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OZET

NANOTEKNOLOJIK YAKLASIMLARIN KANSER METASTAZI
UZERINE ETKILERI

MEHDI TAYYBI AZAR
Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. NECDET SAGLAM

HAZIRAN 2016, 99 sayfa

Kanser olusumunda yer alan molekiler mekanizmalardan biri epitelyal mezenkimal
degisimdir (EMT). Embriyonun gelisiminde normalde var olan ve yetiskin insanlarda
anormal bir sekilde aktif olmasi nedeniyle kansere yol agan EMT, kanserli hicrelerin
saldirgan olmalarina ve c¢evre organlara yayllmasina (metastaz) yol acar. EMT
mekanizmasinda aktif olan yolaklardan biri WNT/B-Katenin yolagidir. Wnt sinyali
memede bir¢ok gelisime neden olurken, meme gelisiminin baslamasinda, kanallarin

dallanmasinda, hamilelik déneminde alveollerin morfogenezinde énemli role sahiptir.

Normal epitel hicrelerinde ekstraseliler matrikste Wnt proteinlerini inhibe edecek
proteinler mevcuttur ve Wnt proteinine baglanarak onu inhibe ederler. Ancak bu
inhibitorlerin yoklugunda veya Wnt'lerin yuksek miktarlarda salindigi durumlarda, Wnt
kendi reseptoru olan Frizzled reseptoriine baglanir. Baglanmanin sonucunda hucre
icinde bir dizi reaksiyonlar baslatilir. Son olarak hiicreler arasi baglayicilar olan E-
kadherinler gevser ve [(-katenin c¢ekirdege girerek kendi genlerini eksperse edip
hicrenin hareketliligini artirir. Bu durum EMT’ye sebep olur ve hicreler ayrilarak

metastaz yaparlar.



Son yillarda literatirde nanopartikuller tasiyici sistemler etkili bir yer edinmigtir.
nanopartikullerin boyutlart 1 ile 1000 nm arasinda degisebilir ve nanoteknoloji ile
gelistirilen  nanopartiktller etkin  madde tasiyabilen kolloidal sistemlerdir.
Nanopartiktllerin en 6énemli 6zelligi doku hedeflemeyi basarabilmeleri ve etken

maddelerin hiicre icine penetrasyonunu kiguk boyutlarindan dolayi arttirmalaridir.

Altin  nanopartikiller kolay sentezlenebilmeleri, kimyasal yapi stabiliteleri, c¢ok
fonksiyonlu olmalari, biyouyumlu olmalari ve kolay ylzey modifikasyonu sayesinde
monoklonal antikorlarla spesifik hedeflendirme yapilabilmektedir ve bu o6zellikleri
nanopatikullerin aktif bir sekilde hedefledigimiz dokuda birikmesine olanak
saglamaktadir. Tez kapsaminda MCF-7 meme kanser hicrelerinde anti Wnt-1
monoklonal antikor kullanarak ekstraselluler matrikste Wnt-1 proteini inhibe ederek
kanserli hucrelerin apoptoza gitmelerinin saglanmasi hedeflenmistir. Birgok
arastirmada MCF-7 meme kanser hicrelerinde Wnt-1 proteini ve onun inhibasiyonu
etkisi konu olmustur. Arastirmalarda hicrelerde genlerin ifadesini, hicre i¢inde araci
molekilleri veya ekstraselluler matrikste Wnt-1 proteinini inhibe ederek bu proteinin
kendi reseptorl olan Frizzled’e baglanmasini engelleyerek hucrelerin apoptozunu

gerceklestirmislerdir.

Burada amac¢ altin nanopartikiller kullanarak monoklonal Anti Wnt-1 monoklonal
antikorun etkisini arttirarak daha etkili bir sekilde Wnt-1 proteinini engellemek ve daha

fazla hiicrenin apoptoza ugramasini saglamaktir.

Bu amacla tez kapsaminda, Turkevich metodu ile sentezlenen altin nanopartikullerinin
yuzey modifikasyonlari yapildiktan sonra anti Wnt-1 monoklonal antikorla kaplandi ve
devaminda MCF-7 hicreleriyle hlcre kiltiri ortaminda etkilestirildi. Bu drneklerin
hicre Gzerindeki toksik etkilerini anlamak icin sitotoksisite testi olarak MTT testi yapildi
devaminda orneklerin hicre uUzerindeki apoptotik etkileri degerlendirildi. Yapilan
degerlendirmelerde antikor bagh altin nanopartikillerin hicreler Gzerindeki apoptotik

etkilerinin monoklonal antikora gore daha fazla oldugu tespit edildi.



Anahtar Kelimeler: Epitelyal mezenkimal degisim (EMT), WNT/B-Katenin Yolagi, Altin
nanopartikiller, Anti Wnt-1 monoklonal antikor, MCF-7 meme kanser hicreleri,

Apoptoz
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JUNE 2016, 99 pages

One of the molecular mechanisms being involved in cancer development is epithelial
mesenchymal transition (EMT). Being normally existed in development of embryo and
caused to cancer due to being abnormally active in adults, EMT leads cancerous cells
to be aggressive and to expand in peripheral organs (metastasis). One of the active
pathways in EMT mechanism is WNT/B-Catenin pathway. While Wnt signal causes
several developments in breast, it also has a significant role in beginning of breast
development, branching of ducts and morphogenesis of alveolus in gestation period.

There are proteins inhibiting Wnt proteins in extracellular matrix within normal epithelial
cells which inhibit Wnt proteins by binding to them. But in cases of absence of these
inhibitors or oscillation of Wnt in high amounts, Wnt binds to Frizzled receptor as its
receptor. As a result of binding, a set of reactions initiate within the cell. Finally, E-
catherins as binder of paracellulars release and B-catenin adjusts its genes and
increases mobility of cell by penetrating into core. This case leads to EMT and cells

cause metastasis by being separated.

Recently, nanoparticles carrier systems have an effective part in literature. The sizes

of nanoparticles may vary between 1 and 1000 nm and nanoparticles being developed

v



by nanotechnology are colloidal systems that may carry active substances. The most
important characteristic of nanopatrticles is that they may succeed in tissue targeting

and increase penetration of active substances within cell due to their small sizes.

Gold nanoparticles may perform specific targeting with monoclonal antibodies due to
being easily synthesised, their chemical structure stabilities, multifunctional structure,
biocompatibility and easy surface modification and these characteristics enable
nanoparticles to actively accumulate in tissue targeted. In the scope of thesis, providing
apoptosis of cancerous cells after Wnt-1 protein being inhibited in extracellular matrix

by using anti-Wnt-1 monoclonal antibody in MCF-7 breast cancer cells has been aimed.

In many researches, Wnt-1 protein and its inhibition effect in MCF-7 breast cancer cells
are discussed. Researches performed apoptosis of cells by inhibiting description of
genes in cells, mediator molecules within cell and Wnt-1 protein in extracellular matrix;

and by preventing to bind to Frizzled as the receptor of this protein.

The objective herein is to prevent Wnt-1 protein in a more active way by using gold
nanoparticles and increasing the effect of monoclonal Anti Wnt-1 monoclonal antibody;

and to perform apoptosis of more cells.

In the scope of thesis, gold nanoparticles synthesised with Turkevich method were
covered with Wnt-1 monoclonal antibodies after having done their surface modifications
and then, were activated in cell culture environment with MCF-7 cells in accordance
with this purpose. MTT testing as cytotoxicity test was applied in order to understand
toxic effects of these samples on cell and then, apoptotic effects of samples on cell
were evaluated. In these evaluations, it has been determined that apoptotic effects of

antibody-binded gold nanopatrticles on cells were bigger than monoclonal antibody.

Keywords: Epithelial mesenchymal transition (EMT), WNT/B-catenin pathway, God

nanoparticles, Mcf-7 breast cancer cells, Apoptosis
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1.GIRIS

Kanser ginimuzin en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Sik gorilmesi ve 6lim
oraninin yuksek olmasi sebebiyle de bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Kanser
vicudun herhangi bir yerinde bulunan hucrelerin kontrolstiz bir sekilde biyumesi ve
bdlinmesi sonucunda ortaya ¢ikan ve pek ¢ok turt mevcut olan bir hastaliktir. Ancak
tum kanser tirlerinin temelinde yatan sorun metastaz olarak adlandirilan kontrolsiiz
¢ogalmadir. Kanser olan hicre normal hicreden farkli davranarak gevre dokulara
saldirmaya basglar. Kan veya lenf dolasimina girerek daha uzak organlara metastaz
yaparak organlarda yeni tumorler olusmasini saglar. Kanser tedavisinde, cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin yani sira hedeflendirilmis moleklillerle tedavi
gibi yeni yontemlerin ortak amaci; anti kanser ajanlarin normal dokularda gésterdigi
olumsuz etkileri ortadan kaldirmaktir. Kanser hucrelerinin gelisimleri sirasinda ugradigi
fizyolojik ve morfolojik degisimler sonucunda ortaya ¢ikan tumor, spesifik belirleyici
molekdiller ve bu yapilara 6zgl ligandlar kullanilarak taninmakta, bu sayede hem daha
az miktarda etkin madde kullanilarak terapotik etkinlik saglanmakta hem de saglikl

dokularin etkilenme riski azaltilmaktadir.

Kanser nanoteknolojisi ginimuzde en ¢ok c¢alisilan konulardan biridir. Kanser
calismalarinda bircok yontemle kanserli hiicreler hedeflenerek kanserin gogalmasi ve
yayllmasi engellenmeye calisiimaktadir. Bu amacla, kanserli hiicrelerde 6zellikle aktif
olan yolaklar tercih edilmektedir. Kanserli hiicrelerin diger hucrelere gore farkhhklari bu
tercinlerde dnem kazanmaktadir. Kanserli hucreler diger hucrelere gore daha hizl
boliunmekte, bu sebeple protein sentezi, besin ve oksijen kullaniminda diger hucrelere
goOre daha farkli hareket etmektedirler. Kanser ¢alismalarinda hicrelerin daha hizh ve
bitmeyen bolinmelerine sebep olan apoptotik yolaklar, kinaz yolaklari, multi drug
rezistans yolaklar, metastaz yolaklari, otofaji yolaklari hedef alinarak, kanser gelisim
siureci durdurularak; kanserin tedavi edilmesi amaclanmaktadir.

Nanoteknolojik ¢calismalarda birgcok nano yapi kullaniimaktadir. Bunlardan biri de altin
nanopartikilleridir. Altinin toksik olmamasi ve oksidasyona ugramamasi bu metalin
nanoteknolojik ¢caligmalarinda énemli bir rol oynamasina olanak saglamaktadir.

Tez kapsaminda, Wnt/B katenin yolagi kullanilarak Wnt-1 monoklonal antikor (mADb) ile
ekstraselller matrikste bulunan Wnt-1 proteini hedeflenmigtir. Wnt-1 proteini bir¢ok
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solid timorde (meme kanseri, akciger kanseri, sarkoma) hucreler arasinda yuksek
miktarda dretilir ve bu proteinin inhibisyonunun solid tumoéran baskilanmasinda,
hiucrelerin metastazinin onlenmesinde ve apoptozun indiklenmesinde onemli rol
oynadigi aragtirmalarla ispatlanmistir.

Hucre disi (Ekstraseluler) hedeflendirme yoluyla, anti Wnt-1 mAb, altin nanopartikdillere
takilarak MCF-7 hiicreleriyle etkilestiriimigtir normal ve saglikli hGicreler zarar gormeden
hlcrelerin metastaz yapmasi onlenmigtir ve hucrelerin apoptoza girdikleri gosterilmigtir.
Calisma kapsaminda anti Wnt-1 ile konjuge edilmis, altin nanopartiktllerin

formulasyonu, karakterizasyonu ve sitotoksisite testleri yapiimistir.



2.GENEL BILGI

2.2 Kanser

Kanser vicudun herhangi bir yerinde hicrelerin kontrolsiz gogalmasi ve normal hicre
sayisindan daha fazla olmalari durumunda baslayabilir. Bu durum viicudun normal
calismasini zorlamaktadir.

Kanser tedavisi birgok insanda basarili olmamaktadir boylelikle insanlarin tedaviden

sonra normal yagam surelerini etkilemektedir[1].

2.2.1 Kanserin Temeli ve Kanser Turlerinin Benzerligi

Bircok kanser turii mevcuttur. Kanser karacigerde, memede, bagirsakta veya kanda
baglayabilir. Kanserler bircok yonden ayni olmalarina ragmen, bliyume ve vicutta
dagiima sekilleri farkhlik géstermektedir [2].

Vicuttaki tim hucrelerin belli bir gérevi bulunmaktadir. Normal hucreler belli bir
programa bagli olarak boélinmektedirler. Hucreler yaslandiklarinda veya hasar
gorduklerinde 6lmekte ve yerlerini ise yeni hicreler almaktadir. Hicreler kontrolsiiz
blyudukleri zaman kanser olusmaktadir. Boylelikle kanser hiicreleri bluytmeye ve yeni
hicreler olusturmaya devam ederken sayica normal hicrelerden daha fazla
olmaktadirlar. Bu sebepten dolayi viicudun kanser olan bdlgesinde sorunlar olugsmaya
baslamaktadir.

Kanser hiicreleri viicudun bagka yerlerine dagiima egilimi icindedirler. Ornek olarak,
akcigerdeki kanser hicreleri go¢ edebilmekte ve kemige yerlesebilmektedir. Kanser
hdcrelerinin yayllmasi metastaz olarak adlandirilir. Akciger kanseri kemige yerlesse
bile yine akciger kanseri olarak tanimlanir.

Bazi kanser turleri hizli bir gsekilde ¢cogalip ve dagilirlar. Bazilar ise daha yavas buyurler.
Bunlar ayni zamanda farkli sekilde tedaviye cevap verirler. Bazi kanser turlerinin en iyi
tedavi yolu cerrahi operasyondur, bazilar ise en iyi kemoterapi ilaglarina cevap verirler.

Genellikle en iyi tedavi icin iki yontem veya daha fazlasi beraber kullaniimaktadir [3].



2.2.4 Kanser istatistikleri

Kanser giinimuzin en 6nemli hastaliklarindan biri hale gelmistir. Kanser olma ihtimali
Ulkeden ulkeye farkhlik gostermektedir ve bu da Ulkelerin kanserle micadele igin nasil

onlemler ve politikalar izlediklerine baghdir.

Meme I 357
Tiroid ———— )1 3
Kolorektal e 5 1
Over W 39
Uterus Serviksi mmm 3.4
Uterus Korpusu = 3.2
Trakea,Brons,Akciger _- 2.9
Mide mmm 2.8
Beyin, sinir sistemi -7
Non-Hodgkin lenfoma mm 23

m Kadin

Yizde

Sekil 2. 1. 2013 yilinda kadinlarda en sik goérilen bazi kanser turleri [4].

Sekil 2.1 ve sekil 2.2 de Turkiye saglik bakanhginin 2013 yilinda elde ettigi bulgular
grafiklerle ifade edilmistir [5]. Sekil 2.1’de goruldigu gibi 2013 yilinda en cok goérilen
kanser tirl meme kanseridir ve bu da meme kanserindeki 6nlem ve tedavisindeki
arastirmalarin 6nemini vurgulamaktadir. Sekil 2.2 de goruldigu gibi kadinlarda meme

kanseri 2012 den 2014 e kadar bir artis gostermektedir.
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Sekil 2.2. Yillara gbre en sik gortlen kanserler [4].

2.3 Tumor Olugsumu, Tipleri ve Kanserin Evreleri

insan viicudu milyarlarca hiicreden olusmaktadir ve bir insanin saglikli olmasi igin bu
hdcrelerin belli bir programla beraber ¢alismalari gerekmektedir. Bazen bu hiicrelerden
biri kontrolsuz bir sekilde buyumeye ve bolinmeye baslar ve bir sure sonra bir kitle
(timor) olusturur. Sekil 2.3 te gosterildigi gibi bazen bu hlcrelerden biri kontrolsiz bir
sekilde buyumeye ve bolinmeye baslar ve bir stre sonra bir kitle (timar) olusturur.
Bircok kanser formu bir kitleden olusur. Ama tum kitleler kanser degil. Cok nadir kanser
turleri, kan kanseri (I6semi) gibi, timor seklinde olmazlar. Bunlar kan hiicrelerinde veya
vicudun bagka hicrelerinde blyurler. Kotl huylu (malign) ve iyi huylu (benign) olmak
Uzere iki tip timor vardir.

lyi huylu timérler bulunduklari yerde kalirlar ve baska organlara sigramazlar. lyi huylu

olan beyin tUmorleri hari¢ hayati tehlike arz etmezler.



kanser Olugumu

Fanserli Hlcrelerin Ballnmesi Mormal Hicreler

Sekil 2. 3. Vicutta saglikli hucrelerin kontrolstiz bélinmesi ve tumor olusumu[6].

Kotl huylu timorler belli bir boyuta ulastiktan sonra kan veya lenf yolu ile baska
organlara gog etmeye baslayarak metastaz yaparlar ve girdikleri yerde yeniden ¢ogalip
blyumeye baslarlar ve kitle olustururlar, bu yizden bu kanser tipi 6limcul olabilir.

Kanser evreleri kanserin vicuttaki durumunu belirler. Kanser evreleri 1-4 arasinda
degisiklik gostermektedir. Her bir kanser icin belirli testlerle kanser evresi
belirlenmektedir. Birinci evre, kanserin viicutta yayllmadigina isaret etmektedir. Ikinci
evre, kanserin viicutta fazla yayilmadigini goésterir. Uclincui evre, kanserin viicutta
yayildigina isaret etmektedir. Dérdinci evre ise en yiuksek evre olup kanserin vicudun

her yerine yayilmis olduguna isaret eder.

2.5 Metastaz

Memede olusan timor kitlesinden ayrilan bir hiicre viicutta kan veya lenf yoluyla dolasir
ve tutunabildigi ve damarlanmay: tetikleyebildigi yerde c¢ogalir bdylelikle metastaz
kitlesini olusturur. Normal hucreler birbirlerine belli baglarla tutunurlar. Metastaz
yapabilmesi icin bir hiicrenin bu baglardan kurtulmasi gerekmektedir. Hiicreleri birbirine

baglanmasinda baglayici proteinleri kodlayan genler bulunmaktadir. Eger bu genler
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mutasyona ugrarsa baglayici proteinler uretilemez veya hasarli olusurlar ve gorevlerini
yerine getiremezler. Bunun sonucu hicreler birbirlerine tutunamazlar. Birgok
arastirmada metastaz yapan hucrelerde bu proteinlerin  Uretiminin  azaldigi
gOsterilmigtir. Bir timor kitlesini metastaz yapmadan cerrahi operasyonla alinmasi
blyuk bir oranda 6lim oraninda dususe neden olur [7]. Tez kapsaminda galisilan konu
meme kanserinin tedavisine yonelik oldugundan meme kanseri Uzerine daha fazla bilgi

verilmektedir.

2.6 Meme Kanserinin Biyolojisi ve Genetigi

Tani ve tedavi yontemlerinin gelismesine ragmen meme kanseri her sene bircok
insanin (erkek ve kadin) canini almaktadir. Meme kanseri kanser turleri arasinda
kadinlarda en ¢ok 6lime sebep olan turdir [5,8].

Her gin meme kanserine karsl yeni yontemler gelistiriliyor olsa da bir¢cok insan bu
hastalia yakalanma riski altindadir. Kanserli hicrelerin kiglik molekll yapilarini
incelemek bize bu hastaligin olusumu ve tedavisine yonelik yardimci olmaktadir [9,10].
Kanserin biyolojisinin 6nemi birgcok arastirmaci tarafindan vurgulanmistir. Bir kanserin
biyolojisini anlamak o kanserle miicadelede bize yardimci olmaktadir.

Kanser kalitsal olmayan genetik bir hastaliktir. Kalitsal ve genetik karistirilmamasi
gereken birbirinden farkli kavramlardir. Kalitsal hastalik durumunda hastalik
ebeveynlerden bir genin hatali kodlanmasi sonucunda gocuga gecer. Cok nadir olsa
da kanserin kalitsal oldugu durum olabilir. Tium kanser turleri gibi meme kanseri de
genlerin yanhs kodlanmasindan meydana gelen genetik bir hastalik olup bir istisna
olarak retinoblastoma kanseri kalitsal olan kanser tiriine érnek verilebilir. [11].
Kanser hucre icindeki genlerin mutasyonu sonucu meydana gelir. Mutasyon ya
tamamen kazara olugur ya da mutasyona sebep olan maddelerden (mutajenlerden)
dolayl meydana gelir. Mutajen maddelere, kimyasallar, radyasyonlar, ultraviyole i1ginlar
ornek olarak verilebilir. Bircok mutasyon kalici olmayip DNA’da olusan hasarlar viicut
tarafindan onarilir ama bazen de kanserle sonuglanir [12].

Her insan vicudunda 35000 gen mevcuttur. Fakat mutasyon egder anahtar genlerin

birinde olugursa kanserle sonuglanir. Bu genler 3 kola ayriimaktadir.



Protoonkogenler, hucrenin blyumesinden ve c¢ogalmasindan surimli proteinleri
kodlayan genlerdir. TUmor supresor genler, hiicre buylimesini ve bélinmesini engeller.
DNA onarici genler, DNA’da olusan hasarlari onarmakla gorevli genlerdir.

insanin viicudu milyarlarca hiicreden olusmaktadir. Bu hiicrelerin sirekli boliinmesi,
yaslanmasi, 6lmesi ve yeni hiicrelerle yer degistirmesi, daha hizl ve surekli yenilenen
dokularda genetik hatasinin olugmasina ihtimal kilar. Meme dokusu da her adet

doéneminde surekli degisime ugradigi icin kansere yakalanma riski yuksektir.

2.6.2 Meme Anatomisi ve Yapisi

Meme vicutta bulunan bezlerden biri olup meme bezleri hamilelik ve emzirme dénemi
hari¢ bir uyku modunda bulunmaktadirlar.

Meme kanserini tanimlamak igcin 6nce normal meme dokusunu dogru tanimamiz ¢ok
onem tasimaktadir. Sekil 2.4 te Meme dokusu sit yapimindan sorumlu olan
lobullerden, ince kanallardan, yag ve bad dokusundan, kan ve lenf damarlarindan
olugsmaktadir ve memenin yapisinda kas bulunmamaktadir. Meme vicuda cooper
tendonu ile baglanir.

Her Meme lob denilen 15-20 bélmeden olugsmaktadir. Her lob binlerce lobll iginde
barindirir. Lobduller birbirlerine ve meme ucuna sit kanallari ile baglanirlar.

Meme kanserinin biylk cogunlugu kanallarda meydana gelirken, bazilari ise lobullerde
ve ¢ok azi diger dokularda olusmaktadir [13-16].

Vucutta salinan gesitli hormonlar memenin gelisiminde, buyimesinde ve hamilelik
doneminde siit Gretmesinde rol oynarlar. Ostrojen hormonu memenin bilyiimesinden
ve lobullerin gelismesinde roll vardir. Projestron hormonu sitln dretilmesi icin lobdlleri
uyarirken Prolaktin ise hipofizden salgilanir ve sur dretimini arttir. Kanserin bagladigi
noktaya (lobtller, kanallar vs.) goére kanser turleri degisir Ama en ¢ok gorulen kanser

turG sut kanallarinda meydana gelen turdir.
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Sekil 2. 4. Memenin dokusu [17]

2.6.4 Meme Kanserinin Belirtileri

e Memede kitle genelde hasta tarafindan ve ya doktor tarafindan fark edilir,
nadiren agril olur.

¢ Meme ucunda akinti eger kanl degilse iyi huylu fibrokistik bir kitle olma ihtimali
yuksektir.

e Meme derisinde ¢dkme veya gerginlik ortaya cikabilir, meme deformasyona
ugrar derisinde yara, siskinlik ortaya cikip ve portakal kabugu goértinim kazanir.

¢ Meme ucunda degisiklik olursa, meme ucu derisinde dékilmeler meydana gelir
buna paget hastaligi denir, belirtileri yanma hissi kaginti kizariklik sertlik ve deri
pullanmasi (dokulmesi) seklindedir.

e Memede olusan her hangi bir kanser metastaza gectiginde ilk duragi koltuk alti
bezleridir. Metastazda bu lenf bezleri buydrler ve agrilidir.

¢ Memedeki kitleye gore meme boyu da degisir.



Yas, genetik, obezite, sigara, alkol, erken menars (ilk adet) ve ge¢ menopoz meme
kanserinde risk faktoru olarak bilmektedir[18].

2.7 Meme Kanserinde Goruntuleme Yontemleri

2.7.1 Mamografi

Mamografi, dusuk dozdaki X i1sin1 yardimiyla insan meme muayenesinde yardimci bir
tani testi olarak etkin bir gekilde kullanilan goruntuleme yontemlerinden biridir.
Mamografinin amaci karakteristik kitlelerin belirlenmesiyle olasi meme kanserinin
erken teshis edilmesidir. Meme muayenesinin mamografiyle yapilmasi esnasinda
supheli bir kitlenin varligi, bu kitlenin yeri ve ayni zamanda kitlenin nitelikleri mamografi
yardimiyla gorunttlenebilir.

Memede yag dokusu, bag dokusu, granduler doku olmak Uzere farkh dokular vardir.
Bu dokular destek dokusu olan yag dokusu ile fibr6z bag dokusu ve sit Ureten
lobullerle, suti meme basina ileten kanallardan olusur. Fibroz ve yag dokulari memeye
seklini verirken, meme yapisini olusturan lobuller ve st kanallaridir. Yag ve fibroz doku
birlesimi granduler yapi olarak adlandirilir. Bu dokular birbirlerinden farkh olsa da
radyolojik olarak birbirlerine benzerler. Yag dokusu daha disuk dansiteye sahipken,
bagd doku ve granduler doku yakin dansiteye sahiptir.

Mamografik goruntlileme temel olarak meme lezyonlarinin bigimsel 6zelliklerini temel
alarak gerceklestirilir. Meme dokusunda yer alan iyi huylu (bening) lezyonlarin
mamografik goéruntuleri lobul konturlu kitle lezyonu olup keskin sinirli seklinde
goruntilenirken, kétt huylu lezyonlar spiktle konturlu kitleler olup duzensiz sinirlari
belirsiz seklindedir [19,20].

Mamografi teknigi ile memenin timu ya da olabildigince fazla meme alani, optimum
goruntl ayrintis1 ve yuksek kontrast ile gorintilenebilmektedir. Memede elle kendi
kendine kontrol sirasinda ve muayene surecinde tespit edilemeyecek kadar kiuguk,
Ozellikle kanser olabilecegi disundlen olusumlarin belirlenmesi ve erken teshisi ayni
zamanda meme i¢ yapilanmasinin goruntilenmesi hedeflenmektedir.

Mamografi memenin goruntisunu alabilen rontgen cihazi olarak agiklanabilse de,
Mamografi teknigi, klasik rontgen cihazi tekniklerinden farkli bazi o6zellikler

tasimaktadir. Mamografi, klasik rontgenle karsilastirildiginda en belirgin avantaji dusuk
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doz X 1sini kullanilarak daha yuksek kalitede goruntlu elde edilebilmesidir. Kolay
ulasilabilir olmasi ve yuksek lezyon saptama 6zelligi gibi avantajlarindan dolayi meme
kanseri teshisinde klinik bulgu vermeyen durumlarda hem tani amacgl hem de tarama
yontemi olarak en sik kullanilan en oncul gérintuleme yontemidir.

Mamografi yiksek duyarlikli bir teknik olmasina ragmen 6zellikle meme dokusunun
yogun oldugu ve cerrahi uygulanmig hastalarda kotu huylu lezyonlari iyi huylu
lezyonlardan ayirt edemez.

Mamografi tekniginde, yasin ilerlemesine bagl olarak yag dokusu orani arttigi ve
mememin yogunlugu azaldigi i¢cin anormal degisiklikleri saptamak ve lezyon tespitinde
bulunmak kolaylasmaktadir. Ama yogun meme dokusuna daha ¢ok gen¢ kadinlarda
sik rastlanmasina badli olarak mamografinin duyarhli§gi azaldi§i icin meme
dokusundaki lezyonlarin tespiti zorlagsmaktadir.

Bazen mamografi ile saptanamayan meme kitlesi hekim tarafindan yapilan klinik meme
muayenesi ile belirlenebilmektedir. Bu sebeple kitlenin ve lezyonlarin tarandn
belirlenebilmesi icin hastalarda bazen gereksiz klinik ve cerrahi tetkiklere ve
mudahaleye sebep verebilmektedir. Bu da mamografinin maliyeti arttirmasina neden
olmaktadir[21]

2.7.2 Ultrasonografi

Ultrasonografi, ultrasonik dalgalar olusturarak yani ylksek frekansli ses dalgalari
araciligiyla goruntu elde edebilen bir tani yontemidir. Bu yontem de X 1sin1 yoktur ve
radyasyon icermez.

Ultrasonografi, mamografide saptanan lezyonlarin i¢ yapilarinin degerlendiriimesinde
etkinligi cok yuksek bir ydntemdir. Bu sebeple ginimuizde mamografinin tamamlayicisi
durumundadir. Ultrasonografi, mamografiden farkli olarak, kesitsel bir gortntuleme
yontemi olup goruntileme sirasinda memedeki dokular birbiri Gzerine binmedigi igin
tani hatasini en aza indirger. Ayrica elle muayene sirasinda hissedilen herhangi bir
lezyon bulunmuyorsa ve 35 yasindan kuguk geng¢ kadinlarda oncul goruntileme
yontemi olarak segilen bir yontemdir. Gereksiz biyopsi ve gereksiz kisa donem
takiplerinin Onlenmesinde ayni zamanda mamografide tam olarak gorulemeyen
lezyonlarin degerlendiriimesinde kullaniimasi ultrasonografi yonteminin avantajlari
arasinda yer alir[22]
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2.7.3 Manyetik Rezonans Gorintuleme (MRG)

Mamografi ve ultrasonografi meme kanseri teshisinde henlz istenilen duyarhlikta
olmadidi icin bu yontemlerdeki yetersizlik yeni arayiglara neden olmus ve MRG meme
dokusunun incelenmesinde kullaniimaya baglanmistir.

Manyetik Rezonans Goruntileme manyetizma dayanan bir prensiple g¢aligir. Bayuk
miknatislarla olusturulan gigcli manyetik alan altinda atomlar, manyetik alan yoninde
yonelir ve Uzerlerine radyo dalgalari uygulanan bu atomlar belirli bir frekans araliginda
salinim yaparak aldiklari radyo dalgalarini geri yansitirlar. Manyetik Rezonans (MR)
tekniginde manyetik alan altindaki insan hudcresinde bulunan atom cekirdeklerinin
titresim yapmasi ve yansittiklari radyo dalgalari ile MR goruntu olusturur. Boylece bu
teknik belirli anatomik yapilarin diger yapilardan ayirt edilmesini, saglikli ve hastalikh
dokular arasindaki farkliliklarin tespitini ve tanimlanmasini saglar.

MR cihazi vicuttaki yumusak dokularda etkili bir kullanim alanina sahip olup bu
dokularda maksimum gértntileme sadlar. Bu sayede MRG ile yumusak dokulardaki
lezyonlar ve kitleler kolayca incelenebilir.

MRG, memenin malign lezyonlarinin tespitinde duyarlihgr en yiksek meme
goruntileme yontemi olsa da goéruntileme sdresinin uzun surmesi, maliyetinin
yuksekligi, ulasilabilirliginin her zaman mimkin olmamasi meme MRG ‘ de bazi
dezavantajlar olarak sayilir. Mamografi ve ultrasonografi ile iyi huylu ve kot huylu
lezyonlarin ayriminin her zaman yapilmasi mumkin olmamakla birlikte MRG, bu
tekniklere gore ve elle muayene ile tespit edilemeyen durumlara oranla lezyonlarin
tespitini %20-%25 oraninda gergeklestirebilmektedir. MRG’de timér dokularinin
goruntulenmesi, memedeki malign lezyonlarinin belirlenmesi ve saptanmasindaki
duyarlilik ise %90’ Iin Uzerindedir. Boylece MR yogun memelerin fibrokistik yapili oldugu
durumlarda cerrahi tedavinin netlesmesinde ¢ok 6nemli etkinlige sahiptir. Bu ylzden
kanserin tekrarlayabileceginin tahmin edildigi stureglerde onemli bir yol gostericidir.
MRG tekniklerinden biri olan Dinamik kontrastli teknik meme gértntileme en yaygin
kullanilan bir tekniktir. Dinamik kontrastli teknikte invaziv kanserleri tespit etme
duyarlihgr %90-100 oranindayken o6zgullugi %75 oranindadir. Bu yuzden bazi
durumlarda supheli radyolojik goruntileme bulgularina sebebiyet verir ve bu durum
MRG yapilan élgiimlerde yanhs pozitiflik oraninin yliksek ¢ikmasina sebebiyet verir.
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Negatif biyopsi oranini azaltabilmek i¢in yontemin 6zgullugunu arttirmak amaciyla ileri
MR goruntileme yontemleri Uzerinde c¢alisilmaktadir. Calisilan bu yodntemlerden
difizyon MR goriuntileme yontemi en popduler olani en rdvansta olan ve Uzerinde en
¢cok calisma yapilani olup diger yontemler Manyetik Rezonans Spektroskopi ve
Perflizyon Manyetik Rezonans goruntilemedir.

Difiizyon goérunttleme, bir¢cok vicut bolgesinin ve 6zellikle meme timarlerinin benign-
malign ayriminda etkindir. MR Spektroskopi dokularin biyokimyasal yapisini analiz
eden bir tani yontemidir. Perfizyon Manyetik Rezonans goéruntilemede ise beyin
dokusunun fonksiyonel durumu hakkinda bilgi edinilir.

MRG ile sUpheli dokuya karar verilemeyen durumlarda dogrudan biyopsi yapiimasi
onerilmektedir. MRG, ¢oklu malign lezyonlari tespit etmede daha yiksek hassasiyet
gosterirken ve MRG ile meme dokusunda bulunan timdér boyutu en yakin dl¢cimle
alinabilmekte iken mamografi ve ultrasonografi ile 6lgimde 2 cm’den buyuk lezyonlarin
oldugundan daha kuguk oldugu gorular. [23]

MG ile goruntilemede gbézden kacan kanser odaklari varken MRG ile iki memenin de
ayni anda goéruntist alinabilmektedir. Goérlntileme sonucu elde edilen veriler ve
sonuglarin degerlendiriimesi ve raporlanmasi agamasinin standart olmasi i¢cin Meme
MRG’si standardize edilmigtir. Bu kapsamda, ACR’nin (American Collage of Radiology)
tarafindan ‘Uluslararasi Meme MRG Calisma Grubu (International Working Group on
Breast MRI)" kurulmustur ve bu grup 1998 yilindan itibaren calismalarina devam
etmektedir. Rapor i¢in kullaniimasi gereken terminoloji bu grup belirlenmis ve BI-RADS

siniflama sistemi gelistirilmigtir [24].

2.8 Kanserin Geleneksel Tedavisi

Meme kanserine yonelik geleneksel tedaviler hastanin yasina, fiziksel durumuna,

kanserin evresine ve tedavi yonteminin avantaj ve dezavantajlarina gore secilmektedir:

2.8.1 Cerrahi Yontemi

Cerrahi yonteminde tumor cikartilir, tmorle beraber saglikli dokunun bir kismi da
cikartihr. Meme kanseri icin memenin bir veya tumua alinir. Prostat kanserinde prostat
bezi gikartilir. Ama cerrahi tim kanser tiirlerinde kullanilamaz. Ornegin lésemide en iyi

tedavi yontemi ilactir.
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2.8.2 Radyasyonla Tedavisi

Radyasyonla tedavide verilen X-Ray isini kanserli hiicreleri 6ldirme veya bu hicreleri
yavaslatma amaci ile kullanilir. Bu yontemde kanserli bolgeye bir prob yerlestirilerek

radyasyonlarin o boélgede toplanip yogunlagsmasi saglanmaktadir [25].

2.8.3 Kemoterapi

Kemoterapide kanserli hiicreleri dldirmek veya boélinmelerini yavaslatmak igin ilag
kullanimidir. Bazi kemoterapi ilaglari toplardamar yolu ile verilir ve bazilari ise yutularak
alinir. Kemoterapiilaglari vicudun neredeyse her yerine giderek kanserin dagildigi her
bdlgeye etki eder [26].

Geleneksel tedavilerin getirdigi avantajlarin yani sira dezavantajlari da mevcuttur.
Dezavantajlari en aza indirgemek igin, kanserin molekuler mekanizmasini agiklamaya
¢alisan arastirmalar sonucunda, kanser olusumunun aydinlanmasinda kayda deger yol
kat edilmigtir.

Bu mekanizmalardan biri epitelyal mezenkimal gecis degisimdir (EMT). Embriyonun
gelisiminde normalde var olan ve yetiskin insanlarda anormal bir sekilde aktif olmasi
nedeniyle kansere yol agcan EMT, kanserli hicrelerin saldirgan olmalarina ve gevre

organlara yayllmasina yol acar [27].

2.9 Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT)

Gunumuzde tip alanindaki ilerlemelere ragmen, metastaz, timorin niksua ve ilaglara
karsi direng kazanmasi meme kanserinde 6lim sebeplerinin basini gekmektedir. Etkin
bir tedavi yonteminin gelistiriimesi meme kanserinin molekiler mekanizmasini dizgin
anlamanin altinda yatmaktadir. Giderek bilgimiz gizli emberyonik yolaklarinin anormal
sekilde aktive olmasi hakkinda artmaktadir, EMT bunlardan biridir. Epitel dokunun en
onemli 6zelligi vicudun yapisal batunliguna saglamaktir. Dis epitelyal vicudu dis
etkenlere (viriisler, bakteriler vs.) karsi korur. ig epitelyal organlarin ig ylizeyini kaplar
ve organlarin sinirlarini belirler.

Epitel doku epitel hucrelerinden olusur ve hucreler arasi bosluklari dolduran ve
hicreleri birbirine baglayan ve destekleyen kompleks bir yapidir. Hucreler arasi

badlantilar, hiicre-hicre arasi baglantilar ve hiicre- matriks baglantilar seklindedir.
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Hucre-hucre arasi baglantilar hicrelerin bir arada tutunmalarina olanak saglarken
hicre-matriks baglantilar ise ekstraselluler matriks tarafindan hucrelerin bir arada
tutulmasini saglar [28].

EMT kanser hiicrelerine go¢c etme ve metastaz yetenedi kazandirir [29-31]. TUmor,
kanserli hicrelerin kiguk bir grubundan olusur. Bu hticrelere kanser kok hiicreleri veya
tumora baslatan hicreler denir. Bu hicrelerin iki karakteristik 6zelligi vardir:

o Kendilerini yenileme yetenegi
e Basladiklari hiicreden (ebeveyn hicresinden) farkli bir fenotipe sahip bir tr

olusturmak [32].

Kanser kok hucreleri, primer tumorlerin olusmasinda, desteklenmesinde ve kanser

hicrelerinin uzak bolgelere yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir [33-37].

Hilre dist uyan

MNW o

Sekil 2. 5. Epitelyal mezenkimal gegisin ve kok hicrelerinin meme kanserinin
olusumundaki roli[38]
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Tumorler normal dokularda var olan kok hucrelerinin degisim gegirmesinden veya
normal doku hucrelerin kendilerini yenileme kabiliyeti kazanmasi ile olusur [32].

Meme tumorleri sekil 2.5’te goruldiglu gibi ya normal yetiskin dokunun kok
hicrelerinden ya da yetigkin bir hicrenin farkllasma ve kendini yenileme yetenegini
kazanmasiyla ortaya ¢ikar. Goruldugu gibi kok hicre programsiz bir sekilde cogalmaya
baslar ve epitelyal formdan mezenkimal (EMT) forma girerek hareketlilik kazanir.
Dokudan ayrilip metastaz yaparak farklilasmis bir hicre kok hucre 6zelligi kazanir.
Farklilasmis hlicre, hedef bdlgeye ulastijinda ise mezenkimal formdan epitelyal forma
(MET) gecerek dokuya tutunur ve gogalmaya baslar [39,40].

EMT organlarin gelisimi sirasinda ¢ok énemli bir stregtir. Normal embriyonik gelisimi
sirasinda, EMT hlcre hire arasi baglarin kopmasindan ve hucrelerin hareketlik
kanmasindan sorunludur. Boylece gerekli genis hucre hareketlerini, gastrilasyon ve
organogenezisaon igin kazanmis olur. EMT normal yetiskin dokuda, yaralanma ve
yenilenme sirasinda meydana gelir, EMT nin duzensizligi organ fibrosis ve dokularin
yapisinin bozulmasi gibi patolojik hastaliklara yol agabilir. Metastatik olmayan hticreler

EMT programinin metastaz anina kadar inhibe ederler [29-31].

2.10 WNT/B-Katenin Yolagi

Bu yolagin proto onkojen etkisi ve kanserde rol oynayabilecegi arastirmalarca
ispatlanmistir. Normal dokuda hucreler birbirlerine hicreler arasi baglarla tutunurlar.
Embriyo gelisimi sirasinda veya bir yaralanma esnasinda hucreler birbirlerinden
ayrilma ve go6¢ etme slrecine girerler. Bu slrecte WNT/ B-katenin yolagi
kullaniimaktadir. WNT /B katenin yolagdi pek ¢ok protein ve gen tarafindan kontrol edilen
aktif bir yoldur.

Bu yolak yetiskin canlilarda kontrolsiiz sekilde aktif olursa birgok dejeneratif hastaliga
ve en onemlisi kansere neden olmaktadir. Wnt proteinleri gcevre hicrelerdeki genlerin
ekspresyonu ile Uretilir ve ECM’e salinir (Sekil 2.6.).

Memenin gelisiminin baslamasi, kanallarin dallanmasi ve alveollerin morfogenezi
hamilelik sirasinda Wnt sinyali tarafindan gergeklesir. Wnt sinyali memede bir¢ok
gelisime neden olmaktadir. Wnt sinyali, meme gelisiminin baglamasinda, kanallarin

dallanmasinda ve hamilelik doneminde alveollerin morfogenezinde 6nemli role sahiptir
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Normal hucrelerde ECM’te WIF-1 (Wnt inhibitory factor 1) proteini mevcuttur ve WNT
proteinine baglanarak onu inhibe eder. Ancak WIF’in yoklugunda veya WNT’nin yuksek
miktarlarda salindi§i durumlarda, WNT kendi reseptéri olan Frizzled’e baglanir.
Baglanmanin sonucunda hucre iginde bir dizi reaksiyonlar baslatilir.

Son olarak hicreler arasi baglayicilar olan E-kadherinler gevser ve B-katenin gekirdege
girerek kendi genlerini eksperse edip hiucrenin hareketliligini artirir. Bu durum EMT’ye

sebep olur ve hiicreler ayrilarak metastaz yaparlar.

i

B -catenin
(T cp)
Hedef genleri aktlva51y0

Sekil 2. 6. Wnt/B-katenin yolaginda aktif ara molekiiller[41]

Organizmalarda hem embriyonik hem de ergin donemlerde 6nemli birgok biyolojik
sureclerde aktivite gosteren ve gorev alan ¢ adet Wnt sinyal yolu bulunmaktadir [42].
Birinci yol Wnt sinyal yoludur. Bu yol hiucre polaritesinin saglanmasinda gorev alir.
Boylelikle embriyonik dénemde hiicre iskeletinin olusmasinda katki saglar [43]. ikinci
yol “Wnt/Ca+2 sinyal yoludur. Bu yol kalsiyjum (Ca*?) metabolizmasinda gorevli
biyomolekulleri aktive eder ve hiicre igindeki Ca*? miktarini artmasina neden olur [44].

Baz arastirmacilar bu iki yol, standart olmayan veya B-katenin baglh olmayan sinyal
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yolu olarak birlikte tanimlamiglardir [42,45]. Ugiincii sinyal yolu ise Wnt/B-katenin sinyal
yoludur. Wnt/B-katenin sinyal yolunda goérev yapan molekillerde olusabilecek bir
mutasyon, bircok kanser turinin de ortaya cikmasina neden olabilmektedir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar gostermistir ki Wnt/ 3-katenin sinyal yolunun gesitli kanser
turleri ile olan iligkisi bulunmaktadir. Bu sinyal yolu standart ya da klasik yol olarak da
literatlirde yer almaktadir [42]. Wnt/B-katenin sinyal yolu tumor olusumunda rol aldigi
ve birgok hastalikla yakin iligkisi oldugu icin arastirmacilarin dikkatini ceken ve en ¢cok
calisilan Wnt sinyal yoludur [46].

Wnt/B-katenin  sinyal yolaginin  bulundugu yillarda hdcre  ddngusidndn
duzenlenmesinde, hicre proliferasyonu, farklilasmasi ve adezyonunda 6nemli roli
oldugu ortaya konulmustur [47,48]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda Wnt/B-katenin
sinyal yolaginin, sinaps olusumu, adipogenez ve anjiogenez gibi 6nemli biyolojik
olaylarda, tumor olusumunda ve basta meme, kolorektal ve servikal kanserler olmak
Uzere cesitli ciddi hastaliklarin olusumunda énemli rol oynamaktadir [48-50]. Wnt/B-
katenin sinyal yolu, hicre zari, stoplazma ve ¢ekirdek olmak tzere bir hiicrenin Gg¢ ayri
bolgesinde gerceklesmektedir.

Sinyal iletim mekanizmasi hlcre zarinda baslar ve hicre digindaki (ekstracellular) bir
uyari hicre igindeki (intraselltler) bir sinyale dénismuis olur. Sinyal mekanizmasinin
tam olarak anlamamiz igin Wnt/B-katenin sinyal yolaginin hedef hicre zarindaki
olaylarin ayrintili olarak ortaya konulmasi ile mumkun olabilir. Asagida sinyal yolunun
baslangi¢c asamasinda Wnt, hedef hlcre zarinda bulunan Frizzled (Fz) ve LRP5/6
(Low-density lipoprotein receptor-related protein) proteinin yapilari ayrinthli olarak

anlatiimaktadir.

2.10.1 Wnt/B-katenin Sinyal Yolunun Hiicre Zarindaki Mekanizmasi

Wnt/B-katenin sinyal yolagi ismini Wnt proteininden almaktadir [51]. Wnt proteini
yetigkin bir insanda hematopoietik hucreler, epitel dokusunun en alt tabasindaki bazal
hlcreler, kan damarlari, beyin, karaciger, akciger, prostat gibi doku ve organlarda
bulunan erigkin kdk hucreler tarafindan sentezlenir [51]. Sentezlenen Wnt proteini
cesitli post-translasyonel modifikasyonlar gegirerek bu hicreler tarafindan hicre disina
salinir. Hucre diginda difizyon ile hedef hicre zarina gelen Wnt proteini hedef hiicre
zarinda bulunan Fz ve LRP5/6 reseptorlerine baglanir [52,53]. Boylece Wnt proteininin
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reseptorlerine baglanan “Wnt-Fz- LRPS/6” U¢lu kompleks yapi olusur. Bu yapi sinyal
yolaginin baslamasi i¢in olusmasi gereken asil yapidir [52,54].

Bu sebeple, Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasinin hiicre zarindaki aktivasyonunda rol
alan biyomolekullerden Wnt proteini ile hlcre zari reseptor proteinlerinden Fz ve

LRP5/6 proteinlerinin 6zellikleri ve dnemleri asagida detayli olarak anlatiimistir.

2.11 Wnt Proteinleri

Her zaman karigik dokularin gelismesi tartisma konusu olmustur. Nasil olurda tabaka
halinde ve farklilasmamis bir hiicre farklilasir ve fonksiyon kazanip doku olusturur?
Bilindigi Uzere bu islem hicreler arasi muazzam bir haberlesme ve iletisim gerektirir.
Hucreler arasi iletisim yollarindan hicreler tarafindan hicre digi ortama (extracellular
space) sinyal molekdllerinin salgilanmasidir. Bu sinyal molekulleri hedef hicreye
varinca membrandaki reseptoriine baglanip ve hucre iginde bir dizi reaksiyonu baslatir
ve cogalmay (proliferation), farkhlasmayi (differentiation) ve goé¢ (migration) etmeyi
tetikler. Bu sinyal molekullerinin salinimi, taginmasi, alimi hicrelerin saglikli bir sekilde
¢ogalmasi icin siki bir sekilde kontrol altinda tutulur. Birgok arastirma igin bu
mekanizmanin nasil ¢alistigi konu olmustur [55].

ik olarak 1982 yilinda Wnt proteinini kodlayan Wnt geni farenin meme timéri ile
yapilan viral insersiyon mutasyonu calismalari sonucunda protoonkogen olarak
bulunmus ve int-1 adini almigtir [56]. Daha sonra 1991 yilinda Wnt geninin
Drosophila’daki segment polaritesinden sorumlu wingless geni ile homolog oldugu
anlasiimistir ve bu sebepten dolayi iki genin ismini birlestirerek Wnt geni olarak
literatlire gecmistir [57]. Wnt genleri omurgali ve omurgasiz bir¢ok canlida saptanmis
olmasina ragmen tek hucreli bir 6karyot olan Saccharomyces Cerevisiae’de ve
prokaryotlarda bulunamamistir [51,58,59]. Son yillarda yapilan galigsmalar bitkilerde de
Whnt sinyal yolaginda gorev alan biyomolekullerin homologlari gostermistir [60,61]. TUm
bu galigmalar bu proteinin evrimsel gegmigini ortaya koymaya yonelik olup, ¢alismalar
sonucu bu gen ailesinin Soélenterlerden (Hydra) insana kadar oldukca korunarak
aktarildigi gosterilmistir. Omurgalilarda 24 Wnt proteinleri mevcuttur. Wnt proteinleri
glikoproteinlerin buyuk bir ailesini olustururlar. Wnt proteinleri hicre disi sinyal iletme

mekanizmasinda yer alirlar ve omurgasizlardan insanlara kadar ayni mekanizmayla
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caligirlar. Bu proteinler islevlerini Frizzled reseptorleri vasitasi ile gergeklestirirler,
Frizzled ailesi 11 Uyeden olusur [62]. Bu ailenin embriyo gelisiminde ve hicre
bélinmesinde énemli rolinlin oldugu bilinmektedir [63,64].

Wnt proteinlerinin embriyo gelisiminde rol oynamasi arastirmalarca ispatlanmistir ve

bu arastirmalar Wnt sinyallerini anlamamiza buyuk katkilar saglamistir [65,66].

2.12 Wnt Sinyal Mekanizmasi

Wwnt sinyal sebekesi 24 Wnt ligandi ve 11 Frizzled reseptort ile ¢ok karigik bir
mekanizmadir. Wnt sinyallesme yolaginin aktif ve ya inhibasiyonu hiicre disinda Wnt
proteinleri ve reseptorleri olan Frizzled’ler tarafindan kontrol edilir [62,67]. Literatlirde
Wnt sinyal mekanizmasi sekilde gosterildigi gibi dnerilir [68].

Sinyallesme Wnt proteinlerinin salgilanmasi ile baslatilir ve Frizzled genleri tarafindan
kodlanan Frizzled reseptorine baglanir [69]. Bu reseptdriin aktivasyonu hicre icinde
bir seri reaksiyonu tetikler ve en son beta katenin hucre gekirdegine girerek gerekli
genlerin kodlanmasina sebep olur [68]. Wnt sinyallesme sistemi, dogmadan dénce
organognezde, dogumdan sonraki sUreclerde, yara iyilesmesine ve kanser
olusumunda kritik role sahiptir [70]. Wnt'ler viicutta birgok énemli rolleri vardir. Ornegin
Wnt-2b plasentanin damarlanmasinda ve Wnt-7b eksikligi akciger damarlarinda
siddetli rahatsizliklara ve dogum 6ncesi 6limlere sebebiyet vermektedirler [71]. Wnt-1
proteininin fazla ekspersiyonu meme kanserine ve Wnt-1 ekpersiyonunun énlenmesi

apoptoza sebep olur [72].

2.12.1 WNT-1 ve WIF-1 Proteini

Whnt-1 proteini 370 amino asitlik ve palmitoylation ailesine ait bir glikoproteindir ve Wnt-
1 geni tarafindan kodlanir. 41 kDa agirligina sahiptir. 23 sisteine ve 4 N-bagh
glikozilasyon boélgesine sahiptir [73].

Wnt-1 proteini bircok kanser tiriinde (meme kanseri, akciger kanseri, sarkoma ) fazla
miktarda Uretilir ve bu proteinin inhibisyonunun timaorin baskilanmasinda, hicrelerin
apoptozunda ve metastazinda onemli rol oynadigi arastirmalarla ispatlanmigtir[74].
Saglikh bir vicutta Wnt sinyal yolaginin aktiflesmesi belli bir mekanizmalarla kontrol
edilmektedir. Bu o©nleyici mekanizmalar WIF-1 ve SFRPs proteinleridir.
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SFRP1 (secreted frizzled-related protein 1) 300 amino asitten olusur ve sisteince
zengin bir domaine sahip olup SFRP ailesinin bir tyesidir ve iki is yapar:

e Frizzled reseptorine baglanip Wnt proteininin baglanmasinin onler
e Wnt proteinine baglanarak Wnt proteinine reseptériine girmesini engeller
[75,76].

Wnt inhibitor faktort (WIF-1) WIF_1 geni tarafindan kodlanir ve 379 amino asitten
olugsmaktadir. Bir WIF domaine, 5 EGF tekrarina ve hidrofobik bir karboksil ucuna
sahiptir. Wnt-1 proteinin anormal sekilde aktif olmasi meme kanserinde énemli rol
oynadigindan Wnt sinyalinin baskilanmasi hicrelerin godalmasini durdurmada énemli
bir basamaktir. WIF-1 proteini Wnt proteinini inhibe ederek onlarin Frizzled reseptérine
baglanmasini dnler. WIF-1 normal epitel hiicrelerinden salinir ama kanserli hiicrelerde
WIF’In salgilanmasinda disus gdzlemlenir; mesela meme kanserinde % 60 dusls

g6zlemlenmistir [77,78].
2.13 Kanser Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklagsimlar

Nanoteknoloji disiplinler arasi bir daldir ve pek ¢ok bilim dalinin ( biyoloji, kimya, fizik,
tip ve muhendislik) kesistigi noktadir. Kanser hicrelerini hedeflemek igin

e Cok fonksiyonlu (multifunctional) nanopartikillerin dizayni

 stenilen yere ilaclarin tasinmasi ve teslimi

e Kanserli hicrelerin 6zenle tanisi

Sadece nanoteknolojinin onkoloji kismindaki potansiyellerinden bir kagidir [79].

Nanoteknoloji atomlar ve molekilleri kullanarak yeni malzemelerin1-1000 nanometre
arasinda Uretimi ve kontrolli olmakla beraber tibbin onkoloji alanindaki bugtine kadar
en yararl bilim dal olmasi beklenmektedir[80]. Nanoteknoloji ile Uretilen malzemeler
top-down veya bottom-up yontemiyle 100 nm’nin altinda olmalari gerekmektedir.
Ortaya c¢ikan nano materyallerin 6zellikleri bunlari olusturan malzemelerden c¢ok
farkhdir. Nano materyallerin ylizey hacim oranlari daha buytk, fizikokimyasal 6zellikleri,
surtinme, diger molekullerle etkilesimleri, malzemenin makro dlgiisiinden daha farkl

olmaktadir. Nanoteknolojinin tip alaninda en yaygin kullanimlari gu sekildedir:

e Hastaliklara karsi yeni tedavi yontemlerin geligtiriimesi
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e Goruntuleme sistemlerinin gelistiriimesi [81-83].

2.14 Nanotip

Kanser diinyada en ¢ok 6lime sebep olan hastaliklardan biri olmakla beraber her gin
bu oran artmaktadir. Genel kanser tedavi yontemleri konvansiyonel olup kemoterapi,
radyasyon, cerrahi vb. yontemlerle kisithdir. Simdiki tedavilerin en biyik sorunu anti
tumor ajanlarin spesifik olmamalari ve vicutta dagilmalari, timore ulasan ilag oraninin
yetersiz olmasi ve bu tedaviye verilen etkinin géruntilenememesidir. Hedef bélgeye
ilaglarin iz miktarda ulagsmasi 6nemli komplikasyonlara ve ilaca karsi direng olusmasina

sebep olmaktadir.

Istenilen bolgeye Milkemmel hedefleme ve teslimatin 2 énemli amaci tedavi edici
ajanlarin  gelistiriimesi ve goruntileme sistemleri i¢cin  kontrast ajanlarin
sentezlenmesidir. Kusursuz halde, bir ilac istenilen spesifik timoér bolgesine varir ve
normal ve saglikh dokular zarar gérmezler. Bu amaca ulagsmanin en mantikli yolu tedavi
edici ajanlarin tumore spesifik olan monoklonal antikorlara (mb) baglanmasidir. Bu
ilaclarin geleneksel kemoterapi ilaglarla karsilastirildiginda tedavi yonunden buyuk
umut vaat etmektedir [84], zira teslimat ve hedefe spesifik yoninden eksik kalirlar.
Ornegin damar yoluyla verilen 100,000 monoklonal antikor, tedavi ajani ve ya kontrast
ajaninin 1-10 tanesi hedefe ulasmaktadir [80,85].

insanda kanser teshisinde kullanilan saldirgan olmayan (noninvaziv) gériintiileme
yaklasimlari X-ray Tabanh Bilgisayar Destekli Tomografi (BT), Pozitron Emisyon
Tomografisi (PET), Tek Foton Emisyon Tomografisi ve Manyetik Rezonans
Goruntileme (MRG) seklindedir [86-91]. Tumore spesifik hedeflenmede
nanopartikillerin kontrast ajani olarak kullaniimalari in vivo ¢alismalarinda var olan
klinik yontemlere kiyasla daha fazla hassas ve spesifik olmalari umut vaat etmektedir.
Nanopartikullerin gelisimi, goruntlileme ve tedavi ve buglinki kanser tedavisindeki
engellere kargi bircok ¢6zim vaat etmektedir. Nanopartiktllerin boyutu 5-200 nm’dir.
Molekuler diizeyde biyolojik sistemlerle benzersiz etkilesim saglarlar. Ozel yapilarindan
kaynakli nanopatrtikiller self-assembly Ozellikte olup stabilitelerini ve spesifikisitelerini
koruma yetenegine de sahiplerdir. Bu durum ila¢ kapsulleme ve biyo uyumluluk

acisindan blyuk onem tasimaktadir. Kanser nanoteknolojisindeki son gelismeler
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kisinin molekuler profiline 6zgl tane ve tedavi yontemlerinin geligtiriimesi ile ilgili umut
vaat etmektedir [92].

Kanser tedavisinde bircok nano tasiyici kullaniimaktadir. Bunlardan bazilari:
Dendrimerler, Nanoshells, Liposoms, Metal nanopartikiller, Polimerik Nanopatrtikiller,
Manyetik Nanopartikuller, Kuantum noktaciklaridir [80]. Nanotagiyicilar var olan
ilaglarin etkisini arttirarak, toksisitelerini azaltarak yuksek tedavi orani gosterirler.
Nanotasiyicilar ilaglarin ¢ézunuarluguni ve dayanakhgini iyilestirirler. Nanotasiyicilar
cok fonksiyonlu sistemlerin gelistiriimesini kolaylastirirlar [93,94]. ilk nanotasiyici 40
sene oOnce lipozomla gelistirildi [95]. Son 20 senede ila¢ tasima icin gelistirilen
nanotasiyicilar farkl fiziksel ve biyo kimyasal 6zelliklerle sahiptirler. Son zamanlarda,
kanser nanoteknolojisinin potansiyeli giderek daha cok ortaya g¢ikmaktadir, Ornegin
FDA tarafindan onaylanmis nanotasiyicilarin ilk jenerasyonu tedavi icin Abraxane [96],

Doxil [97], Daunoxome [98] ve tani igin Feridex’tir [99].

2.14.1 Nanopartikuller

Nano kelimesi Yunancada cuice anlamina gelmektedir. Nanometre (nm) bir metrenin
milyarda biridir (1 nm = 10 ). Ve ¢ok kiiciik maddelerin 6lcimunde kullanilir. Mesela
hdcre zari 10 nm iken, nanopartikiller 1-1000 nm arasinda olabilirler. Nanoteknoloji
calismalari 1-100 nm arasinda boyutlar arasinda olan nanoyapilarin arastiriimasidir.
Nanoteknolojinin essizligi nanoyapilarin boyutlarina bagli olarak gosterdikleri cok farkl
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Nanopartikuller farkl optik,
manyetik, elektronik ve floresan dzellikleri yaninda, yuksek yuzey hacim alanina sahip
olup bu 6zellikler onlarin birgcok uygulamada kullaniimalarina olanak saglamaktadir.
Tip alaninda c¢esitli patojenler, proteinler ve genlerin bulunmasinda, genetik
hastaliklarin teshis ve tedavisinde, kanserli hicrelerin bulunup ve yok edilmesinde ve
bircok hastaligin erken teshisinde nanopartikullerin optik, floresans ve manyetik
Ozelliklerinden yararlaniimaktadir.

En son farkh hastaliklarin teshis ve tedavisinin yani sira, gevre kirliligi ve biyolojik
ajanlarin belirlenmesi icin g¢esitli nano biyosensoérler kullaniimaktadir. Bu biyosensor
uygulamalarinda 6Ozellikle altin ve gumus gibi metalik nanopartiklllerin essiz optik

Ozelliklerinden yararlaniimaktadir. Altin nanopartikullerinin kararli olmasi, toksik
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olmamasi ve yuzeyine biyolojik molekullerin kolay baglanmasi gibi avantajlari
nedeniyle ¢ok kullanilan metalik nanopartikullerdir.

Nanopartikiller birgok malzemeden olusturulabilirler; bunlar metal, polimer ve seramik
malzemelerdir. Uretim yontemi ve kullanilan malzeme nanopartikllerin boyunu, seklini
ve dolaysiyla 6zelliklerini degistirir [92].

Son yillarda metal nanopartikullerin 6zellikle altin nanopartikullerin kullanimi alani
cogalmistir. Altin nanopartikiller kendilerine 6zgu 6zellikleriyle (kaguklUkleri, canli
hiicrelerle etkilesimi, ylksek isida dayanikh olmalari ve hicre igine girebilme
kabiliyetleri vs.) tani ve tedavi igin kullanilir. Onlar ¢ok farkli boyutlarda ve sekillerde
olabilirler ve diger nanopartikullerle bir araya gelip yigin olustururlar (agglomerate).
Ayrica guclu optik 6zellikleri (kuantum etkisi) onlari gérintileme igin uygun hale
getirmistir. Metal nanopartikillerden bazilari altin, titanyum oksit, gimus ve demir
olarak siralanabilir [L00]. Altinin atil (inert) olmasi ve nispeten sitotoksisitesinin fazla
olmamasindan dolayi ilag ve gen tasimasi i¢cin onu ideal hale getirmistir [101-103].
Ancak nano boyutta olmalari sebebiyle tim hucrelerin icine kolaylikla girerler ve bu
Ozellikleri altin nanopartikullerin kullaniimasinin en zorlu kismidir. Bu sorunu ¢ozmek
icin arastirmacilar nanopartikulleri hedefe ulagsmalari igin bunlari farkh biyo molekillerle

ve ligandlarla birlestirirler.

2.14.2 Altin Nanopartiktller

Altin nanopartikiller (GNP) essiz optik o6zelliklere ( yuzey plazmon rezonans
absorpsiyonu ve rezonans Isik sagilmasi), yuzey kaplama farkhligina ve ylksek biyo
uyumluluga sahiptir [104].

Altin  nanopartikiller soy metal olduklarindan hcreler Uzerine toksik etki
gOstermemektedirler. Ayni zamanda gumus ve demir gibi metallerin aksine oksidasyon
tepkimesine girmezler. Altin nanopartikiller ylzeylerinde bagka bir kaplama olmadan
bile yuk ve hidrofobite gibi ylizey 6zelliklerinin ayarlanmasina olanak tanimaktadir. Altin
nanopartikillerin ytzeyine tiyol (-SH) grubu kolaylikla baglanabilmektedir ve tiyol
grubuna da oligonukleotit biyomolekillerinde var olmasindan bu GNP’ler gen
tasimada, antikor baglanmasinda ve antisens terapide kullaniimaktadirlar. YUklenen
ilagclar GNP’ler tarafindan hicre icindeki ph degisimiyle ya da disardan verilen
uygulama ile (isima) hedef hicre ve ya dokuya salinmaktadir. GNP’ler ylzey
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modifikasyonlari sayesinde tagidiklari biyomolekullerin in vivo ortaminda kararlihgini,
biyo dagilimlarini ve dolagim surelerini artirmaktadirlar [105].

GNP’ler optik enerjiyi I1siya gevirir. Yani foto termal 6zellikleri vardir ve foto termal
terapide kullanilabilmektedir.

GNP’ler guglu 11k absorblayici, kararliga sahip, toksik etkisi olmayan, antikorlara ya da
proteinlere kolaylikla baglanabilen ve buna ek ayarlanabilir optik ozellikleriyle foto
termal tedavi igin de umut verici araclardir [106].

Altin nanopartiklller Turkevich metoduyla sentezlenir. Bu metotta altin ve sitrat oranini
degistirerek altin nanopartikillerin buyuklikleri degisiklik gostermektedir. GNP’lerle
hicre ici 6zgul organellere hedefleme imkani vardir. Hatta gen tagsimasinda bile
GNP’ler kullanilabilmektedir [106]. Altin nanopartikiller ve onlarin biyomedikal, in vivo
ve in vitro ortamlarinda kullanimlari son zamanlarda muazzam bir buylime gdstermistir
[107-110].

Altin  nanopartikuller nanometre  boyutunda altin  partikullerinin  koloidal
suspansiyonudur. Altin nanopartikiller bir dizi farkli metotla yapilabilir ama bu
metotlarin hepsinde kloroaurik asidin indirgenmesi ve bir stabilize edici maddenin
olmasi esastir. En sik kullanilan metot sitrat sentez metodudur. Trisodyum sitrate
kullanilarak kloroaurik asit indirgenir [101-103,107]. Altin nanopartikillerin boyutu, tuz
oranina bagh olup sicaklik ve karigtirma hizi ile degerlendirildiginde 10-25 nm
arasindadir. Ancak tuz oranini ve sicakligi degistirerek 1-100 nm arasinda
nanopartikuller elde edilebilir. Diger yaygin olarak kullanilan yontem ise toluen (toluene)
kullanmaktir. (faz transfer igin tetra-octanyl ammonium bromide (tetra- oktanil)
kullanilir) [111]. Bircok arastirmada nanopartikillerin sentezleme ve boyutunu
degistirmeye yonelik temel metotta bazi dedisikler yapiimistir [112-114]. Kimyasal
indirgeme de L- tryptophane kullanilarak altin iyonu olusturma ve polietilen glikol ile
HAUCL4 iyonu olusturmak ve partikullerin stabilizesini arttirmak, boy, sekil ve dagihmini
homojen yapmaktir [115]. Diger bir yontem sifali bitkilerden methanol ekstre edilir ve
indirgeyici ajan olarak kullanilir. Bu sekilde c¢evre dost nanopartikuller elde edilir
(GREEN nanoparticles) [116]. Baska bir prosedurde ekonomik altin nanopartikuller
(eco —friendly altin nanoparticles) uretiminde, bir amino asit tirevi olan serrapeptase,

stabitazor ve indirgeyici ajan olarak kullanilir [117]. Bu nanopartikiller her zamanki
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kiresel sekillerinin yani sira farkh sekillerde Uretilebilir. Bu farkhliklar altin
nanopartikullere farkl fiziksel ve biyokimyasal 6zellikler kazandirirlar ve bu 6zellikler
fonksiyonlandirilmis altin nanopartikillerin biolabelling, bio assay, klinikal tani ve
tedavisinde kullanilmasina olanak saglamaktadir [118]. Benzer sekilde Uretilen altin
nano kafesler (gold nanocages) ve altin nanorodlar biyomedikal alaninda kanserin
gorintiileme ve foto termal terapisinde kullanim alanlari bulmaktadir [119]. icat edilen
tum sentez metotlarinin hedefi altin nanopartikullerin biyolojik molekillere ve hedef
hicrelere olan afinitesini arttirarak ila¢ tasima etkinligi kazandirmaktir. Yaygin olarak
fonksiyonlandirmak stratejisi i¢in bu gruplarin (oligo or polypeptides, oligonucleotides,
antisense or sense RNA molecules, antibodies, cell surface receptors and other similar
molecules as ) biri veya bir kaginin kombinasyonu kullanilir. Altin nanopartiktllerin

biyomedikal uygulamalari Cizelge 2.1’de literatir taramasina goére yazilmistir.
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Cizelge 2. 1 Altin nanopartikullerin biyomedikal uygulamalari.

S. No Fonksiyon Ligand/Taslyici Molekdl Anahtar Ozelligi Kullanim Referans
' ' Grubu
1 Polietilen PEG ve Boya Gibi Hucre Zarina Baglanma Hiicre ve Hiicre ici Hedefleme [120-124]
Glikol (PEG) Ligandlari(tiyol grubu ile
baglanmis)
2 Amin Grubu PEG siRNA Taslyici RNA teknolojisinde [125]
3 Karboksil Proteinler - Cesitli Proteinlere Baglanma [126]
Grubu
4 Peptit Hicre Ylzeyi Reseptorler, Adjuvant, kanser Hucre ve Hucre ici Hedefleme, kanser
Antikorlar Hucrelerini hedefleme hiicrelerini Goruntilemede [127-130]
5 DNA Aptamer, PEGlenmis Altin, Prostat Kanserine Gorintuleme, jen tasimasinda [131-133]
Antisens terapi Hedefleme, siRNA
6 RNA Polivalent RNA-Altin - RNAI
] [134]
nanokonjugatlari
7 Antikorlar Patojenler Karsi Kiglk olmalari, kolay imonolojik testler, Tedavi ve
[135-137]

tanima

Aflatoksinlere Karsi
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2.15 Bagisikhik Sistemi

Bagisiklik sistemi bir surt farkli hicreden olusmaktadir. Bunlarin bazilari, B lenfosit
dugumleri ve dogal oldurtci olan nétrofillerdir. Sadece B hiicreleri antikor (antibody)
Uretir.

Humoral bagisiklik cevabi kismen, vicut sivilarinda, kanda ve lenfte dolagsan antikorlar
tarafindan baslatilir. B hucreleri kanda ve plazmada serbest bir sekilde dolasan
toksinlere oldugu kadar bakterilere, mantarlara, parazitik protozoonlara ve virislere
kargi ozellikle etkindir. Boylece B hicreleri antikorlariyla bu hicrelerin ylzey
reseptorlerini taniyabilmekte ve onlara baglanabilmektedirler [138].

B hucrelerinin buylk bir kismi kan ve lenf iginde surekli birinden digerine gegmek
suretiyle yer degistirilerek dolasirlar ve gegici surelerle dalakta ve lenf dugumlerinde
dururlar. Buralarda durduklarinda membranlarina bagli olan antikorlarla vicut sivilarini
kontrol etme ya da antikorlarini serbest hale gecirerek antikorlarin vicuda salimi
iglevlerini yerine getirirler.

Her antikor molekult dort adet polipeptid zincirinden olusur. Bunlar birbirine es iki Agir
zincir ile birbirine es iki Hafif zincirden ibarettir. Hafif zincirler iki ana gruba aittir; bunlar
birbirinden fonksiyon bakimindan farkli olmayip ancak farkli genler tarafindan
kodlanirlar [139]. Agdir zincirler de bes ayri sinifa mensuptur (A ,D ,E ,G ,M); bunlar
arasindaki fark, zincirin COOH (kuyruk) kismindaki amino asit dizilimlerinin ayni
olmamasidir. Antikorun Kuyruk bélgesi 6zellikle bir sey yapmaz ama iginde bulunulan
durumda humoral antikor cevabin hangi reaksiyonunun gergeklesecegini belirler.
Ornegin bir antijen baglandiktan sonra G tipteki (ylksek omurgalilarda en yaygin olan
antikor sinift) kuyruga sahip agir zincirlerin tG¢ boyutlu yapilarinda makrofajlar
tarafindan taninmalarini saglayacak allosterik bir degisiklik olur. Boylece makrofaj
antikorun bagladigi antijenik yap! her ne ise — 6rnegin bir viris- onu da beraberinde
sindirir. Diger tipteki agir zincirlere sahip antikorlar, bagisiklik reaksiyonlarinin diger
kisimlarini aktive ederler: E tipte kuyruk tasiyan antikorlar, mast hucrelerinin
membranlari Gzerine yerlesirler ve bir antijen ortaya ¢iktiginda bu erken-uyari hicreleri
histamin salmaya baslayarak diger hucreleri uyarir. Diger antikor tipleri ise degisik
iglevler icin 6zellesmistir; ornegin, yeni dogana anneden bagisikligin nakledilmesi ya

da komplement sistem olarak bilinen bir seri enzim reaksiyonunun aktive edilmesi
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bunlara ornektir. Butin bu antikorlarin hepsine birden immuanoglobulinler (Ig)
denilmektedir ve tek tek alt siniflari da 1gG, IgE vs. seklinde gostermektedir [140].

Bir antikor molekulinin yapisina hangi siniftan agir yada hafif zincirin girdine bagli
olmaksizin, her bir zincirin sabit bir amino asit dizisi ve sabit bir yapisi vardir; antijen
0zgunlugu igin gerekli olan gesitlilik ise gogunlukla serbest amino uclar sayesinde
ortaya ¢ikar. Antijenin baglanacagi yerler (her bir antikor molekultiinde birbirine tipatip
es iki bolge), degisken bolgelerin ug kisimlaridir. Her baglanma bdolgesi, bir kismi agir
zincirin bir kismi da hafif zincirin baglanacagl noktalardan olusan bir cep gibi
disunulebilir (Sekil 2.7.).

Antikorlarin yapisi onlarin nasil galistigini anlamamiza yardimci olur. Tam antikor
molekulleri ayni yapiya sahiptiler. Sadece antijenin baglanma noktasinda farklilik
gosterirler. Bu farklilik antijenlerin antikora baglanma noktasinda, farkli yapida farkli

antijenlerin antikora baglanmasini saglamaktadir [141,142].

Antijen baglanma
Yeri

/ )
,Ha,-:m

Afor zineir

Degisken bilge

. Sabit bilge

Sekil 2. 7. Antikorlarin (IgG) yapisi[143]

Her antikor iki adir zincir ve iki hafif zincirden olusur. Hafif ve agir zincirler bir dizi art
arda benzer yapilardan ve yaklagik 110 amino asitten olusurlar ve her ikisi amin
uclarinda antijenleri tanimasinda yardimci degisken (V) bolimua vardir. Karboksil
ucunda sabit (C) bolima bulunmaktadir. Bir agir zincirin (VH) hafif zincirin (VL) yaninda

konumlanmasi antijenin baglanma yerini olusturur. Antikorlarin yapisinda 2 agir ve 2

29



hafif zincir bulundugundan her antikorun iki antijen baglanma yeri mevcuttur. Disulfit

baglari kovalant seklinde agir ve hafif zincirleri birbirine baglar.

2.15.1 Monoklonal Antikorlar ve Etki Mekanizmalari

Tumor hucrelerinde bulunan gesitli hedef molekullere yonelik geligtirilmis olan
monoklonal antikorlar son yillarda kanser tedavisinin en etkin araclari arasina girmistir.
Yuksek diizeyde spesifikte ve nispeten olumlu toksisite profilleri bu ajanlarin standart
tedaviler iginde yer almalarini saglamigtir.

Monoklonal antikorlar yalnizca bir epitopa karsi reaksiyon gosterebilen antikorlardir ve
sadece tek bir B-Lenfositen elde edilir. Monoklonal antikorlarin elde edilme yontemi
1975'te Ceésar Milstein, Georges Kohler ve Niels Jerne tarafindan bulunmustur [144].
Monoklonal antikorun antijen baglayan bolimunun diger ucunda Fc bolgesi yer alir.
Cesitli mono nukleer hiucreler ve I0kositler tagidiklar Fc reseptorleri araciligiyla antikor
ile kaplanmis tumor hacrelerini fagosite ederek ya da oldurtcu granallerini bogaltarak
imha ederler. LgG yapisinda monoklonal antikorlar klasik kompleman kaskadini da
aktive ederek inflamasyon yaniti olusturabilirler. Sitokinler kemotaktik, opsonizasyon

ve vaskuler gecirgenligi arttirarak monoklonal antikorlarin timaore gegisini kolaylastirir.

2.16 Tez Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

2.16.1 Zeta-sizer

Zeta sizer cihazi ile boyut analizi yapilmasi 11k sagiimasi prensibine dayanir. Dinamik
Isik sagilmasi kullanarak pargacik ve molekullerin boyutunu nanometreden mikron
mertebesine kadar dlgerken, elektroforetik 11k saciimasiyla Zeta potansiyelini ve statik
ISk sagiimasiyla molekul agirhgini dlgebilmektedir.

Zeta-sizer cihazi belirlenmis bir potansiyel degerinde hareketi saglanmig partikullerin
hizini belirleyerek zeta potansiyelini hesaplayabilmektedir. Bdylece proteinlerin ve
polimer c¢ozeltilerinin elektroforetik mobilitesini, koloidlerin ve nanopartikillerin zeta
potansiyelinin dlcimunde kullanilabilmektedir.

Zeta-sizer boyut analizi igin 6lgim yapilan nanopartikullerin hidrodinamik boyutunu 0.6

nm — 6.0 ym araliginda, zeta potansiyelini maksimum iletkenlik 200 mS olacak sekilde
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ve molekll agirhdini ise 1x10% — 2x107 araliginda belirlemeye olanak saglayan bir

sistemden olusur.

2.16.2 UV Spektrofotometri

Bir madde igerisinden gegen isin demetinin gectikten sonra ne kadarinin o madde
tarafindan gegirildigi veya madde Uzerinden yansimasindan sonra gelen isin demetinin
ne kadar azaldigi prensibine dayanir. Boylelikle maddenin derisimi hesaplanabilir.
Maddeden gectikten sonra i1s1gin siddetinin azalmasi absorplamanin arttigini gosterir.
UV spektroskopide kullanilan 1s1gin dalga boyu ultraviyole bdlgede 185-400 nm
arahgindadir. Birgcok molekul UV dalga boylarini absorplar ve farklh molekuller farkli
dalga boylarini absorplarlar. Bir absorpsiyon spektrumu molekulin yapisini gosteren
bircok absorplama bantlarindan olugsmaktadir. Genellikle ¢cozeltideki molekuller veya

inorganik iyon ve komplekslerin 6lcimunde kullanilr.

2.16.3 Zeta Potansiyel

Zeta-sizer cihazin baska bir 6zelligi 6rneklerin potansiyelini 6lgmektir. Zeta potansiyel,
koloidal parcaciklar arasindaki etkilesimin iyi bir gostergesidir ve Zeta potansiyel
Olcumleri, koloidal sistemlerin kararliligini degerlendirmek igin kullanilan bir yontemdir.
Sulu sistemde dagitilmis koloidal partikullerin gogu belirli bir ylizey ylkine sahiptir. Bu
yuzey yukunun, partikilun ve bunu gevreleyen ortamin igerigine bagh olarak, birgok
kaynagi vardir.

Kararli ve kararsiz dagilimlar arasinda bir ayirma gizgisi genellikle +30 veya — 30 mv'ta

alinir.
e +30mv’'tan daha pozitif potansiyele sahip parcaciklar kararli olarak kabul edilir.
-30mv’tan daha negatif potansiyele sahip pargaciklar kararli olarak kabul edilir

2.16.4 Atomik kuvvet mikroskopu (AFM)

1982’de taramali tiinelleme mikroskobunun (STM) kesfiyle [145] yodunlagan ¢alismalar
sonucunda, proteinler gibi elektrik iletkenligi olmayan malzemelerin de yuzeyleri
hakkinda morfolojik bilgi alabilmek Binnig ve grubu tarafindan Atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) gelistirilmigtir [146].
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AFM ile dlgum yapilacak 6rnekte arasinda elektrik akimi yerine elektrostatik, van der
walls, surtinme ve magnetik kuvvet gibi kuvvetler oldugundan her turli kati
malzemenin ylzey yapisi incelenebilir.

AFM, yuzeyi taramak igin kullanilan genellikle silikondan yapilan esnek ve sivri bir
gezici ugtan ile bu ucun bagli oldugu maniveladan olugur. Bu ug nanometre dlgeginde
egrilik yarigapina sahip bir uctur. AFM ile goéruntu alimi ve tarama sirasinda gezici ug
ornekte ylzeyine yakin bir mesafeye getirilir ve ug ile ylizey arasindaki kuvvetler Hooke
kanununa uygun olarak gezici ucun bagl oldugu manivelanin bukulmesine yol acgar.
Atomik kuvvet mikroskobunun en temel ¢alisma prensibi géruntu alinacak yuzeyin Ug
boyutlu goruntilenmesi saglamaktir. Hava ya da sivi igerisinde gorintu alinabildigi gibi
birkag mikrondan 10 angstroma ve daha duguk ¢ozunurlUge yuzey gorintisi
alinabilmektedir. Atomik kuvvet mikroskobu modern yizey karakterizasyonu teknikleri

arasinda en Ustin olanidir.

2.16.5 Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM)

Istk 1sin1  yerine elektron 1sini, optik mercek yerine elektron merceklerinin
kullanilmasiyla Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), malzemenin i¢inden gegirilen
enerjisi yuksek elektronlarin goruntilenmesi prensibine dayanir. Goruntusu alinacak
malzemenin yuksek ¢ozunurlikte goruntusinu olusturmak icin vakum ortaminda
olusturulan ve bu ortamda elektromanyetik lenslerle inceltilen elektron demeti ile
malzemeyi analiz etme imkéani sunar.

TEM kullanilarak nano seviyenin de altina inerek bir hlicre veya herhangi bir malzeme
icin, atomik boyutlarda calisma gercgeklestirilebilir. Bu sekilde ylksek performansta
karaterizasyon yapilabiliyor olmasi TEM’i hem biyoloji hem de malzeme bilimi alaninda

oldukga degderli kilmaktadir.

2.16.6 Fourier Donustimlu Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR)

Kizilétesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tir titresim spektroskopisidir. IR isinlari
molekulin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Matematiksel Fourier
donusuimu spektroskopisinde 1sima siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak alinir. Her
dalga boyunda ayri ayri tarama gerekmeksizin hizh ve yuksek c¢ozunurlukte
spektrumlar elde edilebilir. Bu yontem ile molekuler bag karakterizasyonu yapilarak,
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kati, sivi ve gaz veya ¢Ozelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel
gruplar, iki bilegigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve
yapinin aromatik ya da alifatik olup olmadigi belirlenebilir.

Ayrica biyokimyasal olarak karbonhidrat, fosfolipit, aminoasit ve proteinlerin yapi
analizlerinde belirleyicidir.

FTIR spektroskopisi, malzeme testleri, kalite kontrol, arastirma ve akademik
calismalarda altin standarttir. FTIR-ATR (Attenuated Total Relectance), absorpsiyon
bantlarinin dalga boyunda azalma meydana getirilerek daha az emekle ve ornek
kalinligindan bagimsiz olarak sogurganhigi cok fazla olabilen farkli maddelerin

spektrum analizlerine olanak saglar.
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3.DENEYSEL GALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar sekiz ana bolimden olugsmaktadir.

1. Altin nanopartikullerin Turkevich metodu kullanarak sentezlenmesi.

2. Hazirlanan altin nanopartikullerin Zeta-sizer, UV spektrofotometri, AFM, TEM ve
Zeta potansiyel kullanarak karakterizasyonlarinin yapiimasi.

3. Sentezlenen altin nanopartikillerinin sistamin molekult kullanarak yluzey
modifikasyonun yapilmasi.

4. Sistamin molekull ile kaplanan altin nanopartiktllerinin, Zeta potansiyel, UV
spektrofotometri ve FTIR kullanarak karakterizasyonun yapilmasi.

5. Yuzeyleri sistamin molekulu ile kaplanan ve karakterizasyonu yapilan altin
nanopartikillerin mAb’e kovalent olarak baglanmasi ve FTIR kullanarak
karakterizasyonun yapilmasi.

6. Hazirlanan altin  nanopartiktlleri (GNP), anti  Wnt-1  monoklonal
antikorlarin(mAb), Wnt-1 proteinlerinin (WP), sitamin ile modifiye edilmis altin
nanopartikillerinin - (S-GNP) ve altin nanopartikillerine bagh antiWnt-1
monoklonal antikor’larin (mAb-GNP) farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 meme
kanser hucreleri ile etkilestiriimesi ve yapilan in vitro ¢alismalari sonuglarinin

degerlendiriimesi.

3.1 Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Altin Nanopartikiillerin Sentez Ve Karakterizasyonu igin Kullanilan Cihazlar

Ve Kimyasallar

Kimyasal olarak, Tetrakloroaurik asit, altin tuzunun indirgenmesi i¢cin sodyum sitrat
(Sodium citrate tribasique dihydrate) (Sigma-Aldrich) kullanildi. Cihaz olarak, santrifuj
islemi icin 14000 rpm’e c¢ikabilen santrifuj (Hettich Zentrifuoen), isitmali manyetik
karistirici, karakterizasyonu icin Zeta-sizer (Malvern- 3000 HSA- ingiltere), AFM
(Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) ve TEM (Philips CM-10) kullanild.
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3.1.2 Altin Nanopartikullerinin  Yiizey Modifikasyon’lar igin Kullanilan
Kimyasallar Ve Cihazlar

Sistamin hydrokloraide molekilt (cysteamine hydrochloride), etanol (Sigma-Aldrich),
rotator karistirici ve karakterizasyonu icin Zeta-sizer (Malvern- 3000 HSA- Ingiltere),
FTIR Spektroskopisi (Nicolet iIS10, ABD) ve UV / VIS Spektrofotometri (Jasco V530,
ABD) kullanildi.

3.1.3 Antikor Baglai Altin Nanopartikiller i¢in kullanilan Kimyasallar Ve Cihazlar

Yuzeyi modifiye olmus altin nanopartiklllerin Gzerine antikor baglanmasi igin kullanilan
kimyasallar, NHS (N-Hydroxysuccinimide) ve EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl))
(Sigma-Aldrich), Fosfat Buffer Salin (PBS), Anti Wnt-1 monoklonal antikor (Abcam)
olarak belirlendi.

Kullanilan cihazlar ise santrifuj (Hettich Zentrifuoen, Almanya), rotator karistirici,
antikor baglanma ylzdesini elde etmek icin Cobas Integra 400 plus cihazi (Roche
Diagnostics, ABD) ve FTIR Spektroskopisi (Nicolet iS10, ABD) seklindedir.

3.1.4 in Vitro Galigmalari igin Kullanilan Kimyasallar Ve Cihazlar

Hucre kultlr ortamlarinin hazirlanmasinda DMEM/F12, FBS, Penesilin/Streptomisin, L-
Glutamin, (BD Bioscience), HEPES (Sigma-Aldrich), Sodyum Piruvat (Sigma-Aldrich),
Sodyum Bikarbonat (Sigma-Aldrich) kullanildi. Coklu kuyucuklu kultir kaplari ve hiucre
kaltar kaplari Corning (BD, USA) firmasindan temin edildi. Floresan mikroskopta (Leica
DMI70, Almanya) ile goéruntilerin alinmasi calismalarinda, apoptoz nekroz belirlenmesi

icin ikili boyama solusiyonu (RNAse, hoechst 33342, propidium iodide) kullanildi.

3.2 Altin Nanopartikullerin Sentezi

Literaturde altin nanopartikillerinin sentezlenmesinde ¢ok farkl yéntemlerin oldugu
gorulmektedir. Turkevich metodu ise altin nanopartikil sentezi igin ¢ok sik kullanilan
bir yontemdir. Bilim adami Turkevitch tarafindan 1951 yilinda yapilan bu yéntem, altinin
Au3* formunun Au® formuna sodyum sitrat ile indirgenmesi esasina dayanir. indirgeme
islemi UV 1sik altinda, amino asitler, askorbik asit ve sitrat gibi indirgeyici ajanlarla
gerceklestirilebilmektedir [147,148].
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Altin nanopartikuller Turkevich metoduyla altin tuzunun sitratla indirgenmesi sonucu
elde edildi. Altin tuzu olarak Tetrakloroaurik (lll) asit ve onun indirgenmesi icin Sodyum
Sitrat kullanildi.

Bu amacla 6nce deney stoklari hazirlandi:

e 2.2 mM Sodyum Sitrat ¢ozeltisi: Bu ¢dzeltinin hazirlanmasi igin 113,4 mg
Sodyum Sitrat 200 ml deiyonize (DI) su i¢inde ¢ozuldi.
e 46.8 mM Tetrakloroaurik (lll) ¢ozeltisi: 56,1 mg HAuClas altin tuzu 3 ml DI su

icerisinde ¢ozuldi.

Stoklar hazirlandiktan sonra, 2.2 mM sodium sitrat ¢ézeltisinden 150 ml alinip 200 ml’lik
beher icinde Isitmali manyetik karigtirici 800 rpm’de kaynayana kadar isitildi.
Kaynamaya basladiktan sonra 1 ml 46.8 mM HAuCls ¢ozeltisi karisima yavas yavas
enjektorle eklendi. Daha sonra ¢ozeltinin rengi dnce gri daha sonra yavas yavas kirmizi
rengine donustu. Sarap rengi olustuktan sonra ¢ézeltinin oda sicakligina gelmesi igin
karistirilarak bekletildi.( Sekil 3.1)

Sekil 3. 1. Turkevich metodu ile sentezlenen altin nanopartikulleri
Daha sonra ¢ozeltiden 2 ml alinip santrifijde 20 dakika 8500 rpm’de santrifuj yapildi.

Ust kisim atilirken alt kisim 10 ml DI su igerisinde dagitildi ve daha sonra kullanmak
tzere +4°C dolaba kaldirild.
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3.2.1 Altin Nanopartikullerin Konsantrasyonu

Hazirlanan ve yikama iglemi santrifujle yapilan altin nanopartikillerin ¢ozeltisinden 1
ml alinip 6nceden agirligi hassas teraziyle OlculmuUs olan petri Uzerine damlatilip
kurumasi igin 60°C isitilmis firinda 24 saat bekletildi. Stre sonunda agirligi yeniden
Olcildu. Boylece kuru madde agirhgr oOlgilmis oldu ve altin nanopartikullerin

konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde ayarlandi [149,150].

3.2.2 Altin Nanopatrtikiillerin Karakterizasyonu

Turkevich metodu ile sentezlenen altin nanopartikillerin karakterizasyonu icin Zeta-
sizer, UV spektrofotometri, AFM ve TEM cihazlari kullanildi.

Tez kapsaminda sentezlenen altin nanopartiklllerinin boyut analizi igin Zeta-sizer
kUveti icerisinde 10 pl sentezlenen GNP’lerden 1 ml DI su igerisinde ¢ozuldi ve 6lgim
yapildi.

Zeta-sizer sonucunda Poly dispersity indeks degeri bir ¢ozeltinin icindeki taneciklerin

dagilimlari ile ilgili bize bilgi vermektedir. Elde edilen degerler su sekilde degerlendirilir:

e 0.05-0.08 PDI degeri monodispers partikulleri temsil etmektedir.
e 0.08 - 0.7 PDI degeri Orta derecede polidispers degerini gosterir.
e 0.7 PDI degeri Cok polidispers ¢okme olduguna isaret eder.

Sentezi yapilmis nanopartikillerin GNP olup olmadigini anlamak igin UV-
Spektrofotometrisi gorinur bolge spektroskopisi yardimi ile 400-800 nm dalga boyunda
incelendi. Olglim icin kivet igerisinde 1ml sentezlenen GNP’lerden yerlestirip 6lgiim
yapildi.

Hazirlanan altin nanopartikullerin Kararli veya kararsiz olduklarini gostermek igin zeta-
sizer cihazinin baska bir 6zelligi olan zeta potansiyel kullanildi. Dagilimlar arasinda bir

ayirma gizgisi genellikle +30 veya — 30 mv’ta alinir.

e +30mv’'tan daha pozitif potansiyele sahip pargaciklar kararli olarak kabul edilir.
e -30mv’tan daha negatif potansiyele sahip pargaciklar kararli olarak kabul edilir
[151].

Tez calismasinda hazirlanan altin nanotpartikillerin ytzey karakterizasyonu igin

Atomik kuvvet mikroskobu kullanildi. Orneklerin hazirlanmasi icin énce 6rnekler
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ependorflarin iginde bir ka¢ saniye suresinde vortekslendi daha sonra her bir 6rnekten
10 pl mika Uzerine damlatilip oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan ornek
mikroskopa yerlestirildi ve silikon ugla dinamik modda (taping mode) degerlendirildi.

Sentezlenen nanopartikillerin boyut anlizi icin TEM kullanildi. TEM igin érnekler grid
Uzerinde hazirlandi. Bunun icin 6nce ornekler ependorflarin iginde bir kag saniyelik
vortekslendi ve daha sonra her bir 6rnekten 10 ul grid Uzerine damlatilip infrared 1s131
onunde kurutularak mikroskopta degerlendirildi. Sentezlenen altin nanopartikullerin

boyutlari, sekil analizi, ydnelimleri ve homojen dagiiimi TEM ile karakterize edildi.

3.3 Altin Nanopartikullerin Yuzey Modifikasyonlari

Antikorlarin bir amino ve birde karboksil uglari bulunmaktadir. Antikorlarin amino uglari
antikora antijene baglanmasini saglayan kisimdir.

Antikorlar amino uclarindan baglandiklarinda antikor islevselliklerini
kaybedeceklerinden, caligmada antikorlarin amino uglarini korumak ve agikta
birakmak amaglanmigtir. Altin nanopartikullerinin yuzeyine monoklonal antikorlarin
bagdlanmasi igin ¢ok farkli yontemler bulunmaktadir. Bu yontemlerde kovalent ve non
kovalent baglar kullaniimaktadir [137].

Literatlr calismalarindan faydalanilarak kovalent bag kullanmaya ve bu amacla farkh

molekuller arasindan sistamin molekulindn kullaniimasina karar verilmistir [137,152].

HoN

Sekil 3. 2. Sistamin molekulinin yapisi.

Sistamin molekull, altin nanopartikullerine tiyol (-SH) grubundan baglanir ve amin
grubu (—-NH2) acgikta kalir. Amin grubu antikorun karboksil ucuyla etkilesime girer. Sekil
3.2’de bir ucunda tiyol diger ucunda amin grubu bulunan sistamin molekul yapisi
sematik olarak gosterilmistir. Bdylece sistamin altin nanopartikilti Gzerine baglanir ve

antikorun baglanmasi igin bir yatak hazirlanmig olur.
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Sekil 3. 3. Altin nanopartikullerin sistamin molekuline baglanmasi.

Sistamin molekulinin altin nanopartikillere baglanmadan énce sistamin molekulinin
stogu hazirlandi. Bu amagla sistamini etanolde dagitma islemi yapildi. Sistamin
molekuliinden hassas terazi yardimi ile 385 mg alindi ve 5 ml etanolle bir 15 ml’lik

falkon icerisinde tamamen dagilmasi icin vorteksle karistirma islemi gergeklestirildi.

3.3.1 Hazirlanan Sistamin Molekiliinii Altin Nanopartikiillerle Karigtiriimasi

Hazirlanan her bir altin nanopartikil konsantrasyonundan 1 ml alip tzerine 225 pl
sistamin molekill ¢ozeltisinden ekleyip aliminyum folyo kagidi ile 1sik almamasi igin
kapatildi. Daha sonra 12 saat boyunca oda sicakliginda rotar karigtiricida birbirleriyle
etkilesmeleri igin karistirildi.

Karistiricidan alindiktan sonra 10000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifuj yapildi.
Cokmus ornek alinip Uzerine DI su eklendi. Vorteksledikten sonra yeniden 10000
rpm’de 10 dakika santrifuj yapildi. Alt béluma alinip 1 ml saf su ile seyreltildi. Yikama
islemi bittikten sonra baglanmamis sistamin ve altin nanopartikllleri Gzaklagsmis ve
ylzeyi modifiye olan nanopartikiller elde edildi.

Hazirlanan ornegin karakterizasyonu igin zeta potansiyel ve UV spektrofotometri

kullanildi.
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3.3.2 Sistamin Kaph Altin Nanopartiktllerin Karakterizasyonu

Calismanin bu kisminda Zeta potansiyel degerlendiriimesi yapildi. Sentezlenen altin
nanopartikillerin Zeta potansiyel degeri -56.6 mV olarak 6lctldi. Bu potansiyel degeri
sentezlenen altin nanopartikillerin sistamin molekulld ile kaplandiginda, amino
uclarinin acikta kalmasi nedeniyle pozitif yuke dogru kaymasi gerektigini
gOstermektedir. Alinan sonug literatlr calismalariyla uyumluluk géstermektedir [137].
Tez kapsaminda hazirlanan, modifiye altin nanopartiktller dncelikle UV géranir bdlge
spektroskopisi yardimi ile 400-800 nm dalga boyunda incelendi.

Hazirlanan 6rnekten 1 ml alip kivette dlgim yapildi. Olglim sonucunda daha 6nce
yapilan ¢iplak altin nanopartiklllerindeki 520 nm dalga boyundaki kirilma 800 nm dalga
boyuna dogru kayma yapmis oldugu goruldi. Bu kaymanin sebebi sistamin
molekulinun altin nanopartikullerini kaplamasidir ve yapilan islemin dogrulugunun bir

gostergesidir [137].
3.4 Modifiye Altin Nanopartikullerin Antikorla Baglanmalari

Bu amacla nanopartikillerin yizeyine Anti Wnt-1 monoklonal antikor baglanmasi igin,
EDC/NHS yodntemi kullanildi[153]. NHS (N-Hydroxysuccinimide) ve EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)) kullanilarak kovalent (amid bagi) bagla mab ler nanopartikillerin
uzerine baglandi [154].

Oncelikle hazirlanan ve santrifuj yapilarak saf su ile yikanmis sistamin kaph altin
nanopartikiller yeniden PBS ile 3 defa santrifujla (11000 rpm’de 20 dakika) yikama
islemi yapildi. Bu islem sonucu sistamin kapli altin nanopartiktller yikandi ayni
zamanda baglanmamig sistamin veya altin nanopartikuller uzaklastirildi. Devaminda

steril olmalari icin 20 dakika UV 1s1gina maruz birakildi.

3.4.1 Monoklonal Antikorlarin Hazirlanmasi

Calismanin bu kisminda ise monoklonal antikorlar — 80 °C derin dondurucudan
cikartildiktan sonra oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve daha sonra 4 °C’de

muhafaza edildi. Antikorun konsantrasyonu 10 pug/ml olarak sekilde ayarlanmigtir.
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3.4.2 Antikorla Sistamin Kapli Altin Nanopartikiil Etkilestirilmesi

Bunun i¢in 6nce 1ml nanopartikil ve 40 mg EDC, 4ml PBS icinde suispanse edildi. Elde
edilen suspansiyon, 2 saat +4 °C’de, ardindan da 2 saat oda sicakhdinda (25 °C) sabit
hizda karistirildi. 4 saat sonra nanopartikul solusyonu 14.000 rpm, +4 °C’de 25 dakika
santrifij edilerek, nanopartikullerin yizeyine tutunamamis olan EDC uzaklastirildi.
EDC bagl nanopartiktller 1 ml PBS ile stispanse edildikten sonra 9.7 mg NHS eklendi.
Ayni sekilde 4 saat karistirildiktan sonra ylzeye tutunamayan NHS’in uzaklastiriimasi
icin nanopartiktller santrifij (14.000 rpm, +4 °C’de 25 dakika) edildi. Antikor
karigtiriimadan once steril olmalari igin 20 dakika UV 1s1gina maruz birakildi. Son olarak
1 ml PBS ile sispanse edilen nanopartikullere 10 ug/ml Anti Wnt-1 monoklonal antikor
eklenerek rotar karigtiricida 4 saat karigtirildi.

Nanopartikuller, santrifijden (14.000 rpm, +4 °C’de 25 dakika) sonra 1 ml PBS ile
suspanse edilerek daha sonraki islemlerde kullaniimak i¢in +4 °C‘de saklandi.
Supernatant, nanopartikillere anti Wnt-1 monoklonal antikor baglanma veriminin
belirlenmesi amaciyla kullanildi ve sipernatantda protein miktari Roche Cobas Integra
400 plus cihazi ile élguldu.

Tez kapsaminda kullanilan altin nano partikillerin, anti Wnt-1 monoklonal antikor
Uzerindeki etkiyi gostermek amaci ile 5 farkli altin nanopartikil konsantrasyonu
kullanildi. Batiin nanopartikiil konsantrasyonlarinda antikor miktari sabit tutuldu.

Bu amagla 100 pg/ml altin nanopartiktlt stogu kullanildi ve farklh (5, 10, 25, 50 ve 100
Mg/ ml) altin nanopartikilli konsantrasyonlari dilue edilerek hazirlandi. Her bir
konsantrasyon sistamin molekull ile kaplandi ve 10 ug/ ml Anti Wnt-1 monoklonal
antikor ile etkilestirildi.

Hazirlanan 6rnek santrifuj (14.000 rpm, +4 °C’de 25 dakika) edildikten sonra alt kismi
1ml PBS icinde suspanse edilip daha sonraki islemlerde kullaniimak icin +4 °C‘de
saklandi ama Sulpernatantlar antikor baglanma oraninin miktarini bulmak igin
denetlendi ve standart sapma degerleri hesaplandi. Elde edilen sonugclar Cizelge 3.1°de

gosterildi.
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Cizelge 3. 1. mAb’lerin ve GNP’lerin baglanma oranlari.

mAb pg/ml | GNP pg/ml | Baglanma ug/ml | Baglanma orant % | STD
10 5 3,9 39 3,51
10 10 57 57 2,73
10 25 7,3 73 5,19
10 50 6,9 69 3,49
10 100 6,5 65 4,21

Elde edilen sonuglara gére en ylksek baglanma orani 25 ug/ ml oraninda altin
nanopartikillerinde gerceklesti. Calismanin bundan sonraki asamasinda daha degerli
bir sonug elde etmek icin baglanma oranlari %57 ve % 69 olan Ornekleri de deneye
dahil edilerek, 10, 25 ve 50 ug/ ml olmak uzere 3 farkli konsantrasyonda mAb-GNP

stoklarinin kullaniilmasina karar verildi.

3.4.3 Monoklonal Antikor Bagl Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Antikorlarin, modifiye altin nanopartikuller Uzerine baglanip baglanmadigini anlamak
ve karakterizasyonu icin Fourier Dontisumli Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile 400-
4000 cm™ orta IR bolgesi ve 632 nm lazer dalga boyunda karakterize edildi ve —SH
gerilmesi ve Au-S piki i¢in analiz yapildi. Sonuclar hem literattr ¢galismalariyla hem de
sistamin kapli altin nanopartikullerden elde edilen pikler ile karsilastirildi [137,155].

3.5 Hiucre Etkilesimleri

3.5.1 Hiicrelerin Hazirlanmasi

MCF-7 hucrelerinin hdcre kultira kosullar igin kultir vasati %1 Penesilin/Steptomisin,
% 10 PBS, %1 L-Glutamin iceren DMEM/F12 hazirlandi. Hicreler, 37£0,5 °C

sicakhginda, % 5’lik CO2 atmosferinde karbondioksit inkiibatoriinde inkibe edildi.

3.5.2 Hiucre Kulturu

MCF-7 hucreleri -80°C’lik derin dondurucudan cikartilip 75 cm®Iiik polistren flasklara
ekim yapilmak Uzere ¢ozunduruldu. Kriyo tupte bulunan MCF-7 hicreler falkon tipe

aktarildi. Uzerine 1 ml vasat ilave edildi. 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra
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SlUpernatant kismi atildi. Asagida kalan hlcrelerin tzerine her bir flask igin 3,5 ml vasat
ilave edilip homojen hale getirildi. Daha sonra 75 cm?®Ilik polistren flasklara ekim
yapildi. 37°C’de 2 gun inktbe edilmek Uzere enklbatére birakildi.

2 gun sonunda flasklardaki vasatlar atilip, her bir flaska 0,5 ml enzim (tripsinEDTA )
eklendi. Flaskin tum yuzeyine enzim temas edecek sekilde asagi yukari hareketlerle
hacreler yikandi. 3-4 dakika inkubatorde bekletildikten sonra hucrelerin flaskin
yuzeyinden kalkip kalkmadigi kontrol edildi. Hacreler tamamiyla kalktiktan sonra
enzimin aktivitesinin durdurulmasi igin hicrelerin tzerine en az 1 ml vasat eklendi.
Enzim ve vasat karigimi falkon tuplere aktarildi. 4000 rpm’de 1 dakika santrifij edilip,
Supernatant kismi atilip, dipte kalan hucrelerin Gzerine 1 ml vasat eklendi ve hiicre
sayimi yapildi. Bu amacla 10 mikrolitre hicreye 10 mikrolitre tripan blue cozeltisi
eklendi ve daha sonra sayim lami Uzerine konularak hicre sayim cihazi (Invitrogen-
Countess) ile sayim yapildi (Sekil 3.4.). 10 ml'ye seyreltilen falkon tlpteki hicre vasat
sollsyonundan her bir kuyucukta 150 pl ( her welle 10 x102 hiicre olacak sekilde) ekim
yapildi.

Her deneyde 96 kuyucuklu bir kdltir kabinda ekim yapildi. Devaminda 4 saat
inkibatorde bekletildi. 4 saat sonra hiicreler morfolojik olarak mikroskopla kontrol edildi

ve kontaminasyon olmadidi ispatlandiktan sonra her bir kuyucugun vasati, hazirlanan

orneklerden 200 pl ile degistirildi ve inklibatdre birakildi.

Sekil 3. 4. Invitrogen-Countess hicre sayim cihazi.
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3.5.3 Hiicre Kiiltiirii igin Hazirlanan Ornekler

GNP-mAD’lerin baglanma oranlari hesaplandiktan sonra, Cizelge 3.1’de gosterildigi
gibi %69 ve %73 baglanma oranlari bir birine ¢ok yakin olduklarindan, baglanma orani
kabaca %70 olarak kabul edildi.

GNP’ler deneyden o6nce 30 dakika UV isidina maruz birakildl ve steril olmalari
saglandiktan sonara PBS ile seyreltilerek 10, 25, 50 pg/ml olmak Uzere 3 farkli
konsantrasyon hazirlandi.

GNP-mAb’ler igin 3 farkh stok kullanildi. GNP’lerin antikor Gzerindeki etkisini daha iyi
gOstermek icin en yuksek antikor baglanma oraninin yaninda %69 ve %57 baglanma
oranina sahip ornekler de kullanildi. mAb’lerin GNP’lere baglanma oranina goére 6 ve
7 ug/ml konsantrasyonlarinda mAb’lerin iki farkli stogu hazirlanip kullanildi.

Bu calismada Wnt-1 proteini, sadece kontrol amacli ve hicreler Uzerindeki etkisi
degerlendiriimek Uzere kullanildi. Wnt-1 proteini mAb baglanma oranina es deger
sekilde 6 ve 7 pg/ml oraninda iki farkli stogu hazirlanip kullanildi. Hicre kultard icin

hazirlanan 6rnekler Cizelge 3.2°de gosterilmigtir.

Cizelge 3. 2. Yapilacak hticre kulturt etkilesimlerde kullanilacak

ornekler ve konsantrasyonlari.

Ornekler Konsantrasyonlar pg/ml
GNP 10, 25, 50 pg/ml
mAb 6, 7, 7 ug/ml

GNP-mADb Anti-wnt 1 mAb 10 pg/ml+ Altin nanopartikilti 10 pg/ml
Anti-wnt 1 mAb 10 pg/ml+ Altin nanopartikilt 25 pug/mi
Anti-wnt 1 mAb 10 pg/ml+ Altin nanopartikili 50 ug/mi
WP 6, 7, 7 ug/ml
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3.6 Sitotoksisite Testi

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]- 2,5-diphenyltetrazoluim bromide; Thiazolylblue) testi
indirekt olarak hucre canlhihginin ve boylelikle malzemelerin sitotoksisitesinin
kolorimetrik olarak oOlculebildigi ve hiicre kiltiriine dayanan bir testtir [156].

GNP’lerin, mAb’lerin, GNP-mAb’lerin MCF-7 meme kanser hticrelerin Uzerindeki toksik
etkilerini 6lgmek igin MTT testinin yapilmistir.

MTT testi i¢in, MCF-7 hicreleri 150 pl vasat icinde 10 x102 hiicre / kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu kilttr kabinda ekildi ve bir gece 37°C, %5 CO2’li etiivde inkibe
edildi. Sonra vasat uzaklastirildi ve 200 ug/ml hazirlanan her bir 6érnekten 3 tekrar
olacak sekilde eklendi. Pozitif kontrol olarak H202'li ortam, negatif kontrol olarak sadece
ortam hucrelere uygulanmigtir. MTT, 5 mg/ml olacak sekilde fenol-red icermeyen RPMI
1640 ile seyreltildi. 48 saat sonra her bir kuyucuguna 150 yl MTT eklenip 37°C de mor
formazan kristalleri olusana kadar ortalama 3 saat inklbe edildi. Hicre canliliginin
tespiti icin 96 kuyucuklu platelerin absorbans yogunluk degerleri ELISA plate
okuyucuda 570 nm'de okundu. Ornek eklenmeyen kontrol amagch kullanilan ilk 8
kuyucugun htcre absorbsiyonu %100 kabul edildi ve test kuyucuklarindan elde edilen
absorbanslarin ortalamalari ile karsilastirilarak sitotoksisite orani belirlendi.

Bunun i¢in OD (Test Kuyucugu) x100/0D formalt kullanildi.

3.7 Apoptozun belirlenmesi

3.7.1 Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan ikili Boyama Metodu

Bu boyama ydntemi hiicrelerin cekirdeklerini boyar ve bu sayede apoptoz ve nekrozu
gosterir.

Hoechst boyama (33342) +4 °C saklanir ve hucrelerin c¢ekirdeklerini maviye
boyamaktadir. Bu boya apoptotik hlcreleri boyayip ve apoptoza giden hucreleri
belirlenmesinde kullanilr.

Boyama esnasinda sadece DNA'nin boyanmasi igin ribontkleaz A (Sigma R-500)
hicreler ile muamele edilmigtir bu boya -20 °C de saklanir.

ikili boyamada kullanilan diger boya Propidium lodide'tir (PI). DNA’yi kirmiziya

boyayarak nekrozu gdstermektedir. Propidium lodide normal hicrelerin zarlarindan
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gegmez, sadece hucre zarl hasar gormus veya olmus hucrelerin zarlarindan gecgerek
nekroza ugramis hicreleri gostermektedir.

Butun hucreleri boyandiktan sonra apoptotik hucreler daha parlak ve c¢ekirdek
homojenligi kaybolmus ve pargalanmis olarak goérildi. Bu sayede gercek apoptotik
hdcreler normal hucrelerden ayrildi.

Boyama islemi su sekilde gergeklestirildi:

ikili boyama soliisyonunun hazirlanisi:

e Ribonukleaz A’dan 1ml PBS’de 10 mg RNA olacak sekilde
e Hoechstise 1 ml PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde
e Propidiumlodide 1ml PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde hazirlandi.

Calisma solUsyonunun hazirlanisi:

e 10 mL PBS icine RNAaz stoktan 100 mikrolitre
e Hoechst stoktan 500 mikrolitre

e Propidiumlodide stoktan 100 mikrolitre ilave edilerek hazirlandi.

MCF-7 hucrelerinin  hazirlanan orneklerle etkilesiminden 48 saatin sonra
kuyucuklardaki Ust sivi atildi ve Uzerine 70 mikrolitre 2’li apoptoz-nekroz boyama
solisyonu eklendi. Devaminda Hi¢ 1slk gormeyecek sekilde 15 dakika yeniden
inkiibatérde bekletildi. Ust sivi mikro pipetle alindi. Floresan mikroskopta DAPI filtresi
kullanilarak apoptoza ugramis ve FITC (480-520 nm dalga boyunda) nekroza ugramis
hicrelerin degerlendiriimesi yapilmistir. Degerlendirme Floresan mikroskopta (Leica
DMI70, Almanya) yaklasik 1000 hlcre olmak tzere 10 farkli alan sayilarak ortalamasi
alindi. Apoptotik indeks yuzde (%) olarak ifade edildi.

Degerlendirmede normal apoptotik olamayan hucreler c¢ekirdekleri sonuk mauvi,
cekirdekte DNA dagilmamis, hicrede vezikiller olusmamis olarak goéruldi. Apoptoza
girmis hlcre c¢ekirdekleri ise normal hlcre c¢ekirdeklerine gore ¢ok parlak, ¢ekirdek
homojenligi kaybolmus, cekirdek kenarlari dizgin olmayan sekilde ve DNA
parcalanmis parlak mavi olarak goéruldu.

Hucre kultart Gg tekrarla yapildi ve standart sapma degerleri hesaplandi.
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3.8 istatistiksel Analiz

Bulunan verilere ait ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayilari hesaplandi.
Verilerin sunumu igin gesitli tablo ve grafik turleri kullanildi. Calismada kullanilan deney
gruplar arasindaki farkin anlamh olup olmadigini test etmek igcin Tek Yonli ANOVA
yontemi Tukey—Kramer post hoc testiyle birlikte kullanildi.

Istatistik analizler sonucunda bulunan P-degeri kiiglildiikge istatistiksel olarak anlaml
olan farklihgin kaniti artar. P-degeri, 0,01 <P< 0,05 araliginda oldugunda ortamalar
arasindaki farklihgin 0,05 (%5) dizeyinde oldugunu ifade eder ve bu durumda
istatistiksel olarak anlaml fark vardir denir. P-degeri P< 0,01 ise ortamalar arasindaki
farklihgin 0,001 (%1) duzeyinde 6nemli oldugu anlamina gelir ve bu ylksek duzeyde
istatiksel olarak anlamli fark vardir demektir[157].

Tek Yonli ANOVA yontemi Tukey—Kramer post hoc testiyle birlikte P-dederleri
hesaplandi. Bulunan P degerleri karsilastirildi. P-degerinin 0.05’den az oldugu
(P<0,05) durumlar anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Sentezlenen altin Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Sentezlenmig altin nanopartikullerin buyuklugunu olgmek igin Zeta-sizer cihazi
kullanildi. Bu amagla kuvetinin i¢cindeki 1 ml saf suya 10 pl sentezlenmis GNP eklendi

ve sonra cihaza yerlestirilip Olcim yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1’de

gOsterilmistir.
Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1052 Peak 1: 13,57 100,0 1,814
Pdr: 0,174 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,744 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)

Sekil 4. 1. Zeta-sizer cihazinda boyut 6lgme isleminden ¢ikan

sonugclar ve GNP’lerin boyutu

Yapilan bu élgimde 13,57 nm boyutunda nanopartikiliin oldugu tespit edildi. Birgcok
biyomedikal uygulamada 10 -20 nm arasindaki altin nanopartikiller kullaniimistir
[101,158]. Bu yuzden elde ettigimiz nanopartiktllerin boyutunun kabul edilebilir
duzeyde oldugu goéraldu.

PDI degerine bakildiginda Sekil 4.1’de bu deneydeki PDI degerinin (0,174) orta

derecede dagilim (polidispers) oldugu gozlendi.
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4.1.2 UV Spektrofotometri Caligmasi

Hazirlanan altin nanopartikillerinden 1 ml alinip kivette 6lgim yapildi. Olgiim sonucu
Sekil 4.2’de goérlldiaga gibi 13 nm nanopartikillerin  karakteristik ~ 6zelligini
gostermektedir. Burada 520 nm dalga boyu degerinde kirllma oldugu gozlendi
[155,159,160].
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]
]
-
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Sekil 4. 2. Sentezlenen altin nanopartiklllerin UV spektrofotometrisi
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4.1.3 Zeta Potansiyel Degerlendirilmesi

Sekil 4.3’te Zeta potansiyel dlgim sonucu goésterilmigstir. Yapilan élgimde elde edilen
Zeta potansiyel de@eri -46.5 mv olarak belirlendi ve bu sonug yapilan nanopartikillerin

kararli olduklarini gostermektedir.

1,%e+05 1

Total Counts

Sekil 4. 3. Sentezlenen altin nanopartikullerin Zeta potansiyel degeri (mv)
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4.1.4 Atomik Kuvvet Mikroskopu Degerlendirmesi

Sentezlenen GNP’ler AFM ile goruntulendi. Tez kapsaminda Uretilen nanopartikillerin
kiresel olduklari ve dar boy dagihmina sahip olduklari belirlendi. Sekil 4.4'de
gOsterildigi gibi Partikil buyukltklerinin ortalama ¢api 15 nm olarak saptandi. Yapilan
GNP‘lerin esas boyutlari zeta-sizer cihazi ile 6lguldi ve 13,57 nm boyutunda olduklari

gosterildi. AFM degeri de yaklasik ayni degeri gostermektedir.

16 15nm

Sekil 4. 4. Sentezlenen altin nanopartikullerin boyutunu gosteren AFM gorintisu.
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4.1.5 Gegirmeli Elektron Mikroshopu Fotografi

Tem mikroskop ile yapilan olgimler sonucu nanopartikillerin ortalama boyutu 10-15

nm arasinda oldugu géraldi.

Sekil 4. 5. Sentezlenen altin nanopartikillerin boyutunu gésteren TEM goruntisu.

4.2 Altin Nanopartikullerin Yuzey Modifikasyonlari

Sistamin kapli altin nanopartiklllerin karakterizasyonu igin Zeta potansiyel ve UV

spektrofotometri kullanildi.

4.2.1 S-GNP Zeta Potansiyeli

Yapilan Zeta potansiyel deney sonucunda goruldigu gibi sistaminle kaplanan altin
nanopartikullerin Zeta potansiyel degeri -31.5 mV olarak saptandi. Bu sonug, sitrat kapl
altin nanopartikullerinde sistamin molekullerinin sitratlari yerlerinden soktuguniu ve
modifikasyonun basarili oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.1°de nanopartikdl turtine
bagli Zeta potansiyel degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 4. 1. Altin nanopartikulleri ve sistamin kapl altin nanopartikullerin
Zeta potansiyelleri.

Nanopartiktl Taru Zeta Potansiyeli (mv)
Altin nanopartikdl -46,5
Sistamin kapli altin nanopartikl -31,5

4.2.2 UV Spektrofotometri Degerlendirilmesi

Sentezlenen ve ylzeyleri sistamin molekulleriyle modifiye olan altin nanopartikllerinin
karakterizasyonu i¢in UV spektrofotometrisi kullanildi. Cizelge 4.6'de beklenildigi gibi
altin nanopartikullerinin 520 dalga boyundaki kirilmalarinin yer degismesi (680 dalga

boyu) gdsterilmistir.

a
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b
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Sekil 4. 6. UV-VIS spektrofotometrisi. a altin nanopartikulleri. b modifiye altin

nanpartikalleri.
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Sekil 4’6’da absorbansin dalga boyuna gore olan grafikte a egrisi altin nanopartikullerin
520 dalga boyunda kirilim yaptigini gosterirken b egrisi sistaminle kapli altin

nanopartikullerin 680 dalga boyunda kirilim yaptigini gostermektedir.
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4.3 Modifiye Altin Nanopartikillerin, Antikora Baglanmasi

4.3.1 mAb-GNP Baglanma Orani

Bu amacgla 5, 10, 25, 50 ve 100 ug/ ml olmak tzere 5 farkh altin nanopartikil
konsantrasyonu hazirlandi. Hazirlanan her bir altin nanopartikil sistamin molekula ile
kaplandi ve 10 pg/ ml oraninda Anti Wnt-1 monoklonal antikor ile etkilestirildi.
Etkilestirme sonucu olugsan drnekler santrifuj yapilarak yikandi ve elde edilen modifiye
nanopartikiller 1 ml DI su igerisinde dagitildi.

Supernatantlar baglanma oranini élgmek icin denetlendi ve Siupernatant'da protein
miktari Roche Cobas Integra 400 Plus cihazi ile dlguldi. Elde edilen sonuglar Sekil
4.7°de verilmistir. Sekil 4.7°de elde edilen sonuglar % olarak ifade edilmis ve Olgulen

mAb-GNP baglanma oranlari gosterilmistir.
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Sekil 4. 7. Roche Cobas Integra 400 plus cihazi ile dlgilen mAb-GNP baglanma

oranlari.
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4.4 Monoklonal Antikor Baglh Nanopartiktllerin Karakterizasyonu

4.4.1 Fourier Donusumlu Kizilotesi Spektroskopisi

mAb-GNP baglanip baglanmadidinin karakterizasyonu icin FTIR cihazi kullanildi. Bu
amagla énce sistamin kapli altin nanopartiktllerin FTIR analizi ve sonra monoklonal
bagli altin nanopartikullerinin FTIR analizleri yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8’te
ve Sekil 4.9’te verilmigtir. Spektrumlarda gorulen karakteristik piklerin literaturlerde elde

edilen sonugclarla uyumluluk icerisinde oldugu gérilmektedir [137].
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Sekil 4. 8. Sistamin kapli altin nanopartiktllerin FTIR-ATR analizi.

1616cm™* deki pik NH2 bikilme titresiminden kaynaklanmaktadir. Bu bukilmenin
nedeni sistamin ucundaki NHz2'dir. G6ézlenen bu sonug¢ sistaminin altin nanopartikul
uzerine baglandigini gosterir.

1419 cm deki pik CH2 bikilme titresimi, 2900 cm ve 2975 cm™ deki pikler CH2
asimetrik ve simetrik geriime titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Gdzlenen bu
titresimler sistamin molekulindeki CH2 gruplarindan kaynaklanmaktadir.

1038 cm? deki pik C-S bagiin oldugunu goéstermektedir. Bu durum sistamin

molekulinun altina baglandigi ugtaki C-S grubundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4. 9. Antikor bagli altin nanopartikillerin FTIR-ATR analizi.

1644 cm? deki pik antikorun amid baglarindaki C=0O gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir. Pikin nedeni antikordaki C=0O grubundan ileri gelmektedir. Elde
edilen bu sonug antikorun yuzeye basarili bir sekilde baglandigini gostermektedir.
1430 cm™ deki pik CH2 bikilme titresimi, 2900 cm™ ve 2975 cm™ deki pikler CH2
asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu duruma sistamin
molekilindeki CH2 gruplari neden olmaktadir.

1048 cm-1 deki pik C-S baginin oldugunu gdéstermektedir. Elde edilen bu pikin nedeni

sistamin molekulindn altina baglandigi ugtaki C-S grubudur.
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4.5 Sitotoksisite Testi

Yapilan hdcre kaltirt sonucu ve MCF-7 hiicrelerin 6rneklerle MTT test sonucu, Cizelge
4.2’de ve Sekil 4.10°da verilmisgtir.

Sonuglara gére mAb konsantrasyonu arttigi zaman (7 ug/ml) hicrelerde az da olsa
canhlik oraninin azaldigi gézlendi. Bunun nedeni hlicrelerdeki apoptoz orani arttiginda

hdcre canhliginin azalmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4. 2. . MTT test sonucu ve MCF-7 hicre canhlik oranlari.

Ornekler MCEF-7 Sitotoksisite testi orani (%) STD

mADb 6 pg/ml 56,23 1,45
mAb 7 pug/ml 51,43 1,91
GNP-mADb 10 pg/ml 39,93 0,75
GNP-mAb 25 pg/ml 32,34 1,01
GNP-mAb 50 pg/ml 38,43 0,98
GNP 10 pg/ml 81,34 1,25
GNP 25 pg/mi 78,03 2,59
GNP 50 pg/ml 68,81 1,86
WP 6 pug/ml 85,34 1,58
WP 7 pg/ml 82 0,59
Kontrol (vasat) 83,61 0,25

Sonuclara gore GNP-mADb’lerin  altin  nanopartikullerdeki konsantrasyon artigi
hicrelerde farkli oranlarda apoptoza sebep olmaktadir. Altin nanopartikillerin
konsantrasyonundaki artista 25 pg/ml’de hicre canliik orani en az iken GNP
konsantrasyonu 50 pg/ml oldugu zaman bir sekilde mAb’lerin etkisi dusmektedir.

Yapilan ¢alismada GNP’lerin konsantrasyon artislari hiicrelerde canhligin azalmasina
ve apoptozdan ziyade nekroza sebep olmaktadirlar. Buda altin nanopartikillerinin

yuksek konsantrasyonlardaki toksik etkisinden kaynaklanmaktadir.
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Ama WP’lerde hucreler arasindaki sinyallesme kolaylikla saglandigindan hucrelerin

canlihgini etkilememektedir ve az da olsa canllik oraninin artmakta

gostermektedir.
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Sekil 4. 10. MTT test sonucu ve MCF-7 hicre canlilik oranlari
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4.6 Yapilan hucre kultluri apoptoz oranlari

Tez kapsaminda yapilan hucre kualtirinde MCF-7 meme kanser hucrelerinin

hazirlanan 6rneklerle etkilesiminin sonucu Cizelge 4.3’te ve sekil 4.11’de verilmistir.

Cizelge 4. 3. Hucre kilttirt deneylerinden elde edilen apoptoz ve standart sapma

degerleri.
Ornekler MCF-7 Hucre Kultara Apoptoz Oranlari(%) STD
mAb 6 pug/mi 33,23 1,12
mAb 7 pg/mi 38,43 0,71
GNP-mADb 10 pg/ml 50,93 0,79
GNP-mADb 25 pg/ml 58,34 1,61
GNP-mAb 50 pg/ml 48,43 0,85
GNP 10 pg/ml 8,34 1,24
GNP 25 pg/ml 9,03 0,92
GNP 50 pg/ml 10,81 1,54
WP 6 pg/ml 5,34 0,99
WP 7 ug/ml 7 1,01
Kontrol (vasat) 6,56 0,79

Sonuglara goére 7 ug/ml mAb konsantrasyonundaki artis 6 pg/ml mAb ye gore % 5’lik
bir apoptoz oraninin artisina neden olmaktadir. Bunu nedeni mAb’nin daha fazla Wnt-
1 proteinine baglanarak hucreler arasindaki sinyallesmeyi engellemesinden
kaynaklanmaktadir. Yapilan c¢alismada GNP-mAb’lerdeki altin nanopartikillerin
konsantrasyonundaki artis ilk kademede 10 pg/ml’den dan 25 ug/ml'ye ylkselirken
apoptozda da belirgin bir artisin oldugu gézlenmistir. Bu 25 pg/ml altinin mAb’ler
uzerindeki etkiyi arttirdigi sonucunu vermektedir. Ama ikinci kademede 50 pg/ml altin
konsantrasyonunda altinin toksik etkisinden dolayr mAb’nin etkisinin azaldigi ve

apoptoz oranin % ~10’luk bir dislse sebep oldugu sonucu goértlmektedir.

Altin nanopartikullerin konsantrasyondaki artis ne kadar az da olsa hucrelerde bir
apoptoz oraninin yukselmesine sebep olur ama apoptozdan daha fazla nekroza sebep
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olurlar. Bu apoptoz degeri WP ve vasattaki apoptoz orani ile karsilastirildiginda bu
degerin 6nemsiz oldugu ispatlamaktadir.
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Sekil 4. 11. Yapilan hicre kultart deneylerinden elde edilen apoptoz ve standart
sapma degerleri.
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4.6.1 Hucre Kultart Galigmalarindan Elde Edilen Sonuglar

Tez kapsaminda elde edilen sonuglara gore en yuksek apoptoz oranina sahip altin
nanopartikil konsantrasyonu ve antikor miktari géz énudne alinarak, sadece 25 pg/ml
altin nanopartikule bagli antikor (GNP-mAb 25 pg/ml) drnegi ve buna es deg@er antikor,
WNT-1 proteini ve GNP’lerin hicre kilturl fotograflari teze eklendi ve istatistiksel
analizleri yapildi.

Calismanin bu kisminda boyamasi yapilan MCF-7 hucrelerinin apoptoz oranini
degerlendirmek icin hucre kulturu fotograflari Floresan Mikroskopu DAPI filtresi
kullanilarak 10x5 buyltme oraniyla cekildi. Tez kapsaminda kullanilan fotograflar
cekilen tum fotograflar icerisinden en iyileri segilerek degerlendirildi. Tum fotograflarin
degerlendiriimesinde 10 farkl alan (yaklasik 1000 hicre) sayilarak apoptoz ortalamasi

alindi.
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Kontrol grubunda Sekil 4.12’de gosterildigi gibi kontrol htcrelerinin canlilik ve apoptoz
oraninin hesaplanmasi 10 farkli alanda yaklasik 1000 hucre sayilarak yapildi. Canlilik
indeksi yuzde (%) olarak ifade edildi ve indeks degeri %83,61 olarak tespit edildi.
Yapilan hicre kultirinde apoptoz orani da % olarak hesaplandi ve bu oran % 6.56 +

0,79 olarak ol¢uldd. Bu oran hucrelerin saglikh olduklarina isaret etmektedir.

Sekil 4.12. Kontrol grubunda Floresan Mikroskopta (10x5 buyutme ile) DAPI filtresi

kullanilarak ¢ekilen hiicre kulturu fotograflari.
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Bu tez kapsaminda Wnt-1 proteini MCF-7 hucreleri Uzerinde nasil bir etkiye sahip
oldugunu gostermek igin kullanildi. Bu amagla 7 pg/ml Wnt-1 proteininin hicreler
Uzerindeki etkisi gozlemlendi. Sekil 4.13’de goéruldaga gibi hicrelerin canlilik orani ve
apoptoz degerleri 10 farkli alan (yaklasik 1000 hlcre) sayilarak hesaplandi. Canlilik
indeks yuzde (%) olarak ifade edildi ve % 82 olarak tespit edildi. Apoptoz orani da ayni
sekilde hesaplandi ve % olarak ifade edildi. Sonu¢ %7+1,01 olarak hesaplandi. Bu
degerlere goére Wnt-1 proteinin hicreler Uzerinde toksik veya apoptoz etkisinin

olmadigi gozlendi.

Sekil 4. 13. MCF-7 hiicrelerinin WNT-1 proteini ile etkilesimini gosteren Floresan

Mikroskopta (10x5 bluyutme ile) DAPI filtresi kullanilarak ¢ekilen hicre kaltira

fotograflari.
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Altin  nanopartikillerin MCF-7 hiicre Uzerindeki etkilerini gozlemlemek icin, bu
nanopartikiller 25 pg/ml GNP hicrelerle etkilestirildi. Sekil 4.14’de verilen hiicre
fotograflarindan goéraldtugu Uzere hucrelerin canlilik orani ve apoptoz orani yaklasik
1000 hicre olmak Uzere 10 farkl alan sayilarak hesaplandi. Canlilik indeks ytzde (%)
olarak ifade edildi ve %78,03 olarak tespit edildi. Ayni sekilde apoptoz orani da
%9,03+0,92 olarak hesaplandi. Bu deg@erleri kontrol grubu ile karsilastirdigimizda altin

nanopartikillerin MCF-7 hicreler Gzerindeki toksik etkiye gostermektedir.

Sekil 4. 14. Altin nanopartikullerin MCF-7 hiicreleriyle etkilesimini gdsteren Floresan
Mikroskopta (10x5 buyutme ile) DAPI filtresi kullanilarak ¢ekilen fotograflari.
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Anti Wnt-1 monoklonal antikorlarin MCF-7 hticre Uzerindeki etkilerini gozlemlemek igin
7 pg/ml mAb hucrelerle etkilestirildi. Sekil 4.15°de goruldugu gibi hicrelerin canlihk
orani yaklasik 1000 hicre sayilarak 10 farkl alan igin ortalamasi alindi. Canlilik indeks
yluzde (%) olarak ifade edildi ve 51,43 % olarak hesaplandi. Apoptoz orani ise ayni
sekilde %38,43+0,71 olarak hesaplandi. Canllik oranindaki disus hicrelerin apoptoza

ugramasindan kaynaklanmaktadir ve bu sonug¢ antikorun hicreler tizerindeki apoptoz

etkisini gbstermektedir.

Sekil 4. 15. Anti WNT-1 monoklonal antikorla MCF-7 hiicrelerin etkilesimlerini
gosteren Floresan Mikroskopta (10x5 buyutme ile) DAPI filtresi kullanilarak ¢ekilen
fotograflar.
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Bu asamada mAb-GNP’ler MCF-7 hicreleri ile etkilestirildi. Sekil 4.16’da goruldugu gibi
hucrelerin canlilik orani 10 farkli alan (yaklasik 1000 hucre) sayilarak hesaplandi.
Canlilik indeks ylzde (%) olarak ifade edildi ve sonu¢ 32,34 % olarak bulundu. Apoptoz
orani da ayni sekilde hesaplandi ve % olarak ifade edildi. Hesaplanan deger
%58,34+1,61 olarak bulundu. Hesaplanan degerler hucrelerin canlilik oraninin
dustuguni ve apoptozun arttigini gostermektedir. Bu sonuca goére antikor bagh

nanopartikillerin basarili bir sekilde apoptozu indikledigi gézlemlendi.

Sekil 4. 16. Antikor bagli altin nanopartikillerin MCF-7 hiicreler Gzerindeki etkisini
gosteren Floresan Mikroskopta (10x5 buyitme ile) DAPI filtresi kullanilarak ¢ekilen

fotograflar.
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4.7 Istatistiksel Analiz

En yuksek baglanma orani 25 pg/ml konsantrasyonunda GNP ile 10 pg/ml
konsantrasyonunda mAb arasinda oldugundan burada bu drneklere es deger GNP ve
mAD ele alindi. Baglanma orani %70 oldugundan antikor 7 pg/ml oraninda ve GNP 25
Mg/ml oraninda de@erlendirildi. Bu o6rneklerin P-degeri hesaplandi ve P-degerinin
0.05'den az oldugu (p<0,05) durumlar anlamli kabul edildi (Sekil 4.17.).

LR R 2

LR

S—Sw=o Moo oo

&
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Sekil 4. 17. Apoptoz oraninin 48 saat sonunda p degerinin istatistiksel olarak

hesaplanmasi

P-degerinin analizindeki sonuclarda (Sekil 4.17) 0.05’den az oldugu (p<0,05) durumlar
anlamh ve u¢ karakterle, P-deg@erinin anlamsiz oldugu durum ise tek karakterle
gosterilmigtir. Sekil +.17°’ye gbére * apoptoz oraninin yeterli olmadigina *** ve ---
apoptoz oranindaki artisin anlamli olduguna isaret etmektedir.

Kontrol grubu ile 25 pg/ml konsantrasyonunda GNP arasindaki P-degeri P>0.05 olarak

hesaplandi. Bu degere goére apoptoz oranindaki artisin anlamli olmadigi gérulda.
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Yapilan bu degerlendirmede altin nanopartikullerinin MCF-7 hiicreler Gizerinde apoptoz
etkilerinin olmadigi sonucuna varildi.

Kontrol grubu ile 7 pg/ml konsantrasyonunda mAb arasindaki P-degeri P<0.001 olarak
hesaplandi ve apoptoz oranindaki artisin anlamh dizeyde oldugu tespit edildi. Bu
sonuca goére antikorun MCF-7 hucrelerini apoptoza itmis oldugu agikga gorulda.
Kontrol grubu ile 25 pg/ml konsantrasyonunda GNP-mADb arasindaki P-degeri P<0.001
olarak hesaplandi ve bu apoptozdaki artisin istatistiksel olarak kabul edilebilir diizeyde
oldugu gorulda. Bu artis altin nanopartikillin antikorun etkisinin azaltmadigini gosterdi.
25 pg/ml konsantrasyonunda GNP ile 7 pg/ml konsantrasyonunda mAb arasindaki P-
degeri P<0.001 olarak hesaplandi ve bu apoptozdaki artigin istatistiksel olarak kabul
edilebilir dizeyde oldugu goruldi. Hesaplanan P-degeri mAb’nin GNP’lere gore
apoptoza tesvik oraninin ¢ok fazla oldugunu géstermektedir.

25 pug/ml konsantrasyonunda GNP ile 25 pg/ml konsantrasyonunda GNP-mAb P-degeri
P<0.001 olarak hesaplandi ve bu apoptozdaki artisin istatistiksel olarak kabul edilebilir
dizeyde oldugu tespit edildi. Apoptozun artisi mAb-GNP’2lerin sadece GNP’lere gore
apoptoz oraninin anlamli bir sekilde arttirdigini géstermektedir.

Ve en son olarak 7 pg/ml konsantrasyonunda mAb ile 25 pg/ml konsantrasyonunda
GNP-mAb arasindaki P degeri P<0.001 olarak hesaplandi ve bu apoptozdaki artigin
istatistiksel olarak kabul edilebilir dizeyde oldugu tespit edildi. Buradaki apoptoz artigi

altin nanopartikullerinin antikorun apoptoz etkisini arttirdiginin gostermektedir.
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5.SONUCLAR

Kanser gunimuzin en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Sik gorilmesi ve 6lum
oraninin yuksek olmasi sebebiyle de bir halk saghgdi sorunu haline gelmistir. Turkiye
saglik bakanhginin 2012-2014 yillari arasinda elde ettigi bulgulara gore meme kanseri
en sik gorunen kanser turt olmakta ve insanin hayat kalitesini dusurmektedir.

Kanser nanoteknolojisi gunumuzde en c¢ok calisilan konulardan biridir. Kanser
calismalarinda bir¢ok yontemle kanserli hicreler hedeflenerek kanserin ¢gogalmasi ve
yayllmasi engellenmeye calisiimaktadir. Bu amacla, kanserli hiicrelerde 6zellikle aktif

olan yolaklar tercih edilmektedir.

Nanoteknolojik ¢calismalarda birgok nano yapi kullaniimaktadir. Bunlardan biri de altin
nanopartikulleridir. Altinin toksik olmamasi ve oksidasyona ugramamasi bu metalin
nanoteknolojik ¢calismalarda énemli bir rol oynamasina olanak saglamaktadir.

Tez kapsaminda, Wnt/f katenin yolagi kullanilarak Anti Wnt-1 monoklonal antikor
(mAD) ile ekstraseluler matrikste bulunan Wnt-1 proteini hedeflenmistir. Wnt-1 proteini
bircok solid tumorde (meme kanseri, akciger kanseri, sarkoma) hucreler arasinda
yuksek miktarda uretilir ve bu proteinin inhibisyonunun solid tumorun baskilanmasinda,
hldcrelerin metastazinin onlenmesinde ve apoptozun indiklenmesinde onemli rol

oynadidi arastirmalarla ispatlanmistir[74].

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

e Calismanin ilk agsamasinda altin nanopartikullerin sentezi, Turkevich metodu
kullanarak yapildi [148]. Zeta-sizer, TEM, AFM ve UV spektrofotometri ile
yapilan karakterizasyon sonuglarina gore, sentezlenen altin nanopartikullerin
ortalama boyutlarinin 10-15 nm arasinda olduklari, 520 nm dalga boyunda
kirllma yaptigi ve yuzey yuklerinin -46.5 mv oldugu tespit edildi. Elde edilen
sonugclar Sekil 4.1- 4.5 te verildi. Rochelle Arvizo ve arkadaslari, S Jain ve
arkadasglar tarafindan yapilan ¢alismalarda altin nanopartiktlleri ayni yétemle
sentezlenmis ve karakterizasiyonu yapilmistir. Elde edilen altin nanopartikullerin
boyutu ve anlatilan ézellikleri literatlrlerde karsilastirildi ve birgcok biyomedikal

uygulamada kullanilan altin nanopartiktllerle ayni 6zelliklere sahip olduklari
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belirlendi ve boylece sentezlenen nanopartikullerin deney igin uygun olduguna
karar verildi [161,162].

Cahgmanin ikinci kisminda, sentezlenen GNP’lerin yuzeyine antikor
baglanabilmesi icin modifikasyon yapilmasi hedeflendi. Bu amacla sistamin
molekili secildi. Sistamin molekilindn bir ucunda tiyol ve diger ucunda amin
gruplarinin olmasi bu molekull, altin nanopartikullerin antikora baglanabilmesi
icin uygun hale getirmektedir. Bunun nedeni, sistamin tiyol grubu ile altin
nanopartikile baglanirken amin grubu ile de antikora baglanabilme 6zelligine
sahiptir. YlUzeyleri sistamin molekulll ile modifiye olan altin nanopartiktllerin
karakterizasyonu icin zeta potansiyel ve UV spektrofotometrisi kullanildi.
Modifiye  nanopartikillerin ~ yuzey vyuklerinin @ -31,5 olmasi ve UV
spektrofotometrisinde de 680 nm dalga boyunda kirilma yapmasi GNP’lerin
sistaminle kaplandigini géstermektedir. Yapilan ¢alismalarin sonucu Cizelge 4.1
ve Sekil 4.6 da verildi. Aditya Sharma ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
arastirmada altin nanopartikiller ayni sekilde sistamin moleklll ile modifye
edilip ve sonular elde edilmistir, bizim elde ettigimiz sonuglar ve yapilan bu
calismadaki sonuglar karsilastirildi ve altin nanopartikillerinin

modifikasiyonunun dogru oldugu gézlemlenmistir [137].

Uglincli asamada ylizeyi modifiye olan GNP’lerin anti Wnt-1 monoklonal
antikorla baglanmasi hedeflendi. Bu adimda EDC/NHS yontemi kullanilarak
antikorlarin nanopartikuller Uzerine baglanmasi saglandi [153]. Buradaki en
onemli asama antikorlarin GNP’lere baglanma oranidir. Bu asamada 5 farkh
GNP konsantrasyonu (5, 10, 25, 50 ve 100 ug/ ml) ele alindi ve her bir
konsantrasyon 10 pg/ml Anti Wnt-1 monoklonal antikor ile etkilestirildi. Bdylece
en yuksek antikor nanopartiktl baglanma oraninin bulunmasi hedeflendi. Daha
sonra Roche Cobas Integra 400 Plus cihazi kullanarak antikorun baglanma
orani hesaplandi. Bu deneylerin sonucunda en yuksek antikor baglanma
oraninin 25 pg/ ml konsantrasyonunda GNP’e bagli mAb konsantrasyonunda

gerceklestigi goruldu. Aditya Sharma ve arkadaslari tarafindan yapilan yapilan
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calismada yuzeyi modifiye edilen altin nanopartikuller anti-aflatoxin B1 mouse
monoclonal antibody ile baglanip farkli bir amag igin kullaniimistir ama yapilan
bu iglem bizim yaptigimiz karakterizasiyon yontemlerile ayni ve FTIR
degerlendiriimesi kullanimistir[137]. Yaptigimiz FTIR analizinde kovalent
baglanmadan kaynakl amid C=0 bagindaki gerilme pikler goziukmektedir.
Deneylerden daha degerli veriler elde etmek igin ve GNP’lerin antikorlar
Uzerindeki etkisini daha iyi gostermek amaciyla deneyin devaminda mAb’ye
bagli 10, 25, 50 ug/ml konsantrasyonlarinda GNP ile devam edildi.

Antikor bagl altin nanopartikullerin karakterizasyonu FTIR kullanarak yapildi ve
antikorun sistamin moleklline baglanmasinda olugan baglarin titresiminden
kaynaklanan degerler elde edildi. Elde edilen degerler, antikorlarin GNP’ler
Uzerine kovalent bagi ile baglandiginin bir goéstergesi olarak kabul edildi ve
literattir calismalari ile de karsilastirilip yapilan iglemin dogrulugu tespit edildi
[137]. Elde edilen sonuglar Sekil 4.7-4.9 de verildi.

Tezin in vitro kisminda tum hdcre kaltart galismalar en az Ug¢ tekrar olacak
sekilde yapildi. Once hazirlanan 6rneklerin MCF-7 meme kanser hiicreleri
Uzerindeki toksisitesini 6lcmek icin MTT testi yapildi. Calismada hazirlanan
orneklerde antikor ve altin oranlarinin hep sabit tutulmasi hedeflendi. Yapilan

sitotoksisite testindeki sonuclar Cizelge 4.2 ve $ekil 4.10’da gosterildi.

Sitotoksisite testinden sonraki asama, hazirlanan érneklerle MCF-7 hicrelerin
etkilesiminin sonucunun ne oldugunun incelenmesiyle ilgilidir. Bu adimda
onceden hucre kulturd kosullarina uygun bir sekilde hazirlanmig MCF-7
hicrelerle ornekler (Cizelge 3.2) etkilestirildi ve hicreler Gzerindeki etkilerini
gormek icin 48 saat inkubattérde bekletildi. Stire sonunda hticreler ikili apoptoz-
nekroz boyama yontemiyle boyandi ve Floresan mikroskopta DAPI filtresi
kullanilarak géruntuleri alindi. Elde edilen apoptoz oranlarn Cizelge 4.3’te ve
Sekil 4.7 ve 4.11°’de gosterildi. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek apoptoz
orani 25 pg/ml oraninda GNP-mAb konsantrasyonuna ait olup apoptoz orani
%58,34+1,61 degerinde hesaplandi.
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e Tezin son kisminda istatistiksel analiz icin elde edilen verilere ait ortalama,
standart sapma ve varyasyon katsayilari hesaplandi. Verilerin sunumu igin
cesitli tablo ve grafik turleri kullanildi. Calismada kullanilan deney gruplari
arasindaki farkin anlamli olup olmadigini test etmek icin Tek Y6nli ANOVA
yontemi, Tukey—Kramer post hoc testiyle birlikte kullanildi. Bulunan P dederleri
kargilastirildi. P-degerinin 0.05’den az oldugu (P<0,05) durumlar anlamh kabul
edildi.

e Cizelge 4.3'te elde edilen sonuclara gore 6 pg/ml mAb konsantrasyonunda
%33,231£1,12 oraninda apoptoz hesaplandi. Bu antikora es deger 10 ug/ml
GNP-mAb konsantrasyonunda ise %50,93+0,79 oraninda apoptoz goruldi. Bu
iki deger karsilastirildiginda apoptoz oraninda %~17’lik bir artis oldugu gézlendi.

Bu sonug altin nanopartikilin antikor etkisini arttirdigini gostermektedir.

e 7 pg/ml mAb konsantrasyonunda %38,43+0,71 oraninda apoptoz elde edilirken
25 upg/ml GNP-mAb konsantrasyonunda elde edilen apoptoz oraninin
%58,34+1,61 oldugu goruldu. Apoptoz oranindaki artis miktari %~20 olarak

hesaplandi. Bu sonu¢ GNP’lerin antikorun etkisini artirdigini gostermektedir.

e 7 pg/ml mAb konsantrasyonunda %38,43+0,71 apoptoz orani gorulirken 50
pg/ml GNP-mADb konsantrasyonunda %48,43+0,85 oraninda apoptoz goruldu.
Apotoz oranindaki bu degisimle 0ornekteki altin nanopartikillerin antikor
Uzerindeki  etkisini  azalttigi  gdézlendi.  Sonuclar altinin  ylksek
konsantrasyonlarda toksik etkisinin olabilecegini gostermektedir. GNP’lerin
konsantrasyonu ve toksisitesi arasindaki etki galismalarimizda MTT testinde

acikca belirtildi.

Sonug olarak yapilan tez kapsamindaki deneylerde mAb’nin hicreler Uzerindeki etkisi

vurgulandi. mAb antikorunun Wnt-1 proteinini ekstrasellular matrikste inhibe etmesi
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sonucu hucrelerin apoptoza ugramalari aragtirmalarca ispatlandi ve in vitro testlerinde

yapilan bu ¢alismalarin sonucu fotograflar ve sekillerle gosterildi.

GNP’lerin Uzerine baglanan mAb’ler ve bu baglanma oraninin en yuksek
konsantrasyonu hesaplanarak en fazla sayida mAb’nin hucre ile dolayisiyla Wnt-1
proteini ile etkilesime girilmesi saglandi. Bu sayede daha fazla WP’ye baglayarak bu
proteinin kendi hlicre Uzerindeki reseptérine baglanmasi engellendi. Sonug olarak,
dolayl sekilde hucreler arasindaki sinyallesme ve haberlesme kesilerek hucrelerin

apoptoza gitmeleri saglandi.

Bu calismanin en onemli 6zgunlugu altin nanopartiktllerin kullaniimasi ve altin
nanopartikillerin mAb’ler tzerindeki etkisinin gbézlenmesidir. Yapilan ¢alismada farkh
GNP konsantrasyonlari kullanilarak mAb Gzerindeki etkileri denetlendi ve in vitro
ortaminda galigildi. Sonuglara gore GNP’ler mAb Uzerine olumlu bir etki olusturdugu
ve mAb-GNP’lerin es konsantrasyondaki ¢iplak antikorlara gére daha fazla apoptoza

sebep oldugu goruldu. Bu sonug istatistiksel olarak hesaplanip dogrulandi.
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