





TIMOKINON-BAZLI MAGNETOLIPOZOM VE
FITOZOM NANOPARTIKULLERININ
BIYOSENTEZLENMESI, KARAKTERIZASYONU VE
GLIOBLASTOMA HUCRELERININ DEMIR
METABOLIZMASINA ETKILERININ ARASTIRILMASI

BIOSYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF
THYMOQUINONE-BASED MAGNETOLIPOSOME AND
PHYTOSOME NANOPARTICLES AND INVESTIGATION

OF THEIR EFFECTS ON IRON METABOLISM OF
GLIOBLASTOMA CELLS

SIBEL AZiZENUR OZTURK

PROF. DR. FUNDA NURAY YALCIN
Tez Danismani
PROF. DR. iISMAIL OCSOY

Tez Es Danismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Y®6netmeliginin
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali i¢in Ongordiigii

DOKTORA TEZI olarak hazirlanmustir.

2024









Canim Anneme ve Babama















OZET

TIMOKINON-BAZLI MAGNETOLIPOZOM VE FITOZOM
NANOPARTIKULLERININ BIYOSENTEZLENMESI, KARAKTERIZASYONU
VE GLIOBLASTOMA HUCRELERININ DEMiR METABOLIZMASINA
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sibel Azizenur OZTURK

Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Funda Nuray YALCIN
Es Damisman: Prof. Dr. ismail OCSOY

Ocak 2024, 248 sayfa

Tedaviye direng ve niikslerle karakterize, 6liimciil bir beyin tiimorii olan Glioblastoma
(GB) icin tedaviler yetersizdir. Bu nedenle, bu ¢alismada, demir-bazli hiicre 6limiinii
hedefleyen tedavi stratejilerine katki amaciyla; hiicrede demir islevini arttirmak ig¢in
Magnetolipozom (Mag) nanopartikiil (NP)’leri; hiicrede demir islevini azaltmak igin

Fitozom NP’leri, GB hiicrelerinde iki zit tedaviyi test etmek amaciyla sentezlendi.

Timokinon (TQ)’un selatlama 6zelligi baz alinarak, 6nce yesil metodla TQ-FeNP’lerin
sentezlendi. Daha sonra, etken madde olarak gorev yapmasi i¢in hazirlanan lipozomlara
TQ-FeNP’leri yiiklendi ve MagNP’leri olusturuldu. Ilaveten, TQ-bazli FitNP’leri
hazirlandi. Iki NP’iin karakterizasyonlar1 yapildi. U87-MG GB hiicrelerinde, NP’lerin,



sitotoksisite, apoptoz, serbest radikal ve lipit peroksidasyonu olusturma etkilerine,

ayrica hiicrelerde demir selatlama aktivitelerine bakildu.

NP’lerin, TQ, Fe ve fosfolipit igeriklerinin fonksiyonel bant ve baglanma 6zellikleri
(FT-IR); elementel yapilar1 ve safliklar1 (EDX); yuvarlak goriiniimlii morfolojik yapilari
(STEM) ve <100nm boyutlu, homojen dagilimli (DLS/pdi) ve kararli yapilar1 (zeta
potansiyel) goriildii ve NP olduklar1 dogrulandi. NP’lerin, %EE, >%75; stabiliteleri,

orta; salim Ozellikleri, 6nce burst, sonra kontrollu olarak degerlendirildi.

NP’lerin GB hiicrelerinde, ICsgp dozu 0,05mg/ml olarak belirlendi. U87-MG
hiicrelerinde, FitNP’lerinin, doza bagli apoptozu arttiric1 etkileri ve ROS ve lipit
peroksidasyon diizeylerini azaltici etkileri, TQ’un antioksidan 6zelliginin baskinligina
atfedildi, ayrica diisiik selatlama aktiviteleri nedeniyle, demir etkinligini azaltici

etkisinin az olacagi sonucuna varildu.

MagNP’lerinin, apoptotik etkisinin goriilmemesi; ROS ve lipit peroksidasyon
seviyelerinde anlamli diizeyde yiiksek etkili olmasi; selator aktivitelerinin anlamli
derecede yliksek olmasi, GB hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin ferroptoz yoluyla
olabileceginin 6ngoriilmesi nedeniyle, MagNP-ferroptoz iliskisinin ileri c¢aligmalarla

aydinlatilmas1 gerektigi diistintildi.

Sonu¢ olarak, literatiirde goriilmemesi nedeniyle MagNP’leri bir ilk olma
ozelligindedir. Ayrica, GB hiicrelerinde gosterdigi sitotoksisitenin, yiiksek diizeylerde
demir aktivitesini arttirict selatdr Ozellikleri nedeniyle olabilecegi diisiiniildii.
MagNP’lerinin demir-gelator tedaviler agisindan umut vaad edici oldugu, ayn1 zamanda
hem bu tiir selator tedavileri hem de demir-bazli tan1 ve tedaviyi birlestiren uygulamalar
(teranostik) acisindan gelecekte daha fazla arasgtirmalara ihtiya¢ oldugu sonucuna

varildi.

Anahtar Kelimeler: Magnetolipozom, Timokinon, Selator, Fitozom, Demir,

Glioblastoma
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BIOSYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF THYMOQUINONE-BASED
MAGNETOLIPOSOME AND PHYTOSOME NANOPARTICLES AND
INVESTIGATION OF THEIR EFFECTS ON IRON METABOLISM OF

GLIOBLASTOMA CELLS

Sibel Azizenur OZTURK

Doctor of Philosophy, Department of Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. Funda Nuray YALCIN
Co- Supervisor: Prof. Dr. Ismail OCSOY

January 2024, 248 pages

Treatments for Glioblastoma (GB), a fatal brain tumor characterized by treatment
resistance and relapses are inadequate. Therefore, in this study, in order to contribute to
the treatment strategies targeting iron-based cell death, Magnetoliposome (Mag)
nanoparticles (NP) to increase iron function in the cell and Phytosome NPs to reduce

iron function in the cell were synthesized to test two opposing treatments in GB cells.

Based on the chelating property of thymoquinone (TQ), TQ-FeNPs were first
synthesized using the green method. Then, TQ-FeNPs were loaded into the prepared
liposomes for acting as an active ingredient and MagNPs were created. Additionally,

TQ-based FitNPs were prepared. The characterizations of the two NPs were performed.



In U87-MG GB cells, the effects of NPs on on cytotoxicity, apoptosis, free radical and

lipid peroxidation, as well as their iron chelating activities in the cells were examined.

The functional band and binding properties (FT-IR) of TQ, Fe and phospholipid
contents of NPs; their elemental structures and purities (EDX); their round-looking
morphological structure (STEM); and <100nm sized of their, their homogeneously
distributed (DLS/pdi) and the stable structures of their (zeta potential) were seen and
they were confirmed to be NP. %EEs of NPs are 75%, their release characteristics are as

first burst and then controlled release and their stabilities are medium were evaluated

In GB cells, the ICso dose of NPs was determined as 0.05mg/ml. In U87-MG cells, the
dose-dependent effects of FitNPs on enhancing apoptosis, and their reducing effects on
ROS and lipid peroxidation levels were attributed to the dominance of the antioxidant
properties of TQ; additionally their reducing effects on iron activity would be low due
to their less chelating activities were concluded. Since the fact that not being seen of
effects of MagNPs on apoptosis, significantly high effects of their on ROS and lipid
peroxidation levels, and significantly high of their chelator activities were thought that
the MagNP-ferroptosis relationship should be elucidated in further studies because of

predicted that the cytotoxic effects of their on GB cells may be through ferroptosis.

As a result, it is a first because of not seen in the literature of NPs like TQFe-Mag.
Additionaly it was throught that their cytotoxicicities seen in GB cells may be due to
their chelator properties that increase iron activity at high levels. It was concluded that
MagNPs are promising in terms of iron-chelator therapies, at the same time that further
researcies are needed in the future in terms of both in such chelator treatments and that

applications combined of iron-based diagnosis and treatment (theranostics)

Keywords:  Magnetoliposome, Thymoquinone, Chelator, Phytosome, Iron,

Glioblastoma.
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1. GIRIS

Glioblastoma multiforme (GB), tan1 sonrasi ortalama yasam siiresi bir yildan az olan
agresif bir beyin tiimoriidiir. Yetiskinlerde yaygin olarak goriilen GB’nin, kemoterapi ve
radyoterapi gibi geleneksel kanser tedavilerine kars1 gosterdigi direng ve tedavi sonrasi
yiiksek oranda niikslerin goriilmesi, agresifliginin baslica nedeni olarak goriilmektedir
(McKinnon ve ark., 2021). Bunun yanisira, beyin homeostazisi yoniinden énemli bir
fizyolojik yap1 olan kan beyin bariyeri (KBB)'nin varhigi, etkili ila¢ dagiliminin
yapilamamas1 agisindan GB tedavisinde Onemli bir engel teskil etmektedir (Steeg,
2021). Ayrica, GB tiimor yapisinda yiiksek oranda oldugu bildirilen kanser kok hiicre
(KKH) populasyonu, tedaviye diren¢ ve niikslerin sik goriilmesinden sorumlu
tutulmaktadir. (Bao ve ark., 2006a; Chalmers, 2007). Bu tedavi engellerinin varlifina ek
olarak, gilinlimiiz kanser tedavilerinde kullanilan radyo/kemoterapinin yalniz kanser
hiicreleri icin degil, ayn1 zamanda normal hiicreler icin de toksik etkili oldugu
bilinmektedir (Chalmers, 2007; Yang ve ark., 2022). Dolayis1 ile tiim bu sinirlamalar,
hala kesin teavisi bulunamayan GB i¢in, sadece bulundugu bolgeye hedefli, KBB’ini
asabilecek, diren¢ sorununun {iistesinden gelebilecek ve minimum doz ayarlamalari ile
normal hiicrelere toksik etkili olmayacak, daha etkin tedavi yontemlerinin arayiglarina

yol agmaktadir. (McKinnon ve ark., 2021; Steeg, 2021; Yang ve ark., 2022).

Viicutta oksijen taginimi, hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi bakimindan ¢ok
onemli olan demir elementinin homeostazisini korumak i¢in, alim, ihrag¢ ve depolanma
ile ilgili mekanizmalar siki bir sekilde kontrol edilmektedir (Hentze ve ark., 2010;
Wang ve Pantopoulos, 2011). Yapilan bir¢ok arastirmalar, kanser hiicrelerinde bu
mekanizmalarin degismis oldugunu ve belirsiz ¢ogalma ile birlikte gelen yogun enerji
talebini desteklemek i¢in normal dokulardan daha fazla demir gereksinimine ihtiyag
duydugunu ortaya koymaktadir (Torti ve Torti, 2013; Torti ve ark., 2018). Kanitlar,
demirin mutajenik potansiyelde dnemli oldugunu ve normal hiicrelerde asir1 demirin,
serbest radikallerin iiretimi sonucu kanser riskinin artmasina yol a¢tigin1 gostermektedir
(Bystrom ve ark., 2014; Sun ve ark., 2018; Rinaldi ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2009).
Bununla birlikte, demirin, DNA sentezine katkida bulunmak sureti ile kanser
hiicrelerinde ¢ogalmay1 ve gelisimi tesvik ettigi de bildirilmektedir (Manz ve ark.,
2016). Bu nedenle, yiiksek demir ihtiyaci ve genislemis labil demir havuzu (LfeH),
1



kanser hiicrelerinde belirgin bir 6zellik olarak goriilmekte ve kanser hiicrelerini normal
hiicrelerden ayiran dikkate deger bir farklilik olarak kabul edilmektedir (Recalcati ve
ark., 2019; Bystrom ve ark., 2014; Sun ve ark., 2018). Ayrica indiiklenen demir
yoksunluguna KKH’lerinin, kanser hiicre topluluguna gore daha yiiksek duyarl
oldugunun bilgisi, GB gibi KKH’leri bakimindan yiiksek oranlara sahip kanserlerde
(Tchoghandjian ve ark., 2010; Rath ve ark., 2013; Bao ve ark., 2019), demir ile ilgili

tedavi stratejilerini gelistirmenin 6nemli bir yaklagim olabilecegini gostermektedir.

Artan demir birikiminin sik Fenton reaksiyonuna girmesi sonucu olusan ROS
tirtinlerinin lipit peroksidasyonunu indiiklemesi ile demire bagimli bir programli hiicre
6lim formu olan “ferroptoz” gelismektedir (Dixon ve Stockwell, 2019; Dixon ve ark.,
2012; Gao ve ark., 2015a; Li ve ark., 2020; Cao ve Dixon, 2016). Salinomisin ve
ironomisin gibi demir seviyelerini arttiran ajanlarin, kanser hiicrelerinde zaten yiiksek
olan demir seviyelerinin daha da fazla artmasina neden olarak ferroptoz mekanizmasini
indiikledigi bildirilmektedir (Mai ve ark., 2017; El Hout ve ark., 2018). Bdylece ilk
kanitlar, basta KKH’leri olmak iizere, kanser hiicrelerinin 6zellikle demir seviyelerinin
asirt yiikselmesine karst savunmasiz oldugunu ve ferroptoz indiikleyicilerinin etkili
kanser onleyici ilaglar olabilecegini gostermektedir (Wang ve ark., 2022; Liang ve ark.,
2019a; Zhang ve ark., 2022; Hassannia ve ark., 2019). Bu goézlemler demir hedefli

kanser tedavisi i¢in yeni miidahale firsatlarini giindeme getirmektedir.

Diger taraftan, demir ylikleme hedeflemelerinin aksine, kanser hiicrelerinin demir
thtiyacinin 6nlenmesi gibi tedavi stratejileri de yeni arastirma konulari arasindadir. Bu
tiir tedavilerden biri, kanser hiicrelerindeki demir fazlaliginin cesitli selatorler araciligi
ile azaltilmasidir. Bu yonlii ilk ¢aligmalar, klinik olarak onaylanmis spesifik bir demir
selatorii olan desferoksamin (Desferal) ile yapilmistir ve bazi kanserlerde terapotik
basarilar elde edilmistir (Chaston ve ark., 2003; Cuccurullo ve ark., 1994). Ayrica,
calismalar, demir selatorlerinin hem KKH'leri hem de farklilasmis kanser hiicreleri
tizerinde Onemli antiproliferatif etkilerinin oldugunu bildirirken, normal hiicreler
tizerinde yan etkilerinin olmadigini rapor etmektedir (Katsura ve ark., 2019; Zhao ve
ark., 2018). Ancak giiniimiizde selatorlerin ciddi toksik yan etkilerinin olmasi
kullaniminda kisitlamalara neden olmaktadir. (Ellis ve ark., 2006; Feng ve ark., 1994;

Faa ve ark.,, 1999). Bu dezavantajlar nedeniyle daha etkin demir selatorlerinin
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gelistirilmesine yonelik calismalar, Ozellikle bazi fitobilesenlerin demir-selator
kompleksi seklinde baglanarak, selatorlerin, pasif metal baglama etkilerinin yerine, aktif
olarak antikanser etkinliklerinin de olabilecegini gostermektedir (Richardson ve ark.,
2002; Liu ve ark., 2002).

Son zamanlarda yeni kanser tedavi stratejilerinin olusturulmasinda ¢ogunlukla bitki
ekstrelerinden faydalanilmakta ve bu dogal fitokimyasallarin kanser tedavisinde aday
etken maddeler olabilecegi sonucuna varilmaktadir (Dumitru ve ark., 2018; Kanarek ve
ark., 2020). Yiizyillardir halk ilaci olarak kullanilan Nigella sativa (Corek otu, Black
cumin) bitkisinin, yapisinda barindirdigi en 6nemli aktif bilesen olan Timokinon (TQ),
bu aday dogal bilesiklerden biri olarak goriilmektedir (Gali-Muhtasib ve ark., 2006;
Taborsky ve ark., 2012).

TQ, antikanser (Shoieb ve ark., 2003; Majdalawieh ve ark., 2017), antimikrobiyal
(Hanafy ve ark., 1991), antienflamatuar (Taka ve ark., 2018; Chehl ve ark., 2009) ve
antioksidan (Ismail ve ark., 2010) aktiviteler gibi bircok 6zellikleri barindiran kiigiik,
lipofilik, monoterpenik bir kinon bilesiktir (Bourgou ve ark., 2010; Yusufi ve ark.,
2013; Banerjee ve ark., 2009). TQ’nun, GB (Kolli- Bouhafs ve ark., 2012) dahil,
akciger karsinomu (Yang ve ark., 2015), meme karsinomu (Bhattacharya ve ark., 2015),
kolorektal karsinom (Gali-Muhtasib ve ark., 2004a), hepatoseliiler karsinom (Ahmed ve
ark., 2008), pankreatik karsinom (Banerjee ve ark., 2009), gastrik karsinom (Feng ve
ark., 2017), prostat karsinomu (Kaseb ve ark., 2007) ve undiferansiye tiroid karsinomu
(Ozturk ve ark., 2017) gibi birgok agresif kanserde hiicre oOliiminii tetikledigi
bildirilmektedir. Ayrica yeni arastirmalar, TQ un KKH’leri iizerinde de sitotoksik etkili
olabilecegini ileri slirmektedir (Bashmail ve ark., 2020; Ndreshkjana ve ark., 2019;
Ibiyeye ve ark., 2020). Son zamanlarda farkli formlarda TQ yiikli nanopartikiiller
tizerinde odakli ¢alismalar, literatiirde goriilmektedir (Allout ve ark., 2018;
Bhattacharya ve ark., 2015). Ayrica, yeni yapilan ¢aligmalar, demir ve TQ arasinda ¢ok
net ve hizli olusan bir reaksiyon sonucu kompleks olusumunun meydana geldigini
bildirmektedir. TQ nun demirle bu hizli bilesik yapma 6zelligi, onun iyi bir selator olma
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Kishwar ve ark., 2012). Ancak,

monoterpenik ve lipofilik yapisi, tedavi uygulamalarinda sorun teskil etmektedir.



Giliniimiizde, kanser tedavisi yoniinden yeni, etkin ve fonksiyonel ilag tasiyici terapotik
tirtinlerin gelistirilmesine firsat saglayan nanoteknolojik yontemler, TQ gibi, tedavi
uygulamalarinda sorun teskil eden fitobigenlerin, uygun nano tasiyici sistemlerle
bozunmadan, korunarak, minimal dozda ve secici bir sekilde tasinmalarna firsat
vermektedir (Zhang ve ark., 2019d; Haglund ve ark., 2009). Nontoksik, biyouyumlu,
biyobozunur ve kolay modifiye edilebilme avantajlari nedeniyle, kanser
arastirmalarinda en ¢ok kullanilan nanotasiyici sistemlerden biri olan lipozomlar,
hiicresel zarlara benzeyen, ¢ift tabakali, kapali sistemlerdir. Etken maddeyi fosfolipit
tabakasinda ve/veya icteki sulu kisma hapsederek tasiyabilen lipozomlar, amfifilik
ozellikleri nedeniyle, lipofilik ve/veya hidrofilik etken maddelerin, dis etkilerden
korunarak, stabil bir sekilde ve kontrollii salim yaparak tasinabilmesini miimkiin
kilmaktadir (Gupta ve ark., 2011; Jadhav ve ark., 2012). Son zamanlarda, fito aktif
bilesenlerin lipozomal yapilara hapsedilmeden, fosfolipit tabakaya baglanarak taginmasi
anlamma gelen fitozom teknolojisi ile fitobilesenlerin tedaviye yonelik uygulama
dezavantajlarina ¢6ziim sunulmaktadir (Allemailem ve ark., 2021, Saraf ve ark., 2010).
Ayrica, ¢evre dostu ve kolay uygulanabilen yesil biyosentez de, toksik metallerin
iyilestirilmesine firsat veren, alternatif ve etkili bir nano metod olarak, son zamanlarda
kanser tedavi uygulamalarimin gelistirilmesi acisindan biiyiik ilgi gormektedir
(Singamaneni ve ark., 2011; Mahdavi ve ark., 2013; Iravani ve ark., 2011; Khan ve ark.,
2017a; Makarov ve ark., 2014b).

Yukarida verilen bilgilerin 1s181nda, GB’nin mevcut tedavi yetersizlikleri nedeniyle yeni
bir strateji saglayacak yontemlerin arastirilmasina acil ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle
GB  hiicrelerinde demir fonksiyonunu diizenleyecek selatlamaya yonelik bir
modiilasyonun yapilmasi, GB tedavisinde rol oynayan onemli bir adim olacaktir.
Giliniimiizde, GB tedavisine yonelik ¢ok sayida calisma bulunmaktadir ancak, GB
kanser hiicrelerinde demir mekanizmasina yonelik yeni tedavi stratejilerini gelistirmek
amact ile TQ bazli, demir nanopartikiill (NP)’lerini igeren, tamamen dogal
Magnetolipozom (Mag) NP’lerine benzer bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu hedef
dogrultusunda, demirin kanser {lizerindeki etkileri nedeniyle, demir modiilasyonu i¢in
sentezlenen TQ-bazli NP’lerin, GB hiicrelerinin demir fonksiyonuna olan etkilerinin

incelenmesi bu tezin amacini olusturmaktadir.



Bu amagla, GB hiicrelerinde demir bazli 6liimiin gelistirilmesi i¢in once, yesil metod
uygulanarak, TQ-Fe NP’leri sentezlenmistir. Bu sentezlenen TQ-Fe NP’lerini, etken
madde gorevi gormesi i¢in dogal fosfolipitlere baglamak suretiyle Mag NP’leri elde
edilmistir. Ek olarak, demir bazli olmayan, fitozom teknolojisiyle hazirlanan TQ bazl
Fitozom (Fit) NP’leri sentezlenmistir. Boylece, Mag NP’leri demir islevini arttirma
yoniinden, Fit NP’leri ise demir islevini azaltma yoniinden, birbirlerine zit etkili
gorevler i¢in sentezlenerek, GB hiicrelerinde demir fonksiyonu iizerine olan etkileri
arastiritlmis ve karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. TQ-Fe NP’leri ise, sadece Mag
NP’lerini konfirme amaciyla kullanilmistir. NP’lerin sentez ve karakterizasyon
islemlerinin ardindan, U87-MG GB hiicre hatt1 {izerinde in vitro olarak, hiicre canliligi,
apoptozu indiikleme, serbest radikal olusturma ve lipit peroksidasyonunu baslatma
tizerine olan etkileri ve GB hiicrelerinde demir selatlama yoniindeki aktiviteleri

incelenerek, istatistiksel olarak degerlendirilmis ve yorumlanmistir



2. GENEL BILGILER

2.1. Glioblastoma
2.1.1. Tanimlama ve Epidemiyolojisi

Beyindeki hiicre ve yapilardan koken alarak biiyiiyen glial timorler, beynin en sik
goriilen timor grubudur. Bu glial tiimor grubundan olan astrositomalarin IV. evresi
olarak kabul edilen glioblastoma multiforme (GB), en agresif Sliimciil karakterli
malignitelerden biri olup, ayn1 zamanda eriskinlerde en sik goriilen primer malign beyin

tiimdriidiir (McKinnon ve ark., 2021; Sung ve ark., 2021).

GB, tiim santral sinir sistemi timorlerinin % 14,5'in1 ve primer beyin tiimorlerinin % 3-
15'ini olusturmaktadir. Erkeklerde kadinlara gore 1,6 kat daha fazla olmak iizere,
ortalama yilda 100.000 kiside 5,2 oraninda goriilmekte olup, ileri dekadlarda (ortalama
60 yag) goriilme siklig1 artmaktadir. Ancak ¢ocukluk yaslarinda nadir olmakla birlikte
(pediyatrik popiilasyonda 0,85/100.000) her yasta goriilebilmektedir. GB’nin genel
sagkalimi diisiiktiir, tanis1 konulduktan sonra hastalarin sagkalim siiresi, 12-18 ay kadar

oldugu bildirilmektedir (Finch ve ark., 2021; Bray ve ark., 2020).

2.1.2. Risk Faktorleri

Melatoninin EZH2-NOTCH-1 sinyallemesi yoluyla, radyoterapi ile tedavi edilen GB'li
hastalarin hayatta kalma siiresini arttirdig1 bildirilmektedir. Ayrica uyku bozukluklar: ve
melatonin eksikligi, tiimoriin ilerleme potansiyelini siddetlendiren faktorler olarak

goriilmektedir (Samanic ve ark., 2021; Oreskovic ve ark., 2021).

Iyonlastiric1 radyasyon, hiicrelerde mutasyonlarin goriilme sikligmni arttirmakradir. 1-2
Gy'lik dozlarin noronal timor riskinde 8,1 ila 52,3 kat artisa neden oldugu
belgelenmistir. Cocukluk ¢caginda beyine uygulanan radyoterapi sonrasi, merkezi sinir
sistemi tiimorlerinde dozla orantili olarak artis gosterdigi tespit edilmistir (Pearce ve
ark., 2012; Baan ve ark., 2011). Mobil telefon kullanimina fazla maruziyetin, glioma
gelistirme riskinde % 40’lara kadar artis oldugunun bildirilmesi, fazla maruziyetin
kiimiilatif etkisi nedeniyle olabilecegini gostermektedir (Villeneuve ve ark., 2021; Baan

ve ark., 2011).



2.1.3. Tanis1

GB tanisi, MRI goriintiillemenin ardindan histopatolojik ve molekiiler bilgilerin
birlestirilmesine dayanmaktadir. Genetik ve fenotipik olarak heterojen tiimor
gruplarindan olugsan GB, nekroz ve vaskiiler proliferasyon 6zellikleri goz dniine alinarak

tan1 konulabilmektedir (Reuss ve ark., 2023; Komori ve ark., 2021).

Sekil 2.1. Globlastomanin MRI goriintiisii
(https://imagines.app.goo.gl/uY DkwdYMTGZhDtie7).

Gilinlimiizde, klinik belirtilerden 6nce GB’y1, asemptomatik olan baslangi¢ seviyesinde
teshis edebilecek tan1 yontemi vaya tarama belirteci bulunmamaktadir. GB’ya tam
koydurabilecek goriintiileme yontemi karakteristik MRI bulgusudur. En sik tuttugu
lokalizasyon frontal ve temporal loblar, oldugu bildirilmektedir. MRI’da merkezde bir
kontrast varlig1 ve ¢evresinde asir1 yogun parlak bir halka yapisinin goriilmesi, parmak
izi niteligini tasimaktadir. Bu merkezin, nekrotik dokudan olustugu ve kotii prognozun
biiylik 6lciide gostergesi oldugu bildirilmektedir (Sekil 2.1). Parlak halka kisim ise,
hizla ¢ogalan, agresif hiicrelerin ve saglam bir kan-beyin bariyerinin varli§inin
gostergesi olarak kabul edilmekte ve mikrovaskiiler hiperplazinin, endotelyal
proliferasyonun ve anjiyogenezin belirtisi niteligini tasimaktadir (Sekil 2.1). GB’da
anjiogenezin oldukca yiiksek oranlarda olmasi nedeniyle, tiimor proliferasyon orant
biiylik ve buna bagli olarak tiimdr merkezi, nekrotik olarak goriilmektedir (Brat, 2012;
DeAngelis, 2001).



GB tanisi, yiiksek vaskiilarite, psddopalisading nekroz ve c¢evredeki normal beyin
dokusuna infiltrasyon gibi histolojik Ozelliklere dayanmaktadir. GB’lar makroskopik
olarak normal ¢evre dokulardan iyi simirlarla ayrilmis olarak goziikmesine ragmen,
mikroskopik yonden tiimor kitlesinden uzaktaki dokuya infiltre oldugu goriilmektedir.
Bu nedenle, GFAP (glial fibriler asidik protein) histokimyasal metodu ile boyamada,
farklilasmamis hiicrelerin goriilmesi, GB’nin tanisinda 6nemli bir kriter olarak

gorilmektedir (Brat, 2012; Brat, 2004; DeAngelis, 2001).

2.1.4. Molekiiler Degisiklikleri

GB’nin molekiiler belirtegleri, spesifik tiimor tiplerinin farklilasmasi ve progresyonu
hakkinda bilgi vererek, prediktif bilgilere ulasmamiz1 kolaylastirmaktadir (Zhu ve
Parada, 2002; Brat, 2012). GB’nin gelismesi, yayilmasi ve ilerlemesinde etkili olan ve
tani, tedavi ve prognoz hakkinda bilgi veren onemli molekiiler degisiklikler asagida

Ozetlenmistir:

IDH (Izositrat Dehidrogenaz); mutasyonu, sekonder GB’lar olan diisiik dereceli
astrositom ve oligodendrogliom igin tipiktir ve ¢cok daha iyi bir prognozun gdstergesi
olarak kabul edilmektedir. GB’da kotli prognoz belirteci olan izositratdehidrogenaz
(IDH)-wildtip, % 90 gibi yiiksek oranlarda goriilmektedir. Bu durum tedaviye yanitin
takibini miimkiin kilmasi a¢isindan onem tasimaktadir (Reuss ve ark., 2023; Yan ve
ark., 2009). IDH, IDH1 ve 2 genleri tarafindan kodlanan metabolik enzimler olup, krebs
siklusunda  izositratin  alfa-ketoglutarat’a  donlisimiinii ~ kataliz ~ etmektir.
Mutasyonlarinda, krebs siklusundaki ara bilesik olan alfa-ketoglutarat iiretimi yerine,
bir onkometabolit olan 2-hidroksigluteratin (2-HG) asir1 diizeyde tiretimi gériilmektedir.
Bu nedenle IDH mutasyonu, hiicre mikrogevresinin degismesi, epitelmezenkimal
gecisin uyarilmasi, protoonkogenlerin ifadesinin artmasi, DNA onarim mekanizmasinin
bloke edilmesi, epigenetik diizenlemelerin degismesi ve hiicre farklilagsma
dongiisiiniiniin bozulmasi ile sonu¢lanmaktadir. Bunlarla birlikte hiicrelerin daha az
oksijen ortaminda yasamalarin1 destekleyecek genlerin aktif hale gelmesine ve tiimor
olusumuna katkida bulunan anjiogenezisin hizlanmasina da aracilik etmektedir (Garrett

ve ark., 2018; Liu ve ark., 2012; Reuss ve ark., 2023; Chaurasia ve ark., 2016).

MGMT (O6 - Metilguanin DNA Metiltransferaz); geni, kromozom 10926 iizerinde

bulunur ve guaninin O6 pozisyonundaki alkil grubunu ¢ikarmak suretiyle DNA onarimi



yapan bir proteini kodlamaktadir. GB kemoterapisinde alkilleyici bir ajan olan
Temozolomid (TMZ), DNA'y1 guanin igin N7 ve O6 ve adenin i¢in N3 atomlarindan
metilleyerek hasar olusturmak suretiyle calismaktadir ve bu ajana karsi farkli hasta
yanitlarinin oldugu bildirilmektedir. TMZ etkinliginin artis1, MGMT ekspresyonunun
ve aktivitesinin azlig1 ile iliskili olmas1 nedeniyle bu enzim, GB tedavi hassasiyetinin
bir belirteci olarak kabul edilmektedir (Johannessen ve Bjerkvig, 2012; Krakstad ve
Chekenya, 2010).

ATRX (A - Thalasemi / Mental Retardasyon Sendrom — X); mutasyonu, primer GB’ya
gore sekonder GB'da daha sik  (yaklasik %57) meydana gelmektedir. ATRX
mutasyonlari, TP53 mutasyonlari ile ve yiiksek oranlarda IDH mutasyonu ile birlikte
goriilmektedir. Xq21.1'de bulunan ATRX geni, kromatin yeniden diizenlemesine neden
olmakta ve ekspresyon kaybi, pozitif prognostik faktor olarak kabul edilmektedir (Liu
ve ark., 2012; Chaurasia ve ark., 2016).

EGFR (Epidermal Biiyiime Faktorii); 7p12 gen lokusunda lokalize EGFR, EGF
(epidermal biiylime faktorii) tarafindan aktive edilen bir reseptordiir. En yaygin
mutasyonu olan EGFRvVIII, neredeyse sadece amplifikasyona yol agmakta ve hiicre
proliferasyonu, transformasyonu, migrasyonu ve anjiojenezi arttirici, apoptozu ise
azaltic1 etkiler gostermektedir (Heimberger ve ark., 2005; Krakstad ve ark., 2010).
EGFR amplifikasyonu, primer GB’da % 40 gibi sik goriilen genetik degisikliklerin
basinda gelmekte ve ¢ogunlukla daha kisa sagkalimla iliskili olarak kotii prognoz
belirteci olarak kabul edilmektedir (Heimberger ve ark., 2005; Johannessen ve Bjerkvig,
2012; Simmons ve ark., 2001).

TP53 (Tumor Protein P53); mutasyonu, %81 oraninda IDH-mutant seconder GB’da
yaygin olarak bulunmakta ve prognoz ile iligkili olarak goriilmesine ragmen, primer
GB'da prognostik bir degere sahip goriilmemektedir. Ancak MGMT ekspresyonunu
arttirarak DNA'ya zarar veren kemoterapoétiklere karsi daha fazla direng gelismesine ve
sonug olarak TMZ duyarliliginin azalmasina neden olmaktadir (England ve ark., 2013;

Chaurasia ve ark., 2016; Ohgaki, 2005 Liu ve ark., 2012; Brat, 2012).

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog); kromozom 10g23 bdlgesinde yer alan, bir

timor supressor gendir ve DNA tamirinde, kromozom stabilitesinde ve apoptotik hiicre



6liimiinde diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. PTEN ifadesinin kaybi1 (LOH), IDH-
wild tip (primer) GB olgularinda % 60-80 oraninda goriilmekte ve cogunlukla kotii
prognoz ile ilgili olarak kabul edilmektedir (Ohgaki, 2005; Hopkins ve ark., 2014;
Knobbe ve Merlo, 2002; Koul, 2008; Krakstad ve Chekenya, 2010).

1p/19g t(1;19) (qlO;p10) ko-delesyonu; IDH mutasyonu ile birlikteligi,
radyo/kemoterapiye daha iyi yanit verme ve iyi prognoz isareti olarak kabul edilerek,
oligodentrogliomalar i¢in tanisal bakimdan 6nemli kabul edilmekte ve GB’da ayirici

tan1 yoniinden degerlendirilmektedir (Reuss ve ark., 2023; Komori ve ark., 2021).

2.1.5. Siniflandirilmasi

Santral Sinir Sistemi Tiimdrleri'nin WHO tarafindan 2021°deki yeniden gozden gegirme
(5.bask1) sonuglarina gore, beyin tiimdrleri i¢in uluslararasi standart siniflandirmaya
(WHO CNS5) genetik mutasyonlar da dahil edilmistir. WHO CNS5'de gliomalar igin
neredeyse tiim siniflama, IDH-mutant ve 1p/19q ko-delesyonun olup-olmamasina
dayanmakta ve GB, “IDH wild-type 4. derece astrositomalar” olarak adlandirilmaktadir.
Dikkat cekici bir sekilde, "glioblastoma" terimi yalnizca IDH-wild tip timorler igin
kullanilmaya devam etmekte ve derece 4 tiimorler malignite spektrumunun en iist ucunu

temsil etmektedir (Reuss ve ark., 2023; Komori ve ark., 2021).

Ayrica  WHO CNS5°de, “yayilma” veya “anaplastik” gibi ek terimler, artik
kullanilmamaktadir. CNSS5 smiflandirmasi, tiimor biiyiimesi ve ilerlemesindeki genetik
faktorlerin  6nemini  yansitmakla birlikte, tiimor siniflandirmasi, tedavisi ve
prognozunun takibinde hastaligin bireysellestirilmesi bakimindan daha fazla genetik

analiz kullanimin1 tesvik etmektedir (Reuss ve ark., 2023; Komori ve ark., 2021).

2.1.6. Geleneksel Tedavi Yontemleri

Gilintimiizde GB’nin tedavisi i¢in uygulanan yaklagimlar; olabilecek en genis rezeksiyon
operasyonuna ilaveten, radyo/kemoterapi kombinasyonudur. Tedavideki son yenilik,
tedavi protokoluna, alkilleyici bir ajan olan TMZ’in ilave edilmesi (75 mg/m?)
yoniindedir. TMZ, DNA’nin kritik bolgelerine metil grubu eklemek suretiyle kanser
hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir. Bu etki TMZ’in aktif metaboliti olan MTIC (5-

(3-metiltriazen-1-yl(imidazol-4-karboksamide) tarafindan gergeklestirilmekte ve en
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fazla, O6 pozisyonundaki guaninin metillenmesi ile epigenetik susturma meydana
gelmektedir. Eklenen metil grubu, MGMT enzimi tarafindan kaldirilarak DNA tamiri
yapilabilmektedir. Dolayisiyla, kanser hiicrelerinde DNA tamirinin yiiksek olacaginin
bir belirtisi olmas1 nedeniyle, MGMT enziminin fazla sentezlenmesi, tedavi direnci ile
iligkilendirilmekte ve MGMT mutasyonu, tedavi ve prognoz takibinde, kemoterapiden
fayda saglama yoniinden kuvvetli bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
TMZ direncinin, tiimor rekiirrensine de zemin hazirladigi bildirilmektedir (Johannessen
ve Bjerkvig, 2012; Krakstad ve Chekenya, 2010; Ohka ve ark., 2012). Ayrica GB
kanser hiicrelerinde yliksek oranda bulundugu bildirilen glioma kok hiicrelerinin de
TMZ direncinden sorumlu oldugu ve sik goriilen rekiirrenslere yol actigi
diisiiniilmektedir (Bao ve ark., 2006a). Ek olarak TMZ tedavisinde kemik iligi
toksisitesi, {iilser, bulanti-kusma, halsizlik, basagrisi gibi birgok yan etkiler de
goriilmektedir. Bu nedenle GB ortalama sagkalim 12 ila 18 ay kadar olup, hala tedavi
edilemeyen bir kanser olarak giiniimiizde uygun tedavi stratejilerinin gelistirilmesini

beklemektedir (Stupp ve ark., 2014; Ramirez ve ark., 2013).

2.1.7. Glioblastomada Tedavi Basarisizhginin Nedenleri

Yapilan yogun arastirmalara ragmen GB gibi smirlamalari olan kanserlere karsi
miicadeleyi kazanmak i¢in mevcut terapi stratejilerinin sonuglar1 hala tatmin edici
olmaktan uzaktir. GB’nin bulundugu fizyolojik bdlge ve sahip oldugu kan-beyin
bariyeri nedeniyle hem cerrahi tedavi hem de sistemik kemoterapi ag¢isindan
kisitlamalar1 bulunmaktadir. Bununla birlikte, GB hiicrelerinin oldukga yiiksek oranda
kanser kok hiicre 6zellikli olma gibi nedenlerinden dolay: tedaviye direng gelismesine
ve niikslere engel olunamamaktadir. Ayrica giinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi gibi terapotik yontemlerin etkinligi sinirhidir
ve bircok yan etkileri mevcuttur. Ilaveten, bu sistemik tedavilerin normal hiicrelere de
toksik olmasi, GB tedavi basarisizliklarinin ana nedenlerindendir (McKinnon ve ark.,

2021; Steeg, 2021; Yang ve ark., 2022).

2.1.7.1. Kan Beyin Bariyeri

Merkezi sinir sisteminin (MSS) normal isleyisini desteklemek i¢in yiiksek diizeyde
kontrol edilen bir mikro ortam gerekmektedir. Beyin, ancak ¢ok iyi kontrol edilen,

dinamik bir ortamda islev gorebilmesi nedeniyle, periferik dolagimdan izole edilmelidir.
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Bu nedenle, periferik dolagimdan ti¢ bariyer sistemi ile ayrilmaktadir. Bunlar; kan-beyin
bariyeri (KBB), kan-beyin omurilik sivisi (BOS) bariyeri ve ependimal bariyer olup, bu
lic bariyer birlikte hareket etmektedir (Sekil 2.2) (Kadry ve ark., 2020; Rip ve ark.,
2009; Daneman ve Prat, 2015; Ballabh ve ark., 2004). Bu bariyerler temel besinlerin ve
norotransmiterlerin serbest gecisine izin verirken toksinlerin istilasina engel olarak
secici gegirgen bir 6zellik gostermektedir. Siki baglantilarla birbirine baglanan siirekli
endotel hiicreleri tarafindan olusturulan KBB’i, maddelerin periferik kan dolasimindan
beyin parankimine serbest difiizyonunu kisitlamakta; ventrikiillerdeki koroid pleksus
epiteli tarafindan olusturulan kan-BOS bariyeri, dolasimdaki kandan BOS’a serbest
difiizyonu kisitlamakta; ventrikiillerdeki epitel hiicrelerinden olusan ependimal bariyer
ise, BOS'tan beyne difiizyonu diizenlemektedir (Sekil 2.2) (Kadry ve ark., 2020; Chen
ve ark., 2012a; Rip ve ark., 2009; Abbott, 2005). Asil spesifik olan KBB, dolasimdaki
kan ile beyin parankimi arasinda genis bir arayliz (20 m2) olusturdugu i¢in beyine ilag
tasinmasinda ana hedef olarak kabul edilmektedir (Hawkins ve Davis, 2005; Rip ve

ark., 2009; de Vries ve ark., 2006).

Viicuttaki normal endotel hiicreleriyle karsilastirildiginda, beyin endotel hiicreleri,
yapisik baglantilar (adherens junctions) ve daha Onemlisi siki baglantilar (tight
junctions) seklinde iki tip hiicresel baglanti ile siki1 bir sekilde kapatilmistir. Adherens
baglantilar hiicreler arasi temasi baslatip siirdiiriirken, siki baglantilar, ¢6ziiniir
bilesiklerin paraselliiler gecisindeki tasinmay1 diizenlemektedir. Yalnizca cap1 4 A'dan
kiigiik olan ¢oziiniir bilesikler, siki dokudaki sulu gozenekten gecebilmektedir. Ayrica,
sik1 baglantilarin sizintisi, ¢evredeki astrositler, perisitler, mikroglialar, néronlar ve
hiicre dis1 matris tarafindan da aktif bir sekilde diizenlenerek, kontrol edilmektedir
(Anderson ve Van Itallie , 2009; Bhowmik ve ark., 2015; Hawkins ve Davis, 2005;
Wolburg ve ark., 2002; Chen ve ark., 2012a). Ek olarak, periferik endotel hiicrelerine
gore daha diisiik endositoz veya transsitoz aktivitelerine sahip olmasi nedeniyle,
transendotelyal tasinmay1 kisitlayan beyin endotel hiicreleri, gegisi engelleyen diger
faktorlerden birini olusturmaktadir (Daneman ve Prat, 2015; Ballabh ve ark., 2004;
Abbott ve ark., 2010). Bunlarin disinda, terapdtik ajanlarin transseliiler yollardan beyine
iletilmesi, ayn1 zamanda, ilaci temizleyen veya ilaci tekrar kana pompalayan tasiyicilar
ve ilac1 metabolize eden enzimler tarafindan da engellenmektedir. Boylece, sik1 baglanti
bolgeleri, biiyiik bir kisitlayict engel olusturarak kiiciik molekiiler ilaglarin % 98'inden

fazlasinin, biiylik molekiiler ilaclarin ise % 100%niin, beyine niifuz etmesini
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engellemektedir (Liebner ve ark., 2011; Anderson ve Van lItallie , 2009; Bhowmik ve
ark., 2015).

b kan Delikli kapiller endotel hilcreler

R L L L L L L L L L]

S8 B0 Koroid fleksus epitel hiicreleri
BOS \ Siki baglantilar

pmss s s Ependimal hiicreler
Hiicreler

a
:Eplller endotel C  SUBDURALALAN
KAN creler T
B o= = Arakronid hiicreler
5 - ff—-'v-":--.‘v,
0000, (©Q) BO! ™ Siki baglantilar
Siki ~
Hiicreler Pineal membran
baglantilar Hiicreler !

Sekil 2.2. insanda a) kan-beyin bariyeri; b) kan-BOS bariyeri ve c) ependimal bariyer
(Kadry ve ark., 2020).

Bu nedenle KBB, merkezi sinir sisteminin homeostazisini korumada temel
mekanizmadir ve ayn1 zamanda patojenlere ve eksojen bilesiklere kars1 da koruma
saglamaktadir (Bhowmik ve ark., 2015; Hawkins ve Davis, 2005). Ancak beyin
tiimorlerinde, etkili ilag dagitimi igin biiyiik bir engel teskil etmektedir. Ornegin
parenteral uygulamay1 takiben terapotik ilaglarin beyindeki seviyeleri plazmadakilerin
yalnizca % 0,01-0,1'ine karsilik geldigi goriilmektedir. Bu nedenele, GB prognozu ayni
zamanda KBB’i boyunca ilag dagitim gecirgenligini da yansitmaktadir (Steeg, 2021;
Bhowmik ve ark., 2015; Chen ve ark., 2012a). Molekiiller, KBB'ni, endojen, reseptor
aracili, tasiyici aracili veya adsorptif aracili tasima sistemleri dahil olmak tizere spesifik
yollardan geg¢ebilmektedir. Bu nedenle biyomolekiil etkilesimlerinin ve parcacik
boyutunun tagima tiirtinde 6nemi vurgulanmaktadir (Rip ve ark., 2009; de Vries ve ark.,
2006). Sonug olarak, 400 Da'dan diisiik, lipofilik molekiillerin ve 200 nm boyutun
altindaki nano yapilarin, pasif diflizyon yoluyla endotel hiicrelerinden endositoza bagl
olarak ya da baglant1 noktalarma niifuz ederek kanser hiicrelerine girebilmeleri, lipit
bazli nanomateryallerin KBB’1 i¢in kritik yapilar oldugunu gostermektedir. (Rip ve ark.,
2009; de Vries ve ark., 2006; Steeg, 2021; Chen ve ark., 2012a).
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Dolayisiyla nanotip, KBB'in iistesinden gelmek ve ilag molekiillerini belirli bir beyin
bolgesine ulastirmak icin temel bir strateji olusturmaktadir. Bu nedenle ilag dagitimina
aracilik edebilen nanomateryaller, beyin tiimorlerini tedavi etmek i¢in etkili ve invaziv
olmayan bir sistem olarak goziikmektedir (Rip ve ark., 2009; de Vries ve ark., 2006;
Steeg, 2021; Chen ve ark., 2012a).

2.1.7.2. Glioblastoma Kanser Kok Hiicreleri

Beyin hiicreleri, noéral kok hiicrelerinden koken alan, ndral (ndronlar ve
oligodendrositler) ve glial (oligodendrositler ve astrositler) olmak iizere iki tip
projenitor hiicrelerinden farklilagsmaktadir. GB’lar primer (de novo) ve sekonder olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Histopatolojik olarak tani konulan GB’larin %90’1 glial
onciil hiicrelerinden direkt olarak gelisen primer tiimorlerdir (Sekil 2.3) (Reuss ve ark.,
2023; Komori ve ark., 2021; Zhu ve Parada, 2002). Primer GB’nin hikayesinde diisiik
evreli gliom Oykiisii bulunmamakta ve hiicresel diizeyde, ¢cok ¢ekirdekli, anaplastik,
yuvarlak veya pleomorfik hiicreler seklinde zayif farklilasma gostermektedir (Dolecek,
2012; Brat, 2012). Geri kalan %10’luk kesimi olusturan sekonder GB’larin ise, bu
diisiik dereceli gliomalardan gelistigi bildirilmektedir (Reuss ve ark., 2023; Zhu ve
Parada, 2002; Komori ve ark., 2021).

Normal MSS Farkllagmas: Glioblastoma Olusumu
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Sekil 2.3. Glioblastomanin kdk hiicrelerden olusumu (Agnihotri ve ark., 2013).
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GB kok hiicre (GKH)’leri, kiiltiirde kendini yenileme, farklilasma ve norosferler
olusturma yetencklerine ek olarak, Notch, Sox, Sonic-Hedgehog (SHH), Nestin ve
CD133 gibi noral kok hiicre belirteclerini eksprese etmeleri de dahil olmak iizere,
NKH’leri ile bir¢ok ortak 6zellikleri paylasmaktadir (Jin ve ark., 2021; Kristoffersen ve
ark., 2013; Hagerstrand ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2008). Bununla birlikte,
GKH'lerinin genetik mutasyon profilleri ile timor olusumu acisindan NKH'lerden

farkliliklar gostermektedir (Ghods ve ark., 2007; Beier ve ark., 2007;).

GKH’lerinde, SHH yolagimin, kendini yenileyebilme kapasitesini diizenlemekle birlikte,
kemoterapide MGMT'nin ifade artisini saglayarak ila¢ direncine neden oldugu
(Melamed ve ark., 2018; Ferruzzi ve ark., 2012; Skoda ve ark., 2018); Wnt/f-katenin
sinyal yolaginin, kendini yenileme yetenegi ve farklilasmanin diizenlenmesini ve timor
poplilasyonunun siirdiiriilmesini sagladigi (Zhang ve ark., 2011; Rajakulendran ve ark.,
2019; Parker ve ark., 2020); Notch yolaginin, angiogenez, farklilasma ve metastaz
olusumuyla ilgili oldugu (Parmigiani ve ark., 2020; Guan ve ark., 2020a;); JAK/STAT
sinyal yolaginin ise, tiimor baslatma ve malign doniisiimde onemli rol oynadigi

gosterilmistir (Shi ve ark., 2018; Masliantsev ve ark., 2018).

GB tiimorlerinin biiyiik ¢ogunlugu, primer tiimoér bolgesinin 2 cm kadar yakininda
niiksetmekte ve bu niikslerde tiimorler siklikla nodiiler bir patern géstermektedir. Bu da,
niikslerin primer timoér olusumundan ziyade, klonal olarak, primer tiimér hiicrelerinin
bir alt kiimesinden tiiretildigi sonucunu vermektedir (Clement ve ark., 2007). Ayrica
GKH'lerinin, nude farelere in vivo transplantasyonunun orijinal timoriin olusumu ile
sonuclanmasi, kok hiicre o6zelliginin bir delili olarak kabul edilmekte ve teshiste

kullanilmaktadir (Folkins ve ark., 2007).

Tiimor olusumunu baglatma yetenegine sahip GKH'leri, genellikle hareketsiz
hiicrelerdir ve bu 6zelligi ile uzun siire hayatta kalma avantajin1 saglamanin yani sira,
genetik mutasyonlarin birikme ihtimalini de arttirmaktadir (Tang ve ark., 2007). DNA
onarim (MGMT upregiilasyonu) (Chakravarti, 2006; Kanzawa ve ark., 2003), ilag
direnci (ABC superfamily tasiyicilarimin ekspresyonu) (Kim ve Morshead; 2003;
Deeley ve ark., 2006) ve apoptoza karsi direng (Ghods ve ark., 2007; Hagerstrand ve
ark., 2011) mekanizmalarinin artmasi ile birlikte, diisiikk proliferatif aktivite gostermesi

sonucu, normal tiimor hiicrelerinin Oliimiine neden olan kemo/radyoterapilerden
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etkilenmeyerek sag kalabilmesini saglamaktadir (Bao ve ark., 2006a; Kang ve Kang,
2007; Liu ve ark., 2006a). Ayrica, vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF)
ekspresyonunu arttirmak gibi tiimor anjiyogenezini, dolayisi ile metastazlar tesvik
etmekte ve bunun sonucu, tiimoriin tekrarlanmasi ile sonuglanan hizli agresif yapi, hasta
Olimlerinin goriillmesine neden olmaktadir (Bao ve ark., 2006b; Liu ve ark., 2007).
Ancak, timor popiilasyonlari ameliyat, kemoterapi veya radyoterapi gibi nedenlerle
O0lmesi durumunda uyarilmakta ve katlanarak sayilarmi arttirmaktadir (Liu ve ark.,
2007; Kang ve Kang, 2007). Boylece, GKH'lerin, GB niiksiiniin ve tedavi direncinin
arkasindaki itici gii¢ oldugu ileri siiriilmektedir (Bao ve ark., 2006a; Kang ve Kang,
2007; Liu ve ark., 2007).

2.1.8. Glioblastomada Yeni Tedavi Strateji Arayislar

Kanser tedavilerinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmesine ragmen ozellikle GB gibi
agresif kanser hiicrelerine yonelik cesitli yaklasimlarin sonuglari hala tatmin edici
olmaktan uzaktir. Mevcut kemoterapdtiklerin ve diger tedavilerin yetersizligi nedeniyle,
GB tedavisi icin genel bir strateji saglayabilecek ortak bir hedef arayisi devam
etmektedir. Demirin hiicre i¢indeki roliiniin, 6ngériilenden ¢ok daha etkili oldugu, daha
once bilinmeyen mekanizmalarinin kesfinden sonra anlasilmaktadir. Giiniimiizde, demir
ve kanser arasinda daha once tanimlanmus iligkilerin yeni baglantilarinin bulunmasi ve
demirin mekanistik temellerinin ortaya cikarilmasi, timor davranisini ve ilag yanitini
etkileyen, demir igeren kanser tedavileri yOniinden yeni miidahale firsatlarinin

dogmasina yol agmaktadir (Silantyev ve ark., 2019; Bystrom ve ark., 2014).

2.1.8.1. Demir Metabolizmasi

Demir, solunum metabolizmasina ilaveten, hiicre metabolizmasinda goérdiigii bir¢ok
gorevleri nedeniyle canlilik i¢cin ¢cok donemli bir elementtir. Organizmada ii¢-bes gram
kadar en fazla bulunan demir, toksik etki gostermesi nedeniyle sinirl bir aralikta ve ok
siki kontrol altinda tutulmasi1 gerekmektedir (Bystrom ve Rivella, 2015; Winter ve ark.,
2014). Demir metabolizmasi, demir alimi, depolama ve demir atilimi seklinde ii¢ ana
boliimden olusmaktadir. Ancak insanlar i¢in, hiicrelerinin doékiilmesi ve kan kaybi
disinda demir atilimi igin fizyolojik yollarin bulunmamasi, alim ve depolama
islevlerinin diizenlenerek sistemik ve hiicresel demir homeostazisinin siirdiiriilmesi daha

onemli hale gelmektedir. Bu durum, viicutta demirin sirkiile edilerek tekrar kullanimini
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gerektirmektedir. (Pantopoulos ve ark., 2012; Hentze ve ark., 2010; Torti ve Torti,
2013).

Demir diyetten, duodenal enterositlerin apikal ylizeyindeki divalanmetal tagiyici 1
(DMT1) ve duodenal sitokrom b (DcytB) tarafindan Fe™iin Fe*ye indirgenmesi
seklinde alinmakta ve eritrositlerin pargalanmasi sonucu agiga c¢ikan demir, dalak
retikiilloendotelyal makrofajlar tarafindan tekrar kullanimi saglanmaktadir. Ancak, asil
hiicre icine dengeli bir sekilde girip ¢ikma trafigi ile kontrol edilmektedir (Sekil 2.4)
(Pantopoulos ve ark., 2012; Torti ve Torti, 2013).
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Sekil 2.4. Insanda sistemik demir homeostazisi (Torti ve Torti, 2013).

Demir, hiicreye transferrin (Tf) ile tasinmak suretiyle hiicre zarina getirilmekte ve
Tfnin hiicre zar1 {izerindeki reseptoriine (TfR1) baglanmasi ile reseptdr aracili
endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinmaktadir. Hiicre i¢inde asitlesen endozom ortaminda
demir, Tf'den Fe™ olarak ayrilmakta; Prostat 3'iin alti transmembran epitelyal antijeni
(STEAP3) tarafindan Fe*, Fe+2'ye indirgenmekte; DMTI1 araciligiyla Fe™?,
sitoplazmaya tasinmakta ve ardindan, kullanilmak {izere sitozolik “kararsiz demir

havuzuna” (LfeP) depolanmaktadir. Hiicresel demirin fazlasi ya ferritinde depolanmakta
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ya da ferroportin (Fpn) yoluyla disariya aktarilmaktadir (Sekil 2.5) (Anderson ve Vulpe,
2009; Pantopoulos ve ark., 2012)

Demir sirkiilasyonu, DNA stabilitesi ve hiicre dongiisii ilerlemesinde rol oynayan
enzimler, solunum komplekslerinde rol oynayan mitokondriyal enzimler ve peroksidaz
ve katalaz gibi detoksifiye edici enzimler dahil olmak {iizere, cesitli heme demiri ve
heme olmayan demiri i¢eren proteinler tarafindan kontrol edilmektedir (Torti ve Torti,
2013). Heme demiri, oksijen baglama ve tasima gibi oksijen metabolizma siirecleri i¢in
hemoglobin ve miyoglobin molekiillerinin yapisi iginde yer alan demiri ifade edeken;
heme-olmayan demir, DNA sentezi ve hiicre dongiisiinde yer alan bir¢ok Onemli
enzimin kofaktdrii olarak, enzim aktif merkezlerinde yer alan demiri temsil etmektedir
(Pantopoulos ve ark., 2012; Hentze ve ark., 2010; Wang ve Pantopoulos, 2011). Ancak,
demir homeostazisi yalnizca demir igeren protein fonksiyonlar: ig¢in gerekli degildir,
ayni zamanda sinyal iletimi ve hiicresel mikro ortami i¢in de kritik olarak dnemde ve

gereklidir (Torti ve Torti, 2013).
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Sekil 2.5. Hiicre i¢i demir alim, depolama ve ihraci (Torti ve Torti, 2013).
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Demirin asil biyolojik aktivitesi, elektronlar1 kabul etme yeteneginde yatmaktadir.
Elektronlara gosterdigi ilgi nedeniyle elektron transferini verimli bir gsekilde
yapabilmekte ve bunun i¢in Fenton gibi redoks o6zellikli reaksiyonlara kolaylikla
katilabilmektedir (Torti ve Torti, 2013). Insan viicudunda demir biyolojik olarak, ferroz
demir (Fe*?) ve ferrik demir (Fe*®) seklinde, bulunmaktadir (Pantopoulos ve ark., 2012).
Fe*?nin hidrojen peroksit (H,0,) ile reaksiyona girerek bir elektron vermesi sonucu bir
reaktif oksijen tiirii (ROS) olan hidroksil radikalleri (¢ HO) olusmaktadir (Pantopoulos
ve ark., 2012; Torti ve Torti, 2013). Bu radikal tiirlerinin, oksidatif olarak degistirilmis
bazlar, abazik alanlar ve DNA iplik¢ik kirilmalarina neden olarak DNA'ya dogrudan
zarar verebilmeleri, kanser gelisimine neden olabilmektedir. Dolayisiyla, fazla demir
miktarinin DNA'ya zarar vermesi, Fenton reaksiyonu ile asir1 iiretilen serbest
radikallerin DNA hasarina yol ag¢masi sonucudur. Bdylece asir1 demir, normal
hiicrelerde DNA hasart olusturmak suretiyle kanser gelisimine katkida bulunurken,
kanser hiicrelerinde ise, DNA sentezine katilma yoluyla hiicrelerin ¢ogalmasini ve
bliylimesini tesvik etmekte ve bu yoni ile kanser gelisimi i¢in 6nemli bir rol

oynamaktadir (Pasricha ve ark., 2021; McLean ve ark., 2008).
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Sekil 2.6. Kanserde demirin rolu (Kawak ve ark., 2023).
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Kanserde degisen demir metabolizmas: iizerine yapilan ¢aligmalar, kanser hiicrelerinde,
demir alimi, depolanmasi ve diizenlenmesiyle ilgili yollarin tiimiiniin bozuldugunu
gostermektedir. Bu durum, kanserde, demire bagli hiicre dongiisiiniin, DNA
replikasyonu ve onarim siireglerinin yani sira, hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF),
P53, Wnt gibi kanserde 6nemli molekiillerin degisimi araciligiyla gelisen sinyal iletimi
ve mikro ¢evrenin de demir ile iligkilendirilebilecegini gostermektedir (Torti ve Torti,
2013) Ayrica kanser hiicrelerinde, ¢ogalma ile ilgili demire bagli proteinlerde artis
gozlenmesi ve birgok kanser hastasinin nedeni heniiz tam belirlenememis demir
eksikligine bagli bir anemiye sahip oldugunun goriilmesi, bu durumu destekler
niteliktedir (Bystrom ve Rivella; 2015; Pantopoulos ve ark., 2012; Hentze ve ark.,
2010). Onemli fare modelli calismalarda, demir tiikenmesinin metastazlari inhibe ettigi
gosterilmis, boylece demirin metastazdaki roliiniin 6nemi vurgulanmistir (Alvarez ve
ark., 2017). Bunlara ¢k olarak, elde edilen son veriler, KKH’lerinin, demire daha fazla
ihtiyag duydugu ve demir alimi, ihract ve depolanmasi ile ilgili proteinlerin
KKH’lerinde, kanser hiicre topluluguna gore daha ¢ok degismis oldugunu
gostermektedir. Yine dikkat c¢ekici bir sekilde, KKH’lerinin, indiiklenen demir
yoksunluguna artmig duyarlilik gostermesi de, KKH’lerinde demir bagimliliginin

belirgin olduguna isaret etmektedir (Wang ve ark., 2022).

Bu nedenle, kanser hiicrelerinde demir miktarlarinin asir1 olmasi ve yiiksek demir
ithtiyacinin yaygin olarak goriilen bir durum haline gelmesi sasirtict olmamaktadir.
Yapilan bir¢ok calismalarda ¢ok sayida kanser olusumundan demirin sorumlu oldugu
rapor edilmektedir (Torti ve Torti, 2013). Bu da demir metabolizmasinin timor
hiicresinin hayatta kalmasi i¢in ¢ok dnemli oldugunu vurgulayan baska bir gostergedir
(Torti ve Torti, 2013). Boylece asir1 demir, normal hiicrelerde DNA hasar1 olusturmak
suretiyle kanser gelisimine katkida bulunurken, kanser hiicrelerinde, DNA sentezine
katilma yoluyla hiicrelerin ¢ogalmasini ve biiylimesini tesvik etme yoniiyle 6nemli bir
rol oynamaktadir (Pasricha ve ark., 2021; McLean ve ark., 2008). Bu nedenle, demir,
kanser siirecinde iki ucu keskin bir kili¢ olarak goriilmekte; bir yandan insan sagligi
acisindan hayati 6neme sahipken, diger yandan, fazlaliginda, tliimér olusumu, biiyiimesi
ve metastazina katki saglamak suretiyle, kanser savunucusu olarak g¢alisabilmektedir
(Thevenod, 2018). Ancak, demir, hiicrelerde ROS artimi ile lipitlere zarar vermek
suretiyle lipid peroksidasyonunu da indiikleyebilmekte ve indiiklenen bu lipit hasari

nedeniyle kanserdeki protiimérijenik faaliyetlerine zit olarak, programli bir hiicre dlim
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formu olan ferroptoz olugumu ile hiicre 6liimiinden de sorumlu tutulmaktadir (Bystrom
ve Rivella, 2015; Winter ve ark., 2014; Cao ve Dixon., 2016). Boylece, giiniimiizde,
demir ve kanser arasinda daha 6nce tanimlanmis iliskilerin altindaki baglantilarin yani
sira, demirin farkli mekanizmatik temelleri ortaya c¢ikarilmis ve bu nedenle, hiicresel
demir seviyesi ve demir mekanizmasi hedefli kanser tedavisi i¢in yeni miidahale
firsatlar1 giindeme gelmistir (Torti ve ark., 2018; Ninomiya ve ark., 2017; Recalcati ve

ark., 2019).

2.1.8.2. Demir Modiilasyonu Yaklasimlari: Ferroptoz

2012 yilinda Stockwell, membranlarda oksitlenmis lipitlerin birikimi ile karakterize,
demire bagimli programli bir hiicre 6limii formunu tanimlamak icin “ferroptoz”
terimini kullanmistir. Ferroptoz, ferro = ferrdz iyon (Fe*?) ve ptosis = diisme
ifadelerinin birlesimi ile, hiicresel demirin, hiicre 6limiinde oynadigi 6énemli rolii ifade
etmektedir (Li ve ark., 2020; Dixon ve ark., 2012). Bu nedenle, ferroptoz, diger hiicre
6limii formlarindan morfolojik, genetik ve biyokimyasal olarak farklilik gosteren
demire bagimli, programli bir hiicre 6lim seklidir (Dixon ve ark., 2012; Yang ve
Stockwell, 2016). Diger hiicre oliimii formlartyla karsilastirildiginda, apoptozdaki
apoptotik cisimler ve otofajinin iligskili oldugu otofagozomlar gibi, kiigiilmiis
goriinimiin  aksine, ferroptoz geciren hiicreler, genislemis, bos sitoplazmali,
karakteristik bir “balon” fenotipine sahip oldugu gosterilmistir (Dixon ve ark., 2012;
Battaglia ve ark., 2020; Tang ve ark., 2019a). Mitokondriyal hacmin azalmasi,
mitokondriyal membran yogunlugunun artmasi ve mitokondriyal kristalarin yoklugu,
ferroptozda goriilen diger morfolojik degisikliklerdir (Cao ve Dixon, 2016; Dixon ve
ark., 2012).

Ferroptoz; apoptotik, nekrotik, otofajik gibi programlanmis hiicre 6liimii yollarindan
farkli olmakla birlikte, biiyiik Olclide reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimiyle
karakterize hiicre 6liim sekli olan oksitoza ¢ok benzemektedir (Emerit ve ark., 2001).
Ferroptozun temel 6zelligi, perokside olmus membran fosfolipidlerin birikimi gibi,
membran lipid bilesimindeki degisikliklere (peroksil radikalleri) ve membran hasarina
duyarli olmasidir. (Cao ve Dixon, 2016; Dixon ve ark., 2012). Bu nedenle lipit
peroksidasyonu, fosfolipidlerin demir katalizli asir1 peroksidasyonu olarak da kabul

edilmekte ve ferroptoz, lipit peroksitlerin birikiminin teshisi ile diger hiicre 6limii
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formlarindan ayirt edilebilmektedir (Cao ve Dixon, 2016; Dixon ve ark., 2012; Gaschler
ve Stockwell, 2017; Stockwell ve ark., 2017).

Ferroptoz 1ii¢ ana diizenleyici yol tarafindan tetiklenmektedir: Bunlar, demir
metabolizmasi, GPX4 yolu ve lipid metabolizmasidir. Demir metabolizmasinda Fe**,
TfR1 tarafindan hiicre igine tasinmakta veya HMOX1 aktivitesi ile hem grubunun
biliverdine doniistiiriilmesi yoluyla elde edilmektedir. Daha sonra Fe**, STEAP3 ile
Fe*?ya indirgenmektedir. NCOA4'iin otofaji yoluyla ferritin bozunmasi da kararsiz
demir havuzuna katkida bulunmaktadir. Fe*? sitozole girdiginde hidrojen peroksit
(H20,) ile Fenton reaksiyonuna girerek serbest radikallerin liretiminde rol oynamakta,
en ¢ok da yiiksek derecede reaktif olan hidroksil radikallerini (*OH) iiretmektedir (Sekil
2.6). Hidroksil radikalleri, kisa 0miirlii olmasi1 sebebiyle, ancak yakin ¢evresinde hasar
olusturabilmekte ve ¢evresindeki birka¢ nanometre araligindaki tiim organik materyale,
ayirim gozetmeksizin zarar vererek hiicresel hasara neden olabilmektedir (Ayala ve ark.,
2014). Boylece, hidroksil radikalleri, hiicresel savunma sistemlerini asan diizeylere
gelmesi ile birlikte artan oksidatif stres sonucu, DNA ve diger biyomolekiillere zarar
vermeye, en fazla da hiicre zarlarma zarar vererek lipit peroksidasyonunun
tetiklenmesine neden olmaktadir (Gaschler ve Stockwell, 2017). Dolayis1 ile hiicre igi
kararsiz demirin artmasi lipit peroksidasyonunun artmasi ile ferroptozu tetiklemektedir
(Ayala ve ark., 2014). Demir, yalnizca Fenton reaksiyonlarini tetikleyen katalizor olarak
degil, aym1 zamanda hidroperoksitleri alkoksil fosfolipid radikaline ayristirmasi
bakimindan ferroptoz indiiksiyonunda da hayati bir rol oynamaktadir (Gaschler ve ark.,

2018).

Ferroptozda onemli olan lipid metabolizmas1 yolunda, arasidonik asit (AA) (ve
PUFA'lar) ACSL4 tarafindan metabolize edilerek agil Co-A iiretilmekte ve LPCAT3
tarafindan esterlestirilmektedir (PE-AA). Daha sonra LOX'ler, lipid peroksitleri iireten
kofaktdr olarak Fe+2'yi kullanarak PUFA (¢oklu doymamis yag asidi)'lar
oksitlemektedir (PE-AA-OOH) (Sekil 2.6) (Dixon ve Stockwell, 2019). PUFA igeren
fosfolipitlerin tekli doymamis yag asitleri (MUFA) icerenlere gore daha kolay
oksitlenebilmesi, lipit peroksidasyonunun daha ¢ok gelismesine yol agmakta ve bu
nedenle lipit metabolizmasini, dogrudan ferroptoz yolu ile iligkilendirilmektedir
(Stockwell ve ark., 2017; Gaschler ve Stockwell, 2017). Bir lipid radikal zincir

reaksiyonu olan lipit peroksidasyonu, hiicre zarmin pargalanmasi ile sonuglanan,
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birbirini takip eden otoamplifikasyon reaksiyonlarmi olusturmaktadir (Chen ve ark.,

2006).

Lipid peroksidasyonu ferroptozu tetiklemek icin gereklidir ve baslangig, yayilma ve
sonlanma olarak ii¢ asamadan meydana gelmektedir: Baslangi¢ asamasinda, hidroksil
radikalleri (OH) ve hidroperoksil radikalleri (OOH) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS),
reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve yiiksek seviyelerde reaktif lipit tiirleri, membranin alilik
karbonundan bir hidrojen atomu ile reaksiyona girmekte ve PUFA'lar, bir lipit
radikaliyle sonuglanmaktadir. Yayillma asamasi sirasinda, lipit radikali, yeni bir lipit
radikali ve lipit peroksit (LOOH) olusturmak i¢in PUFA'lardan baska bir alilik karbon
ile etkilesime girebilen bir peroksil radikali (LOO) olusturarak oksijenle reaksiyona
girmeye duyarlilik gostermektedir. Sonlandirma fazi, iki veya daha fazla lipit peroksil
radikalinin, radikal olmayan iriinler olugturmak tizere GSH (glutatyon) ve GPX4 gibi
antioksidanlarla reaksiyona girmek tizere yiiksek konsantrasyonlara ulagmasiyla
meydana gelmekte ve fizyolojik kosullarda bu siirecin sonlandirilmasina yol agarak
ferroptotik hiicreyi inhibe etmektedir (Yin ve ark., 2011; Ayala ve ark., 2014; Dev ve
Babitt, 2017). Sonlandirma fazi ferroptoz indiikleyiciler tarafindan kesilirse, lipit
peroksitler ~ malondialdehite  (MDA) ve  4-hidroksi-2-nonenal'e  (4-HNE)
parcalanabilmektedir. Bu molekiiller, anahtar proteinlerde toksisiteyi tesvik ederek
hiicre 6liimiinde baslangi¢ olaylarin sinyallenmesinde gérev almaktadir. Aldehid yapili
son iiriinlerden biri olan MDA (malondialdehit)’in uzun yasam siireli olmalar1 ve zarlari
gecgebilme o6zellikleri nedeniyle, bu toksik etkiler ferroptozun gelismesinden sorumlu
olmaktadir (Higdon ve ark., 2012). Bu nedenle lipid peroksidasyonu, biyolojik
sistemlerde ¢cok onemli oksidatif-radikal hasar tiiriidiir ve diger programlanmis hiicre
6liimii formlarindan ayirt edilmesinde, ferroptozun en karakteristik 6zelligi olarak kabul

edilmektedir (Dixon ve ark., 2012; Friedmann ve ark., 2014).

Lipit hidroperoksitlerini ortadan kaldiran onarim sistemindeki kusur, ferroptozun bir
diger 6nemli 6zelligidir. Glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) ile iligkili yollar, membranlar
peroksidasyon hasarina karsi korumak i¢in ferroptoza karsi savunma kalkani olarak
kabul edilmektedir. GPX ailesinin bir enzim iiyesi olan GPX4, fosfolipid
hidroperoksidaz aktivitesi nedeniyle on plana ¢ikmaktadir. GPX, lipit peroksitlerin (PE-
AA-OOH) lipit alkole (PE-AA-OH) indirgenmesi yoluyla lipoperoksidasyon

seviyelerini kontrol altina alarak, hiicreleri ROS'un neden oldugu oksidatif hasardan
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korumakta ve boylece hiicresel lipit homeostazisini saglamak i¢in gorev yapmaktadir
(Sekil 2.6) (Dixon ve Stockwell, 2019; Bochkov ve ark., 2010). Bu nedenle GPX4, lipit
hidroperoksitleri lipit alkole doniistiirdiigii ve bu molekiillerin lipit peroksidasyon
siirecini  tetiklemesini Onledigi i¢in ferroptozun 6nemli bir diizenleyicisi olarak

goriilmektedir (Shah ve ark., 2018; Forcina ve ark., 2019; Friedman ve ark., 2014).
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Sekil 2.7. Ferroptoz yolunun molekiiler mekanizmasi (Souza ve ark., 2022)

Ayrica, lipit peroksidasyonunu indiikleyen baska yontemler de vardir; 6rnegin hem
icermeyen demir olan lipoksijenaz ailesi aracilifiyla demir iceren enzimler PUFA'lar
cesitli lipit hidroperoksitlere katalize edebilmektedir (Kuhn ve ark., 2015).
Lipoksijenazlar (LOX) olarak bilinen, lipit peroksidasyonuna aracilik eden bu grup
enzimin demire bagimli olmasi nedeniyle, demirin bu enzimler izerindeki etkisi
ferroptozda rol oynayabilmektedir (Stockwell ve ark., 2017; Shintoku ve ark., 2017).
Enzimatik lipid peroksidasyonunda, Fe*?, lipoksijenazin ¢oklu doymamus yag asitlerinin
(PUFA) deoksijenasyonunu katalize etmekte ve hidroperoksitlerin olusmasinda énemli
bir indirgeyici olarak c¢alismaktadir (Gaschler ve ark., 2018). Ayrica, ferroptoza
duyarlilik, lipit doygunluk derecesi, fosfolipitlerin hiicresel konumu ve PUFA igeren

fosfolipitlerin sayisi ile de iligskilendirilmektedir (Stockwell ve ark., 2017).
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Demir bagimliligi nedeniyle ferroptozu, demir selatorlerinin inhibe etmesi, yliksek
demir seviyelerinin ise indiiklemesi diger hiicre 6liimii formlarimdan ayirt edici bir
Ozellik olarak goriilmektedir (Cao ve Dixon, 2016). Bu nedenle demir, ferroptoz
indiiksiyonunda hayati bir rol oynamaktadir (Thevenod, 2018 Dixon ve ark., 2012).
Demir, ROS artis1 ile apoptoz ve nekroz gibi diger hiicre 6liim formlarina da
katilmaktadir, ancak, hiicre 6liim yolu mekanizmasinin bir bilegseni olmamaktadir; oysa,
ROS artisi ile lipit peroksidasyonunu tetikleyerek, ferroptozun bir bileseni olmaktan Gte,
baslatic1 olarak anahtar rol oynamaktadir (Thevenod, 2018; Ayala ve ark., 2014).
Dolayistyla, hiicre i¢i demir artiginin yanit sira ROS artisinin  tetiklenmesinin de
ferroptozu indiiklemede 6nemli bir role sahip oldugu goriilmekte ve demir ve ROS
artisin1 manipiile eden arastirmalar 6n plana ¢ikmaktadir (Katsura ve ark., 2019; Ayala

ve ark., 2014).

Bugiine kadar etkili kanser tedavisi i¢in arastirilan, hatta bazilar1 kanser endikasyonlari
acisindan onaylanmis olan cesitli terapdtik stratejiler olmasma ragmen bunlar, temel
olarak apoptotik hiicre 6liimiine odaklanmaktadir. Son zamanlarda, apoptoz bazli
terarotik rejimler kanser hiicreleri tlizerinde tatmin edici sitotoksik etkileri
goriilmemektedir (Dixon ve Stockwell, 2019; Katsura ve ark., 2019). Bu nedenle,
apoptoz ve nekroptoz indiiksiyon tedavisinde basarisiz olan hastalar ferroptoz
indiiksiyon tedavisinden fayda saglayabilecegi goriilmektedir (Liang ve ark., 2019a).
Kanser hiicreleri, artan metabolik ve biliylime hizlar1 nedeniyle daha yiiksek ROS
diizeylerine sahip oldugu icin, ROS seviyelerini daha da yiikselten ferroptoz gibi hiicre
olim mekanizmalari, kanserin tedavisi yoniinde o6zellikle etkili ve spesifik

olabilmektedir (Chiang ve ark., 2018).

Hiicre i¢i demiri modiile ederek kanseri hedeflemeye yonelik yaklasimlar iki kargsit
stratejiyi icermektedir. Bu stratejiler, bir yandan selasyon tedavisi ile demir
tilkkenmesini, diger yandan toksik serbest radikaller iiretmek i¢in agir1 demir yiiklemesini
kapsamaktadir. Bu iki karsit yaklasimdan biri olan, demir yilikleme stratejisi, kanser
hiicrelerine ek demir miktarlar1 saglamak suretiyle, timor hiicrelerinde zaten yliksek
olan kararsiz demir seviyelerini daha da arttirarak, asir1 demirin hiicreleri ortadan
kaldirmak icin yeterli oksidatif stresi iiretebilecegi goriisiine hakimdir (Breuer ve ark.,
2008; Liu ve Hider, 2002; Katsura ve ark., 2019). Ozellikle diren¢ mekanizmalarinin

ortaya cikmasina karsi savasmak i¢in ferroptozu tetiklemeyi amaglayan diger bir
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strateji, demir fonksiyonunu arttirarak, ROS ve lipit peroksidasyonu arttirmak suratiyle,

ferroptozu tetiklemeyi hedeflemektedir (Mai ve ark., 2017; Hassannia ve ark., 2019).

Tim kanser hiicrelerinin, ¢ogalmayla birlikte gelen yogun enerji talebini desteklemek
icin demire normal dokulardan daha fazla bagimliliginin artmis olmasi, genislemis LfeH
ile sonuclanmakta ve kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran dikkate deger bir
Ozellik olarak kabul edilmektedir (Torti ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2021). Ferroptoz
kanser hiicreleri ile siirli degildir. Ayrica, tiim hiicreler ferroptoza potansiyel olarak
katkida bulunabilecek demir depolarina ve LfeH’a sahiptir. Bununla birlikte, g¢esitli
faktorler, ferroptoz indiikleyicilerinin kanser hiicrelerine dogru tercihli sitotoksisiteye
neden olacagini gostermektedir (Katsura ve ark., 2019). Bunun birinci nedeni olarak,
LfeH seviyeleri demir alimina bagli oldugundan ve bu 6zellikleri diizenleyen proteinler
genellikle kanser hiicrelerinde labil demirini artiracak sekilde ifade edildiginden, kotii
huylu hiicrelerde, daha yiiksek olacaktir (Dixon ve Stockwell, 2019; Katsura ve ark.,
2019). Hiicresel olarak redoks aktif demir, genellikle LFeH olarak adlandirilmakta ve
metabolik olarak kullanilabilir boliimiinii olugturmaktadir. LfeH, dogrudan veya dolayh
olarak proferroptotik siirecler i¢in kullanilan demir formu olup, toplam hiicre igi
demirin kii¢iik bir kismini ifade etmektedir. LFeH, gegirgen diisiik molekiiler agirlikli
demir selatorlerle baglanma yetenegi ile islevsel olarak tanimlanabilmektedir. LFeH,
Fenton kimyasi yoluyla oksijen ve lipit radikallerinin {iretimine dogrudan
katilabilmektedir. Demirin, LFeH’na girip ¢ikmasi ferroptozu etkilemektedir. Bu
nedenle kanserde, ferroptozu tetiklemek icin oksidatif stresi indiikleyen LfeH hedefli
tedaviler arastirilmaktadir (Mai ve ark., 2017; Dixon ve Stockwell, 2019; Katsura ve
ark., 2019). Ferroptozun ¢esitli indiikleyicileri kesfedilmistir. Bu bilesikler membran
gecirgenligini degistirmekte ve hiicresel redoks metabolizmasinda biiylik bozulmalara

neden olarak ferroptoza neden olmaktadir (Mai ve ark., 2017).

Giliniimiizde ferroptoz indiikleyicileri olarak dogal fitobilesenlerin kullanilmasi ile
yapilan ¢alismalarda etkili sonuglarin oldugu bildirilmistir.Bunlardan biri, dogal bitki
Artemisia annua'nin aktif bir bileseni olan artemisindir. Bu fitobilesenin in vivo olarak
en fazla potansiyel etkiye sahip olan metabolik formu olan dihidroartemisin (DHA)’in
U87 ve A172 hiicre hatlariyla yapilan bir ¢alismasinda, GB’da artan hiicre i¢i ROS ve
lipid peroksidasyon seviyelerinin ferroptoz etkili oldugu sonucuna varilarak, ferroptozu

aktive ettigi bildirilmistir (Yi ve ark., 2020). Yine, U251 ve U373 hiicre hatlar
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kullanilarak DHA ile yapilan bagka bir ¢alisma da, bu molekiiliin, glioma hiicrelerinde
endoplazmik retikulumda (ER) strese neden olarak in vitro ve in vivo olarak ferroptozu
indiikleme etkisine sahip oldugu gosterilerek, bu yolla antitimor aktivitesinin

gergeklestigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2019).

Yine bitki bilesenleri ile yapilan diger bir arastirmada, bir biyoflavonoid olan polifenol
amentoflavon (AF), U251, U373 hiicrelerinde, hidroksil radikali indiiklenmesi ile
sonuglanan hiicre demirini artirmak suretiyle ferroptozu indiikledigi gosterilmistir
(Chen ve ark., 2020) Baska bir dogal bitkisel bilesik, Salvia miltiorrhiza bunge'nin
etken maddesi olan dihidrotanshinone I (DHI)’dir. Su anda kardiyovaskiiler hastaliklar
tedavi etmek i¢in kullanilmakla birlikte, DHI, U251 ve U87 hiicre hatlar1 gibi bazi
kanser hiicre tiirleri iizerindeki terapotik etkileri arastirilarak, hiicre proliferasyonunu
doza ve zamana bagl olarak azalttig1 ve ferroptozu tesvik ettigi gdsterilmistir (Tan ve
ark., 2020). Bir kurkumin analogu olan ALZ003 ile U87-MG GB hiicre hatti {izerinde
yapilan bir ¢aligsmada, lipit peroksidasyonu ve yliksek ROS seviyelerinin ferroptoza yol
actig1 bildirilmistir (Chen ve ark., 2020).

Gilinlimiizde, ferroptoz indiiksiyonu i¢in demir bazli NP’ler giindemde olup, demir
seviyelerini ve ROS {iretimini artirarak kanser hiicrelerinde ferroptozu indiiklemek icin
demir oksit NP'leri kullanilmistir. Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi, umut verici
molekiiller olarak kabul edilen ferroptoz indiikleyici bilesiklerin, direngli kanserlerin
tedavisi i¢in klinik kullanimina onay vermistir (Hassannia ve ark., 2019). Demir
eksikligini tedavi etmek icin kullanilan klinik olarak onaylanmis bir demir oksit NP
olan ferumoxytol (Feraheme) ile yapilan galismalar, oksidatif stresi arttirarak etkili
oldugunu bildirilmistir (Torti ve Torti, 2019; Singamaneni ve ark., 2011; Turcu ve ark.,
2020). Ayrica, PEGlenmis tek atomlu demir igceren nanokatalizorlerin, asidik timor
mikrogevresi (TME) altinda bol miktarda toksik hidroksil radikalleri {iretmek igin
Fenton reaksiyonunu etkili bir sekilde tetikledigi gosterilmistir (Huang ve ark., 2019).
Demir bazli NP'ler ¢alismalar, asidik lizozomlarda ferr6z (Fe2+) veya ferrik (Fe3+)
iyonlarini olusturabilecegi ve tiimor hiicrelerinde ROS seviyelerini hizla artirabilecegi
gosterilmis ve demir bazli NP'lerin ferroptoz bazli kanser tedavisi i¢in biiyiik
potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir (Ma ve ark., 2017). Ek olarak, Fenton
reaksiyonu tarafindan iiretilen hidroksil radikallerinin miktar1 biiyiik Olgiide Fe*? ve

Fe*® doniisiim hizina bagli olmasi nedeniyle, demir konsantrasyonunun yani sira, Fe*?/
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Fe*® orammin da enzim katalizlemeli veya enzim katalizlemesiz demirle iliskili lipid
peroksidasyonunda ¢ok 6nemli oldugu belirtilmis (Hassannia ve ark, 2019) ve ferroptoz
aktivitesinin temel olarak biyoyararli ferr6z demir (Fe+2) miktarina bagli oldugu

bildirilmistir (Xie ve ark, 2016).

Ayrica, KKH’leri ve demir bir¢ok kanser tiiriinde birbirine baglanmakta ve KKH’leri
de ozellikle ferroptoza karsi savunmasiz oldugu bildirilmektedir. Bu yondeki en iyi
orneklerden biri, meme KKH’lerinin salinomisin veya sentetik bir tiirevi olan
ironomisin tedavisinin, demiri lizozomlarda tutarak sitozolik tiikenmesine ve lizozomal
bozulma sonucunda demirin ferritinden kurtulmas: sonucu demir homeostazisinin
bozulmasi ile ¢ok etkili bir sekilde ferroptozun gelismesine neden oldugu gosterilmistir.
Boylece ferroptozu indiikleyen tedavilerin, geleneksel antikanser tedavilerine direncli
oldugu bilinen KKH’lerini 6ldiirebildigi anlagilmaktadir (Mai ve ark., 2017; Zang ve
ark., 2015; Richardson, 2002). Bagka bir 6rnek de, salinomisin tedavisi ile KKH’lerinde
lizozomal bozunmanin ferritine bagli demirin salinmasina neden olmasi, bunun da
sitozolik demir miktarindaki artisa bagli olarak ferroptotik hiicre 6lim yolunu
tetiklemesidir. Ayrica, KKH’lerinin de 6zellikle ferroptoza karsi savunmasiz oldugu
bildirilmektedir (Mai ve ark., 2017; Zang ve ark., 2015). KKH’leri gibi tedaviye direngli
kanser hiicrelerini 6ldiirmede gozlemlenen etkinligi ile daha da giiclenen veriler,
ferroptozun potansiyel bir kanser tedavi yolu olabileceginin altin1 ¢izmektedir ve
ferroptozun, yliksek demir seviyeleri tarafindan indiiklenebilirken, demir selatorleri
tarafindan inhibe edilebilir olmasi, demir metabolik yollarim1 hedefleyen, yeni kanser
tedavi yaklagimlarin1 glindeme getirmektedir. Tiim bu sonuclar, ferroptoz yoluyla
kanser savasini kazanma firsatini vermekte ve kanser tedavisi i¢in ferroptoz
indiikleyicilerini aramaya tesvik etmektedir (Bystrom ve ark., 2014; Li ve ark., 2020).
Son on yilda, ferroptozun kanserdeki bircok farkli yOniinii tanimlayan yaymlar

katlanarak artmaktadir (L1 ve ark, 2022).

2.1.8.3. Demir Modiilasyonu Yaklasimlari: Selasyon

Selatorler; metal iyonu ile bag yapabilecek ligandlar vasitasiyla metal iyonlarini igine
alarak halkali kompleks yapilar olusturabilen molekiillerdir (Dixon ve ark., 2012). ilk
demir selatorleri 1990'larda gelistirilmistir. (Nekhai ve ark., 2012). Kanser hiicrelerinin

demire olan tutkusu, toksik metal detoksifikasyonu igin spesifik olan demir
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selatorlerinin kanser tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirerek, demir i¢in yiiksek
baglanma afinitesine sahip spesifik selatdrler gliniimiizde, ¢oklu transfiizyon yapilan
tiim kanser tiirlerinde genel bir olumsuz prognostik faktdr olan fazla demirin baglanarak
uzaklastirilmasi ve oksidatif stres siireclerini engellemek i¢in diizenli ve yaygin olarak
kullanilmaktadir (Kontoghiorghe ve ark., 2021; Kontoghiorghe ve ark., 2015;
Timoshnikov ve ark., 2020; Timoshnikov ve ark., 2021; Pasricha ve ark., 2021).

DEMIR

diisiik Orta seviye yuksek

‘ Oliim/apoptoz H yasam ve biiyiime || Oliim/ferroptoz \

Sekil 2.8. Demir azaltma ve arttirma stratejileri. (Recalcati ve ark, 2019).

Kanser gelator tedavi stratejileri i¢in iki genel yaklasimdan biri kanser hiicrelerindeki
demiri tiiketmek, digeri demiri aktive etmektir. Bunlardan ilki, demir selator ilaglar
olup, ozellikle deferasiroks ve deferoksamin gibi klinikte onaylanmuis, etkili ve spesifik
demir selatorleri, ilk olarak talasemi ve diger asir1 demir ylikleme durumu olan
hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmig (Kolnagou ve ark, 2017; Kontoghiorghe
ve ark, 2010; Porreca ve ark, 1994), ancak, serbest radikal reaksiyonlarini inhibe
edebileceginin anlasilmasi {izerine kanser hiicrelerindeki demiri tiikketmek de
kullanilmaya baglanmistir. ikinci ve daha yeni olan demiri aktive etme stratejisinin asil
amaci, (Kontoghiorghe ve ark, 2020b; Timoshnikov ve ark, 2020), demir etkinliginin
artmasi ile birlikte ROS olusumunun da artarak kanser hiicre 6liimiiniin gelismesidir.
Bu nedenle burada kullanilacak olan selatorlerin, demirin redoks dongiisiinii
kolaylastiran selatorler olmasi 6nemlidir. Su anda her iki yaklasim da siirdiiriilmektedir

Selasyon tedavisi esas olarak agir1 demir yiikiinli azaltmak i¢in uygulanirken, bir¢ok
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calismada, c¢esitli demir selatdr simiflarinin  antitiimor aktivitesinin oldugu da
gozlenmistir. (Hatcher ve ark, 2009; El-Hout ve ark., 2018; Manz ve ark., 2016; Raggi
ve ark., 2017). Ancak, selatorlerin agizdan alindiginda inaktif olusu, yarilanma émriiniin
kisaligi ve toksisite araliinin dar olmasi ciddi toksisitelerin goriinmesine ve
kullanimlarinda kisitlamalara neden olmaktadir (Liu ve Hider, 2002; Kontoghiorghe ve
ark, 2005; Whitnall ve ark, 2006). Ayrica, baz1 kanserler diisiik membran gecirgenlik
Ozelliklerinden dolayr demir selatorlerine direnglidir. Bu siirlamalara ragmen
selatorlerine olan ilgi ortadan kalkmamistir (Khansefid ve ark, 2018; Liu ve Hider,
2002; Kalinowski ve Richardson, 2005). Giiniimiizde, kanser tedavisi i¢in gelistirilmesi
gereken uygun selatorlere ihtiya¢ olup, daha etkin demir selatorlerin gelistirilmesine
yonelik calismalar artmakta, ancak, sonuglar tatmin edici diizeylerde olmadigi igin,
kanser tedavisinde klinik kullanim i¢in ideal bir demir selatorii arama c¢abalar1 hala

giindemini korumaktadir. (Kontoghiorghe ve ark, 2020b; Timoshnikov ve ark, 2020)

FDA onayli deferipron selatoriiniin, demiri hizla temizleyebilme yeteneklerinin yani
sira, hemosiderin ve ferritin birikintileri de dahil olmak {izere toksik demir havuzlarina
erisilebilme, demiri indirgeme ve serbest radikal reaksiyonlarini inhibe etme gibi
yetenekleri, selatorlerin kanserde, sadece demir baglama etkili degil, ayn1 zamanda
antikanser etkili de olabilecegini gostermektedir. Diisiik molekiil agirligi, lipofilik
yapisi, membranlardan ve KBB’ini kolayca ge¢mesini saglayarak, olusturdugu demir
selat kompleksiyle antikanser etki gostermesini miimkiin kilmaktadir. Ancak
deferipronun da ciddi yan etkileri kullanimim kisitlamaktadir. (Kolnagou ve ark, 2018;

Simoes ve 2017; Fiorillo ve ark, 2020; Orfanou ve ark, 2021).

Gilinlimiizde, redoks aktivitesine dayali antikanser hedeflemeler ve kanser tedavileri
giindeme gelmektedir. Biyolojik sistemlerdeki normal redoks aktivitesi, kanser
hiicrelerinde, ¢ogunlukla farkli fonksiyon ve etkilere sahiptir (Kontoghiorghes ve ark,
2019; Kontoghiorghes, 2020b; Gaur ve ark, 2018). Dolayisiyla, kanser hiicrelerinde
demirin redoks aktivitesinin modulasyonu i¢in selatorlerin kullanimi ana hedeflerden
birinini olusturmaktadir (Gao ve ark, 2022; Lei ve ark, 2022). Son zamanlarda, kanser
selator tedavi stratejileri yoniinde metal, selatér veya selator-metal kompleksleri adi
altinda 1ilgili yeni farmasoétiklerin tasarimlari uygulanmaktadir (Kontoghiorghes ve
Kontoghiorghes, 2020c). Metal iyonlari, selatlayici ajanlar ve selatdr-metal

kompleksleri, molekiiler ve redoks 6zellikleri bakimindan birbirinden oldukga farklilik

30



gostermektedir. Bunlardan 6zellikle selator-metal komplekslerinin, Fenton reaksiyonu
indiiksiyonunu ile ROS iiretimi, kanser hiicrelerinin biiyiimesini dnlemek i¢in kanser

selatdr stratejilerinin yeni ve farkli bir sinifin1 olusturmaktadir (Kontoghiorghes, 2020b;

Sacco ve ark, 2021; Ke ve ark, 2022).

Bu sonuglar, demir selatorlerinin anti-kanser etkileri oldugunu ve demir tiikenmesinin
kanser tedavisi icin terapotik bir potansiyele sahip oldugunu bildirmektedir (Manz ve
ark., 2016). Farelerde demir selator tedavisi, insan metastatik meme kanseri hiicrelerinin
kemik metastazin1 azaltmis, nude farelerde olusturulan metastatik bir modelde ise,
akciger tiimorlerinin olusumu inhibe edilmistir. Demir selator ile yapilan bagka
calismalarda, pankreas kanseri hiicre invazyonunun ve metastatik kanser hiicre
biliylimesinin inhibisyonlar1 da bildirilmistir (Chifman ve ark., 2017; Alvarez ve ark.,
2017). Ayrica sadece kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini degil, ayn1 zamanda invazyon ve
metastaz yeteneklerini de bastirdigin1 gostermektedir. Gergekten de calismalar, demir
selatorlerin hem KKH'leri hem de farklilasmis kanser hiicreleri lizerinde Onemli
antiproliferatif etkilere sahip oldugunu, normal fibroblastlar {izerinde ise olmadigini

rapor etmektedir (Raggi ve ark., 2017).

Genel olarak selatlayict ajanlarin, gecis metali iyonlariyla iliskili redoks
reaksiyonlariin seyrini etkileyen, farkli fizikokimyasal, biyolojik, farmakolojik ve
toksikolojik 6zelliklere sahip olabilecekleri bildirilmektedir. Yapilan son arastirmalarda,
demir gibi ge¢is metallerine baglanma yoniinden, artmis lipofilik (dokuya niifuz
etmesinin daha i1y1 olmasini saglama bakimindan) ve diger spesifik 6zelliklere sahip
baz1 selatorlerin, selator-metal kompleksi olusturarak ROS'n  artirabildigi
bildirilmektedir. Ancak, kanserli hiicreleri hasara gotiirebilme etkinligi bakimindan bu
selatorlerde gerekli temel unsur; belirli bir metale kars1 yiiksek afinite yetenegine sahip
olmalari, biyoyararlanimli olmalar1 ve olusan selat komplekslerinin yiiksek stabiliteli,
ancak diisiik toksisiteli olmalaridir (Kontoghiorghes, 2015a; Ke ve ark, 2022; Bouvard
ve ark, 2015; Toyokuni ve ark, 2013; Kontoghiorghes, 2021). Selatér-metal
komplekslerinin terapétik etkinliklerinin, dolayisiyla toksisitelerinin merkezinde redoks
ozellikleri bulunmaktadir. Demirin katalitik aktivitesinin neden oldugu oksidatif stres
durumunda, bu metal iyonlarinin redoks aktivitesini inhibe etmek ic¢in birinci grup
selatorler (demir yiikiinii azaltic1) gerekliyken, kanser tedavisi durumlarinda, tersine,

redoks aktivitesine sahip olan ve baghh metal iyonlarmin redoks ozelliklerini
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gelistirebilen selator-metal komplekslerine ihtiyag vardir (Sung ve ark, 2021; Chen ve
ark, 2022). Birinci grup selatorler, radikal temizleyicileri (fenol igeren bilesikler) olarak
yani, sadece elektron alicis1 olarak goérev yapabilitken (de Souza ve ark, 2022;
Ganeshaguru ve ark, 1992), ikinci grup selatorler, hem elektron alicis1 hem de vericisi
ozellikleri ile redoks reaksiyonlarina katilabilmekte ve kompleks olusturduklari metal
iyonlarimi daha reaktif duruma doniistiirebilmektedir (Kontoghiorghe ve ark, 2014). Bu
Ozellikli selatorler arasinda kinon gruplar1 yer almaktadir, ancak, bu kimyasal grubun
oldugu, metal selatlama potansiyeline sahip antikanser Ozellikte olan ¢ok az
fitokimyasal ajan bilinmektedir (Monks ve Jones, 2002; Jablonska-Trypuc ve ark,
2017).

Literatiire bakacak olursak, kinon 6zellikli bazi ajanlarin (antrakinonlar, mitomisin-c,
adriamisin (doksorubisin), benzokinonlar gibi), yiiksek antikanser aktiviteye sahip
olduklar1 ve losemi, lenfoma ve meme kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerine yonelik tedavi
rejimlerinin ayrilmaz bilesenleri haline geldikleri bilinmekte, ayn1 zamanda selator
etkinlik gosteren bu kinon ajanlari, selatdr-metal kompleks etkinligi ile ROS iiretimi de
yaptigi bildirilmektedir (Kontoghiorghes ve ark, 2008; Jablonska-Trypuc ve ark, 2017,
Feng ve ark, 2000; Barnabe ve ark, 2002).

Kinon selatorlerinin katilimiyla redoks reaksiyonlar1 genellikle bir kinon molekiiliiniin
bir semikinon radikalinin olusumu ile indirgenmesi seklinde baslatilabilmektedir. Bu
baglamda sitokrom P450 enzim sistemi ve mitokondriyal elektron transfer zinciri,
kinonun tek elektron indirgenmesinin ana kaynaklar1 arasindadir. Ortaya ¢ikan
semikinon radikali daha sonra molekiiler oksijene bir elektron vererek onu siiperoksit
anyon radikaline indirgeyebilmekte ve semikinon radikali orijinal kinon molekiiliine
geri oksitlenebilmektedir. Dolayist ile bu siireg, siiperoksit anyon radikalinin ve ikincil
reaktif oksijen tiirlerinin (hidrojen peroksit, hidroksil radikali) olusumuna yol agan bir
redoks dongiisii haline gelmektedir (Monks ve Jones, 2002; Brock ve ark, 1990). Metal
iyonlarinin varliginda semikinon radikalleri ve ROS veriminde tespit edilen artis, sadece
kinon-selatlayicilarda goriilmekte, ancak selatlayict gruplar icermeyen kinonlarda bu
artis goriilmemektedir (Chekhun ve ark, 2014; Kontoghiorghes, 1986a; Timoshnikov ve
ark, 2022).
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Bu 6zellik yoniinden kinon gruplar arasinda da farkliliklar oldugu bildirilmekte olup,
sadece demir baglama ile demir fazlaligin1 azaltma yoniinde etkili olan serbest kinonlar
ile, demir ile metal kompleks olusturmak suretiyle redoks aktivitesine katilan kinonlarin
farkli aktivitelere sahip olduklar1 belirtilerek, ¢ok az fitokimyasal ajanlarin, metallerle
kompleks olusturabilme 6zelligine sahip olan kinon bilesenleri oldugu bildirilmektedir.
Bu nedenle, segici kinon-metal komplekslerini olusturan kinonlarin, serbest kinonlardan
daha yiiksek etkinlige sahip yeni potansiyel antikanser ajanlar1 olabilecegi
belirtilmektedir (Kontoghiorghes, 2020a; Gaur ve ark, 2018; Sacco ve ark, 2021,
Kontoghiorghes ve ark, 2019).

Ancak ana sitotoksik etkisi, DNA sentezini bozmak oldugu bildirilen kinonlar, elektron
transfer sistemlerinde ROS salinimi ile birlikte dongiisel indirgenme/oksidasyon
reaksiyonlarima da katilabilmektedir. Ayrica, kinon selatorlerinin ana &zelligi, metal
iyonlart ile reaksiyonlarda serbest radikallerin (6zellikle hidroksil radikallerin)
olusumunun arttirilmasidir (Mooree ark, 2013; Lalueza ve ark, 2020; Seyhan ve ark,
2014; Chekhun ve ark, 2014). Ayn1 zamanda, bu selatorlerin, hiicre zarindaki doymamais
lipitlerin oksidasyonu iizerindeki etkileri gibi ek faktérlerin de var oldugunu bildiren
cesitli raporlar da yayinlanmaktadir. Bu da kinonlarin ferroptoz yonlii hiicre Sliimiine
gotliirme yetenegini gostermektedir (Chekhun ve ark, 2014; Giemza-Stoklosa ve ark,
2019; Seyhan ve ark, 2014).

Kinon lipofilitesi ile lipit ¢ift katmana niifuz etme yetenekleri arasinda korelasyon
oldugu bildirilmektedir. Ayrica bazi1 sonuglar, hiicre zarindan gecebilecek
kemoterapotiklerin, ilag direnci sorununun iistesinden gelebilecegini gostermektedir.
Lipofilik selatorler ve bunlarin demir kompleksleri, etkili tedavilerin bulunmadig:
metastaz, ilaca direng veya tekrarlayan tiimorlerde ferroptozun indiiklenmesi igin
onerilmektedir. Bu nedenle, kanser tedavisini yeniden ele almaya, demir selatorleri ve
demir selatér komplekslerini igeren ¢ok hedefli ve ¢ok faktorli siiregleri igine alan
terapotik stratejileri uygulamaya ihtiya¢ oldugu belirtilmektedir (Kontoghiorghes ve
ark.,2021; Li ve ark, 2022).

2.1.9. Glioblastoma Tedavisinde Etken Madde Arayisi

Geleneksel tedavilerin olumsuz etkileri ve direng gelisimi, yeni tedavi ararayiglarina

neden olmaktadir. Bu durum, olduk¢a agresif olan GB icin daha da aciliyet
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arzetmektedir. Su anda, GB i¢in FDA tarafindan onaylanan kemoterapétik ilaglar,
alkilleyici ajanlar (Temozolomid (TMZ) ve Nitrosourea) gibi etki gostermekte olup,
bunlar GB ile miicadelede yeterli goriilmemektedir (Aliferis ve Trafalis, 2015; Anjum
ve ark., 2017). GB’nin, KBB ve KKH’leri gibi iki biiyiik sinirlamaya sahip olmasi,

tedavi edilememesine ve yliksek oranda niikslerin goriilmesine neden olmaktadir.

Gliniimiizdeki geleneksel tedavi basarisizliklarina karsi yeni tedavi strateji arayislari,
yiiksek biyolojik aktiviteleri ve diisiik sistemik toksisiteleri nedeniyle, arastirmalari,
geleneksel terapétik ilaglara dstiinliikk saglayan fitokimyasallara odaklandirmakta ve
dogal iirlinlerin kanser Onleyici 6zelliklerinin arastirilmasi giderek artmaktadir. Bu
fitoterapdtiklerin, kanserlerin gelismesini veya tekrarlamasinit 6nlemek i¢in dogal bir
potansiyele sahip olmasinin yani sira, normal hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicreye
kars1 secgici ve spesifik sitotoksisite sergilemeleri, onlari, ozellikle kanser tedavileri
bakimindan ilgi odagi haline hale getirmektedir. Ayrica ucuz ve kolay bulunur olmalari,
arastirmalarin bu dogal bilesenler iizerine odaklanmasinda tesvik edici olmaktadir. Bu
nedenle, son yirmi yilda sunulan ilaglarin %25'inden fazlas1 dogrudan bitkilerden elde
edilmekte, diger %25'i de kimyasal olarak degistirilmis dogal iirlinleri igermektedir
(Anjum ve ark., 2017; Ashour ve ark., 2016).

TQ'nun insan kanser hiicreleri igin segici sitotoksisite gosterdigi molekiiler mekanizma
genis capta rapor edilmektedir (Gali-Muhtasib ve ark., 2004a). Calismalar, TQ'nun
secici olarak kanser hiicresi Oliimiine neden oldugunu ve tiimdr biiylimesini,
anjiyogenezi ve metastazi onleyici aktivitelere sahip oldugunu gostermektedir (Peng ve
ark., 2013; Khan ve ark., 2015). TQ, tiimoér olusumunun veya ila¢ direncinin
gelismesinin (Kundu ve ark., 2014) yam sira, diren¢ mekanizmalar1 yoluyla kanser
hiicrelerinin kemoterapo6tik ajanlara ve radyasyon tedavisine duyarli hale getirilmesinde

de rol oynadig1 bildirilmektedir (Zhang ve ark., 2016a).

Bu nedenle, GB dahil olmak {izere kanserlerde TQnun yararliligi artik bir
spekiilasyondan daha fazlasidir ve GB'min farkli ozelliklerini  hedefleyebilecegi
diistintilebilir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Tek bagina TQ ile tedavinin gesitli in vitro
ve in vivo caligmalarda antitiimor etkinligi gosterilmistir (Majdalawieh ve ark., 2016;
Khan ve ark., 2017a) ve ayrica karsinojenezi Oonlemek i¢cin (Rahmani ve ark., 2014)

veya geleneksel terapotik yontemlerin etkinligini arttirmak i¢in adjuvan tedavide oldugu
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gibi (Mostofa ve ark., 2017) kombine tedavilerde de etkinligini bildiren g¢aligmalar
mevcuttur. Ayrica, TQ un GB hiicrelerinde telomeraz inhibisyonu ile sitotoksik etkili
oldugu (Gurung ve ark., 2010) yine, in vitro olarak, insan GB hiicrelerinin gog¢iinii,
yapismasini ve istilasini inhibe ettigi ve antimetastatik aktivitelere sahip olabilecegi
bildirilmektedir (Gali-Muhtasib ve ark., 2008). Bu nedenle GB tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi i¢cin TQ un etken madde olarak se¢ilmesi, tedavi yoniinden bir ¢ok avantaj

saglayabilecegini diistindliirmektedir.

2.1.9.1. Fitoterapotik Etken Madde: Timokinon

Sekil 2.9. Nigella sativa (Corek otu) bitkisi, tohumu ve yagi
(https://imagines.app.goo.gl/GjgdmrJLPtcdxxn87,
https://imagines.app.goo.gl/U5su67vHPQH4jGMY6,
https://imagines.app.goo.gl/A7y5EE0qgX3gNPza8)

Familya : Ranunculaceae

Latince ad : Nigella sativa

Tiirkce adi : Corek otu, Cocce, Karaca, Kara ¢orek, Siyah kimyon
Ingilizce ad1 : Black cumin, Black seed, Fennel flover

Kullanilan kistmlari : Tohumlar

2000 yildan fazla bir siiredir Orta Dogu ve Uzak Dogu’da dogal bir ilag olarak
kullanilan Nigella sativa tek senelik ¢icekli bir bitki olup, Akdeniz'e kiyisi olan
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ilkelerde yaygin olarak yetismektedir (Bourgou ve ark., 2010). Nigella sativa ugucu
yaginin ana fraksiyonu monoterpenlerin bir karigimi olup, igeriginde en ¢ok bulunan (%

30) ve en 6nemli biyoaktif bileseni timokinondur (TQ) (Ballout ve ark., 2018).
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Sekil 2.10. Timokinonun sagliga etkileri ve etki mekanizmalar1 (Hannan ve ark., 2021).

TQ’un, antioksidan (Mansour ve ark., 2001), antienflamatuar (Hannan ve ark., 2021),
antimikrobiyal (Shoieb ve ark., 2003), antibakteriyel (Chaieb ve ark., 2011), antifungal,
gasrtoprotektif, kardiyoprotektif, antiiilser, nefroprotektif, antidiyabetik, hepatoprotektif
ve noroprotektif (Hannan ve ark., 2021) (Sekil 2.10), 6zellikleri gibi bir¢ok aktiviteleri
bilinmektedir. TQ, immiinomodiilatér etkisi ile bagisiklik sistemini giiglendiren
aktiviteler (Gurung ve ark., 2010); ROS {iretimi yoluyla, gram (+) ve gram (-) bircok
bakteriye karsi onemli antibakteriyel etkiler (Goel ve Mishra, 2018; Chaieb ve ark.,
2011) gostermektedir. Ayrica TQ'nun kardiyovaskiiler rahatsizliklar, diyabet, lireme

bozukluklar1 ve solunum rahatsizliklari ile kemik komplikasyonlarinin yani sira fibrozis
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tedavisinde de olumlu etkiler gostermektedir. Ek olarak, TQ'nun ¢ok diisiik yan etkilere
sahip oldugunu ve normal hiicrelere ciddi bir toksisiteye sahip olmadigini bilinmektedir

(Sekil 2.10) (Shoieb ve ark., 2003; Mansour ve ark., 2001; Bourgou ve ark., 2010;).

2.1.9.1.1. Timokinonun Molekiiler Yapisi ve Ozellikleri

TQ, (C10H1202, 2 - izopropil - 5 - metil 1, 4 - benzokinon), (C1oH1207), 164,201 g/mol
agirhiginda, kiigiik, parlak sar1 renkli bir molekiildiir (Shoieb ve ark., 2003; Bourgou ve
ark., 2010). TQ, dogada enol, keto veya karigimlarini igeren tautomerik formlarda
bulunur. Keto formu major fraksiyondur (~% 90) ve bu bilesigin ana farmakolojik
ozelliklerinden sorumludur (Almajali ve ark., 2021; Ahmad ve ark., 2019; Darakhshan
ve ark., 2015). TQ, ucucu yag yapisinda, lipofilik ve monoterpenik oOzellikte bir
kinondur. (Yusufi ve ark., 2013; Marsik ve ark., 2005; Shoieb ve ark., 2003; Bourgou
ve ark., 2010).

CHs;
H;C

Sekil 2.11. Timokinon’un molekiiler yapisi

(https://imagines.app.goo.gl/zh9xSVD4rzFDbFYYy6).

Monoterpen grubu (CioHie) bilesikler, mevalonat-yolagindan tiireyen, izopren
molekiiliinde iki tnitenin kondenzasyonu sonucu olusan, bitkilerin sekonder
metabolitleridir. Birgok kimyasal ¢esitlilige sahip olan bu ¢ok &nemli molekiiller,
bitkinin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karst kendini savunmasini ve gevresiyle
iletisim kurmasini saglayan kimyasal sinyal gorevi gormektedir. Monoterpenler,
neredeyse tiim ugucu yaglarda bulunan yapilardir. Bu bilesikler, kolayca hiicre
membranindan gegebilen, hava ve 1s1 degisikliklerinde hizli reaksiyona girmeleri
nedeniyle kolaylikla oksitlenebilen, lipofilik O6zellikte yapilardir (de Sousa, 2015;
Bakkali ve ark., 2008; Yusufi ve ark., 2013).
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Monoterpenlerin mekanizmasi iki ana yaklasima dayanmaktadir; kemoprevantif ve
kemoterapoétik etkiler. Kemoprevantif etki genellikle, karsinojeni detoksifiye eden faz I
ve Il enzimlerinin indiiksiyonunu hizlandirmak yoluyla DNA ile kimyasal karsinojenin
etkilesimini Onleyerek, karsinogenezin baslangic faz sirasindaki hasarlamalarina karsi
engelleyerek etki gostermektedir. Kemoterapdtik etki ise, tiimor hiicrelerinin 6liim
oranlarini hizlandirarak, tiimor hiicre proliferasyonunu ise inhibe ederek ilerleyen faz
sirasinda etki gostermektedir. Monoterpenlerin kanserin ilerleme fazinda, timor
baskilayict ve kimyasal olarak onleyici etkinliginin, apoptozun indiiklenmesi ve/veya
hiicre biiylimesini diizenleyen proteinlerin posttranslasyonel inhibisyonuna bagh
olabilecegi bildirilmistir. Hayvan kanser modellerinin kullanildig: deneysel ¢alismalar,
baz1 monoterpenlerin farkli hiicresel ve molekiiler seviyelerde rol alan antikarsinojenik
ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Boylece, monoterpenlerin  kanserin
onlenmesinde ve kemoterapisinde ¢oklu mekanizmalar yoluyla etki edebilecegi kanisina
vartlmaktadir. Tiim bu sonuglar, etkili, toksik olmayan, antikarsinojenik ajanlar olarak
degerlendirilebilecegi Onerilen monoterpenlerin, yeni bir antikanser ilag sinifi olarak
timit vaadettigini gostermektedir (de Sousa, 2015; Bakkali ve ark., 2008; Yusufi ve ark.,
2013).

Bir monosiklik (tek halkasal yapi) monoterpen tiirevi olan TQ’un monoterpen
ozelliginin yan1 sira, 6zellikle antikanser, antioksidan ve selatlama gibi etkilerinin kinon
yapisindan kaynaklandig: bildirilmektedir (Marsik ve ark., 2005; Yusufi ve ark., 2013;
Shoieb ve ark., 2003; Bourgou ve ark., 2010). Kinonlar, suda az, alkol, eter gibi organik
¢oziiciilerde iyi ¢oziinebilen; buhar basinci oldukga yliksek; erime noktas1 115-116 °C
olan ve su buhariyla destillenebilen aromatik yapilardir. Normalde aromatik halkalarda,
eslenik 3 cifte bag bulundugu halde, kinonlarda 2 eslenik ¢ifte bag bulunmaktadir
(Marsik ve ark., 2005; Bolton ve ark.,1994). Kinonlar, bir¢ok bitki, bakteri ve
mantarlarda bulunan endojen kimyasal bilesiklerdir (O'Brien, 1991). Fotosentetik ve
mitokondriyal elektron tasima zincirine katilarak gorev yapabilen kinonlar, bitkilerde
dogal olarak bulunabilirken, oksidatif metabolizmanmn yan {riinleri olarak da
tiretilebilmektedirler. Bir dizi geleneksel ilag ve bitkisel takviye, kinonlar1 igeren aktif
bilesikler oldugu bilinmektedir (Monks ve Jones, 2002; Bolton ve ark, 2000; Bolton ve
Dunlap, 2017).
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Bu bitkisel aktif bilesiklerden biri olan TQ da, p-benzokinon yapisinda bir kinon
bilesigidir. Yonca, bugday tohumu gibi bazi bitkilerin, benzokinonlar1 igerdikleri, bazi
boceklerin korunma amacli, kétii kokulu ve basit benzokinonlar1 sentezledikleri ve bazi
bakterilerin biyolojik yonden 6nemli kinonlar1 irettikleri bilinmektedir (Monks ve
Jones, 2002; Bolton ve ark., 2000). Daha stabil olan p-enzokinonlar, asit, amin gibi
reaktiflerle, aktif hidrojen atomlarina sahip bilesiklerin 1,4-katilmalart ile bir hidrokinon
bilesigi olusturabilmektedir (Schwartz ve ark., 1985; Bolton ve Dunlap, 2017).

Kinonlarin, aromatik hidrokinon olusturma sistemine egilimi, pek ¢ok 6zelliginde etkili
olmaktadir. Kinonlar, enzimatik ve enzimatik olmayan sekilde olusabilmektedir.
Elektrofiliklik/redoks aktivitelerinde goriilen farkliliklar, kinon reaktivitesini genis bir
aralikta modiile edebilmektedir. Bu, kinonlarin biyolojik hedeflerinde ve hiicre ici
etkilerinde onemli farkliliklar oldugunu gostermektedir. Kinonlarin, proteinlerin ve
DNA'min  kovalent modifikasyonlarm1  ve  detoksifikasyon  mekanizmalarinm
etkileyebildigi ve sitotoksik ve sitoprotektif tepkileri indiikleyebildigi bilinmektedir
(Bolton ve ark., 1994). Baz1 giiclii kemoajanlar (daunorubisin, doksorubisin, mitomisin-
C ve mitoksantron gibi) redoks mekanizmasi ile kanser hiicrelerine toksik etkilerine
katkida bulunan reaktif oksijen tiirlerini indiikleyen p-kinon yapisina sahiptirler. (Bolton

ve ark., 2000; Monks ve Jones, 2002; Schwartz ve ark., 1985)

Bu nedenle TQ’un, kimyasal olarak ikili yap1 farkliligina girebilmesi, kinon ailesinin bir
liyesi olmasina baglanmaktadir (Darakhshana ve ark., 2015; Zubair ve ark., 2013). TQ,
enzimatik ya da enzimatik olmayan bir bi¢imde redoks dongiisiine girebilmektedir. TQ,
dimerik ve indirgenmis formlar1 olan dihidrotimokinon ve timohidrokinon ile birlikte
ortaya cikabilmektedir ve enerji yoniinden hidrokinonlardan daha dengeli oldugu
bilinmektedir. Ancak, TQ, ¢ok ¢abuk konjuge (bir ¢ift, bir tek bag) olmasindan dolay:
elektron transferi ile bir¢ok reaksiyonlara katilabilmekte, hemen hemen her tirlii
oksidasyonla katalizlenebilmekte ve c¢ok kolay yiikseltgeme-indirgeme sistemi
olusturabilmektedir (Darakhshana ve ark., 2015; Yusufi ve ark., 2013; Zubair ve ark.,
2013). Redoks reaksiyonlart genellikle bir TQ molekiiliiniin bir semikinon radikalinin
olusumu ile indirgenmesi seklinde baslatilabilmektedir. Bu baglamda TQ, iki asamali
tek elektronlu indirgeme veya tek agamali iki elektronlu indirgeme yoluyla, mikrozomal
NADPH sitokrom P450 rediiktaz, mikrozomal NADH sitokrom-b5 rediiktaz ve

mitokondriyal NADH ubikinon oksidorediiktaz araciligi ile olusan enzimatik reaksiyon

39



tek elektron indirgenmesinin ana kaynaklarini olusturmaktadir. Ortaya ¢ikan semikinon
radikali daha sonra molekiiler oksijene bir elektron vererek onu siiperoksit anyon
radikaline indirgeyebilmekte ve semikinon radikali orijinal kinon molekiiliine geri
oksitlenebilmektedir. Dolayis1 ile bu siireg, siiperoksit anyon radikalinin ve ikincil
reaktif oksijen tiirlerinin (hidrojen peroksit, hidroksil radikali) olusumuna yol agan bir
redoks dongiisii haline gelmektedir. TQ’un bir elektron indirgenmesi ile olusan
semikinon, daha sonra bir elektron indirgenmesi ile timohidrokinona doniisebilmektedir

(Darakhshana ve ark., 2015; Monks ve Jones, 2002; Brock ve ark, 1990) (Sekil 4.24).

Alternatif olarak dogrudan timohidrokinon olusumuna neden olan tek adimli, iki
elektron indirgenmesi olan bir reaksiyon ile de ger¢eklesebilmektedir (Sekil 4.24). TQ,
ayrica, glutatyonil-dihidro-TQ olusturmak i¢in GSH ile etkilesim yoluyla enzimatik
olmayan bir reaksiyonla da indirgenebilmektedir (Sekil 4.24). TQnun indirgenmis
rtinleri, glutatyonil-dihidro-TQ ve timohidrokinon, antioksidan aktivitesiyle
bilinmektedir. Tek elektron indirgemesiyle iiretilen semikinon, sitotoksik potansiyele
sahip, son derece reaktif bilesiklerdir ve TQmun prooksidan etkisine katkida
bulunmaktadir (Zubair ve ark., 2013; Darakhshana ve ark., 2015; Racoma ve ark., 2013;
Aslan ve ark., 2021). Metal iyonlarinin varliginda semikinon radikalleri ve ROS
veriminde tespit edilen artig, sadece kinon-selatlayicilarda goriilmekte, ancak selatlayici
gruplar igermeyen kinonlarda bu artis goriilmemektedir (Chekhun ve ark, 2014;

Kontoghiorghes, 1986).
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Sekil 2.12. Timokinonun antioksidan/prooksidan mekanizmasi (Darakhshana ve ark.,
2015).

TQ, kinon yapist nedeniyle oldukga reaktiftir ve Fenton benzeri reaksiyonlara katilmak
suretiyle serbest radikallerin olusmasin1 saglamaktadir. Olusan serbest radikaller
prooksidan etkinlik ile DNA hasarina neden olmakta ve kanser hiicrelerinin biiyiimesi
ve ¢ogalmasimni etkili bir sekilde Onlenmis olmaktadir. Ayrica, TQ’un Fenton
reaksiyonu, demir ve hidrojen peroksit arasindaki reaksiyon olup, canli hiicreler i¢in
oldukga reaktif ve toksik olan hidroksil radikalinin yiiksek oranlarda liretilmesine neden
olmaktadir. Bu nedenle, olusan DNA hasari, apoptozun tetiklenmesine ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasiin Onlenmesiyle sonuglanmaktadir (Abe ve digerleri, 2022;

Darakhshana ve ark., 2015; Aslan ve ark., 2021).
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2.1.9.1.2. Timokinonun Antikanser Aktiviteleri

Ideal bir kanser terapdtik ajani, antikanser etkisini, normal hiicrelere zarar vermeden,
kanserli hiicreye karsi secici ve spesifik olarak sergilemelidir. TQ, normal hiicrelere
toksik olmadan, tiimor hiicrelerine etkili bir sekilde sitotoksik aktivite sergilemekle, bu
Ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir (Ashour ve ark., 2016). TQ’nun, genis
fitokimyasal yelpazesi arasinda; hiicre siklus arresti (Gali-Muhtasib ve ark., 2008),
apoptotik (Ozturk ve ark., 2017), antimutajenik ve kemopreventif (Badary ve ark.,
2003; Badary ve ark., 2007) gibi bir¢ok aktiviteleri bulunmaktadir. Bu nedenle, Bu
etkileriyle TQ fitokimyasali, kemoterapotik potansiyelli bir antikanser ajani olarak,
bircok aktivitesi ile istisnai bir 6zellige sahip olabilecegini ve kanser tedavisinde
sentetik ilaglara degerli bir alternatif olabilecegini veya bunlarin etkilerini arttirmak,
dozlarin1 azaltmak ve toksisitelerini sinirlamak icin kullanilabilecegini gostermektedir
(Sethi ve ark., 2008; Woo ve ark., 2012; Abe ve digerleri, 2022; Aslan ve ark., 2021;
Pal ve ark., 2021; Darakhshana ve ark., 2015).

Onceki verilerden, TQ’un, meme karsinomu (Aslan ve ark., 2021), over karsinomu
(Shoieb ve ark., 2003), kolorektal karsinom (Gali-Muhtasib ve ark., 2004b), prostat
karsinomu (Kaseb ve ark., 2007), keratinosit (Gali-Muhtasib ve ark., 2004a),
osteosarkom (Roepke ve ark.,2007), hepatoseliiler karsinom (Ahmed ve ark., 2008) ve
tiroid karsinomu (Ozturk ve ark., 2017) olarak, ¢esitli hiicre hatlarinda hiicre ¢ogalmasi
izerine inhibe edici etki gosterdigi; kanserli hiicrelerin etrafindaki, normal osteoblastlar
(Roepke ve ark., 2007), normal bobrek hiicreleri (Shoieb ve ark., 2003) ve normal insan
akciger fibroblastlart (Gurung ve ark., 2010) gibi saglikli olan hiicrelere toksik etki
gostermeyerek, secici sitotoksisitesinin oldugu (Czene ve ark., 1997; Gali- Muhtasib ve
ark., 2004; Shahein ve ark., 2019); aym1 zamanda, antineoplastik maddeler ile
kemoterapotik kombinasyon halinde kullanildiginda kemosensitizan etki gosterdigi

bilinmektedir (Bhattacharjee ve ark., 2020; Ibiyeye ve Zuki, 2020).

TQ’un farkli kanser hiicrelerinin biiylimesi ve cogalmasi lizerindeki inhibe edici
etkilerini (Fatfat ve ark., 2019; Almajali ve ark., 2021); P27 ve P21 proteinlerinin
indiiksiyonu (Alhmied ve ark., 2021); kaspaz-9 ve -3'in aktivitesi ve BAX/bcl2 oraninin
indiiksiyonu (Samarghandian ve ark., 2019); PPAR-y aktivitesinin indiiksiyonu (Woo
ve ark., 2011); p53 ve pTEN indiiksiyonu (Woo ve ark., 2012); siklinlerin inhibisyonu
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ile hiicre dongiisiiniin (G1/S’de) durdurulmasi ve apoptoz indiiksiyonu (Homayoonfal
ve ark., 2022; Ahmed ve ark., 2008); ayrica ROS olusumunun indiiksiyonu (Abe ve
ark., 2022; Wang ve ark., 2018; Zhou ve ark., 2021; Aslan ve ark., 2021) gibi bir¢ok

mekanizmalar yoluyla yaptig1 goriilmektedir.
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Sekil 2.13. Timokinonun antikanser etkileri (Phua ve ark, 2021).

TQ'nun 6nemli bir bulgusu, gii¢lii antianjiyogenik etkiye sahip olmasidir. TQ’un, tip 4
kollojenazi, metalloproteinazi, anjiojenik protein-fibroblastik biiyiime faktoriinii, doku
tip/irokinaz tipi plazminojen aktivatorlerini inhibe ettigi, endotelyal koloni olusturan
hiicrelerin ¢ogalmasini, tiip olusumunu ve 6nemli bir proanjiyogenik molekiil olan
VEGF' secici olarak inhibe ettigi (Ozturk ve ark., 2017; Peng ve ark., 2013); insan
endotel hiicrelerinin (HUVEC) gb¢ ve istilasini etkili bir sekilde inhibe ettigi ve kanser
hiicrelerinin invasyonu ve metastazini kontrol ettigi (Kolli-Bouhafs ve ark., 2012; Sethi

ve ark., 2008) ve bdylece antianjiojenik, antimetastatik etkili oldugu goriilmektedir.

TQ, ayrica, telomerazin inhibisyonu ve telomer kisalmasi ile (Ozturk ve ark., 2017;

Gurund ve ark., 2010; Gali-Muhtasib ve ark., 2008), p53 ve Bax'in birikimi ile Kaspaz-
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3 ve -9 aktivasyonu ile (Phua ve ark, 2021), apoptozu indiiksiyonu; matris
metaloproteinaz-2 ve -9'un ve Fokal Adezyon Kinazin’da azalmasi ile (Kolli-Bouhafs
ve ark., 2012) hiicre gog¢ii ve istilasinin inhibisyonu sonucu, GB hiicrelerinde

antiproliferatif ve antimetastatik aktivite géstermektedir.

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, DOX ve TQ'nun ACNP'de birlikte verilmesi,
meme KKH'lerinin kendi kendini yenileme potansiyelini, mammosfer olusturma
verimliliginde, CD44 ve CD24 ekspresyonunda ve aldehit dehidrojenaz 1 aktivitesinde
azalmanin eglik ettigi, ayrica, KKH'lerini go¢iinii ve istilasini baskiladig1 ve etkili bir
sekilde yok ettigi bildirilmistir (Ibiyeye ve Zuki, 2020). Kolorektal kanserde, TQ ve 5-
FU'nun hibrit kombinasyonu, Wnt/B-katenin ve PI3K/Akt'yi asagi regiile ederek
kolorektal KKH'lerin kendini yenileme potansiyelini etkili bir sekilde azalttig1, kokligi
tesvik eden transkripsiyon faktorleri Oct4 ve SOX2'yi asagi regiile ettigi ve CD133+
popiilasyonunu ortadan kaldirdiklar1 goriilmiistiir (Bhattacharjee ve ark., 2020).

2.1.9.1.3. Timokinonun Antioksidan Aktiviteleri

Dogal bir bilesik olarak TQ, gii¢lii antioksidan, antiinflamatuar ve immiin giiglendirme
kapasitesi nedeniyle farmakolojik toksisite c¢alismalarinda 6nemli bir ajan haline
gelmistir (Salem, 2005). TQ un, siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve tekli molekiiler
oksijen dahil olmak iizere cesitli ROS'lara kars1 temizleme aktivitesi ve yiiksek ROS
seviyelerini antagonize edebilme yetenegi nedeniyle gii¢lii bir antioksidan oldugu
(Mansour ve ark., 2002); ayrica, hiicresel antioksidan savunmada ve/veya elektrofilik
karsinojenlerin  etkisizlestirilmesinde rol  oynayan = sitoprotektif  proteinlerin
ekspresyonunu ve/veya aktivitelerini indiikleyerek oksidatif stresi onledigi, sliperoksit
radikal anyonu ve hidroksil radikallerini iceren bir¢ok reaktif oksijen tiirlerinin
stiptirticiisti oldugu (Pari ve Sankaranarayanan, 2009; Shoieb ve ark., 2003; Bourgou ve
ark., 2010); cesitli dokularda ksenobiyotik ajanlarin neden oldugu oksidatif hasara karsi
terapdtik potansiyelinin oldugu (Nili-Ahmadabadi ve ark., 2018; Bilgic ve ark., 2023)
bildirilmekte ve TQ'un antioksidatif potansiyelinin, molekiiliin kinon yapisinin redoks
ozellikleri ve TQ'nun fizyolojik bariyerlerden gegebilmesinin kisitlanamamasi sonucu
hiicre alt1 bolmelere kolay erisim ile iliskili olabilecegi ve bu etkilerinden dolay1, radikal

temizleme etkinliginin goriilebilecegi bildirilmistir (Badary ve ark., 2003).
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TQ, ROS fiireterek, survival genlerin diisiik ekspresyonuna, proapoptotik proteinlerin
konformasyonel degisikliklerine, kaspaz-9, -3 ve PARP aktivasyonu ile apoptoz
indiiksiyonuna neden olarak (Paramasivam ve ark., 2012; Lei ve ark., 2012; Jafri ve
ark., 2010), prooksidan 6zellikler de sergileyen bir antioksidan oldugu goriilmektedir.
Boylece, TQ, konsantrasyona ve hiicresel mikroortama bagli olarak antioksidan veya
prooksidan gibi gorev yapabilen, ikili role sahip bir fitobilesen oldugu anlasilmaktadir.
TQ, diisiik konsantrasyonlarda antioksidan, yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan
olarak etkili olabilmekte, amino asitlerin amino veya tiyol gruplarn ile reaksiyona
girmek suretiyle bir dizi oksido-rediiksiyon reaksiyonuna katilarak, semikinon veya
timohidrokinona metabolize olabilmekte ve ROS iiretimini saglayan bir prooksidan
olarak gorev yapabilmektedir. Bu durum, TQ’un, tiimor hiicrelerinde, hiicre 6limiinii
ROS iiretimi yoluyla gergeklestirebildigini gostermektedir (Gurung ve ark., 2010;
Zubair ve ark., 2013; El-Najjar ve ark., 2010). Ayrica TQ, oksidan/antioksidan
Ozelliklerinin, genis bir kanser yelpazesine karsi, farkli terapdtik yoOntemlerin
antineoplastik etkilerini arttirabilme yoniinde olmasi, biiylik bir antikanser potansiyeline
sahip olabilecegine isaret etmektedir(Edris, 2009; Almatroodi ve ark., 2020;
Darakhshan ve ark., 2015; Martinovich ve ark., 2016; Pal ve ark., 2021).

Onceleri TQ’un, toksik kinona (semikinona) ve ardindan timohidrokinona
biyotransformasyonu ile Onemli miktarda siliperoksit radikali olusturduktan sonra,
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini arttirdigi (Darakhshan ve ark.,
2015; Martinovich ve ark., 2016; Woo ve ark., 2013; Trawczynska, 2020) ve artan SOD
aktivitesinin TQ'nun neden oldugu hidroksil radikalleri ve siiperoksit radikallerini
inhibe ettigine dair mekanizma bilgileri (Martinovich ve ark., 2016; Shoieb ve ark.,
2003; Bourgou ve ark., 2010), molekiiler yerlestirme bulgulart ile, TQ'nun, SOD/CAT
molekiillerinin yapisina kimyasal miidahalesiyle iliskili olmadiginin anlasiimasi
tizerine, TQ un etki mekanizmasinin, diisiik TQ konsantrasyonlarinda H,O;‘e maruz
kalmanin, kanser hiicrelerinin hayatta kalma oranini arttirma yoniinde, tersine, yiiksek
konsantrasyonlarda ise, H;O,‘in neden oldugu sitotoksisiteyi gii¢clendirme yoniinde
olabilecegi seklinde degismistir. Ayn1 zamanda, TQ ve H2O,‘in kanser hiicrelerinde
serbest radikal olusumu tizerindeki etki mekanizmasinin, fenton reaksiyonu indiiksiyonu
ile TQ etkinliginin artmasi sonucu, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu 6nlenlemesi

seklinde olabilecegi vurgulanmistir. (Ghelichkhani ve ark., 2023)
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2.1.9.1.4. Timokinonun Selator Etkinligi

TQ’un, Cu (II)’yi Cu (I)’e indirgemesinin, bakir ile kompleksinde, redoks aktif 6zellikli
bir selator gibi de davranabilecegi (Zubair ve ark., 2013); kinon grubu bilesik sinifindan
bir liye olan TQ’un, Cr(VI), Cu(Il), V(IV) ve Co(Il) dahil, bir¢ok metallerle basaril1 bir
sekilde kompleks olusturabilecegi (Kishwar ve ark, 2012); yine Fe™ ile TQ un ¢ok net
ve hizli bir reaksiyona girebilmesi ve Fe+2'yi Fe*¥e, zit olarak Fe™i F e+2'ye
doniistiirebilme yetenegi ile Fenton reaksiyonuna benzer bir reaksiyona katilabilecegi
(Kishwar ve ark, 2012) sonuglari, TQ’un metallerle kompleks olusturma potansiyeline
sahip bir selatdor olabilecegine isaret etmektedir. TQ’un metal-selatér kompleks

olusturabilme 6zelligi, halen tam olarak bilinmemekle birlikte, bu 6zellige sahip istisnai

bir biyoaktif dogal kaynak olabilme ihtimali yoniinden ilgi ¢ekmektedir.

2.1.10. Glioblastoma Tedavisinde Yeni Strateji Arayislar

Son yillarda, saglikli hiicrelere minimum toksik, ancak, kanser hiicrelerine spesifik
hassasiyette konsantrasyonlar1 saglayan, farmakodinamigi ve biyoyararlanimi gelismis,
yeni ilag dagitim sistemlerinin olusturulmasinda 6nemli ilerlemeler olmaktadir. Bu
nedenle, kanser tedavisinde bitkisel aktif bilesenlerin kullaniminin, geleneksel kanser
tedavisinin etkinligini arttirma konusunda muazzam bir potansiyele sahip oldugu goriisii
hakimdir. Dogal fitoaktif bilesenlerin in vitro olarak giiclii farmakolojik aktiviteye sahip
oldugu ancak, in vivo emilimin dar oldugu rapor edilmektedir. Biyoaktif fitobilesenlerin
zay1f biyoyararlanim ve emilim gibi dezavantajlarinin ve olumsuz etkilerinin iistesinden
gelmek i¢in kullanilan nanoteknolojik metodlar, nano ila¢g dagitim sistemleridir (Khan

ve Younus, 2018; Laskar ve ark., 2016; Mostafa ve ark., 2018).

Yukarida goriildiigii gibi, TQ gibi dogal kaynakli ajanlarin, kanser tedavi modellerinde
terapotik etkilere sahip oldugu bir¢ok arastirmada gosterilmekle (Gurung ve ark., 2010;
Sethi ve ark., 2008) birlikte, diisik ¢cozliniirligii ve biyoyararlanimi nedeniyle klinik
kullanimindaki kisithilik problemi (Rajput ve ark., 2015), nanoteknolojik triinlerin
verdigi avantajlarla ¢oziilmeye calisilmaktadir (Khan ve ark., 2018). Bu nedenle
terapotik etkinligini arttirmak icin TQ'mun nanopartikiil (NP) formiilasyonlarinin, GB
gibi agresif kanser hiicrelerine karst daha fazla etkinlife sahip olabilecegi

diistiniilmektedir.

46



2.1.10.1. Nanoteknoloji ve Nanotasiyicilar

NP’ler, nano 6l¢ekli boyut, yiiksek yiizey-kiitle oran1 ve yiiksek reaktivite gibi birgok
onemli 6zellige sahiptir. Bu 6zellikler, yaygin terapotik ve tanisal ajanlarda bulunan
sinirlamalarin  ¢ogunun iistesinden gelmek icin kullanilabilmektedir. NP’lerin, son
yillarda 6n plana ¢iktigi en 6nemli alanlardan biri de saglik olup, 6zellikle kanser
tedavisinde nanoteknolojik bazli tedaviler, ilacin ¢oziinlirliiglinii, stabilitesini
gelistirmek, c¢oklu ilag direncini azaltmak ve kanser tedavisinin gilivenligini ve
etkinligini artirmak i¢in nano ilag dagitim sistemleri lizerinde yogunlasmaktadir
(Attama ve ark., 2012; Barani ve ark., 2021; Tan ve ark., 2017; Liu ve ark., 2022;

Kurisawa ve ark., 2017).

Etkin alanina kontrollii teslimini saglayabilmek amaciyla bir ilacin bir karigima dahil
edildigi preparatlara ila¢ dagilim sistemleri denilmektedir (IDS). IDS’leri, nano diizeyde
genelde vezikiiler sistemler olmak iizere c¢ok cesitlidir. Tasmmacak etken madde
degismeden ya da tasmacak sisteme dahil edilerek IDS’inde tasinabilmektedir. Ancak
tastyict sistemin birincil gorevi ilaci teslim etmekle birlikte, ikincil 6nemli gorevi de
etken maddenin terapotik etkilerini arttirmaktir (Barani ve ark., 2021; Liu ve ark., 2022;

Kurisawa ve ark., 2017).

NP’lerin boyutu, sekli ve yilizey Ozellikleri, hedeflenen antikanser aktivitesinin
minimum karmasgiklikla elde edilmesi i¢in ¢ok onemlidir. NP’ler, ¢ogunlukla kiiresel
sekillidir ve kullanim amacina bagh olarak, 10 ila 200 nm arasinda degisen boyutlarda
olmasi uygundur. Bu boyutlar ayn1 zamanda, KBB’nin asilmasi i¢in de gerekli olan
boyutlardir. NP’lerin ylizey Ozellikleri, epitel fenestrasyonunu basarili bir sekilde
gecerek biyoyararlanimi ve yar1 omri etkileyebilmektedir. Ayrica olaganiistii koruma
Ozelliklerine ve iyi mikrobiyolojik dirence sahiptirler (Le ve ark. ,2019; Barani ve ark.,
2021; Kurisawa ve ark., 2017). Eksozomlar, niozomlar, polimerozomlar, dendrimerler,
polimerik ila¢ konjugatlari, polimerik miseller, nanoteknoloji bazli ilag dagitim
sistemlerinde kullanilan etkili tagiyicilarin birkag 6rnegidir (Liu ve ark., 2022; Tan ve
ark., 2017) Bu amagla, nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemler olarak en ¢ok kullanilanlar
lipozomal nanopartikiiller olup, gelistirmek i¢in bitki bazli (fitozomal) ve metal bazl

(manyetolipozom) formlari, aragtirmalarda kullanilmaktadir.
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2.1.10.2. Lipozomal Yapilar

Yunanca yag anlamina gelen lipos ve viicut anlamina gelen soma kelimelerinden olusan
lipozomlar, 1960'larin basinda Alec D. Bangham tarafindan kesfedilmelerinden bu yana
benzersiz ozellikleri nedeniyle biiyiik ilgi toplamistir (Kumara ve ark., 2015). Lipit yap1
taglarinin amfifilik dogasindan dolay1r lipozomlar, hidrofilik bir merkezi bosluk
etrafinda esmerkezli olarak kendi kendine birleserek diizenlenen, membran benzeri ¢ift
kath lipit tabaka ile ¢evrelenmis, kapali, kolloidal, kiiresel sekilli keseciklerdir (Sekil
2.13). Hidrofilik (¢ekirdek) ve hidrofobik (zar i¢inde) ortamlart birlikte iceren bu 6zel
yapisal organizasyon, biyouyumlu, biyobozunur ve nonimmiinojenik o&zellikleri ile
nanobiyoteknolojinin temel taglarindan biri haline gelmistir (Le ve ark., 2019; Kumara

ve ark., 2015; Shaji ve Bhatia, 2013; Sezgin ve Yiiksel, 2015).
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Sekil 2.14. Lipozomal partikiil ve ¢esitli kullanim amaglar1 (Le ve ark., 2019).

2.1.10.2.1. Lipozomal Nanopartikiillerin Lipit Yapilar:

Lipozomal NP’lerin sentezlenmeleri icin yapilarinda genellikle fosfolipit molekiilleri
kullanilmaktadir. Fosfolipitler, biyolojik membranlarin ana yap: taslar1 olarak goérev

yapan hem hidrofilik hem de hidrofobik kisim igeren ve sulu ortamlarda kendi kendine
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toplanma ozellikleri sayesinde hiicre zarini taklit edebilecek sekilde cift katman
olusturabilen amfifilik molekiillerdir. Genel olarak, yag asitleri, bir gliserol veya
sfingozin ve bir fosfat omurgasi ile bu omurgaya fosfat yapilarindan bagli bir alkol
bileseninden olusmaktadir (Sekil 2.14) (Le ve ark., 2019; Tang ve ark., 2019; Torchilin
ve Weissig, 2003).

1972'de Singer ve Nicholson, fosfolipitlerin amfifilik 6zelligi nedeniyle, bas gruplarin
hidrofilik dogas1 geregi sulu ortamlara maruz kalabilecek sekilde dis kisma
yonelmelerini; yag asit kuyruklarin ise hidrofobik yapisi nedeniyle birbirlerine dogru
yonelerek kapandiklarini bildirmistir. Fosfolipitlerin suya olan bu ikili tercihin nedeni,
sulu ¢ozeltide su-hidrokarbon etkilesimlerinin artan olumsuz entropisinden dolayidir ve
bu nedenle kuyruk kisimlar1 kovalent olmayan bir lipit mimarisi ile kendiliginden bir
araya gelme egilimi gostermektedir (Le ve ark., 2019; Tang ve ark., 2019; Torchilin ve
Weissig, 2003).

KOLIN

NH Etanolamin

Gliserol

{ < inositol

Yag asidi (doymus)

Yag asidi (doymams)

NONPOLAR POLAR
Hidrofobik bas grubu Hidrofilik bas grubu

Sekil 2.15. Fosfolipidlerin yapisal gosterimi (Veiga, 2014).
Lipitlerin kimyasal 6zellikleri, geometrik sekilleri ve termodinamik etkilesimlerinin
yant sira, sicaklik, pH, tuzluluk ve basing gibi fiziksel kosullar, lipozom yapilarim

etkileyen belirleyici faktorlerdir. Erime sicakligi, kati-jel fazindan sivi faza degistiren

gecis sicakligidir ve lipid yapilan etkileyen kritik bir degiskendir. Kati-jel fazlarda
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lipitler diizenli ve bir arada paketlenirken, sivi fazlarda membrandaki diizensizlik
artmaktadir (Le ve ark., 2019; Torchilin ve Weissig, 2003). Yine, sulu faz igerigi de
lipozom yapilar1 i¢in diger 6nemli bir parametredir. Ayrica sulu ¢ozeltideki lipit
konsantrasyonu ve hidrokarbon lipit zincirlerinin boyutu da lipozomun molekiiller
organizasyonu iizerinde biiyiik etkisi vardir. Ornegin, lipit zincir uzunlugunun, fazlarin
olusumunu kolaylastirmast bakimindan ve hidrofobiklik iizerinde giiglii bir etkisi vardir.
Ek olarak, hidrokarbon zincirlerinde cis- veya trans-¢ift baglarin varligi, zincirin erime
gecis sicakliginda ciddi bir diisiise yol agmaktadir (Veiga, 2014; Lei ve ark., 2022; Zang
ve ark., 2017; Torchilin ve Weissig, 2003).

Lipozomal formiilasyonlarin en biiyilk sorunu stabilitedir. Bu nedenle, lipitlerin
kimyasal yapisi, stabilite ve agregat yapisimi etkileyen en Onemli parametrelerden
biridir. Lipitlerin yag asitlerinde bulunan cift baglar, oksidasyona yatkinlik nedeniyle
lipozomlarda erken bozunmalara neden olmaktadir. Dolayisiyla, lipozomlarin
hazirlanmasinda kullanilacak lipitlerin olabildigince doymus olmalari, daha stabil
partikiillerin elde edilmesi bakimindan 6nemlidir (Lei ve ark., 2022; Zang ve ark.,
2017). Lipid polaritesi, yiikii ve sterik oOzellikleri, fosfolipitlerin bas grubunun
yapisindan kaynaklanmakta ve agregat olusturma acisindan Snemli goriilmektedir.
Yikli bas gruplart ile su molekiilleri arasindaki ¢ekici-itici kuvvetler (iyon-dipol),
lipozomlarin toplanma siireci ve stabilizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Bu
nedenle, hiicre zarlarinin % 50-90 oraninda dogal yapisini olusturan fosfatidilkolin, hem
yag asit yapisinda tek ¢ift bag bulunmasi ile stabilite acisindan hem de kolin bas
yapisinin Ozellikleri bakimindan, lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan en 6nemli ve

en yaygin fosfolipit tiriidiir (Lei ve ark., 2022; Zang ve ark., 2017; Tang ve ark., 2019).

Ancak dogal nanoyapili ilag tastyict sistemlerin sentezi i¢in kullanilacak maddelerin de
dogal yapili olmalar1 O6nem arzetmektedir. Bu nedenle, soya fasulyesi kaynakli
fosfatidikolinin (lesitin) kullanilmasi tercih edilmektedir Dogal fosfatidilkolin soya
fasulyesi gibi bitkisel kaynakli veya sigir ve yumurta gibi hayvansal kaynakl
olabilmektedir. Ancak, sigir ve yumurtadan tiiretilen lesitinler (yumurta ve siit
lesitinleri), allerji bakimindan, ayrica, hem mikroorganizma hem de protein
kontaminasyonu bakimindan (ilave kontaminasyon testlerinin yapilmasi gibi)
dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, soya fasulyesinden elde edilen lesitin, dogal

lipozomal partikiillerin iiretimi i¢in daha ekonomik, daha giivenli, daha stabil ve daha
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hijyenik olmasi bakimindan tercih edilmektedir (Lei ve ark., 2022; Giirsoy, 2002;
Zhang, 2017; Mendez ve Banerjee, 2017; Liu ve ark., 2022; Tang ve ark., 2019).

2.1.10.2. 2. Lipozomlarin Hazirlanmasi ve Yapisal Ozellikleri

Lipozomlarin hazirlanmasinda, lipitlerin ve kapsiillenecek maddenin fizikokimyasal
Ozellikleri ve konsantrasyonlari, keseciklerin boyutlarinda, polidispersitesinde ve
katmanli yapilarinda etkili olacagi i¢in, dogru se¢im yapilmasi gerekmektedir.
Genellikle lipozomlar, Bangham ydntemi olarak bilinen, hazirlanmas1 kolay ve nispeten
ucuz olan, “ince lipit film” yOntemine dayanarak sentezlenmektedir. Bu yontemde,
yiiksek kapsiilleme verimliligine sahip MLV (¢ok tabakali lipozomlar) olusturulmakta,
daha sonra degisen boyut ve sekillerde heterojen popiilasyonlar saglanabilmektedir.
Yontemde, once bir lipit karisimi, homojenizasyon tamamlanana kadar organik bir
¢oziicli icerisinde ¢Oziindiikten sonra, organik ¢oziicii buharlastirilmakta ve bir cam
sisede kurutulmus bir lipit film olusturulmaktadir. Daha sonra, kurutulmus lipit filmi,
kuvvetli ¢alkalama ve vorteksleme altinda kapsiillenecek molekiilleri igeren sulu bir
cozelti ile hidratlandiktan sonra olusturulan heterojen MLV’ler, sonikasyon ve iyi
tanimlanmis boyutta, homojen ve tek katmanl kesecikler elde etmek i¢in ekstriizyona
tabi tutulmaktadir (Lei ve ark., 2022; Giirsoy, 2002; Zhang, 2017; Mendez ve Banerjee,
2017; Liu ve ark., 2022).

Lipozomlar yapisal olarak, lipit ¢ift katmanlarinin (lameller) sayisina ve vezikiiliin
boyutuna bagli olarak, tek katmanli lipozomlar ve ¢ok katmanli lipozomlar olarak
siniflandirilabilmektedir. Tek katmanli lipozomlar, kolay hazirlanabilmeleri ve
membran Ozelliklerinin anlasilmasindaki basitlik nedeniyle arastirmalarda biiytik ilgi
gormektedir. Bu tek-cift katmanli kesecikler aynm1i zamanda ii¢ boyutta alt tipe
ayrilabilmektedir. 100 nm’den kiiciik keseciklere, kiiciik tek tabakali kesecikler (SUV);
100 nm'* um arasinda degisen keseciklere, biiyiik tek tabakali kesecikler (LUV) ve 1
um’dan daha biiyiik olanlara, dev tek tabakali kesecikler (GUV) adi verilmektedir. Tek
katmanli kesecikler bir¢ok alanda, biiylik Ol¢lide c¢alisiimis olmasina ragmen, 200
nm’den kii¢iik olanlar kanser tedavi arastirmalarinda en c¢ok kullanilanlaridir ve
farmasotik uygulamalarda ilag/gen tasiyicilar: olarak 6zellikle ilgi ¢cekmektedir (Liu ve

ark., 2022; Giirsoy, 2002; Zhang, 2017; Mendez ve Banerjee, 2017).
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MVL Coklu vezikiler kesecik > 1 ym Balpetedi benzeri
Guv Cok bayuk tek tabakali kesecik > 1-100 pm 1 tabaka
MLV Multilameller kesecik > 0,5 um >5 tabaka
oLV Oligolameller kesecik > 0,1-1 pm 2-5 tabaka
LUV Buyilk tek tabakali kesecik > 100 nm 1 tabaka
sSuv Kigik tek tabakali kesecik 20-100 nm 1 tabaka
MLVs

(5}
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Sekil 2.16. Lipozomlarin yapisal siniflamasi (Liu ve ark., 2022).

2.1.10.2.3. Lipozomlarin Uygulama Alanlar1

Lipozomal nano ilag dagilim sistemleri, hem hidrofilik hem de lipofilik maddeleri ayr1
ayr1 ya da birlikte enkapsiile ederek; etken maddelerin toksik yan etkilerini dnleyerek;
etken maddeleri dig etkenlerden koruyarak; kontrollii uzun salim ve spesifik hedefleme
ile etken madde etkinligini arttirarak ve terapdtik doz miktarini azaltarak tasima gibi
birgok avantajlar sunmaktadir (Lei ve ark., 2022; Liu ve ark., 2022; Torchilin ve
Weissig, 2003). Yapisal ve fizikokimyasal oOzelliklerini kolaylikla modiile etme
konusundaki esnek uygulamalart nedeniyle ¢ok yonliiliige sahip olmalari,
arastirmacilara lipozom 6zelliklerini belirli uygulamalara gore ayarlama firsatini
vermektedir. Lipozomlar, ¢cogu zaman yapisal parametrelere goére smiflandirilsa da,
diger alternatif siniflandirmalar, bilesimine veya hassasiyetine dayanarak yapilmaktadir

(Liu ve ark., 2022; Torchilin ve Weissig, 2003).

Notr veya negatif yiiklii fosfolipidlerin birinden veya bunlarin bir karisimindan olusan

geleneksel lipozomlar; vezikiiliin net yiikii pozitif olan ve negatif yiiklii DNA/RNA ile
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etkilesime girebilmesi nedeniyle, daha cok genetik yonden onemli olan katyonik
lipozomlar; belirli bir reseptdore dogru yonlendirmek i¢in bazi ligandlarla
islevsellestirilen hedeflenmis lipozomlar; fagositler tarafindan viicuttan hizli bir sekilde
temizlenmelerini biiylik Olgiide azaltmak i¢in, hidrofilik polietilen glikol (PEG)
zincirlerinin fosfolipidlerin dis kismina kovalent olarak baglanmasi ile olusan stearik
lipozomlar veya gizli lipozomlar gibi uygulama alanlar1 icin biiyiik bir ¢esitlilik sunan
bircok lipozomal ila¢ dagitim sistemleri (Sekil 2.13), arastirmalarin temel yapi1 taslarini
temsil etmektedir (Lei ve ark., 2022; Liu ve ark., 2022; Fulton ve Najahi-Missaoui,
2023; Torchilin ve Weissig, 2003; Tang ve ark., 2019).

Lipozom arastirmalar1 temel olarak tibbi ve farmakolojik uygulamalara dayanmaktadir.
Lipozomal tasiyict sistemleri, kanser dnleyici kemoterapotikler, bakterisitler, fungisitler,
hormonlar, enzimler ve genetik materyaller dahil olmak iizere cok cesitli farklh
maddelerin taginmasinda kapsamli bir sekilde kullanilmaktadir (Lei ve ark., 2022; Lui
ve ark., 2022). Ayrica, as1 alaninda (immiinolojik adjuvanlar), kozmetik alanda
(transdermal gecis), genetik materyalin tasinmasinda (gen terapisi) etkili adaylar
olmalar1 nedeniyle son zamanlarda arastirmalarda biiyiik ilgi gormektedir. Terapotik
amaglara ek olarak lipozomlar, teshis i¢in goriintiileme araglar1 olarak da genis capta
uygulanmaktadir. Lipozomlarin, bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans
(MR) gibi hastaliklarin etkili bir sekilde taranmasi i¢in goriintii bazli teshisin, hedef
Ozgilliglini arttirmas1 bakimindan degerli araclar olarak goriilmektedir (Lei ve ark.,

2022; Lui ve ark., 2022; Fulton ve Najahi-Missaoui, 2023).

2.1.10.2.4. Kanser Hedeflemede Lipozomlar

Gilinliimiizde, cesitli teknikler uygulanarak lipozomal nano tasiyici sistemler, bir¢ok
kanser tedavi metodlarinda kullanilmaktadir. Doksorubisin, paklitaksel gibi antikanser
ajanlarin lipozomlar yoluyla tasinmasi, kanser hiicrelerine gelismis emilim ve daha fazla
antikanser aktivite sergilenmesine neden olurken, normal hiicrelerin toksik etkilerden
korunmasi saglanmis olmaktadir. Ilk lipozomal antikanser ilac1 olan Doxil®'in 1995'te
FDA tarafindan klinik olarak onaylanmasinin ardindan, lipozomlar 6nemli oranda kabul
gormeye ve onde gelen ilag dagitim platformlar1 olarak taninmaya baslamistir (Fulton

ve Najahi-Missaoui, 2023; Lei ve ark., 2022; Lui ve ark., 2022).
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Terapotik etkinin  gerceklesebilmesi i¢in hedef hiicredeki biyoyararlanim, ilacin
lipozomlardan salinmasina ve hiicreler tarafindan daha fazla alinmasina baglhdir. Cesitli
stratejiler, zarin bozulmasii ve dolayisiyla kargonun salinmasini tetikleyen spesifik
uyaranlara dayanmaktadir. Bu stratejilerden biri olan pasif hedefleme, timor
dokularinin gegirgen ve sizintili dogalari nedeniyle, 200 nm'den kiigiik NP’lerin artmis
ekstravazasyon ve tutma etkisi yoluyla tiimoér dokusunda artan birikimlerinden
faydalanilmaktadir. NP’lerin ERP etkisi de denilen tutma etkisi (EPR, Enanched
permeability retention: arttirnllmis gecirgenlik ve alikonma), timdr dokusunun
olusturdugu damarlanma yapisinin artan damar gecirgenligi nedeniyle NP’lerin timor
hiicrelerine, kolaylikla pasif bir sekilde gecerek, tiimor dokusunun diisiik pH ortaminda
(pH ~ 6) ve endozomal giris ile kanser hiicrelerinin diisiik pH’daki lizozom yapisinda
bozunarak etken maddeyi teslim edebilmesini ifade etmektedir (Krasnici ve ark., 2003;
Deshpande ve ark., 2013, Haley ve ark., 2008; Lei ve ark., 2022; Lui ve ark., 2022;
Fulton ve Najahi-Missaoui, 2023).
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Sekil 2.17. EPR etkisi ile lipozomal pasif hedefleme (Fulton ve Najahi-Missaoui, 2023).

Pasif hedeflemenin yani sira, aktif hedeflemeye dayanan diger metodolojiler, hedefe
spesifik olarak baglanmak ve spesifik olmayan etkilesimleri en aza indirmek igin

lipozom yiizeyinin modifikasyonunu ima etmektedir. Lipozomlara proteinler, peptidler,
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polisakkaritler, glikolipitler, glikoproteinler, antikorlar ve ila¢ 6n molekiilleri dahil
olmak tizere, farkli hedef ligandlar1 baglanarak, lipid membranlarinin
islevsellestirilebilmesini, biyodagilim modellerinin aktif olarak degistirilebilmesini ve
hiicresel igsellestirmelerin gelistirilebilmesini saglayan lipozomal modifikasyonlar,
kanser arastirmalarinda biiyilik avantajlar sunmaktadirlar (Liu ve ark., 2022; Lei ve ark.,

2022; Fang ve ark., 2011; Maruyama, 2011; Fulton ve Najahi-Missaoui, 2023).

2.1.10.2.5. Metalik Lipozomlar

Manyetolipozomlar, ilk olarak De Cuyper ve arkadaslari tarafindan 1988'de tanitilmis
ve laurik asit kapli manyetik nanopartikiiller, manyetoforez i¢in lipozomlarin lipit ¢ift
katmanlarinin i¢ine dahil edildigi bildirilmistir (Gluer ve ark., 2015; Tomitakaa ve ark.,
2019). Manyetolipozomlar olarak bilinen, lipozomlar ve metalik nanopartikiillerin
kombinasyonu ile olusan hibrit bir sistem olup, tiimore 0zgli ligandlar, antikorlar,
antikanser ilaclar1 ve goriintiileme problar1 da dahil olmak iizere ¢ok sayida fonksiyonel
molekiille birlestirilerek nano 06lg¢ekli cihazlarin  pratik tasarimina firsatlar
saglamaktadir (Tomitakaa ve ark., 2019; Garcia-Ribeiro ve ark., 2018). 1988'den bu
yana, ila¢ dagitimi, MRI goriintiileme ve hipertermi icin gelistirildigi bildirilen
manyetolipozomlar, manyetik nanopartikiillerin ve lipozomlarin islevlerinin birlikteligi
ile elde edilen ¢ok yonlii, ilag dagitimi, manyetik goriintiileme, hipertermi ve diisiik
sicaklikla tetiklenen kontrollii salim 6zelliklerine sahip akilli ilag dagitim sistemlerinin
gelistirilmesine firsat saglanmistir (Garcia-Ribeiro ve ark., 2018; Joneic ve ark., 2016;
Garnier ve ark., 2012; Ito ve ark., 2007). Chitchrani ve ark., (2010), kanser hiicrelerine
1,4 nm altin nanopargaciklar1 iletmek i¢in lipozomlart bir "Truva ati" olarak
kullanmiglardir. Amagclari, kii¢iik nanopartikiiller i¢in enerji agisindan elverissiz
endositoz siirecinin iistesinden gelmek olan arastirmacilar , fabrikasyon nanoyapilarin
alim ve hiicre i¢i tasinmasmin verimliligini incelemislerdir. Sonug olarak, lipozom

sistemi kullanilarak kiiclik metal NP’leri i¢sellestirmenin 1000 kat arttig1 gézlenmis.
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@ Manyetik Nanopartikiller

Sekil 2.18. Magnetolipozomlarin sematik sekli: (a)manyetik nanopartikiillerin ig
kisimda sulu fazda tasinmasi, (b) manyetik nanopartikiillerin lipit katmanlara bagh
taginimi, (¢) manyetik nanopartikiillerin lipozom ylizeyinde taginimi (Tomitakaa ve ark.,

2019).

2.1.10.3. Fitozomlar

Hem bitkilerle hem de hiicre benzeri yapilarla ilgili oldugunu ifade etmek amaciyla,
"fito" ve "some" kelimeleri birleserek (bazi literatiirde "herbozom" olarak da geger),
"fitozom" terimi olusturulmustur. Indena sirketi (Milano, Italya), 1980'lerin sonlarinda,
ilaclarin  biyoyararliligin1 fosfolipitlerle komplekslestirerek arttirmak amaciyla ilk
fitozomlar1 olusturmustur (Karpuz ve ark., 2020; Alharbi ve ark., 2021). Fitozomlarda
bitki materyalleri, aktif farmasotik bilesenler olarak hizmet etmektedir ve bitkisel aktif
bilesenlerin, dezavantajlarint  ve olumsuz  etkilerini ortadan  kaldirmak,
biyoyararlanimlarini, emilimlerini ve stabilitesini arttirmak i¢in yeni gelistilen,
benzersiz 6zellikleri olan, vezikiiler ila¢ dagitim sistemleridir (Lu ve ark., 2019; Azeez

ve ark., 2018).

Lipofilik bilesiklerin polar fonksiyonel gruplari, hidrojen baglari ve polar etkilesim
yoluyla fosfolipidlerin yiikli fosfat basligi ile birleserek bir misel diizenlemesi
olusturmakta ve bilesikler bu miseller icerisinde kapsiillenmektedir. Bdylece, farkl
fiziko-kimyasal ~ ve  spektroskopik  Ozelliklere  sahip  fosfolipit-fitobilesik
konjugatlarindan olusan bir nano dagitim sistemleri olarak kargimiza ¢ikan fitozomlar,
fitobilesenleri fosfolipitlere dahil edilme teknolojisidir (Karpuz ve ark., 2020; Vu ve
ark., 2018). Fitozom teknolojisi, cogu ila¢ tasiyict preparattan daha basit, kolay,
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ekonomik ve giivenli olmasinin yani sira, biyouyumlu, biyobozunur, kontrollii salim
yapabilen ve hedeflenebilen dagitim sistemleri olarak, dogal iriinlerin uygulanabilir
yenilik¢i stratejilerinin gelistirilmesi i¢in biiyiik avantajlara sahip yenilik¢i bir sistemdir
(Azeez ve ark., 2018; Vu ve ark., 2018). Giiniimiizde, fitozomlar, patentli bir teknik
olup, farmakokinetik arastirmalarda c¢esit bitkisel ekstrelerin formiilasyonunu
gelistirmek i¢in etkili bir sekilde kullanilmistir (silybin, kurkumin, ginkgolidler gibi)
(Mirzaei ve ark., 2017; Lu ve ark., 2019).

Aslinda fitozomlar ve lipozomlar olduk¢a benzerdir. Lipozomlar, biyoaktif bilesikler ile
kimyasal bir bag olusturmadan sadece tasima amacli lipit yapilar iken; fitozomlar,
biyoaktif bilesik molekiillerin kimyasal baglar yoluyla fosfolipidlerin kutup baslarina
sabitlendigi miselin ayrilmaz bir pargasini olusturmaktadir. Lipozomlardaki aktif
bilesenin boslukta veya membran katmanlarinda bulunan ortamda dagitilmasi;
fitozomlarda ise fitokimyasal molekiillerin hidrojen bagi ile stabil hale getirilmesi,
lipozom ve fitozomlar arasindaki temel farki olusturmaktadir (Lu ve ark., 2019; Vu ve

ark., 2018).

LIPOZOM .

FiTOZOM

Fosfatidilkolin-ilac Kompleksi

Sekil 2.19. Lipozom ve fitozom karsilagtirmasi (Singh ve ark., 2014).
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2.1.10.3.1. Fitozomlarin Hazirlanmasi

Fito-fosfolipit komplekslerinin sentezi basittir, zor veya pahali ekipman gerektirmez ve
diger kompleks tiirlerine gore daha iistiin bir ilag komplekslesme oranina sahiptirler. Ek
olarak fosfatidilkolin ve bitki ekstraktlar1 arasindaki kimyasal baglarin olmasit nedeniyle
daha fazla stabilite sergilerler. Fitozomlar, biyoaktif fitobilesenlerin lipit agisindan
zengin biyozarlar1 ve kan dolagimindan gecme yeteneginin gelismis olmasi nedeniyle
bariyerlerdeki zayif biyoyararlanimlarinin iistesinden gelmek i¢in kullanilabilecek,

biiyliyen nanoteknolojilerden biridir (Alharbi ve ark., 2021).

Fitozom kompleksleri olusturmak igin standartlastirilmis bitki ozleri, fosfolipidlerle
stokiyometrik etkilesimleri gerektirir. Molar oranlar 0,5 ile 3 arasinda olabilir
(fosfolipit: fitobilesenler). Ancak tercih edilen molar oran tipik olarak 1:1 olarak
verilmigstir (Zadeh ve ark., 2018). Biyoaktif bilesenleri ¢ozmek igin aprotik ¢oziiciiler
olarak dioksan, aseton, metilen kloriir, tetrahidrofuran veya etil asetat kullanilir. Ek
olarak, biyoaktif bilesenlerin c¢oziindiiriilmesi i¢in n-heksan gibi c¢esitli aprotik
¢oziicliler, baglangi¢ ¢oziiciisii i¢in kullanilabilir (Karpuz ve ark., 2020). Coziicii, aktif
bilesenlerin stokiyometrik orani, reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi, fito-fosfolipid

komplekslerinin olusumunu etkileyen baslica degiskenlerdir (Lu ve ark., 2019).
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Sekil 2.20. Fitozomda fito-fosfolipit komplekslerinin olusum mekanizmasi (Barani ve
ark., 2021).
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Fosfolipit kompleksleri yapmak icin giiniimiizde birgok teknik gelistirilse de yaygin
olarak ¢oziiciiniin vakum altinda buharlastirilarak fito-fosfolipit kompleksi i¢eren ince

film tabaka elde edilmesi yontemi, gelencksel ve en ¢ok kullanilan yontemdir.

Hazirlama siireci bes temel adimi igerir (Zadeh ve ark., 2018) (Sekil 2. ).

1- Biyomateryallerin karigtirilmasi, fosfolipidler inorganik solventte karistirilmasi,
2- Karigimlarin biraraya getirilerek berrak bir homojen ¢6zeltisinin yapilmasi,

3- Solventin buharlastirilmasi ve ince bir film tabaka olusturulmasi,

4- Karisimin sulandirilmasi ve

5- Karigimin sonikasyona tabi tutulmast.

Gliniimiizde fitozomlarin kanser i¢in vezikiiler ilag dagitim sistemi olarak kullanilmasi
gittikge artmaktadir (Lu ve ark., 2019). Zhenqing Hou ve arkadaslar, solvent
buharlastirma yontemiyle mitomisin C (MMC) soya fasulyesi fosfatidilkolin kompleksi
ile ytiklii fitozomlar gelistirmislerdir. Bunun ig¢inde 12,5 mL tetrahidrofuran (THF), 10
mg MMC tozu ve 30 mg soya fasulyesi fosfatidilkolin (SPC) birlikte ¢ézmiisler ve elde
edilen ¢ozelti daha sonra bir su icinde 4 saat kuvvetli bir sekilde karistirarak bir cam
basingli kaba aktarmiglar (Paiva-Santos ve ark., 2021; Barani ve ark., 2021). Alhakamy
ve arkadaglart (2020), geri akista anti-¢oziici ¢okeltme yoluyla icariin (ICA)
fitozomunu formiile etmek i¢in kullandilar. Deneyde, ICA (27 mg) ve Phospholipon®
90H (32, 64 veya 96 mg), diklorometan (20 mL) igerisinde ¢Oziilmiis ve ¢ozeltinin
deney tasariminda belirtilen sicaklikta ve siire boyunca geri akisla yaklasik 5 mL'lik bir
konsantre tretilmis. Fitozomal kompleks, konsantrenin 72 saat boyunca liyofilize

edilmesiyle elde edilmistir

2.1.10.3.2. Kanser Hedeflemede Fitozomlar

Baslangicta kozmetikte kullanilan fitozomlar, kalp hastaligi, osteoartrit ve romatizmal
iltihaplanmalar ve karacigeri etkileyen diger hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dogal ve sentetik antikanser ajanlarmin nanofitozomlara dahil
edilmesinin, biyoyararlanimi 6nemli 6lciide artirdigr ve tiimor biiyiimesini yavaslattigi
ortaya cikarilmistir. Boylece, bitki kiyasallarinin kanser tedavisinde kullanilabilirliginin

saglanmasi, ¢agdas ilag hedefleme yaklasimlarinda bitkisel ilaglarin 6nemini yeniden
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ortya ¢ikarmasi yoniinden ¢ok dnemlidir (Kumar ve ark., 2020). Fitozomlarin diger
fitokimyasallarla kombinasyon halinde kullanilmasi1 veya bir nanokesecik icinde bir ilag
ve bir fitokimyasalin kombinasyonunun kullanilmasi, sinerjistik etki bakimindan daha
uyarici olabilecegi vurgulanmaktadir. Fito-fosfolipid kompleksleri, kanser tedavisinde
pasif hedeflemenin yan1 sira hiicresel yapilara belirli ligandlar1 ve antijenleri baglayarak
aktif hedefleme icin de etkili adaylar haline getirilebilmektedir. Ayrica, en yiiksek
diizeyde hapsetme verimliligine ve en iyi ila¢g salim profiline ulagsmak i¢in, fosfolipitli
ilag adaylariin molar oranlarinin yam sira sicaklik ve diger degiskenlere dikkat edilesi
gerekmektedir. Siiperkritik akigkan sistemleri gibi daha yeni yontemler kullanilarak ve
sicaklik, basmn¢ ve diger baz1 faktorler optimize edilerek {irliniin boyutu
degistirilebilmektedir. Gelistirilmis penetrasyonlar: ve artan tutulmalar1 nedeniyle, bu
tiir boyut kontrollii iirlin, kanser tedavi alaninda daha spesifik olarak hedeflenmesinde

faydali olmaktadir (Kumar ve ark., 2020; Lu ve ark., 2019; Karpuz ve ark., 2020).

Alhakamy ve ark. (2020), TQ yiikli soya fosfolipit fitozomlar1 gelistirdi ve bunlarin
insan akciger kanseri hiicrelerine karsi antikanser aktivitelerini gosterdigini ve TQ'u
tagimak icin, bu fitozomal nanotasiyici sistemlersin avantajini bildirdiler. Ayrica diger
arastirmlar, kuersetinin anti-solvent ¢okelmesi teknigi ile sentezledikleri fitozomal
formiilasyonunun meme kanserini (MCF-7) tedavi etme potansiyeline sahiptir oldugu
(Alhakamy ve ark., 2022), doner buharlastirma teknigi ile kurkumin yiiklii fitozomlarin
ilag saliimini etkili bir sekilde kontrol etme kapasitesine sahip oldugu da bildirilmistir
(Sachin ve ark., 2019). Bunedenle fitozom teknolojisi, hem pasif hem de aktif ilaglari
hedef alan ilag verme kabiliyeti nedeniyle ilag endiistrisinde biiylimektedir. (Lu ve ark.,
2019; Vu ve ark., 2018).

Fitozom igeren formiilasyonlar, antiinflamatuar, antioksidan ve ndroprotektif 6zellikler
gibi O6nemli farmakolojik faydalara sahiptir ve birgok tiimor tipinin tedavisinde
antikanser ajani olarak ¢alisiimistir (Karpuz ve ark., 2020). Geleneksel kemoterapinin
zararli etkilerini azaltmak ve farmakolojik etkilerini arttirmak icin bitkisel bitki
ekstraktindan elde edilen fitokimyasallarin fosfolipitlerden olusan bir tasiyiciyla
birlestirilmesiyle yeni bir kanser tedavi yaklasimi gelismektedir. Vesikiiler ila¢ dagitim
sistemleri genel olarak bagisiklik sisteminden kacarak ila¢ tasiyicilarimi pasif olarak
hedef alirlar. (Lu ve ark., 2019). Bununla birlikte, tiimor terapisi durumunda, molekiiler

agirligl 40 kDa'dan biiyiik ve nano-metrik boyut araligr 100-1200 nm olan fitozomlar,
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artan gecirgenlik ve tutulma nedeniyle aktif olarak tiimor hiicrelerini hedefler. Pasif
hedefleme, ilacin biyoyararlanimini artirirken, aktif hedefleme, ilaglar1 6zellikle etki
alanina iletir. Bu stratejiler biyoaktif bilesikleri saglamak icin fitozomlarda birlestirilir
(Azeez ve ark., 2018). Ayrica, giiniimiizde ¢evre dostu formiilasyon arayisinda en gok
ilgi ceken metodlardan biri ise, yesil metod olup, bitki bazli metalik NP sentezi icin

kullanilmaktadir.

2.1.10.4. Demir Nanopartikiiller ve Yesil Sentez

Manyetik NP’ler, 6zellikle demir oksit NP’lerinin (Fe3O4 ve y-Fe,Og3), stabiliteleri,
biyouyumluluklart ve mikemmel manyetik oOzellikleri nedeniyle biyomedikal
uygulamalar i¢in bilylik yetenek sergilemektedir (Herlekar ve ark., 2014; Guo ve ark.,
2012). Essiz kimyasal, fiziksel ve mekanik 6zellikleri nedeniyle demir oksit NP’leri
(IONP'ler), farkli biyolojik amaglar i¢in kullanilan en bilinen/belirgin metalik NP’lerdir.
IONP'ler, ilag dagitim stratejileri, manyetik hipertermi uygulamalari, foto-termal tedavi
ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI) i¢in kontrast madde olarak ve hedefe yonelik
olarak yaygin kullanilmaktadir. Demir oksit NP’leri, ROS’un olusmasina yol agan
tehlikeli uyaranlar tarafindan kolayca emilen zararsiz dalga boyunda radyasyon yayarak
hem dogrudan hem de dolayli olarak antikanser aktivite sergilemektedir (Sun ve ark.,

2021; Anjum ve ark., 2021).

Demir bazli NP'ler, demir salabilmekte ve endositozdan sonra lizozomdaki demiri
serbest birakabilmektedir. Bu ise, Fenton reaksiyonu ile ROS iiretimini ve lipid
peroksidasyonunu indiikleme yolu ile ferroptozu tesvik etmektedir. Kanser
hiicrelerindeki demir igerigi normal hiicrelerdekinden ¢ok daha yiiksek olmasi1 nedeniyle
hiicre ici daha yiiksek ROS seviyelerine sahiptir ve redoks dengesi daha kirilgandir. Bu
nedenle, demir NP’ler, artan demir sonucu Fenton reaksiyonu ile ROS iiretimini
yiikseltebilmeleri nedeniyle ferroptozu indiikleyebilmektedir (Cao ve Dixon, 2016).
Ayrica, hipoksik durumdaki zayif perflizyon ve artan anaerobik glikoliz nedeniyle ¢ogu
tiimor hiicresindeki pH normal hiicreye gére daha asidiktir. Onceki galismalar, insan ve
hayvan tiimérlerinde 6.0'a yaklasan hiicre dis1 pH degerlerinin oldugunu bildirmektedir.
Bundan dolayi, demir bazli NP'ler tiimor bolgesinde Fe iyonlarni tiimoriin hafif asidik
mikrogevresinde, normal dokuya gdre daha belirgin bir sekilde serbest birakabilecegi ve

timor hiicresinde ferroptozu indiikleyebilecegi 6n goriilmektedir (Niu ve ark., 2018).
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Ayrica, anjiyogenez ile iiretilen tiimorlerin kan damarlari, her zaman zayif ve yliksek
fenestrasyonlara sahip olmasit nedeniyle, dolasim sirasinda NP'lerin tiimorde
birikmesine izin vermektedir. Demir igeren nanotasiyicilarin EPR etkisi gibi zayif
hedeflemeler ile tiimorde birikimi miimkiin olabilmektedir (Farokhi ve ark., 2019).
NP'lerin uzun dolagimli ve KBB’ini agabilmeleri i¢in ideal ¢apin 30 nm ile 200 nm
arasinda oldugu da bildirilmektedir (Jain ve Stylianopoulos, 2010). Demir oksit
NP’lerinin ortalama boyutu 66 nm kadar olup, yaklagik 10 nm ila 120 nm arasinda
degismektedir. Biyotip, tarim ve ¢evre gibi yasam bilimleri alanlarinda demir oksit ¢ok
biiylik bir potansiyele sahiptir. Nanometre boyutunda kuantum noktalari, manganez
fosfat NP’leri, asil metaller, karbon nanotiipleri, silika NP’leri ve manyetik NP’ler,

inorganik NP’lerin birkag¢ 6rnegidir .(Sun ve ark., 2021; Anjum ve ark., 2021).

IONP'lerle ilgili, sinirlt stabilite, parcacik toplanmasi, hizli bozulma ve manyetik 6zellik
degisikliklerini iceren cesitli sorunlar vardir. Zeta potansiyeli, NP siispansiyonlarimin
stabilitesini degerlendirmek ic¢in kullanilir. Siispansiyondaki tiim parcaciklarin biiyiik
negatif veya pozitif zeta potansiyeli varsa, birbirlerini itme egiliminde olacaklar ve
pargaciklarin bir araya gelme egilimi olmayacaktir. -5 mV ila +5 mV araligindaki

degerler, hizli toplanma anlamina gelmektedir (Ostolska ve Wisniewska, 2014).

Yesil kimyaya yonelik yeni ve siirdiiriilebilir bir yaklasim gelistirmek i¢in bitki
ekstreleri kullanilarak demir NP’lerinin (FeNP'ler) sentezi artik biiyiik ilgi gormektedir.
FeNP'lerinin kimyasal sentezi genellikle yiiksek sicakliklarda ve korumali atmosfer
altinda yapilmaktadir (Ebrahiminezhad ve ark., 2014a). Oysaki bu yontemde kimyasal
bilesikler ve organik c¢oziicliler sirasiyla fitokimyasallar ve sulu matrislerle
degistirilmektedir. Son zamanlarda nano yapilar cesitli bilim ve teknolojilerde
uygulama alan1 kazanmistir (Ebrahiminezhad ve ark., 2014a; Reguyal ve ark., 2017)
FeNP'leri, yliksek katalitik aktivite, yiiksek manyetizma, diislik toksisite ve mikrodalga
absorbe etme yetenegi gibi benzersiz fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 en ilging

yeni malzemeler arasindadir (Herlekar ve ark., 2014; Huber, 2005; Guo ve ark., 2012).

Bu parcaciklar, ilag dagitimi (Yang ve ark., 2008), manyetik hedefleme (Ebrahimi ve
ark., 2016), hipertermi (Laurent ve ark., 2011), termal ablasyon (Hilger ve ark., 2002),
kok hiicre smiflandirma ve manipiilasyonu (Pan ve ark., 2012), gen terapisi (Dobson,

2006), negatif MRI kontrast giiglendirmesi (Lee ve Hyeon, 2012), gidanin korunmasi
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(Busulo ve Lagaron, 2012), biyoproses yogunlagtirilmasi1 (Ebrahiminezhad ve ark.,
2015), antimikrobiyal ajanlar (Ebrahiminezhad ve ark., 2015), biyolojik ayirma (Yang
ve ark., 2004), cevresel iyilestirme (Reguyal ve ark., 2017) dahil olmak iizere genis bir
uygulama yelpazesini kapsamaktadir. Giinlimiize kadar FeNP'lerin iiretimi i¢in farkli
fiziksel ve kimyasal prosesler gelistirilmistir. Bu islemler, yukaridan asagiya ve
asagidan yukartya yontemleri iceren iki genel teknige ayrilir. Yukaridan asagiya
yontemlerde, daglama, lazer ablasyon, mekanik frezeleme ve piiskiirtme yontemleri yer
almaktadir. Her ne kadar bu yaklasimlar saf ve iyi tiirde nanopargaciklar1 basarili bir
sekilde tiretebilse de, ekonomik olarak siirdiiriilebilir degildirler ve genellikle kapsamli

ekipman kullanim1 gerektirirler (Panigrahi ve ark., 2004).

Bugiine kadar bircok arastirmaci, bitkiler (Mahakham ve ark., 2016) algler ve farkli
mikroorganizmalar (maya, mantarlar, diatomlar ve bakteriler) (Herlekar ve ark., 2014)
dahil olmak tizere biyolojik sistemler kullanilarak FeNP'lerin sentezini bildirmislerdir.
Gelistirilen biyolojik sistemler arasinda bitki aracili sentez, dnemli bir bilimsel ilgi
cekmektedir (Mahakham ve ark., 2016). Ancak canli bitkilerin FeNP iiretiminde
kullanilmasi, iiretilen NP’lerin boyut ve seklinin heterojen olmasi gibi biiyiik
dezavantajlara sahiptir. Ote yandan, FeNP'lerin bitki govdesinden izolasyonu zor ve
mesakkatli bir prosediirdiir ve sonugta diisiik geri kazanim ve saflik ile sonuglanir

(Herlekar ve ark., 2014).

Asagidan yukariya yaklasimlarda, NP’leri iiretmek icin kati, sivi veya gaz fazlarinda
metal Onciileri (yani metal iyonlar1) kullanilir. Bu prosediirler aerosol prosesi, atomik
yogunlasma, sol jel fazlari, buhar biriktirme, termal ayrisma, birlikte ¢oktiirme ve yesil

sentez yoluyla gerceklestirilebilir ( Hoeppener ve ark., 2002).

Herhangi bir kimyasal ve biyokimyasal reaksiyona benzer sekilde reaksiyon sicakligi,
demir Onciiliiniin konsantrasyonu, yaprak ekstraktinin konsantrasyonu ve reaksiyon
siiresi gibi faktorlerin reaksiyon verimi tiizerinde kritik etkileri vardir. Artik meyve
ekstreleri, tohum tozu ekstreleri, tohum eksiidasi, kabuk ekstreleri, kepek ekstreleri,
agac kabugu ekstreleri ve ¢gogunlukla yaprak ekstreleri gibi bitkilerin ¢esitli kisimlarinin
ekstreleri NP’lerin yesil sentezi i¢in kullanilmaktadir (Kozma ve ark., 2015). Ekstreler,
cok adimli sentez uygulama sorunlarini ve kimyasal reaktiflerin maliyetlerini ortadan

kaldiran, tek kaptaki sentez reaksiyonunda ajani indirgemek ve kapatmak i¢in dogal bir
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kaynak olarak kullanilmaktadir (Ebrahiminezhad ve ark., 2014b). Bilim adamlari
genellikle iiretim maliyetlerini azaltmak amaciyla endiistriyel yesil sentez reaksiyonlari
icin hammadde olarak otlar ve agaglar gibi gida dis1 kaynaklardan elde edilen ekstreleri
kullanmaya ¢alismaktadirlar. Ayrica tekno-ekonomik firsatlar arttirmak amaciyla yesil

sentez reaksiyonlar1 genellikle ortam sicaklifi ve atmosferde yapilmaktadir

(Ebrahiminezhad ve ark., 2016).

Bu iiretim tekniginde, demir onciisii olarak ¢esitli demir tuzlarindan birinin [Ornegin,
FeCl; -6H,0, FeCl, -4H,0, FeSO, veya Fe(NO3)s] ve ekstre olarak genellikle bitki
ekstrelerinin  bir karistmini icermektedir. Reaksiyon genellikle oda sicakliginda,
kendiliginden meydana gelmektedir. Reaksiyon hizi hizlidir ve genellikle birkag dakika
icinde tamamlanir. Bitki ekstrelerindeki fitokimyasallar, demir iyonlarini basitce
FeNP'lere doniistiiriir. Bu biyomolekiiller, biyosentez reaksiyonunda indirgeyici ve
stabilize edici maddeler olarak gorev yapabilen ¢esitli suda ¢Oziinlir metabolitleri
(6rnegin, polifenoller, sekerler, alkaloidler, fenolik asitler ve proteinler) ve koenzimleri

icermektedir (Jassal ve ark., 2016).
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Sekil 2.21. Yesil metod ve mekanizmasi (Khan ve ark., 2022).
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“Fitosentez” olarak da bilinen yesil-sentez, kolay, ucuz, giivenli, ¢evre dostu, tek
adimda basit, hizli ve etkili uygulama ile boyut ve sekilleri daha kontrollu ve daha
kararli NP’lerin hazirlanmasi gibi bir¢ok avantajlart bulunmaktadir. Yesil biyosentez
metodu ile bitki ekstrelerinden metalik NP’lerin biyosentezi, {i¢ siire¢ asamasinda

gerceklesmektedir (Sekil 2.21) (Singh ve Dutta ve ark., 2018).

Rediiksiyon (Aktivasyon) asamasi: Metal tuzlarmin (iyonlarinin) rediiksiyon fazinda,

indirgenmis metal iyonlar1 notral atomlar haline doniistiiriildiigii siirectir.

Biiyiime agsamasi. Olusan notral atom cekirdeklerinin, “Ostwald olgunlagsmasi” olarak
da bilinen (Lochhead, 2017), metal atomlarinin toplanarak, agregatlar olusturdugu ve

daha biiyiik pargaciklar iizerinde birikmesiyle daha kararli yapilara doniistiigii bir fazdir.

Stabilizasyon agamasi: NP’lerin bitki 6ziitleri ile kaplanarak sonlandig siiregtir.

FeNP'ler ii¢c ana gruba ayrilabilir. Bunlar; (1) demir oksit NP’leri (ION'ler) (yani
manyetit; Fe3O, , hematit: a-Fe,O3 , maghemit; y-Fe,O3 ), (2) demir oksit hidroksit
(FeOOH) NP’leri ve (3) sifir degerlikli demir (ZVI) nanopargaciklaridir (Babay ve ark.,
2015; Yang ve ark., 2008). Reaksiyon kosullar1 (6rn. sicaklik, demir oOnciiliiniin
konsantrasyonu, bitki ekstresi miktart ve zaman) ve bitki ekstresinin kimyasal
ozellikleri (Orn. hazirlama sicakligi, konsantrasyon, pH ve fitokimyasal molekiiller)
fizikokimyasal ozellikler lizerinde 6nemli etkilere sahiptir ve sifir degerlikli (ZVI), ferro
ferrik oksit (Fe3O,4 ), ferrik oksit (Fe;O3), demir oksit hidroksit (FeOOH) ve demir
mineral kompleksi NP’lerini iceren ¢esitli FeNP'ler bu sentez yaklasimi kullanilarak
uretilebilmektedir (Jassal ve ark., 2016). FeNP'lerin bitki aracili sentezi, bitki
ekstresinin hazirlanmasini ve kontrolli durumda sulu demir iyonu c¢ozeltilerine
karistirilmasini igeren tek adimli bir yontemdir (Makarov ve ark., 2014). Kismen yesil
yontem olarak kabul edilen bu teknikte, kimyasal ve biyolojik indirgeyici ajanlarin
kombinasyonu ile NP’ler iiretildiginden, kimyasal sentez yollarina gore daha az toksik

ve daha uygun maliyetlidir (Kozma ve ark., 2015).

Birgok yazar, yar1 yesil sentez yontemleri yoluyla demir nanopargaciklarinin olusumunu
bildirmistir. Yapilan bir calismada, Mimosa pudica kokii ekstresinin demir siilfat

(FeSO4 -7H,0) ¢ozeltisine ve NaOH'ye maruz birakilmasi, metal iyonlarinin hizli bir
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sekilde azalmasina (reaksiyon 60 °C'de 20 dk sonra tamamlanir) ve siiperparamanyetik
INP'lerin olusumuna neden oldugu ve soliisyonun pH'1 NaOH ile 9'a ayarlanmasinin,
ION'larin stiperparamanyetik davranisinin arttirilmasiyla sonuglandigi bildirilmistir
(Niraimathee ve ark., 2016). P. tripartita meyvelerinin metanolik ekstresi kullanilarak
INP'lerin yar1 yesil sentezi Kumar ve arkadaslar1 (2014), tarafindan denenmistir. 0,1 M
NaOH ve 1 mM demir (III) kloriir kullanilarak 80 °C'de dort saatlik inkiibasyonun
ardindan Fe3O, NP’lerinin olustugunu tespit etmislerdir. Manyetit NP’leri, onlari
biyoteknolojik, biyomedikal ve ¢evresel iyilestirme i¢in ideal bir aday haline getiren
benzersiz ve kullaniglhh manyetik 6zellikler sergilemektedir. FesO4 parcaciklarinin boyut
dagilimlari, sekli ve biyouyumlulugu tibbi uygulamalar i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.
Cesitli bitkilerin ekstreleri, sulu bir demir iyonu ¢ozeltisinden manyetit NP’leri

iiretebilmektedir (Reguyal ve ark., 2017).

Wang ve arkadaslar1 (2013), ilk kez demir-polifenol kompleksi NP’lerinin olusumunu
bildirmislerdir. Ortam kosullarinda sulu ¢ozeltide Fe-polifenol NP’leri iiretmek igin
Okaliptiis yapraklar1 ekstrelerini kullanmiglardir. Okaliptiis yapraklar1 ekstrelerinin
redoks potansiyeli Ol¢iilmiis ve + 0,4 V'de genis bir zirve gostermistri. Bu, Fe™'iin sulu
yaprak ekstresi ile Fe*?'ye indirgenebilecegini ima ettigini bildirmislerdir. Ancak yaprak
ekstresi yoluyla Fe"nin ZVI'ya indirgenmesi zor bir islem oldugu icin Fe**—polifenol

kompleksleri, genellikle “otoksidasyon” olarak adlandirilan bir siiregte olusturulmustur.

Yapilan bazi ¢alismalarda, TQ ile hazirlanan demir NP’lerinin antikanser etkiniklerinin
arastirlldigr goriilmektedir. Literatiirdeki bu verilere bakilacak olunursa, yapilan bir
calismada, demir oksit NP’lerinin kanser ve diger bir¢ok tedavi i¢in nanotasiyicilar
olarak potansiyel biyomedikal uygulamalarinin yani1 sira minimal toksisite gdstermesi
nedeniyle, Fe3O4 NP’leri tizerine yiiklenen bitkisel antikanser ajan1 TQ’un yiiklii oldugu
Polivinilpirolidon (PVP)’lanmis Fe3O4 manyetik nanopartikiillerin  (TQPVP-Fe304
NP'ler) olusturularak iiglii negatif meme kanseri (TNBC) (MDA-MB-231) hiicrelerine
kars1 etkinligini arastirmak ig¢in sitotoksisite, apoptoz indiiksiyonu, ROS iiretimindeki
degisiklikleri igeren antikanser potansiyeli degerlendirilmistir. TQ-PVP- Fe3O4 NP ile
tedavi edilen hiicrelerin ROS seviyelerini etkili bir sekilde arttirilarak hiicre Sliimiinii
indiiklemek i¢in hiicresel ortamda pH'a bagh ilag salinimi sergiledigi gosterilmistir.
Dolayisiyla hazirlanan TQ-PVP- Fe;O4 NP'leri antikanser tedavisi i¢in uygun bir ilag

formiilasyonu olabilecegi sonucuna varilmistir (Kumar ve ark., 2020).
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2.1.11. Tezin Amaci ve Hedefleri

Yukarida verilen genel bilgilerden anlasilacagi iizere, GB kanser hiicrelerinde direng
gelisimini engelleyen, KBB’i sorununu ¢éziimleyen ve normal saglikli hiicrelere toksik
etkilerin en aza indirildigi secgici toksik etkili, daha etkin tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu hedef dogrultusunda, demirin kanser
tizerindeki etkileri nedeniyle, demir modiilasyonu i¢in sentezlenen TQ-bazli NP’lerin,
GB hiicrelerinin demir fonksiyonuna olan etkilerinin incelenmesi bu tezin amacini

olusturmaktadir.

Bu amagla, selatlama 6zelligini incelemek i¢in TQ baz alinarak ilk defa bu calismada
sentezlenen Mag NP’leri demir islevini arttirma yoniinden, yine TQ baz alinarak
literatiire gore sentezlenen Fit NP’leri ise demir iglevini azaltma yoniinden, birbirlerine
zit etkili gorevlerle, GB hiicrelerinde demir fonksiyonuna olan etkileri incelenmistir.
Boylece, bilime katki saglamak amaciyla bir 6n ¢alisma niteliginde olan bu arastirmada,
kanser hiicrelerinin demir fonksiyonu iizerinde etkili olabilecek, tamamen dogal, yeni

bir nanopartikiiler hedefleme sunulmustur.

Bu tez calismasimin hedefleri asagida kisaca 6zetlenmistir (¢alismanin metod plan1 Sekil

3.2°de akis semasi seklinde 6zetlenmistir);

e TQ-Fe NP’lerinin yesil sentezle hazirlanmast ve Mag NP’lerinin olusumunda etken

madde olarak kullanilmasi,

e TQ-Fe NP’lerini soya fasiilyesi fosfatidilkolinine (SPC) baglanmak suretiyle TQ-

bazli Mag NP’lerinin ilk sentezinin tarafimizdan yapilmasi,
e TQ-bazli Fit NP’lerinin literatiire gore fitozom teknolojisiyle hazirlanmasi,

e TQ’un karakteristik dalga boyu Uv-Vis spektrofotometre ile; TQ-Fe, Mag ve Fit
NP’lerinin, morfoloji (boyut ve sekil) ve dagilimlar1 STEM ile; elementel yapilar
SEM-EDX ile; fonksiyonel bant ve gruplari, FTIR spektroskopi ile; caplari,
dagilimlar1 (DLS) ve ylizey vyiikleri (zeta potansiyel) ise Zetasizer cihazi ile
belirlenerek, partikiillerin karakterizasyonlarinin yapilmasi ve nano yapilarinin teyid

edilmesi,

e Mag ve Fit NP’lerinin stabilite ve in vito salim 6zelliklerinin belirlenmesi,
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e TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin, U87-MG GB hiicre hatt1 {izerinde in vitro olarak,
hiicre canliliginin, MTS Deneyi ile; apoptoz etkinligi, 7- FITC/Annexin V Apoptoz
Tespit Deneyi ile; serbest radikal seviyesi, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Tespit
Deneyi ile ve lipit peroksidasyon diizeyi, MDA Olgiim Deneyi ile test edilerek

belirlenmesi, istatistiksel olarak degerlendirilerek yorumlanmasi,

e TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin, GB hiicrelerinde demir selatlama aktivitesi Ferrozin

Deneyi ile incelenerek, istatistiksel olarak degerlendirilip yorumlanmasi,

e Mag NP’lerinin Fit NP’leri ile istatistiksel olarak karsilastirilmasinin yapilmasi; TQ-
Fe NP’lerinin ise sadece Mag NP’lerini teyit amaci i¢in kullanilmasi, bu tezin

hedeflerini olusturmaktadir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemeler

Thymogquinone (Cayman), Phosphatidylcholine (Lecithin) (Sigma), MTS Kit (Sigma),
7- FITC Annexin V Apoptoz Tespit Kit (BioLegend 640922), Lipid Peroksidasyon-
MDA Ol¢iim kiti (Elabscience), Reactive Oxygen Species (ROS) Detection Assay Kit
(Elabscience), Ferrozin (Sigma), FeClz (Merk), FeCl, (Merk), U87-MG glioblastoma
hiicre hatti (Genkok-Kayseri), DMEM Besiyeri (Sigma), L-Glutamin (Biochrom
K0282), FeCls (Merk), Penisilin/Streptomisin (Biochrom A213), Steril PBS (Ca*? ve
Mg+2 icermeyen) (SigmaAldrich), Fetal dana serumu (Biochrom S0113), DiMetil
Siilfoksit (Aplchem A3670), Diyaliz seliloz membran 12 KDa MWCO (Sigma),
Dichloromethane (Merk), Deionize edilmis H,O (Merk), NaOH (1 N) (Sigma), Etanol
(Sigma), Metanol (Sigma).

3.1.2. Kullanilan Cihaz ve Gerecler

Sonikator (Ultrasonik Banyo) (Bandelin Sonorex), Hot&Stirrer (MS300HS), Hassas
Terazi (Ohaus), PH Metre (Starter 3100), Vorteks (Biovortex), Termal Calkalayici
Inkiibator (FinePCR), UV Spektrometreler (Shimadsu UV-1601) (Agilent 8453) (Bio-
Tek), Rotavapor (Heidolph), CO, Inkiibatérii (Niive FN500), Otomatik calkalayici
(Lab-line), Hiicre Sayma Kamarasi (Hycor), Akim Sitometri Cihaz1 (BD Accuri C6),
Sogutmal1 Santrifiij (2.0 RS Biofuge stratos, Heraus), Laminar Air Flow (Niive), Inver
Mikroskop (Olympus), Isik Mikroskobu (Nikon E400), Taramali Gegirimli Elektron
Mikroskobu (STEM) (ZEISS — Gemini 500), EDX (ZEISS — EVO LS10), Zeta Sizer
(Malvern Nano — ZS90), FT-IR Spektrometre (Perkin Elmer - 400), Buzdolab1 (4°C)
(Argelik), Motorlu Pipet (Isalab), Nukleopor polikarbonat membran filtre (0.1, 0.2, 0.3 ,
0.4 ve 0.8 um) (Whatman), Rotavapor (Heidolph), 25/75 cm? hiicre kiiltiir Flasklari
(Biofil CFT 025/075), Pipet Uglar1 (mavi ve sar1) (Barrier100), Steril Pipetler (2 ml, 5
ml, 10 ml, 25 ml) (Greiner), Ependorf tiipleri (2mL) (Greiner), 50 ml vida kapakh
Konik Tiip (Falkon), 15 ml vida kapakli Konik Tiip (Falkon).
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3.2. Metot

Sekil 3.1. Tez akis semasi.
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3.2.1. Nanopartikiilleri Sentezleme Calismalar

Bu tez projesinde, Once yesil-biyosentez yoluyla TQ-Fe nanopartikiill (NP)’leri
tiretildikten sonra, bu NP’lerin lipozomlanmalar1 yoluyla Magnetolipozom (Mag)
NP’leri sentezlenmistir. Ayrica diger grup partikiillerimiz olan TQ-bazli Fitozom (Fit)
NP’leri de fitozom teknolojisi ile sentezlenmistir. Boylece iki grup dogal NP
olusturulurken, Mag NP’lerinin olusturulmasi i¢in sentezlenen TQ-Fe NP’leri ise,
sadece Mag NP’lerini konfirme etmek amaciyla deneylerde kullanilmistir. Yine, etken
madde yiiklii olmayan bos lipozomal NP’ler de hazirlanmis olup, bu NP’ler, etken
madde yoklugunda, lipozomal yapilarin kendisinden kaynaklanan, kanser hiicrelerine
bir etkisinin veya ek bir katkisinin varligini tespit edebilmek amaciyla deney grubu
olarak ilave edilmis ve kontrol grubu olarak kullanilmistir. Deneyler en az ii¢ tekrarli

olarak yapilmustir.

Bu amagla, dogal NP’lerin hazirlanmasi i¢in; >98% safliktaki Timokinon (2-izopropil-
5-metil-1, 4-benzokin-non) (TQ) (Cayman) fitokimyasali, FeClz (Demir (I11) kloriir
hekza-hidrat) (%99,99 metal baz) (Merk) FeCl, (Demir (II) kloriir tetra-hidrat)
(%99,99 metal baz) (Merk) ve Soybean phosphatidylcholine (SPC) (Lesitin) (Sigma)

sentez maddeleri olarak kullanilmustir.

3.2.1.1. TQ-Fe Nanopartikiillerin Yesil Biyosentezi

TQ-Fe NP’leri, yesil sentez yoluyla hazirlamak igin literatiir referans alind1 (Fathy,
2020) ve birlikte ¢okeltme yontemi kullanilarak sentezlendi. ilk olarak, demir (III)
klorid heksahidrat ve demir (II) kloriir tetrahidrat agirlik oran1 2:1 olacak sekilde, 200
mg/100 mg olarak tartildi1 ve tlizerine 40 ml distile su (dW) ilave edilerek ¢oziildi ve
vortekslendi. Daha sonra bu ¢dzeltinin i¢ine; 16 mg/ml konsantrasyonda TQ c¢ozeltisi
hazirlamak igin, 24 mg tartilan TQ {izerine 1,5 ml dimetil siilfoksit (DMSO) ilavesi ile
cozdiiriildiikten sonra vortekslendi ve ultrasonik banyo (sonikatdr) igine yerlestirilen
demir ¢ozeltisine damla damla ilave edildi. Daha sonra ortami alkali yapmak i¢in, pH
metre ile takip edilerek 1M NaOH ¢ozeltisi, karisimin rengi saridan siyaha doniisene
kadar damla damla ilave edilerek pH:11’e getirildi. Daha sonra ¢ozelti, 40 dakika
stireyle, 85 °C'de, 100 rpm'ya ayarli sicak plaka karistiricisinda bekletilerek TQ-Fe
NP’leri olusturuldu (Sekil 3.2). Ortaya ¢ikan siyah ¢okeltiler, giiclii bir harici miknatis

kullanilarak toplanmak suretiyle, sulu kismin seffaflasmasi saglanarak olusumun NP
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oldugu teyid edildi. Daha sonra, 14.000 rpm'de, 30 dk. boyunca santrifiijleme yoluyla
coktiiriilen NP’lerin {istte kalan siipernatant daha sonra Ol¢iimlemek {izere baska bir
yerde biriktirilerek, alttaki pellet dW ile yikanmak suretiyle alkali pH diisiiriilene kadar
yikama adimi (4-5 kez) gergeklestirildi. Peletin bir kismi, yeniden deiyonize suda
siispanse edildi ve giines 1s18indan uzak bir yerde izolasyonu yapilarak, kullanilincaya
kadar +4 °C’de saklandi. Pelletin diger kismi ise, kristallesmeyi Onlemek igin
kurutularak toz haline getirildi ve giines 1s181ndan uzak bir yerde izolasyonu yapilarak,
daha sonra Mag NP’lerini hazirlamak i¢in ve diger arastirmalar (karakterizasyon ve
hiicre deneyleri) i¢in kullanilmak iizere saklandi. Tiim NP sentezlerinin Oncesi ve
sonrasinda, TQ 1s18a duyarli oldugundan, santrifiij tliplerinin yanlarinin aliiminyum

folyo ile kapatilarak TQ’un bozunmasina yonelik tedbirler azami derecede alindi.

- i | MAGNETOLIPOZOM |

HIDRASYON SONIKASYON 'ﬁ*“"&“‘r

ROTAVAPOUR ‘ - {‘*b’mgg

@ SPC
@ TQ-Fe partikiilleri
44°C
60 dk
<

), . . H e | Etanol 1 |

| / / " ,n

pH:11
‘ 100rpm
SANTRiFUJ  SONIKASYON _,,'\ 85°C,40dk |
4 -y <=

TQ Fe partlkullen
Sekil 3.2. Yesil metod ile TQ-Fe NP’lerinin biyosentezinin ve TQ-Fe NP’leri ile Mag

NP’lerinin hazirlaniginin sematik gosterimi.
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3.2.1.2. Magnetolipozom Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Mag NP’lerini sentezlemek i¢in, daha dnce hazirlanmis ve kurutulmus olan TQ-Fe
NP’leri kullanildi. Once kuruttugumuz TQ-Fe NP’leri dW iginde ¢ozdiiriildii. Daha
sonra TQ-Fe/SPC 2:1 olacak sekilde soya fosfatidilkolini (lesitin) (soybean
phosphatidylcholine: SPC) tartildi ve etanol i¢inde homojen oluncaya kadar
vortekslenerek ¢ozdiiriildii. Coziinen SPC, ultrasonik banyo i¢ine yerlestirilmis olan
TQ-Fe NP ¢oziiciisiine damla damla ilave edildi, pH kontrolii yapild1 ve rotavaporda
diisiik basingda altinda 44 °C ’de, 1 saatte boyunca, ¢dziicii buharlasip uzaklastirilincaya
kadar tutuldu. Yuvarlak tabanli cam flaskin alt duvarinda olusan ince, kuru film
tabakast 40 ml dW i¢inde hidrate edilerek 1 saat boyunca hafif c¢alkalama ile
karistirtlarak lipid film tabakasinin kalkmasiyla olusan ¢ok tabakali vezikiiller (MLV)
goriildii ve dnce uzun vortekslenerek LUV lipozomlarinin elde edilmesi saglandi. Daha
kiigiik nanopartikiil eldesi i¢in 10 dk ultrasonikatorde tutuldu (Sekil 3.2) ve giiclii bir
harici miknatis kullanilarak toplanma goriilerek olusumun NP oldugu teyid edildi

karakterizasyon ve diger tez ¢alismalar1 yapilincaya kadar +4 °C ’de saklandi.

3.2.1.3. Fitozom Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

1.
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Sekil 3.3. Fit NP’lerin fitozom teknolojisi ile hazirlanigsinin sematik gosterimi.
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Tez caligmamizda, TQ tabanli fitozomal nanopartikiillerin bilesiminde fosfolipit olarak
Soybean phosphatidylcolin (SPC) (lesitin) kullanilmistir. Fitozom dispersiyonlari
literatiirdeki teknigi ile olusturulmustur (Nangare ve ark, 2020; Karthivashan ve ark,
2016). TQ ve SPC’ler, 3:1 oraninda olacak sekilde (15 mg : Smg) tartild1 ve oran, 1:2
olacak sekilde, TQ+SPC (toplami; 15 mg + 5 mg = 20) mg) ve diklorometan (DCM)
(20 °C *de dansitesi 1,32 g/cm® oldugu i¢in 30 ml) ilave edilerek, ¢oziicii, rotavaporda
diisiik basingda altinda 44 °C ’de, 1 saatte boyunca, ¢6ziicii buharlasip uzaklastirilincaya
kadar tutuldu. Yuvarlak tabanli cam balonun alt duvarinda ince, kuru film tabakasi
olusmasi saglandi. Tiim formiilasyon 25 °C vakumlu etiivde bir giin bekletildi. Daha
sonra, ince film tabakasi 40 ml PBS iginde hidrate edilerek 2 saat boyunca hafif
calkalama ile karistirilarak lipid film tabakasinin kalkmasiyla olusan ¢ok tabakali
vezikiiller (MLV) goriildii. Daha sonra, dnce uzun vortekslenerek LUV lipozomlarinin
elde edilmesi saglandi. Bu asamadan sonra, daha kii¢iik nano fitozomlarin eldesi i¢in 10
dk ultrasonikatorde tutularak seffaf bir sivi elde edildi (Sekil 3.3). Elde edilen sivinin
seffaf olmasi, partikiillerin nano boyutlu oldugunun bir gostergesidir. Hazirlanan

formiiller kullanilincaya kadar, 1siktan korunacak sekilde +4 °C *de saklanda.

Cizelge 3.1. Nanopartikiil gruplari, icerikleri ve oransal bilesimi.

Nanopartikiil Gruplar )
Nanopartikiil Igerikleri Oran
Say1 Kodu Adi
1 TQ-Fe NP Timokinon-demir TQ / FeClz/ FeCl, 6:25:50
2 Mag NP Magnetolipozom TQ-Fe/SPC 2:1
3 Fit NP Fitozom TQ/SPC 3:1

3.2.2. Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

Once TQ miktar tayininin belirlenmesi icin kalibrasyon grafigini ¢izmek amaciyla UV
spektrometre analizi kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi, hazirlanan numunedeki etken
madde miktarinin belli bir araliginin igerisindeki derigimi ile elde edilen yanitin orantili
oldugunun ifadesidir. Bu amagcla, UV spektrofotometrede 200-400 nm arasinda dalga
boyu taramasi yapilarak, TQ i¢in olan dalga boyu (A = 254 nm) bulunmustur. Dalga
boyu taramasi yapmak amaciyla TQ (1 mg), ethanol (10 ml) igerisinde ¢oziilerek, 0,1
mg/ml’lik ¢ozeltisi elde edilmistir. Daha sonra 1:9 olacak sekilde etanol:dW olacak
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sekilde hazirlanan stok soliisyonundan dilue edilerek 5 ayr seri ¢ozeltisi (0.5, 1, 1.5, 2,
2.5 mg) hazirlanmig ve UV-Vis spektrofotometrede pik alanlari tespit edilmistir. TQ
derigimlerine karsilik elde edilen pik alanlar1 ile standart kalibrasyon egrisi ve denklemi
elde edilmistir. Boylece daha sonra hazirlanan NP’ler i¢indeki enkapsiile TQ

miktarlarinin hesaplanmasi yapilmastir.

N -
——
—

Sekil 3.4. Hazirlanan nanopartikiil 6rnekleri; (A) MagNP, (B) FitNP, (C,D) TQ-FeNP.

Sentezlenen nanoformiilasyonlara yiiklenen etken maddelerin belirlenmesi, NP’lerin
yiikleme etkinlik kapasitelerini anlamak agisindan oOnemlidir. TQ-Fe NP’lerinde,
yukarida anlatildig1 gibi; sentez sonrasindaki belirli orandaki ¢ozelti, 14.000 rpm'de, 30
dk. boyunca santrifiijleme yoluyla ¢oktiiriilmiis ve iistte kalan siipernatant kisim, UV-
Vis spektrofotometre kullanilarak (A = 254 nm), TQ kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve
serbest TQ konsantrasyonu belirlenerek, NP’deki TQ verimliliginin yiizdesi
hesaplanmistir. NP’lerin etken madde yiiklenme etkinligi (% EE) asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmustir.

Toplam etkin madde miktar1 - Serbest etkin madde miktar
% EE = x100

Toplam etkin madde miktar

3.2.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Tiim NP’lerin, karakteristik absorbans noktalar1 Uv-Vis spektrofotometre ile; morfoloji
(boyut ve sekil) ve dagilimlar1 STEM ile; elementel yapilari SEM-EDX ile; fonksiyonel
bant ve gruplari, FTIR spektroskopi ile; ¢aplari, dagilimlari (DLS) ve yiizey yiikleri ise

Zetasizer cihazlar ile belirlenerek karakterizasyonlari yapilmistir.
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3.2.4. Nanopartikiillerin Fiziksel Stabilite Calismalari

Hazirlanan Mag ve Fit NP’lerin 60 giin boyunca +4 °C’de bekletildikten sonra, partikiil
biiyiikliiklerinin zamanla ve sicaklikla degisip degismedigi, stabilite g¢alismasi ile
incelendi. Omneklerin stabilitesini belirlemek icin boyut olgiimii 60. giinde 6rnek
alinarak Malvern Zetasizer cihazi ile partikiil biiyiikliikleri ve polidispersite indeksleri

olciildii.

3.2.5. Nanopartikiillerin in vitro Salim Calismalari

Cozelti igindeki NP igeriklerin partikiilden salinim 6&zelliklerinin belirlenmesi igin,
uygun por araligindaki (12 KDa MWCO) diyaliz membranda in vitro gecis ¢aligsmasi
yapilmistir. Kullanilan diyaliz membran 1 saat boyunca pH 7.4 fosfat tamponunda
1slatildi. Ortam, viicut sicakligini taklit etmesi agisindan 37 °C’de, tiim 6rnekler i¢cin 100
ml PBS i¢indeki dializ membranda, deney sonlanincaya kadar 100 rpm sabit hizdaki bir
termal calkalayici inkiibatdrde yapildi. Deney, onceden belirlenen siirelerde (15., 30.,
45. dakikalarda ve 1.,2., 4., 6., 8., 12., 24., 48. ve 72. Saatlerde) list kistmdan 1.5 ml
ornek alinma ve alinan miktar kadar ortama PBS ekleme seklinde devam etti. Alinan
ornek igeriklerindeki maddelerin miktarina karst gelen absorbanslart UV spektrometre
ile Olgildii. Deney 72 saat sonunda sonlandirilarak, membrandan gecen madde

miktarlarinin zamana kars1 grafigi % kiimiilatif olarak hesaplandi ve grafige gecirildi.

3.2.6. Glioblastoma Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada, U87-MG GB hiicre hatti, NP’lerin in vitro test edilecegi hiicre hatti
olarak secilmis olup, Erciyes Universitesi Genkok Arastirma Merkezi’nden temin

edilmistir.

U87-MG GB hiiceleri, kiiltiir kabina yapisma 6zelliginde olan, igsi yapida hiicrelerdir.
Hiicreler, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyeri igerisine, % 10 fetal
bovine serum (FBS), % 1 penisilin / streptomisin ve 2 mM L-glutamin ilaveli olacak
sekilde hazirlanan besiyerleri kullanilarak, 37 °C’de, % 5 CO2’li inkiibatorde
cogaltilmig ve pasajlanmalar1 yapilmistir. Hiicrelerin kiiltiire edilme islemleri sirasinda

tiim calismalar, steril biyogilivenlik sinif 2 kabinetin igerisinde gergeklestirilmistir.
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Hiicre kiiltiir flasklar1 % 80 oraninda hiicre ile kaplandiktan sonra pasajlama islemleri
yapilmustir. Kiiltiirler glinliik olarak kontrol edilerek, besiyerinin rengi, morfolojisi ve
hiicrelerin yogunlugu goézlemlenmistir. Konfluent olan hiicreler, giivenlik 6nlemlerine
dikkat edilerek pasajlamalar1 yapilmistir. Oncelikle flask iizerinde bulunan eski besiyeri
cekilerek 3 ml PBS sle yikandiktan sonra, 25 cm? lik flasklar icin 0.5 ml, 75 cm? lik
flasklar i¢in Iml Tripsin eklenmis ve flasklar 37 °C’de inkiibatorde 5 dakika kadar
inkiibe edilmistir. Daha sonra etiivden alinan flasklardaki tripsin enziminin etkisini
durdurmak i¢in tripsin miktarinin en az iki kat1 miktarda besi yeri eklenmis ve hiicreler
bir falkon tiipe alinarak 1100 rpm’da 5 dakika santrifiij yapilmistir. Daha sonra
stipernatant atildiktan sonra hiicre pelleti taze medyum ile resiispanse edilip, sayilarak
ve T3 (25 ml) ve T4 (75 ml) steril kiiltiir flasklarina uygun miktarlarda transfer edilmis
ve CO; etiiviine (37 °C; % 5 COy) konulmustur. Boylece hiicrelerin, laboratuvar

sartlarina uyumlanarak tekrar ¢ogalmalari i¢in uygun ortam saglanmistir.

Hiicrelerin saymmi igin hiicreler taze besi yeri ortami/PBS ile seyreltildikten, 1:1
oraninda olacak sekilde Tripan Blue boyasi ile bir ependorf tiipiin i¢inde iyice pipetaj
yaparak karistirildiktan sonra Neuber—hemositometreye alinmis, dort karedeki hiicreler
sayilip ortalamasi alindiktan sonra canli hiicreler hesaplanarak pasajlamaya devam

edilmistir.

3.2.7. Nanopartikiillerin Hiicre Canlihgina Etkileri

Hazirlayip karakterize ettigimiz TQ-Fe, Mag ve Fit NP gruplar1 ve bog NP grubu, U87-
MG hiicrelerine ¢esitli dozlarda muamele edilerek, GB kanser hiicreleri ilizerindeki
sitototksik etkileri, dort tekrarli olarak test edilip, 6l¢iimlenmis ve istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve ICso degerleri belirlenerek, bundan sonraki tiim deneylerde

uygulanmak {izere, NP’lerin doz miktar1 olarak kullanilmistir.

MTS analizi hiicre canliligini tespit etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. MTS (3 - (4,5 -
dimethyl — tiazol — 2 - yl) — 5 - (3 - carboxymetoxyphenyl) — 2 - (4 - siilfophenyl) - 2H -
tetrazolium, inner salt) deneyi, bir kolorimetrik testtir. Bu tahlil, bir tetrazolyum
tuzunun canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi ile renkli bir formazana
dontistiiriilmesine dayanmaktadir. Dehidrogenaz enzimlerinin tirettigi formazon miktari,
kiiltiirdeki canli hiicre sayist ile direkt orantilidir ve 490 nm’de spektrofotometre ile

Olciilebilmektedir.
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Deney kisaca; 1x10°/ml olarak seyreltilen hiicreler 96’lik kaplara, kuyu basina 100 pl
ekim yapildiktan sonra, tizerine 150 pl besiyeri konularak hiicrelerin tutunmasi igin 4
saat inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyucuklardaki besiyeri ayrilmis ve NP’lerin ¢esitli
konsantrasyonlar1 ile 24 saat boyunca, 37 °C de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
MTS eklenerek 4 saat daha inkiibe edildikten sonra hiicrelerin inkiibasyonlari
sonlandirilmis ve ELISA okuyucuda 490 nm’deki absorbans degerleri bulunarak
istatistik degerleri belirlendmistir. Deney sonunda canlilik/6liim oranlarina gore %
50‘sinin canli oldugu (ICsp) uygun konsantrasyonlar belirlenmis ve bundan sonra

uygulanacak tiim deneyler i¢in doz olarak kullanilmistir.

3.2.8. Nanopartikiillerin In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hazirlanan Mag ve Fit NP’leri ile konfirme amachi TQ-Fe NP’lerinin, U87-MG kanser
hiicre dizileri iizerine 24 saat muamelesi sonucu, “Annexin V-FITC Deneyi” ile
hiicrelerdeki apoptoz diizeyi; “ROS Analizi” ile hiicrelerdeki serbest radikal miktart;
“MDA Deneyi” ile hiizrelerdeki lipit peroksidasyon seviyesini ve “Ferrozin Deneyi” ile
hiicrelerdeki selatlama aktivitesi in vitro olarak en az ii¢ kez tekrarli olarak test edilip,

Olctimlenmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.2.8.1. Nanopartikiillerin Apoptoz Etkileri

Sentezledigimiz nanopartikiillerin GB kanser hiicrelerine sitotoksik etkilerinin apoptotik
yolla olup olmadig1, Annexin V — FITC deneyi ile test edilmeye ¢alisiimistir. US7-MG
hiicrelerine (5x10° cells/ml) NP’lerin (TQ-Fe, Mag ve Fit NP’ler ve bos NP’ler)
belirledigimiz konsantrasyonlar1 24 saat boyunca 37 °C’de % CO’li inkiibatorde
inkiide edildikten sonra, hiicreler Annexin V-FITC / 7-AAD Apoptoz Tespit Kit
(Elabscience) protokolii uygulanarak, binding buffer ile yikama yapilmis, hiicreler
boyanarak 15 dakika boyunca boya ile inkiibe edildikten sonras1t BD FACSAria III

Flow Cytometry cihazinda dlgimler alinmistir.

3.2.8.2. Nanopartikiillerin Serbest Radikal Olusumuna Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesi, “Oxygen Species (ROS) Detection Assay
Kit” (Elabscience) test protokoluna gore yapilmistir. ROS seviyesini tespit deneyinde
bulunan DCFH-DA (2,7 - diklorofloresin diasetat), membrani serbestgce gegebilen ve

hiicre icindeki hidroksil, peroksil gibi ROS aktivitesini 6lgen bir floresan probdur.
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Hiicreye girdikten sonra, hiicre i¢i esteraz ile hidrolize edilerek DCFH
(diklorofluoresin) olusturmaktadir. ROS varliginda DCFH, hiicre zarindan gegemeyen
giiclii yesil floresan bir madde olan DCF’ye (diklorofloresein) oksitlenmektedir. DCF,
502 nm’lik uyarma dalga boyuna ve 525 nm’lik emisyon dalga boyuna yakin bir

maksimum dalga zirvesine sahiptir ve yogunluk, hiicre i¢ci ROS seviyeleri ile orantilidir.

Once 96 kuyucuklu siyah mikroplakaya hiicreler (5x10° cells/ml) ekildikten sonra
NP’ler eklenerek, 24 saat boyunca 37 °C’de % COy’li inkiibatérde inkiide edilmistir.
Pozitif kontrol olarak kit i¢inden ¢ikan Reaktif 2 (TBHP yani tert-butyl hydroperoxide)
ve negatif kontrol i¢in hi¢cbir NP ve etken madde olmadan inkiibe edilmis olan hiicreler
kullanilmistir. Yine kit iginden ¢ikan Reaktif 1’den (DCFH-DA) (10uM) eklenerek, oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilmis ve . DCFH-DA (Reaktif 1),
hiicreye diffiize olduktan sonra ROS ile oksitlenerek DCF’ye doniismesi ve 525 nm’de

okutularak absorbans degeri olarak dl¢lilmiistiir.

3.2.8.3. Nanopartikiillerin Lipit Peroksidasyonuna Etkileri

Lipit peroksidasyonunu &lgiimlemenin bir deneyi olarak, bir ELISA kiti olan “MDA
Olgiim Kit” (Elabscience) protokolu kullanilmistir. Once, hiicreler (5x10° cells/ml)
ekildikten sonra NP’ler eklenerek, 24 saat boyunca 37 °C’de % CO2’li inkiibatorde
inkiide edilmistir. Bu kit igeriginden saglanan mikro ELISA plaka, MDA ile &nceden
kaplanmistir. Kuyucuklara 50ul standart eklenerek, her kuyucuga 50ul Biyotinlenmis
Tespit Ab hemen arkasindan eklenmis ve 37 °C’de, 45 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon
sirasindaki numunedeki MDA, MDA’ya 6zgii Biyotinlenmis Tespit Ab iizerindeki
alanlar i¢in rekabet etmektedir. Daha sonra plaka ii¢ kez aspire edilerek fazla konjugat
ve baglanmamis numune veya standart, yikanarak uzaklastirildi. Daha sonra, 100ul
Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjugati, her bir mikro plaka kuyucuguna
eklenmis ve 37 °C’de, 30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra aspire edip, bes
kez yikandiktan sonra, her kuyucuga TBM substrat ¢ozeltisinden 90ul  eklenip, 37
°C’de, 15 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 50ul durdurma soliisyonunun eklenmesi ile
enzim-substrat reaksiyonu sonlandirtlmis ve rengin maviden sariya dondigi
gozlenerek, optik yogunluk (OD), 450 + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir. Test edilen numunelerdeki MDA konsantrasyonu, numunelerin OD’sinin

standart egrisi ile karsilastirma yoluyla hesaplanmustir.
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3.2.8.4. Nanopartikiillerin Selatlama Etkileri

“Ferrozin” (Sigma) kullanilarak uygulanan deney ile NP’lerin U87-MG hiicreleri
iizerindeki selatlama aktivitelerinin seviyesi belirlenmistir. Ozellikle Fe** iyonlarim
selatlama aktivitesini 6lgen bu metodda, kullanilan ferrozin reaktifi, kuvvetli bir demir
selatlayicisidir. Test edilecek olan NP’lerin demir baglama kapasiteleri, ferrozin reaktifi
ile hiicre ortaminda yarismaya girerek olusturdugu demir kompleks miktarinin
hesaplanmast ile 6l¢iimleme yapilmustir. Sayet selatlama giiglii ise, kirmizi renkli Fe*%-

Ferrozin kompleksinin olusumu engellenerek, renk miktarina etki etmektedir.

Hiicrelere (5% 10° cells/ml) ekildikten sonra NP’ler eklenerek, 24 saat boyunca 37 °C’de
% CO2’li inkiibatorde inkiide edildikten sonra, 3,7 ml dW su ve 100 pl 2 mM FeCl,
¢ozeltisi eklenerek, oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 200 ul 5 nM
ferrozin ¢ozeltisi iyice karistirilarak eklenmis ve 10 dk sonra karigimlarin absorbans
degeri 562 nm’de Olgiilmiistiir. Daha sonra kontrol ¢aligmasinda, test edilen NP’ler
yerine, blank olarak 1 ml dW su, standart olarak 10/1000 pl/ml EDTA ¢ozeltisi
kullanilmistir. Ferrozin-Fe*? kompleksini inhibe etme yiizdesi asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

(562 nm’de 6rnek absorbansi)
% Selatlama Aktivitesi = x 100
(562 nm’de kontrol absorbansi)

3.2.9. istatistiksel Analiz

Tiim deneyler en az {i¢ tekrar halinde gerceklestirilmis ve sonuglar GraphPad Prism 6
programi ile ANOVA ve t testi kullanilarak degerlendirilmistir. Anlamlilik derecest,
P<0.05; p<0,01 ve p<0,001 olarak kabul edilerek grafige gecirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Analizleri

Bu tez projesinde, farkli formiilasyon metodlari ile olusturulan TQ-Fe, Mag ve Fit
olmak iizere, ili¢ adet dogal icerikli NP’lerin sentezlenmesinin ardindan, karakterizasyon
calismalar1 yapilmigtir. Karakterizasyon c¢aligmalarinda, TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerin,
etken madde hapsetme, yiikkleme oranlar;; STEM analizi ile NP’lerin ylizey
uygunluklari, yuvarlak, kiiresel morfolojileri; FTIR spektrometre ile NP’lerin bant
Ozellikleri ve baglanma yapilari; SEM-EDX analizi ile NP’lerin elementel yapilar1 ve
safliklari; DLS ve zeta potansiyel analizleri ile NP’lerin boyutlari, homojen dagilimlari,
yiizey yiikleri; stabilite ¢aligmalart ile NP’lerin kararliliklari, raf Omiirleri; salim
calismalar1 ile NP’lerin etken madde salim Ozellikleri analiz edilerek,
karakterizasyonlar1 tespit edilmis, nanopartikiil o6zellikleri teyid edilmis ve

karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

4.1.1. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

TQ’un stok ve 5 seri ¢ozeltisinin UV-vis spektrometredeki dalga boyu pikleri Sekil
4.1°de, absorbans degerleri cizelge halinde Tablo 4.1°de ve kalibrasyon grafigi ve
denklemi Sekil 4.2°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. TQ’nin (254 nm) UV spektroskopi yontemiyle dlgiilen konsantrasyonlarina

karsilik gelen absorbans degerleri.

Grup Konsantrasyon(mg/ml) Absorbans
1 0.5 0,01425
2 1 0,19968
3 1,5 0,34502
4 2 0,52387
5 2,5 0,66202
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Sekil 4.1. TQ un alt1 seri konsantrasyon miktarlarina karsilik gelen, Amax=254 nm’deki
absorbans ve pik degerlerinin UV-vis spektrofotometredeki goriintiisii (---0.5 mg/mL, --
-1 mg/mL, ---1.5 mg/mL, 2 mg/mL, ---2.5 g/mL).
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Sekil 4.2. TQ’un UV-Vis spektrofotometre dlgiimleri ile elde edilen konsantrasyonlara

karsilik absorbans degerlerinin lineer kalibrasyon dogrusu ve denklemi (n=6).

TQ stok ¢ozeltisinden, her birinde 0.5, 1, 1,5, 2, 2,5 mg/ml konsantrasyonda TQ olan 5
seri ¢Ozelti kullanilarak, Bolim 3.2.2°de anlatildigr gibi UV-Vis Spektrofotometre ile
TQ’a ait dalga boyu taramasi1 sonucunda bulunan ve literatiir ile uyumlu olan (Fathy ve
ark, 2020; Gilani ve ark, 2004; Fahmy ve ark, 2019), 254 nm’deki maksimum dalga
boyu (Amaks) referans alinarak, ¢ozeltilerden elde edilen maksimum pik alanlar1 ve bu

pik alanlarina karsilik gelen absorbans miktarlari, Sekil 4.1°de goriildiigli gibi tespit
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edildikten sonra, konsantrasyon degerlerine karsilik gelen pik alanlarmin absorbans
degerleri grafige gegcirilmis ve kalibrasyon dogrusuna ait denklem lineer regresyon ile

bulunmustur (Sekil 4.2).

TQ’un UV-Vis spektrofotometre ile tayin edilen regresyon verileri (n=6):
Konsantrasyon araligt: 0,5 — 2,5 mg/ml,

Egim: 0,323,

Intersept: 0,137,

Korelasyon katsayisi (R2 ): 0,997dir.

Cizelge 4.2. Nanopartikiillerin etken madde tutma etkinligi.

Grup
. EE (%)
Say1 Kodu Nanopartikiiller
1 TQ-FeNp Timokinon-Demir % 89
2 MagNp Magnetolipozom % 76
3 FitNp Fitozom % 81

Boliim 3.2.2.1°de anlatildig1 gibi, TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lere yliklenen TQ miktari tayin
edildikten sonra enkapsiilasyon etkinligi hesaplanarak bulunmustur. NP’lerin santrifiij
sonrasi elde edilen siipernatant kisimlar1 enkapsiilasyon etkinligi hesaplamasi i¢in UV
spektrometrede absorbans degerleri, 254 nm’de okunarak, kalibrasyon egrisi ve
denklem yardimi ile enkapsiilasyon etkinligi (EE) hesaplanmis ve NP’lerin % EE Tablo
4.2’de sunulmustur. Calismamizda, TQ-Fe NP’leri, Mag NP’leri ve Fit NP’leri sirasiyla,
%89, %76 ve % 81 oranlarinda enkapsiilasyon etkinligi bulunmus olup, TQ-Fe ve Fit
NP’leri acgisindan (Mag NP’lerine literatiirde rastlanmadigi igin) literatiirle uyumlu

olduklar goriilmektedir (Fathy ve ark, 2020; Imam ve ark., 2022).

NP’ler arasinda enkapsiilasyon etkinligi yoniinden biiyiik farklilik bulunmasa da, her ii¢
NP’iin sentezlenme tekniklerinin farkli olmasi, %EE farkliligina neden olabilir. TQ-Fe
NP’lerinin yesil metod kullanilarak biyosentezlenme teknignin, diger iki lipit karakterli
NP’lerin enkapsiilasyon etkinligi yoniinden daha avantaj sagladig1 goriilmektedir. Mag
NP’lerinin, diger iki gruba gére en az enkapsiilasyon etkinliginin goriilmesini, TQ-Fe

NP’lerin tekrar etken madde olarak lipozomlara baglanmasi sirasinda meydana gelen
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olas1 kayiplar nedeniyle olabilecegini diisiinmekteyiz. Fit NP’lerinin, Mag NP’lerine
gore daha fazla gorillen %EE orani, Mag ve Fit NP’lerinin benzer sentezlenme
tekniklerinin olmas1 nedeniyle, aradaki farkin, Mag Nplerinde TQ-Fe NP’lerinin tekrar
etken madde olarak kullanildig: i¢cin, Mag NP’lerindeki etken madde miktarlarinin %
100 degil, % 89 oraninda olmasina baglamaktayiz. Bu durumda Mag NP’lerini de %EE

oraninin da oldukga yiiksek oldugu anlagilmaktadir.

4.1.2. Nanopartikiillerin FT-IR Analizi

Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi (Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
FTIR) (Perkin Elmer - 400), bir numunedeki belirli band ve pik varligini tespit etmek
amactyla, yiiksek coziiniirliikte spektrumlarin elde edildigi bir cihazdir. FTIR teknigi,
kizil6tesi radyasyon (IR) uygulamalari ile absorbe edilen IR dalga boylar1 araliklarinin
Ol¢iimii yapilarak, aktif biyomolekiillerin yapisindaki baglarin ve fonksiyonel gruplarin

tanimlanmasini saglayan hizli bir analiz yontemidir (Berthomieu ve ark.,, 2009).

TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerine ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6°de sunumustur. FTIR analizinde 400-4000 cm™ araligindaki spektrumlar
alinarak igerdigi fonksiyonel bandlarin belirlenmesi suretiyle elde edilen grafiklerin
standart tepe noktalari, referanslar (Rani ve digerleri, 2018; Pagola ve ark, 2004;
Alhakamy ve ark,2020; Imam ve ark, 2022) ile karsilagtirilmak suretiyle sonuclar

degerlendirilmistir.

57654

11 3200 2R 2400 2040 1800 16(M) 1 +0H1 1200 (L] H00 &0 2500
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Sekil 4.3. TQFe NP’lerin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.3°de TQ-Fe NP’lerinin FTIR spektrumuna baktigimizda, 576.84 cm™’de
olduke¢a derin pik varliginda goriilen bant, Fe-O igin karakteristik olup, demir varligini
ifade etmektedir (referans: 576 cm™). 1426.0 cm ™’ de goriilen genis pik varligindaki
bant, CH3’iin asimetrik bagindan kaynaklanabilecegini ifade etmektedir (referansa:1459
cm™). 2844.8 cm™de goriilen nispeten genis pik varliginda goriilen bant, CH3’lin
esneme titresimini gostermektedir (referans: 2856 cm™). 1426.0 cm™ ve 2844.8 cm™
bantlari, TQ un molekiiler yapisinda goriilen metil grubu ile uyumlu olarak TQ varligini

ifade etmektedir.

3600 3 2800 2400 2000 1300 1600 1400 1200 1000 &00 600 4300
Dalgasayisi [cm™)

Sekil 4.4. Mag NP’lerinin FTIR spektrumu.

Mag NP’lerinin Sekil 4.4°de goriilen FTIR spektrumuna baktigimizda, 574,69 cm ™ deki
oldukca derin pik varliginda goriilen bant, Fe-O i¢in karakteristik olup, demir varligini
ifade etmektedir (referans: 576 cm™). 963.80 cm™de goriilen bant, CHs gerilimini
(referans: 1100-900 cm™); 1395.9 cm™ *de goriilen bant ise, ticiinciil karbonun simetrik
biikiilme ile birlikte CH3"i ifadesi etmektedir (referans: 1383.68 cm™ - 1354.22 cm™).
Yine, IR spektrumunda gériilen 2331.9 cm™deki bant, C-O yapisina isaret etmektedir
(referans: 2359 cm™). 2849.1 cm™ ve 2922.4 cm™ de goriilen sivri piklerin varhigindaki

bantlar, C-H gerilmesinin varhgin ifade etmektedir (referans: 2850-2975 cm™).
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Mag NP’lerin FTIR spektrumundaki, 963.80 cm™ ve 1395.9 cm™ bantlarmimn varligs,
TQ’un molekiiler yapisinda goriilen metil grubu ile uyumlu olarak TQ varliginmi ifade
etmektedir. Ayrica, 2849.1 cm™ ve 2922.4 cm™ bantlarini ikisi de, hem TQ hem de
fosfolipit referanslarinda goriilmesi nedeniyle TQ ve fosfolipit varligini ifade etmektedir
(TQ referans: 2851 cm™ ve 2924 cm™), (fosfolipit referans: 2849 cm™ ve 2923 cm™).
Ayrica, Mag NP’lerinde gériilen 2849.1 cm™ banti, TQFe NP’tine gore ¢ok daha sivri
ve biiylik pik olarak goriilmektedir. Bu bant, C-H gerilmesinin varligin1 ve TQ varligini
ifade etmektedir (TQ referans: 2851 cm™). Yine, bu pik bakimindan her iki grubun

benzerlik gostermesi, igerik yoniinden benzerligi de bir ifadesi olarak goriilebilir.
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Sekil 4.5. Fit NP’lerinin FTIR spektrumu.

Fit NP’lerinin FTIR spektrumunda (Sekil 4.5), 920.80 cm™’de keskin ve derin pik
varligi ile goriilen bant, CHz gerilimini ifade etmektedir (referans: 1100-900 cm™).
1370.1 cm™ ve 1385.2 cm™ deki goriilen sivri piklerin varligindaki bantlar ise, tigiinciil
karbonun simetrik biikiilmesi ile CH; deformasyonunun bir ifadesini gostermektedir
(referans: 1383.68 cm™ ve 1354.22-1658.2 cm™). 1445.4 cm™ ve 1460.4 cm™’lerde
birbirine yakin piklerin varliginda goriilen bantlar, CH3’lin antisimetrik biikiilme ve
deformasyonu  ifade etmektedir (referans: 1457-1459,31 cm™). Bu bantlarin
anlamhliklar karsilastinldiginda, 920.80 cm™, 1370.1 cm™, 1385.2 cm™, 1445.4 cm™
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ve 1460.4 cm™ bantlarin varligi, TQ un molekiiler yapisinda gériilen metil grubu ile
uyumlu olarak TQ varligimi ifade etmektedir. Bunun disinda, 2918.1 ve 2969.8 cm’
Llerde goriilen bantlar, C-H gerilmesinin ifade etmekte (referans: 2965 cm™, 2921 cm™,
2924 cm™). Ayrica, Fit NP’lerinin FTIR spektrumunda, 1101.4 ve 1011.1 cm™lerde
goriilen yine sivri pikleri, C-O bant varligini ifade etmektedir (referans: 1050-1150 cm’
Y. Yine, 1215 cm-""deki derin pik varlizindaki bant, C-OH ve O-H gerilimlerine isaret
etmektedir. (referans: 1100-1200 cm™). Fit NP’lerinde, 6zellikle 1600 cm™ civarinda,
oldukca sivri ve derin piklerin varliginda goriilen 1668.4, 1658.2 ve 1613.023 cm™
bantlari, TQ igin en karakteristik bantlarin1 ifade etmekte olup, aromatik C=C
gerilimlerinin absorpsiyon yaptigini ifade etmektedir(referanslar: 1615 cm™ ve 1643

cm™).
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Sekil 4.6. Sirasiyla, TQ-Fe NP, Mag NP ve Fit NP’lerinin FTIR spektrumlart.

Bu pikler ve anlamliliklari karsilastinldiginda, Fit NP grubunda goriilen 1668.4 cm™,
1658.2 ve 1613.023 cm™ araligindaki pikleri ile 2918.1 ve 2969.8 cm™’lerinin varligi,
hem TQ referansinda bu civarlarda (1615 cm™ ve 1643 cm™, ayrica 2665 cm™) olmast,

hem de fosfolipit referansinda da bu civarlarda piklerin (1654 cm™?, ayrica 2849 cm™ ve
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2923 cm™) bulunmasi, TQ ve fosfolipitlerin birlikte varligim gdstermektedir. Mag
NP’lerin de ise hem demir referansinda (1627 cm™) hem de yine yukarida bildirildigi
gibi TQ ve fosfolipit varliginda goriilen bu araliktaki piklerin, toplu olarak
goriilmemesi, Mag NP’iinde bu aralikta degisme oldugunun gdstergesi olarak, TQ-Fe
NP’lerinin bu bolgeden fosfolipitlere baglanmak suratiyle Mag olusturduklar: ifade
etmektedir. Hem TQFe NP’lerinde hem de Mag NP’lerinde, referansa gore 1711.23
cm™? civarinda olmasi beklenen bantin goriilmemesi, C=0 gerilimin olmadigimin bir
ifadesi olarak kabul edilerek, TQ’un hidroksi yapisina doniismesi ya da demir ile
selatlama baginin olustugu bolge olarak diisiiniilmesine neden olmaktadir. Ancak, Mag
NP’lerinde goriilen 2331.9 em™de pik, C-O varligina isaret etmesi nedeniyle, TQ’daki
C=0 cift baginin, tek bag olarak, kimyasal aktivitesinin bir gostergesini ifade
etmektedir. Bu durum ise, Mag NP’lerinde TQ un semikinon 6zelligini gostermektedir.
Dolayisiyla, Mag NP’lerinde TQ-Fe NP’lerinin baglanmasinin, TQ’un semikinon
yapisiyla daha ¢ok iliskili olabilecegini gostermekte, bu da TQ-Fe ve Mag NP’lerinin
hem oksidan 6zelliginin hem de selator-metal kompleks o6zelliginin bir gostergesi

niteliginde oldugu diisiiniilebilir.

TQ i¢in karakteristik oldugu bildirilen (aromatik yapiy1 ifade eden C=C) referans 1615-
1643 cm™ araligindaki bantlarin, fosfolipitler i¢cin de 1654 cm™deki bantin referans
olarak verilmesi ve Fit NP’lerinin FTIR spektrumunda 1668.4, 1658.2 ve 1613.023 cm™
degerleri olarak bantlarin goriilmesi, Fit NP’lerinde hem TQ hem de fosfolipitin
varhigim1 gosterirken; 1668.4, 1658.2 ve 1613.023 cm™ bantlarmn, lipozomal yapilar
olmasina ragmen Mag NP’lerinin FTIR spektrumlarinda bu bantlarin kaybolmasi, Mag
NP’iinde bu aralikta degisme oldugunu ifade etmekte ve TQ-Fe NP’lerinin bu bdlgeden

baglanmis olabilecegini ifade etmektedir.

Sonug olarak, literatiir ile uyumlu bir sekilde, FTIR spektrumu ile TQ, demir ve
fosfolipit varligi gosterilmis ve FTIR analiz sonuglarinin karsilagtirilari, NP’lerin
sentezlerinden sorumlu oldugu diisiintilen bantlarda ve piklerde 6nemli sapmalarin
goriilmesi, referanslarda bu piklerin ait oldugu molekiiller arasinda olas1 etkilesimlerin
olabilecegini desteklemektedir. Bu durum, TQ biyoatif bileseninin hem demire hem de

fosfolipite baglanmak suretiyle NP sentezine katildigin1 diisiindiirmektedir
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4.1.3. Nanopartikiillerin EDX Analizi

EDX (Enerji Dagilimi X-Ray Spektroskopisi) mikroanalizi, numunelerde bulunan
elementlerin varligin1 ortaya ¢ikaran karakteristik X isinlarinin iiretilmesine dayanan,
elektron mikroskobuyla iligkili yiiksek duyarliliga sahip bir element analizi teknigidir.
Bu X-1sinlari, kaynaklandiklar1 element i¢in karakteristik 6zelliktedir ve 6rnekte mevcut
olan elementler hakkinda bilgi igermektedir. EDX teknigi, 6zellikle NP’leri tespit etmek
i¢in son zamanlarda gittik¢e daha yararli hale gelmektedir. Ayrica NP’lerdeki endojen
element tayininde oldugu kadar, NP’lerin yapilarindaki ekzojen elementlerin tayininin
(NP kirliligi) teshisi bakimindan da énemli bir yontemdir. EDX mikroanalizi, 6zellikle
agir metal tespitinde biiyiikk bir avantaj saglamaktadir. EDX, elementlerin atom
numarast 10’dan biiyiik olan elementleri tespit etmek miimkiindiir ve agir elementleri
iceren biyolojik numunelerin daha fazla tespit edilmelerini saglamaktadir. Bu nedenle
ilgili elementlerin agir oldugu biliniyorsa anlamlidir (Scimeca ve ark,2018). Biz de
calismamizda, TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin elementel yapilar1 ve safliklar1 Sekil 4.7,
Sekil 4.8, Sekil 4.9°de sunuldugu gibi, EDX yontemi ile analiz edilerek bilgi

edinilmistir.
23.0K
Element Apirhik Yo Atomik %
207K
C 12,41 257
18.4K 0 31,7 49,26
16.1K Fe 55,28 24,61
Cl 0,6 0.42

13.8K
11.5K

9.2K

e
e

6.9K

46K

23K il i

# | Fe
cl Clci
D'DBO 13 26 3.9 5.2 6.5 78 91 104 11.7 130
Lsec: 27.0 552 Cnts 2.610 keV Det: Octane Elect Super

Sekil 4.7. TQFe NP’lerinin EDX goriintlisii ve igerik oranlari.

Sekil 4.7°da goriillen EDX analizinde, yiiksek oksijen miktarinin demir oksitlerinin

varlig1 tespit edilmistir. NP’lerin elemental analizi, numunede Fe oranim1 % 55,28 ve O
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oranint % 31,7 oranlarinda oldugunu gostermektedir. Oksijenin gii¢lii sinyalleri ve
demir bolgesindeki giiclii sinyallerin birlikteligi, FeO seklinde baglanma olusumunu
dogrulamaktadir. Analizde goriillen % 0,6 oraninda bulunan CI (Sekil 4.7), ihmal
edilecek diizeyde olup, NP sentez asamasindayken kullanilan FeCls ve FeCl,
iceriklerinden gelen ve reaksiyona girmemis kalintilar olarak goriilmiistiir. Ayrica C
oranin1 % 12,41 ve O oraninin % 31,7 olarak ortamda bulunmasi ise, TQ’un varligini
gostermekte olup TQ-Fe NP’lerinin varligin1 dogrulamakta ve igerigin yiiksek saflikta

oldugunu gostermektedir (Sekil 4.7).

13.0K
- Element | Agirhk % | Atomik %
| C 18,51 38,12
. 0 23,39 36,15
91k Fe 58,1 25,73
7.8K
6.5K
5.2K
3.9K
2.6K
1.3K
0080 13 26 39 52 65 78 91 104 117 130
Lsec: 27.2 210 Cnits 1.040 keV Det: Octane Elect Super

Sekil 4.8. Mag NP’lerinin EDX goriintiisii ve icerik oranlari.

Sekil 4.8’de goriilen EDX analiz grafiginde , Mag NP’lerinin yapisindaki Fe, O ve C
elementlerinin verdigi pikler goriilmektedir. EDX spektrumu demir bolgede yaklasik 11
keV'de, ayrica oksijende goriilen ¢ok gii¢lii bir sinyal ve yiiksek C varlig1 da goriilmekte
olup, her element ylizdesinin Fe (% 58,1), O (% 23,39) ve C (% 18,51) oldugunu
gostermis ve % agirlikga orani en yiiksek olarak demir bulunmus (Sekil 4.8). Bu ise,
hem Fe, hem de TQ varligim1 géstermekte olup, Mag NP'lerin olusumunu teyit etmekte

ve ana bilesenlerin herhangi bir kirlenmeye ugramadigin1 géstermektedir (Sekil 4.7).
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40.0K
360K Element | Agirhk % | Atomik %
32.0K C 76.5 81,26
28.0K 0 235 18,74
24.0K
20.0K
16,0K
12.0K
sok| €
]
4.0K J b
[ S
00% 13 26 39 5.2 6.5 78 91 104 117 13.0
Lsec: 28,7 293 Cnts 1.040 keV Det: Octane Elect Super

Sekil 4.9. Fit NP’lerinin EDX goriintiisii ve elementel analiz sonuglari.

Ayni sekilde Sekil 4.9°de goriilen EDX analiz sonucuna gore, C (% 75,5) ve O (% 23.5)
elementlerin agirlikca yiizdesi gosterilmektedir. Ayrica C bdlgesinde goriilen ¢ok giiclii
bir sinyal ile hem C, hem de O varligin1 gostermekte olup, baska bir elementel yapinin
goriilmemesi ile olduk¢a temiz Fit NP'lerin olusumunu teyit etmektedir (Sekil 4.9)

(SEM- EDX analiz rapor sonuglari; Ek 1, Ek 2, Ek 3).

4.1.4. Nanopartikiillerin Morfolojik Analizi

Taramali Gegirimli Elektron Mikroskobu (STEM), hem TEM hem de SEM’in
ozelliklerine sahiptir. Atomik elementlerin yayilim ve varlgimin saptanmasinda ve
elektron demetlerinin ince ornekleri delerek taranmasinda STEM tercih edilmektedir.
Yiiksek enerjili elektronlarin 6rnek ile etkilesmesi ile olusan elektron ve foton sinyalleri
sonucunda, partikiillerin morfolojik yonden analizini saglayan en giivenli yontemlerden
biridir (Sousa ve Leapman, 2012). Biz de sentezledigimiz NP’lerimizin morfolojik
yonden analizlerini yapabilmek i¢in STEM (ZEISS — Gemini 500) verilerini kullandik.
NP’ler siispansiyondan 10-15 ul kadar alinip karbon bant iizerine damlatilarak, kaplama
yapildiktan sonra, nano olusumlarin yiizey morfolojisi, tanecik boyutu ve sekli
acisindan STEM analizleri yapilmistir. Nanopartikiillerin STEM goriintiileri, 100.00 ve
200.00 KX gibi ¢esitli biiylitme oranlariyla incelenmis ve STEM goriintiileri arasindan
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en net goriintiiler alinarak degerlendirilmistir. TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lere ait STEM
goriintiileri Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12 ile sunulmustur.

ZEISS 20 nm Mag = 200.00 K X EHT = 25.00 kV Signal A = aSTEMT STEM Seg. Mode = BF + DF
Date :15 Nov 2023 WD = 2.5mm ESB Gridis= 0V

GeminiSEM 500-71-08

Sekil 4.10. TQFe NP’lerinin STEM goriintiileri (Biiyiitme:200.00 KX; Ol¢ek:20 nm)

TQ-Fe NP’lerinin STEM analizi incelendiginde, nano boyutta kiiresel yapilar seklinde
morfoloji sergiledigi goriilmektedir (Sekil 4.10).
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ZRINS 20 nm Mag = 200.00 K X
GeminiSEM 500-71-08 Date :15 Nov 2023

Sekil 4.11. Mag NP’lerinin STEM gériintiileri (Biiyiitme:200.00 KX; Olgek:20 nm).

Mag NP grubunun STEM analizleri incelendiginde, partikiillerin nanoboyutta kiiresel
yapilar seklinde morfoloji sergiledigi goriilmektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. Fit NP’lerinin STEM gériintiileri (Biiyiitme:100.00 KX; Olgek:100 nm).

Fit NP'lerinin STEM goriintiileri incelendiginde, nano boyutta kiiresel yapilar seklinde
morfoloji sergiledigi goriilmektedir (Sekil 4.12).

Genel olarak igerik bakimindan benzer olan TQ-Fe ve Mag NP’lerinin STEM
gorlntiilerinde dagilimlarina bakilacak olunursa (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11), Mag NP’leri
daha homojen dagilim gosterirken, TQ-Fe NP’lerinin yer yer agregasyona yatkin oldugu

bilgisini veren kiimelenmeler ve yer yer topaklanmalar goriilmektedir. Bu durumun,
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Mag NP’lerin TQ-Fe NP’lerinden farkli olarak, lipozomal yapilara yiliklenmesinin,
kiimelenmeyi onleme agisindan avantaj sagladigi soylenebilir. TQ-Fe NP’lerinin bu
kiimelenmeye egilimleri, metalik yapilar1 nedeniyle agir olmalarina ve yiizey kaplamasi
olmamasi1 nedeniyle diger partikiillerle daha cabuk etkilesebilmelerine baglanabilir.
Bundan dolay1 partikiil ¢aplar1 her yerde esit goziikkmemekte ve yer yer kiimelenmeler
oldugundan daha biiyiik partikiil boyutlar1 géze carpmaktadir. Mag NP’lerinde ise, yine
demir igerigi olmasina ragmen, lipozomal yapilarlarla kapli olmasi, daha homojen
dagilimli ve kiimelenmelerin olmadigi, daha az koyu bélgeler seklinde goériinmesine
neden oldugunu diistinmekteyiz. Sonug olarak, tiim NP’lerin nano boyutlarda ve kiiresel
nanoyapilar oldugu, STEM analizleri sonucu goriilmektedir (Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve
Sekil 4.12).

4.1.5. Nanopartikiillerin Boyutu, Dagilim ve Zeta Potansiyel Degerleri

Sentezlenen TQ-Fe, Mag ve Fit NP formiilasyonlarinin boyut analizleri, ¢oklu dagilim
indeksleri (polydispersity index) (Pdi) ve zeta potansiyelleri Malvern Zeta Sizer

cihazinda (Malvern Nano — ZS90), 25 °C’de, ii¢ tekrarli olarak belirlenmistir.

20 ul’lik nanopartikiil stispansiyon hacmi, 2 ml dW iginde seyreltilmis ve Malvern Zeta
Sizer cihazinda, dinamik 1s1k sacilimi (DLS) ve zeta potansiyel olarak Olclilmiistiir.
Degerler, parcacik boyutu ve zeta potansiyel icin, sirasiyla, medyan ¢ap (D %50) ve
milivolt (mV) olarak ifade edilmistir. Birlikte Pdi i¢in de veri saglanmistir. Sonuglar
Tablo 4.3 ile TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerine ait DLS-size, pdi, zeta potansiyel degerleri
seklinde toplu olarak gosterilmis olup, boyut dagilim ve zeta potansiyel analiz grafikleri

Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’de sunulmustur.

DLS, zamana gore sacilan 151k yogunlugundaki dalgalanmalarin 6l¢timiidiir. DLS’de bir
cozelti tek renkli 151k huzmesinin yoluna yerlestirilmekte ve ¢ozelti igerisindeki
parcaciklarin Brownian hareketiyle sagilan 1518in zamana bagli olarak dalgalanma
durumu Olglilmektedir. Bu nedenle, ¢o6zeltideki sacilma yogunlugu durumundaki
dalgalanmalarin davranisi, parcaciklarin yayilmasi ile orantili oldugu icin, biiyiik
parcaciklarin kii¢iik parcaciklara oranla daha yavas yayilma O6zelligi baz alinarak,
parcaciklarin davranis istatistigi, par¢acik boyutu ile iliskilendirilmektedir, boylece,
boyut ve agregasyonlar1 hakkinda bilgi vermesi nedeniyle parcaciklarin hidrodinamik

davraniglar1 kullanilmaktadir. DLS, hizli, tekrarlanabilirlik, yiiksek stabilite ve yiiksek
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kantitatif analiz hassasiyeti gibi avantajlara sahiptir (Stetefeld ve ark., 2016).
Calismamizda DLS sonuglarina Tablo 4.3’de bakacak olursak, TQ-Fe NP’leri, 88,20 +
59,57 boyutu ile, Mag NP’lerinden (76,31 + 46,19) daha biiyiik, Fit NP’leri (87,49 +
45,80) boyutlarinda oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Nanopartikiil gruplarinin DLS-size, pdi, zeta potansiyel degerleri.

Grup . .
) DLS Size (nm) | Pdi
Say1 Kodu Nanopartikiiller Zeta (mV)
1 TQFeNp Timokinon-Demir 88,20+ 59,57 | 0,367 | -18,0+4,16
2 MagNp Magnetolipozom 76,31 £46,19 | 0,263 | -26,1 3,17
3 FitNp Fitozom 87,49 +4580 | 0,223 | 33,2+5,41

Kolloidal siispansiyonlar, ince kati partikiillerin sivi bir ortama dagilmasidir. Bir
koloidal sistemin kararliligini, itici kuvvetler ile parcaciklarin birbirine yaklastik¢a
maruz kaldiklari Van Der Walls ¢ekici kuvvetler belirlemektedir. itici kuvvetler
nedeniyle ortaya ¢ikan enerji bariyeri, iki parcacigin birbirine yaklagsmasini ve bir araya
toplanmasin1 engellemektedir. Sayet kolloidal partikiiller, bu enerji bariyerini asacak
kadar yeterli enerjiye sahip olursa, ¢ekici kuvvetler, parcaciklarin birbirini ¢ekmesini
saglayarak temas ettirebilmektedir. O zaman, dispersiyondaki pargaciklar birbirine
yapisarak ve yercekimi nedeniyle ¢cokerek gittikce artan kiimeler olusturabilmektedir.
Bu durum, kolloidal kararsizlik olarak adlandirilmaktadir (Titus ve ark., 2019). Cozelti
gibi sulu ortamlarda NP’lerin homojen olarak dagilim ozelliklerini gdstermesi
bakimindan Pdi degerlerinden bilgi edinilmektedir. Bu bakimdan sonuglarimiza
bakilacak olunursa (Tablo 4.3), Fit NP’leri (0,223) ve Mag NP’leri ile benzer dagilima
(0,263) sahip ve olduk¢a homojen dagilimli (monodispers) olduklar1 goriilmektedir.
TQ-Fe NP’leri ise, daha az homojen dagilim gosterdikleri (0,367) anlagilmakta olup, Fit
ve Mag NP’leri kadar dagilim yoniinden iyi olmadiklar1 sdylenebilir. Bu durumun
STEM sonuglari ile de uyumlu oldugu goriilmektedir. Daha 6nce agiklandigi gibi, TQ-
Fe NP’lerin STEM goriintiilerinden (Sekil 4.10) agregasyona benzer alanlarin oldugu
belirtilmisti. Bu sonuglara gore, Fit NP’leri, TQ-Fe ve Mag NP’lerine gore daha az

homojen dagilimli oldugu sdylenebilir.
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Sulu ortamdaki kolloidal sistemler bir elektrik yiikii tasimaktadir. Yiizey ylikiiniin
miktar1, ylizey gruplarinin asidik ya da bazik giiciine ve soliisyonun pH’mna baghdir. Bir
partikiil ylizeyinde net yiikiin artmasi, cevredeki temas bolgesindeki iyonlarin
dagilimim etkiler ve bdylece yiizeye yakin olan ve partikiile zit yiikte olan iyonlarin
konsantrasyonunun artmasiyla, zit yiikli iyonlarn yiizeye yakin oldugu bir alan
olugmaktadir. Bu durum, her partikiilin cevresinde elektriksel bir cift katman
olusmasina neden olmaktadir. Bu katmanlar; iyonlarin kuvvetli bir sekilde baglandigi
bir i¢ katman (stern) ve iyonlarin daha gevsek oldugu bir dis (difiize) katmandir. Bu
difiize bolge i¢inde, her partikiiliin tek bir varlik gibi davrandigi ve kayma yiizeyi olarak
adlandirilan, kavramsal bir sinir bulunmaktadir. Bu sinirdaki potansiyel, zeta potansiyel
olarak adlandirilmaktadir. Zeta potansiyelinin biiyiikliigii, kolloidal sistemin potansiyel
kararlilig1 hakkinda bir fikir vermektedir. Sayet siispansiyon igerisindeki tiim partikiiller
biiyiik negatif ya da biiyiik pozitif zeta potansiyeline sahipse, pargaciklar birbirini itme
egilimi icerisinde olup, partikiillerin bir araya gelmesini saglayan bir egilim
bulunmadigi i¢in dagilma kararlihigi gostermektedir. (Titus ve ark., 2019). Bizim
calismamizda, sentezledigimiz NP gruplarindaki zeta potansiyel degerleri Tablo 4.3
seklinde sunulmustur. Grafik bilgilerii Sekil 4.4, 4.7 ve 4.8’de goriilmektedir. Demir
icerikli gruplar olan TQ-Fe ve Mag NP’lerini zeta potansiyel degerleri, sirasiyla, -18,0 £
4,16 ve -26,1 + 3,17 olarak Olciilmiistiir. Buradaki zeta potansiyel degerlerini, Mag
NP’lerinde oldukga yiiksek negatif degerde olmasina karsilik TQ-Fe NP’lerinde daha
diisiik zeta potansiyel degerini yansitmaktadir. Bu durum, Mag NP’lerinin daha kararh

oldugunu gostermektedir.

Bu sonuglar, STEM analizleri ile de uyum gostermektedir. Boliim 4.1.4°de belirttigimiz
gibi, TQ-Fe NP’lerinin STEM analizinde gériilen kiimelesme egilimi, zeta potansiyel
degerinin daha diisiik olmasina bagl olarak, parcaciklarin birleserek ¢cokme egiliminde
olmas1 sonucudur (Sekil 4.10). Ayrica, TQ-Fe NP’lerinin metalik agirliklarina bagh
olarak, zemin yiizeyine ¢cokme egilimleri de ilave bir etki yaratacagi diisiiniilmelidir. Bu
durumda Mag NP’lerinin TQ-Fe NP’lerine gore daha kararli ve stabil olmasi
beklenmektedir. Fit NP’leri ise +33,2 &+ 5,41 zeta potansiyel degeri ile, pozitif yiik ve
yiiksek zeta potansiyel degerlerinin, stabilite agisindan ek avantajlar  getirecegini

diisiinmekteyiz.
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Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n.. Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Z-Average (d.nm): 88,20 Peak1: 1133 9.2 59,57 Zeta Potential (mV): -18,0 Peak1: -180 1000 418
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Sekil 4.13. TQ-Fe NP’lerine ait, A) size, pdi ve B) zeta analiz sonuglart.
Size(dn..  %Intensity: StDev(d.n.. Mean(mV)  Area(%)  Width {mV)
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Sekil 4.14. Mag NP’lerine ait, A) size, pdi ve B) zeta analiz sonuglari.
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n., Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Z-Average (d.nm): 87.49 Peak1: 1075 100,0 45,80 Zeta Potential (mV): 332 Peak 1: 332 100,0 541
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Sekil 4.15. Fit NP’Irine ait, A) size, pdi ve B) zeta analiz sonuglari.

Zeta potansiyeli,

pargaciklarin

stabilitelerinde (kararliliklar1) oldugu kadar,

pargaciklarin i¢inde bulunacaklar1 sistemlerdeki davramiglar1 hakkinda da bilgi

vermektedir. Ancak zeta potansiyeli, parcacigin yiizey yapisi kadar, pargacigin i¢inde
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dagildig1 sivinin bilesimine de baglidir. Zeta potansiyelini etkileyen en énemli faktor
pH’dir. Bu nedenle zeta potansiyeli, farkli pH degerlerinde, farkli yiizey potansiyellerini
yansitacaktir (Titus ve ark., 2019).

Bu nedenle, NP’lerin negatif ve pozitif Ozelliklerinin ek avantaj saglayip
saglamayacagi, icinde bulundugu ortama da baglidir. Ornegin, kanser hiicrelerinin
bulundugu asidik ortam nedeniyle Fit NP’leri daha da pozitif deger kazanarak, daha
kararli duruma gelmesi, Fit NP grubu icin bir avantaj teskil edecektir. Mag NP’lerinde
ise, kanser hiicrelerinin asidik ¢evresi, Mag NP’lerinin negatif degerligini nétiirleme
etkisi yliziinden, diistirerek sifira daha yaklastiracak ve bu durum diisiik zeta potansiyel
degeri ile NP’leri kanser bolgesinde daha az kararli hale getirerek agrege olmalarini
saglayacag1 g6z Oniinde bulundurulursa, bu agregasyonun kanser ortaminda daha uzun

stire kalma etkisine neden olmasi acisindan degerlendirilebilecegi diisiiniilebilir.

Ayrica, yapilan calismalarda negatif yiiklii vezikiiler sistemlerin, pozitif ve notral
vezikiiler sistemlere gore etken madde tutma kapasitesinin daha fazla oldugu
bildirilmektedir. (Shete ve ark, 2013). Bu bakimdan sonuglara bakildiginda, negatif
yiikli olan TQ-Fe NP’lerinin (% 89) ve Mag (% 76) NP’lerinin, pozitif yiiklii Fit
NP’lerine (% 81) gore daha yiliksek % EE degerleri, bu literature bilgisini
desteklemektedir (Burada Mag NP’lerinin baslangi¢ etken madde yiizdesi % 89 oldugu
icin, bu deger, % 100 olarak kabul edilirse, Mag NP’lerinin ger¢gek % EE degeri, % 76
degil, % 85 oldugu anlasilir) Bu bakimdan, NP yapim asamasinda, NP’lerin kullanim

amaclan diisiiniilerek dizayn edilmesi 6nemli bir unsur olarak géziikkmektedir

Ayrica, NP yapim agamasinda kullanilan ¢oziicii de pH degerleri iizerinde, dolayisiyla
NP’lerin zeta potansiyelleri iizerinde etkisi olacaktir (Titus ve ark., 2019). Bu nedenle,
biz ¢aligmamizda, Fit NP’lerini sentezlerken zayif asidik 6zellik gdstermesi nedeniyle
DMSO i¢inde ¢ozmemiz, Fit NP’lerinin pozitif zeta potansiyel 6zellik kazanmasinda rol
oynadig1r diisiincesindeyiz. Keza TQ-Fe NP’lerinin sentezinde, dolayis1 ile Mag
NP’lerinin sentezinde de ortamin yiiksek bazik olma sarti, bu iki NP’lerin negatif deger
almasinda katki saglayan unsurlarin baginda gelmektedir. Bu durum iyi bir yikama ve
kurutma islemleri ile giderilebilmektedir. Bu nedenle TQ-Fe ve Mag NP’lerin
negativiteliginin ¢ok yliksek olmamasi, yapim asamsindaki yiiksek pH’nin etkisinin az

oldugunu gostermektedir.
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Partikiil biiyiikliigii bakimindan zeta potansiyel degerleri ile karsilagtiracak olursak,
DLS analiz sonuglarina gore, Mag NP grubu en diisiik boyutlara sahip grup olarak
belirlenmistir. Ayrica TQ-Fe ve Mag NP’leri kendi arasinda karsilastirilacak olunursa,
Mag NP’lerinin lipozomlanmalar1 nedeniyle, TQ-Fe NP’lerinden daha biiyiik boyutlu
olmas1 beklenirken, daha kii¢iik boyutlu oldugu goriilmektedir. TQFe NP’lerinin DLS
size degeri (88,20 + 59,57 nm), Mag NP’lerinin DLS size degerlerine (76,31 £+ 46,19
nm) gore daha biiyiik degerde oldugu goriilmekte olup, zeta potansiyeller ile uyumlu
oldugunu seklinde yorumlanabilir, ancak STEM sonuglarina bakildiginda (Sekil 4.10),
TQ-Fe NP’lerinin boyutlar1 (~ 10 nm), Mag NP’lerinin boyutlarindan (~ 15-20 nm)
daha kiiclik oldugu anlagilmaktadir. DLS Ol¢limlerinin, ¢dzelti igerisinde Olclilmesi
nedeniyle, NP’ler, ¢ozeltinin pH degeri, sicakliktan etkilenebilmekte, demir gibi agir
NP’lerde graviteye bagl tabana ¢okme ile kiimelesmeler goriilebilmektedir. Ayrica TQ-
Fe NP’lerinin STEM sonuglarma bakildiginda (Sekil 4.10) goriilen yer yer
kiimelsmeler, sulu ortamlarda, 6zellikle metal NP’lerin (TQ-Fe NP’lerinde oldugu gibi)
kaplanmadiklar1 durumlarda, partikiil yiizeyinin su molekiilleri ile etkilesmesi sonucu,
partikiillerin oldugundan daha biiyiik boyutlarda Sl¢iilmesi goriilebilen bir durumdur.
Bu nedenle, TQ-Fe NP’lerinin DLS ve STEM ol¢iimlerindeki boyut farkliliginin (Sekil
4.10, Sekil 4.13) buna baglh oldugunu ve Mag NP’lerindeki lipozomlanmanin

karakterizasyon agisindan ek avantajlar saglayacagi soylenebilir.

Sonug olarak, sentezledigimiz 6zellikle Fit ve Mag NP’lerinin boyut, dagilim ve yiizey
yiikii bakimindan, partikiillerin agregasyonunu onleme, olduk¢a homojen kolloidal
dagilim ve % 100 nm‘in altinda olmasi bakimindan kanser hiicrelerine uygulamada
(6zellikle KBB’ agisindan) yeterli boyutlarda olmalar1 yoniiyle uygun nanopartikiiler

yapilar olduklari sdylenebilir.

4.1.6. Nanopartikiillerin Fiziksel Stabilite Calismalar:

Stabilite caligmalari, Bolim 3.2.4°te anlatildigi sekilde yapilmistir. Calismamizda,
sentezledigimiz Mag ve Fit NP’lerinin dispersiyonlart ve boyutsal degisimleri, +4 °C’de
60 giin boyunca ayni kosullarda bekletmek suretiyle izlenmistir. Depolama siiresi
boyunca fiziksel parametrelerin degismemesine dikkat edilmistir. Sekil 4.16’da Mag ve
Fit NP formiilasyonlarmin baslangi¢ ve 60 giin sonraki ortalama partikiil boyutu

sonuglarinin grafigi sunulmustur.
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Sekil 4.16. 4°C’de bekletilen Mag ve Fit NP’lerinin baglangi¢ ve 60. giinlerdeki boyut

indekslerindeki degisim degerleri.

Lipozomlarin stabilitesindeki degisikliklerini gosteren 1ilk belirtiler, genellikle
agregasyon, lipozom hacminin biiyiimesi ya da vezikiillerden sizmalarin olmast gibi
bozunmayi gosteren fiziksel degisikliklerdir ve makroskopik diizeyde gériinmeye neden
olmaktadir (Heurtault ve ark., 2003; Fulton ve Najahi-Missaoui, 2023). Yaptigimiz
stabilite deneyinde, 60. giinde her iki kolloidal NP dispersiyonlar1 gézlemlendiginde,
herhangi bir bulaniklik ve tabaka ayrilmasi gézlenmemistir. Mag NP formiilasyonlari
cozelti i¢inde ¢okmekle birlikte, magnet etkisiyle toplanarak ve kolaylikla yeniden
dagilarak homojen hale getirilebilmistir. Bu duruma, NP dispersiyonlarini1 +4 °C gibi faz
gecis sicakligindan uzak bir sicaklikta saklamanin ve stabil vaziyette bekletmenin etkisi

oldugu distiniilmektedir. (Heurtault ve ark., 2003).

Lipozomlarin stabilitelerinin korunmasinda éncelikle lipozomun yapisi, etken maddenin
lipozomda tutuldugu faz, etken maddenin hidrofilik ya da hidrofobik olmasi, lipozomun
biiyilikliigli, lipozomun yiikii, hazirlama kosullar1 ve depolama sartlart 6nemli rol
oynamaktadir. Ancak, lipozomlarin stabilitesini etkileyen en onemli faktor, bunlarin
temel yapilarimi olusturan fosfolipidlerin Kimyasal stabiliteleridir (Heurtault ve ark.,
2003; Lei ve ark., 2022; Attama ve ark, 2012). Lipozom membrani, dinamik bir
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fosfolipit membranidir. Fosfolipitler siirekli olarak transmembran hareketine maruz
kalabilir, boylece lipozom partikiillerinin toplanmasina, c¢okelmesine ve dengesiz
fosfolipit membranlar olugsmasina neden olabilmektedir. Bu da, lipozomlarin fiziksel ve
morfolojik yapisinin dengesizligine yol agabilmektedir. Ayrica fosfolipitlerin
oksidasyonu ve hidrolizi de lipozomlarin kimyasal kararsizligina yol acan iki ana
mekanizmadir (Grit ve Crommelin, 1993). Bu iki mekanizma 6zellikle doymamis yag
asitlerinden olusan fosfolipitler i¢in 6nemli bir sorun olmaktadir. Ancak, antioksidan
Ozellikli  bilesiklerin  lipozomlara eklenmesi ile daha wuzun siire stabilite
saglanabilecegini belirtilmektedir (Gibis ve ark., 2012). Panya ve arkadaslar1 (2010),
yaptiklar1 bir ¢calismada, lipozomlarin stabilitesini korumanin en etkili yontemlerinden
biri olarak, antioksidan eklenmesi oldugunu bildirmislerdir. Lipozomal sistemlerin
hazirlanmas1 ve kullanilmasimna kadar gegen siirede ortaya cikabilecek en Onemli
degisikliklerden biri, yapisindaki temel bileseni olan lipitlerin oksidasyona
ugramalaridir. Bu nedenle, {irlin kalitesini korumak i¢in bu oksidasyonun yavaslatilarak
cabuk bozunmadan korumak ve stabiliteyi arttirmak amaciyla antioksidan 6zellikteki

madde ilavesinin olduk¢a 6nemli oldugu bildirilmistir.
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Sekil 4.17. 4°C’de bekletilen Mag ve Fit NP’lerinin baslangic ve 60. giinlerdeki pdi

indekslerindeki degisim degerleri.
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Biz de, Mag ve Fit lipozomal yapilarin1 olusturmak igin fosfatidilkolini kullandik.
Dogal nanoyapili ilag tasiyici sistemlerin sentezi i¢in, gerek daha hijyenik, ekonomik ve
giivenli olusu bakimindan, gerekse stabilite agisindan, tamamen dogal ve bitkisel
kaynakl1 olan soya fasiilyesi fosfatidilkolini (lesitin) lipozomal NP’lerini sentezlemek
tizere sectik. Lipozomal yapilarin en biiyiik dezavantajlarindan birisi, lipit yapilarin yag
asidi kuyrugunda bulunan cifte bag nedeniyle, lipit oksidasyonunun hizli gelismesi
sonucu goriilen stabilite sorunudur. Bu nedenle, soya fasulyesi fosfatidilkolinin yag asit
zincirinde bir tek ¢ift zincir bulunmasinin (Panya ve ark., 2010), stabilite agisindan bir
avantaj saglayacagini varsaydik. Ayrica, stabilite yoniinden énemli bir avantajin da TQ
oldugunu diisinmemizin nedeni; lipozomal ozellikteki Mag ve Fit NP’lerini,
antioksidan 6zelligi (Mansour ve ark., 2001) ile lipit oksidasyonundan; antimikrobiyal
etkisi (Shoieb ve ark., 2003) ile, mikroorganizma saldirisindan koruyarak, hijyen ve
stabilite saglayacagini diisinmemizdendir Bu bakimdan, TQ’un lipozomal yapilar
tizerindeki antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin partikiil boyutuna nasil etki ettigini

anlamak i¢in stabilite deneyi ayrica 6nem arzetmektedir.

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de goriilen stabilite deney sonuglarina bakilacak olunursa, +4°C
sicaklikta  bekletilen, sentezledigimiz lesitin kaynakli Mag ve Fit NP
formiilasyonlarinin, 60. giinde hem boyutlarinda hem de pdi oranlarinda artiglarin
oldugu goriilmektedir. NP’lerin 60. giindeki boyutlari, baslangictaki boyutlarina gore
karsilagtirilacak olunursa, Mag NP formiilasyonlarinin boyutlari, baglangica gore 60.
giinde 1,67 kat arttig1; Fit NP’lerinin 60. giindeki boyutlari ise, baglangica gore 1,99 kat
artig1 goriilmektedir (Sekil 4.16). NP’lerin +4°C’de 60 giin bekletilmesi sonucunda
aldigimiz pdi verilerinin sonuglarina baktigimizda, Mag NP’lerinin baslangica gore 60.
giindeki pdi oran1 % 39,1; Fit NP’lerinin ise baslangica gore 60. glindeki pdi oraninin
% 61,9 arttign goriilmektedir (Sekil 4.17). Bu verilere gore tiim NP’lerin zamanla
boyutsal biiyliime oranlar1 sirasiyla, Fit NP > Mag NP seklinde oldugu goriilmektedir.
Pdi indeksi, 0,350 degerlerine kadar partikiil dagilimi homojen dagilimli (monodispers)
olarak kabul edilmektedir (Stetefeld ve ark, 2016). Sonuglara bakildiginda, artis
oranlarina gore, 60. giinde pdi oranlarinin 0,350’nin {istiinde olmasi, homojen dagilim
konusunda sikintilarin olabilecegini gostermekle birlikte, 0.400’iin altindaki degerlerin,
NP’lerin birbirine yapisarak agregasyona ugramadiklarini, dagilimin homojenliginin
hala etkinligini koruyabildigini gostermektedir (Javed ve Mashwani, 2020). Sonug

olarak, lipozomal yapilar i¢in olduk¢a uzun sayilabilecek 60 giinliik siirede goriilen bu
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degerler, her iki lipozomal yapilarin, oldukca kararli, orta derece stabil oldugu, ancak

stabilitesini arttiracak ileri caligmalarla daha iyi sonuglar alinabilecegi sdylenilebilir.

Yine oksidasyonu tetikleyebilecek nedenlerden biri de ortamda gecis metallerinin
(demir gibi) varligidir. Bu metaller oksidasyon reaksiyonunu destekleyen ozellikler
gostermektedir (Gibis ve ark., 2012). Ancak ipozom membranlar1 arasinda ozellikle
biiyiik, polar veya iyonik maddeler, kiigiik molekiill agirligina sahip lipofilik
maddelerden daha etkili bi¢imde tutunmaya neden olmaktadir (Heurtault ve ark., 2003).

Bu durum, Mag NP’lerinin yapisinda bulunan demirin, NP stabilitesi acisindan hem
avantaj hem de dezavantaj olabilecegini disiindiirmektedir. Ancak sonuglara
baktigimizda, Mag NP’lerinin, boyut ve pdi bakimindan, Fit NP’lerine oranla daha
yavas biiyiidiigii ve daha fazla homojen dagilim gosterdigi anlasilmaktadir. Dolayistyla,
yukarida belirtilen literatiir bilgilerine gore; demir iyonlarinin TQ ile bagli olmasi daha
biiyiik iyonik madde olusturmalart nedeniyle lipit yapilara daha etkili tutunmayi
saglayarak lipit bozulmasinin yavaslamasinda etki gosterdikleri anlasilmaktadir. Yine
Fit NP’lerinde, kiiclik molekiil agirligina sahip lipofilik TQ’un lipit yapilara baglanmasi

da lipit bozulmasinin yavaslamasinda etkili olabilecegini diislindiirmektedir.

Bunlarin disinda, lipozomlarin yiizey yilikii de ortamdaki yiikli diger molekiillerle
elektrostatik etkilegsimleri nedeniyle stabiliteyi etkileyebilecegi igin koloidal sistemlerin
kararliligim1 degerlendirmede kullanilmaktadir. Bdylece, NP’lerin stabilizasyonu,
sistemin bulundugu ortamin iyonlar1, yani pH konsantrasyonu ile degistirilebilmektedir
(Titus ve ark, 2019). Yapilan bir ¢alismada, 3 / 4’li soya fosfatidilkolin olan lipozomal
yapilarin, pH:3’te, zeta potansiyel degeri -21.8 iken, pH:11’e yiikseltildiginde yiizey
yikiiniin -57.7 degerine ¢iktig1 gosterilmis ve farkli pH degerlerinde lipozomal
NP’lerde, ylizey yiikiiniin de etkilendigi bildirilmistir (Gibis ve ark., 2012). Yiiksek zeta
potansiyeli olan NP’ler, partikiiller aras1 yiiksek elektrostatik itme kuvvetinin
olmasindan dolay1 depolanma siiresinde koagiile olmayacaklarin1 géstermektedir (Shete
ve ark, 2013) (Ek 4, Mag ve Fit NP’lerinin 60. giin size ve pdi sonuglar1 ve analiz

raporlart).
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4.1.7. Nanopartikiillerin In Vitro Salim Cahismalar:

In vitro salim ¢alismalari, Boliim 3.2.5’te anlatildigi sekilde yapilmistir. NP’lerin in
vitro salim calismalarinda diyaliz yontemi kullanilmistir (Hoiuchi ve ark., 2005). Mag
ve Fit NP’lerin, 37 °C’de, 100 ml PBS (pH = 7.4) i¢inde siispanse edilen dializ
membrandan TQ igin yaptiklari in vitro salim deneyleri, yatay calkalayici ile 72 saat
siireyle takip edilerek gergeklestirilmis ve belirli zaman araliklarinda alinan 6rnekler, en
az Uc¢ tekrarli olarak UV-Vis spektrofotometrede oOlgiilen absorbans degerlerinden,
konsantrasyonlar1 ve yiizdeleri hesaplanarak, zamanin fonksiyonu olarak % kiimiilatif
salim miktarinin gosterildigi in vitro salim grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.18’de

sunulmustur.

Sekil 4.18’e baktigimizda, 37 °C’deki inkiibasyonun ilk 8 saat icinde Mag NP’leri TQ
icin ortalama % 42, Fit NP’leri ise TQ i¢in ortalama % 47 salim yaptig1 goriilmektedir.
Yine salim grafigi incelendiginde, 72 saat sonunda Mag NP’lerinin TQ i¢in ortalama
yine % 42 oraninda; Fit NP’ NP’lerinin TQ i¢in ortalama yine % 47 oraninda salim
yaptig1 goriilmektedir. Buradan, yaklasik olarak ilk 8 saatten 72 saate kadar salim hizi
ortalama monoton bir yapiya doniistiigli anlasilmaktadir. Bu da, patlama etkisinden

sonra yavas, kontrollu salimin oldugunu gostermektedir.

Sonuglarimiza gore, Mag ve Fit NP’lerinin, ilk 8 saat igerisinde salimin biiyilik
cogunlugunu yaptig1 goriilmektedir ve bu durum “burst effect” olarak ifade edilen, hizli
baslangi¢ salim anlaminda bir etki mekanizmasi ile acgiklanabilmektedir. Nanopartikiiler
ilag dagilim sistemlerinde in vitro salim, NP’lin boyutu ile ters orantili olmaktadir.
Biiyiik boyutlu NP’lerin daha yavas salim gosterdigi, kii¢liik boyutlu NP’lerin ise daha
hizli salim yaptig1 goézlenmistir. Bu durum, NP’lerde boyut kiigiildiik¢e yiizey alaninin
bliylimesine bagli olarak, daha biiyiik yiizey alan1 olmasi1 nedeniyle daha fazla salim
yapmast anlamindadir ve bu nedenle, NP’lerin ani salim (burst effect) yapilmis gibi
goriinmesine neden olmaktadir. Bu etki, etken maddenin boyutuna bagl olabilecegi
gibi, etken maddenin lipozoma zayif sekilde baglanmasindan dolay1 da olabilmektedir

(Nounou ve ark., 2006; Lu ve ark., 2011).
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In Vitro Salim (37 2C)

60

50

% e ——
40 r
30
MagNP
20 FitNP
0

% Kiumiilatif Salim

10

0

20 40 60 80

Zaman (saat)

Sekil 4.18. Mag ve Fit NP gruplarinin zamana (saat) karsi in vitro salim (%) grafigi.

Viicutta asinabilen lipozomlar gibi ila¢ salim sistemlerinde, salim hizi difiizyon veya
asima ile kontrol edilmektedir. Difiizyon hizi, konsantrasyon gradientine baglidir, yani,
yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona dogrudur ve enerji gerektirmemektedir
(Fick Diffiizyon kanunu, 1.derece kinetigi) (Kamaly ve ark., 2008; Hasan ve ark.,
2007). Bizim de g¢alisgtigimiz lipozomal NP’ler olan Mag ve Fit NP’leri, sulu fazda
olmas1 nedeniyle 1. derece kinetigiyle salim gostermektedirler. Ayrica, bizim Mag ve
Fit NP’lerimizde oldugu gibi, % EE verimi yiiksek olan NP’lerdeki salim da, i¢
kisimdaki konsantrasyonun dis kisimdan ¢ok daha fazla olmasi nedeniyle, 1. derece

kinetigine bagli olarak hizli olacaktir.

Asinma durumunda ise, etken maddenin salinim faz zamani azalmaktadir. Lipozomal
matris asmmmaya ugrarken ilag salinmaktadir. Sayet, lipozomun asinmasi, etken
maddenin diflizyonuna oranla yavas ise, salimin difiizyon kontrollii oldugu anlagilir.
Ancak etken madde lipozomal yapilarda immobilize edilmisse ve difiizyon asinmaya
gore yavas ise, o zaman ila¢ salim hizinin aginma kontrollii oldugu anlasilir. Bu nedenle

asinma, yalnmizca disdan degil, i¢cten de olabilmektedir. Etken maddenin her salinmasi,
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ayni zamanda lipozom duvarinin asinmast anlamima da gelmektedir (Nounou ve ark.,

2006; Huang ve Brazel, 2001 ).

Bu durumda, bizim sentezledigimiz Mag ve Fit NP’lerinde etken maddelerin lipit
yapiya baglanarak immobilize olmalari, her salim oldugunda kiitle kaybi ile birlikte lipit
yapinin asinmast anlamina da gelecegi icin Mag ve Fit NP’leri aginma kontrollii
olacaktir. Ancak Mag ve Fit NP’lerinin yiiksek % EE verimli olmalari, difiizyon
kontrollii oldugu anlamina da gelecegi i¢in, Mag ve Fit NP’lerinin, hem asinma hem de
diffiizyon kontrollu oldugu anlasilmaktadir. Bunun disinda, Mag ve Fit NP’lerinin
boyutlarinin kiigiik olmasi, ylizey alanmin biiyliik olmasina neden oldugundan, yine
salim fazla olacaktir. Ayrica TQ un kendi boyutunun kii¢iik olmasi da gegisin daha hizli
olmasinda etkili olmaktadir. Tiim bu etkenler birlestiginde, Mag ve Fit NP’lerinde
gordiigiimiiz ilk 8 saatteki bu patlama etkili (burst effect) salimin nedenleri
anlasilmaktadir. Ancak literatiirde, bizim verilerimizle uyumlu olarak, bu etkiden sonra
genellikle kontrollii yavag salimin gergeklestigi bildirilmektedir (Babos ve ark., 2018).
Ayrica, Mag ve Fit NP’lerinin baslangictaki patlama etkili saliminin, kanser
hiicrelerindeki diisiik pH durumunda daha da ¢ok etkili olacagi varsayilirsa, kanser

hiicre sitotoksisitesinde avantaj saglayacagi ongoriilebilir.

Bu tez ¢alismasindaki TQ bazli Mag ve Fit NP’lerinin in vitro salim ¢aligmalarindaki
bulgular, literatiirdeki TQ bazli NP’ler ile yapilan diger in vitro salim ¢aligmalari ile de
paralellik gostermektedir. Alhakamy ve arkadaslarinin (2020) TQ bazl fitozomlar (~ 45
nm boyutlu) sentezleyerek yaptiklari bir ¢alismada, NP’lerin in vitro salimlarinin ilk iki
saat icinde patlama tarzinda (burst effect) oldugunu bildirmislerdir. Yine, bir baska
calisgmada, TQ bazli demir NP’lerini (~ 30 - 50 nm boyutlu) sentezledikten sonra
yaptiklar in vitro salim ¢aligmasinda (37 °C, pH = 7.4), NP’lerin ilk 6-8 saatte patlama
seklinde, daha sonra 18 saate kadar yavas sekilde salim yaptiklarini bildirmislerdir. Bu
sonug, bizim in vitro salim sonuglarimizin literatiirle benzer bir sekilde uyumlu
oldugunu gostermektedir (Kumar ve ark., 2020) (Ek 5, Mag ve Fit NP’lerinin belli

zaman araliklarindaki in vitro % salim konsantrasyonlari).
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4.1.8. Karakterizasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Karakterizasyon ¢aligmalarinin sonuglar1 degerlendirilecek olunursa;

e TQ-Fe NP’leri, % EE yoniinden olduk¢a yliksek yiikleme oranina sahip oldugu ve
morfolojik olarak oldukca kiiciik, kiiresel boyutlarda olmasina ragmen, farkli boyut
bilyiikliigii, ylizey yiikkii ve homojen dagilim bakimindan giiven vermeyen,
agregasyona meyilli goriinlimii nedeniyle, gelistirilmesi gerektigine inanmaktay1z.
Bu nedenle, karakterizasyon calismalarinin ardindan yapilmasi planlanan hiicre
deneylerinde, terapotik amagh kullanimi uygun goriilmeyerek, sadece Mag NP’lerine

konfirme amactyla ¢alisilmasi uygun goriilmiistiir.

e Mag NP’leri ise, % EE’i, morfolojisi, boyutu, homojen dagilimi, yiizey yiikii,
elementer igerigi, salim ozelligi ve stabilitesi yoniinden NP o6zelliklerinin uygun
oldugu ve demir NP’leri olduklar1 teyid edilerek, kullanim agisindan giliven verici

olarak degerlendirilmistir.

e Yine, Fit NP’leri de, % EE’i, morfolojisi, boyutu, homojen dagilimi, yiizey yiikd,
elementer igerigi, salim Ozelligi ve stabilitesi yoniinden NP 6zelliklerinin uygun

oldugu teyit edilerek, kullanim agisindan giiven verici olarak degerlendirilmisitir.

4.2. Nanopartikiillerin In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin sentezlenmesi ve karakterizasyon islemlerinin ardindan
in vitro hiicre c¢alismalarina gegilmistir. Hiicre c¢alismalarinda, insan GB kanser
hiicrelerinden olusan “U87-MG” hiicre hatt1, Erciyes Universitesi Genkdk Arastirma

Merkezi’nden temin edilmistir.

TQ-Fe NP’leri, hiicre deneylerine sadece Mag NP’lerini teyid amaciyla alinmustir.
Hiicre calismalar1 kapsaminda, Once canlilik/sitotoksisite ¢alismalar1 ile 1Csp dozu
belirlendikten sonra, sirasiyla, apoptoz etkinligini, serbest radikal seviyesini, lipit
peroksidasyon diizeyini ve selatlama aktivitesini belirleme deneyleri, U87-MG hiicreleri
tizerinde NP’lerin muamelesi sonucu en az ii¢ tekrarli olarak yapilmus, istatistiksel
olarak analiz edilmis, yorumlanmis ve Mag ve Fit NP’leri karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir.
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4.2.1. Nanopartikiillerin Hiicre Canlihgina Etkileri ve Doz Belirleme Calismalar:

NP’lerin sentezlenmesi ve karakterizasyon islemlerinin ardindan, Boliim 3.2.7°de
anlatildigr gibi “MTS Kit” (Sigma) prosediiriinii uygulamak amaciyla, U87-MG hiicre
hatt1 tizerinde, bos NP’leri ve yiiklii olan TQ-Fe, Mag ve Fit NP’leri, 24 saat boyunca,
cesitli dozlarda muamele edilmek suretiyle, hiicreler tizerindeki canlilik/sitotoksik
etkileri in vitro olarak incelenmistir. Deney, dort bagimsiz tekrar halinde yapilmis olup,
ortalama + standart sapma olarak ifade edilmis, kontrole gore oranlanmis, farkliliklar

istatistiksel olarak anlamlandirilarak degerlendirilmis ve 1Csy oranlari belirlenerek Sekil

4.20’de grafik halinde sunulmustur.

Sekil 4.19. Kontrol (A), TQ-Fe (0,05 mg/ml) (B), Mag (0,05 mg/ml) (C) ve Fit (0,05
mg/ml) (D) NP’lerinin, U87-MG hiicre hattina 24 saat muamelesi sonucu kanser

hiicrelerinin invert mikroskopik goriintiileri (200 um biiylitme).
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Sekil 4.19°da, kontrol, TQ-Fe , Mag ve Fit NP’lerinin (sirasiyla, A, B, C ve D), U87-
MG hiicreleri iizerine 0,05 mg/ml dozunda, 24 saat muamelesi sonucundaki invert
mikroskopi goriintiileri goriilmektedir. U87-MG hiicreleri iizerinde en fazla sitotoksik
etkiyi Mag NP’lerinin (Sekil 4.19; C) olusturdugu, daha sonra, sirasiyla, TQ-Fe ve Fit
NP’lerinin (Sekil 4.19; B ve D) (Mag NP > TQFe NP > Fit NP) sitotoksik etkili oldugu
goriilmektedir. TQ-Fe NP’leri ile Mag NP’lerinin benzer etki gostermeleri, sitotoksik
etkilerini teyid eder tarzdadir (Sekil 4.19; B ve C).
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Sekil 4.20. U87-MG hiicreleri tizerine, 0,05 ve 0,15 mg /ml dozlarinda, TQ-Fe, Mag, Fit
ve bos NP’lerin 24 saat boyunca muamelesi sonucu kontrole gore hiicrelerdeki canlilik
oranlar1 (%). Kontrol ile karsilastirildiginda, *, ** ve *** sirasiyla, p<0.05, p<0.01 ve

p<0.001 anlamlilik degerlerini gostermektedir (Ortalama + SD, n = 4).

Kanser tedavilerinde hem direng gelisiminin 6nlenmesi hem de normal hiicrelerin zarar
gormemesi bakimindan etken maddelerin toksik doz araliklar1 Onemlidir.
Calismamizda, GB hiicrelerindeki antikanser etkinligini belirlemek {izere se¢mis
oldugumuz TQ fitoajaninin NP’ler ¢caligmalari, literatiirde olduk¢a sinirli sayida olmasi

nedeniyle, bu konuda kisith bilgiye ulasilmaktadir. Alhakamy ve arkadaglar1 (2020),
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yaptiklari bir ¢alismada TQ-fitozom NP’lerinin, A549 insan akciger hiicreleri iizerinde
24 saatlik muamelesi sonucunda 1Csg dozunun 4,31 uM oldugunu bulmuslardir. Yine,
TQ yiikli lipit polimer hibrit NP’ler ile yapilan bir ¢calismada, bu NP’lerin MDA-MB-
231 ve MCF-7 meme kanserleri hiicrerinde, 24 saatlik muamelesi sonucundaki ICsg
dozlan, sirasiyla, 4,42 uM ve 41,5 uM olarak belirlenmistir (Imam ve ark, 2022).
Yapilan bir bagka ¢alismada, TQ yiiklii miseller kullanilarak, SH-SY5H insan
noroblastoma hiicreleri iizerinde, partikiillerin 24 saatlik uygulama sonrasinda dozlarin
3 ve 6 uM oldugu bulunmustur (Bergonzi ve ark, 2020). Diger bir ¢alismada, Fe3O4
NP’leri iizerine yiiklenen TQ’un polivinilpirolidon (PVP)’lanmis Fe3O, manyetik
NP’leri (TQPVP-Fe3O4 NP'ler) olusturularak, meme kanseri (MDA-MB-231)
hiicrelerine kars1 etkinligini arastirmak i¢in 1Cs degeri olarak 50 mg/ml dozu, NP’lerin
24 saatlik muamelesi sonucunda belirlenmis ve hiicrelerin ROS seviyelerinin etkili bir
sekilde arttirilarak sitotoksisteye neden oldugu gosterilmis (Kumar ve ark., 2020). Fathy
ve arkadaslar1 (2020) ise, sentezledikleri TQ-IO NP’lerinin, MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri lizerinde 24 saatlik muamelesi sonucunda ICsy degeri olarak, 0,25

mg/ml dozunu belirlemislerdir.

Ayrica TQ un GB beyin kanseri {izerine etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada, TQ'nun
beyin kanseri hiicreleri SW1088 ve A172 ile saglikli hiicreler olarak kabul edilen
kortikal noronal hiicreler-2 (HCN2) iizerindeki sitotoksik etkileri karsilastirilmis ve
TQ'nun HCN2'deki sitotoksisitesinin diger kanser hiicrelerine gore ¢ok daha az oldugu
gosterilmistir (Samar ve ark, 2019). Bagka bir calismada, TQ uygulamasinda Gli36, T98
G ve U87-MG insan glioblastoma hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edici dozlarimin
normal astrosit (NHA) hiicrelerine gore daha diisik oldugu bulunmustur.
Karsilastirildiginda, 2 uM TQ, Gli36 hiicre biiyiimesini énemli dl¢iide inhibe etmek i¢in
yeterli olurken ve 4 pM dozda tespit edilebilir hiicre goriilememis, T98 G hiicrelerinin
direngli (ICs0 = 10,3 uM), U87-MG hiicrelerinin ise orta diizeyde duyarli (IC50 = 8,3
uM) oldugu bulunmustur. Ancak, ilging olarak, direngli hiicrelerine sitotoksik etkili
olan bu 8 uM ila 16 uM TQ  konsantrasyonlarinda bile, NHA hiicrelerinin

etkilenmeyerek ¢cogalmaya devam ettikleri bildirilmistir (Racoma ve ark, 2013).

Bizim calismamizda, MTS testi ile elde edilen deney sonuglari, kontrol grubuna gore %
hiicre canlilig1r olarak ifade edilmistir. Bos NP’lerin hiicre canliligima herhangi bir

katkisinin olup olmadigini anlamak i¢in, etken maddenin olmadigi, bos lipozomlar da,

111



diger NP’ler ile birlikte deney grubu olarak alinmis ve ¢esitli konsantrasyonlarda hiicre
canliligina olan etkisine bakilmistir. Sekil 4.20’ye bakacak olursak, bos NP’lerin, hiicre
canlilik oraninin, neredeyse kontrol ile ayni oldugu (% 97,98) goriilmekte olup,

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sekil 4.20’deki grafikte TQ-Fe NP grubuna bakildiginda, 0,05 mg/ml ve 0,15 mg/ml
dozlarinda, sirasiyla, kontrole gore hiicre canliliklart % 51,67 ve % 72,33 olarak
bulunmus olup, kontrol ile aralarinda 0,05 mg/ml dozunda hiicre canliliginda % 48,33
diisme goriilerek, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis olup (p<0,01), 0,15 mg/ml

dozunda goriilen % 27,67’lik bir azalma, istatistiksel olarak anlamli gériilmemistir.

Sekil 4.20°de Mag NP grubunda ise, 0,05 mg/ml dozunda hiicre canlilik orani, kontrole
gore % 64,44 oraninda azalarak % 35,56’lara diistiigli goriilmektedir. Bu oran, tim
gruplar igerisinde hiicrelere en fazla sitotoksik etkinin Mag NP’lerinde oldugunu ifade
etmektedir ve bu etki, kontrole gore istatistiksel olarak olduk¢a anlamli olarak kabul
edilmistir (p<0,001). Mag NP’lerinin 0,15 mg/ml dozundaki hiicre canlilik orani ise,
kontrole gore % 37,14 diiserek, % 62,85 oldugu goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir (p<0,05).

Sekil 4.20°deki grafikte, Fit NP’lerinde 0,05 mg/ml ve 0,15 mg/ml dozlarina
baktigimizda, sirasiyla, kontrole gore hiicre canlilik oranlar1 % 57,8 ve % 73,13 olarak
bulunmus olup, kontrole gore 0,05 mg/ml dozunda hiicre canliliginda % 42,2 diisme
goriilerek, anlamli bir istatistiksel fark oldugu saptanmistir (p<0,01). Yine, 0,15 mg/mi
dozunda kontrole gore goriilen % 26,87’lik bir azalmanin istatistiksel olarak anlamlilik

ifade ettigi gorilmistiir (p<0,05).

Yukaridaki sonuglara gore, 0,05 mg/ml dozunda en etkili NP grubunun Mag olarak
tespit edilmistir (Mag NP > TQFe NP > Fit NP). Bu durum, yukarida Sekil 4.19°da,
NP’lerin 0,05 mg/ml dozunda hiicrelerin invert mikroskopi goriintiileri ile de uyumlu
oldugu goriilmektedir (Mag NP > TQFe NP > Fit NP). Sonug olarak, yaptigimiz MTS
deneyinde, kontrola gore tiim NP gruplarinda istatistiksel olarak anlamli buldugumuz
0,05 mg/ml dozu, sonraki deneylerimizde uygulamak fiizere sectigimiz ICsy degeri

olarak belirlenmistir.
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U87-MG hiicrelerine 24 saat boyunca, 0,05 mg/ml dozunda, NP’lerin maruziyeti
sonucu, tiim gruplarin, hiicrelerin canliligini istatistiksel olarak anlamli diizeylerde
azalttigi; 0,15 mg/ml dozunda ise, NP’lerin maruziyeti sonucunda, tiim gruplarin
hiicrelerin canliligini arttirdign ve bu artisin, TQFe NP’leri hari¢, Mag ve Fit NP
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeylerde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.20).
Bu sonuglar, NP gruplarinin konsantrasyonu arttik¢ca hiicre canliliginda artig oldugu
anlamina gelmekte olup, doz artisinda hiicre canliliginda olmasi beklenen azalmanin
burada olmayisi ilging bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiim gruplarda 0,15
mg/ml dozunda hiicre canliliginda goériilen bu artig, tiim gruplari ilgilendiren bir nedenin
varligin1 akla getirmekte olup, TQ’un ortak olarak bulunmasi nedeniyle, bu etkinin TQ

ile ilgili olabilecegi sonucuna bizi gétiirmektedir.

Literatiire bakildiginda, arsenik ve H,O; ile olusturulmus SH-SYS5Y insan néroblastoma
hiicre hatt1 lizerinde ve yine baska bir ¢aligmada, H,O; ile indiiklenen oksidatif strese
kars1 noral hiicreler ilizerinde, TQ’un muamele edilmesi sonucunda, hiicre canliliginin
arttiginin  goriilmesi {izerine, bu durumun, TQ’un antioksidan etkisi nedeniyle
olabilecegi ve Ozellikle noronal hiicreler {izerinde hiicre canliligini arttirici etkinin
belirgin oldugu sonucu goriilmektedir (Firdaus ve ark., 2019; Ismail ve ark., 2016). Bu
nedenle bizim calismamizda da, tiim NP gruplarimin doz arttik¢a hiicre canliligini
artirma etkisinin TQ iceriklerine bagli olarak, U87-MG hiicrelerinin néronal yapisi
geregi, literatiirle uyumlu oldugunu gostermektedir. Ancak bu veriler, TQ un sitotoksik
dozu ile sitoprotektif dozu arasinda fark oldugu sonucuna gotiirmekle birlikte, TQ’un
doza bagiml bir sekilde farkli aktivitelerinin olabilecegi sonucunu da gostermektedir.
Bu durumun, daha detayli ileri arastirmalarla ancak agikliga kavusturulabilecegi

kanaatindeyiz.

4.2.2. Nanopartikiillerin Apoptoz Etkileri

Calismamizda, GB hiicrelerinde 24 saatlik TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin
inkiibasyonundan sonra apoptoz oranlari, Flow sitometri ile ol¢iilmiistiir. Sekil 4.21°de,
U87-MG hiicrelerine, 0,05 mg/ml ve 0.15 mg/ml dozlarinda uygulanan NP’lerin
“Annexin V-FITC / 7-AAD Kit” (BioLegend 640922) uygulanarak elde edilen apoptoz
sonuglart goriilmektedir. Annexin-V FITC boyasi ile tespit edilen ¢izili alan igerisinde

toplam apoptoz miktarlar1 goriilmektedir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. U87-MG hiicrelerine, Kontrol (A), 0,15 mg/ml dozunda uygulanan Mag (B)
ve Fit (C) NP’leri ile; 0.05 mg/ml dozunda uygulanan TQ-Fe (D), Mag (E) ve Fit (F)
NP’lerinin Annexin V-FITC / 7-AAD apoptoz sonuglari.

Boliim 3.2.8.1°de anlatildigr gibi, U87-MG hiicrelerinde 24 saatlik TQ-Fe, Mag ve Fit
NP’lerinin inkiibasyonundan sonra apoptoz oranlari Flow sitometri ile Olgiilerek,
sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve grafige gecirilmistir (Sekil 4.22).
Annexin V deneyinde, sadece ICsy dozu (0,05 mg/ml) degil, canlilik deney sonucunda
istatistiksel olarak anlamli buldugumuz tiim dozlar (Sekil 4.20), U87-MG
hiicrelerindeki apoptotik etkisine bakilmak tizere ¢alisilmistir (Sekil 4.22). Deney, dort
bagimsiz tekrar halinde yapilmis olup, ortalama + standart sapma olarak ifade edilmis

ve istatistiksel farkliliklar kontrole gore (%) oranlanmustir.

114



us7-MG

@
o
]

L

)]
=]
|

Apoptoz (%)
&
o
|

20 -

s B
~ “ “ “ “ e “
* Q:\ Q*Q Q9 Q"\ 69 Q"\
W R R R T

Sekil 4.22. U87-MG hiicrelerinde, TQ-Fe, Mag, Fit ve bos NP’lerinin (0,05 mg/ml ve
0,15 mg/ml, 24 saat) apoptotik etkinliginin Flow sitometre ile AnnexinV-FITC/7-AAD
deney sonuglar1 *, ** ve *** kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, sirastyla, p<0,05,

p<0.01 ve p<0.001 anlaml: farki gostermektedir (Ortalama + SD, n = 4).

Son zamanlarda antikanser etkinlige sahip dogal bilesiklere ilgi, Ozellikle saglikli
hiicrelere olan yan etkilerinin azlig1 nedeniyle artmaktadir. Bu tiir fitobilesenlerden en
cok lizerinde arastirma yapilanlardan biri de TQ’dur. Yapilan arastirmalar sonucunda
TQ’un antikanser aktiviteler bakimindan umut verici Ozelliklere sahip oldugu
bildirilmektedir. TQ un antikanser giiciinii, kanser hiicre proliferasyonunu, anjiogenezi
ve metastazi inhibe etmek ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi gibi c¢esitli yonlerden
gerceklestirdigi bilinse de, kanser hiicreleri lizerindeki antikanser ozelliklerini en ¢ok
apoptozu tesvik etme yolu ile gerceklestirdigi bildirilmektedir (Zhang ve ark, 1018; Al-
Oqail ve ark, 2017; Shokoohinia ve ark, 2018; Tabeshpour ve ark, 2019).

Biz de yaptigimiz ¢alismada, TQ bazli TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerini, U87-MG GB
kanser hiicrelerinde, 24 saat muamelesi sonucu apoptotik etkinliklerini 0,05 mg/ml ve

0,15 mg/ml dozlarinda test ettik. Literatiire bakildiginda, TQ’un kanser hiicrelerini
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apoptoza gotiirdigli doz araliklart yoniinden bir¢ok caligmalar yapilmis oldugu
goriilmektedir. TQ un, 25, 50 ve 75 uM dozlarinda HGC27 ve BGC823 mide karsinoma
(Zhu ve ark., 2016), 5, 10 ve 30 uM dozlarinda HL-60 akut miyeloid 16semi (Musalli ve
ark, 2019), 2,5 uM, 25 uM ve 50 uM dozlarinda CGTH-W1 ve CAL-62 tiroid
karsinoma (Ozturk ve ark, 2017), 50 ve 750 nM dozlarinda ATL, HTLV-1 T hiicreli
16semi, (Fatfat ve ark, 2019), 72 uM, 20 uM, 50-70 uM dozlarinda C6 glioma
karsinoma (Guler ve ark., 2021) gibi birgok kanser hiicreleri tizerinde yapilan
arastirmalar, TQ’un, anlamli apoptotik etkilerde bulundugunu ve antiapoptotik yolaklari
baskilamak, proapoptotik yolaklari ise ¢esitli yollarla indiiklenmek suretiyle apoptotik
etkinlik gosterdigi bildirilmektedir.

Biz de yaptigimiz Anneksin V deney sonuglarinin sunuldugu Sekil 4.22°deki grafikde,
tim NP gruplarin apoptoz indiikleme yiizdelerine bakilacak olunursa, kontrol grubunda
goriilen toplam apoptotik hiicre orant % 23,36 olarak bulunmustur. Diger gruplari
kontrole gore degerlendirecek olursak, TQ-Fe NP’lerinin 0,05 mg/ml dozlari, U§7-MG
hiicrelerinde, 24 saatte, kontrole gore % 11,81 oraninda daha az apoptotik hiicre
goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. TQ-Fe NP’lerinin hiicre canlilik
deneyi sonuglarma goére 0,15 mg/ml dozu, 24 saat muamele sonucunda U87-MG
hiicrelerinin canlilig1 iizerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi i¢in, Anneksin V

deneyinde TQ-Fe NP’lerinin bu dozu deney grubuna dahil edilmemistir.

Yine Sekil 4.22’ye bakacak olursak, Mag NP grubumuzun 0,05 mg/ml dozunda, 24 saat
U87-MG hiicrelerine apoptotik etkilerinin orani, kontrole gore % 26,54 daha diisiik
bulunmus olup, istatistiksel olarak anlamli goriilmemistir. Mag NP’lerinin 0,15 mg/ml
dozunda U87-MG hiicrelerine muamelesi sonucunda, kontrole gore % 13,2 daha az
apoptotik hiicre orani goriilmiis olup, istatistiksel olarak anlamli goriilmemistir.
Boylece, Mag NP’lerinin, GB hiicreleri iizerinde goriilen sitotoksik etkilerinin (Sekil

4.19), apoptozu indiikleme yoluyla olmadig1 sonucuna varilmaktadir.

Sekil 4.22°deki apoptoz ylizde oranlar1 Fit NP’leri i¢in degerlendirilecek olunursa, 0,05
mg/ml dozunda, 24 saat muamele sonucunda U87-MG hiicreleri iizerinde kontrole gore
% 35,6’lik bir azalma goriilmekte olup, bu doz oraninda istatistiksel olarak anlamli bir
apoptoza neden olmadigr goriilmektedir. Ancak, doz, 0,15 mg/ml konsantrasyona

ciktiginda Fit NP grubunun kontrole gore % 161,63 oraninda daha fazla, hiicreleri
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apoptoza gotlirdigi goriilmekte (Sekil 4.22) ve istatistiksel olarak olduk¢a anlamli
olarak degerlendirilen (p<0,001) bu sonug, literatiirle de uyumluluk gostermektedir.
TQ’un antikanser etkisi iizerine yapilan bir¢ok arastirmada oldugu gibi glioma hiicreleri
tizerinde antikanser etkisinin apoptozu indiikleme yoluyla oldugu ve gliomanin tedavi
direncinin kirilmasinda, kanser hiicrelerinin apoptoz tesvikinin &nemli oldugu

bildirilmektedir.

Bu sonuglara gore tim NP gruplarmin 0,05 mg/ml dozunda, 24 saat muamele
sonucunda, U87-MG hiicrelerini apoptoza gotiirmedigi ya da apoptoz yoluyla hiicrelerin
Oliimiinii indiiklemedigi; yine 0,15 mg/ml dozunda, 24 saat muamele ile, Fit NP grubu
hari¢, diger NP gruplarinin anlamli olarak apoptoz yoluyla GB hiicrelerine sitotoksik
etkili olmadig1 anlasilmaktadir. Tiim gruplar icerisinde sadece 0,15 mg/ml dozunda Fit
NP’lerinin, 24 saat muamele sonucunda U87-MG hiicrelerinde istatistiksel olarak
oldukc¢a anlamli diizeylerde (p<<0,001), apoptoz seviyelerini arttirdigi goriilmektedir. Bu
durum, apoptotik etkinin Fit NP grubu i¢in doza bagli oldugunu ifade etmekte ve TQ’ un
diisiik dozlarda antioksidan, yiiksek dozlarda ise sitotoksik etki sergiledigini bildiren

literatiir sonuglari ile uyumlu oldugunu goéstermektedir.

4.2.3. Nanopartikiillerin Serbest Radikal Olusumuna Etkileri
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Sekil 4.23. TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin, U87-MG hiicrelerindeki ROS seviyeleri
(0,05 mg/ml, 24 saat). ** ve *** kontrol grubu ile karsilastirildiginda, sirasiyla, p<0.01
ve p<0.001 anlaml farki gostermektedir (Ortalama + SD, n = 3).
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Kanser hiicrelerinin demir metabolizmasinda serbest radikal olusumu 6nemli oldugu
icin, biz de U87-MG hiicrelerinde NP’lerimizin serbest radikal miktarlarina yaptiklart
etkiyi anlamak amaciyla Boliim 3.2.8.2°de anlatildig1 gibi, “ROS Detection Assay Kit”
(Elabscience) prosediiriine gore, ROS seviyelerini tespit ederek, istatistiksel olarak

degerlendirdik (Sekil 4.23).

Grafige baktigimizda (Sekil 4.23), TQ un tek basina etken madde olarak bulundugu Fit
NP’lerinin, 0,05 mg/ml dozda, 24 saat U87-MG hiicrelerine muamelesi sonucu,
kontrole gore yaklasik olarak % 21,1 daha az ROS seviyelerini yiikseltmekte olup,
istatistiksel olarak anlamli goriilmemistir. Bu sonug, TQun ROS seviyesini azalttigini
gostermektedir. Oysa ki, TQ’un demir ile kombine olarak bulundugu TQ-Fe ve Mag
NP’lerinin, 0,05 mg/ml dozda, 24 saat U87-MG hiicrelerine muamelesi sonucu, ROS
seviyelerini kontrole gore, sirastyla, % 86,5 ve % 61,5 oranlarinda daha fazla yiikselttigi
goriilmekte olup, istatistiksel olarak olduk¢a anlamli yiiksek degerleri ifade etmektedir
(TQ-Fe NP’leri, p<0,001; Mag NP’leri, p<0,01) (Sekil 4.23). Yine, TQFe ve Mag
NP’leri, sirastyla, yaklasik olarak % 136,3 ve % 104,7 oranlarinda Fit NP’iine gore daha
¢ok ROS artisina neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.23). Sonug olarak, bizim
verilerimiz, TQ-Fe ve Mag NP’lerinin yiiksek diizeylerde ROS seviyelerinin artigina;

Fit NP’lerinin ise ROS seviyelerinin azalmasina neden oldugunu gostermektedir.

TQ’un antioksidan 6zelligi, ana 6zelliklerinden biri olarak kabul edilmekte olup yapilan
bircok calismalar sonucunda, TQ’un oksidatif stresle miicadelede umut verici bir
bilesen oldugu bildirilmektedir (Khither ve ark, 2018; Sandhya ve Kannayiram, 2020;
Mansour ve ark., 2002; Nagi ve ark., 2000). Yapilan ¢alismalar, TQ’un antioksidan
enzimleri indiiklemek yoluyla oksidatif stresin neden oldugu hasara karsi hiicreleri
korumada etkili oldugunu bildirmektedir. Bir ¢aligmada, TQ’un, mRNA ekspresyonuna
etki yoluyla antioksidan ve sitoprotektif enzimlerin aktivasyonunu arttirdigi ve boylece,
kimyasal kaynakli karsinojenezin Onlenmesinde antioksidan 6zelliginin rol oynadigi
bildirilmektedir (Kassab ve ark, 2017). Bu ve benzeri bir¢ok literatiir bilgileri,
calismamizin sonucunda gordiigiimiiz, Fit NP’lerinin ROS diizeylerindeki azaltict
etkisinin, igerigindeki TQ’un giiclii antioksidan 6zelligi nedeniyle oldugunu ve bu
nedenle TQ’un dikkate deger bir antiradikal potansiyele sahip olabilecegini
vurgulamaktadir. Bu sonug, TQ un ROS seviyelerini azaltan, antioksidan 6zellikli bir

madde olabilecegini bildiren literatiir sonuglari ile her ne kadar uyumlu gibi goriinse de;
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TQ’un bu yiiksek potansiyelli antioksidan ozelligi, oksidatif stresin neden oldugu
hiicresel patolojiye karsi koruyucu bir etki ile sonuglanmasi bakimindan, normal
hiicreler agisindan avantaj olmasina ragmen, kanser hiicreleri i¢in tedavi acgisindan bir
dezavantaji da ifade etmektedir. Dolayisiyla bu durum, TQ’un, kanser hiicrelerine
toksik etki yerine koruyucu etki gosterebilecegi ihtimalini de akla getirmektedir. Yine,
daha 6nce yaptigimiz apoptoz deney sonucuna bakilacak olunursa (Sekil 4.22), yine Fit
NP’lerinin, yine GB hiicrelerine (0,15 mg/ml, 24 saat) oldukg¢a yiiksek apoptoz
indiiksiyonu, bu deney sonucunda (Sekil 4.22) goriilen, Fit NP’lerinin ROS radikal

tirlinlerini azaltma etkisi, dolayisiyla antioksidan 6zelligi ile ters diigmektedir.

Literattirdeki, meme karsinomu (Aslan ve ark., 2021),prostat karsinomu (Kaseb ve ark.,
2007), hepatoseliiler karsinom (Ahmed ve ark., 2008), tiroid karsinomu (Ozturk ve ark.,
2017) ve akut miyeloid l6semi (Musalli ve ark., 2019) dahil olmak iizere, ¢esitli kanser
hiicre hatlar1 lizerine yapilan bir¢ok arastirmada, TQ’un kanser hiicrelerinin biiyiimesini,
apoptoz yoluyla inhibe ettigi sonuglari, bizim, Fit NP’lerinin apoptotik sonuglari ile
uyumlu oldugunu gostermektedir. Bu durum, TQ’un hem antioksidan 6zelliginin hem

de apoptotik 6zelliginin, ayn1 hiicrelerde etkili olabilecegini vurgulamaktadir.

Agiklanamayan bu 6zellikleri nedeniyle, TQ’un gesitli tiirevlerinin antikanser etkilerini
arastirmak icin, genellikle karbonil veya benzoid bolgesine yonelik hazirlanan 29 kadar
tiirevini inceleyen bir ¢alismada, hidroksil tiirevinin % 50 kadar daha giiclii sitotoksik
etki sergiledigi sonucuna varilmistir. Hidroksil tiirevinin daha giiclii sitotoksik etkili
olmasi, hidrojen bagi etkilesimlerinin daha fazla olmasi anlamina gelmekte olup,

apoptozu da bu nedenle tetikledigi ileri siiriilmiistiir (Yusuf, ve ark., 2013).

Koka ve arkadaglarimin yaptig1 bir ¢alismada ise, TQ un 25-250 pM/L araligindaki
dozlarmin, agresif ve agresif olmayan prostat kanserleri ilizerinde 24-48 saat
muamelesinin ardindan, TQ’un antikanser etkisinin her iki hiicre hattinin biiylimesini de
inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak, ilging bir sekilde, hiicrelerin bir saat boyunca TQ’a
maruz kalmasi1 sonucunda, ROS seviyelerinin {i¢ kat artisinin gergeklesmesi {izerine,
TQ’un kanser hiicrelerindeki antiproliferatif ve antikanser etkilerinde ROS {iretiminin

onemli bir etken olabilecegi sonucuna varilmistir (Koka ve ark, 2010).
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Bir calismada arastirmacilar, glioma kanser hiicreleri lizerinde, TQ un konsantrasyon
artiglarinin, ROS diizeylerinde de artislara neden oldugunu ve bunun sonucu olarak
apoptoz indiiksiyonu yoluyla sitotoksik etkinin ortaya c¢iktigini, hiicre i¢i kalsiyum
seviyelerini ve mitokondriyal membran potansiyel diizeylerini 6lgmek suretiyle
gostermislerdir. Ayrica TQ’un konsantrasyona bagli bir sekilde ROS miktarlarini
arttirmasi ile hiicrelerin daha ¢ok oksidatif strese ve DNA hasarina maruz kalmasini,
dolayisiyla, apoptotik yolaklarin hizla aktivasyonu sonucu, hiicrelerin apoptoza
ugramasini, TQ’un sitotoksik aktiviteleri olarak bildirmislerdir (Guler ve ark, 2021).
Literatiirde yapilan ¢alismalar, TQ etkisinin yine ROS artigina neden oldugu sonucunu
bildirmekte ve TQ’un ROS’u arttirmadaki etkinliginin, sadece beyin kanseri hiicrelerine
siirli olmayip, diger kanser hiicrelerinde de ayni davranisi sergiledigini gostermektedir

(Park ve ark, 2019; Yang ve ark, 2015; Jafri ve ark, 2010).

Bizim bu sonucumuzda goriillen uyumsuzlugun altinda olabilecek olasi nedenleri
arastirmak amaciyla literatiire baktigimizda, bazi arastirma sonuglarinin, TQ un ROS
tirtinlerine etkisinin, temizleyici enzim sistemleri (SOD/CAT) vasiyasiyla olabilecegini
bildirdikleri goriilmiistiir (Martinovich ve ark, 2016; Woo ve ark,2013; Ghasemi ve
digerleri, 2022). Ancak, Ghelichkhani ve arkadaglarinin (2023) yaptiklari bir ¢alismada,
molekiiler yerlestirme bulgular1 sonucuna goére, TQ'nun serbest radikal olusumu
tizerindeki etkisinin, SOD/CAT molekiillerinin yapisina kimyasal miidahale yoluyla
olmadigin1 gostermis olmalari, TQ’un, enzim sistemleri araciligi ile ROS’a etki
etmediginin anlagilmasini saglamistir. Ancak ayni arastirmanin sonucunda, diisiik TQ
konsantrasyon durumunda, hidrojen peroksite maruz kalma ile HepG2 kanser
hiicrelerinin hayatta kalma oranini arttirdiginin goriilmesi; tersine, TQ’un yliksek
konsantrasyonunda, hidrojen peroksitin neden oldugu sitotoksisiteyi gili¢lendirdiginin
rapor edilmesi, bizim arastirma sonucumuzda gordiiglimiiz Fit NP’lerinin ROS

seviyelerini neden azalttigi ile ilgili sorumuzun aydinlanmasina neden olmustur.

Baska arastirma sonuglari, TQ un bu ikili etkilerini hem antioksidan hem de prooksidan
olarak gorev yapabilme oOzellikleriyle iligkilendirmektedir (Darakhshan ve digerleri,
2015; Martinovich ve digerleri, 2016; Pal ve digerleri, 2021). Bu nedenle, yapilan
bircok arastirma, her ne kadar TQ’un antikanser 6zelliini antioksidan potansiyeline
baglasa da, ortaya ¢ikan kanitlar, TQ’un kanser hiicrelerinde apoptozla sonuglanan

oksidatif hasara neden oldugu yoniinde birlesmektedir (Woo ve ark, 2013).
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Zubair ve arkadaglar1 (2013), TQ’un kanser hiicrelerinde prooksidan olarak gorev
yapma olasiligin1 bir mekanizma olarak bildirmiglerdir. Bu mekanizmaya gore, TQ,
hiicre icinde sitoprotektif Ozellikteki antioksidan yapi1 olan timohidrokinona
dontisebilecegi gibi, zit olarak, semikinon yapiya doniisiimii sayesinde prooksidan
aktivite ile sitotoksik 6zellige de biiriinebilmektedir. Yapilan diger arastirma sonuglari,
ROS olusumunun, hiicrelerin proliferasyonunu durduran ¢ok 6nemli bir mekanizma
oldugunu ve TQ’un, diisiik konsantrasyonlarinda bir antioksidan olarak gorev goriirken,
daha yiiksek konsantrasyonlarinda prooksidan 6zellige doniiserek hareket edebilecegini
bildirmektedirler (Koka ve ark, 2010; Boltonve ark, 2000). Sonu¢ olarak, TQ’un,
bilinen giiglii bir antioksidan olmasi sebebiyle, mekanizmay1 aydinlatmaya calisan
arastirmalarin ¢cogunun antioksidan ozellige odaklanmis olmasi, TQ’un daha yiiksek

konsantrasyonlarda prooksidan 6zelliginin goz ardi edilmesine neden olmustur.

Tiim bu literatiir bilgileri, bizim ¢alismamizda, Fit NP’lerinin U87-MG hiicrelerinde
ROS seviyelerini diisiirerek antioksidan 6zellikli davranigini, diisiikk doz (0,05 mg/ml)
uygulanmasi ile agiklamaktadir. Yine, daha yiiksek doz olan 0,15 mg/ml’de TQ’un
anlamli diizeylerde apoptoz artisina neden olmasi, literatiir bilgilerine uyum
gostermektedir. Ancak yapilan bir arastirmada, hidrojen peroksit kaynakli sitotoksisite
tizerindeki ikili etkilerine bakilarak, TQ’un, hiicrelerde farkli davranislarda
bulundugunun ve etkinliginin bulundugu ortama bagli olarak degisebildiginin
bildirilmesi (Gali-Muhtasib ve ark., 2004) ve diger arastirma sonuglari, TQ’nun
antiproliferatif etkisinin kanser hiicrelerine 6zgii bir 6zellik oldugunu, normal hiicrelerin
biiylimesi yoniinde negatif bir etkisinin olmadigini bildirmesi (Shahein ve ark., 2019),
son ¢alisma raporlarinin ortak bulgusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle, ayni
kanser hiicrelerinde, TQ un antikanser 6zelliginin yaninda, antioksidan 6zelliginin de
bir arada goriilmesi, oldukea ilging bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Czene ve
ark., 1997; Gali ve ark., 1992). Bu nedenle, bu durumun ileride daha detayl

arastirmalarla aydinlatilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Bunun diginda, diger iki grubumuzu olusturan TQ-Fe ve Mag NP’lerinin de TQ bazh
olmalarina ragmen, aym diisiik dozda (0,005 mg/ml) ROS seviyelerini istatistiksel
olarak olduk¢a anlamli diizeylerde arttirmig olmalar1 (TQ-Fe NP’lerinde p<0,001; Mag
NP’lerinde p<0,01), yine, Fit NP’lerindeki azalmayla birlikte yorumlanacak olunursa,

TQ-Fe ve Mag NP’lerindeki ROS artis nedeninin demire bagli oldugu sonucuna
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varilabilmesini saglamasi ac¢isindan Fit NP’lerindeki azalma, bu bilgiyi vermesi

bakimindan oldukc¢a degerli bulunmaktadir.

4.2.4. Nanopartikiillerin Lipit Peroksidasyonuna Etkileri
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Sekil 4.24. TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin, U87-MG hiicrelerindeki MDA
konsantrasyon (ng/ml) diizeyleri (0,05 mg/ml, 24 saat). *** kontrol grubu ile

karsilastirildiginda p<0.001 anlamli farki géstermektedir (Ortalama + SD, n = 3).

Demir yiikleme bazli kanser hedefleme ile yiiklenen demir tarafindan katalize edilen
asirt serbest radikallerin tetiklenmesi sonucu lipit peroksidasyonu olusmakta ve lipit
oksidasyonunun son {iriinlerinden biri olan MDA (malondialdehit), membran hasarinin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla, MDA miktarinin ol¢timi, lipid
peroksidasyon diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilan en etkin yontemlerden
biri olarak goriilmektedir (Yang ve ark., 2023). Biz de ¢alismamizda, NP aracili, GB
hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu nedeniyle hiicre 6liimiiniin gelismesini test etmek
icin “MDA Olgiim Kit” (Elabscience) protokolunu, Boliim 3.2.8.3’de anlatildig1 gibi
uygulayarak MDA miktarlarini 6l¢tiikk ve sonuglari istatistiksel olarak degerlendirerek,
Sekil 4.24°de grafik halinde sunduk.

Sekil 4.24’de goriildiigii gibi, TQ-Fe NP’lerinin 0,05 mg/ml dozunda, U87-MG
hiicrelerine 24 saat muamelesi sonucunda, MDA miktar1 2,46 ng/ml degerinde

oOlgiilerek, TQ-Fe NP’lerinin MDA seviyelerini kontrole gore istatistiksel olarak oldukga
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anlamhi bir sekilde, % 3,39 daha fazla yiikselttigi bulunmustur (p<0,001). Mag
NP’lerinin 0,05 mg/ml dozunda, U87-MG hiicrelerine 24 saat muamelesi sonucunda,
MDA miktar1 2,48 ng/ml degerinde Olglilerek, kontrole gére % 4,07 daha fazla
yiikselttigi ve yine istatistiksel olarak olduk¢a anlamli diizeylere ulastirdigi sonucuna
varilmigtir (p<0,001). Fit NP’leri ise, 0,05 mg/ml dozunda, U87-MG hiicrelerine 24 saat
muamelesi sonucunda, MDA miktarinin dl¢iimii 2,35 ng/ml degerinde olup, kontrole
gore % 1,17 daha diisiik ve istatistiksel olarak anlamlilik ifade etmedigi sonucuna

varilmstir.

Fit NP’lerinin, U87-MG hiicrelerinde MDA diizeyini diigiirmesi, ayrica Mag NP’lerinin,
TQ-Fe NP teyidi ile lipit peroksidasyonunu arttirmasi, ROS deney sonucunda oldugu
gibi, bu durumun demire bagh oldugunu gostermektedir. Fit NP’lerinde goriilen bu
sonug, demir bazli NP olmadig:r i¢cin, TQ’un tek basina lipit peroksidasyonu yoluyla
hiicre sitotoksisitesini indiikleme yetenegine sahip olmadigini gdstermesi bakimindan
degerli bulunmakta ve Fit NP’lerinin, 0,05 mg/ml konsantrasyonunda, lipit
peroksidasyonunu azaltmasinin, antioksidan etki nedeniyle oldugu diisiinmekteyiz.
Literatiire bakildiginda, TQ’un antioksidan giiglerinin arastirildig1 bir ¢alismada, kolon
timorlerinde 1,2-dimetil-hidrazin kaynakli oksidatif stresin, TQ tedavisi (5 mg/kg) ile
tamamen onarildig1 ve lipit peroksidasyon tayin i¢in yaptiklart MDA diizeyi 6lgiimiinde
anlamli bir azalma oldugu goriilerek, TQ un lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu
etkili olabilecegi bildirilmistir (Jrah-Harzallah ve ark., 2013). Mansur ve arkadaslarinin
(2002) yaptig1 bir calismada ise, TQ'nun, mikro ve nanomolar aralikta, davraniginin
farklilasabilecegi; hem giiclii bir serbest radikal hem de siiperoksit radikal temizleyici
gibi davranabilecegi bildirilmistir. Bu sonug, TQ'nun doza bagl bir sekilde, gii¢lii bir
stiperoksit anyon temizleyici ve lipid peroksidasyonunu inhibe edici sekillerde
davranabilecegini bildiren Badary ve arkadaslarinin raporuyla ayni oldugu belirtilerek,
TQ'nun oksidatif stresin dnlenmesi ve tedavisinde, potansiyel bir radikal temizleyici
role sahip oldugu rapor edilmistir (Mansur ve ark, 2002; Badary ve ark,2003). Bu
literatiir sonuglari, bizim sonuglarimizla uyumlu olarak, Fit NP’lerinin hem MDA hem
de ROS seviyelerini azaltan etkisinin, doza bagli bir sekilde TQ’un antioksidan etkisi
nedeniyle olabilecegini gostermektedir. Yine apoptoz deneyinde gordiigiimiiz; Fit
NP’lerinin, doza bagli olarak oldukca yliksek seviyedeki apoptoz indiiksiyonunun

goriilmesi de bu durumu destekler niteliktedir.
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Yine MDA deney sonuglarina bakildiginda veriler, TQ-Fe ve Mag NP’lerinin, 0,05
mg/ml konsantrasyonunda, U87-MG hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonucunda lipit
peroksidasyonuna bagli hiicre Oliimiinii indiikledigi yoOniindedir. Burada TQ-Fe
NP’lerinin de MDA’y1, Mag NP’lerine ¢ok yakin, benzer diizeylerde arttirmasi, Mag
NP’lerinin lipit peroksidasyonunu teyid eder nitelikte olmakla birlikte, Fit NP’lerinde
MDA diizeylerinin azalmasi, Mag NP’lerinin lipit peroksidasyonunu indiiklemedeki
etkisinin, demir kaynakli NP olmasindan ileri geldigini gostermektedir. Bu nedenle,
Mag NP’lerinde goriilen MDA diizeylerindeki istatistiksel olarak olduk¢a anlaml
yiiksek seviyenin, lipit peroksidasyon artig1 ile karakterize olan ferroptotik hiicre

6liimiiniin indiiklenmesinin bir igareti oldugu sonucuna varilmaktadir.

Ferroptoz indiiksiyonunun, 6zellikle standart tedavilerden sonra gelisen ila¢ direnci ve
niikks durumlarinda, yeni bir tedavi stratejisi olma potansiyeline sahip oldugunun
diistiniilmesi, hiicre i¢i demir seviyelerini ve dolayisiyla lipit peroksidasyon seviyelerini
artirarak ferroptozu indiikleme stratejilerinin giindeme gelmesine neden olmustur
(Liang ve ark., 2019; Dixon ve Stockwell, 2019). Giiniimiizde, demir bazli kanser
stratejilerinden biri olan demir bazli nanoteknoloji, hiicrelerde ferroptozu indiikleyen en
onemli yoOntemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Literatiirde demir bazli
nanoteknolojide, ferroptoz indiiksiyonunun ti¢ farkl sekilde hedeflendigi goriilmektedir.
Bunlar, demir yilikleme bazli lipit peroksidasyonu; demir oksidasyonu bazli lipit
peroksidasyonu ve LfeH bazli lipit peroksidasyonudur (Huang ve ark., 2019; Hassannia
ve ark., 2019; Liang ve ark., 2019; Xie ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2019; Yao ve ark.,
2019; Guan ve ark., 2020).

Bu amagla literatiire baktildiginda, kanitlanmis demir salofen kompleksleri olan Klorido
[N, N' — disalisiliden - 1, 2 - fenilendiamin] demir(ll1l) komplekslerinin, ROS
tiretebildigi ve lipit peroksidasyon bazli ferroptozu indiikleyebildigi gosterilmistir
(Toyokuni., 2009). Benzer sekilde, Paklitaksel yiiklii demir oksit NP’leri IONP@PTX)
ile U251 ve HMC3 hiicrelerinde demir iyonlarinin artirilmasinin, Fenton reaksiyonunu
tetikleyerek H,0, ile yiiksek diizeyde hiicre i¢i siiperoksit ve ROS iiretiminin, lipit
peroksidasyonunu arttirmast sonucu ferroptozun tetiklenmesine yol ac¢tig1 bildirilmistir
(Chen ve ark., 2022; Ko ve ark., 2024). Ayrica, glikoz oksidaz (GOD) ve ultra kiigiik
Fe3O4 NP’lerin birlikte oldugu GODFe3O4@DMSN nanokatalizorlerini sentezleyerek

tiimorler {izerindeki rollinii ve mekanizmasini arastirmak igin, artan hiicre i¢gi ROS
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seviyelerinin eslik ettigi, in vitro 4T1 ve GB hiicre hattt U87 hiicrelerinde 6liimiin
indiikledigi ve in vivo olarak tiimdr biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Zhang ve
ark., 2021; Zhang ve ark., 2016; Zang ve ark., 2023). Bu nedenle, GB gibi direngli
tiimorlerin ¢ogalmasini ve istilasin1 dnlemenin ¢ekici bir yolu olarak ferroptozun daha
fazla aragtirilmasi gerektigini bildiren Zhang ve arkadaslari, yaptiklari ¢aligmalarda,
safra cevizinden ekstrakte edilen ve dogal bir bilesik olan gallik asidi (GA), GA/Fe*?
(GFNP'ler) NP’lerini hazirlamak {izere, Fe'? ile kompleks olusturarak sentezledikten
sonra, GB hiicreleri iizerinde Fenton reaksiyonunu tesvik ederek hiicre ferroptozuna yol
acabildigini, ek olarak, GA’in, Fe*ii etkili bir sekilde Fe*®ye indirgeyebildigini ve
bunun da, Fenton reaksiyonunu daha da fazla tetikledigini gostermislerdir. Bu sonuglara
gore, ferroptozun GB’da terapotik bir etkisi oldugunu ve kemoterapdtik ajanlarla
kombine edildiginde sinerjistik etkilere sahip oldugunu one slirmiislerdir. Ayn1 amagcla
baska bir ¢aligmada, GFNP'lerin oldukga stabil Fenton katalitik aktivitesine dayanarak ,
DOX@GFNP'ler olarak bilinen biyouyumlu bir nanodrug, potansiyel bir antikanser
stratejisi i¢in tasarlanmis ve genis spektrumlu bir kemoterapdtik ilag olan doksorubisin
(DOX) ile kombine edilmisti. GFNP'ler, timér hiicrelerinde Fe*? seviyelerini
yiikseltmek ve Fenton reaksiyonunu tetiklemek disinda, hiicre i¢i ROS diizeylerinde
onemli artisa neden olarak lipit peroksidasyonunu olusturdugu ve ferroptozu indiikledigi
gosterilmistir.  Boylece, DOX@GFNP’ler gibi  ferroptozu  indiikleyebilen
nanoformiilasyon ¢aligmalarinda, kemorezistansin tersine c¢evrilebilecegi goriilerek, GB
icin yeni tedavilere yon verebilecek yeni terapdtik bilesikler ve nanoyapilarin arayis
caligmalarina 1g1k tutmustur. (Zhang ve ark., 2023; Zhang ve ark., 2022; Ko ve ark.,
2024). Bu nedenle, demir tedariki ve metabolizmasini hedeflemek suretiyle gelisen
demir bazli Fenton reaksiyonu, ferroptoz indiiksiyonunda umut verici bir strateji olarak

kabul edilmistir (Huang ve ark., 2019; Guan ve ark., 2020).

Daha onceki tiim deneyler birlikte degerlendirilecek olunursa, Mag NP’lerinin neden
oldugu U87-MG hiicrelerindeki oliim seklinin, apoptoza bagli bir hiicre olimii
olmadigi; ROS ve MDA seviyelerini oldukg¢a anlamli diizeylerde arttirmasi nedeniyle,
demire baglh serbest radikal artis1 ile lipit peroksidasyonu sonucu gelisen ferroptotik
hiicre 6liimiine kuvvetle ihtimal bagli oldugu sonucuna varilmaktadir. Ayrica, Mag
NP’lerin lipit peroksidasyonu seviyesini oldukca anlamli bir sekilde arttirmasi, sadece
demir igeriginden degil, TQ-Fe igeriginden kaynaklaniyor olabilecegine de isaret

etmektedir.
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4.2.5. Nanopartikiillerin Selatlama Etkileri
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Sekil 4.25. TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin, U87-MG hiicrelerindeki % selatlama
aktiviteleri (0,05 mg/ml, 24 saat). ** ve *** kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
strastyla p<0.01 ve p<0.001 anlamli farki gdstermektedir (Ortalama + SD, n = 3).

Kanser selator tedavileri i¢in iki genig strateji aragtirilmaktadir. Bunlardan ilki, kanser
hiicrelerindeki demiri tiiketmek/azaltmak i¢in demir selatorlerinin kullanilmasidir.
Ikincisi, kanser hiicrelerinde demir artisin1 saglamaktir (Hatcher ve ark., 2009; Whitnall
ve ark., 2006). Biz de calismamizda, bu iki stratejiyi temel alarak; Fit NP’lerini demir
ve/veya demir aktivitesini azaltma stratejisi i¢in, Mag NP’lerini ise demir ve/veya demir

aktivitesini arttirma stratejisi i¢in sentezledik.

Bu iki kanser selator tedavi stratejisinin ilki, glinlimiizde, organizmada asir1 metal
yiiklenmesi ile iliskili bir¢ok hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan selatér ajanlaridir
(Kontoghiorghe ve ark, 2015; Kontoghiorghe ve ark, 2020; Timoshnikov ve ark, 2020;
Timoshnikov ve ark, 2021; Kontoghiorghe ve ark, 1986; Timoshnikov ve ark, 2015).
Kanser tedavisi i¢in, asir1 demir yiiklenmesini azaltmay1 hedeflemek amaciyle klinikte
ilk kullanilan selator deferoksamin (Desferal) (560 g/mol) olup (Callens ve ark., 2010;
Myers ve ark., 2011), meme kanseri hiicreleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda, hiicrelerin
kemoterapoétik ajanlara duyarliligini arttirdigi (Pogribny ve ark., 2013) ve akut miyeloid

16semide umut verici etkileri oldugu gosterilmistir (Callens ve ark., 2010; Kim ve ark.,
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2011). Niikseden, direngli akut miyeloid 16semisi olan 73 yasindaki bir erkek hastada,
ek kemoterapi olmaksizin deferoksamin ile yapilan 12 aylik demir selasyonundan sonra
tam sitogenetik remisyonu indiikledigi goriilmiistiir (Fukushima ve ark., 2011), Ayrica,
69 yasinda, niikseden akut miyeloid 16semisi olan bir erkek hasta deferoksamin ve
vitamin D ile tedavi edilmis, periferik patlama sayilarinda azalma, transfiizyon destegi
gereksiniminde azalma ve monositik farklilasmada artis goriilmiistiir (Callens ve ark.,
2010), Yine, akut miyeloid 16semiye ek olarak, indiiksiyon kemoterapisinde basarisiz
olan akut lenfoblastik l6semili alt1 haftalik bir bebek, deferoksamin ve sitarabin
tedavisinden sonra periferik patlama sayilari sifira diistiigii ve monositik farklilagma
goriildiighi bildirilmistir (Estrov ve ark., 1987). Ancak, daha sonraki raporlarda,
deferoksamin gibi selatlayic1 ajanlarin, hepatoseliiler karsinomda etkili olurken,
tekrarlayan noroblastomada etkisiz olmas1 gibi, sadece belirli kanserler {izerinde etkili
oldugu anlasilmigtir. Ayrica, ishal, kusma, hipotansiyon, anaflaksi, allerjik reaksiyonlar,
isitme ve goz problemleri gibi dnemli yan etkilerinin goriilmesinin disinda, plazma yar1
Omriiniin kisaligi, doz aralifinin dar olmasi ve toksik etkilerin fazla goriilmesi gibi
kisitlayict nedenlerinin bulundugu da rapor edilmistir (Katsura ve ark,2019; Liu ve

Hider, 2002; Chaston ve ark, 2003).

Yine bir demir selatorii olan ve plazmadaki transferine bagli olmayan demirin
mobilizasyonu ve atilim1 seklinde antikanser etkinlik gosterdigi bildirilen deferipronun
(0,1 mM), Ozel tarama yontemlerini iceren caligsmalar, prostat ve meme kanseri
modellerinde giiclii antikanser aktivite sergilemesinin yani sira, KKH ¢ogalmasini da
inhibe ettigini bildirmistir. Daha sonra, deferipron, KKH’lerini hedeflemede FDA onay1
almistir (Simoes ve 2017; Sohn ve ark., 2011; Fiorillo ve ark, 2020; Orfanou ve ark,
2021). Deferipronun antikanser aktivitesi lizerine yapilan ¢alismalar sonucunda, Fe™i
Fe+2'ye indirgeme yetenegine sahip metallorediiktaz olarak islev goren bir proteinin
inhibisyonu yoluyla demir metabolizmas1 ile 1ilgili oldugu ortaya c¢ikarilmigtir
(Timoshnikov ve ark, 2019; de Souza ve ark, 2022). Ancak deferipronun da, ciddi
olimciil enfeksiyonlar ve allerjik reaksiyonlar gibi 6nemli yan etkileri, kullanimini

kisitlamaktadir (Kolnagou ve ark, 2010; Kolnagou ve ark, 2017; Kolnagou ve ark, 2011;
Kolnagou ve ark, 2018; Kolnagou ve ark, 2008).

Bir bagka selator olan Dp44mT'nin iizerine yapilan ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalar,

birgok kanser tipini inhibe ettiini ve deferoksaminden g¢ok daha etkili oldugunu
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gostermistir. Sadece demiri azaltan deferoksaminin aksine, Dp44mT hem hiicresel
demiri tiikettip, hem de kanser hiicrelerinde ROS seviyesini artirmasi, Dp44mT-demir
kompleksi olusturmasina baglanarak, bu ikili mekanizma etkisinin antikanser etkileri

bakimindan énemli oldugu belirtilmistir (Whitnall ve ark., 2006).

Boylece, selasyon tedavisi, esas olarak asir1 demir yiikiinii azaltmak amaciyla
uygulanirken, kanser hiicrelerinde demirin redoks aktivitesinin modulasyonu igin de
uygulanabileceginin anlasilmasi iizerine, daha yeni bir strateji olan demirin arttirilmasi
ve/veya demir aktivitesinin arttiritlmasi ile ROS olusumu i¢in redoks dongiisiinii
kolaylastiran selatorlerin kullanilmasi, ikinci grup selator terapdtiklerini olusturmus ve
kanser tedavilerinde selatorlerle hedeflemeleri 6nemli bir konuma getirmistir (Gao ve
ark, 2022; Ke ve ark, 2022; Lei ve ark, 2022). Birinci grup selatorler sadece elektron
alicis1 olarak gorev yaparken, ikinci grup selatorlerin, hem elektron alict hem de verici
Ozelliklerine sahip, redoks reaksiyonlarina katilabilme yetenegi ile kompleks
olusturduklart metal iyonlarim1 daha reaktif duruma doniistiirebildikleri, yapilan
calismalar sonucunda gosterilmistir (Cao ve ark, 2020; Kontoghiorghe ve ark, 2014;
Jeremy ve ark, 1988). Bu ozellikteki selatorler arasinda en onemli gruplardan biri
kinonlardir. Ancak, sadece demir baglama ile demir fazlaligini azaltma yoniinde etkili
olan serbest kinon gruplari ile demirle kompleks olusturmak suretiyle redoks
aktivitesine katilarak antikanser etkili olan metal-selatdr kinon gruplari arasinda
farklilik oldugu bildirilmistir (Kontoghiorghes, 2020; Gaur ve ark, 2018; Sacco ve ark,
2021; Kontoghiorghes ve ark, 2019). Bu farkliligin, metal iyonlarinin varliginda
semikinon radikalleri ve ROS veriminde tespit edilen artisin sadece metallerle selator
kompleksi olusturabilen kinonlarda gézlemlenip, serbest kinonlarda gozlemlenmemesi,
calismalarin bu tiir selatdr kinonlarin arastirilmasina yonelik yogunlasmaya neden
olmustur. Ancak, gilinlimiizde, kinon-metal kompleks olusturma ozellikli ¢ok az
fitokimyasal ajanin oldugu bilinmektedir (Chekhun ve ark, 2014; Kontoghiorghes,
1986).

Literatiire bakacak olursak, en biiyiikk antitimor siniflarindan birini olusturan, kinon
Ozellikli antrakinonlarin, genelde topoizomeraz II'nin inhibisyonuna yol agarak DNA
sentezini bozmak ve p53 sinyalini modiile etmek suretiyle antitimor aktivitelerini
gosterdikleri rapor edilmistir (Gutierrez, 2000). Ancak, antrakinonlarin ROS iiretimiyle

birlikte redoks siklik reaksiyonlara girebilme yeteneginden dolayi, selatér olarak
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antikanser 6zelliginin olabilecegine iligkin yayinlar son zamanlarda giindeme gelmis,
yine, yiiksek antitiimor aktiviteye sahip, kinon yapili olan doksorubisin ve daunorubisin
gibi yaygin olarak kullanilan bazi kanser ilaglarinin demiri selatladigi ve bunlarin
antikanser aktivitelerinin demir modiilasyonu yoluyla oldugu, in vitro ve in vivo
deneylerde ROS seviyelerinde artis oldugunun tespit edilmesiyle anlasilmigtir
(Kontoghiorghes ve ark, 2008; Timoshnikov ve ark, 2022; Jablonska-Trypuc ve ark,
2017; Feng ve ark, 2000). Ayrica, doksorubisinin redoks reaksiyonlarina katilma
yetenegi olan selator ozelligi, tedavi edilen kanser hastalarinda oksidatif stresin
biyolojik belirteglerinin  yiiksekliginin  gosterilmesi ile desteklenmistir. Ancak
antrakinonlarin, kanser hiicreleri i¢in diisiik segicilik gostermesi, kemik iligi
aktivitesinde azalma, agir 16kosit ve trombosit kaybinin olmasi, en oénemlisi de
kardiyotoksisite gibi ciddi toksik yan etkilerin gdriinmesi kullanim kisitliligina neden
olmustur (Kontoghiorghes ve ark, 2008; Timoshnikov ve ark, 2022; Barnabe ve ark,
2002).

TQ fitobileseni de kinon smifinin bir pargasidir ve bu tir bitkisel antioksidanlarin
cogunlugunun, ¢esitli kanser hiicrelerinde ROS’un indiiksiyonu yoluyla hiicre 6liimiinii
tetikleyebilecegi, yapilan calismalar sonucunda gosterilmistir (Bhat ve ark., 2007,
Simpson ve ark., 1992; Gali ve ark., 1992). Literatiire bakildiginda, TQ’un selatlama
aktivitesinin olabilecegi ile ilgili ¢ok az yaymna rastlanmaktadir. Bu ¢aligmalardan
birinde, TQ un, Cu (II)’yi Cu (I)’e indirgedigine ve TQ-Cu(l1)-DNA {iglii kompleksinin
olas1 olusumuna yonelik veriler bildirilmistir. Bu arastirmadan elde edilen sonuglara
gore, TQ’un endojen bakir iyonlarmin mobilizasyonu ile DNA kirilmasina neden
olabilecegi; bakirin redoks dongiisiiniin ¢esitli ROS’larin, 06zellikle de hidroksil
radikallerinin tiretilmesine yol acararak, TQ’un doza bagl bir sekilde prostat kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltabilecegi ve kanser hiicrelerinde bu kompleksin, hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek apoptozu tetikleyebilecegi bildirilmistir. Boylece,
TQ’un, bakir gibi redoks aktif metaller ile ROS olusumuna yol agabilen selatorler gibi
de davranabilecegi bildirilmistir. (Zubair ve ark., 2013). Yine yakin zamanda yapilan bir
baska c¢alismada, Fe™ ve TQ arasinda ¢ok net ve hizli bir reaksiyon ile kompleks
olusumu oldugu ortaya konulmustur. TQ’un Fe'? giderimini yliksek bir verimlilikle
olusturdugu ve olusan kompleksin oldukg¢a stabil olarak gergeklesdigi bildirilmis ve
TQ’un, Fe'?yi Fe*¥e, zit olarak Fe™ii Fe+2'ye doniistiirebilme yetenegi ile Fenton

reaksiyonuna benzer bir reaksiyona katilabilecegi sonuclar1 (Kishwar ve ark, 2012),
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TQ’un metallerle kompleks olusturma potansiyeline sahip bir selator olabilecegine

isaret etmektedir.

Bu nedenle biz de ¢alismamizda, hem selatlama 6zelliginin anlasilmasina; hem GB gibi
oldukga agresif ve tedavilere direngli kanserlere kars1 demir bazli tedavi stratejilerine;
hem de selatdr 6zellikli olabilecek yeni bir NP gelistirilmesine katki saglamak i¢in
TQ’u baz alarak Mag ve Fit NP’lerini sentezledik ve GB hiicrelerinde bu NP’lerin
demiri selatlama etkinliklerini test ettik. Bolim 2.3.8.4’de aciklandigi sekilde
“Ferrozin” (Sigma) test prosediiriinii uygulayarak, NP’lerin U87-MG hiicrelerinde
demir selatlama aktivilerini 6l¢tiikten sonra, sonuglar istatistiksel olarak anlamlandirdik
ve grafige gegirerek Sekil 4.27°de sunduk. Grafige bakacak olursak, Fit NP’lerinin,
U87-MG hiicrelerinde 24 saat muamelesi sonucu, kontrole gore sadece % 6,3 oraninda,
ancak istatistiksel olarak anlamli goriilmeyen selatlama aktivitesine sahip oldugu
goriilmektedir. TQ-Fe NP’lerin ise, U87-MG hiicrelerinde 24 saat muamelesi sonucu,
kontrole gore, % 26,1 oraninda, istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bir sekilde (p <
0,001) yiiksek bir selatlama giiciiniine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.27). Yine
benzer sekilde Mag NP’lerinin de, U87-MG hiicrelerinde 24 saat muamelesi sonucu,
kontrole gore, % 25,2 oraninda, istatistiksel olarak oldukg¢a anlamli (p < 0,01) yiiksek
bir selatlama giiciiniine sahip oldugu Sekil 4.27°de grafikten goriilmektedir.

Bu sonuglara gore, TQ-Fe NP’lerinin de olduk¢a benzer selatlama aktivitesinin
goriilmesi, Mag NP’lerinin selatlama 6zelliginin teyidi agisindan énemlidir. Gruplarin
selatlama aktivitelerine bakilacak olunursa (TQ-Fe NP ~ Mag NP > Fit NP), Mag
NP’lerinin  oldukc¢a yiiksek selatlama giiciine sahip oldugu goriilmektedir.
Calismamizda, Mag NP’lerinin, etkili bir sekilde selatlama o6zelliginin oldugunun
goriilmesi, etken madde ozelliginde sentezlenen TQ-Fe NP’lerinin, yesil sentez
sirasinda selator-metal kompleks 6zellikli bir reaksiyonla baglanmis olabilecegini akla
getirmektedir. Literatiire baktifimizda, demir iyonlarina duyarli ROS olusturma
yetenegi gosteren kinon-gelatorlerin onemli bir 6zelligi olarak, bir -OH grubunun ya da
O atomlarinin selatlama bdlgesinde varliginin  goriilmesi ve demir selatlama
bolgesinden baglanma ile ROS olusumunu, dolayistyla hiicre 6liimiinii 6nemli dlgiide
arttirabilecegi bildirilmektedir (Jablonska-Trypuc ve ark., 2017). Bu literatiir bilgilerine
gore, yaptigimiz FTIR sperktrum analizinde, TQ’un selator oOzellik gosterecek

(semikinon benzeri yapida, hem bir -OH hem de O varlig1) bant bolgelerinden
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baglanma olasilig1 bunu desteklemektedir. Ayrica diger bir literatiir bilgisinde, -OH
ikameli kinonlara gore O atomlu kinon-gelatorlerin aktivitesinin 100 kattan daha fazla
oldugu bildirilmis ve bu durum, meme kanser hiicrelerinde (MCF-7) gosterilmistir
(Markova ve ark., 2017). Ancak, TQ’un selat merkezinde, hem kinon merkezinin hem
de redoks aktif metal iyonunun varligimin gosterilmesi gibi ileri caligmalarla bu

durumun aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Onceki calismalar, kinonlarin sitotoksiksik etkilerini aciklamak icin, Michael katilimi
ile arilasyon sonucu DNA, protein hasar1 ve Ozellikle hiicre iskeleti islevsizlesmesi
yoluyla hiicre Oliimiiniin gergeklestigi bir mekanizmayr O6nermekteydi. Racoma ve
arkadaslar1 tarafindan (2013) yapilan, bunu destekleyen bir caligmada, U87-MG
hiicreleri iizerinde TQ’un etkisinin Michael reaksiyonuna katilma yoluyla ROS’dan
bagimsiz olarak hiicre 6liimiiniin indiiklendigi ifade edilmistir. Buna dayanak olarak da;
hidrojen peroksit aracili hiicre 6liimiine kars1 koruma sagladigi bilinen Tiron’un, TQ
aracilt Oliimden hiicreleri koruyamadigmi gostererek, GB hiicrelerinde TQ

sitotoksisitenin ROS kaynakl1 olmadigini, arilasyon sonucu oldugunu ileri siirmiiglerdir.

Son yapilan arastirmalarin sonuglarina gore, kinonlarin kanser hiicresinde etki
gosterdigi iki mekanizma One siiriilmiistiir: Birincisi DNA dublekslerine interkalasyon
olup, ikincisi ise lipit peroksidasyonun uyarilmasiyla hiicresel membranlar1 pargalayan
ROS iiretilmesidir (Kankeu ve ark., 2017; Bhattacharya ve ark., 2015; Hrelia ve ark.,
2002). Bu ikinci mekanizma, kinon ajanlarin, hiicre igine niifus etmedikleri ve dolayisi
ile DNA’ya ulasamadiklar1 durumlarda bile antikanser aktivite gosterebildiginin
anlasilmasi {izerine One siiriilmiistlir. Yine bu mekanizmanin 6ne siiriilmesindeki diger
bir dayanak, yapilan bir ¢aligmada, kinon-metal kompleksinin lipit ¢ift katmanlarina
niifuz edebildiginin, bdylece lipit hareketliligine ve membran proteinlerine etki
edebileceginin  gosterilmesi  olmustur (Selyutina ve ark., 2022). Kinonlarin
sitotoksisitesinin ana mekanizmasi olarak arilasyon ve niikleik asit etkilesimi ile DNA
hasar1 gosterilse bile (Racoma ve ark., 2013), yapilan calismalarda, kinonlarin, lipofilik
Ozellikleri nedeniyle, DNA’ya ulasim i¢in gesitli lipit zarlarin pasif difiizyonla gegmesi,
kinon lipofilitesi ile lipit ¢ift katmana niifuz etme yetenekleri arasinda korelasyon
oldugu sonucuna goétiirmektedir. Kinonlarin neden oldugu ROS {iretim mekanizmasinin
ilk asamasinda; kinonun dogal rediiktazlar (yani nikotinamid adenin dintikleotid fosfat

(NAD(P)H), askorbik asit veya indirgenmis glutatyon) tarafindan indirgenmesinin,
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semikinon radikal olusumuna neden oldugu ve aerobik kosullar altinda, bu semikinon
radikal anyonlarmin, ROS iiretiminden sorumlu olan metal iyonlarimi (6zellikle de
demiri) selatlama (selat-metal kompleks olusturma) yeteneginin, lipitlere niifuz etme
yetenegine bagli oldugu bildirilmektedir (Selyutina ve ark., 2022). Bu durum,
kinonlarin metal komplekslerinin, miseller gibi model sistemlerde lipit
peroksidasyonunu arttirabildiginin gosterilmesi ile desteklenmistir (Giemza-Stoklosa ve
ark, 2019; Li ve ark, 2022). Bu nedenle kinon ajanlarin hiicre zar ile etkilesimi ve hiicre
zan ¢ift lipit tabakasinda birikmesinin, antikanser aktivitesinde 6nemli rol oynadig1 ve
kinonlarin, hiicre zarindaki olas1 aktivite mekanizmalarindan birinin, hiicre zar1 i¢inde
ROS fdiretimi ile lipit peroksidasyonu ve ardindan hiicre zarmin hasar gdérmesi
olabilecegi One siiriilmektedir. (Li ve ark, 2022; Lalueza ve ark, 2020; Selyutina ve ark.,

2022).

Onceki ¢alismalarda, antrakinonlarm kardiyotoksik etkisinden radikal aktivitesinin
sorumlu oldugu belirtilmisti (Timoshnikov ve ark, 2022; Polyakov ve ark, 2018).
Yapilan caligmalarda, antrakinonlarin kardiyotoksisitesi ile ilgili bir bagka olasi
mekanizma olarak, kinon gruplarinin lipit peroksidasyon reaksiyonlarindaki rolleriyle
iligkili olabilecegi ileri siiriilmiis ve Ozellikle yapilan in vivo c¢aligmalar, deney
hayvanlarmin kalp dokularinda lipid peroksidasyonunun belirteclerinden biri olan
malondialdehid veriminin doksorubisinin varliginda 6nemli 6lgiide arttigini1 gostermistir
(Christidi ve Brunham, 2021). Ayrica, yapilan diper ¢aligmalar, kinonun, in vitro olarak
kardiyomiyosit hiicrelerinde lipit peroksidasyonunun bir sonucu olarak goriilen konjuge
dienlerin olusumunu indiikledigi ve buna daha sonra membran biitiinliigiiniin
bozulmasinin eslik ettigini bildirmektedir (Hrelia ve ark., 2002; Christidi ve Brunham,
2021).

Sonug olarak, kinon selatorler ile ilgili antikanser aktivitelerinin ana mekanizmasi
olarak, etki seklinin DNA baglanmasi yoluyla olusan hasardan m1 yoksa ROS yoluyla
gelisen hasardan mi1 oldugu (Lalueza ve ark, 2020;Seyhan ve ark, 2014) sorusu ¢oziim
beklerken, model caligmalardan elde edilen veriler, lipit yapilar igerisindeki selatdrlerin
etki mekanizmasinin lipit peroksidasyon yoluyla olacagi ve bu nedenle, lipofilik
selatorler ve bunlarin demir komplekslerinin, etkili tedavilerin bulunmadigi metastaz,
ilaca direng veya tekrarlayan tiimorlerde ferroptozun indiiklenmesi i¢in Onerilebilecegi

ifade edilmektedir (Giemza-Stoklosa ve ark, 2019; Li ve ark, 2022).
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Biz de calismamizda, U87-MG hiicreleri lizerinde Mag ve Fit NP’lerinin lipit
peroksidasyon etkilerini gormek icin daha once belirttigimiz gibi, MDA testinde, Mag
NP’lerinin MDA seviyelerini olduk¢a anlamal1 diizeylerde arttirdigini ve TQ-Fe NP’leri
ile cok yakin benzerligin goriilmesi nedeniyle, TQ-Fe NP’lerinin Mag NP’lerindeki bu
etkiyi teyit ettigini bildirmistik. Ayrica, Fit NP’lerinde MDA diizeyinin azalmasi
nedeniyle, bu etkinin Mag NP’lerin yapisinda bulunan demir etkisiyle olabilecegi
sonucuna varmistik. Ancak, MDA deneyinde TQ-Fe NP’lerinin, Mag NP’lerine oldukca
yakin, yiiksek diizeylerde goriillen sonuglari, Mag NP’lerini teyit niteliginde olmakla
birlikte, literatiir bilgileri géz 6niinde bulunduruldugunda, MDA deney sonucu ile
selatlama aktivite deneyi sonuglarimi birlestirecek olursak, Mag NP’lerinin lipit
peroksidasyonunu arttirma etkisinin, yapisindaki TQ-Fe NP’lerinin kinon-metal
kompleks baglanmasi nedeniyle olabilecegi seklindeki yorumumuza, yukarida verilen
literatiir sonuglar1 agiklik getirebilir. Ayrica, TQ-Fe NP sonuglariin, yaptigimiz hemen
tim deneylerde Mag NP’lerine olduk¢a yakin goriilmesi, Mag NP sonuglarinin
dogrulugunu teyit etmesinin yani sira, sonuglarda TQ-Fe NP’lerinin etkisinin biiyiik
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, TQ-Fe NP’leri hazirlanirken, yesil metod ile
sentezi sirasinda, kinon-metal kompleksini olusturan selatlama bdlgesinden baglanma
reaksiyonu gergeklesmis olabilir. Bundan dolayi, Mag NP’lerinin ROS seviyesini
artttirma etkisi de yapisinda bulunan TQ-Fe NP’lerinin selat kompleksi nedeniyle olmus
olabilir. Son olarak, bu ii¢ deney (selatlama aktivitesi, ROS tespit ve MDA seviyesi)
sonuglarii birlestirecek olursak, kinon-demir komplekslerinin kanser hiicrelerindeki
etki mekanizmasinin lipit peroksidasyonu yoluyla olabilecegini ileri siiren literatiir
bilgileri, bizim c¢alismamiz ile de uyumlu olarak goriinmektedir. Sonug¢ olarak,
yukaridaki literatlir bilgilerinin 15181inda, TQ-Fe igerikli Mag NP’lerinin U87-MG
hiicrelerindeki sitotoksik etkinin olasi nedeni olarak; TQ-Fe selasyonuna bagl olusan
kinon-metal kompleksinin artan ROS etkisi ve kompleksin lipit membran zarlara niifuz
etme yetenegi sonucu baslattig1 lipit peroksidasyonu yoluyla gelisen zar harabiyeti ve
hiicre oliimii seklinde olabilecegi Onerisi mantikli olacaktir. Ayrica, genel bilgiler
kisminda agikladigimiz gibi, hidroksil radikalllerinin kisa Omiirlii olmasi sebebiyle,
ancak birka¢ nanometre araligindaki yakin ¢evresinde hasar olusturabilmesi (Ayala ve
ark., 2014) de, kinon-metal kompleksin, lipit peroksidasyon etkisinin lipit zarlara niifuz
ederek gostermis olma ihtimalini desteklemektedir. GB hiicrelerindeki bu sitotoksik
etkinin, ferroptotik 6liim yoluna yiiksek benzerligi, Mag NP’lerinin ferroptoz yonlii

hiicre 6liimiine goétlirme yeteneginin olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica yapmis
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oldugumuz hiicre canlilik deneyinde Mag NP’lerinin sitotoksik etkisinin goriilmesi ile

birlikte, apoptotik indiiksiyonun tespit edilemeyisi de bu dnerimizi destekler niteliktedir.

Yine son zamanlarda yapilan ¢alismalar, GB hiicrelerinde ferroptoz artisinin, tiimor
bliylimesindeki azalma ile dogrudan iliskili oldugunu ve daha iyi sonuglar sagladigini
gostermektedir (Mitre ve ark., 2022). Demir bazli ferroptoz indiiksiyonunu hedeflemek
amaciyla yapilan bir ¢alismada, Cortex pseudolaricis'in kok ve govde kabugundan izole
edilen bir diterpenik asit olan psddolarik asit-B (PAB) kullanilmasi sonucu, asir1 H,O,
tiretimi ve demirle aktive olan lipit peroksit olusumu, hem in vitro hem de in vivo
glioma hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Wang ve ark., 2018). Ayrica, U251,
US87, Ul18 ve A172 gibi hiicre hatlarinda brusin ile yapilan ¢aligmalar da, asir1 demir
yiiklenmesi ve endoplazmik retikulum (ER) stresinin aktive edilerek H,O, diizeyleri ve
lipit peroksidasyon artisi ile ferroptozun indiiklendigi gosterilmis ve FDA onayi alarak,
GB tedavisinde umut verici terapotik bilesik olarak dnerilmistir (Lu ve ark., 2021; Lu ve
ark., 2020). Bu nedenle, artan demir aktivitesi ve lipit peroksidasyon artigininin
ferroptoz indiiksiyonu yoluyla GB hiicrelerinde tiimor proliferasyonunun azalmasina
neden oldugu ve bu sonuglarin, GB'da etkili olmayan mevcut tedavileri iyilestirmek i¢in
potansiyel bir terapotik hedef olabilecegine isaret ettigi belirtilmektedir (Buccarelli ve
ark., 2018; Yuan ve ark., 2022).

Gilinlimiizde, ferroptoz indiiksiyonu i¢in demir bazli NP’ler giindemde olup, direngli
kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak i¢in umut verici bir terapodtik yaklagim olarak
goriilmektedir (Zhang ve ark., 2022; Ma ve ark., 2017). Literatiire bakildiginda, Guo ve
arkadaslar1 (2017), daha kiigiik Fe3O4 nanopartikiillerinin hiicreler tarafindan daha kolay
i¢sellestirildigini, daha biiylik FesO4 nanopartikiillerinin ise tiimdrde birikmesinin daha
kolay oldugunun goriilmesi iizerine, yapilan calismalarda, demir bazli Ultra kii¢iik
Fe3O4 NP'lerin, hiicre i¢ci ROS seviyesini arttirmak i¢in demir salinimmin yani sira,
redoks metabolizmasina da katilabilabilecegi ve bu ultra kiigiik Fe3O4 NP'lerin,
tiimoriin hafif asidik (yaklasik pH:6) mikro ortaminda bir Fenton reaksiyon katalizorii
olarak hiicreler aras1 redoks metabolizmasina da katilabilecegi gosterilmis ve bunun,
demir bazli NP'lerin, tiimdr bolgesinde normal dokuya gore daha belirgin sekilde demir
(Fe*?) veya demir (Fe*®) iyonlar1 saldigi anlamina gelecegi, bdylece, serbest birakilan
demirin Fenton reaksiyonuna katilarak tiimor hiicresinde ferroptozu tetikleyebilecegi

belirtilmistir (Huo ve arkadaslart 2017). Sifir degerlikli demir NP’leri iizerine yapilan
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diger bir calismada, mitokondriyal lipid peroksidasyonu ve organellerde GPX4 azalmasi
yoluyla ferroptozu indiikleyebilecegi bildirilmektedir. Boylece, demir selasyonunun,
ayrica Fenton reaksiyonunu da katalize etme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir
(Sagasser ve ark., 2019). Biz de ¢alismamizda sentezledigimiz TQ bazli Mag demir
NP’iimiiziin, GB hiicrelerindeki hiicre 6liim seklinin, literatiire dayanarak yiiksek
ihtimal ferroptoz yoluyla oldugunu Onermekteyiz. Ancak, Mag NP’leri-ferrotoz
iliskisinin, ayrica ferroptoz-hiicre iligskisinin daha ileri mekanizmatik ve in vivo

caligmalarla, ihtiyac1 olan netlige kavusturulmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Calismamizda, Sekil 4.27°deki grafik sonucunda Fit NP’lerinin, kontrole gore sadece %
6,3 oraninda, istatistiksel olarak anlamli olmayan, ¢ok az (yaklasik olarak kontrol kadar)
bir selatlama aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Selatlama bakimindan, Fit
NP’lerinin, Mag NP’lerinden % 15,1 oraninda daha az aktif oldugu anlasilmaktadir.
Buradan TQ’un demirle kompleks olusturmadigi durumlarda selatlama etkisinin az
oldugu anlasilmaktadir. Bu sonug, Fit NP’lerinin, hem ROS hem de MDA sonuglarinda
goriilen, ROS seviyelerini ve lipit peroksidasyonunu azaltma sonuglar1 ile uyumluluk
gostermekte olup, TQ’un antioksidan 6zelliginin ifadesi olarak yorumlanabilir.
Selatlama aktivitesi bakimindan TQ’un tiim NP’lerde benzer etki gostermesi beklenen
bir durum olsa da, yapilan baz1 ¢aligmalarin sonucu, serbest kinonlar ile metallere bagl
kinonlar arasinda davranig farkliliginin olabileceginin bildirilmesi (Kontoghiorghes,
2020; Gaur ve ark, 2018; Sacco ve ark, 2021; Kontoghiorghes ve ark, 2019), TQ’un
serbest ve metale bagli yapi farkliliginin daha ileri ¢alismalarla aydinlatilmasinin,

TQ’un potansiyel terapotik etkilerinden daha ¢ok yararlanilmasini saglayacaktir.
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5. YORUM

Gilinlimiizde, demir aktivitesinin kanser patolojisinin biiylik ¢ogunlugunda rol
oynadigimin gosterilmesi ve kanser hiicre fenotipinin yliksek demir ihtiyaci, demir
bagimli mekanizmalarin hedeflenmesinin 6nemini vurgulamasi bakimindan, kanser
tedavi stratejileri ile ilgili yeni bakis agilarmin gelismesine neden olmustur. Kanser
hiicrelerinde demirin kullanilabilirliginin sinirlanmasi1 ve/veya asir1 demirin ROS
indiiksiyonu yoluyla, normal hiicreler zarar gormeden, kanser hiicrelerine segici olarak
hedeflenebilmesi i¢in selatorlerden faydalanmanin, GB’daki direng senaryosunu tersine
cevirebilecegi ve antikanser aktiviteyi arttirabilecegi diisiincesiyle, bu ¢alismada, demir
modulasyonu i¢in sentezlenen ve selatlama aktivitesi olabilecegi diisiiniilen NP’lerin,

GB hiicrelerinin demir fonksiyonuna olan etkileri tizerine odaklanilmistir.

Fitokimyasal selatorlerin, pasif metal baglama etkilerinin disinda, metal kompleks
olusturarak aktif olarak antikanser etkili olabileceginin anlasilmasi, ¢ok yonlii ¢esitli
kanser hedefleme firsatlarin1 glindeme getirmistir. Kinon yapisindan dolay1, TQ’un bu
ozellikli bir fitobilesen olabilecegi, yakin zamanda bildirilmesi nedeniyle, bu tezde, TQ-
Fe bazli Mag NP’lerinin, TQ’un demir ile metal kompleks olusturma 6zelligi yoniinden;
TQ bazli Fit NP’lerinin ise, serbest TQ un pasif demir baglama 6zelligi yoniinden GB
hiicrelerinin demir fonksiyonu iizerindeki etkileri incelenerek, demir bazli kanser

hedefleme stratejisi i¢in bir 6n ¢alisma yapilmistir.

Yapilan ¢aligmanin sonuglar1 6zetlenecek olunursa;

e GB hiicrelerinin demir fonksiyonu iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla, TQ-Fe
NP’lerin hazirlanmasi i¢in uygulanan yesil metod ile TQ ve demirin basariyla
biyosentezlenmesi yapilmistir. Boylece dogal yoldan sentezlenebilen, kolay, ucuz ve
etkili bir fitosentezin TQ ve demir yonlii 6rnegi, literatiirle uyumlu olarak, basariyla
gerceklestirilmistir. Metalik NP’lerin kontrollii sentezi, indirgeme, ¢ekirdeklenme ve
NP biiylimesi asamalarinin  smirli  bir  sekilde gerceklestigi  6zel ortamlar
gerektirmektedir. Bu acidan, yesil sentez ile elde edilen bitkisel bazli metal NP

sentezinin, 6zel ortam gerektirmemesi yoniiyle de avantajli oldugu goriilmiistiir.

e Ancak, biyosentezlenen bu NP’lerin, bagladiklar1 bu metal katyonlarini biyolojik
membranlar1 boyunca tagima mekanizmalarindan yoksun oldugu bilinmektedir. Bu

nedenle, bu metalik partikiillerin, hiicre membranindan geg¢is belirsizligini asmak i¢in
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lipozomal yapilar halinde taginmalarinin, kontrollii gecis kararliligimi saglamak
acisindan Onemli oldugu disiiniilerek, ilk defa bu c¢aligmada goriilen ve
“Magnetolipozom” adi verilen, TQ bazli, tamamen dogal, demir NP’lerinin
sentezleri yapilmistir. Bu amagla, yesil metodla sentezlenen TQ-Fe NP’lerini, etken
madde gorevi gormesi i¢in dogal fosfolipitler olan soya fasiilyesi kaynakli
fosfatidilkolinlere (lesitin) (SPC) baglamak suretiyle Mag NP’leri basariyla elde
edilmistir. Boylece, TQ-Fe bazli Mag NP’lerinin yapiminin kolay, etkili ve ucuz bir

yontem oldugu goriilmiistiir.

Ayrica, demir bazli olmayan, tamamen dogal Fit NP’leri de, literatiire gére fitozom
teknolojisi kullanilarak, TQ’un SPC’lere baglanmasiyla basarili bir sekilde sentezi
yapilmistir. Boylece, ¢calismamizda, diger bir dogal NP grubunu olusturan TQ bazli

Fit NP’lerinin yapimi1 da kolay, etkili ve ucuz bir yontem olarak degerlendirilmistir.

Karakterizasyon c¢aligsmalarinda, TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerin STEM analizi ile yiizey
uygunluklari, yuvarlak, kiiresel morfolojileri ve < 50 nm boyutlarinda NP’ler
olduklar1 teyid edilmis; FTIR spektrometre ile NP’lerin TQ, Fe ve fosfolipit
iceriklerinin islevsel bantlar1 ve baglanma 6zellikleri goriilmiis; SEM-EDX analizi ile
NP’lerin elementel yapilart ve saf olduklar1 anlagilmig ve NP’lerin size, pdi ve zeta
potansiyel analizleri (sirasiyla, TQ-Fe NP’leri i¢in 88,20 + 59,57, 0,367, -18,0 £
4,16; Mag NP’leri i¢in 76,31 + 46,19, 0,263, -26,1 £ 3,17; Fit NP’leri i¢in 87,49 +
45,80, 0,223, 33,2 + 5,41) ile <100 nm boyutlu; homojen dagilimli; kararli yapilar
olduklar1 goriilmiistiir. NP’lerin % EE’nin oranlarini, TQFe, Mag ve Fit NP’leri i¢in
sirastyla, %89, %76 ve %81 olarak bulunmustur. Ayrica, Mag ve Fit NP’lerin 60
giinliik, +4°C’deki raf dmriiniin, Mag NP’lerinde daha az boyut artis1 ile daha stabil
olmakla birlikte ( > Fit-size > Mag-size), nispeten stabil ve homojen dagilimli (~350
pdi) (<400 pdi) olduklar1 gorilmiistir. Mag ve Fit NP’lerinin 37 °C’de salim
ozelliklerinin, ilk 8 saat i¢cinde burst (patlama) tarzinda once salim yaptiklari, daha
sonra uzun siirede (72 saate kadar) sabit, kontrollii salim yapma seklinde ikili salim
ozelligi gosterdigi anlasilmistir. Bu karakterizasyon c¢alismalari sonucunda NP’lerin
ozellikleri tespit edilerek, Fit partikiillerinin uygun nano yapilar oldugu; ayrica,
TQ’un demiri baglayarak olusturdugu TQ-Fe bagli komplekslerden nanopartikiiler
ozellikli yapilarin elde edilebildigi ve ilk kez bu ¢alismada sentezlenen Mag

NP’lerinin, nano yapida demir nanopartikiilleri olduklar1 gosterilmistir.
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e Karakterizasyon c¢alismalarinin ardindan, Mag NP’leri demir ve/veya demir islevini
arttirma yoniinden, Fit NP’leri ise demir ve/veya demir islevini azaltma yoniinden,
U87-MG GB hiicrelerinde demir fonksiyonu iizerindeki etkilerinin arastirilmasi igin,
hiicre canliligi, apoptozu indiikkleme, serbest radikal olusturma ve lipit
peroksidasyonunu baglatma etkileri ve GB hiicrelerinde demir selatlama aktiviteleri
in vitro olarak incelenmis, istatistiksel olarak degerlendirilerek yorumlanmistir. Mag
ve Fit NP’leri karsilagtirmali olarak degerlendirilirken, TQ-Fe NP’leri sadece Mag

NP’lerini konfirme amaciyla degerlendirmeye alinmustir.

e Toplu olarak tiim sonuglara bakilacak olunursa, hiicre canlik deneyinde tiim NP’lerin
U87-MG hiicrelerindeki 1Csq degeri, 0,05 mg/ml (24 saat) olarak belirlenmistir. Bog
NP’lerinin hiicre canliligina etkisi goriilmezken, Mag ve Fit NP’leri, programli hiicre

6lumii yoniinden énemli olabilecek sitotoksik etkiler gdstermistir.

e U87-MQG hiicrelerinde, Fit NP’lerinin yiliksek doza bagl olarak (0,15 mg/ml, 24 saat)
oldukc¢a anlamli diizeyde apoptotik etkili oldugu goriilmiistiir. ICsp dozunda, ROS ve
lipit peroksidasyon diizeylerini azaltici etkiler gosterdigi tespit edilmis, GB
hiicrelerindeki selatlama aktivitesinin de diisiik oldugu sonucu elde edilmistir. Bu
sonuglara gore, Fit NP’lerinin GB hiicrelerindeki demir fonksiyonuna yonelik
etkilerinin diisiik oldugu, selatlama etkilerinin ancak, demir kullanimini sinirlandiran
pasif selatlama aktivitesine benzer, serbest kinon selatlama 6zelliginde olabilecegi,
ROS ve lipit peroksidasyon seviyelerini azaltic1 etkileri nedeniyle ongoriilmustiir.
Ancak, bu sonucun ileri arastirmalarla teyid edilmesi ve mekanizmatik olarak

aciklanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

e Mag NP’lerinin ICsg degerinde U87-MG hiicrelerinde, sitotoksik etkili oldugu
gortliip, bu etkinin, apoptozu indiikleme yoluyla olmadigi tespit edilmistir. Ancak,
ROS ve lipit peroksidasyon seviyelerinde goriilen anlamli diizeylerdeki artiglarin,
ferroptozun karakteristik bulgulari olmast nedeniyle, Mag NP’lerinin GB
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin ferroptotik hiicre 6liimii yoluyla olabilecegine
isaret ettigi sonucuna varilmis olmakla birlikte, Mag NP’lerinin ferroptoz iliskisinin
daha detayli ileri aragtirmalarla aydinlatilmaya ihtiyact oldugu kanaatine varilmistir.
Yine, Mag NP’lerinin GB hiicrelerindeki selatlama aktivitesi yoniinden de oldukca
anlaml1 derecede yiiksek etkiye sahip olduklar tespit edilmistir. Bu nedenle, Mag
NP’lerinin GB hiicrelerinin demir fonksiyonu bakimindan etkilerinin, selator-metal

kompleks 6zelliginde ve demir aktivitesini arttirict yonde bir etkiyi temsil ettigi
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sonucuna varilmis olmakla birlikte, daha ileri c¢aligmalarla bu bulgularin

dogrulanmasi gerektigi diistiniilmdistiir.

Mag NP’lerinin demir aktivitesine yonelik biitiin sonuglarinin, TQ-Fe NP’leri ile
oldukga benzerlik gostermesi, konfirme etme agisindan degerli olmakla birlikte, bu
etkilerin, TQ-Fe NP’leri sebebiyle oldugunu gostermesi ve Mag NP’lerinde etken
maddeler olarak demir fonksiyonu yoniinden oldukga etkili olduklarinin anlasilmasi,
asil O6nemli nokta olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle, yesil metodun, metal
NP’lerin biyosentezinin yapilmasinda gosterdigi etkinin yani sira, fitobilesenlerin
metallerle kompleks olusturmasini kolaylastirici reaksiyonlara zemin hazirlama
yoniinden de etkili bir role sahip olabilecegi kanaatine varilmistir. Ancak, bu
mekanizmalar tam olarak anlasilabilmis degildir ve ileri analizler bu duruma 1s1k
tutabilecektir. Bu nedenle, daha detayli arastirmalarla bu durumun agikliga

kavusturulmasinin 6nemli oldugu sonucuna varilmistir.

Sonu¢ olarak, bu calismada, TQ-Fe, Mag ve Fit NP’lerinin sentezleme ve
karakterizasyon hedefleri basariyla tamamlanmis, Onerilen Mag NP’leri ile GB
hiicreleri ilizerinde demir aktivitesini tetikleme yoluyla sitotoksik etki gdsterme

hedeflerine ulagilmistir.

Ayrica, TQ-Fe kompleksli nanopartikiiler yapilar baz alinarak, tamamen dogal
Magnetolipozom NP’leri basariyla elde edilerek ilk defa bu tez c¢alismasinda

literatiire sunulmustur.

Eldeki veriler, Mag NP’lerinin, tasiyict sistem olarak 6zgiilliigiiniin, glivenliginin,
hedeflemesinin ve stabilitesinin daha da gelistirilerek desteklenmesi durumunda
demir bazli stratejiler i¢in kanser hedefleme potansiyeli yoniinden umut vaadeden

terapotik bir aday olabilecegini ortaya koymustur.

Dolayisila, bu calismada Onerilen yontem, demir modulasyonu yoluyla demir
aktivitesini harekete gecirerek arttirma yetenegine sahip oldugu diisiiniilen demir
selator karakterli Mag NP’leri ile kanser hiicre sitotoksisitesi i¢in demir bazli bir

kanser hedefleme stratejidir.

Bu nedenle bu calismanin demir bazli nanopartikiiler tedavi stratejisine katki
saglayacagina inanilmaktadir. Ancak demir bazli bu tedavi stratejisinin, normal

hiicrelere toksisitesinin, agiklayict etki mekanizmalarmin ve in vivo etkilerinin
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ongoriilebilecegi daha ileri arastirma sonuglarina ihtiyag duyuldugu kanaatine

varilmgtir.

Son yillarda tip alaninda Onemli gelismeler olmaktadir. Modern tipta gelinen
noktada, molekiiler alanlardan nonoya dogru inilmesi ile hizla biitlinciil bir yaklasim
vizyonuna adaptasyonun saglanmasidir. Artik, tibbin biitiinii i¢ine almasi
gerekmektedir. Bu bakis agisiyla, teshis ve tedavi ayriligini biitiinlestirerek, tek ve
ortak bir platformda birlestirme zaman1 gelmistir. Bu nedenle, ¢alismamizda ilk kez
literatiire sunulan Mag NP’lerinin, gelecekte hem kanser tedavisi hem kanser teshisi
icin aynm1 anda kullanilabilecek potansiyelli bir teranostik materyal olarak
degerlendirilmesi ya da bu yonde daha ileri galigmalara 151k tutmasi bakimindan,

bilime katki saglayacak bir 6n ¢alisma olmasi umudu ile bu tez ¢alismasi yapilmistir.
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EKLER

EK 1 - TQFe NP’lerinin SEM-EDX analiz raporu

EDAX TEAM
3 TAUM EDX
Author: altinay
Creation: 11/15/2023 12:55:06 PM
Sample Name New Sample
Area 858
eZAF Smart Quant Results
Element Weight % Atomic % Net Int.
CK 124 257 46398
oK 317 4926 416492
CIK 06 042 146.88
Fex 5528 2461 584415
kV: 20 Mag: 1524 Takeoff: 345 Live Time(s): 27 Amp 0.96 Resolution:(eV) 127.9
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20. TA‘
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3 i F
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c dg
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Lsec 270 552 Cnts 2610 keV Det: Octane Elect Super
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EK 2 — Mag NP’lerinin SEM-EDX Analiz Raporu

EDAX TEAM
E— TAUM EDX
Author: altinay
Creation: 11/15/2023 12:59:15 PM
Sample Name: New Sample
eZAF Smart Quant Results
Element Weight%  Atomic % Net Int.
CK 1851 3812 612.92
oK 2339 3615 222864
FeK 58.1 2573 5213.87
kV: 20 Mag: 995 Takeoff: 34.5 Live Time(s): 27.2 Amp 0.96 Resolution:(eV) 127.9
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104K
91K
78K
B
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13K
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Lsec 272 210 Cnts 1.040 keV Det: Octane Elect Super
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EK 3 — Fit NP’lerinin SEM-EDX Analiz Raporu

EDAX TEAM
EE— TAUM EDX
Author: altinay
Creation: 11/15/2023 1:05:17 PM
Sample Name: New Sample
Area 863

eZAF Smart Quant Results

Element  Weight%  Aomic%  Netint
CK 765 81.26 7701.79

kV: 20 Mag: 1573 Takeoff: 34.5 Live Time(s): 28.7 Amp 0.96 Resolution:(eV) 127.9

400K
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120K
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EK 4 — Mag ve Fit NP’lerinin belli zaman arahklarindaki in vitro salim

konsantrasyonlari (%)

Mag NP Fit NP
Zaman (saat) (% salim konsantrasyonu) (% salim konsantrasyonu)
0,25 0,6 4,5
0,5 15,31 9,5
0,75 17,9 21,13
1 19,42 28,88
2 37,35 35,99
4 39,35 41,39
6 41,47 44,98
8 42,35 45,56
24 45,52 49,44
48 45,04 47,98
72 41,98 46,27
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EK 5 — Mag ve Fit NP’lerinin baslangi¢ ve 60. giin (+4 °C) DLS (size ve pdi) sonu¢

tablosu ve analiz raporlar

Baslangic 60 (+4 °C)
GRUPLAR Size Pdi Size Pdi
Mag NP 76,31 £ 46,19 0,263 127,7+116,2 0,366
Fit NP 87,49 + 45,80 0,223 176,6 + 146,2 0,361
Size (d.n... Y Intensity: St Dewv (d.n..

Z-Average (d.nm): 1277 Peak 1: 1859 98.0 116.2
Pdil: 0,366 Peak 2: 4617 2.0 8211
Intercept: 0,959 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Size (d.n... o Intensity: St Dewv (d.n..
Z-Average (d.nm): 1746 Peak 1: 2359 aF.0 1462
Pdi: 0,361 Peak 2: 4863 3.0 594,77
Intercept: 0,956 Peak 3: 0,000 ,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

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