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Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), kat1 tiimorler arasinda progresyon seviyesi en yiiksek
olan agresif tiimorlerdendir. Kansere bagli 6lim siralamasinda, 5 yillik sag kalim verileri incelendiginde
yasam beklentisi en diisiik maligniteler arasinda yer alir. Pankreasin konum itibariyle, viicut derinliginde
yer almasi, erken donemde karakterize belirtilerinin bulunmamasi gibi nedenler dolayisiyla; her iki cinsiyet
i¢in de ileri evrelerde teshisi s6z konusudur. Dolayisiyla teshis sonrasi tedavilerde progresyonsuz sag kalim
oranlar1 da oldukea diisiik seviyelerdedir. Giiniimiizde kansere yonelik cihaz ve tarama sistemleri her ne
kadar gelismis diizeyde olsa da, pankreas kanserinde klinik seyir i¢ agic1 degildir ve kiiresel baglamda
mortalite indeksleri oldukga yiiksektir. PDAC hiicrelerinin karakteristik desmoplastik stromasi, tedavi
esnasinda ilaca kars1 bariyer olusturmaktadir. Buna bagli olarak hiicrelerde kemorezistans gelismektedir.
PDAC tanili hastalarda mevcut kemoterapétik ve immiinoterapstik ajanlarin ilaca verdikleri yanit ilk
asamada iyi diizeyde olmasina ragmen, zamanla gelisen direng¢ yapisi tedavi etkinligini dnemli 6lgiide
sinirlandirmaktadir. Bu durum hastaligin niiksiine sebep olmaktadir. Tim bu nedenlerden 6tiirli, PDAC
tedavisinde yeni terapdtik ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Yesil sentez ile toksisitesi diisiirilmiis ve
biyouyumlulugu arttirilmig giimiis nanopartikiillerin (AgNP), literatiirde yer alan bircok ¢alismada
antikanser etkileri rapor edilmistir. AgNP’lerin grafen oksit (GO) ile kompozit yapida sentezlenerek
pankreas kanseri tedavisinde ila¢ etken maddesi veya ilag tasiyici sistem olarak kullanilabilecegi
ongoriilmektedir. GO ile kompozit yapisi, AgNP’lerin kararliligin1 ve hiicre igerisinde stabilizasyonunu
arttirict etki gosterir. Aynm1 zamanda, yesil sentezle elde edilen nanopartikiillerde; bitki 6ziitliniin igerigi
sayesinde genis ylizey alanina sahip ve stabilizasyonu arttirilmis nanopartikiiller elde edilecektir.

Sentezlenen nanopartikiillerin antikanser etkilerine ek olarak antiviral, antibakteriyel, antioksidan etkileri
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de bulunmaktadir. Bu yapilar; benzersiz 6zellikleri sayesinde ozellikle tip alaninda yeni terapotik
yaklagimlar ¢agristirmaktadir. Ayrica bitki materyallerinin ucuz ve kolay bulunur 6zellik gostermesi, diger
yontemlere kiyasla daha az toksisite barindirmasi yesil sentez metodunu giivenilir ve ¢evre dostu bir
yaklagim haline getirmektedir. ROS seviyesi iizerinde etki ederek antikanser etki gosteren AgNP’ler
ozellikle son donemlerde pankreas da dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerinde terapotik ajan olarak
kullanilmistir. Bu tez ¢alismasinda GO ile kompozit yapida Laurus nobilis (defne) ekstrakti kullanilarak
sentezlenen AgNP’lerin; pankreas kanserinde standart kemoterapi rejimi olan gemsitabin ilaciyla birlikte
sinerjistik etkisinin aragtirilmasi, tedavi boyutunda yeni bir bakis agis1 olusturacaktir. Biyolojik olarak
sentezlenen AgNP, GO, GO ile kompozit yapida sentezlenen AgNP’ler(GO-AgNP); UV-Vis, TEM,
FESEM-EDX, XRD yontemleriyle karakterize edilmistir. Artan konsantrasyonlarda AgNP, GO, GO-
AgNP’lerin Panc-1 insan pankreas kanseri ve Hek-293 insan embriyonik bobrek hiicreleri {izerinde 24 saat
inkiibasyona maruz birakilmistir. Ayni zamanda gemsitabin ilact da 72 saat boyunca artan
konsantrasyonlarda bu hiicre hatlarina uygulanmistir. Sitotoksik etkileri -4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanilarak belirlenmis ve ICsy dozu hesaplanmistir. flag ve
nanopartikiil uygulamasinin etkileri anjiyogenez, apoptoz, EMT fizyolojik siire¢leri iizerinden analiz
edilmistir. Bu siireclerde gorev alan Bax, Bcl-2, FLT-1, MMP2, TIMP2, VEGFA, VEGFR-2 genlerine
etkisi RT-PCR araciligiyla degerlendirilmistir. Western blot yontemi kullanilarak MMP2 genine ait protein

diizeyleri degerlendirilmis ve EMT siirecindeki etkileri yorumlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Gemsitabin, Grafen oksit, Giimiis nanopartikiil, Kompozit yapi, Laurus nobilis
(Defne), Pankreatik duktal adenokarsinom, Sinerjistik etki
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Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive tumors among solid
malignancies, characterized by the highest level of progression. In terms of cancer-related mortality, PDAC
ranks among the malignancies with the lowest life expectancy when five-year survival data are evaluated.
Due to the anatomical location of the pancreas deep within the body and the absence of specific symptoms
in the early stages, diagnosis for both genders usually occurs at advanced stages. Consequently, progression-
free survival rates following diagnosis remain remarkably low. Despite the advances in cancer diagnostic
devices and screening systems today, the clinical course of pancreatic cancer remains unfavorable, with
high global mortality indices. The characteristic desmoplastic stroma of PDAC cells forms a barrier against
drug delivery during treatment, leading to the development of chemoresistance. Although chemotherapeutic
and immunotherapeutic agents used in PDAC initially demonstrate effective responses, the progressive
emergence of resistance significantly limits treatment efficacy and results in disease recurrence. Therefore,
novel therapeutic agents are urgently needed for PDAC treatment. Numerous studies in the literature have
reported the anticancer properties of silver nanoparticles (AgNPs), which exhibit reduced toxicity and
enhanced biocompatibility when synthesized via green synthesis methods. It is hypothesized that AgNPs
synthesized in composite form with graphene oxide (GO) could be utilized as either active pharmaceutical
ingredients or drug delivery systems in pancreatic cancer therapy. The composite structure with GO
enhances the stability and intracellular retention of AgNPs. Additionally, due to the phytochemical
constituents of the plant extract used in green synthesis, the resulting nanoparticles possess large surface
areas and improved stability. In addition to their anticancer effects, the synthesized nanoparticles also
exhibit antiviral, antibacterial, and antioxidant properties. Owing to their unique physicochemical
characteristics, these nanostructures suggest promising new therapeutic approaches in medicine.
Furthermore, the low cost and easy availability of plant materials, combined with their reduced toxicity
compared to other methods, make green synthesis a safe and environmentally friendly approach. By
modulating reactive oxygen species (ROS) levels, AgNPs exert anticancer effects and have recently been
employed as therapeutic agents in various cancer types, including pancreatic cancer. In this thesis, the
synergistic effect of AgNPs synthesized in composite form with GO using Laurus nobilis (bay leaf) extract
in combination with gemcitabine, the standard chemotherapeutic regimen for pancreatic cancer, was
investigated — offering a novel therapeutic perspective. Biologically synthesized AgNPs, GO, and GO-
AgNP composites were characterized using UV-Vis spectroscopy, TEM, FESEM-EDX, and XRD
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analyses. Increasing concentrations of AgNPs, GO, and GO-AgNPs were incubated for 24 hours with Panc-
1 human pancreatic cancer cells and HEK-293 human embryonic kidney cells. Similarly, gemcitabine was
applied to these cell lines at increasing concentrations for 72 hours. Cytotoxic effects were evaluated using
the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay, and ICso values were
calculated. The effects of drug and nanoparticle treatments were analyzed in relation to angiogenesis,
apoptosis, and epithelial-mesenchymal transition (EMT) pathways. The expression levels of Bax, Bcl-2,
FLT-1, MMP2, TIMP2, VEGFA, and VEGFR-2 genes were evaluated using RT-PCR, while the protein
expression of MMP2 was analyzed via Western blot to interpret its involvement in the EMT process.

Keywords: Gemcitabine, Graphene oxide, Silver nanoparticles, Composite structure, Laurus
nobilis (Bay leaf), Pancreatic ductal adenocarcinoma, Synergistic effect
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1. GIRIS

Kanser; saglikli hiicrelerin genetik mutasyonlar sonucunda normalden farkli
genetik bir alt yapiy1 barindirarak kontrolsiiz ve agresif bir hizda proliferasyon ve
invazyon gosteren kompleks bir hastalik tiiriidiir (Galluzzi vd., 2010). Diinya Saglk
Orgiitii’niin (WHO) 2022 verileri incelendiginde, 6liim nedenleri siralamasida kalp-
damar rahatsizliklarinin hemen ardindan kanser gelmektedir. 9.7 milyon insanin hayatini
kansere bagl olarak kaybetmesi de bu bilgiyi destekler nitelikte bir analizdir. (Cancer,
t.y.) Pankreas kanseri ise kansere bagli Oliimler siralamasinda altinca sirada yer
almaktadir. 2022 yil1 verilerine gore; pankreas kanseri acisindan 510.922 yeni vaka ve
467.409 oliim bildirilmistir (Leiphrakpam vd., 2025). Niifus ¢apinda tarama programlari
bircok kanserin tespitinde kullanilabilirken pankreas kanserinde ne yazik ki
kullanilamamaktadir. Dolayisiyla pankreas kanseri ge¢ teshis edilmektedir ve buna bagl

olarak smurli tedavi segenegi gostermektedir (Murray vd., 2025).

Ilaca kars1 gelisen diren¢ anlamina gelen kemorezistans, tiimdr heterojenligi ve
timor mikrocevresi gibi ¢esitli  faktorlerde gelisen mekanizmalar araciligiyla
olusmaktadir. Kemorezistans bircok kanser vakasinda tedavi basarisini engelleyerek
niikse ve Oliime sebebiyet verebilmektedir (Ramos vd., 2021). Pankreas kanserinde
metabolizmanin kemoterapi direnciyle iligkili oldugunu belirlenmistir. Yapilan
calismalar bu hiicrelerde glikoliz, glutamin ve lipid metabolizmasinin kemorezistansla
iligkili oldugunu, dolayisiyla ila¢ direncinin olugsmasinda rol oynayarak kemoterapi
etkisini azalttigini gostermistir (J. Zhang vd., 2024). Pankreas kanserinde ilaca karst
direncin gelismesinde timor mikrogevresi de Onemli Olglide rol oynamaktadir.
Immiinosiipresif ve hipoksik tiimdr mikrogevresiyle karakterize edilen pankreas kanseri
hiicrelerinin yogun desmoplastik stroma bdlmesi, ilacin hiicre icerisine erisilebilirligi ve
perfiizyonunu kisitlayarak hiicrelerde ilaca karsi direncin olusumunda rol oynamaktadir
(Pereira-Silva vd., 2025). Pankreas duktal adenokarsinomunda (PDAC) birinci basamak
tedavide Gemcitabine (2',2'-diflorodeoksisitidin) yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Y.
Dong vd., 2025).Ancak PDAC hiicrelerinin patofizyolojisi, tiimor mikrogevresi ve
gemsitabin ilacinin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri, kemorezistansa yol

acarak ilacin etkinligini sinirlandirmaktadir (Bakridin vd., 2025).

Kanserde mortalitenin ana sebepleri arasinda hastaligin niiksii ve ilaca kars1 hiicrelerin

diren¢ gostermesi yer almaktadir. Matris metalloproteinazlar (MMP'ler), kanser



hiicrelerinde EMT’y 1 indiikleyerek tiimor hiicrelerinin metastazina neden olmaktadir.
Ayrica MMP proteinleri; ilaca kars1 direncin gelismesi ile de iligkili olan molekiillerdir

(Mondal vd., 2024).

Geleneksel kanser kemoterapi ilaglarindaki sitotoksisite eksikligi, farkl
mekanizmalar aracilifiyla hiicrelerde olusan ila¢ direnci gibi negatif 6zellikler
kemoterapinin etkinligini sinirlandirmaktadir. Glincel calismalarda kanserin tespiti,
hedeflenmesi ve tedavisinde kullanilmak iizere nanopartikiiller lizerinde yogunlasarak
nano-onkoloji alaninda bu engellerin asilmasi1 hedeflenmektedir. Bilhassa glimiis
nanopartikiiller, kanserli hiicrelerde ROS olusumunu tetikleyerek DNA hasarmnin
olugsmasina sebebiyet vermektedir. Dolayisiyla apoptoz ve nekrozun indiiklenmesini
saglayabilmektedir (Michalkova vd., 2023). Gilimiis nanopartikiillerin sentezinde
biyolojik ve kimyasal sentez yontemleri kullanilmaktadir. Bu nanopartikiillerin
antikanser etkileri birgok c¢alismayla gosterilmis olsa da kimyasal sentez ydntemi
kullanilarak elde edilen nanopartikiiller, saglikli hiicreler i¢in sitotoksik ozelliktedir.
Biyosentez yontemi kullanilarak sentezlenen nanopartikiillerin daha az toksik olmalari,
giincel caligmalarda arastirmacilarin bu metoda odaklanmasini saglamistir (X. Hu vd.,

2019).

Son donemlerde ¢esitli nanopartikiillerin grafen bazli nanokompozitleri tizerinde
calisilmaktadir. Nanokompozit malzeme olarak grafen oksit kullanilmasindaki etken;
grafen oksitin (GO) yapisinda bol oksijen igeren fonksiyonel gruplarin mevcut olmastyla,
bu durumun metal iyonlarin sabitlemeye olanak saglamasi yer almaktadir. Ayrica ucuz
ve kolay erisilebilir bir madde olmasi1 da avantajlar1 arasinda yer almaktadir (Gurunathan
vd., 2019). GO’nun karakteristik Ozellikleri arasinda yer alan genis ylizey alani ve
yapisinda iglevsel gruplart barindirmasi, kanser tedavisinde ilag iletimini saglayarak
tedavi etkililigini pozitif ivmede etkilemektedir. (Itoo vd., 2025). GO’nun kanser
hiicreleri iizerinde uygulanmasi, hiicrelerin ¢ogalmasini1 baskilayarak sitotoksik etki
gostermesiyle neticelenir.(Naeimi vd., 2025) Meme kanseri hiicre hatt1 lizerinde yapilan
bir calismada GO’ya bitki Oziitleri dahil edilerek yesil sentez yoluyla CuO
nanopartikiilleri sentezlenmistir. Bu ¢alismada, GO kullanimimin amaci; sentezlenen
maddenin kararliligini ve iglevselligini artirarak sinerjik etkisini gozlemlemektir (Barani

vd., 2024).



Literatiirde yer edinmis calismalarda nanopartikiillerin kanser hiicre hatlar
iizerindeki cesitli etkileri arastirilmistir. Fakat grafen oksit ile kompozit yapida
sentezlenen giimiis nanopartikiillerinin, pankreas kanserindeki etkileri heniiz
arastirlmamistir. Bu tez calismasinda pankreas kanseri tedavisinin 6nde gelen
kemoterapi ilaglarindan olan gemsitabinin; grafen oksit ile kompozit yapida sentezlenen
giimiis nanopartikiilleri ile pankreas kanseri hiicre hatt1 lizerindeki doz uygulamasmin
sinerjistik etkisi incelenmistir. Kemoterapiyle birlikte verilecek nanomalzemelerin; bu
hiicre hatti iizerinde EMT siirecindeki rolii ve etkisi arastirtlmigtir. Nanopartikiil
sentezinde yesil sentez yontemi kullanilarak toksisite minimize edilmistir. GO ile
kompozit yapida sentezlenmesi ise, nanopartikiillerin stabilizasyonunu ve etkinligini
arttirmugtir. ilag ve nanopartikiil doz uygulamasi sonrasinda MMP2 molekiilii iizerinden
EMT siirecindeki etkileri hakkinda yorum yapilmistir. Anjiyogenez, apoptoz, EMT
stireclerinde yer alan Bax, Bcl-2, FLT-1, MMP2, TIMP2, VEGFA, VEGFR-2 genlerine

etkisi de gercek zamanli PCR araciligiyla degerlendirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Pankreas Anatomisi ve Pankreas Kanseri

Pankreas, lokasyon olarak karin boslugunun suprakolik bdlmesinin tabaninda
konumlanan, retroperitoneal organlar arasinda yer alan ve dnemli iglevlere sahip bir
organdir. Anatomik olarak bas, boyun, gévde ve kuyruk olmak iizere dort ana bolgeye
ayrimistir. Orta ¢izgi merkez alindiginda; bas ve boyun kismi orta ¢izginin sag tarafinda
yer alirken, kuyruk kismi orta ¢izginin sol tarafinda yer almaktadir. Gévde kismi sol
tarafta lokalize haldeyken kuyruk kismiyla birlesimi i¢in yukar1 dogru egimlidir.
Pankreasin viicut i¢indeki konumu fiziksel muayenelerdeki erisimini engellemektedir.
Islev olarak, disartya hormon salim sayesinde ekzokrin bir organ olsa da endokrin
stireclerin diizenlenmesinde de hayati 6neme sahiptir. Endokrin islevini yapisinda

bulundurdugu langerhans adaciklari sayesinde gerceklestirmektedir (Mahadevan, 2019).
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Sekil 2.1. Pankreasin anatomisi (Bockman, 1997)

Pankreasta bulunan asiniis birimlerinden olusan asiner hiicreler, karbonhidrat,
protein ve yaglarin sindiriminde yer alan enzimlerin sentezi ve salgilanmasinda gorev
yapmaktadir. Pankreas bu noktada noéroendokrin sistemin kontroliinde ekzokrin

fonksiyon gostermektedir. Yapisinda bulunan Langerhans adaciklar olarak tanimlanan



hiicre gruplart sayesinde insiilin salgisin1 diizenleyerek endokrin fonksiyon

gostermektedir (Russell vd., 2022).

Pankreas hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlarin sonucunda anormal hiicre
olusumu gergeklesmektedir. Bu hiicrelerin kontrolsiizce biliylimesi ve invazyonu
sonucunda pankreas kanseri meydana gelir (J. X. Hu vd., 2021). Pankreas kanseri;
timorlii pankreas hiicrelerinin lokasyonuna bagl olarak, asiner hiicre karsinomu, duktal
adenokarsinom, pankreatik noéroendokrin tiimor gibi alt tiimdr dallarina ayrilmaktadir
(Kogatakan vd., 2021). Pankreas kanseri vakalarinin ¢ogunlugunu pankreas duktal

adenokarsinomlar (PDAC) olusturmaktadir (Kearney vd., 2021).
2.1.1. Pankreas kanseri oncii lezyon tiirleri ve molekiiler biyolojisi

PDAC’m tanimlanmis olan Oncii lezyonlar1 3 adettir: pankreas intraepitelyal
neoplazmi (PanIN), intraduktal papiller miisinéz neoplazmi (IPMN), musindz kistik
neoplazmidir (MCN). Lezyonlar farkli histolojik ve molekiiler profilleriyle birbirinden
ayrilir. Bu 6ncii lezyonlarin her biri, adim adim birikerek ve yayilarak pankreas duktal

adenokarsinomunu gelistirebilir (Riva vd., 2018).

PanIN (pankreas intraepitelyal neoplazmi), invaziv olmayan epitel
neoplazmlardan olup farkli atipi dereceleriyle karakterizedir. Atipi derecelerine gore
PanIN1, PanIN2 ve PanIN3 (karsinoma in situ) olarak ayrilmaktadir. PanIN, pankreas
oncii lezyonlar arasinda en sik rastlanilan lezyondur. PanIN lezyonlar1 diger oncii
lezyonlara kiyasla daha kotii bir prognoz ortaya koymaktadir. Yapilan incelemelerde
vakalar arasinda %4 oraninda PanIN-3 tespit edilitken %77 oraninda PanIN-1, %28
oraninda ise PanIN-2 lezyonlar1 tespit edilmistir (Tsuda vd., 2019). PanIN’ler genellikle
<5 mm boyutundadirlar ve kiigiik yapida olmalarindan kaynakli olarak, radyolojik olarak
tespit edilemezler. IPMN’ler, musindz maddesinin iiretilmesini saglayan musindz epitel
hiicrelerinin intraduktal proliferasyonudurlar ve pankreas kanalinda kistik dilatasyona
neden olurlar. PanIN’lere kiyasla radyolojik goriintiilemelerde tespit edilmeleri kolaydir.
IPMN’ler pankreas kanal sisteminden kaynaklanirlar ve konumlandiklari bolgelere gore
farkli smiflara ayrilirlar. Bu smiflama 3’e ayrlir. ilk simif; ana pankreas kanalindan
kaynaklanan ana kanal IPMN'lerini (MD-IPMN) igerirken ikinci sinif ana kanalin kanal
dallarindan kaynaklanan dal kanali IPMN'leri (BD-IPMN) icermektedir. Son simif ise

kanal sisteminin hem ana hem de yan dallarindan kaynaklanan karisik IPMN'lerden



olusmaktadir (Assarzadegan vd., 2022). Daha nadir goriinen oncli lezyon MCN,
genellikle pankreasin govdesinden kuyruguna dogru bir yerlesim gosterirken kanal
sisteminde lokasyon gdstermez. Musin iireten kiibik hiicrelerden olusan bu 6ncii grup

kadinlarda gelismektedir (Yonezawa vd., 2008).

NORMAL DUKTAL HUCRE
‘ \/ o

Sekil 2.2. PDAC’nin 6ncii lezyonlari(Naqvi vd., 2018)

Pankreas kanserinde mutasyona ugrayan genler arasinda onde gelen K-ras
genlerinde meydana gelen mutasyonudur (Moore vd., 2001). K-Ras ailesinde yer alan
KRAS2 gen mutasyonlar, diger bircok kanserde gozlemlense de ozellikle pankreas
kanserinde en sik goriilen mutasyonlar arasinda yer almaktadir. Karsinomlu dokularin
%95'inde mutant KRAS?2 bulunabilmektedir (Yachida vd., 2009). PDAC i¢in de KRAS2
onkogeninde gerceklesen nokta mutasyonlari, en sik rastlanan genetik mutasyon
tiplerindendir (Hansel vd., 2003). Timor proteini p53, siklin bagimli kinaz inhibitorii
2A, SMAD aile iiyesi 4 gibi molekiiller de pankreas kanseri gelisimi ve yayilliminda rolii
olan protein yapilaridir (S. Wang vd., 2021). Pankreas dokularinda bu genlerin
mutasyona ugramast PDAC gelisimine neden oldugu i¢in, yaygin olarak PDAC
teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Y. Qian vd., 2020).

2.1.2. Pankreas kanseri epidemiyolojisi

Kanser ile ilgili yapilan son veriler incelendiginde tiim kanser tiirlerine kiyasla

Amerika Birlesik Devletlerinde kansere bagli dliimler arasinda, akciger kanseri ve



kolorektal kanserden sonra pankreas kanserinin en yaygin ve dliimeiil tiirii olan pankreas
duktal adenokarsinomu (PDAC) gelmektedir. Siralamadaki yerini, 2030 yilina kadar bir
basamak iiste tasiyarak ikinci siraya ylikselecegi tahmin edilmektedir (J. Wang vd.,
2024). Oranm1 %3,2 iken kansere bagl Sliimler icerisinde tahmini 6liim oranin %8,2’sini
olusturan en Sliimciil gastrointestinal kanser tiirlerinden biridir (Grigorescu vd., 2024).
2018 yilinda diinya genelinde 458.918 yeni pankreas kanseri vakasi raporlanmistir. 2040
yilia kadar 355.317 yeni vaka teshislerinin olabilecegi 6ngoriilmektedir. ABD’de artan
insidansin nedeni, obezite, diyabet, sigara ve alkol alim1 gibi gevresel risk faktdrlerinin
yani sira, niifusun giderek yaglanmasinin da artan insidansla korelasyon igerisinde oldugu
vurgulanmaktadir. (Hayat vd., 2025). Sag kalim verilerine gore; Pankreas duktal
adenokarsinomu (PDAC), yaklasik olarak 10-12 aylik yasam beklentisi siiresi sebebiyle
kotii bir prognoz gostermektedir. Bunun nedeni, PDAC’1n geg tan1 almasina bagl olarak
rezekte edilebilirlik ihtimalinin azalmasi ve hastalara uygulanan rutin tedavilerde ¢oklu
ila¢ direnci gelismesinden kaynaklanmaktadir. (Principe vd., 2021). Gelismis tan1 ve
teshis yontemleri, pankreas kanserinin teshis ve tedavi siire¢ yonetiminde énemli katkilar
olusturmustur. Fakat bu malignitenin hastalar iizerinde sag kalim oram hala diisiik
seviyelerdedir (Rawla vd., 2019). Pankreas kanserinin cinsiyete gore dagilimi
incelendiginde, erkeklerde kadinlara oranla daha yaygmn bir dagilim gosterdigi
belirlenmistir. Diinya genelinde 2020 yil1 verilerine gére PDAC'nin goriilme sikligi
erkeklerde 100.000'de 5,7 ve kadinlarda 100.000'de 4,1 olmasi; bu bilgiyi dogrular
niteliktedir (Liew vd., 2023). Kadinlarda steroid seviyelerinin daha yiiksek olmasinin
pankreas kanserine kars1 koruyucu etki gostermesiyle iliskilendirilebilir (Zhao vd., 2020).
Teshis edilen pankreas kanseri vaka sayilarina bakildiginda, son yirmi yilda iki katina
cikan rakamlar, diinya genelindeki insidansin belirgin sekilde arttigin1 gostermektedir
(Klein, 2021). Bu baglamda pankreas kanseri, yiikselme egilimi gosteren insidans
oranlart nedeniyle; bazi1 bolgelerde kansere bagl 6liimler siniflandirmasinda ikinci 6liim
nedeni olacagir ongoriilmektedir (McGuigan vd., 2018). ABD’de 5 yillik sag kalim
oranina vakalarin %10’luk kesiminin erigebildigi saptanmistir. Giderek yayginlasan bu
malignitenin risk faktorleri arasinda genetik yatkinligin yani sira, obezite, tip 2 diyabet
ve titin kullanim1 yer almaktadir. Lokalize evresindeyken semptomlarinin belirsiz
olmasindan kaynakli, hastalar cogunlukla ileri evrede hastaneye bagvurmaktadir ve gec
teshis konmaktadir (Mizrahi vd., 2020). Bu malignitenin semptomlar1 arasinda sirta
yayilan orta epigastrik agri, hastalarda kilo kaybi, tiimoriin lokasyonu pankreasin bag

kismindaysa sarilik yer almaktadir (Grigorescu vd., 2024).



2.1.3. Pankreas kanseri risk faktorleri

Pankreas kanseri olusumunda genetik ve cevresel risk faktorlerinin etkisi
bulunmaktadir. Bu risk faktorleri, kendi icinde degistirilebilir ve degistirilemeyen risk
faktorleri olarak smiflandirilabilmektedir. Degistirilemeyen risk faktorleri sinifinda;
cinsiyet, yas, ABO kan grubu, diyabet hastalig1 yer alir. Degistirilebilir risk faktorleri ise,
sigara kullanimi, alkol tiiketimi, obezite, beslenme, pankreatit ve enfeksiyon gibi

etkenlerden olugsmaktadir (J. X. Hu vd., 2021).

Genetik risk faktorlerinde hastalarin tani almis birinci dereceden akrabalarinin
bulunmasi, pankreas kanseri riskini arttirmaktadir. Vakalarin %35-10 unu, aile dykiisiinde
pankreas kanser tanisi barindiran hastalar olusturmaktadir. Bazi genlerin mutasyona
ugramalari, pankreas tiimorlerinin olusumunda duyarl hale getirmektedir (Sharma vd.,
2025). Bu kanser tiirii 6zelinde en sik rastlanan mutasyonlar KRAS, CDKN2A (P16),
TP53, SMAD4 genindeki nokta mutasyonlari, BRCA2, BRCA1, STK11, PRSSI ve
MMR mutasyonlaridir. Fakat genetik mutasyona bagli olarak gelisen pankreas kanseri
vakalar1 incelendiginde, az sayida vakanin spesifik genetik mutasyonlardan
kaynaklandigi; buna karsilik vakalarin yaklasik %80 inden fazlasinin ise sporadik

mutasyonlardan kaynaklandigi bildirilmistir (Zhao vd., 2020).

Pankreas kanseri vakalariin yasa gore dagilimi ABD’de incelendiginde, en sik
goriilen vaka yas araliginin 65-74 yas oldugu, 6liimlerin %92 oraninda 55 yas iistii
hastalardan olustugu belirlenmistir. Diinya genelinde 30 yas alt1 vakalar, bu kanser tiirii
icin olduk¢a nadir gézlemlenmektedir. Bu noktada, belli bir yas lizerindeki niifusun,
pankreas kanseri agisindan taranmasi ve geg teshisin 6nlenmesi gerekmektedir (J. X. Hu

vd., 2021).

Cinsiyete gore pankreas vakalari degerlendirildiginde; erkeklerde kadinlara oranla
vakalarm %30 oraninda daha yaygin oldugu sonucunda varilmstir. insidans oranlarinin
genel bir yas ortalamasi iizerinden incelenmesi sonucunda bu oranm erkeklerde
100.000'de 13,9, kadinlarda ise 100.000'de 10,9 oldugu saptanmistir. Oranlardaki bu
farkliligin nedeni sigara kullanimi gibi g¢evresel faktorlerden kaynakli olabilmektedir

(Midha vd., 2016).

Amerika Birlesik Devletleri Hemsire Saglik Calismas1 ve Saglik Profesyonelleri

Takip Calismasi'nda kan grubunun kanser riski ile iligkisi iizerinde calisilmistir. Bu



caligma verilerinin birlestirilmesiyle elde edilen sonuca gore, kan grubu 0 olmayan kan
hastalarinin, kan grubu 0 olan hastalara kars1 daha yiiksek pankreas adenokarsinomu

gelistirme riski tasidigi belirlenmistir (McGuigan vd., 2018).

Diyabet hastalig1 ile pankreas kanseri arasinda siki bir bag vardir. Vakalarm
yaklasik olarak %80’inde glikoz intoleransi veya diyabet mevcuttur (Capasso vd., 2018).
Diyabet pankreas kanseri i¢in risk faktorli olmasmin yani sira; pankreas kanserinin bir
sonucu olarak da ortaya ¢ikabilmektedir. Yeni tan1 konmus hastalarin bir¢ogunda es
zamanl diyabet baslangicti da bulunmaktadir. Tibbi ge¢misinde diyabet bulunan
hastalarin ise, pankreas kanseri tanisiyla beraber diyabet hastaliinin kotiilestigi

belirlenmistir (Klein, 2021).

Bir diger risk faktorii olan obezite pankreas kanseri gelisiminde ve mortalitelerde
onemli rol oynamaktadir. Kanser hiicrelerinin sag kalimini siirdiirmesinde lipid
oksidasyonu ve metabolizmasi elzemdir. Tiimoér olmayan dokuda gelisim gosteren kanser
hiicresine kiyasla, yag ortaminda gelisim gosteren kanser hiicreleri, daha yasanabilir bir
ortamda ¢ogalmaktadir (Zhao vd., 2020). Ayrica obez bireylerde, pankreas kanser
gelisimi daha erken yaslarda gergeklesebilirken bu bireylerde daha diisiik sag kalim orani
mevcuttur (Sharma vd., 2025).

Pankreatit, bir fibro-inflamatuar hastalik tiiri olup pankreasta iltithap salinimini
tesvik eden enzimlerin indiiklenmesiyle hiicrelere inflamasyona yoluyla zarar veren bir
hastaliktir. Kendi iginde kronik ve akut pankreatit olarak ayrilmaktadir. Ozellikle kronik
pankreatit; pankreas kanserinin 6nemli risk faktorlerinden biridir (Kandikattu vd., 2020).
Uzun siireli doku hasari, inflamasyon, fibr6z durumlari hiicresel DNA’da hasara ve

neoplaztik ilerlemeye sebebiyet verir (Stoffel vd., 2023).

Sigara pankreas kanserinde riski ciddi dl¢ilide arttiran bir faktordiir. Uluslararasi
diizeyde Uluslararas1 Pankreas Kanseri Vaka Kontrol Konsorsiyumu ve Pankreas Kanseri
Kohort Konsorsiyumu (PCCC) gruplar tarafindan yiirtitiilmiis olan analizler neticesinde,
sigara kullaniminin pankreas kanser riskini yaklasik 2 kat arttirdigi belirlenmistir
(Olakowski vd., 2022). Yuan ve arkadaslarmin sigara kullaniminin pankreas kanserli
hastalarda sag kalim siiresi iizerinde yaptigi bir ¢aligmanin verilerine gore, sigara
kullanimint siirdiiren tani almis hastalarin sag kalim orani, sigara icmeyen hastalara

oranla az oldugu belirlenmistir (Yuan vd., 2017). 2017 yili verilerine gore; pankreas
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kanseri kaynakli 6liimlerin yaklagik %21°1, cinsiyet ayirt etmeksizin sigara kullanimina

bagl olarak gerceklesmistir (Pourshams vd., 2019).

Alkol tiikketimi bir diger risk faktoriinii olusturmaktadir. Lucenteforte ve
arkadaslarinin yaptig1 bir analiz ¢aligmasinin sonucuna gore; yogun diizeyde alkol
tilketiminin pankreas kanser riskini arttirdigi belirlenmistir (Lucenteforte vd., 2012).
Alkol tiiketimi, siroz ve kronik pankreatit gelisimine neden olmasiyla, pankreas kanseri

riskini de tetiklemektedir (Ilic vd., 2016).

Enfeksiyonlar, pankreas kanseri gelisiminde rol oynayan risk faktorlerindendir.
Giincel bir¢ok calismada, pankreasta yerlesim gosteren mikroorganizmalarin ve onlarin
sebebiyet verdigi enfeksiyonlarin pankreas kanseri olusumu, yayilimi, sag kalim siiresi
ve uygulanan tedavi yaniti ile iliskili oldugu saptanmistir (W. Zhang vd., 2021). Hepatit
C enfeksiyonu, pankreas kanseri gelisimiyle pozitif korelasyon gosteren bir enfeksiyon
cesididir. Hepatit C enfeksiyonu olan katilimcilar {izerinde yapilan bir meta-analiz
calismasinda, bu enfeksiyonu tasiyan bireylerin pankreas kanseri gelistirme olasiliginin,
enfeksiyonu olmayan bireylere oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Arafa vd.,
2020). ABD’de yapilan bir ¢alisma analizine gore kronik HCV enfeksiyonu olan
hastalarda pankreasin yani sira karaciger, rektum, bobrek, lenfoma, akciger gibi diger
kanser tiirlerinin de insidans1 ve mortalite oraninda énemli bir artis oldugu belirlenmistir.
Vakalarin tan1 ve 6liim yas skalas1 daha geng popiilasyonu isaret etmektedir (Allison vd.,
2015). Baska bir meta-analiz calismasinda Cin popiilasyonunda hepatit B ve C
enfeksiyonlarinin pankreas kanser riski iizerindeki iliskisi arastirilmistir. Bu calisma
sonucuna gore, bahsi gecen enfeksiyonlarin pankreas kanser risk oranini artirdigi

bildirilmistir (Xu vd., 2013).
2.1.4. Pankreas kanserinde evreleme

Kanser evreleme, hastaligin prognozunu 6lgme ve hastada uygulanacak tedaviyi
belirlemek i¢in gereklidir. Evreleme sistemi, diinya genelinde standart tedaviyi alan hasta
gruplarmin karsilastirilmasina imkan saglamakta ve ortak bir dil olusturmaktadir.
Kullanimi1 en yaygin olan evreleme sistemi ise Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC)
ve Uluslararasi Kanser Kontrol Birligi (UICC) tarafindan siirdiiriilen TNM evrelemesidir.
Bu evreleme sistemi, birincil tiimdriin (T), bolgesel lenf diiglimlerinin (N) ve uzak

metastazlarin (M) boyutunu ve yayilimini kodlamaktadir (Edge vd., 2010). T; Birincil
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timoriin  boyutunu, N; bolgesel lenf nodunda tutulumu ve sayisini, M ise uzak

metastazlarla viicuda yayilimini ifade etmektedir(Hartl vd., 2021). 2016 yilinda

yaymlanan ve 2018 yilinda yiiriirlige giren AJCC Kanser Evreleme Kilavuzunun 8.

Baskist; pankreas kanserinin evrelenmesinde kullanilan giincel evreleme sistemidir

(Tablo 2.1.) (Van Roessel vd., 2018).

T1

T2

T3

T4

NO

N1

N2

T ve N Evrelemesi

Maksimum tiimoér ¢ap1 < 2 cm

Maksimum timor ¢ap1 >2 ve <4 cm

Maksimum tiimor ¢ap1 >4 cm

Tiimdr ¢olyak eksenini veya list mezenterik arteri igerir (rezekte edilemeyen birincil tiimor)

Bolgesel lenf nodu metastazi yok

1-3 bolgesel lenf nodunda metastaz var

>4 bolgesel lenf nodunda metastaz var

8. Baski, Evreleme Gruplar

IA

IB

IITA

1B

I

v

T1 NO MO
T2 NO MO
T3 NO MO
T1, T2, T3, N1, MO
T1, T2, T3, N2, MO
T4, Herhangi N MO

Herhangi T Herhangi N M1

Tablo 2.1. AJCC evreleme sistemi (8. bask1)
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2.1.5. Pankreas kanseri belirti ve bulgular:

Pankreas kanseri vakalarinda ortak olarak goézlemlenen belirtiler arasinda sirt
agrisi, sarilik, kilo kayb1 yer almaktadir. Hastalia ait spesifik olmayan erken semptomlar
genellikle erken tani1 agsamasindayken fark edilmez. Bu nedenle tani ileri evrede
konmaktadir. Buna bagl olarak da kotii bir prognoz olusturmaktadir. Eger tiimdr,
pankreasin govdesi veya kuyrugunda ise; bu hastalar genellikle non-spesifik agr ve kilo
kayb1 sikayetleri ile klinige basvururlar. Bu agrilar, sirt kisminda yogunlastigi igin,
hastalar sirt {istii yattiginda siddeti de artmaktadir (Freelove vd., 2006). Fiona ve
arkadaslariin yapmis oldugu bir kohort ¢caligmasinda, pankreas kanserli hastalar ve diger
kanser tiirlerinden katilimcilarin semptomlar1 incelenmistir. Bu ¢alisma verilerine gore,
kisa vadede ilk semptomlar pankreas kanserli katilimcilarda bulunmamaktadir. Sarilik,
idrar veya diski renginde degisiklik, halsizlik, kilo kaybi, istahsizlik, sirt agrilar1 gibi
sikayetler; pankreas kanserli katilimcilarin daha uzun vadede bildirdigi semptomlardir.
Bu baglamda, erken evrede gii¢lii semptomlarin olmamasi, bu kanser tiirii i¢in tanisal
biyobelirteglerin gelistirilmesi a¢igin1 da ortaya koymaktadir. Erken tani igin yeni

stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir (Walter vd., 2016).
2.1.6. Pankreas kanserinde tani ve tedavi yontemleri

Pankreas; lokasyon olarak karin i¢i erisilemeyen bir béliimde konumlanmaktadir
ve bu durum tani asamasinda zorluk olusturmaktadir (Lowenfels vd., 2006). Pankreas
kanseri tan1 ve teshis yOntemleri incelendiginde; kontrast maddenin intravendz yol
araciligiyla verildigi yiiksek kaliteli bilgisayarli tomografi yontemi sayesinde, pankreas
timoriiniin etkin bir sekilde tespit edilebildigi saptanmustir. Bir diger tan1 yontemlerinden
olan endoskopik ultrason yontemi ise, ince igne aspirasyon metodu ile kombine
edildiginde pankreas kanserinin teshis ve evrelenmesinde giderek genis bir yelpazede

tercih edilmektedir (Mizrahi vd., 2020).

Pankreas kanserinde giincel tedavi yontemleri; tibbi ilag kaynakli ve cerrahi olarak
ayrilmaktadir. Tiimoriin ¢ikarilmasi, kemoterapi ilaglart ve immiinoterapi ilaglarinin
kullanimi, radyasyon tedavisi ve hedefli ila¢ tedavisi bu yontemlere Ornek olarak

verilebilir (Sarvepalli vd., 2019).

Cerrahi yoOntemler incelendiginde; 1992 yilinda Whipple ameliyatiyla

laparoskopik siirecin basladigi, sonraki yillarda pankreas cerrahisinin gelismesiyle
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birlikte laparoskopik distal pankreatektomi adi verilen ¢ok sayida cerrahi ameliyatin
gerceklestirildigi bilinmektedir (Acher vd., 2018). Pankreasin bas bolgesinde gelisen
timorler i¢in klinikte uygulanan standart cerrahi islem; pankreatikoduodenektomi, diger
bir adiyla Whipple prosediiriidiir. Pankreasin govde veya kuyruk boliimiinde lokalize
olmus tiimdrler i¢in ise distal pankreatektomi metodu kullanilmaktadir (Bachmann vd.,

2006).

Radyoterapi, bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi pankreas kanseri i¢in de genellikle
tercih edilebilen bir tedavi metodudur. Genis bir alanda kullanimi olan bu tedavi secenegi;
amacma gore hastaligin farkli donemlerinde kullanilabilmektedir. Ornegin, rezekte
edilebilir pankreas kanseri i¢in neoadjuvan tedavi asamasindayken kullanilabilirken lokal
olarak ilerlemis pankreas kanserinde indiiksiyon tedavisi olarak kullanilabilmektedir.
Ayrica ameliyat sonrasi adjuvan tedavi siirecinde de hem adjuvan tedavi hem de palyatif

amagli olarak tercih edilebilmektedir (Shouman vd., 2024).

Palyatif tedavi, hastali§a bagli olarak hissedilen agrinin veya diger semptomlarin
hafifletilmesi, psikolojik ve sosyal sorunlarin kontrol altina alinarak yasam kalitesinin
arttirllmasma dayali yaklasimdir. Ozellikle rezekte edilemeyen pankreas kanseri
hastalarinda mevcut olan baz1 agn tiirleri su sekildedir: duodenum veya gastrik ¢ikis
obstriiksiyonu (GOOQO), obstriiktif sarilik ve ¢olyak pleksus invazyonu nedeniyle olusan
agri. Semptomlarin hafifletilmesi icin palyatif cerrahi metodlart kullanilabilmektedir.
Bunlara 6rnek olarak; endoskopik stentleme prosediirii verilebilir (Adham vd., 2019).
Pankreas kanseri tedavisinde genellikle polifarmasi ilaglar tercih edildigi i¢in, hastalarda
ilaclara bagli veya hastaligin semptomu olarak gelisen bulanti, kusma gibi sorunlar ortaya
cikmaktadir. Bu sikayetlerin minimalize edilebilmesi i¢in antiemetik ilaglardan

metoklorpamid kullanimi palyatif amagh olarak onerilmektedir (Sakamoto vd., 2022).

Kemoterapi ile tedavi incelendiginde; pankreas kanserinde kullanilan
kematerdpatik ajanlar arasinda gemsitabin, SFU, FOLFIRINOX, nab-paklitaksel gibi
ilaclar yer almaktadir. Gemsitabin, pankreas kanserinde tek basina uygulanabilirken
etkinligini arttirmak iizere platin bazli ajanlarla kombine halde de verilmektedir. Birgok
calismanin analizi sonucunda gemsitabin ile kombine halde verilen tedavilerin, genel sag
kalim siiresini uzattig1 fakat kemoterapi iligkili yan etkileri arttirdig1 belirlenmistir (Chin

vd., 2018).
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Pankreas kanseri tedavisi icin cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi yontemler
siklikla kullanilsada; ileri evreler i¢in ameliyat seceneginin miimkiin olmamasi,
kemoterapi ve radyoterapi de smirh etkinlige sahip olmasi, giincel caligmalarda
immiinoteratiye olan ilgiyi artmistir. Giincel pankreas kanseri temelli c¢aligmalarda
immiinoterapi yontemlerinden olan immiin kontrol noktasi inhibitorleri (ICI'ler), adaptif
hiicre tedavisi ve as1 tedavisi gibi stratejiler kullanilmaktadir (R. Zheng vd., 2024).
Immiinoterapi, diger kanser tiirlerinde etkinligini gdstermistir. Fakat pankreas duktal
adenokarsinomunda (PDAC)etkinligi sinirl1 seviyede kalmistir. Bunun nedeni, PDAC’1n
timor mikrogevresinin yapisindan kaynakli olarak erisiminin smirli olmasindandir

(Timmer vd., 2021).
2.2. Kemorezistans ve Mekanizmalari

Kemorezistans, ilaca karsi gelisen diren¢ anlamina gelmektedir. Farkl
mekanizmalarin tetiklenmesiyle olusur. Bu mekanizmalar tek basina veya kombine halde
etki gostererek direnci olusturabilmektedir.  Kemoterapi, bir¢ok kanser tiirlinde
baslangigta olumlu sonuglar gosterir. Fakat kanserli hiicrelerde siklikla gelisen DNA
hasari, epigenetik degisiklikler, ila¢ inaktivasyonu gibi bir¢ok metabolik olay

kemorezistansa neden olur (Hasan vd., 2018).
Epigenetik — ilacin Hiicre
Disina Atilmasi
e
lag DNA Hasarmin
— D E—
ila¢c Hedefinin BN Hiicre Oliimiiniin
Degistirilmesi Engellenmesi

Epitel-Mezenkimal Geg¢is (EMT)

Sekil 2.3. Dogrudan veya dolayli yoldan ilag direncini destekleyen mekanizmalar(Housman vd., 2014)

Hiicre i¢inde aktiflesen bir¢ok ilacin siirece bagli olarak inaktive hale gelmesiyle

ila¢c inaktivasyonu gerceklesir. Ilacin inaktif formdan aktif forma gecmesi, cesitli
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proteinlerin diger molekiillerle reaksiyona girmesiyle olusur. Bu esnada ¢esitli kompleks
olusumlar araciligiyla modifikasyonlar gergeklesebilir ve buna bagh olarak ilag aktif
formuna doniismektedir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢ogu, etkin formuna
gecebilmek i¢in bu metabolik siiregten gegmektedir. Fakat, azalan ila¢ aktivasyonu ilag
direnci olusturabilir. Ornegin, akut miyeloid 16semi tedavisinde kullanilan sitarabin ilaci,
hiicre i¢ine girdiginde fosforilasyon basamaklarn gecirerek aktif formu olan
AraCtrifosfata doniismektedir. Bu siirecte kemorezistansin gelistigi yapilan ¢alismalarda

gbzlemlenmistir (Hasan vd., 2018).

Ilac hedeflerindeki degisiklikler, ilacin etkinligini gosterebilmesi igin
hedefledigi molekiilde olusturacagi degisikliklerdir. Bu siirecte kanser hiicreleri ilaca
karst direng gelistirmektedir. DNA’nin stabilizasyonunu saglayan topoizomeraz II bazi
ilaglarda hedef molekiil olarak kullanilmistir. Topoizomeraz II inhibitorii olarak gorev
yapan bu ilaglar, Topoizomeraz II geninde olusan mutasyonlar nedeniyle ila¢ direncine

neden olur (Stavrovskaya, 2000).

flag akisi, yani ilacin hiicre disina atthm ilag direnci gelistirmenin bir diger
yoludur. Molekiillerin hiicre i¢ine alimimi ve atilimini saglayan tasiyici proteinlerin
kanserli dokularda normalden daha fazla seviyede eksprese olmalari, ilacin disar
atilimina neden olarak direnci olusturmaktadir. Bu tasiyici proteinlere 0rnek olarak
MDR1(ABCBI1), MRP1 (ABCC1), ABCG2 verilebilir. ABC tasiyict proteinleri
vasitasiyla disar1 atihim fizyolojik bir siire¢ iken, kanserli dokularda bu proteinlerin asir
ekspresyonlart dirence neden olmaktadir. Bu nedenle ABC tasiyict protein
indiiksiyonunun engellenmesi, dirence kars1 uygulanabilecek savunma yontemi olabilir

(Gottesman vd., 2002).

DNA hasarinin onarimi kanserli hiicrelerde niikleotid eksizyon onarimi ve
homolog rekombinasyon yoluyla gerceklesmektedir. Kanserde ilaca karsi direng, DNA
hasar onarim mekanizmasinin basaristyla etkilidir. Ornegin, platin bazli kemoterapi
ilaclarindan olan sisplatin, DNA replikasyonunu engelleyerek antikanser etki
gostermektedir. ilag molekiilleri DNA’ya baglanarak platin-DNA etkilesimi yoluyla
DNA zincilerini kovalent ¢apraz baglar. Bu sayede DNA replikasyonu dnlenmektedir.
Fakat hiicrelerde var olan onarim mekanizmalari, bu siirecte devreye girmektedir. DNA
hasarinin dnlenmesi, platin bazli ilaglara kars1 direncin olusmasi anlamima gelmektedir

(Bonanno vd., 2014).
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Apoptozis, programlt hiicre 6liimii, Bcl-2 protein ailesi vasitasiyla i¢sel yol veya
hiicre membraninda lokalize olan proapoptotik 6liim reseptorleri (DR'ler) vasitasiyla
digsal yol ile ger¢eklesmektedir. Hiicre 6liimiine neden olan kaspazlarin aktivasyonu, bu
iki yolla gerceklesmektedir. Apoptozis mekanizmasi kanserli hiicrelerde diizenli
calismadig1 icin ilag gelistirmede yogunlasilan bir alandir. Ilaglar apoptozun
indiiklenmesini saglamaktadir. Fakat hiicre 6zgilliigliniin olmamasi, saglikli hiicrelerde
de toksisiteye neden olur. Hiicre oliim inhibisyonu dolayli olarak ila¢ direncini

gelistirmektedir (Soria vd., 2010).

Epitelden mezenkimale gecis (EMT) siireci hiicrelerde embriyonik gelisim
stirecinden itibaren baslayan ve doku morfogenezini saglayan énemli bir mekanizmadir.
EMT siirecinin aktivasyonundaki anormallikler kanserli dokularda gozlemlenir.
Mekanizmadaki bozulmanin sonuglar1 arasinda kanser hiicrelerinin invazyonunun ve
metastazinin gelisimi yer almaktadir. Son zamanlarda yapilan calismalarda ise ilag

direncine de yol agtig1 belirlenmistir (Singh vd., 2010).
2.2.1. Pankreas kanserinde kemorezistans

Kemoterapi direnci, bir diger adiyla kemorezistans, bir¢ok mekanizmanin
yonlendirilmesi sonucu ortaya ¢ikan karmasik siire¢lerden olusmaktadir. Bunlardan
bazilari, apoptozis kaginmasi, gelismis DNA hasar1 onarimi, ila¢ atilimi, kanser kok
hiicresinin dinamigi, epigenetik modifikasyonlardan olusmaktadir. Bu mekanizma
toplulugu, birbirine bagl olmakla kalmayip ayn1 zamanda karsilikli olarak etkilesim
halindelerdir (Gu vd., 2025). Kemorezistans, pankreas kanseri hiicreleri, kanser kok
hiicreleri ve tiimor mikro ortam1 arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan ¢cok
faktorlii bir diren¢ metabolizmasidir. Pankreas kanseri sag kalimimin 6niindeki en biiyiik
engellerden biri kemorezistanstir (Zeng vd., 2019). PDAC’1in yogun desmoplastik
stromas1 bariyer gorevi lUstlenerek ilacin hiicre igine penetrasyonunu kisitlamaktadir
(Kaya vd., 2024).Cogalma, apoptoz, EMT, otofaji ve ekzosom gibi c¢esitli siireglerle
iliskili kemorezistans proteinleri; ekstraseliiler ligandlar, membran reseptorleri, sitozolik
sinyal 1ileticileri ve niikleer transkripsiyon faktorleri arasinda yer almaktadir. Kanser
hastaliginda hedefe yonelik tedavinin uygulanabilmesi i¢in, bu molekiiler
mekanizmalarin  aydmlatilmasi, tedavi hedeflerinin  belirlenmesi, kemosensitif
popiilasyonun tespiti ve kemoterapdtik ajanlarin etkinliginin hiicre kiiltlirii ve ortotopik

modelde degerlendirilmesi gereklidir (H. C. Zheng, 2017).
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Pankreas kanseri tedavisinde tek basina gemsitabin veya folinik asit, 5-florourasil,
irinotekan ve oksaliplatin veya nab-paklitaksel art1 gemsitabin tedavileri belli siirelerde
sag kalmmi destekledigi bilinen ilaglardir. Fakat tedavinin birinci basamaginda
kemaorezistansa bagli olarak tiim hastalar ayn1 diizeyde fayda gorememektedir.
Gemsitabin, pankreas kanserinde onaylanmis bir tedavi secenegi olsa da kanserli
hiicrelerin EMT siirecini tetiklemektedir. EMT ise ilag¢ direncine ve metastaza dolayisiyla
kotii prognoza neden olmaktadir (X. Hu vd., 2021). Zheng ve arkadaslarmin yapmis
oldugu bir ¢aligmada, fare modelleri iizerinde EMT de gbrev alan iki 6nemli molekiiliin
susturulmasi yoluyla go¢ siireci baskilanmustir. Baskilama, kemorezistansi azaltarak
gemsitabine duyarlilig1 arttirmis ve nihayetinde farelerde sag kalim siiresini pozitif yonde

etkilemistir (X. Zheng vd., 2015).

Kemorezistansta etkili olan en 6nemli mekanizmalardan biri pankreas kanser
hiicrelerinin tiimor mikrogevresidir. Stanford Universitesi’nde yiiriitiilmiis bir ¢alismada;
hiicrelerin timér mikrogevresi yeniden diizenlenerek kemorezistans azaltilmaya
calisilmistir. PDAC’m fibrotik ve sert ekstraseliiler mikrogevresi; CD44 aracili ilag
pompalama mekanizmasiyla matrissistemleriyle yumusatilmigtir. Buna bagl olarak ilag¢

direncinin azaldig1 sonucuna varilmistir (LeSavage vd., 2024).

Pankreas kanserinde intrinsik diren¢ mekanizmalarindan olan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) gemsitabin direnci iizerindeki etkileri yapilan bir ¢aligmada
arastirllmigtir. Turpgillerde dogal bir bilesik olarak bulunan B-Feniletil izotiyosiyanat
(PEITC), gemsitabin ile kombine halde pankreas kanseri hiicrelerine belli doz
araliklarinda uygulanmistir. Calismada hiicre ici GSH seviyesi azaltarak ROS
detoksifikasyon siireci engellenmistir. Bu deneysel mekanizmanin gemsitabin direncini

azalttig1 sonucu ¢ikarilmistir (Ju vd., 2015).

PDAC’de gemsitabine direnci gelistiren mekanizmalar arasinda AKT sinyal
yolunun aktivasyonu yer almaktadir. Bu sinyal yolunda gorev alan RRP9 proteininin
ekspresyonu pankreas kanserinde anlamli derecede artmis seviyededir. RRP9 proteini
IGF2BPlile etkilesime girerek AKT sinyal yolunu aktiflestirmektedir. AKT sinyal yolu
ise DNA hasarinda azalmay1 saglar ve apoptozisi inhibe ederek gemsitabine kars1 direnci
indiiklemektedir. Literatiirde yer alan bir ¢alismada AKT inhibitéri MK-2206nin
gemsitabin ile kombine halde uygulanmasi gemsitabine direnci ve tiimdr

proliferasyonunu anlamli 6l¢iide azalttig1 belirlenmistir (Z. Zhang vd., 2022).
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PDAC’de ilag direncinin azaltilmasi i¢in gelistirilen baska bir yaklasim ise
metabolizmanin programlanmasidir. Ilag direncini gelistiren etmenlerden olan PDAC
metabolizmas1 modifiye edilebilmektedir. Programlanma yoluyla glikoz, lipid ve amino
asit metabolizmasinda gorev alan enzimleri veya tastyicilart hedeflenmesi ilag direncini

azaltarak kotli prognozun iyilestirilmesinde umut vaad edebilir (Tuerhong vd., 2021).

Literatiirde mevcut baska bir ¢alismada EZH?2 (zeste homologu 2) geninin normal
pankreas dokusunda tespit edilemedigi, pankreas adenokarsinomunda ise bu genin
birikiminin gdézlemlendigi bildirilmistir. Ila¢ direncinin gelismesinde rol oynayan bu gen
apoptozisi inhibe etmektedir. RNA interferans yontemiyle bu genin susturulmasi,
apoptozisi tetikleyerek pankreas kanserinde doksorubisin ve gemsitabin ilaclarina karsi

duyarlilig1 arttirdig1 gézlemlenmistir (Ougolkov vd., 2008).

Baska bir ¢calismada ise nanopartikiillerden faydalanilarak gemsitabin yiiklii hale
getirilmistir. Kitosan nanopartikiilleriyle gemsitabin ytiklii hale getirilmis, bu sayede ise
biyouyumlulugu arttirilmistir. Tek basina gemsitabin kullanilan hiicre hattindaki apoptoz
ve ferrototik yanita karsi yikli gemsitabinin kullanildigi hiicre hattinda apoptoza ve
ferrototik yanit kiyaslanmistir. Glikoliz ve hiicre biiylimesi ve gelisimiyle alakali
mekanizmalara ait gen ve enzim diizeylerinin asagi regiilasyonunun saglandigi, bu sayede
ise apoptotik ve ferroptotik yanitin pozitif yonde arttigi sonucuna varilmistir. Kitosan
yiiklii gemsitabin anti-apoptotik proteinleri baskilamigtir. Kitosan yiiklii olmasi ise ilacin
stabilizasyonunu saglayarak hiicre icinde metabolizma stiresini arttirmistir (Aydemir vd.,

2024).
2.2.2. Gemsitabin: pankreas kanserinde standart tedavi

Pankreas kanserinde, halihazirda kullanimi mevcut olan birgok kemoterapi rejimi
bulunsa da FDA tarafindan 1996 yilinda pankreas kanseri i¢in onaylanan gemsitabin ilaci,
bu kanser tiirii i¢in en iyi ¢alisilmis farmasotik ajandir (Principe vd., 2021). Gemsitabin
diger kanser tiirlerinde de alternatif bir tedavi olarak kullanilsa da en sik pankreas kanseri
tedavisinde kullanilir. Ancak kemorezistans, ilacin etkinligini sinirlandirmaktadir (Yang
vd., 2021). Gemsitabin (2', 2'-diflorodeoksisitidin, dFdC), kendini DNA sarmalina
entegre ederek DNA sentezini inhibisyonunu saglayan bir primidin analogudur.

Sentezinin beklenen siireden erken sonlanmasina neden olur (Adamska vd., 2018).
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Sekil 2.4. Gemsitabin ilacinin hiicre i¢indeki mekanizmasi (Kaya vd., 2024)

PDAC hiicrelerinin karakterize yogun stromasi nedeniyle ilag penetrasyonunun
engellenmesi, ilacin hENT-1 araciligiyla transport edilirken JNK sinyalizasyonu ile
tasinmanin inhibe edilmesi, ABC tasiyic1 proteinlerinin asir1 ifade edilmesi nedeniyle
ilacin hiicre digina atilim, hiicre zar1 gecirgenliginde azalma, EMT siirecinin tetiklenmesi
ve ila¢ metabolizmasinda goérev alan enzimlerin ifade diizeylerinde anormalliklerin
bulunmasi gibi etmenler pankreas kanserinde gemsitabin direncine neden olmaktadir
(Kaya vd., 2024). Ozellikle, bu diren¢ mekanizmalarinmn, ilacin hiicre i¢ine tagmmast,
metabolizmas1 ve DNA’ya baglanarak etkisini gostermesi siire¢lerinde ortaya ¢ikan
degisikliklerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Hamstra vd., 2021). Direncin
gelismesi, tedavi etkinligini azaltarak hasta prognozunu olumsuz etkilemekte ve yeni
tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine olan gereksinimi ortaya koymaktadir (Laheru ve

Jaffee, 2020).

Gemsitabin tedavisi yaygm bir kullanima mevcut olsa da metastatik pankreas
kanseri olan hastalarda yapilan bir calisma, florourasil, l6kovorin, irinotekan ve

oksaliplatin (FOLFIRINOX) kullanilarak tasarlanan bir tedavide, bu ajanin gemcitabinle
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olan tedaviye oranla daha uzun genel sag kalimla sonu¢landigini1 géstermistir (Conroy
vd., 2018). Gemsitabin tedavisinin kiyaslandig1 baska bir klinik ¢alismada gemsitabin
monoterapisine kars1 farmasotik ajan olarak alblimin bagh paklitaksel (nab-paklitaksel)
art1 gemsitabin kombine halde metastatik pankreas kanserli hastalarda kayda deger klinik

aktiviteyle sonuclanmistir (Von Hoff vd., 2013).
2.3. Pankreas Kanserinde EMT

Metalloproteinaz (MMP) ailesi embriyonik gelisim, anjiyogenez gibi siire¢lerde
ekstraseliiler matrisin par¢alanmasini saglamaktadir. MMP2 bu ailenin bir iiyesi olup
tiimor metastazinda 6nemli rol oynamaktadir. MMP2, bazal membran ana yapisal bileseni
olan tip IV kolojenin parcalanmasini saglayan enzimi kodlayarak hiicrelerin ¢ogalarak
metastaz yapmasina neden olur. MMP ailesinin asir1 ekspresyonu bircok kanser tiiriinde
gozlemlenmis olup EMT siirecinde ve metastazda yer aldiklar1 belirlenmistir (W. Dong

vd., 2011).

Pankreas kanserinde de yliksek seviyede ekspresyon gosteren MMP?2 literatiirde
yer alan bir c¢alismada aragtinlmigtir. 127 hastanin immiinohistokimya ile
degerlendirilmesi sonucunda MMP2’nin pankreas kanserinde evreleme {izerinde
korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Yiiksek MMP2 seviyesinin ileri evre hastalarda
mevcut oldugu saptanmistir (Juuti vd., 2007). Ying ve arkadaslarinin pankreas kanseri
hiicre hatlar iizerinde yaptig1 bir calismada MMP2’yi RNA1 teknigini kullanarak protein
ekspresyonunu inhibe edilmistir. Bdylece hiicre yapismast ve invazyonunu

baskilandiginin sonucuna varilmistir (Zhi vd., 2009).

Metalloproteinazlarin  doku inhibitorleri (TIMP'ler), MMP’lerin endojen
inhibitorleri olarak tanimlanan korunmus bir protein ailesidir. Hiicrelerin invazyonunda
MMP’lerin inhibitorii olarak gorev yaparak ekstraselliiller matriks doniisiimiinde
diizenleyici rol oynarlar. TIMP ailesi igerisinde en sik ifade gdsteren iiyelerden birisi
TIMP2’dir. Fonksiyon olarak sadece proteaz inhibisyonu yoluyla tiimor baskilayici
olarak gorev almakla kalmaz; ayni1 zamanda tiimér mikrocevresinde lokasyon gosteren
endotel ve fibroblast hiicreleri lizerinde modiilator gorev iistlenmektedir. Hiicrelerin
cogalmasi ve yayilmasinda yer alan sinyal yolaklar tizerindeki reseptorlerle dogrudan
etkilesime girebilirler. Bu sayede EMT etkisini azaltmaktadir (Stetler-Stevenson, 2023).

Kolon kanseri tizerinde yapilan bir calismada, TIMP2 ekspresyonunun ilag direngli hiicre
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hatlarinda yiikseldigini ve buna bagl olarak 5-Fu direnciyle iliskili oldugu belirlenmistir.
Ilag direncinin erken saptanmasinda TIMP2 bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir (Li vd.,
2023).

Pankreas kanseri {lizerinde yapilan bir c¢alismada; PDAC hiicrelerinin
mikrogevresini olusturan Onemli bilesenlerden olan monosit benzeri hiicrelerin,
TIMP2’yi eksprese ettigi saptanmistir. Bu hiicrelerin aktivasyonu, PDAC’de hiicre
invazyonunun baskilanmasini saglamaktadir. Monosit benzeri hiicrelerin aktivasyonu
PDAC prognozu agisindan hedef molekiil olarak degerlendirilebilir (Benzing vd., 2019).
Literatiirde yer alan bagka bir ¢aligmada transfeksiyon metoduyla in vivo diizeyde
intraperitoneal insan pankreas kanserlerine sahip farelere TIMP1 ve TIMP2 adenoviral
olarak verilmistir. Pankreas kanserinde MMP ailesinden 6zellikle MMP2 ve MMP9’un
asirt ifadelenmesi mevcuttur. Bu enzimler i¢in ekstraseliiler matrisin parcalanmasini
saglayarak tiimor hiicresi invazyonunu desteklemekte gorev alirlar. TIMP1 ve TIMP2 ise
bu enzimlerin inhibitdrii olarak rol oynarlar. Farelerde tiimor invazyonu iizerinde yapilan
bu calismada, adenoviral verilen TIMP’larin tiimor hiicrelerini daha az invaziv hale
getirdigi ve kontrol farelere kiyasla sag kalim siirelerini arttirdig1 sonucuna varilmistir

(Rigg vd., 2001).
2.4. Apoptozis

Okaryotik hiicrelerde dogal bir fizyolojik siire¢ olan programlanmus hiicre dliimii,
diger bir adiyla apoptozis, homeostazin saglanmasinda énemli bir mekanizmadir. Hasarli
hiicre olusumunda veya yogun stres altinda ekstrem kosullarda hiicrelerde apoptoza gecis
baslamaktadir. Kanser siirecinde ise apoptoz cesitli sekillerde onlenlenerek kanserli
hiicrelerin agresif sekilde gelismesi ve yayilmasi gdzlemlenmektedir. B hiicreli lenfoma
2 (BcL-2) protein ailesinde yer alan iiyeler, pro- veya anti-apoptotik aktiviteleri sayesinde
apoptozisi diizenlemektedir (S. Qian vd., 2022). BcL-2 pro-sagkalimi diizenlerken Bax
pro-apoptotik etkiyi diizenleyerek hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (Luna-Vargas vd.,
2016). Sag kalimi destekleyen BcL-2 ailesine ait liyelerin normalden farkli olarak yiiksek
seviyede ekspresyon gostermesi, apoptotik etki gosteren Bax gibi aile iiyelerinin
ekspresyonlarinin azalmasi ise kanserde rastlanan bir durumdur. Bu iki zit fonksiyon
gosteren proteinlerin kanserde belirtildigi sekilde ekspresyon gdstermesi, apoptozisin
inhibisyonuyla kanserli hiicrelerin sag kalimiyla sonuglanmaktadir. Bir¢ok malignitede

bu siire¢ isleyis gostermektedir (Kaloni vd., 2023). Ayrica azalmis apoptoz durumu, ilag
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direncinin olusmasina neden olan faktdrler arasinda da yer almaktadir. ilag direnci gelisen
kanser hiicrelerinde Bcl-2 ailesine ait {iyelerin ekspresyon seviyelerinin yukar1 akista
diizenlendigi belirlenmistir(Maji vd., 2018). Yapilan bir meta analiz ¢alismasinda; Bcl-2
negatif tiimorlerde kemoterapiye yanit seviyesinin daha iyi oldugu, Bcl-2
ekspresyonunun bulundugu meme kanseri hastalarinda ise kemoterapi direncinin

bulundugu belirlenmistir (Yang vd., 2013).

Pankreas tiimor hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢calismada BcL-2nin gemsitabin
direncindeki roliinii arastirilmistir. Sonuglarma bakildiginda BCL-X L’yi gemsitabin
direncinin 6nemli bir aracisi olarak tanimlanmustir. Gemsitabine ek olarak DT2216 ile
kombine tedavisinin BCL-X L bozulmasinin gemsitabinin antitimor aktivitesini
arttirdigin1 ve bunlarin kombinasyonunun pankreas kanseri tedavisinde daha etkili

olabilecegi gosterilmistir (Thummuri vd., 2022).
2.5. Anjiyogenez

VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii), Esas olarak anjiyogenez
diizenlenmesinde rol oynayan trombosit-tiirevli biiyiime faktorii (PDGF) siipergen
ailesinden olan bir biliytime faktoriidiir. VEGF ailesi, kendi igerisinde homodimer yapida
bes liyeden olugmaktadir. Bunlar; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve PIGF’ dur.
Bunlarin yani sira dort izoform da igermektedir ki bunlar VEGF-A, VEGF121,
VEGF165, VEGF189 ve VEGF206’dir (Haytaoglu, 2014). VEGF-A, izoformlar1 olan
VEGFR-1 ve VEGFR-2'ye baglanarak vaskiiler sistemin farklilagmas: ve gelisimi
iizerinde fonksiyon gosterir. Anjiyogenezde gorevli VEGF-B ve PIGF ise sadece
VEGFR-1’e baglanabilme kapasitesi gosterir. VEGF-C ve -D hem anjiyogenez hem de
lenfanjiyogenez siirecinde gorevli olup VEGFR-2 ve -3 ‘e baglanabilir. VEGFR-R1 ve 2,
kan damar anjiyogenezinde islev gosterirken VEGFR-3'lin ise lenfanjiyogenezin

diizenlenmesinde islevleri bulunmaktadir (Bokhari vd., 2023).
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Sekil 2.5.VEGF reseptor ve ligandlar1 (Bokhari vd, 2023)

Anjiyogenez diger kanser tiirlerinde oldugu gibi pankreas kanserinin de mihenk
tasidir. Pankreas kanserinde kotii prognozlu hastalarda yiiksek PIGF/VEGF
ekspresyonuyla birlikte ¢ok sayida PIGF/VEGF reseptorii eksprese eden CAF bulunur ve
bu da artmis kollajen birikimiyle iliskilendirilmektedir. FLT-1, VEGF reseptoriidiir ve
VEGF gibi bu molekiiliin de ekspresyon seviyesinde degisimler meydana gelmektedir
(Kim vd., 2022). Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF); vaskiiler gegirgenligi
arttirma yetenegine de sahip olan giiclii bir anjiyojenik faktordiir (Kenichi Kuwahara,
2004). Anjiyogenez, kanserin biiylimesi ve metastazi i¢in gereklidir. Akciger kanserinde
yapilan bir caligmada vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii tuzaginin (VEGF-Trap)
gemsitabin ile kombinasyon tedavisinin faydalari degerlendirilmistir. VEGF-Trap'in
gemsitabin ile kombinasyonu, VEGF-Trap veya gemsitabinintek tek denendigi tedaviye
kiyasla tiimor biiylimesinin 6nemli 6l¢iide daha fazla inhibisyonunu saglayarak farelerde
hayatta kalim siiresini uzattigini gostermistir. Ek olarak bu tedavi anjiyogenezi
etkilemekle kalmay1 ayn1 zamanda tiimor dokularinda hiicresel apoptozu da indiikledigi
bildirilmistir (Zhou vd., 2013). Pankreas kanserinde yapilan bir ¢alismada VEGF'nin
roliinii ve gemsitabinin insan pankreas duktal karsinomunun malign asitleri tizerindeki
etkilerini arastirlmistir. Sonuglar incelendiginde, kiiltiir ortamindaki hiicrelerde; VEGF
seviyelerinin gemsitabine yanit olarak gemstabin dozuna da bagl bir sekilde azaldig

belirlenmistir (Kenichi Kuwahara, 2004).
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2.6. Laurus nobilis (Defne)

Bitkiler alemi, sayisiz faydali ilacin gelistirilmesinde farmasotik kaynagi
olusturan temel unsurlardandir (Cragg vd., 2013). Laurus nobilis (defne); Lauraceae
familyasinda yer alan herdem yesil bir aga¢ veya cali bitkisi olup Avrupa’nin giiney
kisimlar1 ve Akdeniz bolgesine 6zgii, siis ve tibbi bitki tiiriidiir. Yaprak kesimleri ve
yapraklarinin kurutulmasiyla elde edilen ucgucu yag bilesigi gida endiistrisinde
kullanilmaktadir. Tatlandiric1 madde ve baharat olarak kullanimi mevcut olan bu bitki,
ayn1 zamanda tibbi amaglar i¢in de degerlendirilmistir. fran bdlgesinde epilepsi, nevralji
ve parkinsonizmi gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bilgisi mevcuttur.
Italya’da yapilmus olan bir calismada Aspergillus niger, P. expansum gibi mantar tiirlerine
kars1 defne yagmin antifungal etki gosterdigi belirlenmistir (Caputo vd., 2017). Ugucu
yag bilesimindeki monoterpenler ve seskiterpenlerin antifungal aktiviteyi tetikledigi
diisiiniilen defne bitkisinin; yapilan bir ¢alismada Candida tiirlerinde biyofilm olusumunu

inhibe ettigi gdsterilmistir (Peixoto vd., 2017).

Farkli hastaliklarin tedavisinde ila¢ maddesi olarak denenen defne, in vivo bir
calismada kolitli si¢anlar lizerinde bagirsak bariyeri ve mikrobiyota iizerindeki etkilerini
arastirmak amaciyla denenmistir. Giinliik uygulanan defne yapragi tozunun, bagirsak
bariyerinde iyilestirici etki gosterdigi, inflamatuar yanit1 azalttig1 ve mikrobiyotay1 da

pozitif sekilde etkiledigi sonucuna varilmistir (Khalil vd., 2024).

Bir bagka in vivo caligma, diyabetli si¢anlar {izerinde defne yaprag: ekstresinin
uygulanmasi yoluyla yapilmistir. Kanda bircok parametrenin analiz edildigi bu
calismanin sonucunda, aglik kan sekeri ve HbAlc seviyelerinde anlaml sekilde diisiis
gozlemlenmistir. Ek olarak karaci§er enzimleri olan ALT, AST, Ure, Kreatinin

seviyelerinde iyilesmenin oldugu tespit edilmistir (Al-Turfi vd., 2022).

Defne yag1 ekstresinin yara iyilesmesine olan etkisinin arastirildig: bir in vivo
calismada tavsanlarin sirt bolgelerinde yer alan deri yaralarina giinliik olarak
kilogramlarina gore belli doz araliklarinda metanollii defne yapragt ekstresi
uygulanmistir. 20 giinliik bir uygulamanin sonucunda dermis bolgesinde kollajen artisi
ve graniilasyon dokusunda gelisme gozlemlenmistir. Yara bolgesinde anlamli bir

kii¢iilme mevcuttur (Hammoodi vd., 2024).
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2 m ila 10 m yiiksekligine ulasabilen bu aromatik aga¢ tiirii yapisinda yaklagik
olarak %1,3 ucucu yag ve polar flavonoidler mono, seskiterpenler, alkaloidler,
glikozlanmis aroma-noidler, megastigman ve fenolik bilesenleri barindirmaktadir. Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi yapisindaki ugucu yag icerigi sayesinde
antibakteriyel etki gostermektedir (Siriken vd., 2018). Yapraklar: ise antioksidan etki
saglamaktadir (Santoyo vd., 2006).

Literatiirde yapilmis olan bir¢ok ¢alismada, defne bitkisinin antikanser etkileri de
rapor edilmistir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak, kolon kanseri hiicre hatlar1 lizerinde defne
yapragi sulu 6ziitiiniin apoptozu tetikleyerek hiicre ¢ogalmasini engelledigi belirlenmistir.
Ayn1 zamanda siklooksijenaz 2 ve 5 lipoksijenaz enzimlerinin aktivitelerini de inhibe
edildigi gozlemlenmistir (Bennett vd., 2013). Servikal kanser hiicre hatt1 HeLLa’da defne
ekstraktlarinin ICso dozlarinda uygulanmasi sonucunda DNA fragmentasyonu, kromatin
kondenzasyonu gibi apoptoz belirtileri saptanmistir (Berrington vd., 2012). Hematolojik
malignitelerden olan kronik miyoloid 16semi hiicre hatti lizerinde yaprak ve tohum
esansiyel yag igeriklerinin antiproliferatif etkisi ol¢iilmiistiir. Yaglarin kemoterapotik bir
ajanla birlikte hiicrelere uygulamasi sonucu sinerjistik bir aktivite gosterdigi

belirlenmistir (Saab vd., 2012).
2.7. Nanoteknoloji ve Kanser Tedavisi

Nanoteknoloji, 0,1- 100 nm boyutlarindaki nesneleri inceleyen ve ‘kiigiik bilim’
anlamima gelen yeni bir bilim dalidir (S. Khan vd., 2022). Bu terim ilk olarak 1974’te
Tokyo Bilim Universitesinde Taniguchi Norio tarafindan maddelerin modifiye
edilebilmesi; yani bir atom veya molekiil tarafindan ayrilmasi, birlestirilmesi veya
deforme edilebilmesinden olustugunu sdyleyerek tanimlanmistir (Kdseoglu vd., 2018).
Nanoteknoloji gida sektoriinden kozmetik sektoriine, tipta teshis alanindan farmasotik
alanina kadar genis bir perspektife yayilan kullanim alanlarina sahiptir. Gida ve kozmetik
sektoriinde tiretim, paketleme ve raf 6mrii gibi noktalarda katkilart bulunmaktayken tip
alaninda ise biyosensorler, ila¢ dagitim sistemleri gibi birgok gelismis sistemde yer

almaktadir (Hulla vd., 2015).

Nanomalzemeler, nanopargacik aracili ilag dagitim sistemleri olarak islev gorerek
coklu biyolojik engellerin istesinden gelme ve optimal dozaj araliginda terapétik bir yiik

salma kabiliyetleri sayesinde kanser basta olmak iizere bircok hastalikta ilag tasiyici
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sistem olarak kullanilmaktadir (Alexis vd., 2008). Kanser tedavisinde kemoterapi ve/veya
immiinoterapiyle birlikte verilecek kombinasyon tedavisi i¢in akilli nanoplatformlar, yeni
nesil kanser tedavi yontemlerinde 6ne ¢ikan pozisyonda olma potansiyeli tagimaktadir
(Shrestha vd., 2021). Antikanser ajanlarin etkili ve giivenli bir sekilde verilmesi, giincel
kanser tedavi yaklasimlarindaki en biiyiik zorluklardan biridir. Antikanser ajanlarin ¢ogu
normal hiicreler icin toksiktir, zayif biyoyararlanima sahiptir ve in vivo stabiliteden
yoksundur. Nanoteknolojideki son gelismeler, antikanser ajanlarin nanoparcaciklar
yoluyla basarili bir sekilde verilmesi i¢in giivenli ve verimli ilag dagitim sistemleri saglar

(Amreddy vd., 2018).

Nanopartikiillerin kanser tedavisinde avantajli 6zellik gostermesinde en 6nemli
etmenlerden biri EPR etkileridir. Kanser, vaskiiler enflamasyon ve bazi otoimmiin
hastaliklarin baglamasinda, bagisiklik sistemi ile yakindan baglantilidir (Q. Xiao vd.,
2021). Nanotastyicilar, kanserde olusan bu anormal degisiklikleri tersine ¢evirmek ve
pulmoner ortamin homeostazini eski haline getirmek i¢in hiicrelerle etkilesime girebilir,
arttirllmig gecirgenlik ve alikonma etkisi gostererek iyi terapotik aktivite ve azaltilmis
toksisite saglarlar (Qiao vd., 2021). Tiimorlii dokularda vaskiilatiiriin artmis olan
gecirgenligi, ilag ve ilag¢ tastyict makromolekiillerin tiimorlii dokularin interstisyel
bosluguna girmesine izin verirken, bastirilmis lenfatik filtrasyon 6zelligi gostermeleri de
verilen teropotiklerin spesifik olarak verildigi noktada kalmasina izin verir. Bu 6zellik-
EPR, ilaglan tiimdrlere ulastirmak icin nanoteknoloji platformlarinin temeli olmustur

(Prabhakar vd., 2013).

Nanomalzemeler, yalnizca ilag tasiyici sistem olarak kullanilmaz, ayni1 zamanda
manyetik 6zellikleri sayesinde kanser tanisinda da kullanilabilmektedir. Nanoteknolojide
manyetik nanopargaciklarin kullanimi, kanser hiicrelerinin erken evrede saptanmasini ve
secici olarak yok edilmesini kolaylastiran nano-teranostik pargaciklar kullanilmaktadir.
Bu sayede kanserin eszamanl teshis ve tedavisinde etkili bir yontem olarak kendini
gostermektedir. Tiimore 0zgli en uygun sentez yontemlerinin se¢imi boyutlarin ve
spesifik yiizeyin kontrolii ve manyetik alan uygulayarak hedef organi hedefleme olasilig1
gibi spesifik 6zellikler, bu nanopartikiilleri kanserin teshis ve tedavisi i¢in géz dolduran

alternatif olmalarini saglamaktadir (Spoiala vd., 2023).
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2.7.1. Nanopartikiillerin simflandirilmasi ve sentez yaklasimlari

Nanopartikiiller organik, inorganik ve karbon bazli nanopartikiiller olmak tizere
ii¢ temel sinifa ayrilmaktadir (Shah vd., 2020). Boyut, sekil ve karakteristik 6zelliklerine
gore nedeniyle metalik, seramik, polimerik ve lipit bazli gibi alt tiirlere

siniflandirilabilmektedir (Eker vd., 2024).
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Sekil 2.6. Nanopartikiillerin temsili semas: (Eker vd., 2024)

Nanopartikiil sentezi i¢in 2 temel yaklasim mevcuttur: top-down (yukaridan
asagiya) ve bottom-up (asagidan yukariya). Yukaridan asagiya yaklasimda kademeli bir
parcalanma siireci mevcuttur. Biiyiik boyuttaki maddeler hedeflenen degerlere
indirgenerek istenilen sekil ve oOzellikteki yapilara parcalanma islemidir. Asagidan
yukartya yaklasim ise molekiiler veya atomik diizeydeki bilesenlerin daha biiyiik ve
karmasik hale kendi kendine olusumunu igeren bir mekanizma halidir (Biswas vd., 2012).
Ilag nanopartikiillerinin sentezlenmesinde yukaridan asagiya yaklasim kullanildiginda,
ince partikiil iiretme potansiyeli ve siirecin tekrarlanabilirligi bu yaklasimi avantajh
kilmaktadir. Ancak yiiksek ekipman maliyeti, kontrol edilemeyen partikiil biiyiimesi,
enerji gereksiniminin ¢ok olmasi ve kontaminasyon riski yukaridan asagiya yaklasimi

dezavantajli hale getirmektedir. Buna karsilik; asagidan yukariya yaklagimlarda
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kristalizasyon siireci takip edilerek partikiil boyutu kiiciiltiilebilmektedir. Bu yaklagim,
amorf molekiillerin iretilerek ilag ¢oziniirliigli ve biyoyararlanimin etkin olmasini
saglayabilmektedir. Kayda deger avantajlar1 arasinda karmasik olmayan basit siirecleri
icermesi, silirecin uzun siireleri igermemesi, enerji bakimmdan verimli ve uygun
maliyetlere tretilebilmesi yer almaktadir. Dezavantaji ise iiretilen amorf maddenin
aglomere olma egilimidir. Bu nedenle sentez iiriiniiniin kararli yapis1 ve kararli kalma

stiresi sorunludur (Shrimal vd., 2020).
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Sekil 2.7. Nanopartikiil sentez protokolleri (asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklagimlar
(Nabavifard vd., 2020)

2.7.1.1. AgNP

Metal nanopartikiiller, yiliksek bir 6zgiil yiizey alanina ve yiiksek bir ylizey atomu
oranina sahip olan benzersiz fizikokimyasal 6zellikleriyle tanimlanmis ve son donemde
ozellikle aragtirma konusu olarak gosterilen pargaciklardir (T. Galatage vd., 2021).
Giimiis nanopartikiiller 1-100 nm boyutlarinda, fiziksel, kimyasal ve biyolojik sentez
yontemleriyle elde edilebilen antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antioksidan nitelik
gosteren metal nanopargaciklardir (Prabhu vd., Poulose, 2012). Glimiis nanopartikiiller

(AgNP'ler), yiiksek ylizey-hacim orani, ayarlanabilir ylizey kimyasi ve dikkat cekici
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antimikrobiyal ve antikanser oOzellikleri gibi benzersiz fizikokimyasal Ozellikleri
nedeniyle biyomedikal arastirmalarda biiyiik ilgi goérmektedir (Zhang vd., 2016).
Partikdiller hiicrelere uygulandiginda hiicre duvarma baglanir, hiicre i¢ine niifuz ederek
DNA ve proteinlerle etkilesime girer ve onlarin mekanizma isleyislerini bozarak hiicre

Oliimiine neden olur (T. Galatage vd., 2021).

Glimiis nanopartikiiller, optik, elektriksel ve biyolojik acidan One g¢ikan
ozellikleriyle, 6zellikle onkoloji alaninda terapdtik uygulamalar igin umut verici adaylar
olarak kabul edilmektedir (Jeyaraj vd., 2019). Elektronik endiistrisinde yiiksek iletkenlik
ozelligi tasimasi nedeniyle giderek artan bir kullanima sahiptir. Ornegin miirekkep,
macun ve dolgu maddesi olarak kullanimi mevcuttur. Optik 6zellikleri sayesinde ise
molekiiler tanilama ve fotonik cihazlarda kullanimi {izerinde calisilmaktadir (Natsuki,
2015). Giimiis nanopartikiiller bir¢ok benzersiz 6zelligi tasiyan maddelerdir. Biyosidal
ozellikleri sayesinde ahsap koruyucu madde veya hastanelerde toksik olmayan, inorganik
ve antibakteriyel maddeler olarak su antiminda kullanilmistir.  Antibakteriyel
ozellikleriyle yara tedavisinde, gida ve tekstil sektorlerinde antibakteriyel ajan olarak
kullanilmiglardir. Bu 6zelliklerine ek olarak antifungisidal etkilerinin de olmas1 sabun,
macun gibi kozmetik {iriinlerinin tiretiminde kullanilmalarini saglamaktadir(Rauwel vd.,
2015). Cerrahi prosediir sonras1 kontaminasyon riskinin elimine edilmesi maksadiyla
yara pansumani ve yapay implantlarda kullanilmaktadir. Kemik iyilesmesini destekleyen
fonksiyonu bulunan bu partikiillerin dis implantlarinda da kullanim1 mevcuttur.

Kardiyovaskiiler implantlara da uyumlu maddelerdir (Almatroudi, 2020).
2.7.1.2 AgNP’lerin antikanser etkileri

Kanser tedavisinde etkili yontemler arasinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi gibi
yontemler mevcut kullanimda olsa da bu yaklasimlarin olumsuz yan etkileri belirgindir.
Son zamanlarda gen terapisi gibi yeni nesil yaklagimlar {izerinde yogunlasilsa da bu
yontemler de yiiksek maliyet gerektirmektedir. Gelistirilmis gecirgenlik ve tutma (EPR)
etkisine sahip nanopartikiiller bu noktada dikkat ¢ekmektedir. Yiizey modifikasyonuna
olanak saglayan nanopartikiiller; tasiyict veya ila¢ etken maddesi olarak kullanim

potansiyeline sahiptir (Emran vd., 2022).

Giimiis nanopartikiillerin antikanser etkilerinin kesfedilmesiyle, literatiirde bu

alanda bir¢ok calisma yapilmistir ve halen devam etmektedir. Cesitli calismalar
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neticesinde kanser tedavisi i¢in umut vaat eden AgNP’lerin; kanser hiicrelerine karsi
gostermis olduklar1 etki mekanizmalari heniiz tam olarak agiklanmamis olsa da, ROS
olusumuna bagl toksisite gosterdikleri bilinmektedir (Miranda vd., 2022). MCF-7 meme
kanseri iizerinde yapilan bir calijmada yesil sentez yOntemiyle sentezlenen glimiis
nanopartikiillerin ROS iiretimini ve kaspaz 3-9 enzimlerinin aktivitelerini arttirdigi
belirlenmistir. Bu enzimler apoptozu diizenleyen mekanizmada yer almaktadir. Kanserli
hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimii tetiklendigi sonucuna varilmistir (Ullah vd., 2020).
Yesil sentez yontemiyle elde edilen giimiis nanopartikiillerin akciger kanseri hiicre
hattinda etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, doz uygulamasi sonrast mitokondriyal
membran gecirgenliginin degistigi ve buna bagl olarak ROS artis1 ve ATP diisiisii
gozlemlenmigstir. Kaspaz-3/7 aktivitesini arttirdig1r ayn1 zamanda p53, bax ve PARP-1
ekspresyonunu da arttirarak DNA hasar sagladigi belirlenmistir (Govender vd., 2013).
Gilimiis nanopartikiiller kanser hiicrelerinde oksidatif hasara neden olarak bu hiicrelerin
cogalmasini engelleyebilir. Tiimorlii dokularda vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii
(HIF)-1 aktivitesini baskilayarak mukus salgis1 azaltilabilir ve sonrasinda enfeksiyonlari
onlemek maksadiyla gen aktivitesi diizenlenebilir (Akhter vd., 2024). Yapilan calismalar,
giimiis nanopartikiillerin meme, akciger, kolon ve prostat kanserleri de dahil olmak iizere
cesitli kanser tiirlerine karsi etkinligini gostermistir. Bu etki, genellikle geleneksel
kemoterapiye kiyasla daha yiiksek secicilikle ortaya ¢ikmaktadir (Sriram vd., 2010).
Bununla birlikte, terapotik potansiyellerine ragmen, sitotoksisite, uzun vadeli birikim ve
potansiyel diren¢ mekanizmalar1 gibi konular klinik uygulamalar 6niinde 6nemli engeller

olusturmaktadir (Johnston vd., 2010).
2.7.2 Kompozit yapi ve potansiyel etkileri

Nanopartikiiller; benzersiz ylizey 6zellikleri sayesinde kompozit maddeler ile
islevsellikleri arttirilabilen maddelerdir. Nano-kompozit yapmin olusturulmasi
malzemeye dayaniklilik, iletkenlik, optik 6zellikler kazandirmasi nedeniyle miihendislik,
tip, ulasim sektorlerinde ilgi ve talep gormektedir. Ozellikle tip alaninda,
nanokompozitlerin daha az yan etkilerinin bildirilmesi, iyilestirilmis karakteristik 6zellik
ve biyouyumluluklari sayesinde malzeme sektoriinde dnemli yer tutmaktadir. Avantajlari
arasinda, yliksek yiizey alani/hacim oraninin yiliksek olmasi, ayarlanabilir yiizey kimyasi,
gelismis reaktivite gibi gdz dolduran nitelikler bulunmaktadir (Musa vd., 2025). Ozellikle

onkolojik calismalarda goriintiileme yontemlerine entegre edilerek kontrast maddelerin
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duyarhilik ve 6zgilliigiinii arttirmaktadir. Ayni1 zamanda tiimor ligandlarini hedefleyecek
diizlemde modifiye edilebilmesi ilgili tiimdre spesifik birikimi saglayarak daha duyarh
goriintiileme ve dogru teshisi saglamaktadir. ilag dagitim sistemlerine entegre edilmeleri
ise kontrollii salimim ile toksik etkiyi azaltmaktadir. Bolgeye 6zgii ila¢ salinimu ile tedavi

etkinligi arttirilabilir (Andoh vd., 2024).
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Sekil 2.8.Nanokompozitler ve kullanim alanlar1 (Andoh vd., 2024)

2.7.2.1. Grafen tabanh nanomalzemeler ve kanser

Grafen ve grafen temelli nanomalzemeler, 6ne ¢ikan spesifik fizikokimyasal
ozellikleri nedeniyle son zamanlarda kanser teshis ve tedavisi i¢in yapilan ¢alismalarda
kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle Au, Ag NP igeren grafen nanokompozitleri, kanser
alaninda biiytik 1ilgi uyandirmistir. Bunun nedeni nanokompozit yapidaki bu
nanopartikiiller, nano 6l¢ekli montaj i¢in ideal bir aday olmasidir. Dolayisiyla antikanser
ajanlar1 da kanser hiicrelerine iletebilmektedir. Yapilan arastirmalar GO/AgNP ve
indirgenmis grafen oksit (rGO)/AgNP nanokompozitinin 1iyi birer biyouyumlu
malzemeler oldugunu ve antikanser aktivitesi sergiledigini gostermektedir (Kavinkumar
vd., 2017). Yapilan bir ¢alismada bitki ekstrakti kullanilarak biyolojik olarak sentezlenen
grafen oksitle kompozit yapilmis glimiis nanopartikiillerin insan yumurtalik kanseri hiicre
hatti iizerindeki antikanser etkileri c¢alisilmistir. Calisma sonucunda rGO-Ag
nanokompozitinin, A2780 yumurtalik kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini 6nemli
Ol¢iide inhibe ettigi saptanmistir (Gurunathan vd., 2015). Grafen oksitle kompozit

yapilmis glimiis nanopartikiil iceren bir baska ¢aligmada kurutulmus hiinnap meyvesinin
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sulu ekstrakti yesil sentezde kullanilmis ve sitotoksisitesi HeLa hiicreleri iizerinde test
edilmigtir. Hesaplanan doz araliginda hiicre hattina uygulanan GO + AgNP'ler belirgin
sekilde sitotoksik etki gostermistir (Sreekanth vd., 2016).

Grafen oksitle nanopartikiilleri kompozit yapma; sadece sitotoksisite
calismalarinda kullanilmamis, ayn1 zamanda kanser tanisi i¢in biyobelirte¢ gelistirme
calismalarinda da kullanilmistir. Bunlardan biri olan metal nanopartikiillerin GO ile
kaplanmasiyla MNP'ler-rGO nanokompozitleri, diisiik maliyetli, saglam bir sekilde elde
edilmistir. Bu kompozitlerin ila¢ dagitim sistemi ve tani ¢alismalarinda kullanimi, hassas
ve hizli olduklarini ortaya koymustur. Modifiye edilebilen yapilan olan nanopartikiillerin
ayarlanabilir boyut ve sekle sahip olmalari, MNP-GO/rGO kompozitlerinin kullanan ileri

ila¢ dagitim sistemlerini kullanilabilecegini gz dniine sermistir (Darabdhara vd., 2019).
2.7.3. Nanopartikiil sentez yontemleri

Nanopartikiil sentezi i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere 3 temel
yontem kullanilmaktadir. Fiziksel yontemler lazer ablasyonu veya termal ayrisma gibi dis
uyaranlar kullanilarak nanopartikiil eldesini iceren metotlardir. Avantajli olarak
nanopartikiiliin boyut ve morfolojisini hassas bir sekilde kontrol etmeyi saglamaktadir.
Dezavantaji ise, bu olusum esnasinda 0Ozel ekipmana ihtiyag duymasi ve
Olgeklenebilirlikte smirli olmasidir. Kimyasal yontemlerde, sentez esnasinda bir¢ok
kimyasal reaksiyon siirecinden geg¢ip bu siiregte kendi icinde montajlanarak yeni bir
irlinli nanopartikiil olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Avantajlar1 arasinda nanopargacik
ozelliklerinin uyarlanmasinda esneklik saglamasi yer alirken reaksiyon esnasinda
optimizasyon siireglerinin dikkatli sekilde yapilma ve kontrol edilme zorunlulugu bu
yontemi dezavantajli hale getirmektedir. Biyolojik sistem ve materyallerden
faydalanilarak siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu nanopartikiillerin olusturulmasina dayanan
yontem; biyolojik yontemdir. Fakat bu yontemin daha uzun islem siireleri
gerektirebilmesi, lirlinliin verim seviyesi kalitesi gibi konularda zorluklarin yasanmasi
yontemi dezavantajli hale getirmektedir (Karnwal vd., 2024). Fiziksel yontemler,
biriktirme, piiskiirtme, mekanik 6gilitme, plazma tabanli teknikler gibi yukaridan asagiya
sentez yaklagimlarim1  icermektedir. Fakat bu yontemle sentezlenen metal
nanopartikiillerin tiretim orani oldukga azdir. Ayni1 zamanda yiiksek enerji ve dolayisiyla
yiiksek maliyet gerektirmesi, pratik ticari uygulamalar i¢in kullanigsiz hale getirmektedir.

Kimyasal yontemler piroliz, sol-jel yontemi, kimyasal buhar biriktirme vb. asagidan
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yukariya sentez yaklagimlarindan olugsmaktadir. Kimyasal sentez esnasinda veya yan {iriin
iretim siirecinde toksik kimyasallarin kullanimi insan sagli§i ve ¢evre agisindan
tehlikelidir. Biyolojik uygulamalarda kimyasal sentez iiriinlerinin kullanilabilirligi
smirhdir. Mantar, alg, maya, bitki, bakteri vb. biyolojik materyallleri kullanan biyolojik
yontemler de asagidan yukariya sentez yaklasimlari arasinda yer almaktadir (Patil vd.,
2020). Geleneksel nanopartikiil sentez yontemleri toksik icerikleri yiiksek olan
kimyasallar1 gerektirmesi veya yiiksek basing ve sicaklik olusturmada kullanilacak
maliyetli ekipmanlar1 kullanmasi gibi negatif 6zelliklere sahiptir. Bu ydntemlerin
aksine yesil sentez dogada var olan organizmalar1 kullanarak hem c¢evreci hem de
ekonomik iirlin eldesi saglar. Sentez iirlinlii biyouyumlu nanopartikiiller ayn1 zamanda

antimikrobiyal aktivite de gostermektedir (Lithi vd., 2025).

2.7.3.1 AgNP’lerin biyolojik sentezi

Giimiis nanoparcacik sentezi i¢in; yapilan deneylerde kullanilan iki temel yontem,
fiziksel ve kimyasal sentez yontemleridir. Fakat toksik ve pahali olan bu yontemler yerini
son donemlerde 6n plana ¢ikan biyolojik sentez yontemine birakmaktadir. Biyolojik bir
diger adiyla yesil sentez yontemiyle iiretilen giimiis nanopartikiiller tip alaninda teshis ve
tedavi uygulamalari i¢in arastirma konusu olmaktadir (Mathur vd., 2018). Bu yontemle
elde edilen giimiis nanopartikiiller rutinde kullanilan diger kimyasal yollara ve ilaglara
gore daha iistlin ozelliklerinden dolay1 antibiyotige direngli bakteri, kanser vb. birgok
hastalik tedavisi lizerinde calisma alani olusturmustur (Mousavi vd., 2018). Kanser
tedavisinde nanoteknolojik yontemler mevcut olan diger yontemlerle kiyaslandiginda;
hedeflendirilmis tedavi yaklasimlarinda nanopartikiillerin immiinojenik hiicre 6liimiinii
indiikleyen maddelerin en etkin oldugu dozu hesaplanarak timorlii dokulara transfer
edilmesine olanak saglamasiyla oldukc¢a avantajli olup aym1 zamanda biyolojik sentez
veya yesil sentez olarak adlandirilan yontemle sentezlenen nanopartikiillerin yan etkileri
de azaltmaktadir (Zhang vd., 2020).

Biyolojik sentez yonteminde bitki 6zleri; metal iyonlarinin indirgenmesinde gérev
alarak nanopartikiil olusumunda gorev alirlar. Bitkinin yaprak, ¢igek, tohum, meyve gibi
cesitli anatomik bolgelerinden elde edilen 6ziitler glimiisiin indirgenme reaksiyonunda
yer alirken giimiisiin indirgenmesinde stabilize edici madde olarak kullanilabilirler

(Mustapha vd., 2022).
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Sekil 2.9. Glimiis nanopartikiil (AgNP) sentezinin sematik gosterimi ve karakterizasyonu (Qureshi vd.,
2023)

2.7.4. Nanopartikiil karakterizasyon metodlari

Nanopartikiil karakterizasyonunda yaygim olarak kullanilan yontemler arasinda
boyut dagilimi, yiizey yikii, morfoloji ve kimyasal bilesim analizleri bulunmaktadir.
Dinamik Isik Sagilmasi (DLS), partikiil boyutunun belirlenmesinde en sik tercih edilen
yontemlerden biridir. Bu teknik, partikiillerin Brownian hareketine dayali olarak
hidrodinamik ¢aplarmi hesaplamaktadir. Boyut ve dagilim analizlerinde 6nemli bir diger
yontem olan Elektron Mikroskopisi (SEM/TEM), nanopartikiillerin morfolojik
ozelliklerini yliksek ¢Ozilintirlikte gorlintiileyerek partikiillerin ylizey yapilarini ve

sekillerini tanimlamada kullanilmaktadir (Buzea vd., 2007).

Yiizey yiikii ve ylizey potansiyelinin degerlendirilmesi icin siklikla Zeta
Potansiyel Analizi kullanilmaktadir. Zeta potansiyel ol¢limleri, partikiillerin stabilitesini
ve dagilimlarmi etkileyen yiizey ylklerini belirlemek icin Onemli bir veri
sunabilmektedir. Yiiksek zeta potansiyeli degerleri, partikiillerin elektrostatik itme
kuvvetleri ile daha stabil bir dispersiyon halinde kalmalarmni saglamaktadir (Honary vd.,
2013). Analiz sonucunda genellikle +30 mV'den daha pozitif +30 mV'den daha pozitif
parcaciklar, kolloidal kararliliga sahiptir. Bu kararlilik elektrostatik itme vasitasiyla
korunmaktadir. Zeta potansiyelinin Ol¢limii ortamda var olan iyonlara bagl olarak

gerceklesmektedir. Bu nedenle ortamin pH’s1 6lgtim sonucunu etkilemektedir. Diigiik pH
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degerlerinde partikiiller pozitif yliklenmektedir. Tersi bir ortamda ise, par¢aciklar negatif

ylik kazanmaktadir (Kamalakannan vd., 2025).

X 1sm1 kirnmmimi (XRD); karakterizasyonda en yaygm kullanilan yontemlerden
olup nanopartikiiliin yapisi, kafes parametreleri ve partikiil kristalinin tane boyutu

hakkinda bilgi ve yorumu saglamaktadir (Mourdikoudis vd., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Nanopartikiil Sentez Asamalari

Laurus nobilis bitkisinden yesil sentez yontemiyle ve grafen oksit ile kompozit
yapida giimiis nanopartikiil sentezi igin ekstrakt ve c¢ozeltiler uygun derisimlerde

hazirlandu.
3.1.1. Laurus nobilis bitkisinin stigma ekstraktinin hazirlanmasi

Bu calismada glimiis nanopartikiil (AgNP) biyolojik sentezi i¢in; Laurus nobilis
(Defne) bitkisinin yaprak kisimlar1 kullanildi. Bitki yapraklari; ekstrakt hazirliginin ilk
asamasinda, musluk suyunda yikanmasmin ardindan rutubetsiz ortamda nem kalmayacak
sekilde kurutuldu. Havan igerisinde toz halini alincaya dek ezildi. Hassas terazide toz
haline gelen bitki yapraklarmmdan 20 gr tartildi. Otoklav sigesine alinan yapraklarin
iizerine 200 ml distile su eklenerek 60 °C’de 2 saat su banyosunda inkiibasyona birakildi.
Bu siire icerisinde 15 dakika araliklarla karistirilarak homojen dagilim saglandi.
Inkiibasyon siiresinin dolmasiyla birlikte ekstrakt, filtre kagidi (Whatman No:1)
yardimiyla siiziilerek, posasindan ayrildi. Ekstrakt, sentez esnasinda kullanilmak {izere

151k gormeyecek sekilde aliiminyum folyoya sarildi ve +4°C' de muhafaza edildi.
3.1.2. GO ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hassas terazide 10 mg Grafen Oksit tartildi. Otoklav sisesine 60 ml distile su
alindi. Uzerine, tartilan grafen oksit eklendi. 60 dakika sonikatdr cihazinda inkiibe
edilerek iyice ¢Oziinmesi ve homojen dagilmasi saglandi. Bu siiregte; grafen oksitin

1sinarak reaksiyon vermemesi icin, sonikator cihazina buz akiisii eklendi.
3.1.3. AgNOs (giimiis nitrat) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Glimiis nanopartikiil sentezinde kullanilmak amaciyla AgNOs (Cas No: 7761-88-
8) kristalleri hassas terazide 1.020 gr AgNOs tartilarak balon jojeye eklendi. Uzerine 600

ml distile su eklendi. 10 mM c¢ozelti; ¢alkalanarak iyice ¢ozdiirtildii.
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3.2. GO ile Kompozit AgNP Sentezi ve Saflastirilmasi

1000 mI’lik otoklav sisesi ierisinde 480 ml AgNOs ¢ozeltisi eklendi. Uzerine 120
ml Laurus nobilis (Defne) bitki ekstrakti eklendi. Homojen sekilde ¢éziinmiis olan 60 ml
grafen oksit ¢ozeltisi de eklenerek 90°C de 60 dakika su banyosunda inkiibasyona
birakildi. Karisimin rengi 0. Dakikada sari-gri renkte iken 15. Dakikadan itibaren
kahverengiye dondii. 15 dakika araliklarla karisimdan 6rnek alinarak eliza cihazinda

absorbans degerlerine bakildi. 420 nm boyutunda pik elde edildi.

60 dakika inkiibasyon isleminin ardindan ¢ozelti, hizli bir sekilde buz iizerine
alindi. 50 ml’lik falkon tiiplerine esit hacimde olacak sekilde dagitildi. 9.000 rpm +4°C
de 15 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kismi uzaklastirildi. Pelet kismina yaklagik 10
ml distile su eklendi ve sonikator cihazinda ¢ozdiiriildii. Falkon tiiplerdeki karigimlar
birlestirilerek esit hacme getirildi. 9000 rpm +4°C de 15 dakika 2 defa distile su ile
yikandi. Santrifiij sonunda giimiis nanopartikiile etanol eklenerek yikama islemi yapildi
ve son kez santrifiij edildi. Bu santrifiijiin ardindan, siipernatant uzaklastirildi. Dipte kalan
nanopartikiillere yaklagik 3-4 ml etil alkol eklenerek iyice ¢oOzdiiriilmesi saglandi.
Karakterizasyon analizlerinde kullanmak {izere amber sigelere alindi. Etiivde 70 °C ‘de

yaklagik 2 giin kurutma islemi yapildi. +4°C de muhafaza edildi.
3.3. AgNP ve GO Kompozit AgNP Karakterizasyonu

AgNP'lerin karakterizasyon isleminde bir¢cok cihazlar ve method kullanildi.
AgNP'lerin 300 ila 800 nm boyutlar1 arasinda spektrum degerleri, UV-Vis
spektrofotometresi  (Multiskan™ FC  Microplate  Photometer) ile olgiildii.
Nanopartikiillerin kristal yapisinin saptanmasinda X-ism1 kirmim (XRD) sistemi
(PANalytical Empyrean XRD) kullanildi. Bu iglem; hizmet alimi vasitasiyla Necmettin
Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (BITAM)
bilinyesindeki cihazlarda analiz edildi. AgNP’lerin boyutlar1 ve morfolojilerinin
belirlenmesinde taramali elektron mikroskobuyla iligkili EDX (enerji dagilimli X-151n1
analizi) analizorii (FE-SEM/EDX, ZEISS GeminiSEM 500) cihazi kullanildi. Biyolojik
olarak sentezlenen Ag nanopartikiilleri, Grafen Oksit ile kompozit yapida sentezlenen Ag
nanopartikiilleri ve sentezlenmis halde temin edilen Grafen Oksit maddesinin
morfolojileri hakkinda bilgi edinmek amaciyla FE-SEM/EDX analizi Necmettin Erbakan
Universitesi’nde Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (BITAM) ne
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hizmet alimi seklinde yaptirildi. AgNP’lerin detayli olarak morfoloji agisindan
incelenmesi gecirimli elektron mikroskobu (TEM, JEOL JEM-1400 Plus) kullanildi.
TEM Analizi; Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi (COBILTUM)’a hizmet alim1 seklinde yaptirildi. Analiz asamasinda;
toz ornekler ependorf icerisinde etanol ¢dziiciisii ile siispansiyona alinarak homojen bir
sekilde dagilana kadar -yaklasik 5 dk- ultrasonik banyoda bekletilmistir. 10 mikrolitre
cozelti ¢ekilerek karbon film destekli bakir grid tizerine damlatilmigtir. Oda sicakliginda

bekletilen gridler ¢6ziicii ugtuktan sonra- yaklasik 30 dk sonra- analiz edilmistir.
3.4. Hiicre Kiiltiirii

(Calismada kullanilacak olan insan pankreas kanseri hiicre hatt1 Panc-1 ve saglikli
hiicrelerden olusan Hek-293 hiicre hatti; ATCC (American Type Culture Collection)’ den
temin edildi. ki hiicre hattinin da mediumu olan DMEM; iizerine %10 FBS (FBS;
Hyclone, US), %] antibiyotik (Penicillin-Streptomycin 1:1; Gibco®-Invitrogen, ABD)
eklenerek hazirlandi. %10 fetal sigir serum (FBS) ve %] antibiyotik (penisilin (100
U/ml), streptomisin (100 pg/ul)) eklenerek hazirlanan DMEM (Dulbecco's modified
Eagle’s medium) besiyeri ile 37°C’de %5 CO2’1i inkiibatdrde kiiltiire edildi. %5 CO2’lik
etlivde 37 °C’ de inkiibasyona birakild.

3.4.1. Hiicrelerin c¢oziilmesi, pasajlanmasi ve sayimi

Calismada kullanilacak hiicreler -80°C’den ¢ikarildi ve kriyovial tiipte bulunan
hiicreler 37°C’ye ayarlanan su banyosunda hizlica ¢ozdiirtildii. 15 ml’lik steril santrifiij
tiipline 6 ml medium alindi. Cozdiiriilen hiicre siispansiyonu besiyeri i¢ine alinarak 800
rpm de (devir/dakika) 5 dk boyunca sogutmali santrifiijj cihazinda (NF 800/800R)
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 slipernatant uzaklastirildi. Pelette bulunan hiicreler; 1 ml
medium igerisinde homojen sekilde ¢ozdiiriildii. Steril T25 flask icerisine yaklagik 2 ml
medium eklendi. Cozdiiriilen hiicre karisimi flaskta bulunan mediumun igine eklendi.
Pipetasyon yapilarak flask yiizeyine homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Flask; 37°C
sicaklik, %5 COs igeren etiivde inkiibasyona birakildi.

Hiicreler inkiibasyon sonrasi, inverted mikroskop (EP50 OLYMPUS) altinda
gozlemlendi. %70-80 konfluentlige ulastig1 goézlemlenen hiicre flaski icerisine uygun
miktarda Tripsin-EDTA (Gibco, #25200 056) eklendi. Tripsinin sicaklik etkisiyle

maximum aktivasyon gosterebilmesi amaciyla, flask etiive kaldirildi. Yaklasik 6
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dakikalik inkiibasyonun ardindan etiivden ¢ikarilan hiicreler steril santrifiij tlipiine alind1.
800 rpm de (devir/dakika) 5 dk boyunca sogutmali santrifiij cihazinda (NF 800/800R)
santrifiij edildi. Pelet lizerine 1 ml medium eklendi. Pipetasyon yapilarak iyice
cozdiiriilmesi saglandi. Yaklagik 8 ml medium, steril T75 flaska eklendi. Cozdiiriilen
hiicrelerden belli miktarda flaska alindi. Serolojik pipet yardimiyla flask ylizeyine
dagilmas1 saglandi. Kalan hiicreler ise, tekrar santrifiij edilerek mediumdan ayrilmasi
saglandi. Pelet, 1 ml dondurma mediumu (%70 FBS, %30 DMSO; Sigma Aldrich,
#D8418) icerisinde ¢ozdiiriilerek kriyovial tiipler igerisinde -80 °C’ye kaldirildi.

Hiicre peleti, 1| mL medium igerisinde yavasca pipetasyon yapilarak resilispanse
edildi ve Thoma Ilami (Thermo, #C964720) ile hiicre yogunlugu belirlendi.
Stispansiyonun homojenizasyonu sonrasinda, Trypan Blue (Gibco, #15250-061)
soliisyonu ile esit hacimde (1:1 oraninda) kanstirilarak 0,2 mL’lik bir ependorf tiipiine
transfer edildi. Pipetaj islemiyle hiicrelerin homojenizasyonu saglandi. Hazirlanan
karisimdan 10 pL alinarak Thoma lamina yiiklendi. Mikroskobik analizde, Trypan Blue
boyasini absorbe eden 6l hiicreler (mavi renkli) degerlendirme dis1 birakilirken, boya
almayan canli hiicreler inverted mikroskop (10X biiyiitme) altinda sayildi. Flaskta

bulunan toplam canli hiicrelerin sayis1 asagidaki formiilasyon kullanilarak hesaplandi.

I mL’de bulunan Canli Hiicre sayis1 = Sayilan karelerdeki ortalama hiicre sayisi x

diliisyon faktérii x 10
3.4.2. Nanopartikiil ve gemsitabin dozlarmin uygulanmasi

AgNP, GOAgNP, GO, Gemsitabin dozlarmin sitotoksik etkisini ve IC50 dozunu
belirlemek amaciyla, Panc-1 ve Hek-293 saglikli hiicre hatlarindan 96 well plate’e ekim
yapildi. Bu ekim esnasinda, hiicre saymmi yapilarak her kuyucukta 5x10° hiicre olacak
sekilde hesaplama yapildi. Plate’e ekim isleminin tamamlanmasinin ardindan hiicreler
37°C, %5 CO2 etiive kaldmilarak 24 saat inkiibasyonu saglandi. 24 saatin
tamamlanmasinin ardindan etiivden ¢ikarilan hiicrelerde bulunan eski besiyerleri yavasca

pipet yardimiyla cekilerek uzaklastirildi.

Gemsitabin (Gemco) dozlari; 0.01-50 pM doz araliginda hazirlandi.2 tekrarli

kontrol, 6 tekrarli doz grubu olmak iizerek, Panc-1 ve Hek-293 hiicrelerine uygulandi.

37°C, %5 CO?2 etiivde 72 saatlik inkiibasyona birakildu.
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Grafen Oksit i¢in, 0.5- 300 pg/mL doz araliginda hazirlanan dozlar, Panc-1 ve
Hek-293 hiicrelerine uygulandi. Plateler, 24 saatlik inkiibasyon i¢in 37°C, %5 CO?2 etiive
kaldirildi.

AgNP icin, 0.5- 300 pg/mL doz aralifi hesaplanarak uygulandi. 24 saatlik

inkiibasyona birakildu.

Grafen Oksit ile Kompozit yapida sentezlenen AgNP’ler i¢in, 1-300 pg/mL doz
araliginda hazirlanan dozlar Panc-1 ve Hek-293 hiicrelerine uygulandi. Etiivde 24 saatlik

inkiibasyona birakildu.
3.4.3. Hiicre canhhk analizi

Maddelerin sitotoksik etkisini belirleyebilmek i¢in, hiicre canlilik testlerinden
MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi kullanildi. MTT; 5
mg/ml oraninda PBS ile steril kabin icerisinde 151ksiz ortamda hazirlanarak filtreden
gecirildi. Etiivde inkiibasyonunu tamamlayan hiicreler, etiivden c¢ikarilarak MTT
(AppliChem, Almanya, #5P011404) uygulamasi baslatildi. Kuyucuklarda bulunan
besiyeri pipet yardimiyla yavasga cekilerek uzaklastirildi. Hazirlanmis olan MTT
cozeltisinden her kuyucuga 20 pl eklendi. Plate 3 saat %5 CO2’lik etiivde 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda MTT pipet yardimiyla uzaklastirildi. Her
kuyucuga 100 ul DMSO eklenerek 30 dakika karanlik bir ortamda oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 96 kuyucuklu plate; spektrofotometre cihazinda
(Thermo Scientific™ Multiskan™ GO, ABD) 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢limii
yapildi.

3.5. RNA izolasyonu, DNAIi Protokolii, RNA Miktar ve Saflik Ol¢iimii

gRT-PCR i¢in Panc-1 pankreas kanseri hiicre hattinda Trizol metodu kullanilarak
RNA izolasyonu yapildi. RT-PCR i¢in, 8,5x105 hiicre olacak sekilde hesaplanarak T25
flasklara; 1 kontrol 7 doz uygulama grubu olmak {iizere toplam 8 flaska hiicre ekimi
yapildi. Ekim sonrasi, hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi amaciyla, 37°C, %5 CO2
ortamli etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatin tamamlanmasinin ardindan,
flasklardaki eski mediumlar uzaklagtirildi. Kontrol grubuna medium eklenerek etiive
kaldirildi. Doz gruplarina ise; MTT testi vasitastyla hesaplanan IC50 degerleri sirasiyla,
0.1 uM gemsitabin, 100 pg/mL Grafen Oksit, 65 pg/mL AgNP, 90 pg/mL Grafen Oksitle
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Kompozit Yapida sentezlenen AgNP, Gemsitabin ile kombine halde GO, Gemsitabin ile
kombine halde AgNP, Gemsitabin ile kombine halde GOAgNP dozlar1 uygulandi.
Kombine olmayan dozlar 37°C, %5 CO2 ortamh etiivde 24 saat inkiibe edilirken
Gemsitabin ile kombine halde hazirlanan gruplar ve Gemsitabin grubu, Gemsitabinin 72
saatte etkinligini gostermesi nedeniyle 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Kombine halde
hazirlanan gruplarin doz uygulamasinda, gemsitabin IC50 degerinde verildikten sonra
flasklar etiive kaldirilmistir. 48. Saatini doldurdugu zaman diliminde, IC50 degerleri
belirlenmis olan GO, AgNP, GOAgNP dozlari da uygulanmistir. 24 saat daha
inkiibasyona birakilmasinin ardindan 72 saatlik inkiibasyonunu tamamlayan hiicreler,

etlivden alinmustir.

Inkiibasyon sonunda hiicrelerde bulunan besiyeri falkona alind1. Flasklar PBS ile
iki kez yikandi. Her bir flaska 1 mL Trizol eklendi. Yavasca pipetasyon yapildi ve
ependorf tliplerine alindi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. 200 pl Kloroform
(Honeywell, # 32211) eklendi ve alt iist edilerek 2 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda, +4°C 12.000 G’de 30 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi, RNA’y1 da iceren
seffaf haldeki siipernatant kisim pelete degmeden dikkatlice ¢ekilerek yeni bir ependorfa
transfer edildi. Uzerine 500 ul izopropanol alkol (Honeywell, # 24137) eklenerek 15 dk
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bu siire boyunca, belli araliklarla ependorflar alt
iist edildi. Inkiibasyon sonrasi ependorflar +4°C 12.000 G’de 30 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisim uzaklastirildi. %75’lik Etil alkol (Honeywell, # 32221), pelet iizerine
1000 pl eklendi. +4°C 750 G’de 10 dk santrifiijjlendi. Santrifiij sonrasi, siipernatant
uzaklagtirildi. Ependorflarin tamamen kurumasi beklendi. 30 pl Niikleaz Free Water
(NFW; Invitrogen, # 10977035) kullanilarak pelet ¢ozdiiriildii. Elde edilen RNA
orneklerinin konsantrasyonu (ng/uL) ve saflik derecesi (OD260/0D280 orani), Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO (ABD) spektrofotometre cihazi ve Scanlt Software
6.1.1 programi1 kullanilarak 6l¢iildii. Bu 6l¢iim esnasinda; Nanodrop plate’ine (Thermo
Scientific™ pDrop™ Plate, #N12391, ABD) 2ul blank olarak NFW eklenirken RNA
ornekleri de diger kuyucuklara sirasiyla 2 pl eklendi. Cihazda, RNA’larin konsantrasyon

ve saflig1 olgiildii.

Genomik DNA’nin RNA 6rneklerinden uzaklastirilabilmesi i¢in DNA1 protokolii
uygulandi. Bu prosediir i¢in, dl¢iilen RNA konsantrasyonlar1 2ug’a NFW kullanilarak
esitlendi. Ependorf tiipii icerisinde DNAI karisim1 hazirlanir.
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Tablo 3.1.DNAI kit prosediirii
Reaktif Miktar
10X Reaksiyon Tamponu 2l
DNase I 2ul
50 mM EDTA 2ul

Numune sayisina gore, bu miktarlarda eklenen karisimin, pipetasyon yoluyla iyice
karismasi saglanir. Steril PCR tiipleri igerisine 2pg’a esitlenen RNA ornekleri eklenir.
Her bir tiipe, hazirlanan karisimdan 4 pl eklenir. 37 °C 30 dk Thermal Cycler’da (ProFlex
PCR, Thermo, ABD, #4484076) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, her bir tiipe, kit
iceriginden ¢ikan 50 mM EDTA’dan 2 pl eklendi. 65 ‘C’de 10 dk Thermal Cycler’da
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, genomik DNA, RNA 6rneklerinden uzaklastirildigi
icin RNA orneklerinin miktar ve saflig1 yeniden spektrofotometre cihazinda 6l¢iildii. Bu
Olctim sonucunda, RNA o6rneklerinin konsantrasyonlar, NFW kullanilarak 1000 ng’ a

esitlendi. Ornekler, cDNA sentezinde kullanilmak iizere -80°C dondurucuya kaldirild:
3.5.1. cDNA sentezi

Genomik DNA’dan ayristirilmis olan RNA’lart ¢cDNA'ya ¢evirmek igin
RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti (Thermo,ABD, #K1622) kullanildi. ¢cDNA
sentezinde kullanilmak tizere 1pg’a esitlenmis olan ornekler, -80°C dondurucudan
cikarildi. Numuneler ve Kit icerisinden ¢ikan reaktif bilesenler, buz tizerine alindi. Tablo
3.2’de belirtilen miktarlarda bilesenlerden steril ependorf tiipline alinarak reaksiyon

karigim1 hazirlandi.

Tablo 3.2. cDNA sentezinde kullanilan RNA, primer ve su hacimleri

Bilesen Miktar
RNA 1 g
Oligo dt Primer 1l

Random Hekzamer Primer 1 pl
Niikleaz Free Water Toplam hacim 12 pl’ye tamamlanir.

Toplam Hacim 12 ul
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Numune sayisina gore, birer pl Oligo dT primer ve random hekzamer
hesaplanarak uygun miktarda ependorf tiipiine eklendi ve spinlendi. Her bir RNA 6rnegi
icin ayr1 ayri olacak sekilde tiiplere hazirlanmis olan bu karisimdan sirastyla 2ul konuldu.
Thermal Cycler (ProFlex PCR, Thermo, ABD, #4484076) cihazinda 65°C’de 5 dk 1
dongii olacak sekilde inkiibasyona birakildi. Siirenin tamamlanmasmin ardindan,
cihazdan ¢ikarilan tiipler buz tizerine alindi. Ayr bir steril ependorfigerisinde tablo 3.3’te

belirtilen oranlarda yeni bir karisim hazirlandi ve iyice pipetaj yapildi.

Tablo 3.3. cDNA sentezinde kullanilan karigim bilesenlerinin hacimleri

Reaktif Miktar
5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1l
10mM dNTP 2 ul

RevertAid M-MuLV RT (200 U/pL) 1 pl
Toplam Hacim 8 ul

[Ik hazirlanan 12 pl hacmindeki RNA primer karigtminin bulundugu tiilerin
iizerine, Tablo 3.3’te hazirlanan karisimdan her bir RNA tiipiine 8 pl olacak sekilde
eklendi. Tiipler buz {izerinde Thermal Cycler (ProFlex PCR, Thermo, ABD, #4484076)
cihazina tagindi. cDNA sentez protokolii; sirasiyla 42°C 60dk, 25°C 5dk, 42°C 60dk ve
70°C 5 dakika inkiibasyon olacak sekilde cihazda ayarlandi. Tiipler cihaza konuldu ve
inkiibasyon siiresi baslatildi. Inkiibasyon sonrast cDNA’lar, 1:40 oraninda NFW ile
sulandirildi. qRT-PCR isleminde kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

3.5.2. Primer dizayni ve primer sulandirma

B-Actin, Bcl-2, Bax, VEGFA, FLT-1, VEGFR-2, MMP2, TIMP2 genlerine
spesifik olarak Primer-Blast programi aracilifiyla tasarlanan primerlerin sentezi
Oligomer Biyoteknoloji tarafindan yapilmistir. Bu primerler, 100 uM stok seklinde
tarafimiza teslim edilmistir. Stoklar, qRT-PCR islemi i¢in 10 pM derisimde olacak

sekilde NFW ile hazirlandi. Genler ve primer dizileri Tablo 3.4’te verilmistir.



Tablo 3.4. Ekspresyon analizi yapilan genlere ait primer dizileri

Hedef Gen

B-actin

Bcl-2

Bax

VEGFA

FLT-1

VEGFR-2

MMP2

TIMP2

3.5.3. qRT-PCR

Primer Dizisi

F: 5>CACCATTGGCAATGAGCGGTTC’3

R: 5’AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT’3

F: 5-TTGTAATTCATCTGCCGCCG-3'

R: 5'-CAATGAATCAGGAGTCGCGG-3'

F:5-TTTGCTTCAGGGTTTCATCCAG-3'
R: 5'-TGAAGTTGCCGTCAGAAAACAT-3'

F: 5'-GGCCAGCACATAGGAGAGAT-3’

R: 5'-ACGCTCCAGGACTTATACCG-3’

F: 5'-GCAGATTTCTCAGTCGCAGG-3'

R: 5'-GTCGTGTAAGGAGTGGACCA-3’

F: 5 GGAACCTCACTATCCGCAGAGT’3

R: 5 CCAAGTTCGTCTTTTCCTGGGC’3

F: 5’ AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA’3

R: 5’CATTCCAGGCATCTGCGATGAG’3

F: 5’ ACCCTCTGTGACTTCATCGTGC’3

R: 5> GGAGATGTAGCACGGGATCATG’3
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RT-PCR calismast icin kit kullanildi. Panc-1 insan pankreas kanseri hiicre

hattinda Gemsitabin, AgNP, GO, GO kompozit yapida AgNP uygulamasinin ardindan

hedef genlerin ekspresyon seviyelerinin olgiilmesi ve karsilastirilarak analiz edilmesi

amaciyla qRT-PCR islemi yapildi. Bu islem esnasinda Quant Studio 3 (Thermo, ABD)

cihazi kullanildi. Tim genler 2 tekrarli ¢alisildi. Karisimi hazirlamak i¢in, numune

sayisina gore, Tablo 3.5 te gosterilen miktarlarda hesaplama yapildi.

Tablo 3.5. qrt-PCR’da kullanilacak reaktif bilesenleri ve hacimleri

Reaktif Miktar
Syber Green 2 ul
Primer karisima 1 pl
Niikleaz Free Su 5 pl
Toplam Hacim 8 ul
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Steril bir ependorf tlipii icerisinde hesaplanan miktarlarda komponentler
eklenerek karisgim hazirlandi. Spinlenerek homojen sekilde dagilmasi saglandi. PCR
stripinde, numune sayisina gore her bir kuyucuga 8 pl karisimdan eklendi. Sulandirilmig
olan cDNA’dan 2 pl lizerine eklendi. Yavas bir sekilde pipetasyon yapildi. Quant Studio
3 cihazinda genlerin Tm sicakliklarina gére qRT-PCR protokolii ayarlandi. qRT-PCR
protokolii Tablo 3.6.da gosterilmistir.

Tablo 3.6. qRT-PCR basamaklari

Denatiirasyon 50 °C’de 2 dk
95°C’de 10 dk
Amplifikasyon (40X) 95°C’de 15 sn
Tm sicakliginda 30 sn
72 °C’de 1 dk
Uzama 95 °C’de 15 sn
60 °C’de 1 dk
95 °C’de 01 sn

3.6. Western Blot Analizi I¢in Hiicre Lizatlarmin Hazirlanmasi

Panc-1 pankreas kanseri hiicre hattindan 8 adet T75 Flasklara her birinde 120x
10* hiicre olacak sekilde hiicre ekildi. Etiive kaldirilan hiicreler 37°C, %5 CO, ortamli
etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi flasklardaki eski medium
uzaklastirildi. 1 numaral flask, kontrol grubu olarak belirlendi. Kontrol grubuna medium
eklenerek etiive kaldirildi. Diger flasklara, sirastyla MTT hiicre canlilik testinde
belirlenmis olan IC50 degerlerindeki dozlar hiicrelere uygulanmistir. Gemsitabin ve
gemsitabin ile kombine olan GO, AgNP, GO AgNP doz gruplarina; 0.1 pM gemsitabin
uygulanarak 72 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 48. Saatini tamamlayan gemsitabin ile
kombine olan gruplara sirastyla 100 uM Grafen Oksit, 65 uM AgNP, 90 Mm Grafen
Oksitle Kompozit Yapida sentezlenen AgNP dozlar ile birlikte 0.1 uM gemsitabin taze
hazirlanmis gemsitabin dozu uygulanmistir. Kombine olmayan GO, AgNP, GO AgNP
gruplarina da sirasiyla 100 uM Grafen Oksit, 65 uM AgNP, 90 Mm Grafen Oksitle
Kompozit Yapida sentezlenen AgNP uygulanarak etiive kaldirilmistir. Boylece, Kombine
haldeki gruplar 72. Saatini tamamlarken, kombine olmayan gruplar ise 24 saatlik

inkiibasyonunu tamamlamuistir.
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Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasiyla etiivden c¢ikarilan flasklardaki
hiicrelerdeki mediumlar santrifiij tiipiine transfer edildi. Flasklara yaklagik 3 ml PBS
eklenerek hiicre kaziyici ile hiicreler kaldirildi. Flakon tliplerdeki mediumlarin iizerine
transfer edildi. 5 dk 800 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant kisim atilarak pelet {izerine
yaklasik 2 ml PBS eklendi ve pipetasyon yapilmadan tekrar santrifiije konuldu. Yikama
islemi 2 kez tekrarlandi. Son santrifiijiin ardindan, silipernatant atildi. Pelet ilizerine
2x107/ml oraninda Ripa Lysis Buffer System (Santa Cruz, sc-24948) eklenerek ependorf
tiiplerine alindi. Tiiplerin her birine uygun miktarda proteaz inhibitér kokteyli eklendi.
Tiipler, buz tizerinde sonikator cihazina tagindi. Her bir tiip, 3 kez yaklasik 3’er saniye
sonikatdr cihazina konuldu. Sonikasyon islemi sonrasinda, 12.000 G’de 20 dk
santrifiijlendi (+4°C). Santrifiijden ¢ikan 6rnekler, western blot asamasinda kullanilmak

iizere -80°C dondurucuya kaldirild.
3.6.1. Protein miktar analizi

Proteinlerin miktar tayinini yapmak i¢in BCA Protein Assay Kit (Thermo, 23225)
kullanildi. Albiimin standartlar1 kit prosediiriine 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 pg/ml
olacak sekilde hazirlandi. Reagent A ve Reagent B’karisimindan olusan protein reaktifi;
50:1 oraninda ependorf tiip icerisinde hazirlandi. 96 well plate icerisine her kuyucuga
hazirlanmis olan protein reaktifinden 100 ul eklendi. Kuyucuklara sirastyla her bir grubun
protein lizatindan 5 pl eklenirken, her bir grubun ripa buffer ile diliie edilen 6rneklerinden
de 5 pl eklendi. Pipetasyon yapilarak homojen sekilde karismalari1 saglandi. Plate 37°C’de
%5 CO2’li etiivde 30 dk inkiibe edildi. Siirenin tamamlanmasmin ardindan ELISA
okuyucu cihazinda (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO, ABD) 562 nm dalga boyunda
orneklerin absorbans ol¢iimii yapildi. Excelde absorbans verilerine gore kalibrasyon
grafigi c¢izildi. Jele yiiklenecek protein miktar1 grafik denklemine gore hesaplandi.

Numunelerin protein miktarlar1 20 ng’a esitlenerek jele yiiklemeye hazir hale getirildi.
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3.6.2. SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi ve elektroforez

Molekiiler boyutlarina goére proteinleri ayirmak maksadiyla %4’ liik st jel ve

%10’luk alt jel Tablo 3.7°de verilen komponentlere ve miktarlara gore hazirlanda.

Tablo 3.7.SDS Page jel bilesenleri

Alt Jel (%10-12)  Akrilamid/Bisakrilamid 1,5 M
Tris Base (pH:8.8)
%10 Amonyum Perstilfat
TEMED
dH20

Ust Jel (%4) Akrilamid/Bisakrilamid
0,5 M Tris Base (pH:6.8)
%10 Amonyum Persiilfat
TEMED
dH20

Ik olarak %10 konsantrasyonunda alt jel hazirlandi. Kalip olarak kullanilan
camlarm arasina eklendi. Ust tabakasinin piiriizsiiz bir jel goriiniimiinii almas1 amaciyla
bir miktar etil alkol eklendi. Polimerize olmasi i¢in yaklasik 20 dk beklenildi. 20 dk
sonunda, jel ters gevrilerek etil alkol uzaklastirildi. Ust jel %4’liik konsantrasyonda
hazirlandi. Polimerize olan alt jelin {izerine eklendi. Tarak dikkatli bir sekilde takildi.
Polimerizasyonu icin yaklasik 20-30 dk beklenildi. Bu siirede, jele yiiklenecek olan
protein ornekleri laemli buffer ile hazirlanarak Thermal Cycler (ProFlex PCR, Thermo,

ABD, #4484076) cihazinda yaklasik 5 dk 90 °C’de inkiibe edildi.

Polimerizasyon sonrasi tarak yavas bir sekilde ¢ikarildi. Jel kaliplari, akim yoniine
gore elektroforez tanki icerisine yerlestirildi. Running Buffer (Tris-Base/Glisin, %10
SDS, dH20) kuyucuklardaki kopiikler uzaklastirilacak sekilde tiim tank i¢ine dokiildii.
[Ik kuyucuga protein marker (ABCAM, #AB116028) yiiklendi. Diger kuyucuklara
sirastyla konsantrasyonu 20 ng’a ayarlanan protein 6rnekleri sirayla yiiklendi. Ornekler

10 dk 70 V, 90 dk 120 V’da yiiriitildi.
3.6.3. Proteinlerin membrana transferi

Transfer agsamasinda kullanilacak Poliviniliden Difloriir Membran (PVDF; Bio-

Rad #1620177) yaklasik 10 saniye Metanol (Merck, # 106007) ile inkiibe edildi ve



48

icerisinde Transfer Buffer (Tris-Base/Glisin, %20 v/v Metanol) bulunan kaba alind1.
Yaklasik 5 dakika calkalayicida bekletildi. Transfer kaseti ¢ikarildi. Icerisine blot paper
(Bio-Rad #1703968) yerlestirildi. Transfer buffer ile islatildi. Calkalayicidan alinan
PVDF membran, blot paper {izerine yerlestirildi. Membran iizerine, jel dikkatli bir sekilde
yerlestirildi. Son olarak blot paper kapatildi ve bir miktar transfer buffer ile 1slatildi. Ruler
yardimiyla iizerinden gecildi ve kabarciklar uzaklastirildi. Kaset kapatilarak cihaza

yerlestirildi. Transfer islemi 15 dakika 100 V, 200 mA’de tamamland.
3.6.4. Bloklama

Membran ile antikorlar arasindaki spesifik olmayan baglanmalart minimum
seviyeye indirmek maksadiyla bloklama islemi gergeklestirildi. Transfer isleminin
tamamlanmasiyla birlikte PVDF membran, igerisinde %1 Bovine Serum Albumin (BSA;
AppliChem #A1391) ve 1X TBST (Tween20, 10X Tris-Base/NaCl, dH20) bulunan
bloklama soliisyonunda yaklasik 1 saat boyunca ¢alkalayicida bekletildi. Siirenin sonunda
bloklama soliisyonu uzaklastirildi. Membran 5’er dakika arayla 3 kez 1X TBST

soliisyonuyla yikandi.
3.6.5. Primer ve sekonder antikor inkiibasyonu

Primer antikorlar (MMP2 Antibody sc-13594, Santa Cruz, B-Actin Antibody sc-
47778) 1:8000 oraninda 1X TBST ve %1 BSA ile diliie edilerek hazirlandi. Membran
iizerine eklendi. Membranlar, antikor soliisyonu ile calkalayici iizerinde +4°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan, ortamda baglanmans
halde bulunan antikorlar1 uzaklastirmak i¢cin 1X TBST ile 5’er dakika olacak sekilde 3
kez yikama yapildi.

Horse-radish peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikor %1 BSA ve 1X TBST
ile uygun derisimde diliie edilerek hazirlandi. Yikama islemi tamamlanan PVDF
membranlarin iizerine sekonder antikorlar eklendi. PVDF membranlar calkalayici
lizerinde 1 saat inkiibasyona birakildi. Siirenin tamamlanmasinin ardindan ortamdaki
baglanmamis antikorlar 1X TBST ile 3 kez 5’er dakika calkalayici iizerinde yikama

islemi yapilarak uzaklastirildi.
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3.6.6. ECL ile goriintiileme

Proteinlerin bantlasmig yapilarin1 gorebilmek icin ECL Substrat soliisyonu;
western peroksit reaktifi ve western luminol/arttiric1 reaktifin  1:1 oraninda
karigtirllmasiyla hazirlandi. Substrat icerisinde bulunan luminol maddesi oksitleme
saglayarak 1s1ma yoluyla goriintii elde edilmesinde gorev almaktadir. Karanlik ortamda
hazirlanan ECL substrat sollisyonu, membran iizerine eklendi. Yaklasik 1 dk inkiibe
edilmesinin ardindan, membranin dikkatli bir sekilde goriintiileme cihazina transferi
saglandi. Gorlintiileme cihazi olarak BIORAD ChemiDoc Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad
Laboratories, ABD) kullanildi. Kolorimetrik goriintiilemeyle, markerin yeri tespit

edilirken kemiliiminesans goriintiilemeyle tiim bantlarin goriintiilerine ulasildi.
3.7. Istatistiksel Analiz

MTT, gRT-PCR ve western blot analizleri sonucu elde edilen verilerin
istatistiksel analizlerinde GraphPad Prism® V.9.5.1 (GraphPad Software) programi
kullanildi. Analizde gruplar i¢i farklilik student’s t testi (two-tailed distribution) ve
gruplar aras1 farklihik varyans analizi (ANOVA) kullanildi. P degeri hesaplanarak
anlamlilik tespit edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. AgNP’lerin Sentezi

GO ile kompozit yapida giimiis nanopartikiiller Laurus nobilis (Defne) bitkisinin
yapraklarindan elde edilen ekstrakti kullanilarak su banyosunda sentezlendi. GO sulu
cozeltisi, sonikatorde homojen dagilmasiyla siyah renkli hale geldi. Uygun derisimde
hazirlanan giimiis nitrat (AgNO3) sulu ¢ozeltisi renksiz, defne bitki ekstrakti ise sari
renkliydi. Sentez baslangi¢c asamasinda hazirlanan AgNOs3 sulu ¢ozeltisine GO ¢ozeltisi
ve defne ekstraktinin eklenmesi sonucu renk sari-siyah hale geldi. Hazirlanan karigim,

su banyosunda inkiibe edilmeye baslanmasini takiben renk koyu kahverengiye dondii.

Sekil 4.1.Giimiis sulu ¢ozeltisi, GO ¢ozeltisi ve ekstrakt karisiminin zamana bagl renk degisimi

Bagka bir deney diizenegi Laurus nobilis (Defne) ekstraktt ve AgNOs sulu
cozeltisi ile hazirlanarak glimiis nanopartikiil sentezi su banyosunda esit sartlarda
baslatildi. Burada amag, GO ile kompozit yapida giimiis nanopartikiillerinin UV-Vis
spektrum analizinde verecegi pik ile, GO’suz, giimiis nanopartikiillerin verecegi pikleri

karsilastirmakti.

Sekil 4.2. Giimiis sulu ¢ozeltisi ve ekstrakt karigiminin zamana bagli renk degisimi
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4.2. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.2.1. UV-Vis spektrum analizi ile karakterizasyon

Sentezlenen GO ile kompozit yapida giimiis nanopartikiillerin ve kompozit
yapida olmayan giimiis nanopartikiillerin ylizey plazmon rezonans (SPR) 6zelliklerini
belirlemek maksadiyla UV-Vis spektrometre cihazi kullanildi. Necmettin Erbakan
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimii laboratuvarinda
bulunan Thermo ScientificTM, MultiskanTM GO cihazi araciligiyla UV-Vis spektrum
analizi gerceklestirildi. AgNP cozeltisi ve GO-AgNP c¢ozeltilerinin absorbansi 300-800
nm dalga boylar araliginda tarandi. Yiizey plazmon rezonans (SPR) emilim bandi;
sacillan 151831n  dalgasiyla rezonansta olan metal nanopartikiillerin serbest iletim
elektronlarinin birlesik salinimi sonucu goézlemlenir ve metalik nanopartikiillerin ayirt
edici 6zellikleri arasinda yer alir. Literatiirde yer alan ¢calismada karakterize edilmis yesil
sentez yontemiyle elde edilen giimiis nanopartikiiliiniin 440- 445 nm’de pik verdigi
bilgisi, calismamizda belirlenen pik araligiryla uyumludur (Bindhu vd., 2015).

30. Dk da AgNP nin maksimumum pik seviyesi: 448 nm’dir. 30. Dk’da GO-AgNP’nin
maksimum pik seviyesi ise 441 nm’dir. 60. Dk’da AgNP’nin maksimum pik seviyesi 450

nm’dir. 60. Dk’da GO-AgNP’nin maksimum pik seviyesi ise 444 nm’dir.
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Sekil 4.3. 30 Dk’da AgNP ve GO-AgNP’nin UV-Vis spektrumu degisimi
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Sekil 4.4. 60. Dk’da AgNP ve GO-AgNP’nin UV-Vis spektrumu degisimi

4.2.2. XRD analizi ile karakterizasyon

Giimiis nanopartikiillerin XRD analizi, Necmettin Erbakan Universitesi’nde
Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezine (BITAM) hizmet alim ile
gerceklestirildi. XRD paterni 10°-80° arasinda 26 araliginda 0,02 adim biiyiikliigi ile
calisildi. Giimiis nanopartikiillerinin XRD sonuclarinda saptanan pikler 38.29°, 44.104°,
64.99° ve 77.132° iliskili olan 20 derece araliklarinda dort kirmim seklindedir. Bu pikler
stirastyla (111), (200), (220) ve (311) diizlemlerine karsilik gelmektedir ve bu sonuglar
kiibik yapidaki saf giimiis kristal faz1 ile uyumludur. Bu bilgiler, literatiirde bulunan
AgNP’lerin XRD analiz sonuglaria benzerdir(Raza vd., 2018).
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Sekil 4.5. AgNP XRD analizi sonucu

4.2.3.TEM ile karakterizasyon

TEM Analizi; glimiis nanopartikiillerinin boyutunu analiz etmek amaciyla
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi (COBILTUM)’a hizmet alimi seklinde yaptirildi. Giimiis nanopartikiil
boyutlarmin 2-33 nm arasinda dagilan oranda oldugu gézlendi (Sekil 4.6.).
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Length: 5.79 nm
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Sekil.4.6. AgNP’lerin TEM goriintiileri

4.2.4. FE-SEM/ EDX ile karakterizasyon

AgNP, grafen oksit ile kompozit yapida olan sentezlenen AgNP, grafen oksit
maddelerinin morfolojilerini analiz edebilmek i¢in FE-SEM analizi, Necmettin Erbakan
Universitesinde Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezine (BITAM) hizmet
alimi vasitasiyla analiz edildi. Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin kiiresel yapiya sahip
oldugu gozlendi. AgNP morfolojileri Sekil 4.7. ‘deki gibi gézlemlendi. Ek olarak, EDX

analizi yapildi.
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Sekil.4.7. AgNP FE-SEM analizi
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Sekil 4.8. AgNP EDX analizi

Sekil 4.8°de gosterilen EDX analizin sonucuna gore ortamda %94,5 Ag, %5,5 O
elementlerinin varligi gozlemlendi. Analizde agia ¢ikan oksijen elementinin defne sulu

ekstrakt iceriginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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Grafen oksit ile kompozit yapida sentezlenen AgNP’lerin morfolojik yapilar1 sekil
4.9.%da gosterildi. Grafen oksitin yapraks1 goriinlimiiyle glimiis nanopartikiillerin kiiresel

goriiniimleri belirgindir.

EHT = 2.00 kV Signal A = SE2
WD = 4.5 mm Mag = 150.00 KX

Sekil 4.9. Grafen oksit ile kompozit yapida sentezlenen AgNP’lerin FE-SEM analizi
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Sekil 4.10. Grafen oksit ile kompozit yapida sentezlenen giimiis nanopartikiillerin EDX analizi

Sekil 4.10.’da gdsterilen grafen oksit ile kompozit yapida sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin EDX analizlerine gore; %79,4 Ag, %18,5 C, %2,1 O elementini icerdigi
belirlenmistir. C elementinin grafen oksit kaynakli ve O elementinin ise defne sulu
ekstrakt iceriginden kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

Grafen oksit maddesinin morfolojik yapist sekil 4.11°de gosterildi. Bu goriintiide
grafen oksitin yapraksi yapilar oldukga belirgindir. EDX analizinde ise; %98,7 C, %1,2
O elementini igerdigi saptanmustir. (Sekil.4.12.)
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Sekil 4.11. Grafen oksit maddesinin FE-SEM goriintiisii.
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Sekil 4.12. Grafen oksitin EDX analizi.
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4.3. GO, AgNP, GO ile Kompozit Yapida AgNP ve Gemsitabin Doz Uygulamasinin
Panc-1 ve Hek-293 Hiicrelerindeki Morfolojileri

Panc-1 ve Hek-293 hiicre hatlarina farkli konsantrasyonlarda glimiis nanopartikiil,
grafen oksit, grafen oksit ile kompozit yapida sentezlenen giimiis nanopartikiil

uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra inverted mikroskopta 4x optik biiyiitmede goriintii

elde edildi. Gemsitabin uygulamasi 72 saat sonra gézlemlendi.

Sekil 4.13. Hek-293 hiicre hattinda AgNP doz uygulamasinin 24 saat sonras1 mikroskop goriintiileri (4X)
(a. Kontrol, b. 25 pg/mL, c. 100 pg/mL).

Sekil 4.13.’de gosterildigi gibi Hek-293 hiicre hattina AgNP doz uygulamasi
yapilmistir. Artan doz konsantrasyonuna bagli olarak kontrol grubuna kiyasla hiicre

canliliginda anlamli bir azalma mevcuttur.

Sekil 4.14. Panc-1 hiicre hattinda AgNP doz uygulamasinin 24 saat sonrast mikroskop goriintiileri (4X) (a.
Kontrol, b. 25 pg/mL, c¢. 100 pg/mL).

Sekil 4.14.de gosterildigi gibi Panc-1 hiicre hattina AgNP doz uygulamasi

yapilmustir. Artan doz konsantrasyonuna bagli olarak kontrol grubuna kiyasla hiicre
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canliliginda anlamli bir azalma mevcut olsa da, Hek-293 hiicrelerindeki doz

uygulamasina kiyasla; hiicre proliferasyonun daha az etkilendigi gozlemlenmistir.

Sekil 4.15. Hek-293 hiicre hattinda GO-AgNP doz uygulamasinin 24 saat sonrasi mikroskop goriintiileri
(4X) (a. Kontrol, b. 25 pg/mL, ¢.100 pg/mL).

Sekil 4.15.’degosterildigi gibi Hek-293 hiicre hattina GO-AgNP doz uygulamasi
yapilmistir. Artan doz konsantrasyonuna bagli olarak kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliliginda anlaml bir azalma mevcuttur. Fakat bu hiicre hattinda proliferasyona etkisi
AgNP doz uygulamasiyla kiyaslandiginda; GO-AgNP’nin daha az toksik diizeyde

goriilmektedir.

Sekil 4.16. Panc-1 hiicre hattinda GO-AgNP doz uygulamasinin 24 saat sonras1 mikroskop goriintiileri (4X)
(a. Kontrol, b. 25 pg/mL, ¢.100 pg/mL).

Sekil 4.16.’da gosterildigi gibi Panc-1 hiicre hattina GO-AgNP doz uygulamasi
yapilmistir. Kontrol grubuna kiyasla artan doz konsantrasyonuna bagli olarak hiicre
canliliginda anlamli bir azalma mevcuttur. Hek-293 hiicrelerindeki doz uygulamasiyla
kiyaslandiginda hiicre proliferasyonu iizerinde daha az toksik oldugu belirlenmistir. Hek-

293 hiicre hattinin bu maddeye daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.17. Hek-293 hiicre hattinda GO doz uygulamasinin 24 saat sonrast mikroskop goriintiileri (4X) (a.
Kontrol, b. 25 pg/mL, ¢. 100 pg/mL).

Sekil 4.17.’de gosterildigi gibi Hek-293 hiicre hattina GO doz uygulamasi
yapilmistir. Kontrol grubuna kiyasla artan doz konsantrasyonunun hiicre canliliginda

belirgin bir azalma mevcuttur.

Sekil 4.18. Panc-1 hiicre hattinda GO doz uygulamasinin 24 saat sonrasi mikroskop goriintiileri (4X) (a.
Kontrol, b. 25 pg/mL, ¢. 100 pg/mL).

Sekil 4.18.°de gosterildigi gibi Panc-1 hiicre hattina GO doz uygulamasi
yapilmistir. Kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda artan doz konsantrasyonuna bagh
olarak azalma goriilmektedir. GO uygulamasinm her iki hiicre hattinda proliferasyona
etkisi kiyaslandiginda Panc-1 hiicre proliferasyonu iizerinde daha az toksik oldugu

belirlenmistir. Hek-293 hiicre hatt1 grafen oksite daha duyarlidir.
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Sekil 4.19. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin doz uygulamasinin 72 saat sonrasi1 mikroskop goriintiileri

(4X) (a. Kontrol, b. 0.01 uM, c. 1 uM).

Sekil 4.19.’da gosterildigi gibi; Panc-1 hiicre hattinda 72 saatlik gemsitabin doz
uygulamasinin konsantrasyonla korelasyon gosterecek sekilde hiicre proliferasyonunu

azalttig1 ve Panc-1 morfolojik goriiniimiinii bozdugu goriilmektedir.

Sekil 4.20. Hek-293 hiicre hattinda gemsitabin doz uygulamasinin 72 saat sonrasi1 mikroskop goriintiileri
(4X) (a. Kontrol, b. 0.01 uM, c. 1 uM).

Sekil 4.20.’de gosterildigi gibi; Hek-293 hiicre hattinda 72 saatlik gemsitabin doz
uygulamasinin kontrole kiyasla hiicre proliferasyonunu azalttig1 goriilmektedir. Hek-293

morfolojik goriiniimiiniin konsantrasyona bagl olarak bozuldugu goriilmektedir.
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4.3.1. GO ile kompozit yapida sentezlenen AgNP’lerin Panc-1 ve Hek-293

hiicrelerine uygulanmasinin hiicre canhhg iizerindeki etkisi

Panc-1 ve Hek-293 hiicre hattinda IC50 dozunun belirlenebilmesi i¢in yesil sentez
yontemiyle elde edilen GO-AgNP’ler (1-500 pg/mL) artan doz konsantrasyonlarinda her
kuyucuktaki doz degeri 6 tekrarli olacak sekilde uygulandi. MTT testi ile ICso degerini
belirleyebilmek icin 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 spektrofotometre cihazinda

570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Olciilerek % hiicre canlilik oranlar

belirlendi.

\ —
\\ €5
=
Panc-1 ve Hek293 96 kuyucuklu MTT testi
hiicrelerinin flask plakaya hiicre sonrasi
icerisinde kiiltiire ekimi ve doz kuyucuklarda
edilmesi uygulamasi renk
degisiminin
gerceklesmesi

Sekil 4.21. Hiicre canlilik analizi

Inkiibasyon sonrasi kontrol grubuna gére artan konsantrasyon degerlerinde her iki
hiicre hattinda da % canlilik oranlarinin anlamli 6l¢iide azaldig: belirlendi. ICso dozunu
hesaplamak i¢in GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanildi. Programda % hiicre canlilik
grafikleri logaritmik olarak hesaplandi. ICso dozu Panc-1 pankreas kanseri hiicre hattinda
90 png/mL ve Hek-293 hiicre hattinda 40 pg/mL olarak bulundu (Sekil 4.22.) Panc-1 hiicre
hattinda en yiiksek doz olan 500 pg/mL uygulamasi sonucu %hiicre canlilik ~%8 olarak
belirlendi. Hek-293 hiicre hattinda ise bu oran ~ %4’tiir. Hek-293 hiicrelerinin,

uygulanan maddeye daha duyarli oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.22. Panc-1 ve Hek-293 hiicre hatlarina 24 saat GO-AgNP doz inkiibasyonunun artan
konsantrasyonlara bagli % hiicre canlilik grafigi

4.3.2. GO’lerin Panc-1 ve Hek-293 hiicrelerine uygulanmasimin hiicre canhhigina

etkisi

Panc-1 ve Hek-293 hiicre hattinda ICso dozunun belirlenebilmesi i¢in grafen oksit
(0.1-200 pg/mL) artan doz konsantrasyonlarinda her kuyucuktaki doz degeri 6 tekrarl
olacak sekilde uygulandi. MTT testi ile ICso degerini belirleyebilmek i¢in 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi spektrofotometre cihazinda 570 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri 6lgiilerek % hiicre canlilik oranlari belirlendi. Her iki hiicre hattinda
da % canlilik oranlarmin anlamli 6l¢iide azaldig1 belirlendi. ICso dozunu hesaplamak i¢in
GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanildi. Programda 9% hiicre canlilik grafikleri
logaritmik olarak hesaplandi. ICso dozu Panc-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 100
pg/mL ve Hek-293 hiicre hattinda 2.5 pg/mL olarak bulundu (Sekil 4.23.). Grafen oksite
kars1 saglikli hiicre hatt1 olan Hek-293’{in daha duyarli oldugu belirlendi.
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Sekil 4.23. Panc-1 ve Hek-293 hiicre hatlarina 24 saat grafen oksit doz inkiibasyonunun artan
konsantrasyonlara bagli % hiicre canlilik grafigi

4.3.3. AgNP’lerin Panc-1 ve Hek-293 hiicrelerine uygulanmasinin hiicre canhhigina

etkisi

Panc-1 ve Hek-293 hiicre hattinda ICso dozunun belirlenebilmesi igin yesil sentez
yontemiyle sentezlenen AgNP’nin (1-500 pg/mL) artan doz konsantrasyonlarinda her
kuyucuktaki doz degeri 6 tekrarli olacak sekilde uygulandi. MTT testi ile ICso degerini
belirleyebilmek igin 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi1 spektrofotometre cihazinda
570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Olgiilerek % hiicre canlilik oranlari
belirlendi. Her iki hiicre hattinda da % canlilik oranlarinin anlamli 6l¢iide azaldigi
belirlendi. ICso dozunu hesaplamak i¢in GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanildi.
Programda % hiicre canlilik grafikleri logaritmik olarak hesaplandi. ICso dozu Panc-1
pankreas kanseri hiicre hattinda 65 pg/mL ve Hek-293 hiicre hattinda 30 pg/mL olarak
bulundu (Sekil 4.24.). Panc-1 hiicre hattinda en yiiksek doz olan 500 pg/mL uygulamasi
sonucu %bhiicre canlilik ~10 olarak belirlendi. Hek-293 hiicre hattinda ise bu oran ~

%%5°tir.
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Sekil 4.24. Panc-1 ve Hek-293 hiicre hatlarina 24 saat AgNP doz inkiibasyonunun artan konsantrasyonlara
bagli % hiicre canlilik grafigi

4.3.4. Gemsitabinin Panc-1 hiicre hatti ve Hek-293 hiicre hattinda uygulanmasinin

hiicre canlihg iizerinde etkisinin belirlenmesi

Panc-1 ve Hek-293 hiicre hattinda ICso dozunun belirlenebilmesi i¢in gemsitabin
ilac1 (0.01-50 uM) artan doz konsantrasyonlarinda her kuyucuktaki doz degeri 6 tekrarl
olacak sekilde uygulandi. MTT testi ile ICso degerini belirleyebilmek i¢in 72 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi spektrofotometre cihazinda 570 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri Olgiilerek % hiicre canlilik oranlar1 belirlendi. Her iki hiicre hattinda
da % canlilik oranlarmin anlaml 6l¢iide azaldig1 belirlendi. ICso dozunu hesaplamak i¢in
GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanildi. Programda % hiicre canlilik grafikleri
logaritmik olarak hesaplandi. ICso dozu Panc-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 0.1 pM
ve Hek-293 hiicre hattinda 2.5 uM olarak bulundu (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. Panc-1 ve Hek-293 hiicre hatlarina 72 saat gemsitabin doz inkiibasyonunun artan
konsantrasyonlara bagli % hiicre canlilik grafigi

4.4 Panc-1 Hiicre Hattinda Gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

Gemsitabin ile Kombine Halde Uygulamasinin Gen Ekspresyonuna Etkileri

Panc-1 hiicre hattina ICso dozu sirasiyla 0.1 puM, 100 pg/mL, 65 pg/mL, 90 pg/mL
olan gemsitabin, grafen oksit, AgNP, GO-AgNP dozlar1 ve bu nanomalzemelerin
gemsitabin ile kombine halde uygulamasi yapildi. Gemsitabin 72 saat, diger maddeler 24
saat 37°C, %5 CO2 ortamli etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen RNA 06rnekleri qRT-PCR isleminde kullanilmak iizere
cDNA’ya ¢evirildi. cDNA’lardan qRT-PCR metoduyla Bax, Bcl-2, MMP2, TIMP2,
FLT-1, VEGFA, VEGFR-2 hedef genlerinin ekspresyon seviyelerine bakildi.

qRT-PCR analiz sonuglarindan elde edilen Ct degerlerine gore Panc-1 hiicre
hattinda kontrol grubu ve doz uygulamasi yapilan gruplar icin hedef genlerin
seviyelerinde housekeeping geni olarak B- Actin kullanildi. Normalizasyon; 2-AACt

degerleri ile hesaplandi.



68

4.4.1. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

gemsitabin ile kombine halde uygulamasinin Bax gen ekspresyonuna etkileri

Panc-1 hiicre hattinda 24 saatlik GO, AgNP, GO-AgNP dozlartyla ve 72 saatlik
gemsitabin dozuyla muamele sonucunda gruplarin Bax gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Kontrole kiyasla GO (p=0,0189), Gemsitabin+tGO (p <0,0001),
AgNP (p=0,0353) gruplarinin; Bax gen ekspresyonunda downregiile oldugu, GO-AgNP
(p= 0,0261), GemsitabintGO-AgNP (p <0,0001) gruplarmin ise upregiile oldugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.26. Panc-1 hiicre hattinda doz uygulamasi sonucu kontrol grubuna kiyasla doz gruplarinda Bax
gen ekspresyon degisimi
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4.4.2. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

gemsitabin ile kombine halde uygulamasinin Bcel-2 gen ekspresyonuna etkileri

Panc-1 hiicre hattinda 24 saatlik GO, AgNP, GO-AgNP dozlariyla ve 72 saatlik
gemsitabin dozuyla muamele sonucunda gruplarm Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Kontrole kiyasla gemsitabin (p=0,2433), gemsitabin+GO
(p<0,0001), gemsitabin+tAgNP gruplarmin (p=0,0010); Bcl-2 gen ekspresyonunda
upregiile oldugu, GO-AgNP (p <0,0001), gemsitabin+GO-AgNP (p=0,0031) gruplarinin

ise downregiile oldugu gozlemlenmistir.

Bcl-2
g 1.5_ *%k %%
2 1 B
3 ——
5 1.0 — m o
(2] P I i
o ==
o
o 0.5
=
T
:no:
0.0- T T | | T T T
> o O O Q R X N4
C e SN
{‘OO 00& oox v.@ xv.g y.g y.@
& & C70 00
® & x
00 00
0"'&

Sekil 4.27. Panc-1 hiicre hattinda doz uygulamasi sonucu kontrol grubuna kiyasla doz gruplarinda Bcl-2
gen ekspresyon degisimi
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4.4.3. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

gemsitabin ile kombine halde uygulamasinin FLT-1 gen ekspresyonuna etkileri

Panc-1 hiicre hattinda 24 saatlik GO, AgNP, GO-AgNP dozlariyla ve 72 saatlik
gemsitabin dozuyla muamele sonucunda gruplarin FLT-1 gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Kontrole kiyasla tiim doz gruplarinin; FLT-1gen ekspresyonunda
downregiile oldugu gozlemlenmistir. (Gemco p= 0,0029 diger tiim gruplarin p degeri:
p<0,0001"dir).
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Sekil 4.28. Panc-1 hiicre hattinda doz uygulamasi sonucu kontrol grubuna kiyasla doz gruplarinda FLT-1
gen ekspresyon degisimi

4.4.4. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

gemsitabin ile kombine halde uygulamasinin VEGF-A gen ekspresyonuna etkileri

Panc-1 hiicre hattinda 24 saatlik GO, AgNP, GO-AgNP dozlariyla ve 72 saatlik
gemsitabin dozuyla muamele sonucunda gruplarin VEGFA gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Kontrole kiyasla gemsitabin (p<0,0001), GO (p<0,0001), GO-AgNP
(p <0,0001) ve gemsitabint GO-AgNP (p <0,0001) gruplarnmn; VEGFA gen
ekspresyonunda downregiile oldugu, diger gruplarda ise anlamli bir farklilik olmadigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.29. Panc-1 hiicre hattinda doz uygulamasi sonucu kontrol grubuna kiyasla doz gruplarinda VEGF-
A gen ekspresyon degisimi

4.4.5. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

gemsitabin ile kombine halde uygulamasinin VEGFR-2 gen ekspresyonuna etkileri

Panc-1 hiicre hattinda 24 saatlik GO, AgNP, GO-AgNP dozlariyla ve 72 saatlik
gemsitabin dozuyla muamele sonucunda gruplarin VEGFR-2 gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Kontrole kiyasla gemsitabin (p=0,0030), GO (p=0,0007), AgNP
(p=0,0024), GO-AgNP (p<0,0001) ve gemsitabin+ GO-AgNP (p <0,0001) gruplarinin;
VEGFR-2 gen ekspresyonunda downregiile oldugu, diger gruplarda ise anlamli bir

farklilik olmadig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.30. Panc-1 hiicre hattinda doz uygulamasi sonucu kontrol grubuna kiyasla doz gruplarinda VEGFR-
2 gen ekspresyon degisimi

4.4.6. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

gemsitabin ile kombine halde uygulamasinin MMP2 gen ekspresyonuna etkileri

Panc-1 hiicre hattinda 24 saatlik GO, AgNP, GO-AgNP dozlariyla ve 72 saatlik
gemsitabin dozuyla muamele sonucunda gruplarin MMP2 gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Kontrole kiyasla gemsitabin (p= 0,0025), gemsitabint GO (p
<0,0001), gemsitabin+GO-AgNP (P<0,0001) gruplarinin; MMP2 gen ekspresyonunda
upregiile oldugu, AgNP(P <0,0001), GO-AgNP (P= 0,0262), gemsitabintGO-AgNP (p

<0,0001) gruplar ise down regiile oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.31. Panc-1 hiicre hattinda doz uygulamasi sonucu kontrol grubuna kiyasla doz gruplarinda MMP2
gen ekspresyon degisimi

4.4.7. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

gemsitabin ile kombine halde uygulamasinin TIMP2 gen ekspresyonuna etkileri

Panc-1 hiicre hattinda 24 saatlik GO, AgNP, GO-AgNP dozlariyla ve 72 saatlik
gemsitabin dozuyla muamele sonucunda gruplarin TIMP2 gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Kontrole kiyasla gemsitabin (p=0,2942), gemsitabint+ AgNP
(p<0,0001) gruplarinin; TIMP2 gen ekspresyonunda upregiile oldugu, gemsitabin+GO
(p=0,0007), AgNP( p<0,0001), GO-AgNP (p<0,0001), gemsitabin+GO-AgNP

(p<0,0001) gruplarinin ise downregiile oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.32. Panc-1 hiicre hattinda doz uygulamasi sonucu kontrol grubuna kiyasla doz gruplarinda TIMP2
gen ekspresyon degisimi

4.5. Panc-1 hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bunlarin

gemsitabin ile kombine halde uygulamasinin protein diizeyine etkileri

Panc-1 hiicre hattina ICso dozu sirasiyla 0.1 uM, 100 pg/mL, 65 pg/mL, 90 pg/mL
olan gemsitabin, grafen oksit, AgNP, GO-AgNP dozlart ve bu nanomalzemelerin
gemsitabin ile kombine halde uygulamasi yapildi. Gemsitabin 72 saat, diger maddeler 24
saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda Ripa Lysis Buffer ve proteaz inhibitér kokteyl
vasitasiyla hiicre icerigi parcalandi ve protein tayini i¢in lizatlar hazirlandi. Lizat
icerigindeki protein miktar1 tayin edildi. Western blot analizi yapildi. ECL Substrat
kullanilarak MMP2 protein bant yogunluklar1 goriintiilendi. Hedef protein olan
MMP2’ler ile birlikte normalizasyon yapabilmek i¢in housekeeping [B-Actin proteini
referans alimmigtir. MMP2 bant yogunluklarinin f-actin bant yogunluklarn ile
normalizasyonu Image Lab programiyla yapildi. Istatiksel analizlerde GraphPad Prism

9.5.1 programi kullanildi.
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Sekil 4.33. Panc-1 hiicre hattinda western blot analizi sonucu protein bant yogunluklarinin gériiniimii

Analiz sonuglarina gore, doz uygulamasi yapilmamis olan kontrol grubuna kiyasla
GO-AgNP ve gemsitabintGO-AgNP grubunun MMP2 protein seviyesinde azalma
mevcuttur. Bu sonug, western blotta elde edilen bantlarla ve RT-PCR ile belirlenen

MMP2 gen ekspresyon seviyesi ile uyumludur.
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Sekil 4.34. Panc-1 hiicre hattinda doz uygulanmas1 sonucu kontrole gore MMP2 protein diizeylerinin

degisimi
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4.6. TARTISMA

Pankreas kanseri, kiiresel baglamda onkolojik hastaliklar grubunda en yaygin
yedinci 6liim nedeni olan ve gittikge artan insidans oraniyla dikkat ¢eken bir tiimor
cesididir (Partyka vd., 2023). Pankreas kanserinin 5 yillik sag kalim orani
degerlendirildiginde %10’luk bir orana sahip olmasi, bu malignitenin ne denli kotii bir
prognozla karakterize oldugunu gostermektedir (Cai vd., 2021). Pankreas duktal
adenokarsinom (PDAC), tiim solid pankreas tiimor vakalarmin %85-95'ini olusturan
pankreas kanserinin en yaygin goriilen histolojik tlirtidiir. Mortalite oran1 oldukga yiiksek
olan bu alt tiirlin, yilda yaklasik 300.000’den daha fazla 6liimde etkisi bulunmaktadir. Bu
durum mevcut tedavilere direng gelistirmesiyle yakindan iliskilidir (Schawkat vd., 2020).
Pankreasin viicut i¢indeki konumunun derin bir lokasyon gostermesi ve erken evrede
karakteristik semptomlar gostermemesi; erken taniy1 gii¢lestirmekte ve buna bagli olarak

mortalite oranini da arttirmaktadir (Bugazia vd., 2024).

PDAC c¢evresindeki yogun desmoplastik stroma ilaca kars1 bariyer olusturarak
kemorezistansa neden olur. Ilag direnci (kemorezistans) tedavi etkinligini diisiirerek kotii
prognozu destekler (Joseph vd., 2024). PDAC i¢in klinikte kullanilan kemoterapilerden
gemsitabine karsi; PDAC nin karakteristik stroma yapisi, diisiik vaskiilarizasyon, hipoksi
vb. nedenlere bagl olarak direng gelismektedir (Koltai vd., 2022). PDAC gibi agresif
yapida seyreden tiimoérlerde tedavi etkinligini arttirmak ve kemorezistansi
engelleyebilmek i¢in nanopartikiil kullanimi gibi yeni terapdtik bakis agilari olarak kabul

gormektedir.

Yesil nanoteknoloji olarak isimlendirilen nanopartikiil sentezi, fiziksel ve
kimyasal yoOntemlere nazaran belirgin avantajlara sahiptir. Bitki materyallerinin
kullanildig1 biyosentez iiriinleri olan nanopargaciklar biyouyumlu, ¢evre dostu ve
endiistriyel anlamda biiytik ilgiye sahip tirlinlerdir. Bu nanoparcaciklarin bitki ziitiinden
gelen kimyasallar ile kaplanabilmeleri, onlarin daha kararli ve daha az toksik iiriin
olusturmalarini saglar (Ashique vd., 2022). Bitkiler, nanopar¢acik olusumunda etkili bir
indirgeyici olarak iglev goriip yapilarin stabilizasyonunu saglarken adeta iskele gorevi
yapmaktadir. Bu siiregte elde edilen sentez iirlinii biyouyumlu 6zellik gostermektedir.
Yesil sentezle elde edilen nanopargaciklarin tasidiklart benzersiz  Ozellikleri;
antibakteriyel, antikanser, antiviral vb. etkiler, tip alaninda yeni terapotik ¢agrisimlar

olusturmaktadir (Adeyemi vd., 2022).
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Literatiirde rapor edilmis birden fazla kullanim alanima sahip ve etkileri genis bir
perspektife yayilan metal nanopartikiiller dikkat ¢ekmektedir. Bu smnifinin bitki aracili
biyosentezi; yiiksek gii¢c tiikketimi gerektirmeden yapilabilmesi ve diger yontemlere
nazaran daha uygun maaliyete Uretilebilmesi, indirgeyici ve kaplayici olarak bitki
Oziitiinii kullanmasiyla metal nanopartikiiller daha hizli ve daha az toksik {liriin olusumunu
saglamaktadir(F. Khan vd., 2022). Segici 6zellikleri sayesinde 6nde gelen metal
nanopartikiiller icerisinde yer alan giimiis nanopartikiiller; kanser, inflamatuar hastaliklar
ve daha birgok alanda etkinlik gosterebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada Catharanthus
roseus bitkisinin yaprak ekstresinden sentezlenen AgNP’lerin; meme kanseri hiicre hatti
olan MDA-MB-231 hiicreleri ilizerinde doz artisina bagli olarak uygulanmasi, bu
hiicrelerde sitotoksik etki gdstermekle beraber ayni zamanda inflamatuar belirte¢ olarak
kabul goren sPLA> enziminin de inhibisyonunu saglayarak otoimmiin dengede 6énemli bir
rol oynamustir. Bu sonuca gore, sentezlenen AgNP’nin meme kanseriyle iligkili

inflamatuar yanitin diizenlenmesinde islev gosterdigi belirlenmistir (Nagarajaiah vd.,
2024).

Laurus nobilis (defne) Lauraceae familyasinda yer alan Giliney Akdeniz bolgesine
0zgii aromatik bir bitki tiiriidiir. Gida sektoriinde baharat olarak kullanimi1 yaygin olsa da,
ilac sektoriinde de ge¢cmisten giinlimiize siiregelen bir¢ok hastalik {izerinde kullanimi
mevcuttur. Geleneksel tip uygulamalarinda defne yapraginin kaynatilmasiyla elde edilen
cay, gastrointestinal rahatsizliklar icin bagirsak ve mide spazm ¢0ziicii, ishale karsi
kullaniminin yani sira romatizmal agrilar, oOksiiriik, astim ve kalp hastaliklar1 gibi
solunum yolu hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde de kullanildig1 bilinmektedir
(Mohammed vd., 2021). Defne yapraklar1 yara iyilestirici, antibakteriyel, analzejik,
antiinflamatuar etkiler igermektedir. Ayrica yapilan ¢calismalarda oksidatif stres, kanser,

diyabet gibi bir¢ok hastalikta da etki gosterdigi belirlenmistir (Jaradat vd., 2023).

Defne 6ziitlinde yer alan fitokimyasallar degerli bilesimleri icermektedir. Yapilan
analizler sonucunda defne Oziitiiniin giiclii antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Ariffin vd., 2025). Literatiirde yer alan ¢alismalar incelendiginde; defne bitki 6ziitiinde
yer alan fenolik bilesikler, flavonoidler ve ugucu yaglarin oksidatif stresi olusturarak
apoptozu tetikledigi ve proliferasyonu baskiladigi sonucuna varilmistir. Bu ¢calismalardan

biri olan Jaradat ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada defne yapraginda yer alan
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ucucu yaglarin MCF-7 (meme), Caco-2 (kolon) ve B16-F1 (melanom) hiicreleri tizerinde

uygulanmasimin sonucunda sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Jaradat vd., 2024).

Rapor edilen verilerin incelenmesi sonucunda, defne bitkisinin zengin iceriginin
AgNP sentezi agisindan indirgeyici ve stabilize edici ajan olarak kullanilmasmm dogru
bir tercih olacagi Ongoriilmiistiir. Calismamizda, nanopartikiiliin hiicre i¢indeki
stabilizasyonunu da arttirabilmek amaciyla grafen oksit ile kompozit yap1
olusturulmasma karar verilmistir. Bu amagla ilk asamada su banyosu igerisinde 60° C’de
yaklasik 2 saatlik inkiibasyon sonucunda sar1 renkli defne ekstrakt1 elde edilmistir. Ikinci
asamada grafen oksitin toz hali sonikatdr cihazinda distile su igerisinde homojen bir
sekilde dagilimi saglanmistir. Ugiincii asamada ise AgNO3 ¢dzeltisi hazirlamistir. Tiim
cozeltiler belli oranlarda birlestirilerek 90° C’de su banyosunda sentez islemi
gergeklestirilmistir. Bu siire¢ esnasinda karisimin renginin kahverengiye dondiigi
gozlemlenmistir. Bitki ekstraktinin giimiis iyonlarmi indirgemesi sonucu (Ag*’dan Ag®a)
olusan nanopartikiiller; ylizey plazmon rezonansi (SPR) ile 15181 absorbe eder ve
yayimmlamaktadir. Bu sayede renk degisimi gozle goriiniir hal almaktadir. Gozlemlemis

oldugumuz renk degisimi literatiirle uyumludur (Asif vd.,2022).

GO-AgNP’lerin etkinligini kiyaslamak amaciyla defne bitki ekstraktindan AgNP
sentezi gerceklestirilmistir. Bu asamada bir onceki sentezden farkli olarak GO
kullanilmamustir. Diger parametreler GO-AgNP sentez parametreleri ile aynidir. Renk
degisimi, kahverengiye kayma seklinde gozlemlenmistir. GO-AgNP’nin renk degisimi
ile kiyaslandiginda, GO’nun siyah renkli yapisindan kaynakli olarak GO-AgNP

cozeltisinin daha koyu bir kahverengi renkte oldugu gézlemlenmistir.

Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyon islemi, literatiirde kabul gérmiis
cesitli analizlerle saglanmistir. AgNP’lerin UV-Visible 6l¢limiinde en yiiksek pik
olusumu 450 nm de gozlemlenmistir. Literatiirde yer alan bilgiye gore, AgNP’lerin SPR
bantlar1 400- 450 nm araliginda gozlemlenmektedir. Khalir ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir calismada E. Spiralis bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin 420-
430 nm’de maksimumum pik verdigi bildirilmistir (Khalir vd., 2020). Baska bir
calismada Vitis vinifera L bitki ekstraktindan sentezlenen AgNP’lerin; maksimum pik
seviyesinin 450 nm de oldugu gozlemlenmistir (Goktiirk vd., 2025.) GO-AgNP’lerin
maksimum pik seviyesi 444 nm’de yer almaktadir. GO-Ag nanokompozit bir ¢alismada,

UV-Vis degerlerinin 450 nm de gdézlemlendigi rapor edilmistir (Kunal vd., 2020).
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Mevcut bulgularimiz, literatiirde yer alan UV-Visible karakterizasyon metodu sonuglari
ile kiyaslandiginda, elde ettigimiz absorbans degerlerinin var olan ¢aligmalarla uyumlu
oldugu, dolayisiyla AgNP ve GO-AgNP olusumunun basarili bir sekilde sentezlendigi

sonucuna varilmistir.

AgNP’lerin kristal yapisi, boyutu ve faz tayinin i¢in yapilan XRD analizinde
38,29°, 44.104°, 64,99° ve 77,132° iliskili olan 20 derece araliklarinda dort kirinim agisi
tespit edilmistir. Bu agilar (111), (200), (220) ve (311) diizlemlerine karsilik gelmektedir
ve AgNP’ler i¢in karakteristik olarak yilizey merkezli kiibik kristal yapmin kirinim
piklerini olusturmaktadir. Kumar ve arkadaslarmin meyve ekstrakti kullanilarak
sentezledigi AgNP’lerin 38,04°, 44,06°, 64.34°, 77,17° acilarinda ve (111), (200), (220)
ve (311) diizlemlerine karsilik gelen 4 adet tepe noktas1 olan pik igerdigi bildirilmistir

(Kumar vd.,2017). Buna gore, ¢alismamizda elde ettigimiz veriler literatiir ile uyumludur.

Calismamizda nanopartikiillerin morfolojik goriiniimleri ve boyutlarini yiiksek
coOziiniirlikte gbzlemlemek ve karakterize etmek amaciyla gerceklestirilen TEM
analizinde, AgNP’lerin 2- 33 nm boyutunda oldugu belirlenmistir. Biswas ve
arkadaslarinin yesil sentez metoduyla sentezledigi AgNP’lerin TEM analiz sonucuna
gore; partikiil boyutlarinin ortalama 2-40 nm boyutlar1 arasinda oldugu gosterilmistir
(Biswas vd.,2018). Benzer sekilde, literatiirde mevcut baska bir ¢calismada, AgNP’lerin
2-40 nm boyutlarinda TEM analiz sonuglar1 rapor edilmistir. Literatiirde yer alan nano
boyutlari, galismamizda elde edilen boyutlar ile benzer 6zellik sergilemektedir (Islam vd.,

2021).

Nanomalzemelerin morfolojisi, sekli ve nano-Olcekli topografyasi hakkinda
verileri elde etmek amaciyla kullanilan FE-SEM analizinde GO-AgNP, AgNP ve GO’nun
yapilart yiiksek c¢oziiniirliikte gozlemlenmistir. AgNP’lerin kiiresele yakin sekilde
gbzlemlendigi bu analizde, GO karakteristik yapist olan yaprak benzeri goriintimleriyle
dikkat ¢ekmistir. Singh ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, biyolojik olarak sentezlenen
AgNP’lerin FE-SEM analiz sonucuna goére 20.6 nm boyutunda ve kiiresel veya kiiresel
sekle yakin sekilde tanimlanan nanopartikiiller oldugu bildirilmistir (Singh vd., 2023).
Literatiirde yer alan bir ¢alismada GO’nun benzersiz yapist FE-SEM ile karakterize
edilmistir. Bu analiz sonucuna gore GO; hidroksil, epoksi ve karboksil gruplar gibi bol

miktarda oksijen iceren fonksiyonel gruplarin varligi nedeniyle ¢alismamizda literatiirde
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yer alan goriiniime benzer sekilde goriintiilenmistir (Saputra vd., 2025). Bu baglamda,

elde edilen verilerimiz literatiir ile Ortiismektedir.

GO-AgNP’lerin FE-SEM goriintiileri incelendiginde, GO’nun katmanli yapisi
tizerinde kompozit olusturan AgNP’lerin oldugu goézlemlenmektedir. Calismamizla
benzer sekilde literatiirde yer alan bir arastirma incelendiginde; FESEM goriintiilerinin,
mevcut verilerimizle uyumlu oldugu belirlenmistir (Truong vd., 2020). Yesil sentezle
elde edilen rtGO—AgNP nanokompozitlerinin EDX analizlerinin yapildig: bir ¢alismada,
Ag, C ve O piki goriilmistir. Element sinyallerinin kompozit esnasinda
fitokimyasallardan dolay1 geldigi belirlenmistir. Calismamizda da EDX analizi esnasinda
gelen C, O, Ag sinyallerinin de defne sulu ekstraktindan kaynaklandigi diigtiniilmektedir.

Bu noktada verilerimiz literatiir ile uyumludur (Kambale vd., 2020).

Tez calismamizda pankreas kanseri hiicre hatti olan Panc-1 ve saglikli hiicre hattt
olan Hek-293 hiicrelerine GO, Laurus nobilis (Defne) bitki ekstraktindan sentezlenen
AgNP, GO-AgNP ve gemsitabin ilaci; artan doz konsantrasyonlarinda uygulanmustir.
Nanomalzemelerin 24 saatlik inkiibasyonu, gemsitabinin ise 72 saatlik inkiibasyonu
sonucunda istatistiksel olarak anlamli ICso dozlari belirlenmistir. % canlilik
degerlendirmeleri neticesinde gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP icin Panc-1 hiicre
hattina ICso dozu sirasiyla 0.1 uM, 100 pg/mL, 65 ug/mL, 90 pg/mL  olarak bulunmus
ve hiicre canliliginda anlamli bir azalma goézlemlenmistir. Hek-293 hiicrelerinde bu
gruplarin siralamasma gore 1Cso dozu sirastyla su sekilde bulunmustur: 2.5 uM, 2.5
pg/mL, 30 pg/mL, 40 pg/mL. Hiicre hatlarinda ICso degerleri kiyaslandiginda,
gemsitabinin Hek-293’e gore Panc-1 hiicrelerinde daha diisiik derisimdeyken etkinlik
gosterdigi  belirlenmistir.  Nanomalzemelerin  etkinligi  hiicre  hatlarna  gore
kiyaslandiginda; 3 nanomalzemenin de Hek-293 hiicre hattinda daha toksik etki biraktigi,
daha diistik derisimlerdeyken hiicre canliligini anlaml sekilde azalttigi belirlenmistir.
Sitotoksisite caligmalarinin analizine gore; AgNP, GO-AgNP ve GO’nun ilag etken

maddesinden ziyade ilag tasiyict sistemlerde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Quercetin ile yesil sentez yontemiyle elde edilen GO-AgNP’lerin GO’ya kiyasla
neoblastoma hiicrelerinde daha yiiksek toksisite gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
calismada LDH salinimi, ROS artis1 ve MMP diizeyinde azalma ile bu toksisite bilgisi
dogrulanmistir (Yuan vd., 2017). 2021 yilinda yapilan baska bir caligmada fetal fibroblast

hiicreleri iizerinde GO-AgNP’lerin artan doza gore hiicre biliylimesini baskiladigi
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belirlenmistir. Doz uygulanmasinin hiicre canliliginda belirgin bir azalisa, ROS artisina,
DNA hipometilasyonuna sebep oldugu belirlenmistir (Yuan vd., 2021). Yesil sentezle
elde edilmis GO-AgNP , saf GO ve saf AgNP’nin J774 tiimor hiicresi ve Balb/c
peritoneal makrofaj hiicreleri listiinde uygulanmasi sonucu sitotoksisite ve ROS iiretimini
degerlendirmeyi amaclayan bir ¢alisma yapilmistir. Sitotoksisitenin degerlendirmesinde;
tiim parametreler igerisinde GO-AgNP grubunun daha gii¢lii bir toksiste gosterdigi, hiicre
canlilifinda belirgin bir azalma bulundugu belirlenmistir. Ayrica 6lgiilen ROS miktarinin
da GO-AgNP grubunda digerlerine kiyasla belirgin sekilde yiiksek oldugu bildirilmistir
(Luna vd., 2016). Yapilan bagka bir ¢calismada rGO—-AgNP, saf GO, saf rGO, saf AgNP
ve GO—AgNP ile MCF-7 kanser hiicreleri iizerinde sitotoksisite ve kok hiicre benzeri
ozellikler acisindan kiyaslanmistir. ICsp dozlari su sekilde bulunmustur: AgNP:
30 pug/mL, GO: 60 pg/mL, GO-AgNP: ~20 pg/mL, rGO—AgNP: ~10 pg/mL. Kok hiicre
genleri olan SOX2, OCT4, NANOG genlerinde anlaml1 diizeyde azalmaya neden olarak
nanomalzemelerin kok hiicreleri hedef aldig1 izlenimini olusturmustur (Vimalanathan

vd.,2025).

Yesil sentez yontemiyle elde edilen AgNP’ler 6zellikle son donemde pek c¢ok
antikanser ¢alismanin odagi haline gelmistir. AgNP’ler kanser hiicrelerine
uygulandiginda, bu hiicrelerde ROS iiretimini indiikleyerek mitokondrinin
disfonksiyonuna neden olmaktadir. Bu olay hiicrenin apoptoza girisini tetiklemektedir.
Jeyaraj ve arkadaglarinin MCF-7 hiicrelerinde yesil sentezle elde edilen AgNP’leri
uygulamasi sonucunda, bu hiicrelerde apoptoz siirecinin hizlandig1 ve buna baglh olarak
da antikanser etki gosterdigi bildirilmistir (Jeyaraj vd.,2013). Benzer bir
calisma Euphorbia retusa bitkisi kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin MCF-7 hiicre hatti
iizerinde uygulanmasidir. Bu ¢alismada sentez kisminda farkli bir bitki kullanilsa da
sitotoksik etkinin ROS iiretimine bagl olarak gerceklestigi gosterilmektedir (Al-Asiri
vd., 2024). Zhen ve arkadaglarinin yaptig1 calismada Ginkgo biloba yaprak Ozitii
kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin HeLa ve SiHa hiicrelerinde ROS iiretimini arttirarak
mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu, sitokrom C salinimii tetikledigi, kanserde
ekspresyon diizeyi artan Bcl-2 geninin seviyesini asagi yonde etkiledigi, bunun zitti
olarak Bax geni ekspresyon seviyesini yukari yonde etkiledigi analiz edilmistir. Bcl-2 ve
Bax geninin homeostazi apoptozla iliskili oldugu i¢in, bu doz uygulamasi sonrasi
hiicrelerin apoptoza gocii saglanmistir. Kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonu saglanarak

antikanser etkileri agiga ¢ikarilmistir (Xu vd., 2020). Benzer sekilde Nepeta bracteata



82

Benth ¢igegi 0ziitli kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin SK-BR-3 meme kanseri
hiicreleri {izerinde uygulanmasi sonucu proapoptotik bir gen olan Bakl geninin ifade
diizeyini artirdig1, antiapoptotik bir gen olan Bcl-x geninin ifade diizeyini diislirdiigii;
kaspaz-3 aktivasyonunu tetikleyerek apoptoz yolunu aktive ettigi sonucuna varilmistir
(Xiong vd., 2024). Genel olarak yapilan calismalarda ROS iiretimi, ila¢ direncinin
azaltilmasi, VEGF kaynakli anjiyogenez siirecinin inhibisyonunu etkilemesi, apoptoz,
otofaji vb bir¢ok fizyolojik siire¢ tizerinden yesil sentezli AgNP’lerin antikanser etkileri

teyit edilmistir (Arshad vd., 2024).

Grafen oksit (GO) genis yiizey alanina sahip olmasi, yapisinda fonksiyonel
gruplar1 barindirmasi ve bu sayede yiizeylerinin modifiye edilebilir 6zellik gostermesi
nedeniyle son donemde kanser alaninda yapilan bir¢ok aragtirmada kullanilmistir.
Braham ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada GO—klorokin (GO—Chl) nanokonjugatlarinin
A549 insan akciger kanseri hiicrelerinde uygulanmasi sonucu DNA hasarma yol agtigi,
p62/SQSTM1 birikimine baglh olarak otofajik akisin bozuldugu ve bu durumun hiicreleri
nekroptotik 6liime gotiirdiigii bildirilmistir (Arya vd., 2025). Baska bir calisma MG-63
ve K7M2 osteosarkom hiicre hatlarinda GO uygulanmasiyla yapilmis olup bu
uygulamanin otofaji markerlar1 olan LC3-I/Il ve beclin-1 ‘de anlamli bir degisim
olusturdugu ek olarak apoptoza gegis siirecini temsil eden BAX/Bcl-2 oranini artirdigi
belirlenmistir (Tang vd., 2018). Diger bir c¢alismada CeO.—Ag/GO kompozit
nanopartikiiller kolorektal kanser hiicre hattina uygulanmis ve anjiyogenez ve apoptoz
stireclerinde gorevli genlerin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Apoptozu aktive eden
genlerin seviyesinde artiga, anjiyogenezde gorev alan genlerin seviyelerinde ise anlamli

bir diislise neden olarak proliferasyonu baskiladig: bildirilmistir (Tamtaji vd., 2024).

Genel anlamda GO tabanli malzemeler, genis ylizey alanlar1 sayesinde yiiksek ilag¢
ylkleme kapasitesi gostermektedir. Bunun yani sira pH-duyarl sistemler olmalari, hiicre
ici ila¢ tasima sistemlerinde kullanilabilirlikleri agisindan 6nemli bir bulgudur. NIR
emilimi  vasitastyla fototermal terapi uygulamalarina elverigli olmalar1 ve
biyogoriintiileme yetileri sayesinde hem antikanser etki saglarken hem de kanser
aragtirmalarinda  ilag  tastyic1  sistem olarak  potansiyel materyal olarak

degerlendirilebilmektedirler (Liu vd., 2021).

Calismamizda anjiyogenez, EMT, apoptoz ve ila¢ direncinde etki gosterdigi

bilinen kanser genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR analizi ile incelenmistir. Panc-1
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hiicre hattinda gemsitabin, GO, AgNP, GO-AgNP ve bu nanomateryallerin gemsitabin
ile kombine hali MTT testi ile belirlenen ICso dozlarinda uygulanmustir. Inkiibasyon
sliresi tamamlanan hiicrelerden RNA materyalleri izole edilmistir. RT-PCR deneyinde
kullanilmak {izere RNA 0Orneklerinden cDNA sentezi gerceklestirilmistir. RT-PCR
metodu; her bir doz grubu i¢in 4 tekrarli olacak sekilde uygulanmis ve elde edilen CT
verileri 2-AACt normalizasyon yontemiyle analiz edilmistir. Kontrole gére hedef genlerin
ekspresyon diizeyleri B-Actin housekeeping genine gore hesaplanmis ve Graphpad Prism
programi kullanilarak istatistiksel analizler yapilmis ve grafige dokiilmiistir. MMP2,
TIMP2, Bcl-2, Bax, FLT-1 (VEGFR-1), VEGFA, VEGFR-2 genlerinin mRNA

diizeyindeki degisiklikleri incelenmistir.

Programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz siirecinin diizenleyici
proteinlerinden olan Bax (Bcl-2 iliskili X protein), normal sartlarda sitoplazma icerisinde
inaktif olarak yer alirken, hiicrede gerceklesen stres kosullarinda aktif formuna doniiserek
mitokondriyal dis zar iizerindeki gecirgenligin diizeyini arttirarak sitokrom ¢
molekiiliiniin salimimimi saglamaktadir. Bu salinim, apoptozun baslamasini tetikledigi
icin, Bax proapoptotik proteinler arasinda siniflandirilmaktadir. Sitokrom ¢ molekiiliiniin
mitokondriden sitoplazmaya gecisi, kaspazlar iizerinde etkili olarak bir kaskadi olusturur
ve bu sayede programli hiicre 6liimii baglamaktadir (Czabotar vd., 2014). Calismamizda,
gemsitabin uygulanan grupta Bax geni acgisindan kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
degisiklik gdozlemlenmemistir. Bu noktada Panc-1 hiicreleri tizerindeki kemoterapi rejimi
etkinligini; apoptoz siireci lizerinden olusturmadigi sonucu diistintilmektedir. Literatiirde
pankreas kanseri lizerinde yapilan caligmalar incelendiginde, BXPC-3 hiicre hattinda
gemsitabin uygulamasmin Bax gen ekspresyonunu azaltirken Bcl-2 gen ekspresyonunu
ise arttirdig1 bildirilmistir (Wang vd., 2015). Bu noktada, gemsitabin rejimi pankreas
kanseri i¢in standart tedavi olarak uygulanmis olunsada, hiicre tiirlerine gore farkli
yanitlar gostermektedir. Calismamizda gemsitabin uygulamasi gen ifadesinde anlamli bir
farklilik olusturmazken, Wang ve arkadaglarmin yapmis oldugu ¢alismada gemsitabin

antiapoptotik bir etki birakmistir.

Bax gen ekspresyonunu inceledigimiz GO, GemsitabintGO, ve AgNP
gruplarinda  kontrole kiyasla ekspresyon seviyelerinin downregiile oldugu
gozlemlenmigtir. Bahsi gecen doz gruplart Panc-1 hiicrelerinde apoptozu Bax geni

lizerinden baskilayabilmektedir.  Literatiirde grafen oksit uygulanarak Bax gen
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ekspresyonunun degerlendirildigi bir calismada, HepG2 hepatoselliiler kanser hiicreleri
iizerinde doza ve siireye bagli GO uygulamasmin Bax gen ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir (Loutfy vd., 2017). GO’nun Bax gen ekspresyonu iizerindeki etkilerinin
arastirildig1 baska bir calismada benzer sonuglara ulagilmigtir. HT-29, HeLa ve MCF-
7 hiicreleri iizerinde doz uygulamasi sonucunda bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9 seviyelerini
upregiile ettigi; dolayisiyla apoptozun aktive edildigi sonucu ¢ikarilmistir (Hatshan vd.,
2023). Literatiirde yer alan mesane kanseri hiicreleri tizerinde AgNP uygulamasinin Bax
gen ekspresyonuna etkisinin arastirildigi bir caligmada, bu genin seviyesinde anlamli bir
upregiilasyon oldugu bildirilmistir. Antiapoptotik Bcl-2 gen ekspresyon seviyesi ise
downregiile oldugu gozlemlenerek bu hiicre hattinda AgNP doz uygulamasinin zamana
ve doza bagl olarak apoptozu aktive ettigi diisiiniilmektedir (Sajedeh vd.,2022).
Calisgmamizda diger gruplarin aksine, GO-AgNP, ve ozellikle Gemsitabin+GO-AgNP
gruplarmda Bax gen ekspresyonunun anlamli sekilde arttigi gozlemlenmektedir. Bu
sonuca gore, sentezledigimiz GO-AgNP’lerin proapoptotik yolagi Bax geni {izerinden
aktive edilebilmektedir. Diger taraftan; gemsitabin ile kombine halde hiicrelere
uygulandig1 anda, sinerjistik bir etki olusturarak bu genin ekspresyon seviyesini daha
belirgin bir sekilde arttirdigi ve hiicrelerin apoptoza goclinde etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Literatiire bakildiginda over kanseri lizerinde yapilan bir ¢aligmada
rGO-Ag bilesiklerinin hiicreye uygulanmasi sonucunda Bax geninin ekspresyon
seviyesini arttirdig1r sonucu, mevcut ¢alismamizda elde ettigimiz verilerle uyumludur

(Hatshan vd., 2018).

GO-AgNP’nin caligmamizda da oldugu gibi kemoterapi ile kombine halde
verildigi bir calismada; kemoterapi rejimi olarak sisplatin rGO—-AgNP ile birlikte HeLa
hiicreleri iizerinde uygulanmig ve icerisinde Bax geninin de yer aldigi birgok pro-

apoptotik genin ekspresyon seviyesinde artigin oldugu bildirilmistir (Thapa vd., 2017)

Tim bu veriler incelendiginde sentezledigimiz nanomalzemelerin sistematik
tedavi rejimleriyle kombine halde uygun doz ve siirelerde uygulanmasiyla Bax geni

iizerinden apoptotik siireci ve yaniti arttirdig1 sonucuna vartlmistir.

Bcl-2 apoptotik yolagin intrinsik kisminda rol alan ve antiapoptotik iglev gosteren
proteinlerdendir. Bax proteinin aksine Bcl-2, mitokondri zar gegirgenligini azaltarak zar
biitiinliglinli aktive eder. Bu sayede sitokrom c salinimi durdurularak kaskad zincirinin

olusumu, dolayistyla apoptotik hiicre 6liimii engellenmis olmaktadir. Kanser hiicrelerinde
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Bax seviyesinin azalip Bcl-2 seviyesinin artmasi, apoptozun baskilanmasi ve buna baglh
olarak dolayli yoldan kemorezistans olusumu ile iliskilidir (Youle vd., 2008).
Caligmamizda gemsitabin ve GO uygulanan gruplarda; Bcl-2 gen ekspresyon seviyesi
incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.
AgNP grubunda da kontrole gore anlamli bir degisiklik yokken, Gemsitabin+GO ve
GemsitabintAgNP gruplarinda Bcl-2 ekspresyon seviyesi anlamli diizeyde upregiile
olmustur. Literatiirde yer alan bir calismada; meme kanseri iizerinde gemsitabin-AgNP
uygulamasinin, ¢aligma bulgularimiza kiyasla Bcl-2 gen ekspresyonunu downregiile
ettigi rapor edilmistir (Karuppaiah vd., 2019). Literatiirde yer alan diger ¢alismalar
incelendiginde Bcl-2 ekspresyonunun downregiile edildigi goriilmektedir. Fakat bu
calismalar A2780, HeLa, MCF-7 gibi hiicre gruplarinda yapilmistir, ekspresyon
seviyesindeki farklilik hiicre tiirii farklilifindan kaynaklaniyor olabilmektedir. Bunun
yani sira ila¢ izoformlarindan kaynaklanan farklilik veya nanomateryallerin spesifik
karakteristik 6zelliklerinin de etkiliyor olabilecegi diistiniilmektedir.  Diger doz
gruplarimiz olan GO+AgNP ve GemsitabintGO-AgNP’de Bcl-2 gen ekspresyon
seviyesi anlamli bi¢imde downregiile olmustur. Bu bulgular literatiirle
karsilastirildiginda, grafen oksit nanokatmanlarinin etkinliginin arastirildig: bir galismada
yer alan verilerde Bcl-2 seviyesinde azalma, Bax seviyesinde ise artma gézlemlenmistir.
Bu bilgi, yapmis oldugumuz calismamizin GO-AgNP grubuna ait Bax ve Bcl-2 gen
ekspresyon seviyelerine ait verilerle uyumludur (Hatshan vd., 2023). Tamtaji ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada da benzer sekilde kombinasyon dozlarin sinerjistik etki
gostererek kolorektal kanser hiicrelerinde Bcl-2 seviyelerini downregiile ettigi

bildirilmistir (Tamtaji vd., 2024).

Anjiyogenez, tiim hiicre tiirlerinde damar olusumundan sorumlu 6nemli bir
fizyolojik siirectir. Bu siiregte yer alan genler arasinda VEGFA ve reseptorleri yer
almaktadir. Bu genler, hiicre stres kosullarinda seviyesi arttirarak anjiyogenez siirecini
tetikleyen bir fonksiyon gdstermektedirler. Kanserde bu genlerin ekspresyon diizeyleri
normale kiyasla asir1 diizeydedir ve bu da kanser hiicrelerinin metastazinda, dolayli olarak
da kemorezistansinda destekleyici niteliktedir (Ferrara vd., 2004). Calismamizda Panc-
1 hiicrelerinde gemsitabin, GO, GO-AgNP, gemsitabin+GO-AgNP gruplarinda VEGFA
gen seviyesi anlamli sekilde downregiile olmustur. Diger gruplarda ise kontrole kiyasla
anlamli bir degisim bulunmamistir. Kuwahara ve arkadaslarinin pankreas kanseri

hiicrelerinde gemsitabin uygulamasinin  VEGF gen seviyesini downregiile ettigi
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bildirilmistir (Kuwahara vd., 2004) GO temelli bir caligmada ise GO molekiillerinin
VEGF’e baglanarak islevini inhibe ettigi ve buna bagli olarak antianjiyonik etki
gosterdigi bulgusuna ulasilmistir (Lai vd., 2016) Literatirde kompozit yapilarin
kullanildig: bir ¢calismada rGO/Ag nanokompozit malzemeleri epidermis hiicrelerinde in
vitro olarak calisilmis ve VEGF reseptoriinii inhibe ederek anjiyogenez siirecini

baskiladig1 gosterilmistir ( Zielinska-Gorska vd., 2022).

Anjiyogenez siirecinde rol alan VEGFR-2 seviyesi; gemsitabin, GO, AgNP, GO-
AgNP, gemsitabintGO-AgNP doz gruplarinda anlaml diizeyde downregiile olmustur.
Bu bulgular literatiirdeki ¢alismalarla karsilastirildiginda, uyumlu oldugu saptanmistir.
Tek basma gemsitabin uygulamasinin arastirildigr bir ¢alismada HUVEC hiicreleri
lizerinde gemcitabin doz uygulamasinin, VEGFR-2 mRNA ve protein seviyesinde
anlamhi bir downregiilasyona neden olmustur (Gunji vd.,2023). Pankreas kanserinde
yapilan bir ¢alismada gemsitabin kombine halde VEGFR inhibitoriiyle birlikte hiicrelere
uygulanmis olup bunun sonucunda VEGFR-2 seviyelerinde anlamli bir diisiis oldugu
belirlenmistir (Yokoi vd., 2006). GO-AgNP’lerin insan noroblastoma kanser hiicreleri
lizerinde uygulanmasi, VEGF/VEGF-R yolagin1 dolayli yoldan inhibe ederek
anjiyogenezi baskiladigi ve antikanser etki gdsterdigi belirlenmistir (Yuan vd., 2017).
Calismamizdaki VEGFR-2 bulgulari, kapsamli olarak degerlendirildiginde tek basina
gemsitabin uygulamasinin, Panc-1 hiicre hatti {lizerinde VEGFR-2 ekspresyonunu
baskiladigi, gemsitabin ile kombine halde verilen nanomateryalleri iceren gruplarda ise

bu baskilama diizeyinin arttig1 gdzlemlenmektedir.

FLT-1 geni, ¢alismamizda yer alan tiim gruplarda kontrole kiyasla anlaml
diizeyde azalmistir. Bu azalmanm anlamlilik diizeyi, gemsitabin+ GO-AgNP grubunda
daha belirgin diizeydedir. Gemsitabin, tek basma kullanildiginda anjiyogenezde yer alan
genler tlizerinde downregiilasyon gosterirken nanomalzemelerin uygulandigi grupta bu
etki daha yiiksektir. Kemoterapi ile nanomateryalin kombine halde verildigi gruplarda
sinerjistik etki seviyesi daha giigliidiir. Bulgularimizin literatiirde yer alan ¢aligmalarla

karsilastirildiginda uyumlu oldugu belirlenmistir.

Calismamizda kontrole gore farkli doz gruplarmin MMP2 gen ekspresyonu
iizerindeki etkisi analiz edilerek kanser hiicrelerinde invazyon kapasitesinin
yorumlanmasi saglanmistir. Sonug verilerine gore gemsitabin grubunun kontrol grubuna

kiyaslandiginda ekspresyon seviyesinde anlamli derecede artis gozlemlendigi
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belirlenmistir. Bu sonu¢ kemoterapinin ekstraselliiller matriks yikimini indiikleyerek
kanser hiicrelerinde invazyon yetenegini arttirabildigi seklinde yorumlanabilir. GO
grubunda, kontrol grubuna kiyasla anlaml1 bir farklilik saptanmamustir. Gemsitabin+GO
ve GemsitabintAgNP grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis mevcuttur. Bu
gruplardaki ifade artisi, mevcut kombinasyonlarm hiicrelerde invaziv fenotip olusumunda
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde yer alan ¢alismalar incelendiginde;
pankreas kanserinde gemsitabin uygulamasinin MMP-2,9 diizeylerinde yiikselmeye
neden oldugu goriilmektedir (Bloomston vd., 2002). Bu artisin hiicrelerde ilaca karsi
olusturulan direngle iliskili olabilecegi diistiniilebilir. AgNP grubunu kontrole kiyasla
analiz edildiginde, MMP2 ekspresyon seviyesini anlamli derecede azalttig1 bulunmustur.
GO-AgNP grubunun MMP2 seviyesinde kontrole kiyasla azalma mevcutken
GemsitabintGO-AgNP grubunun ekspresyon seviyesindeki sinerjistik etkinin daha
anlamli diizeyde downregiile oldugu goriilmektedir. Literatiirde yer alan bir ¢calismada;
rediiklenmis grafen oksit nanokompozitlerinin JNK/SMAD4/MMP2 sinyal yolu
tizerinden MMP2 ekspresyonunu baskiladigi bildirilmistir. Bu sonug, ¢alismamizda yer
alan GO-AgNP grubuna ait MMP2 gen diizeyinin verileriyle uyumludur (Kim vd., 2023).
GO temelli nanoyapilarin, anti MMP yanitlar olusturarak EMT siirecini baskilayabilecegi

diistiniilmektedir.

MMP2’nin dogal inhibitorii olan TIMP2; MMP2’nin aktivitesini diizenleyerek
EMT homeostazinin saglamaktadir. Gemsitabin+AgNP grubunda gézlemlenen anlamli
diizeydeki artig, uygulanan dozun ECM yapisini stabilize edici etki gdsterdigini; buna
bagli olarak antiinvazyon gerceklestigi diistinlilmektedir. Literatiirde yer alan
calismalarla kiyaslandiginda, bu doz grubuna ait elde edilen gen ekspresyon sonucu
uyumludur. Ote yandan, diger doz gruplarinda TIMP2 gen ekspresyon diizeyinin
downregiile olmasi, literatlirde yer alan ¢calismalarla uyumludur. Peeney ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismada TIMP2'nin kanserdeki roliiniin hem tiimor baskilayict hem de
daha az 6lgiide tiimor promotor islevlerinde celigkili verilerinin bulundugu bildirilmistir.
Normal kosullarda kararli bir yapiya sahip olmasma ragmen son yapilan ¢aligmalarda
TIMP2’nin  TIMP2'nin hiicre stresine bagli bir gen {iriinii oldugunu ve biyolojik
aktivitesinin hiicre dig1 translasyon sonras1 modifikasyonlar tarafindan belirlenebilecegini

saptanmistir (Peeney vd., 2022).
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Calismamizda yer alan gruplarin MMP2 protein diizeylerinin analiz edildigi western blot
caligmasma gore kontrol grubuna kiyasla GO-AgNP ve gemsitabint+GO-AgNP
gruplarmda MMP2 protein seviyesinde azalma mevcuttur. MMP2 protein seviyesi
azalmanm; bu maddelerin EMT’yi baskilayarak anti-metastatik etkiye sahip
olabilecegine isaret etmektedir. Elde edilen sonug, proteinlere ait bantlarla ve RT-PCR
ile belirlenen MMP2 gen ekspresyon seviyesi ile uyumludur. GO-AgNP, tek basina
uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla MMP2 protein seviyesinde azalma etkisi
gosterirken; gemsitabin ile kombine halde uygulandiginda, sinerjistik bir etki olusturarak

MMP?2 protein diizeyini belirgin sekilde azalttig1 gosterilmistir.



&9

5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Sonu¢ olarak of Laurus nobilis (defne) bitkisinin stigma boliimlerinden elde
edilen ekstraktin igeriginde yer alan ¢esitli indirgeyici gruplar araciligiyla Ag+ iyonlar
indirgenerek AgNP sentezinin gerceklestirilmistir. Bu esnada; nanopartikiiliin
stabilizasyonunu arttirma potansiyelindeki GO ile kompozit yap1 saglanmistir. Hiicre doz
uygulamasi i¢in yiliksek verimde elde edilen GO-AgNP, AgNP sentezinde bir diger grup
olarak tek basmma GO eklenmistir. Pankreas kanserinin rutinde kullanilan en yaygin
kemoteropotik ajani olan gemsitabin, bu gruplara entegre edilerek yeni alt gruplar
olusturulmus ve bu sayede kemoterapi ile birlikte nanomateryallerin sinerjistik etkileri
test edilmistir. Pankreas kanseri hiicre hatt1 Panc1ve saglikli/normal hiicre hatti Hek-293
hiicrelerinde doz gruplar1 uygulanarak in vitro sitotoksite testine tabi tutulmustur. Bu test
sonucunda elde edilen verilere gére GO, Hek-293 hiicrelerinde Panc1 hiicrelerine oranla
daha toksik bir etki gostermektedir. Buna bagli olarak GO-AgNP’nin de toksisitesi
yiiksektir. Sonraki basamakta ise Pancl hiicrelerinde belirlenen I1Cso doz degerlerinin
uygulamasi sonucunda hiicrelerin RNA materyali elde edilmis, RT-PCR siirecinde
kullanilmak tizere cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Hedef genlerin seviyelerinin analiz
edilebilmesi maksadiyla RT-PCR metodu uygulanmis ve anjiyogenez, apoptoz, EMT,
ilag direnci gibi fizyolojik siirecler hakkinda yorum yapilmistir. Anti-apoptotik genlerden
Bcl-2, anjiyogenez gen ve reseptorlerinden VEGFA, VEGFR-2, FLT-1 genlerinin
seviyelerini istatistiksel olarak anlaml bir sekilde asag1 yonde etkiledigi, pro-apoptotik
genlerden olan Bax genin ifadesini yukar1 yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. Tim
veriler analiz edildiginde, pankreas kanserinin standart tedavi rejimlerinden olan
kemoterapinin GO-AgNP ile kombine halde uygulanmasi sonucunda, diger gruplara
oranla antikanser etki bakimindan daha pozitif sonuglari verdigi goriilmektedir. Pankreas
kanserinin karakteristik desmoplazmik tiimoér mikrogevresi, ilaca karsi bariyer
olusturarak ila¢ direncine neden olmaktadir. Bu da tedavi etkinligini diisiirerek metastaz
olusumunu saglamaktadir. Dolayisiyla pankreas kanserli hastalarin sag kalim verileri
ontindeki en 6nemli handikap, ilag direncinden kaynaklanmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda,
mevcut sorunun lizerine yogunlasilarak yesil sentezle elde edilen ve GO ile stabilizasyonu
arttirilan GO-AgNP ‘lerin kemoterapi ile birlikte pankreas kanserinde sinerjistik etkisi

arastirllmistir. Bu etki apoptoz, anjiyogenez, EMT gibi kanserin énemli parametrelerini
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iceren genler lizerinde degerlendirme yapilarak analiz edilmistir. Gemsitabin+ GO-AgNP
grubunda, apoptozu indiikleyen genlerin seviyelerindeki artisa karsi, anjiyogenez ve
EMT siirecini etkileyen genlerin seviyesindeki azalisin pankreas kanseri 6zelinde pozitif

yonde bulgular elde etmemizi saglamistir.
5.2 Oneriler

Literatiirde verilen mevcut ¢aligmalar incelendiginde, pankreas kanserinde GO-
AgNP’nin arastiritlmadigi asikardir. Calismamizda elde edilen bulgulara gore, GO-AgNP
pankreas kanser hiicrelerinde toksik etki gdstermesine ek olarak saglikli hiicre hattinda
daha diisiik doz seviyesinde toksik etki gostermesi, bu malzemenin dogrudan ilag etken
maddesi olarak kullanimindan ziyade; ila¢ tasiyici sistem olarak kullanilabilecegi
diisiincesini akla getirmektedir. Bagka bir alternatif ise; sentezlenen GO-AgNP’nin PEG,
hyaliironik asit benzeri biyouyumlulugu arttiran yapilarla kaplanarak hiicre icerisine
verilebilecegi yoniindedir. Bu sayede, GO ile hiicre igerisindeki stabilitesi artan

AgNP’nin biyouyumlulugunun da saglanabilecegi diisiiniilebilir.
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