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OZET

AZOT KATKILI GRAFENIN KOLON KANSER HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKILERININ INCELENMESI

ZELIHA YUCEL
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Esra AYDEMIR
NISAN 2023; 49 sayfa

Nano boyutlarda tasarlanmig materyaller hiicresel yapilar ile ayni boyuttadir.
Dolayisiyla nano materyaller biyolojik agidan uyum ve kontrol gibi avantajlar sundugu
icin saglik, tip ve biyoloji alanlarinda oldukg¢a biiyiikk 6neme sahiptir. Karbon, organik
molekiillerin iskeletini olusturan bir ametaldir. En saf (katisiksiz) allotroplar1 elmas ve
grafittir. Karbonun allotropu olan grafen ise heniiz 2004 yilinda kesfedilmis iistiin
birgok fiziko kimyasal 6zellige sahip biyouyumlu bir malzemedir. Saf grafenin azot ile
katkilanmasi iletkenlik 6zelligini miikemmel derecede iyilestirir. Grafen ve N-katkili
grafen o6zellikleri biiytlik 6l¢iide sentez yontemine baghdir.

Glinlimiizde kanser hastalarina uygulanilan en yaygin tedavi yontemlerinden
olan kemoterapi, kanser hiicrelerine zarar verirken ne yazik ki spesifik bir hedefe
yonelik tedavi boyutunda olmadigi i¢in beraberinde saglikli hiicrelere de zarar vererek
kisinin yasam kalitesini diisiirmektedir. Hedefe yoOnelik tedavi ¢alismalari,
kemoterapinin aksine saglikli hiicrelere zarar vermeden hastay1 tedavi etmeyi miimkiin
kilabilir. Nano boyuttaki hiicre ve/veya biyomolekiiller hedef alinarak gelistirilmis bir
nanomalzeme; kanseri erken evrede teshis etmeyi veya kemoterapi tedavilerinde
spesifik olarak kanser hiicrelerine odaklanmay1 miimkiin kilabilir. Béylece kemoterapik
ilaglar ile saglikli hiicrelere zarar vermeden, kanserli hiicre veya doku hedef almarak
hastay1 tedavi etmek miimkiin olabilir. Kolon kanseri diinya ¢apinda 6liime sebep olan
ilk li¢ kanser tipinden biridir. Bu baglamda biyouyumlu azot katkili grafenin kolon
kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi; tedavi yOntemlerinin
gelistirilmesi ve hatta erken teshisi miimkiin kilabilecek biyosensor tasarlama agisindan
oldukca 6nemlidir.

Yiiriitiilen bu arastirma, Akdeniz Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyonu Birimi tarafindan desteklenen FBA- 2017-2205 kodlu “Grafen Tabanli
Elektrokatalizorlerin Uretilmesi” bashkli proje sonucu spesifik olarak solvotermal
yontem ile sentezlenmis azot katkili grafenin (N-GN), kolon kanseri hiicrelerindeki
(HT- 29) ve insan gobek kordonu veni endotel hiicrelerindeki (HUVEC) in vitro
sitotoksik etkilerinin incelendigi literatiirdeki ilk ¢alismadir. N-GN 12 ve 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda HT- 29 hiicrelerinde 5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL
tim dozlar i¢in onemli bir sitotoksik etkiye sebep olmamustir. Fakat N-GN 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda HT- 29 hiicrelerinde 150 ve 100 pg/mL dozlari i¢in anlaml
bir sitotoksik etkiye sebep olmustur. Kontrol pozitif grubu i¢in kullanilan cisplatin ise
HT- 29 hiicrelerinde 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri icerisinde 5, 25, 50, 100,
150, 200, 250 mg/mL tiim dozlar i¢in 6nemli bir sitotoksik etki gdstermemistir.



Cisplatin 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde 250, 200, 150,
100 ,50 mg/mL dozlar1 i¢in sitotoksik etkiye sebep olmustur. Yine cisplatin, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde 250, 200, 150, 100, 50, 25 mg/mL
dozlar1 i¢in Onemli bir sitotoksik etkiye sebep olmustur. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda cisplatin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda da HUVEC hiicrelerinde
200, 150, 100, 50, 25 mg/mL dozlar1 igin 6nemli bir sitotoksik etkiye sebep olmustur.

Elde edilen bulgular sonucunda belirlenen N-GN’nin 1Csq (93.4 mg/ml) dozu 24
saatlik inkiibasyon siire sonucunda onemli bir kaspaz -3 enzimi miktar1 artigina sebep
olmustur. 24 saatlik inkiibasyona birakilan 1Csq dozundaki N-GN, HT- 29 hiicrelerinde
DNA fragmentasyon miktarinda anlamli bir degisime sebep olmustur. Cisplatin ise, HT-
29 hiicrelerinde DNA fragmentasyon miktarinda anlamli bir degisime sebep olmamustir.

ANAHTAR KELIMELER: Azot Katkili Grafen, Kolon Kanseri, Nano Bilim, Nano
materyal, Sitotoksisite

JURI: Dog. Dr. Esra AYDEMIR
Dog. Dr. Duygu YASAR SIRIN

Dog. Dr. Edip BAYRAM



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOXIC EFFECTS OF NITROGEN-DOUPTED
GRAPHEN ON COLON CANCER CELLS

Zeliha YUCEL
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Assoc. Dr. Esra AYDEMIR
APRIL 2023; 49 pages

Materials designed at nanoscale are the same size as cellular structures.
Therefore, nanomaterials are of great importance in the fields of health, medicine and
biology, as they offer advantages such as biological compatibility and control. The
element carbon is a nonmetal that forms the skeleton of molecules. The purest (pure)
allotropes are diamond and graphite. Graphene, the allotrope of carbon, is a
biocompatible material with many superior physico-chemical properties that was
discovered in 2004. Doping pure graphene with nitrogen improves its conductivity
perfectly. The properties of graphene and N-doped graphene largely depend on the
synthesis method.

Chemotherapy, which is one of the most common treatment methods applied to
cancer patients today, while harming cancer cells, unfortunately decreases the quality of
life of the person by damaging healthy cells as it is not in a specific targeted therapy
dimension. Targeted therapy studies may make it possible to treat the patient without
harming healthy cells, unlike chemotherapy. A nanomaterial developed by targeting
nano-sized cells and/or biomolecules; It may make it possible to detect cancer at an
early stage or to focus specifically on cancer cells in chemotherapy treatments. Thus, it
may be possible to treat the patient with chemotherapeutic drugs by targeting the
cancerous cell or tissue without damaging the healthy cells. Colon cancer is one of the
top three types of cancer causing death worldwide. In this context, determining the
cytotoxic effects of biocompatible nitrogen-doped graphene on colon cancer cells; It is
very important in terms of developing treatment methods and even designing biosensors
that can enable early diagnosis.

This research was carried out as a result of the project titled "Production of
Graphene-Based Electrocatalysts™ with the code FBA-2017-2205 supported by Akdeniz
University Scientific Research Projects Coordination Unit, and the in vitro cytotoxic
effects of nitrogen-doped graphene (N-GN) in colon cancer cells (HT- 29) It is the first
study in the literature to examine its effects. N-GN did not cause a significant cytotoxic
effect in HT-29 cells at all doses of 5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 mg/mL after 12 and 48
hours of incubation period. However, N-GN caused a significant cytotoxic effect for
150 and 100 mg/mL doses in HT-29 cells at the end of the 24-hour incubation period.
Cisplatin used for the control positive group, on the other hand, did not show a
significant cytotoxic effect for all doses of 5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 mg/mL in HT-
29 cells during 12-, 24- and 48-hours incubation periods. Cisplatin caused a cytotoxic
effect in HUVEC cells at doses of 250, 200, 150, 100, 50 mg/mL at the end of the 12



hour incubation period. Again, cisplatin caused a significant cytotoxic effect for 250,
200, 150, 100, 50, 25 mg/mL doses in HUVEC cells at the end of the 24-hour
incubation period. According to the results obtained, cisplatin caused a significant
cytotoxic effect for 200, 150, 100, 50, 25 mg/mL doses in HUVEC cells at the end of
the 48 hour incubation period.

The IC50 (93.4 mg/ml) dose of N-GN, determined as a result of the findings,
caused a significant increase in the amount of caspase-3 enzyme as a result of the 24-
hour incubation period. N-GN at IC50 dose left to 24 hours incubation caused a
significant change in the amount of DNA fragmentation in HT-29 cells. Cisplatin, on
the other hand, did not cause a significant change in the amount of DNA fragmentation
in HT-29 cells.

KEYWORDS: Nitrogen Doped Graphene, Colon Cancer, Nanoscience, Nanomaterial,
Cytotoxicity

JURY': Assoc. Dr. Esra AYDEMIR
Assoc. Dr. Duygu YASAR SIiRIN

Assoc. Dr. Edip BAYRAM



ONSOZ

Diinyada ve iilkemizde en fazla o6liime sebep olan ilk iki hastaliktan biri
kanserdir. Kanser kisinin kendi saglikli hiicrelerinin, bir dizi yeni 6zellikler kazanma
bicimidir. Kazanilan bu yeni 6zelliklerin elde edilmesi siirecinde rol alan temel faktor,
aktif gen c¢esidi miktarindaki degisimdir. Bu degisim saglikli bir hiicrenin birtakim siralt
olaylar sonucunda kanser hiicresine doniigmesine sebep olur. Kanser ¢agimizin en
biiyliik mortalitesine sahip olan bir hastaliktir. Genomda biriken mutasyonlar kanser
hiicresine; biliylime sinyallerine ihtiya¢ duymama, biiylimeyi inhibe edici sinyallere
kars1 duyarsizlik kazanma, smirsiz replikasyon, genomik tutarsizlik, inflamasyon,
immiin sistemden kacis ve enerji metabolizmasindaki farkliliklar gibi yeni yetenekler
kazandirir. Bu 6zelliklerin kazanilma metodu ve siralamasi ise kanseri kendi icerisinde
olduke¢a spesifik kilar. Yani bir hiicrenin kanserlesme siirecinde izledigi yol, kanser
cesidini ve dolayistyla tedavisini farkli kilar.

Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler tipik kanser tedavileridir. Ancak
cagimizin gelisen bilimsel ve teknolojik imkanlarina ragmen 2020 yilinda yaklagik 19
milyon kisi kanser sebebi ile yasamini yitirmistir. Clinkii kanser meydana gelis
hikayesindeki farkliliklar sebei ile oldukca c¢esitlilik sergileyen bir hastaliktir.
Radyoterapi ve kemoterapi tedavileri ise spesifik tedavi imkani sunamaz. Ciinkii kanser
hiicresi ve saglikli hiicre arasinda ayrim yapamaz. Cerrahi yontemde ise tiimor kalintisi
dokuda varligm siirdiirebilmekte. Bu nedenle hastaligin erken teshisi, tedavisi ve hatta
tespiti i¢in hiicresel boyutta takip ve tedavi gerekmektedir. Hiicre ve hiicresel yapilar
nanoboyutta olmasi sebebi ile nano bilim kanser arastirmalar1 i¢in bir potansiyeldir.

Nano malzemeler arasinda c¢evre dostu olan ve iizerinde en c¢ok bilimsel
arastirma yapilan karbon elementi yasamin temelini olusturur. Karbonun en saf
allotropu ise elmas ve grafittir. Heniiz 2004 yilinda kesfedilmis ayrica diinyanin bilinen
en esnek ve celikten daha dayanikli malzemesi olan iki boyutlu grafen ise;
biyouyumluluk gosteren karbon temelli bir malzemedir. Azot ile katkilanasi sonucu
iletkenlik gibi birtakim 6zellikleri daha da iyilestirilen grafen kanser arastirmalarinda bir
potansiyeldir. Hiicrelerin, hiicresel yapilarin ve grafenin nano boyutta olmasi grafeni
biyouyumlu hale getirir. Dolayisiyla kanser teshis, tedavi ve onlemede hedefe yonelik
spesifik ¢caligma imkani1 sunmaktadir.

Bu tez kapsaminda azot katkili grafenin, insan kolon kanseri hiicreleri lizerindeki
sitotoksik etkileri, kaspaz-3 enzim aktivitesi ve DNA fragmentasyonu fiizerine etkileri
incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglarin kanser teshisi, tedavisi ve dnlemesi i¢in yapilan
calismalara katki saglayacagini umut etmekteyiz.

“Hayattaki en hakiki miirsit ilimdir fendir” sozi ile bilimsel calismalarin
onemini bize anlatmaya calisan Ulu Onder Mustafa Kemal ATATURK e bana, bir
cumhuriyet kadimi olabilme, egitim hakki ve bilim arastirmacisi olabilme firsatmni
sundugu i¢in,

Atatiirk” Uin kurdugu bu uygarlhig:r kalkindirmak adina {ilkesine hizmet veren
herkese sonsuz siikran ve tesekkiirlerimi sunarim.



“Isini en iyi yapan vatanini en ¢ok sevendir” bakis agisin1 benimsemis, egitim
hayatim boyunca bana bir harf dahi 6greten tiim 6gretmenlerime sonsuz minnet duyuyor
ve tesekkiir ediyorum. Yasam felsefemi degistiren biyoloji bilimi alaninda bana egitim
veren tiim Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali &gretim
iiyelerine,

Omuzlarinda yiikseldigimiz, bizlerden ©nce varolmus ve bilim yolunu
aydinlatmig tiim bilim devlerine tesekkiir ediyorum.

Yiiksek lisans egitimimde bana yol gosterici olan ve dgrencisi olmaktan onur
duydugum kiymetli hocam Prof. Dr. Kayahan FISKIN’a, bana bu zorlu siire¢te inanan
ve giivenen saygi deger danmismanim Dog¢. Dr. Esra AYDEMIR’e bana sundugu
imkanlar i¢in en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez konumu belirleme ve arastirma siirecimde benden destegini esirgemeyen her
daim bana bilgi ve imkanlarmni sunan saygi deger hocam Do¢. Dr. Edip BAYRAM’ a
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamda destek veren saym hocam Dr. Aysegiil Cansu KILIT’ e, Dr.
Cagdas KIZIL’ a ve ekip arkadaslarim Serap OZKAYA GUL’ e, Beyza BALKIS
SIMSEK’ e, Burak CINGOZ’ e ve Fidan YILDIZ’a,

Akademik kariyer seriiveninde caliskanliklarin1 ve vizyonlarini 6rnek aldigim,
beni ihtiya¢ duydugum her an destekleyen ve aydinlatan arkadaslarim Gizem Gamze
TAS ‘a ve Seray SAHIN SOLAKCI’ ya tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatima anlam katan ailem,;

Emeginin karsiligini asla 6deyemeyecegim ve egitim hayatimi kosulsuz
destekleyen annem Yurdagiil YUCEL’ e bana verdigi gii¢ i¢in,

) Sahip oldugum en biiyiik deger olan kardeslerim Mertcan YUCEL’e, Cuma Can
YUCEL’ e ve M. Yalin Yiicel’ e yasadigim en kiymetli hissi; ablalik duygusunu bana
tattirdiklari igin,

Kiz kardes sevgisini bana yasatan Nihal Seda KARACAN’a ve en biiylik
destek¢im Ali Eren BOLME’ye hayatima kattig1 anlam ve gdsterdigi anlayis igin
goniilden tesekkiir ediyorum.

Insanliga katki sunmasi amaci ile gergeklestirdigim bu bilimsel tezimi, yiiksek
lisans egitimim sirasinda sonsuz yolculuga ugurladigim; kizt olmaktan gurur
duydugum, kahramamm, biricik babam Osman YUCEL’ e ve babamin ardindan
kaybettigim manevi agabeyim Eray BOLME’ ye atfediyorum. Sizi sonsuza dek daha da
cok sevecek ve 6zleyecegim. O giizel kalpleriniz size her daim 151k olsun...
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C : Santigrat Derece

% : Yuzde
mL : Mililitre
ul : Mikrolitre

pm : Mikrometre
uM : Mikromolar
pg : Mikrogram
nm : Nanometre

rpm : Dakikadaki devir sayisi

Kisaltmalar

AIF: Apoptoz indiikleyici Faktor

Apaf-1: Apoptotik Proteaz Aktivite Edici Faktor
APC: Adenomat6z Polipozis Koli Geni

A549: Insan Akciger Kanseri Hiicre Hatt1

HT- 29 : Insan Kolorektal Kanseri Hiicre Hatt1
HUVEC: Insan Gébek Kordonu Veni Endotel Hiicre Hatt1
ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

Bax : Bcl-2 Iliskili X Proteini

Bcl-2 : B Hiicre Lenfoma 2

Bcl-XL : B-Hiicre Lenfoma-Ekstra-Large

BRAF: Fare Sarkomu Viral Onkogen Homolog B
C: Karbon

CAD : Kaspazla Aktive Edilen DNaz



CARD: Kaspaz Alim Alant

CO; : Karbondioksit

COOH: Karboksil

DED : Oliim Effektor Alam

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

DNAz : Deoksiriboniikleaz

DR : Oliim Reseptorii

DIABLO: Dogrudan IAP Baglayici Protein
DISC : Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi
EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik asit
FADD: Fas Iliskili Oliim Bélgesi

FAP: Adenomatozpolipozis

Fas: (Apo-1, CD95) Apoptoz Hiicre Oliim Reseptorii
FasL: Fas Ligand

FBS : Fetal Bovin Serum

Fes304: Manyatit

FeSO,4: Demir 11 Sulfat

GFN: Grafen Ailesi Nanomalzeme

GO: Grafen Oksit

Gran B : Granzim B

GTPaz: Guanozin Trifosfat Enzimi

GQD: Grafen Kuantum Noktalar1

HepG2: Insan Karaciger Kanseri Hiicre Hatt1

HUVEC: Insan Gobek Kordonu Veni Endotel Hiicre Hatt1

Xi



H3PO,: Fosforik Asit

IAP :Apoptoz Protein Inhibitérii

H,SO,: Siilfiirik Asit

IC50 : Yar1 Maksimum Inhibitér Konsantrasyonu

ICAD : CAD Inhibitorii

IGF: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

IL : Interldkin

Kaspaz : Sistein Aspartat Spesifik Proteazlar1

KMnO,: Potasyum Permanganat

KRAS: Kirsten Sigan Karsinoma Viriis

LDH: Laktat Dehidrojenaz

M.O. : Milattan Once

MAPK (ERK1/2): Mitojenle Aktive Edilmis Protein Kinaz
MEM-NEAA : Minimum Essential Medium Non-Essential Amino Acid
MDA-MB-231: Ostrojen Reseptdr Negatif Insan Meme Kanseri
MLH1: MutL Homolog 1 Geni

MSH2: MutS Homolog 2 Geni

MSH6: MutS Homolog 6 Geni

MtMP- MMP: Mitokondriyal Membran Potansiyeli

N: Azot

N-GN :Azot Katkili1 Grafen

NH,: Amin

N2H4: Hidrazin

NH4OH: Amonyum Hidroksit

NRGO: Azot Katkili Indirgenmis Grafen Oksit

NF-kB : Niikleer Faktor kappa B

Xii



OD : Optik Dansite Degeri

Omi- HtrA2 : Mitokondriyal Serin Proteaz

PARP: Poli ADP- Riboz Polimeraz

PBS : Fosfat Tamponlu Salin

PEG-GO: Polietilen Glikol- Grafen Oksit

PMS?2: Protein Uyusmazligi Onarimi Sistem Bileseni
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1. GIRIS

Kanser, genomdaki dinamik degisimler sonucu biriken mutasyonlarin
olusturdugu sistemik bir hastaliktir (Hanahan vd. 2000). Hanahan ve Weinberg
(2000)’in belirttigi lizere kanser hiicrelerinin; bliylime sinyallerinin varligima mecbur
kalmama, biiylimeyi inhibe edecek sinyalleri goz ard1 edebilme, metastaz ve invazyon,
anjiyogenez, apoptozu atlatabilme, smirsiz replikasyon gibi zamanla edindigi alt1
ozelligi bulunmaktadir (Hanahan vd. 2000). Kanserin bu mevcut alt1 6zelliginin yani
sira 2000-2010 yillar1 arasinda kanser ¢aligmalarindan elde edilen veriler sonucunda
kanser hiicrelerinin ortak Ozellikleri arasina genomik tutarsizlik, inflamasyon, immiin
sistemden kagis ve enerji metabolizmasmdaki farkliliklar da eklenmistir (Hanahan vd.
2011). Kanser, Diinya Saglik Orgiitiinin (WHO) belirttigi iizere; sebep oldugu 6liim
sayis1 neticesinde giiniimiiziin en dikkat ¢eken hastaliklardan biridir ve 2020'de yaklasik
19 milyon 6liime neden oldugu Globocan (2022) tarafindan belirtilmistir. Globocan
verilerine gore ise 2040 senesinde bu saymmn yaklasik 30.200.000 bulmasi
beklenmektedir. En sik goriilen kanser ¢esitlerinin ise; meme, akciger ve kolon kanseri
oldugu belirtilmektedir (Globocan 2022; WHO 2022).

Nanoteknoloji metrenin milyarda biri 6l¢eginde maddeyi Olgme, isleme,
birlestirme, kontrol etme ve iiretme yetenegidir. Fizik, kimya, malzeme bilimi ve
biyoloji gibi bilim dallarmin maddeyi atomik ve molekiiler Glgekte islemesine ise
nanobilim denir (Bayda 2019). Atomun, molekiiliin ya da kiitlesel malzemenin sahip
oldugu ozellikler nanoboyutta farklilik gostermektedir. Dolayisiyla miithendislik, tip,
saglik, temel bilimler gibi alanlarda nanomalzemeler bir¢ok ¢aligmada arastirma konusu
olmaktadir (National Nanotechnology Initiative 2019; Bayda 2019). Biyomolekiiller ve
hiicre nano 6lgektedir. Dolayisiyla tasarlanmis nano malzemeler, biyo yapilar ile ayni
boyuta sahip oldugu icin saglik, tip ve biyoloji alanlarinda uyum ve kontrol gibi bir¢ok
acidan avantajlar saglar (Allhoff 2009; National Nanotechnology Initiative 2019).

Karbon, molekiillerin iskeletini olusturmasi sebebi ile yasamin i¢inde yer alan
dolayisiyla birgok arastirmaya konu olmus ametal bir elementtir. Karbonun allotropu
olan grafen ise heniiz 2004 yilinda kesfedilmis tstiin bir¢ok fiziko kimyasal 6zellige
sahip biyouyumlu bir malzemedir (Arseven 2010; Chen vd. 2015; Kili¢ 2019). Grafen,
bilinen en dayanikl tek tabakali malzemedir. Grafen genis ylizey alani barindirir. Bu
ozelligi, kovalent ve kovalent olmayan yilizey modifikasyonunu miimkiin kilar boylece
biyolojik fonksiyonellestirme ¢aligmalar1 i¢in milkkemmel bir aday kabul edilir. Grafenin
in vivo olarak sergiledigi 6zellikler ve biyolojik yapilarla olan iliskisi iizerine gesitli
alanlarda c¢aligmalar yapilmaktadir. Hastalik teshisi, ila¢ tasiyici sistemler, doku
mithendisligi, biyosensorler ve kanser tedavisi gibi bircok ¢alisma giincel olarak devam
ettirilmektedir (Dikin 2007; Zhang vd. 2010; Zhu vd. 2012; Yang vd. 2013; Li vd.
2012; Goenka vd. 2014; Chatterjee vd. 2014; Singh vd. 2014; Kili¢c 2019).

Saf grafen band boslugu olan bir yari iletkendir. Kimyasal katkilama grafenin
yart iletkenlik Ozelliginin kontrol edilmesini miimkiin kilar. Kimyasal katkilama
degerlik bandi ve iletkenlik bandi arasindaki bosluk bandinda degisime sebep olarak saf
grafeni daha kontrollii bir nanomalzeme haline getirir. (Wu vd. 2012; Kilig 2019).
Yiizey transfer ve yer degistirme katkilamasi olarak iki cesit kimyasal katkilama tipi
mevcuttur. Yer degistirme katkilamasinda; karbon atomu haricinde grafenin molekiiler
yapisinda mevcut olan atomlar, grafenin iskeletinde konumlanmis karbon atomlari ile
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yer degistirirler (Wang vd. 2015). Benzer atomik boyutlar1 ve sahip oldugu degerlik
elektronlar1 sebebi ile azot, grafen katkilamasinda 6ne ¢ikan bir atomdur (Tian vd.
2016). Grafen ve N-katkili grafen ozellikleri biiylik 6l¢lide sentez yontemine baglidir
(Bundaleska 2018; Baldea 2020). Saf grafenin azot ile katkilanmas: iletkenlik 6zelligini
mitkemmel derecede iyilestirir. Dolayisiyla azot ile katkilanmig grafen; hiicre kiiltiirii
calismalarinda ve biyosensorlerin olusturulmasinda ideal bir substrat olma o&zelligi
kazanmistir (Cohen vd. 2010; Nguyen vd. 2012; Cohen vd. 2012; Artiles vd. 2011;
Goenka 2014). Nanoparcaciklarin biyolojik yapilarla etkilesimini yoneten ii¢ 6zellik;
boyutu, sekli ve yiizey kimyasidir (Gongalves vd. 2014). Ayn1 zamanda grafenin sahip
oldugu yiizey ve fonksiyonel gruplar sayesinde biyolojik molekiiller fonksiyonel
gruplara baglanabilirken, grafenin yiizeyi de hiicre zar1 ile etkilesim kurabilir (Jaworski
vd. 2015).

Glinlimiizde kanser hastalarina uygulanilan en yaygin tedavi yontemlerinden
olan kemoterapi, kanser hiicrelerine zarar verirken ne yazik ki spesifik bir hedefe
yonelik tedavi boyutunda olmadig1 i¢in beraberinde saglikli hiicrelere de zarar vererek
kisinin yasam kalitesini diisiirmektedir. Hedefe yonelik tedavi c¢aligsmalari,
kemoterapinin aksine saglikli hiicrelere zarar vermeden hastay1 tedavi etmeyi miimkiin
kilabilir. Nano boyuttaki hiicre ve/veya biyomolekiiller hedef alinarak gelistirilmis bir
nanomalzeme; kanseri erken evrede teshis etmeyi veya kemoterapi tedavilerinde
spesifik olarak kanser hiicrelerine odaklanmay1 miimkiin kilabilir. Boylece kemoterapik
ilaglar ile saglikli hiicrelere zarar vermeden, kanserli hiicre veya doku hedef alinarak
hastay1 tedavi miimkiin olabilir.

Grafen ailesi nanomalzemelerin, biyouyumluluk ve toksisite gibi bir¢ok alanda
arastirma konusu olmasimin sebebi hiicre zarin1 gegebilme ve hiicrede fizyolojik olarak
degisime sebep olabilme yetenekleridir. Grafen bazli nanomalzemeler, endositoz
yoluyla hiicre ile etkilesime girer, ancak hiicre tipine bagli olarak bu mekanizma
farkliliklar gostermektedir (Linares vd. 2014; Chatterjee vd. 2014; Magne vd. 2021).
Hiicre tarafindan icsellestirilen grafen ailesi nanomalzemeler, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimine sebep olarak hiicre iskeleti ve/veya farkli hiicresel organeller ile
etkilesime girebilir. Sonu¢ olarak meydana gelen ROS, mitokondriyal membran
potansiyelini (MtMP) azaltarak ve laktat dehidrojenaz (LDH) salinimi yoluyla hiicre
zarmna zarar verip mitokondriyal bozukluklara neden olabilir. Grafen bazl
nanomalzemeler ¢ekirdegi asarak dogrudan DNA ile etkilesime girip genotoksik bir etki
yaratabilir fakat bunlarin hepsi nanomalzemenin sentez yontemi dahil olmak iizere
yiizey alan1 ve boyutu gibi birgok faktore baghdir (Ou vd. 2016; Liao vd. 2018; Tabish
vd. 2018; Magne vd. 2021).

Grafen ailesi nanomalzemelerin, hiicrelerle etkilesim kurma metodu belirlenir
ise onlar1 gelecek vaat eden hedefe yonelik tedavi uygulamalarinda giivenli bir sekilde
kullanmak adina yapilan ¢caligmalar da artis gosterebilir. Grafen ailesi nanomalzemelerin
plazma zarma olan etkileri, icsellestirme mekanizmalar1 ve hiicre ici etkilesim
kurduklar1 yapilarin belirlenmesi gibi bir¢cok asama nanobiyoloji caligmalarma yon
vermesi acisindan son derecede 6nemlidir (Magne vd. 2021).

Simdiye kadar yapilan literatiir taramalar1 sonucunda grafenin sahip oldugu
fiziko kimyasal 6zellikleri neticesinde kanser hiicreleri ile olan iligkisi arastirilmis ve
kanser hiicrelerinde; apoptoz, nekroz ve otofaji gibi hiicre Oliimlerine sebep oldugu
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bildirilmistir. Grafenin ayn1 zamanda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu inhibe
ederek kanser hiicrelerinde oliime sebep olurken saglikli epitel hiicrelerinde bdyle bir
etki yaratmadigma dair arastirmalar da mevcuttur. Yapilan bilimsel arastirmalar
sonucunda grafenin etki mekanizmasinin; doz, zaman, kanser hiicre hatt1 ve nano
malzemenin sentez yOntemi gibi bir¢ok degiskene bagli oldugu sonucuna
vartlmaktadir. Nanoparcaciklarm biyolojik yapilarla etkilesimini yoneten en temel
ozellikleri; boyutu, sekli ve yiizey kimyasidir. Dahasi grafen ve azot-katkili grafen
ozellikleri biiylik Olgiide sentez yontemine baghdir (Chatterjee vd. 2014; Zhou vd.
2014; Baldea vd. 2020).

Bu calismada ise daha O6nce kolon kanser hiicre hattinda sitotoksik etkileri
incelenmemis ve solvotermal yontemle sentezlenmis azot katkili grafenin, HT-29
hiicre hattinda sitotoksik etkilerinin in vitro olarak degerlendirilmesi ve kiyaslanmasi
hedeflenmektedir. Heniiz ¢ok yakin bir ge¢miste kesfedilmis yliksek potansiyelli
grafen ve onkoloji alanindaki etkileri ile ilgili arastrmalar sinirli sayidadir.
Dolayisiyla Akdeniz Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyonu Birimi
tarafindan desteklenen FBA- 2017-2205 kodlu “Grafen Tabanli Elektrokatalizorlerin
Uretilmesi” baslikli proje sonucu spesifik olarak solvotermal yontem ile sentezlenmis
azot katkili grafenin kolon kanseri {lzerindeki sitotoksik etkisini konu alan
arastirmamiz, nanoonkoloji alaninda hedefe yonelik tedavi arastirmalarina kilavuzluk
etme potansiyeli tasimaktadir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Nanoteknoloji ve Nanobiyoloji

Nano 6l¢ii birimi; 6lgegin milyarda biridir. 'Nano' 6n eki, 'clice' veya ¢ok kiigiik
anlammna gelen Yunanca bir 6n ekten atif alir ve metrenin milyarda birini (10°m)
betimler (Mansoori 2005; Bayda 2019). Nanobilim, malzemelerin atomik ve molekiiler
Olgeklerde yonlendirilmesi ve sekillendirilmesi ile ilgilenen fizik, malzeme bilimi ve
biyolojinin bir birlesimidir; nanoteknoloji ise nanometre Olgeginde maddeyi Olgme,
isleme, birlestirme, kontrol etme ve iiretme yetenegidir (Bayda 2019). Atomun,
molekiiliin ve kiitlesel malzemenin sergiledigi 6zellikler ile bu malzemelerin nanoboyut
formlarinda gozlenen Ozellikler fiziksel, kimyasal ve biyolojik a¢idan farliliklar
barindirir. Dolayisiyla nanoteknoloji atom, molekiill ve malzemelere dair yeni
ozelliklerin kesfini miimkiin kilmas1 sebebi ile tip, biyoloji, saglik, kimya ve
miihendislik olmak iizere farkl alanlarda disipler arasi ¢alismalart miimkiin kilmaktadir
(National Nanotechnology Initiative 2019; Bayda 2019).

Modern ¢ag nanoteknolojisi incelendiginde ise nano 6lgegini ilk kez fizik¢i
Richard Feynman kesfetmistir (Feynman 1960).

Nanoteknolojide, 21. ylizyilin en umut verici arastirma alanlarindan birisi ise
nanobiyolojidir. Nanobiyoloji, nano dlgekte dizayn edilmis miithendislik materyalleri ile
hiicre ve biyolojik yapidaki molekiiller arasinda kurulan etkilesimi konu alir (Sekil 2.1).
Nanobiyoloji alanindaki ¢alismalar; saglik, tip ve biyoloji alanlarinda gliniimiizdeki
bircok hastaligin arastirilmasi, teshis ve tedavisinde kontrollii uygulama firsatlar
sunmaktadir. Nano 6lgekte dizayn edilmis miihendislik materyalleri biyolojik yapilar ile
ayn1 boyutlardadir. Bu sebeple tasarlanan nano materyaller biyolojik agidan uyum ve
kontrol edilebilme gibi avantajlar sagladig: igin biiyiik 6neme sahiptir (Allhoff 2009;
National Nanotechnology Initiative 2019).

Nanobilim alaninda hedefe yonelik c¢alismalar ile, kanser i¢in kemoterapi
ilaglarmin etkinligi gelistirilerek nano-onkoloji alaninda ilerlemeler saglanmistir (Yuan
2019). Timor bolgenin hedeflenmesinde nanomalzemeler, antikor ve sitotoksik ajanlar
dahil olmak iizere cesitli fonksiyonel molekiiller ile bir araya getirilmistir. Dolayisiyla
bir¢ok caligma, nanomalzemelerin; otofaji, metabolizma veya oksidatif stres gibi temel
biyolojik siire¢leri uygun bir bicimde yoOnlendirmek amaci ile gerekli terapotik
molekiilleri saglamak icin de kullanilabilecegini gostermistir. Dolayisiyla nano-
onkoloji, nanobilimin dikkate deger ve gelisime agik bir uygulamasidir ve kemoterapi
tedavilerinin sebep oldugu toksisitede dnemli bir azalmaya sebep olmasinin yani sira,
timor yanit oranlarmin iyilestirilmesini de miimkiin kilmaktadir (Cordani 2019).



KAYNAK TARAMASI Z.YUCEL

HEDEFLEME

- 0 & P
O :
iro METALIK ?
LIPOZOM  \yNOPARTIKTL

iN VITRO- IN ViVO

Sekil 2.1. Nanoteknolojinin kimyasal biyolojiye potansiyel katkilarinin ana siniflari
(Williams vd. 2021 den uyarlanmustir)

2.1.1 Grafen

Nanomalzemeler genel olarak organik nanomalzemeler, inorganik
nanomalzemeler ve hibrit nanomalzemeler olarak smiflandirilabilir.  Organik
nanomalzemeler;  lipozomlar,  miseller,  dendrimerler ve  protein  bazh
nanomalzemelerden olusurken, inorganik nanomalzemeler silika nanopargaciklari, altin
nanoparcaciklari, demir oksit nanoparcaciklar1 ve karbonlu nanomateryallerdir. Karbon
bazli materyaller ise mekanik, termal ve optik 6zellikleri sebebi ile nanomalzemeler
arasinda en dikkat ¢ekici olanlardir. Karbon malzemelerin inorganik malzemelere
kiyasla daha ¢evre dostu olduklar1 bilinmektedir (Grimsdale vd. 2005; Garnweitner vd.
2008; Sanchez vd. 2011; Chen vd. 2015).
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Cizelge 2.1. Nanomalzemelerin siniflandirilmasi (Grimsdale vd. 2005; Garnweitner vd.
2008; Sanchez vd. 2011; Chen vd. 2015’ ten uyarlanmuistir).

NANOMALZEMELER
T T

1.a. Silikan — | 3.a. Lipozom
nanopargaciklari

1.b. Altin — | 3.b. Misel
nanopargaciklari

1.c. Demir oksit ‘ 3.c. Dendrimer

nanoparcaciklari
1.d. Karbonlu 3.d. Protein
L [nanomateryaller L, bazli

1.d.3. Iki boyutlu
grafen

Karbon, biyomolekiillerin iskelet atomudur. Ayrica saf veya kovalent halde
birgok bilesigin yapisinda mevcuttur. Karbonun hibritlesme gostermedigi, en saf halde
geometrik dizilim sergiledigi kristal formlarindan biri elmas ve grafittir (Arseven 2010;
Kilig 2019). Karbon bazli nanomalzemelerde yer alan karbon atomlari; dort tip
nanoyapidan kaynaklanan, altigen bir diizenlemeye ve sp 2 orbitallerine sahip kovalent
baglar igerir. Bu dort tip nanoyapi; sifir boyutlu fullerenler; tek boyuta sahip tek duvarli
karbon nanotiipler; iki boyutlu grafenler ve li¢ boyutlu grafitlerdir (Dong vd. 2017;
Magne vd. 2021)
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Cizelge 2.2. Karbon allotroplarinin 6zelliklerinin kiyaslanmasi (Tiyek vd. 2016’dan
uyarlanmigtir)

Ozellik Grafen Karbon nanotiip | Grafit Fulleren

Yiizey alani(m®\g) 2630 1315 10

Termal >3000( ¢ok duvarl

iletkenlikwmky | 0% knt) S000
15000 SiO

Mobilite (cm?\Vs) iizerinde 200.000 | 100000 13000

serbest halde

Young modiilii(TPa) | 1 0,64 1,06

Optik gecirgenlik(%) | 97,7 - -

Karbon nanoyapilar tek bir grafit katmandan olusmaktadir. Bu temel yapi taslari,
altigen bir petek yapisinda kovalent olarak islevsellestirilmis sp2 bagl karbon
atomlarindan olusur. Bir grafen katmani, monoatomik veya tek katmanl bir grafeni
belirtirken, iki ila ii¢ grafit katmani sirasiyla iki katmanh ve ii¢ katmanli grafen olarak
bilinir (Bhuyan vd. 2016; Magne vd. 2021).

Grafeni ilk olarak Andre Geim ve Konstantin Novoselov, grafitten mekanik pul
pul dokiilme yoluyla kesfetti. Grafen ti¢ boyutlu grafitten elde edilmis tek atomik
katmanli iki boyutlu, oda sicakliginda iletkenligi ve yiiksek tasiyicilik kapasitesi olan
bosluksuz bir nanomalzemedir (Du vd. 2008; Rao vd. 2014). Altigen geometrik yapisi
ile bir atom kalinhiginda olan grafen, birgok iistiin 6zellige sahiptir. Yiiksek derecede
yiik tagima kabiliyetine sahiptir. Elektronlar grafen tabakasi igerisinde kiitlesizmis gibi
davranarak c¢ok hizli hareket eder. Hem en ince hem de en gii¢lii malzemedir. Isiy1
miikemmel derecede ileten ve dayaniklilik 6zelligi sergileyen bir malzemedir. Gazlari
gecirmez. Dayaniklilik gostermekle birlikte esneklik 6zelligi de sergiler (Kilig 2019).
Kimyasal olarak ¢ok reaktif degildir. Yiiksek seffaflik, yiikk mobilitesi, sicaklik direnci,
termal iletkenlik ve gerilme direncine sahiptir (Arseven 2010). Grafende konumlanmis
iki karbon aras1 uzakligin 0,42 nm olmasi sebebi ile grafen tek tabaka halinde seffaflik
kazanmis ve mitkemmel bir iletkenlik seviyesi sergilemektedir (Kozal 2012; Tiyek vd.
2016). Grafenin olaganiistii elektrik iletkenligi ve termal 6zellikleri sadece elektronik
cihazlarda degil, ayn1 zamanda hiicre potansiyelini 6lgmek i¢cin biyomedikal cihazlarda
ve iletken hiicre kiiltiirli cihazlar1 ve biyosensorler i¢in bir substrat olarak yararl olabilir
(Artiles vd. 2011; Nguyen vd. 2012; Cohen vd. 2012; Goenka vd. 2014).

Grafenin biyoaktivitesi konu alan; hastalik teshisi, ila¢ tasiyict sistemler,
antibakteriyel ve antiviral madde liretimi, doku miihendisligi, biyosensorler, fototermal
tedaviler ve kanser tedavisi gibi ¢aligmalar mevcuttur (Dikin vd. 2007; Zhang vd. 2010;
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Zhu vd. 2012; Yang vd. 2013; Li vd. 2012; Goenka vd. 2014; Chatterjee vd. 2014;
Singh vd. 2014). Tek katmanli grafen %97.7 seffaflik gosterir (Zhang vd. 2019). Tek
katmanli grafende bant araliginin olmamasi sonucunda elektron hareketliliginin daha
hizli ve kontrolsiiz olmasi s6z konusudur. Dolayisiyla yiizey modifikasyonu veya
kimyasal katkilama ile degerlik ve iletkenlik band1 arasinda bosluk bandi olusturulur
(Mukherjee vd. 2012; Rao vd. 2014). Heteroatomlu katkilanmis grafen, elektronik
yapist ve diger i¢sel 6zellikleri ile daha etkili bir malzemedir (Panchakarla vd. 2009).

Grafen Ailesi Nanomalzemelerin (GFN); sekil, boyut, yiizey alani, tabaka sayisi,
yanal boyutlar, ylizey kimyasi, sertlik gibi 6zellikleri, biyolojik sistemlerle etkilesimini
onemli dlgiide belirlemektedir (Sanchez vd. 2012; Guo vd. 2014). Nanopargaciklarin
biyolojik yapilarla etkilesimini yoneten ii¢ 6zellik; boyutu, sekli ve yiizey kimyasidir
(Gongalves vd. 2013). Genel olarak, kiigiik boyutlu ve yiiksek fonksiyonel gruplara
sahip olan GFN'ler, daha biiyiik boyutlu ve az sayida fonksiyonel grup igeren GFN'ler
ile karsilastirildiginda, hiicreye girisi daha kolay olmaktadir (Guo vd. 2014). Grafen,
hiicre zarlarina yapisma yoluyla ve hiicre reseptorleri ile baglanma ile etkilesime
girebilecegi icin stresi indiikleyebilir ve bu sayede kanser hiicrelerinde apoptotik
mekanizmalar1 aktive edebilir (Geim vd. 2007). Ayn1 zamanda grafenin sahip oldugu
ylizey ve fonksiyonel gruplar sayesinde biyolojik molekiiller fonksiyonel gruplara
baglanabilirken, grafen yiizeyi de hiicre zari ile etkilesim kurabilir (Jaworski vd. 2015).
Bu baglamda grafen ailesi nanomalzeme smifi; ilag iletimi, goriintiileme ajanlari,
biyosensorler ve doku miihendisligi gibi bir¢ok alanda arastirma konusu olmustur
(Maiti vd. 2019; Mohajeri vd. 2019).

2.1.2. Katkilh Grafen

Grafenin yar1 iletken 6zelliklerini kontrol altina alabilmek amaci ile kimyasal
katkilama uygulanilarak; wvalans ve iletkenlik bandi arasinda enerji boslugu
olusturulmaktadir (Wu vd. 2012; Kili¢ 2019). Kimyasal katkilama (doping), grafenin
elektronik o6zelligi dahil bir¢ok 6zelligini etkileme potansiyeline sahiptir. Grafenin
kimyasal olarak katkilamasi; yiizey transferi ve yer degistirme ile miimkiindiir. Grafen
ile dopant1 arasinda ylik aktarimi saglanarak grafenin kimyasal baglarinda hasar
olusturmadan ylizey katkilama gergeklestirilebilir. Azot, bor, demir veya kiikiirt gibi
karbon disindaki herhangi bir atom, grafen iskeletinde konumlanmis karbon ile yer
degistirerek kimyasal katkilanir ise grafenin iskelet yapist degisime ugramaktadir (Sekil
2.2) (Wang vd. 2015; Kili¢ 2019).

Karbon malzemelerin kimyasal katkilanmasinda, azot milkemmel bir
potansiyele sahiptir. Bununla birlikte, grafen ve N-katkili grafen 6zellikleri biiyiik
Olglide sentez yontemine baghidir (Tian vd. 2016; Bundaleska vd. 2018; Baldea vd.
2020). Grafende azot katkisi, i¢ optik ve elektriksel Ozelliklerini etkili bir sekilde
degistirebilir, bu da daha yiiksek elektrokatalitik aktivite ve iletkenlige sebep olur. Azot
katkili grafen malzemeler 35S/cm'lik miikemmel elektrik iletkenligine sahiptir. Hizli
elektron transfer kinetigi ve grafen bazli materyallerin {istiin elektrokatalitik aktivitesi
nedeniyle, klinik tam ile ilgili birkag 6nemli kii¢iik molekiilii tespit etmek i¢in yeni
elektrokimyasal sensorler gelistirme konusundaki uygulamalarina ¢ok sayida ¢aligma
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ayrimistir (Pareek vd. 2019). Azot veya bor ile katkilanmis grafen, bir bant aralii
yaratir ve onu n-tipi veya p-tipi bir malzeme yapar. Bu tiir kimyasal katkili malzemeler
benzersiz 6zelliklere sahiptir, 0rnegin nitrojen katkili grafen iyi bir elektron vericidir.
Bu noktada bir¢ok uygulama alaninda kullanilmaktadir (Zhu vd. 2013).
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Sekil 2.2. Fe304/RGO ve Fe304/NRGO nanokompozitlerinin sentez semasi (Naderi vd.
2016’ dan uyarlanmustir)

2.1.3. Grafen ve tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri
2.1.3.1. Grafen bazh nanomalzemelerin biyolojik sistemlerle etkilesimleri

Grafen ailesi nanomalzemeler, hiicre zarmm1 ge¢me ve fizyolojik ortami
degistirme yetenekleri nedeniyle biyouyumluluk ve toksisite gibi bir¢ok alanda
arastirma konusudur. Grafen bazli nanomalzemeler, hiicrelerle endositoz yoluyla
etkilesime girer. Ancak hiicre tarafindan igsellestirme mekanizmalar hiicre hattina bagl
olarak farklilik gostermektedir. Linares ve arkadaslar1 (2014), yaptiklar1 calismada ii¢
farkli hiicre hattinda endositozun farkli alim mekanizmalarinin mevcut oldugunu ve bu
mekanizmalarin hiicre hattina bagh olarak cesitlilik gosterdigi bulgusunu elde ettiler.
Bununla birlikte, kullanilan ii¢ hiicre tipinde ortak olarak makropinositoz mekanizmasi
genel bir igsellestirme siireci olarak belirtilmistir. Caligmada kullanilan grafen ailesi
nanomalzemenin, hiicre hatlarinda klatrin-bagimli  mekanizmalar  tarafindan
i¢sellestirildigi sonucuna ulagilmistir (Sekil2.3) (Grant vd. 2006; Linares vd. 2014).
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Sekil 2.3. Grafenin klatrin aracili endositoz mekanizmasi ile hiicre igine alinmasi (Grant
vd. 2006’ den uyarlanmistir)

Icsellestirmeden sonra, grafen ve tiirevleri, parcalandiklar1 veya lizozom,
mitokondri, ¢ekirdek ve hiicre iskeleti gibi diger hiicre i¢i organellerle etkilesime
girmek i¢in bir baz olarak kullanildig1 endozom- lizozom sisteminde tutulur. Ayrica,
grafen nanoparcaciklar1 ve tiirevleri, sitoplazmik igerigin sizmasma bagl olarak
enflamatuar yanitin izledigi hasara neden olarak plazma zarindan gecebilmektedir.
Sitozolde, grafen bazli nanomalzemeler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi yoluyla
hiicre iskeleti ve/veya farkli hiicresel organeller ile etkilesime girerek toksik etkiye
sebep olabilmektdir. Bunlara ek olarak, ROS lipid peroksitleri tiretmek igin membran
lipidlerinden doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu da
indiikleyebilir (Sekil 2.4). Grafen bazli nanomalzemeler (GNM'ler) c¢ekirdege
ulastiginda, dogrudan DNA ile etkilesime girebilir ve genotoksik etkilere neden olabilir
(Ou vd. 2016; Liao vd. 2018; Tabish vd. 2018; Magne vd. 2021).

GNM'lerin biyolojik etkilerinin; malzemenin yanal boyutu ve katman sayisi,
uygulama dozu, maruz kalma siiresi, yiizey kimyasi ve saflik gibi faktorlerden giiglii bir
sekilde etkilendigi literatiirde birgok farkli ¢alisma ile belirtilmektedir. Bu ozellikler,
kullanilan sentez islemine ve islevsellestirme yontemlerine gore degismektedir (Zhang
vd. 2016; Higashisaka vd. 2017; Yan vd. 2017; Nasirzadeh vd. 2019). Dolayisiyla,
grafen bazli nanomalzemelerin fiziko-kimyasal ozelliklerine bagl olarak biyolojik
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sistemlerle etkilesimlerini dogru anlamlandirmak hedefe yonelik ¢aligmalart miimkiin
kilabilir.

GNFs
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Sekil 2.4. Grafen ailesi nanomalzemelerinin (GNF'ler) plazma zar1 ile olas1 etkilesimleri
ve sitotoksik etkileri ( Magne 2021°den uyarlanmistir)

Partikiil boyutunun nanomalzemenin biyouyumlulugu ve toksisitesi igin
belirleyici bir faktor oldugu arastirmalar ile desteklenmistir (Jia vd. 2019). Chatterjee ve
arkadaslarinin HepG2 insan hepatokarsinom hiicreleri ile, grafen tiirevlerinin yiizeydeki
oksidasyon durumunun etkisini arastirdiklar1  bir c¢alisma sonucunda; GO
nanoparcaciklarinin igsellestirildigini ancak hiicre yiizeyinde indirgenmis GO (rGO)
nanoparc¢aciklarinin kaldig1 belirtilmistir (Chatterjee vd. 2014). Mao ve ekibinin yaptig1
arastirmanin sonucu ise, grafenin oksidasyon derecesinin lipid ¢ift katmanli membrana
zarar verdigini bu nedenle, daha yliksek oksidasyon derecesine sahip daha biiyiik grafen
nanoparcaciklarinin, daha yliksek sitotoksik etkiler liretebilecegini gostermektedir (Mao
vd. 2014).

Grafen ailesi nanomalzemeler diisiik konsantrasyonlarda memeli hiicrelerinde ¢ok
az toksisiteye neden olur veya hig¢ toksisite gostermezken yiiksek konsantrasyonlarda
hiicre zar dinamigini etkilemektedir (Zhang vd. 2016). Qin ve arkadaslar1 yaptiklari bir
caligmada grafen kuantum noktalarmmn (GQD) makrofaj hiicre canliligi iizerindeki
etkilerini degerlendirmisler ve hiicrelerin 1, 5, 10, 50, 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarinda GQD' lere maruz kalma siiresinin 24’ ten 48’ e ¢ikarilmas: sonucu
apoptotik hiicre 6liim sayisinda artig gézlemlendigi bildirmislerdir (Qin vd. 2015). Yan
ve arkadaglarmin gergeklestirdigi bir ¢calismada ise in vitro toksisite testleri kapsaminda
THP-1 akut monositik 16semi hiicrelerine 24 saat boyunca GO ve indirgenmis GO
nanoplakalar farkli dozlarda uygulanmis, doza bagli bir sekilde ROS olusumu ile iliskili
hiicre bliylimesinin inhibisyonunu gerceklestigi gdzlemlenmistir. Calismada ayrica pro-
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inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun, GO ile tedavi edilen hiicrelerde doza bagl bir
sekilde arttigini tespit etmislerdir (Yang vd. 2013). Nasirzadehet ve arkadaslarmin
yaptig1 ¢alismada ise; GP nanopartikiillerinin insan alveolar adenokarsinom hiicreleri
(A549) tizerindeki sitotoksik etkilerinin doza ve zamana bagli oldugu belirtilmistir
(Nasirzadeh vd. 2019).

Grafen ve tiirevlerinin, biyolojik sistemlerle hangi yolla etkilesim kurduklarini
anlamak da olduk¢a onemli bir konudur. Ciinkii nanomalzemenin viicuda giris yolu,
sonraki varig yeri i¢cin de belirleyicidir. Grafen bazli nanomalzemelerde metabolize
edilme siireci, GNM’ lerin sahip olduklar1 ic¢sel fiziksel ve kimyasal Ozellikleri
tarafindan belirlenir (Ouyang vd. 2015; Fadeel vd. 2018; Magne vd. 2021). Ancak bu
ozellikler biyolojik ortamdaki proteinlerin ve diger biyomolekiillerin absorpsiyonu ile
degistirilebilir (Magne vd. 2021).

Grafen ve tiirevlerinin biyoyararlanimi ve toksisite c¢alismalarinda giderek
gerceklesen artisa ragmen, glivenli ve etkili formiilasyonlarm gelistirilebilmesi i¢in
heniiz agiga kavusturulmasi gereken bir¢ok nokta vardir. Bu noktada nanomalzemenin;
sentezlenme, gelistirilme ve enfekte hiicreye dogrulukla iletilebilecek sekilde
tasarlanmas1 miimkiin kilinir ise saglikli hiicreler korunarak hedefe yonelik tami ve
tedavide umut verici sonuglar elde edilebilir (Magne vd. 2021).

2.1.3.2. Grafen ve tiirevlerinin sitotoksik etkileri

Literatiirde grafen ailesi nanomalzemelerin sitotoksik etkisinin arastirildigi
farkli hiicreler kullanilarak yapilmis birgok calisma yer almaktadir (Liao vd. 2018;
Magne vd. 2021). Grafen nanomalzemelerin hiicrelerle nasil etkilesime girdiginin dogru
anlasilmasi, onlar1 gelecek vaat eden hedefe yonelik tedavi uygulamalarinda giivenli bir
sekilde kullanmak i¢in ¢ok 6nemlidir. Grafen ailesi nanomalzemelerin plazma zarina
olan etkileri, i¢sellestirme mekanizmalar1 ve hiicre i¢i etkilesim kurduklar1 yapilarin
belirlenmesi gibi bir¢ok asama nanobiyoloji ¢alismalarma yon vermesi agisindan son
derecede onemlidir (Magne vd. 2021).

Literatiirde grafen ve tiirevlerinin mitokondriyal bozukluklara wve lipid
peroksidasyonuna neden oldugunu ve ROS iiretimini arttidigini1 bildiren ¢aligmalar
dikkat ¢ekicidir. Ayrica, grafen nanopartikiiller hiicre ¢ekirdegine girebilir ve DNA ile
reaksiyona girerek genotoksik etkiler olusturabilir (Ou vd. 2016; Liao vd. 2018; Tabish
vd. 2018; Magne vd. 2021). Grafen bazli nanomalzemelerin ana toksisite mekanizmasi
olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi kabul gérmektedir, dolayisiyla bu siireg
oksidatif stres ve inflamatuar yanitlarin uyarilmasi ile sonuglanir (Lalwani vd. 2016).
Gurunathan ve arkadaglar1 insan akut monositik 16semi hiicre hattinda (THP-1'de ) GO
ve vanilinin (V-rGO) immiinotoksisitesini degerlendirmisler ve sitotoksisitenin
hiicrelerde, laktat dehidrojenaz (LDH) seviyesinde bir artisa, mitokondriyal membran
potansiyeli (MMP) kaybina, ATP seviyelerinde azalmaya neden oldugunu
bildirmislerdir. ~ Ayrica ¢alismada, ROS diizeylerindeki artism  ve lipid
peroksidasyonunun THP-1 hiicrelerinde redoks dengesizligine, proapoptotik genlerin
ekspresyonunda artigsa ve anti-apoptotik genlerin ifadesinde ise azalmaya neden oldugu
belirtilmistir (Gurunathan vd. 2019). Zhou ve arkadaslar1 MDA-MB-231 metastatik
meme kanseri hiicrelerinde PEG-GO nanoparcactk  maruziyetinin  F-aktin
polimerizasyonunda yer alan GTPazlar olan Racl ve RhoA'nin ekspresyonunu negatif
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olarak modiile ettigini ve bu nedenle F aktin polimerizasyonunun kesintiye ugradigini
bildirmislerdir (Zhou vd. 2014).

2.2. KANSER

Saglikli bir hiicrede DNA onarimi, biiylime veya apoptoz gibi temel
stireglerin yolaklar1 belirli hiicre dongiisii kurallari ile denetlenir. Bu kurallar hiicredeki
homeostasiyi korumak amaci ile belirli bir diizende isleyis gosteren kurallardir. Cevre
tarafindan tetiklenebilen, hiicredeki birikmis ¢oklu genetik mutasyonlarin, hiicreyi kendi
kontrol mekanizma kurallarindan kagirmast sonucu karsinogenez siireci tetiklenir.
Boylelikle kanser hiicresi, karsinogenez siirecinde kazanilmis molekiiler, biyokimyasal
ve hiicresel 0zellikler ile bir takim kuralsiz yetenekler sergilemeye baslar (Hanahan vd.
2000; Patel 2012).

Bir¢ok kanser tiiriinde, insan genomunda yer alan ve mutasyona ugrayan gen
bolgeleri incelenmis ve kanserle iliskili bu genler, onkogen ve tiimor baskilayict genler
olarak isimlendirilmistir. Saglhkli bir hiicrenin kanser hiicresine doniigmesi,
onkogenlerin aktif, tiimor baskilayici genlerin ise inaktif hale gelmesi sonucu
gerceklesmektedir (Tran vd. 2008; Patel 2012). Hiicrede meydana gelen mutasyonlar,
onkogenlerin dnciilii olan protoonkogenleri aktif onkogenlere doniistiiriir. Bu doniistimii
iic farkli yolla yapabilir; ilki genin sekansini degistirebilir, ikincisi genin
amplifikasyonunu saglayabilir ve son olarak gen translokasyonu ile aktiflesmeyi
saglayabilir. Bu aktiflesme sonucu hiicre ¢ogalmasi tetiklenebilir. Tiimor baskilayici
genler ise bir dizi sirali olaylar sonucu degistirilir ve inhibe edilir. Onkogen ve timér
baskilayici gen siniflarinda meydana gelen mutasyonlar sonucu hiicrede metabolizma,
¢ogalma ve Oliim gibi temel hiicresel siireglerde degisim meydana gelir (Hanahan vd.
2000). Kanser hiicresi, hiicrede yer alan, protoonkogen ve tiimor baskilayicit genler

tarafindan kontrol edilen bir¢cok diizenlemeden kagar ve dolayisiyla kontrolsiiz ¢ogalir
(Macleod 2000).

Hanahan ve Weinberg (2000), belirttigi {izere kanser hiicrelerinin; biiylime
sinyallerinin varligina mecbur kalmama, biiyiimeyi inhibe edecek sinyalleri gbz ardi
edebilme, metastaz ve invazyon, anjiyogenez, apoptozu atlatabilme, sinirsiz replikasyon
gibi zamanla edindigi alt1 6zelligi bulunmaktadir (Hanahan vd. 2000).

Insandaki kanser modelleri benzerlikler gosterse de onkogenez sirasinda izlenen
yollar oldukga cesitlilik gosterir (Hanahan vd. 2000). Genel olarak kanser, heterojen bir
patoloji sergiler (Brennan vd. 2009; Kreeger vd. 2010). Ornegin, spesifik onkogenlerin
ve tiimOr baskilayici genlerin mutagenezi, bazi tiimor ilerleme yollarinda erken ve
bazilarinda ise ge¢ ortaya ¢ikabilir. Hanahan ve Weinberg (2000), tiim kanserlerin bir
dizi aywrt edici yetenegin kazanilmasi ile karakterize edilebilmesine ragmen, bu
ozelliklerin kazanildig1 yollarin hem mekanik hem de kronolojik olarak degistigini
belirtmektedir (Sekil.2.5) (Hanahan vd. 2000).

2.2.1. Kolon kanseri ve tedavi yontemleri
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Glinlimiizde en 6nemli mortalite sebeplerinden biri kanserdir (Siegel vd. 2020;
Ozer 2021). Globocan kanser verilerine gore 2018 yilinda diinyada; 9.555.027 kisi
kanser sebebi ile yasamini yitirmistir. Bu 9.555.027 kisinin, 880.792si (% 9.2) kolon
kanseri sebebi ile yasamini yitirmis (Globocan 2018) ve es zamanli olarak 1.849.518’1
kolon kanseri teshisi olarak 18.078.957 kanser oykiisii meydana gelmistir. 2040 yili gibi
yakin bir gelecekte ise bu saymin 29.500.000 bulmasi tahmin edilmektedir (Who 2018).
Diinyada ve iilkemizde, 6lime neden olan ilk iki kanser tipi sirasiyla akciger ve meme
kanseridir. Kolon kanseri ise iigiincii sirada yer alarak diinyada ve iilkemizde ciddi
mortalite sebebi olmaktadir. Globocan verilerine baz alindiginda, Tirkiye’de 2018
yilinda kanser nedeni ile 116.710 kisi yasamini yitirmis ve 20.031°’1 (% 9.5) kolon
kanseri olmak tizere toplam 210.537 yeni kanser dykiileri meydana gelmistir (Bray vd.
2018; Ozer 2021).

Bagirsak epitel hiicreleri, progenitor hiicrelerindeki bir dizi genetik degisim
sonucu tiimor hiicrelerine doniisebilir. Bu doniisiim onkogenlerin aktivasyonu ve timor
baskilayicilarin inaktivasyonu gibi hiicre homeostazisini etkileyecek bir takim degisim
ile sonuc¢lanir (Kheirelseid vd. 2013). Dolayisiyla iyi huylu doku biiyliimelerinin
olusturdugu kitlenin zamanla agresif tiimére doniisiimii sonucunda kolon kanseri
meydana gelmektedir (Vogelstein vd. 2002).

Amerikan Kanser Ortak Komitesi, kolon kanserinin prognozu belirlemek ve
buna uygun tedavi siireci olusturmak amaci ile TNM sistemini baz alarak kolon kanseri
evrelerini smiflandirmistir (T=primer tiimor; N=bdlgesel lenf diigiimleri; M=uzak
metastaz). Uygulanan tedaviler ¢esitlilik gostermekle birlikte TNM sisteminde bes evre
bulunmaktadir (Hari vd. 2013; Ozer 2021). Evre 0’ da, kolon epitel hiicrelerinde normal
olmayan biiytime goézlenir, kolon mukozasinda premalign doku bozulmasi1 veya kanser
olusumu meydana gelir. Anormal biliylime ile olusan doku parcalar1 smirl bir ¢evre
dokuyuda dahil ederek viicuttan g¢ikarilir. Veya organ biitiinii ya da bir kismi ile
viicuttan uzaklastirilabilir. Evre I ve II” de primer tiimor kolon duvari igerisinde yayilim
gosterir. Bu evrede uygulanan klasik tedavi, kolon segmentinin organdan cerrahi olarak
uzaklastirilmasidir. Evre III’te ise kanser, kolon duvarma gecerek komsu lenf
diigiimlerine veya dokularma yayilim saglar. Bu evrede yaygin tedavi yontemi olarak
cerrahi olarak tiimoriin ¢ikarilmast ve devaminda kemoterapi uygulamasi yer
almaktadir. Son evrede ise, kanser lenf bogumlarina yayilim sagladiginda ya da uzak
organlarda metastaz olustugunda, etkilenen organlarm rezeksiyonu uygundur. Tedavi
veya belirtilerin ilerlemesini 6nlemek i¢in radyoterapi ve hedefe yonelik tedavi
kullanilabilir. Cerrahi islem Oncesi veya sonrasi ise kemoterapiden faydalanilabilir
(Ozer 2021). Kolon kanser hiicrelerinde, Hanahan (2000)’ in 6ne siirdiigii; saghkl
hiicrelerin kanserlesme siirecinde edindigi bir dizi kazanilmis o6zellikler gozlenir.
Dolayisiyla kolon kanser hiicrelerinde bir dizi gen mutasyonlar1 ve epigenetik
degisimler sonucu, saglikli hiicrelerde korunan onkogen ve tiimor baskilayici gen
homeostasizi bozulur. Sonug olarak hiicre proliferasyonu gibi bircok yasamsal faaliyeti
denetleyen molekiiler yolaklar denetlenemez ve diizenlenemez hale gelir ( Ozer 2021)
(Cizelge 2.3)

Cizelge 2.3. Kolon kanseri ile iligkili tiimor baskilayici genler ve onkogenler (Munteanu
vd. 2014; Ozer 2021)
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APC 85 B-katenin onkoproteinine bagli mutasyon. Mitoz boliinme
esnasinda ig mikrotiibiillerinin diizenlenememesine sebep
olur.

MLH1, MSH2, | 12-25 DNA eslenmesi esnasinda meydana gelen hatalarin

MSH6, PMS2

onarilamamasi sonucu goriilen onkojenik ve timor
baskilayici genlerin miktarindaki degisim.

TP53 35-55 Hiicre dongiisiiniin kontroliinden sorumlu bir proteinin
kodlanamamasi. Onlenemeyen missense mutasyon
hiicrenin yagsamsal faaliyetlerinin durdurulmasina sebep
olur.

TGFBR2 25- 40 Engellenemeyen biiylime ve apoptozdan sorumlu
reseptoriin TGFBR2 geninde meydana gelen mutasyon
sonucu etkisini kaybetmesi.

KRAS 35-45 Protein KRAS G’ nin, ERK1/2 veya mTOR sinyal
yollarinin aktivasyonunu saglamasi sonucu apoptozun
onlenmesi.

PTEN 10- 15 PI3K yolagmi destekleyerek apoptozu engeller

Kolon kanseri tedavilerinde cerrahi yontemde tiimoriin dokudan uzaklastirilmasi
sonucu malign kaltilarin dokuda varligni siirdiirmesi tiimoriin yok edilmesi ve
hastaligin tamamen iyilestirilmesi agisindan engel olusturmaktadir (Stein vd. 2011).
Radyoterapi tedavisinde kanser hiicreleri 6zgiin frekansta ve siddette iyonlastirict
radyasyona maruz birakilir. Fakat kanser hiicrelerine esit derecede ulasim
saglanamadig1 gibi kanser hiicrelerinin yani sira saglikli hiicreler de radyasyona maruz
kaldig1 i¢in kolon kanserinde radyoterapi kullanim siklig1 azdir (Mayoclinic 2018).

2.2.2. Apoptoz

Apoptoz (a-po-toe-sis) terimi, hiicrede meydana gelen 6liimiin morfolojik a¢idan
bir bagka bi¢imini ifade etmek amaci ile ilk kez 1972'de Kerr’ in kullanimi sonucunda
literatiirde yerini ald1. (Kerr vd. 1972; Elmore vd. 2007). Apoptoz, biiyiime, fonksiyonel
gelisim ve hiicrelerin geng olma 0Ozelligini yitirmesi ensasinda dokulardaki hiicre
popiilasyon dengesini korumak sebebi ile meydana gelen homeostatik bir
mekanizmadir. Apoptoz yalnizca dokulardaki popiilasyon dengesini koruma amaci ile
degil yani sira bagisiklik reaksiyonlarinda veya hiicreler zarar gordiigii esnada da bir
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savunma mekanizmasi olarak siirece dahil olabilmektedir (Norbury vd. 2001; Elmore
2007).

Patolojik ve fizyolojik olarak bir¢ok uyaran apoptoz mekanizmasimin meydana
gelis siirecini destekler. Tiim hiicreler ayni uyarana yanit olarak ayni cevabi
vermeyebilir ve hatta bu cevap 6liim ile sonuglanmayabilir. Hiicrelerin apoptotik siiregte
aynt uyarana maruz kalmalarina ragmen farkli cevaplar olusturulmasina Ornekler
meveuttur. Ornegin kanser kemoterapi tedavisi amaci ile tercih edilen ilaglar, birtakim
hiicre tiplerinde DNA hasarina sebebiyet verir dolayisiyla p53'e araciligiyla apoptotik
olime neden olabilir. Kortikosteroidler gibi bazi hormonlar, birtakim hiicre tiplerinde
(6rnegin timositler) apoptotik Oliime sebep olurken, bazi hiicre tiplerinde siireci
etkilemeyebilir (EImore 2007).

Apoptoz mekanizmalari, enerjiye bagli molekiiler olaylar zincirini igeren
karmagik ve sistematik olarak ilerleyen bir siirectir. Elde edilen literatiir sonuclarina
gore; iki temel apoptotik yol saptanmistir: digsal- Olim reseptdor yolu ve igsel-
mitokondriyal yol. Fakat hiicrenin 6lim yolaklar1 arasinda, perforin-granzim bagimli
tictincti bir yolu daha mevcuttur. Bu yolak, granzim B veya granzim A yoluyla apoptozu
baslatabilir. Bu ii¢ yol kaspaz-3'iin aktiflesmesi ve DNA fragmantasyonu, hiicre iskeleti
ve niikleer proteinlerin dejenarasyonu, proteinlerin ¢apraz bag olusturmasi, apoptotik
cisimlerin meydana gelmesi, fagositik hiicre reseptorleri i¢in ligandlarin eksprese
edilmesi ve nihayet fagositik hiicreler tarafindan alimi ile sonuglanir (Martinvalet vd.
2005).

Kaspazlar “Caspase; Cysteine Aspartyl-specific Protease” sistein proteazlardir.
Kaspazlar, bir¢ok hiicre tipinde inaktif bir proenzim formunda ifade edilir ve bir kez
aktive edildiklerinde, siklikla diger prokaspazlar1 aktive ederek, proteaz kaskadinin
baslatilmasina neden olur. Kaspazlarin birbirini aktive ettigi bu proteolitik kaskad,
apoptotik sinyallerin giliclendirilmesine sebep olur. Kapazlarin aktive kazanmasi i¢in
gerekli substrat 6rnekleri arasinda; hiicre dongiisii kontroliinde yer alan proteinler, hiicre
iskeletini meydana getiren protein gesitleri, sitokin onciilleri, sinyal iletiminde yer alan
proteinler, DNA metabolizmasinda gorevli proteinler, RNA metabolizmasma rol
oynayan proteinler ve transkripsiyon faktorleridir (Wong 2011; Tektemur 2020).

Kaspaz ailesinin {iyeleri, aciklanan fonksiyonlara ve alan yapilarma gore
enflamatuar veya apoptotik olarak siniflandirilir. Kaspazlar-1, -4, -5 ve -11, enflamatuar
kaspazlar olarak gruplandirilir ve N-terminal ucunda bir CARD (kaspaz alim alani)
alan1 icerir. Apoptotik kaspazlar ise kendi igerisinde baslatic1 ve yliriitiicii kaspazlar
olarak alt kategorilere ayrilabilir. Kaspaz -8, -9 ve -10, islevleri apoptozu baslatmaktir.
Cellat kaspazlari ise -3, -6 ve -7 olarak belirtilmistir (Sekil 2.5) (Opdenbosch vd. 2019).
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Sekil 2.5. Kaspazlarin yapisi ve smiflandirilmasi ( Opdenbosch vd. 2019’ dan
uyarlanmistir).

Apoptozu baslatan digsal sinyal yollar,, transmembran reseptor aracili
etkilesimler sayesinde aktiflenir (Locksley vd. 2001; Elmore 2007). TNF reseptor
ailesinin tyeleri "6liim alam" denilen ortalama 80 amino asitlik bir sitoplazmik alana
konumlanmstir (Ashkenazi vd. 1998).

Dissal yolagi gerceklesmesinde gorev alan bu reseptorlerin kiimelenmesi ve
homolog trimerik ligand ile baglanmalar1 miimkiindiir. Fas ligantinin Fas reseptoriine
baglanmasi ile bu reseptor Fas iligkili 6liim domainine (FADD) baglanir. TNF ligantinin
TNF reseptoriine baglanmasi ise FADD ve reseptor interaktif protein (RIP) birimleri ile
adaptor TNFR-1 iligkili 6liim domaini (TRADD) proteininin bir araya gelmesine sebep
olur. FADD daha sonra prokaspaz-8’ e baglanir. Sonu¢ olarak, prokaspaz-8'in
aktivasyon kazanmasi ile 6liim indiikleyici bir sinyal kompleksi (DISC) meydana getirir
(Kischkel vd. 1995).

Kaspaz-8 etkinlestirildiginde, apoptozun uygulama fazi tetiklenir. Baslatici
kaspaz-8 asagi akis1 veya efektor kaspazlari pargalayarak apoptozu baslatir (Sekil 2.6.)
(Wong 2011). Kaspaz-8, direkt prokaspaz-3’ii aktive edecek ya da sitozol i¢inde
proapoptotik protein olan Bid’i keserek tBid’ i aktiflestirecektir. Aktiflesen tBid,
sitokrom-c ve AIF’nin (apoptoz indiikleyici faktdr) mitokondriden salinmasi ile
apoptozu tetikleyecektir (Fan vd. 2003; Wong 2011).

Tiim bu uyaranlar sirasiyla mitokondriyal zar ve matrikste yer alan BAK/
BAX gibi pro-apoptotik proteinlerin konformasyonel degisimlerine neden olur. Bu
degisiklikler, mitokondriyel transmembran potansiyelinin korunamamasi, pro-apoptotik
proteinlerin zarlar aras1 bosluktan salinmasi gibi sonuglara yol agar (Saelens vd. 2004).
Pro-apoptotik proteinler; sitokrom ¢, Smac (kaspaz aktivatorii)/DIABLO (IAP Baglayict
protein) ve serin proteaz HtrA2/Omi' dir (Du vd. 2000; van Loo vd. 2002; Garrido vd
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2006). Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolu aktive etmede gorev alir.
Ayrica Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi'nin IAP (apoptoz proteinlerinin inhibitorleri)
aktivitesini durdurarak apoptozu destekler (Van Loo vd. 2002; Schimmer 2004; Elmore
2007). Sitokrom c, Apaf-1’i ve procaspaz-9’u baglar aktive ederek “apoptozom”
yapisint meydana getirir (Chinnaiyan 1999; Hill vd. 2004; Elmore 2007). Procaspaz-9’
un apoptozom olusumuna katilmasi ile kaspaz-9 aktivasyonu gergeklesir (Elmore 2007).

Apoptoz swrasinda mitokondriden AIF (apoptoz indiikleyici faktor),
endoniikleaz G ve CAD (Kaspazla aktive edilen deoksiriboniikleaz) salinir. AlF
¢ekirdege dogru yol alir ve DNA'nin ~50-300 kb parcalara boliinmesine ve periferik
niikleer kromatinin yogunlagsmasina sebep olur (Joza vd. 2001). Niikleer yogunlasmanin
bu erken bi¢cimine "evre I" yogunlasma adi verilir (Susin vd. 2000). Endoniikleaz G
ayrica, oligoniikleozomal DNA fragmanlar1 liretmek i¢in niikleer kromatini parcaladigi
cekirdege yonelir (Li vd. 2001). AIF ve endoniikleaz G ve CAD kaspazdan bagimsiz
bir sekilde gorev alr. CAD daha sonra mitokondriden salinir ve oligoniikleozomal
DNA pargalanmasina boylelikle daha belirgin ve gelismis bir kromatin yogunlagsmasina
neden olur (Sakahira vd. 1998). Belirli bir zaman sonra ger¢eklesen ve daha g¢ok
farkedilen kromatin yogunlagmasinin saglandigi evre; "evre II" yogunlagsma olarak
adlandirilir (Susin vd. 2000; Elmore 2007).

Mitokondri {izerinden gerceklesen apoptotik siireclerin takibi Bcl-2 protein
ailesi ile saglanir (Cory vd. 2002). Timdr baskilayici protein p53, Bcl-2 protein
ailesinin diizenlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir (Schuler vd. 2001). Bcl-2 protein
ailesi, mitokondriyal membran gegirgenligini yonetir ve pro-apoptotik veya anti-
apoptotik gruplar barindirir. Apoptozun devreye girip girmeyecegini belirleyen Kkriter
mutlak miktarlar1 degil, pro- ve anti-apoptotik proteinler arasindaki dengedir (Wong
2011). Literatiir taramalar1 sonucu gorilmektedir ki, Bcl-2 ailesinde toplam 25
tanmimlanmig gen mevcuttur. Anti-apoptotik proteinlerin bazilar1 Bcl-2, Bcl-x, Bel-XL,
Bcl-XS, Bcl-w, BAG'yi ve proapoptotik proteinlerin bazilar1 Bel-10, Bax, Bak, Bid,
Bad'i igerir. Bcl-2 protein ailesinin temel etki mekanizmasi, mitokondriyal membran
gecirgenliginin degisimi sebebi ile mitokondriden sitokrom ¢ salinimini denetlemektir
(Elmore 2007).

Kaspaz-3, cellat kaspazdir. Baslatic1 kaspazlardan (kaspaz-8, kaspaz-9 veya
kaspaz-10 veya Granzim B) herhangi biri tarafindan aktif hale getirilir. Kaspaz-3,
endoniikleaz CAD' yi spesifik olarak aktive eder. CAD magnezyum bagimli bir
endoniikleazdir. Aktif kaspaz-3, CAD' yi serbest hale getirebilmek adina ICAD'yi
pargalar (Sakahira vd. 1998). CAD daha sonra ¢ekirdek igindeki kromozomal DNA'y1
keser ve bu siire¢ kromatin yogunlagmasiyla sonuglanir.

Apoptozun son evresi, apoptotik hiicrenin fagositoz yolu ile alinmasidir.
Simetrik olmayan fosfolipid ve fosfatidilserinin apoptotik hiicrelerin ve bunlarin
pargalarinin yiizeyinde disa donmesi bu faza ait spesifik bir 6zelliktir (Elmore 2007).
Apoptotik hiicrelerin dis yiizeyinde fosfotidilserinin goriiniimii inflamatuar olmayan
fagositik tanimay1 saglar ve erken alim ve atilmalarmi kolaylastirir (Fadok vd. 2001).
Hiicresel bilesenlerin sitozole salinimi gerceklesmeden bu erken alim siireci, higbir
inflamatuar yanitin olusmasina sebep olmaz.
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Sekil 2.6. Apoptozun igsel ve digsal yolu (Wong 2011° den uyarlanmustir)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullar

HT-29 (ATCC® HTB-38" , insan kolorektal kanseri hiicre hattr) ve HUVEC
(ATCC® CRL-1730"" insan gdbek kordonu veni endotel hiicre hattr) hiicreleri Akdeniz
Universitesi Biyoloji Boliimii, Kanser Molekiiler Biyolojisi laboratuvarindan temin
edildi. HT-29 hiicreleri i¢in %10 Fetal Bowin Serum (FBS), %1 lik esansiyel olmayan
aminoasit, sodyum piriivat, antibiyotik ve yiiksek glikoz iceren DMEM besiyerinde
cogaltildi. HUVEC hiicreleri ise %10 Fetal Bowin Serum (FBS), %1’ lik esansiyel
olmayan aminoasit, sodyum piriivat ve antibiyotik iceren RPMI 1640 besiyerinde uygun
hiicre kiiltiirii kosullarinda ¢ogaltildi. Biitiin hiicreler %5 CO; * li atmosferde 37° C’ de
inkiibe edilerek ATCC (American Type Culture Collection)’ nin tavsiye ettigi sekilde
9%0.25 tripsin; % 0.03 EDTA karisimi1 ya da hiicre kaziyicilar ile kaldirilip 1:2 ya da 1:3
oraninda olacak sekilde pasajlandi, kullanilmayan hiicreler ise %95 besiyeri ve %35
DMSO igerecek sekilde hazirlanan soliisyon icerisinde -80° C* de derin dondurucuda
saklanda.

3.2. Azot katkih grafenin ve pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatinin hiicrelere
uygulanmasi

Calismada, Akdeniz Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyonu
Birimi  tarafindan desteklenen FBA- 2017-2205 kodlu “Grafen Tabanli
Elektrokatalizorlerin Uretilmesi” baslikli proje sonucu iiretilen azot katkili grafen (N-
GN) kullanilmistir. HT-29 ve HUVEC hiicreleri stoktan agilarak kiiciik petri kaplarina
ekildi. Petri basma ortalama yogunluk %80-90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile
kaldirilip 1x10” hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara 12, 24 ve 48
saatlik inkiibasyon siireleri i¢in ekildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri
uzaklastirildi. 10mg azot katkili grafen 10ml PBS (fosfat tamponu (pH:6.2) ile
¢ozdiiriildii. Hazirlanan karisim ultrasonik banyoda (marka: Blabmarket) 30dk tutularak
¢Ozlinmesi saglandi ardindan 0.22 pm sirmga filtreden gegirilerek steril edildi.
Hazirlanan ana stok %1 FBS’ li besiyer ile 250, 200, 150, 100, 50, 25 ve 5 mg/mL
olacak sekilde seyreltildi. Azot katkili grafenin kuyucuklara es zamanli olarak
uygulanmasmin ardindan tek sira kuyucuktaki hiicre canliligt WST ile saptandi ve
baslangi¢ zamani (TO) olarak kaydedildi. Cisplatin i¢in Img/mL olacak sekilde
hazirlanan ana stok %1 FBS’ li besiyer ile 250, 200, 150, 100, 50, 25 ve 5 mg/mL
olacak sekilde seyreltildi. Cisplatinin kuyucuklara es zamanl olarak uygulanmasinin

ardindan tek sira kuyucuktaki hiicre canliligit WST ile saptand1 ve baslangi¢c zamani (T0)
olarak kaydedildi.

3.3. Sitotoksisite Testleri

Azot katkili grafenin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri asagidaki testler ile
degerlendirildi.

3.3.1. WST-1 Hiicre Proliferasyon Kiti

Yukarida anlatildigi sekilde hazirlanan azot katkili grafen her kuyucuga 100
pg/ml olacak sekilde eklendi ve hiicreler 12, 24 ve 48 saatkik inkiibasyon siireleri

20



MATERYAL VE METOT Z.YUCEL

boyunca %5 CO, li atmosferde 37°C’lik etiivde inkiibe edildi. Her inkiibasyon siiresi
sonunda, kit protokoliinde belirtildigi iizere kuyucuklardaki besi yerleri gekilmeden
tizerlerine 10 pg/ml WST-1 (Roche Katalog No:11 644 807 001) soliisyonu eklendi,
ortalama 3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sona ermesinin ardindan
plaklarin absorbans degerleri Elisa kit okuyucuda (Thermo Scientific Multiskan Go),
450 nm dalga boyunda 6lgiilerek kaydedildi.

3.3.2. Tripan mauvisi testi

Tripan mavisi ( 0.4 % ; Hanks tuz-fosfat tamponu) testi canli ve 6lii hiicrelerin
mikroskop altinda tespit edilerek sayilmasi esasina dayanir. Olii hiicreler hiicre zari
biitlinliigiinii kaybettigi icin mavi renkli boyay1 i¢ine alarak mikroskop altinda mavi
olarak goriiliir. Canli hiicre zar1 ise segici gecirgenligi koruyarak boya girisine izin
vermez ve mikroskopta seffaf renkte goézlenir. Bu sayede WST sitotoksisite testi
sonuglarmin dogrulugu test edilir. Hiicre canlili§1 asagida verilen formiil kullanilarak
hesaplanmistir.

Toplam Hiicre Sayis1 / ml = (Toplam Hiicre Sayis1 / n) x Sulandirma Faktorii x 10

(n: Hemositometrede yer alan karelerden sayilan kare sayisini géstermektedir)

% Canli Hiicre = | Canli hiicre sayis1 x 100

oplam Hiicre Sayisi

HT- 29 hiicreleri 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara
boliindii. Yirmi dort saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda besiyerler uzaklastirildi.
%1°1ik besiyeri ile hazirlanmis ICsp (93.4 mg/ml) dozu ekstraktlara iki tekrarl olacak
sekilde uygulandi. Kontrol grubu yalnizca %1°lik FBS igeren besiyer ile hazirlandi.
Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardan toplanan besiyerleri 3000 rpm’de 3 dakika
olacak sekilde santrifiijlendi ve slipernatant uzaklastirildi. Ardindan kuyucuklara 500 pl
tripsin eklendi ve plaklardan toplanan hiicreler santrifiij sonucunda elde edilen
cokeltinin tlizerine eklendi. Elde edilen karisim 3000 rpm’de 5 dakika daha
santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildi ve tiip icerisine 500 pl besiyer ve 500 pl tripan
mavisi eklendikten sonra pellet ¢ozdiiriildii. Hazirlanan 6rnek buz igerisine alinip 100 pl
PBS ( fosfat tamponlu salin) ve 100 pl 6rnek olacak sekilde sulandirildi ve mikroskop
altinda hemositometre ile canli ve 6lii hiicreler sayildi.

3.4. Apoptoz testleri

3.4.1. Kaspaz- 3 enzim miktarinin arastirilmasi
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HT- 29 hiicreleri 3x10° / mL olacak sekilde kiigiik petri kaplarina bdliinerek 24
saatlik inkiibasyona birakildi. Petri kaplarina inkiibasyon siiresi boyunca yapisan
hiicrelerin besiyerleri ¢ekildi ve %1’lik FBS igeren besiyer ile hazirlanan 1Csy dozu
(93.4 mg/ml) uygulandi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda petride kalan hiicreler
fosfat tamponu uygulanarak kaziyici yardim ile kaldirildi ve slipernatantlar ile birlikte
toplandi. 2000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatant
uzaklastirilarak pellet tizerine 1mL kaspaz hiicre pargalama tamponu (1X) eklendi.
Hiicreleri pargalamak i¢in dondurup-¢dzme teknigi kullanildi. Ard arda 5 kez -80° de
dondurulup ardindan oda sicakligna maruz birakilan hiicreler ekstre edildi. 2000
rpm’de 20 dakika yeniden santrifiijlenen 6rnegin siipernatanti1 buz icerisinde bekletilen
ependorf tiiplere aktarildi. Kolorimetrik eliza kit protokolii (Kat no: EH0546) izlenerek
ornekte yer alan kaspaz- 3 miktari tespit edildi;

Deney oOncesi asamada numunelerimizin protein konsantrasyonunu optimize
etmek amaci ile PBS ve seyreltme soliisyonu kullanilarak deneme caligmalar1 yapildi.
Numune seyreltme tamponu ile 2 oraninda seyreltildi. Deneyden 1 saat once; 0,1
ml/kuyu % kuyu miktar1 olacak sekilde galisma soliisyonunun gerekli toplam hacmini
hesaplandi. Biyotin saptama antikorunu Antikor Seyreltme Tamponu ile 1:100'de
seyreltin ve iyice karistirm. Deneyden 30 dakika once HRP-Streptavidin konjugatinin
(SABC) c¢alisma soliisyonunun hazirlandi. Calisma soliisyonunun gerekli toplam
hacmini hesaplandi: (0,1 ml/kuyu x kuyu miktari. 01. -0.2 ml fazla hazirlanabilir).
SABC'yi SABC Seyreltme Tamponu ile 1:100" de seyreltildi ve karistrma islemi ile
homojenize hale getirildi.

Plate acgildiktan sonra kullanim siiresine kadar kuru tutulmasma dikkat edildi.
Kitleri kullanmadan Once tiim tiipleri ters cevrilerek icerisindeki bilesenlerin
homojenize olmasini saglandi. Bu siiregte TMB reaktifleri 1siktan saklanir. Yikama
islemi bu kitin en hassas noktasidir oldukc¢a dikkatli olunmali ki yanlis okuma
alinmasin. Numune ve standartlar i¢in en az iki kuyucuk tercih edilir. Deney dncesinde
mikroplaka okuyucu, 37 °C’ de inkiibator, tek kullanimlik pipet uglari, 15- 50’lik
falkonlar ve ependorflar, deiyonize su hazirlanir. Soliisyonlar 20 dakika oda
sicakliginda bekletilir. Yikama soliisyonu optimize edilerek (2ml soliisyon 5 + 48 ml
dH,0) hazirland1. Plakalarda bulunan soliisyonu kuyucuklarm kenarlarina degdirmeden
cekilip atildi. 300 ml ile iki kez 1 dk bekeleyerek kuyucuklar yikandi. Numunemizdeki
protein konsantrasyonu baz alinarak, seyreltilmis hedef protein konsantrasyonunun kitin
optimum tespit araligina diismesi saglanir. Bu seyreltme ile miimkiindiir. Dolayisiyla
deney Once hazirlik asamasinda seyreltme ¢alismalar1 optimize edildigi icinbu degerler
baz almmistir. Calismamizda standart 20, 10, 5, 2.5, ve 1 mg/ml olacak sekilde
sulandirildi. Seyreltilen 6rnekler kuyucuklara 100 pl olacak sekilde eklendi. Plakanin
tizeri kapatildi ve 37 °C* de 90 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plate igerigi
uzaklastirildi ve iki kez 1 dk aralikla yikandi. Bu esnada platelerinin tamamen
kurumamasina dikkat edilmeli. 2475 ul Antibody diliition buffer ‘ n istiine Biotin Anti
Human Cas3 Antibody © den 25 pl eklendi ( sulandirma faktori: 100) ve kuyucuklara
100 pl olacak sekilde eklendi. Platenin tizeri kapatildi ve 37 °C’ de 60 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonucunda plate igerigi uzaklastirildi ve yikama tamponu ile 1 dk
bekletilerek 3 kez yikandi. Ardindan kuyucuklara SABC working soliisyonundan 100 pl
ekleyip 37 °C> de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu yine igerik uzaklastirildiktan
sonra 1 dk bekleterek 5 kez yikama yapildi. Devaminda kuyucuklara 90 ul TMB
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substrat1 eklendi ve tizeri kapatilarak karanlikta 37 °C’ de 30 dk bekletildi. Burada renk
degisimi gozlenir ve bu degisim takip edilerek 30 dakikay1r agsmadan bekleme siiresi
tamamlanir. Son olarak 50 pl stop soliisyonu eklendi, renk sariya dondiikten sonra stop
soliisyonu, TMB substratinin eklendigi sirayla kuyucuklara eklendi ve 450 nm okuma
alind1

3.4.2.DNA fragmentasyonu
1. Hiicrelerin toplu olarak Brd-u ile etiketlenmesi

HT- 29 hiicreleri 1x10° ¢/mL olacak sekilde kiigiik petri kaplarinda 24 saatlik bir
inkiibasyona birakildi. %80- 90 oraninda doluluga ulasmis petriler 2ml tripsin ile
kaldirildi. 10.000 rpm 3dk santrifiijlendi. Soliisyon 7 (Brd-u etiketleme Kiti) son
konsantrasyon 10 pM olacak sekilde ayarlandi. 4x10° c/mL hiicre olacak sekilde
hazirland1 ve iizerine 100 ul Brd- u Kiti eklendi. Tekrar petriye ekildi. in vitroda ¢ogalan
hiicreler non radyoaktif Brd-u ile 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonra sonra kaziyici ile
topland1 ardindan 300 g’ de 8 dk santrifiij edildi. Kiiltiir medyumu uzaklastirildi boylece
baglanmamis Brd-u’ larda atildi. Kalan isaretli hiicreler besiyer ile ¢oziiliir ve kiiciik
petriye 1 ml ‘de 100.000 c¢/mL olacak sekilde boliiniir. Deney iki tekrarli olacak bigimde
hazirland1.

2. Hiicre oliimii karakterizasyonu
Bu boliim iki asamadan olusmaktadir;

Boliim 1: Erken nekroz durumlarinda ve apoptozun ge¢ asamalarinda DNA
fragmanlar1 igerecek olan siipernatan analiz edilir.

Boliim 2: Kalan hiicreler, sitoplazmada bulunan apoptotik DNA pargalarini
serbest birakmak icin parcalanir.

Kiiltiir ortamindaki Brd-u isaretli hiicrelerin 100 ul'si pipetlenir ve 6 kuyucuklu
plaklara 1mL’ de 100.000 c/w olacak sekilde hiicreler iki tekrarl olarak boliindii. Kuyu
basina uygun miktarda apoptozu indiikleyen reaktif iceren 100 ul hiicre kiiltiirii ortami1
eklendi. +37°C'de 6 saat boyunca inkiibe edildi. Kaziyict ile kaldirildi ve 250 x g'de 10
dakika santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildi. Uzerine hiicreleri liziz etmek amaci ile
2ml soliisyon 5 eklendi ( soliisyon 5, yari yariya deiyonize su ile sulandirilarak

hazirlandi.) Oda sicakliginda 30 dk bekletildi. 10 dk 250 g’de santriftijlendi. Elisa
prosediirii i¢in 100 ul 6rnek transfer edilecek.

23



MATERYAL VE METOT Z.YUCEL

3. Kaplama

Bu adimda mikroplakalar anti- DNA ile kaplanir. 96 kuyucuklu plaklar
kullanacagimiz kuyucuk basina 100 ul soliisyon 3 ile kaplanir. 24 saat, +2- 8’ de inkiibe
edilir ki anti- DNA antikoru kuyucuklara kaplansin. Kit geregi (Katalog No: 11 585 045
001) 24 saat aliminyum folyo ile sarilmis bigimde bekler.

4.Engelleme

Ertesi giin kuyucuklara; 200 pl, 1x* lik soliisyon 5, brd-u ile isaretlenmis 1x10°
hiicre kuyucuk basma 5x10° c/w hesaplanarak ve 1Csy dozundaki NGN/ Cisplatin ile
birlikte eklendi ve aliiminyum folyo ile kaplandiktan sonra oda sicakliginda 30 dk
bekletildi. Ardindan soliisyon cekildi. Yikama islemi 3 dk bekletilecek sekilde 300 pl
soliisyon 4 ile, 3 tekrarli olacak sekilde yapildi. Boylece antijeni ile baglanmayan anti-
DNA antikorlar1 uzaklastirildi. Yikama soliisyonu aspire edildikten sonra elisa
prosediirii uygulandi.

5.Apoptoz tayin —ELISA

Kompatent érnekler platelere uygulandiktan sonra 6 saat beklenir ve plate kiiltiir
mediumu ile kazinir. 9 dk 300 g’de santifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellete
200 pl 1x inkiibasyon soliisyonu eklendi ve 30 dk oda sicaklignda beklendi. Ardindan 9
dk 300 g’de tekrar santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant ( kompatent 6rnek) 100 pl
kuyucuklara eklenip ve aliiminyum folyo ile kaplandiktan sonra oda sicakliginda 90 dk
bekletildi. Ardindan 6rnekler uzaklastirildiktan sonra 2 dk bekletilecek sekilde 300 pl
yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Son yikamada soliisyon ¢ekilmez ve 500 ul buffer
soliisyonu eklenerek mikrodalga 5 dk calistirildi (Mikrodalga 1simasi ile DNA'y1
sabitlemek ve denatiire etmek igin). Siire sonunda sivi uzaklastirildi 100 pl soliisyon 6
eklendi. Aliiminyum folyo ile kapatildiktan sonra 90 dk oda sicakliginda bekletildi.
Ardindan 2 dk bekletilecek sekilde 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Boylece
saglam hiicrede brd-u isaretli DNA zaten 1s1ma veremez ama NGN/Cisplatin hiicremde
apoptotik etki yarattiysa isarctli DNA fragmenti kuyucuga kaplanan anti- dna
antikoruna baglanir ve 1s1ma verir. Siviyr uzaklastirdiktan sonra karanlikta 100 pl
substrat soliisyonu eklendi. Yine karanlikta calkalayicida homojenize edildi. Renk
degisiminden sonra 25 ul stop soliisyonu eklendi ve 1 dk daha calkalayip, 450 nm
okuma alind1.

3.5. istatistiksel analiz

Deneylerden elde edilen bulgular Graph-pad InStat istatistik programinda Tek
Yonlii Anova ve ardindan Dunnet c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
degerlendirilmistir. NGN’ nin 1Cso degeri Sigma Plot 10.0 istatistik programi
kullanilarak belirlendi. Tiim veriler Sigma Plot 10.0 programi araciligiyla grafikler
haline getirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Azot Katkili Grafenin Sentezlenmesi

Numuneler, maksimum hacmi 100 ml olan teflon astarli bir otoklav (Berghof,
Almanya) kullanilarak solvotermal yontemle sentezlendi. Tipik olarak, 1:1 M oraninda
Na (12 g) ve DMF (40 mi) onciileri, Ar dolu Eldiven Kutusunda (MBRAUN, Almanya)
kapali bir reaktor kabina konuldu ve reaktdrde 72 saat 190°C'de 1sitildi. . Daha sonra
elde edilen kati, koyu sar1 solvotermal iirlin, viskoz bir bulamag olusturmak tizere 3 M
HCI ile noétralize edildi ve daha sonra iirlinlii kurutmak i¢in bir sicak plaka iizerinde
100°C" de 48 saat 1sitildi. Son olarak, o6gitiilmiis kati, 30 dakika boyunca Argon
akiginda (0.1 L dak.1) 10 C.dk.1' lik bir 1sitma hiziyla 750 °C' de pirolize edildi. Uriin
birkag¢ kez ultra saf su ile yikandi, 85°C'de vakum firininda kurutuldu ve N-GN olarak
gosterildi. N-GN* nin katman sayis1, gozenek yapisi ve grafene ait karakteristik burusuk
yapismin belirlenebilmesi i¢cin ZEISS LEO 906E (120 kV) marka Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM) ile gorintiileri alinmistir N-GN i¢in farkli biiylitmelerden alinmis
TEM gorintiileri Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1. N-GN ’nin x20000 biiytitiilerek elde edilmis TEM goriintiisii
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Sekil 4.2. N-GN ’nin x100000 biiyiitiilerek elde edilmis TEM goriintiisii

TEM goriintiilerinden N-GN’ nin kalinlig1 diisiik ve ags1 yapida 2-4 tabaka ile
tek tabakali grafen yapilarmnbir arada oldugu goézlenmistir. N-GN’ nin morfolojik
yapisimnin daha detayli goriintiisii taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerinden
elde edilebilir. N-GN’ nin FEI QUANTA FEG 250 (10 kV) marka cihaz ile elde edilmis
SEM goriintiileri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de verilmistir.

v

R)/872020 det HV [ sipot mag [ vac mode WD @ —1pym——

5:19:35PM | ETD | 10.00kV | 3.0 | 50 000 x | High vacuum | 11.7 mm SDU_YETEM

Sekil 4.3. N-GN‘nin x50000 biiyiitiilerek elde edilmis SEM goriintiisii
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10/8/2020 det HV spot mag [ vac mode W — 500 nm —
5:21:10PM | ETD | 10.00kV | 3.0 | 100 000 x | High vacuum { - SDU_YETEM
Sekil 4.4. N-GN* nin x100000 biiyiitiilerek elde edilmis SEM goriintiisii

N-GN’ ye ait SEM goriintiilerinden grafene 6zgii diisiik tabaka sayili burusuk
ipek yapis1 agikga goriilmektedir. Ayrica, N-GN’ nin makro ve mezo gbozenekli yapida
oldugu gorilmiistiir. Sekil 4.5, toz formunda N-GN’ nin Renishaw in-via Raman
mikroskobu ile, 514 nm Ar-iyon lazeri altinda uyarilmasiyla elde edilmis Raman
Spektrumunu gostermektedir.

4200
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2400

1800

1200 2D

Siddet (a.b.)
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400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Raman Kaymasi (cm 1)

Sekil 4.5. N-GN Raman spektrumu,
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Burada, 1582 cm™ de gdlenen G bandi, N-GN i¢in diizlemesel sp® hibritlesmis
karbon atomlarindan kaynaklananmaktadir ve SEM ile TEM goriintiilerinde belirlenen
yapmm kimyasal olarak grafen oldugunu kanitlamaktadir. Ayrica 2000-3000 cm™
araliginda beliren band 2D band1 olarak bilinir ve N-GN’nin diisiik tabaka sayisina
sahip grafen oldugunu gostermektedir. Yaklasik olarak 1360 cm™ de goriilen D band1
ise sp° karbonlardan karnaklanir ve N-GN’ de grafen plakalarina bagl fonsiyonel
gruplarin bulundugunu gostermektedir. Sekil 4.6 da N-GN’ nin elementel bilesimi ve
bu elementlerin bulundugu muhtemel fonksiyonel grup tiirii hakkinda bilgi veren X-
1sm1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) spektrumu verilmistir. Burada, N-GN’ nin
yapisinda sadece C, N, ve O elementlerinin bulundugu goriilmektedir. Spektrumdaki
piklerin altinda kalan alanlarin oranindan N-GN’ nin %93 C, %4 N ve %3 O icerdigi
hesaplanmistir.

N-GN’ nin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu igin yapilan yukaridaki
tartisma sonucu N-GN’ nin azot katkilanmis, diisiik tabaka sayili grafen oldugu
sonucuna varilmistir.

N-GN (pH 13)
350000

300000 F Cls
250000
200000

150000

Siddet (a.b.)

100000

N1s Ols
50000

0

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Baglanma Enerjisi (eV)

Sekil 4.6. N-GN’ nin XPS spektrumu. Olgiimler Thermo Fisher K-Alpha marka XPS
cihazinda elde edilmistir.

4.2. Azot Katkih Grafenin HT-29 ve HUVEC Hiicre Hatlar1 Uzerine
Gosterdigi Sitotoksik Etkiler

Azot katkili grafenin HT-29 ve HUVEC hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri 12,
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde; 5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 mg/mL dozlarda
incelendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda her bir hiicre hatti igin optik yogunluk
(OD) grafikleri sigmaplot istatistik programinda degerlendirilerek ¢izilmistir.

4.2.1. Azot katkih grafenin HT-29 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-1 testi ile gosterilmesi
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Azot katkili grafen ve pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatin, 12 saatlik
inklibasyon siiresi sonunda HT-29 hiicrelerinde hicbir dozda sitotoksik etki
sergilememistir (p>0.05) (sekil4.1).
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Azot katkili Cisplatin

Sekil 4.7. Azot katkili grafen ve cisplatinin 250- 5 mg/mL arasinda denenen dozlarmin
12 saatlik inkiibasyon siiresinde HT-29 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Azot katkili grafen, 150 mg/mL (p<0.05) ve 100 mg/mL (p<0.01)’ lik dozlarda
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HT-29 hiicrelerinde sitotoksik etki sergilemistir.
Cisplatin ise higbir uygulama dozunda sitotoksik bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 4.2)
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Sekil 4.8. Azot katkili grafen ve cisplatinin 250- 5 mg/mL arasinda denenen dozlariin
24 saatlik inkiibasyon stiresinde HT-29 hiicreleri {izerine sitotoksik etkisi (**, p<0.01; *,
p<0.05)

Azot katkili grafen ve cisplatin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HT-29
hiicrelerinde hi¢bir dozda sitotoksik etki sergilememistir (p>0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.9. Azot katkili grafen ve cisplatinin 250- 5 mg/mL arasinda denenen dozlarinin
48 saatlik inkiibasyon siiresinde HT-29 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi
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4.2.2. Azot katkih grafenin HUVEC hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-1 testi ile gosterilmesi

12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda NGN, HUVEC hiicrelerinde hi¢bir dozda
sitotoksik etki yaratmazken (p>0.5) cisplatin 250, 200, 150, 100 (p<0,01) ve 50 (p<0,5)
mg/mL’ lik dozlarda sitotoksik etkili bulunmustur.

3.0
2.5 1

2.0 1

OD (450} nm

0.5 1

0.0

Azot katkili Cisplatin
grafen

Sekil 4.10. Azot katkili grafen ve cisplatinin 250- 5 mg/mL arasinda denenen dozlarmin
12 saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicreleri {izerine sitotoksik etkisi (**, p<0.01;
*

, p<0.05)

24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonunda NGN, HUVEC hiicrelerinde higbir
dozda sitotoksik etki sergilememistir (p>0.5). Cisplatin 24 saat sonunda 5 mg/mL’ lik
konsantrasyon disindaki tiim dozlarda endotel hiicrelerinde sitotoksik etkiler
sergilemistir (p<0.01). Cisplatin 48 inkiibasyon sonrasinda da 200, 150, 100 (p<0.05) ve
50, 25 (p<0.01) mg/mL’ lik dozlarda sitotoksik bulunmustur (Sekil 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.11. Azot katkili grafen ve cisplatinin, 250- 5 mg/mL arasinda denenen
dozlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi
(**, p<0.01; *, p<0.05).
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Sekil 4.12. Azot katkili grafenin ve cisplatinin, 250- 5 mg/ml arasinda denenen
dozlarmin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi
(**, p<0.01; *, p<0.05)
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4.2.3. Azot katkih grafenin HT-29 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin tripan
mavisi testi ile gosterilmesi

Elde edilen tim WST testi sonuglar1 instat isatistik programinda
degerlendirilmistir. 24 saat sonunda hesaplanan 1Csy degeri (93.4 mg/ml) diger
deneylerde kullanilacak en etkili doz olarak belirlenmistir.

Tripan mavisi testinde, azot katkili grafenin 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 1Cs (93. 4 mg/ml) dozunun, HT- 29 hiicre hattinda % canlilik {izerinde 6nemli
bir  etkisi  oldugu  tespit  edilmistir  (***,  p<0,001) (sekil  4.7).
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Sekil 4.13. Azot katkili grafenin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde ICso dozunun (93.4
mg/ml) HT- 29 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi % (¥**, p<0,001)

4.3. Apoptoz testleri

4.3.1 Azot katkih grafenin HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-3 Miktar1 Uzerindeki Etkisi

24 saatlik inkiibasyon sonrasinda, NGN ICso degerinde hazirlanan dozda HT- 29
hiicrelerinde kaspaz- 3 miktarinda 6nemli artisa neden olmustur (p= 0.0018) (sekil 4.8).

Kontrol grubunda 15.492 ng/mL, 1Csp NGN uygulanan hiicrelerde ise 20.985 ng/mL
kaspaz- 3 tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. 24 saat inkiibasyon sonunda azot katkili grafenin ICsp dozunun HT- 29
hiicrelerindeki kaspaz-3 miktar1 iizerine etkisi (***,p=0,0018)

4.3.2. Azot katkih grafenin HT- 29 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin DNA
fragmentasyon elisa Kiti ile gosterilmesi

24 saatlik inkiibasyona birakilan ICsy dozundaki azot katkili grafen, HT- 29
hiicrelerinde DNA fragmentasyon miktarinda anlamli bir degisime sebep olmustur
(p<0.01). Cisplatin ise, HT- 29 hiicrelerinde DNA fragmentasyonuna yol agmamistir
(p>0.5) (sekil 4.9).
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Sekil 4.15. 24 saat inkiibasyon sonunda azot katkili grafenin ICso dozunun ve cisplatinin
HT- 29 hiicrelerindeki DNA fragmentasyon miktar1 iizerine etkisi (**,p<0,01)
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5. TARTISMA

Kanser sistemik bir hastaliktir. Saglikli hiicre ile kanser hiicresi arasindaki temel
fark; kanser ile iligkili olan onkogen ve timor baskilayict gen siniflarmin dengesidir.
Hiicrede meydana gelen ve biriken mutasyonlar bir takim biyokimyasal, molekiiler ve
hiicresel 6zelliklerin kazanilmasina sebep olur. Onkogen ve tiimor baskilayici genlerde
meydana gelen mutasyonlar sonucu metabolizma, ¢ogalma ve 6liim gibi temel hiicresel
faaliyetlerde degisim meydana gelir. Karsinojenez siirecinde kazanilmis bu ozellikler
sonucu hiicre, homeostasiyi saglamak amaci ile var olan kontrol mekanizmalarindan
kagmay1 basarir. Insandaki kanser modelleri incelendiginde onkogenez siirecinin
farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Dolayisiyla hiicrenin karsinojenez siirecinde
kazandig1 bir takim Ozelliklerin kronolojik ve mekanik olarak farkli yollar izlemesi
sonucu kanser heterojen bir patoloji sergiler (Hanahan vd. 2000; Tran vd. 2008; Patel
2012).

Kolon kanseri, akciger ve meme kanseri ile birlikte diinyada en ytliksek mortalite
seviyesine sahip ilk ii¢ kanser tipini olusturmaktadir (Bray vd. 2018). insanda kalin
bagirsak ¢cekum, kolon ve rektum olmak iizere {i¢ kisma ayrilir. Kolon kendi igerisinde;
cikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon olarak ayrilir (Ozer 2021).
Bagirsak epitel hiicreleri, progenitor hiicrelerinde meydana gelen bir dizi genetik
degisimler sonucu tiimdre doniisebilmektedir. Bu degisimler onkogen ve timor
baskilayic1 gen siiflarmin homeostasinde degisime sebep olur ve sonug olarak zamanla
1y1 huylu polipler agresif tiimore evrilir (Vogelstein vd. 2002; Kheirelseid vd. 2013).

Atom, molekiil veya malzemeler nano boyutta farkli 6zellikler sergilerler. Bu
yiizden tasarlanmig nanomalzemeler, biyo yapilar ile ayn1 boyutta oldugu ve ilaglar ile
katkilanabilir oldugu i¢in saglik, tip ve biyoloji alanlarinda kontrol, biyo uyumluluk ve
hedefe yonelik tedavi gibi bircok agidan avantaj sunar (Bayda vd. 2020). Karbon
dogada en ¢ok bulunan ve bilimsel olarak ¢ok fazla ¢alisilmig bir ametaldir. Karbon
bazli nanomelzemeler ise diger nanomalzemelere kiyasla daha fazla c¢evre dostudur.
Karbonun en saf allotropu olan grafen ise heniiz yakin bir kesif tarihine sahiptir (Chen
vd. 2015; Kilig 2019). Grafen genis bir ylizey alanina sahip bilinen en dayanikli nano
malzemedir. Bu sayede yiizey modifikasyonu yoluyla biyolojik fonksiyonellestirmeye
uygundur (Kili¢ 2019). Band boslugu bulunmayan saf grafenin iletkenlik 6zelligini daha
kontrollii hale getirmek kimyasal katkilama ile miimkiindiir. Azot ise bu kimyasal
katkilamada tercih edilen en ideal atomdur. Ciinkii azot, grafen ile benzer atomik boyuta
ve degerlik elektronlarina sahiptir (Tian vd. 2016). Grafen ve N katkili grafenin
ozellikleri biiylik 6l¢iide sentez yontemine baglidir (Bundaleska 2018; Baldea 2020).
Grafen ailesi nanomalzemeler endositoz yolu ile hiicre zarmi gecebilir ve sitozolde
konumlanmis bir¢ok organel yapisi ile etkilesim kurabilir (Magne 2021).

Yapilan literatlir ¢aligmalarma gore grafenin kanser hiicrelerine olan etkisi
aragtirilmis ve; apoptoz, nekroz ve otofaji gibi yollarla hiicre 6liimlerine sebep oldugu
gosterilmistir. Grafenin kanser hiicresinde mitokondriyal oksidadif fosforilasyonu
inhibe ederken saglikli hiicrelerde herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi de
bilinmektedir. Arastirmalardan elde edilen sonuglar, grafenin etki mekanizmasinin; doz,
zaman, uygulanan hiicre ve nanomalzemenin sentez yontemi gibi birgok degiskene bagh
oldugunu gostermektedir. Ciinkii nanomalzemelerin biyolojik yapilarla olan etkilesimini
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boyutu, sekli ve yiizey kimyasi belirler (Chatterje vd.2014; Zhou vd. 2014; Baldea vd.
2020).

Kolon kanseri tedavisinde hastaligin prognozuna gore uygulanan tedavi
yontemleri degisiklik gosterir. En sik tercih edilen yontem ise cerrahi yontemdir. Fakat
cerrahi yontemde kanserli doku viicuttan uzaklastirilsa bile malign kalintist viicutta
varligmi siirdiirebilir  (Stein vd. 2011). Uygulanan diger bir tedavi yOntemi
radyoterapidir. Radyoterapide ise kanser hiicrelerine esit derecede ulagim saglanamaz.
Yiiksek dozda radyasyon tiimor dokuya verilemez ¢ilinkii yiiksek doz, hiicreleri hipoksi
durumuna iter ve sonucu tedavide beklenenin aksine, biiylime faktorlerinin salinim ile
tiimoriin daha da biiyiimesine sebep olur (Zhou vd 2014). Uygulanan spesifik frekans ve
siddettedeki iyonlastirici radyasyonlar ise, kanser hiicreleri ile beraber saglikli hiicrelere
de ulasir (Mayoclinic 2018). Kemoterapi tedavileride tiimore uygulanan kemoterapik
ajan ise, yine kanser hiicrelerinin yani sira saghkl hiicrelere zarar verebilmektedir (Ozer
2021). Kisaca, giinlimiizde uygulanan kanser tedavi yontemlerinin en biiyiikk dezavantaji
hedefe yonelik olmamasidir.

Doz ve maruziyet siiresine dayanarak hiicre Olimiine neden olan maddeler
sitotoksik olarak adlandirilir. Sitotoksisite ¢aligmalarinda, bir maddenin sitotoksik
potansiyelinin belirlenmesi amaciyla sitotoksisite testleri uygulanir (Tokur vd. 2017).
Sitotoksisite belirleme metodlar1 kolorimetrik, liminesans ve enzimatik yOontemler
olarak bilinmektedir (Crouch vd. 1993; Fan vd. 2007; Longo-Sorbello vd 2006).
Yontemler farklilik gostersede sitotoksisite calismalarinda en kritik nokta c¢aligma
sonucunda canl/0lii hiicre oranindaki degisimdir. Calismamizda kullandigimiz WST
gibi tetrazolyum tuzlar1 kolorimetrik yontemlere 6rnek verilebilir. Tetrazolyum tuzlari
elektron alarak indirgenir. Indirgenmeleri sonucu formazan yapisina doniisiirler ve bu
doniisiim renk degisikligine sebep olur. Tetrazolyum halkas1 sadece aktif mitokondri
tarafindan kirilabilir ve bu sekilde formazan yapisina donilislimii saglanabilir.
Dolayisiyla renk reaksiyonunu yalnizca canli hiicrelerde gozlenir (Mossman 1983).

Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda; Jaworski ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, GO (grafen oksit) ve rGO (indirgenmis grafen oksit)’ in U887 ve U118
glioblastoma hiicre hatt1 serilerindeki in vitro ve in vivo sitotoksit etkilerini aragtirmistir.
In vitro sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda elde edilen bulgular GO ve rGO’ in her iki
glioblastoma hiicre hattinda canliligin azalmasina sebep oldugunu gostermektedir. 5, 10,
20, 50 ve 100 pg/mL'lik bir konsantrasyonda 24 saat inkiibe edilen U87 ve U118 hiicre
hatlarinda doz artigina bagli olarak canlilik azalmistir. Tipki bizim casilmamizda oldugu
gibi 100 pg/mL'lik doz en fazla sitotoksik etkiye sebep olmustur. Yaptigimiz
calismada, N-GN’ nin HT- 29 kolon kanser hiicre hattindaki 24 saatlik 250, 200, 150,
100, 50, 25 ve 5 pg/mL °‘lik dozlarindaki inkiibasyon sonucunda; 150 ve 100 pug/mL
‘lik dozlarda anlamli bir sitotoksik etki elde ettik. Dolayisiyla yaptigimiz ¢alisma,
Jaworski ve ekibinin yaptigi ¢alisma ile inkiibasyon siiresi ve etkili doz araligi

yoniinden uyumluluk géstermektedir (Jaworski vd. 2015).

Calismamizda azot katkili grafenin HT-29 ve HUVEC hiicre hatlaridaki
sitotoksik etkileri WST-1 testi ile olglilmistiir. N-GN, HT-29 kolon kanser hiice
hattinda 12 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanan hi¢bir doz araliginda anlamli
bir sitotoksik etki gOstermemistir. Fakat 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
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uygulanan 5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 upg/mL tiim dozlar i¢in 150 ve 100 pg/mL
dozlarinda anlamli bir sitotoksik etki yaratmustir.

Kontrol pozitif grubu i¢in kullanilan ve kolon kanseri dahil bir¢ok kanser
tedaviside sikga tercih edilen cisplatin ise, HT-29 hiicre hattinda 12, 24 ve 48 sattlik
inklibasyon siiresince uygulanan hi¢bir dozda anlamli bir sitotoksik etki
sergilememigtir.

N-GN, c¢aligmamizda kontrol grubu olarak kullanilan HUVEC endotel hiicre
hattinda tam da beklendigi gibi 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanan
higrbir dozda sitotoksik etki gostermemistir. Fakat cisplatin HUVEC endotel
hiicrelerinde tiim inkiibasyon siirelerinde anlamli bir sitotoksik etki sergiledi. Cisplatin
12 saatlik inkiibasyon sonunda HUVEC hiicrelerinde 250, 200, 150, 100 ve 50 pg/mL
dozlar1 i¢in anlamli bir sitotoksik etkiye sebep olmustur. Cisplatin 24 saatlik inkiibasyon
sonunda ise 250, 200, 150, 100, 50 ve 25 pg/mL dozlar1 i¢in anlaml bir sitotoksik
etkiye sebep olmustur. Yine cisplatin 48 saatlik inkiibasyon sonunda ise 200, 150, 100,
50 ve 25 pg/mL dozlar1 i¢in anlaml bir sitotoksik etkiye sebep olmustur.

Calismamizda N-GN’ nin, HT-29 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etisini 6lgmek
amaci ile uygulanan WST-1 hiicre canlilik testini dogrulamak i¢in hiicrelere tripan
mavisi testi uygulandi. Elde edilen WST sonuglarmm OD degerleri sonucunda 1C50
degeri; 93.4 ug/mL olarak saptandi. Anlamli bir sitotoksik etki 24 saatlik inkiibasyon
stiresinde elde edilmistir. Dolayisiyla tripan testi HT-29 hiicre hattma, N-GN’ nin IC50
dozu 24 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in uygulandi. Tripan mavisi testinde, azot katkili
grafenin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda IC50 dozunun, HT-29 hiicre hattinda %
canlilik lizerine azaltic1 yonde 6nemli bir etkisi oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada insan meme kanseri hiicresinde ve insan meme epitel
hiicre hatt1 iizerinde PEG-GO (polietilen glikol ile modifiye edilmis grafen oksit)’ in 24
saatlik inkiibasyon siiresince 0, 5, 10, 20, 40, ve 80 pg/ml dozlar1 i¢in sitotoksik etkisi,
hiicre iskeleti degerlendirilmesi, ATP tiretim miktar1 ve mitokondriyal oksidatif seviyesi
Olciildii. Zhou ve ekibi yaptiklar1 ¢alismada, PEG-GO’ in sadece bir ilag¢ tasiyicisi
olmadigmi, ayn1 zamanda {ic meme kanseri hiicre hattinda mitokondriyal oksidatif ve
ATP iiretimini tek basina inhibe ettigine dair bulgular elde etti. Daha da onemlisi
calisamada, PEG-GO'nun MCF-10A kanserli olmayan meme epitel hiicrelerinin
yasayabilirligi, mitokondriyal oksidatif ve ATP firetimi iizerinde belirgin bir etkisi
olmadig1 bulgular arasina eklenmistir. Ayrica, elde ettikleri verilere dayanarak, meme

kanseri hiicrelerinde hiicre hareketliligini dogrudan bozdugunu géstermektedir (Zhou
vd. 2014).

Apoptoz, hiicredeki Na, CI, K iyon tastyict sistemlerin durmasi sonucu hiicrede
biiziisme ve ¢evre hiicreler olan temasin kesilmesi gibi karakteristik 6zelliklere sahiptir
(Aksit vd. 2008). Hiicrede normalde inaktif formda bulunan kaspazlar sitotoksik etki
sonucu birbirlerini proteolitik olarak aktif forma doniistiiriirler. Aktif hale gelen
kaspazlar DNA tamir ve rekplikasyon mekanizmasinda gorev alan enzimleri inaktif hale
getirirler. Kaspazlar hiicre iskeletini olusturan protein yapilar1 keserek hiicre zarmin
apoptoza 0zgili olan tomurcuk goriinlimiinii almasmna sebep olurlar. Apoptoz; igsel,
digsal veya granzim— perforin yollar1 ile miimkiindiir. Fakat hangi yol olursa olsun
hiicreye Olim emrini veren ve cellat kaspaz olarak adlandirilan efektor kaspaz- 3
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apoptozun en temel proteazidir. Bu nedenle apoptoz caligmalarinda kaspaz-3 enzim
miktarindaki degisim son derece kritik bir gostergedir (Cosgun vd. 2011).

Jaworski ve ekibi ayni ¢alismalarinda GO ve rGO’ in U87 ve U118 glioblastoma
hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon sonucunda apoptozun belirteci olan kaspas-3
aktivasyonunu test etmistir. Elde ettikleri sonuglar her iki hiicre hattinda da GO ve rGO,
kaspaz-3 aktivasyonunda artis gosterdigi yoniindedir. Jaworski ve ekibi, in vitro
calisma sonuglara gore, GO' in glioma hiicreleri i¢in rGO' ten daha az toksik oldugunu
belirtti. rGO’ in, hiicre Sliimiinii cogunlukla apoptoz yoluyla indiikledigi, dolayistyla
grafenin kanser tedavisinde potansiyel uygulanabilirliginin oldugunu bulgularina
eklemiglerdir. rGO ve glioma hiicre zarlar1 arasindaki temasin, rGO toksisitesinin ana
nedeni olabilecegi tahmininde bulunmuslardir. In vivo arastirma sonuglari, glioblastoma
tiimorlerine enjekte edilen hem GO hem de rGO'nun tiimérlerin hacmini ve agirligini
azalttigin1 yoniindedir. Bu bulgular neticesinde Jawroski ve ekibi g¢aligmalarinda,
timorlerde grafen trombositleri ve glioma hiicreleri arasindaki siddetli toksisiteye yol
acan etkilesimin grafen yiizeyinin bi¢iminin oldugunu vurgulamaktadirlar (Jaworski vd.
2015). Yaptigimiz bu calismada ise HT-29 hiicrelerinde, azot katkili grafenin IC50
dozunun 24 saatlik inkiibasyon siiresince kaspaz-3 miktarinda etkili bir artisa sebep
oldugu tespit edilmistir.

Baldea ve ekibi gerceklestirdikleri arastirmada farkli miktarlarda nitrojen igeren
ii¢ azot katkili grafenin HUVEC epitel ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatt1 iizerindeki
etkisi arastirilmistir. N-grafenlerin etkilerinin hiicre tipine ve yapidaki nitrojen miktarina
bagli oldugunu belirtmislerdir. HUVEC hiicrelerine, N-grafenlerin endositoz ile
almdigin1 ve oOzellikle yiiksek nitrojen igerigine sahip numunelerin muhtemelen
mekanik etki ile canliligi azalttigin1 saptamislardir. Calismada timoér DLDI
hiicrelerinde, test edilen tiim N-grafenler, ¢esitli mekanizmalarla hiicre 6liimiine yol
actig1 ortaya konmustur: oksidatif stres, ozellikle NGr-3 i¢in bir proinflamatuar
durumun indiiklenmesi, otofaji, apoptoz, DNA hasar1 ve nekroz. En ciddi DNA
lezyonlarmin ve ultrastriiktiirel degisikliklerinin, yiliksek oranda nitrojen, NGr-2 ve
NGr-3 igeren numunelerden kaynaklandigida ¢alisma sonuglarina eklenmistir. Mevcut
arastirma, yiiksek nitrojen igerigine sahip N-grafenin DLD1 tiimor hiicreleri tizerindeki
onemli sitotoksik etkisini ve HUVEC normal hiicreleri {izerinde bazi sitoprotektif
etkilerini gostermektedir. Timor hiicreleri {lizerindeki toksik etkilere dayanan
arastirmada, N-grafenlerin gelecekte tek basina veya kemoterapi ilaglariyla yiiklii
antikanser ajanlar olarak kullanilma olasiligminin muhtemel oldugu belirtilmistir
(Baldea 2020). Gergeklestirdigimiz bu ¢aligmada ise, apoptozun en Onemli gostergesi
olan DNA’ fragmentasyon miktarinda anlamli bir artis elde edildi. Yapilan tiim testlerin
bulgular1 birlikte degerlendirildiginde sitotoksisite testleri saptadigimiz hiicre
Oliimlerinin apoptoz aracili oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Azot katkili grafen 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HT-29 hiicrelerinde 5,
25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL tiim dozlar i¢in istatistiksel olarak 6nemli bir
sitotoksik etkiye sebep olmamustir.

Cisplatin, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HT-29 hiicrelerinde 5, 25, 50,
100, 150, 200, 250 pg/mL tiim dozlar i¢in istatistiksel olarak dnemli bir
sitotoksik etkiye sebep olmamustir.

Azot katkili grafen, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HT-29 hiicrelerinde
150 ve 100 ug/mL dozlar igin istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etkiye sebep
olmustur (**, p<0.01; *, p<0.05).

Cisplatin 5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL tiim dozlar i¢in anlaml1 bir etkiye
sebep olmamastir.

Azot katkili grafen, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HT-29 hiicrelerinde 5,
25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL tiim dozlar i¢in istatistiksel olarak 6nemli bir
sitotoksik etkiye sebep olmamistir

Cisplatin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HT-29 hiicrelerinde 5, 25, 50,
100, 150, 200, 250 upg/mL tiim dozlar igin istatistiksel olarak onemli bir
sitotoksik etkiye sebep olmamistir.

Azot katkili grafen, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde
5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL tiim dozlar i¢in istatistiksel olarak dnemli
bir sitotoksik etkiye sebep olmamuistir.

Cisplatin, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde 250, 200,
150, 100 ,50 ug/mL dozlar1 i¢in sitotoksik etkiye sebep olmustur (**, p<0.01; *,
p<0.05).

Azot katkili grafen, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde
5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL tiim dozlar i¢in istatistiksel olarak 6nemli
bir sitotoksik etkiye sebep olmamuistir.

Cisplatin, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde 250, 200,
150, 100, 50, 25 pg/mL dozlar1 i¢in 6nemli bir sitotoksik etkiye sebep olmustur
(**, p<0.01; *, p<0.05).

Azot katkili grafen, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde
5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL tiim dozlar igin istatistiksel olarak 6nemli
bir sitotoksik etkiye sebep olmamustir.

Cisplatin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde 200, 150,
100, 50, 25 pg/mL dozlar1 igin 6nemli bir sitotoksik etkiye sebep olmustur (**,
p<0.01; *, p<0.05).

Tripan mavisi testinde, azot katkili grafenin 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda I1Csp (93. 4 ug/ml) dozunun, HT- 29 hiicre hattinda % canlilik tizerinde
onemli bir etkisi oldugu tespit edilmistir. (***, p<0,001).

HT- 29 hiiclerinde, azot katkili grafenin ICso dozunun (93.4 pug/ml) 24 saatlik
inkiibasyon siiresince kaspaz-3 miktar1 istatiksel olarak Onemli bir artig
gostermistir (***,p<0,0018).

24 saatlik inkiibasyona birakilan ICsp dozundaki azot katkili grafen, HT- 29
hiicrelerinde DNA fragmentasyon miktarinda anlamli bir degisime sebep
olmustur (**, p<0.01).
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16. Cisplatin, HT- 29 hiicrelerinde DNA fragmentasyon miktarinda anlamli bir
degisime sebep olmamistir.
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