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OZET

Meme kanseri tiim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olup, kanserden
oliim sebepleri arasinda dnemli bir yer tutmaktadir. Uglii negatif meme kanseri (TNMK),
neoadjuvan tedaviye daha iyi yanit vermesine karsin kotii prognozla seyreder. Buna karsin
TNMK ’ya kars1 olusturulmus spesifik bir tedavi yaklagimi heniiz mevcut degildir. Non-
invaziv bir yontem olan fototermal terapide (PTT), fotosensitif ajanlar araciligiyla
uygulanan lazer 1s1k enerjisinin 1s1 enerjisine doniistimii yoluyla kanserli bolgenin termal
ablasyonunun gergeklesmesi saglanir. Bu amagla en ¢ok kullanilan inorganik
malzemelerden olan altin (Au) goriiniir bolgedeki giiclii absorpsiyon 6zelliginden dolay1
tercih edilmektedir. Bir organik malzeme olan polidopamin (pDA) ise oldukga iyi olan
biyouyumlulugu ve fototermal kararlilig1 sayesinde en ¢cok umut vadeden PTT ajanlari
arasindaki yerini almistir. Calisma kapsaminda TNMK tedavisindeki eksik ve zorluklar
g0z oniline alinarak Au ve pDA’nin yeni bir sentezleme yontemiyle bir araya getirilmesiyle
nanokompozit malzeme eldesi gergeklestirilmistir. Fiziksel ve kimyasal analiz yontemleri
kullanilarak iiretilen malzemenin karakterizasyon ¢aligmalar1 tamamlanmistir. Daha sonra
808 nm dalga boyundaki lazer kullanimiyla malzemeye ait fototermal 6zellikler
belirlenmistir. Uygun 06zelliklere sahip nanokompozit malzeme eldesi sonrast TNMK
hiicreleri ile in vitro calismalar gergeklestirilmistir. Sonug olarak TNMK hiicreleri tizerinde
etkili bir PTT gergeklestirilmis olup, iiretilen malzemenin in vitro kosullarda basarili
sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir.
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ABSTRACT

Breast cancer is one the most common types of cancer among women all over the world
and has an important place among the causes of death from cancer. Triple negative breast
cancer (TNBC) has a poor prognosis despite a better response to neoadjuvant therapy.
However, a specific treatment approach to TNBC is not yet available. Photothermal
therapy (PTT), which is a non-invasive approach, enables thermal ablation of the
cancerous region by the conversion of laser light energy to heat energy through
photosensitive agents. For this purpose, gold (Au), which is one of the most utilized
inorganic photosensitive agents, is preferred due to its strong absorption in the visible
region. Recently, polydopamine (pDA), an organic material, has taken its place among the
most promising PTT agents thanks to its very good biocompatibility and photothermal
stability. In this study, considering the deficiencies and difficulties in TNBC treatment,
nanocomposite material was obtained by combining Au and pDA with a new synthesis
method. The characterization of the produced materials was completed using physical and
chemical analysis methods. In the next step, the photothermal properties of the materials
were determined using a laser with a wavelength of 808 nm. After obtaining
nanocomposite material with appropriate properties, in vitro studies were carried out with
TNBC cells. Finally, an effective PTT was performed on TNBC cells and it was shown
that the produced material could be used successfully in in vitro conditions.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

% Yiizde

pm Mikrometre

A Olgiim Yapilan Kabim Yiizey Alan1
Ag Glimus

Au Altin

cm Santimetre

cm? Santimetrekare

CO2 Karbondioksit

CusS Bakar Siilfit

EtOH Etanol

h Is1 Transfer Katsayis1
HAuUCI4.3H20 Kloroaurik asit-trihidrat
HCI Hidroklorik Asit
HNOs Nitrik Asit

| Lazer Giicii

kDa Kilo Dalton

mA Miliamper

mg Miligram

ml Mililitre

1 Fototermal Doniistim Verimi
NHsOH Amonyum Hidroksit
nm Nanometre

°C Santigrat

Pd Paladyum

rpm Dakikada Devir

vV Volt

W Watt



Kisaltmalar

ACTB
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AuNR
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AuPB
BCA
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D-A
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EGFR
Em
ER
Ex
FA
FBS
GEF
GPCR
HER2
HRP
IARC
ICP-MS
LDH
LSPR
MAPK
MOF
MO
MTT
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Aciklamalar

B-aktin

Adenozin Monofosfat ile Aktive Olan Protein Kinaz
Amonyum Perstilfat

Altin Nanorod

Altin Nanoyildiz

Altin Plazmonik Blackbody

Bikinkoninik Asit

Bovine Serum Albumin

Donor- Alici

Dakika

Dihydroethidium

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii
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Eksitasyon
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Fetal Bovine Serum
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Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst
Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer
Laktat Dehidrojenaz

Lokalize Yiizey Plazmon Rezonansi

Mitojen Tarafindan Aktive Edilmis Protein Kinaz
Metal Organik Cergeve

Milattan Once
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difenil Tetrazolyum Bromiir
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NP
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PBS
pDA
PDT
PE
PEDOT: PSS
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PIP2
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PMSF
PPy
PR

PT
PTA
PTT
ROS
RTK
SDS
SEM
TBS-T
TEM
TEMED
TNMK
uv
WHO

XV
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Nano Olgekli Koordinasyon Polimeri
Yakin Kizilotesi Bolge
Nanopartikiil

Polianilin

Phosphate Buffer Saline
Polidopamin

Fotodinemik Terapi
Fosfatidiletanolamin
Poli-(3,4-Etilendioksitiyofen):Poli(4-Stiren Siilfonat)
Fosfatidilinositol 3-Kinaz
Fosfotidil Inozitol-4-5-Bifosfat
Fosfotidil Inozitol-3-4-5-Trifosfat
Fenilmetilsilfonilflorid

Polipirol

Progesteron Reseptoru

Fototermal

Fototermal Transdiiksiyon Ajani
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1. GIRIS

Bilim ve teknolojideki gelismeler ile pek ¢ok hastalifa ¢are bulunmasina ragmen, kanser
giiniimiizde hala diinyada en fazla 6liime yol acan hastalik siralamasinda iilkelere gore
degismekle birlikte kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan onemli bir saglik
sorunudur. Diinya Saghik Orgiitii (WHO) Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi'nin
(IARC) GLOBOCAN veri taban1 2020 yil1 verilerine gore tiim diinyada 19,3 milyon yeni
kanser vakasi tanimlanmis olup, 10 milyon insan kanser dolasiyla hayatin1 kaybetmistir.
[1]. Rakamlarin her gegen giin artis1 kanserin erken tani1 ve tedavisine yonelik ¢aligmalara
da ivme kazandirmaktadir. Meme kanseri, kadinlarda goriilen en yaygin ve 6liimciil kanser
tiirleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Diinyada meme kanseri goriilme siklig1 2008'den
bu yana %20'den fazla artis gostermis ve 2020 yilinda 2,3 milyon kisiye meme kanseri

tanis1 konmustur. Bu say1 tiim kanser vakalarinin yaklasik %12'sini olusturmaktadir [1,2].

Giliniimiizde meme kanseri tedavilerinde temel olarak cerrahi eksizyon, radyoterapi,
kemoterapi, hormon tedavisi ve immiinoterapi kullanilmaktadir, ancak bu tedavi
yontemlerinin klinik uygulamalarda kendi iglerinde smirlamalari bulunmaktadir. Ornegin
cerrahi islemler saglikli dokularda yaralanmalara yol agabilirken, metastaz durumunda ve
timor boyutu biiylk oldugunda tercih edilmemektedir. Radyasyon terapisinde;
radyasyonun timor hiicresine ulasirken gectigi yerlerdeki saglikli hiicrelerin 6limiine yol
agmasi ve tedavi edici dozlardaki 1sina karsi gelisen direng tedavinin etkinliginin 6niine
ge¢mektedir. Kemoterapide ise kemoterapotik ajanlar hala timor dokusuna ulasmada
zayiftirlar ve toksiSite sebebiyle verilen dozlarda sinirli tutulmak zorundadir. Ayrica uzun
stireli kemoterapi ve hormon kullanimi, meme kanseri hiicrelerinin ila¢ direncini uyararak,
tedavi etkinliginin azalmasina neden olabilmektedir. Son yillarda, immiinoterapi giiclii
antikanser etkinligi sayesinde diinya capinda biiyiik ilgi gormektedir, fakat bu tedavi de
uzun vadede goriilen c¢esitli yan etkileri nedeniyle tim kanser hastalarinda ise
yaramamaktadir [3-5]. Tiim bu sebeplerden dolay1, meme kanseri tedavisi i¢in giivenli ve

etkili stratejiler gelistirmek son derece dnemlidir.

Fotodinamik terapi (PDT) ve fototermal terapi (PTT) olmak iizere iki 6nemli kategoriden
olusan fototerapi her giin gelismekte olan ve kanser tedavisi i¢in umut vadeden non-
invaziv bir stratejidir. Bir fototerapi ¢esidi olan PTT’de yakin kizilotesi (NIR) lazer

uygulanmasiyla 151k enerjisini 1s1 enerjisine doniistiiren fototermal transdiiksiyon ajanlari



(PTA) kullanilir. Boylece tiimorlii bolgenin sicakligi artar ve kanser hiicrelerinin termal
ablasyonu gerceklesir [5,6]. Farkli terapdtik modellerle karsilastirildiginda, PTT yiiksek
spesifiklik ve hedeflemeyle, etraftaki saglikli dokuya verilen zararin minimum olmasi,
minimal invazivlik gibi olduk¢a Onemli avantajlara sahiptir [6,7]. PTT'nin terapotik
etkinligi, 1518in  PT ajanlar, Ozellikle de nano Olgekli ajanlar ile yeterli 1siya
doniistiiriilmesine baghdir. Simdiye kadar, soy metal nano yapilar (6rn; altin ve glimiis
nanopartikiiller (Au ve Ag NP’ler)), karbon bazli malzemeler (karbon nanotiip ve grafen),
Pd (Paladyum) tabakalari, CuS (bakir siilfit) partikiilleri, organik partikiiller, organik ve
inorganik malzemelerin bir araya getirilmesiyle olusturulan nanokompozit malzemeler
olmak iizere kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi icin PTA olarak gii¢lii NIR absorbansi olan
bircok nanomalzeme gelistirilmistir [8,9]. Verimli ve segici bir PTT uygulamasi i¢in
iretilen ajanlarin bazi Ozellikleri tasimast amaclanmaktadir. Bunlardan bazilari;
malzemenin genis bir sogurma alani, yiiksek fototermal doniisiim verimliligi ve {stlin
fototermal kararliliga sahip olmasi ile yiiksek fototermal performans elde edilmesidir. Bu
ozellikleri tasiyan malzeme ile daha diisiik lazer yogunluguyla daha verimli PTT sonuglar
alinmas1 hedeflenir. Biyomedikal uygulamalarda esas onemli konulardan biri de toksik
olmayan, biyouyumlu, uzun vadeli biyogiivenlige sahip malzemeler iiretebilmektir. PTT
ajanlar1 uzun siire ana organlarda birikip kaldiklarinda ciddi toksisite, enflamatuar yanit ve
yan etkiler olusturabilirler. Hassas bir timor tedavisi i¢in tiimor hedefleme kabiliyeti gibi
PTT ajanlarin1 ¢ok islevli kilan basit ylizey modifikasyonuna olanak verecek sekilde

tiretim gergeklestirebilmek de son derece 6nemlidir [10].

Sunulan tez kapsaminda, etkili bir PTT gerg¢eklestirmek i¢in Au-pDA (altin-polidopamin)
inorganik-organik malzemelerin bir araya getirilmesiyle olusturulan nanokompozit
malzemenin eldesi gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan sentez yontemi ilk kez bu
caligmayla literatiire sunulmaktadir. Elde edilen kompozit malzemenin karakterizasyon
caligmalar fiziksel ve kimyasal analiz yontemleri kullanilarak yapilmis, ardindan 808 nm
dalga boyundaki lazer kullanimiyla malzemenin PT 6zellikleri belirlenmistir. Son olarak
en uygun Ozelliklere sahip malzeme eldesinden sonra; TNMK (iiclii negatif meme kanseri)
hiicre hatlartyla yapilan g¢aligmalar sonucu, iretilen malzemenin in vitro kosullarda
etkinliginin belirlenmesi gergeklestirilmistir. Etkili bir PTT imkani1 sunan transdiiksiyon

ajan1 bu tez caligmasiyla literatiire sunulmustur.



2. GENEL BILGI

Kanser toplumlarda oldukc¢a sik goriilmesi ve 6liim oranlarindaki yiikseklikler nedeniyle
glinlimiiziin 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Yas ve cinsiyet ayirt etmeden diinyada her 5
kisiden biri bu hastalikla yasamlarinin herhangi bir doneminde karsilasmaktadir. Tim
diinyada 2030 yilina kadar kiiresel boyuttaki yiikiin %20'den fazla artis1 beklenmektedir.
Ayrica tani ve tedavide yapilan milyar dolarlik harcamalar tilkelerin lizerindeki ekonomik
yiikii her gegen yil daha da artirmaktadir. Dolayisiyla tan1 ve tedavi ydntemlerini
gelistirmeye ve bu yiikii azaltmaya yonelik calismalar oldukca kiymetli olup her yil

katlanarak devam etmektedir [11].

Kanser, saglikli bir hiicrede diizenleyici ve kontrol mekanizmalarinin bozulmas: sonucu
hiicrelerin kontrolsiiz boliinlip ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan oldukg¢a oliimciil bir hastaliktir.
Saglikl1 hiicreler, hiicre boliinmesi ile hiicre 6liimii arasindaki dengeyi korumak igin komsu
hiicrelerle iletisim kurar. Fakat kanserde bu denge bozulur ve hiicreler herhangi bir kontrol

olmaksizin ¢ogalmaya baslar [12].

Viicuttaki her saglikli hiicre kanserli hiicreye donlisme potansiyeline sahiptir, bu sebeple
200°den fazla farkli kanser tiirii tanimlanabilmektedir. Tiimorler 1) Koken aldigr hiicre,
doku, organ ve sisteme, 1) Baslangi¢ yerine, 111) Morfolojik derecesine ve 1V) Kanserin

viicutta yayilim derecesine gore geleneksel olarak 4 sekilde siniflandirilir [13].

Cok sayida kanser tiirli olmasina ragmen, tiim kanser vakalarinin neredeyse yarisindan
sorumlu olan dort kanser tirii bulunmaktadir. Bunlar meme, akciger, prostat ve

kolon/rektum kanserleridir [14].

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri tiim diinyada kadinlarda en sik goriilen ve en oliimciil kanser tiirtidiir.
GLOBOCAN veri taban1 2020 y1l1 verilerine gore tiim diinyada her iki cinsiyet ve her yas
grubunda Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi 19 milyonu asan yeni vakalar arasinda meme
kanseri %11,7 oraniyla (~ 2,3 milyon yeni vaka) ilk kez akciger kanserini gegmistir. Oran,
yeni tant konan her 8 kanserden birinin meme kanseri oldugunu gostermektedir.

Siralamanin devaminda ise %11,4 ile akciger kanseri, %10 ile kolorekteral kanser, %7,3 ile



prostat kanseri, %5,6 ile mide kanseri, %4,7 ile karaciger kanseri, %3,1 ile serviks uteri ve

yutak kanseri ile agsagidaki sekilde sunuldugu gibi diger kanserler yer almistir [1].

Her iki cinsiyet ve her yagtan 2020'deki yeni vaka sayis:

Meme
2261419 (11.7%)

Akciger
2206 771 (11.4%)
Diger Kanserler
8 275 743 (42.9%) Kolorektum

1931590 (10%)

Prostat
‘ 1414 259 (7.3%)
Yutak , Mide
604 100 (3.1%) : 1089 103 (5.6%)

Serviks Uteri Karaciger
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Toplam: 19 292789 vaka

Sekil 2.1. Globocan 2020: Kanser yeni vaka sayilari [1]

Tiim diinyada kansere bagli 6liim oranlarina baktigimizda ise; Sekil 2.2°de gosterildigi gibi
%18 (~ 1,8 milyon 6liim) ile akciger kanseri en ¢ok 6liime yol agan tiir olmadaki sirasini
korumustur. Siray1 %9,4 ile kolorektum kanseri, %8,3 ile karaciger kanseri, %7,7 ile mide
kanseri takip etmistir. Meme kanseri ise bu siralamada % 6,9 (~ 690.000 &liim) ile besinci
olarak yerini almistir [1]. Dolayistyla bu kadar yaygin ve dliimciil bir hastalik i¢in etkili ve

giivenli tan1 ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi Kritik bir 6neme sahiptir.



Her iki cinsiyet ve her yagta 2020'deki 6liim says),

Akciger
1796 144 (18%)

Diger Kanserler
3 55T 464 (35.7%)
Kolorektum
935 173 (9.4%)
Prostat Karaciger
375 304 (3.8%) B30 180 (B.3%)
Pankreas Mide
466 003 (4.7%) T68 793 (7.7%)

Yutak Meme
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Toplam: 9 958 133 6liim

Sekil 2.2. Globocan 2020: Kansere bagli 6liim sayilari [1]

Meme kanseri tiirlerinin siniflandirilmasinda histolojik tip, tiimdr asamasi1 ve derecesi,
belirte¢ durumu [Ornegin; Ostrojen reseptorii (ER), insan epidermal biiylime faktorii
reseptoric 2 (HER2)] ve lenf nodu durumu gibi ozellikler degerlendirilir. Tiim bu
smiflandirmalarin  yaninda mikroarray tabanli sistemlerde yasanan ilerlemeler, gen
ekspresyon profillerinin kullanimi ile tiimoriin molekiiler-genetik ozelliklerine gore de
smiflandirma yapmay1 miimkiin hale getirmistir [13]. Molekiiler alt tiplerine gore meme
kanseri 4 sinifa ayrilir. Bunlar sirasiyla Sekil 2.3’te gosterildigi gibi; luminal A, luminal B,

HER2+ ve iiglii negatif meme kanseri (TNMK)’dir.



Daha iyi Daha kotii
Prognoz Tiimor Alt Tiirleri Prognoz

Luminal A

LuminaIB‘ HER2+ | Triple negative

Basal |Cl|udin-low| MBC I

Sekil 2.3. Meme kanseri alt tiirlerinin molekiiler siiflandirilmasi [15]

Meme kanseri tiimor molekiiler tiirlerine ait Gstrojen reseptorii (estrogen receptor, ER),
progestron reseptorii (progesterone receptor, PR), insan epidermal biiyiime faktorii 2
reseptorii (human epidermal growth factor receptor 2, HER2) ve Ki-67 proteini

seviyelerine gore yapilan siniflandirma Cizelge 2.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 2.1. Meme kanseri alt tiirlerinin reseptor ve protein seviyesi durumu [16]

Alt Turler ER PR HER2 Ki-67
Luminal A + +/— - <|4%
Luminal B + +/— +/— =14%
HER2+ - - + =14%
TNBC - - - =14%

Luminal A tip meme kanseri; ER pozitif, PR’nin pozitif veya negatif, HER2’nin negatif
ve Ki-67 seviyesinin diisiik oldugu bir alt tiirdiir. Tim meme kanseri hastalarinin yaklasik
%40’1 bu sinifa girmektedir. Biiylime hiz1 yavastir ve diger tiirler arasinda en iyi prognoza
sahiptir. Genellikle hormon tedavisi yeterli olmaktadir. Luminal B tip meme kanseri; ER
pozitif, PR ve HER2’nin pozitif veya negatif oldugu, yiiksek Ki-67 seviyelerinin
goriildiigli ve tim meme kanseri hastalarinin %20’sinden azinda goriilen bir alt tiirdiir.
Luminal A’ya gore ¢ogalma hizi biraz daha hizli olup; prognozu da biraz daha kotiidiir.
HERZ2-giiclendirilmis meme kanseri ER ve PR negatif, HER2 ve proliferasyon gen
kiimelerinin yiiksek ekspresyonuyla karakterize, Ki-67 diizeyinin yiiksek oldugu bir alt
tiirdiir. Meme kanseri hastalarinin %10-15"1 bu gruba girmektedir. Luminal ve bazal

kiimelerin ifadesi diisiiktiir. Luminal kanserlere gore daha hizli biiyiir ve daha koétii bir



prognoza sahiptir. Triple negatif/bazal benzeri meme kanseri; ER, PR ve HER2
reseptorlerinin iiclinii de igermeyen bir alt tiirdiir. Hastalarin yaklasik %20’si bu gruba
giren kansere sahiptir. BRCA1 gen mutasyonu olan kadinlarda, 40 yasindan kiigiik
kadinlarda ve Afrikali-Amerikali kadinlarda daha yaygindir. Diger tiirlere gore ¢cok daha
agresif bir tiir olup, temel olarak tedavide kemoterapiye bagvurulmakla birlikte, tedavinin
oldukca zor olmasi sebebiyle yeni gelistirilen tedavilerden de yararlanilmaya

calisilmaktadir [16, 17].

2.1.1. Triple negatif meme kanseri

Meme kanseri tiirleri igerisinde genetik, transkriptomik ve histolojik heterojenligi ile
bilinen TNMK olduk¢a agresif bir fenotip ve kotii prognoza sahiptir. Gen ekpresyon
analizleriyle TNMK’ine ait alt tiirlerin farkli siniflandirmalar1 yapilmasina ragmen, rutin
uygulamada tam bir siniflandirilma i¢in heniiz yerlesik bir tani testi yoktur. Ayrica
TNMK'nin ER, PR veya HER2'yi ifade etmedigi géz oniine alindiginda bu kanser tiirii i¢in
tedaviye karar vermek oldukg¢a zor olmaktadir. Erken evre TNMK'li hastalar i¢in mevcut
standart tedavi, taksan- ve antrasiklin- bazli kombine tedaviler ile sitotoksik kemoterapi
uygulamalaridir, fakat prognoz kotiidiir. Bir¢ok klinik ¢alismada, TNMK'li hastalarda
birinci basamak tedavi olarak platin bazli ajanlarin kullanimi ile daha uzun progresyonsuz
sagkalim gergeklestirilmistir, fakat sonunda ortaya ¢ikan ila¢ direnci olduk¢a 6nemli bir
problemdir. Giinimiizde TNMK i¢in onaylanmigs hedefe yonelik herhangi bir tedavi
yoktur. Hastalikla miicadeledeki bu zorluklar yeni tani ve tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesi zorunlulugunu ortaya koymaktadir. Bu derece zorlu bir hastaligi etkili bir
sekilde tedavi etmek igin, hastaligin ilerlemesini saglayan temel biyolojiyi anlamak bir

baska bir zorunluluktur [17, 18].

2.1.2. Uclii negatif meme kanserinin biyolojik dzellikleri

Kanserin sahip oldugu heterojen ve kompleks yapi, etkili terapotik yontemlerin
gelistirilmesinde hala 6nemli zorluklar teskil etmektedir. Hastalikla ilgili bilgilerimiz her
gegen giin aydinlatilan sinyal yolaklari ve mekanizmalarla daha da artmaktadir. Hiicrenin
proliferasyon, farklilagsma, sag kalim gibi tim hayatsal faaliyetlerinde etkili olan sinyal
yolaklarinda meydana gelen degisimler kanserin takibi ve Oniine ge¢ilmesi agisindan

olduk¢a onemlidir. Farkli ve onemli gorevlere sahip olan pek ¢ok sinyal yolagi olmakla



birlikte meme kanseri progresyonunda énemli yere sahip olan MAPK (mitojen tarafindan
aktive edilmis protein kinazlar) ve PI3K (fosfatidilinositol 3-kinaz) yolaklar1 bunlardan

sadece iki tanesidir [19].

| Blylme Faktori |
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Sekil 2.4. ERK, AKT (PKB) ve mTOR’u igeren sinyal yolaklarmin basitlestirilmis
diyagrami [19]

2.1.3. Uclii negatif meme kanserinde MAPK ve PI3K sinyal yolag

Fosfatidilinositol 3 kinaz/protein kinaz B (PI3K/AKT) ve mitojenle aktive olan protein
kinaz/ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (MAP/ERK) sinyal yolaklar1 hiicrede 6nemli

gorevleri olan iki sistemdir.

MAPK/ERK sinyal yolagi, RAS, RAF, MEK ve ERK dahil olmak {izere bir grup protein
kinaz igerir. ERK aktivasyonu otokrin/parakrin olarak iletilen mitojenik biiyiime
faktorlerinin tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasiyla ve RAS, RAF ve MEK gibi yukari
akis sinyal molekiillerinin anormal aktivasyonlar1 veya bu molekiillerde meydana gelen
genetik degisiklikler sonucuyla olmak tizere genel olarak iki sekilde gergeklesebilir.
MAPK/ERK sinyal yolaginda ilk 6nce ligandin (biiyime ve hayatta kalma faktorleri)



tirozin kinaz reseptOriine baglanmasi gerceklesir. Bu baglanma reseptdriin
otofosforilasyonu ile aktiflesen tirozin kinaz bolgelerine SH2 bolgesine sahip proteinlerin
(6rn; guanin niikleotit degisim faktorii (GEF)) baglanmasina olanak verir. Boylece
GEF’ler, hiicre zarinin sitozolik yilizeyinde inaktive konumda bulunan RAS-GDP
kompleksinin aktive konumdaki RAS-GTP’lere doniisiimiinii uyarir. Aktive olmus RAS-
GTP, RAF protein kinazi aktive eder. Aktif RAF ise MEK’i (MAP kinaz/ERK kinaz)
fosforilleyerek aktive hale getirir. Fosforile MEK (p-MEK) treonin ve tirozin
kalintilarindan ERK’i fosforilleyerek aktive eder ve MAPK ailesi {iyesi olan ERK hiicre
proliferasyonu ve farklilagma, epitelyal-mezenkimal gecisi destekleme, hiicre-matriks
iliskileri iizerindeki etkilerinden dolay:r hiicre gocilinii kolaylastirma, apoptoz, DNA
onarimi, hiicre dongiisii, otofaji, hiicre sag kalim1 ve yaslanma gibi pekg¢ok hiicresel siirecte

onemli roller tistlenir [20-23].

PIBK-AKT sinyal yolagi, reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler) veya G-protein eslikli
reseptorler (GPCR'ler) tarafindan aktive edilir. RTK’lar biiytime faktorleri, hormonlar ve
sitokinlere karsi yiiksek afiniteye sahiptir. Bu ligandlar ile baglanma RTK’larin
otofosforilasyon ile aktivasyonunu saglar. Aktif haldeki RTK lara, PI 3-kinaz sahip oldugu
SH: bolgesinden baglanarak aktif hale gelir ve zar fosfolipidi olup ikinci mesajc1 olarak
gorev yapan fosfotidil inozitol-4-5-bifosfati (PIP2) inositoliinden fosforilleyerek fosfotidil
inozitol-3-4-5-trifosfata (PIP3) doniistiirtir. Aktif PIP3’e bir serin /treonin kinaz olan AKT
sahip oldugu plekstrin homoloji (PH) bdlgesinden baglanarak hiicre zarina yerlesir. PH
bolgelerinden PIP3’e bagli mTORC2 ve PDKI1 protein kinazlar tarafindan AKT’nin
fosforillenmesi ile AKT aktivasyonu gerceklesir. PI3K/AKT yolagi hiicre biiyiimesi,
cogalmasi, sag kalimi, hareketliligi ve invazyon gibi énemli hiicresel siireclerde rol oynar

[20, 22].

Tiimdr olusum siirecinde, hiicre normal biiylime kontroliinden kagar ve invazyon kabiliyeti
kazanir. Meme kanserlerinde 6zellikle TNMK'nde PIBK/AKT ve/veya MAPK/ERK sinyal
yolaklarindaki efektorlerin onkojenik amplifikasyonlar1 ve/veya mutasyonlart siklikla
meydana gelir ve bu da sinyalizasyonun anormal aktivasyonuna yol acar. Bu anormal
aktivasyon hiicrenin hayatta kalmasini, simirsiz biiyiime ve proliferasyonu indiikleyerek
karsinojenezi tetikler. Dolayisiyla TNMK tedavisinde bu yolaklarin asir1 aktivasyonunu

engelleyebilecek ¢aligmalar yapmak oldukga 6nemlidir [20].
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Teknoloji ve 6zellikle de nanoteknoloji alanindaki gelismeler hayatimizi kolaylagtiracak ve
iyilestirecek tanm1 ve tedavi tedavi yOntemlerinin hayatimiza girmesine olanak
saglamaktadir. Bu yontemlerden biri olan fototerapi ¢esitlerinden PTT, kanser tedavisinde
geleneksel yontemlere alternatif olarak her gecen giin daha da gelistirilen nanomalzemeler

aracilifiyla tedavide 6dnemli agamalar1 kat etmektedir.

2.2. Fototerapi Nedir?

Kanser tan1 ve tedavisindeki zorluklar hala devam etmekle birlikte gelisen bilim ve
teknolojik imkanlar bu zorluklarin {tstesinden gelebilmek icin miicadele etmektedir.
Cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapi gibi geleneksel tedavilerin siirekli
iyilestirilmesi ve yenilenmesine ek olarak, immiinoterapi, gen terapi, fototerapiler gibi
(PDT ve PTT) yeni nesil tedaviler de umut verici yontemler olarak tedavi protokollerine

eklenilmeye calisilmaktadir [24,25].

Isinin tiimér tedavisinde kullanilmasi aslinda yeni olmayip, MO 3000 ve MO 500 yillarina
kadar dayanmaktadir. Misirlilarin ve Yunan filozoflarin farkli solid tiimoérlerin tedavisinde
1sty1 kullanarak uyguladiklar tedavilerle ilgili belgeler bulunmaktadir [25]. Tomoriin
termal ablasyonu i¢in sicak ¢ubuklar ya da bigak agz1 gibi yapilarin kullanildig1 yontemde
1sitma yontemleri ve sicaklik 6l¢iim teknolojileri yeterince gelismediginden ve yapilan
tedavinin ¢ok da kontrolli olmamasindan dolayr bu tiir islemlerin basaris1 ve
tekrarlanabilirligi azalmistir [25]. Gegen yiizyilin baslarinda kutanéz hastaliklarin
tedavisinde 15181n kullanimiyla ilgili arastirmalarindan Nobel 6diilii almis Niels Finsen'in
bilimsel katkilartyla fototerapinin énemi daha da 6n plana ¢ikmis olsa da, aslinda sedef
hastaligi, vitiligo gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in 15181 tedavi edici 6zellikleri eski
uygarliklar tarafindan da bilinmekteydi [26]. Fototerapi, kanser hiicreleri lizerinde segici
sekilde fotohasar1 indiiklemek icin belirli dalga boylarindaki 15181 kullanan ve kanser
tedavisi igin umut vadeden bir yontemdir. Iki temel fototerapi tiirii vardir; PTT ve PDT.
PTT'de malign hiicreler belirli dalga boylarindaki lazer 1s18in kullanimiyla aktive olan
ajanlarin trettikleri 1s1 enerjisiyle, PDT'de ise belirli dalga boylarindaki lazer i1siginin

uygulanmasiyla sitotoksik hale gegen fotosensitizerlar araciligiyla yok edilmeye caligilir
[27].
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2.2.1. Fototermal terapi

PTT, yakin kizilotesi bolgedeki 15181 absorbe edebilen (NIR) duyarlastiricilar (sensitizer)
da denilen PTA’larinin kullanimiyla 1sik enerjisinin termal enerjiye (1s1 enerjisi)
doniistimiiniin saglandig@1 non-invaziv bir tedavi seklidir. Burada amag¢ hedef bolgedeki
timor dokusunu isitarak timorlic bolgenin sicakliginin artmasini saglamak ve kanser
hiicrelerinin termal ablasyonunu gergeklestirmektir. Termal ablasyon ile hiicre 6liimiine
yol agan ii¢ mekanizma tanimlanmistir. Bunlar; hiicre zar1 yikimi, tiiméral DNA-protein
denatiirasyonu ve anjiyogenez blokajidir. Ortaya ¢ikan fototermik 1sinin yalnizca
kullanilan duyarlastiricilarin ¢evresindeki alanda meydana gelmesi ve lokal sicakliklarin
fizyolojik sicakligin on ya da yiizlerce derecesine (¢ok kisa zaman oOlgeginde)
yiikselebilmesi, minimal invazivlik, disik yan etkiler, yiiksek spesifiklik ve iyi bir

biyogiivenlige sahip olmasit PTT’nin en 6nemli avantajlarindandir [27-29].

Tiimor Hiicresi
Yakin Kizilotesi Isik (NIR)
@ Nanomalzeme |
e o. . » .. L]
. <
. o
. =) e L] ®
) P g e
. .
S L)
1) @ ’ Hiicre Oliimii:
® - Hiicre membrani yikimi
® &) & > ' [ ] - DNA denatiirasyonu
o e ’. - Anjiyogenezin bloklanmasi
Senkronize
X Is1gan Ist
Osilasyon Enerjisine
Déniigtimii

Sekil 2.5. Nanomalzeme aracili fototermal terapiye ait mekanizma [28]

PTT nin kanser tedavisinde etkin kullanimi i¢in bircok yenilik¢i strateji gelistirilmeye
caligilmaktadir. Bunlar arasinda tiimore uygun ozellikte segilen 151k kaynagina ait dalga
boyu, gilic yogunlugu ve zaman gibi uygun 1sinlama kosullarinin belirlenmesi, timor
dokusunda PTA’larinin  kullanilacak dozlarimin  belirlenmesi, uygulanan bdélgede

birikiminin izlenmesi ve optimizasyonu, yiizey modifikasyonlariyla morfolojik 6zellikleri
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veya islevsellestirmeyi kontrol ederek fototermal doniisim verimliliginde ve PTA'min
hedefleme yeteneginde iyilestirme, NIR Il bolgesinde (1000—1700 nm) absorpsiyonu olan
PTA’larin gelistirilmesi sayilabilmektedir [29,30].

2.2.2. Fototermal terapiyi etkileyen faktorler

Isik kaynagi

PTT’de, kanser hiicrelerini 6ldiirmek icin hedef bolgenin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
dikkate alinarak belirli giicte ve dalga boyunda bir lazer 15181 kullanilir. Burada segilecek
lazerin tiirli, giicli, dalga boyu, lazere maruz kalma siiresi tedavinin basarisini etkileyen
hayati Oneme sahip faktorlerdendir. Dis ortamdaki duruma benzer sekilde 1s18in
dokulardan gecisi sirasinda 1§18in yansimasi, sagilmasi, emilmesi ve iletilmesi tamamen
dokularin optik 6zelliklerine ve 15181 dalga boyuna baghdir. Sekil 2.6’da gortildigii gibi

15181n dalga boyu arttikca enerjisi azalmaktadir.

< Artan Enerji
Artan Dalga Boyu >
0.0001 nm 0.01 nm 10nm 1000 nm 0.01 cm 1em Im 100 m
] ] 1 1 1 1
Gama-Isin X-Isini Ultro- Infrgred Radyo Dalgalari
violet
Radar TV. FM AM

NIR Bolge 750-2500 nm

Goriintir Isik

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Sekil 2.6. Elektromanyetik spektrum gosterimi [31]

Farkli dalga boylarinda yaygin olarak kullanilan ii¢ 151k ¢esidi; X-1sinlar1, ultraviyole (UV)
ve NIR 1ginlaridir. X-1silarinin sahip oldugu yiiksek frekans ve enerji, yiiksek penetrasyon
saglamakla birlikte; 1s1nin dokularla etkilesimleri sirasinda canlilarda DNA hasari, kanser
gelisimi gibi 6nemli hasarlara yol agabilmektedir, dolayisiyla bu 1sin tiiriiyle ¢caligma kati
kurallar1 da beraberinde getirmektedir. UV 1518a baktigimizda ise; sivi su absorbsiyonu i¢in
yiiksek bir afinite gostermektedir, dolayisiyla bu yiiksek afinite UV'nin dokulardan

penetrasyonunun olduk¢a az olmasina yol agmaktadir.
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Su anda PTT'de kullanilan en yaygin lazer, 750-1350 nm dalga boyuna sahip NIR 1siktir.
Biyolojik pencere (biological window) olarak da bilinen bu dalga boyu araligi, birinci
yakin-kizil6tesi (750-1000 nm, NIR-I) penceresi ve ikinci yakin-kizilotesi (1000-1350 nm,
NIR-I1) penceresi olarak smiflandirilmaktadir. NIR 1s18in biyolojik sistemler tarafindan
minimum absorbsiyona ve sacilmaya sahip olmasi derin doku penetrasyonuna izin
vermektedir. Isikla doku arasindaki bu diisiik biyolojik girisim derin yerlesimli lezyonlarin
tan1 ve tedavisinde NIR kullanilarak gerceklestirilen PTT’yi 6n plana cikartmaktadir.
Kullanilan 15181n dalga boyunun yani sira lazer 1s1ginin giicii de 1s1k ve dokular arasindaki
etkilesimde biiylik rol oynar. PTT’de en yaygin kullanilan lazerler 808 nm, 980 nm ve
1064 nm dalga boyuna sahip olanlardir. Uygulanan lazere ait maruz kalma siiresi ve odak

noktasi boyutu gibi ayarlar da tedavi etkinligini etkileyen énemli faktorler arasindadir [32,
33].

PTT, darbeli mod ve siirekli mod olmak iizere iki tip lazer ayari ile gergeklestirilebilir.
Darbeli modda 15181 lazer kaynagindan homojen olmayan bir sekilde salinmasindan
dolayi; tiimor dokusu sicakligini yiikseltecek ve tiimor dokusunda geri doniisii olmayan
hasara yol acacak, normalde >100 W olan yiiksek giiclii bir lazer kullanimi1 gergeklestirilir.
Stirekli modda ise timor dokusu kesintisiz olarak lazere maruz birakilir. Lazer giici
diisiikse doku igin maruz kalma siiresi uzarken, lazer giicii yiikksek oldugunda daha kisa

maruz kalma siireleri de etkin tedavi i¢in yeterli olabilmektedir [33].

Kanser tedavisi igin PTT de absorpsiyon uzunlugu ve dalga boyu bakimindan birbirinden
farklilik gosteren gesitli lazer tiirleri kullanilmistir. Secilen lazerin dalga boyunun PTA’nin
absorbsiyon spekturumuyla Ortlismesi PTT’nin basarisin1 etkileyen Onemli faktorler
arasindadir. PTT’de tercih edilen lazer tiirleri arasinda KTP lazer (Potasyum titanil fosfat,
532 nm), diyot lazerler (630—1100 nm), boya lazerleri (390—1000 nm), alexandrite lazerler
(720-800 nm), Tm:YAG lazer (Thulium yttrium aluminium garnet, 2016 nm), Nd:YAG
(neodimiyum katkili itriyum aliiminyum garnet, 1064 nm), Ho:YAG lazer (Holmium
yttrium aliiminyum garnet, 2100 nm) gibi tiirler bulunmaktadir. Bu lazer tiirleri arasindan
diyot lazer ve Nd:YAG lazer olduk¢a yaygin kullanima sahiptir. Hem darbeli hem siirekli
modda kullanilabilen diyot lazerin dalga boyu araligi 630-1100 nm arasinda degismekle
birlikte, en ¢ok tercih edilen 808 nm dalga boyuna sahip olandir. Lazerin penetrasyon

derinligi, uygulandigi dokuya bagli olmakla beraber 1 nm ile 50 nm arasinda degiskenlik
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gostermektedir. Nd:YAG lazerin kullaniminda ise genelde siirekli mod tercih edilir. Bu

lazerin dalga boyu 1064 nm araliginda olup; penetrasyon derinligi 1 ila 10 cm’dir [33,34].

Fototermal terapide Kullanilan transdiiksiyon ajanlari

[k kullanim1 ¢ok eski zamanlara dayanan fototerapi giiniimiizde atopik dermatit, sedef
hastaligi, vitiligo, akne vulgaris ve kanser gibi ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek icin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fakat tek basina fototerapi kullaniminda 1s18in zayif doku
penetrasyonu sebebiyle ylizeysel tedaviler gercgeklestirilebilmektedir. Bu sebeple
fototerapinin etkinligini artirmak i¢in PDT’de singlet oksijen olusumunu ve PTT’de

fototermal yanitlarin daha giiclii olusmasini saglayacak PTA’lar kullanilmaktadir [35].

Etkin ve verimli PT tedaviler gergeklestirmek igin kullanilacak PTA’larinin bazi

ozelliklere sahip olmas1 gerekmektedir. Bunlar temel olarak asagidaki gibi siralanabilir;

- Kullanilan PTA’nin absobsiyon spektrumuyla lazerin dalga boyunun ortiisiiyor olmasi
gerekmektedir. Bu ortiismeyle optik radyasyon verimli sekilde emilecek ve 15181 1siya
doniistimii cok giiclii lazer kaynaklar1 kullanimina gerek kalmadan da etkin bir sekilde
gergeklestirilebilecektir.

- Kullanilan PTA’nin toksititesi PTT nin basarisin etkileyen bir diger faktordiir. PTA’lar
yalnizca optik radyasyon uygulandiginda toksik hale geg¢melidir. Bunun disinda
herhangi bir lazer kaynagi kullanilmadiginda ne saglikli ne de kanser hiicreleri igin
toksik olmamalidir. Bu minimum yan etkiye sahip segici bir tedavinin
gerceklestirilmesinde 6nemli basamaklardan biridir.

- Kolay islevsellestirme ve yiizey modifikasyonuna acik olmalidir. Bdylece tiimor
hedefleme miimkiin kilindigindan segici bir tedaviye olanak verilecektir.

- Biyouyumlu sivilarda 1yi1 ¢Oziiniirliige sahip olmalidir. Bu, kan dolagiminda uzun
dolagim siireleri (yar1 dmiirler) saglayacak ve dolayisiyla diisiik dolasim akislarinda bile

tiimorlere kolay erisim saglayacaktir [36].

Bu ozelikler dikkate alinarak kanser tedavisinde PTT etkinligini artirmaya yonelik, PTA
olarak pekcok inorganik, organik ve kompozit nanomateryaller gelistirilmistir. Inorganik
PTA’lar arasinda plazmonik Au nanoyapilar (nanokiireler, nanokabuklar, nanorodlar,

nanoyildizlar, nano kafesler), giimiis, paladyum ve platin gibi degerli metal NP’ler, gegis
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metali dikalkojenitleri, metal oksitler, karbon nanomalzemeler (grafen, karbon nanotiipler,
kuantum noktalari, karbon noktalari, nanoelmaslar, gozenekli karbon NP’ler), silika
NP’ler, zeolit NP’ler, up-conversion NP’ler bulunmaktadir [35-37].

Organik PTA’lar arasinda ise; miseller, lipozomlar, dendrimerler, polimerik hidrojel
NP’ler, siyanin boyalari, porfirinler, ftalosiyaninler, bor dipirrometen ve diketopirolopirol
gibi kiiciik molekiillii nanomalzemeler, konjuge polimer nanomalzemeler olan polipirol
(PPy), polianilin (PANI) ve poli-(3,4-etilendioksitiyofen):poli(4-stiren siilfonat) (PEDOT:
PSS) gibi donér-alic1 (D-A)-konjuge polimerler, ayrica pDA ve yari iletken polimerler yer
almaktadir. Inorganik ve organik bilesenler arasindaki koordinasyon baglar1 yoluyla
olusturulan kompozit nanomateryaller arasinda ise; ¢ekirdek-kabuk NP’ler, metal-organik
cerceveler (MOFs), nano Olgekli koordinasyon polimerleri (NCP'ler) bulunmaktadir
[35,37].

Bu PT ajanlar arasinda, organik nanomalzemeler genellikle iyi biyouyumluluk ve
biyobozunurluga sahiptir; fakat bu malzemelerin fototermal doniisiim verimliligi diisiik,
fototermal stabiliteleri zayif ve sentez basamaklar1 karmasiktir. Buna karsilik inorganik
malzemeler genellikle mikkemmel NIR 151k absorbansina sahiptir. Au nanomalzemelerde
oldugu gibi giiclii lokalize ylizey plazmon rezonansi, dar emisyon spektrumlart gibi igsel
optik Ozellikleri sayesinde yiiksek fototermal verim ve fotostabiliteye sahiptirler. Ayrica
sahip olduklar1 yapisal 6zellikler sayesinde sentezlenmeleri ve farkli fonksiyonel gruplar
tizerinden yiizey modifikasyonlarina (6rnegin; karboksil, hidroksil, epoksi, vb.) olanak
vermeleri de diger avantajlar1 arasinda sayilabilir. Fakat biyolojik olarak par¢alanamayan
yapilari ve uzun donem toksisiteleri bu malzemelerin kullanimini simirlayan 6nemli
problemler arasindadir. Bu sebeple organik ve inorganik malzemelerin biraraya
getirilmesiyle olusturulan nanokompozit malzemeler araciligiyla bu problemlerin

istesinden gelinmeye ¢alisilmaktadir [30].

Fototermal transdiiksivon ajani olarak nanokompozit malzemeler

Hibrit malzemeler, organik ve inorganik bilesiklerin farkli kombinasyonlarin1 ayni anda
yapisinda barindirmalariyla geligsmis yapisal ve biyolojik ozellikler sergilerler. Cekirdek
kabuk yapisinda veya nanokompozit bicimde olabilen hibrit malzemeler her iki yapinin

fiziksel ve kimyasallar Ozelliklerini tek malzemede barindirmalarindan dolay1 iistiin
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ozelliklere sahiptirler. Bu istiin 06zelliklere sahip nanomalzemeler gen aktarima,
kemoterapi, tani-tedavi, ayni anda farkli ilaglarin, ila¢ ve biyolojik maddelerin, ilaglar ve
goriintiileme ajanlarinin birlikte salimi i¢in ideal bir dagitim sistemi olarak, immiinoterapi,

PDT ve PTT gibi oldukga genis bir alanda kendisine kullanim alan1 bulmustur [38-40].

| Gen Aktarimi |

Tani-Tedavi oy ff ~ Kemoterapi
] g

) PTT ve PDT

Es-Salim

| immunoterapi |

Sekil 2.7. Hibrit nanomalzemelerin kullanim alanlar1 [39]

PTT alaninda kullanilmak {iizere pek ¢ok iistiin 6zellikli hibrit malzeme gelistirilmis
olmakla beraber bunlardan biri olan Au ve DA’nin bir araya getirilmesiyle olusturulan

malzemeler de biiyiik ilgi cekmektedir.

PTT’de soy metallerin kullanimiyla iiretilen pek ¢ok farkli inorganik bazli nanomalzeme
bulunmaktadir. Au bazli PTA’lar sahip olduklar1 iistiin fiziksel ve kimyasal ozellikler
sebebiyle PTT’de en ¢ok tercih edilen nanomalzemelerdendir. Sentez asamalarindaki
ilerlemeler, kolay yiizey modifikasyonlari, ince ayarlanmis absorpsiyonlari, biyolojik
kosullarda iyi bir stabilitiye sahip olmalari, biyolojik olarak inert olmalari, diisiik
sitotoksititeye sahip olmalari, biyouyumlu olmalari, yap1, sekil ve biiyiikliiklerine olduk¢a
bagh olan lokalize ylizey plazmon rezonans1 (LSPR) sayesinde sahip olduklari iistiin optik
ozellikler Au malzemeleri bir adim 6ne ¢ikarmistir [6,38,41]. ilk kez 2003 yilinda J. L.

West ve ark. tarafindan silika-Au nanokabugun insan meme epitel karsinoma SK-BR-3
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hiicre hatt1 iizerindeki PT etkileri aragtirtlmistir [42]. Ayn1 grup 2004 yilindaki bir bagka
arastirmalarinda trettikleri malzemeyi in vivo model {izerinde denemis ve segici sekilde
PTT araciligiyla tiimér ablasyonunu basarili sekilde gergeklestirmistir [43]. Boylece bu
caligmalarla Au nanorod, Au nanokabuk, Au nanokafes, Au nanoyliziikk, Au
nanovezikiiller, Au nanoyildiz, Au nanogergeve ve kiral Au NP’ler gibi pek¢ok Au-bazli
nanoyapinin PTT alaninda kullanimu literatiire sunulmustur [6]. EI-Sayad ve ark. tarafindan
rapor edilen Au nanorodlar, kanserli hiicreleri segici olarak 6ldiirmek icin kullanilmistir.
Calismada nanorodlarin yiizeyi malign kanser tiirlerinde asir1 ifade edilmis olan epidermal
biliylime faktorii reseptoriine (EGFR) uygun anti-EGFR antikorlar1 ile konjuge edilmistir.
Boylece Np'ler secici olarak tiimor bolgesinde lokalize olmus ve NIR lazerle ablasyona
spesifik sekilde izin vermistir. Farkli gruplar tarafindan da melanom ve skuamoz hiicreli
karsinom i¢in Au nanorodlar PTT i¢in kullanilmistir [44]. Au NP aracili PTT’ nin ilk
verileri, kanser tedavisi i¢cin Au NP’lerin kullanildig: ¢alismalarda énemli bir artisa neden
olmustur. Giintimiizde farkli sekillerde ve boyutlarda iiretilen Au NP’lerin fototermal
doniisiim verimlerini, PTT’den sonra gozlenen hiicre 6limii mekanizmalarini, kanser
hiicrelerinin daha segici sekilde hedeflenmesi ile arttirilmis PT yikim i¢in ileri diizeyde
ylizey modifikasyonlarin1 yogun sekilde arastiran pek ¢ok calisma yapilmaya devam

etmektedir.

Gelismis biyouyumluluklar1 ve diisiik toksisiteleri nedeniyle PTT’de etkin sekilde
kullanilabilecek pek c¢ok organik nanomalzeme bulunmaktadir. Bunlardan biri olan pDA
deniz midyelerinin kat1 yiizeylere tutunmak icin salgiladiklart dopamin, lizin ve 3,4-
hidroksiprolin iceren adhezyon proteinlerinden ilham alinarak, ilk kez 2007 yilinda
Messermith ve arkadaslari tarafindan sentezlenmistir. Biyomimetik bir polimer olarak
gelistirilen pDA, yapisindaki katekol, amin ve imin gibi fonksiyonel gruplari igermesi
sayesinde sahip oldugu essiz fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir.
Yiiksek kimyasal reaktiviteleri, ¢ok yonlii yapigsma 6zellikleri, miilkemmel biyouyumluluga
sahip olmalari, biyolojik bozunabilirlik, suda dagilma ozelligine sahip olmalari, diigiik
sitotoksitite, PT etkiler liretme yetenegine sahip olmalar1 pDA bazli materyallerin PTT de
tercih sebebi olmasini saglamistir. pPDA'daki fototermal doniisiim etkinligi (%40) diger
birgok PTT ajanindan daha yiiksektir. Bu nedenle meme kanseri gibi kanserlerin tedavisi
icin uygun bir PTT ajani olarak kabul gérmiistiir. Arastirmalar ve biyolojik uygulamalar
icin olduk¢a 6nemli avantajlardan biri de pDA sentezi sirasinda organik ¢oziiciilere ihtiyag

duyulmamasidir. Ayrica alkali kosullar altinda kendiliginden oksidatif polimerizasyon
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yoluyla es boyutta pDA NP’lerin olusmasi basit reaksiyon kosulu saglamaktadir.
Literatiirde pDA NP'lerin, pDA kapli organik NP'lerin, pDA kapli inorganik NP'lerin PTT
uygulamalarina yonelik pek ¢ok ¢alisma rapor edilmistir [38,45-49].

Black ve ark. tarafindan rapor edilmis olan pDA kapli AuNR’lar meme kanseri hiicreleri
iizerinde uygulanan PTT nin ilk 6rneklerindendir. 60 nm uzunluk ve yaklasik 10 nm PDA
katmani igeren nanorodlar, anti-EGFR antikorlar1 ile islevsellestirilmiglerdi. Antikor ve
pDA katmani icermeyen nanorodlara kiyasla modifiye edilmis rodlar ¢ok daha iyi bir PTT
performansi gosterdi. Clinkii antikorla modifiye etmek rodlarin hiicre i¢ine alimini énemli
Olglide artirdi. Ayrica arastirmacilar tarafindan NR’larin takip edilmesi i¢in optik
tomografiden yararlanilmis, bdylece malzemenin tanit ve tedavi olmak iizere ikili mod
sistemler icin uygun oldugu da gosterilmistir [50]. Bagka bir calismada Liu ve ark.
tarafindan Au NP c¢ekirdek etrafinda pDA kabuk igeren Au NP@pDA’larin sentezi
gerceklestirilmis ve tiretilen malzemenin in vivo kosullarda biyouyumluluk ve uzun dénem
stabilitesi arastirilmistir [47]. Sahip olduklar1 dalli yapilan ile spesifik sekle sahip Au
nanoyildizlar (AuNS) Au NP’ler i¢inde bir adim 6ne ¢ikmaktadir. Olduk¢a dallanmig
yaptya sahip olma onlara daha yiiksek bir fototermal transdiiksiyon verimliligi
saglamaktadir. Bu 0Ozellikler géz oniine alinarak Du ve ark. tarafindan yaklagik 50 nm
boyuta sahip polietilenimin-folik asit modifiye AuUNS@pDA-PEI-FA’larin sentezi
gergeklestirilmistir.  0.33W  gibi  distik lazer giici ve diisik nanomalzeme
konsantrasyonunda bile hem in vitro hem de in vivo’da iiretilen malzeme ile etkin bir PTT
gergeklestirilmistir [51]. Li ve ark. tarafindan pDA kapli Au nanoyildizlarin sentezi
gerceklestirilmigtir. Malzeme sahip oldugu yiiksek kontrast ve NIR absorbans 6zelligiyle
timorlerin - hem  bilgisayarli tomografide goériintiilenmesine hem de PTT’de
kullanilabilmesine olanak vermesiyle grup tarafindan teranostik bir nanoplatform olarak
literatiire sunulmugstur. Sahip oldugu pDA kabuk malzemeye ¢iplak AuNS’a gore ¢cok daha
fazla biyouyumluluk saglamistir [52].

2.3. Fototermal Terapi Tarafindan Uyarilan Hiicre Oliimiiniin Temel Mekanizmalar

PTT tarafindan uyarilan hiicre 6liimiiniin temel mekanizmasini anlamak, tedavi etkinligini
en ist diizeye c¢ikarmak ve istenmeyen yan etkileri en aza indirgeyebilmek agisindan
oldukca Onemlidir. Kullanilan PTA’nin kimyasal ve fiziksel 0Ozelliklerine, dozuna,

biiyiikliigiine, morfolojisine, kullanilan lazerin dalga boyuna, giiciine, 151k yogunluguna ve
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uygulanma siiresine bagli olarak ortaya c¢ikan sicakliklar sonucu hiicre farkli 6liim

yollarindan birini tercih eder [29].

Lazer Dalga Morfoloji
ji
boyu Istk

Yogunlufu  yyeulanma Biliyiikliik
\ il 4

!
b 4

Kanser }
Yiiksek \Hucres: 4 Orta
Sicakik Sicakhk
inflamasyon ‘ﬁ e Timér
Doku Hasan e (s * Eliminasyonu

Nekroz Apoptoz

Sekil 2.8. Farkli parametrelere bagli olarak ortaya ¢ikan hiicre 6liim mekanizmalari [29]

Son yillarda yapilan arastirmalarla ferroptoz, nekroptoz, piroptoz, otofajik hiicre 6limdii,
paraptoz, lizozomal bagimli hiicre 6liimii ve onkoz dahil olmak {izere birgok yeni apoptotik
olmayan (non-apoptotik) programli hiicre 6liimii formu tanimlanmistir [54]. PTT ve PTT
ile uygulanan kombine terapiler hiicreyi bu 6liim yolaklarindan birine gdtiirebilecegi gibi
yapilan c¢aligmalarda en fazla apoptotik ve nekrotik 6liim mekanizmalarinin kullanildig:
goriilmustiir. Nekroz hiicre membran biitiinliigliniin kayb1 ve hiicre igeriginin hiicre dis1
ortama salinmasi ile karakterize, enflamasyon ve doku hasari ile sonuglanan patolojik bir
stirectir. Bu anormal salinim yerine, hiicre zar biitiinliigliniin korundugu programlanmais bir
hiicre 6liim yolu olan apoptozda enflamatuar yanit ve saglikli dokuya zarar minimumdur.
Hiicre zarinda fosfotidilserin araciligiyla olusturulan ‘beni ye’ sinyali fagositozu
gergeklestiren fagositik hiicreler igin bir isaretlenmedir. Bu isaretlenme sebebiyle apoptoz
giiclii bir enflamatuar yaniti indiiklemez [29, 54, 55]. PTT sirasinda ulasilan sicakliklara
bagli olarak, hiicre bu iki 6liim yolundan birini tamamen bagimsiz, sirali veya es zamanl
olarak tercih edebilir. Yapilan ¢alismalarla genelde yiiksek sicakliklarda (genelde 49 °C ve
tizeri sicakliklar) hiicre nekroza giderken, daha diisiik sicakliklarda (genelde 43-49 °C
arasi) apoptotik ve non-apoptotik 6liim yolaklarini tercih etmektedir [29, 54, 56].
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Apoptoz; DNA hasar1 veya farkli hiicre stres tipleri tarafindan uyarilan igsel yolak veya
diger hiicrelerden gelen sinyaller araciligiyla uyarilan dissal yolak tizerinden aktive olabilir
[55]. PTT de o6zellikle igsel yolak iizerinden (mitokondriyal yolak) apoptoz aktivasyonu
gerceklesmektedir [56]. Hiicre iginde apoptotik sinyallerin olusmasiyla birlikte 3
fonksiyonel gruba ayrilan Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) ailesi iiyeleri devreye girerek
apoptotik yolagin diizenlenmesini saglar. Bcl-2 ailesi liyelerinden bazilar1 apoptozu
engelleyen Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl1, Boo/Diva, Nrf3 ve Bcl-B gibi anti-
apoptotik proteinlerdir. Digerleri ise kaspaz aktivasyonunu saglayan ve hiicre Oliimiini
ilerleten pro-apoptotik diizenleyici proteinler (Bid, Bad, Bik, Bim, BIk, Bmf, Hrk, Bnip3,
Nix, Noxa, PUMA ve Bcl-G) ve pro-apoptotik efektor (Bax, Bak, Bok/Mtd) proteinlerdir
[57]. Pro-apoptotik bir protein olan Bid BCL-2’yi inaktive ederek, Bax ve Bak’i
aktiflestirerek mitokondri dis zarinda oligomerler olusturmasina olanak saglar. Boylece
sitokrom ¢ mitokondriden sitozole salinir ve Apaf-1’e baglanmasiyla apoptozom olusumu
ve kaspaz aktivasyonu (kaspaz-9) tetiklenir. Kaspaz-9 asag1 yondeki kaspaz-3 ve kaspaz-7

efektor kaspazlarini etkinlestirerek hiicre 6liimiine yol agar [14, 56].

Otofaji, hiicrelerin yaslanma, mikrobiyal enfeksiyon ve insan hastaliklari ile iliskili hasarli
organelleri, yaslanmig proteinleri ve diger gereksiz bilesenleri lizozom aracili pargalayarak
kendi kendini yedigi programlanmis bir hiicre 6liim tiridir [29, 58]. Pargalanacak igerik
otofagozom denilen ¢ift katli vezikiiller i¢erisine alinir ve lizozomlarla birlesme sonucunda
yok edilir [54, 58]. Siireg ilgili uyaranlarin reseptorlerine baglanmasiyla baglar, Adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz (AMPK) sinyali indiiklenirken, mTor sinyali
baskilanir. mTor’un baskilanmast ULK1 ve farkli ATG’leri igeren asagi yondeki protein
kinazlar1 uyararak c¢ekirdeklenme siirecini baglatir. ULK kompleksi ayrica PI3K simif 111
kompleksi 1'i (Beclin 1, Vps 15, Vps 34 ve ATG 14L) aktive eder ve fagofor gelisimini
baglatir. Gelistirilen fagoforun uzamasmin yani sira olgunlasmasina, ATGS5-ATG12,
ATG16, vb. gibi birgcok ATG'nin etkilesimi aracilik eder. Bu etkilesimler otofagozomlarin
ylizeyine baglanacak fosfatidiletanolamin (PE)-konjuge LC3 (LC3II) olusumunu
katalizleyen sistemin de olusmasini saglar. Yapi, hiicresel substratlarin otofagozomlar
icinde internalizasyonuna yardimci olur. Daha sonra olgunlasan otofagozomlar, SNARE
proteinlerinin varhiginda lizozomlarla birlesir ve otolizozomlar1 olusturur. Lizozomlarda
bulunan asidik hidrolazlar, otofajik kargo icindeki metabolitlerin yani sira besinlerin
degradasyonunu saglar. Bu iiriinler daha sonra daha fazla geri doniigiim icin sitoplazmaya

yonlendirilir [59].
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Sekil 2.9. Otofajinin mekanizmasi [59]

Otofaji hem tiimorii baskilama hem de hiicre yasamini siirdiirmeyi destekleme gorevi
iistlenebilen iki zit isleve acik bir siirectir. Otofajinin bu ikili islevi, tiimor tipi, neoplazi
asamasi, tiimor mikrogevresi ve kullanilan nanomalzemelerin igerikleriyle yakindan
ilgilidir. Uygulanan hafif sicakliklardaki PTT sonucu uyarilan otofaji tiimor hiicrelerini
hayatta kalmaya yonlendiriyorsa, kullanilan otofaji inhibitorleri ya da otofaji ile ilgili
genlerin ifadesinin azaltilmasi (knock-down) gibi yollarla PTT etkinligi artirilmaya
caligtlmaktadir. Fakat PTT sonrasi uyarilan otofaji, hiicreleri 6liime gotiiriiyorsa otofajiyi

en ist diizeye ¢ikarmak igin se¢imler yapilmaktadir [29,54].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Coklu manyetik karistiric1 (IKA, Almanya)

Terazi (Precisa, Isvigre)

Ultrasonik su banyosu (Bandelin electronic, Almanya)
Sogutmali santriflij (Hettich, Almanya)

Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectra Max M3, Molecular Devices, USA)
Tiip Calkalama Cihaz1 (Vortex; REAMIX 2789, Almanya)
Derin dondurucu, -80°C (Sanyo, Japonya)

Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)

Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Biyogiivenlik Kabini (CLANLAF VFRS 1206, Danimarka)
Karbondioksit Etiiv (Sanyo, Japonya)

Invert mikroskop (Zeiss, Almanya)

Inkiibator ( NUVE EN 500, Tiirkiye)

Mikropipet seti 10-100-1000 ul (Brand, Almanya)

Akim Sitometri Cihazi (Beckman Coulter Navios, USA)
UV-vis Spektrofotometre (Schimadzu 1700, Japonya)
Lazer (Newport 843-R, USA)

Termal Kamera (Flir E50, USA)

Western Blot Sistemi (Bio-Rad, USA)

Jel gortintiileme sistemi (Gel Logic 2200 Pro-Carestream Health, Bio-Rad, USA)
pH metre (Mettler-Toledo, isvicre)

Spin Vorteks (Biosan, Letonya)

YV V.V V V V V V V VY V V V V V V V VY V V V V V

Kuru 1sitic1 blok (Biosan, Letonya)
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3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

YV V.V V V V V V VYV VY

Beher (10 m1’lik)

Manyetik balik

Santrifiij tiipleri (50 ml ve 15 ml’lik)
Ependorf (1,5 ve 2 ml’lik)

Steril pipet uglari

Steril 6’11k well plate

Steril 96’lik well plate

PVDF membran (0,45 um)

25 cm?2-75 cm? steril hiicre kiiltiirii flasklari

1 mI’lik steril insiilin enjektorii

3.1.3. Kullanilan Kitler

YV V. V V V V V V

Cytotoxicity Detection Kit PLUS (LDH), Roche

BCA Protein Assay Kit, (Thermo Scientific)

SensoLyte® Homogeneous AFC Caspase-3/7 Assay Kit, (Anaspec)

Cell Death Detection ELISAPYS, Roche

DHE (Dihydroethidium) Assay Kit - Reactive Oxygen Species (Abcam)
Human Autophagy Array C1 AAH- ATG-1-4 (RayBiotech)

Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit 11 (Cell Signaling Technology)
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences)

3.1.4. Kullamilan kimyasallar

YV V V V V V V V

Dopamin hidrokloriir (Sigma Aldrich)

Kloroaurik asit-trihidrat (HAuCl4.3H-O; Sigma Aldrich)

Amonyum hidroksit (NHsOH, Sigma Aldrich)

Mutlak etanol (CH3CH.OH, EtOH, Merck)

2-Propanol (IsOH; Sigma Aldrich)

Hiicre kiltira besiyeri; L-Glutamin igeren yiiksek glukozlu DMEM (Wisent)
Fetal S1gir Serumu (Biological Industries)

Penisilin-Streptomisin antibiyotik (Biological Industries)



YV V V V V V V V V V V V V V V V V V VYV V V V V V

Amfoterisin B antimikotik (Biological Industries)
Tripsin (Biological Industries)

MTT (Calbiochem)

Dimetil stilfoksid (DMSO, AppliChem)

Tripan mavisi boyasi (BioFroxx)

Trizol Reagent (Molecular Research Center)
RIPA Buffer (Serva)

Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF, Merck)

Tris base (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS, Merck)
Tris-Glycine SDS Running Buffer (10X, Wisent)
Tris-Glycine Transfer Buffer (10X, Wisent)

Tris Buffered Saline (TBS, 10X, Wisent)

BSA Blocking Buffer (10X, Thermo Scientific)
Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Merkaptoetanol (Acros)

Amonyum persiilfat (APS, Sigma)

AKT primer antikoru (Cell Signaling Technology)

Fosfo-AKT primer antikor (Cell Signaling Technology)

ERK primer antikor (Cell Signaling Technology)

Fosfo-ERK primer antikor (Cell Signaling Technology)
B-Aktin primer antikor (Cell Signaling Technology)
ColorPlus Protein Standard: (Cell Signaling Technology)

ECL Western Blotting Substrate (Millipore)

3.1.5. Kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

%10 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

25

Onceden 1s1 ile inaktive edilmis 50 ml FBS, daha sonra 5 ml penisilin-streptomisin ve 500

ul amfoterisin B kullanilarak toplam hacim 500 ml olacak sekilde besiyeri hazirlanmistir.
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%1 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

Onceden 1s1 ile inaktive edilmis 5 ml FBS, daha sonra 5 ml penisilin-streptomisin ve 500 ul

amfoterisin B kullanilarak toplam hacim 500 ml olacak sekilde besiyeri hazirlanmistir.

PMSEF soliisyonu hazirlanmasi

1 ml isopropanol icerisinde 0,0174 g PMSF ¢ozdiirtiriilerek hazirlanmigtir.

%10’luk (w/v) SDS hazirlanmasi (100 ml)

10 gram sodyum dodesil siilfat 100 ml distile su igerisinde ¢0ziilerek hazirlanmistir.

(Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

1,5 M Tris-HCI cozetisi hazirlanmasi (pH: 8,8) (200 ml)

36,342 g Tris base tartildiktan sonra 150 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Ardindan pH metre
ile HCI kullanilarak pH 8,8’e ayarlanmistir. Daha sonra toplam hacim distile su ile 200

ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon +4 °C’de muhafaza edilmistir.

0,5 M Tris-HCI ¢ozeltisi hazirlanmasi (pH: 6,8) (200 ml)

12,114 g Tris base tartildiktan sonra 150 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Ardindan pH metre
ile HCI kullanilarak pH 6,8’e ayarlanmistir. Daha sonra toplam hacim distile su ile 200

ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Akrilamid / Bisakrilamid cozeltisi hazirlanmasi (%30, 100 ml)

29 g akrilamid ve 1 g bisakrilamid 50 ml distile su igerisinde ¢ozilmiistiir. En son toplam
hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti ve +4 °C’de koyu renkli

cam sise icerisinde muhafaza edilmistir.

Amonyum Persiilfat (APS) cozeltisi hazirlanmasi (%10, 1 ml)

0,1 g APS tartilip 1 ml distile su iginde ¢6ziilmistiir ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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1X Jel Yiiriitme Tamponu (Running Buffer) hazirlanmasi

10X’lik yiirlitme tamponu ana stogundan, 100 ml alinip iizerinin 900 ml distile su
eklenerek 1000 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

1X Jel Transfer Tamponu hazirlanmasi

10X’lik transfer tamponu ana stogundan, 100 ml alinip tizerine 700 ml distile su ve 200 ml
metanol eklenerek 1000 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

1X Tris Buffer Saline-Tween 20 hazirlanmasi (TBS-T)

10X’lik TBS ana stogundan, 100 ml alinip tizerine 900 ml distile su ve 1 ml Tween 20

eklenerek hazirlanmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

1X BSA Bloklama cozeltisinin hazirlanmasi (15 ml)

10X’lik BSA Bloklama soliisyonu ana stogundan, 1,5 ml alinip tizerine 13,5 ml distile su

ve eklenerek hazirlanmistir. +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Primer Antikorlarin hazirlanmasi

1X’lik 13,5 ml TBS-T igerisine, 1,5 ml 10X BSA bloklama soliisyonu eklenmis ve
kullanilan primer antikorun diliisyon faktorii gz Oniine alinarak hazirlanan ¢ozeltiye

eklenmistir.

Sekonder Antikorlarin hazirlanmasi

1X ‘lik 13,5 ml TBS-T igerisine, 1,5 ml 10X BSA bloklama soliisyonu eklenmis ve
kullanilan sekonder antikorun diliisyon faktorii géz Oniine alinarak hazirlanan ¢ozeltiye

eklenmistir.
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SDS-PAGE icin Jel hazirlanmasi

Tiim proteinlerin negatif yiiklenerek sadece boyutlarina gére ayrimina olanak veren SDS-
PAGE yonteminde yiginlama (stacking) ve ayirma (Seperating) jeli olmak tizere 2
kissmdan olusan jel Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de wverilen igerikler kullanilarak

hazirlanmstir.

Cizelge 3.1. Farkl1 yiizdelerde hazirlanan ayirma (seperating) jelinin kimyasal miktarlari

Kullanilan Kimyasallar %8 %10 %12
H20 4,6 4 3,3
%30 Akrilamid Karisimi 2,7 3,3 4
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2,5 2,5 2,5
%10 SDS 0,1 0,1 0,1
%10 APS 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,006 0,004 0,004
Toplam 10 ml 10 ml 10 ml

Cizelge 3.2. Yiginlama (stacking) jelinin kimyasal miktarlar

Kullanilan Kimyasallar %4
H20 3,075

%30 Akrilamid Karigim 0,67
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 1,25
%10 SDS 0,05
%10 APS 0,025
TEMED 0,005
Toplam 5 ml

3.2. Yontemler

Sunulan tez kapsaminda PTT igin etkin bir yeni PTA ajan1 gelistirilmistir. Au ve pDA’nin
bir araya getirilmesiyle iiretilen nanokompozit ajanin tek basamakli ve tek asamada, tek bir
ortam igerisinde sentezi gergeklestirilmis olup, yontem ilk kez literatiire sunulmustur. Bu
amagla yiiriitiilen calisma {ic kissmdan olusmaktadir. Ilk kisimda; etkin bir PTT igin
kompozit malzemenin sentezi ve karakterizasyon calismalari yapilmistir. Ikinci kisimda;
kompozit malzemeye ait PT ozelliklerin saptanmasi gergeklestirilmistir. Son kisimda ise;
kompozit malzemenin TNMK hiicre hatlartyla yapilan c¢aligmalar sonucu in vitro

kosullarda etkinliginin belirlenmesi gergeklestirilmistir.
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3.2.1. Nanokompozit malzeme sentezi ve karakterizasyonu

Nanokompozit malzeme sentezi

Sentez yontemi bakimindan literatiire ilk kez sunulan PTT ajaninin sentezi sirasinda tek
basamakta, tek bir ortam igerisinde, ¢ekirdek olusumu gerceklesmeden ve siirfaktan
kullanim1 olmaksizin kisa siire igerisinde Au-pDA nanokompozit malzemenin eldesi
gergeklestirilmistir. Malzeme asagidaki Cizelgede gosterilen kimyasal miktarlart

kullanilarak sentezlenmistir.

Cizelge 3.3. Au-pDA nanokompozit malzeme sentezinde kullanilan kimyasal miktarlar
ddH,O | EtOH (mL) | NH4OH (mL) | Dopamin HAuCl4+.3H.0 | Zaman

(mL) (%2,5) (mg/mL) (mg/0,25 mL) (saat)
1 6 4 3,5 5 15 8

Yontemde siirekli bir manyetik karigsma altinda ortama ilk 6nce 6 ml ddH2O eklenmistir.
Daha sonra sirastyla 4 ml EtOH ve %2,5 olarak hazirlanan NH4OH’dan 3,5 ml eklenmistir.
~ 5 dakikalik karigtirma sonrasi ortama DA eklenmistir. En son ortama HAuCIl4.3H,0
eklendi ve 8 saatlik reaksiyon siiresi sonunda, iiretilen nanokompozitler 12000 rpm’de 5
dakika siireyle santrifiijleme-dekantasyon yoluyla ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra 2 kez de
ddH20 ile santrifiijleme-dekantasyon gergeklestirilerek yikama islemi yapilmustir. Uretilen

malzeme +4 °C’de muhafaza edilmistir [53].

Nanokompozit malzeme karakterizasyonu

Uretilen nanokompozit malzemenin boyut, yiizey morfolojisi ve boy dagilimimin
belirlenebilmesi igin taramali elektron mikroskobu (scanning electron microscope, SEM;
FEI, Quanta 200 FEG, USA) ve transmisyon elektron mikroskobu (transmission electron
microscope, TEM, FEI Tecnai, 200 kV) kullanilmistir. Inceleme i¢in ddH20 igerisinde
bulunan nanokompozit malzemeden alinip igerisine %0,1 (w/v)’lik SDS ¢6zeltisi eklenerek
nanomalzemenin iyice dagilmasi saglanmistir. Bu dispersiyondan ~10 ul almip SEM
cithazinin 6rnek diski lizerine yayildiktan sonra oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan
ornekler plazma ortaminda fiziksel buhar biriktirme yontemiyle yaklasik 10 nm
kalinliginda Au ile kaplanip; SEM cihazinda boy dagilimi tespiti i¢in farkli biiytitmeler
yapilarak goriintiilenmistir. Ayrica aynmi cihazla nanokompozit malzeme i¢in SEM-EDX

yardimiyla elementel analiz yapilarak nanokompozit malzemedeki Au miktar1 da agirlik¢a
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belirlenmistir. TEM i¢in ise gene yaklasik ~10 ul 6rnek alinip gridler tizerine konulduktan
sonra oda sicakliginda kurumasi saglanmistir. Kurutulan 6rnekler TEM cihazinda farkli

biiyiitmeler altinda incelenmistir.

Sentezlenen nanokompozit malzeye ait boyut dagiliminin incelenmesi i¢in Zeta-Sizer
dlciimiinden yararlamlmistir. Iyice dispers edilmis 6rneklerimizden 1-1,5 mlI’lik kuvars
kiivetlere alinarak oda sicakliginda analiz yapilmistir. 3 tekrarli yapilan analiz kendi

icerisinde de 20 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

Nanokompozit malzemeye ait optik 6zelliklerin karakterizasyonu ig¢in UV-vis-NIR bolge
spektrumu olan SHIMADZU UV 1601 spektrofotometresi kullanilmistir. Olgiim sirasinda
yol uzunlugu 1 cm olan kuvars kiivetlerin kullanimiyla spektrumlar 380-1100 nm dalga
boyu arasinda su igerisinde alinmistir. Dispersiyondaki 1sik gegirgenligi konsantrasyona

baghdir.
3.2.2. Kompozit malzemeye ait fototermal 6zelliklerin saptanmasi

Tez kapsaminda sentezlenmis nanokompozit malzemeye ait PT ozelliklerin saptanmasi
icin farkli derisimlerde (0,05-0,8 mg/mL) ve farkl lazer giicli yogunluklarinda (1,5 — 2,5
W/cm?) 808 nm lazer dalga boyuna sahip NIR lazer (Newport 843-R, USA, 10 W yiiksek
gliclii diyot modiilii) kullanilmigtir. Nanokompozit malzemeye 5 dakika boyunca 808 nm
dalga boyundaki lazer uygulanmasiyla 1sitma ve 10 dakika soguma dongiileri uygulanmais,
ortaya ¢ikan sicaklik degisimleri termal kamerayla (FLIR E50, USA) izlenerek takip

edilmistir. PT 6l¢timlerde kullanilan NIR lazer deney diizenegi Resim 3.1°de gosterilmistir.
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Resim 3.1. PT o6l¢iimlerde kullanilan deney diizenegi

(1- Termal kamera, 2- Dedektér, 3- Ornek Tablasi, 4- Lens, 5- Lazer diyotu, 6- Gii¢ dlger)

Nanokompozit malzemeye ait fototermal doniisiim verimi (1) asagida verilen denklemlere

gore hesaplanmistir [60]:

n= _A(Imax — Too)jm (3.1)
| (1 _ 10—}»808)

h; 1s1 transfer katsayisi

A; dl¢lim yapilan kabin ylizey alani

Tmax; PTA’y1 igeren dispersiyonun maksimum sicakligi
T.; ortam sicakligi

Qo1 ; deiyonize su olan dispersiyon ortamina giren enerji
I; lazerin giicii

4808; PTA’y1 igeren dispersiyonun 808 nm’deki absorbans
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Qoi, DI'nin max sicaklik verisi kullanilarak agagidaki denklemle hesaplanabilir:

DI = me (Tmax,DI - Too) (3.2)

m; kiitle
Cpy: suyun 1s1 kapasitesi

Tmax,p1; DI’nin maksimum sicaklig

Denklemin (Tpaxpi — Ts ) degerinin nispeten diisiik olmasi sebebiyle (2.1. °C), MCp degeri
sabit kabul edilebilir. Fototermal doniisiim verimini hesaplamak i¢in hA, boyutsuz sicaklik

farki 6 kullanilarak belirlenmelidir:

g T-T. (3.3)

Sogutma periyodu boyunca sisteme enerji girisi sifirdir ve atmosfere sadece tagimimla 1s1

kayb1 gerceklesir. Sogutma periyodu i¢in enerji dengesi su sekilde ifade edilebilir:
dr
meE = —hA(T — Ty) (3.4)

Denklem 3.3’iin denklem 3.4.’te yerine konmasiyla asagidaki denklem elde edilir.

g _ 1
Z=-29 (3.5)

T; sistemin zaman sabiti

7 = mCp/hA’ nin denklem 3.5’de 0(0) = 0 sinir kosulu ile denkleme konmas1 Denklem. 3.6

ile - In6' ya kars1 zaman grafiginin egiminden 7'nin hesaplanmasini saglar:

t = 7(~Inb) (3.6)

Uretilen malzemenin fototermal kararliliginin tespit edilmesi igin belirli konsantrasyonda
hazirlannms 6rnege, 2,0 W/cm? giiciinde 5 dk lazer uygulamas ile 1sitma, ardindan 10 dk
boyunca oda sicakliginda beklenerek sogutma gergeklestirildi. Bu dongii 10 kez
tekrarlanarak fototermal kararlilik belirlendi.
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3.2.3. Nanokompozit malzeme ve hiicreler arasindaki etkilesimlerin in vitro diizeyde

uygulamalan

Uretilen nanokompozit malzemenin in vitro kosullardaki etkisinin degerlendirilebilmesi
icin TNMK hiicre hatlarindan olan BRCAL1 (-/-) null MDA-MB-436 ve BRCAL(+/+)
yabanil MDA-MB-231 ile arastirmalar yiiriitiilmiistiir. Bu kapsamda ilk 6nce malzemenin
toksik etkilerinin degerlendirilmesi igin MTT ve LDH’dan yararlanilmistir. Bu deneyler
sonrasi sectigimiz uygun dozlarla PTT gergeklestirimistir. Hiicrelerde PTT sonrasi
meydana gelen degisikliklerin saptanmasi i¢in kaspaz-3/7 aktivitesinin belirlenmesi, DNA
fragmentasyon diizeyinin belirlenmesi, mitokondriyal hasarin belirlenmesi, hiicre i¢gi ROS
olusumunun &lgiilmesi, otofajinin varliginin belirlenmesi, akis sitometresi ile apopotoz-
nekroz durumlarmin belirlenmesi, protein diizeylerinde meydana gelen degisimlerin tespiti

gergeklestirilmistir.

Nanokompozit malzemenin toksik etkilerinin degerlendirilmesi

Uretilen kompozit malzemenin toksik etkilerini belirlemek icin 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromir (MTT) ve laktat dehidrojenaz (LDH) yoOntemleri
uygulanmistir. Bu amagla MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicre hatlar1
kullanilmistir. Her iki hiicre hatti da %10 fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS),
penisilin/streptomisin ve amfoterisin B gibi antibiyotik ve antimikotiklerle desteklenmis
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde %5 CO- igeren etiivde, 37 °C’de
yeterli sayiya ulasana kadar 75 cm?lik flasklarda 2-3 giinde bir besiyeri tazelenerek
¢ogaltilmistir. Daha sonra hiicreler 96 kuyulu hiicre kiiltiir kabma 2x10* hiicre/kuyu ve her
bir konsantrasyon igin 6 tekrarli olacak sekilde ekilmis, hiicrelerin yiizeye tutunmalar1 ve
morfoloji kazanmalar1 i¢in 24 saat beklenilmistir. 24 saat sonunda hiicreler ile
nanokompozit malzeme etkilesimi gerceklestirilmistir. Bu amagla +4 °C’de bekletilen
malzeme UV altinda sterilize edildikten sonra, 13.000 rpm’de santrifiij edilerek supernatan
kismi uzaklastirilmistir. Malzemenin iizerine DMEM eklenerek 2 kez santrifiij-
dekantasyon yoluyla partikiiller besiyerinin bulundugu ortama gegirilmistir. Daha sonra
farkli konstrasyonlarda hazirlanan malzeme (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg/mL) hiicrelerle 4
saat boyunca etkilestirilmistir. Etkilesim sonunda malzemenin hiicre canliligina olan
etkilerine bakmak i¢in MTT ve sitotoksik etkileri degerlendirmek i¢in LDH yapilmistir. Bu
amagla inkiibasyon siiresi bittikten sonra 10 ul MTT (5 mg/ml) her bir kuyucuga eklenmis
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ve 4 saat inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda, her bir kuyucuga 100 ul DMSO eklenmis ve
formazan kristalleri ¢6ziindiikten sonra 570 nm’de Spectramax M3 cihazi ile 6l¢iim
yapilmistir. Her bir doz igin 6 tekrarli yapilan deneyde ortalama absorbans degerleri
belirlenmistir. Elde edilen ortalama absorbans degerleri, kompozit malzeme uygulamasi
yapilmayan kontrol ile kiyaslanmis ve olusturulan sonuglara gére malzemenin hiicre

canlilig1 tizerindeki etkileri belirlenmistir.

Uretilen nanokompozit malzemenin TNMK hiicre hatlar iizerinde sitotoksik etki ve/veya
etkilerinin olup olmadigimin belirlenmesinde Cytotoxicity Detection kit Plus (LDH)
(Roche) kiti kullanilmistir. Bu amagla gene 4 saatlik nanokompozit-hiicre etkilesimi

yukarda anlatildig1 gibi gerceklestirilmis ve siire sonunda asagidaki protokol izlenmistir:

1. Nanokompozit malzemeyle etkilesim siiresi sonrasinda hiicreler tizerindeki besiyerinden

100 ul alinip bagka bir 96 kuyulu hiicre kiiltiir kabina aktarilmistir.

N

. Deney protokiiliinde ayni1 zamanda asagidaki kontrol gruplari da hazirlanmis ve bunlar

da yeni 96 kuyulu kiiltiir kabina eklenmistir.

e Kor kontrol: Besiyeri

Diistik kontrol: Besiyeri+ Hiicre

Yiiksek kontrol: Lizis Tamponu+ Besiyeri+ Hiicre

Yiiksek kontrole lizis tamponu eklenmesinden sonra 20 dak., 37 °C’de COz inkiibatoriinde

151k gormeden bekletilmistir.

3. Kuyularin igerisindeki besiyerinin {izerine kit i¢erisinde bulunan kimyasallar yardimiyla
hazirlanan reaksiyon karisimindan 100 ul eklenmistir. Burada kuyu basina 2,5 ul sise 1
ve 112,5 ul sise 2’den alarak reaksiyon karisimi her seferinde taze olarak hazirlanmaistir.
Kiiltiir kab1 15 dak., oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda bekletilmistir.

4. Stre sonunda 490 nm dalga boyunda, Spectramax M3 cihazi ile olglim yapilarak
absorbans degerleri elde edilmistir.

5. Sitotoksitite asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Sitotoksitite (%) = Ornek abs. —Diisiik kontrol abs. % 100
HOTORSIHEE 1797 = Yiiksek kontrol abs. —Dusiik kontrol abs.
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Nanokompozit malzemenin hiicre icine aliminin belirlenmesi

Uretilen nanokompozit malzemenin MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinin
icerisine aliminin belirlenmesi i¢cin ICP-MS yapilmistir. Bu amagla hiicreler ilk 6nce 6
kuyulu kiiltiir kaplarinda 10% FBS, penisilin/streptomisin ve amfoterisin B antibiyotik ve
antimikotiklerle desteklenmis DMEM besiyeri kullanilarak her grup igin 3 tekrarli ve her
bir kuyuya 5x10° hiicre gelecek sekilde ekilmistir. 37 °C’lik %5 CO; iceren etiivde 24 saat
inkiibe edildikten sonra, hiicreler nanokompozit malzeme (0,8 mg/mL) ile 2 saat boyunca
etkilestirilmistir. ~ Siire sonunda kiiltiir kabindaki nanokompozit malzeme ortamdan
uzaklagtirilmig ve hiicreler 2 kez PBS ile yikanmistir. Yikamadan sonra hiicreler tripsin ile
muamele edilip kaldirilmis ve 1500 rpm’de 5 dak. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
hiicreler neubauer lami ile, tripan mavisi kullanilarak sayilmigtir. Daha sonra hiicreler 36
saatlik kral suyu (HCI:HNQO3, 3:1 v/v) ile muamele edilmelerinin ardindan ICP-MS analizi

icin hazirlanmistir.

Kaspaz 3/7 aktivitesinin belirlenmesi

Uretilen nanokompozit malzemelerin MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicreleri
ile PTT uygulamalarina gegilmis ve bu uygulamanin TNMK hiicrelerinde kaspaz bagimli
apoptozu uyarip uyarmadiginin tespitini gerceklestirmek i¢cin SensoLyte® Homogeneous
AFC Caspase-3/7 Assay (AnaSpec) kiti kullanilmistir. Bu amagla hiicreler ilk once 6
kuyulu kiiltiir kaplarinda 4 farkli grup i¢in (Grup I; Kontrol (K), Grup II; Kontrol+ Partikiil
(K+P), Grup III; Kontrol+Lazer (K+L), Grup IV; Partikiil+Lazer (P+L)) 3 tekrarli olarak,
10% FBS, penisilin/streptomisin ve amfoterisin B antibiyotik ve antimikotiklerle
desteklenmis DMEM besiyeri kullanilarak her bir kuyuya 5x10° hiicre gelecek sekilde
ekilmis ve 37 °C’lik %5 CO: igeren etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler
nanokompozit malzeme (0,8 mg/mL) ile 4 saat boyunca etkilestirilmistir. Siire sonunda
kiiltiir kabindaki nanokompozit malzeme ortamdan uzaklastirilmig ve hiicrelerin iizerine
taze besiyeri eklenmistir. Taze besiyeri eklenmis hiicreler 4 dak., 2W/cm? giiciinde 808 nm
dalga boyundaki lazerle etkilestirilmistir. Bu etkilesim sonras1 24 saat boyunca hiicreler
tekrar 37 °C’lik %5 COz igeren etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda
hiicrelerden protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Ilk dnce hiicrelerin iizerindeki besiyeri
uzaklastirilmis ve hiicreler soguk 1X PBS ile hizlica yikanmistir. Her kuyuya 1 mM PMSF

iceren 1X hiicre lizis tamponundan eklenmis ve 5 dak. inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiim
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lizat bir kaziyict yardimiyla kazilarak toplanmis ve mikrosantrifiij tiipiine alinarak 15 dak.,
+4 °C’de 12.000 g’de, santrifiij edilmistir. Ayrilan supernatan kismi baska bir
mikrosantriflij tiipiine alinmis ve farkli analizlerde kullanilmak i¢in -80 °C’de muhafaza

edilmistir.

Protein izolasyonu gergeklestirilen 6rneklerin i¢indeki protein miktarinin belirlenmesi igin
BCA Protein Assay Kit kullanilmistir. Ilk énce BSA (bovine serum albumin) ile farkli
konsantrasyonlarda (0; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg/mL) standartlarin hazirlanmasi
gergeklestirilmistir. Standartlarin hazirlanmasi sirasinda ultra saf su kullanilmistir. Tiim
standartlar ve ornekler (K, K+P, K+L, P+L) 3 tekrarli olacak sekilde 96 kuyulu kiiltiir
kabma konulmustur.  Kit igerisinde bulunan A ve B ¢ozeltileri 50:1 oraninda
hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi standartlarin ve 6rneklerin bulundugu her
kuyuya toplam hacim 100 ul olacak sekilde eklenmistir. 37 °C’de, 30 dak. inkiibe
edildikten sonra 562 nm dalga boyunda Spectramax M3 cihazi ile okuma yapilmistir. Elde
edilen absorbans degerleriyle BSA igin bir standart egrisi olusturulmus ve bu egri
iizerinden her bir hiicre lizatinin i¢indeki protein miktarinin  belirlenmesi

gerceklestirilmistir.

Protein miktar1 belirlenmis Orneklerden SensoLyte® Homogenecous AFC Caspase-3/7
Assay (AnaSpec) kitindeki protokol geregi her ornekten 150 ul alinip igerisine 50 ul
substrat soliisyonu eklenmistir. Substrat soliisyonun hazirlanmasi i¢in gerekli bilesenler

Cizelge 3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. 96 kuyulu kiiltiir kab1 i¢cin Kaspaz-3/7 substrast soliisyonu hazirlanmasi (100

kuyu i¢in)
Bilesenler Hacim
Kaspaz-3/7 substrat1 (Igerik A) 50 ul
1 M DTT (igerik E) 200 ul
Analiz tamponu (Igerik D) 4.75 ul
Toplam hacim 5mL

Substrat soliisyonu eklenmesinden sonra kiiltiir kab1 151k gérmeyecek sekilde karistiriciya
yerlestirilmis ve 1 saat boyunca karistirmaya devam edilmistir. Siire sonunda floresan
yogunlugu eksitasyon/emisyon= 380/500 nm (Ex/Em) dalga boylarinda olacak sekilde

Olctim yapilmistir.



37

Akas sitometri ile apoptoz/nekroz analizi

PTT uygulamas1 sonrasi hiicrelerde meydana gelen hiicre limiinii belirlemek amaciyla
akis sitometrisinden yararlanilmistir. Bu yontemde amag¢ hiicrelerde ortaya ¢ikan
apoptoz/nekroz durumunun kantitatif olarak belirlenmesini gergeklestirmektir. Bunun igin
MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicreleri, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda her bir
kuyucuga 5x10° hiicre gelecek sekilde ekilmis ve bir gece bekledikten sonra hiicreler
iiretilen nanokompozit malzeme ile daha oOnce belirlenen doz ve siirelerde muamele
edilmistir. Bu muamele sonras1t PTT gergeklestirilmis ve daha sonra hiicreler, 3 ve 24
saatlik inkiibasyon sonunda, soguk PBS ile 2 defa yikandiktan sonra 2000 rpm’de 5 dak.
santrifiij edilmistir. Supernatan kisim uzaklastirildiktan sonra pellet kismi1 FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I igerigindeki 100ul 1x Binding tamponu, 5 pl FITC Annexin V
ve 10 pl PI igeren floresan reaktifi ile siispanse edilmistir. Hafifce vortekslenerek 15 dk
oda sicakliginda (25 °C)’de ve karanlikta bekletilmis ve her bir tiipe 400 pl PBS
eklenmigtir. Akim sitometri cihazinda uygun filtreler kullanilarak 1 saat i¢inde analiz
edilmistir. Hiicreler tarafindan Annexin V ve PI 1sima miktarlarina bagli olarak analiz
edilen Olim durumu Cizelge 3.5’de gosterildigi belirlenmekte ve cihazin programi
tarafindan diyagram halinde sunulmaktadir. Diyagramlarda verilen ortalama yiizdeler

grafige gecirilmis ve PTT nin etkinligi grafikler {izerinden degerlendirilmistir.

Cizelge 3.5. Annexin V ve PI sinyaline bagli olarak hiicrede canlilik/6liim durumu

Canh Erken Apoptoz Geg Apoptoz Nekroz
Annexin V - + + -
Pl - - + +

DNA fragmentasyon diizeyinin belirlenmesi

Nanokompozit malzeme ile gergeklestirilen PTT sonras1t MDA-MB-436 ve MDA-MB-231
TNMK hiicrelerinin hangi 6liim yolagini segtiginin belirlenmesi icin CDD (Cell Death
Detection ELISAPEYS) kiti kullanilmistir. Kit sitoplazmik mono ve oligo niikleozomlarin
miktarlarinin ELISA yontemi ile saptanmasini saglayarak oOrnekler arasinda apoptozun
oransal olarak degerlendirilmesine olanak vermektedir. Bu amagla kullanilan kit protokolii

asagida verilmistir;
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MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicreleri 96 kuyulu kiiltiir kaplarina 2x10*
hiicre/ well olacak sekilde ekilmis ve nanokompozit malzemeyle etkilesimi belirlenen
doz ve stirede gergeklestirilmistir.

Siire sonunda PTT wuygulamasina gec¢ilmistir. Uygulama sonrast 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, her kuyuya 200 ul lizis tamponu eklenmis ve kiiltiir kaplar1 oda
sicakliginda 30 dak. bekletilmistir.

Olusan lizatlar mikrosantrifiij tiipiine alinmis ve oda sicakliginda, 1000 rpm’de 10 dak.
santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrast supernatan kismindan 20 ul almip dikkatlice streptavidin kapli
mikroplakaya aktarilmistir.

Her kuyucuga 80 ul immiinreaktif eklenmis ve oda sicakliginda calkalayici iizerinde 2
saat inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Siire sonunda kuyucuklar 300 ul yikama ¢dzeltisi ile 3 kez yikanmustir.

Her kuyucuga kit icinde bulunan ABST soliisyonundan (perosksidaz substrat
solisyonu) 100 ul eklenmis ve renk degisimi gozlenene kadar oda sicakliginda,
calkalayicida ~ 20 dak. inkiibe edilmistir.

Siire sonunda her bir kuyucuga 100 ul ABST durdurma soliisyonunundan eklenmis ve

kiiltiir kab1 405 nm dalga boyunda Spectramax M3 cihazinda okunmustur.

Mitokondriyal hasarin belirlenmesi

Saglikli ve iglevsel bir hiicrenin 6nemli gostergelerinden olan mitokondriyal membran

potansiyelinde meydana gelen bozulmalar apoptoz siirecinin erken belirte¢lerinden biridir.

Uygulanan PTT sonrasi mitokondriyel hasarin belirlenmesi i¢in Mitochondrial Membrane

Potential Assay Kit Il (Cell Signaling Technology) kullanilmistir. Kit canli hiicrelerde

mitokondriyal membran potansiyelinin saptanmasini saglayan floresan bir yontemdir.

Kullanilan kit protokolii asagida verilmistir;

MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicreleri 96 kuyulu kiiltiir kaplarina 2x10*
hiicre/ kuyu olacak sekilde ekilmis ve nanokompozit malzemeyle etkilesimi belirlenen
doz ve siirede gerceklestirilmistir.

Stire sonunda PTT wuygulamasma gegilmistir. Uygulama sonrasi 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, her kuyuya 2 uM TMRE’den 10 ul eklenmis ve 20 dak. 37
°C’de %5 COz igeren etiivde inkiibe edilmistir.
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3. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklar 3 kez 1lik 1X PBS ile yikanmustir.
4. En son kuyucuklara 100 ul 1X PBS eklenmis ve Spectramax M3 cihazinda
Ex/Em=550/580 nm dalga boyunda olacak sekilde 6l¢iim yapilmistir.

Hiicre ici ROS olusumunun 6lciilmesi

Uretilen nanokompozit malzeme ile gergeklestirilen PTT nin MDA-MB-436 ve MDA-
MB-231 TNMK hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna etkisi arastirilmigtir. Bu
amagla DHE Assay-Reactive Oxygen Species kiti kullanilmistir. Siiperoksit ve hidrojen
peroksite spesifik bir floresan prob olan DHE’nin (dihidroetidyum) kullanildig1 kit canh
hiicrelerde dogrudan ROS dlgiimiine olanak vermektedir. Kit prosediirii asagida

sunulmustur;

1. MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicreleri 96 kuyulu kiiltiir kaplarina 2x10*
hiicre/ kuyu olacak sekilde ekilmis ve nanokompozit malzemeyle etkilesimi belirlenen
doz ve siirede gerceklestirilmistir.

2. Siire sonunda PTT uygulamasma gecilmistir. Uygulama sonrasi 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, her kuyudaki besiyeri aspire edilmis ve 150 ul cell-based assay
tamponu eklenmistir.

3. ~10-20 pL cell-based assay tamponu kuyuda birakilarak geri kalan kisim aspire
edilmis ve her kuyuya 130 ul ROS staining tamponu eklenmistir.

4. Negatif kontrol i¢in kit iceriginde yer alan N-acetyl Cysteine Assay Reagent’dan 3
tekrarli olacak sekilde ilgili kuyulara 10 ul eklenmistir.

5. 96 kuyulu kiiltiir kab1 1s1ktan korunacak sekilde 37 °C’de, 30 dak. bekletilmistir.

6. Siire sonunda pozitif kontrol i¢in kit igeriginde yer alan Antimycin A Working
Reagent’dan 3 tekrarli olacak sekilde ilgili kuyulara 10 ul eklenmis ve 1siktan
korunacak sekilde 37 °C’de, 1 saat bekletilmistir.

7. Kuyulardan ROS staining buffer dikkatlice aspire edilmis ve 100 ul Cell-Based Assay
tamponu eklenmistir.

8. Kiiltir kab1 Spectramax M3 cihazinda Ex= 480-520 nm, Em=570-600 nm dalga

boylar1 arasinda olacak sekilde okunmustur.
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Otofajinin varliginin belirlenmesi

Uretilen nanokompozit malzeme ile gergeklestirilen PTT nin MDA-MB-436 ve MDA-

MB-231 TNMK hiicrelerinde otofaji iizerine etkilerinin arastirilmasi i¢cin Human
Autophagy Array C1 AAH- ATG-1-4 (RayBiotech) kullanilmistir. Otofajik yolakta gorev

aldigi bilinen 20 farkli protein diizeyinin ELISA yoOntemiyle belirlenmesi ve

goriintiilenmesine olanak vermekte olan kite ait protokol asagida verilmistir;

10.

11.

MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicreleri 96 kuyulu kiiltiir kaplarina 2x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis ve nanokompozit malzemeyle etkilesimi belirlenen
doz ve siirede gerceklestirilmistir.

Stire sonunda PTT uygulamasina gecilmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonrast TNMK
hiicrelerinden protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Ve kullanilan kitte izole edilen
proteinlerden ~ 500 ug olacak sekilde kullanilmstir.

Kit igerigindeki tiim bilesenler oda sicakliginda kullanilmistir.

Antibody igeren membranlarin her biri inkiibasyon kuyularina yerlestirilmis ve her
kuyuya 2 ml blocking tamponu eklenerek 30 dak., oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 her kuyudaki blocking tamponu aspire edilmis ve belirlenen
protein miktarlarinin 1’er ml’leri uygun kuyulara eklenmistir. +4 °C’de bir gece
boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 kuyular igerisindeki sivi kisim aspire edilmis ve membranlar ilk
once yikama tamponu I ile 3 kez 5 dak., daha sonra yikama tamponu Il ile 2 kez 5.dak
stire ile yikanmustir.

Yikama sonrasi membranlar biotinlenmis antikor karisiminin 1 ml’si ile +4 °C’de bir
gece boyunca inkiibe edilmistir.

Siire sonunda antikor karisimi aspire edilmis ve tekrar yikama tamponu I ile 3 kez 5
dak., daha sonra yikama tamponu Il ile 2 kez 5.dak siire ile yikanmaistir.

Yikama sonrasi membranlar 2 ml 1X HRP-Streptavidin ¢ozeltisi ile +4 °C’de bir gece
boyunca inkiibe edilmistir.

Siire sonunda HRP-Streptavidin ¢ozeltisi aspire edilmis ve yikama tamponu I ile 3 kez
5 dak., daha sonra yikama tamponu Il ile 2 kez 5.dak siire ile yikanmigtir.

Yikama sonrasi her membran i¢in deteksiyon tamponu C ve D 250’ser ul olacak

sekilde karistirilmis ve membranlarin iizerine eklenmistir. 2 dak.’lik inkiibasyondan
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sonra jel goriintiileme sistemi (Gel Logic 2200 Pro-Carestream Health, Bio-Rad, USA)
ile goriintiileme yapilmaistir.
12. Goriintiileme sonrasi proteinlere ait noktalar Image J programi kullanilarak analiz

edilmistir.

Western Blot yontemi

MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 TNMK hiicrelerine PTT uygulamasi yapilmasindan
sonra, hiicrede protein diizeyinde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi icin Western
Blot yonteminden yararlanilmistir. Bu amagcla hiicrelerden kisim 3.2.3.3.’de anlatildig1 gibi
protein izolasyonu gergeklestirilmis ve izole edilen total protein miktart BCA Kiti ile
belirlenmistir. Bu asamadan sonra pAKT, AKT, pERK, ERK proteinlerine ait ifade
diizeylerinde meydana gelen degisimlerin tespiti Western Blot ile gergeklestirilmistir.

House keeping olarak p-aktin (ACTB) proteininin ifade diizeyi belirlenmistir.

Seg¢ilmis proteinlerin molekiil agirliklar: sirastyla pAKT 60 kDa, AKT 60 kDa, ERK 42-44
kDa, pERK 44-42 kDa’dur. Proteinler i¢in %8, %10 ve %I12’lik jel ile yapilan
calismalardan sonra %10 ile ¢caligmaya karar verilmistir. Bu amagla Cizelge 3.1. ve 3.2. de
belirlenen oranlarla yiginlama ve ayirma jelleri hazirlanmistir. Jellerin hazirlanmasindan
sonra 30 ug protein 6rnekleri 1X’lik yiikleme tamponuyla karistirilip; 95 °C’de, 5 dak.
kuru blok 1siticida denatiirasyon igin bekletilmistir. Ornekler oda sicakligina geldikten
sonra ilk kuyuya uygun ladder yiiklenmesiyle, sirayla 6rneklerimiz 3 tekrarli olacak sekilde
jele yiiklenmistir. Ornekler 1X yiiriitme tamponu igeren tankin igerisinde, 120 V- 250
mA’de 2 saat boyunca ylriitiilmiistiir. Siire sonunda proteinlerin jelden 1slak transfer
yontemi ile PVDF membrana transferleri gergeklestirilmistir. Bu amagla hazirlanan
transfer kaseti tanka yerlestirilmis ve tank 1X transfer tamponu ile doldurulduktan sonra
250 mA, 100 V’da ortalama 2 saat boyunca jelden membrana protein gegisi saglanmustir.
Stire sonunda membranlar 1X BSA ile bloklanmistir. Bloklama sonrasi pAKT, AKT,
PERK, ERK ve B-aktin primer antikorlarina uygun seyreltmeler yapilmistir. Membranlar;
+4°C'de, calkalayic1 yardimiyla karistirilarak gece boyunca primer antikorlarla inkiibe
edilmistir. Siire sonunda membranlar TBS-T ile yikanmigtir. Ardindan uygun
seyreltmelerin yapildigr sekonder antikor ile oda sicakliginda, calkalayict yardimiyla
stirekli karistirilarak 1,5 saat inkiibe edilmistir. Membranlar tekrar TBS-T ile yikanmis ve
goriintiileme islemine gecilmistir. Membranlar ECL Western Blotting Substrate (Millipore)
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ile muamele edildikten sonra Kodak Gel Logic 2200 Pro cihazi ile goriintiileme
yapilmistir. Goriintiileme sonrasi proteinlere ait bant kalinliklar1 Image J programi

kullanilarak hesaplanmis ve PTT nin protein ifade diizeylerine olan etkisi arastirilmustir.

Istatistiksel analiz yontemleri

Sunulan ¢aligma kapsaminda gruplar arasindaki farkliliklar elde edilen verilerin SPSS 24.0
istatistik programi kullanilarak degerlendirilmesi ile gerceklestirilmistir. Stirekli verilerin
karsilastirilmasinda Student’s t testi kullanilmastir. p degerinin hesaplanmasiyla istatistiksel
anlamlilik saptanmis ve *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 bulunan p degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tez kapsaminda, meme kanserleri arasinda tedaviye oldukca direngli bir tiir olan
TNMK’ne yonelik etkin bir PTT gergeklestirmek i¢in nanokompozit malzeme eldesi
gergeklestirilmistir. Bu amagla {iretilen Au-pDA nanokompozit malzemenin sentez
yontemi literatiire ilk kez bu calisma ile sunulmustur. ilk dnce malzemenin sentez ve
karakterizasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Uygun malzeme eldesinden sonra, PT
ozelliklerin belirlenmesi gergeklestirilmistir. En son iretilmis en uygun malzemeyle in
vitro deneyler tamamlanarak, TNMK’de basarili bir PTT ile kanser hiicreleri ortadan
kaldirilarak, {iretilen malzemenin etkin bir PTT i¢in kullanilabilecegi literatiire

sunulmustur.

4.1. Nanokompozit Malzemeye ait Karakterizasyon Cahsmalari

TNMK i¢in etkin bir PTT gerceklestirmek i¢in tek basamakta ve tek bir ortam igerisinde
cekirdek olusumu gerceklesmeden ve siirfaktan kullanimi olmaksizin, kisa siire igerisinde
Au-pDA  nanokompozit eldesi ilk kez sunulan yoOntemle tez kapsaminda
gergeklestirilmistir. Malzemeye ait boy dagilimi, biiyiikliik ve morfolojilerini gdsteren
SEM ve TEM goriintiileri Resim 4.1 a ve b’de sunulmustur. Tek diize yap1 ve hiper
dallanmaya (hyper-branched) sahip nanokompozit malzemenin ortalama boyutu 70 nm

olarak saptanmustir.
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Sekil 4.1. Nanokompozit malzemeye ait SEM ve TEM goriintiileri
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SEM-EDX yardimiyla elementel analiz yapilarak nanokompozit malzemedeki Au miktar
Resim 4.2°de gosterildigi gibi agirlikca %68,43, atomik olarak %22,11 bulunmustur. EK
olarak polidopamin yapisinda bulunan karbon ve nitrojen elementlerine ait agirlikca %
degerleri sirasiyla 7,76 ve 3,47 olarak belirlenmistir. Atomik agirliklar1 ise sirasiyla

%41,08 ve %15,77 olarak ol¢iilmiistiir.

AuM

Element Wt % At %

C K T.76 41.08

H K 3.47 15.77

0 K 0.39 1.57

PdL 1.23 Q.73

Cuk 1a.72 12.75

Aul 68.43 22.11

Total 100.00 100.00

Aul.
AuL
AuL
AuL
_ ° allie.. e .
2 .00 & .00 B .00 8.00 10.00 12 .00 14.00 16 .00 awr

Sekil 4.2. Nanokompozit malzemeye ait SEM-EDX goriintiileri

Sentezlenen kompozit malzeye ait boyut dagiliminin incelenmesi igin Zeta-Sizer
Olglimiinden yararlanilmigtir. Yapilan 6l¢timlerde ortalama 70 nm boyuttaki nanokompozit
malzemenin en ¢ok yiizdeye sahip oldugu Resim 4.3’te gosterilmistir. Zeta-Sizer
Olctimlerinde goriilen boyut dagiliminin kismen genis olmasinin nedeni; 6l¢iim sirasinda
nanomalzemenin bir araya gelme egiliminden kaynaklanmaktadir. Bu da 100 nm ve {izeri
boyut dagilimmna yol agmustir. Fakat SEM goriintiilerinde goriildigii gibi sentezlenen

malzemenin oldukc¢a dar boyut dagilimina sahip oldugu kanitlanmistir.
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Sekil 4.3. Nanokompozit malzemeye ait Zeta-Sizer ile dl¢iilen boyut dagilimi

Tez kapsaminda PTT’de kullanilmak ftizere iretilen PT ajanin farkli derisimlerde sulu
¢ozeltisi hazirlanmig ve UV-goriiniir bolge spekturumu alinarak Resim 4.4’te sunulmustur.
Spektrumda goriildiigii gibi 480-630 nm araligindaki pik nanokompozit yapisinin basarili
sekilde olusturuldugunu gostermektedir. Pik Au nanopargaciklara 6zgii ylizey plazmon
rezonansi (SPR) sayesinde olugmakta olup maksimum degere 550 nm civarinda
ulasilmaktadir. Farkli konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerin (0,8; 0,4; 0,2; 0,1 mg/mL)
808 nm dalga boyundaki absorbans degerleri (NIR bolgedeki absorbans degerleri) sirasiyla
0,826; 0,427; 0,224; 0,115 olarak Ool¢iilmiistir. Bu absorbans degerleri seyreltme
oranlariyla korele olarak elde edilmistir. Kompozit nanomalzemenin 808 nm dalga
boyunda sahip oldugu absorbans degerleri, malzemenin PTT ajan1 olarak kullanilmasinin

uygun oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. Nanokompozit malzemenin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis sulu
cozeltisinin UV- goriiniir bolge spekturumu

4.2. Nanokompozit Malzemeye ait Fototermal Ozelliklerin Saptanmasi

Sentezi ve karakterizasyonlari tamamlanan malzemenin PT ozellikleri incelenmistir. Bu
amagla malzemenin fototermal etkinligi, fototermal doniisim verimi ve fototermal
kararliligi belirlenmistir. 1lk once farkli lazer giicleri (1,5-3,0 W/cm?) kullamilarak
malzemenin fototermal etkinligi arastirilmistir. 0,8 mg/mL derisimdeki nanokompozit
malzemenin sulu ¢ozeltisi; 808 nm dalga boyundaki lazer ile yaklasik 22 °C baslangig
sicakliginda, 5 dakika boyunca farkl giiclerde (1,5 W/cm?; 2 W/cm?; 2,5 W/cm?; 3 W/cm?)
muamele edilmis ve ardindan 10 dakika boyunca soguma dongiisiine gegilmistir. 5
dakikalik siire sonunda Sekil 4.5.’de gosterildigi gibi 1,5 W/cm? igin 42 °C, 2 W i¢in 54
°C, 2,5 W i¢in 63,3 °C, 3 W iginse 73,1 °C’ye ulasilmistir. 42 °C ve tizerindeki sicakliklar

hiicre 6liimii tizerinde etkili oldugundan 2 W ile ¢aligsmalara devam edilmistir [53].
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Sekil 4.5. Nanokompozit malzemenin 0,8 mg/mL derisimdeki sulu ¢ozeltisine farkli
giiclerde lazer uygulanmasi sonucu elde edilen sicaklik degisim profili

Calisilacak giice karar verilmesinden sonra farkli konsantrasyonlarda (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
mg/mL) hazirlanan nanokompozit malzemenin sulu dispersiyonunun 808 nm dalga
boyundaki lazer ile 2 W/cm? giigte yaklasik 22 °C baslangic sicakliginda, 5 dakika boyunca
muamele edilmis ve ardindan 10 dakika boyunca soguma dongiisiine gecilmistir. Sekil
4.6°da gosterildigi gibi 5 dakikalik siire sonunda 0,1 mg/mL i¢in 28,8 °C, 0,2 mg/mL i¢in
31,6 °C, 0,4 mg/mL igin 38,6 °C, 0,6 mg/mL igin 44,1 °C, 0,8 mg/mL iginse 54,8 °C’ye
ulagilmistir. Sekil 4.7.°de 0,8 mg/mL konsantrasyondaki nanomalzemeyi igeren sulu
dispersiyona ait 5 dak.’lik 1sinma dongiisiindeki zamana bagli sicaklik artisinin termal
kamera goriintiileri verilmistir. 42 °C ve tizerindeki sicakliklar hiicre 6liimii iizerinde etkili
oldugundan 0,8 mg/mL nanokompozit derisimiyle ile hiicre ¢aligmalarina devam edilmeye
karar verilmistir [53]. Farkli lazer gii¢lerinde ve farkli konsantrasyonlarda elde edilen
sonuclar yiiksek fototermal etkinlige sahip bir nanomalzemenin elde edildigini

gostermistir.
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Sekil 4.6. Nanokompozit malzemenin farkli derisimdeki sulu ¢ozeltisine 2 W/cm? lazer
uygulanmasi sonucu elde edilen sicaklik degisim profili

Sekil 4.7. Nanokompozit malzemenin 0,8 mg/mL konsantrasyondaki sulu dispersiyonunun,
2 W/cm? giic yogunlugunda; 808 nm dalga boyunda lazer kullanimi ile elde
edilen zamana bagl sicaklik artisina ait termal kamera goriintiileri

PTT igin iiretilen bir nanomalzemenin PT 6zelikleri incelenirken bir 6énemli parametrede
fototermal doniisiim verimi (1)’ nin hesaplanmasidir. n esitlik 3.1’e gore hesaplanmaktadir.
Denkleme gore hA degerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu sebeple Sekil 4.8.a’da 0,8
mg/mL konsantrasyona sahip nanokompozitin sulu dispersiyonuna 2,0 W/cm? gii¢

yogunlugunda lazer uygulanmasiyla elde edilen 6rnegin soguma periyodu verilerinden
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hazirlanan zamana bagh t-(-In0) grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.8.b). Elde edilen dogrunun

egimi bize zaman sabiti (1)’yi vermekte olup; 328,28 s olarak hesaplanmistir. Esitlikte

yerine konarak hA degeri hesaplanmasiyla n degerinin %47,7 oldugu saptanmustir.

60 - a) 1000 - b)
50 4 y = 328,28x + 281,7 o
G- 800 - R*=0,9971 T
< 40 - - o
x S 600 - L
¥ Py
S 20 £ 4009 .~
? 0 @ 200 4
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0 200 400 600 800 1000 0 0,5 1 1,5
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Sekil 4.8. a) Nanokompozit malzemenin 0,8 mg/mL konsantrasyondaki sulu

dispersiyonunun, 2 W/cm? gii¢ yogunlugunda; 808 nm dalga boyunda lazer
kullanim1 ile 1smnma-soguma periyodu grafigi (300 sn 1sitma; 600 sn
sogutma) b) t-(-In6) grafigi

Uretilen nanokompozit malzemenin fototermal kararlihiginin belirlenmesi icin tekrarlayan

lazer uygulamasi yapilarak, bunun 1sitma-sogutma dongiisii tizerine etkileri arastirilmistir.

Bu amagla 0,8 mg/mL derisimdeki nanokompozit malzemenin sulu ¢ozeltisi, 2 W/cm?

giicinde 808 nm dalga boyundaki lazer ile etkilestirilmistir. Malzeme lazer ile 5 dakika

isitilmis; ardindan lazer kapatilarak 10 dakika sogutma gerceklestirilmistir. Isitma-

sogutma dongiisii 10 kez tekrar edilmistir. Bu tekrarlar sonucu {iretilen malzemenin Sekil

4.7°de goriildiigii gibi miikemmel bir fotokararlilik gosterdigi ortaya konmustur.
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Sekil 4.9. Nanokompozit malzemeye ait 1sitma-sogutma dongiilerindeki sicaklik degisim

profilleri
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Basarili sekilde {iretimi tamamlanmis Au-pDA nanokompozit malzemenin, yiiksek
fototermal performans ve fototermal doniisiim verimliligi, miikemmel bir fototermal
kararliliga sahip oldugu gosterilmistir. Sentez yontemiyle literatiirde bir ilk olan bu
Ozelliklere sahip malzemenin PTT icin olduk¢a yiliksek bir potansiyele sahip olacagi
ongoriilmis ve calismanin son kisminda in vitro ortamda uygulamalar yapilarak bu

diisiince kanitlanmistir.
4.3. Nanokompozit Malzeme Performansinin in vitro Kosullarda Degerlendirilmesi
4.3.1. Nanokompozit malzemenin toksik etkilerinin degerlendirilmesi

Uretilen nanokompozit malzemenin TNMK hiicreleri iizerindeki canlihga ve
sitotoksisiteye etkilerinin belirlenmesi icin MTT ve LDH yonteminden yararlanilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan nanokompozit malzemenin MDA-MB-436 ile MDA.-
MB-231 hiicre hatlariyla 4 saatlik inkiibasyonundan sonra MTT yapilmistir. Sekil 4.8°de
gorildigi gibi 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 04 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL
konsantrasyondaki nanomalzeme i¢in sirasiyla; %97,4; %95,1; %94,9; %92 ve %89,9

oraninda canlilik elde edilmistir.

D | I | I I I I I I I l
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Sekil 4.10. Nanokompozit malzemenin farkli konsantrasyonlarinin MDA-MB-436 hiicre
canliligina etkileri. Hata ¢ubuklari standart sapmalar1 gostermektedir (n=6)
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Sekil 4.9°de ise malzemenin MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki canliligina etkileri
gosterilmistir. 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 04 mg/mlL; 0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL
konsantrasyondaki nanomalzeme igin sirasiyla; %99,89; %98,9; %95; %93 ve %90,4

oraninda canlilik elde edilmistir.

Sonuglara gore; iretilen nanokompozit malzemenin, her iki hiicre hattinda, yiiksek
konsantrasyonlarda dahi hiicreler iizerindeki canliliga etkileri oldukga diisiik kalmistir.
Ayrica malzemenin her iki hiicre hattinda da kontrole gore artan konsantrasyonlarda

hiicreler tizerindeki canlilikta anlamli bir fark yaratmadigi gézlenmistir. (p>0,05).
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Sekil 4.11. Nanokompozit malzemenin farkli konsantrasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre
canliligina etkileri. Hata gubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir (n=6)

PTT wuygulamasina gecilmeden Once iretilen nanokompozit malzemenin hiicreler
tizerindeki toksik etkilerinin saptanmasi i¢in besiyerine salinan laktat dehidrojenaz
miktarinin 6l¢iilmesi igin LDH deneyi yapilmigtir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
nanokompozit malzemenin MDA-MB-436 ile MDA-MB-231 hiicre hatlariyla 4 saatlik
inkiibasyonundan sonra gergeklestirilen LDH sonuglart Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de
paylasilmistir. MDA-MB-436 hiicreleri igin sitotoksisite 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,4
mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL konsantrasyondaki nanomalzeme ig¢in sirasiyla; %1,25;
%3,2; %4,6; %5,7 ve %9,1 olarak belirlenmistir. MDA-MB-231 hiicreleri icinse
sitotoksisite 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 04 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL
konsantrasyondaki nanomalzeme i¢in sirasiyla; %1,3; %4,2; %4,6; %4,9 ve %5,7 olarak

belirlenmistir.  Artan nanomalzeme konsantrasyonlarinda diisilk konsantrasyona gore
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anlamli bir artiy meydana gelmistir (p< 0,05). Fakat her iki hiicre hatt1 i¢in de iretilen

malzemenin toksik etkilerinin oldukca diisiik oldugu belirlenmistir.

MTT ve LDH sonuglarina gore iiretilen nanokompozit malzemenin TNMK hiicreleri
tizerindeki toksik etkileri oldukea diisiik olup her iki hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etki
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). PTT uygulamalar1 i¢in kullanim1 uygun

bir malzeme iiretimi basariyla gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.12. Nanokompozit malzemenin farkli konsantrasyonlarnin MDA-MB-436
hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesi. Hata c¢ubuklari standart sapmalari
gostermektedir (N=3)
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Sekil 4.13. Nanokompozit malzemenin farkli konsantrasyonlarmmm MDA-MB-231
hiicreleri {izerindeki sitotoksisitesi. Hata c¢ubuklar1 standart sapmalari
gostermektedir (n=3)
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4.3.2. Nanokompozit malzemenin hiicre i¢ine aliminin degerlendirilmesi

MDA-MB-436 ile MDA-MB-231 hiicre hatlariyla 0,8 mg/mL konsantrasyondaki
nanokompozit malzemenin 2 saatlik etkilesiminden sonra, malzemenin hiicre igine
alimmin belirlenmesi i¢in ICP-MS yapildi. Hiicre igine alim {iretilen malzemelerin
buytiklik, sekil, ylizey 6zelikleri gibi parametrelere bagimlidir [61]. Her hiicre hattinin
sahip oldugu ozelliklere gore de hiicre igerisine alim mekanizmalar1 degismektedir.
Calismada kullanilan 2 hiicre hatti da TNMK hiicre ailesinde bulunup; MDA-MB-231
hiicrelerinde hiicre igine alimmn ~ % 10 oraninda daha fazla oldugu gézlenmistir. Iki hiicre
hatt1 arasinda; hiicre i¢ine alimdaki bu anlamli farkliligin, MDA-MB-231 hiicrelerinde
daha etkili bir PTT uygulamasinin ger¢eklesmesini saglayacagi diisiilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.14. Nanokompozit malzemenin 0,8 mg/mL konsantrasyonunun TNMK hiicreleri
icerisine alim miktarlarmin ICP-MS ile tespiti. Hata c¢ubuklari standart
sapmalar1 gostermektedir (N=6)

4.3.3. Kaspaz 3/7 aktivitesinin degerlendirilmesi

Uretilen nanokompozit malzemenin 0,8 mg/mL konsantrasyonu MDA-MB-436 ve MDA-
MB-231 hiicre hatlariyla 4 saat etkilestirilmis, etkilesim sonrasi her gruptan protein izole
edilmis ve bu proteinler iizerinden kaspaz 3/7 aktivasyonu degerlendirilmistir. Bu
aktivasyon hiicrelerin kaspaz bagimli ya da bagimsiz olarak apaptoza gidisinin
degerlendirilmesinde 6nemli bir gostergedir. MDA-MB-436 hiicrelerine uygulanan PTT
sonrast P+L grubunda diger gruplara goére artis oldugu goézlenmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde de PTT sonras1 P+L grubunda diger gruplara gore ~2 katlik bir artisin oldugu
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oldugu gozlenmistir. K+L ve K+P gruplarinda kaspaz diizeyinde anlamli bir artisi
meydana gelmemistir. Sonug¢ olarak uygulanan PTT her iki hiicre hattinda da kaspaz-3
aktivasyonunda etkili olmustur ve K grubuna goére P+L gruplarinda istatistiksel olarak

anlamli bir artis gozlenmistir (p< 0,05).

'
K K+L K+P P+L

Sekil 4.15. PTT sonucu MDA-MB-436 hiicrelerinde gozlenen aktif kaspaz 3 diizeyleri.
Hata gubuklari standart sapmalar1 géstermektedir (n=6)
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Sekil 4.16. PTT sonucu MDA-MB-231 hiicrelerinde gozlenen aktif kaspaz 3 diizeyleri.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 géstermektedir (n=6)
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4.3.4. Akim sitometri ile apoptoz/nekrozun degerlendirilmesi

Uretilen nanokompozit malzemeyle MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 hiicrelerine
uygulanan PTT sonrasi, hiicrelerin 3 ve 24 saatlik inkiibasyonlarindan sonra akis sitometri

ile apoptoz/nekroz durumlarinin degerlendirilmesine gec¢ilmistir. 3 saatlik inkiibasyon



55

sonrast MDA-MB-436 hiicrelerinin PTT uygulamasi yapilan P+L grubunda diger gruplara

gore erken apoptoz ve nekroptoz/gec apoptoz gruplarinda K grubuna gore anlamli bir artis

meydana gelmistir (p< 0,05). Meydana gelen artis 24 saatlik inkiibasyondan sonra ¢ok

daha fazla olup; hiicreler biiyiik oranda erken apoptoza ve nekroptoz/gec apoptoza girerek

K grubuna gore anlamli bir artis gostermislerdir (p< 0,05).

Apoptotik ve Nekrotik Hlcre (%)

K

K+L

K+P

Mekroz
= Mekroptoz/Geg Apoptoz
= Erken Apoptoz
mSaglikli

P+L

Sekil 4.17. PTT sonunda 3 saatlik inkiibasyon sonrast MDA-MB-436 hiicrelerinde goriilen
apoptoz ve nekrozun akis sitometrisi ile degerlendirilmesi

Cizelge 4.1. PTT sonunda 3 saatlik inkiibasyon sonrasi MDA-MB-436 hiicrelerinde
goriilen apoptoz ve nekrozun akis Sitometrisi sonuglarina gore % olarak

degerlendirilmesi
MDA-MB-436 . Nekroptoz/ Nekroz
(3 saat) (%) Saghkh Erken Apoptoz Gee Ap?)ptoz
Kontrol 95,65 1,45 1,175 1,75
Kontrol+Lazer 93,4 3,87 2 0,77
Kontrol+Partikiil 92,93 3,5 1,87 1,7
Partikiil+Lazer 26,77 25,37 40,27 4.6
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Sekil 4.18. PTT sonunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi MDA-MB-436 hiicrelerinde
goriilen apoptoz ve nekrozun akis sitometrisi ile degerlendirilmesi

Cizelge 4.2. PTT sonunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi MDA-MB-436 hiicrelerinde
goriilen apoptoz ve nekrozun akis sitometrisi sonuglarina gore % olarak

degerlendirilmesi
MDA-MB-436 Saghkh Erken Apoptoz Nekroptoz/ Nekroz
(24 saat) (%) Geg Apoptoz
Kontrol 95,75 1,575 1,525 1,15
Kontrol+Lazer 96,7 1,63 1,3 0,4
Kontrol+Partikiil 95 1,4 1,2 2,37
Partikiil+Lazer 7,2 12,9 71,3 8,57

3 saatlik inkiibasyon sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinin PTT uygulamas: yapilan P+L
grubunda diger gruplara gore erken apoptoz Ve nekroptoz/ge¢ apoptoz gruplarinda K
grubuna gore anlamli bir artis meydana gelmistir (p< 0,05). Meydana gelen artis 24 saatlik
inkiibasyondan sonra ¢ok daha fazla olup; hiicreler biiyliik oranda erken apoptoza ve
nekroptoz/geg apoptoza girerek K grubuna gére anlamli bir artig gostermislerdir (p< 0,05).
PTT sonrasi hiicrelerin Oliim sebebinin apoptotik hiicre 6limii oldugu agikga
goriilmektedir. MDA-MB-231 hiicrelerinde 24 saatlik siire sonunda daha fazla apoptoza
girme oraninin olmasi hiicrenin nanomalzeme alisinin fazla olmasiyla da paralellik

gostermektedir.
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Sekil 4.19. PTT sonunda 3 saatlik inkiibasyon sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinde goriilen
apoptoz ve nekrozun akis sitometrisi ile degerlendirilmesi

Cizelge 4.3. PTT sonunda 3 saatlik inkiibasyon sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinde
goriilen apoptoz ve nekrozun akig sitometrisi sonuglarina gore % olarak

degerlendirilmesi
MDA-MB-231 Saghklh Erken Apoptoz Nekroptoz/ Nekroz
(3 saat) (%) Gec Apoptoz
Kontrol 96,43 2,067 0,7 0,8
Kontrol+Lazer 95,8 1,67 0,6 1,97
Kontrol+Partikiil 93,97 0,4 1,4 4,23
Partikiil+Lazer 15,87 30,7 52 1,43
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Sekil 4.20. PTT sonunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi MDA-MB-231 hiicrelerinde
goriilen apoptoz ve nekrozun akis sitometrisi ile degerlendirilmesi

Cizelge 4.4. PTT sonunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi MDA-MB-231 hiicrelerinde
goriilen apoptoz ve nekrozun akis sitometrisi sonuglarina gore % olarak

degerlendirilmesi
l\(/lzl?li\ag/lt)B (02/03 )1 Saghkh Erken Apoptoz Gl\(le ikgi)?)ﬁz(fz Nekroz
Kontrol 94,067 3,77 1,23 0,97
Kontrol+Lazer 96,57 2,03 0,6 0,77
Kontrol+Partikiil 92,97 2 1,88 3,15
Partikiil+Lazer 2,57 8,6 87,5 1,3

4.3.5. DNA fragmentasyon diizeyinin degerlendirilmesi

TNMK hiicrelerine uygulanan PTT sonrasi, hiicrelerde meydana gelen DNA
fragmentasyonu olusan mono ve oligo niikleozomlarin miktarinin bir gostergesidir. Hem
MDA-MB-436 hiicrelerinde hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde K, K+L ve K+P
gruplarina gore anlamli bir artis oldugu gézlenmistir (p< 0,05). PTT uygulamasinin her iki
hiicre hattinda da apoptozu indiikledigi goriilmekte birlikte, PTT uygulamasinin MDA-
MB-231 hiicrelerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.21. PTT sonucu MDA-MB-436 hiicrelerinde gozlenen DNA fragmentasyon orani.
Hata gubuklari standart sapmalar1 géstermektedir (n=3)

ha
I

DNA fragmentasyon orani

K K+L K+P P+L

Sekil 4.22. PTT sonucu MDA-MB-231 hiicrelerinde gézlenen DNA fragmentasyon orani.
Hata ¢ubuklari standart sapmalar1 gostermektedir (n=3)

4.3.6. Mitokondriyal hasarin degerlendirilmesi

Apoptozu tetiklemede onemli bir diizenleyici olan mitokondriyal fonksiyon bozuklugunda;
mitokondriyal membran potansiyelindeki azalmalar siirecin erken evrelerindeki 6nemli
belirteglerden biridir [62]. Bu sebeple PTT uygulamasi sonrasi TNMK hiicrelerinin sahip
oldugu mitokondriyal membran potansiyelleri 6l¢iilmiistiir ve her iki hiicre hattinda da P+L
grubunda MDA-MB-436 hiicrelerinde %51,5; MDA-MB-231 hiicrelerinde %43,8
hesaplanmistir; diger gruplara kiyasla anlamli bir diisiis meydana gelmistir (p< 0,05). Bu

da uygulanan tedavinin mitokondrilerde fonksiyon bozukluguna yol acarak; membran



60

potansiyelinin azalmasmma ve bdylece hiicrelerin apoptoza girmesine sebep olmustur.
Dolayisiyla iiretilen nanokompozit malzeme ile basarili bir PTT uygulamasmin

gercgeklestirildigi bu yontemle de kanitlanmaistir.
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Sekil 4.23. PTT sonrast MDA-MB-436 hiicrelerinin mitokondriyel membran potansiyeli,
Hata ¢ubuklari standart sapmalar1 gostermektedir (n=3)
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Sekil 4.24. PTT sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinin mitokondriyel membran potansiyeli
Hata ¢ubuklari standart sapmalar1 géstermektedir (n=3)

—

=

=
i

=
I

[ %]
[ =]
i

4.3.7. Hiicre i¢ci ROS olusumunun degerlendirilmesi

TNMK' hiicrelerine uygulanan PTT islemi sirasinda 1s1 stresine yanit olarak iiretilen
ROS’un farkli gruplar arasindaki etkileri arastirtlmistir. NT (non-treatment) grubuna gore

kiyaslama yaptigimizda uygulama sonrast MDA-MB-436 hiicrelerinde ROS diizeyi %74’
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cikmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise ROS diizeyi %80,4’¢ kadar ulasmistir. NT gruba
gore P+L grubunda meydana gelen anlamli artislar her iki hiicre hatti i¢inde uygulanan

PTT nin; hiicrelerde 1s1 stresini tetikleyerek; ROS olusumuna yol agtigini gostermektedir

(p< 0,05).

100 -

ﬂ I T I T I T I T | T l
NT K+L K+P P+L PK NK

Sekil 4.25. PTT sonrast MDA-MB-436 hiicrelerinde ROS diizeyinin belirlenmesi. Hata
cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir (n=3)
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Sekil 4.26. PTT sonrasi MDA-MB-231 hiicrelerinde ROS diizeyinin belirlenmesi. Hata
cubuklari standart sapmalar1 gostermektedir (n=3)

4.3.8. Otofajinin varh@min degerlendirilmesi

PTT uygulamasi sonrast TNMK hiicreleri iizerinde olusan 1s1 stresinin hiicrelerin otofajik
yolaktaki proteinlerine olan etkisi arastirtlmigtir. MDA-MB-436 hiicrelerinde ATG7,
ATG10; ATG 12; ATG13; Beclin; LC3A; LC3B ve p62 proteinlerinin relatif diizeyleri K
grubuna gore P+L gruplarinda anlamli bir artis gostermisti. MDA-MB-436 hiicrelerinde
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ise ATG5; ATG7; ATG10; ATG 12; ATG13; Beclin; LC3A; LC3B ve p62 proteinlerinin
relatif diizeyleri K grubuna gore P+L gruplarinda anlamli bir artis gostermistir. (n=2, *p<

0,05, ** p< 0,01,*** p< 0,001 ).

MDA-MB-436
Kontrol P+L

3

Sekil 4.27. PTT sonrasi MDA-MB-436 hiicrelerinde otofajide rol oynayan proteinlerin
ifade diizeylerini gosteren protein bantlari (n=2)
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Sekil 4.28. PTT sonrasi MDA-MB-436 hiicrelerinde otofajide rol oynayan proteinlerin
ifade diizeylerindeki degisimlerin relatif gosterimi (n=2, *p< 0,05, ** p<
0,01,*** p< 0,001)
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Sekil 4.29. PTT sonrasi MDA-MB-231 hiicrelerinde otofajide rol oynayan proteinlerin
ifade diizeylerini gosteren protein bantlari (n=2)
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Sekil 4.30. PTT sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinde otofajide rol oynayan proteinlerin
ifade diizeylerindeki degisimlerin relatif gosterimi (n=2, *p< 0,05, ** p<
0,01,*** p< 0,001)

4.3.9. Western Blot yontemi ile protein ifade diizeylerinin degerlendirilmesi

PTT sonrasi, TNMK hiicrelerinde; sagkalim, proliferasyon, farklilasma, hiicre biiylimesi,
metabolizma ve protein sentezi gibi hayati 6neme sahip siireglerle ilintili protein ifade
diizeylerindeki degisimin saptanmasi i¢in Western Blot yonteminden yararlanildi. Bu
amagla PTT sonrast pAKT, AKT, pERK ve ERK proteinlerinin ifade diizeyleri
belirlenmistir. TNMK'nde PI3K/AKT ve/veya MAPK/ERK sinyal yolaklariinin asiri
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aktivasyonu proteinlerin siirekli ifade olmasina yol agmaktadir. Uygulanan PTT sonrasi
her iki TNMK hiicre hattinda da p-AKT ve p-ERK proteinlerinin ifade artiglarinin 6niine

basarili sekilde ge¢ilmistir. Bu da bize iretilen nanokompozit malzeme ile molekiiler

diizeyde basarili bir PTT gerceklestirildigini gostermistir.

MDA-MB-436 MDA-MB-231
K K+L K+P P+L K K+l K+P P+l
60 kDA PAKT Sy s 60 kDA

PAKT ey e

AKT o s e s 50 KOA AKT S 60 kDA

PERK ”. 42-44 kDA PERK o i S 42-34 kDA

ERK [ . 42-34 kDA ERK S - 4244 kDA
B-actin SEEG_—_—-G—— 5 O Bactin® s w—r—— i D).

Sekil 4.31. PTT sonrast MDA-MB-436 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde proteinlerin ifade
diizeylerini gosteren protein bantlar1 (n=2)
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5. TARTISMA

Kanser, diinya capinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim sebebidir. Kanser
tiirlerine baktigimizda ise son yillarda siralama de§ismeye baslamakla birlikte akciger
kanseri en ¢ok goriilen tiir olup, bunu 6zellikle kadinlarda ilk siraya yerlesmis olan meme
kanseri takip etmektedir. TNMK, ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii (HER) olmak iizere ii¢ reseptOriin olmamasiyla
karakterize bir tlir olup; meme kanserlerinin yaklasik %15-20’si bu gruba girmektedir.
Oldukga heterojen ve son derece agresif olan bu tiiriin tedavisi de oldukg¢a gii¢ olup, diger
meme kanseri alt tiirlerine kiyasla 6lim oranlar1 da daha yiiksektir. TNMK, hastaligin
geleneksel yontemlerle (6rn; mamografi, ultrason, manyetik rezonans goriintiileme gibi)
taninmasinin 6niine gegen asir1 agresif yapisi nedeniyle, timor lezyonlarinin boyutu ancak
2,5 cm’den biliylik oldugunda (hastaligin ge¢ evrelerinde) saptanir hale gelir. Bu da
uygulanacak tedavinin basari sansini oldukga diistirmektedir. Ttimoérlerin oldukga heterojen
yaptya sahip olmasi, TNMK hiicrelerinin direngli hale gelmesini saglayarak onlari
kemoterapiye karst duyarsiz hale getirir. Tan1 ve tedavisi biiyiik zorluklar1 barindiran bu
kanser tiiriinde yeni sistemlerin gelistirilmesi zorunlu bir ihtiyactir [1, 2, 17, 18, 63]. Bu
anlamda pek ¢ok c¢alisma devam etmekle birlikte bunlardan biri de PDT ve PTT olmak
iizere fototerapilerde kaydedilen gelismelerdir. Fototerapilerin kullanim1 aslinda ¢ok eski
zamanlara dayanmakla birlikte zamanin teknolojisindeki eksikler tedavilerde devamlilig:
getirememistir. Fakat glinlimiizde 6zellikle nanoteknoloji alanindaki ilerlemeler fototerapi

alanindaki hizl1 gelismeleri de beraberinde getirmistir [25].

Nanoteknolojik gelismeler pek ¢ok yeni malzemenin genis kullanim alaniyla hayatimiza
girmesini saglamistir. Bu kullanim alanlarindan biri de bir fototerapi ¢esidi olan PTT dir.
PTT, PTA’lar aracilifiyla, absorbe edilen 1s1k enerjisinin 1s1 enerjisine doniisiimiiyle;
kanser hiicrelerinin termal ablasyonunu saglayan non-invaziv bir yontemdir. PTT nin
bagaris1 kullanilan PTA’nin 6zelliklerine dogrudan bagimli olup, bunun disinda kullanilan
151k kaynaginin Ozellikleri de basariyr etkileyen bir deger oOnemli parametredir
[29,30,32,33,64].

Diisiik toksisite, yiiksek biyouyumluluk, yiiksek fototermal doniisiim verimliligi, kolay
islevsellestirme ve ylizey modifikasyonuna olanak verme, biyouyumlu sivilarda iyi

dagilma o6zelliklerini barindirmast beklenen pek c¢ok fakli PTA (inorganik, organik,
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kompozit malzemeler) liretilmistir [36]. Bu yontem, ¢alismasi basit, tedavi siiresinin kisa,

hizli iyilesme saglamasi gibi avantajlara sahiptir.

Kompozit malzemeler sahip olduklar iistiin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sebebiyle PTT
icin oldukga tercih edilmektedir. Au ve DA’nin biraraya getirilmesiyle olusturulan
kompozit malzemeler de bunlar arasindadir. Bu kapsamda Khurana ve ark. tarafindan pDA
kapli Au nanoblackbodyler (AuNB’ler) iiretilmistir. 124 nm boyuta sahip malzemenin
oldukca dallanmis yapiya sahip rastgele yonlenmis Au nanorodlar seklinde oldugu
gosterilmistir. Bu yapida malzemeye genis bir absorpsiyon spektrumu saglamistir.
AuNB’lein NIR bolgede giiclii absorbsiyona sahip olmasi ve biyolojik dokularin NIR
absorpsiyonunun diisiik olmasindan, grup tarafindan iiretilen malzeme PTT ajanmi olarak
ideal hale getirmistir. Timor bolgesi denemelerinde tiretilen malzeme 2,5 dak. gibi kisa bir
stirede 50 °C’nin iizerine ¢ikmig ve bu sicakligi timor bolgesinde 6 dak. korumustur.

Bunun da tiimor ablasyonu i¢in yeterli bir siire oldugu rapor edilmistir [65].

Zhou ve ark. tarafindan ilk kez 50 nm’den daha kiiciik kompakt boyuta sahip hiper
dallanma gosteren Au plazmonik blackbody’leri (AuPB) iceren bir blackbody sinifi
gelistirilmistir. AuPB’ler cekirdek olusumu gerceklesmeden ve siirfaktan kullanimi
olmaksizin dopamin kullanilarak {iretilmistir. Hiper dallanmaya sahip yapis1 sayesinde NIR
bolgede absorbansa sahip olup PTT i¢in yapilan karakterizasyonlarla uygun bir malzeme
uretildigi gosterilmistir. Daha sonra PTT 6zelliklerinin belirlenmesine gecilmistir. Bu
amagla 1,0 W/cm? gii¢ yogunlugunda, 5 dakikada 1064 nm (NIR-I1) dalga boyunda lazer
kullanimiyla sicaklik 93.3 °C’ye; 808 nm (NIR-1) dalga boyunda lazer kullanimiyla 91,7
°C’ye kadar ¢ikmistir. AuPB’lerin sahip olduklari yap: sayesinde 808 nm dalga boyunda
lazer kullanimiyla %88,6 ve 1064 nm dalga boyunda lazer kullaniminda ise %380,8 gibi
oldukca yiiksek fototermal doniislim verimliligine sahip olan nanoyapilar {iretildigi
gosterilmistir. Malzemenin kararliliginin belirlenmesi i¢cin 6 kez lazer aracili 1sitma ve
sogutma dongiilerinden gecirilmis ve yapida bir degisikligin meydana gelmedigi
kanitlanmigtir. Malzemenin PT 6zelliklerinin uygunlugunun belirlenmesinden sonra in
vitro ve in vivo ¢aligmalara gecilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda dahi malzemenin 4T1
hiicreleri tizerinde toksik etkisi bulunmamustir. In vivo kosullarda 1064 nm (NIR-I1) dalga
boyunda lazer uygulamasiyla tiimiir boyutlarinda 808 nm (NIR-1) dalga boyundaki lazere

gore ¢ok daha fazla kiiclilme olmustur. Fotoakustik goriintiileme ve PTT icin basarili
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sekilde kullanilan AuPB’ler genis spektrumdaki 1sik aracili farkli uygulamalarda

kullanilabilme olanagini da arastirmacilara sunmustur [53].

Li ve ark. tarafindan iiretilen PEG ile stabilize edilmis pDA modifiye ¢ekirdek-kabuk
yapisina sahip Au nanoyildizlarin (AuNSs@pDA-PEG) iiretimi gergeklestirilmistir.
Yapilan TEM ve DLS ile ortalama 114 nm boyuta sahip nanokompozit eldesi
gerceklestirildigi gosterilmistir. Alinan Fourier Dontisiimli Kizil6tesi Spektroskopisi (FT-
IR) ve X-Isin1 Difraksiyonu (XRD) analizleriyle de pDA’nin AuNS’larin etrafina basarili
sekilde kaplandig1 gosterilmistir. pDA kaplanmasi sonra AuNS’larin etrafindaki plazmon
pikinin partikiillerin etfindaki kirilma indeksindeki artis nedeniyle 768 nm’den 806 nm’ye
kaydigi UV-VIS—NIR spektrumuyla gosterilmistir. Karakterizasyon c¢alismalarinin
tamamlanmasindan sonra malzemenin PTT ozellikleri arastirilmistir. Bu amagla ilk once
farkli konsantrasyonlarda (153; 306; 460; 612 ug/mL) nanomalzeme ile 2,0 W/cm? giic
yogunlugunda, 808 nm dalga boyunda lazer kullanimiyla, 10 dak.’lik siire boyunca olusan
sicaklik farki arastirilmistir. 50 °C’nin tizerine ¢ikmay1 basaran 460 ug/mL konsatrasyon
ile ¢aligmalara devam edilmistir. Daha sonra farkli gii¢ yogunluklarinda (0,5; 1,0; 1,5; 2,0
W/cm?), 808 nm dalga boyunda lazer kullanmmiyla, 460 ug/mL konsantrasyonda
nanokompozit i¢in 10 dak.’lik siire boyunca olusan sicaklik farki arastirilmistir ve 2.0
W/cm? gii¢ yogunlugunda uygulanan lazer ile 50 °C’nin iizerine ¢ikan sicakliklar elde
edilmistir. Dolayisiyla ¢alismaya 2.0 W/cm? gii¢ yogunludaki lazer kullanimiyla devam
edilmistir. Malzemenin iyi bir fotostabiliteye sahip oldugu 4 kez tekrarlanan isitma-
sogutma dongiisiiyle gosterilmistir. En son iretilen malzemenin in vitro ¢alismalarina
gecilmistir. Bu amagla ilk 6nce Hela hiicreleri i¢ine alim TEM ile degerlendirilmistir ve
malzemenin ¢ogunun hiicre i¢inde sitoplazmada bulundugu gosterilmistir. Malzemenin
toksik etkileri degerlendirilmis ve 460 ug/ml konsantrasyonda dahi %90’a yakin bir hiicre
canlilig1 elde edilmistir. Tripan mavisi ile boyama sonucu PTT uygulamasmin hiicreleri
Olime gotlrdiigiic gbézlenmistir. Akridin turuncusu (AO) ve propidyum iyodiir (PI)ile
yapilan boyama, akis sitometrisi analizleriyle de PTT uygulamasinin hiicreleri %84 lere
cikan apaptoza gotiirdiigli gosterilmistir. Mitokondriyal membran potansiyel dl¢limlerinde
potansiyeldeki azalma da mitokondriyal aracili apoptozun aktivasyonunu gostermistir. AO
kullanilarak akis sitometrisi ile PTT sonrast Hela hiicrelerinin lizozomal membran
gecirgenligi  degerlendirilmis ve tedavininin lizozomlarda sizintilar1 tetikledigi
gosterilmistir. Otofajik vakuol-spesifik floresan prob kullanimiyla, PTT nin hiicrelerde

otofajiyi uyardigi gosterilmistir. En son apoptozda 6nemli gorevleri olan pro-apoptotik
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(Bax) ve anti-apoptotik (Bcl-2) proteinlerin ifade diizeylerine bakilmistir. Bax protein ifade
diizeyi ytikselirken, Bcl-2 protein ifade diizeyinin azalmasiyla, PTT uygulamasinin HeLa
hiicrelerinde apoptozu uyardigini protein seviyesinde de gostermislerdir. Sonug olarak grup

tarafindan iiretilen malzemenin basarili bir PTT gerceklestirdigi kanitlanmistir [62].

Literatiirde yapilan ¢aligmalar g6z o6nilinde bulundurularak sentez yontemi ilk kez bu tezle
sunulan Au-pDA nanokompozit malzemenin eldesi ve iiretilen bu malzeme ile tedavisinde
pek cok sikintry1 barindiran TNMK nin PTT ile tedavisine katkida bulunmay1 amaglayan
calisma bu kapsamda gergeklestirilmistir. Etanol, ddH20 ve amonyagin bulundugu ortama
DA ve Au cklenmis, 8 saatlik reaksiyon sonunda ortalama 70 nm boyuta sahip hiper
dallanma gosteren Au-pDA nanokompozit eldesi gerceklestirilmistir. Sentez yontemi ilk
kez bu tez kapsaminda literatiire sunulan caligmada; amonyak katalizor, DA hem bir

3+

monomer hem de Au®"’nin indirgenmesini saglayan indirgeyici ajan olarak gorev
yapmaktadir. Burada geleneksel ¢ekirdek-kabuk olusumundan farkli olarak indirgenme ve
birlikte biiyiime prosesi DA {izerinde bulunan katekol ve amin gruplari sayesinde
gergeklesmektedir. Malzemenin sivi ortamdaki dagilimindan yararlanilarak Zeta-Sizer
olgtimleri yapilmis ve hidrodinamik biiytikliikler yiiksek oranda 70-80 nm boyutuna sahip
nanomalzemenin varligini1 géstermistir. Yapilan ¢aligmalar hiicre i¢ine alim i¢in ortalama
50-90 nm partikiil boyutunun ideal oldugunu gostermistir [61]. Uretilen malzeme yapisi
geregi genis bir absorpsiyon spektrumuna sahiptir. Bu da malzemenin NIR bdlgede de

giiclii absorpsiyona sahip olmasini, boylece PTT i¢in ideal bir malzeme aday1 olmasin

saglamistir [65].

Sentez ve karakterizasyon calismalariyla en ideal malzeme tiretimi sonrasi, PT 6zelliklerin
incelenmesine gec¢ilmistir. Bu amagla hiicreler i¢in kullanilacak nanokompozit dozu ve
lazer giiciiniin belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda (0,1; 0,2; 0;4; 0,6 ve 0,8 mg/mL)
ve farkli lazer giic yogunlugunda (1,5; 2,0; 2,5; 3,0 W/cm?) denemeler yapilmistir.
Malzemenin 5 dak. igerisinde 2 W/ cm? gii¢ yogunlugunda 0,8 mg/mL konsantrasyon i¢in
55 °C sicakliga ulastig1 gozlenmistir. Kanser hiicrelerinde 42°C’de 15-60 dak. veya 50°C
tizerindeki sicakliklarda 4-6 dakikaya kadar diisen siirelerin hiicreyi 6liime gdtiirmede
yeterli oldugu gosterilmistir [66]. Dolayisiyla elde edilen nanokompozit kanser hiicrelerini
etkin bir sekilde oldiirebilecek o6zelliklere sahiptir. Uretilen malzemenin fotokararlilig:
incelendiginde 10 kez tekrarlanan 1sinma-soguma dongiisii sonrast malzemenin

ozelliklerinde bir degisiklik meydana gelmemistir. Dolayisiyla {iretilen malzeme
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literatiirdeki diger malzemelerle de karsilastirildiginda yiiksek bir fotokararliliga sahiptir
[53, 62]. PT ozelliklerin bir diger onemli ayagi fototermal doniisim verimi (n)‘dir. Bu
kapsamda {iretilen malzemenin n degeri %47,7 bulunmustur. Literatiirde Chen ve ark.
tarafindan 808 nm lazer kullanimiyla Au nanorod’lara ait n degeri; %22; Au nanokafeslere
ait n degeri; %63; Au hekzapodlara ait n degeri; %26,6; Au nanospikelara ait n degeri;
%50,3 olarak rapor edilmistir [69]. Zhou ve ark. tarafindan 808 nm lazer kullanimiyla
AuPB’lere ait 1 degeri; %88,6 bulunmustur [53]. Usta ve ark. tarafindan 808 nm lazer
kullanimiyla Au-pDA(¢ekirdek) @pDA (kabuk) nanomalzemeye ait n degeri; %55,2 olarak
rapor edilmistir [60]. Dolayisiyla literatiirdeki diger calismalarla da karsilastirildiginda
iretilen nanokompozit malzemenin {stlin fototermal doniisiim verimliligine sahip oldugu

gbzlenmistir.

Calismamizda {iiretilen malzemenin uygun PT 6zelikler tasidiginin belirlenmesinden sonra
in vitro calismalara gegilmistir. [lk 5nce MTT ve LDH yapilarak MDA-MB-436 ve MDA-
MB-231 TNMK hiicreleri tizerindeki toksik etkiler degerlendirilmistir. Bu amagla ilk dnce
iiretilen nanokompozitin farkli konsantrasyonlarinin TNMK hiicre hatlar1 tizerindeki
canliliga etkisi aragtiritlmig ve her iki hiicre hattinda da malzemenin 4 saatlik uygulamasi
sonras1 0,8 mg/mL konsantrasyonunda dahi ~ % 90 oraninda bir canlilik kaydedilmistir.
Ardindan besiyerine sizan LDH miktarinin 6l¢iimiine ge¢ilmistir. Hiicre membraninda bir
bozulma oldugunda sitoplazmadan disar1 sizan bu enzimin Ol¢iimii bize uygulanan
maddenin sitotoksisitesi hakkinda bilgi vermistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in de en yiiksek
konsantrasyonda dahi %10 sitotoksisite degerinin altinda kalan oranlar, iiretilen malzemeyi
PTT i¢in uygun aday yapan gostergelerden biri olmustur [53,62]. ICP-MS ile
nanokompozit malzemenin hiicre i¢ine alim c¢alismalar1 yapilmis ve MDA-MB-436 i¢in;
387 pg/hiicre (Au/hiicre), MDA-MB-231 i¢in; 431 pg/hiicre (Au/hiicre) olarak
bulunmugtur. Hiicre igine alimi etkileyen pek ¢ok parametre olmakla birlikte; sonuglar
alimin basarili sekilde gercgeklestigini gostermektedir [61]. Bu ¢alismalardan sonra PTT
uygulamalarina gecilmis ve hiicrelerin terapiye verdigi yanit molekiiler anlamda
degerlendirilmistir. Uygulanan tedavinin hiicreleri 6ldiiriip 6ldiirmedigi, eger hiicrelerin
oliimiine yol agtiysa bunda hiicre 6liim mekanizmalarindan apoptozun mu yoksa nekrozun
mu etkin oldugunun gdsterilmesi i¢in deneyler yapilmis ve ilgili yolaklardaki degisimler
arastirilmistir. Bu siireci degerlendirebilmek icin tez kapsaminda mitokondriyal membran
potansiyelinin ve kaspaz-3 aktivite diizeyinin belirlenmesi gergeklestirilmis daha sonra da

akig sitometri ile apoptoz/nekroz durumlart saptanmistir. Ayrica ROS {iretiminin
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saptanmasi, DNA fragmentasyonunun belirlenmesi, otofaji ile ilgili proteinler ile
AKT/ERK sinyal yolaklarindaki proteinlerin ifade diizeylerindeki degisimler

arastirilmistir.

Bir hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptoz ic¢sel (mitokondriyal) ve dissal yolaklari
hedefleyen bilesikler tarafindan aktive edilebilir. Digsal yolak, Fas ve TNF-R gibi hiicre
yiizeyi 6liim reseptorlerinin aktivasyonu ile ilgilidir. Kemoterap6tik ajanlar ve ilaglar gibi
birgok stres yaratan durumun mitokondri baglantili sinyal proteinlerinin salinimini
tetikleyerek mitokondri aracili i¢sel yolagi uyardigiyla ilgili ¢alismalar bulunmaktadir.
Apoptozda onemli bir diizenleyici olan mitokondrilerin disfonksiyonu sonucu azalan
mitokondriyal membran potansiyeli ile sitokrom c'nin sitozole salinmasi, apoptozom
olusumu ve kaspaz ailesinin aktivasyonu i¢in esastir. Uygulayict (kaspaz-3, -6, -7) ve
baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9, -10) olarak 2 gruba ayrilan kaspaz enzimlerinden;
icsel ve dissal apoptotik yolaklarin aktivasyonu sirasiyla kaspaz-8 ve -9 tarafindan
gerceklestirilir. Her iki baslatici kaspaz da uygulayic1 kaspaz-3 veya -7 aktivasyonuna yol
acarak hiicre apoptozunu baslatir [67]. TNMK hiicrelerine uygulanan PTT’nin hiicreleri
hangi 6liim yolagina gétiirdiigiiniin belirlenmesi i¢in apoptotik yolakta 6énemli bir belirte¢
olan spesifik sistein proteaz aktivitesine sahip bir proteaz enzim ailesi iiyesi olan kaspaz-3
diizeyinde meydana gelen degisimin Olglilmesi ve mitokondriyal ~membran
potansiyelindeki degisimin belirlenmesi gerceklestirilmistir [68]. Her iki hiicre hattinda da
kontrole gore PTT uygulanan P+L gruplarinda kaspaz-3 diizeyinde yaklasik 2 katlik bir
artts gozlemlenmisken, MMP’de yaklasik 2 katlik bir azalis olugsmustur. Bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Literatirde PTT i¢in uygulanan
nanomalzemelerin mitokondri disfonksiyonuna yol acarak, MMP’de azalmalarin
goriilmesine sebep oldugu ve kaspaz bagimli yolak {izerinden apoptozu uyardigiyla ilgili
pek ¢ok ¢alisma rapor edilmistir [67-70]. Sunulan tez kapsaminda da kontrole gore P+L
gruplarinda MMP’de meydana gelen azalma ve kaspaz-3 diizeylerindeki artis ile
uygulanan PTT’nin apoptozu uyardigi gosterilmistir. Daha sonra akis sitometerisi ile
TNMK hiicrelerindeki apoptoz ve nekroz durumlart degerlendirilmistir. PTT uygulamasi
sonrast 3 ve 24 saatlik siirelerin sonunda TNMK hiicrelerinin biiyiik oranda apoptoza
gittikleri  gosterilmistir. Uretilen malzemenin sekli, malzemenin hiicre igerisinde
koumlandigi alan, uygulanan lazerin giicii gibi pek ¢ok etkenin hiicrenin hangi 6lim
yolagini tercih edecegiyle ilgili farkli c¢aligmalar bulunmaktadir. Sunulan c¢aligmadaki

sonuglar literalirde farklt malzemeler ile yapilan ve hiicrelerin apoptoza gittigi ¢alismalarla
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uyumlu olarak bulunmustur [67, 71, 72]. Apoptoz siirecindeki hiicrelerde meydana gelen
bir degisimde aktiflesen kaspaz-3’iin CAD (kaspaz aktive edici DNaz) enzimi
aktiflestirmesi bunun da ¢ekirdekte kromatin yogunlasmasi ve DNA’nin niikleozomal alt
birimler halinde fragmante olmasiyla sonuglanmasidir [73]. PTT sonras1 TNMK
hiicrelerinde DNA fragmentasyonunun kantitatif degerlendirilmesi gerceklestirilmis ve her
2 hiicre hattinda da K grubuna gore P+L gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artig
oldugu gozlenmistir. Bu da PTT sonras1 hiicrelerin apoptotik yolaga girdiginin bir baska
gostergesi olmustur. Literatiire baktigimizda PTT sonrast DNA fragmentasyonunun
kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirildigi ve sonuglari yapilan ¢alismamiza paralel pek
cok calisma yapilmistir [74, 75]. Bircok sinyal iletim yolunu diizenleyen kritik sinyal
molekiillerinden biri olan ROS'un agir1 iiretimi, hiicresel sinyal yolaklarina miidahale
ederek, apoptotik ve hiicrenin kaderinin belirlenmesinde énemli bir rol oynayan baska bir
antiproliferasyon yolu olan otofajik siiregleri aktive edebilir. Ayrica ROS iiretimi,
AKT/ERK sinyal yolaginin aktivitesini diizenleme ve LC3'iin uyarilmast ile LC3-1'in LC3-
II'ye doniistiiriilmesi gibi klasik otofaji belirtecleri ile de iliskilendirilmistir [67].
Uygulanan PTT’nin ROS iizerine etkileri aragtirilmis ve NT gruba gore P+L grubunda
meydana gelen istatistiksel olarak anlamli artislar her iki hiicre hatti iginde uygulanan
PTT’nin; hiicrelerde 1s1 stresini tetikleyerek, ROS olusumuna yol actigini gostermistir.
Sunulan tez kapsaminda son olarak PTT uygulamasi sonrasi otofajik proteinlerin ifade
diizeyleri ve proliferasyon, sagkalim, apoptoz ve otofaji dahil olmak tizere ¢ok cesitli
hiicresel yanitta 6nemli rolleri olan AKT/ERK sinyal yolundaki proteinlerin ifade diizeyleri
incelenmistir. Uygulanan PTT sonrasi otofajik yolaktaki proteinlerin ifade diizeylerinde her
iki TNMK hiicre hattinda da artis oldugu gozlenmistir. Ozellikle otofagozomlarmn
molekiiler bir belirteci olarak kullanilan LC3 protein diizeylerindeki artiglar PTT nin
otofajiyi indiikledigini gdstermistir. Son olarak AKT/ERK sinyal yolaklarindaki protein
diizeyleri arastirilmis ve PTT uygulamasinin AKT ve ERK fosforilasyonunu 6nemli 6l¢iide
inhibe ettigi gozlemlenmistir. Normal kosullarda fosforile formda bulunan bu proteinler
apoptoz ve otofajiyi baskilarlar. Bununla birlikte fosforile edilmis AKT ve ERK seviyeleri
asagl yonlii diizenlendiginde, apoptoz ve otofaji tetiklenmektedir. Bizim elde ettigimiz
sonuclara gore de PTT uygulamasi sonras1 bu yolun bloke edilmesi sonucu hiicrelerde
apoptoz ve otofajinin uyarildigin1 gostermistir. Elde edilen sonuglar literatiirde farkli
nanomalzemelerle yapilmig ¢alismalarla kiyaslandiginda iiretilen nanokompozit
malzemenin basarili bir PTT gergeklestirmek i¢in yeterli kosullari tasidigi yapilan in vitro
caligmalarla da gosterilmistir [53, 62, 67, 71, 72, 76].
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6. SONUC VE ONERILER

TNMK, meme kanseri tiirleri arasinda tanm1 ve tedavide pek ¢ok zorlugu barindiran bir alt
tirdiir. Bu zorluklar arastirmacilar1 yeni tam1 ve tedavi yoOntemlerini gelistirmeye
itmektedir. Gelisen teknolojik ilerlemeler nanoteknoloji alanina da katki yapmis bu sayede
pek cok yeni malzeme ve uygulama hayatimiza girmistir. Bunlardan biri olan PTT de
kullanilan malzemeler her gecen giin daha da gelistirilmekte olup, bu malzemelerin klinik
uygulamalara da gecirilebilmesi i¢in yogun bir ¢aba bulunmaktadir. Tiim ihtiyaclar g6z
onlinde bulundurularak tez kapsaminda literatiire ilk kez sunulan bir yontemle PTT de

efektif sekilde kullanilabilecek bir nanokompozit liretilmistir. Bu kapsamda;

e ilk kez bu calismada sunulan sentez ydntemiyle 70 nm boyuta sahip hiper dallanma
gosteren Au-pDA nanokompozit eldesi gerceklestirilmistir. Yapilan TEM, SEM, SEM-
EDX, Zeta Sizer ve UV-vis-NIR karakterizasyon ¢alismalariyla ilk kismi tamamlanan
tezde PTT icin uygun bir nanokompozit eldesinin gergeklestirildigi belirlenmistir.

e Ikinci kisimda iiretilen nanokompozit malzemenin PT o6zellikleri incelenmis ve en
uygun Ozelliklere sahip malzemeyle in vitro ¢alismalara gegilmistir.

e Son kisimda malzemenin toksik oOzellikleri incelenmis, hiicre i¢ine alim ve PTT
uygulamasi sonrasit hiicrede meydana gelen degisimler molekiiler anlamda
arastirilmastir.

¢ Yapilan ¢aligmalar sonucunda {iretilen nanokompozit malzeme ile TNMK hiicrelerinde
PTT etkin bir sekilde gergeklestirilmis ve tedavisi oldukca zor olan bu kanser tiirii i¢in

basaril1 bir tedavi prosediirii literatiire sunulmustur.

Yapilacak yeni c¢aligmalarda {iretilen malzemenin modifiye edilerek hiicre i¢ine alim
oranlarinin arttirllmas1 bu amagla o6zellikle biyomimetik sistemlerden yararlanilmasi,
uygulanan PTT’nin apoptozda ekstrinsik yolak tiizerine etkilerinin arastirilmasi, farkl
hiicre 6liim yolaklar1 {izerine molekiiler anlamda daha fazla arastimanin yapilmasi baglica
amaclarimizdandir. Ayrica calismayr in Vvivo ortama tasiyarak, {retecegimiz yeni
malzemelerle tedavisi olduk¢a zorlu kanser tiirlerinde etkin tedaviler gergeklestirebilmekte

diger hedeflerimiz arasindadir.
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