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OZET

ALTIN NANOPARTIKULLERDE POLiMER KAPLAMANIN
OKSIDATIF STRES VE DNA HASARI UZERINE ETKILERIi

GAMZE TiLBE SEN
Yiiksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. Belma Giimiisel

Eyliil 2017, 93 sayfa

Altin nanopartikiilleri (Au NP), yiizeylerinin kolaylikla islevsel hale getirilebilmesi ve
yakin infrared (NIR) bolgede 15181 absorblamalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle biyolojik ve
medikal uygulamalarda siklikla tercih edilir. Au NP o6zellikle izleme ve goriintiileme,
biyo-algilama, gen, kanser tedavisi, fototermal tedavi ve ila¢ tagimimi gibi farkh
uygulamalarda kullanilir. Literatiirdeki bazi ¢aligmalarin sonuglart Au NP’lerin hiicre i¢i
oksidatif stresi artirabildigi ve DNA hasarina neden olabildigine isaret etmektedir; ancak
bu alandaki ¢alismalarin sonuglariin ¢eliskili oldugu goriilmektedir. Toksik etkilerinin
azaltilabilmesi i¢in Au NP’lerin yiizeysel 6zelliklerinin degistirilmesi 6nerilmektedir. Bu
amagla, polietilenglikol (PEG) ve polietilenimin (PEI) kaplamalar kullanilabilir. PEG,
notr ve yliksek oranda hidrofiliktir; bdylece Au NP’nin retikuloendotelyal sistem
tarafindan alimi ve spesifik protein adsorpsiyonunu Onler; nanopartikiillerin viicutta
dolasim siiresini uzatir. Ayn1 zamanda nanopartikiile kararlilik, biyouyumluluk ve ¢oklu
islevsellik gibi oOzellikler kazandirir. Diger taraftan, PEI’'nin de biyouyumlu olmasi
nedeniyle Au NP’lerin kararlilik ve biyouyumlulugunu artirdig bildirilmistir. Ancak,
literatiirde Au NP’lerde yapilan bu degisikliklerin oksidatif stres {izerine olan etkileri

detayli olarak arastirildig1 bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢calismasinin amacit Au



NP’nin sitotoksisite, oksidan/antioksidan statli parametreleri ve DNA hasar1 iizerine
etkilerinin insan hepatoma hiicreleri (HepG2) tizerinde detayli olarak incelenmesi ve PEG
ile PEI kaplamanin toksisite lizerindeki etkilerinin aragtirilmasidir. Bu amagla, Au NP’leri
(45 nm), PEG veya PEI (molekiil agirligi 2000 ve 25000) ile kaplanmis; ¢caligsma gruplari
kontrol, Au, Au-PEG, Au-PEI 2000 ve Au-PEI 25000 olarak belirlenmistir. HepG2
hiicrelerinin Au NP’lerinin farkli konsantrasyonlarina 24 saat inkiibasyonunu takiben 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile tayin edilen
yarim maksimal inhibitor konsantrasyon 50 (ICsp) degerleri, Au, Au-PEG ve Au-PEI
2000 i¢in sirastyla 167 pg/ml, 257 pg/ml ve 198 pg/ml olarak belirlenmistir. Au-PEI
25000 grubu igin ICsy degeri belirlenmemistir. Calisma gruplarinda, hiicre igi reaktif
oksijen tiirleri (ROS), antioksidan enzim aktiviteleri [glutatyon peroksidaz 1 (GPx1),
katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz (SOD)]; total glutatyon (GSH), lipit peroksidasyonu
ve protein oksidasyon diizeyleri ve DNA hasar1 incelenmistir. Au NP, HepG2 hiicre
hattinda 1Csy konsantrasyonda 24 saat maruziyeti sonucu hiicre i¢i ROS diizeylerinde
artisa neden olurken, incelenen diger parametrelerde kontrol grubuna kiyasla anlamli
diizeyde bir farkliliga neden olmamistir. Kaplama yapilan tiim gruplarda da hiicre i¢ci ROS
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla onemli diizeyde arttigi gozlenmekle birlikte;
incelenen diger parametrelerde (protein oksidasyon diizeyleri hari¢) Au-PEG grubunda
Au grubuna kiyasla anlamli bir farkin olugsmadigi belirlenmistir. Au-PEI 2000 grubunda
antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD, GPx1) kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde
artiglarin  gozlendigi; Au-PEI 25000 grubunda ise, tiim oksidan/antioksidan statii
parametrelerinde anlamli diizeyde degisikliklerin olustugu belirlenmistir. DNA baz
hasarmin bir gostergesi olan 8-hidroksi-2'-deoksiguanosin (8-OHdG) diizeylerinde tiim
calisma gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik saptanmamaistir.
Calismanin sonuglari, IC3p dozunda Au NP’lerinin HepG2 hiicre hattinda oksidatif stres
ve DNA hasarini 6nemli diizeyde etkilemedigini; PEG ile kaplamanin toksisite lizerinde
bir etkisi olmadigini; ancak Au NP’lerini PEI ile (6zellikle de PEI 25000 ile)

kaplanmasinin oksidatif stresi indiikleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Altin nanopartikiilleri, oksidatif stres, antioksidan enzimler, DNA

baz hasari, reaktif oksijen tiirleri, PEG kaplama, PEI kaplama



ABSTRACT

THE EFFECTS OF POLYMER COATING OF GOLD
NANOPARTICLES ON OXIDATIVE STRESS AND DNA DAMAGE

GAMZE TILBE SEN
Master Degree, Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. Belma Giimiisel

September 2017, 93 pages

Gold nanoparticles (Au NPs) are preferred in many biological and medical applications
due to their easy surface functioning property and their ability to absorb light in near
infrared (NIR) region. Au NPs are specifically used in many applications like monitoring
and visualization, biosensoring, gene and cancer therapy, photothermal therapy and drug
delivery. The results of some studies in literature pointed out that Au NPs could increase
intracellular oxidative stress and cause DNA damage; however results of studies in this
field are contradictory. In order to reduce their toxic effects, it is suggested that the surface
properties of Au NPs should be changed. For this reason, polyethyleneglycol (PEG) and
polyethyleneimine (PEI) coatings can be used. PEG is neutral and highly hydrophilic;
therefore it prevents the uptake of Au NPs by reticuloendothelial system, inhibits specific
protein adsorption and increases their circulation period in the body. In addition, it adds
several properties to nanoparticles, including stability, biocompatibility and multi-
functioning. On the other hand, as PEI is also biocompatible, it was indicated that it can
also increase the stability and biocompatibility of Au NPs. However, there is not any
comprehensive study in literature that compares the effects of the variations of Au NPs
on oxidative stress. The aim of this thesis is to examine the effects of Au NPs on

cytotoxicity, oxidant/antioxidant parameters and DNA damage in human hepatoma cells
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(HepG2) in detail and to search for the protective roles of PEG and PEI coatings. For this,
Au NPs (45 nm) were coated with PEG or PEI (molecular weights of 2000 and 25000)
and the study groups were determined as control, Au, Au-PEG, Au-PEI 2000 and Au-PEI
25000. After incubating HepG2 cells with different concentrations of Au NPs for 24
hours, the half maximal inhibitory concentration (ICso) values using (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dphenyltetrazolium bromide (MTT) assay for Au, Au-PEG and
Au-PEI 2000 were found to be 167 pg/ml, 257 pg/ml, and 198 ug/ml, respectively. The
ICs0 value for the Au-PEI 25000 group was not determined. In the study groups,
intracellular reactive oxygen species, antioxidant enzyme activities [glutathione
peroxidase 1 (GPx1), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD)]; total glutathione
(GSH), lipid peroxidation and protein oxidation levels as well as DNA damage were
determined. After HepG2 cells were exposed to IC3p concentrations of Au NPs,
intracellular ROS levels were increased; however no other changes were determined in
any of the measured parameters in the Au group vs. control. In all of the coated Au groups,
the intracellular ROS levels were significantly higher vs control; however other than
intracellular ROS levels, no significant alterations (except an increase in protein
oxidation) were observed in Au-PEG group vs. Au group. In Au-PEI 2000 group, there
were significant changes in some of the antioxidant enzyme activities (SOD, GPx1) vs.
control; however, in Au-PEI 25000 group, all of the oxidant/antioxidant parameters were
markedly altered vs. both control and Au group. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)
levels were measured as a marker of DNA base damage and 8-OHdG levels were not
different in any of the study groups when compared to control. The results of this study
suggest that at IC30 doses, Au NPs does not affect oxidative stress and DNA damage
significantly; PEG coating does not have an impact on toxicity; however coating Au NPs

with PEI (particularly by PEI 25000) can induce oxidative stress.

Keywords: gold nanoparticles, oxidative stress, antioxidant enzymes, DNA base

damage, reactive oxygen species, PEG coating, PEI coating
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1. GIRIS
Nanoteknoloji; malzemelerin, cihazlarin ve sistemlerin nanometre skalasinda (1-100nm)
boyut ve seklini kontrol ederek, tasarimlarini, gelisimlerini, iiretimlerini ve
uygulamalarini yapmaktadir. Nanoteknoloji alanindaki gelismeler ile ilag taginimu, teshis,
tedavi, biyomalzemelerin iiretimi gibi yasam bilimlerinde o©nemli degisiklikler
gerceklesmektedir. Nano boyutta yeni molekiillerin gelistirilmeye devam edilmesi
nanoteknolojinin saglik hizmetlerindeki kullanim potansiyelini de arttirmistir. Nano ilag¢
molekiillerinin hedef bolgeye hedeflenmesi son yillarda iizerinde durulan bir konudur.
Goriintiileme alami bir diger 6nemli kullanim alanidir. Nanoteknoloji kullanilarak
gelistirilen yeni ilaglarin bazilart Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan

onaylanmistir [1].

Arastirmacilar, nanomalzemelerin tipta ila¢ olarak ve gen taginiminda kullanilmasina,
hiicrelerin ve patolojik siireclerin gorsellestirilmesinde kullanimina, antiviral ve
antimikrobik maddeler, kontrast ve 1s18a duyarli maddeler olarak kullanilmasina
yonelmektedir. Nanomalzemeler, gelecekteki tibbi uygulamalarda umut vaat eden
araglardir. Nanopartikiillerin kullaniminin artmasit ve yayginlagsmasi bu o6zellikteki
molekiillerin toksik etkilerinin de degerlendirilmesini beraberinde getirmis ve

nanotoksikoloji alanindaki ¢aligmalar da son yillarda biiyiik bir ivme kazanmistir [2,3].

Biiytik boyuttaki altin, uzun yillardir terapétik ve tibbi degerlere sahip, inert, soy metal
olarak bilinmektedir. Altin Nanopartikiiller (Au NP) diisiik toksisiteleri ve biyouyumlu
olmalar1 nedeniyle birgok hastaligin teshis ve tedavisindeki uygulamalarda arastirilmaya
baslanmistir. Au NP’lerin olaganiistii 151k sagcma ozellikleri oldugu da bilinmektedir.
Farkl1 6zellikleri nedeniyle Au NP’ler kanserin teshis ve tedavisinde, ¢esitli ilaclarin
dokulara taginiminda, goriintiileme teknikleri i¢in kontrast madde olarak biyomedikal
uygulamalarda kullanilmaktadir. Elektron-fonon ve fonon-fonon etkilesimleri yakin —
kizilotesi (NIR) 15182 (650-900nm) maruz kalan Au NP’lerde 1s1 iiretimi saglamaktadir.
Bu nedenle tiimor goriintiileme ve ablasyonunda kullanilabilecekleri diisiintilmektedir [1,

3].

Altin nanopartikiillerin 6nemli bir diger 6zelligi, biyouyumlu polimerlerle yiizeylerinin
kolaylikla kaplanabilir olmasidir. Fonksiyonellestirilmemis Au NP’ler normal fizyolojik
kosullar altinda kararli degildir. Polimerik kaplamalar sayesinde uygun ylizey yiikii ve

kararlilik saglanirken, nanopartikiil boyutu da ayarlanabilir olmaktadir. Ayn1 zamanda



ilag molekiiliinlin hedeflenmesi, dolasim Omriiniin uzatilmas: ve sitotoksisitenin
azaltilmasi i¢in polimerik kaplamalar kullanilmaktadir. Mitkkemmel biyouyumluluk ve
hidrofiliklik nedeniyle Au NP’lerin polietilen glikol ile kaplanmas1 (PEGilasyonu),
biyolojik c¢evrede agregasyonu ve spesifik olmayan protein adsorpsiyonunu etkili bir
sekilde onleyerek, retikiiloendotelyal sistem (RES) alimini azaltir ve dolagim siiresini

arttirir [4].

Altin nanopartikiillerin toksisitelerine iligkin bazi1 ¢alismalar yapilmis olmakla birlikte,
olas1 toksisitenin mekanizmalar1 konusunda yeterli veri bulunmamaktadir. Olusan
toksisitenin ortadan kaldirilabilmesi i¢in farkli kaplama ydntemlerinin etkilerinin
incelendigi calismalara literatiirde rastlanmamistir. Sunulan tez calismasi ile Au
NP’lerinin HepG2 hiicrelerinde neden olabilecegi olast toksik etkilerin sitotoksisite ve
oksidan/antioksidan statii parametrelerinin (lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu,
glutatyon diizeyleri ve antioksidan enzim aktivitelerinin olgiimii ile) ol¢iimi ile
degerlendirilmesi amaglanmistir. Altin nanopartikiillerinin polietilenglikol (PEG) ve
polietilenimin (PEI) ile kaplanmasinin incelenecek olan bu parametrelerde neden olacagi
degisimlerin karsilastirmali degerlendirilmesi, kaplamanin olast koruyucu roliiniin
irdelenmesine olanak saglayacaktir. Elde edilen sonuglarin, Au NP’nin olas1 toksik
etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglamasi ve bu etkilerin
Onlenebilmesi i¢in uygulanabilecek yaklasimlar konusunda yararli bilgiler saglamasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Altin Nanopartikiilleri

2.1.1. Altin Nanopartikiillerin Genel Ozellikleri

Altiin epilepsi, tliberkiiloz, romatizma gibi farkli hastaliklarin tedavisinde terapdtik
amach kullanildigr yillardir bilinmektedir. Altin nanopartikiillerin kullanimi ise,
nanobilim ve nanoteknolojide son zamanlardaki gelismelerden sonra arastirilmaya
baslanmistir. Diisiik toksisitesi, inert olmasi ve biyouyumluluguna iliskin veriler altini

biyolojik ve biyomedikal uygulamalarda arastirmacilar i¢in ilgi ¢ekici kilmaktadir [1, 4].

Altin nanopartikiillerin, ylizeyleri kolaylikla islevsellestirilebilir, kovalent ya da kovalent
olmayan etkilesimlerle, kii¢iik molekiillerle ya da niikleik asitlerle kolaylikla modifiye
edilebilir. Ilag ya da gen fiiriinleri iyonik ya da kovalent baglarla dogrudan Au NP’e
baglanabilmektedir. Boyutlarina bagli  olarak renkleri kirmizidan maviye
degisebilmektedir. Au ¢ekirdegi non-toksik olarak bilinmektedir. Au NP’leri, NIR
bolgesinde 15181 absorplamak (goriiniir 15181 absorbe eder ve sagar) ve sagmak igin
pargacik biiyiikliigii, sekli ve bulundugu ortami degistirilerek ayarlanabilmektedir; optik
ve fototermal fonksiyonlari, boyut, sekil, yap1 ve bilesimleri degistirilerek kontrol
edilebilmektedir. Goriiniir 151k sacilimi (Rayleigh) da yapabilmektedir. Partikiil boyutu
arttikga, sacilan 151k oran1 da artmaktadir. Yiiksek molekiil agirliklar1 sayesinde
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile goriintileme yapilmasina olanak

saglamaktadirlar [1].
Au NP’ler 4 farkli yontem ile hazirlanabilmektedir:

1. Mikrodalga 1sinlama, sonokimyasal yontem, ultraviyole radyasyon, lazer

ablasyonu, fotokimyasal islem gibi fiziksel yontemlerle,

2. Sitrat ya da sodyum borohidriir gibi indirgeme maddeleri kullanarak sulu

ortamda kimyasal reaksiyonlarla,

3. Stiper kritik stvinin, kendi kritik noktasindaki sicaklik ve basincin iizerinde
sicaklik ve basinca sahip ¢oziicli olarak tanimlandig1 yontem olan “siiper

kritik akiskan teknolojisi”yle,

4. Mantar ya da bakterileri kaynak olarak kullanarak biyolojik yontemlerle
(Bu yontem organik coziiciilerin kullanimini azaltmak ve bdylece ¢evre

dostu Au NP’ler tiretmek i¢in kullanilmaktadir) [1].



Birgok calismada nanopartikiil sentezi, karmasik saflastirma siirecine sahip, ¢ok
basamakl1 bir islem olarak anlatilmaktadir. Nanopartikiiller 6ncelikle, kapsiil maddesi
olarak kiiclik bir molekiil yiizey aktif madde (sitrat) kullanilarak sentezlenmektedir.

Sonraki asamada bu kapsiil PEG ligandlari ile degistirilebilir [5].

Sentez prosediirii ve deney kosullarma gore farkli sekillerde Au NP’ler elde
edilebilmektedir. Bunlar nanokiireler, nanorodlar, nanokabuklar, nanokafesler,
nanoyildizlar, nanokutular, nanokiipler, nanokristaller ve iiggen-bipiramitler olarak
cesitlendirilmektedir (Sekil 2.1). Ancak, nanokiireler, nanorodlar, nanokabuklar ve

nanokafesler biyomedikal uygulamalarda daha fazla ¢alisilmaktadir [6].

0
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Sekil 2.1. Farkli sekillerdeki altin nanopartikiilleri [(a) nanokiire, (b) nanorod, (c)
nanokiip, (d) nanoyildiz ve (e) nanokabuk. [6]

2.1.2. Altin Nanopartikiillerin Uygulama Alanlari

Altin nanopartikiiller, kolloidal ya da kiimelenmis olarak, altin bir ¢ekirdek ve bu
cekirdegin etrafinda bir ylizey kaplamasindan olusan partikiiller olarak bilinmektedir.
Kolay sentezlenebilmeleri, kimyasal kararliliklari, optik 6zellikleri ve elektronik yapilari
nedeniyle biyomedikal uygulamalarda, bilimsel ve teknolojik arastirmalarda ilgi
uyandiran inorganik nanopartikiillerden biridir. Bu 6zellikleri sayesinde goriintiileme
(bilgisayarli tomografi (BT), fotoakustik goriintiileme), tasinim (ilag, gen, RNA), tedavi
(fototermal tedavi) ve teshis (biyolojik ve kimyasal algilama) amagl olan biyomedikal

uygulamalarda kullanim i¢in aday olarak goriilmektedir (Sekil 2.2) [7, 8].
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GORUNTULEME

Sekil 2.2. Altin Nanopartikiillerin Biyomedikal Uygulamalarda Kullanim Alanlar [7].

Kanser nanoteknolojisi, molekiiler goriintiileme, molekiiler tani, hedefli tedavi ve
biyoinformatik olmak {izere kanser ile miicadelede genis potansiyel uygulamalar igeren
disiplinler arasi bir alan olmustur. Kanser nanoteknolojisindeki gelismeler, hastalarin
molekiiler profiline dayali, kisisellestirilmis onkolojik tedavi konusunda umut
vermektedir. Au NP’ler kanser nanoteknolojisinde, hem hedefli goriintiileme hem de ilag
tasinimiyla teshis ve tedavide birlikte kullanilabilmektedir. NIR ile 1sinlandiklarinda
hipertermi (kanser hiicrelerinin apoptozu i¢in sicaklik artisi) olusturmakta, kemoterapdtik

ilag tasiyicilar olarak gorev yapabilmektedirler [3, 9].

Kanserli hiicreye 6zel ligandlarla, antikorlarla ya da peptidlerle baglanan partikiiller
kanser hiicrelerinin hedeflenmesinde etkili olmaktadir. Au NP’ler kanserli dokulara, aktif
veya pasif hedefleme stratejileri ile tasinabilmektedir. Aktif hedefleme, hedef bolgedeki
reseptorlerle etkilesim i¢in partikiil ylizeyine baglanmis ligandlar ile gerceklesmektedir.
Cesitli aktif hedefleme ajanlar1 sayesinde, sadece belirli bir hedefe ulasilmaz, ayni
zamanda gerekli dozda ilag hedefe ulagtirilir ve spesifik olmayan hiicre etkilesimleri de
en aza indirgenebilir. Pasif hedefleme, nanopartikiillerin dogal boyutu ve timdér mikro
ortaminin sagladig1 ozelliklerden yararlanmaktadir. Nano boyuttaki partikiil, boyutu
nedeniyle herhangi bir degisiklige ihtiya¢ duyulmadan hedeflenebilmektedir [6, 10].

Son yillarda Au NP’lerin ilag yiiklii nanotasiyicilar olarak 6zellikle kanser teshis ve
tedavisinde kullanilabilecegine dair yapilan ¢alismalar artmistir [11]. Geleneksel kanser

tedavileri (kemoterapi, radyasyon tedavisi) hizli biiyliyen hiicreleri yok ederek



calismakta, diger hizli biiyliyen hiicreler (kan, sac¢ hiicreleri) de kanser hiicreleri ile
birlikte hasar gormektedir. Au NP’lerin ila¢ taginiminda kullanilmasi ile istenilen ilag,
istenilen miktarda, istenilen bolgeye ulastirilabilmektedir. Boylece kanser tedavisinde
kullanildiginda saglikli dokularin zarar gérme riski en aza indirgenmis olmaktadir. Cesitli
ilaglar, DNA, RNA, proteinler parcacik yiizeyine tutunarak tasmabilmekte, kanser
tedavisi i¢in, kemoterapoétik ilag tasiyicilar: olarak diizenlenebilmektedir (Sekil 2.3). Au
NP’lerin kemoterapoétik ilag tasinimindaki iistiinliikleri boyut ve sekil kontrolii ile sentez
kolaylig1, yiizey modifikasyonun kolay olmasi, sekle ve boyuta bagli optik 6zelliklerinin
sagladig tstiinliikler, biyouyumlu olmalari ve kararlilik olarak siralanabilir. Kisitlamalar
ise, biyobozunur olmamalari, gozenekli yiizeye sahip olmamalari, yiizey modifikasyonu
ile biyodagilim, toksisite ve farmakokinetigin degismesi ve toksisiteleri hakkinda bilgi
eksikligi olarak siralanabilir. Son caligmalar, tiimor yiizeyinde olusan hipertermideki

basarinin Au NP sekil ve biiyiikliigiine bagli oldugunu gostermistir [9, 10].

Sekil 2.3. Altin nanopartikiiller, in vitro dlgiimler icin, ¢esitli molekiiller ile modifiye
edilebilmektedir (X;gen tedavisi i¢in DNA, peptid, protein; goriintiileme i¢in organik
boya olabilmektedir) [2].

Altin, yiiksek atom numarasi ve elektron yogunlugu sayesinde, klinikte kullanilan
geleneksel iyot temelli maddelerle karsilastirildiginda X-i1smmimi etkin bir gekilde
zayiflatabilmektedir. Ayn1 zamanda, Au NP’ler geleneksel maddelere oranla daha uzun
dolasim siiresi saglar, boylelikle uzatilmis goriintiileme, belirli hiicre tiplerine ya da
ligandlara hedefleme ve hiicre takibi saglayabilmektedir. Bu o6zellikleri X-1sinlarimi
zayiflatan diger elementlerle karsilastirildiginda, BT gibi X-151m1 tabanli goriintiilleme
teknikleri i¢in kontrast madde olarak Au NP’lerin arastirilmasimma neden olmustur.
Yapilan bir caligmada, trombiis tespiti i¢in fibrine hedeflenen bizmut ve iterbiyum bazl

Au NP’ler BT ile tespit edilebilmistir. Bu ¢aligmaya ek olarak, antikorlar araciligiyla



fibrine hedeflenen altin nanoyildizlar, in vitro olarak olusturulan pihtilarin BT ile

goriintliilenmesi ve tespitinde kullanilmistir [2, 10, 12].

Biiyiik boyuttaki altinin floresanst 107'° ‘luk kuantum verimi ile ¢ok zayifken, Au
NP’lerde 107 gibi giiclii bir kuantum verimi gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda Au NP’ler

organik boyalarin eklenmesiyle floresans verebilir hale getirilebilmektedir [2, 12].

Diger taraftan, Au NP’lerin ylizeylerindeki sogrulmanin, Raman aktif molekiillerinin
titresim spektrumu yogunlugunu arttirdig1 goriilmiistiir. Raman spektroskopisi, molekiiler
titresimleri, molekiiler rotasyonlar1 incelemek i¢in kullanilan bir tekniktir. Raman
spektrumu ile bir 6rnegin kimyasal bilesimi elde edilebilmektedir, Raman sagilmasi
gercgeklestigi molekiilliin kimyasal yapisina 6zeldir. Bu nedenle Raman spektroskopisi
molekiillerin “parmak izi” olarak da adlandirilmaktadir. Raman spektrumu oldukc¢a
0zellikli olmasina ragmen, hassasiyeti ¢ok diisiiktiir. Au NP kullanilmasi ile elde edilen,
Raman aktif molekiillerinin titresim spektrumu yogunlugunun artmasi, “Yiizeyde
Giiglendirilmis Raman Spektroskopisi” (SERS) adi verilen yeni bir teknigi ortaya
cikarmigtir. Bu teknigin, ylizeydeki elektronlarin ortak salinimiyla {iretilen ve parcacik
yiizeyine yakin bir bolgedeki elektromanyetik alana bagli oldugu diisiiniilmektedir. En
giiclii elektromanyetik alanin, nanoyapilarin kenarlarinda (Altin nanorod uglar1 gibi)
olustugu gozlenmistir. Yapilan bir ¢caligmada, Au NP’lerin canli hiicrelere girmesi SERS
goriintiileme ile arastirilmigtir. Makrofaj hiicreleri 50 nm boyutunda Au NP ile inkiibe
edildikten sonra, Raman mikroskobu kullanilarak goriintiilenmis, nanopartikiil yiizeyine
yakin biyomolekiillerde SERS sinyalleri gézlenmistir. Caligmanin sonucu hiicre i¢indeki
nanopartikiil hareketinin yiiksek uzaysal ¢oziiniirliik ile takip edilebildigini gostermistir

[2].

Foto-akustik goriintiilemede, 1s1nlama yapilan bolgede lokal 1sinma ve dokuda kiigiik bir
genisleme meydana gelmekte ve lokal 1sinma sonucunda akustik dalga olugmaktadir.
Kisa lazer darbelerinin kullanilmasi, ultrasonik frekans araliginda (20.000 Hz ve tizeri)
ses dalgalar1 {iiretmektedir. Foto-akustik gorlintiilemenin, diger bazi gorlintiileme
tekniklerine kiyasla stiinliikkleri bulunmaktadir, ¢ilinkii kullanilan radyasyon
iyonlastirtlmamakta ve ultrason kullanilmasi nedeniyle sonuglar yiliksek uzaysal
coziiniirliikte elde edilmektedir. Farkli biyolojik dokularmn, farkli 11k absorpsiyon
katsayilar1 oldugundan, bu goriintileme teknigi ile dokular arasinda ayrim
yapilabilmektedir. Gii¢lii 151k absorpsiyonlarindan dolayr Au NP’ler foto-akustik

goriintiileme icin kontrast madde olarak arastirilmistir. Boyut ya da morfolojileri ile



absorbanslar1 NIR boélgesine ayarlanabilen Au nanoyapilar (nanokafesler, nanokiireler,
nanorodlar) bu teknik i¢in arastirilmistir. PEG kapli altin nanokiireler (Au-NK),
siganlarda damar yayilisi i¢in foto-akustik tomografi ile test edilmistir. Au-NK’lerin
absorpsiyonlar1 800 nm, ¢aplar1 50 nm olarak ayarlanmistir. Bu nanokiireler kullanilarak
yapilan foto-akustik goriintiileme ile beyin damar sisteminin ¢ok yiiksek uzaysal
¢Oziiniirliiklii goriintiileri elde edilmis, kilcal damarlarin cap1 100 pm kadar kiiclik olacak

sekilde tespit edilebilmistir [2, 10].

Altin nanopartikiillerin olaganiistii 151k sagma Ozellikleri oldugu bilinmektedir. Au
NP’lerin biiylikliigii ve seklindeki degisiklikler 151k sagilimini etkilemektedir, bundan
faydalanarak maddenin en iyi 1sik sagilimina sahip olacak sekilde ayarlanmasi
saglanabilmektedir. Ornegin, hem yansima katsayis1 hem de optik kesit yiizeyi boyut ile
artmaktadir, daha kiiclik nanopartikiillerden bile daha verimli 1s1k sacgilimi elde
edilmektedir. Bunlara ek olarak, optik goriintilemede kullanilan fluoresans problar ile
karsilastirildiginda Au NP’lerde 1s1ldama bozulmasi goriilmemistir. Bu ozellikler 151k
saciliml1 goriintiileme teknikleri i¢in kontrast maddeler olarak Au NP’lerin arastirilmasini

saglamistir [2].



Cizelge 2.1. Altin Nanopartikiillerin goriintiileme uygulamalar1 6zeti [2]

Goriintiileme Gereken Ozellikler Uygun Au NP Tipi
Uygulamalan

X-Isin1 X-ray absorpsiyonu, biiyiik NP’ler | Hepsi, genellikle
Goriintiileme avantajl kiireler

Floresans Rodlar ve kabuklar dogal Rodlar, kabuklar,
Goriintiileme floresanlardir. Digerleri yapilabilir. | etiketlenmis kiireler
SERS Giiglii elektromanyetik alan Kiireler, yildizlar
Goriintiileme tyilestirme. Yildizlar avantajlidir.

Foto-akustik

NIR bolgesinde giiglii absorpsiyon

Kafesler, kiire

Goriintiileme gereklidir. kiimeleri, rodlar,
kabuklar

Optik Giicli 151k sagilimi. Biitiin yapilar | Kiireler, rodlar

Goriintiileme sacilim yapar. Rodlar ve kiireler

NIR 1s1kta avantajlidir.

Altin nanopartikiiller ile farkli alanlardaki terapotik amacli kullanimlari i¢in de galigmalar

siirdliriilmektedir. Yapilan klinik ¢alismalar asagida 6zetlenmistir:

1. AuroLase®: PEG ile kaplanmis silika-altin nanokabuklarin uygulama
alani, solid tiimorlerin termal ablasyonu, bas/boyun kanserleri, primer

ve/veya metastatik akciger tiimorleridir.

2. Sebecia Mikropartikiilleri: Silika c¢ekirdekli altin nanopartikiillerin

uygulama alani, iltihapli akne vulgaris tedavisidir.

3. Au NP’ler ile islevsellestirilmis sensorler: Organik islevsellestirilmis altin

nanopartikiillerin uygulama alani, gastrik lezyonlarin tespitidir [13, 14].

2.1.3. Altin Nanopartikiillerin Yiizey Modifikasyonlar:
Biyolojik uygulamalar i¢in gerekli olan en 6nemli 6zellik biyouyumlu bir kaplama ile

yiizeyin modifikasyonudur [4, 10].

Altin nanopartikiillerin ayirt edici 6zelliklerinden bazilari, biyouyumlu olmalar1 ve

biyouyumlu polimerlerle kaplanabilir olmalaridir. Bu polimerler, nanopartikiillere uygun



yiizey yiikii ve kararlilik saglar. Genel olarak, ozellikle kiiresel olmayan Au NP’lerin
anizotropik Ozelliklerinden dolay1r agregat olusturma egilimi oldugu bilinmektedir.
Yiiksek egrilik ve yiizeylerindeki ligand yapisinin agregat olusturmalarindan sorumlu
oldugu bilinmektedir. Az sayida ligand ile kaplanmis kiiciik Au NP’lerde agregat
olusturmaya kars1 diislik afinite gozlemlenirken, daha biiyiik Au NP’ler ¢6ziilmeyen
agregatlar olugturmaktadir. Agregasyona bagl kararsizlik Au NP yiizeyinin polimerler
ile kaplanmasiyla onlenebilmektedir. Au NP’lerin yiizey kaplamasinda genellikle
heparin, hiyaliironik asit, kitosan, dekstran, pullulan, seliiloz tiirevleri, jelatin, PEG, PEI,
polivinil kaprolaktam (PVCL), polidial dimetil amonyum (PDDA), elastin benzeri
polipeptid (ELP), maltoz gibi polimerler kullanilmaktadir (Cizelge 2.2). Bu polimerik
ligandlar, Au NP’lerin uzun-dénem kararliligini iyilestirmekte, biyouyumlulugunu ve dis
yiizeyin hidrofilisitesini arttirmakta, ¢ozlinlirliigii ayarlanabilir kilmaktadir. Ayrica, Au
NP boyutu kullanilan polimer orani ile ayarlanabilmektedir. Polistren (PS), PEI, ksantan
sakiz1 gibi polimerler hem indirgeyici hem de stabilize edici maddeler olarak islev

gormektedir [4, 11, 15, 16].

Cizelge 2.2. Altin Nanopartikiil Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerik Ligandlar [4].

POLIMER

Heparin
Hiyaliironik asit
Kitosan
Dextran
Pullulan
Seliiloz tiirevleri
Guar sakizi
Maltoz

Ksantan sakiz1
Jelatin

PMOEGMA ((Poli (oligo (etilen
glikol) metil metakrilat)

PSS (Polistiren stilfonat)

PCL (poli-kaprolakton)

PEG (polietilen glikol)

PEI (polietilenimin)

PVCL (Polivinil kaprolaktam)
PDDA (Polidial dimetil amonyum)
Tiyolat PVP (Polivinil pirolidon)
PDMA (Poli dimetilsiloksan)
PNIPAM (Poli izopropilkrilamit)

ELP (Elastin benzeri polipeptid)
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Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) PEG’in, nanopartikiil yiizeyini degistirmek i¢in en
yaygin kullanilan madde oldugunu onaylamistir. PEG modifikasyonunun, kararliligi
tyilestirmeye ve dolasim siiresini uzatmaya yardimci oldugu goriilmistiir. PEG’in
hidrofilik yapis1 (Sekil 2.4), partikiillerin retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan
atilimini engellemektedir. Au NP’lerin PEGilasyonu, diger Au NP’lere kiyasla hiicreye
alimin etkililigini 6nemli Ol¢lide arttirmistir. Bir ¢calismada, PEGlenmis Au NP’lerin
agregasyonu Onledigi goriilmiistiir. PEG zincirleri Au NP ve ilaglar1 birlestirmede

aralayici olarak da kullanilabilmektedir [4].

O
H nOH

Sekil 2.4. PEG’in yapisal formiilii [5].

Yapisinda amin grubu bulunan, katyonik bir polimer olan PEL in vitro ve in vivo
calismalarda viral olmayan gen tasiyicisi olarak kullanilmistir. PEL pH tampon kapasitesi
sayesinde en giiclii viral olmayan polimerik gen vektorlerindendir. PEI’nin tamponlama
kapasitesi, zincirinde bulunan amin gruplarinin sayisina ve tiiriine baglidir. PEI’nin yapis1
ve molekill agirligi, PEI bazli komplekslerin hem biyolojik aktivitesini hem de
biyouyumluluk derecesini etkilemektedir (Sekil 2.5). Biyouyumlulugu arttirmak,
sitotoksisiteyi azaltmak, transfeksiyon verimliligini arttirmak amaciyla PEI’nin lipidler
ve diger polimerler ile hidrofobik modifikasyonlari incelenmektedir. Boyutlarina bagh
sitotoksisiteleri oldugu sdylenmekle birlikte, toksisitenin molekiiler kokeni tam olarak

bilinmemektedir [17,18].

—— i "\/‘NHZ
e o o i
HaN- = \—/\H/\" v”\T"\‘v’ NHz
- +
[

HoN™ - N~ NH, L

Sekil 2.5. Polietilenimin (PEI) yapisal formiilii [19].

Altin nanopartikiillerin iyonik, kovalent baglanma ya da fiziksel adsorpsiyon yoluyla

yiizey modifikasyonu ile, ilag taginimi i¢in tedavi edici maddelerin partikiil yiizeyine
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yerlestirilmesi saglanmaktadir. Antikanser ilaglar gesitli yontemler kullanilarak Au
NP’lere yiiklenebilmektedir. Kullanilacak ilag, yiizey kaplama maddesine
baglanabilmekte ya da Au NP i¢ine yiiklenebilmektedir. Altin nanokafesler ve altin
nanokabuklar bosluklarinin varli§i nedeniyle daha yiiksek ila¢ yiikleme verimliligine
sahiptir. Doksorubisin (DOX), dosetaksel, tamoksifen, oksaliplatin gibi bir¢ok ilag
basarili bir sekilde Au NP’lere yiiklenmis ve kanser tedavisinde kullanilmistir. Bir
calismada, polimer ile kaplanmig, DOX yiliklenmis Au NP’lerin, zamani, dozaj1 ve

bolgeyi kontrol ederek antikanser ilaglarin tasinmasini sagladigi belirtilmistir [6, 20, 21].

2.1.4. Nanopartikiillerin Biyolojik Sistemlerle Etkilesimleri

Nanopartikiiller ve diger nanomalzemeler goriintiileme, ilag tasima ve hipertermi gibi
tedaviler icin biyomedikal uygulamalarda kullanilmak {izere ¢alisilmaktadir. Bu nedenle
nanomalzemelerin biyolojik sistemlerle olan etkilesimlerini anlamak, giivenli ve verimli

uygulamalar i¢in gereklidir [22].

Plazma membrani secici gegirgen, hiicre i¢cinde homeostatik ortam saglamakla gorevli
bariyerdir. Hiicre membrani hiicreye madde alimini ve atik iirlinlerin uzaklastirilmasini

kolaylagtiran farkli lipit ve proteinlerden olusmaktadir [23].

Endositoz ve ekzositoz, aktif siirecleri enerji gerektiren, hiicre membranindan maddelerin
gecisi icin kullanilan mekanizmalardir. Endositoz mekanizmalari; fagositoz, pinositoz,
reseptor aracili endositoz olarak siiflandirilabilir. Her durumda endositoz, hiicre ici
vezikiil olusumuyla sonu¢lanmaktadir. NP’lerin hiicreye girmek icin kullandiklar1 bu
mekanizmalara bagli olarak ulasacaklari yer ve biyolojik yazgilar1 degisecektir. Fagositoz
(cogunlukla biiylik partikiiller i¢in), makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri tarafindan
yiritiilir. Makrofajlar yabanct maddenin yiizeyini ¢evreler ve vezikiil (vezikiil
boyutlari>0,75um) olusumuyla madde hiicre i¢ine alinarak sindirim i¢in lizozoma taginir.
Pinositoz (kiiciik partikiiller, 6zellikle sivilar ve ¢ozeltiler i¢in) mekanizmasi Oncelikle
stvilar ve tuzlar, glikoz, amino asitler gibi hiicreler i¢cin gerekli temel maddelerin
alinmasinda kullanilmaktadir. Bu mekanizma, hiicre membraninin maddeleri almasi,
sikistirmasi, ve en son vezikil (vezikiiller 0,5 - Sum boyutlarinda) olusumuyla
gerceklesmektedir. Ayrica pinositoz en az dort farkli mekanizma ile her hiicrede olusur:
makropinositoz, klatrin aracili endositoz, kaveoleler aracili endositoz ve klatrin —

kaveolelerden bagimsiz endositoz [23, 24, 26].

Nanopartikiiller hiicre membranina yaklastiklarinda, membrandaki glikolipitlerden ve

glikoproteinlerden olusan negatif yiiklii bir oligosakkarit tabakasi ile karsilasmaktadir.
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Oligosakkarit tabakast makro molekiil ge¢irmez katman olarak gorev yaparak, NP’lerin

hiicre i¢ine alinmasini zorlagtirabilir [23, 26].

Nanopartikiil — hiicre etkilesimleri biiylik oranda NP’lerin fizikokimyasal 6zelliklerinden
etkilenmektedir. Biiytlikliik, sekil, ylizeyin kimyasi, ylizey yiikii gibi 6zellikler NP nin
hiicre membranina baglanmasi ve hiicreye alinmasinda biiyiik etkiye sahip olmaktadir.
NP vyiizeyi, hiicresel alim i¢in itici kuvvetleri (elektrosatik, hidrofobik, hidrofilik)
saglamakta ve alim yolunu belirlemektedir. Pozitif yiiklii NP’ler, notr veya negatif yiikli
NP’lerden daha fazla hiicre membrani ile etkilesim halindedir. Bu durum, hiicre
membranlarinin negatif yiiklii olmasi ve olumlu elektrostatik etkilesimler nedeniyle
olugsmaktadir. Buna ek hiicre membranina negatif yiiklii NP’lerin baglanmasini saglayan

katyonik bolgeler de bulunmaktadir [26, 27].

Bunlara ek olarak, biyolojik bir ortamda NP’ler hizla yiizeylerine adsorbe olan proteinler
tarafindan kaplanmaktadir. NP’nin fizikokimyasal oOzelliklerini degistirerek yeni bir
arayliz olusturan bu duruma “protein korona” denilmektedir. Ayni zamanda, NP ve hiicre
membranlar1 arasindaki elektrostatik etkilesimlerin “protein korona” etkisi ile
gerceklestigi soylenmektedir. NP, protein makromolekiilleri ile sarmalanir ve hiicresel
membranlar ile spesifik olmayan etkilesimlere neden olabilir. Bu durum,
retikiiloendotelyal sistemin (RES) makrofajlar1 tarafindan NP temizlenmesini arttirir.
Fagositik hiicrelerden olusan bagisiklik sisteminin bir kolu olan RES, NP birikimini
Onleyebilir. Protein koronanin yapisi ve bilesimi, NP fizikokimyasal 6zelliklerine (boyut,
sekil, yapi, ylizeydeki fonksiyonel gruplar, yiizey yiikii), fizyolojik ortamin 6zelliklerine
(kan, interstisyel sivi, hiicre sitoplazmasi) ve maruz kalma siiresine baglhidir. Protein
korona, yiiksek afinite ile adsorbe olmus, siki baglanmis proteinlerden olusan “sert”
korona ve diisiik afinite ile adsorbe olmus, yiizeyden kolayca ayrilabilen “yumusak”
koronadan olugmaktadir (Sekil 2.6). NP ylizeyine adsorbe olan korona yiizeyi tamamen
maskelememekle birlikte, agregasyonu, hiicresel alimi, dolasim Omriinii, birikimi ve

toksisite gibi fizyolojik yanit1 degistirebilmektedir [22, 26, 27].
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sert korona

— yumusak korona

Sekil 2.6. Nanopartikiil yiizeyi lizerinde sert ve yumusak protein korona olusumu [22].

In vitro ve in vivo deneyler, kiiciik boyutlu NP’lerin, biiyiik boyutlu NP’lere oranla daha
fazla hiicreye alindigini gostermistir. NP iizerindeki ligand dagilimmin membran
penetrasyon oranint etkiledigi, hidrofilik NP’lerin membran ylizeyinde kaldigi,

hidrofobik NP’lerin ise lipit bolgesinde kaldig1 bulunmustur [23].

2.1.5. Nanopartikiillerin Hiicreden Atilmasi
Hiicresel alim mekanizmalar1 yogun olarak calisilmis olmakla birlikte, NP’lerin

hiicrelerden nasil uzaklastirildigi daha az bilinmektedir.

Lizozomal ekzositoz hiicre i¢i pargacik konsantrasyonu azaltma ve atilim mekanizmalari
arasinda en onemlisi olarak goriilmektedir. Kiiclik pargacik boyutu, hiicre i¢cinde yiiksek
hiicre disinda diisiik parcacik seviyeleri ekzositozu kolaylagtirmaktadir. Genel olarak

hiicre i¢i NP konsantrasyonlar1 ¢esitli mekanizmalar yoluyla azaltilmaktadir:

(1) Hiicre dliimii,

(1)  Hicre proliferasyonu,

(iii) NP difiizyonu,

(iv) NP bozunmasi / lizozomlarda ¢dzlinmesi,

(v) Ekzositoz,

(vi)  Partikiillerin endositoz ile hiicreye girerek, hiicre i¢cinde islenmeden dogrudan

disar1 birakilmasi (Transsitoz).

Nanopartikiiller nekroz veya apoptoz ile hiicre 6liimiinii indiiklediginde, hiicre igerigi
serbest halde veya apoptotik cisimler olarak hiicre dis1 bosluga salinmaktadir. Fagositler,
hiicre kalintilariyla birlikte NP’leri de alir, fakat hiicrelerden atilan NP’lerin kaderleri

bliylik oranda belirsizdir. NP’lerin hiicre i¢i konsantrasyonu hiicre boliinmesi ile de
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azaltilabilmektedir. =~ NP’ler  genellikle  hiicre  6limiine neden  olabilecek
konsantrasyonlarda hiicreye ulagamadiklarindan, bu mekanizmalarin NP’nin hiicresel

atilimi i¢in ana mekanizmalar olmadig1 s6ylenmektedir [22, 28].

Lizozomlar, NP’lerin hiicreden atiliminda ¢6ziinme, bozunma ya da ekzositoz ile 6nemli
bir goreve sahiptir. Lizozomlar, sadece biyobozunur polimerleri degil ayni zamanda
metal oksit NP’leri de parcalayabilir. Bozunma NP’nin polimerik kabugunu etkileyebilir
veya lizozomlar pargaciklarin 6ziinii ¢ozebilir. Altin, giimiis, demir oksit gibi NP’lerin
hiicre i¢i bozunmasi sitotoksisite i¢in ana neden olarak bilinmektedir. Endositoz i¢in
hiicresel vezikiiller, hiicresel diga atilim sistemleriyle baglantilidir. Proteinler memeli
hiicrelerinden sekresyon ya da lizozomal ekzositoz yolu ile atilmaktadir. Salgi
hiicrelerinde salgi iirlinlerinin sentezi endoplazmik retikulum (ER) ve golgi aygitinda
gerceklesmektedir. Lizozomal ekzositoz membran onarimi i¢in gereklidir, hem salgi
hiicrelerinde hem de diger hiicrelerde gerceklesebilir. Endozomlar, hiicre disindan alinan
makromolekiilleri i¢eren, ¢cok kesecikli vezikiillerdir. Alinan molekiillerin sindiriminin
gerceklestigi lizozomlar i¢in olgunlagsmaktadir. Eksozomlar, 50 — 100 nm boyutlu
vezikiillerdir ve endozomlarin salinimiyla olusmaktadir. Otofagozomlar, bozulan
sitozolik proteinlerin ve organellerin membran ile c¢evrilmesiyle sitoplazmada olusan

yapidir. Endozom, eksozom ve otofagozom vezikiillerinin hepsi NP igerebilir [22].

Yapilan caligmalar, NP’lerin lizozomal ekzositoz yolu ile atilabildigini gostermistir.
Lizozomal ¢oziinme ve bozunma yoklugunda lizozomlarda NP birikimi ve lizozomal
islev bozuklugu olumsuz etkilere neden olabilir. Hiicresel partikiil atiliminin tam olarak
bilinmesi, bu ¢aligmalar i¢in kullanilan yontemlerin kisitliklar1 nedeniyle karmasiktir.
NP'lerin  hiicrede tutulmast olumsuz etkilere neden olabileceginden, NP'lerin
ekzositozunu anlamak i¢in bu konuyla ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi gereklidir [22,
28].

2.1.6. Altin Nanopartikiillerin Organizmaya Giris Yollar1 ve Hiicre Icine

Alinmasi

Nanopartikiiller, dermal, okiiler, solunum ve oral yoldan viicuda girebilir. NP’lerin
deriden gecebilmeleri, NP’lerin sekil, boyut, yilizey kimyas1 ve derinin yapisina baglhdir.
Okiiler sistem, yabanci maddeleri izotonik bir soliisyon olan gdzyaslar ile yikayarak
uzaklastirmaktadir. NP’ler solunum sirasinda viicuda girebilir. Makrofajlarin ve goblet
hiicrelerinin savunma mekanizmalari, NP’lere karsi tam koruma saglayamayabilir.

NP’ler akcigerlere dogru ilerledik¢e uzaklagtirilmalart daha zor olabilmektedir.
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Nanomalzemeler gida ve su kaynaklar1 da dahil olmak tizere farkli kaynaklardan oral yol

ile de viicuda girebilir [23].

Altin nanopartikiillerin hiicre i¢ine alinmasinda, hiicre tipi, partikiil boyutu, sekli, yilizey
yiikii ve kaplama ¢esidi etkili olmaktadir. Hiicre i¢ine endositoz ya da ekzositoz yolu ile
alimi takiben, Au NP’leri kapsayan membrana bagli vezikiiller olgunlasir ve lizozomlarla
birlesir. Dolayistyla hiicre i¢indeki Au NP’ler hiicre membranina bagl vezikiillerinde
sikisir. Bu vezikiillerden kurtulmalar1 ancak partikiil yilizeyinin modifikasyonu ile
basarilabilmektedir. Vezikiillerde sikisan Au NP’ler, hiicrelerden “ortak hiicresel tasinim
mekanizmalar1” (hiicre i¢i filament ag1 boyunca miyozin, kinesin, dinein gibi molekiiler
motorlar) yoluyla taginmaktadir. Au NP’lerin hiicre i¢ine hiicre membranini tahrip
etmeden girebildigi, vezikiillerde sikistigt ancak hiicre c¢ekirdegine giremedigi
gbzlenmistir. Caligsmalar ortalama hizlarin, bu mekanizmalar tarafindan taginan partikiil
biiyiikliigiine bagli oldugunu, 6zetle biiyiik boyutun daha yavas hareket demek oldugunu
gostermistir [24, 25, 29].

Bir ¢alismada, kiire seklindeki nanopartikiillerin hiicre ig¢ine aliminin c¢ubuk sekilli
nanopartikiillerden fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica 50 nm boyutlu kiiresel Au NP’lerin,
calisilan diger nanopartikiillere gore en iyi hiicre i¢ine alima sahip oldugu goézlenmistir

[12].

Makrofaj hiicrelerinde Au NP’lerin hiicre i¢ine alim dinamiginin incelendigi bir
calismada, hiicreler tarafindan alinan Au NP’lerin uzun siire hiicre disina atilamadig
gorilmiistiir. Ayn1 zamanda Au NP’ler oldukca biyouyumlu bulunmus, yiiksek dozlarda

antioksidan 6zellikler gostermiglerdir [30].

Protein korona olusumunun incelendigi bir calismada, Au NP’lerde protein absorpsiyonu
5 — 30 dk inkiibasyondan sonra Sl¢iilmiis ve kan serumu proteinlerinin inorganik yiizeye
adsorpsiyonunun zamana bagli oldugu goriilmiistiir. Baska bir c¢alismada, farkh
boyutlarda Au NP’in (4 — 40 nm), elektrostatik olarak kararli hale getirildikten sonra
%10 fotal bovin serum (FBS) igeren hiicre kiiltlir ortaminda protein korona olusumu
arastirilmistir. Zeta potansiyel ol¢timleri, UV spektroskopisi, TEM analizleri kullanilarak
gerceklestirilen dlglimlerde ylizey yiikiinde azalma ve hidrodinamik capta artis Au NP
yiizeyinin protein kaplandigin1 gostermistir [22].

Farkli dozlarda Au NP’lerin sigan miyoblastoma (C2C12) hiicrelerine 24 saat siireyle
uygulandig1 bir caligmada, kii¢lik cap ve genis ylizey alanina sahip Au NP’lerin kolaylikla
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hiicrelere girebildigi gozlenmistir. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenilltetrazolyum
bromiir (MTT) deneyi hiicre sitotoksisitesini belirlemek i¢in kullanilmigtir ve sonucunda
Au NP’lerin kanser hiicrelerinin biiyiimesinde yavaslatici etkiye sahip oldugu belirlenmis
ve artan Au NP konsantrasyonuyla hiicre canliliginda azalmaya yol a¢tig1 goriilmiistiir.
Bu c¢alismanin sonucunda yeni nesil nanoyapilarin antikanser ajan olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir [31].

2.2. Oksidatif Stres

2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis
elektron bulunduran molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Eslenmemis elektron serbest
radikale oldukca fazla reaktiflik vermektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) molekiiler
oksijenin (dioksijen) indirgenmesiyle olusan, eslenmemis elektron iceren kisa omiirlii

molekillerdir [32, 33].

Aerobik kosullarda yasayan organizmalarda tiiketilen oksijenin %90°dan fazlasi, elektron
tasima zincirinde (ETC), ROS salimi olmadan dogrudan suya indirgenmektedir.
Okaryotlarda ETC sistemi mitokondriyal membranda bulunurken, prokaryotlarda ETC
sistemi plazma membraninda bulunmaktadir. ETC, oksidatif fosforilasyon ile birlikte
calisarak Adenozintrifosfat (ATP) formunda enerji iiretmektedir. Tiiketilen oksijenin
%10’dan daha az miktar1 tek-elektronlu ardisik yollarla indirgenmektedir. Sekil 2.7 de
goriildiigi iizere, molekiiler oksijenin siiperoksit radikaline (O>7) ¢evrilmesinin ardindan
hidrojen peroksit (H202) olusumu icin iki proton alinmakta, bir elektron
indirgenmektedir. H>O> serbest radikal degildir; ancak molekiiler oksijenden kimyasal

olarak daha aktiftir. Bir elektron daha alan H>O» molekiilii, hidroksil radikali (OH") ve

hidroksil anyonuna (HO") ayrilmaktadir. Son olarak OH- bir elektron ve proton ile

etkilesime girerek su molekiiliinii olusturmaktadir (Sekil 2.7) [33, 34].
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Sekil 2.7. Molekiiler Oksijenin Indirgenmesi [35].

0,7, H2O2 ve OH' reaktif oksijen tiirleri olarak belirtilmektedir. Ancak sadece O>” ve OH*
serbest radikaldir, serbest H,O» radikal degildir [35].

Adenozintrifosfat, hiicrelerin mitokondrilerinde proton ve elektron reaksiyonlar1 sonucu
oksijenin indirgenmesiyle sentezlenmektedir. Bu islem sirasinda oksijenin kiiclik bir
yizdesi tamamen indirgenmemekte, O;" radikalleri olusmaktadir. ROS ¢ogu
mitokondride olusan hiicresel oksidatif metabolizmanin yan {irlinleridir. Asirt ROS
iiretimi oksidatif stresi baslatabilir, bu da hiicrelerin normal fizyolojik fonksiyonlarini
yerine getirmekte bagarisiz olmalarina neden olur. ROS firetimi genellikle diizensizdir ve
hiicre ici hedefleri rasgele olabilmektedir. Hiicre i¢i lipitlerin, proteinlerin ve DNA’nin
ROS’a bagl oksidasyonu biyomolekiillerin hasar gormesine yol agcmakta ve kanser,
norodejeneratif hastaliklar, ateroskleroz gibi ¢esitli patolojileri ortaya g¢ikarmaktadir.
llaglar, pestisidler, kirli havada bulunan bazi metaller ve metal oksitler gibi gesitli
kimyasal maddeler; gama veya UV radyasyonu, yiiksek oksijen kismi basinci (pO2) ve
sicaklik gibi fiziksel faktorlerin yani sira fizyolojik stresler (yaralanma, yaglanma) ROS
iiretiminde artisa neden olmaktadir. ROS, elektron tasima reaksiyonlari sirasinda
notrofiller, eozinofiller ve makrofajlar tarafindan da endojen olarak olusturulmaktadir.
Sekil 2.8°’de gosterildigi gibi, pek cok farkli etmene bagli olarak olusabilen ROS,
proteinlere, lipitlere, niikleik asitlere oksidatif hasar vermekte ve organlarin, hiicrelerin

islevlerini bozarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir [35, 36].
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Sekil 2.8. Cesitli etmenlerin neden oldugu ROS {iretiminin hiicre metabolizmasina
etkisi [36].
Hiicrelerin ROS iiretimlerinin dengelenmesinden ii¢ tip siiperoksit dismutaz (SODI,
SOD2, SOD3), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimler
sorumludur. E vitamini, karotenoidler ve C vitamini (askorbat) gibi kiigiik antioksidan
molekiiller, oksidan-antioksidan dengesinin korunmasi icin antioksidan enzimleri
desteklemektedir. O2”, SOD ile H,O, gibi diger reaktif tiirlere doniistiiriilebilmekte,
stiperoksit radikalleri olusturmak iizere yeniden kullanilabilmekte veya katalaz ve/veya
glutatyon (GSH) ile suya doniistiiriilebilmektedir. Gegis metallerinin varliginda (Fe™
gibi) H>0», oldukca reaktif olan ve lipitlere, proteinlere ve DNA’ya zarar verebilecek OH"

doniistiiriilmektedir [36].

ROS’un asir1 olmayan artisi hiicre ¢ogalmasi ve hiicre yasamini olumlu yodnde
etkilemektedir. Ancak, ROS artis1 belirli bir seviyeye ulastiginda, hiicrenin antioksidan
kapasitesini asmakta ve hiicre Oliimiinii tetiklemektedir. Normal hiicreler, bir miktar
ekzojen ROS’u tolere edebilirken, anormal metabolik aktiviteye bagli olarak kanser
hiicreleri, ROS seviyesini toksik esigin altinda tutmak i¢in redoks dinamiklerini
degistirmektedir. Kanser hiicreleri, ekzojen ROS’a kars1 daha hassastir, bu nedenle

hayatta kalmalar1 antioksidan aktiviteye daha ¢ok baghdir [32, 36].

2.2.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicresel Kaynaklar:
2.2.2.1.Mitokondri

Mitokondri, endojen ROS havuzuna en fazla katkida bulunan organeldir. Mitokondri
tarafindan tiiketilen O>’nin yaklagik %1’inin O>” tiretmek i¢in kullanildigi tahmin

edilmektedir. Mitokondri, amino asitler, glikoz ve lipitlerin oksidasyonu yoluyla ATP
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iiretmektedir. Mitokondrinin O;” iiretebilen on boliimii oldugu bilinmektedir. Yapilan
caligmalarda, ETC’nin I ve III numarali komplekslerinde iiretilen ROS’un hiicre
sinyallerinde goérevi oldugu bulunmustur. Kompleks II’iin hem zarlar arasi, hem de
mitokondriyal matrise O>” ve H20O, saldigi gosterilmis, bu ROS’larin hiicre farklilagsmasi,
uyarlanabilir bagisiklik sistemi gibi biyolojik siiregler i¢in gerekli oldugu belirtilmistir.
Kompleks I ve III tarafindan iiretilen O;”; zarlar aras1 bosluga (%80) ve mitokondriyal
matrise (%20) salinmaktadir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda, elektronlar ETC boyunca
akmakta ve boylece IV kompleksinde O>’nin suya indirgenmesi gerceklesmektedir.
Mitokondride {retilen O>"‘nin ¢ogu, mitokondriyal matriste bulunan manganez

stiperoksit dismutaz (Mn SOD) ile H>O’e dismutasyona ugratilmaktadir. H>O> oldukca
diffiziftir ve mitokondriyal membrani gegebilmektedir. Mitokondriyal ROS hiicre sinyal
Ozelliklerinin yani sira, zararli rollere de sahiptir. Mitokondriyal ROS’un serbest olmasi,

cesitli kanser vakalarinin baglangicina ve ilerlemesine neden olabilmektedir [35, 37, 38].

2.2.2.2. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik Retikulum (ER)’da ROS {iretimi sitokrom P45¢ familyas1 enzimlerinin yer
aldig1 hidroksilasyon sisteminin ¢aligmasi ile ilgilidir. Substratlarin oksidasyonu
sirasinda, elektronlarin bir kismi ETC’den kagmakta ve mitokondriye benzer sekilde Oz’e
katilarak O>"‘ne doniismektedir. Hidroksilasyon reaksiyonlari sirasinda olusan iirtinler de

oksidasyon dongiilerine girebildikleri i¢in ROS {ireticisi haline gelebilmektedir [35].

2.2.2.3. NADPH Oksidaz
NADPH oksidazlar (NOX), yan iiriin olarak degil, birincil islev olarak ROS iireten enzim
ailesi olarak distiniilmektedir. NOX ailesi yap1 ve enzim fonksiyonu acgisindan

benzerliklere sahip 7 farkli NOX izoformu, NOX 1-5 ve ¢ift oksidaz (DUOX) 1-2’den
olusmaktadir. NOX’lar, hizla H>O>’e doniistiiriilen O>"“u tliretebilmek icin elektronlari

biyolojik membrana aktarmaktadir [34].

2.2.3. Reaktif Azot Tiirleri

Reaktif azot tiirleri (RNS) yapisinda oksijen ve azot bulunduran ve nitrik oksit kaynakli
serbest radikaller veya peroksitlerdir. Bunlar da yiiksek reaktiviteye sahiptir ve oksidatif
reaksiyonlarda yer alabilir. RNS’nin asir1 dretimi, nitrozatif stres olarak
adlandirilmaktadir. Nitrozatif stres bir sistemdeki RNS iiretimi, sistemin notralize etme
yetenegini astigi zaman meydana gelmektedir. Nitrozatif stres, proteinlerin yapisini

degistirebilen ve normal islevlerini engelleyebilen nitrozilasyon reaksiyonlarina neden

20



olmaktadir. Inflamatuvar siiregler sirasinda tetiklenen oksidatif patlama ile bagisiklik

sisteminin hiicreleri hem siliperoksit anyonu hem de nitrik oksit tiretmektedir. Bu
kosullarda nitrik oksit (NO®) ve siliperoksit anyonu (O27), DNA hasar1 ve lipit

oksidasyonuna neden olabilecek giiclii bir oksitleyici olan peroksinitrit anyonu (ONOQO")

olusturmak tiizere reaksiyona girebilmektedir [32, 33].

(NO’) + (02") > ONOO"

2.2.4. Oksidatif stres

Oksijen canli biitiin organizmalarin yasamasi i¢in gereklidir. Ancak, oksijenin de dahil

oldugu katalitik reaksiyonlar serbest radikallerin olusumuyla sonuglanabilmektedir. O>”

ve OH' radikallerinin olusumu biyokimyasal siireclerde meydana gelmektedir ve
hiicresel mekanizmalar tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Ancak bazi toksik
maddeler bu denge hailini bozarak serbest radikallerin olusumunda artisa ya da hiicresel
antioksidan savunma mekanizmalarinin engellenmesine neden olmaktadir. Oksidatif

stresin stirekliligi geri dontilemez hiicre 6liimiine sebep olmaktadir [39, 40].

Oksidatif stres, ROS olusumu ile ndtralizasyonu arasindaki bir dengenin oksidanlar
lehine bozulmast olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres, hiicresel hasara ve lipitler,
proteinler, biyolojik makromolekiillere asir1 hasar vererek dengesiz bir hiicresel ¢evre
yaratan zincir reaksiyonu yan {irlinlerinin olusumuna neden olmaktadir. Oksidatif stres,
aynt zamanda doku hasari, ilerleyen yasa baghh fonksiyon bozukluklar: ile
iligkilendirilmekte, diyabet, kronik yorgunluk sendromu, metabolik sendrom,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde yer almaktadir

[41].

Serbest radikaller veya oksidanlar, cesitli hiicresel bilesenler, proteinler, DNA, RNA,
lipitler, yag asitleri ve glikasyon son iiriinlerini iceren biyolojik makromolekiiller ile
reaksiyona giren veya bu molekiilleri oksitleyen, en distaki elektron yoriingesinde
eslenmemis bir elektrona sahip, oldukca reaktif, kararsiz molekiillerdir. Hiicresel
bilesenler ve serbest radikaller arasindaki reaksiyonlar, DNA’da tek ve ¢ift sarmalli
kopmalar, DNA parcalanmasi, lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, mitokondriyal
bozukluk, hiicre membran hasari, laktat dehidrogenaz (LDH) s1zintis1 ve programlanmis
hiicre 6liimii (apoptoz) ile programlanmamis hiicre dliimiine (nekroz) neden olmaktadir

[33, 42].
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Serbest radikal olusumunun artmasi viicudun bagisiklik sisteminde inflamasyona,
apoptoza, nekroza ve gen hasarina yol agmaktadir. Ortaya c¢ikan oksidatif stresin
bliyiikligl hiicresel indirgeme mekanizmalarinda ortaya ¢ikan degisimlerin boyutuna
bagli olmaktadir. Eger hiicre ortaya ¢ikan degisimlerin diizelmesini saglayabilir ve
normal haline geri dondiiriilebilirse hiicrede hasar goriilmez ya da kiigiik bir hasar ortaya
cikar. Ancak hiicre onarimi saglanamaz ise, hiicre o6limi gerceklesebilir. Hasar orta

diizeyde ise, hiicre apoptoza gitmekte; hasar biiyiikse nekroz ger¢eklesmektedir [33, 41].

2.2.5. Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Hiicresel Fonksiyonlar Uzerindeki Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri cesitli hiicresel organelleri ve enzim sistemini etkileyebilir.
Antioksidan enzim sistemlerinin; diger c¢esitli sitozolik enzimler ve kofaktdrlerinin
inhibisyonuna ve antioksidanlarin deplesyonuna neden olabilir. Hiicre membranindaki
kanallarin inhibisyonuna ve hiicresel iyonik dengenin ve hiicresel kalsiyum dengesinin
bozulmasia, mitokondriyel fonksiyon bozukluguna ve enerji deplesyonuna yol
acabilirler. Ayrica lipit peroksidasyonu ve nitrasyonun artmasina, buna bagli yag
asitlerinin oksidasyonu ve nitrasyonuna, membran destabilizasyonuna ve proteinlerde
tiyol modifikasyonlarina yol agarlar. En 6nemlisi de DNA hasarina neden olarak sonugta
genotoksik hasara ve hiicre 6liimiine yol agabilirler. Cok sayida veri kanserin ilerlemesine
neden olan bilesiklerin etkilerini ROS iireten kaynaklar1 aktive ederek ya da dogrudan

ROS olusumuna neden olarak gosterdiklerini dogrulamaktadir [43].

ROS’nin kanser disinda da bir¢ok hastalikta etkili olduklar1 bilinmektedir. Bunlarin
basinda norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastalig)
gelmektedir. Astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve aterosklerozda da ROS iiretimi

ve uzaklastirilmasi arasindaki dengesizligin etkili oldugu gosterilmistir [44].

2.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Serbest radikallere ¢esitli kaynaklardan maruz kalma, organizmanin bir dizi savunma
mekanizmasi gelistirmesine yol agmistir. Antioksidan savunma sistemi, organizmanin
kullandig1 enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlere sahip en Onemli savunma
sistemlerinden biridir. Enzimatik antioksidan savunma sistemi; siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) enzimlerini igermektedir.
Enzimatik olmayan antioksidanlar ise; askorbik asit (Vitamin C), tokoferol (Vitamin E),

glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve diger antioksidan molekiillerdir [45, 46].

Caligmalar, antioksidanlarin ROS’un etkilerini azalttigini, kanser ve diger dejeneratif

hastaliklarin goriilme sikligin1 diisiirdiigiinii géstermistir. Buna ragmen, siirekli serbest
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radikal aktivitesi ile savunma sisteminin ROS’a kars1 kapasitesi yetersiz kalabilir ve

bunun sonucunda hastalik olusumu goézlenebilir [46].

2.3.1. Antioksidan Enzimler
Siiperoksit dismutaz, O>" radikalinin hidrojen peroksit ve oksijene dismutasyonunu

katalizleyen metal igerikli proteinlerdir. Sitozolik Cu-Zn SOD (SOD1), mitokondriyal
Mn SOD (SOD?2) ve hiicre disi SOD (SOD3) olmak iizere ii¢ izoform tanimlanmastir.
Yapilan ¢alismalarda sitozolik ve mitokondriyal SOD’lar timdr baskilayici genler olarak
tanimlanmistir. Mn SOD asir1 ekspresyonu insan meme kanseri hiicrelerinin, glioma
hiicrelerinin ve melanom hiicrelerinin malignansini baskilamig, bunun aksine Mn SOD
tiikenmesi, in vitro hiicre proliferasyonunun artmasina ve in vivo agresif seyirli timor
biliylimesine neden olmustur. Ayn1 sekilde farkli kanser tiplerinde Cu-Zn SOD asir1

ekspresyonu tiimor bilylimesini yavaslatmistir [45, 47].

Katalaz, H>O>’nin suya indirgenmesinde gorevli enzim olarak bilinmektedir. Hiicrelerin,
dokularin, organlarin ¢ogunda ve karaciger ile eritrositlerde yiiksek konsantrasyonlarda

bulunmaktadir [46].

Glutatyon peroksidaz, H2O2 ve organik peroksitlerin inaktivasyonundan sorumludur.
Memelilerde 5 izozimi bulunmaktadir. Selenyum igerikli bir enzim olan GPx hem
H>02’nin hem de organik hidroperoksitlerin suya ya da karsilik gelen alkollere
indirgenmesini kataliz etmektedir. Indirgenmis glutatyon, serbest tiyol gruplar disiilfid

baglarina oksitlendiginden etkili elektron vericisi olarak islev gérmektedir [46, 47, 48].

H,0, +2GSH - GS -SG + 2H,0

Stiperoksit radikallerine kars1 birincil antioksidan enzimler SOD, CAT ve GPx birlikte

hareket etmektedir. Bu enzimlerden birinin aktivitesinde diger enzimlerin
karsilayamayacagi1 degisiklik oldugunda, lipit peroksidasyonu olusabilir. O>” ve OH"
radikalleri nedeniyle olusan lipit peroksidasyonu 6nlemek igin, O>" 6ncelikle SOD ile

H>0O- haline déniistiiriilmekte, daha sonra CAT ile su ve oksijene ayristirilmaktadir. GPx,
indirgenmis glutatyonun (GSH) oksidasyonu ile glutatyon disiilfidin (GSSG)
oksitlenmesi peroksit ve hidroksil radikallerinin olusumunu 6nlemektedir. GSSG daha

sonra glutatyon rediiktaz (GR) ile GSH’a dontistiiriilmektedir [49].
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2.3.2. Glutatyon

Glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin), L-glutamat, L-sistein ve glisinden iki ardisik
mekanizma ile (a-glutamil sistein sentezi ve GSH sentezi) elde edilmektedir (Sekil 2.9).
Insanlarda GSH, olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda (1-10 mM) bulunmaktadir,

dogrudan veya dolayli olarak ROS’larin temizlenmesine yardimci olmaktadir [33, 50].

SH
Ox NH, TH. P
\/C-CH-CHZ-CHz-g-NH-CH-g-NH-CHZ-C\
HO 0 0 OH
¥-karboksil bagi
Y- glutamil sisteinil glisin

Sekil 2.9. Glutatyonun kimyasal yapist [51].
Glutatyonun biyolojik fonksiyonlarla reaksiyonlart sonucu disiilfit, tiyoeter ve
tiyoesterler olusmaktadir. GSH’1n redoks reaksiyonlar1 katalizor olarak GPx ve GSSG
rediiktazlar1 igermektedir ve tiyoeter olusumunda rol oynayan enzim siifi GSH
transferazlardir. GSH’1in OH- gibi radikallerle reaksiyonu sonucu bir tiyol radikali

olusmaktadir:

GSH + OH — H,0 + GS'

Glutatyon distilfit radikalini olusturan tiyol radikali ile GSH’n reaksiyonu sonrasinda,

GSSG radikali molekiiler oksijen ile tepkimeye girerek O; olusturmaktadir:

GS'+ GSH - GSSG~ + H*

GSSG~ + 0, > GSSG + 05

Stiperoksit dismutazlarin bulundugu hiicre bodliimlerinde (mitokondri, sitozol) ise

asagidaki reaksiyon gerceklesmektedir:

SoD
205 + 2H* — H,0, + 0,

Tiim reaksiyonlarin amaci, reaktif radikal tiirlerini indirgemek ve hiicre tarafindan

kolaylikla metabolize edilebilen iiriinler olusturmaktir.
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Hiicrede GSH homeostaz1 yalnizca sentez ile degil, ayn1 zamanda kullanim, hiicresel
taginim ve geri doniisiim ile saglanmaktadir. Bu redoks dongiisii “GSH dongiisii” olarak
bilinmektedir. Aerobik solunum, GPx tarafindan metabolize edilen 2GSH molekiiliiniin
oksitlenmis hale (GSSG) doniismesi sonucu H»O; artisina neden olabilir. GSH, protein
artiklari ile reaksiyona girebilir, disiilfitler olusturabilir. Bu durum, glutatyon S-transferaz
(GST) ile geri doniistiiriilebilmektedir ve diizensiz bir siire¢ olarak bilinmektedir. GST
aktivitesi GSH varligina baghdir. GST’lerin baslica gorevi, reaktif elektrofilik
bilesiklerin (g¢evresel toksinler ve oksidatif stres idrlnleri) GSH varliginda
detoksifikasyonudur. Belirli tasiyicilar ile birlikte, GSH konjugatlart hiicreden
uzaklastirilmakta, boylelikle hiicresel protein ve niikleik asitlerin reaktif bilesiklerden
etkilenmesi Onlenmektedir. GR, GSSG’yi GSH’a indirgemek i¢gin NADPH ve flavin
adenin niikleotidi (FAD) kullanmaktadir. Ayn1 zamanda GSH, NADPH ve GR’nin
varliginda disiilfit indirgenmesini katalizleyen c¢oklu glutaredoksinler (Grx) igin bir

kofaktor ve substrattir [33, 52].

N-asetilsistein (NAC), GSH’1n hiicre i¢i seviyelerini yenileyen sistein onciisiidiir. NAC,
sistein diizeylerini, GSH konsantrasyonlarin1 ve GST aktivitesini arttirarak ¢evresel ve
kimyasal ajanlara maruziyet sonucu olusan toksisitenin Onlenmesinde veya

azaltilmasinda yararl olmaktadir [50, 53].
Glutatyonun oksidatif strese kars1 koruyucu rolleri asagidaki gibi siralanabilir:

(1) GSH, oksidatif strese karst ¢esitli detoksifiye edici enzimlerin bir
kofaktoriidiir [6rn; GPx].

(1)  GSH, plazma membranindan amino asit tasinmasinda gorev almaktadir.

(1)  GSH, hidroksil radikalini ve singlet oksijeni temizler, hidrojen peroksit ve lipit
peroksitleri GPx’in katalitik etkisi ile detoksifiye edebilmektedir.

(iv)  GSH en 6nemli antioksidanlari, C ve E vitaminlerini aktif formlara geri
dondiirebilmektedir; vitamin E’nin tokoferol radikalini dogrudan veya dolayl

olarak semidhidro-askorbati askorbata indirgeyebilmektedir [45].

Cekirdekteki glutatyon, DNA’nin onarimi ve ekspresyonu i¢in protein siilfitlerin redoks
durumunu korumaktadir. Okside GSH, hiicrelerde birikebilir ve GSH/GSSG orani

oksidatif stresin 6nemli bir Ol¢iisiidiir [55].

Normal kosullar altinda, prooksidan olusumu ile antioksidan sistemler arasinda denge

vardir ve bu dengenin organizmanin yasamsal fonksiyonlarmi gerceklestirmesi igin
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korunmas1 gerekmektedir. Cesitli patolojik siiregler serbest radikal olusumunu arttirarak

bu dengeyi bozabilir [33, 45, 52, 54, 55].

24. Lipit Peroksidasyonu

Tiim biyolojik sistemler yasam i¢in uygun kosullar1 saglamak amaciyla oksitlenme ve
indirgenme reaksiyonlarint dengeleyerek redoks esitligini saglamaktadir. Redoks
homeostazindaki bozulmalar, asir1 liretim ya da hiicresel indirgenme yeteneginin
kaybedilmesi sonucu oksitleyici molekiillerin birikmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Her iki
durumda da biriken oksitleyici maddeler DNA, proteinler ve lipitleri oksitleyebilmekte,
boylece yapilarini, aktivitelerini ve fiziksel 6zelliklerini degistirebilmektedir. Oksidatif
hasarin olas1 siddeti gbz Oniine alindiginda, redoks dengesinin bozulmasi, biyolojik

homeostazin bozulmasina, sonucunda hastalik veya 6liime yol agmaktadir [33, 56].

Lipit peroksidasyonu (LP), kisaca membran lipitlerinin oksidatif hasarla bozulmasi olay1
olarak tanimlanabilir. LP’nin biyolojik membranlardaki sonuglari membran
biitiinltiglinlin bozulmasi, membran akiskanliginin degigsmesi, membranlarin bir¢ok iyona
gecirgenliginin  artmast ve membranin parcalanarak hiicre icinde yer alan

molekiillerin/enzimlerin disartya salinmasi olarak siralanabilir [57].

Glutatyon peroksidaz enzimleri, 6zellikle GPx4, lipit peroksitleri alkollere indirgemek
icin yardimc1 substrat olarak GSH kullanmaktadir. Bu enzimin inaktivasyonu LP

birikimine ve genellikle hiicre 6liimiine neden olmaktadir [56, 57].

Sekil 2.10. Malondialdehit (MDA) kimyasal yapis1 [S6].

OWCSH“

OH

Sekil 2.11. 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) kimyasal yapis1 [56].
Peroksil radikalleri, siklizasyon reaksiyonlar1 araciligiyla endoperoksitlere (MDA

onciileri) doniisebilir, peroksidasyon siirecinin son {iriinii malondialdehit (MDA)
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olusabilir (Sekil 2.10). MDA proteinler veya DNA {iizerindeki aminler ile reaksiyona
girerek capraz baglar olusturabilir. LP sonucu olusan MDA basta olmak {izere bir¢cok
aldehit yapisindaki molekiil de toksik etkilere sahiptir. LP’nin en 6nemli bir diger aldehit
trtinli  4-hidroksi-2-nonenal (HNE)’dir (Sekil 2.11). MDA bakteri ve memeli
hiicrelerinde mutajen, siganlarda kanserojendir. HNE, zay1f bir mutajendir ancak LP’nin
en oOnemli toksik {irtiniidiir. Bu molekiiller LP’nin belirlenmesi amaciyla

ol¢iilebilmektedir [33, 56, 57].

Yapilan bir¢ok calisma lipit peroksidasyonunun; inflamasyon, kanser, noérodejeneratif
hastalik, bobrek dejenerasyonununda énemli rol oynadigini gostermektedir. Ayrica LP,
proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisini, fonksiyonunu degistirmekten ve bu

molekiillerin sitotoksisitesinden sorumludur [33, 56, 57].

2.5. Oksidatif DNA hasan

Yiiksek konsantrasyonlarda reaktif oksijen tiirleri, hiicre yapilari, niikleik asitler ve
proteinlerin hasar gérmesinde dnemli araglar olarak bilinmektedir. DNA hasarinin biiyiik
bir kismi, tek ve ¢ift sarmalli DNA zincir kirilmalarini, DNA — protein ¢apraz baglarinin

olusumunu iceren ve 6zellikle kanser olusumunu tetikleyen ROS nedeniyle olugsmaktadir.
02" ve H,0> DNA hasariyla dogrudan ilgili olmasalar da, OH" radikali birikiminden
sorumludurlar. OH" radikalinin DNA molekiiliiniin tiim bilesenleri ile reaksiyona girdigi

bilinmektedir. OH" radikali hem piirin hem de pirimidin bazlarina ve ayrica deoksiriboz

omurgasina zarar vermektedir. Serbest radikaller DNA bazlarinin ¢ift baglarina ek olarak
hem 2’-deoksiriboz hem de timinden hidrojen ¢ikarilmasi gibi mekanizmalar ile DNA

hasarina neden olabilir [33].
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Sekil 2.12. OH" Radikalinin guanin ile reaksiyonu sonucu 7,8-dihidro-8-oksoguanin
olusmaktadir [58].

Oksidatif DNA hasar1 ¢cok sayida baz lezyonuna neden olabilir; drnegin guanin diisiik
redoks potansiyeli nedeniyle oksitlenebilir. En ¢ok karsilasilan DNA lezyonunun, 7,8-
dihidro-8-oksoguanin (8-oksoguanin, 8-oksodG) oldugu bildirilmektedir (Sekil 2.12). 8-
oksodG hiicrelerin UVA ve metilen mavisine maruziyeti sonucu singlet oksijen
tarafindan Uretilmektedir. 8-oksodG lezyonu guanin — timin degisimine neden olabilir.
Adeninin replikasyon sirasinda 8-oksodG ile eslesme orani yiiksektir. Ayrica sitozin ile
eslestirilmis 8-oksodG anormal eslesme olarak kabul edilmektedir. Memelilerde 8-
oksodG’yi genomdan uzaklastirmak i¢in birincil enzim 8-oksodG DNA glikozilaz
(OGG1) oldugu bildirilmistir. OGG1 oksitlenmis bazlarin N-glikozilik baglarini
parcalayarak 8-oksodG’yi genomdan uzaklagtirmaktadir [58, 59, 60].

8-oksoguanin en sik karsilasilan lezyon olsa da, OH" radikali adenin, timin ve sitozin ile
de etkilesime girebilir. Oksidatif DNA hasarindan kaynaklanan baslica lezyonlar; 5-
hidroksi-6-hidrotimin, timin glikol, sitozin glikol, 5-hidroksisitozin, urasil glikol, 5-

hidroksiurasil, 8-hidroksiadenin, 2-hidroksiadenin olarak bilinmektedir [58, 59].

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan hasar géren DNA, genetik kararlilik i¢in dogrudan risk
olusturmaktadir. DNA oksidatif hasara egilimli oldugu i¢in, tehlikeli lezyonlardan
hiicreleri korumak tizere onarim sistemleri gelistirilmistir. Oksidatif DNA hasari; baz
eksizyon onarimi (BER), niikleotid eksizyon onarimi (NER) ve niikleotid insizyon
onarimint (NIR) iceren bir dizi DNA onarim mekanizmasi ile giderilebilir. Oksidatif
DNA hasari yeterince hizli bir sekilde durdurulmazsa, hastaliklarin, 6zellikle kanserin

gelisimine katkida bulunan, kendi kendini devam ettirebilen mutasyonlar haline gelebilir
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ve oksidatif hasar kaynakli genetik materyalin kalici olarak degisimi mutajenez ve

karsinogenez baslangicina neden olabilir [33, 58, 59, 60].

2.6. Protein Oksidasyonu

Reaktif oksijen tiirlerinin proteinler ile reaksiyonu oksidatif hasara yol agmaktadir.
Protein oksidasyonu, polipeptit zincirinin kirilmasi, aminoasit yan zincirlerinin
modifikasyonu ve proteinlerin farkli tiirevlere doniismesine neden olur. Oksidatif protein
modifikasyonlarinin ¢gogu onarilamamaktadir. Hiicreler oksitlenmis proteinlerin birikimi

ve birikimin sonug¢larindan korunmak i¢in bazi sistemlere sahiptir [61].

Radikal kaynakl reaksiyonlar genellikle protein omurga hasarina neden olmaktadir. Bu
reaksiyonlar sonucunda hidrojen atomunun o-karbondan ayrilmasi ile karbon (C)
merkezli radikal olugsmaktadir. C-merkezli radikal O: ile reaksiyona girebilir, peroksil
radikali olusumuna ve peroksil radikalleri de hidroperoksit liretimine neden olabilir. Her

iki durum protein omurgasinin par¢alanmasi ile sonuclanmaktadir [61, 62].

Aminoasit yan zincirlerinin oksidasyonu protein omurga oksidasyonundan daha karmasik
bir mekanizma olup, alkoksil radikalleri, hidroperoksitler, alkoller, karboniller gibi birkag
oksidasyon iiriiniiniin olusumuna neden olmaktadir. Protein karbonilleri prolin, arginin,
lisin, treonin ve diger aminoasit artiklarinin oksidasyonu ve protein omurgasinin
oksidasyonu sonucu iiretilmektedir. Protein karbonilleri aminoasitler (sistein, histidin ve
lizin) ile reaktif karbonil bilesikleri (ketonlar ve aldehitler) arasindaki reaksiyonlar
sonucu olusabilir, LP veya glikasyon/glikoksidasyon reaksiyonlarina neden olabilirler

[62, 63].

Aromatik amino asit artiklariin oksidasyonuna drnek olarak tirozin verilebilir. Tirozinin
oksidatif hasar1 sonucunda tirozil radikalleri olusmaktadir. Tirozin oksidasyonunun diger
onemli Uriinleri 3-klorotirozin, 3,4-dihidroksifenilalanin ve 3-nitrotirozin (3-NT) dir.
Oksidatif protein modifikasyonlarindan en yaygin olarak Olciilenler, protein
oksidasyonunun hiicresel durumunu degerlendirmek i¢in kullanilan protein karbonilleri

ve 3-NT"dir [61, 63].

2.7. Nanomalzeme Kaynaklh Toksisite
Nanoteknolojinin hizli gelisimi ve biyomedikal alandaki genis kullanimi ile
nanomalzemelerin toksik etkileri dikkat cekmeye baslamistir. Nanomalzemeler ve

biyolojik sistemler arasindaki etkilesimleri arastiran, fizikokimyasal parametreler
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(0rnegin, nanoparcaciklarin boyutu, sekli, ylizey modifikasyonu) ile toksik etkilerin

ortaya cikist arasindaki iligkiyi tanimlayan “nanotoksikoloji” alan1 ortaya ¢ikmistir [7].

Nanomalzemelerin neden oldugu ROS seviyesi, malzemenin kimyasal dogasina baglhdir.
Kiiciik boyut ve yiiksek yiizey — hacim orani nanomalzemelerin neden oldugu toksisiteyi
belirleyen fiziksel ve kimyasal 6zelliklerdendir. Uretilen nanomalzemeler biiyiik yapidaki
benzerleriyle karsilastirildiklarinda, kiiciik boyutlara, spesifik ylizey alanina, reaktif
ylizeye sahiptir ve yiikksek ROS seviyesi, sitotoksisite ve genotoksisiteye neden
olmaktadir. Yapilan caligmalarda ¢esitli nanomalzemelerin eritrositler ve fibroblastlar
gibi biyolojik sistemlerde ROS aracili toksisiteye neden oldugu goriilmiistiir. Sekil
2.13’te goriildiigii gibi nanomalzeme kaynakli ROS; oksidatif strese, mitokondriyal
hasara, LP’ye, protein modifikasyonuna, DNA hasarina, sitotoksisiteye, genotoksisiteye

ve kansere neden olabilmektedir [64].

—
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Peroksidasyonu Membran Hasan
5 mtdna Hasarl,
g — Mitokondri  |— Oksidatif
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& |_[ros, Oksidatif | | Bozukluk - O
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Sekil 2.13. Nanomalzeme kaynakli toksisite [64].

Nanoteknolojinin pek ¢ok uygulamasi, tibbi veya biyolojik uygulamalar igin
tasarlanmamis olmasina ragmen, nanomalzemelerin iiretimi ve kullanimu ile ilgili riskler,

atiklarinin yol agtig1 cevresel sorunlar da arastirilmalidir [7].

Nanopartikiiller, virlis ya da bakteri boyutuna kiyasla hiicresel membrana niifuz
edebilecek kadar kiicliktiir ve hiicre iginde birikebilir. Hiicresel sistemlerde
nanomalzemelerin toksisitesini degerlendirmek i¢in sayisiz 6l¢iim bulunmaktadir. Hiicre
membran biitiinliigiine dayanan, hiicre canliligin1 degerlendiren testler; tripan mavisi ve

LDH gibi sitozolik testleri icermektedir. LDH, hiicre membran biitiinliigiiniin isareti
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olarak, hasar gormiis hiicrelerden kiiltiir ortamina salinir. Hiicresel toksisiteyi belirlemek
icin basit, giivenilir ve hizl1 bir yontemdir. Fonksiyonel testlerden tetrazolyum tabanli 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil )-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum

(MTS) ve 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) siklikla
kullanilmaktadir. Tetrazolyum tuzlari, metabolik olarak aktif hiicreleri segici olarak tespit
edebilmektedir ¢iinkli sadece bu hiicreler bir tetrazolyum halkasin1 pargalamak icin
gerekli olan mitokondriyal faaliyete sahiptir. Hiicreler tetrazolyum halkasini parcalayarak
formazan olusumuna neden olmaktadir. Formazan olusumu, canli hiicrelerin miktarini
kolorimetrik olarak algilamay1 saglayan ve yalnizca canli hiicrelerde goriilen mor renk

olusumu ile sonu¢lanmaktadir [64, 65].

Nanomalzemelerin toksisitesini degerlendirmek i¢in dogru testin se¢ilmesinde 6nemli
olan uygun hiicre hattinin belirlenmesidir. NP’lere maruziyetin genellikle solunum, oral
ve dermal yol ile oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, NP toksisite testleri deri hiicreleri,
solunum sistemi ya da gastrointestinal sistem hiicreleri tizerinde gergeklestirilmektedir.
NP’lerin biyolojik goriintiileme ve ilag tasima uygulamalarinda terapétik potansiyelini

degerlendirmek i¢in ise kanser hiicre hatlari iizerinde ¢alisiimaktadir [30, 65].

Nanopartikiillerin toksisitelerini degerlendirmek iizere kullamlan In vivo toksisite
testlerinin zaman alic1 ve pahali oldugu; /n vitro toksisite testlerinin ise daha hizli, kolay
ve daha wucuz testler oldugu belirtilmektedir. Bu istiinliiklerinden dolayi
nanomalzemelerin toksisite degerlendirmesi i¢in ilk tercih genellikle in vitro testler

olmustur [65].

2.7.1. Altin Nanopartikiillerin Toksik Etkilerine Iliskin Cahsmalar

Farkli sekil ve boyutlarda Au NP toksisitesini 6lgmek i¢in kullanilan testler genel olarak
nanomalzemelerde kullanilan testler ile tutarlidir. Au NP’ler i¢in LDH ve tripan mavisi
basta olmak iizere bir dizi teknik kullanilmistir, ancak sitotoksisite i¢in en ¢ok kullanilan

yontem MTT olmustur [30].

Biiyiik boyuttaki altinin, mikron boyuttaki ya da daha biiyiik parcaciklarin katalitik
olmadigy, kararli, inert ve biyolojik olarak uyumlu oldugu diisiiniiliirken Au NP alimi1 ve
toksisitesi karmasiktir. Genellikle Au NP’ler “az toksik” olarak nitelendirilmektedir.
Sitotoksisiteleri yalnizca sekil, yiizey kimyasi ya da boyuta degil, ayn1 zamanda caligilan

hiicre hattina da bagl olmaktadir [30, 66].
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Boyutlar1 0,8 — 15 nm arasinda degisen Au NP’lerin insan serviks kanseri hiicreleri
(HeLa), melanoma hiicreleri (SK-Mel-28), sican fibroblast hiicreleri (L929) ve sican
monositik/makrofaj (J774A1) hiicrelerinde boyuta bagli sitotoksisiteleri incelenmistir.
NP’leri koruyan c¢esitli ligandlarin etkilerini ortadan kaldirmak igin trifenilfosfin
monosiilfonat (TPPMS) ve karsilastirma ig¢in tri-siilfonat trifenilfosfin (TPPTS)
kullanilmistir. Sirastyla mono ve tri ligandlari i¢cin MS ve TS kisaltmalart kullanilmaistir.
Farkli hiicre hatlarinin kullanilmasi hem biiyiime fazindaki aktif hiicrelerde hem de
duragan fazdaki hiicrelerde sitotoksisitenin test edilmesini saglamistir. 96 kuyucuklu
hiicre kiiltlir plaginda her kuyucuga ekilen hiicre sayisiyla ilgili olarak biiyiime egrileri
belirlenmistir. Aul,4MS’lere 1 saatlik maruziyet sonrast HelLa hiicreleri sismis ve
substrat baglantisin1 kaybetmeye baslamistir. TEM goriintiilerinde, plazma membraninda
kabarcik ve vezikiil olusumu goriilmiistiir. 12 saatlik maruziyet sonrasinda, HeLa
hiicreleri son derece sismis, pargalanmig ¢ekirdekli goriilmistiir ve bir¢ok hiicrede hem
hiicre — hiicre hem de hiicre — substrat arasindaki baglant1 kaybedilmistir. Kiiltiir plagina
bagli kalmis birkac hiicrede sitoplazmik diizensizlik, niikleer par¢alanma, membran
kabarciklar1 nedeniyle apoptoz ve ikincil nekroz goriilmiistiir. HeLa hiicrelerinde oldugu
gibi Aul,4MS’e maruz birakilan J774A1 hiicreleri membranlarinda kabarciklar
gozlenmigtir. AulSMS partikiillerine maruz kalan J774A1 hiicrelerinde ise, hiicre igine
partikiil alim1 gerceklesmemistir. Au NP toksisitesi MTT testinde ICso degerleri
belirlenerek incelenmistir. Aktif olarak biiylimekte ve bdliinmekte olan hiicrelerin toksik
saldirilara kars1 duragan fazdaki hiicrelerden 15 — 33 kat daha duyarli oldugu
gozlenmistir. Aul,4MS ve Aul, 4TS, 46 ve 30 uM ICso degerleri ile en toksik olarak
bulunmustur. Fakat ayn1 TPPMS ligandi ile stabilize edilmis farkli boyuttaki Au NP
kiimeleri; Au0,8MS (ICso = 250 uM), Aul,2MS (ICso = 140 uM), Aul,8MS (ICso = 230
uM), dort ila alti kat daha az toksik bulunmustur. Hiicrelerin belirgin endositozuna
ragmen, Aul5MS’de 6300 uM’a kadar toksisite gézlenmemistir. Sonug olarak ligand
toksisitesi genel Au NP toksisitesine katkida bulunmamistir. Hem Aul,4MS hem de
Aul, 4TS hemen hemen ayni ICso degerlerine sahip bulunmus ve Au NP toksisite
belirleyicisinin ligand kimyas1 degil, 1,4 nm’lik biiyiikliik oldugu gdsterilmistir [67].

Yapilan bir diger caligmada, ticari olarak var olan {i¢ farkli Au NP, HL-60 ve insan
hepatoselliiler karsinoma (HepG2) hiicre hatlarina etkileri acisindan karsilastirilmistir.
TEM goriintiileri Au NP’lerin 30, 50 ve 90 nm ¢apinda oldugunu gdstermistir. Au NP

sitotoksisitesi, hiicresel metabolik aktivite (MTT) ve membran biitiinliigii (LDH)
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Olgiilerek incelenmistir. 30 nm ¢apindaki, 1, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarindaki Au
NP’lere 72 saatlik inkiibasyondan sonra HL-60 hiicre canlilig1 sirasiyla %79, %73 ve %60
olarak bulunmustur. 30 nm ¢apindaki 15 pg/mL konsantrasyonundaki Au NP’lere 24, 48
ve 72 saatlik maruziyetten sonra HL-60 hiicre canlilig1 sirasiyla %53,3, %42,4 ve %33,2
olarak belirlenmis, inkiibasyon siiresi ile orantili olarak hiicre canliliginda 6énemli bir
azalma oldugu goriilmiistiir. 50 ve 90 nm, 15 pg/mL Au NP’lere 72 saatlik maruziyet
sonucu HL-60 hiicre canlilig1 sirasiyla %47,8 ve %56,1 bulunmustur. Hiicresel metabolik
aktivite en yliksek Au NP konsantrasyonunda (25 pg/mL) 24-72 saatlik maruziyetten
sonra %7’den az olarak gozlenmistir. HL-60 hiicreleri i¢cin LDH seviyeleri, 15 pg/mL Au
NP’lere 24 saatlik maruziyet sonrast 30 nm i¢in %51,6 iken 50 nm ve 90 nm i¢in %50’ye
ulagsmamustir. 25 pg/ml 24 — 72 saatlik maruziyet sonrasi ise LDH seviyeleri neredeyse
%100 olmustur. Bu bulgular ile, HL-60 hiicrelerinde Au NP’lerinin hiicre canlilig1 ile Au
NP ¢ap1 arasinda dogrusal bir iligki bulunurken, konsantrasyon ve maruziyet ile ters bir
iligki oldugu goriilmiistiir. Benzer durum HepG2 hiicrelerinde de saptanmistir. HepG2
hiicrelerinin 30 nm 15pg/mL konsantrasyonundaki Au NP’lere 72 saatlik maruziyetinden
sonra ise %58 hiicre canliligl gézlenmistir. Bununla birlikte, HepG2 hiicrelerinin 50 ya
da 90 nm 15 pg/mL konsantrasyonundaki Au NP’lere 72 saatlik maruziyeti sonucu hiicre
canlilig1 %80°den fazla olmustur. 25 pg/mL konsantrasyonda 72 saatlik maruziyet sonucu
HepG2 hiicre canliliginin 30, 50 ve 90 nm Au NP’lerde sirasiyla %6,3, %12,4, %30
oldugu saptanmistir. HepG2 hiicreleri i¢in LDH seviyesi, 15 pg/mL 30 nm boyutlu Au
NP’lere 72 saatlik maruziyet sonras1t %76,6 olmustur. 25 pg/ml konsantrasyonda 72
saatlik maruziyet sonras1 LDH s1zintis1 30, 50 ve 90 nm i¢in sirasiyla %90, %85 ve %68
olarak Ol¢lilmiistiir. Sonuglar test edilen Au NP’lerin ve her iki hiicre hattindaki
sitotoksisitesinin zaman ve konsantrasyon bagimli oldugunu gostermistir. MTT
sonucunda elde edilen ICso konsantrasyonlar1 30, 50 ve 90 nm i¢in sirasiyla HepG2
hiicrelerinde 19,3 pg/ml, 20,2 pg/ml, 22,4 pg/ml, HL-60 hiicrelerinde ise 15,4 pg/ml,
16,8 png/ml ve 18,2 pg/ml olarak bulunmustur. Her iki hiicre hatti icin 30 nm boyutlu Au
NP’lerin 50 ve 90 nm boyutlulara kiyasla metabolik aktivite ve membran biitiinligi
acisindan daha sitotoksik oldugu goriilmiistiir. HL-60 hiicrelerinde total GSH seviyeleri,
ICs0 konsantrasyonunda 24 saatlik maruziyet sonrast 30, 50 ve 90 nm ig¢in siras1 ile %16,
%353 ve %66 iken HepG2 hiicrelerinde %46, %56 ve %74 olmustur. HL-60 hiicrelerinin
SOD aktivesinde onemli degisiklik gézlenmemistir. Ancak HepG2 hiicrelerinin 30 ve 50
nm Au NP’lere 24 saatlik ICso konsantrasyonlarinda maruziyeti sonrasi SOD aktivite

seviyeleri %74 ve %82 olarak bulunmustur. HL-60 hiicrelerinde ROS seviyeleri 24
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saatlik inkiibasyondan sonra maksimum seviyelerine ulagmistir, ancak 48 saat sonunda
bazal seviyelere inmistir. HepG2 hiicreleri i¢in ise maksimum ROS seviyeleri 1 saatlik
inkiibasyondan sonra gozlenmis, 24 saat sonunda bazal seviyeye inmistir. Sonuglar,
hiicresel metabolik aktivitenin Au NP maruziyeti sonucu zarar gordiiglinii ve membran
stabilitesinin bozuldugunu, Au NP’lerin tetikledigi sitotoksisitenin doz ve zamana bagl
oldugunu, ayrica HL-60 hiicrelerinin Au NP’lere HepG2 hiicrelerinden daha duyarli

oldugunu gostermistir [66].

Altin nanopartikiillerin (33 nm) Ui¢ farkli hiicre hattinda toksisitesinin test edildigi bir
diger ¢alismada, sonuglar Au NP’lerin BHK21 ve HepG2 hiicrelerinde ayni doz
araliklarinda toksik olmamasina ragmen, A549 hiicrelerinde toksik oldugu gosterilmistir.
Sonug olarak, bu hiicre segici etkinin belirli kanser tiirleri i¢in bir tedavi olasilig1 olarak

diisiiniilebilecegi rapor edilmistir [30].

Altin nanopartikiillerin toksisitelerinin tek basina farkli hiicre hatlarinda degerlendirildigi
caligmalarin yani sira, farkli kaplama yontemlerinin etkilerinin de incelendigi ¢aligmalar
bulunmaktadir. Polietilenimin ile fonksiyonellestirilmis Au NP’lerin sitotoksisitesinin
incelendigi bir ¢aligmada dort farkli hiicre hatti, insan embriyonik bobrek hiicreleri
(HEK293), HeLa, insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicreleri (Coco-2) ve
HepG2 kullanilmistir. Au NP’lerin PEI ile kaplandiklarinda zeta potansiyeli ve
boyutlarinda artis gézlenmistir. PEI konsantrasyonu arttik¢a yiizey yiikii artmistir. MTT
deneyi igin 48 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 2,4 —2,9x10 hiicre olacak sekilde ekim
yapilmis, hiicreler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Au NP-PET’ler ile hiicrelerin 48
saatlik inkiibasyonundan sonra MTT prosediirii uygulanmistir. Au NP-PEI maruz
birakilmayan kontrol hiicrelerinin canliligir %100 olarak kabul edilmistir. Maksimum
hiicre canliliklar1 HEK293 hiicreleri i¢in %95,4, HeLa i¢in %94,9, HepG2 i¢in %98,2 ve
Caco-2 i¢in %76,7 olarak belirlenmistir. HeLa ve HepG2 hiicreleri %90’dan fazla hiicre

canlilig1 gostermistir [17].

Bir diger arastirici grubu, hiicresel alim, ekzositoz i¢in sitrat ile stabilize edilmis Au NP
(Cit-Au NP) ve karboksil (COOH) terminaline sahip PEG ile modifiye Au NP’lerin
(COOH-PEG Au NP) hiicresel alim ve ekzositoz ile sitotoksisitelerini HepG2 ve HEK293
hiicre hatlarinda degerlendirmistir. Sitotoksisite dlglimleri i¢in in vitro olarak hiicrelerin
canliligin1 ve ¢ogalmasini izlemek, farkli test maddelerinin doza bagl tepkisini
belirlemek i¢in ger¢ek zamanli hiicre analizorii (RTCA) kullanilmistir. Cit-Au NP boyutu
15 £ 2 nm, COOH-PEG Au NP boyutu 15 £+ 3 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Au NP’lerin hiicre

34



kiiltiir ortamindaki yiizey yiikii (zeta potansiyeli) partikiillerin kararlilik derecesini
belirlemek {izere Ol¢iilmiis, Cit-Au NP’ler i¢in -38,5 mV, COOH-PEG Au NP’ler igin -
46,2 mV degerleri ile son derece negatif ylkli NP’lerin kararli olduklar1 goriilmiistiir.
Cit-Au NP’lere 5, 2, 1 ve 0,5 nM konsantrasyonlarda 8 saat maruziyet ile HEK293 hiicre
canliliginda disislerin bagladigi gozlenmis, 22 saat sonunda ise Onemli diizeyde
azalmalar saptanmistir. Cit-Au NP ylizeylerinde sitrat iyonlariin varligi gézlenen
toksisite ile iliskilendirilmis, test edilen biitlin konsantrasyonlarda HEK293 hiicre
canliligiin azaldigir gorilmiistir. COOH-PEG Au NP’lere (5, 2, 1 ve 0,5 nM) maruz
kalan HEK293 hiicrelerinde ise 56 saatlik inkiibasyon sonunda konsantrasyona bagl
toksik yanit olustugu saptanmistir. HepG2 hiicrelerinin proliferasyon egrileri 98 saatlik
maruziyet sonrast Cit-Au NP’lerin hiicre canliligini 6nemli Olciide azalttigini ve test
edilen biitiin konsantrasyonlarda (5, 2, 1 ve 0,5 nM) sitotoksik oldugunu gdstermistir.
COOH-PEG Au NP’lerde ayni kosullarda konsantrasyona bagli sitotoksik yanit
olugmustur. En yiliksek konsantrasyonlarda (5 nM ve 2 nM) Au NP’lerin eklenmesinden
sonra HepG2 hiicre canlilig1 sifira inmistir. Ancak, COOH-PEG Au NP’ler diisiik
konsantrasyonlarda (0,5 nM ve 1 nM) herhangi bir sitotoksik etki gostermemistir.
Sitotoksisite sonuglari ile her iki hiicre tipinin yiizey kimyasi dikkate alinmaksizin Au
NP’lere duyarli oldugu, ancak COOH-PEG Au NP’lerin daha toksik oldugu saptanmistir
ve ayrica HepG2 hiicrelerinde HEK293 hiicrelerine gore daha yliksek sitotoksisite
seviyeleri gozlenmistir. Au NP’lerin yogun 151k sagma yetenekleri kullanilarak elde
edilen karanlik alan goriintiilerinde, Cit-Au NP ile inkiibe edilen HEK293 ve HepG2
hiicrelerinin partikiilleri hiicre i¢ine aldigi, ancak COOH-PEG Au NP’lerin aglomeratlar
halinde hiicre membraninda biriktigi goriilmiistiir. TEM goriintiileri ise Au NP’lerin
hiicre i¢ine almmini ve farkli hiicre bdliimlerinde dagilimlarini gdzlemek igin
kullanilmistir. Cit-Au NP’ler HEK293 hiicre sitoplazmasinda daginik halde gozlenirken,
HepG2 hiicrelerinde aglomeratlar halinde vezikiillerde tutuldugu gozlenmistir. COOH-
PEG Au NP’ler HEK293 hiicrelerinin sitoplazmasinda ve vezikiillerinde tekli ve farklh
boyutlarda birikmis halde, HepG2 hiicrelerinde ise sitoplazmada bireysel ve aglomeratlar
halinde saptanmistir. Au NP’lerin hiicresel alimini takiben hiicre ig¢indeki durumlari
gbzlenmis, Cit-Au NP ve COOH-PEG Au NP’lere maruz birakilan HEK293 ve HepG2
hiicrelerinde (48 saat, 1-2-3 ve 4 hafta) COOH-PEG Au NP’ler ile karsilastirildiginda
Cit-Au NP’lerin hiicre i¢ine aliminin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. 48 saat ile 3
haftalik inkiibasyon siirelerinde Cit-Au NP ve COOH-PEG Au NP’lerin HEK293 hiicre

vezikiillerinde, bir kisminin hiicre sitoplazmasinda bulundugu, 4 hafta sonunda ise hiicre
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icinde partikiil bulunmadig1 saptanmistir. Benzer sonuglar HepG2 hiicrelerinde goriilmiis,
4 hafta sonunda HepG2 hiicrelerinin vezikiillerinde Cit-Au NP’lere rastlanmamustir.
Kisaca, Au NP’lerin biiyilik cogunlugu vezikiillerde aglomeratlar halinde gozlenmistir ve
sonug olarak partikiillerin hiicre i¢indeki yerlesimi yiizey kimyasina bagli olmamaktadir.
COOH-PEG Au NP ile inkiibe edilen (48 saat, 1 hafta, 2 hafta) HepG2 hiicre
vezikiillerinde partikiiller gézlenmis, ancak 3 hafta sonrasinda vezikiil salgisi ile 4 hafta
sonrasinda ise vezikiil salgis1 olmadan ekzositoz gézlenmistir. Au NP’lerin hiicre disina
ekzositozunu kanitlayabilmek i¢in Au NP’lerin 48 saat, 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkiibasyonu
ile elde edilen hiicre siipernatani incelenmistir. HEK293 ve HepG?2 hiicreleri i¢in benzer
sonuglar bulunmus, partikiillerin farkli boyutlarda aglomeratlar halinde hiicreden
uzaklastirildigi goriilmiistiir. Sonug olarak Au NP’lerin yiizey kimyasi hiicresel alimu,

hiicre boliimlerindeki dagilimi ve ekzositoz yolu acisindan dnemlidir [68].

Altin nanopartikiillerin seklinin sitotoksisiteye olan etkilerinin degerlendirildigi bir
calismada altin nanokiipler (AuNC) ve altin nano-oktahedralar (AuNO) kullanilmistir.
NP’lerin ylizeyi poli(akriloil-L(D)-valin (L(D)-PAV) ile kaplanmistir. SEM ve TEM
sonuclary, L-PAV-AuNC ve D-PAV-AuNC’lerin boyut (~165 nm) ve yiizey molekiil
yogunlugu agisindan (2,0 molekiil/ nm?) benzer fizikokimyasal ozelliklere sahip
oldugunu gostermistir. Ayn1 sekilde, L-PAV-AuNO ve D-PAV-AuNO’nun da boyut
(~110 nm) ve yiizey molekiil yogunlugu agisindan (~1,9 molekiil/nm?) benzer
fizikokimyasal 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. NP’lerin hiicresel alim miktar1 ve
hiicre i¢i dagiliminmi incelemek tizere A549 hiicreleri 4 pM konsantrasyonunda PAV-
AuNC ve PAV-AuNO’lara maruz birakilmis, sonuglar sitoplazmada ¢ekirdek ¢evresinde
toplandiklarin1 ve L-PAV kapli NP’lerin, D-PAV kapli olanlardan daha fazla hiicre igine
alindigim1  gostermistir.  AuNC’lerin  hacminin AuNO’lardan daha biiylik olmasi
nedeniyle, ayni konsantrasyonlarinda (4 pM) AuNC’lerin altin (Au) konsantrasyonu,
AuNO’larinkinden daha fazladir. Bu nedenle A549 hiicreleri ayn1 kaplamaya sahip
AuNC’ler yerine AuNO’lar1 hiicre i¢ine almay1 tercih etmislerdir. Bu durum pargacik
seklinin hiicre i¢ine alimda 6nemli oldugunu gdstermistir. MTT sonuglar1 L- ve D-PAV-
AuNC’ler ya da L- ve D-PAV-AuNO’larin konsantrasyona baglh (0,5 — 8 pM)
sitotoksisiteye neden oldugunu gdstermistir. 8§ pM konsantrasyonda L-PAV kapli Au
NP’ler ile, D-PAV kapli Au NP’lerden daha fazla sitotoksisite gozlenmis, hiicre
canliliklar1 sirasiyla partikiil igermeyen kontrole (%100) gore %76 ve %87 olarak
bulunmustur. ROS tespiti i¢cin H2O2’ye maruz birakilan/birakilmayan A549 hiicreleri
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pozitif/negatif kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol ile karsilastirildiginda
H>0,’ye ve PAV-AuNC ya da PAV-AuNO’lara (4 pM) 24 saat boyunca maruz birakilmis
A549 hiicrelerinde 6nemli miktarda ROS iiretimi gozlenmistir. AuNO’lar, AuNC’lerden
ve ek olarak L-PAYV kapli partikiiller D-PAV kapli olanlardan daha fazla ROS {iretimine
neden olmustur. COMET testinde, PAV-AuNO’lara maruz kalan A549 hiicrelerinde,
PAV-AuNC’lere gore daha fazla DNA hasari olustugu gozlenmistir. L-PAV kapli Au
NP’ler, D-PAV kapli Au NP’lerden daha fazla DNA hasarina neden olmustur. Ozetle,
A549 hiicrelerinde DNA hasart PAV-AuNC’lerin ve PAV-AuNO’larin hiicre icine

alinmasi ile tetiklenen ROS iiretiminden kaynaklanmistir [69].

Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii (NIST) tarafindan sifir degerlikli 10, 30 ve 60
nm boyutlarinda steril Au NP’ler gelistirilmistir. Bu partikiillerin nanotoksikoloji
calismalarinda pozitif veya negatif kontrol olarak kullanilabilmeleri icin toksikolojik
etkilerinin karakterize edilmesi gerekmektedir. Bu amacla yapilan bir ¢alismada Au
NP’ler HepG2 hiicrelerinde DNA’daki oksidatif hasar potansiyelleri agisindan
degerlendirilmistir. Yeterince yiiksek konsantrasyonlarda toksik yanit elde etmek her
zaman miimkiin olsa da, HepG2 hiicreleri <0,2 pg/ml dozlara maruz birakilmigtir.
Caligsmada ilk olarak Au NP’lerin HepG2 hiicrelerine girme yetenegi TEM kullanilarak
incelenmistir. Ardindan sitotoksisiteleri MTT deneyi ile degerlendirilmis, akis sitometrisi
ise partikiillerin hiicre dongiisiinii etkileyip etkilemedigini gérmek i¢in kullanilmistir. Son
olarak oksidatif DNA hasar1 incelenmistir. HepG2 hiicreleri 0,0002 pg/ml, 0,002 pg/ml,
0,02 pg/ml veya 0,2 pg/ml konsantrasyonlarda Au NP’lere 3 saat maruz birakilmistir.
Pozitif kontrol olarak HepG2 hiicreleri 100 pmol/l hidrojen peroksite 1 saat maruz
birakilmigtir. MTT sonuglart HepG2 hiicre proliferasyonunda onemli degisiklik
olmadigini gostermistir. Canli hiicre sayisinin Au NP doz ve boyutundan bagimsiz olarak
%95’den %75’e distiigli belirlenmistir. Akis sitometrisi GO, G1, G2, S ya da M
fazlarinda test edilen biitiin Au NP dozlar1 i¢in 0 — 72 saatlik inkiibasyon stireleri boyunca
istatistiksel olarak onemli bir degisiklik olmadigin1 gostermistir. Au NP’lerin DNA
lezyonlarmin olusumu iizerindeki etkisi sivi kromatografi/kiitle spektroskopisi/tandem
kiitle spektroskopisi (LC/MS/MS) kullanilarak degerlendirilmistir. Au NP (30 nm)
0,0002 pg/ml konsantrasyonda (5°S)-8,5’-siklo-2’-deoksiadenozin (Scda) diizeyinde
Oonemli bir artisa neden olmustur, ancak bu artis doza bagh degildir. Tersine 60 nm Au
NP, 0,0002 pg/ml konsantrasyonda iken Scda diizeyinde diislis gozlenmistir, ayn1 sekilde
bu diisiis doza bagh ger¢eklesmemistir. Ek olarak 24 saat boyunca 10, 30 veya 60 nm Au
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NP’lere 0,0002 pg/ml veya 0,2 pg/ml dozlarinda maruz birakilan hiicrelerin DNA baz
lezyonu seviyelerinde (kontrolle karsilastirildiginda) onemli fark goézlenmemistir.
Sonugta, Au NP’lerin 0,2 pg/ml veya 2 pg/ml’den diisiik dozlarda HepG2 hiicrelerinde
ve DNA’da doza bagl oksidatif hasar olusturmadigi, hiicre 6liimiine ve serbest radikal
tiretimine neden olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar NIST Au NP’lerin in vitro / in vivo

genotoksisite ¢aligmalart i¢in kontrol malzemeleri olarak kullanilabilecegini gostermistir
[70].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.Kullamilan Kimyasal Maddeler

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir (MTT)

8-OHdG Tayin kiti (BIOXYTECH® 8 — OHdG —

EIAT™)

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

DNA izolasyon kiti (Quick-DNAT™ Miniprep Kit)

Dulbecco’ Modified Eagle’s Medium (DMEM Low

Glucose)

Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (D-

PBS)

Florometrik Hiicre i¢i ROS kiti
Fotal Sigir Serumu (FBS)
Glutatyon kiti

Glutatyon Peroksidaz kiti

Hidrojen Tetrakloroaurat (III) Trihidrat

Hidrokinon

Hiicre Liziz Reaktifi (CelLytic MT)
Katalaz kiti

Penisilin-Streptomisin

Polietilen Glikol (6000 MW)
Polietilenimin (2000 MW)
Polietilenimin (25000 MW)
Proteaz Inhibitér Kokteyli

Protein Karbonil kiti

Protein Miktar Tayini kiti (BCA Kkiti)
Stiperoksit Dismutaz kiti

TBARS Deney kiti
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Sigma - Aldrich

Oxis International, Inc.

Sigma - Aldrich
Zymo Research

Biowest

Multicell, Wisent Bioproducts

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Cayman Chemical
Cayman Chemical
Sigma - Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma — Aldrich
Cayman Chemical
Biological Industries
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma — Aldrich
Cayman Chemical
Sigma — Aldrich
Cayman Chemical

Cayman Chemical



Tripsin-EDTA

Trisodyum Sitrat Dehidrat Cozeltisi

3.2.Kullanmilan Arac ve Gerecler
96 kuyucuklu plak

Biyogiivenlik kabini

Buz kirma makinasi
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihazi

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25/75 cm?), pipet (1-25
ml), falcon tiipii (15, 50 ml), eppendorf tiip

Isik Mikroskobu

Inkiibator (CO2’li)

Mikro Santrifiij

Mikropipet (10 — 100 pl, 100 — 1000 pl, 1T — 5 ml)

Neubauer Lam1 (Hiicre sayim lami)
Pipet ucu (0,5 — 10, 10 — 200 pl, 100 — 1000 ul’lik)

Santrifiij

Spektrofotometre / Spektroflorometre

Su Banyosu

Terazi
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Sigma - Aldrich

Sigma — Aldrich

Greiner bio-one, Cellstar

Holten, Lamin Air Model
1,2

Scotsman AF100
Argelik, 2 kapili

Arcelik, Tek kapili
Revco, Legaci

MES mp Minipure,
mes08/Thermo Scientific,

Branstead Samrt 2Pure

Corning, Labosel Directive
98/79/CE

Leica, DFC280

Heraeus Instruments,
Funvtion Line

Heraeus, Hettich, Mikro22

Eppendorf, Finnpipette,
Labsystems

Marienfeld
Eppendorf, Top-Line

Heraeus, Hettich, Rotofix
32A

Molecular Devices,
SpektraMax M2

Memmert, Edelstaht
Rostfrei

Mettler Toledo, XS105
Dual Range



Vorteks LMS, Mixer Uzusio VTX-

3000L

Yatay calkalayici Edmund Biihler, Johanna
Otto GmbH

Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments

3.3.Kullanilan Hiicre Hatti
Calismada insan hepatoselliiler karsinoma (HepG2) hiicre hatti (ATCC®HB-8065™)
kullanilmistir. Bu hiicre hatt1 15 yasinda erkek bir ad6lesanin hepatoselliiler karsinoma

dokusundan elde edilen adherent epitel hiicrelerden olusmaktadir.

3.4.Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. Altin Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3.4.1.1. Cekirdek Biiyiitme Teknigi ile Altin Nanopartikiillerin Hazirlanmast

Altin nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in Turkevi¢ metodu [71] modifiye edilerek once
cekirdek c¢ozeltisi hazirlanmigtir [72,73]. Bu amagla 0,25 mM, 100 mL hidrojen
tetrakloroaurat (III) trihidrat (HAuCls » 3H20) ¢ozeltisi geri sogutucu altinda 300°C” ye
getirilmistir ve 30 dk boyunca beklenmistir. Daha sonra trisodyum sitrat dihidratin stok
¢ozeltiden (% 3 w/v) 1 mL alinarak 300°C’de 0,25 mM, 100 mL hidrojen tetrakloroaurat
(IIT) trihidrat (HAuCl4e3H20) ¢ozeltisine eklenmis ve 10 dakika boyunca karistirilmigtir

ve ¢oOzelti oda sicakligina sogutulmustur.

Altin nanopartikiiller (Au NP) ¢ekirdek biiyiitme teknigi ile hazirlanmistir [74]. Bu
amagla 0,25 mM 100 mL HAuCl4*3H20O stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve 2,5 mL altin
nanopartikiil cekirdeklesme ¢ozeltisi eklenerek karistirilmistir. Daha sonra 15 mM, 1 mL
trisodyum sitrat dihidrat stok ¢ozeltisi HAuCl4*3H20'nun karisimina eklenmistir. Son
asamada ise 25 mM, 1 mL hidrokinon stok ¢ozeltisi final ¢ozeltisine eklenerek oda

sicakliginda 10 dakika karistirilmistir.

3.4.1.2.PEl ile Yiizey Modifikasyonu

Bu amagla, molekiil agirliklart 2000 ve 25000 olan poli(etilenimin)’in % 2’lik stok
¢ozeltisi hazirlanmis ve 50 pL PEI ¢ozeltisi alinarak karigmakta olan 20 mL altin
nanopartikiil ¢ozeltisine eklenmis ve 1 saat boyunca karigtirilmistir. Son asamada, PEI
fonksiyonlandirilmis altin nanopartikiiller 7000 g’de santrifiij ile 30 dakika

saflastirildiktan sonra deoinize su i¢inde dagitilmistir [72, 73].
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3.4.1.3.PEG ile Yiizey Modifikasyonu
Polietilen glikol (Molekiil agirligt = 6000) %0.02 konsantrasyonunda nanopartikiil
¢oOzeltisine eklenip ve 7000 g’de santrifiij ile 30 dakika saflastirildiktan sonra deoinize su

icinde dagitilmigtir.

3.4.14.Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Elde edilen altin nanopartikiillerin boyutlar1 ve zeta potansiyelleri Zetasizer Nano ZS
cihazi (Malvern® Instrument Ltd., England) ile 6l¢iilmiis ve TEM (Transmission
Electron Microscope, FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM Microscope, USA) ile

gorlintiilenmistir.

3.4.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi
Kullanilan hiicre hatlarinin ¢ogaltilabilmesi i¢in kullanilacak besiyeri, 500 ml Dulbecco’s
Modified Eagle Medyum (DMEM) icerisine %10 (50 ml) f6tal sigir serumu (FBS), %1

(5 ml) penisilin streptomisin eklenerek hazirlanmis, +4°C’de saklanmustir.

3.43. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Yontemi ile
Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Dimetil Siilfoksit:
Dimetil siilfoksit (C2HsOS) yogunlugu 1,1 g/ml’dir. Oda sicakliginda saklanabilir.
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Cozeltisi:

15 mg MTT 3 ml D-PBS icerisinde ¢oziildiikten sonra 27 ml DMEM eklenerek 0,5 mg/ml
konsantrasyondaki ¢ozelti elde edilmistir. Hazirlanan MTT ¢ozeltisi 1s1ktan korunmalidir

ve 24 saat dayaniklidir.

3.4.4. ROS Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
ROS Tayin Reaktifi:

Kit 1 ml ROS tayin reaktifi icermektedir. -20 °© C'de saklandiginda 1 ay dayaniklidir.
Dimetil Siilfoksit:

Kit 0,1 ml DMSO i¢ermektedir. Tedarik edildigi gibi kullanima hazirdir.

Deney Tamponu:

Kit 20 ml deney tamponu i¢cermektedir. -20 °© C'de saklandiginda 1 ay dayaniklidir.

Master Reaksiyon Karisimi:
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20 pl 500X ROS tayin reaktifi ve 10 ul deney tamponu igeren karigimdir. -20°C'de
saklandiginda 1 ay dayaniklidir.

3.4.5. Glutatyon Peroksidaz 1 Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X):

Kit 3 ml deney tamponu igermektedir ve 27 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde
edilir. 1X ¢ozelti, 5 mM EDTA iceran 50 mM Tris-HCI (pH 7,6) tamponudur. 4°C’de 6
ay dayanmiklidir.

Ornek Tamponu (10X):

2 ml 6rnek tamponu 18 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir. Cozelti, GPx
kontrol ¢ozeltisini ve ornekleri seyreltmek i¢in kullanilmistir. 1X ¢ozelti, 5 mM EDTA
ve 1 mg/ml BSA iceren 50 mM Tris-HCI (pH 7,6) tamponudur. 4°C’de 6 ay dayaniklidir.

Glutatyon Peroksidaz (Kontrol):

Kit 50 pl sigir eritrosit GPx’i icermektedir. Kullanmadan 6nce, enzimin 10 ul’si bagka
bir viale aktarilarak 490 pl 1X 6rnek tamponu ile seyreltilir. Seyreltilmis enzim 4 saat

i¢cerisinde kullanilmalidir. -20°C’de saklanmalidir.
Ko — Substrat Karisimi:

Kit liyofilize toz halinde NADPH, GSH ve glutatyon rediiktaz (GR) icermektedir. Her bir
vial ihtiyaci karsilayacak sekilde 6 ml distile suda ¢oziiliir. Deney yapilirken olusturulan

reaktif 25°C’de bekletilir. 4°C’de 2 giin dayaniklidir.
Kiimen Hidroperoksit:

Kit 2,5 ml kiimen hidroperoksit icermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi kullanima
hazirdir. -20°C’de saklanmalidir.

3.4.6. Siiperoksit Dismutaz Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X):

3 ml deney tamponu 27 ml distile su ile seyreltilir. Elde edilen 1X deney tamponu radikal
detektorii seyreltmek icin kullanilir. 1X ¢dzelti, 0,1 mM dietilen triamin pentaasetik asit
(DTPA) ve 0,1 mM hipoksantin igeren 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponudur. 4°C’de 2
ay dayamiklidir.

Ornek Tamponu (10X):
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50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponudur. 2 ml 6rnek tamponu 18 ml distile su ile seyreltilir.
Elde edilen 1X 6rnek tamponu SOD standartlarini hazirlamak, ksantin oksidazi ve SOD

orneklerini seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C’de 6 ay dayaniklidir.
Radikal Detektor:

Kit, 250 pl tetrazolyum tuzu ¢ozeltisi igermektedir. Kullanmadan 6nce, eldeki ¢ozeltinin
50 pl’si baska bir viale aktarilir ve 19,95 ml 1X deney tamponu ile seyreltilir. Isiktan

korunarak 2 saat i¢erisinde kullanilmalidir.
SOD Stok ve Standart Cozeltileri:

Vial, 100 pl sigir eritrosit SOD stok ¢ozeltisi (Cu/Zn-SOD seklinde) icermektedir. SOD
standart ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in kullanilir. 20 pul SOD stok ¢6zeltisi 1,98 ml 1X 6rnek
tamponu ile seyreltilir. Seyreltilmis SOD stok ¢ozeltisinden sirasiyla 0 pl, 20 pl, 40 pl,
80 ul, 120 pl, 160 pl ve 200 pl alinarak, 1000 pl, 980 ul, 960 pl, 920 pl, 880 pul, 840 pl
ve 800 ul 6rnek tamponu ile seyreltilir ve 0, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04 ve 0,05 U/ml
SOD aktivitesi igeren bir dizi standart ¢ozeltisi hazirlanir. Standart ¢ozeltiler taze olarak

hazirlanmalidir.
Ksantin Oksidaz:

Kit, 150 ul ksantin oksidaz i¢cermektedir. Kullanmadan dnce 50 pl’si bagka bir viale
aktarilarak 1X Ornek tamponu (1,95 ml) ile seyreltilir. Seyreltilmis enzim bir saat

dayaniklidir. Buzda bekletilerek kullanilir.

3.4.7. Katalaz Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X):

2 ml katalaz deney tamponu 18 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir. 1X
¢ozelti, 100 mM potasyum fosfat (pH 7,0) tamponudur. 4°C’de 2 ay dayaniklidir.

Ornek Tamponu (10X):

5 ml katalaz 6rnek tamponu 45 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir. 1X
cozelti, | mM EDTA ve %0,1 sigir serum albiimin igeren 25 mM potasyum fosfat (pH
7,5) tamponudur. Elde edilen 6rnek tamponu analizden 6nce formaldehit standartlarini ve

ornekleri seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C’de 2 ay dayaniklidir.

Formaldehit Stok ve Standart Cozeltileri:
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Kit, 4,25M formaldehit stok ¢ozeltisi icermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi kullanima
hazirdir. Formaldehit stok ¢ozeltisinin 10 pul’si 9,99 ml seyreltilmis 6rnek tamponu ile
seyreltilir ve 4,25 mM formaldehit ara stok ¢ozeltisi elde edilir. Ara stok ¢ozeltisinden
alman 0 pl, 10 pl, 30 ul, 60 ul, 90 ul, 120 pl ve 150 pl formaldehit, 1X 6rnek tamponuyla
(strastyla 1000 pl, 990 ul, 970 pl, 940 pl, 910 pl, 880 ul, 850 ul alinarak) seyreltilir ve 0,
5, 15, 30, 45, 60 ve 75 uM konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltileri hazirlanir.

Potasyum Hidroksit:

Kit, 4 ml 10M potasyum hidroksit (KOH) igermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi
kullanima hazirdir. 4°C’de 3 ay dayaniklidir.

Hidrojen Peroksit:

Kit, 8,82 M H202 ¢ozeltisi igermektedir. Bu ¢ozeltinin 40 pl’si 9,96 ml distile su ile

seyreltilerek 35,28 mM ¢dzelti elde edilmistir. Cozelti 2 saat icerisinde kullanilmalidir.
Purpald (Kromojen):

0,5 M hidroklorik asit (HCIl) igerisinde hazirlanmis 4 ml “4-amino-3-hidrazino-5-
merkapto-1,2,4-triazol” (purpald) icermektedir. Katalaz deney kiti igerisinde kullanima

hazir olarak temin edilmistir.
Potasyum Periyodat:

0,5 M potasyum hidroksit igerisinde 1,5 ml potasyum periyodat icermektedir. Katalaz

deney kiti icerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir.

3.4.8. Protein Tayin Deneyinde [Bisinkoninik asit (BCA) Deneyi] Kullanilan
Cozeltiler

QuantiPro Buffer QA:

Reaktif QA 0,2 M NaOH igerisinde sodyum karbonat, sodyum tartarat ve sodyum
bikarbonattan olusan 250 mI’lik bir ¢ozeltidir (pH 11,25). QuantiPro BCA Kiti icerisinde

kullanima hazir olarak temin edilmistir.
QuantiPro BCA QB:

Reaktif QB, 250 ml %4 liik bisinkoninik asit (BCA) ¢ozeltisidir (pH 8,5). Kitin icerisinde

kullanima hazir olarak temin edilmistir.

Bakar (II) Siilfat:
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12 ml %4’k bakir(Il)siilfat, pentahidrat ¢ozeltisi halinde kullanima hazir halde temin

edilmistir.
Protein Stok ve Standart Cozeltileri:

Koruyucu olarak %0,05 sodyum azid igeren, 0,15 M NaCl’de 1,0 mg/ml sigir serum
albiimininden olusan 1,0 ml’lik ¢6zelti “stok protein ¢ozeltisi” olarak kullanilir. 100 pl
stok c¢ozeltisi 1,9 ml tampon ¢ozelti ile seyreltilmis ve 50 pg/ml ara stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Protein ara stok ¢ozeltisi ve distile su kullanilarak 0, 0,5, 5, 10, 20, 30, 50

ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda protein standart ¢ozeltileri hazirlanir.

3.4.9. Glutatyon Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
2-(N-morfolin)etansiilfonik Asit Tamponu (2X):

Tampon, 0,4 M 2-(N-morfolin)etansiilfonik asit, 0,1 M fosfat ve 2 mM EDTA
icermektedir (pH 6,0). 60 ml MES tamponu 60 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti
elde edilir.

Okside Glutatyon Stok ve Standart Cozeltileri:

Kit, MES tamponu igerisinde 2 ml okside glutatyon (GSSG, 25 uM) i¢germektedir. Reaktif
tedarik edildigi gibi kullanima hazirdir. 0 - 4°C’de saklandiginda 1 y1l dayaniklidir. GSSG
stok ¢ozeltisi (sirasiyla 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120, 160 pl) ve 1X MES tampon ¢ozeltisi
(swrasiyla 500, 495, 490, 480, 460, 420, 380, 340 pl) kullanilarak 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8

uM konsantrasyonlarinda GSSG standartlar1 hazirlanmistir.
Ko-Faktor Karisimi:

Kit, igerisinde liyofilize toz halinde NADP" ve glukoz-6-fosfat icermektedir.
Kullanmadan o6nce vial 0,5 ml distile suda ¢oziiliir. 0 - 4°C’de saklandiginda 2 hafta

dayaniklidir.
Enzim Karisimi:

Kit igerisinde bulunan tampon c¢ozelti (0,2 ml), GR ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
icermektedir. 1X MES tampon ¢o6zeltisinden 2 ml eklenerek seyreltilir. 0 - 4°C’de
saklandiginda 2 hafta dayaniklidir.
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5,5’-diti-bis-(2-nitrobenzoik) asit:

Kit, liyofilize toz halinde 5,5’-diti-bis-(2-nitrobenzoik) asit (DTNB, Ellman reaktifi)
icermektedir. Kullanmadan once vial 0,5 ml distile suda c¢oziiliir. Reaktif ¢ozeltisi

hazirlandiktan itibaren 10 dakika i¢erisinde kullanilmalidir.

3.4.10. TBARS Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
Tiyobarbitiirik Asit:

Kit igerisinde 2 g tiyobarbitiirik asit (TBA) bulunmaktadir. Renk reaktifini hazirlamak

icin kullantlir.
Asetik Asit:

Kit, 20 ml konsantre asetik asit icermektedir. 40 ml asetik asit 160 ml distile su ile

seyreltilir ve renk reaktifi hazirlamak icin kullanilir. Oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir.
Sodyum Hidroksit (10X):

20 ml NaOH c¢ozeltisi 180 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir ve renk
reaktifi hazirlamak i¢in kullanilir. Oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir.

Malondialdehit Stok ve Standart Cozeltileri:

Kit, 500 uM malondialdehit (MDA) stok ¢ozeltisi igermektedir. Reaktif tedarik edildigi
gibi kullanima hazirdir. 250 pl MDA stok ¢ozeltisi 750 pl distile su ile seyreltilmis ve
125 uM ara stok ¢ozeltisi elde edilmistir. Ara stok ¢ozeltisi ve distile su kullanilarak 0,
0,625, 1,25, 2,5 5, 10, 25, 50 ve 75 uM konsantrasyonlarinda MDA standartlar

hazirlanmastir.
Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi:

Kit, tedarik edildigi gibi kullanima hazir olan sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi

igermektedir.
Renk Reaktifi:

Renk reaktifi; 530 mg TBA’nin, seyreltilmis asetik asit ¢ozeltisi (50 ml) ve seyreltilmis
sodyum hidroksit ¢ozeltisi (50 ml) i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlanir. Cozelti 24 saat

dayaniklidir.
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3.4.11. Protein Karbonil Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
Hidroklorik Asit:

Kit ile 12 M hidroklorik asit (HCI) temin edilir. 40 ml distile suya 2,5 M HCI elde etmek
icin 1 ml HCL ¢ozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir.

2 4-dinitrofenilhidrazin:

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) 10 ml HCI (2,5 M) igerisinde ¢oziilmiistiir. 4°C’de
saklandiginda 1 hafta dayaniklidir. Karanlikta saklanmalidir.

Trikloroasetik Cozeltisi (%20):

Kitigerisinde 1 g/ml trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi icermektedir. 12 ml TCA ¢ozeltisi
48 ml distile su ile seyreltilmistir (%20). %20’lik TCA c¢ozeltisinin 20 ml’sine 40 ml
distile su eklenerek %10’luk TCA c¢ozeltisi elde edilir. Oda sicakliginda 1 ay
dayaniklidir.

Guanidin Hidrokloriir:

Kitin icerisinde kullanima hazir olarak temin edilir.
Etanol:

Kitin igerisinde kullanima hazir olarak temin edilir (30 ml).
Etil Asetat:

Kit i¢erisinde 30 ml etil asetat bulunmaktadir.

Etanol : Etil Asetat:

30 ml etil alkol 30 ml etanol ile karistirilir, 1:1 oraninda etanol:etil asetat ¢ozeltisi elde

edilir.

3.4.12. DNA izolasyonunda Kullamlan Cézeltiler

Genomik Liziz Tamponu:

50 ml ¢ozelti kit icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Oda sicakliginda

saklanabilir.
DNA On Yikama Tamponu:

15 ml ¢ozelti kit igerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Oda sicakliginda

saklanabilir.

48



g-DNA Yikama Tamponu:

50 ml ¢ozelti kit icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Oda sicakliginda

saklanabilir.
DNA Eliisyon Tamponu:

10 ml ¢bzelti kit igerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Oda sicakliginda

saklanabilir.

3.4.13. DNA Baz Hasarn Tespitinde Kullanilan Cozeltiler

Primer Antikor Seyreltme Tamponu:
6 ml fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) i¢cermektedir.
Primer Antikor Cozeltisi:

Kit icinde bulunan primer antikor, primer antikor seyreltme tamponu ile ¢oziilerek taze

kullanilmuistir.

Sekonder Antikor Seyreltme Tamponu:
12 ml PBS igermektedir.

Sekonder Antikor Cozeltisi:

Kit i¢inde bulunan HRP-konjuge sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme tamponu

ile ¢oziilerek taze kullanilmistir.

Kromojen:

3,3’,5,5 -tetrametilbenzidin (250 pl) igermektedir.
Kromojen Seyreltme Tamponu:

Hidrojen peroksit/sitrat — PBS (12 ml) icermektedir.
Yikama Tamponu (5X):

Konsantre PBS (26 ml) icermektedir. Distile su ile 1’e 5 oraninda seyreltilerek

kullanilmistir.
Durdurma Cozeltisi:

1 M fosforik asit ¢ozeltisi (12 ml) icermektedir.
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Standart Cozeltileri:

Kit igerisinde her biri 1 ml olmak tizere 0,5 ng/ml, 2 ng/ml, 8 ng/ml, 20 ng/ml, 80 ng/ml,
200 ng/ml 8-OHdG standart ¢ozeltileri bulunmaktadir.

Reaktifler kit icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Reaktifler karanlik

ortamda ve 2-8°C’de saklanmalidir.

3.5. Yontemler

3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada insan hepatoselliiler karsinoma hiicre (HepG2) hatt1 kullanilmigtir. HepG2
hiicre hatt1 epitel kokenli ve adheren hiicre hattidir. Hiicreler, DMEM besiyeri igerisinde
75 em®’1ik hiicre kiiltiir plaklarina ekilerek, 37°C’de %5 COz igeren inkiibator ortaminda
cogaltilmigtir. Kiiltlir ortamindaki hiicrelerin inkiibator icerisinde uygun araliklarla

besiyeri degistirilmis, uygun zamanlarda pasajlanarak HepG2 hiicreleri ¢ogaltilmistir.

3.5.2. Altin Nanopartikiillerin Eldesi
Boyutlar1 45 — 65 nm arasinda degisen Au NP, PEG ile kaplanmis Au NP, PEI2000 ve
PEI25000 ile kaplanmis Au NP’leri Hacettepe Universitesi Temel Eczacilik Anabilim

Dal1 Laboratuvarlarinda elde edilmistir.

3.5.3. Cahsma Gruplari
Tez c¢aligmasi kapsaminda, HepG2 hiicre hattinda asagidaki calisma gruplar
olusturulmustur (Cizelge 3.1).

50



Cizelge 3.1. Calisma Gruplart.

Test Maddesi Doz Inkiibasyon Siiresi
Kontrol Herhangi bir maddeye -
maruz birakilmamis
hiicreler
Altin Nanopartikiil Grubu 25 pg/ml* 24 saat
(Au) (Partikiil ¢ap1: 50
nm)
Polietilen glikol ile 25 pg/ml* 24 saat
kaplanmis altin
nanopartikiil grubu (Au-
PEG)
Polietilenimin 2000 ile 25 pg/ml* 24 saat
kaplanmis altin
nanopartikiil grubu (Au-
PEI 2000)
Polietilenimin 25000 ile 25 pg/ml* 24 saat
kaplanmis altin
nanopartikiil grubu (Au-
PEI 25000)

*MTT deneyi ile tayin edilen Au grubuna ait 1C3¢ dozlar1 kullanilmustir. 1C30, hiicre canliliginda %30
inhibisyona neden olan konsantrasyonu ifade etmektedir.

3.54. Uygun Hiicre Sayilarinin Belirlenmesi

1.

Flaskta tutunmus HepG2 hiicreleri lizerinden besiyeri cekilerek 6lii hiicreler
uzaklastirilmistir.

Flaska tutunmus hiicreler 2 ml D-PBS c¢ozeltisi ile ikiser kez yikanmistir.

. Daha sonra, flaska 2 ml tripsin-EDTA eklenmis, hiicreler 2 — 4 dk inkiibatorde

tutulmustur.
Isik mikroskobunda hiicrelerin tutunduklari yerden ayrilarak siispande olduklar

kontrol edilmistir.

. Flask tzerine 2 ml besiyeri eklenerek tripsin-EDTA’nin etkisi ortadan

kaldirilmistir.

Steril Falkon tiipe 6 ml besiyeri eklenmistir.
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7. Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler steril falkon tiipe aktarilmistir, besi yeri 10
ml’ye tamamlanmaigstir.

8. Hiicre siispansiyonu 1200 devir/dak hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmis ve
santrifiij sonrasi tiipteki siipernatan uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti 6 ml besiyeri
ile stispande edilmistir.

9. Elde edilen hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak steril bir ependorf tiipe
aktarilmis ve iizerine 50 pl tripan mavisi ¢ozeltisi (9%0,4) eklenerek siispande
edilmistir.

10. Hiicre siispansiyonu Neubauer hiicre sayim lami iizerinde 151tk mikroskobu
altinda incelenmistir. Neubauer hiicre sayim laminin iist ve alt kisimlarinda
bulunan dort karenin kenar ¢izgileri lizerindeki hiicreler harig, karelerdeki
hiicreler soldan saga ilerleyerek sayilmistir. Sekiz ayr1 kareden elde edilen hiicre
sayilarinin ortalamalart alinmistir ve ml’deki canli hiicre sayist asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmustir:

Toplam hiicre/ml=Sayilan toplam hiicre say1s1 x (diliisyon faktori /*8) x 10.000 hiicre/ml

*8: hiicre sayim laminda sayilan kareler.

11. Canli hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre slispansiyonu, her bir
kuyucukta 10.000 hiicre/200 pl olacak sekilde seyreltilmis, 96 kuyucuklu plaga
hiicre ekimi yapilmistir.

12. 48 saat inkiibasyon siiresince hiicrelerin kuyucuklara tutunmasi ve ¢ogalmasi
saglanmstir.

3.5.5. HepG2 Hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir (MTT) Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

3.5.5.1.Yontemin Esasu:

3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir kullanilarak gerceklestirilen,
radyoaktif olmayan, kolorimetrik deney sistemi ilk olarak T.Mosmann tarafindan
gerceklestirilmigtir. Test, radyoaktif izotoplar kullanmadan hiicre biliylimesi ve
canliliginin spektrofotometrik olarak nicelendirilmesi icin tasarlanmigtir. Biiylime
faktorleri, sitokinler ve besin dgeleri yanit olarak hiicre proliferasyonunun dl¢iimii igin
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda MTT, hiicre aktivasyonu ve sitotoksisitenin 6l¢timii i¢in

de kullanilmaktadir [75, 76].

Test, temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi

ile sar1 renkteki tetrazolyum tuzunu (MTT) kullanarak mor renge doniistiirmesi ve
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gbzlenen renk siddetinin spektrofotometre ile 6lgiilmesine dayanir (Sekil 3.1). Hiicresel

indirgenme piridin niikleotid kofaktdrleri NADH ve NADPH ile gerceklesmektedir [77].

Sekil 3.1. Canli hiicreler tarafindan MTT'nin formazan tuza doniisiim metabolizmasi [78].

3.5.5.2.Yontemin Uygulanisi:

1. Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 25, 50, 100, 200, 400
ug/ml konsantrasyonlarda Au, Au-PEG, Au-PEI 2000 ve Au-PEI 25000 ile 24
saat inkiibe edilmistir.

2. Kontrol olarak test maddesi uygulanmayan HepG?2 hiicre hatlar1 kullanilmaistir.

3. Inkiibasyon siiresi sonunda madde ¢ézeltileri atilarak her bir kuyucuga hazirlanan
MTT c¢ozeltisinden (0,5mg/ml) 100 pl eklenmis ve 4 saat inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda MTT ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Kuyucuklarda
olusan formazan kristallerini ¢ézmek tizere her bir kuyucuga 150 ul DMSO
eklenmis ve calkalayicida 5 — 10 dk siire ile calkalanmistir.

5. Kuyucuklarin absorbans degerleri 570 nm’de dl¢lilmiistiir.

6. MTT cozeltisinin 151k ile bozunmasin1 6nlemek i¢in deney karanlik ortamda
yapilmistir.

7. Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degeri %100 olarak kabul
edilmistir. IC30 ve ICso degerleri hesaplanmigtir.

8. Calisma dort kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama alinarak hesaplanmustir.

3.5.5.3.Hiicre Canliliginin Hesaplanmasi
Kontrol hiicrelerinin canlilig1 %100 kabul edilerek, diger hiicrelerin canlilig1 kontrole

kiyasla % olarak hesap edilmistir.

3.5.6. Hiicre ici Reaktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi

3.5.6.1.Yéontemin Esast:

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), aerobik solunum sirasinda oksijenin indirgenmesi ve hiicre
icindeki cesitli enzimatik sistemlerin bir sonucu olarak iiretilmektedir. Fizyolojik
seviyelerde, ROS, hiicre sinyallemesi ve savunmaya katkida bulunmaktadir. Biyolojik

sistemin detoksifikasyon kapasitesinin lizerinde artmis ROS iiretimi, oksidatif stres ve
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hiicresel hasar ile sonuglanmaktadir. ROS, Alzheimer, Parkinson, kanser ve yaslanma

gibi hastalik durumlariyla iliskilendirilmektedir [79].

Yontemin esas1t floresan olmayan bir prob olan 5-(ve 6-) klorometil-2’,7’-
diklorodihidrofloresein diasetat (CM-H2DCFDA)’in canli hiicreler tarafindan yesil-
floresans veren 2',7'-diklorofloresein (CM-DCF)’ne doniistiiriilmesi ve olusan floresans

siddetinin dl¢lilmesine (Aex=640 nm, Aem=675 nm) dayanmaktadir [79].

Florometrik Hiicre i¢i ROS Kiti, 1 saatlik inkiibasyondan sonra canli hiicrelerdeki hiicre
i¢i ROS (6zellikle siiperoksit ve hidroksil radikalleri) diizeylerini tespit etmek i¢in hassas,
tek asamali bir florometrik analiz saglamaktadir. ROS, sitoplazma i¢inde bulunan
florojenik bir sensdrle reaksiyona girerek mevcut ROS miktariyla orantili florometrik bir

tirlin olusturur.

3.5.6.2.Yontemin Uygulanisi:

1. Biitlin reaktifler deneye baglamadan 6nce oda sicakligina getirilmistir.

2. 500X ROS tayin reaktif ¢ozeltisi kit i¢inde yer alan ROS tayin reaktifi ile 40 pl
DMSO karistirilarak hazirlanmastir.

3. 96 kuyucuklu siyah hiicre kiiltiir plagina HepG2 hiicre 6rnekleri 90 pl fosfat
tamponlu salin (PBS) i¢cinde olacak sekilde eklenmistir. IC3o konsantrasyonlarinin
10 kat1 olacak sekilde Au, Au-PEG, Au-PEI 2000 ve Au-PEI 25000 test maddeleri
hazirlanmis ve her kuyucuga 10 pl eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina (test
maddesi icermeyen HepG2 hiicreleri) 10 pl PBS eklenmistir.

4. Hiicre kiiltiir plag1 30 dakika boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

5. Master reaksiyon karigimi (20 pul 500X ROS tayin reaktifi ve 10 pl deney tamponu
iceren karisim) hazirlanmistir. Karisim tek bir hiicre kiiltiir plagi i¢in yeterlidir.

6. 100 pl/kuyucuk olacak sekilde master reaksiyon karigimi eklenmistir.

7. Hicre kiiltiir plag1 30 dakika — 1 saat aralifinda inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

8. Kuyucuklarin floresansi (Aex=640 nm, Aem=675 nm) dl¢lilmiistiir.

3.5.6.3. ROS Diizeylerinin Hesaplanmas:
Kontrol hiicrelerinin iirettigi hiicre i¢ci ROS miktar1 %100 kabul edilerek, diger hiicrelerin

tirettigi ROS miktar1 kontrole kiyasla % olarak hesaplanarak belirlenmistir.

3.5.7. HepG2 Hiicrelerinin Lizisi ve Fraksiyonlanmasi
Konfliient hale gelmis flasklara IC30 dozunda test maddesi uygulanarak 24 saat siire ile

inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda flasklara tripsin-EDTA eklenerek hiicrelerin
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tutunduklar yerden ayrilmasi saglanmistir. Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicrelere besi

yeri eklenmistir.

Lize etme islemi hiicre liziz tampon ¢ozeltisi ve proteaz inhibitér kokteyli kullanilarak
yapilmistir. Proteaz inhibitér kokteyli 100 ml liziz tampon ¢ozeltisi igerisinde 1 ml
proteaz inhibitorii igerecek sekilde hazirlanmistir. Proteaz inhibitorii -20°C’de saklanmis,

liziz tampon ¢ozeltisi ise 4°C’de saklanmaigtir.

Au, Au-PEG, Au-PEI 2000 ve Au-PEI 25000 igeren her bir hiicre grubuna 400 pl liziz
tamponu eklenmis takiben; hiicre silispansiyonlar1 iki gruba ayrilmis, ilk grup 3500
devir/dak hizda 15 dakika ikinci grup 13000 devir/dak hizda 15 dakika boyunca santrifiij

edilmis ve santrifiij sonrasi tliplerdeki slipernatanlar toplanarak -80°C’de saklanmustir.

3.5.8. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Ol¢iimii

3.5.8.1.Yontemin Esast

Yontem GPx aktivitesini, GR ile gergeklesen reaksiyon varliginda olgmektedir.
Hidroperoksitin GPx ile indirgenmesi sonucu olusan okside GSSG, GR ve NADPH ile
indirgenmis durumuna geri déndiiriilmektedir. NADPH’in NADP"’ye oksidasyonu,
absorbansta azalma ile sonuglanmaktadir ve absorbansta meydana gelen azalma
Olciilmektedir. Bir iinite GPx dakikada 1 nmol NADPH’1 NADP’ye doniistiiren enzim

miktar1 olarak tanimlanmstir [80, 81].

GPx
R-0-O-H + 2GSH - R-O-H + GSSG + H,0
(’1;( ,
GSSG + NADPH + Hf =2 2GSH + NADP*

3.5.8.2.Yontemin Uygulanisi

1. Enzimatik olmayan kuyucuklar (3 kuyucuk): 120 pl deney tamponu ve 50 pl ko-
substrat karigimi eklenmistir.

2. Pozitif kontrol kuyucuklari (3 kuyucuk): 100 pl deney tamponu, 50 pl ko-substrat
ve 20 ul diliie edilmis GPx (kontrol) eklenmistir.

3. Omek kuyucuklari: 100 ul deney tamponu, 50 ul ko-substrat ve 25 pg/ml
konsantrasyona sahip Au, Au-PEG, Au-PEI 2000 ve Au-PEI 25000 iceren HepG2
hiicre 6rneklerinden 20 pl belirlenen kuyucuklara eklenmistir.

4. Kaullanilan biitiin kuyucuklara 20 pl kiimen hidroperoksit eklenerek reaksiyon
baslatilmistir. Hiicre kiiltiir plag1 birka¢ saniye ¢alkalanarak reaktifin karigmasi

saglanmistir.
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5. En az 5 zaman noktasi elde etmek kosulu ile spektrofotometre araciligiyla 340
nm'de dakikada bir kez olmak {izere 5 dakika boyunca absorbanstaki azalma

Olciilmiistiir.

3.5.8.3.Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Hesaplanmast
Dakika bagina absorbans degisiklikleri (AA340) hesaplanarak, absorbans degerleri

zamanin bir fonksiyonu olacak sekilde grafik ¢izdirilmistir.

Enzimatik olmayan 6rneklerin dakika basina absorbans degerleri ile 6rneklerin absorbans
degerleri arasindaki fark bulunmustur. Asagidaki formiil kullanilarak GPx aktivitesi

hesaplanmustir.

GPx aktivitesi (nmol/min/ml) = (AA340 / 0,00373* u/M™) x diliisyon faktorii
*NADPH ekstinksiyon katsayisi

. Vfinal
Diliisyon Faktorii = Vyinal X dsrnek

Vérnek

Viinal: Kuyucugun nihai hacmi (0,19 ml)

Vismek: Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,02 ml)
dsmek=Ornek diliisyonu (1)

Spesifik Enzim Aktivitesi (nmol/min/mg protein) = GPx aktivitesi / protein (mg/ml)

3.5.9. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii

3.5.9.1.Yontemin Esast

SOD kiti, ksantin oksidaz ve hipoksantin ile iiretilen siiperoksit radikallerini tespit etmek
icin tetrazolyum tuzu kullanmaktadir ve ii¢ tip SOD (Cu/Zn, Mn ve FeSOD)
Olciilebilmektedir.

Total SOD aktivitesi 6l¢liim yontemi, ksantin oksidazin ksantini iirik aside dontistiiriirken
olusturdugu O iyonunun SOD ile dismutasyonu esnasinda ortama eklenen WST-1
formazan (2-(4-iyodofenil)- 3-(4- nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)- 2H-tetrazolyum,
monosodyum tuzu) maddesinin WST1’ye doniismesinin 6l¢lilmesinde ortaya ¢ikan renk

degisiminin spektrofotometrik bir yontemle dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.2)

[82].
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Ksantin

+0, Formazan
Ksantln Ok51daz
H,0, J \‘ )
Tetrazolyum tuzu

Urik Asit
SOD

0, +Hy0,

Sekil 3.2. Siiperoksit dismutaz Sl¢iimii reaksiyon semasi [83].

3.5.9.2.Yontemin Uygulanisi
1. Kuyucuklara 200 pl diliie edilmis radikal detektorti ve 10 pl SOD standardi veya
Au, Au-PEG, Au-PEI2000 ve Au-PEI25000 igeren HepG2 hiicre lizatlarindan
eklenmistir.
2. Ksantin oksidaz (20 pl) eklenerek reaksiyon baslatilmis, birka¢ saniye hiicre
kiiltiir plag: ¢alkalanmustir.
3. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda calkalayicida 30 dakika inkiibe edilmistir.

4. Orneklerin absorbans degerleri 460 nm’de dl¢iilmiistiir.

3.5.9.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmast

Kor, standart ve tiim 6rneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. Kore ait
absorbans degerinin kendisine ve standartlarin absorbans degerlerine boliinmesi ile elde
edilen oran, standartlarin icerdigi SOD aktivitesine kars1 grafige gecilerek “standart egri”
elde edilmistir (Sekil 3.3). Bu standart egriden hareketle, 6rneklere ait SOD aktiviteleri
belirlenmis; diliisyon faktorii ve protein degerleri kullanilarak spesifik aktivite (U/mg
protein) hesaplanmistir. Stiperoksit radikallerinin %50’sininin dismutasyonu i¢in gerekli

olan enzim miktar1 bir {inite olarak tanimlanmustir.
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Standart Egri
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Sekil 3.3. Siiperoksit Dismutaz Standart Egrisi.

SOD (U/ml)
protein (mg/ml)

Spesifik Aktivite (U / mg protein) = x diliisyon faktorii

Vfinal
Vornek

Diliisyon Faktorii = X dsmek

Viinal: Kuyucugun nihai hacmi (0,23 ml)
Vismek: Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,01 ml)

dsmek=O0rnek diliisyonu (1)

3.5.10. Katalaz Aktivitesinin Olciimii
3.5.10.1. Yontemin Esast

Yontem, hidrojen peroksit substratinin CAT ile enzimatik olarak tepkimeye girmesi ve

sonucunda olusan formaldehitin, kromojen (4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2.4-

triazol; purpald) ile renkli bir bilesik olusturmasi ve olusan renk siddetinin kolorimetrik

olarak Olclilmesi esasina dayanmaktadir [84]. 1 {inite enzim 25°C’de, 1 dakikada 1 nmol

formaldehit olusumuna neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.

3.5.10.2. Yontemin Uygulanist

1. 100 pl seyreltilmis deney tamponu, 30 pl metanol ve 20 pl formaldehit standardi
veya Au, Au-PEG, Au-PEI2000 ve Au-PEI25000 iceren HepG2 hiicre lizatlari

ilgili kuyucuklara eklenmistir.

2. Tiim kuyucuklara 20 pl seyreltilmis H>O2, reaksiyonun baslama zamanina dikkat

edilerek hizli bir sekilde eklenmistir.

3. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda, ¢alkalayicida 20 dakika inkiibe edilmistir.

4. Tim kuyucuklara reaksiyonu sonlandirmak iizere 30 pl potasyum hidroksit

eklenmis, ardindan 30 pl katalaz purpald eklenmistir.

58



5. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda, ¢alkalayicida 10 dakika inkiibe edilmistir.
6. Kullanilan biitlin kuyucuklara 10 pl potasyum periyodat eklenmis, hiicre kiiltiir
plagi, oda sicakliginda, calkalayicida 5 dakika inkiibe edilmistir.

7. Orneklerin absorbans degerleri 540 nm’de 6l¢iilmiistiir.

3.5.10.3. Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
Formaldehit standartlarinin konsantrasyonlar1 ve deney sonucunda elde edilen absorbans
degerleri ile olusturulan standart egrisinden (Sekil 3.4) formaldehit konsantrasyonlari

(uM) hesaplanmustir.

Standart Egri

2

Absorbans (540 nm)

()

40 60 80 100 120 140 160

Formaldehit yM

Sekil 3.4. Formaldehit Standart Egrisi.

CAT aktivitesi, formaldehit konsantrasyonu, tepkimenin izlenme siiresi ve dillisyon

faktorti kullanilarak hesaplanmig; protein degerleri kullanilarak spesifik aktivite

belirlenmistir.
e F ldehit (uM
CAT Aktivitesi (nmol/dk/ml) = ormazozklt LY diliisyon faktori
: Vfinal
Diliisyon Faktorii = fﬂi X danetc
Vornek

Viinal= Kuyucugun nihai hacmi (0,17 ml)
Vimek = Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,02 ml)
dsmek = Ornek diliisyonu (9)

Aktivite (nmol/dk/ml)
mg protein/ml

Spesifik Aktivite (nmol/mg protein) =
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3.5.11. Protein Oksidasyonunun Belirlenmesi
35.11.1. Yontemin Esast

Bisinkoninik asit (BCA) deneyinin esas1, alkali kosullar altinda Cu™ — protein

+2 +1»

kompleksinin olusumuna, ardindan Cu™’nin Cu"'’e indirgenmesine dayanmaktadir.

Indirgenme miktar1 mevcut protein ile orantilidir. Sistein, sistin, triptofan, tirozin ve

+1s

peptid baglarmin Cu*?’yi Cu™!’e indirgeyebildigi gosterilmistir. BCA, alkali ortamlarda
Cu'! ile mavi — mor renkli kompleks olusturmakta ve boylece proteinler ile alkali Cu*?

indirgenmesi spektrofotometrik olarak olciilebilmektedir [85].

3.5.11.2. Yontemin Uygulanisi

1. Hiicre lizatlar1 1/100 oraninda seyreltilmistir.

2. Kuyucuklara kontrol HepG?2 hiicre lizatlar1 ve Au, Au-PEG, Au-PEI2000 ve Au-
PEI25000 ile muamele edilmis HepG2 hiicre lizatlarindan 10 pl eklenmistir.

3. 7 ml QA tamponu, 7 ml QB tamponu ve 280 pl bakir (II) Siilfat igeren ¢alisma
¢ozeltisi hazirlanmig ve bu ¢alisma ¢ozeltisi (150 pl) kuyucuklara eklenmistir.

4. Plak, calkalayicida 15 dakika ve takiben karbondioksit etiivde (37°C) 2 saat
inkiibe edilmistir.

5. Orneklerin absorbans degerleri 562 nm’de 8lciilmiistiir.

3.5.11.3. Protein Miktarimin Hesaplanmasi

Kor ¢ozeltiye ait absorbansin protein standartlar1 ve Orneklerin absorbansindan
cikarilmasi ile net absorbans (A=562 nm) bulunmustur. Net absorbansa karsi protein
standart konsantrasyonlar c¢izdirilerek standart egri (Sekil 3.5) olusturulmus, protein

miktarlart hesaplanmis ve diliisyon faktorii ile ¢arpilmustir.

Standart Egri

Absorbans (562 nm)

ml basina mikrogram protein

Sekil 3.5. Protein Mikrogramlarina Kars1 Absorbans Egrisi.
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3.5.12. Total Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi
3.5.12.1. Yontemin Esasi
Yontem, DTNB’nin GR ile katalizlenen bir reaksiyonla, sar1 renkli 5-tiyo- 2-

nitrobenzoik asit (TNB)’ye déniismesinin dlgiilmesine dayanmaktadir. Uretilen disiilfiir

GSTNB (GSH ve TNB arasinda), GSH’yi geri doniistiirmek ve daha fazla TNB {iretmek

amaciyla GR tarafindan indirgenmektedir (Sekil 3.6). Uretilen TNB oran1 dogrudan bu

geri doniisiim reaksiyonu ve dolayisiyla drnekteki GSH konsantrasyonu ile orantilidir.

TNB’nin absorbansinin dl¢iilmesi ile drnekteki GSH diizeyi belirlenebilmektedir [86].

Glutatyon Rediiktaz
GSSG >

TNB ~N GSH DTNB
glutatyon (rediiktaz X
GSTNB TNB

Sekil 3.6. GSH dongiisti [86].

2 GSH

3.5.12.2. Yontemin Uygulanist

l.
2.

4.
3.
6.

Kuyucuklara 50 pl GSSG standart ¢ozeltisi eklenmisgtir.
Kuyucuklara kontrol HepG2 hiicre lizatlar1 ve Au, Au-PEG, Au-PEI2000 ve Au-
PEI25000 ile muamele edilmis HepG2 hiicre lizatlarindan 50 pl eklenmistir.

. Deney kokteyli, 20 ml’lik vialde, MES tamponu (11,25 ml), ko-faktor karisimi

(0,45 ml), enzim karisimi (2,1 ml), distile su (2,3 ml) ve DTNB (0,45 ml)
karistirilarak hazirlanmistir.

Kuyucuklara taze olarak hazirlanmis deney kokteylinden 150 pl eklenmistir.
Hiicre kiiltiir plag: calkalayicida 1siktan korunarak 25 dakika inkiibe edilmistir.

Orneklerin absorbans degerleri 414 nm’de 6l¢iilmiistiir.

3.5.12.3. Total Glutatyon Diizeylerinin Hesaplanmast

GSSG standartlarinin konsantrasyonlarina karsi standartlara ait absorbans degerleri ile

olusturulan standart egrisinden (Sekil 3.7) o6rneklerdeki total GSH konsantrasyonlari

hesaplanmistir. Sonuglar nmol/mg protein cinsinden verilmistir.
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Standart Egri

(] (» ) L

Absorbans (414 nm)
¢

GSSG (pM)

Sekil 3.7. GSSG Standart Egrisi (414 nm).

3.5.13. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi
3.5.13.1. Yontemin Esast

Malondialdehit, lipit peroksidasyonunun dogal olarak meydana gelen {iriiniidiir. Yontem,

malondialdehit ve tiyobarbitiirik asidin yiiksek sicaklik ve asidik kosullar altinda

reaksiyonu ile olusan MDA-TBA kompleksinin kolorimetrik veya florometrik olarak

Olciilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.8) [87].

o
o o s N OH HO. N SH
H/VKH 'ZQ — 7/ /Y + 2H,0
o N s AN CH—CH=CH NV
OH OH
MDA TBA MDA-TBA

Sekil 3.8. MDA-TBA kompleksinin olusumu [87].

3.5.13.2. Yontemin Uygulanisi

1.

100 pl seyreltilmis standart ¢ozeltisi veya hiicre lizatlar1 Sml’lik cam tiiplere
eklenmis ve her tiipe 100 pl SDS ¢ozeltisi eklenerek hizlica karigtirilmistir.

Her cam tiipe 4 ml renk reaktifi eklenerek karistirilmistir.

Tiipler su banyosunda (100°C) bir saat boyunca bekletilmistir. Bir saat sonunda
cam tiipler kaynayan sudan hizlica alinarak buzda 10 dakika siire ile inkiibe
edilmistir.

Tipler 3500 devir/dak 10 dakika siire ile santrifiij edilmistir.

Tiplerden 150 pl alinarak hiicre kiiltiir plagina eklenmistir.

Orneklerin absorbans degerleri 530 nm’de dl¢iilmiistiir.
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3.5.13.3. MDA Diizeylerinin Hesaplanmasi

Her standart ve O0rnegin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0 uM standardi
kendi absorbans degerinden ve diger absorbans degerlerinden (standartlar) ¢ikartilarak
dogru absorbans degerleri elde edilmistir. Bu degerler MDA konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak ¢izdirilmis, standart egri (Sekil 3.9) elde edilmis, MDA diizeyleri uM

cinsinden hesaplanmistir. Sonuglar nmol/mg protein cinsinden verilmistir.

Standart Egri

Sekil 3.9. MDA standart egrisi (530 nm).

3.5.14. Karbonil Grubu Diizeylerinin Ol¢iimii

3.5.14.1. Yontemin Esasi

Protein oksidasyonunun en genel gdstergesi protein karbonilleridir. Fe™ ve Cu'? gibi
redoks dongilisii katyonlari, proteinler {iizerindeki katyon baglama bdlgelerine
baglanmakta ve H2O2 veya Oz’nin yardimi ile birka¢ aminoasidin yan zincir amin
gruplarini karbonillere doniistiiriilmektedir. 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ve protein
karbonilleri arasindaki reaksiyon sonucu spektrofotometrik olarak analiz edilebilen

hidrazon olugsmaktadir [88].

3.5.14.2. Yontemin Uygulanist
1. 200 pl standart, 200 pl hiicre lizat veya 200 pl kontrol gruplar1 hazirlanmistir.
2. Ornek gruplarma 800 ul DNPH, kontrol gruplarma ise 800 pl HCI (2,5 M)
eklenmistir.
3. Ornek ve kontrol gruplar1 oda sicakliginda ve karanlik ortamda 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresince, her 15 dakikada bir érnek ve kontrol tiiplerine

vorteks uygulanmustir.
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4. Tiplere %20’lik TCA (1 ml) eklenmis, tiipler vortekslenmis ve buzda 5 dakika
inkiibe edilmistir.

5. Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika stire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.

6. Tiplerden siipernatan uzaklastirllmis ve hiicre pelleti 1 ml TCA (%10) ile
siispande edilmistir. Takiben tiipler buzda 5 dakika inkiibe edilmistir.

7. Tipler 15000 devir/dak 10 dakika siire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.

8. Tiiplerden siipernatan uzaklastirilmis ve hiicre pelleti 1 ml (1:1) etanol/etil asetat
karigimi ile stispande edilmistir. Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika siire ile 4°C’de
santrifiij edilmistir. Bu islem iki kere daha tekrarlanmistir.

9. Protein pelletleri 500 pl guanidin hidroklorit ile siispande edilmistir.

10. Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika siire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.

11. Ornek ve kontrol tiiplerinden 220 pl 96 kuyucuklu plaklara eklenmistir.

12. Orneklerin absorbans degerleri 360 nm’de dl¢iilmiistiir.

3.5.14.3. Karbonil Diizeylerinin Hesaplanmast
Kontrol gruplarinin absorbans degerleri ile ornek gruplarinin absorbans degerleri
arasindaki fark hesaplanmistir (CA). Asagidaki formiil ile karbonil konsantrasyonlari

nmol/ml cinsinden hesaplanmustir.
Protein Karbonil (nmol/ml)=[(CA)/(*0,011 uM™)] x (500 ul/200 ul)

*DNPH 370 nm’deki ekstinksiyon katsayis1 22.000 M-' cm™ (0,022 uM™! cm™) dir. Bu deger kuyucuktaki

¢ozeltiye da bagli olan yol uzunlugu da hesaba katilarak yeniden hesaplanmustir.

Daha sonra karbonil diizeyleri nmol/mg cinsinden hesaplanmaigtir.

Korbonil (nmol/mg) = [Protein Karbonil (nmol/ml)] / protein (mg/ml)

3.5.15. DNA izolasyonu

3.5.15.1. Yontemin Esast

DNA izolasyonu, ¢esitli biyolojik o6rnek kaynaklarindan DNA’nin (genomik,
mitokondriyal, viral) izolasyonunu saglayan “Quick-DNA™ Miniprep” kiti ile

gergeklestirilmistir.

3.5.15.2. Yontemin Uygulanist
1. Hiicreler 25 pg/ml konsantrasyonda Au, Au-PEG, Au-PEI2000 ve Au-
PEI25000 ile 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol olarak test maddesi

uygulanmayan HepG2 hiicre hatlar1 kullanilmastir.
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10.

11.

12.

13.

Flaskta tutunmus HepG2 hiicreleri iizerinden besiyeri ¢ekilerek 6li hiicreler
uzaklastirilmig, hiicreler D-PBS ile yikanmis ve daha sonra, flaska 2 ml
tripsin-EDTA eklenmis, hiicreler 2 — 4 dk inkiibatorde tutulmustur.

Istk mikroskobunda hiicrelerin tutunduklar1 yerden ayrilarak siispande
olduklar1 kontrol edilmistir.

Flask iizerine 2 ml besiyeri eklenerek tripsin-EDTA’nin etkisi ortadan
kaldirilmis ve hiicreler steril falcon tiiplere aktarilmistir.

Hiicre siispansiyonu 1200 devir/dak hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmis
ve santriflij sonrasi tiipteki siipernatan uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti 1 ml
besiyeri ile siispande edilmis ve ependorflara ayrilmistir.

Hiicre silispansiyonu 1500 devir/dak hizda 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiipteki siipernatan uzaklastirilmis ve orneklere (Au, Au-
PEG, Au-PEI2000 ve Au-PEI25000 iceren HepG2 hiicreleri ve kontrol
HepG?2 hiicreleri) 500 pl genomik liziz tampon ¢ozeltisi eklenmistir.
Ornekler 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1500
devir/dak hizda 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiipteki siipernatanlar (400 pl) tiip igerisindeki deney kiti
kolonlarma alinmig, 15000 devir/dak hizda 1 dakika santrifiij edilmistir.
Tiipler yenileri ile degistirilerek 200 ul DNA 6n yikama tamponu 6rneklere
eklenmis ve ornekler 15000 devir/dak hizda 1 dakika santrifiij edilmistir.
Ornek kolonlarma 500 ul g-DNA yikama tamponu eklenmis, 15000 devir/dak
hizda 1 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 6rnek kolonlar1 temiz tiiplere alinmis ve 6rnek kolonlarina
125 pl DNA eliisyon tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Ornekler 3-5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve ardindan 15000 devir/dak hizda 30 saniye
santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 tilipteki siipernatanlar (125 pl) ependorflara alinmis ve -

20°C’de saklanmustir.

3.5.16. DNA Baz Hasarmin Belirlenmesi

3.5.16.1.

Yontemin Esasi

DNA’nin oksidatif hasarindan kaynakli doku, serum, plazma ve idrarda 8-hidroksi-

2’deoksiguanin (8-OHdG) olusumunun ELISA ile 6l¢iimii esasina dayanmaktadir. 8-
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OHdG, DNA onarimi sirasinda iiretilmektedir ve Olglimii yaslanma, kanser ve diger

dejeneratif hastaliklara bagli oksidatif hasarin gostergesi olarak yararli olabilir [89].

8 — OHdG — EIA™ Kiti 8-OHdG monoklonal antikoru ve 6rnek veya standartlarin 8-
OHdG’lere baglanma 6zelliginden yararlanarak 8-OHdG tayini yapmaktadir. Standart
veya Ornekteki 8-OHdG’lere baglanmis antikorlarin yikanmasi ile sadece sabit 8-
OHdG’ler ortamda kalmaktadir. Sabit 8-OHdG’leri belirlemek i¢in ikinci bir antikor daha
eklenmekte, bu antikor ortamda kalan monoklonal antikorlara baglanmaktadir. Tekrar
yikama isleminden sonra kromojen eklenmesi ortamdaki antikor miktar1 oranina gore
renk degisimine neden olmaktadir. Renk reaksiyonu sonlandirildiktan sonra 450 nm’de

spektrofotometrik dl¢lim yapilmaktadir [89].

3.5.16.2. Yontemin Uygulanisi

1. Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

2. 50 pl standart ¢ozeltisi veya kontrol HepG2 hiicreleri, Au, Au-PEG, Au-PEI2000
ve Au-PEI25000 iceren HepG?2 hiicreleri kuyucuklara eklenmistir.

3. Kor disinda biitiin kuyucuklara seyreltilmis 50 pl primer antikor ¢ozeltisi
eklenmis, hiicre kiiltiir plagi 1 saat boyunca inkiibatorde (37°) bekletilmistir.

4. Kiiltiir plagr icindekiler dokiilmiis, 250 pl yikama tamponu ile 2 defa yikanmustir.

5. Sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

6. 100 pl seyretilmis sekonder antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, hiicre
kiltlir plagi 1 saat boyunca inkiibatérde (37°) bekletilmistir.

7. Kromojen (1X) kromojen seyreltme tamponu (99X) ile seyreltilmistir. 100 pl
seyretilmis kromojen ¢6zeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, hiicre kiiltiir plag1 15
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

8. 100 pl durdurma cozeltisi eklenmis, 3 dakika beklemeden sonra Orneklerin

absorbans degerleri 450 nm’de Sl¢iilmiistiir.

3.5.16.3. DNA Hasart Hesaplanmasi

DNA hasari, Molecular Devices - Softmax® programi kullanilarak hesaplanmigtir.
Standart, 6rnek ve kontrol gruplar1 program i¢in tanimlanmis ve absorbans degerleri
girilmigtir. Programda bulunan lineer, semi-log, log-log, kuadratik, 4- parametre
(lojistik), log-logit, noktadan noktaya, {istel ve kiibik spline egri uydurma
algoritmalarindan log-log algoritmas1 kullanilarak konsantrasyona karsi standartlarin
ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri elde edilmistir (Sekil 3.10). Sonuglar ng/ml cinsinden

verilmistir.
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Standart Egri

ortalama
deger

0,1 T T T
01 1 10 100 1000

Konsantrasyon
Log(y)=A+B*Log(x) A=0,324 B=-0,177 R"2=0,89

Sekil 3.10. 8-OHdG Standart Egrisi
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4. BULGULAR
4.1. Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
Hazirlanan Au NP’lerin ortalama ¢ap, Polidispersite Indeksi (PdI) ve zeta potansiyel
dlgiimleri icin Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) kullanilmistir. Olgiilen ortalama
cap, Pdl ve zeta potansiyelleri Cizelge 4.1°’de ve 6rneklerin TEM goriintiileri Sekil 4.1°de
verilmistir. Her 6rnek i¢in ardarda {i¢ 6l¢iim yapilmistir.

Cizelge 4.1. Altin Nanopartikillerin Hidrodinamik Ortalama Capt, Polidispersite
Indeksi (Pdl) ve Zeta Potansiyeli.

Ornek Cap (nm) Pdl Zeta Potansiyel
(mV)

Au 45,14+ 1,3 nm 0,07 -36,6 £ 1,21

Au-PEG 65,6 £ 0,8 nm 0,04 -10,7+0,8

Au-PEI 2000 55,28 £ 0,6 nm 0,06 +40,9 + 1,44

Au-PEI 25000 58,03 £ 0,74 nm 0,1 +43,7+ 1,28

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

Au NP’lerin biiyiikliigii 45,14 + 1,3 nm, Au-PEG NP’lerin biiytikliigii 65,6 + 0,8 nm, Au-
PEI 2000 NP’lerin biiyiikliigii 55,28 + 0,6 nm ve Au-PEI 25000 NP’lerin biiyiikligi
58,03 + 0,74 nm olarak bulunmustur. En ytiksek partikiil boyutu Au-PEG grubunda, en
diisiik partikiil boyutu Au grubunda gozlenmistir.

Polidispersite sonuglar1 tiim partikiillerde boyutlardaki sapmanin diigiik oldugunu, Au

NP’lerin yaklagik olarak ayni1 boyutlarda oldugunu gostermistir. .

Partikiillerin zeta potansiyelleri -10,7 £ 0,8 mV ile +43,7 + 1,28 mV arasinda
degismektedir. PEI’nin pozitif yilike sahip olmasi sebebiyle Au-PEI 2000 ve Au-PEI
25000 zeta potansiyel (ylizey yiikil) degerleri pozitif yonde artis gostermistir. PEG

polimer ile kaplama sonucunda zeta potansiyeli sifira yaklagmistir.
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3 d).'" s PEI Kaplama

30 am

Sekil 4.1. Altin Nanopartikiillerin TEM goriintiileri
[a) Au NP, b) Au- PEG NP, c¢) Au-PEI 2000 NP, d) Au-PEI 25000 NP].

4.2. MTT Yontemi ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesine iliskin Sonuclar

Au, Au-PEG, Au-PEI2000, Au-25000’lerinin 0 — 400 pg/ml konsantrasyon araliginda
HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, MTT yontemi ile Glgiilen hiicre
canliligr iizerine etkileri Cizelge 4.2, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te
verilmistir. Sitotoksisite deneyleri, ii¢ farkl1 zamanda ve giin i¢i iki tekrar ile yapilmistir.
Hiicre canliliginda %50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (ICso) degerleri ile %30
inhibisyona neden olan konsantrasyon (IC30) degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.3). ICso
degerleri sirastyla Au, Au-PEG, Au-PEI 2000 i¢in 167 pg/ml, 257 pg/ml ve 198 pg/ml

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Calisma gruplarinda hiicre canlilig.

Calisma Gruplan Hiicre Canlihig1 (%)

1 Kontrol (HepG2) 100

2 25 pug/ml Au 70,63+9,07
3 50 pg/ml Au 68,86+10,99
4 100 pg/ml Au 55,5248,52
5 200 pg/ml Au 46,66+5,74
6 400 pg/ml Au 42,46+5,85
7 25 ng/ml Au-PEG 63,50+5,41
8 50 pg/ml Au-PEG 63,50+7,96
9 100 pg/ml Au-PEG 57,62+6,88
10 200 pg/ml Au-PEG 47,43+5,14
11 | 400 pg/ml Au-PEG 45,10+8,14
12 25 pg/ml Au-PEI2000 72,78+12,70
13 50 pg/ml Au-PEI2000 73,56+9,34
14 100 pg/ml Au-PEI2000 54,40+6,09
15 200 pg/ml Au-PEI2000 42,17£7,71
16 400 pg/ml Au-PEI2000 31,69+7,87
17 25 ng/ml Au-PEI25000 20,45+2,91
18 50 pg/ml Au-PEI25000 15,35+0,98
19 100 pg/ml Au-PEI25000 14,86+2,75
20 200 pg/ml Au-PEI25000 19,22+2,78
21 400 pg/ml Au-PEI25000 20,44+0,10

Sonuglar, ii¢ farkli zamanda ve giin igi iki tekrarla yapilan ¢aligmalarin ortalama degeri olup;

ortalama £SS olarak verilmistir.
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HUCRE CANLILIGI

- y =-0,1427x + 73,799
R* = 0,9409

4

30

Hilcre canhihg: (Kontrole gére %)

0 S0 100 150 200 250 300 350 400 450
Au (ug/ml)

Sekil 4.2. HepG2 hiicre canlilig1 {izerinde Au NP’lerin 25 — 400 pg/ml konsantrasyon
araliginda etkisi.

HUCRE CANLILIGI
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Sekil 4.3. HepG2 hiicre canlilig1 iizerinde Au-PEG’lerin 25 — 400 pg/ml konsantrasyon
araliginda etkisi.

HUCRE CANLILIGI
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Sekil 4.4. HepG2 hiicre canlilig1 tizerinde Au-PEI2000’lerin 25 — 400 pg/ml
konsantrasyon araliginda etkisi.
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HUCRE CANLILIGI
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Sekil 4.5. HepG2 hiicre canlilif: iizerinde Au-PEI25000’lerin 25 — 400 pg/ml
konsantrasyon araliginda etkisi.

Cizelge 4.3. Calisma Gruplarinin IC3o ve ICso Degerleri.

Calisma Gruplan Au Au-PEG Au-PEI2000
IC30 (ng/ml) 26,62 68,33 21,61
ICso (ng/ml) 166,77 257,73 198,44

Au-PEI25000 grubunda uygulanan en diisiik konsantrasyonda bile hiicre canliligi

kontrole gore %20,44’i gegmedigi i¢in bu gruba ait degerler ¢izelgeye eklenmemistir.

4.3. Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Tiirleri Uretiminin Belirlenmesine iliskin Sonuglar

Calisma gruplarinda tayin edilen intraselliiler ROS iiretimi Cizelge 4.4 ve Sekil 4.6’te
verilmistir. Au, Au-PEG, Au-PEI2000 ve Au-PEI25000 grubunda kontrol grubuna oranla
gbzlenen sirastyla %6,02, %17,91, %18,96 ve %13,23 artisin istatistiksel olarak (p<0,05)

onemli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Calisma Gruplarinda Hiicre I¢i ROS Uretimi.

Calisma Gruplar ROS iiretimi*
Kontrol %1007

Au %106,01°
Au-PEG %117,91°¢
Au-PEI 2000 %188,96°
Au-PEI 25000 %113,23°¢

*Kontrole gore % olarak ifade edilmistir.

Au-PEI25000 grubunda beklenen hiicre i¢i ROS artisginin gozlenememe nedeni,

uygulama ile hiicre sayisindaki azalma ve bunu takiben de ROS {iiretiminde azalma olarak

degerlendirilebilir.
HUCRE IC1REAKTIF OKSIJEN TURLERININ
URETIMI

250000
= ' C c
£ 200000 a b
:;“):
Ef 150000
‘% 100000
:E

50000

0
Kontrol Au Au-PEG Au-PEI2000 Au-PEI25000

Sekil 4.6. Calisma Gruplarinda Hiicre I¢i ROS Uretimi.

4.4. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Belirlenmesine Iliskin Sonuclar

Caligma gruplarinda tayin edilen GPx aktiviteleri Cizelge 4.5 ve Sekil 4.7°de verilmistir.
Kontrol grubunda yer alan o6rneklerde GPX aktivitesi 14,67+3,57 nmol/min/mg protein;
Au grubunda 17,39+3,97 nmol/min/mg protein, Au-PEG grubunda 16,34+1,42
nmol/min/mg protein, Au-PEI 2000 grubunda 26,66+4,27 nmol/min/mg protein, Au-PEI
25000 grubunda ise 32,96+4,57 nmol/min/mg protein olarak belirlenmistir. Au grubu ve
Au-PEG grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmezken; Au-PEI2000
grubunda kontrol grubuna oranla gézlenen %81,72 artisin ve Au-PEI25000 grubunda
gbzlenen %124,60 artisin istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) oldugu belirlenmistir. Au
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grubuna kiyasla sadece Au-PEI 25000 grubunda gozlenen %89,56 oranindaki artis
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur. Au-PEI 2000 grubunda GPx
aktivitesinde Au grubuna gore gozlenen %53,3 diizeyindeki artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.

Cizelge 4.5. Calisma Gruplarinda GPx Aktivitesi.

Calisma Gruplan GPX aktivitesi
(nmol/min/mg protein)

Kontrol 14,67+£3,57 2

Au 17,39+ 3,97

Au-PEG 16,341,422

Au-PEI 2000 26,66+ 4,27

Au-PEI 25000 32,96+ 4,57¢

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
a,b,c Ayni Uissel harfleri tasimayan degerler birbirinden 6nemli 6l¢iide farklidir.

GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIVITESI
40

35

30
25
15
10
5
0

Kontrol Au-PEG Au-PEI2000 Au-PEI25000

GPx (nmol/min/mg protein)
N
=)

Sekil 4.7. Calisma Gruplarinda GPx Aktivitesi.

Tiim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
a,b Ayni issel harfleri tagimayan degerler birbirinden 6nemli 6l¢iide farklidir.

4.5. SOD Aktivitesinin Belirlenmesine Iliskin Sonuclar

Caligma gruplarinda tayin edilen SOD aktiviteleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
Kontrol grubunda yer alan 6rneklerde SOD aktivitesi 213,81£29,96 U/mg protein; Au
grubunda 229,36+27,81 U/mg protein, Au-PEG grubunda 236,56+23,69 U/mg protein,
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Au-PEI 2000 grubunda 401,25+76,94 U/mg protein, Au-PEI 25000 grubunda ise
547,44£117,49 U/mg protein olarak belirlenmistir. Au grubu ve Au-PEG grubu ile
kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli olmadigi; Au-PEI2000
grubunda kontrol grubuna oranla gozlenen %87,67 artisin ve Au-PEI25000 grubunda
kontrol grubuna oranla gozlenen %156,04 artisin istatistiksel olarak (p<0,05) anlaml
diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. Au grubuna kiyasla Au-PEI 2000 ve Au-PEI
25000 gruplarinda gbzlenen GPx aktivitesindeki artiglar (sirastyla %74,94 ve % 38,68)
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur.

Cizelge 4.6. Calisma Gruplarinda SOD Aktivitesi

Calisma Gruplan SOD aktivitesi

(U/mg protein)
Kontrol 213,81+ 29,96*
Au 229,36+ 27,81*
Au-PEG 236,56+ 23,69°
Au- PEI 2000 401,25+ 76,94°
Au-PEI 25000 547,44+ 117,49°

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
a.b.¢ Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidar.

SUPEROKSIT DISMUTAZ AKTIVITESI

700
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Kontrol Au-PEG Au-PEI2000 Au-PEI25000

SOD (U/mg proten)

Sekil 4.8. Calisma Gruplarinda SOD Aktivitesi.

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
ab¢ Aym iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir.
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4.6. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesine fliskin Sonuclar

Calisma gruplarinda tayin edilen CAT aktiviteleri Cizelge 4.7 ve Sekil 4.9’da verilmistir.
Kontrol grubunda yer alan 6rneklerde CAT aktivitesi 87,96+11,91 nmol/min/mg protein;
Au grubunda 93,29+£35,21 nmol/min/mg protein, Au-PEG grubunda 80,85+6,63
nmol/min/mg protein, Au-PEI 2000 grubunda 134,724+32,20 nmol/min/mg protein, Au-
PEI 25000 grubunda ise 224,98+29,87 nmol/min/mg protein olarak belirlenmistir. Au
grubu ve Au-PEG grubu ile kontrol grubu arasindaki farkin 6énemli olmadigi; Au-
PEI2000 grubunda kontrol grubuna oranla gozlenen %53,16 artisin istatistiksel olarak
o6nemli oldugu ve Au-PEI25000 grubunda kontrol grubuna oranla gozlenen %155,78
artisin istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. Au
grubuna kiyasla Au-PEI 2000 ve Au-PEI 25000 gruplarinda gozlenen CAT
aktivitesindeki artiglar (sirasiyla %44,41 ve %141,71) istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) bulunmustur. Ayrica Au-PEI 25000 grubunda gozlenen CAT aktivitesindeki
artisin Au-PEI 2000 grubuna kiyasla 6nemli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.7. Calisma Gruplarinda CAT Aktivitesi

Calisma Gruplan CAT aktivitesi
(nmol/min/mg protein)

Kontrol 87,96 + 11,912

Au 93,29 + 35,212

Au-PEG 80,85 + 6,63

Au- PEI 2000 134,72 +32,20°

Au-PEI 25000 224,98 + 29,87°¢

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
a5¢ Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir.
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Sekil 4.9. Calisma Gruplarinda CAT Aktivitesi.

Tiim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
&b Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgilide farklidir.

4.7. Lipit Peroksidasyonu Ol¢iimleri

Calisma gruplarinda tayin edilen MDA diizeyleri Cizelge 4.8 ve Sekil 4.10°da verilmistir.
Kontrol grubunda yer alan 6rneklerde MDA diizeyleri 0,012+0,003 nmol/mg protein; Au
grubunda 0,011+0,004 nmol/mg protein, Au-PEG grubunda 0,010+0,000 nmol/mg
protein, Au-PEI 2000 grubunda 0,010+0,000 nmol/mg protein, Au-PEI 25000 grubunda
ise 0,044+0,010 nmol/mg protein olarak belirlenmistir. Au grubu, Au-PEG ve Au-
PEI2000 grubu ile kontrol grubu arasindaki farklarin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi;
Au-PEI25000 grubunda kontrol grubuna oranla gézlenen %253,53 ve Au grubuna gore
gozlenen %311,17 artisin istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) diizeyde yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Calisma Gruplarinda MDA Diizeyleri.

Calisma Gruplan MDA diizeyleri
(nmol/mg protein)

Kontrol 0,012 +0,003*
Au 0,011 +0,004*
Au-PEG 0,010 = 0,000*
Au- PEI 2000 0,010 = 0,000*
Au-PEI 25000 0,044 +0,010°

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
a.b.¢ Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir.
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Sekil 4.10. Calisma Gruplarinda MDA Diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
&b Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgilide farklidir.

4.8. Glutatyon Diizeyi Olgiimleri

Calisma gruplarinda tayin edilen total GSH diizeyleri Cizelge 4.9 ve Sekil 4.11°de
verilmistir. Kontrol grubunda yer alan oOrneklerde total GSH diizeyleri 5,19+0,83
nmol/mg protein; Au grubunda 5,86+1,62 nmol/mg protein, Au-PEG grubunda 5,23+0,22
nmol/mg protein, Au-PEI 2000 grubunda 7,74+1,40 nmol/mg protein, Au-PEI 25000
grubunda ise 9,63+1,26 nmol/mg protein olarak belirlenmistir. Au grubu, Au-PEG ve Au-
PEI2000 grubu ile kontrol grubu arasindaki farkin énemli olmadigi; Au-25000 grubunda
kontrol grubuna oranla gozlenen %85,66 artisin istatistiksel olarak (p<0,05) anlaml
diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. Au grubuna kiyasla Au-PEI 2000 ve Au-PEI
25000 gruplarinda gozlenen total GSH diizeyindeki artislar (sirasiyla %31,99 ve %64,17)
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur. Ayrica Au-PEI 25000 grubunda
gozlenen total GSH diizeyindeki artisin Au-PEI 2000 grubuna kiyasla dnemli 6l¢iide
yiiksek oldugu (p<0,05) belirlenmistir.
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Cizelge 4.9. Calisma Gruplarinda Total Glutatyon Diizeyleri.

Calisma Gruplari Total Glutatyon Diizeyleri
(nmol/mg protein)

Kontrol 5,19 +£ 0,83%

Au 5,86 + 1,62

Au-PEG 5,23 £0,22%

Au- PEI 2000 7,74 + 1,40°

Au-PEI 25000 9,63 +1,26°

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
ab.¢ Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir.
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Sekil 4.11. Calisma Gruplarinda Total Glutatyon Diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
ab.¢ Ayni {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir.

4.9. Protein Oksidasyonu Ol¢iimleri

Calisma gruplarinda tayin edilen karbonil diizeyleri Cizelge 4.10 ve Sekil 4.12°de
verilmistir. Kontrol grubunda yer alan 6rneklerde karbonil diizeyleri 0,26+0,09 nmol/mg
protein; Au grubunda 0,31+0,13 nmol/mg protein, Au-PEG grubunda 0,42+0,26 nmol/mg
protein, Au-PEI 2000 grubunda 0,65+0,31 nmol/mg protein, Au-PEI 25000 grubunda ise
1,46+0,35 nmol/mg protein olarak belirlenmistir. Au grubu ile kontrol grubu arasindaki
farkin 6nemli olmadigi; Au-PEG grubunda kontrol grubuna oranla gozlenen %61,67
artisin, Au-PEI 2000 grubunda kontrol grubuna oranla gbzlenen %152,32 artisin ve Au-
PEI 25000 grubunda kontrol grubuna oranla gozlenen %462,41 artisin istatistiksel olarak
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anlamli (p<0,05) diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. Tiim kaplama gruplarinda

Olciilen karbonil diizeylerinin Au grubuna kiyasla yiikseldigi sirastyla (%33,97, %109,10
ve %366,07) gdzlenmis olmakla birlikte, sadece Au-PEG ve Au-PEI 25000 gruplarindaki

artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Cizelge 4.10. Calisma Gruplarinda Karbonil Diizeyleri.

Calisma Gruplari Karbonil Diizeyleri
(nmol/mg protein)

Kontrol 0,26 + 0,09?

Au 0,31 +0,13%

Au-PEG 0,42 + 0,26

Au-PEI 2000 0,65 +0,31%

Au-PEI 25000 1,46 £ 0,35°¢

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
ab.¢ Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir.

Karbonil diizeyi (nmol/mg protein)

Kontrol

0,8
0,6
0,4
: i
0

KARBONIL DUZEYLERI

Au-PEG Au-PEI2000 Au-PEI25000

Sekil 4.12. Calisma Gruplarinda Karbonil Diizeyleri.

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
a.b.¢ Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir.
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4.10. DNA Baz Lezyonu Ol¢iimleri

Calisma gruplarinda tayin edilen 8-OHdG diizeyleri Cizelge 4.11 ve Sekil 4.13°de
verilmistir. Kontrol grubunda yer alan 6rneklerde 8-OHdG diizeyleri 0,90+0,47 ng/ml
protein; Au grubunda 1,34+0,63 nmol/mg protein, Au-PEG grubunda 0,64+0,54 ng/ml
protein, Au-PEI 2000 grubunda 0,80+0,60 ng/ml protein, Au-PEI 25000 grubunda ise
1,20+0,60 ng/ml protein olarak belirlenmistir. Kontrol, Au, Au-PEG, Au-PEI 2000, Au-
PEI 25000 gruplar ile kontrol grubu arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli olmadigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.11. Calisma Gruplarinda 8-Hidroksi-2'-Deoksiguanozin Diizeyleri.

Calisma Gruplan 8-OHdG (ng/ml)
Kontrol 0,90 +0,47%
Au 1,34 £0,63%
Au-PEG 0,64 + 0,54%
Au-PEI 2000 0,80 + 0,60*
Au-PEI 25000 1,20 + 0,60?

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

8--HIDROKSI-2'-DEOKSIGUANOSIN DUZEYLERI

8-OHAG (ng/ml)

a
a a
15 a
1
05
0

PEG-Au PEI2000-Au PEI25000-Au

a
u

Kontrol A

Sekil 4.13. Calisma gruplarinda 8-Hidroksi-2'-Deoksiguanozin diizeyleri.

Tim degerler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
ab¢ Aym iissel harfleri tasgimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir.
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4.11. istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin dagilimi “Kolmogorov-Smirnov” testi ile incelenmistir. Gruplar
arast farklarin 6nem kontrolleri, ANOVA tek yonlii varyans analizi ile yapilmstir.
Gruplar arasinda fark ¢ikmasi halinde farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu tespit
etmek i¢in Student’s t testi yapilmistir. Sonuglar ortalama =+ standart sapma (SS) olarak
verilmistir. p<0,05 diizeyinde farklar anlamli olarak kabul edilmistir. Tiim istatistiksel
degerlendirmelerde, Statistical Package for Social Sciences Programme (SPSS) versiyon

20.0 kullanilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Nanoteknoloji, nanometre dlgeginde boyut ve sekli kontrol ederek yeni yapilar, cihazlar
ve sistemlerin tasarlanmasi, liretilmesi ve uygulanmasini saglayan disiplinler arasi bir
alan olarak tanimlanabilir. Nanoteknoloji giiniimiizde fiber ve tekstil, tarim, elektronik,
adli bilimler, uzay ve tibbi tedavi alanlarindaki uygulamalar i¢in siklikla kullanilmaktadir.
Ayrica tibbi arastirmalar, teshis ve tedavi uygulamalarinda geleneksel tedavi
yontemlerinin zamanla yerini almis ve biyomedikal alanda biiyiik bir potansiyele sahip

olmustur [90].

Nanopartikiiller; enzimler, reseptorler ve antikorlar gibi biiyiik biyolojik molekiillerden
boyut olarak birkag yiiz nanometre daha kiiciiktiir. Insan hiicrelerinden yaklasik 10-100
bin kat daha kiiciik boyutlara sahip NP’ler, biyomolekiillerle hiicre yiizeyinde ve hiicre
icinde benzersiz etkilesimler gosterebilir. Pek cok NP esasli ilag tagima sistemi, bilimin
hem tibbi alanda hem de farmasotik alanlarda artan ihtiyaclarini karsilamak igin
tasarlanmistir. Nanopartikiillerin kullanildigi arastirmalarin en ¢ok ¢aligilmis alani, hayati
tehdit eden hastaliklarla miicadele etmek icin hiicre i¢i seviyede hedeflenen ilag
tasinimina odaklanmigstir. Kanser, AIDS, diyabet, sitma, prion hastalig1 ve tiiberkiiloz gibi
hastaliklarda kullanilmak {izere tasarlanan nano-ilaglar, test i¢in farkli deneme
evrelerinde olmakla beraber bazilarinin ticarilestirildigi bilinmektedir. Literatiirde en ¢ok
calisilmis NP’lerin kuantum noktaciklar, karbon nanotiipler, paramanyetik NP’ler,

lipozomlar oldugu goriilmiustiir [91, 92].

Boyut, sekil ve fiziksel 6zellikleri ac¢isindan farkli bircok Au NP ¢esidi bulunmaktadir;
nanokiireler, nanorodlar, nanokabuklar, nanokafesler, nanoyildizlar, nanokutular,
nanokiipler, nanokristaller ve liggen-bipiramitler. Au NP’ler biyolojik olarak inerttir,
elektronik, optik ve manyetik 6zellikleri onlar1 ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in
onemli kilmaktadir. Au NP’lerin benzersiz optik 6zellikleri, onlarin goriintiileme ve NIR
fototermal tedavide kullanilabileceklerini  gdstermistir. Ayrica Au  NP’lerin
biyouyumluluklarin1 arttirmak tizere yiizeyleri kolaylikla modifiye edilebilmekte, bu
sayede ilaglar ve genetik materyal yiizeylerine baglanabilmekte ve ilaclar hedef hiicrelere
taginabilmektedir. Biyouyumlu bir NP tasarlamak i¢in Au NP’ ¢evreleyecek,
biyomolekiillerle spesifik olmayan etkilesimleri Onleyecek PEG gibi polimerler
kullanilabilir. Bu polimerik ligandlar, Au NP’lerin kararliligim1 ve dis yiizeyin
hidrofilisitesini arttirmakta, ¢ozilinilirliigii ve Au NP boyutunu ayarlanabilir kilmaktadir

[93, 94].
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Metal NP’lerden olan Au NP’lerin ilag dagitim, teshis ve tedavi uygulamalarindaki
istiinliikleri géz ontline alindiginda bu partikiillerin ¢cok kapsamli olarak arastirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle biyomedikal uygulamalarda benzersiz 0Ozelliklerinden
faydalanilmasinin ~ yaninda deneysel c¢alismalar Au NP’lerin  toksisitesinin
degerlendirilmesine de odaklanmuis, in vivo biyolojik dagilim ve in vitro toksisite {izerine
yapilan ¢aligmalar 6nem kazanmaya baslamistir. Bunun yaninda teknolojik ilerlemelere
ragmen, Au NP’lerin hiicrelerle olan etkilesimlerini yonlendiren molekiiler siiregler
hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu bilgi eksikligi diisiik sitotoksisiteye sahip,
etkili teshis ve tedavide kullanilabilecek nanomalzemelerin tasarimini engellemektedir.
Au NP’ler baz1 caligmalarda toksik bazi calismalarda toksik olmayan partikiiller olarak
tanimlanmistir. Calismalar boyut, ylizey yiikii, agregasyon derecesi ve seklin Au NP’lerin
potansiyel toksisitesi ve stabilitesi ile ilgili temel parametreler oldugunu gostermistir.
Boyut, yiizey yiikii, agregasyon derecesi ve seklin neden oldugu toksisiteye ek olarak
DNA hasarinin (genotoksisite) Au NP’lerin kullaniminda aragtirilmasi gereken énemli

bir konu oldugu diisiiniilmektedir [93, 95].

Altin nanopartikiillerinin tip, biyoteknoloji ve gida sektorii gibi farkli alanlarda
kullaniminin artmasi, toksisitelerinin degerlendirilmesini esansiyel hale getirmistir. Au
NP’leri genellikle non-toksik kabul edilmektedir. Bununla birlikte, Au NP’lerinin
toksisitelerine iliskin calismalar bulunmaktadir, ancak sonuclar1 ¢eliskilidir. Diger
taraftan, bu konudaki kilavuzlar yeterli degildir. Sitotoksisitenin sadece sekil, ylizey
kimyas1 veya boyutuna bagl olarak degil, kullanilan hiicre tipine bagli olarak da
degisebilecegi bildirilmektedir. Au NP’lerin toksisite mekanizmasi olarak, protein
denatiirasyonu, membran hasari, DNA hasar1 ve immiin reaktivite iizerinde duruldugu
goriilmektedir. Bunun yanisira, genel olarak nanopartikiillerin toksik etkilerinin altinda
yatan mekanizmalardan biri olarak one stiriilen ROS olusumu ve buna bagli oksidatif stres
varliginin; Au NP’lerinin toksisitesi i¢in de olast mekanizmalardan biri olabilecegi

diistiniilmektedir [95].

Bu bilgiler 1s18inda planlanan ve yiiriitiilen bu tez calismasinda Au NP’lerinin
sitotoksisiteleri ile olasi toksisitelerinin altinda yatan mekanizmalardan biri olarak
oksidatif stres degerlendirilmis; farkli kaplama yOntemlerinin toksisiteyi ne sekilde

degistirebilecegi konusu irdelenmistir.
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Calisilan Hiicre Hatlar: ve Konsantrasyon NP’lere temas pek ¢ok yoldan olmaktadir.
Inhale edildiginde ana temas yolu akcigerlerdir. Boyutuna bagl olarak alveolar bélgede
birikebilir. Alveolar boélgenin endotel ile baglantis1 nedeniyle NP kan dolasimina
ulasabilir ve karaciger, bobrek gibi diger organlara dagilabilir. in vivo ¢alismalar, Au
NP’lerinin ana akiimiilasyon bdlgesinin karaciger oldugunu gostermistir. HepG2 hiicre
hatlarinin ~ kullanildig1 ¢alismalarda hiicre hattinin se¢ilme nedeni bu sekilde
aciklanmaktadir [96].Sunulan tez ¢alismasinda da karacigerin ana hedef organlardan biri
olmas1 nedeniyle HepG2 hiicreleri tercih edilmistir. Sitotoksisite ¢alismalarinda 0-400
png/ml konsantrasyon araliginda c¢alisilmis olup; ICso ve IC30 dozlari hesaplanmistir.
Kullanim alanlar1 ve siklig1 gbz oniine alindiginda, Au NP’lerinin oksidan/antioksidan
statii parametreleri ve DNA hasar1 lizerindeki etkilerinin incelenmesi i¢in maruziyet dozu
olarak ICso degerinin yliksek olacagi ve gercekei bir sonu¢ vermeyecegi ongoriilmiistiir.
Bu nedenle, tez kapsaminda HepG2 hiicrelerinin maruz birakilacagi Au NP dozu IC3o

degeri olarak se¢ilmistir.

Altin Nanopartikiillerinin Sitotoksik Etkileri Altin nanopartikiillerinin sitotoksisitesine
iligkin literatiir degerlendirildiginde celiskili bulgularin yer aldigi goriilmistiir [94, 97 -
103]. Bircok in vitro ¢aligsmada, farkl hiicre hatlarinda Au NP’lerinin non-toksik oldugu
bildirilmekle birlikte; bazi calismalarda sitotoksik etkileri vurgulanmistir. Kullanilan
hiicre hatt1, nanopartikiillerin konsantrasyonu ve boyutu, yiizey yiikii ve kaplama gibi pek

cok etmenin sitotoksisitede rol oynayabilecegi belirtilmistir.

Altin nanopartikiillerinin sitotoksisitelerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, insan 16semi
(HL-60) ve insan hepatoselliiler karsinoma (HepG2) hiicre hatlarinda 30, 50 ve 90 nm
capinda Au NP’lerinin sitotoksisitesi, tarafimizdan yapilan tez ¢aligmasinda oldugu gibi
MTT yontemi kullanilarak incelenmistir. ICso degerleri, HL-60 hiicrelerinde 24 saat
inkiibasyonu takiben 30 nm Au NP i¢in 15,4 pg/mL; 50 nm Au NP i¢in 16,8 ng/mL ve
90 nm Au NP i¢in 18,2 pg/mL olarak saptanmistir. 30 nm ¢apindaki, 1, 5 ve 10 pg/mL
konsantrasyonlarindaki Au NP’lere 72 saatlik inkiibasyondan sonra HL-60 hiicre canlilig1
sirastyla %79, %73 ve %060 olarak bulunmustur. 30 nm c¢apindaki 15 pg/mL
konsantrasyonundaki Au NP’lere 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetten sonra HL-60 hiicre
canlilig1 sirasiyla %53,3, %42,4 ve %33,2 olarak belirlenmis, gerek inkiibasyon stiresi
gerekse konsantrasyon arttikga hiicre canliligindaki azalmanin daha fazla oldugu
vurgulanmistir. 50 ve 90 nm, 15 pg/mL Au NP’lere 72 saatlik maruziyet sonucu HL-60
hiicre canliliginin sirastyla %47,8 ve %56,1 bulunmasi; NP ¢api kiiciildiikge sitotoksik

85



etkinin artacagim1 gostermistir. Hiicresel metabolik aktivite en yliksek Au NP
konsantrasyonunda (25 pg/mL) 24-72 saatlik maruziyetten sonra %7’den az olarak
gozlenmistir. Bu bulgular, Au NP’lerinin HL-60 hiicrelerinde sitotoksik etkisinde NP
cap1, konsantrasyonu ve maruziyet siiresinin belirleyici faktorler oldugu goriisiini

dogrulamistir [103].

Ayni ¢alismada, HepG2 hiicrelerinde 24 saat inkiibasyonu takiben ICso degerleri 30 nm
Au NP i¢in 19,3 pg/mL; 50 nm Au NP i¢in 20,2 pg/mL ve 90 nm Au NP i¢in 22,4 ug/mL
olarak saptanmistir. Bu degerler, sunulan tez ¢alismasinda HepG2 hiicrelerinin 45 nm Au
NP ile 24 saat inkiibasyonunu takiben saptanan ICso degerinden (167 pg/mL) diistiktiir.
Bu caligmada ticari olarak satilan Au NP’lerin kullanildig1 belirtilmistir; NP’lerin eldesi
icin kullanilan yontemlerde olabilecek farkliliklarin da sitotoksisiteyi etkileyebilecegini
diistindiirmektedir. HepG2 hiicrelerinin 30 nm 15pg/mL konsantrasyonundaki Au
NP’lere 72 saatlik maruziyetinden sonra %358 hiicre canliligi gézlenmistir. Bununla
birlikte, HepG2 hiicrelerinin 50 ya da 90 nm 15 pg/mL konsantrasyonundaki Au NP’lere
72 saatlik maruziyeti sonucu hiicre canliligt %80’den fazla olmustur. 25 pg/mL
konsantrasyonda 72 saatlik maruziyet sonucu HepG2 hiicre canliliginin 30, 50 ve 90 nm
Au NP’lerde sirastyla %6,3, %12.,4, %30 oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, test edilen Au
NP’lerin HepG2 hiicre hattindaki sitotoksisitesinin de maruziyet siiresi, NP cap1 ve
konsantrasyonuna bagimli oldugunu gostermistir. MTT sonucunda her iki hiicre hattinda
elde edilen ICso konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda, HepG2 hiicrelerinde I1Cso
degerlerinin daha yiiksek olmasi Au NP’lerinin HL-60 hiicrelerinde sitotoksisitesinin
daha fazla oldugunu ve bu hiicrelerin Au NP’lerine daha duyarli oldugunu
gostermektedir. Bu bulgu, hiicre tipinin de toksisitede Onemli oldugunu
diistindiirmektedir [103]. Kang ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada 4,
5, 100 ve 200 nm ¢apinda Au NP’leri kullanilmis; sadece 4 nm ¢apindaki Au NP’leri ile
200 pg/mL konsantrasyonda L5178Y fare lenfoma hiicre hattinda hiicre canliligimin
onemli diizeyde azaldig1 rapor edilmistir [103]. Bu bulgularin aksine, Vijayakumar ve
ark. (2013) tarafindan yapilan bir diger calismada ise sadece 30 nm Au NP’leri hiicre
6liimiine neden olurken, 5, 6 ve 17 nm ¢apindaki NP’lerin insan meme kanseri (MCF-7)
ve insan prostat kanseri (PC-3) hiicre hatlarinda non-toksik oldugu rapor edilmistir [102].
Au NP’lerinin (33 nm) ii¢ farkli hiicre hattinda toksisitesinin test edildigi bir diger
calismada, sonuglar Au NP’lerin BHK21 ve HepG2 hiicrelerinde ayni1 doz araliklarinda

toksik olmamasina ragmen, A549 hiicrelerinde toksik oldugu gosterilmistir [30].
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Gozlenen bu farkliliklar, farkli Au NP’lerinin ve hiicre hatlarinin kullanilmasi ile
aciklanmistir. Sunulan tez g¢alismasinda, HepG2 hiicre hattinda 24 saat inkiibasyonu
takiben 45 nm c¢apindaki Au NP’lerinin sitotoksik etkileri oldugu saptanmis; ancak
saptanan ICso degerlerinde diger ¢alismalar ile farkliliklar gézlenmistir. Calismamizda
maruziyet siiresi ve farkli captaki Au NP’lerinin karsilastirilmasi, biitce ve zaman
kisitlilig1 nedeniyle yapilamamigtir. Ayni hiicre hatlarinin kullanilmasi1 durumunda bile
celigkili sonuglarin aliniyor olmasi, Au NP’leri i¢in referans materyal gelistirilmesi ve
negatif veya pozitif kontrol olarak kullanilmasi1 gerektigi goriisliniin farkli arastirmaci
gruplar tarafindan ileri siiriilmesine yol agmistir [103]. Bu dogrultuda, Ulusal Standartlar
ve Teknoloji Enstitiisii (NIST) tarafindan sifir degerlikli 10, 30 ve 60 nm boyutlarinda
steril Au NP’ler gelistirilmistir. Bu partikiillerin nanotoksikoloji ¢alismalarinda pozitif
veya negatif kontrol olarak kullanilabilmeleri icin toksikolojik etkilerinin karakterize
edilmesi gerekmektedir. Bu amagcla yapilan bir calismada Au NP’ler HepG2 hiicrelerinde
DNA’daki oksidatif hasar potansiyelleri agisindan degerlendirilmistir. Sitotoksisiteleri
MTT deneyi ile degerlendirilmis, akis sitometrisi ise partikiillerin hiicre dongiisiinii
etkileyip etkilemedigini gormek i¢in kullanilmigtir. Son olarak oksidatif DNA hasari
incelenmistir. HepG2 hiicreleri 0,0002 pg/ml, 0,002 pg/ml, 0,02 pg/ml veya 0,2 pg/ml
konsantrasyonlarda Au NP’lere 3 saat maruz birakilmistir. Sonugta, Au NP’lerin 0,2
pug/ml veya 2 pg/ml’den diisiik dozlarda HepG2 hiicrelerinde ve DNA’da doza baglh
oksidatif hasar olusturmadigi, hiicre 6liimiine ve serbest radikal tiretimine neden olmadig1
gorilmistiir. Bu sonuglar NIST Au NP’lerin in vitro / in vivo genotoksisite ¢aligsmalari

i¢cin kontrol malzemeleri olarak kullanilabilecegini gostermistir [70].

Sitotoksisite caligmalarinda, Au NP’lerin seklinin toksisite tlizerinde etkileri de
degerlendirilmis; bu konuda yapilan bir ¢alismada altin nanokiipler (AuNC) ve altin
nano-oktahedralar (AuNO) kullanilmistir. NP’lerin yiizeyi poli(akriloil-L(D)-valin
(L(D)-PAV) ile kaplanmistir. SEM ve TEM sonuglari, L-PAV-AuNC ve D-PAV-
AuNC’lerin boyut (~165 nm) ve yiizey molekiil yogunlugu agisindan (2,0 molekiil/
benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir. Ayni sekilde, L-PAV-
AuNO ve D-PAV-AuNO’nun da boyut (~110 nm) ve yiizey molekiill yogunlugu
acisindan (~1,9 molekiil/ benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir.
NP’lerin hiicresel alim miktar1 ve hiicre i¢i dagilimini incelemek iizere A549 hiicreleri 4
pM konsantrasyonunda PAV-AuNC ve PAV-AuNO’lara maruz birakilmig, sonuglar
sitoplazmada ¢ekirdek ¢evresinde toplandiklarini ve L-PAV kapli NP’lerin, D-PAV kaph
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olanlardan daha fazla hiicre icine alindigin1 gostermistir. AuNC’lerin hacminin
AuNO’lardan daha biiyiik olmasi nedeniyle, ayni konsantrasyonlarda (4pM) AuNC’lerin
altin (Au) konsantrasyonu, AuNO’larinkinden daha fazladir. Bu nedenle A549 hiicreleri
ayni kaplamaya sahip AuNC’ler yerine AuNQO’lar1 hiicre i¢ine almayi tercih etmistir. Bu
durum pargacik seklinin hiicre i¢ine alimda 6nemli oldugunu gdstermistir. MTT sonuglari
L- ve D-PAV-AuNC’ler ya da L- ve D-PAV-AuNO’larin konsantrasyona bagli (0,5 — 8
pM) sitotoksisiteye neden oldugunu gostermistir. 8 pM konsantrasyonda L-PAV kapl1 Au
NP’ler ile, D-PAV kapli Au NP’lerden daha fazla sitotoksisite gozlenmis, hiicre
canliliklart sirasiyla partikiil icermeyen kontrole (%100) gore 76% ve 87% olarak
bulunmustur [69].

Altin Nanopartikiillerinin Oksidatif Stresi Indiikleyici Etkileri Altin nanopartikiillerinin
toksik etkilerinin altinda yatan olas1t mekanizmalardan birinin diger NP’lerde oldugu gibi
oksidatif stres oldugu ileri siiriilmektedir. Bu konuda sinirli sayida in vivo ¢alismanin
yanisira, farkli hiicre hatlarinda yapilmig in vitro ¢alismalar da bulunmaktadir [53, 94,
104 - 107]. Au NP’lerin toksisitesinin farkli hiicre hatlarinda in vitro incelendigi
calismalar degerlendirildiginde, sitotoksisite ve ROS olusumunu irdeleyen c¢aligsmalarin
daha fazla sayida oldugu; tiim oksidan/antioksidan statii parametrelerinin kapsamli olarak

bir arada degerlendirildigi calismalarin ise son derece sinirl sayida oldugu goriilmistiir.

Mateo ve ark (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, HL-60 ve HepG2 hiicre hatlarinda
30, 50 ve 90 nm capinda Au NP’lerinin ROS diizeyleri, GSH konsantrasyonu ve
antioksidan enzim aktiviteleri {izerine etkileri incelenmistir. HL-60 hiicrelerinde total
GSH seviyeleri, ICso konsantrasyonunda 24 saatlik maruziyet sonrasi 30, 50 ve 90 nm Au
NP’leri i¢in sirasi ile kontrol grubuna oranla %16, %53 ve %66 iken HepG2 hiicrelerinde
%46, %56 ve %74 olmustur. Bu sonuglar, Au NP’nin GSH ile etkilesiminin Au
NP’lerinin indiikledigi sitotoksisiteye kars1 onemli bir detoksifikasyon mekanizmasi
oldugunu gostermektedir [103]. Chen ve ark (2004) da giiclii bir Au-S bagi olustugunu
tanimlamisg; bu etkilesimin Au NP’lerine temas1 takiben GSH diizeylerinde gdzlenen
azalmay1 aciklayabilecegini bildirmislerdir [103]. Benzer bir bulgu Gao ve ark (2011)
tarafindan yapilan ¢calismada da elde edilmis; insan hepatik hiicrelerinde Au NP’lerinin
capi ile ters orantili olarak GSH diizeylerinde azalma oldugu rapor edilmistir [106].
Sunulan tez ¢alismasinda IC39 dozunda 45 nm Au NP’lerine 24 saat maruziyet sonucu
HepG2 hiicrelerinde total GSH diizeylerinde kontrol grubuna oranla anlamli bir fark

olmadigi; PEG ile kaplamanin da sonucu etkilemedigi; ancak PEI ile kaplama durumunda
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GSH diizeylerinde anlamli diizeyde artislarin oldugu gozlenmistir. Bu farkin doz ve

kullanilan Au NP’lerinin yapisal farkliliklari ile iligskilendirilebilecegi diisiiniilmiistiir.

Mateo ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, HL-60 hiicrelerinin SOD aktivesinde Au NP
ile dnemli degisiklik gozlenmemistir. Ancak HepG?2 hiicrelerinin 30 ve 50 nm Au NP’lere
24 saatlik I1Cso konsantrasyonlarinda maruziyeti sonras1 SOD aktivite seviyeleri %74 ve
%82 olarak bulunmustur. HL-60 hiicrelerinde ROS seviyeleri 24 saatlik inkiibasyondan
sonra maksimum seviyelerine ulasmistir, ancak 48 saat sonunda bazal seviyelere inmistir.
HepG2 hiicreleri icin ise maksimum ROS seviyeleri 1 saatlik inkiibasyondan sonra
gbzlenmis, 24 saat sonunda bazal seviyeye inmistir. En fazla ROS olusumunun 50 nm Au
NP’leri ile gozlendigi rapor edilmistir [66]. Tarafimizdan yapilan ¢aligmada Au
NP’lerinin gerek SOD gerekse diger antioksidan enzimler, GPx ve CAT aktivitelerinde
anlaml bir degisiklige yol agmadig1 gozlenmistir. Hiicre i¢i ROS diizeylerinde ise I1C30
dozunda Au NP’lerinin 24 saat inkiibasyonu sonucunda anlamli diizeyde artiglar
gozlenmistir. Bununla birlikte, kontrol grubuna goére gozlenen artis orani (%6) yliksek
degildir. Bu bulgu, Mateo ve ark. tarafindan ifade edilen HepG2 hiicrelerinde
maruziyetten 24 saat sonra ROS diizeylerinin bazal seviyelere inmesi aciklamasi ile
kismen uyumludur. ROS olusumu, NP’lerin neden oldugu toksisitede hiicre i¢i yolaklarda
oksidan/antioksidan dengeyi bozabilen 6nemli bir mekanizmadir. Metalik NP’lerin ROS
olusumu ve oksidatif stresten sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Bu etkilerin, farkl: hiicre
hatlarinda Au NP’lerinin toksisitesi i¢in ana mekanizmalar oldugunu diisiindiiren ¢esitli
caligmalar bulunmaktadir [108 - 110]. Bununla birlikte, Au NP’lerine maruziyet ile hiicre
ici ROS diizeylerinde herhangi bir degisikligin olusmadigini bildiren calismalar da
bulunmaktadir (Aueviriyavit 2013). Ayrica, NP ¢ap1 ile ROS olusumu arasindaki iligki
konusunda da ¢eligkili bulgular yer almaktadir. Daha kii¢lik ¢aptaki NP’lerin daha fazla
ROS olusumuna yol agtigin1 belirten arastirmacilarin yanisira, ROS olusumunun partikiil
bliytikliiglinden bagimsiz oldugunu ileri siiren calismalar da bulunmaktadir (Raghunathan
2013). Diger taraftan, Au NP’lerinde hidrofobik 6zellikteki alkil zinciri uzunluguna bagh
olarak sitotoksisite ve ROS olusumunun degisebilecegini; alkil zincir uzunlugunun
artmast ile toksisitenin artacagini rapor eden arastirmalar mevcuttur [109]. Tez
calismainda kullanilan PEI polimerleri hidrofobik 6zellikte olmalari nedeniyle Au-PEI

gruplarinda gozlenen oksidatif stresin bu aciklama ile uyumlu oldugu diistiniilebilir.

Altin nanopartikiillerin seklinin toksisite {izerindeki etkilerini degerlendiren bir

calismada, altin nanokiipler (AuNC) ve altin nano-oktahedralar (AuNO) kullanilmis;
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poli(akriloil-L(D)-valin (L(D)-PAV) ile kaplanan NP’lere 24 saat maruziyet sonucu
A549 hiicrelerinde 6nemli miktarda ROS iiretimi gozlenmistir. AuNO’lar, AuNC’lerden
ve ek olarak L-PAYV kapli partikiiller D-PAV kapli olanlardan daha fazla ROS {iretimine
neden olmustur. COMET yontemi kullanilarak, PAV-AuNO’lara maruz kalan A549
hiicrelerinde, PAV-AuNC’lere gore daha fazla DNA hasar1 olustugu gozlenmistir. Ozetle,
A549 hiicrelerinde DNA hasart PAV-AuNC’lerin ve PAV-AuNO’larin hiicre igine

alinmasi ile tetiklenen ROS iiretiminden kaynaklandigi rapor edilmistir [69].

Bu arastirmanin yanisira, Au NP’lerinin DNA hasar1 {izerine etkilerini degerlendiren
smirli sayida in vivo ve farkli hiicre hatlarinda yiiriitillen in vitro ¢aligmalar da
bulunmaktadir [105]. Bu ¢alismalarda DNA hasart COMET yontemi kullanilarak tayin
edilmistir. Kang ve ark (2009), 4, 15, 100 ve 200 nm boyutlarinda Au NP’lerini L5178Y
hiicrelerine uygulamus; sitotoksisite ile birlikte DNA hasar1 tayin edilmistir [103].
Calismanin sonunda sadece 4 nm boyuttaki Au NP’lerinin doz ve zaman bagimli olarak
sitotoksisiteyi indiikledigi belirlenmekle birlikte; bu boyuttaki NP’lerin DNA hasarini
indiiklemedigi; 100 ve 200 nm Au NP’leri ile DNA hasar1 gozlendigi rapor edilmistir. 4
nm Au NP’leri hiicresel toksisiteyi dogrudan yolak/lar ile indiikleyebilecegi; 100 ve 200
nm boyuttaki NP’lerin ise DNA hasarini oksidatif stres ile iliskili dolaylt mekanizmalarla
indiikleyebilecegi yorumu getirilmistir [101]. Chompoosor ve ark. tarafindan yapilan bir
diger calismada, 20 nm Au NP’leri hidrofobik alkil zincir uzunluguna goére 4 gruba
ayrilmig; HeLa hiicreleri 24 saat siireyle s6z konusu NP’lere maruz birakilmistir [109].
NP’lerin hidrofobikligi sitotoksisite ve ROS olusumunu arttirirken; DNA hasar1 artan
partikiil hidrofobikligi ile azalmistir. ROS olusumu ile gozlenen oksidatif stres ortami,
hiicre 6liimiinii engellemek {izere yabanci molekiilleri uzaklastiran otofajik siiregleri
baslatabilir. Bu siireci NP’lerin oksidatif ortaminda hiicre yasamina katkida bulunabilir.
Bu nedenle, hidrofobik zincirlere sahip Au NP’leri daha fazla ROS olusturabilir, ancak
otofaji nedeniyle bu molekiiller degrede olabilir ve DNA hasariin goriilmesi azalabilir
[109]. Benzer bir mekanizmanin varligi, Li ve ark (2010) tarafindan yapilan ¢alismada
da vurgulanmistir. Akciger fibroblast hiicrelerinde 20 nm Au NP’lerine 24 saat maruziyet
ile lipit hidroperoksit diizeylerinde artis oldugu; MDA protein diizeylerinde onemli
diizeyde artis gozlendigi rapor edilmistir. Otofagozom olusumu ve otofaji proteinlerinin
up-regiilasyonu gozlenmistir. Bu calismada, Au NP’lerinin oksidatif bir ¢evre yaratirken,

hiicresel stres yanit mekanizmalarinin regiilasyonunu da etkiledigi ve aym1 zamanda
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oksidatif stresten hiicreyi korumak iizere otofagozomlarin olusumunu da indiikledigi

vurgulanmigtir [111].

Tarafimizdan yapilan tez g¢alismasinda da Au NP’leri ile ROS diizeylerinde artis
gozlenmesine ragmen DNA hasar1 dahil incelenen diger oksidatif stres parametrelerinde
bir degisiklik saptanmamasinda bdyle bir mekanizmanin da rol oynayabilecegi
ongoriilebilir. Calismamizda, Au NP’lerinin DNA hasar1 yapici etkisi 8-OHAG
diizeylerinin Ol¢iilmesi ile saptanmis olup; hi¢bir deney grubunda kontrole kiyasla
anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Bu bulgular, incelenen konsantrasyonda Au
NP’lerinin HepG2 hiicrelerinde DNA baz lezyonu olusumuna yol a¢madigini
gostermektedir. Au NP’lerine maruziyet ile DNA baz lezyonlariin incelendigi baska bir

calismaya rastlanmamustir.

Altin Nanopartikiillerinin Kaplanmast Altin nanopartikiillerinin biyouyumlu olmalar
ve biyouyumlu polimerlerle kaplanabilir olmalar1 ayirt edici 6zellikleri arasinda
sayilmaktadir. Bu polimerler, nanopartikiillere uygun yilizey yiikii ve kararlilik saglar.
Genel olarak, 6zellikle kiiresel olmayan Au NP’lerin anizotropik 6zelliklerinden dolay:
agregat olusturma egilimi oldugu bilinmektedir. Ligand ile kaplanmis kiigiik Au NP’lerde
agregat olusturmaya karsi afinitenin azaldigi bildirilmektedir; daha biiylik Au NP’ler
¢oOziilmeyen agregatlar olusturmaktadir. Agregasyona bagl kararsizlik Au NP yiizeyinin
polimerler ile kaplanmasiyla oOnlenebilmektedir. Au NP’lerin yiizey kaplamasinda
genellikle heparin, hiyaliironik asit, kitosan, dekstran, pullulan, seliiloz tiirevleri, jelatin,
PEG, PEIL, PVCL, PDDA, maltoz gibi polimerler kullanilmaktadir. Bu polimerik
ligandlar, Au NP’lerin uzun-donem kararliligini iyilestirmekte, biyouyumlulugunu ve dis

yiizeyin hidrofilisitesini arttirmakta, ¢oziiniirliigli ayarlanabilir kilmaktadir [4,11, 15, 16].

Altin nanopartikiillerin toksisitelerinin tek bagina farkli hiicre hatlarinda degerlendirildigi
caligmalarin yani sira, farkli kaplama yontemlerinin etkilerinin de incelendigi ¢aligmalar
bulunmaktadir. PEI ile fonsiyonellestirilmis Au NP’lerin sitotoksisitesinin incelendigi bir
calismada insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293), HeLa, insan epitelyal kolorektal
adenokarsinoma hiicreleri (Coco-2) ve HepG2 hiicre hatlar1 kullanilmis; sadece PEI ve
Au NP-PEI maruziyetinin hiicre canlilig1 {izerindeki etkileri MTT yontemi kullanilarak
kontrol grubu ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. Au NP-PEI maruz birakilmayan
kontrol hiicrelerinin canlilig1 %100 olarak kabul edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi,
Au NP-PEI maruziyeti ile maksimum hiicre canliliklar1 HEK293 hiicreleri i¢in %95,4,
HeLa i¢in %94,9, HepG2 i¢in %98,2 ve Caco-2 i¢in %76,7 olarak belirlenmistir. HeLa
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ve HepG2 hiicreleri %90’dan fazla hiicre canliligt gostermistir [17]. Sunulan tez
calismasinda da Au NP’lerinin PEI-2000 ile kaplanmasi sonucu hiicre canlilig1 tek basina
Au NP grubuna gore yiiksek bulunurken; PEI-25000 ile kaplamada hiicre canliliginda
onemli diizeyde azalma oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, kaplamada kullanilan polimer

Ozelliklerinin de sitotoksisitede 6nemli oldugunu gostermektedir.

Bir diger arastirict grubu, sitrat ile stabilize edilmis Au NP (Cit-Au NP) ve karboksil
(COOH) terminaline sahip PEG ile modifiye Au NP’lerin (COOH-PEG Au NP) hiicresel
alim ve ekzositoz ile sitotoksisitelerini HepG2 ve HEK293 hiicre hatlarinda
degerlendirmistir. Sitotoksisite dlgiimleri i¢in in vitro olarak hiicrelerin canliligini ve
cogalmasini izlemek, farkli test maddelerinin doza bagh tepkisini belirlemek i¢in gercek
zamanl hiicre analizorii (RTCA) kullanilmistir. Cit-Au NP’lere 5, 2, 1 ve 0,5 nM
konsantrasyonlarda 8 saat maruziyet ile HEK293 hiicre canliliginda diisiislerin basladig
gbzlenmis, 22 saat sonunda ise Onemli diizeyde azalmalar saptanmistir. Cit-Au NP
yiizeylerinde sitrat iyonlarinin varlig1 gozlenen toksisite ile iligkilendirilmis, test edilen
biitiin konsantrasyonlarda HEK293 hiicre canliligin azaldigi goriilmiistir. COOH-PEG
Au NP’lere (5, 2, 1 ve 0,5 nM) maruz kalan HEK293 hiicrelerinde ise 56 saatlik
inkiibasyon sonunda konsantrasyona bagli toksik yanit olustugu saptanmistir. HepG2
hiicrelerinin proliferasyon egrileri 98 saatlik maruziyet sonras1 Cit-Au NP’lerin hiicre
canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttigin1 ve test edilen biitlin konsantrasyonlarda (5, 2, 1 ve
0,5 nM) sitotoksik oldugunu gostermistir. COOH-PEG Au NP’lerde ayn1 kosullarda
konsantrasyona bagli sitotoksik yanit olusmustur. En yliksek konsantrasyonlarda (5 nM
ve 2 nM) Au NP’lerin eklenmesinden sonra HepG2 hiicre canlilig1 sifira inmistir. Ancak,
COOH-PEG Au NP’ler diisiik konsantrasyonlarda (0,5 nM ve 1 nM) herhangi bir
sitotoksik etki gdstermemistir. Sonuglar, her iki hiicre tipinin yiizey kimyas: dikkate
alinmaksizin Au NP’lere duyarli olduguna, ancak COOH-PEG Au NP’lerin daha toksik
olduguna isaret etmekte ve HepG2 hiicrelerinde HEK293 hiicrelerine gore daha yiiksek

sitotoksisite varligin1 géstermektedir [68].

Bir diger calismada, sodyum sitrat ve poliamidoamin dendrimerleri (PAMAM) ile
kaplanmis Au NP’lerinin sitotoksik ve genotoksik etkileri ile ROS olusumu iizerindeki
etkileri, HepG2 ve periferal kan mononiiklear hiicrelerinde (PBMC) incelenmistir. Her
iki hiicre hattinda da kapli Au NP’lerinin doz bagimli olarak sitotoksisiteyi, ROS

olusumunu ve DNA hasarini indiikledigi saptanmistir [94].
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Farkli polimerler ile kaplanmig Au NP’lerinin sitotoksisite ile lipit peroksidasyonu, DNA
hasar1 ve protein oksidasyonu parametreleri dahil oksidatif stres indiikleyici etkisinin ve
antioksidan savunma sistemindeki degisikliklerin bir arada degerlendirildigi kapsamli bir
in vivo veya in vitro ¢aligmaya rastlanmamistir. Mevcut calismalarin sitotoksisite ile
birlikte ROS olusumu ve COMET yontemi kullanilarak DNA hasarinin saptanmasi ile
siirli oldugu belirlenmistir. Sunulan tez ¢calismasi, PEG ve farkli molekiil agirliklarinda
PEI ile kaplanmig Au NP’lerinin HepG2 hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin kontrol grubu
ve kapli olmayan Au NP’lere ait sonuglar ile karsilagtirmali degerlendirmesinin yapildigi;
bunun yanisira tiim oksidan/antioksidan statii parametreleri iizerindeki etkilerinin

karsilastirmali incelendigi kapsamli ilk ¢aligma niteligindedir.

Elde edilen bulgular; 45 nm Au NP’lerinin HepG2 hiicre hattinda IC30 dozuna 24 saat
inkiibasyonunu takiben hiicre i¢ci ROS diizeylerinde diisiik, ancak anlamli diizeyde bir
artisa neden olmakla birlikte; protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA hasarini
indiiklemedigi; antioksidan enzim aktiviteleri ve total GSH diizeylerinde istatistiksel
olarak onemli bir degisiklige yol a¢gmadigini gostermistir. Au NP’lerinin PEG ile
kaplanmas1 sonucu ROS diizeylerinde artig ile birlikte karbonil diizeylerinde anlamli
artiglarin oldugu belirlenmistir. PEI ile kaplama sonucu oksidan-antioksidan dengede
bozulmalarin olustugu gézlenmis; 6zellikle yliksek molekiil agirlikli PEI ile kaplanan Au
NP’lerinin sitotoksisitesinin dnemli diizeyde arttigi; DNA baz lezyonlar1 hari¢ incelenen
diger tiim oksidan/antioksidan statii parametrelerinde 6nemli diizeyde artiglar gézlendigi
belirlenmistir. Tiim bu bulgular, PEI ile kaplamanin sitotoksisite ve oksidatif stresi
indiikledigine; oksidan/antioksidan dengede bozulmalara yol ac¢tigina isaret etmektedir.
Bununla birlikte, farkli partikiil biiytlikliigli; doz ve inkiibasyon siireleri kullanilarak
degerlendirmelerin genisletilmesi Au NP’lerinin HepG2 hiicrelerinde etkilerinin daha iyi

anlasilabilmesine olanak saglayacaktir.
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