasitesi, plastisite,
yiiksek kimyasal stabilite, asidik ortamlarda stabil kalma gibi iyi mekanik 6zelliklere
sahiptir (Yang vd. 2016, Jain ve Datta 2015, Kevadiya vd. 2012).
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Bentonit kili, sahip oldugu iistiin karakteristik Ozellikleri ile bircok alanda
kullanilmaktadir. Mmt kilinin kullanim alanlarindan bazilar1; farmasotik ve kozmetik
endistrisi, ila¢g tasiyict sistemi, adsorpsiyon proseslerinde adsorban, kimyasal
sentezleme proseslerinde katalizor, dental enfeksiyon ve gida paketleme
malzemelerinde anti bakteriyel aktivite, hap liretiminde yaglayici, emiilsiyon yapici,
seramik, ¢imento ve benzeri endiistrilerde kullanilan hammadde olarak siralanabilir

(Yang vd. 2016, EImore vd. 2014, Summa ve Tateto 2014, Jayrajsinh vd. 2017).

Sahip oldugu bu o6zellikleriyle de Mmt kili yeni nesil ilag tasiyict sistemlerde tek
basina veya kompozit malzemelerde bilesen olarak kullanilabilir ve medikal kil

olarak kabul edilir (Aguzzi vd. 2007, Dong ve Feng 2005).

Dogada bol miktarda bulunan bu tabakali aliiminyum silikat hammaddesinin
yukarida sayilan istiin fiziko-kimyasal 6zellikleri yaninda tabaka kalinliklarinin ve
tabakalar aras1 bazal boslugun yaklasik 0.9-1.2 nm olmas1 ve tabaka aralarindaki
katyonlarin daha biiyiik boyutlu organik molekiiller veya inorganik bagska maddeler
ile yer degistirebilmesi sebebi ile Mmt kili yeni nesil ilag tasiyici sistemlerinde nano-
kompozit malzeme bilesenlerine bir aday olarak gosterilebilir (Lee vd. 2005, Liu vd.
2011) ve farmasotik endiistride kontrollii ve hedefli ilag tastyici sistemleri i¢in tek
basina veya modifiye edilerek kullanilmasi igin biiyiik bir potansiyele sahiptir (Jain
ve Datta 2015, Iliescu vd. 2014, Aguzzi vd. 2007, Kevadiya vd. 2012, Nayak vd.
2011, Joshi vd. 2009).

Mmt kilinin, kontrollii ila¢ salimi1 yapabilecegi ayrica birgok arastirmaci tarafindan
da dogrulanmistir (Calebrese vd. 2013, Iliescu vd. 2014, Anirudhan vd. 2014,
Rajkumar vd. 2015, Lal ve Datta 2015, Wang vd. 2016). Caco-2 ve HT-29 hiicreleri
(insan barsagindan tiiretilen hiicre dizileri) iizerinde yapilan bir c¢alismada Mmt
Kilinin nano-parcaciklarin hiicre i¢ine gegisini 6nemli dl¢iide arttirdigi ve bu nedenle
anti-kanser ilaglarmin oral olarak verilmesi igin biiyiikk potansiyele sahip oldugu

gosterilmistir (Dong ve Feng 2005).

Mmt, paklitaksel, 5-fluorourasil (5-Fu), 6-merkaptopurin gibi kanser tedavisinde

kullanilan ilaglar i¢in ila¢g dagitim sistemi olarak kullanilmistir (Moosavi 2017).
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Kanser tedavilerinin basarili bir sekilde yapilabilmesi amaciyla 5-Fu gibi antikanser
etkin maddelerinin olasi yan etkilerini dnlemek ve tedavi edici etkisini arttirmak i¢in
kontrollii ve hedefli ilag tastyict sistemlerin gelistirilmesine yonelik yogun ¢aligmalar
yiirlitilmektedir, ancak uygulama sathasina heniiz tam olarak ge¢ilememistir (Luo
vd. 2016, Yang vd. 2014). Bu konuda simdiye kadar siiperparamanyetik NP’ler,
karbon nano-tiipler, kil mineralleri, hidroksiapatit, biyobozunur polimerler ve benzeri
birgok malzeme yalin veya kompozit olarak arastirilmistir (Luo vd. 2016). Bu
malzemeler arasinda olan Mmt kilinin, Ustliin 6zellikleri sebebi ile kontrollii ilag
salimi yapabilecek performansi gosterdigi bir¢ok arastirmaci tarafindan tespit
edilmistir (Kevadiya vd. 2012, Joshi vd. 2009).

2.4 Zeolitler

Zeolitler, sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum, stronsiyum ve baryum gibi 1A
ve 2A grup elementlerinin hidrate mikrogozenekli aliimina silikat mineralleridir.
Zeolitler MainO. Al203. x SiO,. y H,0 ampirik formiilii ile gosterilebilirler (Int. Kyn.

2). Yapisal olarak zeolitler AlO4 ve SiO4 tetrahedrasinin {i¢ boyutlu agina sinirsiz

derecede yayilmasina dayanan aliimina silikatlardir.

Aluminum or Silicon .

Oxygen .

TE TR ATTIETODR O

Sekil 2.3 Zeolitlerin silika ve aliiminanin tetrahedral yapilar1 (Int. Kyn. 2).

Zeolit kristal kafes formu tetrahedraldir (Int. Kyn. 2). Merkezde bir silisyum atomu

veya aliiminyum atomu, 4 oksijen atomu ise koselere yerlesmistir (Sekil 2.3). Kafes
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yapi, katyonlar ve su molekiilleriyle dolan bosluklar ve kanallar igerir. Bosluk
miktar1 toplam hacmin % 20-50’si arasindadir. Zeolit minerallerinin en Snemli
ozelligi; bu bosluklar ve bu bosluklara kolaylikla girebilen ve yer degistirebilen sivi
ve gaz molekiilleri ile toprak alkali iyonlardan ileri gelen “molekiiler elek” olmasidir.
Dogal Zeolitler, kuru agirliklarinin %30'una kadar cesitli gazlar1 (6rnegin amonyak
ve azot) emebilirken, agirlik olarak %70'inden daha fazla su ve %90'ima kadar bazi

hidrokarbonlar1 emebilirler (Int. Kyn. 2).

Zeolitlerin ¢gogu dogal olarak bulunur ve diinyanin biiyiik bir kisminda biiyiik dl¢iide
yeraltindan ¢ikartilir. Digerleri sentetiktir ve 6zel kullanimlar icin modifiye
edilebilirler (Int. Kyn. 2). Kafes yapilari, gdzenek yapilari, silika/aliimina oranlar1 ve
silika diizeylerine gore farkli klasifikasyon sistemleri mevcuttur. 130 farkli kafes
yapist hem dogal hem de sentetik zeolitler i¢in Onerilmistir. Gozenek yapisi bir
zeolitten digerine biiyiik oranda degisir (Int. Kyn. 2). Zeolitlerin baslica fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri olan; iyon degisikligi yapabilme, adsorpsiyon ve buna bagh
molekiiler elek yapisi, silis igerigi, ayrica tortul zeolitlerde agik renkli olma, hafiflik,
kiigiik kristallerin gézenek yapisi, termal, mekanik ve radyasyon stabil olmasi
zeolitlerin ¢ok cesitli endiistriyel alanlarda kullanilmalarina neden olmustur (int.
Kyn. 2). Bu alanlar; kirlilik kontrolii, enerji, tarim — hayvancilik, maden — metalurji
ve diger alanlar olmak iizere 5 ana boliimde toplanabilir. Bati1 diinyasinda en biiyiik
kullanimi, petrokimyasal reaksiyonlarda, iyon degistirici olarak su yumusatma ve

saflagtirmada, gaz ve ¢oziiciilerin giderilmesi ve ayrilmasindadir (Bacakova vd.

2018).

Son yillarda, zeolitin saglik alaninda da kullanimlar1 dikkat ¢ekmektedir (Bacakova
vd. 2018, Mastinu vd. 2018). Ozellikle dogal zeolit olan clinoptilolite gibi zeolitlerin
detoksifiye edici, antioksidan, anti-inflamatuvar ve noroprotektif etkileri
gosterilmistir (Mastinu vd. 2018, Bacakova vd. 2018).

Zeolitlerin absorban ve su tutucu etkileri nedeniyle iyi bir hemostatik ajan
olabilecegine dair yaymlar giderek artmaktadir (Yu vd. 2019, Li vd. 2013). Cesitli
calismalarda zeolitin basarili bir ilag ve gen-tasiyicisi olabileceginden bahsedilmistir.

Antiinflamatuvar, antimikrobiyal, kemoterapotik ilaclarin, DNA
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oligoniikleotidlerinin ve biyoaktif ajanlarin zeolitler ile tasinabildigini gosteren

yayinlar mevcuttur.

Zeolitler, anti-kanser tedavide yeni bir adjuvan olarak disliniilmektedir. 5-Fu,
doxorubicin ve mitoxantrone gibi ilaglarin zeolitler ile taginabildigi gosterilmistir.

(Vilaga vd. 2013, Khatamian vd. 2016, Adhikari vd. 2015, Grund vd. 2012).

Yakin zamanda 3 tip mikronize zeolitin kolon kanserinde 5-Fu’yu kontrollii salabilen
bir ilag-tasiyici sistemi olabilecekleri gosterilmistir (Abd-Elsatar vd. 2019) Caco-2
hiicre hattinda (insan kolorektal adenokarsinom), 3 farkli zeolit tipi hiicrelere
sitotoksisite gOstermeden indometazini basarili bir sekilde kanser hiicresi igine
tastyabilmistir (Karavasili vd. 2017). Zeolitleirn indometazin ve ibuprofen gibi bazi
antiiflamatuvar ilaglar i¢in de kontrollii salinim imkani verebilecek bir tasiyict

olabilecegi gosterilmistir (Khodaverdi vd. 2014).

16



3. MATERYAL METOD

3.1 Kullanilan Malzemeler Ve Ozellikleri

3.1.1 Bentonit

Ticari ad1 bentonit olan Mmt kili, genel kimyasal formiilii (Na, Ca)o.33 (Al, M@)2(Sis
010)(OH)2*nH20) olan tabakali yapiya sahip sulu bir aliiminyum silikattir.
Calismada kullanilan bentonit Karben (Ankara, Tiirkiye) firmasindan elde edilmistir.
Nontreated bentonite standartlarina uygundur. Sodyum igeriklidir ve en az %90 Mmt
icerir. Tamamen dogaldir, higbir katki maddesi i¢cermez. Yiiksek sisme kapasitesine

sahiptir. Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri Cizelge 3.1 ve 3.2°de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Bentonitin fiziksel 6zellikleri (Int. Kyn. 3).

600 d/d okumasi Fan 35 viskometrede 30 min.
Filitrasyon miktar1 12,5 cc max.
Verim 80 bbl. min.
Rutubet %12,0 max.
Yas elek analizi 200 Mesh (75 mik.) %2,5 max. (agirlik¢a)
elek iisti
Yield point plastik viskozite orant 1,5 max.
(Yp/Pv)

Cizelge 3.2 Bentonitin kimyasal 6zellikleri (Int. Kyn. 3).
SiO2  AlOs3 Fe203 CaO Na20 MgO K20

%61.28  %17.79 %3,01 %4,54 %2.70 %2.10 %1.24

3.1.2 Zeolit 4A
Zeolitler, aliiminosilikatlar siifina ait kristalimsi, yliksek gozenekli malzemelerdir.

Bu kristaller, tam olarak tanimlanmis ¢apa sahip ii¢ boyutlu bir gdzenek sistemi ile
karakterize edilir. Calismada kullanilan Zeolite 4A (Union Carbide Linde Division,
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UOP), teknik ve yapisal ozellikleri Cizelge 3.3 ve Sekil 3.1-3.5’te sunulmustur.
Zeolit 4A’nin SEM-EDX fotografi Sekil 3.2°de verilmistir. Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve
Sekil 3.5’te sirast ile Zeolit 4A’nin DTA-TG grafigi, XRD paterni ve tane boyut

analizi gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Zeolit 4A’nin teknik 6zellikleri.
~ Sorpsiyon  Gozenek Gozenek
Zeolit _ ) Zat iyon
Karakteri  Capi (A) Hacmi (cc/g)

4A Hidrofilik 4 0,29 Na*

Sekil 3.1 Zeolit 4A’nin yapisi (Shin vd. 2010).

cps

20—

15—

10—

5]

Energy (ke\)

Sekil 3.2 Zeolit 4A’nin SEM-EDX fotografi 1800X.

18



NETZSCH Gerebau GnoH Themal Anaes

OTA ImWimg

o0

110614

087

067

04

021

Ul fowse

1

4

NOTRNENT  STAGK | SAWRLE
FILE 2E0DSS | :
MOECT  LABKYTIS | NATERAL
DT, SOW. | CORRITENPCAL/SENSFLE
OVETHE  MOBOT1O5 | RANGE
BORNTORY:  FIK | SMRLE
| OPERATOR _FZK

KSKHR00000  ONAYLAYAN  LAB SORUMLUSU

P

i
_ TomprtoeC

Toolt WA
Kelsne k.

standard
01COR10_BSSO1TENPI0TSSOSENSOESS

20 'CHOGKiminy1100'C
DTAJTG) HGHRG 28

RO ks

Sekil 3.3 Zeolit 4A’~“nin DTA-TG grafigi.

19

W0 ) o0

1120!%

®0ng | MODETYPE OF NEAS: D}A-mlmom ‘
Al

100000m
BLE DTATTG cruble A0S

S




M Multi Plot

file Name : Standard\ABVCIN-2
Sample Name : TYPE4A Comment ¢ AETYP-dA
Date & Time : 08~01-01 11:38:52
Condition
X-ray Tube : Cu(1.54060 A) Voltage : 30.0 kv Current : 30.0 mA
Scan Range ¢ 5.0000 <=> 78,5000 deg  Step Size : 0.0200 deg
Count Time : 0,60 sec  SLit DS : 1,00 deg 8S : 1,00 deg RS : 0,15 mn
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Sekil 3.4 Zeolit 4A’nin XRD paterni.
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WEEIMASTERSIZER

KS AR-GE FYZYK LABORATUARI
Result: Analysis Report
Sample Details
Sample ID: Zeolit 4/A Run Number: 298 Measured: 5 Jun 2001 Tue 14:38
Sample File: 01DIGER Record Number. 77 Analysed: 5 Jun 2001 Tue 14:38
Sample Path: C:\SIZERMP\DATA\ Result Source: Analysed
Sample Notes: S.ONAL
5.6.2001
LAB.KYT:1567
System Details
Sampler: MS Measured Beam Obscuration: 16.9 %
Presentation: SOHD [Particle R.I. = (1.5285, 0.1000); Dispersant R.l. = 1.3300]
Analysis Model: Polydisperse Residual: 0417 %
Modifications: None
~ Result Statistics
Distribution Type: Volume Concentration = 0.0082 %Vol Density = 2.630 g/ cub. cm Specific SA.= 1.0080sq. m/g
Mean Diameters: D(v,0.1)= 085um D(v,05)= 7.07um D(v,09)= 17.15um
D[4,3]= 821um D[3,2)= 226um Span = 2.305E+00 Uniformity = 7.310E-01
Size Low gurn) In % Size H% {um) Under% [ Size Low (um) In% HP {um) Under% |
X 0.00 . 0.00 5.69 574 .63 47.28
0.06 0.00 0.07 0.00 6.63 6.61 7.72 53.89
0.07 0.00 0.08 0.00 772 7.35 9.00 61.24
0.08 0.00 0.09 0.01 9.00 7.92 10.48 69.16
0.09 0.01 0.11 0.01 10.48 7.56 1221 76.71
0.1 0.02 013 0.03 1221 6.70 1422 8342
0.13 0.04 0.15 0.07 1422 5.52 16.57 88.94
015 0.09 017 0.16 16.57 422 19.31 93.15
017 0.18 0.20 0.34 19.31 298 2249 96.13
020 032 023 0.68 2249 1.92 26.20 98.05
023 053 027 120 26.20 1.12 30.53 99.18
027 078 0.31 1.95 30.53 0.58 35.56 99.75
0.31 0.90 0.36 286 35.56 025 4143 100.00
0.36 0.99 042 384 4143 0.00 48.27 100.00
042 1.09 0.49 493 48.27 0.00 56.23 100.00
049 1.24 0.58 6.17 56.23 0.00 65.51 100.00
058 1.36 067 753 65.51 0.00 76.32 100.00
067 1.55 0.78 9.08 76.32 0.00 88.91 100.00
0.78 1.74 091 10.83 88.91 0.00 103.58 100.00
091 1.95 1.06 1278 103.58 0.00 12067 100.00
1.06 214 1.24 14.92 12067 0.00 140.58 100.00
124 228 144 17.20 140.58 0.00 163.77 100.00
144 225 168 1945 163.77 0.00 190.80 100.00
1.68 210 1.95 2155 190.80 0.00 22228 100.00
195 1.96 228 2351 22228 0.00 258.95 100.00
228 191 265 2543 258.95 0.00 301.68 100.00
265 204 3.09 2747 301.68 0.00 351.46 100.00
3.09 241 360 29.88 351.46 0.00 409.45 100.00
3.60 3.02 419 3291 409.45 0.00 477.01 100.00
419 384 488 36.75 477.01 0.00 555.71 100.00
488 479 5.69 41.54
10 »
5 e
i /\
L \
4 P \
0 R
0.1 1.0 10.0 100.0 1000.0
Particle Diameter (um.) onouls yan
Malvern Instruments Ltd. Mastersizer u+ Ver. 2.15 . p.
Malvern, UK Serial Number: 33243-18 05 Jun 01 14:3
Tek=+{44] (0)1684-892456 Fax +{44] (0)1684-892789 KSK.312.008.0¢

/q(ns.(r‘fumA/.ﬁ '
Sekil 3.5 Zeolit 4A’nin tane boyut analizi.
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3.2 Hiuicre Kiiltiira

Calismada insan G361 kutan6z melanom hiicre hatti kullanildi. Calisma
Afyonkarahisar Saghk Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii laboratuvari’nda yapildi. Hiicreler %10 fetal dana
serumu (FCS), 200 mM L- glutamin, 100U/ml penisilin, 200 pg/ml streptomisin
iceren DMEM besi yerinde %5 CO2 igeren nemlendirilmis ortamda 37°C'de, 25
em?2’lik kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildi. Ug giinde bir kiiltiir besiyeri tazelendi,
kiiltiir kabi tabani tamamen hiicre ile kaplandiktan sonra uygun sayiya veya
yogunluga ulasan hiicreler 1:4 oraninda 75 cm2’lik biiyiik kiiltiir kaplarina alinarak
pasajlandi. 10 ml hacminde besi yeri eklenerek cogalma siireci i¢in inkiibatore
kaldirildi. Diizenli olarak besi yeri eklenerek hiicrelerin cogalmasi saglandi. invert
mikroskop altinda yapilan kontroller ile yeterli sayiya ve yogunluga ulasan hiicreler
tripsin-EDTA ile kaldirilarak toplandi ve canlilik testinin yapilacagi 96 kuyucuklu
pleytlere aktarildi. Hiicreler yeniden 37 C’deki inkiibatore kaldirildi ve hiicrelerin
pleyt tabanina yapismasi icin en az 1 giin inkiibatorde bekletildi. Her asamada

sterilizasyona ¢ok 6zen gosterildi.
3.2.1 MTT Hiicre Viyabilite Ol¢iim Testi

Inkiibasyon sonrasi pleyt tabanma yapisan hiicrelere uygun gruplandirmalar
yapildiktan sonra sitotoksik dozu ve IC50 degerini belirlemek i¢in bentonit NP, zeolit
NP ve bentonit/zeolit NK, sirasiyla 1 pg/ml -240 pg/ml, 1 pg/ml -240 pg/ml ve 1-60
pg/ml /1-120 pg/ml konsantrasyon araliklarinda uygulandi. 24 saat inkiibasyondan

sonra MTT reaksiyonu ile canlilik dl¢timii yapildi.

MTT testinde, tetrazolyum tuzlar1 kullanilarak hiicrenin mitokondriyal aktivitesine
bakilir ve canli hiicreler tespit edilir. Sar1 tetrazolyum MTT (3- (4, 5-dimetiltiyazolil-
2) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir), kismen dehidrojenaz enzimlerinin etkisi ile,
NADH ve NADPH iiretilmesi i¢in, metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan
indirgenir. Elde edilen hiicre i¢i mor formazan kristalleri ¢ozilir ve

spektrofotometrik yollarla 6l¢iiliir.
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MTT canlilik testi, hiicre ¢ogalma hizin1 6lgen bir testtir. MTT reaktifi, hiicrelerin
yoklugunda diisiik arka plan absorbans degerleri verir. Hiicre sayisi ve iiretilensinyal
arasindaki dogrusal iligski kurulur, boylece hiicre ¢ogalmasi oraninda degisikliklerin

dogru bir sekilde 6l¢iilmesi saglanir.

Testin Yapilist
1. Kontroller de dahil olmak iizere her kuyuya 10 uL MTT Reaktifi eklenir
2. 2 ila4 saat siireyle hiicre kiiltiirii inkiibatoriine konulur
3. Hiicre i¢i pembemsi mor ¢okeltinin varligi i¢in hiicreler invert mikroskop
altinda periyodik olarak incelenir
4. Mor ¢okelti mikroskop altinda acikg¢a goriindiigiinde (ortalama 2 saat),
kontroller de dahil olmak iizere tiim kuyucuklara 100 uL Dimetilsiilfoksit eklenir
ve vortex tizerinde karistirilir.
5. Bir mikrotiter plaka okuyucusunda 570 nm'de her kuyucuktaki absorbans

Olciiliir.

Elde edilen degerlerden hareketle hiicrelerin canlilik diizeyleri % olarak belirlenir.
Kontrol grup hiicrelerinin canlili1 %100 kabul edilir ve diger hiicrelerin canlilig

buna gore hesaplanir. Hesaplamada

% Canlilik = (Test Abs / Kont Abs) x 100

(1) formiili kullanilir.
3.2.2 ELISA ile Apoptoz Analizi

Uygun sayida pasajlamalar ile c¢ogaltilan melanom hiicrelerine flasklar icerisinde
belirlenen etkin dozlarda bentonit NP, zeolit NP ve bentonite/zeolit NK uygulamalari
yapild1 ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra hiicreler toplandi. Toplanan hiicreler cell
lysis buffer ile lize edildi ve hiicre lizatlarinda ELISA teknigi ile kaspaz-3 ticari Kiti

kullanilarak apoptoz diizeyleri degerlendirildi.

Apoptoz, gorevini tamamlamis ya da hasara ugramis hiicrelerin diger hiicrelere zarar

vermeden ortadan kaldirildigi, genetik olarak kontrol edilen programlanmis hiicre
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Oliimiinii ifade eder. Organizmada var olan homeostaz1 korur. Embryonik gelisim,
yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin devamini saglamada rol oynayan apoptoz, ayni
zamanda hastalik ya da zararli ajanlar nedeniyle hiicreler zarar gordiiglinde bir

savunma mekanizmas1 olarak da olusabilmektedir (Coskun ve Ozgiir 2011).

Apoptotik siiregte, gelen uyarmin ardindan hiicre yapistigi zeminden ve komsu
hiicrelerden ayrilarak kiigiilir. DNA fragmantasyonu, kromatin kondensasyonu
olugsmaya ve membranla cevrili vezikiiller goriilmeye baslar. Siire¢ ilerledik¢ce bu
vezikiiller komsu hiicreler ya da fagositler tarafindan fagosite edilir. Apoptotik
siirecte inflamasyon olusmaz. Bir diger hiicre 6liim tiirii olan nekrozda ise hiicre zar1
ya da hiicredeki metabolik siirecler hasar goriir ve hizla bozulan zar gecirgenligi
sonucunda hiicre siser (Coskun ve Ozgiir 2011). Sonugta membran patlayarak hiicre
icindeki maddeler disar1 dagilir ve inflamasyon uyarilmis olur. Bir hiicrenin apoptoza
m1 yoksa nekroza mi gidecegi uyarici tipi ve/veya uyarici derecesi ile belirlenir.
Sicaklik, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik ilaglar gibi ¢esitli zararli uyaranlar diisiik
dozda apoptoza, yiiksek dozlarda ise nekroza neden olabilmektedir. Ozellikle kanser
ile baglantili olan apoptoz, kaspazlar olarak adlandirilan bir grup proteazin
aktivasyonunu kapsayan c¢ogunlukla enerji bagimli bir siiregtir (Coskun ve Ozgiir

2011). Apoptoz ve nekroz farklar1 Cizelge 3.4 ve Sekil 3.6’da sunulmustur.

Kaspazlar, hiicreyi apoptozdan koruyan proteinleri ortadan kaldiran veya inaktive
eden bir protein grubudur. Ayrica apoptozu inhibe eden negatif regiilatorleri de
yikarak hiicre Olimiini tetiklemektedirler. Kaspaz-3 enzimi, enflamasyonu ve
apoptoz sinyal aglarin1 diizenleyen endoproteaz ailesinin bir {iyesidir. Kaspaz-3,
DNA fragmantasyonu veya sitoskeletal proteinlerin bozunmasi gibi hiicresel
yapilarin tahrip edilmesini koordine etme roliinden dolay1 apoptozda uygulayici

kaspaz olarak bilinir (Mcllwain vd. 2013).

Cizelge 3.4 Apoptoz ve nekrozun karsilastirilmasi (Coskun ve Ozgiir 2014).
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Ozellik Apoptoz Nekroz
Yol agan nedenler  Biiylime faktorii eksikligi Iskemi,
Hiicre yaslanmasi, Hipertemi,
HIV, Hipoksi,

Morfolojik

ozellikleri

Biyokimyasal

ozellikleri

Diger 6zellikleri

Kanser ilaglari,

Radyasyon,

Oliim resepterlerin aktivasyonu,
Sitotoksik T lenfositler
Hiicre membrani saglamdir.
Hiicre kiigilir.

Blebler olusur.

Kromatin kondensasyonu
gercgeklesir.

Organeller saglamdir.
Apoptotik cisimcikler olusur.
Erken evrede fosfatidil serin

translokasyonu gozlenir.

Programlidir.
ATP gerektirir.
DNA kiriklart merdiven seklini

alir (jel elektroforezinde ladder).

Hiicreler tek tek veya birkaci
birarada olir.

Fizyolojik sartlarda da
gerceklesebilir.

Makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler.

Enflamasyon goriilmez.

Litik viral enfeksiyon,
Toksik maddeler,
Agirmetaller,

Siddetli oksidatif stres
Hiicre membrani
biitiinliiga

kaybolur.

Hiicre siser.

Biiytik vakuoller olusur.
Organellerin pargalanir.
Hiicre lizisi gergeklesir.
Fosfatidilserin
Tanslokasyonu

yoktur.

Iyon dengesi bozulur.
ATP gerekmez.

DNA rastgele parcalanir
(Jel

elektroforezinde smear).
Hiicreler gruplar halinde
oOltr.

Patolojik etkiler sonucu
gerceklesir.

Lizozomal enzimler
salinir.

Enflamasyona neden olur.
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Figure 1-6 Cellular features of necrosis (keff) and apoptosis (right)

Sekil 3.6 Apoptoz ve nekrozun karsilastiriimasi (Int. Kyn. 4).

Kaspaz-3'iin aktivitesi siki1 bir sekilde diizenlenir ve inaktif bir pro-formda zimojen
olarak tretilir. Kaspaz-3 antikorlari, pro-kaspaz-3 ve aktif form seviyelerini tespit
ederek apoptoz indiiksiyonunu izlemek icin miikemmel biyobelirtecler olarak islev
goriir (Mcllwain vd. 2013). Son yillarda kaspaz-bagimsiz apoptotik yolaklarmnin da

apoptoz mekanizmasinda rol oynayabilecegi gosterilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Kaspaz-bagimli ve bagimsiz apoptotik yolaklar (Kroemer ve Martin 2005).

3.4 ISTATIKSEL ANALIiZLER

Istatistiksel analizlerde SPSS 15.0 programi kullamldi. Sayisal degiskenler
ortalama+standart sapma veya ortanca [min-maks] ile nitelik degiskenler ise say1 ve
yiizde ile gosterildi. Gruplar arasinda sayisal degiskenler bakimindan farklilik olup
olmadigr ise Kruskal Wallis testi ile incelendi. Anlamlilik diizeyi p=0,05 olarak
belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1 MTT ile Hiicre Viyabilite Olciim Testi

Bentonit ve zeolit 4A NP’lerinin tek baslarina ve NK olarak G361 melanom hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi ve etkin dozlarin hesaplanmasi
amactyla MTT hiicre viabilite 6l¢iim testi yapildi. Kontrol grubunun viabilitesi %100
olarak degerlendirildi. Her {i¢ grupta da kontrole gore anlamli sitotoksisite izlendi.
Gruplar i¢in %50 inhibisyon yapan (IC50) etkin dozlar Cizelge 4.1’de belirtildigi
gibi hesaplanda.

Cizelge 4.1 Ajanlarin G361 melanom hiicrelerinde %50 6liim oranina (IC50) neden oldugu

konsantrasyon. degerleri.

G361 Melanom hiicresi %350 inhibisyon yapan (IC50) dozu (ng/ml)
Bentonit NP 18,8
Zeolit 4A NP 9,78
Bentonit/Zeolit NK 1/5

NP: nanopartikiil, NK: nanokompozit

4.2 Elisa ile Apoptoz Analizi
Bentonit grubunda diger guplara gore daha diisiikk kaspaz-3 ekspresyonu izlense de
gruplar arasinda istatiksel anlamli farklilik izlenmedi (p=0,429). Gruplardaki kaspaz-

3 dagilimi Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de sunuldu.

Cizelge 4.2 Gruplardaki ortalama Kaspaz-3 degerleri.

Grup Mean Kaspaz-3 seviyesi (ng/mg prot) SD
Kontrol 0,167 0,094
Bentonit NP 0,098 0,053
Zeolit NP 0,199 0,149
Bentoniz/zeolit NK 0,151 0,078

NP: nanopartikiil, NK: nanokompozit
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Sekil 4.1 Gruplardaki kaspaz-3 dagilimi.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Calismamizda bentonit NP ve zeolit 4A NP hem ayr1 ayr1 hem de NK olarak doza
bagimli olarak G361 melanom hiicrelerinde sitotoksik etkiler gdsterdi. Bentonit NP,
zeolite NP ve bentonit/zeolite NK ajanlar1 i¢in sirastyla hiicrelerin yarisini 6ldiirmek
icin gerekli olan doza karsilik gelen etkin doz (IC50 dozu) 18,8 pg/ml, 9,78 pg/ml ve
1/5 (B/Z) pg/ml olarak belirlendi. Daha dnce literatiirde bentonit ve zeolit NP’lerini
ayni hiicre hattinda inceleyen benzer bir ¢alisma olmadigi icin bu etkin dozlarinin

belirlenmesi literatiire bu anlamda katki saglayacaktir.

Literatiirde bentonit ve zeolit i¢in kisith sayida da olsa hiicre kiiltlir ¢alismalari
mevcuttur. Var olan ¢alisma sonuglar ¢eliskilidir. Bentonitin hem seliiler protektif
hem de sitotoksik etkilerine dair yayinlar mevcuttur. Bentonit mineralleri, bazi
hiicreleri 6liimden korurken, bazi hiicre tiplerinde yiiksek sitotoksisite (Who 2005,
Bowman vd. 2011) ve genotoksisite gdsterebilmekte, oksidatif stresi arttirip hiicre
membranlarinda hasar yapabilmektedir (Geh vd. 2006, Lu vd. 2009, Zhang vd.
2010). Bentonit indiiklii genotoksisiteden quartz igerikleri (<%1->%20) ve aktive
edici prosesler (alkali, asidik ve organik aktivasyonlar) sorumlu tutulmustur (Huang
vd. 2013). Ayrica hiicre lizis hiz1 ve derecesi doz bagimlidir (Who 2005). Noral yarik
kok hiicre viabilitesi bentonitin yliksek konsantrasyonlarinda (>0.8mg/ml) azalma
gostermistir (Nones vd. 2015). Ayrica 5 pm’den diisiik ¢apli bentonit 1.0 mg/mL
altindaki konsantrasyonlarda cesitli hiicrelerde membran hasari ve hiicre lizisi
olusturmustur (Who 2005). Bentonitin insan akciger fibroblastlar1 iizerinde
olusturdugu sitotoksik etki de membran lizisi ile iligskilendirilmistir (Geh vd. 2006).
Bentonitin farkli konsantrasyonlari, kiiltiir ortaminda miirin spinal kord néronlarinda
giiclii norotoksik etkilere ve hizli dejenerasyona sebep olmustur (Murphy vd. 1993).
Ayrica bentonitin de dahil oldugu cesitli kil minerallerinin ¢esitli makrofaj hiicre
hatlarindaa sitotoksik oldugu ve hemolitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Elmore 2003). Diger yandan bu mineraller ndroblastom veya oligodendroglial
hiicreler {izerinde etki gostermemistir (Bowman vd. 2011). Ek olarak, in vitro olarak
bentonit partikiillerinin insan B lenfoblast hiicrelerinde belirgin DNA ve kromozom

hasar1 yaptig1 gosterilmistir (Zhang vd. 2011).
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Terapotik uygulamalarda yiiksek toksisiteye sebep olmayarak etkinlik saglayacak
uygun konsantrasyonlarin belirlenmesi ¢ok onemlidir (Depan vd. 2009). Bentonit
icin yeterli dozajlarn belirlemek ve toksisiteyi in vivo belirlemek i¢in daha g¢ok

calismaya ihtiya¢ vardir (Maisanaba vd. 2014).

Bentonitin hiicrelerdeki etkileri hiicresel konsantrasyonlar1 ile iligkilidir. Kil
mineralinin fizyokimyasal karakteristikleri ve maruziyet siiresi hiicresel toksisiteyi

etkileyebilir.

Ornegin, 20 pg/mL organik modifiye bentonite 24 ve 48 saat maruz kalan kolon-
kanseri hiicre hattinda morfolojik degisiklikler ve mitokondride matriks ve i¢
membran hasari tespit edilmistir (Maisanaba vd. 2014). Biitiin bu veriler bentonitin
yiiksek yararlar1 yaninda hiicresel toksisite agisindan dikkatli olunmasi gerektigini

ortaya koymaktadir.

Ayrica kilin kompozisyonu bolgelere gore degiskenlik gosterebildigi i¢in in vitro ve
in vivo analizler 6nem kazanmaktadir. Baz1 konsantrasyonlarda bentonitler apoptotik
hiicre 6liimii, oksidatif hasar ve seliiler membran hasar1 yapabilirken, diger taraftan
bazi hiicrelerde de viyabilite ve hayatta kalma diizeyinde artis saglayabilmektedir.
Yakin zamanl bagka bir ¢alismada 4 farkli bentonitin (Bent-India, Bent-Hungary,
Bent-Argentina, ve Bent-Indonesia) 2 insan kanser hiicre hattinda [U251 (santral
sinir sistemi glioblastomu) ve SKLU-1 (akciger adenokarsinomu)] in vitro etkileri
incelenmistir. Ve bentonitin U251 hiicrelerinde inhibisyon yaparken, SKLU-1
hiicrelerinde biiylime artis1 yaptig1 gosterilmistir. Bu da bentonit ile hiicre yiizeyleri
arasindaki etkilesimlerin spesifik oldugunu, metabolik komponent diizeylerini
etkileyerek U251 hiicrelerini inhibe ettigini, diger yandan hiicre yiizey etkilesimleri
sonucu sisme, c¢oziinenlerin birikimi ve hidrasyon gibi nedenlerle SKLU-1
hiicrelerinde biiylime artisina neden oldugunu diisiindiirmiistiir. Bentonit kil yiizeyleri
metabolik bliylime komponentlerini etkiliyor ve farkl hiicre tiplerini farkl: etkiliyor

gibi goriinmektedir (Cervini vd. 2016).

Son yillarda zeolitlerin de potansiyel yararlarina dair yayimnlar giderek artmaktadir.

Ozellikle dogal zeolit klinoptilolitin detoksifiye etkileri, aniinflamatuvar etkileri,
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antioksidan ve noroprotektif etkilerine dair kanitlar mevcuttur (Mastinu vd. 2019). Ek
olarak, zeolitlerin kanser ilaglarinda ideal tasiyici olarak kullanilabilirligine dair
yayinlar giderek artmaktadir (Spanakis vd. 2014, Abd-Elsatar vd. 2019).

Zeolitlerin hiicre kiiltiir ¢alismalart kisithidir. Var olan sonuglar c¢eligkilidir.
Tribomekanik mikronize zeolitin ¢esitli hiicre hatlarinda antikanser ve antioksidatif
etkileri gosterilmistir (Zarkovic vd. 2003). Zehirli olmayan ve ¢esitli biyomedikal
uygulamalar i¢in biiyiik potansiyele sahip dogal bir zeolit olan klinoptilolit bazi
kanser hiicrelerinde azaltilmis hiicre canlilifi ve DNA sentezine ve artmig apoptoza
neden olurken insan fibroblast hiicrelerinde benzer bir reaksiyona neden olmadigi
icin kanser tedavisinde adjuvan olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (Paveli¢ vd.
2001).

Ek olarak, in vitro olarak, 0.16-100 mg/ml dozda zeolite 4a’nin 24 saat
uygulanmasinin B16F10 melanom hiicrelerinde sitotoksiteye neden olmadigi MTT

analizi ile gosterilmistir (Shin vd. 2010).

Ayrica bir bagka calismada zeolit X ve Y’nin 5 mg/ml and 50 mg/ml dozlarda ve
farkli Fetal Bovine Serum (FBS) konsantrasyonlarinda HeLa, AsPC-1 and 911
kanser hiicre hatlarindaki etkisi incelenmis ve 72 saatlik enkiibasyon sonrasi, hiicre
viyabiliteleri MTT ile degerlendirilmis ve 50 mg/ml konsantrasyonda zeolit X ve %5
FBS’nin en fazla hiicre inhibisyonuna sebep oldugu ve hiicre viyabilitesini azalttig1

gosterilmistir (Ghazi vd. 2012).

Farkli zeolit tiplerinin degisken dozlarda ilag-tasiyici sistemleri olarak
incelendiklerindeki ¢esitli ¢alismalarda ZSM-5, zeolit A, faujasite-NaX, NAX-FAU,
BEA zeolitleri ile kolon kanseri hiicrelerinde sitotokissite gosterilememistir
(Karavasali vd. 2017 ve Spanankis vd. 2014). Yakin zamanl bir ¢alismada, zeolit X
nonkanser6z MCF-12A hiicresinde sitotoksik etki gostermezken, MCF-7 meme
kanseri hiicresinde konsantrasyon-bagimli proliferasyon inhibisyonu yapmis ve

apoptotik 6liimii indiiklemistir (Subhapriya ve Gomathipriya 2018).
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Erionit, offretite ve scolecitee gibi bazi fibréz zeolit tipleri insan monosit
hiicrelerinde sitotoksisite ve karsinojenite riski ile iligkilendirilmistir (Cangiotti vd.
2018).

Bu c¢alismada ise bentonit i¢in 18,8 pg/ml ve zeolit i¢in 9,78 pg/ml dozlarda 24 saat
inkiibasyondan sonra G361 melanom hiicre hattinda MTT ile %50 viyabilite azalmas1
izlenmigtir. Calismalar arasindaki bu farkliliklar, ¢aligilan hiicre hatlarinin
ozelliklerinden, c¢alisilan kanserlerin  farkli tiplerinden, uygulama teknik
farkliliklarindan, kullanilan bentonitlerin kompozit farkliliklarindan, kullanilan zeolit
tiplerinin farkli olmasindan, por caplarindaki farkliliklardan, ajana maruziyet siire
farkliliklarindan, ajanin konsantrasyon farkliliklarindan, ajanlar ile hiicre yiizeyleri
arasindaki spesifik etkilesim Ozelliklerinden ve farkli metabolik degisimlerden

kaynaklaniyor olabilir.

Bu calismada ortaya ¢ikan bagka bir sonug¢ ise bentonit, zeolit NP’leri ve
bentonite/zeolit NK ile G361 melanom hiicrelerinde sitotoksisite izlenmesine ragmen
kontrole kiyasla anlamli bir kaspaz-3 artis1 izlenmemesidir. Hatta istatiksel anlam
diizeyine ulagmasa bile bentonit grubunda diger gruplara kiyasla kaspaz-3 diizeyleri
daha diisiik izlenmistir. Sonug olarak, bu ajanlarin G361 melanom hiicrelerinde
kaspaz-3 aracili apoptozda artis yapmadan sitotoksisiteye neden olmus olmasi, hiicre
6liimiinde nekroz gibi apoptozdan farkli yolaklarin etkin oldugunu veya kaspaz-3’ten
farkl1 bir apoptotik yolagin rol oynadigini veya da bu ajanlarin kaspaz-3 diizeylerine

farkli etkilerinin olabilecegini diislindiirmektedir.

Bu calismada tespit edilen sitotoksitenin sebebi nekroz olabilir. Bunun olasi
nedenlerinden biri bu ajanlarin su tutma vb. fiziksel 6zellikleri, hiicre membranlar1 ve
yiizeyleri ile etkilesimleri olabilir. Var olan literatiir caligmalarinin biiyiik bir kismi

bu tezi desteklemektedir.

Apoptozis ve nekroz her ikisi de hiicre 6liimiine neden olan siirecler olmasina ragmen
olusum mekanizmalar1 farklidir (Coskun ve Ozgiir 2011). Bir hiicrenin apoptoza m1
yoksa nekroza mi gidecegi uyarici tipi ve/veya uyarici derecesi ile belirlenir.
Apoptotik stiregte, gelen uyarinin ardindan hiicre yapisti§i zeminden ve komsu

hiicrelerden ayrilarak kigtlir. DNA fragmantasyonu, kromatin kondensasyonu
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olugsmaya ve membranla cevrili vezikiiller goriilmeye baslar. Siire¢ ilerledik¢ce bu
vezikiiller komsu hiicreler ya da fagositler tarafindan fagosite edilir. Apoptotik
stirecte inflamasyon olusmaz. Bir diger hiicre 6liim tiirli olan nekrozda ise hiicre zar1
ya da hiicredeki metabolik siiregler hasar goriir ve hizla bozulan zar gegirgenligi
sonucunda hiicre siser. Sonucta membran patlayarak hiicre i¢indeki maddeler disari

dagilir ve inflamasyon uyarilmis olur (Coskun ve Ozgiir 2011).

Benzer olarak Geh vd. (2006), akciger fibroblastlarina sitotoksik etkiyi inceledikleri
calismalarinda bentonit partikiillerinin sitotoksik etkisinin temel olarak hiicresel
membran lizisi nedenli oldugunu ve bu etkinin bentonit dozunun aktivasyonu ile

artabilecegini belirtmislerdir.

Diger bir olasilikla bu ¢alismada hiicrelerde kaspaz-3 kaskadindan bagimsiz apoptoz
indiiklenmis olabilir. Apoptozun, kaspaz-3 kaskadindan farkli molekiiler yolaklar
oldugu bilinmektedir (Kroemer ve Martin 2005). Bunun netlesebilmesi igin farkl

apoptotik yolak molekiilleri ile yapilan daha ileri caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Bu c¢alismada izlenen bir diger sonu¢ ayni derecede bir sitotoksisite i¢in gerekli
bentonit ve zeolit etkin (IC50) dozlarinin kombine edildiklerinde diismesidir. Bu
durum, iki ajanin kompozit halindeyken sinerjik etki yaparak birbirinin sitotoksik
etkisini arttirabildigi ve her ikisi i¢in de gerekli dozlarin azaltilabilmesine imkan
sagladigi seklinde yorumlanabilir. Bunun sebebi her iki ajanin da hiicre yiizeyleri ile
etkilesebilmesi ve seliiler metabolik parametrelerde benzer degisikliklere sebep
olabilmesi olabilir. Bu nedenle, bu ajanlar kombine edildiginde artmis bir
sitotoksisite riski nedeniyle dikkatli olunmali ve doz ayarlamalari buna gore
yapilmalidir. Bunun kanitlanmasi ve sebepleri daha ileri ¢caligmalarla aydinlatiimaya

ithtiya¢ duymaktadir.

Sonug olarak;
e Bu caligmada; bentonit ve zeolit 4A NP hem ayr1 ayr1 hem de NK olarak

G361 melanom hiicrelerinde doza bagimli olarak sitotoksisite gostermistir.
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Bentonit ve zeolit 4A nanokompozit halindeyken sinerjik etki yaparak
birbirinin sitotoksik etkisini arttirmig ve her ikisi i¢in de gerekli etkin
dozlarmn azaltilabilmesine imkan saglamistir.

Bentonit NP, zeolit 4A NP ve bentonit/zeolite 4A NK, melanom
hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisiteye ragmen kaspaz-3 yolaginda
degisiklige yol agmamustir. Bu, bu ajanlarin yaptig1 sitotoksitenin ya hiicre
membranlar lizerindeki etkisi ile nekroza bagli olarak gelistigini ya da
kaspaz-3 bagimsiz apoptotik yolaklar1 kullanabildigini gosterebilir.

Bu ajanlarin potansiyel yararlar1 yaninda bazi hiicre gruplarinda
sitotoksisite gosterebildigi bilinmelidir. Bu biiyiik olasilikla spesifik hiicre
yiizey etkilesimleri ve metabolik degisimler sonucu ortaya ¢ikiyor gibi
durmaktadir. Terapdtik yaklasimlarda, ajanlarin secimi ve konsantrasyon
ayarlamalar1 bunu gz 6niinde tutarak yapilmalidir.

Literatiir  bilgileri 1s18inda  bentonitin  modifikasyonlarindaki  ve
iceriklerindeki farkliliklar, zeolitlerin farkl tipleri, bu ajanlarin boyut, yap1
ve konsantrasyon farkliliklar1 ve bunlarin etkilestikleri hiicre tiplerinin ve
yiizey etkilesimlerinin farklilig1 sitotoksik etkilerin degisken olmasini
etkiliyor gibi goriinmektedir.

Bu ajanlarin antikanser etkinliklerini ve sitotoksitite mekanizmalarini
aydinlatabilmek i¢in saglikli hiicreleri ve farkli kanser hiicre hatlarimi

iceren daha genis capli caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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