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Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), en agresif ve o6liimciil kati tiimorler arasinda yer
almaktadir ve kansere bagli dliimlerin dordiincii 6nde gelen nedeni oldugu bilinmektedir. Pankreas
kanserinde erken belirti olmadig1 ve her iki cinsiyette de ileri yaslarda teshis edilebildigi i¢in yillar gegtikce
sagkalim orani diismektedir. Pankreas kanseri tedavisinde gegtigimiz yiizyilda cerrahi tekniklerin
iyilestirilmesi, adjuvan ve neoadjuvan tedavilerdeki gelismeler dahil olmak iizere dikkate deger ilerlemeler
kaydedilmistir. Fakat pankreas kanseri insidansi kiiresel olarak artmaktadir ve 6liimciil bir hastalik olmaya
devam etmektedir. Bundan dolayi ilerlemis pankreas kanseri kati tiimorlerini tedavi edebilmek igin yeni
terap6tik ajanlarin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Yesil sentez aracili giimiis nanopartikiillerin
(AgNP), yakinda insanlarda pankreas kanserini tedavi etmek i¢in yeni kemoterapdotik takviyeler veya ilaglar
olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir. Nanopartikiiller, biyouyumlu olduklar1 ve genis bir yiizey alanina
sahip olduklar1 i¢in gesitli hastaliklar i¢in etkili tekniklerin gelistirilmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
Ozellikle bitki bazli nanopartikiiller, antibakteriyel aktivite, antikanser ve antiviral aktivite sergiledigi icin
terapotik ilaglar dahil olmak iizere tipta yaygin olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Nanopartikiillerin
biyolojik olarak sentezi, bitki 6zlerinin ve fizyolojik olarak aktif biyomolekiillerin her yerde bulunabilmesi
nedeniyle kimyasal ilaglarin kullanimina gore ¢ok daha giivenilir bir yaklasim oldugunu gdstermektedir.
Diger nanopartikiillere oranla daha diisiik maliyetli olan giimiis nanopartikiiller son yillarda, pankreas ve
cesitli kanserleri tedavi etmek i¢in modern kemoterapétik ilaglar olarak kullanilmistir. Bu gergevede
yapilacak olan ¢alismalar pankreas kanseri tedavisine biiyiik 6l¢lide katk: saglayacaktir.

Bu tez ¢alismasinda konvansiyonel yontemlerden farkli olarak mikrodalga aracili yontem ile
Crocus sativus (Safran) stigma kisminin ekstrakti kullanilarak biyolojik olarak giimiis nanopartikiil sentezi
gergeklestirilmistir. Biyolojik olarak sentezlenen AgNP ve ticari olarak satin alman kimyasal AgNP’ler
UV-Vis, TEM, FESEM-EDX, FTIR, XRD, DLS ve Zeta potansiyel yontemleri ile karakterize edilmistir.
Panc-1 insan pankreas kanseri ve HEK293 hiicreleri artan konsantrasyonlarda biyolojik olarak sentezlenen
AgNP, ticari olarak satin alinan kimyasal AgNP ve Crocus sativus (Safran) stigma kisminin ekstrakti ile
24 saat boyunca muamele edilmisgtir. PANC-1 insan pankreas kanseri ve HEK293 normal hiicre hatlart
tizerindeki sitotoksik etkileri -4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile
belirlenmistir. MTT testi ile 1Cso dozu belirlendikten HIF1 transkripsiyon faktorli ve invazyon, metastaz,
anjiyogenez, glikoz metabolizmast ile ilgili hedef genleri olan VEGFA, FLT-1, GLUT1, Bcl-2 ve pro-
apoptotik Bax genlerinde mRNA seviyesindeki degisiklikler qRT-PCR ile incelenmigtir. MTT testi
sonucunda hiicre proliferasyonunda doza bagl olarak azalma, gRT-PCR sonucunda HIF-1 ve onun hedef
genleri olan VEGFA, FLT-1, GLUT1, Bcl-2 gen ekspresyonlarinda anlamli bir gsekilde azalma ve Bax
geninde anlamli bir sekilde artig tespit edilmistir.



Bu calismada gergeklestirilen sentez, ucuz, tek adimda gerceklesen ve ¢evre dostu bir yontem
oldugundan dolay: bitki aracili sentez yaklasimlarimin AgNP’leri sentezlemek ic¢in daha giivenilir ve
ekonomik bir yol oldugu tespit edilmistir. Caligma sonucunda tiim veriler degerlendirildiginde biyolojik
olarak sentezlenen AgNP'lerin normal HEK293 hiicrelerine kimyasal AgNP'lerden daha az toksik etki
gostermeleri nedeniyle daha giivenli olduklar1 belirlenmistir. Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’ler, timor
ilerlemesinin agresifligini ve siddetini artiran hipoksi durumunda aktive olan HIF1 sinyal yolag: {izerinde
etkili sonuglar sergiledigi i¢in pankreas kanserinde radyasyon ve kemoterapi tedavilerine direng gibi
mevcut kanser tedavisinin eksikliklerini gideren umut verici bir antikanser ilaci olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser aktivite, Crocus sativus (Safran), Giimiis nanopartikiil
(AgNP), Hipoksi, Mikrodalga aracili biyolojik sentez, Pankreatik duktal adenokarsinom
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Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive and lethal solid tumors
and is the fourth leading cause of cancer-related deaths. Since pancreatic cancer has no early symptoms and
can be diagnosed at an advanced age in both sexes, the survival rate decreases over the years. There have
been remarkable advances in the treatment of pancreatic cancer over the past century, including
improvements in surgical techniques and advances in adjuvant and neoadjuvant therapies. However, the
incidence of pancreatic cancer is increasing globally and remains a fatal disease. Therefore, there is a need
to develop new therapeutic agents to treat advanced pancreatic cancer solid tumors. It is envisaged that
green synthesis-mediated silver nanoparticles (AgNPs) may soon be used as novel chemotherapeutic
supplements or drugs to treat pancreatic cancer in humans. Nanoparticles play a critical role in the
development of effective techniques for various diseases, as they are biocompatible and have a large surface
area. In particular, plant-based nanoparticles have the potential to be widely used in medicine, including
therapeutic drugs, as they exhibit antibacterial activity, anticancer and antiviral activity. The biological
synthesis of nanoparticles shows that it is a much more reliable approach than the use of chemical drugs
due to the ubiquitous availability of plant extracts and physiologically active biomolecules. Silver
nanoparticles, which have lower cost compared to other nanoparticles, have been used as modern
chemotherapeutic drugs to treat pancreatic and various cancers in recent years. The studies to be carried
out in this framework will greatly contribute to the treatment of pancreatic cancer.

In this thesis study, unlike conventional methods, biological synthesis of silver nanoparticles was
carried out using microwave-mediated method extract of Crocus sativus (Saffron) stigma part. Biologically
synthesised AgNPs and commercially purchased chemical AgNPs were characterised by UV-Vis, TEM,
FESEM-EDX, FTIR, XRD, DLS and Zeta potential methods. PANC-1 human pancreatic cancer and
HEK293 cells were treated with increasing concentrations of biologically synthesised AgNP, commercially
available chemical AgNP and Crocus sativus (saffron) stigma extract for 24 hours. The cytotoxic effects
on Panc-1 human pancreatic cancer and HEK293 normal cell lines were determined by -4,5-dimethyl-
thiazolyl-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test. After the ICso dose was determined by MTT test,
changes in mRNA levels of HIF1 transcription factor and VEGFA, FLT-1, GLUT1, Bcl-2 and pro-
apoptotic Bax genes, which are target genes related to invasion, metastasis, angiogenesis and glucose
metabolism, were analysed by qRT-PCR. As a result of MTT assay, a dose-dependent decrease in cell

Vi



proliferation, a significant decrease in HIF-1 and its target genes VEGFA, FLT-1, GLUTL1, Bcl-2 gene
expressions and a significant increase in Bax gene were detected by qRT-PCR.

Since the synthesis carried out in this study is a cheap, one-step and environmentally friendly
method, it was determined that plant-mediated synthesis approaches are a rather reliable and economical
way to synthesise AgNPs. The results of the study showed that biologically synthesised AgNPs are safer
than chemical AgNPs because they have less toxic effects on normal HEK293 cells. Biologically
synthesised AgNPs may be a promising anticancer drug that overcomes the shortcomings of current cancer
therapy, such as resistance to radiation and chemotherapy treatments in pancreatic cancer, as it exhibits
effective results on the HIF1 signalling pathway, which is activated in the event of hypoxia that increases
the aggressiveness and severity of tumour progression.

Keywords: Anticancer activity, Crocus sativus (Saffron), Silver nanoparticle (AgNP),
Hypoxia, Microwave-mediated biological synthesis, Pancreatic ductal adenocarcinoma
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
0} Alfa
B Beta
S Delta
€ Epsilon
nm Nanometre
ng Mikrogram
uL Mikrolitre
rpm Dakikada devir sayis1
Kisaltmalar
NCI Ulusal Kanser Enstitiisii
SEER Siirveyans, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar
NPCR Ulusal Kanser Kayit Programi
PDAC Pankreatik Duktal Adenokarsinom
EMT Epitelyal-Mezenkimal Gegis
PanIN Pankreatik Intraepitelyal Neoplazi
PANC-1 Pankreas Kanseri Hiicre Hatt1
MCN Miisin6z Kistik Neoplazm
IPMN Intraduktal Papiller Miisin6z Neoplazm
WHO Diinya Saglik Orgiitii
KRAS Kristen Viriisii Ras
GNAS Adenilat siklaz uyaric1 G alfa proteini
SMADA4 SMAD Aile Uyesi 4
CDKN2A Siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A
STK11 Serin Treonin Kinaz 11
PALB2 BRCA2'nin ortag1 ve yerellestiricisi
PRSS1 Serin Proteaz 1
AJCC Amerikan Birlesik Kanser Komitesi
HIF-1 Hipoksi indiiklenebilir faktor-1
NF-xB Niikleer Faktor kappa B
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VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

GLUT-1 Glukoz Tastyici 1

FLT-1 Fms Iliskili Reseptdr Tirozin Kinaz 1
Bcl-2 B-hiicreli lenfoma 2

HRE Hipoksi Cevap Elemant

mRNA Mesajc1t RNA

AlF Apoptozu Indiikleyen Faktor

Bax Bcl-2 ile iliskili X apoptoz diizenleyici
Ag” Giimiis iyonlari

AgNP Glimiis Nanopartikiiller

SPR Yiizey Plazmon Rezonansi

AgNO3 Glimiis Nitrat

ROS Reaktif Oksijen Tiirleri

RNA Ribontikleik Asit

DNA Deoksiribontikleik Asit

FBS Fetal Dana Serumu

FT-IR Fourier Dontlisiimii KizilGtesi

SEM Taramal1 Elektron Mikroskobu

UV-Vis Ultraviyole goriiniir bolge spektroskopisi
SPR Yiizey plazmon rezonans

TEM Transmisyon Elektron Mikrokobu

XRD X Ismi Kirinimi

EDX Enerji Dagilimli X- 151n1 Spektroskopisi
MTT 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromiir
DMSO Dimetil Siilfoksit

IC50 Yar1 maksimum inhibitor konsantrasyon

XV



1. GIRIS

Normal gelisim sirasinda ve yetiskin yasami boyunca genetik kontrol sistemleri,
bliyiime sinyallerine, biiyiimeyi engelleyen sinyallere ve 6liim sinyallerine yanit olarak
hiicre yasami ve oliimii arasindaki dengeyi diizenlemektedir (Lodish et al. 2003). Fakat
proto-onkogenler ve tiimor baskilayic1 genlerin mutasyona ugramasi ya da epigenetik
degisiklikler sonucu yanlis ifade edilmeleri ile gen yapisinda hasar meydana gelmektedir.
Dolayisiyla olusan hasarlar sonucunda normal hiicrelerdeki proliferasyon, biiylime,
yaslanma ve 6liim gibi biyolojik diizen bozulmaktadir ve hiicrelerin kontrolsiiz boliinme
yetenegi kazanip viicudun diger boélgelerine yayilmasi sonucu kanser meydana
gelmektedir (Baykara 2016).

Kanser hiicrelerinin en bilinen ayirt edici 6zelligi kontrolsiiz boliinme
yeteneklerinin olmasidir. 2000 yilinda Hanahan ve Weinberg tarafindan ufuk agict bir
inceleme makalesinde, kanserin ilk 6 ayirt edici 6zelligi karakterize edilmistir. Bu
ozellikler biiylime sinyallerinde kendi kendine yetme, biiylime baskilayici sinyallerden
kaginmak, metastaz ve invazyonu aktiflestirme, sinirsiz boliinme potansiyeli gelistirme,
anjiyogenezi (yeni damar olusumu) tetikleme ve apoptoza kars1 direng gosterme basliklari
altinda toplanmistir (Hanahan and Weinberg 2000). Ayni1 arastirmacilar tarafindan 2011
yilinda yayimlanan makalede, enerji metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi, immiin
sistemden kaginma, iltihaplanma ve genomik kararsizlik olarak kanserin 4 6zelligi daha
bildirilmigtir (Hanahan and Weinberg 2011). Yillar boyunca yapilan birgok deney
dogrultusunda tiimor gelisiminden sorumlu oldugu gosterilen 6nemli degisiklikleri iceren
epigenetik yeniden programlama, yaslanan hiicreler, fenotipik plastisite kilidini agma ve
polimorfik mikrobiyomlar olarak kanser hiicrelerine 4 yeni 6zellik daha eklenmesiyle 14
ayirt edici ozelligi oldugu bildirilmistir (Sekil 1.1.) (Hanahan 2022). Bu son yayimn timor
biyolojisinin karmasikligina onemli Olgiide 151k tutmaktadir. Ayt edici 6zellikler
diyagramimin genislemesi ise kanser biyolojisi hakkindaki bilgimizin son yillarda nasil
gelistiginin bir gostergesidir.

2020 yilinda kanser tani1 ve tedavisi, koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19)
pandemisinden olumsuz etkilenmistir. Saglik hizmeti ortamlarmin kapanmasi ve
COVID-19'a maruz kalma korkusu nedeniyle bakima erisimin azalmasi, kanser
insidansinda kisa siireli bir diisiise ve ardindan 6liim ile sonuclanacak ileri evre hastalikta
bir artisa neden olabilecek tani ve tedavide gecikmelere sebep olmustur (Siegel et al.

2022). Kanser, 20. yiizy1lin en korkulan hastaliklarindan biridir ve 21. yiizyilda insidansin



artmastyla daha da yayilmaktadir. Dolayisiyla her dort kisiden biri yasam boyu kanser
riski tasimaktadir (Roy and Saikia 2016).

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki popiilasyona dayali kanser insidans1 verileri,
1973'ten beri Ulusal Kanser Enstitiisii'niin (NCI) SEER (Siirveyans, Epidemiyoloji ve
Son Sonuglar) programi ve 1995'ten beri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri'nin
(CDC) Ulusal Kanser Kayit Programi (NPCR) tarafindan toplanmaktadir. Bu programlar
araciligiyla elde edilen verilere gore 2022 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde
1.918.030 yeni kanser vakasi ve 609.360 kansere dayali 6limiiniin meydana gelecegi
tahmin edilmektedir ve bu da giinde yaklagik 1700 6lime denk gelmektedir (Siegel et al.
2022). Bu verilere ek olarak Diinya genelinde 2030 yilina kadar 24.6 milyon, 2040 yilina
kadar ise 30,2 milyon yeni kanser vakasi ile kars1 karsiya kalinacagi tahmin edilmektedir

(https://gco.iarc.fr/tomorrow/en, erisim : 12/01/23).
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https://gco.iarc.fr/tomorrow/en

Erkeklerde ve kadinlarda Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) akciger, prostat
veya meme ve kolon kanserinden sonra kansere bagli 6liimlerin dordiincii 6nde gelen
6liim nedeni pankreas kanseridir. Ancak, pankreas kanserinin herhangi bir kat1 tiimdoriin
asamalarina gore en kotii hayatta kalma oranina sahip oldugu bilinmektedir. Bununla
birlikte 2030'da ABD'de kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedeni olacagi tahmin
edilmektedir (Rahib et al. 2014). Dolayisiyla hedefli kontrol edilebilen miidahaleler,
gelismis erken teshis ve tedaviye yonelik onlemlerin kanser mortalitesindeki azalmay1
kolaylastiracagr  bilinmektedir. Oniimiizdeki yillarda mevcut kanser  kontrol
miidahalelerinin yaygin uygulamasina yatirimlarin artmasiyla, ileri tedavi segenekleri
temel ve klinik arastirmalarin kanser ileri tedavisi seceneklerinde ilerlemeyi
hizlandiracag: diisiiniilmektedir (Siegel et al. 2022).

Nanopartikiiller 1-100 nm arasinda degisen boyutlardaki nanomalzemelerdir ve
ambalajlama, tekstil, tarim, yenilenebilir enerji, ilag tasinmasi, biyosensér ve kanser
terapisi gibi kullanim alanlarina sahiptir. Ayrica nanopartikiiller hiicre membranindan
kolay bir sekilde gegebilir ve intraseliiller metabolizma ile etkilesebilir. Hiicre ile
nanopartikiiliin etkilesmesi ile mitokondriyal solunum, NADPH-bagimli enzim sistemleri
ve ROS fdretimine yol acan prooksidan etkiler indiiklenir. Nanopartikiillerin
igsellestirilmesi {izerine de ROS {iretimi indiiklenir. Dolayisiyla biyolojik sistemlerde
nanopartikiiller toksik etkilere sebep olabildigi icin toksisite ¢aligmalarinin iyi yapilmasi
gerekmektedir (Kumar, Sharma, and Maitra 2017). Bu dogrultuda yapilan ¢aligmalar ile
giimiis nanopartikiillerin normal hiicreler i¢in sitotoksik olmadigi ve meme kanseri,
servikal kanser, karaciger kanseri, kolorektal adenokarsinoma, prostat karsinoma ve
pankreatik duktal adenokarsinoma gibi ¢esitli kanserlere karsi hem in vitro hem de in vivo
antikanser etkisi oldugu anlasilmistir (Xu et al. 2020).

Son yillarda literatlirde bildirilmis olan g¢aligmalar sonucunda bitkilerin farkli
kisimlar1 kullanilarak biyolojik olarak metal nanopartikiillerin sentezinin ve 6zellikle
glimiis nanopartikiillerin (AgNP) pankreas kanserinin tedavisi i¢in umut vadettigi
bilinmektedir. Dolayisiyla elde edilen veriler dogrultusunda biyolojik olarak
sentezledigimiz AgNP’lerin antikanser etki sergiledigi ve hipoksi durumunda pankreas
kanseri gelisimini destekleyen HIF-1 sinyal yolagindaki HIF-1 gen ekspresyonu ve onun
hedef genleri olan GLUT1, VEGFA, FLT-1, Bcl-2 gen ekspresyonlarinin
downregiilasyonu ayrica pro-apoptotik Bax gen ekspresyonunun upregiilasyonu ile
sonuglarimizin  pankreas kanseri tedavisi ¢aligmalarma  katki  saglayacagi

disiiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Pankreas Anatomisi ve Pankreas Kanseri

Pankreas, tist retroperitoneal boslukta derin ve transvers olarak yer alir, birgok
organla gevrilidir ve birgok 6nemli biiyiik damara yakin bulunmaktadir. Pankreas, zengin
vaskiiler ve lenfatik sistemlere sahiptir. Yetiskin pankreast 15-20 cm uzunlugunda, 75-
100 g agirhigindadir ve dort boliimden (bas, boyun, gévde ve kuyruk) olusmaktadir (Shi
and Liu 2014). Pankreasin bas kismi, oniki parmak bagirsaginin yaninda yer alir. Boyun,
portal venin 6niinde bulunur, bas ve govdeyi birbirine baglar. Pilorun arkasinda yer alan
govde boyundan devam eder ve splenik hiluma dogru uzanan kuyrukta son bulur (Sekil
2.1.) (Aier etal. 2019).
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Sekil 2.1. Pankreasmn anatomisi (Aier et al. 2019).

Pankreas, enerji tiiketimi ve metabolizmanin kontroliinde merkezi bir role
sahiptir. Ayrica ekzokrin pankreas (asiner hiicreler ve duktal hiicreler) ve endokrin
pankreas (Langerhans adaciklar1) olmak tlizere morfolojik ve islevsel olarak farkli iki
yapidan olusmaktadir. Ekzokrin pankreasta asiner hiicreler; lipazlar, proteinazlar ve
amilazlar dahil olmak iizere bir dizi sindirim enzimi iretir ve bu enzimler pankreas
kanallarina salgilanarak yaglari, proteinleri ve karbonhidratlari emilim i¢in pargalamak
tizere ince bagirsaga akar. Enzimlerin ince bagirsaga akmasinda ise duktal hiicreler gérev
almaktadir. Endokrin pankreas, pankreasin toplam %>5'inden daha azini temsil eder fakat

yine de insanlarda bir milyardan fazla hiicreye sahiptir. Bes ana adacik hiicresi tipi



bulunmaktadir ve her biri bir temel hormonu sentezleyerek salgilamaktadir. Bu adacik
hiicreleri ve hormonlar sunlardir: insiilin (B-hiicreleri), glukagon (o-hiicreleri),
somatostatin (0-hiicreleri), pankreas polipeptidi (PP hiicreleri) ve grelin (e-hiicreleri). Bu
hormonlar arasindan insiilin ve glukagon, yogun bir adacik i¢i damar ag1 araciligiyla
dogrudan kan dolasimina salinarak kan sekeri seviyelerinin diizenlenmesinde onemli
rollere sahiptir (Zhou and Melton 2018).

Pankreas kanseri, pankreas duktal hiicrelerinde adenokarsinom olarak
adlandirilan glandiiler yapilarin epitel hiicrelerinde olusan tiimoriin genel adidir ve tiim
kat1 tiimorlerin en oliimciil olanidir. Pankreas kanseri, Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'nde kansere bagli 6liimlerin dordiincii 6nde gelen sebebidir ve insidansi giderek
artmaktadir. Ayrica pankreas kanserinin 5 yillik sagkalim orani yaklagik %5'tir. Vakalarin
biiylik ¢cogunlugu sadece ileri asamada teshis edilebildigi i¢in hastalarin prognozu
oldukca kétiidiir. ilerleyen yillarda pankreas kanserinin meme, prostat ve kolorektal
kanserlerini gegecegi ve 2030 yilina kadar ABD'de kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde
gelen nedeni olacagi tahmin edilmektedir (Rahib et al. 2014; Zhu et al. 2018).

Pankreas tiimorlerinin biiyiik ¢ogunlugu ekzokrin pankreasta ortaya ¢ikmaktadir
ve pankreatik duktal adenokarsinomu (PDAC) tiimorlerin yaklasik %95'ini olustururken
endokrin pankreasta (pankreatik ndroendokrin tiimorler) ortaya c¢ikan tiimorler, tiim
pankreas tiimorlerinin %5'inden azini temsil etmektedir (Amundadottir 2016).

Pankreas kanserinin %80'inden fazlasi sporadik mutasyonlardan kaynaklanir ve
az sayida vaka spesifik genetik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Pankreas kanseri kok
hiicrelerinde, esas olarak kromatin diizenleyici proteinlerdeki mutasyonlar ve epitel-
mezenkimal gecisin (EMT) kontrolii siirecinde ortaya cikan belirgin epigenetik
degisiklikler vardir fakat bu degisiklikler genetik dizideki degisiklikleri icermemektedir

(Perusina Lanfranca et al. 2019).

2.2. Pankreas Kanseri Oncii Lezyon Tipleri

Pankreas adenokarsinomu, normal mukozadan spesifik Oncii lezyonlara ve
nihayetinde invaziv maligniteye kadar bir dizi asamali mutasyonun ardindan
gelismektedir. Bu malignitenin klinik ve histopatolojik ¢alismalar ile pankreatik
intraepitelyal neoplazi (PanIN), miisin6z kistik neoplazm (MCN) ve intraduktal papiller
miisindz neoplazm (IPMN) olmak iizere ii¢ PDAC 6ncii lezyonu tanimlamistir. Bunlar,

PDAC'e doniisiim riski olan invaziv olmayan epitelyal neoplazmlardir. Bu {i¢ oncii



lezyonun her biri kendine 6zgii klinik, patolojik ve molekiiler 6zelliklere sahiptir (Sekil
2.2.)(Hezel et al. 2006; Smith, Singhi, and Maitra 2012).

MCN, 2010 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan epiteli ¢cevreleyen bir
yumurtalik stromasinin varligiryla tanimlanmistir. Pankreatik MCN’ler dogal seyri tam
olarak bilinmeyen premalign lezyonlardir (le Baleur et al. 2011). Hemen hemen sadece
yas1 ortalama 40’larin bas1 ve sonlarinda olan orta yash kadinlarda %90-95 ihtimalle
pankreasin kuyrugunda ve govdesinde yerlesik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Crippa et al.
2008; Jang et al. 2015). Pankreasin rezeke edilen kistik tiimorlerinin yaklasik %23'tini
olusturmaktadir ve rezeksiyonu cerrahi kontrendikasyonu olan hastalar disinda rutin

olarak onerilmektedir (le Baleur et al. 2011; Valsangkar et al. 2012).
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Sekil 2.2. Pankreas kanserinde oncii lezyonlarm olugsum siireci (Hezel et al. 2006).

Gen mutasyonlarinin  %50-66'sin1 KRAS mutasyonu olusturmaktadir ve
literatiirde RNF43 (Yiiziik parmagi proteini 43), TP53 (tiimdr proteini p53) ve MUC4
(Miisin-4) gibi diger mutasyonlar da bildirilmistir. KRAS (Kristen viriis rat)

mutasyonlarma sahip MCN'lerin yiiksek dereceli lezyonlara ve invaziv kanser



bilesenlerine sahip olma olasiliginin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu nedenle,
KRAS mutasyonlarinin bu tiimorlerin  malign transformasyonunda yer aldig
diistintilmektedir (Fujikura et al. 2017).

IPMN, duktal tiplere ve morfolojik alt tiplere ayrilabilen pankreasin kistik
neoplazmalarindan biri olan heterojen bir lezyondur. Papiller ¢ikintilar olusturan hiicre
proliferasyonu ve kistik genisleme ile sonuglanan miisin salgisiyla karakterizedir. Ayrica
pankreatik duktal sistemi kaplayan epitel hiicrelerinden koken almaktadir ve epitel
hiicreleri, hafif, orta ve yiiksek dereceli displaziden invaziv karsinoma kadar genis bir
displazi spektrumu sergilemektedir (Dumlu, Karakog, and Ozdemir 2015). Multifokal
olmasma ragmen %20-40'1nda pankreas basi kisminda tiimor yerlesmektedir. Tiim
pankreas tiimorlerin %1-2'sinden daha azini olusturan nadir pankreas tiimorleridir
(Castellano-Megias 2014). Erkekleri ve kadinlar1 esit derecede etkiler ve genellikle 60-
70 yaslarinda teshis edilir (Geramizadeh et al. 2021). Erken evrelerde belirlenmesi, uygun
tedavi yaklagimlarinin uygulanmasi ve daha iyi prognoz i¢in takip edilmesi dnem arz
etmektedir. Ana pankreatik kanalla (Wirsung kanali) dogrudan iletisim kurmalar ve
yumurtalik tipi stromanin olmamasi ile MCN lezyonundan farklilik gostermektedir
(Dumlu et al. 2015).

GNAS (adenilat siklaz uyaric1 G alfa proteini) geninde mutasyonlari igeren nadir
bir hastalik olan McCune-Albright sendromu gibi baz1 genetik bozukluklarin IPMN'e
zemin hazirladigi bildirilmistir (Gaujoux et al. 2014). IPMN'de GNAS (%58) ve KRAS
(%78) genlerindeki mutasyonlarin, invaziv hastalik gelismeden Onceki erken
karsinojenezde bile siklikla bulundugu tespit edilmistir. Daha az siklikla RNF43 (%38),
TP53 (%9), SMAD4 (SMAD Aile Uyesi 4) (%5) ve CDKN2A (Siklin bagimli kinaz
inhibitori 2A) (%3) mutasyonlart saptanmistir. GNAS geninde meydana gelen
mutasyonlar, IPMN ile iligkili olmayan diger kistik neoplazma veya invaziv
adenokarsinom ile karsilastirildiginda 6zellikle IPMN igin spesifik oldugu goriilmektedir
(Springer et al. 2015; Tan et al. 2015).

PanIN, genellikle 0.5 cm'den az olarak kiiciik pankreas kanallarinda ortaya gikan
non-invaziv mikroskobik bir lezyondur ve kiigiik boyutlu olduklart igin radyolojik
yontemler kullanilarak tanimlanamamaktadir. Degisen miktarlarda miisin igeren
kolumnar epitel hiicrelerinden olusur ve diisiik veya yliksek dereceli olarak en yiiksek
yapisal ve sitolojik atipi derecesine gore derecelendirilir (Basturk et al. 2015). PanIN-1

ve PanIN-2 diisiik dereceli, PanIN-3 ise yiiksek dereceli PanIN olarak siniflandirilir.



Diisiik dereceli PanIN'ler yaygin olarak gdzlenir ve 50 yasin iizerindeki genel
popiilasyonlarda tesadiifen gozlenir. KRAS mutasyonu ve telomer kisalmasi ise diisiik
dereceli PanIN'de meydana gelen en erken olaylardir. Hemen hemen tiim diisiik dereceli
PanIN'ler (>%99), KRAS mutasyonlari igerir ve yliksek dereceli PanIN'lerde mutant alel
frekans1 dnemli dlgiide artar. Insan PDAC dokulari iizerine yapilan ¢alismalar, KRAS
kodon 12 mutasyonlarinin, yliksek dereceli PanIN'de oldugu kadar diisiik dereceli
PanIN'de de olduk¢a yaygin oldugunu defalarca gostermistir (Murphy et al. 2013;
Pittman, Rao, and Hruban 2017). CDKN2A/p16 mutasyonu diisiik dereceli PanIN'de
bulunur fakat yiiksek dereceli PanIN'lerde bu mutasyon daha sik goriiliir.

Genel olarak, TP53 geninin fonksiyon kaybinin tiimdrlerin %75'inden fazlasinda
meydana geldigi ve yanlis anlamli mutasyonlardan ve heterozigotluk kaybindan
kaynaklandig1 bilinmektedir. TP53 mutasyonu, DNA hasarina veya hiicresel strese yanit
olarak hiicre dongiisii durmasini veya apoptozu tesvik edebilen spesifik genlerin eksprese
edilememesiyle sonuglanir. Cok erken donemde meydana gelen ve PanIN'lerin gelisimini
baslatan aktive edici KRAS mutasyonlarinin aksine, TP53'teki mutasyonlar sadece
yiiksek dereceli PanIN lezyonlarinda nadiren saptanabilir (Hoe, Verma, and Lane 2014).
Ayrica SMAD4'in genetik degisiklikleri ilerlemis PanIN lezyonlarinda nadiren bulunur

ve timor gelisimini tanimlamak i¢in son adimi temsil eder. (Yokode et al. 2018).

2.3. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

2023 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde 1.958.310 yeni kanser vakasi
olacagi ve 609.820 kanser 6liimiiniin meydana gelecegi tahmin edilmektedir (Sekil 2.3.)
(Siegel et al. 2023). Pankreas kanseri, ¢ogunlukla erkeklerde ve 60-85 yas araligindaki
yaslt eriskinlerde goriilen, 6liimciil bir risk tagiyan, olduk¢a invaziv bir malign tiimordiir.
2012-2018 yillar1 arasinda toplanan istatistiksel verilere gore 5 yillik sagkalim orani
%11.5 olarak tespit edilmistir. Sagkalim diislik oldugu icin pankreas kanserinden dlen
insanlarin niifus dagilimi, hastalik teshisi konan insanlara benzer bir durum
sergilemektedir. Erken teshis zor oldugundan, pankreas kanserinden ortalama hayatta
kalma siiresi oldukca diisiiktiir (https://seer.cancer.gov/statfacts/html/pancreas.html,
erisim: 20/01/2023). Pankreas kanseri i¢in yiiksek 6liim orani, neoplazmin teshis edildigi
ileri evreden kaynaklanmaktadir. Bundan dolay1, PDAC'de sagkalimi artirmak amaciyla,
hastalig1 erken ve potansiyel olarak invaziv olmayan bir asamada yani 6ncii lezyonlar

asamasinda tespit etmek gerekmektedir (Singh and Maitra 2007).



Tahmini Yeni Vakalar ABD Kanser [statistikleri 2023
Prostat 288,300 29% Mame 297,790 31%
Akciger 117,550 12% Akciger 120,790 13%
Kolon ve rektum 81,860 8% Kolon ve rektum 71160 8%
Mesane 62,420 6% Rahim 66,200 7%
Melanom deri kanseri 58,120 6% Melanom deri kanseri 39,490 4%
Bébrek & renal pelvis 52,360 5% i»‘" ! Non-Hodgkin lenfoma 35,670 4%
Non-Hodgkin lenfoma 44 880 4% ]r T Tiroid 31,180 3%
Oral kavite & farinks 39,290 4% i Pankreas 30,920 3%
Losemi 35,670 4% i ;" Bébrek & renal pelvis 29,440 3%
Pankreas 33,130 3% {” Losemi 23,940 3%
Tium kanserler 1,010,310 100% (. Tiim kanserler 948,000 100%

Tahmini Olim Sayisi

Akciger 67,160 21% Akciger 59,910 21%
Prostat 34,700 11% Meme 43,170 15%
Kolon ve rektum 28,470 9% Kolon ve rektum 24,080 8%
Pankreas 26,620 8% Pankreas 23,930 8%
Karaciger & safra yollan 19,000 6% , { Over (kadin yumurtalik 13,270 5%
Losemi 13,900 4% £ Rahim 13,030 5%
Ozofagus (yemek borusu) 12,920 4% \]'. :' Karaciger & safra yollan 10,380 4%
Mesane 12,160 4% | Losemi 9,810 3%
Non-Hodgkin lenfoma 11,780 4% f,f ;"‘ Non-Hodgkin lenfoma 8,400 3%
Beyin & sinir sistemi 11,020 3% 1 Beyin & sinir sistemi 7,970 3%
Tium kanserler 322,080 100% L‘Lk_ﬁ Tim kanserler 287,740 100%

Sekil 2.3. Cinsiyete gore tahmini yeni kanser vakalar1 ve 6liim sayilar1 (Siegel et al. 2023).

Pankreas kanserinde siklikla goriilen belirtiler arasinda asteni, kilo kaybi,
anoreksiya, karin agrisi, koyu renkli idrar, sarilik, bulanti, sirt agrisi, ishal, kusma,
steatore ve tromboflebit bulunmaktadir (Porta M. et al. 2005). Pankreas kanseri artik geng
hastalarda giderek daha fazla goriilmektedir. Bunun nedeni hastaligin erken belirtilerinin
olmamasi ve ek olarak ¢evre doku ve organlari hizla istila edebildigi i¢in en 6liimciil
kanserlerden biri olmasidir (Zhao and Liu 2020).

Pankreas kanseri insidansi 2001'den bu yana giderek artmistir ve yeni vakalarin
% 3.2’sini olusturmaktadir. Ayica Amerika Birlesik Devletleri'ndeki hastalar i¢in kansere
bagli Oliimlerin dordiincii 6nde gelen Olim nedeni oldugu saptanmistir.
(https://seer.cancer.gov/report_to_nation/statistics.ntml#factors,  erisim:  20/01/.23).
Yapilan aragtirmalar sonucunda Tiirkiye’de tahmin edilen yeni kanser vakasi (1000
kiside) 2020 yilinda kadinlarda 3.57 ve erkeklerde 4.82 olarak bilinirken bu sayinin 2040
yilinda kadmlarda 6.7’e ve erkeklerde 9.16’a yiikselecegi tahmin edilmektedir(
https://gco.iarc.fr/tomorrow/en, erisim: 20/01/23).


https://seer.cancer.gov/report_to_nation/statistics.html#factors
https://gco.iarc.fr/tomorrow/en
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2.4. Pankreas Kanseri Etiyolojisi

Pankreas kanseri igin ¢ok sayida risk faktori tanimlanmistir. Bunlar
degistirilemeyen risk faktorleri (yas, cinsiyet, bolge, kan grubu, aile Oykiisii ve genetik
yatkinlik, toksik maddelere maruz kalma) ve degistirilebilir risk faktorleri (bagirsak
mikroflorasi, sigara, alkol, kronik pankreatit, obezite, diyet faktorleri, enfeksiyon) olarak
iki genel baslik altinda incelenmektedir. Bazi risk faktorleri tanimlanmis olmasina
ragmen, bugiine kadar pankreas kanserinin nedenleri hala yeterince bilinmemektedir
(Zhao and Liu 2020).

Pankreas kanseri erkeklerde kadinlara gore %30 daha fazla goriilmektedir. Genel
insidans hiz1 (100.000 kiside) erkekler i¢in 13.9 iken kadinlar i¢in 10.9°dur (Ferlay et al.
2015). 2022 Kanser Istatistiklerine gére Amerikan Kanser Dernegi, Amerika Birlesik
Devletleri'nde pankreas kanseri igin erkeklerde yaklasik olarak 32,970 yeni vaka,
kadinlarda 29,240 yeni vaka tespit etmistir. Tahmini 6liim ise erkeklerde 25,970 iken
kadinlarda 23,870 olarak bildirilmistir (Siegel et al. 2022). Erkekler ve kadinlar
arasindaki pankreas kanseri oranlarindaki farkliliklarin, sigara icmek gibi cevresel
faktorlerden kaynaklanabilecegini, ancak erkeklerde ve kadinlarda kanser insidansini ve
mortalitesini  etkileyen heniliz kesfedilmemis genetik faktorlerin olabilecegini
diistindiirmektedir (Ferlay et al. 2015).

Diabetes mellitus hem kanserin sonucunda gelisir hem de pankreas kanseri igin
bir risk faktoriidiir. Yeni teshis konulan pankreas kanseri olan ¢ogu hastada diyabet
baslangic1 veya diyabetlilerde hastaligin kotiilestigi bildirilmistir. 3 yil ve daha uzun
devam eden diyabet, pankreas kanseri riskinin 1.5 ila 2.4 kat arasinda artmasi ile
iliskilendirilmistir (Hu et al. 2021).

Diyabet gibi, pankreatit de pankreas kanseri igin bir risk faktoriidiir. Ciinkii
pankreatitten kaynaklanan iltihaplanma ve hasar pankreas kanseri gelisimine yol
acabilmektedir fakat pankreatit, pankreas kanserinin altinda yatan bir sonug olarak da
geligebilir (Yadav and Lowenfels 2013).

ABO kan grubunun karsinojenez veya pankreas kanserinin ilerlemesi ile iliskili
olabilecegine dair kanitlar artmaktadir. Yapilan degerlendirmeler ile O olmayan kan
grubunun, O kan grubuna kiyasla pankreas kanseri riskinin artmasiyla iliskili oldugu
gosterilmistir. Ayrica bu iliskinin Asya ve Avrupa kokenli popiilasyonlarda benzer
oldugunu one siiriilmektedir. Fakat bu bulgular, daha genis niifusa dayali ileriye doniik

bir ¢alisma ile daha fazla desteklenmelidir (Ben et al. 2011).
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Pankreas karsinomu olan hastalarin yaklasik %10'unda bilinen bir aile oykiisii
vardir. Birinci derece akrabasi pankreas kanseri olan bireylerin pankreas kanseri gelisme
riskinde iki kat artis oldugu diisiiniilmektedir ve bu risk, pankreas kanseri dykiisii olan
her birinci derece akraba ile artmaktadir. Pankreas kanserinin ailesel agregasyonuna
yatkinlik olusturan birka¢ gen tanimlanmistir ve bunlar arasinda BRCA2, CDKN2A/p16,
STK11 (Serin Treonin Kinaz 11), PALB2 (BRCA2'nin ortagi ve yerellestiricisi) ve
PRSS1 (Serin Proteaz 1) bulunmaktadir. Bu bilinen genler, ailesel pankreas kanseri
vakalarinin sadece kiigiik bir kismini olusturmaktadir. Pankreas kanserinin ailesel
kiimelenmesinin ¢ogunlugunun genetik temeli halen tam olarak bilinmemektedir. (Smith
et al. 2012). Shi ve arkadaslar tarafindan yayinlanan makalede invaziv olmayan oncii
lezyonlarin, pankreas kanseri aile 6ykiistine sahip hastalarda daha sik goriildiigii ve ayrica
sporadik hastalig1r olan hastalara gore pankreas kanseri Oykiisii ve Oncii lezyonlarin
pankreas kanseri aile 6ykiisii olan hastalarda daha yiiksek dereceli oldugu bildirilmistir.
Bu bulgularin, pankreas neoplazisinin erken tespiti igin tarama testlerinin tasarimi igin bir
temel olusturabilecegi diistiniilmektedir (Shi et al. 2009).

2019 yilinda yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda pankreas kanseri, pankreatit ve
pankreas kisti dahil olmak iizere ekzokrin pankreas hastaliginin ¢esitli etnik kdkenler
arasinda farklilik gosterdigi ve Afrikali-Amerikalilar ve bazi yerli popiilasyonlarin bu
hastaliklar1 gelistirme agisindan daha fazla risk altinda olduklar1 bildirilmistir (Cervantes,
Waymouth, and Petrov 2019). Huang ve ark., Afrikali-Amerikalilarin, Yerli
Amerikalilarin ve Japon-Amerikalilarin pankreas kanseri gelisme oranlarinin daha
yuksek oldugunu, ancak Latin ve Avrupali-Amerikalilar arasinda bir fark olmadigini
gozlemlemistir ve Afrikali-Amerikalilarin, bilinen risk faktdrlerine uyum sagladiktan
sonra bile Avrupali-Amerikalilardan %20 daha fazla pankreas kanseri riskine sahip
oldugunu yayinlamigtir (Huang et al. 2019).

Pankreas kanserine neden olan tiim faktorler arasinda en zararli olani sigaradir.
Tiitiinde bulunan karsinojenler kan dolasimi yoluyla kolayca pankreasa ulasir. Birgok
calisma, tiitiin iriinlerinin pankreas kanserinin baslica nedeni oldugunu ve sigara igenler
icin sigara igmeyenlere kiyasla iki kattan fazla risk olusturdugunu dogrulamistir. Halen
sigara icen bireylerde pankreas kanseri riski %66, daha 6nce sigara igenlerde pankreas
kanseri riski hig sigara igmeyenlere gore %40 daha fazladir (Korc et al. 2017).

Pankreas kanserli 2187 hastada gergeklestirilen kohort ¢alismasi ile, giinde 30

g'dan fazla alkol alimi ya da giinde yaklasik 2 alkollii igecek alimi ile hastalik riskinin
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anlamli derecede arttig1 bulunmustur. Ek olarak diisiik ve orta derecede alkol aliminin
pankreas kanseri riski ile iligkili olmadigi tespit edilmistir (Genkinger et al. 2009).

Viral enfeksiyonlar ve pankreas arasindaki iligkiye dair yapilan calismada
karaciger kanseri i¢in gii¢lii bir risk faktorii olan Hepatit B'nin pankreas kanserine de yol
actigr bildirilmistir (Ben et al. 2012). Helicobacter pylori enfeksiyonunun PDAC
gelisimine katkida bulundugu sistem tam olarak bilinmemekle birlikte kronik
enfeksiyonla iliskili inflamatuar mediatorler ve anjiyojenik faktor sekresyonu ile iliskili
olabilecegi ve dolayisiyla pankreas kanseri insidansini artirabilecegi diisiiniilmektedir
fakat bu bulgular1 dogrulamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Xu et
al. 2022).

Su anda, pankreas kanserinin etiyolojisi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir
ve arastirmacilarin pankreas kanseri ile iliskili risk faktorlerini daha iyi anlamak ve
pankreas kanseri hastalarinin hayatta kalmasini uzatacak yeni tan1 ve tedavi yontemleri

bulmak i¢in daha biiylik 6l¢ekli arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

2.5. Pankreas Kanseri Evreleme Sistemi

Pankreas kanserinde uygun tedavi yaklasimini belirlemek amaciyla 6ncelikle
timor evrelemesinin yapilmasi gerekmektedir ¢linkii kanserin evresine bagli olarak
uygulanacak tedavi yontemleri degiskenlik gostermektedir. Amerikan Birlesik Kanser
Komitesi (AJCC), kat1 tiimor evrelemesi i¢in genellikle ti¢ faktére dayanan ortak bir
TNM evreleme sistemi gelistirmistir. T timdriin boyutunu ve genigligini, N kanserin
komsu lenf diigiimlerine yayilip yayilmadigini ve M kanserin viicudun uzak bolgelerine
yayilip yayilmadigini ifade etmek i¢in kullanilmaktadir (Edge, Byrd, and Compton 2010).
T1, T2, T3 ve T4 olarak kategorize edilmesi ile primer tiimoriin ¢api1 ve rezeke edilip
edilemeyecegi hakkinda ayrintili bilgi edinilir. NO, N1 ve N2 bolgesel lenf diigtimii olup
olmadigini eger varsa kag lenf diigiimiinde bolgesel lenf diiglimii oldugunu ifade eder.
MO ve M1 ise uzak metastaz olup olmamasi ile ilgili ayrintili bilgi saglar. Bu bilgiler
dogrultusunda pankreas kanserinde TNM evrelemesi ile kanserin hangi agsamada oldugu
tespit edilmektedir. Bundan dolay1 tedavi stratejisinin belirlenmesinde ve terapdtik klinik
deneyler i¢in benzer prognoza sahip hastalarin segiminde evre tespiti Kritik rol

oynamaktadir (Allen et al. 2017; Edge and Compton 2010).
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2016 yilinin Ekim ayinda yaymlanan AJCC Kanser Evreleme Kilavuzunun 8.
Baskisi, klinik olarak énemli tiim anatomik bdlgeler i¢in yetigkin pankreas kanserinin
evrelenmesine iliskin mevcut tiim bilgilerin bir 6zeti niteligindedir (Tablo 2.1.) (Allen et
al. 2017).

Tablo 2.1. Pankreas adenokarsinomu i¢in énerilen AJCC evreleme sistemi (8. baski).

Primer Tiimér Bilgesel Lenf Diigiimleri Uzak Metastaz
(T N) (M)
Tl Tiimér gapt 2cm den kiigiik ve pankreasta smurl NO Bolgesel lenf nodlanna metastaz yok M0 Uzak metastaz yok
T2  Timor gap: >2 <4 ve pankreasta suurh N1 1-3 bolgesel lenf nodu metastaz var Ml Uzak metastaz var
T3 Tiimér ¢aps 4 cm den biiviik N2 =4 bolgesel lef nodu metastaz var

T4 Timoriin golyak akst veya superior mezenterik
arteri tutmast (rezeke edilemeyen primer tiimor)

_EVRE
Evre IA TI NO MO
Evre B T2 NO Mo
Evre [IA T3 NO MO
Evre [IB TI-T3 NI MO

Evre3 TIT4 N2 MO
T4 NO-N1 MO
Evre 4 TI-T4 NO-N1 M1

AJCC, Amerikan Birlesik Kanser Komitesi

2.6. Pankreas Kanseri Teshis ve Tedavisi

Pankreas kanserinin artik geng hastalarda goriilme sikligi giderek artmaktadir.
Hastaligin erken belirtileri olmadigindan ve ¢evredeki dokular1 ve organlar hizla istila
edebildiginden, en oOliimciil kanserlerden biridir. Dolayisiyla pankreas kanserinin
saptanma ihtimalini ve hayatta kalma oranlarin1 artirmak i¢in erken tani se¢eneklerinin
belirlenmesi gerekmektedir ki bu da bu alanda daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini
gostermektedir (Zhao and Liu 2020). Bu nedenle, pankreas kanserini potansiyel olarak
tedavi edilebilmesi miimkiin olan en erken asamada saptamak ve Oncii lezyonlar
belirlemeye odaklanilmistir.

Pankreas kanseri genellikle bilgisayarli tomografi (CT) ve manyetik rezonans
kolanjiyopankreatografi (MRCP) ile birlikte manyetik rezonans goriintiileme (MRI),
endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi (ERCP), endoskopik ultrasonografi
(EUS), pozitron emisyon tomografisi (PET), ¢ok dedektorlii bilgisayarli tomografi
(MDCT) gibi radyolojik yontemler ve laboratuvar tetkikleri ile saptanmaktadir (Yamaue
H (Ed) 2017).

Pankreas kanserli hastalarda gozlenen semptomlari hafifletmek ve yasam
kalitesini artirmak igin palyatif tedavi uygulanmaktadir. Klinik olarak pankreas kanseri

hastalarinda ya pankreas yatagindaki nosiseptorlere dogrudan invazyon ya da ¢dlyak
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pleksus iltihabina yol acan pankreas dokusunun harabiyeti nedeniyle sirta yayilan siddetli
epigastrik agr1 goriiliir. Genellikle pankreas kanserine bagli bu kronik agrilar i¢in narkotik
analjezikler ve ¢olyak pleksus norolizisi ilk tedavi secenegi olarak tercih edilmektedir
(Wiebe 2012). Pankreas kanseri ilerlemis hastalarin siklikla beslenme sorunu
bulunmaktadir ve yarisindan fazlasinda yavas mide bosalmasi ile seyreden malign
gastroparezi (mide felci) goriilmektedir. Bu sebeplerden dolay1 hastalarda erken doyma,
kilo kaybi, bulanti, kusma meydana gelmektedir ve bu sorunlarin {listesinden gelebilmek
i¢in antiemetik bir ila¢ olan metoklopramid kullanilmas1 6nerilmektedir (Sakamoto et al.
2022).

Whipple ameliyat1 (Pankreatikoduodenektomi), tiimér veya tiimorlerin anatomik
yerlesimine bagli olarak pankreas kanseri rezeksiyonu igin Kkullanilan cerrahi bir
yontemdir. Cerrahi, pankreatik kanserin tedavisinde kritik bir rol oynamaktadir ve
giiniimiizde cerrahi teknik kadar cerrahi uygulama modellerindeki bir¢ok ilerleme de
perioperatif morbidite ve mortalitenin azalmasina katki saglamistir (Mohammed, van
Buren, and Fisher 2014).

Pankreas kanseri tedavisinde palyatif ve cerrahi tedaviye ek olarak radyasyon
tedavisi ve sistemik tedaviler (kemoterapi, immiinoterapi, hedefe yonelik tedavi) de
kullanilmaktadir. Radyasyon tedavisi rezeke edilemeyen tiimdrlerde tek basina veya
kemoterapi ile kombine edilerek kemoradyoterapi olarak uygulanabilmektedir.
Kemoterapi tedavisinde sisplatin, irinotekan, paklitaksel ve oksaliplatin gemsitabin veya
5-florourasil (5-FU) ile birlikte ya da tek basina kullanilan ilaglardir. Cesitli hiicresel
yollart hedefleyen bu ilaglar, kanser ve saglikli hiicreler arasinda ayrim yapamadigi i¢in
onemli yan etkilere neden olmaktadir (Conroy et al. 2011; Ercan, Karlitepe, and Ozpolat
2017; Ettrich and Seufferlein 2021; Gupta, Amanam, and Chung 2017). Geleneksel
gemsitabin veya 5-fluorourasil (5FU) kemoterapisi yalnizca %0-10'luk bir yanit oranina
sahiptir ve bu nedenle tiimorlerin evresini diisiirmek igin yeterli degildir. Modifiye
edilmis FOLFIRINOX (5-fluorourasil+oksaliplatin+irinotekan+ 16kovorin) gibi mevcut
cok ajanli tedavi segenekleri, metastatik pankreas kanseri olan hastalarin uzun siireli
sagkalimini iyilestirmektedir fakat daha etkili sistemik tedavilere ve tedavi stratejilerine
ihtiya¢ duyulmaktadir (Conroy et al. 2011).

Pankreas kanseri tedavisinde gectigimiz yiizyilda cerrahi tekniklerimizin
tyilestirilmesi ve adjuvan ve neoadjuvan tedavilerdeki gelismeler dahil olmak iizere

dikkate deger ilerlemeler kaydedilmistir. Bu gelismelere ragmen, pankreas kanseri
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insidanst kiiresel olarak artmakta ve olimciil bir hastalik olmaya devam etmektedir
(Torphy, Fujiwara, and Schulick 2020).

Son yillarda, glimiis nanopartikiiller pankreas, meme, prostat ve kan kanserleri
gibi cesitli kanserleri tedavi etmek icin modern kemoterapotik ilaclar olarak
kullanilmistir. Yesil sentez aracili glimiis nanopartikiillerin, yakinda insanlarda pankreas
kanserini tedavi etmek i¢in yeni kemoterapotik takviyeler veya ilaglar olarak
kullanilabilecegi ongoriilmektedir (J. Guo et al. 2020). Bilim adamlar: sifali bitkilerin
yesil sentezlenmis metalik nanopartikiillerinin milkemmel antikanser 6zelliklerine sahip
oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Bundan dolay1 da metalik nanopartikiiller son yillarda tip
alaninda kayda deger bir ilgi gormistiir. Giiniimiizde yapilan bazi caligsmalar, bazi
nanopartikiillerin tedavi edici 6zelliklere sahip oldugunu ve fizikokimyasal olarak farkl
metal destekli nanopartikiillere, antibakteriyel ve oOzellikle kanser onleyici ilaglara

miitkemmel bir alternatif oldugunu gostermistir (Liu et al. 2022).

2.7. Hipoksi

Viicuttaki oksijen (Oz) seviyesi, belirli dokunun konumuna ve fizyolojik
durumuna bagli olarak biiyiik 6lgiide degisiklik gostermektedir (Carreau et al. 2011).
Saglikli dokularda, O> konsantrasyonu akcigerlerde %20 iken alveollerde ~%13'e ve
dolagimda ~%5'e diismektedir (Hung et al. 2012). Memeli hiicreleri hayatta kalmak igin
O2 ve besin maddelerine ihtiya¢ duymaktadir ve memeli dokusunda O: seviyesinin
ortalama %2-%9 (ortalama 40 mmHg) civarinda oldugu bilinmektedir (Carmellet P. and
Jain R. K. 2000).

Hipoksi ilk olarak 1950'lerde Thomlinson ve Gray tarafindan akciger
karsinomunda goézlenmistir (Thomlinson and Gray 1955). Genellikle <%2 O olarak
tanimlanirken, siddetli hipoksi veya anoksi < %0,02 O olarak tanimlanir (Bertout, Patel,
and Simon 2008). Dokularin oksijen seviyelerinin normal fizyolojik oksijenlenmesinden
daha diisiik oldugu bir durum olan hipoksi, pankreas kanseri dahil olmak {izere lokal
olarak ilerlemis solid tiimorlerin %50-60"inda ortak bir 6zelliktir ve pankreas, prostat,
serviks, meme, bas ve boyun kanserleri dahil olmak {izere bircok kanserde kotii
prognozun bir gostergesidir (Tan et al. 2020; Vaupel and Mayer 2007). Pankreas
kanserinde hipoksik durum iyi belgelenmistir ve yapilan ¢alismalarda saglikli pankreasta
ortalama O: diizeyi %6,8 iken pankreas kanserinde ise %0,4 oldugu saptanmistir. O
seviyesindeki bu 17 kat azalmanin diger timérlerle karsilastirildiginda oldukga yiiksek

oldugu anlagilmaktadir (Koong et al. 2000).
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Normal hiicreler uzun siireli hipoksiye dayanamaz, besin yetersizligi ve oksijen
yoksunluguna bagli olarak apoptoz veya nekroza maruz kalir. Kanser hiicreleri ise
kanserin ¢esitli ayirt edici 6zellikleri olan metabolik yeniden programlama, proliferasyon
ve anjiyogenez gibi cesitli hiicresel siireclerde yer alan genlerin ekspresyonunu

degistirerek hipoksiye uyum saglamaktadir (Sekil 2.4.) (Hanahan and Weinberg 2011).

: Fibrozis
) Prqlnferasvo.n_ . Pankreatik stellat hiicreleri ve
Hipoksi, apoptozis inhibisyonu ve fibroblast hipoksi ile aktive olur,
metabolik adaptasyon yoluyla kanser, proliferasyonlarini ve ECM birikimini

ve stroma hiicrelerinin cogalmasina saglar
neden olur S
P8
- ‘/ g
T Tamor ilerlemesi
1 Malignite
- T Terapiye direng
T Metastaz >

. t immiin kagis e - -

Inflamasyon Migrasyon ve Invazyon
Hipoksi proinflamatuar bir ortam Hipoksi altinda, hiicreler migrasyon
yaratir ve bagisiklik sistemini yetenegini artinr ve diger dokulara
baskilayan hiicreler bu kanser invazyonu tesgvik eder. Eksozomlar bu
bolgelerinde yeniden yapilanir sirec icin dnemli bir dizenleyicidir

Sekil 2.4. Pankreas kanserinde hipoksinin ayirt edici 6zellikleri (Estaras and Gonzalez 2021).

Hipoksi, timor ilerlemesinin agresifligini ve siddetini arttirmaktadir. Timor
kitlesi i¢inde kronik (stirekli, kesintisiz) ve dongiisel (gecici, aralikli) hipoksi olmak tizere
iki tiir hipoksi meydana gelebilir. Tiimor gelisiminin erken evrelerinde, kan damarlarinin
sagladig1 oksijen yetersiz kalir ki bu da kronik hipoksiye sahip alanlarin olusmasina neden
olmaktadir. Timor gelisiminin ileri asamalarinda ise tiimor tarafindan tiimoriin gesitli
kisimlarinda periyodik ve dongiisel oksijen eksikliklerine yol agan yapisal anormalliklere
sahip kan damarlar1 {retilmektedir. Bu tiir hipoksi de dongiisel hipoksi olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.5.). Her iki hipoksi tiirii de kanser hiicrelerinin anjiyogenezine
ve migrasyonuna yol agtid1 i¢in kanserin gelisiminde 6nemli olan bir¢ok ¢esitli genin
ifadesinde degisikliklere neden olmaktadir. iki tip hipoksi kiyaslandiginda déngiisel
hipoksinin agresif tiimor hiicre fenotipini ve radyodirenci kronik hipoksiden daha belirgin
sekilde indiikledigi gosterilmistir fakat bu fenomenin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar hala tam olarak aydinlatilamamistir (Lanzen et al. 2006; Olbryt et al.
2014).



Oksijen

---------- Kronik hipoksi
Déngiise! hipoksi
== == = Konirol

210/0---_----:—=----_---_-—---—--

1% === T T
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Sekil 2.5. Kronik ve dongiisel hipoksi oksijen-zaman grafigi (Olbryt et al. 2014).

Kronik hipoksi agamasinda HIF-1 (Hipoksi indiiklenebilir faktor-1) ve HIF-2
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(Hipoksi indiiklenebilir faktor-2)'nin aktivasyonunda ve hipoksi ile indiiklenebilir

genlerin ekspresyonunda artis goriilirken dongiisel hipoksi asamasinda HIF-1'in

aktivasyonuna NF-kB'nin aktivasyonu eslik etmektedir (Sekil 2.6.). Bununla birlikte,

bireysel transkripsiyon faktorlerinin aktivasyon mekanizmasinda dnemli olgtide farklilik

gosterirler. Dongiisel hipokside, HIF-1a ekspresyonu sonraki dongiilerle daha giiclii ve

daha uzun siirmektedir. Kronik hipokside HIF-o ekspresyonundaki artis oksijendeki

azalmaya bagliyken dongiisel hipokside reaktif oksijen tiirlerine (ROS) baglh oldugu

bilinmektedir. Dolayisiyla kronik hipoksiden ¢ok daha yiiksek bir proinflamatuar gen

ekspresyonunu indiiklemektedir (Hsieh et al. 2010; Mahon, Hirota, and Semenza 2001;
Ravenna et al. 2014; Tellier et al. 2015).
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Sekil 2.6. Tiimorde gozlenen hipoksi tiirleri (Korbecki et al. 2020).
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HIF-1a, intratiimoéral hipoksinin yani sira onkogenlerdeki fonksiyon kazanci
mutasyonlar1 (6rnegin, ERBB2 ve SRC) ve tiimor baskilayici genlerdeki fonksiyon kayb1
mutasyonlar1 (6rnegin VHL, PTEN, p53 ve ARF) gibi genetik degisikliklerin bir sonucu

olarak insan kanserlerinde asir1 eksprese edilmektedir (Semenza 2003).

2.7.1. HIF (Hipoksi ile indiiklenebilir faktor) Ailesi ve Yapilari

Kanser hiicreleri, hipoksiye uyum saglama yeteneklerinden yararlanarak onlari
daha agresif biyolojik davranislar sergiler hale getiren 6zel bir transkripsiyonel program
baslatmaktadir. Hipoksi ile indiiklenebilir faktorler (HIF'ler), kanser progresyonunda ve
tedavi direncinde rol oynayan ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenleyerek hipoksi ile
indiiklenebilir yollar1 kontrol eden anahtar faktorlerdir (Yu, Tang, and Sun 2017).

HIF ailesinde ii¢ tiye (HIF-1, HIF-2 ve HIF-3) bulunmaktadir. HIF’ler oksijene
duyarl a alt birimlerinden ve oksijene duyarli olmayan aril hidrokarbon reseptorii niikleer
translokatorii (ARNT) olarak da bilinen HIF-1B alt biriminden olusan heterodimer
yapilardir (Sekil 2.6). Bu liyeler arasinda HIF-1a, memeliler iizerinde yapilan yapisal ve
fonksiyonel ¢aligsmalar ile en iyi karakterize edilen izoformdur. Kromozom 14q21-24
icinde bulunan HIF1A geni tarafindan kodlanmaktadir ve 15 ekzondan olusan bir
transkripsiyon faktordiir. HIF-la 826 amino asitten ve HIF-1f 789 amino asitten
olugsmaktadir. 120-kDa'luk bir polipeptit alt birimi olan HIF-1a, transkripsiyon faktori
HIF-1'i olusturmak i¢in 91-94-kDa'luk bir polipeptit alt birimi olan HIF-1p ile
heterodimerize olmaktadir. HIF-1o’nin protein stabilizasyonu, hiicre i¢i lokalizasyonu ve
transkripsiyonu oksijen seviyesinden etkilenirken; B (ARNT) alt birimi yapisal olarak
ifade edilmektedir ve oksijen seviyelerinden etkilenmemektedir (Sahin Calapoglu 2016).

HIF izoformlar1 ve HIF-1pB, bir bHLH (temel sarmal-dongii-sarmal, basic helix
loop helix) domaini ve iki PAS (PER-ARNT, arilhidrokarbon reseptorii niikleer
translokator) -SIM) domaini bulundurmaktadir. PAS dizisine karboksi-terminalde
bulunan 40-45 amino asit bolgesinden olusan ve muhtemelen PAS yapisal alanina katkida
bulunan PAS ile iligkili COOH-terminal (PAC) alan1 da bulunmaktadir. HIF'ler arasinda
bHLH ve PAS domainleri yiiksek sekans benzerligine sahiptir. Ayrica bHLH ve PAS
domainleri, HIF-1o ve HIF-1P arasinda heterodimerizasyona aracilik ederken, bHLH
alanmin N terminalinden o6nceki alanlar HIF-1o/HIF-1f heterodimerinin hedef gen
promotorlarinin HRE-DNA (Hipoksi cevap elemani- Deoksiriboniikleik asit) (5'-
TACGTG-3') motifine baglanmasinda gorev almaktadir (Fath et al. 2023; Infantino et al.
2021; Martin, Castaneda Patlan, and Robles Flores 2017).
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HIF-1a ve HIF-2a hem N-terminal transaktivasyon (N-TAD) hem de C- terminal
transaktivasyon (C-TAD) alani igermektedir. Bu iki alan normoksik kosullarda
transkripsiyonel aktivitenin baskilanmasindan sorumlu olan inhibitér alan (ID) olarak
bilinen bir bolge ile ayrilmaktadir. HIF-3a sadece N-TAD alani, HIF-1p alt tinitesi ise C-
TAD alan1 bulundurmaktadir. Ayrica HIF-1a'nin hedef gen aktivasyonuna aracilik eden
transaktivasyon kabiliyeti C-terminal bolgesinde (C-TAD) bulunmaktadir. N-TAD alani
ise, ek transkripsiyonel kofaktorlerle etkilesime girerek hedef gene 6zgiilliik vermektedir.
C-TAD alanina CBP (CREB-binding protein), p300, SRC-1 (Steroid Reseptorii
Koaktivatorii-1) ve TIF-2 (Transkripsiyon Aract Faktor-2) koaktivatorleri baglanarak
HIF hedef genlerinin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir ve HIF aktivitesi i¢in
gereklidir. Her ¢ tlye (HIF-1a, HIF-2a ve HIF-3a) de iki prolin kalintisinin
hidroksilasyonuna ve bir lizinin asetilasyonuna ve ardindan proteazomal bozunmaya
aracilik eden oksijene bagimli bozunma (ODD) alanii igermektedir. Ek olarak HIF-1a
ve HIF-2a iyeleri 718-721. Aminoasitler arasinda niikleer lokalizasyon sinyal (NLS)
bolgesine sahiptir. Bu bolge ise HIF-la’nin hiicre ¢ekirdeginde birikmesinden
sorumludur (Sekil 2.7.) (Martin et al. 2017).

DNA
baglanmasi Heterodimerizasyon Proteozomal degredasyon Transaktivasyon

e L - I

HIF-1B _{mHmH ms-a} m_
HIF-2a -[ bHLH H PAS-A ]—[ PASB 00D P | cTAD

protein-protein
etkilesimi

e EHE-E- 8

Sekil 2.7. HIF izoformlarmin fonksiyonel domain yapilari (Infantino et al. 2021).

HIF-2a, HIF-1a ile yapisal benzerlikler paylasirken farkli bir ekspresyon
modeline ve fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Tiim hiicrelerde eksprese olan HIF-1a ‘dan
farkli olarak HIF-2a, embriyonik hiicrelerde ve yetiskin vaskiiler endotel hiicrelerinde,
akcigerlerde, plasentada ve kalpte bol miktarda eksprese olmaktadir. Ek olarak

transkripsiyonel hedeflerinde de farkliliklar bulunmustur. Literatiirde bildirildigi gibi



20

HIF-1a farkli metabolik yollarda yer alirken, HIF-2a daha ¢ok eritropoietin (EPO) geni
ve demir (Fe) metabolizmasi lizerinde etkilidir. Ayrica her iki iiyeninde VEGF ve GLUT-
1 gibi diger genlerin ekspresyonunu diizenledigi bilinmektedir (lyer, Leung, and Semenza
1998).

HIF-3a, diger tliyelerden farkli olarak proteinler arasindaki etkilesimden sorumlu
olan bir 16sin fermuar (LZIP- leucine zipper) alani bulundurur. Ek olarak, HIF-1p ile
heterodimerize olabildigi ve deneysel kanitlar ile hipoksi altinda yetiskin farelerde timus,
akciger, beyin, kalp ve bobreklerde eksprese edildigi gosterilmistir. Birden fazla HIF-3a
varyant1 bulunmustur ancak bunlarin spesifik fonksiyonel aktiviteleri hala tam olarak
bilinmemektedir (Heidbreder et al. 2003).

2.7.2. HIF-1 Sinyal Yolag:

HIF-1a proteininin aktivitesi ve birikimi hiicre i¢indeki yasam dongilisii boyunca
farkli seviyelerde diizenlenmektedir. Oz seviyelerinden bagimsiz olarak HIF-1a, ¢esitli
biiylime faktorleri ve diger sinyal molekiillerini i¢eren bir dizi sinyal olay1 yoluyla yapisal
olarak sentezlenmektedir. Hipoksik kosullar altinda gesitli yolaklarin HIF-1a stabilitesini
ve transkripsiyonel aktiviteyi hidroksilasyon, asetilasyon, ubikitinasyon ve fosforilasyon
reaksiyonlarin1 igeren post-translasyonel modifikasyonlar aracilifiyla kontrol ettigi
gosterilmigtir (Kallio et al. 1997). Buna karsilik, normoksik kosullar altinda HIF-1a hizli
bir sekilde bozunmaktadir ve normalde yaklasik 5 dakika olan ¢ok kisa bir yarilanma
Oomriine sahiptir (Salceda and Caro 1997).

Normoksik kosullarda, HIF-1a dioksijen (O2), Fe (I) ve 2-oksoglutarata mutlak
bir gereksinim duyan enzimler tarafindan spesifik prolin veya asparajin kalintilari
tizerinde hidroksilasyona ugramaktadir (Mcneill et al. 2002). Bunun igin HIF-1a tizerinde
etkili olan dort hidroksilaz enzimi tanimlanmstir: Pro®® ve Pro®®* prolin kalintilarini
degistiren ti¢ prolil-4-hidroksilaz alani iceren enzim (PHD1-3) ve bir asparajin kalintisi
olan Asn®%ii degistiren FIH (HIF'i inhibe eden faktdr). Pro*®? ve Pro®® prolin kalintilart
ODD alaninda bulunurken, Asn®® asparajin kalintist HIF-1a 'min C-TAD alaninda
bulunmaktadir (Walmsley et al. 2008). Prolin kalintilarinin hidroksilasyonu, HIF-1a ve
von Hippel-Lindau (VHL) tiimdr supresor proteini arasindaki etkilesimi saglamaktadir.
VHL proteini ise, HIFa alt birimlerinin proteazomal degradasyonunu takiben
ubikitinasyonu baslatan ¢ok proteinli bir E3 ubikitin ligazin (Siahl ve Siah3) substrat

803

tanima bilesenidir. Ayrica Asn®” iizerindeki hidroksilasyon HIF-1la ile koaktivator

p300/CBP arasindaki etkilesimi &nlemektedir. Dolayisiyla Pro®*®? ve Pro®*iin
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hidroksilasyonu HIF-1a’nin poliubikitinasyon igin isaretlenmesini saglayarak protein
stabilitesini etkilerken, Asn®® iizerindeki hidroksilasyon transkripsiyonel aktivitesini
inhibe ederek HIF-1a aracili hedef gen transkripsiyonunu ortadan kaldirmaktadir (Sekil
2.8.) (Lando et al. 2002; Wenger 2002).
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Sekil 2.8. HIF-1a'nin oksijene bagh diizenlenmesi (Wenger 2002).

Hipoksik kosullarda, PHD enzimi HIF1la’y1 hidroksile edemez ve bu nedenle
HIF1la pVHL tarafindan taninmaz. Boylece HIF1a alt birimleri hiicrede birikir ve HIF1f3
ile heterodimerize olmak ic¢in c¢ekirdege translokasyon yaparak P300/CBP gibi
koaktivatorleri ile birlesir ve VEGF-A, FLT-1, GLUT-1, Bcl-2 gibi hedef genlerin
promotdr bolgelerindeki hipoksi yanit elementlerine (HRE) baglanarak transkripsiyonu
artirir (Sekil 2.9.) (Infantino et al. 2021).

HIF-1'in aktivasyonunun ve hipoksi ile indiiklenebilir genin transkripsiyonunun
sadece hipoksik kosullarla sinirlt bir siire¢ olmadig1 bilinmektedir. HIF-1a mMRNA ve
protein sentezinin yani sira HIF-1 transkripsiyonel aktivitesi de normokside biiylime
faktorleri (PDGF; EGF; HGF), onkogen iiriinleri (v-Src, RasV12, Her2, Akt) ve
inflamasyon aracilar1 (IL-1b, TNF- o, NO) gibi ¢esitli uyaranlar tarafindan indiiklenir. Bu
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uyaranlarin bazilar1 hiicre tipine 6zgii bir sekilde ekspresyonunu indiiklemektedir
(Manolescu et al. 2009).

Yapilan son ¢alismalar ise HIF-1a'nin PI3K/Akt/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK,
JAK/STAT, Wnt/B-katenin, Notch ve NF-xB gibi farkli sinyal yollar ile iliskili oldugunu
da ortaya koymustur (Lopez-Bergami, Fitchman, and Ronai 2008).

Literatiirde mevcut olan bir¢ok ¢alismadan insanlardaki kanserlerde HIF-1a'nin
asir1 eksprese edildigi bilinmektedir. HIF-la'nin sentezi, reseptor/reseptdr olmayan
tirozin kinazlar ve ayrica G-protein-bagli reseptorler tarafindan indiiklenen iki yol olan
PI3K ve MAPK yollarinin kontrolii altindadir (Semenza 2003). Ayrica, NF-xB (niikleer
faktor kB) HIF-1a'nin aktivitesinde dogrudan bir modiilatdr olan bir etkili transkripsiyon
faktoriidiir. Dolayisiyla HIF-1a ekspresyonu, kanserojen siirecle ilgili ¢ok sayida
mekanizmanin kontrolii altindadir (van Uden, Kenneth, and Rocha 2008). Rapor edilen
birka¢ ¢aligma ile P13-kinazin spesifik inhibisyonunun HIF-1'e bagli hiicresel yanitlarin
cogunu engelledigi ve PTEN'in tiimor baskilayici islevinin kaybinin HIF-1 aracili gen
ekspresyonunu kolaylastirdigi gosterilmistir (Laughner et al. 2001). Birkag raporda ise
p42/p44 (Erk2/Erkl) mitojenle aktive olan protein kinazlarin (MAPK'lar) HIF alt
birimlerini fosforile ederek hipoksik olarak modifiye edilmis proteinle benzer

elektroforetik go¢ 6zelliklerine yol agabilecegi gosterilmistir (Richard et al. 1999).
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Sekil 2.9. Kanser hiicrelerinde HIF-1 ekspresyon artigindan etkilenen fizyolojik yanitlar (Semenza 2003).
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2.7.3. HIF-1 Hedef Genleri

Bugiine kadar 1000'den fazla genin ifadesinin a, p heterodimerik yapiya sahip
olan HIF-1 transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Anjiyogenez,
glukoz metabolizmasi, metastaz, invazyon, hiicre proliferasyonu ve sagkalimi HIF-1
hedef genlerinin ekspresyonu sonucu etkilenen kritik fizyolojik yanitlardir. Bunlar
hipoksiye verilen sistemik, yerel ve hiicresel yanitlardir ve bdylece pankreas kanseri
hiicrelerinin hipoksik kosullara adapte olmasi kolaylasmaktadir (Zhou et al. 2006).

Anjiyogenez siireci, ekstraseliiler matrisin bozunmasini, vaskiiler endotel
hiicrelerinin aktivasyonunu, ¢ogalmasini, invazyonunu ve yeni bir damar agmin
kurulmasini igerdigi igin karmasiktir. VEGFA (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorti),
bu siirecte 6zellikle de vaskiiler endotelyal hiicrelerin ¢cogalmasini ve gogiinii destekledigi
icin en 6nemli molekiildiir (Y. Guo et al. 2020). Flt-1 (fms-benzeri tirozin kinaz-1)
VEGFR (Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorii) ailesinin bir tiyesidir ve VEGF-
A, PIGF (Plasental Biiyiime Faktorii) ve VEGF-B'yi baglayan bir reseptordiir. Kinaz
aktivitesi VEGFR ailesinin bir diger iiyesi olan VEGFR-2 reseptoriinden yaklagik 10 kat
daha zay1f olmasina ragmen VEGF-A i¢in baglanma afinitesinin bin kat daha fazla oldugu
bilinmektedir (Shibuya 2006).

FLT-1 endotel hiicrelerinde ve makrofajlarda eksprese edilmektedir ve kinaz
aktivitesi araciligiyla aterosklerozu, enflamatuar hastaliklart ve kanser metastazini
desteklemektedir (Shibuya 2006). Fakat ayni1 zamanda pankreas kanseri hiicrelerinde de
eksprese edilmektedir. Normal pankreas ve kronik pankreatit ile karsilastirildigr zaman,
ekspresyonunun pankreas kanserinde artis gosterdigi bilgisine ulagilmaktadir. FLT-1
reseptoriiniin 6zellikle epitel hiicrelerinin 6zelliklerini kaybederek mezenkimal 6zellikler
kazandig1 siire¢ olan EMT (Epitelyal Mezenkimal Doniisiim) gecisinin indiiklenmesi
yoluyla pankreas kanserinde tiimor ilerlemesinde rol oynadigi da bilinmektedir (Costache
et al. 2015). Gegtigimiz son on yilda FLT-1"in ligand1 olan VEGFA'nin pankreas kanseri
timor anjiyogenezindeki rolii genis capta tanimlanmustir. Liang ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ise, VEGF ekspresyonunun pankreas kanseri dokularinda %77 ve
normal komsu pankreas dokularinda %15 pozitif orana sahip oldugu bildirilmistir (Liang
et al. 2010).

Tiimdr hiicreleri normal hiicrelerden daha fazla glikoz tiiketir ve yeterli oksijen
varliginda bile glikoz tiirevli karbonun ¢ogunu laktata donistiiriirler. Bu siire¢ aerobik

glikoliz veya Warburg etkisi olarak tanimlanmistir (Koppenol, Bounds, and Dang 2011).
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Ayni1 onkogenler tarafindan yonlendirilmesine ragmen farkli doku kokenlerine sahip olan
kanserler farkli metabolik degisiklikler sergiler. Pankreas kanseri hiicrelerinde genetik
mutasyonlarin Warburg, ters Warburg, lipid bagimliligin1 igeren heterojen metabolik
fenotipleri yonlendirdigi diisiintilmektedir. Bu nedenle, pankreas kanseri hiicreleri glikoz,
amino asit ve lipid metabolizmasinin karmasik ve heterojen yeniden programlanmasini
sergilemektedir (Liang et al. 2016).

Hipoksik bir ortamda pankreas kanseri hiicreleri, HIF-1a ekspresyonunu artirarak
kanser hiicrelerinin hipoksiye adaptasyonunu saglamak icin glikolizi artirmaktadir.
Pankreatik duktal adenokarsinomda (PAAD) glukoz alim siirecine glukoz tasiyici
proteinler arasindan metabolik aktivasyonda ve glikolitik siiregte islevi olan glukoz
tastyict 1 (GLUTI1) aracilik etmektedir. PAAD hiicrelerinde metabolik yeniden
programlama ile birlikte enerji ve oksijen tiiketimi artmaktadir. Bundan dolay1 hiicrelerin
glukoz kullanimi da artmaktadir. Insan hiicrelerinde GLUT1 ekspresyonu normal
dokularda veya iyi huylu lezyonlarda PAAD tiimor dokulari ile kiyaslandiginda diisiik
olma egilimindedir. Bu durumda kismen hizli bir gelisim ve koti prognozun bir
gostergesidir (Shibuya 2006). Ayrica hipoksik kosullarda GLUT1 ekspresyonunda artis
meydana geldigi bilinmektedir. SW480 ve SW620 insan kolorektal adenokarsinoma
hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢aligma sonucuna gére GLUT1 mRNA ekspresyonunun
hipoksi ile stimiile oldugu bildirilmistir (Chung et al. 2009). Aci1 kavun suyu (Bitter
Melon Juice) ile muamele edilmis PANC-1 ve BxPC3 pankreas kanseri hiicre hatlarinda
ve ksenograftlarda yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalar sonucunda glikoz
ekspresyonunda gii¢lii bir azalma oldugu gosterilmistir (Dhar et al. 2019).

Cesitli biyolojik olaylarda yer alan hiicrelerin segici olarak ortadan kaldirilmasi
icin gerekli olan fizyolojik siireg¢ apoptoz olarak bilinmektedir. Bu apoptoz olarak bilinen
apoptotik hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde yer alan ve en iyi karakterize edilmis protein
ailesi ise Bcl-2 (B-hiicreli lenfoma geni-2) olarak tanimlanmistir. HIF-1 hedef geni ve
ayn1 zamanda bu ailenin anti-apoptotik tiyesi olan Bcl-2, sitokrom C ve AlF (apoptozu
indiikleyen faktor) gibi mitokondriyal apoptojenik faktorlerin sitoplazmaya salinmasini
onleyip hiicre apoptozunu engellemektedir. Pro-apoptotik aktiviteye sahip Bcl-2 protein
ailesi iiyesi olan Bax (Bcl-2 ile iliskili X apoptoz diizenleyici) gibi proteinler dis
mitokondriyal zardaki gegirgenligin artmasini saglayarak apoptotik faktorler olan
sitoktom C ve AIF’1n sitoplazmaya salinmasina sebep olarak kaspaz aktivasyonuna yol

acmaktadir. Bunun sonucunda hiicreler 6liime siiriiklenmektedir (Tsujimoto 1998).
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Apoptoz ve hiicre sagkaliminda hipoksi kaynakli olarak degisiklikler meydana
gelmektedir ve HIF1, apoptozun gii¢lii bir baskilayicisi olarak islev gormektedir. Bu
bilgiyi destekler nitelikte yapilan bir ¢calismada tiimé6r hipoksik-iskemik mikrogevresini
taklit etmek i¢in kullanilan hipoksi ve serumsuz ortamin apoptozu azalttig1 ve pankreas
kanseri hiicre hatt1 olan MiaPaCa2 hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigi gosterilmistir
(Wu, Guo, and Li 2015). Bir fare pankreas endokrin tiimoér modelinde ise, ¢evredeki
ekzokrin dokuya invazyonun artmasmin kaspaz-3 ekspresyonunun azalmasiyla iliskili
oldugu ve yiiksek HIF-la seviyelerinin kaydedildigi alanlarda meydana geldigi
bildirilmistir (Takeda et al. 2012).

2.8. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller

Nanoteknoloji terimi ilk defa 1974 yilinda Tokyo Bilim Universitesi’nde Norio
Taniguchi tarafindan “ileri diizey duyarlilikla mevcut teknolojilerin kiigiiltilmesine
dayal1 bir teknoloji” olarak tanimlanirken nanoteknolojinin kavramsal temeli 29 Aralik
1959 yilinda Amerikan Teknoloji Enstitiisii'nde Richard Feynman'in “There is a plenty
of rooms at the bottom (Kiigiik seylerle yapilacak daha ¢ok sey var)” konulu tinlii
dersinden sonra olusturulmustur (Mehnath et al. 2021).

Nano terimi, ‘dwarf (ciice)’ anlamina gelen Yunanca kelimeden gelmektedir. Bir
nanometre (nm) bir metrenin milyarda biri (10°m) veya kabaca yan yana ii¢ atomun
uzunlugu olarak tanmimlanmaktadir. Nanoteknoloji, 1 ila 100 nanometre (nm) boyut
araliginda partikiiller gelistirmek veya manipiile etmek i¢in kullanilan bir teknolojidir ve
21. yilizyilin en umut verici teknolojilerinden biri haline gelmistir (Bayda et al. 2020;
Maynard 2006). Ayrica fizik, malzeme bilimi, kimya, biyoloji, bilgisayar bilimi ve
mithendisligi de dahil olmak iizere neredeyse her bilim alanina katkida bulunmaktadir
(Hulla, Sahu, and Hayes 2015). Nano ol¢ekli parcaciklar veya nanopartikiiller, ilag
tesliminde, hastalik teshisi, medikal goriintiileme, kanser tedavisi, gen terapisi, kozmetik
ve diger bazi biyolojik ve biyolojik olmayan alanlarda genis uygulamalarda umut verici
araglar olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.10.) (Gwinn and Vallyathan 2006; Najahi-
Missaoui, Arnold, and Cummings 2021).
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Sekil 2.10. Nanopartikiillerin kullanildig1 alanlar (Jadoun et al. 2021).

Nanopartikiiller genis yiizey alan1 ve kii¢iik boyutlar1 nedeniyle makro 6l¢ekli
malzemelere kiyasla benzersiz ve 6nemli Ol¢iide degismis optik, mekanik, fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 6zellikler sergilerler (Lloyd, Byrne, and Coker 2011). Dolayisiyla
nanoteknolojiyi diger bilim dallarindan ayiran en 6nemli 6zellik nano boyutlardaki
malzemelerin yiizey/hacim oranlarinin artmasi ve boylece malzemenin 6zelliklerinde
biiytlik degisiklikler saglanabilmesidir (Beykaya and Caglar 2016).

Nanopartikiiller, kompozisyonlaria, morfolojisine, kokenine ve boyutlarina gore
farkli sekillerde siniflandirilabilir (Sekil 2.11). Nanomalzemeler metalik olmayan ve
inorganik (TiO2, SiOz, ZnO2, Al(OH)s, Fe203, CeO2, ZrOz, Ca0), metalik ve metal
alasimlar1 (Au, Ag, Pt, Pd, Cu, Fe, Ni, Co, Al, Mn, Mg), karbon bazli
nanomalzemeler (fullerenler, karbon nanotiipler, karbon nanofiberler, grafen),
dendrimerler ve nanopolimerler (polimerik nanotiipler ve nanopartikiiller, nanoteller,
nanorodlar, nanoseliiloz, polimer filmler) ve kuantum noktalar1 (kadmiyum telliirid,
kadmiyum selenid, kadmiyumsuz kuantum noktalar) olarak da siiflandirilabilmektedir
(Pulit-Prociak and Banach 2016). Nanomalzemeler kdokenine gore dogal ve sentetik
nanomalzemeler olarak iki smifa ayrilmaktadir. Dogal nanomalzemeler dogada
kendiliginden bulunurken sentetik nanomalzemeler fiziksel, kimyasal ve biyolojik (yesil
sentez) yontemler kullanilarak sentezlenebilmektedir (Jeevanandam et al. 2018).
Manyetik nanopartikiiller, metal nanopartikiiller (demir, altin, giimiis, ¢inko, platin, bakir

vb.), metal oksit nanopartikiiller, kuantum noktalar, yar1 iletken nanopartikiiller,
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nanotiipler, fullerenler ve diger nanomalzemeler bu sentez yollar1 kullanilarak
sentezlenebilen nanopartikiiller olarak bilinmektedir (Sekil 2.11.) (Jeevanandam et al.
2018).

Nanopartikiiller, kiire, silindir, levha veya tiip gibi farkli morfolojilerde tiretilebilir
(Pal, Rai, and Pandey 2019). Cesitli morfolojik yapilarda bulunabilmeleri ortamda
bulunan biyoaktif bilesiklerin sayisinin yani sira olusturulduklari ortamin tiiriine baglidir
(Aswathy Aromal and Philip 2012). Ayrica nanopartikiillerin morfolojik ozellikleri
reaksiyon siiresi, pH ve sicaklik gibi cesitli parametreler araciligiyla kontrol

edilebilmektedir (Zhang et al. 2020).

Sekil 2.11. Nanopartikiillerin siniflandiriimas1 (Khanna, Kaur, and Goyal 2019).

2.8.1. Giimiis Nanopartikiiller

Glimiis, farkl formlarda ve farkli amaglarla uzun yillardir kullanim1 yaygin olan
bir metaldir. Glimiis iyonlar1 (Ag") ¢esitli mikroorganizmalar i¢in toksik oldugu i¢in igme
suyunu arindirmak i¢in ve ayrica kronik iilser ve yanik tedavisinde kullanilmigtir (Amato
et al. 2011; Rai, Yadav, and Gade 2009). Nanogiimiisiin Antik Misir ve Roma'da
kullanildigina dair kanitlar da bulunmaktadir (Reidy et al. 2013). Farkli metalik ve
metalik olmayan nanopartikiiller arasinda, giimiis nanopartikiiller uygulanabilirlik ve ¢ok

yonliliikleri i¢in kapsamli bir sekilde arastirtlmigtir (Kaliamurthi et al. 2016; Satyavani,
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Ramanathan, and Gurudeeban 2011a, 2011b). AgNP'ler medikal goriintiileme, kanser
tedavisi, gen terapisi, atik su aritma, biyotip, ilag tagima ve tarim alanlarinda genis ilgi
gormiistiir (Benelli 2016; LewisOscar et al. 2016).

AgNP, 15181 absorblama ve sagmada birgok boya ve pigmentin aksine ¢ok
verimlidir. Par¢acigin boyutuna ve sekline bagli olarak belirli bir renk sergilemektedir.
Glimiis nanopartikiillerin 1s1kla gii¢lii etkilesimi, metal yiizeydeki iletim elektronlarinin
ylizey plazmon rezonansi (SPR) olarak bilinen belirli dalga boylarinda 1sik tarafindan
uyarildiginda kolektif bir salinnma maruz kalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir, bu salinim
alisilmadik derecede giiglii sagilma ve emilim 6zellikleriyle sonuglanmaktadir (Abou EI-
Nour et al. 2010).

AgNP’leri ozellikle tip ve saglik alaninda belirgin bir sekilde kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal, anti-viral, antikanser, trombolitik ve antikoagiile aktivite gibi gesitli
ozellikler sergileyen AgNP’leri bu tibbi uygulamalarinin yani sira yara onarimi, kemik
iyilesmesi, dis uygulamalari, as1 adjuvan ve biyosensor dahil olmak iizere diger tibbi
uygulamalarda da kullanilmaktadir (Gomes, Martins, and Prior 2021; Xu et al. 2020b).
Guimiis nanopartikiilleri gibi metal nanopartikiillerin, anti-diyabetik aktivite gosterme
potansiyeline sahip oldugu da gosterilmistir. Diyabette diinyadaki 11 yetiskinden 1’inde
metal nanopartikiillerin kullanilmasinin, daha kesin bir tedavi bulmak i¢in yeni arastirma
alanlarin1 olusturabilecegi veya en azindan bu hastalig1 kontrol etmek i¢in daha iyi bir
arag olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Oladipo et al. 2020).

Geleneksel ilaglarla kiyaslandigi zaman nanopartikiillerin biyouyumlulugunun
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Biyouyumlulugun daha yiiksek olmasi dolayisiyla
hiicrede istenmeyen toksik yan etkiler azalmakta ve uygulanan terapétiklerin etkinligi
artmaktadir. Ayrica AgNP’leri cesitli biyolojik aktivite ve benzersiz 6zelliklerinden
dolay1 kemoterapi basarisizliginda yer alan engellerin {istesinden gelme potansiyeli olan
terapotik ajan olarak bilinmektedir. Bu dogrultuda Zielinska ve arkadaslari tarafindan
yapilan calismada, 2.6 ve 18 nm boyutlarindaki giimiis nanopartikiillerin boyut ve
konsantrasyona bagli bir sekilde canlilig1 ve proliferasyonu azaltarak PANC-1 pankreas

kanseri hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Zielinska et al. 2017).

2.9. Nanopartikiil Sentezi I¢in Yaklasimlar
Nanopartikiillerin sentezi igin sekil 2.12.” de belirtildigi gibi bottom-up (asagidan
yukariya) ve top-down (yukaridan asagiya) olmak iizere iki ana yaklasim bulunmaktadir

(Marchiol 2012). Top-down yaklasimi uygun bir baglangic malzemesinin kademeli olarak
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mekanik, kimyasal veya diger enerji formlarini kullanarak boyut kii¢iiltme yontemleriyle
nano boyutlu yapilara par¢calanmasina dayanmaktadir. Bottom-up yaklasimi ise atomlarin
veya molekiillerin nano 0Ol¢ek araliginda molekiiler yapiya montajina dayanmaktadir

(Narayanan and Sakthivel 2010a).
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Sekil 2.12. Nanopartikiil sentez yaklasgimlar1 (Khanna et al. 2019).

Top-down yaklasim, genellikle malzemeleri istenen boyutta sekillendirmek igin
harici olarak kontrol edilen aletlerin kullanildigi mikrofabrikasyon tekniklerini
kullanmaktadir ve nano 6lgekte karmasik konformasyonlar olusturmak i¢in atomlarin
veya molekiillerin kendi kendine birlestirilme 6zelliklerinden yararlanilmaktadir. Bugiine
kadar gesitli metalik nanopartikiiller mekanik 6giitme, asitle agindirma, lazer ablasyon,
piiskiirtme ve elektro-patlama gibi top-down yaklagimlarla tiretilmistir (Khan, Saeed, and
Khan 2019). Fakat bu yaklagim ekonomik olarak maliyetli ve yiiksek enerji gerektiren
uzun bir siirectir. En biiylik avantajlari nanopartikiillerin boyut dagilimmin ve
morfolojilerinin kontroliinii saglayabilmek iken en biiylik dezavantaj1 nanopartikiil ylizey
yapisinin kusurlu olabilmesidir. Yiizey yapisindaki bu tiir kusurlar, yiiksek en boy
oranindan dolay1 metalik nanopartikiillerin fiziksel 6zellikleri ve yiizey kimyast tizerinde
onemli bir etkiye sahip olmaktadir (Thakkar, Mhatre, and Parikh 2010; Wang and Xia
2004).

Bottom-up yaklagimi organik ¢oziiciiler igeren kimyasal yontemleri ve farkli
bitkiler ve mikroorganizmalar kullanilan biyolojik ydntemleri igermektedir. Bu
yaklasimda nano 6lgekli yapilar sol-jel prosesi, lazer piroliz, kimyasal buhar biriktirme,

molekiiler yogusma, kimyasal rediiksiyon ve en onemlisi yesil sentez yontemleri ile
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sentezlenebilmektedir (Iravani 2011; Marchiol 2012). Nanopartikiillerin sentezi igin
bottom-up yaklasimi en etkili yaklasimdir. Bunun sebebi nanopartikiillerin daha basit
molekiillerden getistirilebilmesi ve nanopartikiillerin boyutunun veya seklinin
kimyasallarin konsantrasyonu ve reaksiyon sartlarinin (sicaklik, pH vb.) degistirilerek
kontrol edilebildigi veya modiile edilebildigi bir yaklasim olmasidir (J. Singh, Singh, and
Rawat 2017).

2.10. Nanopartikiil Sentez Yontemleri

Nanopartikiiller, fiziksel, kimyasal, biyolojik teknikler de dahil olmak iizere
cesitli yontemler kullanilarak sentezlenebilmektedir (Mohanpuria, Rana, and Yadav
2008) (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Nanopartikiil sentez yontemleri (Rafique, Sadaf, et al. 2017).

Nanopartikillerin Sentezi

Asagidan Yukariya Yaklagimi Yukaridan Asagiya Yaklagimi
Yesil Metodlar Kimyasal Metodlar Fiziksel Metodlar
* Bakteri kullanarak * Kimyasal indirgeme * Lazer ablasyonu
* Mantar kullanarak * Mikroemiilsiyon * Buharlagsma-yogusma
* Bitki kullanarak * Fitokimyasal * Puskurtmeli piroliz
* Maya kullanarak * Elektrokimyasal * Bilyali 6gtitme
* Mikroorganizma kullanarak * Piroliz * Tag bask1

* Mikrodalga

Toksik olmayan Toksik

2.10.1. Fiziksel Sentez

Fiziksel yontemler, nanopartikiillerin biiyiik 6l¢ekli iiretimi i¢in tercih edilen ¢ok
basit siirecler icermektedir. Y1gin metalin mekanik etki ile daha kiigiik parcalar haline
getirildigi yontemler oldugu icin top-down tekniklerin catisi altinda yer almaktadir.
(Sanchez-Lopez et al. 2020). Fiziksel yontemler genellikle hizlidir, toksik kimyasallar
icermemektedir fakat yiiksek enerji tiiketimi gerektirdigi i¢in dezavantajlidir. Bundan
dolay: fiziksel sentez nanopartikiillerin iiretilmesi ¢ok tercih edilen bir yontem degildir

(Jorge de Souza, Rosa Souza, and Franchi 2019).
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2.10.2. Kimyasal Sentez

Kimyasal sentez prosediirlerinde nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in metal bir
oncti, indirgeyici ajanlar ve bir stabilize edici madde gereklidir. Cesitli kimyasal
yontemlerden en basit olani, giimiis nitratlarin sulu bir ¢ozeltide, bir indirgeyici ve
stabilize edici bir ajan varliginda indirgenmesini icermektedir. Sitrat, askorbat, borohidrit
ve hidrojen gazi dahil olmak iizere c¢esitli indirgeyici ajanlar kullanilabilmektedir.
Kullanilan stabilize edici ajanlar ise ylizey aktif maddeler, polivinilipirolidon ve
polietilen glikol gibi spesifik fonksiyonel gruplara sahip ligandlar veya polimerlerdir
(Gudikandula and Charya Maringanti 2016).

Poliol yontemi, glimiis nanopartikiilleri sentezlemek i¢in yaygin olarak kullanilan
bir kimyasal yontem tiiriidiir. Bu yontemde, bir ¢6ziicii ve stabilize edici bir ajanin ikili
roliinii yerine getiren etilen glikol varhiginda gliimiis nitrat indirgenmektedir. Ayrica
nanopartikiillerin son boyutu ve sekli gdz oniinde bulundurularak belirli reaktifler ve
indirgeyici ajanlar kullanilmaktadir. Genellikle sodyum sitrat gii¢lii bir indirgeyici madde
olan sodyum borohidrid tarafindan elde edilen nanopartikiillere kiyasla daha biiyiik
boyutlu nanopartikiill olusumuna yol ag¢maktadir. Alternatif olarak, kiiresel
nanopartikiiller hazirlamak i¢in kullanilan standart bir kimyasal reaktif ise oleil amin-sivi
parafin karisimidir (Raghavan et al. 2016). Sentez siirecinde kullanilan ¢oziiciiler ve
indirgeyici ajanlar hem insan sagligt hem de ¢evre i¢in zararhidir ayrica kullanilan
¢oziiciilerin toksisitesi uzun dmiirlii bir etkiye sahiptir. Ornegin polivinil alkol, kimyasal
sentez yonteminde siklikla kullanilan bir reaktiftir fakat sentezlenen nanopartikiillerin
ilag tesliminde kullanildiginda viicuttaki saglikli hiicrelere de zarar verdigi bilinmektedir

(Ovais et al. 2018).

2.10.3. Biyolojik Sentez

Nanopartikiill sentez siire¢lerinin  ¢ogunlugunun c¢evre dostu olmadigi
bilinmektedir ve bildirilen sentez yontemlerinin sadece %24'i yesil veya ¢evre dostu
tekniklere dayanmaktadir (Tolaymat et al. 2010). Nanopartikiil sentezinde kimyasal ve
fiziksel yontemlerin hem kompleks bir yapiya sahip olmasi hem de yiiksek maliyetli
olmasi ve g¢evre dostu olmamast bilim insanlarin1 biyolojik yoOntemlere
yonlendirmektedir. Nematollahi tarafindan yapilan ¢alisma sonucu olarak nanopartikiil
tiretimi i¢in bitki veya bitki kisimlarmin kullanimiin ucuz, yenilenebilir kaynaklar

oldugu ve ¢ogunlukla saglik alaninda kullanildig: bildirilmistir (Nematollahi 2015).
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Biyolojik sentez, literatlirde yesil (green) sentez ve yesil kimya olarak da
bilinmektedir. Sitotoksisite, gevresel toksisite ve kanserojenite nedeni olabilen ve siklikla
cevresel olarak asindirici ajanlar1 kullanan fiziksel ve kimyasal sentez siireclerini i¢eren
geleneksel sentez yontemlerinden tamamen farkhidir (Kumar et al. 2020). Ozellikle
metalik nanopartikiillerin sentezi i¢in yesil sentez yaklasimlari son yillarda yeni ve umut
verici bir arastirma alan1 haline gelmistir (Ovais et al. 2018).

Nanopartikiillerin iiretimi i¢in biyolojik sentez yonteminde bakteriler, mantarlar,
algler ve kabuk, yaprak, ¢igek, meyve, kok, tohum ve rizom dahil olmak tizere bitkilerin
farkl kisimlar1 kullanilmaktadir (Ayano et al. 2014; Aziz et al. 2021; Chung et al. 2016;
Kuppusamy et al. 2014; Yadav et al. 2015). Farkli bitki kisimlarindan elde edilen
ekstraktlarin igeriginde enzimler, alkaloidler, alkoller, yaglar, flavanoidler, terpenoidler,
aminoasitler, karbonhidratlar ve fenolik bilesikler gibi fitokimyasallar bulunmaktadir. Bu
fitokimyasallar sentez sirasinda metal iyonlarinin (Ag*™’mn Ag®’a) indirgenmesine katkida

bulunmaktadir (Sekil 2.13.) (Abdelghany et al. 2018; Jadoun et al. 2021).
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Sekil 2.13. Bitki ekstrakt icerigi (Ettadili et al. 2022).

Bugiine kadar bakteri, mantar, alg ve bitki kullanilarak metal nanopartikiillerin
biyolojik sentezi hakkinda c¢ok sayida arastirma makalesi yaynlanmistir. Biyolojik
sentez, ucuz, tek adimda gergeklesen ve ¢evre dostu bir yontem oldugundan dolay1 bitki
aracili sentez yaklagimlarinin metal nanopartikiilleri sentezlemek i¢in daha giivenilir ve
ekonomik bir yol oldugu bildirilmistir. Bu yaklasimla sentezlenen nanopartikiiller sitma,
HIV, kanser, hepatit ve diger ¢esitli hastaliklar i¢in potansiyel farmasotik ajan olarak
kullanilmaktadir (Ovais et al. 2018).
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Konvansiyonel yontemler olarak bilinen kimyasal ve fiziksel yontemlerden farkli
olarak bitki temelli sentez yiiksek sicaklik, basing ve toksik kimyasallar kullanilmadan ve
nanopartikiillerin daha ¢evre dostu daha ucuz bir sekilde biiyiik 6l¢ekli sentezini saglayan

yaklasimdir (Sekil 2.14.) (Shankar et al. 2004).
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Sekil 2.14 Biyolojik sentezin avantajlari (Ettadili et al. 2022).

2.11. Nanopartikiil Sentezini Etkileyen Faktorler

Reaksiyon parametreleri biyolojik olarak sentezlenen nanopartikiillerin verimini,
seklini, boyutunu ve stabilitesini optimize etmede kritik rol oynamaktadir. pH, reaksiyon
sicakligi, bitki ekstraktinin ve glimiis tuzunun konsantrasyonu, reaksiyon siiresi, basing
ve kullanilan teknik veya sentez yontemi gibi cesitli faktdrler nanopartikiillerin sentezini
ve stabilizasyonunu kontrol etmektedir (Mittal, Chisti, and Banerjee 2013; Pal et al.
2019).

pH: Nanopartikiil sentezi sirasinda pH, metal nanopartikiillerin hem seklini hem de
boyutunu etkileyen 6nemli bir faktordiir (Patil and Chandrasekaran 2020). V. Luteoablum
kullanilarak pH 3’te kiiresel boyutlarda nanopartikiil (<10.0 nm) sentezinin gerceklestigi
fakat pH 5'e yiikseltildiginde altigen, tiggen ve ¢ubuk gibi farkli sekillerde nanopartikiil
olustugu goézlenmistir. pH 7-9’a yiikseltildiginde ise diizensiz ve tanimsiz sekillerde
nanopartikill elde edildigi tespit edilmistir (Gericke and Pinches 2006). Benzer bir
caligmada ise Coriolus versicolor (Hindi kuyrugu mantari) kullanilarak sentezlenen

nanopartikiillerin tiretiminde metal iyonlarinin indirgenmesinin pH'a karst oldukca
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duyarli oldugu bulunmustur (Sanghi and Verma 2009). Manosalva ve arkadaslar1 Galega
officinalis (Kegisedefi) 6zii kullanarak AgNP iizerine bitki 6zii konsantrasyonu ve tuz
(AgNO3) konsantrasyonu gibi diger parametrelerle birlikte pH'in etkisini kapsamli bir
sekilde incelenmis Ve yiiksek pH ve diisiik tuz ¢6zeltisi konsantrasyonu igeren AgNP'lerin

daha kiiglik boyutlara sahip olduklarini bildirmislerdir (Manosalva et al. 2019).

Sicakhik: Sicaklik, elde edilen nanoparcaciklarin sekillerini ve boyutlarini etkileyerek
metal nanopartikiillerin sentezinde 6nemli rol oynayan diger bir faktordiir. Reaksiyon
sicakligr arttikca, indirgenme orani artmaktadir ve dolayisiyla artan verimde kiiciik ve
yiiksek oranda dispers NP'ler olugsmaktadir. Curcuma longa (Zerdegal) yumru tozu 6zii
kullanilarak sentezlenen giimiis NP'lerin, sicakliktaki artigla birlikte yiizey plazmon
rezonansinda artis belirlenmistir (Sathishkumar, Sneha, and Yun 2010). Benzer bir
calismada Tanacetum vulgare (Solucan otu) meyve 6zii kullanilarak hem giimiis hem de
alin NP'lerin bitki aracili sentezinde sicakligin 25'ten 150°C'ye ¢ikarilmasiyla
absorpsiyon piklerinin keskinliginde artis gozlenmistir. Gozlenen keskin pikler NP'lerin
verimi ile sicaklik arasindaki pozitif korelasyon oldugunu dogrulamaktadir (Dubey,

Lahtinen, and Sillanpaé 2010).

Ekstrakt Konsantrasyonu: Bitki ekstraktinda bulunan biyomolekiiller, metalik
nanopartikiillerin sentezini ve seklini 6nemli 6lgiide etkilemektedir. Bu durumun bitki
biyokiitlesinde mevcut olan polifenollerin ve flavonoidlerin yiizdesinin daha yiiksek
olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Irfan et al. 2018). Yapilan bir ¢alismada
reaksiyon ortamindaki Plectranthus amboinicus (Kiiba kekigi) yaprak ekstrakti
konsantrasyonundaki degisiklikler, altin nanopartikiil (AuUNP) boyutunu 50 ila 350 nm
arasinda ve ayrica kiiresel, tiggen Ve altigen gibi farkli sekillerde etkilemistir (Narayanan
ve Sakthivel 2010).

Tuz Konsantrasyonu: Nanopartikiillerin boyutlari, giimiis nitrat (AgNO3)
konsantrasyonundaki degisikliklerden giiglii bir sekilde etkilenmektedir. Phanjom ve
Ahmed tarafindan yapilan ¢alismada 1 ila 8 mM AgNOs konsantrasyon araliginda 17.06
ile 7.22 nm arasindaki boyutlarda AgNP'leri sentezlenirken 9 ila 10 mM AgNO3
konsantrasyon araliginda 45.93 ile 62.12 nm arasindaki biyiiklikte AgNP'ler
sentezlendigi bildirilmistir. Dolayisiyla tuz konsantrasyonunun artmasiyla sentezlenen

nanopartikiiliin boyutunda da artis meydana gelmektedir (Phanjom and Ahmed 2017).
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Reaksiyon siiresi: Literatiire gore, ¢ozeltinin rengi kararli oldugu anda optimum
reaksiyon siiresi tamamlanmis olmaktadir. Reaksiyon siiresinin artmasi, boyut artigina
neden olarak nanopartikiilleri 6nemli Ol¢iide etkilemektedir (Abdullah, Ahmad, and
Shameli 2015). Nanopartikiil inkiibasyon siiresinin uzun olmasi, nanopartikiillerin
potansiyelinde bir azalmaya neden olabilecek agregasyona neden olmaktadir (Baer 2014).
Dwivedi ve Gopal, Chenopodium albiim (Sirken otu) yapragi ckstresi ile ¢alisirken
inkiibasyon siiresindeki artigla birlikte UV absorpsiyon spektrumlarinin keskinliginde bir
artis oldugunu ve ayrica nanopartikiillerin reaksiyonun 15. dakikasi ic¢inde ortaya
ciktigini ve 2 saate kadar arttigin1 fakat bundan sonraki zaman zarfinda sadece hafif bir
degisiklik meydana geldigini bildirdiler (Carrillo-Lopez et al. 2014).

Basing: Basing, sentezlenen nanopartikiillerin seklini ve boyutunu etkiledigi i¢in metalik
nanopartikiillerin sentezinde de dnemli bir rol oynamaktadir. Yapilan caligsmalar, ortam
basinci kosullar1 saglandiginda, metal iyonlarinin fitokimyasal ajanlar yoluyla
rediiksiyonunun normalden daha hizli bir sekilde gergeklestigini gostermektedir (Tran,
Nguyen, and Le 2018).

2.12. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin sentezinden sonra farkli Kkarakterizasyon teknikleri ile
nanopartikiillerin boyutlari, sekilleri, kimyasal bilesimleri, yiizey alanlar1 ve kristallik
dahil olmak {izere ¢esitli parametrelerin Gl¢lilmesi 6nemli bir asamadir (Barkat et al.
2017; Patil and Kim 2017). Bunun i¢in bircok karakterizasyon teknigi bulunmaktadir.
Sentezlenen nanopartikiillerin boyutunun ve seklinin belirlenmesi i¢in XRD (X-ray
diffraction, X-1sinlar1 difraktometresi), SEM (Scanning Electron Microscope, Taramali
Elektron Mikroskobu), TEM (Transmission Electron Microscope, Gegirimli Elektron
Mikroskobu), DLS (Dynamic Light Scattering, Dinamik 151k sagilimi) ve AFM (Atomic
Force Microscope, Atomik Kuvvet Mikroskobu) teknikleri, nanopartikiillerin tespit
edilmesi ve fonksiyonel gruplarinin tanimlanmasi i¢in UV-Goriiniir spektroskopik
teknigi, EDX (Energy-dispersive X-ray spectroscopy, Enerji Dagitict X-Isini
Spektroskopisi) ve FTIR (Fourier Transform Infrared, Fourier Dontisiimli Kizil6tesi)
analiz teknikleri kullanilmaktadir (Sekil 2.15.) (Khandel and Research Scholar 2016).

UV Goriinlir  Spektrofotometre, giimils nanopartikiillerin optik 6zelliklerini

gozlemlemek amaciyla kullanilan bir karakterizasyon yontemidir (Tejamaya et al. 2012).
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Genellikle nanopartikiill boyutu 1-100 nm boyutlarinda olan nanomalzemelerin
tanimlanmasi i¢in 200-800 nm 151k dalga boyu kullanilmaktadir. Metalik nanopartikiiller,
karakteristik spektrumda belirli absorbans bantlar1 sergilemektedir ve her metalik
nanopartikiilin boyutuna bagli olarak spesifik bir absorbans egrisinin oldugu

bilinmektedir.

Spektrofotometre

Dinamik Igik Xigim
Sacilimi (DLS) Kristalografisi
(XRD)

Nanopartikdllerin
Karakterizasyonu

Fourier

Gegirimli e
Dontgumli

Elektron > e

: Kizilotesi
Mikroskobu s
Taramali pektroskopisi

(TEM)

Elektron _(FEB)

Mikroskobu
(SEM)

Sekil 2.15. Nanopartikiillerin karakterizasyon yontemleri (Almatroudi 2020).

Genellikle giimiis nanopartikiiller 400-450 nm araliginda degisen pik araciligiyla tespit
edilmektedir (Rafique, Shaikh, et al. 2017). UV goriiniir spektroskopisi analizin hizli
olmasi, giivenilir, kullanimi1 kolay, yiiksek hassasiyet ve dogruluk sagladigi i¢in avantajlhi
bir karakterizasyon yoOntemidir. Chen ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada
Cymbopogon citratus (Limon otu) yaprak ekstrakti kullanilarak biyolojik sentezlenen 17-
25.8 nm boyut araligindaki glimiis nanopartikiilllerin UV gdriiniir spektrumlariin 435
nm'de giiglii emilim piki verdigi gdzlenmistir (Chen et al. 2019).

FTIR, nanopartikiillerin ylizeyine bagli olarak bulunan organik fonksiyonel
gruplarin (karboniller, hidroksilller gibi) tespiti amaciyla kullanilmaktadir (Chithrani,
Ghazani, and Chan 2006). Ayrica arastirmacilar bu yontemi, nanopartikiil sentezinde
bitki 6ziinde bulunan kimyasal bilesigi anlamak i¢in kullanmislardir. Bu teknigin

prensibi, kizilétesi radyasyon numuneden gectiginde bazi radyasyonu absorbe etmesi ve
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absorbe edilmeyen radyasyonlarin numuneden gegirilmesidir. Spektrum, numunenin
kimligini absorbans ve gecirgenlik degerine gore belirlemektedir (Hembram et al. 2018).
Ornegin Pandian ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada Allium sativum
(Sarimsak) bitki ekstrakti araciligiyla biyolojik olarak sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin FTIR analizi sonucunda 3100-3400 cm™ bolgesindeki genis bandin,
fenoliin hidroksil grubu ve alkoller nedeniyle olusabilecek O-H germe titresim
frekansindan, 1640 cm'deki yogun bandin ise terpenoidlerde mevcut olan aromatik
halkanin C-C gerilmesinden kaynaklandigi tespit edilmistir (Pandian et al. 2015).

Nanopartikiillerin yiizey topolojisi, morfolojisi ve kimyasal bilesimi SEM
kullanilarak incelenebilir. Yaklagik Inm ¢oziiniirlikle hemen hemen her yiizeyi
goriintiileme yetenegine sahiptir. SEM yontemine alternatif olarak alan emisyonlu
taramali elektron mikroskobu (FESEM) kullanilarak nanopartikiiller daha yiiksek
cozlintlirliikle gortintiilenmektedir. EDX, SEM ile birlikte kullanilarak yiizeye yakin
elementlerin ve bunlarin miktarlarinin analizi saglanmaktadir (Raval et al. 2018).

TEM, nanopartikiillerin yapisal 6zelliklerinin ¢alisilmasi i¢in en yaygin kullanilan
teknikdir. Bu teknik nanopartikiillerin boyutu, morfolojisi ve dagilimi hakkinda bilgi
saglamaktadir (Asoro, Kovar, and Ferreira 2013). TEM tekniginin, CTEM
(Konvensiyonel TEM), HRTEM (Yiiksek Coziiniirliklii TEM) ve STEM (Taramali
TEM) dahil ¢esitli formlar1 da bulunmaktadir (Adhikari, Larm, and Baker 2019). TEM,
yiiksek enerjili bir elektron 1s1n1 ile ince bir numune arasindaki etkilesime dayanmaktadir.
Iletilen 15mmin genlik ve faz varyasyonlar1 nanopartikiil gériintiilerini saglamaktadir
(Parupudi, Mulagapati, and Subramony 2022). TEM, SEM’e goére gelismis ¢ozliniirliik
ve daha kritik boyutlar saglayabildigi i¢in daha avantajli bir karakterizasyon teknigidir
(Lin et al. 2014).

Foton korelasyon spektroskopisi veya yari-elastik 1s1k sagilimi olarak da bilinen
DLS, biyolojik olarak sentezlenmis AgNP' lerin partikiil boyut ve boyutunun dagilim
profilini ve siispansiyondaki nanopartikiillerin polidispers dogasini belirlemek amaciyla
kullanilan analitik bir tekniktir (Hembram et al. 2018). Bu yontemde, parcaciklari igeren
ornek bir ¢ozelti tek renkli bir 151k demetinin yoluna yerlestirilerek parcaciklarin
Brownian hareketi nedeniyle daginik 1s1g8in zamansal dalgalanmalari belirlenmektedir
(Gugliotta, Vega, and Meira 2000). Brownian hareketinin etkisiyle DLS tarafindan
belirlenen nanopartikiil boyutunun, genellikle TEM'den daha biiyiikk oldugu
goriilmektedir. Bu teknik, sivilardaki nanopartikiillerin ortalama boyutunu belirlemek

amaciyla kullanilmaktadir.
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Zeta potansiyeli, nanopartikiillerin yiizey ylkiiniin bir 6l¢iisiidiir (Parupudi et al.
2022). Bir lazer ¢esitli bir elektrik alaninin etkisi altinda nanopartikiil ¢6zeltisi tizerinden
gegirilerek zeta potansiyel degeri elde edilebilmektedir (Almatroudi 2020).

X-1s1n1 kirmmimi, Bragg yasasmma gore incelenen bir numunenin Kkristal
diizlemlerinde eslestirilmis bir X-igin1 olayinin yansimasi olarak tanimlanabilir (Cantor
and Schimmel 1980). XRD teknigi, AQNP'lerin yapilari, tane boyutlari, kristallikleri, gibi

parametreler hakkinda bilgi edinmek amaciyla kullanilmaktadir (Strasser et al. 2010).

2.13. Giimiis Nanopartikiillerin Biyolojik Sentezi

Metal nanopartikiillerin sentezi i¢in hem ¢evre dostu hem de giivenilir tekniklerin
gelistirilmesi nanoteknoloji alaninda 6nemli bir adim olmustur (J. Singh et al. 2017).
Metal iyonlarin rediiksiyonu i¢in, 1900'lerin basindan bu yana bitki O6zlerinin
kullanilmas1 bilinmektedir ancak bu yontemde yer alan rediiksiyon ajanlarinin dogasi hala
tam olarak anlagilamamistir. Fakat son 30 yil iginde metal iyonlarinin rediiksiyonu i¢in
bitki veya tiim bitki 6zii ve bitki dokusunun kullanimina 6nemli 6l¢iide ilgi artmistir (Park
etal. 2011).

Raveendranet ve arkadaslari, yesil kimyanin gelisimi i¢in nanopartikiil
hazirlanmasinda, solvent (¢o6ziicii) se¢imi, ¢evreye duyarli bir indirgeyici maddenin
kullanim1 ve nanopartikiil stabilizasyonu i¢in toksik olmayan bir malzemenin
kullanilmasi olan {i¢ ana faktoriin g6z 6niinde bulundurulmasi gerektigini one stirmiistiir
(Raveendran, Fu, and Wallen 2003).

Glimiis nanopartikiillerin yesil sentezi i¢in temel gereksinimler, glimiis metal iyon
¢ozeltisi ve indirgeyici biyolojik ajandir (Sekil 2.16.). Yesil sentez siirecinde bitki
ekstraktinda bulunan biyomolekiiller, tek adimda metal iyonlarin1 nanopartikiillere
indirgemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu indirgenme oda sicakliginda veya 1sik, 1si,
elektrik, ses ve mikrodalga gibi dis enerji kaynaklar1 kullanilarak gerceklesmektedir
(Kumar and Yadav 2009; Mittal et al. 2013).

Nanopartikiil sentezinde bitki ekstrakti hem stabilize edici ajan hem de indirgeyici
ajan olarak rol oynamaktadir. Bitki ekstraktinin kaynagi ve ayni bitkinin farkli kisimlar
bile sentezlenen nanopartikiiliin 6zelligini etkilemektedir (Abdi et al. 2018; Kumar and
Yadav 2009). Bu etkinin nedeni, ekstraktlarin farkli organik indirgeme ajan

kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlari igermesidir (Mukunthan and Balaji 2012).
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Sekil 2.16. AgNP’lerin bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenme siireci (Jadoun et al. 2021).

2.14. Giimiis Nanopartikiillerin Antikanser Etkisi

Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi kanserin yaygin tedavileri arasindadir. Fakat
bu konvansiyonel tedavilerin yan etkileri kanser tedavilerini sinirlandirmaktadir. Bundan
dolay1, terapotik etkileri iyilestirmek icin yeni ilaglar gelistirmek esastir. Son yillarda
nanopartikiiller, 6zgiin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 kanser terapétiklerinde
daha fazla dikkat ¢ekmistir (Shi et al. 2017; da Silva et al. 2019). Geleneksel antikanser
ajanlarla karsilastirildiginda metalik nanopartikiiller ila¢ adaylari ile birlikte yeni
terapotik ajan veya ilag tasiyicisi olarak kullanilabilmektedir ve tiimor hedefli bir
yaklagim saglanarak istenmeyen yan etkiler onlenmektedir. Bu metalik nanopartikiiller
arasinda AgNP'ler antikanser veya antitimor terapotik ajan arayisinda ideal olan
nanopartikiildiir (da Silva et al. 2019).

AgNP' lerin meme kanseri, servikal kanser, yumurtalik kanseri, hepatoseller
karsinoma, glioblastoma, kolon kanseri, melanoma, pankreatik duktal adenokarsinoma
ve akciger kanseri gibi ¢esitli kanserlere kars1 hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda
boyut-, doz/konsantrasyon- ve zamana- bagl sekillerde genis spektrumlu antikanser
ozellik sergiledigi gosterilmistir (Ahmadian et al. 2018; Al-Sheddi et al. 2018;
Gurunathan et al. 2015, 2018; Tavakoli et al. 2018; Yuan, Peng, and Ggurunathan 2017).
Cok sayida ¢alismada, kontrol edilebilir boyut ve sekilde AgNP sentezine odaklanilmigtir
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ve bu amagla fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler de dahil olmak iizere c¢esitli
spesifik sentetik yontemler gelistirilmistir (Shanmuganathan et al. 2019).

AgNP’ler, Sekil 2.17°da gosterildigi gibi ¢oklu mekanizmalar aracilifiyla genis-
spektrumlu antikanser aktiviteye sahiptir (Barabadi et al. 2020; Chen et al. 2018). Sayisiz
in vitro ve in vivo deney sonucunda, AgNP'lerin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve
canlih@mi azaltabilecegi kanmitlanmistir. AgNP'lerden salinan serbest Ag®, hiicresel
zarlarin yikiminda rol oynamaktadir. Ek olarak Ag®, glutatyonun oksidasyonunu indiikler
ve hiicresel membranlarda lipid peroksidasyonunu artirarak sitoplazmik bilesenlerin
hasarli hiicrelerden sizmasina neden olmaktadir (Mukherjee et al. 2014). Ayrica,
AgNP’ler tarafindan indiiklenen ROS, DNA hasarna yol agabilir. Mitokondrilere
yonlendirilen siiperoksit radikalleri mitokondriyal dis zar permeabilizasyonunu (outer
membrane permeabilization-MOMP) ve sitokrom c'nin salinimini artirabilir, elektron

tasima zincirini tahrip edebilir ve mitokondriyal islevi bozabilir (Garrido et al. 2006).
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Sekil 2.17. AgNP’lerin antikanser mekanizmalarinin sematik diyagrami (Xu ve digerleri, 2020).

AgNP'lerin  hiicresel ~alimlarmin  partikiil-hiicre ~ veya partikiil-protein
etkilesimlerinin yan1 sira kismen nanopargaciklarin sekline bagli oldugu bilinmektedir
(sen Gupta 2016; Yeasmin et al. 2017). Kiigiik boyutlu AgNP'ler, endositozu arttirarak

daha onemli sitotoksisite ve genotoksisiteye neden olabilir. Yapilan bircok caligsma
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sonucunda genel olarak kiiresel AgNP’lerin diger sekillerle kiyaslandiginda yiiksek
ylizey hacim orani nedeniyle daha iyi sitotoksisite sergiledigi ve genelde yliksek doz
AgNP’lerin diisiik doz AgNP’lere gore daha fazla apoptoza neden oldugu saptanmistir
(Yeasmin et al. 2017; Zhang, Shen, and Gurunathan 2016).

Wang ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada yiiksek biyolojik aktiviteye
sahip ideal bir antikanser ajami elde etmek icin Angstrom (bir nanometrenin onda biri, 10°
1% m) blgegine ulasan ok kiigiik AgNP’ler basari ile sentezlenmistir ve bu giimiis
Angstrom nanopartikiillerin AgNP ile karsilastinldiginda daha giiclii antikanser
aktiviteye sahip olduklar tespit edilmistir (Wang et al. 2019).

Pei ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢aligmada Coptis chinensis (Cin diigiin
cicegi) yaprak oOziitlinden biyolojik olarak sentezlenen AgNP (CC-AgNP)'lerin A549
hiicreleri i¢in segicilik gostererek doza-bagli bir sekilde biiyiime inhibisyonu sagladigi ve
dolayisiyla antikanser ve antiproliferatif etkilerinin oldugu saptanmistir. Ayrica CC-
AgNP’leri migrasyon ve proliferasyonu 6nemli 6lgiide simirlandirmistir ve apoptotik
yolun diizenlenmesiyle akciger adenokarsinom hiicrelerinde apoptozu tesvik etmistir (Pei
et al. 2019). Benzer bir ¢alismada B. thunbergii (Bodur kadintuzlugu) yaprak sulu
ekstraktinin yesil sentez aracili giimiis nanopartikiillerinin normal hiicre hattinda
(HUVEC) herhangi bir sitotoksisite olmaksizin doza bagl olarak etkili anti pankreatik
kanser aktivitesine sahip oldugu ve yakinda insanlarda pankreas kanserini tedavi etmek
icin yeni kemoterapotik takviyeler veya ilaglar olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir
(J. Guo et al. 2020).

Siddiqui ve arkadaslari tarafindan Hep-2 insan hepatoseliiler kanser hiicrelerinin
Cuminum cyminum (Kimyon tohum) oziitii kullanilarak sentezlenen AgNP’ler ile
muamele edilmesiyle oksidatif stres aracili hiicre 6liimiiniin gergeklestigi tespit edilmistir.
Bundan dolay1 sentezlenmis biyojenik giimiis nanopartikiillerin umut verici terapotik ajan
ve antikanser ilag olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Siddiqui et al. 2020).

Priya ve digerleri tarafindan, ilk defa karidesden ekstrakte edilen kitosan
indirgeme ajani olarak kullanilarak sentezlenen biyojenik AgNP'lerin, insan karsinomu
HEPG2 hiicrelerine kars1 antikanser aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (Priya,
Vijayakumar, and Janani 2020).

Ferula persica bitkisinin anten kisimlarinin 6ziitii kullanilarak biyolojik olarak
sentezlenen AgNP’lerin MCF-7 meme Kkanseri hiicre hatt1 ve AGS insan gastrik
karsinomu hiicre hatt1 iizerine dnceden yayinlanan raporlardan daha iyi antikanser etki

sergiledigi rapor edilmistir (Hashemi et al. 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Crocus sativus (Safran) Bitkisinin Stigma Ekstraktinin Hazirlanmasi

Bu calismada giimiis nanopartikiil (AgNP) sentezi i¢in Konya ilinin Meram
ilgesinde Uzm. Dr. Berna Erayman tarafindan yetistirilen Crocus sativus (Safran)
bitkisinin stigmalar1 kullanildi. Ekstrakti hazirlamak i¢in safran bitkisinin stigmalari
musluk suyunda yikanarak serin ve rutubetsiz ortamda kurutuldu. Bitki ekstraktini
hazirlamak amaciyla ¢6ziicii olarak distile su (dH20) kullanildi.  Kurutulan 10 gram
stigma havanda tokmak yardimiyla toz haline getirildi ve 200 ml distile su igeren
borosilikat cam siseye alinarak su banyosunda bekletildi. Elde edilen ekstrakt filtre kagidi

ile stizildi ve daha sora kullanmak tizere karanlik ortamda 4°C' de muhafaza edildi.

3.2. Giimiis Nitrat (AgNO3) Sulu Cozeltisinin Hazirlanmasi

AgNP sentezi igin gerekli olan AgNO3 Merck’den (Cas No: 7761-88-8) temin
edildi. Hassas terazide 16,988 g AgNO:s tartilarak bir miktar dH2O bulunan balon jojeye
eklenip ¢ozdiiriildii ve hacim dH20 ile 1000 ml’e tamamlanarak 0.1 M AgNO3 sulu

¢Ozeltisi hazirlandi.

3.3. Giimiis Nanopartikiillerin Biyolojik Sentezi ve Saflastirilmasi

AgNP’lerin sentezi i¢in onceden hazirlanan AgNOs3 sulu ¢ozeltisi ile Crocus
sativus (Safran) bitkisinin stigma ekstrakti borosilikat cam sisede karistirildi. Sentez
slirecinde, sicaklig1 etkili bigimde arttirmak ve sentez siiresini kisaltmak amaciyla ev tipi
mikrodalga firin kullanildi. Reaksiyon 6ncesinde sari-kirmizi renkte olan karigim ev tipi
mikrodalga firinda belli bir siire bekletildi ve kisa bir siire sonunda literatiirde de
bildirildigi gibi giimiis iyonlarinin indirgenmesi ile karisim renginin koyu kahverengi
oldugu gozlendi (Sekil 3.1.) (Roy and Das 2015). Bu koyu renkli reaksiyon ve ayni
kosullarda hazirlanan diger tiim reaksiyonlar 9.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi
ardindan ii¢ defa dH2O ile yikama islemine tabi tutuldu. Santrifiijj sonunda giimiis
nanopartikiiliin bir kismi etanol ile kurutma islemi uygulanarak karakterizasyon

analizlerinde kullanilmak tizere muhafaza edildi.
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Sekil 3.1. (A) Crocus sativus (safran) stigma ekstrakti, (B) giimiis nitrat sulu ¢ozeltisi, (C) reaksiyon

oncesi karisim ve (D) reaksiyondan sonraki giimiis nanopartikiil karigimi goriintiisi.

3.4. Gimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Cevre dostu olan yesil sentez yontemiyle sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
karakterize edilmesi amactyla UV-Visible Spektroskopisi, TEM (Gegirimli Elektron
Mikroskobu), FE-SEM/EDX (Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu/ Enerji
Dagitict X-Isin1 Spektroskopisi), XRD (X-Isin1 Kirinimi), FTIR (Fourier Dontigiimlii
Kizilotesi Spektroskopisi), DLS (Dinamik Isik Sagilim Spektrometresi) ve Zeta
potansiyel analizleri gergeklestirildi.

Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin yilizey plazmon rezonans (SPR) 6zelliklerini
belirlemek amaciyla UV-Vis spektrometresi kullanilmigtir. AgNP  ¢ozeltilerinin
absorbanst 300-800 nm dalga boyu araliginda UV-Vis spektrometre cihazi (Thermo
Scientific™, Multiskan™ GO) ile 6lgiildii. TEM analizi Atatiitk Universitesi Dogu
Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde (DAYTAM) hizmet
alimi seklinde gerceklestirildi.

FE-SEM/EDX (ZEISS GeminiSEM 500) ve XRD (PANalytical Empyrean)
analizleri Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi (BITAM) biinyesindeki cihazlarda hizmet alimi yapilarak ¢alisildi. FTIR, DLS

ve Zeta potansiyel analizleri Yildiz Teknik Universitesinde gerceklestirildi.

3.5. Hiicre Kiiltiiri

Calismada gerekli olan insan pankreas kanseri hiicre hattt PANC-1 ve HEK293
hiicre hattt ATCC (American Type Culture Collection)’ den temin edildi. Her iki hiicre
hatt1 da %10 fetal sigir serum (FBS) ve %1 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’li inkiibatorde kiiltiire edildi.
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3.5.1. Hiicrelerin Coziilmesi ve Pasajlanmasi

Dondurulmus hiicreleri i¢eren kriyotiip -80°C dondurucudan ¢ikarilarak 37°C’lik
su banyosunda ¢ozdiriildi. Steril falkon tiipe besiyeri ilave edilerek lizerine kriyotiipde
bulunan siv1 eklendi ve hiicreler 800 rpm de (devir/dakika) 5 dk sogutmali santrifiij
cihazinda (NF 800/800R) ¢oktiiriildii. Santrifiij sonrasinda siipernatant (iist faz) atilarak
pellet iizerine besiyeri eklendi ve pipetaj yapilarak hiicreler homojenize edildi.
Homojenize edilen hiicreler %10 fetal bovine serum (FBS; Gibco, Brazil) ve %1
antibiyotik (Penicillin-Streptomycin 1:1; Gibco®-Invitrogen, ABD) igeren 3 ml DMEM
(Sigma-Aldrich) besiyeri bulunan T25 kiiltiir flaskinda 37 °C* de %5 CO2’ li etiivde
doluluk oranina ulagincaya kadar inkiibasyona birakilarak kiiltiire edildi ve yeni flasklara
pasajland1. Flaskin yilizeyini kaplayan hiicreler cell scraper ile kaldirildi ve 800 rmp’de 5
dk santriflij yapildiktan sonra siipernatant atildi. Tiipiin dibinde kalan pellet 1 ml besiyeri

eklenerek ¢oziildii.

3.5.2. Hiicrelerin Sayilmasi

Cozdiiriilen hiicre slispansiyonu ve tripan blue boyasi 1:1 oraninda karistirildi.
Pipetaj sonrasinda hiicre sayim lamina boyanmus hiicre siispansiyonu sizdirildi. inverted
mikroskopta (EP50 OLYMPUS) 6li hiicrelerin boyay: i¢ine alarak maviye boyandig:
canlt hiicrelerinde beyaz ve parlak oldugu goriildii. Canli hiicrelerin sayilar1 asagida

verilen formiil ile hesapland.

Hiicre sayis1 (1 ml) = Sayilan karelerdeki ortalama hiicre say1s1 x diliisyon faktorii x 10*

3.6. Nanopartikiil Dozlarinin Uygulanmasi

96 kuyucuklu platelere her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve
24 saat 37°C %5 COq etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda eski besiyeri ortamdan
uzaklastirilarak biyolojik olarak sentezlenen giimiis nanopartikiil (AgNP)), kimyasal
olarak sentezlenen ticari glimiis nanopartikiil (AgNPk))(US Research Nanomaterials, Inc,
US1036), ekstrakt ve AgNOs i¢in farkli konsantrasyonlarda (0-200 pg/ml) hazirlanan
dozlar hiicrelere verildi. % hiicre canliligin hesaplanabilmesi i¢in {i¢ tekrarl iki kontrol

grubuna besiyeri eklendi.
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3.7. Hiicre Canlhilik Analizi

AgNOs, ekstrakt, AgNPp) ve AgNPg)’lerin sitotoksik etkisini belirlemek
amaciyla MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi uygulandi.
Etiivde 24 saat boyunca inkiibe edilen plateler icindeki kuyucuklardan farkl
konsantrasyonlardaki dozlar1 igeren eski besiyeri uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 pl 5
mg/ml MTT (AppliChem, Almanya, #5P011404) soliisyonu eklendi. 4 saat 37°C %5 CO>
etiivde inkiibe edildi ve siire sonunda MTT soliisyonu uzaklastirildi. Hiicreler tizerine 100
ul DMSO eklenerek yarim saat karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
Thermo Scientific™ Multiskan SkyHigh Mikroplate Spektrofotometre (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO, ABD) ile 570 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii
yapildi. AgNPw), AgNPk), AgNOs ve ekstrakt uygulamasi sonucundaki % canliliklar

kontrol grubu ile kiyaslanarak istatistiksel olarak hesaplandi ve ICso dozlari belirlendi.

3.8. RNA izolasyonu ve Miktar Ol¢iimii

Her flaskta 9x10° hiicre olacak sekilde PANC-1 insan pankreas kanseri hiicreleri
ve saglikli hiicre hatt1 olan HEK293 hiicrelerinin ekimi yapildi. Flasklar 37°C %5 CO:
etiivde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra belirlenen ICso dozlar1 hazirlanarak
flasklara uygulandi. Tekrar 37°C %S5 COz etiivde 24 saat inkiibasyondan sonra hiicreler
cell scraper ile kazinarak steril falkona toplandi ve 1400 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.
Stipernatant uzaklastirilarak pelet {lizerine 500 pl Trizol (Sigma-Aldrich®, Almanya,
#BCBX6548) eklendi ve pipetaj yapilarak pellet ¢ozdiiriildii. Ardindan 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 200 pl kloroform eklendikten sonra steril ependorfa alindi ve
+4 °C’de 12.000 g’de 30 dakika santrifiij yapildi. Fay ayrimi gerceklestikten sonra {ist faz
dikkatli bir sekilde yeni ependorfa aktarildi. Uzerine 200 ul izopropanol eklenip 15 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi ve tekrar +4 °C’de 12.000 g’de 30 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatant uzaklastirilarak pellet {izerine 1000 pl %75’lik etilalkol eklendi ve +4 °C’de
7500 g’de 10 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant ortamdan uzaklastirildi ve pellet
kabinde kurumaya birakildi. 25 pl niikleaz free su ile ¢ozdiiriildii.

RNA izolasyonu asamas1 tamamlandiktan sonra Thermo Scientific™ Multiskan
SkyHigh Mikroplate Spektrofotometre (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO, ABD)
cithaz1 yardimiyla RNA’larin saflig1 ve miktari 6l¢iildii. Blank olarak Nanodrop Plate’ine
(Thermo Scientific™ pDrop™ and uDrop Duo Plate, N12391M2) niikleaz free su
konuldu. Her tiipteki RNA 6rneginden 3 pl pDrop Plate’ine konuldu. Cihazdaki Scanlt
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Software 4.0 programi kullanilarak RNA o6rneklerinin konsantrasyonlari (ng/ ul) ve
saflig1 (OD260/280) 6l¢iildii.

3.9. Agaroz Jel Hazirlanmasi, Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi
Konsantrasyon ve safligi olclilen RNA’lar kalitelerini degerlendirmek amaciyla
agaroz jelde yiiriitiildii. Agaroz jel hazirlanmasi ve jelin yiiriitiilecegi tanka eklemek icin
50X TAE Buffer (BioShop, # TAE222.1) (Tris Asetat EDTA)’dan 1x TAE Buffer
hazirlandi. 100 ml 1X TAE Buffer bulunan siseye 1 g agaroz (Sigma-Aldrich, #A9539)
eklendi. Agaroz tamamen eriyene kadar mikrodalga firinda yiiksek ayarda 1sitild1 ve el
yakmayana kadar sogutuldu. Sonra 5 pl RedSafe Nucleic Acid Staining Solution
(20,000x) (Intron Biotechnology, #21141) eklendi ve boyanin homojen dagilmasi i¢in
karistirildi. Hazirlanan jel 6nceden hazirlanmis jel kasetine dokiilerek donmasi beklendi.
Jel donduktan sonra tarak cikartildi ve jel kasetle beraber elektroforez tankina
yerlestirildi. Once ilk kuyucuga 4 pl RiboRuler High Range RNA Ladder (Thermo
Scientific™, #SM1823) yiiklendi. Diger kuyucuklara 2X RNA Loading Dye ile
karistirilan RNA 6rnekleri yiiklendi. Elektroforez tanki gili¢c kaynagina baglanarak RNA
ornekleri 110 V’da 1 saat yiriitiildi. Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel tanktan

alind1 ve jel goriintiileme cihazinda (ChemiDoc™ Touch Imaging System) goriintiilendi.

3.10. cDNA Sentezi

RNA oOrneklerinden ¢cDNA elde etmek icin RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit’i (Thermo, #K1622) ile ¢alisildi. cDNA sentez protokoliine baglamadan
once oOlgiilen RNA konsantrasyonlari niikleaz free su ile 1 pg’a esitlendi ve total hacim
her RNA 6rnegi igin 10 pl oldu. RNA 6rneklerini igeren tiipe sirasiyla 1 ul Oligo(dT) 18
primer ve 1 ul Random Hekzamer primer eklendi. Son durumda total hacim her 6rnek
i¢in 12 pl oldu. Tiipler 65°C’de 5 dk 1 dongii olacak sekilde inkiibe edildi. inkiibasyon
tamamlandiktan sonra tiipler buz {izerine alind1 ve her 6rnek igin ayri bir tiipte 8 pl mix
hazirlandi. Mix igerisinde 4 pl 5X Reaction Buffer, 1 ul RiboLock RNase Inhibitor, 2 pl
10 mM dNTP Mix ve 1 pl RevertAid M-MuLVRT (200 U/ pl) bulunmaktadir. Her 12
pl’lik 6rnek RNA-primer karisimina hazirlanan mixten 8 pl dagitilir. Bu islemden sonra
her bir tiipte total hacim 20 pl oldu. Tiipler Thermal Cycler cihazinda 42°C’de 60 dk,
25’de 5 dk, 42°C’de 60 dk ve 70°C’de 5 dk dongii programi hazirlanarak inkiibe edildi.

Siire sonunda tiipler cihazdan alindi ve kullanilana kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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3.11. Gerc¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
RT-PCR calismasi igin FastStart Essential DNA Green Master (Roche, Version 07,
#06402712001) kiti ve QuantStudio3 cihazi (Thermo, ABD) kullanildi.

Ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla HIF1a, GLUT1, FLT-1, VEGFA,
Bcl-2 ve Bax genlerine spesifik tasarlanan primer dizileri Tablo 3.1°de verilmistir.
Tasarlanan primerlerin sentezi Oligomer Biyoteknoloji tarafindan gergeklestirilip uygun

kosullarda tarafimiza teslim edildi.

Tablo 3.1. Ekspresyon analizinde kullanilan genlere spesifik primer dizileri.

Gen Primer Dizisi
HIFla F: 5-CCTTATCAAGATGCGAACTCACA-3'
R: 5-GAACGTCGAAAAGAAAAGTC-3’
GLUT1 F: 5-CCGCAACGAGGAGAACCG-3’
R: 5-GTGACCTTCTTCTCCCGCATC-3’
FLT-1 F: 5-GCAGATTTCTCAGTCGCAGG-3'
R: 5'-GTCGTGTAAGGAGTGGACCA-3’
VEGFA F: 5-GGCCAGCACATAGGAGAGAT-3’
R: 5-ACGCTCCAGGACTTATACCG-3’
Bcl-2 F: 5-TTGTAATTCATCTGCCGCCG-3'
R: 5'-CAATGAATCAGGAGTCGCGG-3'
Bax F: 5-TTTGCTTCAGGGTTTCATCCAG-3'
R: 5'-TGAAGTTGCCGTCAGAAAACAT-3’
B-actin F: 5-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3'
R: 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'

Caligilacak hedef genler i¢in kit protokoliine gore 5 ul SYBR Green gPCR Master
Mix (2x), 1 ul Forward-Reverse primer ve 2 ul PCR Grade dH20 bulunan mix hazirlandu.
Hazirlanan mixten tiim kuyucuklara 2 tekrarli olacak sekilde 8 pl ve tizerine 2 ul cDNA
ornekleri pipetaj yapildi. Cihazda galisilacak genler i¢in program ozellikleri ayarlandi ve

reaksiyon 40 dongii olarak baglatildi (Tablo 3.2.).
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Tablo 3.2. RT-PCR program 6zellikleri.

Reaksiyon Zaman Sicaklik
Denatiirasyon 15 saniye 95°C
Annealing (primer | 30 saniye 58 °C
baglanmasi)

Uzama 60 saniye 72°C

3.12. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 8.0.1 programi (GraphPad Software Inc.,
San Diego, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. MTT sonucunda elde edilen veriler
nonlineer regresyon analizi ile degerlendirildi. Gruplar arasi farkliliklar1 degerlendirmek
i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Veriler, tic bagimsiz deneyden elde
edilen ortalama + SD olarak sunulmustur ve 0.05’ten kiigiik p degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Sonuclari

4.1.1. Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi

Gimiis nanopartikiiller Crocus sativus (Safran) bitkisinin stigmalarinin sulu
ekstraktt kullanilarak mikrodalga-aracili olarak sentezlendi. Sentez asamasinda
kullanilan giimiis nitrat (AgNO3) sulu cozeltisi reksiz, safran sulu ekstrakti ise sari-
kirmizi renkliydi. AgNOs sulu ¢ozeltisine safran sulu ekstraktinin eklenmesi ve
mikrodalgada firinda 1sitma islemini takiben koyu kahverengiye dogru renk degisimi

gozlendi (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Crocus sativus (safran) bitki stigma kisimlarindan biyolojik AgNP sentezi.

4.1.2. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin yilizey plazmon rezonans (SPR) 6zelliklerini
belirlemek amaciyla UV-Vis spektrometresi kullanildi. Calismadaki UV-Vis spektrum
analizi Necmettin Erbakan Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
boliimi laboratuvarinda gergeklestirildi. AgNP ¢ozeltilerinin absorbansi 300-800 nm
dalga boyu araliginda UV-Vis spektrometre (Thermo ScientificTM, MultiskanTM GO)
ile Ol¢iildii. Crocus sativus (Safran) bitkisinin stigma ekstraktindan sentezlenen

AgNP’lerin 471 nm de maksimum pik verdigi gozlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. UV-Vis spektrum analizi sonucu.
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Bu ¢aligmadaki TEM analizi, biyolojik olarak sentezlenen ve ticari olarak satin
alman giimiis nanopartikiillerin boyutu hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla Atatiirk
Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM)’e hizmet alimi seklinde yaptirildi. Biyolojik olarak sentezlenen giimiis
nanopartikiil (AgNP)) boyutlarinin 2-20 nm arasinda dagilan oranda oldugu gozlendi.
Ticari olarak satin alinan kimyasal giimiis nanopartikiil (AgNPk)) boyutlarinin 30-50 nm
arasinda dagilan oranda oldugu goézlendi (Sekil 4.3.)

i e

Sekil 4.3. AgNP) (A) ve AgNP( (B) TEM analizi sonucu.
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Bu c¢alismadaki FE-SEM/EDX analizi, AgNPw) ve AgNP’lerin morfolojisi
hakkinda bilgi edinmek amaciyla Necmettin Erbakan Universitesinde Bilim ve Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezine (BITAM) hizmet alimi seklinde yaptirildi. Biyolojik
olarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin yapiya sahip oldugu gozlendi. AgNP)’lerin
yaptya sahip oldugu ve AgNP ) yapiya sahip oldugu (Sekil 4.6) belirlendi. Ayrica yapilan
EDS analizi sonucunda %72,6 Ag, %17,4 Cl, %5 O, %3,8 N, %0,9 S ve %0,3 Na
elementlerinin oldugu gozlemlendi (Sekil 4.4). Giimiis disindaki elementlerin safran sulu

ekstraktindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

p) o0 nm EHT = 3.00 kV Signal A = SE2
| oy -—
o WD = 5.0 mm Mag = 50.00 K X

Sighal A = SE2
Mag = 50.00 KX

WD = 4.8 mm
. v e e

2 . - L ey E . F7 K > - -
Sekil 4.4. AgNP) (A) ve AgNP( (B) FE-SEM-EDX analizi sonucu.
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Bu calismadaki XRD analizi, AgNPp) ve AgNPw’lerin Necmettin Erbakan
Universitesi’nde Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezine (BITAM) hizmet
alimi seklinde yaptirildi. XRD paterni 10°-80° arasinda 20 araliginda 0,02 adim
blytikligi ile calisildi. AgNP'lerin XRD sonuglarinda literatiirde bildirilen AgNP’lere
benzer sekilde (111), (200), (220) ve (311) ile iliskili olan 20 derece araliklarinda dort
kirmim piki gozlendi (Sekil 4.5.). Ek olarak biyolojik olarak sentezlenen AgNP’lerde
karakteristik pikler disinda farkli piklerde gozlendi.

" I a I = 1 - T = I

Biyolojik AGNP| "

Siddet (a.u.)

— Kimyasal AgNP|

B 200 220 311

S U S G

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
20(Derece)

Sekil 4.5. AgNP(,) ve AgNP XRD analizi sonucu.
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Bu calismadaki FTIR analizi AQNP) ve safran yiizeyinde bagli olarak bulunan
organik fonksiyonel gruplari tespit etmek amaciyla Yildiz Teknik Universitesinde
yaptirildi (Sekil 4.6.). Sirastyla analiz sonucunda 3276 cm™, 2927 cm™, 2161 cm, 1624
cm?, 1519 cm™?, 1378 cm?, 1228 cm™, 1016 cm?, 667 cm™ bantlari ve 3291 cm™, 2921
cm™,2852 cm?, 2161 cm™, 1650 cm™?,1369 cm™, 1224 cm™,1016 cm™,634 cm™ bantlari
gdzlendi. Bu piklerden safran i¢in 2921 ve 2852 cm™'de tespit edilen iki farkli pik, -CHa-
gerilmesi ve -CHs gerilmesine karsilik gelmektedir. 600-680 cm™ araliginda bant alkil
halojeniirleri gostermektedir (Anastasaki et al. 2010). Ayrica, 1624 cm™ aralig1 karbonil
grubunun C=0 bag1 ve bu bolgede ortaya c¢ikmasi muhtemel amidlerin gerilme
titresimleri ile ilgilidir. Ayrica, giiclii hidrojen baglarma sahip alkoller ve fenolik
bilesiklerdeki tek bag OH gerilmesi 3.200-3.500 cm™ araliginda bulunur. 1016 cm™'deki
FTIR bandi C-O fenolik bilesiklerini gostermektedir. Bu piklerin varlhig
nanopartikiillerin terpenoidler, flavonoidler, glikozitler, fenoller, tanenler gibi keton,
aldehit, karboksilik asit ve digerleri gibi fonksiyonel gruplara sahip bitki ikincil
metabolitleri tarafindan kaplandigimi dogrulamaktadir (Bagherzade, Tavakoli, and
Namaei 2017).
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Sekil 4.6. Ekstrakt (A) ve AgNP) (B) FTIR analiz goriintiisii.
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Bu ¢alismadaki DLS analizi AgNPy) ve AgNP’lerin boyut dagilimi hakkinda
bilgi sahibi olmak amaciyla Yildiz Teknik Universitesinde yaptirildi (4.7.). Sirasiyla
polidispers indeksleri (Pdl) 0,238 ve 0,403 olarak kaydedildi.

Size (d.n... % Number: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2212 Peak 1: 125,3 100,0 41,40
Pdl: 0,238 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,788 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Number

Number (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

A) Record 1: AgNp 1 Record 2: AgNp 2 Record 3: AgNp 3|
Size (d.n... % Number: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2120 Peak 1: 14,21 100.0 4,763
Pdl: 0,403 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,931 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Number

Number (Percent)
n w -
o o o

-t
o
+

pO
-
-

10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 13: Nanopartikiil 1
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Sekil 4.7. AgNP) (A) ve AgNP (B) DLS analiz sonuglart.
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Bu calismadaki zeta potansiyel analizi, AQNPy) ve AgNP ) yiizey yiikii hakkinda

bilgi sahibi olmak amaciyla Y1ldiz Teknik Universitesinde yaptirildi. AGNP () ve AgNP )

zeta potansiyelleri sirasiyla -17,8 mV ve -21,5 mV olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.8.).

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -17.8 Peak 1: -17,8 100,0 6,49
Zeta Deviation (mV): 6,49 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0444 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good
Zeta Potential Distribution
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A) I_ Record 4: AgNp 1]
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -21,5 Peak 1: -21,5 100,0 6,09
Zeta Deviation (mV): 6,09 Peak 2: 0.00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0437 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good
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Sekil 4.8. AgNP) (A) ve AgNP( (B) Zeta potansiyel analiz sonuglari.
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4.1.3. Doz Uygulamasi Sonrasi Hiicrelerin Morfolojisi

PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlarina farkli konsantrasyonlarda ekstrakt, AgNP )
ve AgNP) uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra inverted mikroskopta 10x optik
biiytitmede goriintii elde edildi (Sekil 4. 9.). Yapilan incelemeler sonucunda kontrol grubu
ile kiyaslandig1 zaman her iki nanopartikiiliin ve ekstraktin uygulanmasi sonucunda

konsantrasyondaki artisa bagl olarak hiicre canliliginda azalma gozlendi.

PANC-1

HEK293

Sekil 4.9. Doz uyguladiktan 24 saat sonra hiicre morfoloji gériintiileri.

4.1.4. Hiicrelerin Canlihik Analizi

PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlarina ICsp dozu belirlemek amaciyla AgNP ),
AgNP ), ekstrakt (0-200 pg/ml) ve AgNOs (0-4 pg/ml) sulu ¢ozeltisi i¢in artan farkls
konsantrasyonlardaki dozlarda uygulama yapildi. 24 saat inkiibasyondan sonra
uygulamalarin in vitro sitotoksitesini belirlemek i¢cin MTT analizi uyguland1 ve
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda absorbans &lgiimii yapildi (Sekil 4.10.).
Kontrol gruplar1 ve uygulanan doz gruplarinin absorbans sonuglar1 degerlendirilerek %
hiicre canliliklar1 hesaplandi. % hiicre canlilik grafikleri logaritmik olarak verildi. Doz
uygulanmast sonucunda artan farkli konsantrasyonlarda Panc-1 ve HEK293 hiicre

hatlarindaki canliliklarin anlamli 6l¢iide azaldigi belirlendi (p<0.05).
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Panc-1 ve HEK293 Hucrelerin 96 kuyucukiu in vitro sitotoksite testinin
hicrelerinin kilttre plakaya ekilmesi (MTT) uygulanmasi

edilmesi

Sekil 4.10. Hiicre canlilik analizi agamalart.

24 saatlik artan farkli AgNPp) doz uygulamasindan sonra PANC-1 ve HEK293
hiicre hatlarinin hiicre canlilik yiizdeleri doza bagimli bir sekilde azaldi. Panc-1 ve
HEK?293 hiicrelerinde ICsg dozu sirastyla 65.18 pg/ml ve 77.59 pg/ml olarak hesaplandi
(Sekil 4.11.). Uygulanan en yiiksek doz olan 200 pg/ml konsantrasyonu ig¢in canlilik
~%13 olarak kaydedildi. Crocus sativus (Safran) stigma kisimlarinin sulu ekstrakti ile
biyolojik olarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin normal hiicre hattinda (HEK293)
sitotoksik etkisi diisiik konsantrasyonlarda 6nemli bir toksisite gostermezken, uygulanan

77.59 ng/ml AgNP konsantrasyonunun artmasiyla birlikte sitotoksitenin arttig1 gézlendi.
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Sekil 4.11. PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlarina uygulanan AgNP ) dozlarmin hiicre canliligina etkisi.
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24 saatlik artan farkli AgNPk doz uygulamasindan sonra PANC-1 ve HEK293
hiicre hatlarinin hiicre canlilik yiizdeleri doza bagimli bir sekilde azaldi. PANC-1 ve
HEK?293 hiicrelerinde ICsg dozu sirasiyla 32.56 pg/ml ve 22.42 pg/ml olarak hesaplandi
(Sekil 4.12.). PANC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda yiiksek sitotoksite sergiledigi fakat
HEK293 normal hiicre hattina toksik etkiye sahip oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.12. PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlarina uygulanan AgNP ) dozlarimin hiicre canliligina etkisi.

24 saatlik artan farkl ekstrakt doz uygulamasindan sonra PANC-1 ve HEK293
hiicre hatlarinin hiicre canlilik yiizdeleri doza bagiml bir sekilde azaldi. PANC-1 ve
HEK?293 hiicrelerinde ICso dozu sirastyla 5.02 pg/ml ve 3.91 pg/ml olarak hesaplandi
(Sekil 4.13.). Ekstrakt uygulamasinin PANC-1 pankreas kanseri hiicre hattina
sitotoksitesinin yiiksek oldugu ve normal hiicre hatt1 olan HEK293 i¢in olduk¢a toksik
etkiye sahip oldugu goriildii.
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Sekil 4.13. PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlarina uygulanan ekstrakt dozlarmnin hiicre canliligina etkisi.

24 saatlik artan farkli AQNO3 doz uygulamasindan sonra PANC-1 ve HEK293
hiicre hatlarinin hiicre canlilik yiizdeleri doza bagimli bir sekilde azaldi. PANC-1 ve
HEK293 hiicrelerinde ICso dozu sirasiyla 1.68 pg/ml ve 1.20 pg/ml olarak hesaplandi
(Sekil 4.14.). Kanser hiicrelerine sitotoksik etkisinin yiiksek olmasina ragmen ayni etkiyi

HEK?293 normal hiicre hattinda da gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 4.14. PANC-1 ve HEK?293 hiicre hatlarina uygulanan AgNO3 dozlarinin hiicre canliligina etkisi.
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4.1.5. Jel Elektroforezinde RNA Orneklerinin Tayini

PANC-1 insan pankreas kanseri hiicre hattindan izole edilen RNA 6rneklerinin
safliklar1 ve miktarlarinin 6l¢limii her biri i¢in iki tekrarli olacak sekilde ¢alisildi. Daha
sonra sirastyla soldan saga dogru RNA ladder, kontrol, biyolojik AgNP, kimyasal AgNP
ve ekstrakt RNA ornekleri iki tekrarli olarak yiiklendi ve %1 lik agaroz jelde yiiriitiilerek
bant profili incelendi (Sekil 4.15.).

RNA
ladder Kontrol AgNPy) AgNPg Ekstrakt

- a -
b — —— b —

Sekil 4.15. RNA 6rneklerinin bant profili.

4.1.6. PANC-1 Hiicre Hattina Uygulanan Dozlarin HIFla, GLUT1, FLT-1,
VEGFA, Bcl-2 ve Bax Gen Ekspresyonlarina Etkisi

PANC-1 hiicre hattina AgNP), AgQNP) ve ekstrakt belirlenen 1Cso dozlarinda
uygulandi. 24 saat inkiibasyon igleminin sonunda PANC-1 hiicrelerinden RNA izole
edilerek cDNA sentezi basamaklart uygulandi. cDNA 6rnekleri kullanilarak RT-PCR
yapildt ve PANC-1 hiicrelerinde ilgili genlerin ekspresyonlarma bakildi. RT-PCR
verilerinin analizinde 222* normalizasyon yéntemi kullamld: (Livak and Schmittgen
2001). Bu yonteme gore ¢alisilan her gen i¢in kontrol ve doz gruplarinin gen ekspresyon
diizeyleri housekeeping gene (B-actin) gore hesaplandi. Kontrol ve doz gruplari arasinda

calisilan genlerin ekspresyonlariin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde One-way
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ANOVA varyans analizi kullanilmis olup p degeri <0.05 ise farklilik anlaml1 olarak kabul
edildi (*p<0.05, **p< 0.01, ***p<0.001, ****p<(0.0001).

Kontrole gore HIFla gen ekspresyonunda AgNPg) (p<0.0001) ve AgNP)
(p=0.0003) uygulamas1 sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilirken ekstrakt (p=0.1092) uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamadi. Ayrica AgNP(,), ekstrakt uygulamalar ile kiyaslandiginda AgNP()
uygulamasinin HIF1a gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
fazla downregiile ettigi bulgusuna ulasildi. Ek olarak AgNP k) uygulamasinin HIF1a gen
ekspresyonunu upregiile ettigi tespit edildi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. PANC-1 hiicre hattina AgNP), AgNP(K) ve ekstrakt 1Cso doz uygulanmasindan 24 saat sonra
HIF1a gen ekspresyon degisimi.

Kontrole gore GLUT1 gen ekspresyonunda AgNP@) (p<0.0001) ve ekstrakt
(p<0.0001) uygulamas1 sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilirken AgNPg) (p=0.5376) uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamadi. Ayrica AgNP@p), AgNPk) ve ekstrakt uygulamalar ile kiyaslandiginda
AgNP ) uygulamasinin GLUT1 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
downregiile ettigi tespit edildi (Sekil 4.17.).



62

GLUT1

N
=]
|

-
4]
|

*

EE .k 4 L2 2

Rolatif gen ekspresyonu
5
]

Ag” P“]} Ag” P{If.] Ekstrakt

Sekil 4.17. PANC-1 hiicre hattina AgNP(s), AgNP 4 Ve ekstrakt 1Cso doz uygulanmasindan 24 saat sonra
GLUTL gen ekspresyon degisimi.

Kontrole gore FLT-1 gen ekspresyonunda AgNPgp) (p<0.0001), AgNP
(p=0.0016) ve ekstrakt (p=0.0003) uygulamasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu tespit edildi. Ayrica AgNPp)uygulamasi AgNP k) ve ekstrakt uygulamalari ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde FLT-1 gen ekspresyonunu
downregiile ettigi Saptandi. Ek olarak AgNPg) ve ekstrakt uygulamalarinin etkileri
karsilastinlldiginda FLT-1 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. PANC-1 hiicre hattina AgNP), AgNP Ve ekstrakt 1Cso doz uygulanmasindan 24 saat sonra
FLT-1 gen ekspresyon degisimi.
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Kontrole gére VEGFA gen ekspresyonunda AgNP() (p=0.0003) ve ekstrakt
(p=0.0004) uygulamas1 sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilirken AgNPx (p=0.0784) uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamadi. Ayrica AgNP) ve ekstrakt uygulamalarinin VEGFA gen ekspresyonunu
benzer sekilde downregiile ettigi goriildii. Ek olarak ekstrakt ve AgNP k) uygulamalari
karsilastirildiginda VEGFA gen ekspresyonunu ekstrakt uygulamasimin daha fazla
downregiile ettigi goriildi (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. PANC-1 hiicre hattina AgNP (), AgNP () ve ekstrakt 1Cso doz uygulanmasindan 24 saat sonra
VEGFA gen ekspresyon degisimi.

Kontrole goére Bcl-2 gen ekspresyonunda AgNPg) (p<0.0001), AgNP)
(p<0.0001) ve ekstrakt (p<0.0001) uygulamas1 sonucunda istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark oldugu tespit edildi. AgNPy) uygulamasinin AgNP ve ekstrakt uygulamalari ile
kiyaslandiginda Bcl-2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak daha anlamli bir sekilde
downregiile ettigi saptandi. Ayrica AgNPk ve ekstrakt uygulamalarmin etkileri
karsilastirildiginda Bcl-2 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. PANC-1 hiicre hattina AgNP (), AgNP () ve ekstrakt 1Cso doz uygulanmasindan 24 saat sonra
Bcl-2 gen ekspresyon degisimi.

Kontrole gore Bax gen ekspresyonunda AgNPg) (p=0.0002) ve AgNP
(p=0.0302) uygulamasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilirken ekstrakt (p=0.0938) uygulamasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi. Ayrica AgNPp) uygulamast AgNPk) ve ekstrakt uygulamalar ile
kiyaslandiginda Bax gen ekspresyonunu istatistiksel olarak daha anlamli bir sekilde
upregiile ettigi sonucuna ulasildi. Ek olarak AgQNP) ve ekstrakt uygulamalarinin etkileri
karsilastinlldiginda Bax gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (Skil 4.21.).
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Sekil 4.21. PANC-1 hiicre hattina AgNP ), AgNP ) ve ekstrakt 1Cso doz uygulanmasindan 24 saat sonra
Bax gen ekspresyon degisimi.
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4.2. Tartisma

Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), en agresif ve dliimciil kati tiimorlerden
biri olarak bilinir ve kansere bagh dliimlerin {igiincti 6nde gelen nedenidir. Erkeklerde
(100.000 kiside) 2000 yilindan 2020 yilina kadar 6liim orani 12,1'den 12,7'ye artmistir
fakat bu oranin kadinlarda (100.000 kiside) 9,3-9,6'da nispeten sabit kaldigi bildirilmistir.
Pandemiye ragmen 16semi, melanom ve bobrek kanseri 6liim oranlar1 2016'dan 2020'ye
kadar yilda yaklasik %1,5 disiis sergilemistir ve 1991'den bu yana toplam 6liim orani
%33’ liik azalma gostermistir. Dolayisiyla tahmini olarak 3,8 milyon 6liimiin engellendigi
distintilmektedir. Bu ilerleme, ¢esitli kanserlerin tedavisindeki ilerlemeleri giderek daha
fazla yansitmaktadir (Siegel et al. 2023). Fakat pankreas kanserinde erken belirti olmadigi
ve her iki cinsiyette de ileri yaslarda teshis edilebildigi i¢in yillar gectikce sagkalim orani
diismektedir. Bundan dolayi ilerlemis pankreas kanseri kati tiimorlerini tedavi edebilmek
icin yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir.

Literatiirde yesil kimya olarak da bilinen biyolojik sentez yaklagimiyla
nanopartikiiller, konvansiyonel yontemler olan fiziksel ve kimyasal yontemlerle
kiyaslandigi zaman daha kararli, daha az toksisiteye sahip olarak iiretilmektedir.
Dolayisiyla dogaya daha az zararli hale gelmesine neden olmaktadir. Nanopartikiiller,
biyouyumlu olduklar1 ve genis bir yiizey alanina sahip olduklari i¢in ¢esitli hastaliklarin
tedavisi i¢in etkili tekniklerin gelistirilmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Ozellikle bitki
bazli nanopartikiiller, antibakteriyel aktivite, antikanser ve antiviral aktivite sergiledigi
icin terapotik ilaclar dahil olmak iizere tipta yaygin olarak kullanilma potansiyeline
sahiptir. Bitki o0zlerinin ve fizyolojik olarak aktif biyomolekiillerin her yerde
bulunabilmesi nedeniyle nanopargacik biyosentezi, kimyasal ilaglarin kullanimimna gore
¢ok daha giivenilir bir yaklagim olarak diistiniilmektedir (Nair, Sajini, and Mathew 2022).

Safran, giineybat1 Asya'ya 6zgili olan ve su anda Avrupa, Tiirkiye, Orta Asya,
Hindistan ve Cin gibi diinyanin baska yerlerinde biiyiik 6l¢iide yetistirilen bir bitkidir
(Hoshyar and Mollaei 2017). Ana igerigi krosin ve safranal olan ayrica antioksidan,
antimutajenik, antijenotoksik, tiimorisidal ve antioksidan aktiviteye sahip bir bitkidir.
2010 yilinda yapilan bir ¢alisma, BXPC-3 insan pankreas kanseri hiicre hattinda safran
bitkisinin ana bileseni olan krosinin apoptotik etkisini aragtirmak iizere tasarlanmistir. Bu
calismada apoptozun kromatin yogunlasma Ozelligini saptamak i¢in Hoechest33258
boyamasi kullanilmig ve DNA fragmantasyonu jel elektroforezi ve hiicre dongiisii analizi
ile degerlendirilmistir. Calisma sonuglarina gore, BXPC-3 insan pankreas kanseri hiicre

hattinin krosin aracili biiylime inhibisyonuna ve apoptotik hiicre dliimiine kars1 oldukca
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duyarli oldugu tespit edilmistir (D’ Alessandro et al. 2013). Benzer baska bir ¢calismada
ise, krosetin maddesinin apoptozu indiikleyen yollar1 aktive ederek hem in vitro pankreas
kanseri hiicreleri hem de in vivo atimik ¢iplak fare (athymic nude mouse) tiimorii tizerinde
onemli bir antitiimorijenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. in vitro ¢alisma sonucunda
hiicre dongiisii proteinleri (Cdc-2, Cdc-25C, Cyclin-B1) ve epidermal biiyltime faktorii
reseptorii (EGFR) 6nemli 6l¢iide degismistir. in vivo ¢aligma sonucunda, kontrole kiyasla
krosetin ile muamele edilen hayvanlarda epidermal biiyiime faktorii reseptorii
ekspresyonu ile belirlendigi tizere timor biiylimesinde onemli 6l¢tide gerileme oldugu
goriilmiistiir (Dhar et al. 2009).

Yapmis oldugumuz ¢aligma ile ilk defa Crocus sativus (Safran) stigma kisminin
ekstrakti kullanilarak konvansiyonel yontemlerden farkli olacak sekilde biyolojik olarak
mikrodalga aracili glimiis nanopartikiil sentezi gergeklestirilmistir. Sentez agamasinda
kullanilan giimiis nitrat (AgNO3) sulu ¢ozeltisi reksiz, safran sulu ekstrakti ise sari-
kirmizt renkliydi. AgNOs sulu c¢ozeltisine safran sulu ekstraktinin eklenmesi ve
mikrodalgada firinda 1sitma islemini takiben literatiirde de belirtildigi gibi koyu
kahverengiye dogru renk degisimi gézlendi (Eshghi et al. 2018; Kaplan et al. 2021). Bu
durum, Crocus sativus (Safran) stigma kisminin ekstraktinin giimiis iyonlarini basarili bir
sekilde indirgedigini ve AgNP'leri olusturdugunu gosterdi. Biyolojik olarak sentezlenen
AgNP ve ticari olarak satin alinan kimyasal AgNP’ler Uv-Vis, TEM, FESEM-EDX,
FTIR, EDX, DLS ve Zeta potansiyel yontemleri ile karakterize edildi.

Sonuglarimiz 471 nm dalga boyu bdlgesinde en yiliksek SPR absorpsiyon piki
gostermektedir ve bu da litretiirdeki mevcut bilgiler dogrultusunda AgNP olusumunu
dogrulamaktadir. Jahan ve arkadaslar1 tarafindan yaptigimiz ¢alismaya benzer sekilde
mikrodalga aracili olarak elma posasi ve kimyon tohumu ekstraktindan biyolojik olarak
AgNP sentezi gerkelstirilmistir ve sirastyla 440 nm ve 439 nm dalgaboylarinda
maksimum pik sergiledikleri tespit edilmistir. Teucrium polium (Aciyavsan) yaprak
ekstraktindan sentezlenen AgNP’lerin 434-440 nm dalga boylar1 araliginda maksimum
pik verdigi rapor edilmistir (Hashemi, Tasharrofi, and Saber 2020). Ayrica gesitli bitki
kisimlarinin ektrakti aarciligiyla sentezlenen AgNP’lerin maksimum 400-500 nm dalga
boyu araliginda pikler verdigi tespit edilmistir (Sulaiman et al. 2013; Thirunavoukkarasu
et al. 2013; Vilchis-Nestor et al. 2008).

Hejebi ver arkadaslarmin sentezledigi AgNP’lerin TEM analizi ile partikiil
boyutlarinin ortalama 23 nm oldugu ve 1-50 nm arasinda degistigi gosterilmistir (Hajebi

et al. 2019). Nar kabugu ekstraktindan sentezlenen AgNP’lerin TEM analiz sonucunda
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kiiresel gekilli ve 15-30 nm karakteristik ¢ap araliginda nanopartikiillerin oldugu tespit
edilmistir (A. A. Khan et al. 2021). Benzer bir ¢alismada P.anisum (Anason) tohum
ekstraktindan yine kiiresel sekilde fakat 3,2-16 nm arasinda degisen daha kiiciik
boyutlarda AgNP’lerin sentezlendigi bildirilmistir (Alsalhi et al. 2016).

Khan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, nar kabugu ekstraktindan
sentezlenen AgNP’lerin partikiill boyutu, PDI (polidispers indeks) ve ylizey zeta-
potansiyeli DLS analizi ile gergeklestirilmistir. Nanopartikiillerin ortalama boyutunun
yaklasik 40 nm oldugu, PDI degerinin 0,321 ve zeta-potansiyel degerinin 31,2 + 0,3 mV
oldugu belirlenmistir (A. A. Khan et al. 2021).

Hashemi ve arkadaslarinin yaptigit FE-SEM analizi sonucunda, biyolojik olarak
sentezlenen AgNP’lerin ¢ogunun 70-100 nm arasinda degisen boyutlarda ve kiiresel veya
kiiresel sekle yakin oldugu goriilmiistir (Hashemi et al. 2020). Loganathan ver
arkadaglarinin Knoxia sumatrensis yaprak sulu ekstraktindan sentezledikleri AgNP'lerin
FE-SEM analizi, nanopartikiillerin 7.73-32.84 nm boyutunda ve altigen seklinde
oldugunu gostermektedir. Ayn1 AgNP’lerin EDX analizi ile arastirma sonuglarimizda
elde ettigimiz giimiis varliginin uyumlu oldugu goriildii. Bu ¢alismada EDX
sonuclarimiza benzer sekilde giimiis, karbon, oksijen, kalsiyum ve klorun mevcut oldugu
da agiklanmigtir. Giimiis digindaki elemetlerden gelen zayif piklerin ise ekstrakt
icerigindeki fitokimyasallardan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Loganathan et al. 2022).
Umaz ve arkadaglari, Hypericum Triquetrifolium turra (Kantaron) cicegi ektrakti
ylzeyinde bulunan fonksiyonel gruplar1 FTIR analizi ile aciga cikarmistir. Analiz
sonucuna gore 3338-3339 cm, 2359-2360 cm™ ve 1635-1636 cm™ pikleri gozlenmistir.
Bu piklerin sirasiyla —OH (hidroksil), C=C (alkin) ve C=N(nitril), C=0 (amid) ve C=C
(alken) fonksiyonel gruplarina ait oldugu bildirilmistir (Umaz et al. 2019).

Daha oOnce yapilan bir caligmada K. sumatrensisi yaprak ekstraktindan
sentezlenen AgNP'lerin XRD sonuglarinda, 210, 101, 111, 200, 231, 142, 241 degerlerine
karsilik gelen 20 derece araliklarinda dokuz pik gézlenmistir. Dolayisiyla saf giimiisiin
kafes diizlemlerinin kiibik yapida ve kristalin oldugu goriilmektedir (Loganathan et al.
2022). Bugday samanindan elde edilen lignin sulu ekstraktinsan sentezlenen AgNP'lerin
XRD spektrumu, standart AgNP'lere benzer sekilde (111), (200), (220) ve (311) ile iliskili
olan 20=38.2°, 44.4°, 64.4° ve 77.5° dort kirmmim piki sergilemistir (Saratale et al. 2019).

Calismamizda pankreas kanseri hiicre hattt PANC-1 ve normal hiicre hatt1 olan
HEK293 hiicrelerine Crocus sativus (Safran) stigma kisminin sulu ekstraktindan

sentezlenen AgNP, ticari olarak satin alinan kimyasal AgNP, ekstrakt ve AgNO3 artan
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farkli konsantrasyonlarda muamelesi lizerine yilizde canlilik degerlerinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldig: tespit edildi. PANC-1 hiicreleri i¢in I1Cso degerleri
sirasiyla 65.18 pg/ml, 32.56 pg/ml, 5.02 pug/ml, 1.68 ug/ml olarak tespit edildi. HEK293
hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 77.59 pg/ml, 22.42 pg/ml, 3.91 ug/ml ve 1.20 ug/ml
olarak tespit edildi. Sonucta biyolojik olarak sentezledigimiz AgNP’ler kanser
hiicrelerine secici sitotoksik etki gosterirken diger uygulamalar normal hiicre hatt1 olan
HEK?293 hiicrelerine kars1 yiiksek toksisite sergiledi. Khorrami ve arkadaslariin yaptigi
calismada, L-929 (fare fibroblast hiicre hatt1) hiicreleri 48 saat boyunca ceviz kabugu sulu
ektstraktindan sentezlenen AgNP’ler ile muamele edilmistir ve hiicre 6liimii en yiiksek
%15 olarak tespit edilirken ticari olarak satin alinan AgNP ile maruziyet sonucunda %60
sitotoksik etki sergiledigi saptanmistir (Khorrami et al. 2018).

2016 yilinda yapilan bir calismada, kiiresel sekillli 94 nm biyolojik AgNP ve 104
nm kimyasal AgNP sentezi gerceklestirilerek biyolojik AgNP’lerin NCI-H460
hiicrelerine yiiksek sitotoksik etki gosterdigi ancak HDFa (insan deri fibroblast hiicreleri)
hiicrelerinde hiicre canliliginda o6nemli degisikliklere yol agmadigi ve kimyasal
AgNP’lerin ise HDFa hiicrelerinde yiiksek toksisiteye sebep oldugu tespit edilmistir
(Kummara, Patil, ve Uriah 2016). 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada ise Berberis
thunbergii yaprak sulu ekstraktindan mikrodalga aracili biyolojik olarak sentezlenen
AgNP’lerin PANC-1, AsPC-1 ve MIA-Paca2 hiicrelerinin canliligint doza bagl olarak
azalttig1 ve HUVEC hiicrelerine toksik olmadigi belirlenmsgtir.

Annu ve arkadaslar1 tarafindan, Punica granatum (Nar) kabugu ekstrakti
kullanilarak 6-45 nm boyut araliginda ve kiiresel sekilde sentezlenen AgNP’lerin
viicudun normal hiicrelerini etkilemeden A549 hiicre hattina 48 ve 72 saat muameleden
sonra ICso degerinin 5 pg/ml olarak tespit edildigi ve antikanser ozellik sergiledigi
gosterilmistir (Annu et al. 2018). Khan ve arkadaglar1 ayn1 meyve ekstraktini kullanarak
sentezledikleri AgNP’lerin MDA-MB-231 hiicrelerine uygulandiginda reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) birikmesine yol ac¢tigini tespit etmistir. Ayrica PG-AgNP'lerin hiicre
canliligini doza bagimli bir sekilde 6nemli 6l¢iide azalttigi bildirilmistir (A. A. Khan et
al. 2021). Hina ve arkadaslariin yaptig1 ¢alismada, Borago officinalis (Hodan) yaprak
ekstrakt1 kullanilarak kiiresel, altigen ve diizensiz sekilde ve 30 ila 80 nm arasinda degisen
boyutlarda biyolojik olarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin hem A549 karaciger
kanseri hiicre hatti (ICso: 5 pg/ml) hem de Hela servikal kanser hiicre hattinda (ICso: 2
pg/ml) antikanser ve antibakteriyel ajanlar olarak potansiyel gosterdigi bulunmustur (H.
Singh, Du, and Yi 2017).
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Oves ve arkadaslariin yaptig1 ¢alismada, Phoenix dactylifera (Hurma) sagak
kokii ekstraktindan diizgiin kiiresel sekilde olan 21.65 ila 41.05 nm arasinda degisen
boyutlarda biyolojik olarak sentezlenen AgNP’lerin, MCF-7 hiicre hattina kars1 onemli
sitotoksisitenin oldugu (ICso: 29.6 ug/ml) ve MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (Oves et al. 2018). Kummara ve arkadaslari tarafindan, Azadirachta indica
(neem) yaprak Oziiti kullanarak kiiresel sekilde ve 5 ila 35 nm boyutlarinda
sentezledikleri yesil AgNP'lerin hiicre canliliginda doza bagli azalmaya ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretiminde artisa neden oldugu goézlemlenmistir. Ayrica, yesil
AgNP'lerin NCI-H460 hiicrelerinde kimyasal olarak sentezlenen AgNP'lerden daha
gelismis anti kanser aktivite gosterdigi ve insan akciger kanseri tedavisi i¢in potansiyel
bir alternatif ajan olabilecegi ileri siiriilmustiir (Kummara, Patil, and Uriah 2016b).

Mollick ve digerlerinin yaptigi ¢alismada, Abelmoschus esculentus (L.) pulp 6zii
kullanilarak ortalama 6.7 nm boyutunda yesil sentezlenen AgNP'lerin Jurkat hiicre hatti
(Insan T hiicreli lenfoma) iizerinde antikanser aktiviye sahip oldugu bildirilmistir ve bu
antikanser aktivitenin mitokondriyal membran biitlinliigliniin kaybi ile artan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri ile giicli bir sekilde iligkili oldugu
gozlenmistir (Mollick et al. 2019). AgNP’ler, ROS iiretimi ve DNA hasarin1 indiikleyen
kanser hiicrelerinin ultrayapisini tahrip ederek apoptoz ve nekroza neden olabilmektedir
(Farah vd. 2016; Wang vd. 2019). Bu ultrayapisal degisiklikler nanopartikiiliin dozuna ve
uygulama zamanina baglidir. Genel olarak, AgNP konsantrasyonu ne kadar yiiksekse ve
maruz kalma siiresi ne kadar uzun olursa, hiicre ultrayapisinin hasar1 o kadar fazla
olmaktadir (Sooklert vd. 2019; Swanner vd. 2019).

Korkmaz ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aliymada Mimusops elengi (Ispanyol
kiraz1) ekstrakti araciligiyla sentezlenen AgNP’lerin hem meme kanseri hiicre hattit MCF-
7 hem de kolon kanseri hiicre hattt HT-29 hiicreleri iizerinde doz ve zamana bagli bir
sekilde sitotoksite gosterdigi bildirilmistir (Korkmaz et al. 2020). 2022 yilinda Liu ve
arkadaglari, AQNP 'lere kars1 iyi huylu pankreas duktal ve karaciger stellat hiicrelerinin
yiiksek direng gosterirken yiiksek kemoterapiye direngli PDAC hiicre hatlarinin 10
ppm'lik diislik konsantrasyonlarda bile zamana ve doza bagli bir sekilde hiicre canliligini
neredeyse tamamen inhibe ettigini tespit etmistir ( Liu vd. 2022).

Adebayo ve arkadaslari, Detarium microcarpum (Tathh detar) Yyaprak
fitokimyasallarindan ortalama 81 nm boyutunda giimiis nanopartikiil sentezi
gerceklestirmigtir. 72 saat dAgNP muamelesi sonucunda hiicre canliliginin sirasiyla 84

pg/ml ve 31.5 pg/ml ICsp degerleri ile PANC-1 ve HeLa hiicre proliferasyonlarini inhibe
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ettigini ortaya koymuslardir (Adebayo et al. 2020). Balkrishna ve arkadaslar tarafindan,
yaklagik 8 +2 nm boyutlarinda Putranjiva roxburghii tohum ekstraktindan sentezlenen
AgNP'lerin 24 saat PANC-1, MDA-MB-231 ve HCT-116 hiicre hatlarina muamelesi
sonucunda sirasiyla 0.36 mg/ml, 0.26 mg/ml ve 0.54 mg/ml ICso degerleri ile hiicre
canliligmin doza bagl olarak inhibe oldugu bulgusuna ulasilmistir (Balkrishna et al.
2020).

Ayromlou ve arkadaslari, Scorzonera calyculata oziitii kullanilarak ortalama
25.28 nm Dbiyiikligiinde ve kiire seklinde sentezlenen AgNP’lerin ¢esitli
konsantrasyonlarda, A549 kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattina karsi
doza-bagl olarak sitotoksite gosterdigini tespit etmislerdir. Bundan dolay1 sentezlenen
AgNP’lerin antikanser terapotik ajan olma potansiyeli tasidigi bildirilmistir (Ayromlou,
Masoudi, ve Mirzaie 2019). Chen ve arakadaslar1i ise Cymbopogon citratus yaprak
Oziitlinden sentezlenen AgNP’lerin yine ayni hiicre hattinda, hiicre proliferasyonunu
azaltt1g1, hiicre invazyonunu ve apoptozun indiiksiyonunu artirarak kanser hiicre dliimiinii
baslattigin1 bildirmistir (Chen vd. 2019).

2018 yilinda yapilan bir calismada biyolojik ve kimyasal giimiis nanopartikiil
sentezlemek i¢in indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak sirasiyla Datura stramonium
yapragi ekstresi ve sodyum sitrat kullanilmistir. Sonug olarak yesil sentezlenmis glimiis
nanoparcaciklarin dar boyut araligi, kiiresel sekil, yiiksek antioksidan kapasite,
antibakteriyel ve DNA kirilma aktiviteleri gosterdigi kimyasal olarak sentezlenmis
nanopargaciklarin daha az ortalama boyuta, daha genis nanoparcacik boyutuna sahip
oldugu, antioksidan aktivite sergilemedigi ve daha az antibakteriyel ve DNA kirilma
aktiviteleri gosterdigi bilgisine ulagilmistir (Mousavi-Khattat, Keyhanfar, and Razmjou
2018). Shaik ve arkadaslar1 biyolojik ve kimyasal giimiis nanopartikiil sentezlemek i¢in
indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak sirasiyla Salvadora persica L. kok ekstrakti ve
trisodyum sitrat kullanmistir. Sonug olarak biyolojik sentezlenmis AgNP'ler, kimyasal
olarak sentezlenmis AgNP'lerin antimikrobiyal aktivitelerine kiyasla biraz daha yiiksek
veya esdeger antimikrobiyal aktiviteler sergiledigi tespit edilmistir (Shaik et al. 2016).
Vasanth ve Kurian tarafindan kimyasal ve biyolojik yolla sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin si¢an hiicre hattinda (LLC PK1) ve hiicre organellerinde toksik etkileri
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda siganlarda ihmal edilebilir diizeyde toksisite
gozlenmistir fakat nanopartikiil uygulanan hayvandan alinan normal epitel hiicre hattinda
(LLC PK1) ve mitokondride islev bozukluklar1 goriilmiistiir. Bu nedenle, AgNP'lerin

uzun siireli maruziyetine kars1 onlem alinmasi gerektigi ve giimiis nanopartikiillerin
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mitokondriye kronik olarak maruz kalma ve etki yolunun bulunmasi i¢in ileri ¢aligmalar
yapilmasi gerektigi vurgulanmistir (Vasanth and Kurian 2017).

Mirkatuli ve arkadaslar1 biyolojik sentez yontemiyle iiretilen glmiis
nanopartikiillerin toksik ve toksik olmayan dozlarinin enjeksiyonu ile neonatal Wistar
sicanlarinin serebellumunda meydana gelen histopatolojik degisiklikleri incelenmis ve
etkisini kimyasal giimiis nanopartikiiller ile karsilagtirmistir. Uygulanan nanopartikiiller
arasinda Dbiyolojik nanopartikiillerin kimyasal nanopartikiillerin aksine, beyincik
hiicreleri lizerinde daha az 6nemli etkisi oldugu bulgularina ulasmistir (Mirkatuli,
Baghbani, and Yahyaei 2021).

Hipoksi kat1 tiimdorlerin ortak bir ozelligidir ve kemoterapi, radyoterapi,
immiinoterapi gibi geleneksel kanser tedavilerinin etkinligini biiylik 0lcilide
engellemektedir. Ilerlemis tiimdrlerde oksijenin tilkenmesiyle birlikte metastaz1 ve klinik
olarak malign bir fenotipi destekleyen bir dizi genetik, transkripsiyonel ve metabolik
adaptasyon meydana gelmektedir (Shi, Liao, and Zhang 2021). Bu durumda invazyon,
metastaz, anjiyogenez ve glikoliz siirecinde yer alan ilgili genlerin ekspresyonu HIF1
transkripsiyon faktorii tarafindan uyarilmakta ve bdylece pankreas kanseri hiicreleri
hipoksik kosullara uyum saglamaktadir. Bundan dolay1 hipoksik tiimdr mikrogevresini
hedef alan veya hipoksiye bagli yolaklarla etkilesime giren glimiis nanopartikiilleri gibi
yeni terapotiklerin gelistirilmesi tizerinde etkin ¢aligmalar siirdiiriilmektedir (Albadari et
al. 2019; Tan et al. 2020).

Tiimorlerin gelismesi ve ilerlemesinde bir¢ok sinyal yolu, hiicre biiyiimesi,
proliferasyonu, apoptoz ve canliligi kontrol etmede rol oynamaktadir ve tiimor
ilerlemesine, tlimor mikrogevre (TME), anjiyogenez ve iltihaplanma gibi daha karmagik
sinyal aglarina katilmaktadir. AgNP'lerin, iliskili sinyal yollarin1 diizenleyerek veya
proteinleri etkisiz hale getirerek tiimor proliferasyonu, invazyonu ve anjiyojenezini inhibe
ettigi onaylanmistir (Wang et al. 2017). 2016 yilinda Yang ve arkadaslar tarafindan
AgNP'lerin HIF-1 protein birikimini, VEGFA ve GLUT-1 asagi akis hedef genlerinin
ekspresyonunu zayiflatarak HIF sinyal yolunu bozabilecegi bulunmustur. Ayrica HIF
sinyal yolunda AgNP'ler, p5S3 gibi anahtar genlerin yukar1 veya asagi regiilasyonu
diizenleyerek apoptozu tesvik edebilmektedir (Yang et al. 2016).

AgNP’ler ile muamele edilen MCF-7 ve kolon kanseri (HCT-116) hiicrelerinde
pro-apoptotik genlerin (p53, Bax ve kaspaz-3) ekspresyon diizeylerinin onemli 6lgiide
arttigl, anti-apoptotik Bcl-2 geninin ekspresyonunun ise azaldigi bildirilmistir.

Dolayisiyla AgNP'lerin, p53, bax/bcl-2 ve kaspaz kaskadi araciligiyla ROS'un da aracilik
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ettigi kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi 6ne siiriilmektedir (M. S. Khan et al.
2021). Benzer baska bir ¢alisma ise Zygophyllum albiim (balduz) kok ekstrakti ile
biyosentezlenen AgNP'lerin, p53, Bax, kaspaz 3,8 ve 9 proapoptotik genlerini upregiile
ettigini ve Bcl-2 anti-apoptotik genin downregiile ettigini, dolayisiyla hem ekstrinsik hem
de intrinsik yollar araciligiyla Prostat kanser hiicre hattt PC-3 ve Akciger kanser hiicre
hatt1 A549 hiicrelerinde apoptotik etkilerini ortaya koymustur (Abdelhameed et al. 2022).
Ghorbani ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma sonucunda da sumak sulu ekstraktindan
biyolojik olarak sentezlenen AgNP’lere maruz kalan MCF-7 hiicrelerinde, Bax gen
ekspresyonunun artmasi ve Bcl-2 gen ekspresyonunun azalmasi yoluyla apoptozun
indiiklendigi gosterilmistir (Ghorbani et al. 2018).

Gurunathan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada spesifik mekanizma tam olarak
aciklanamamis olsa da AgNP'lerin timér invazyonunu inhibe edebilecegi
gozlemlenmistir. Ayrica AgNP'lerin, sitokinlerin protein ekspresyonunu ve kanser
hiicrelerindeki biiyiime faktorlerinin protein ekspresyonunu azaltabilecegi veya
MMP'lerin enzimatik aktivitesini azaltabilecegi varsayilmaktadir. AQNP'lerin PI3K/AKT
yolunu etkisiz hale getirerek VEGF kaynakli anjiyogenezi inhibe edebilecegi
gosterilmistir (Gurunathan et al. 2009). Giivenli ve etkili bir antikanser ajan gelistirmek
amactyla AgNP'lerin kanser karsiti etkileri i¢in daha fazla mekanizma arastirilmaya
devam etmektedir (Xu ve digerleri, 2020).

Castro-Aceituno ve arkadaglarinin yaptigi caligmada Panax Ginseng Meyer
(Ginseng) taze yapraklarindan sentezlenen AgNP’lerin A549, MCF7 ve hepatoseliiler
HEPG2 hiicre hatlarinda hiicre canliligini ve indiiklenmis reaktif oksijen tiirli tiretimini
azalttigi gosterilmistir. Ayrica, P.g AgNP’lerin A549 hiicrelerinde EGFR'nin
fosforilasyonunu ve mRNA {iretimini ve hiicre migrasyonunu azalttig1 bildirilmistir. Ek
olarak A549 hiicrelerinde p38 MAPK/p53-mitokondri kaspaz-3 yolunu up regiile ettigi
ve hiicre apoptozunu tesvik ettigi tespit edilmistir (Castro-Aceituno et al. 2016).

Calismamizda HIF-1 ve onun hedef genleri olan VEGFA, FLT-1, GLUT1, Bcl-2
ve pro-apoptotik Bax genlerinde mRNA seviyesindeki degisiklikleri incelemek igin
PANC-1 hiicre hattina AgNP ), AQNP ) ve ekstrakt belirlenen 1Cso dozlarinda uygulandi
ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda PANC-1 hiicrelerinden RNA izole edildi
ve cDNA sentezi basamaklari uygulanarak cDNA 6rnekleri ile RT-PCR yapildi. RT-PCR
verilerinin analizinde 222 normalizasyon yéntemi kullanild: (Livak and Schmittgen
2001). Bu yonteme gore ¢alisilan her gen igin kontrol ve doz gruplarinin gen ekspresyon

diizeyleri housekeeping gene gore hesaplandi. Graphpad Prism programinda her
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uygulama igin {i¢ bagimsiz deneyden elde edilen veriler degerlendirilerek, biyolojik
olarak sentezlenen AgNP uygulamasinin ticari olarak satin alinan kimyasal AgNP ve
Crocus sativus (Safran) stigma ekstraktindan daha fazla HIF-1 ve onun hedef genleri olan
VEGFA, FLT-1, GLUTL1, Bcl-2 genlerinin ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde downregiile ettigi ve pro-apoptotik Bax gen ekspresyonunu upregiile ettigi
sonucuna ulasildi.

Elde ettigimiz veriler ile AgNP ile indiiklenen hiicre 6limiiniin, HIF-1o. gen
ekspresyonunu upregiile ve ardindan hedef genlerin ekspresyonunu downregiile ederek
AgNP sitotoksisite mekanizmasi sagladig: tespit edildi. Ek olarak VEGF-A ve GLUT1
gen ekspresyonunda gozlenen azalma ile anjiyogenez sirasinda tiip olusumunun
engellenebilecegi ve boylece tiimor hiicrelerine enerji beslemesinin kesilecegi sonucuna
varildi. Bu bulgular, pankreas kanserinde Crocus sativus (Safran) stigma kisminin
ekstrakti kullanilarak biyolojik olarak sentezlenen AgNP'lerin kullanimimin yeni bir

tedavi stratejisi olacagini diisiindiirmektedir.

5. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak Crocus sativus L. (safran) bitkisinin stigma kisimlarinin ekstraktinda
bulunan fonksiyonel gruplar araciligiyla Ag* iyonlarinin indirgenerek AgNP sentezinin
gerceklestigi gosterildi ve sentez kosullart optimize edilerek mikrodalga-aracili olarak
yiiksek verimde AgNP iiretimi saglandi. Pankreas kanseri hiicre hatti PANC-1 ve normal
hiicre hattt HEK293 hiicrelerinde uygulanan in vitro sitotoksite, RNA izolasyonu, cDNA
sentezi, RT-PCR deneysel ¢alisma sonuglar1 dogrultusunda, Crocus sativus L. (Safran)
bitkisinin stigma kisimlarinin sulu ekstrakti ile biyolojik olarak sentezledigimiz
AgNP’lerin, PANC-1 hiicre hattinda antikanser etki sergiledigi bulgularina ulasildi. Panc-
1 hiicre hattina ticari olarak satin alinan kimyasal AgNP’lerin biyolojik olarak
sentezledigimiz AgNP’den daha sitotoksik oldugunu fakat HEK293 normal hiicre hattina
cok daha fazla toksik oldugu tespit edildi. Ayrica HIF1 transkripsiyon faktorii ve
invazyon, metastaz, anjiyogenez, glikoz metabolizmasi ile ilgili hedef genleri olan
VEGFA, FLT-1, GLUTL1, Bcl-2 genlerinin ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde downregiile ettigi ve pro-apoptotik Bax gen ekspresyonunu upregiile ettigi
sonucuna ulagildi.

Tim veriler degerlendirildiginde biyolojik AgNP'lerin normal HEK293

hiicrelerine kimyasal AgNP'lerden daha az toksik etki gostermeleri nedeniyle daha



74

giivenli olduklarindan ve HIF1 sinyal yolag: iizerinde etkili sonuglar sergilediginden
kanser alaninda terapdtik ajan olarak uygulanabilecekleri sonucuna varilmistir.

Sicaklik, zaman, ekstrakt ve tuz konsantrasyonu gibi sentez parametreleri
optimize edilerek daha kii¢iik boyutlu ve daha stabil AgNP’ler sentezlenerek antikanser
etkinliklerinin artmasi saglanabilir. Antikanser etkinliklerinin yani sira antioksidan ve
antibakteriyel etkinlikleri degerlendirilebilir. Ayrica AgNP’lere kemoterapdtik ilag
yuklemesi yapilarak ilacin kontrollii salimi ve tiimor hedefi artirilabilir. Boylece
istenmeyen yan etkiler azaltilabilir.

Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’lerin molekiiler diizeydeki etkilerinin agiga
cikarilabilmesi icin HIF-1 transkripsiyon faktorii ve onun hedef genlerinin gen
ekspresyonuna etkisine ek olarak HIF-1 sinyal yolagi ile baglantili olan diger yolaklar
tizerindeki etkileri gen ekspresyonu ve protein diizeyinde ¢alismalar ile arastirilmalidir.
Ayrica geleneksel antikanser ilaclara alternatif olacak c¢evre dostu ve ayni zamanda
biyouyumlu olan AgNP’lerin formiilasyonu i¢in in vitro ¢alismalarin in vivo ¢aligmalar

ile desteklenmesi Onerilmektedir.
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