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OZET By,

himik asitle sentezlenmis giimus nanoplakalarin (HAgNpl) Dalton lenfoma asidine (DLA) karsi sitotoksik aktivitesine iliskin ilk rapordur.
Bir supramolekul olan hiimik asidin gesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu goésterilmistir. Bu ¢calismada gimus nanoplakalarin
sentezi i¢in kullanilan himik asit, mangrov tortularindan izole edilmistir. Himik asidin kimyasal bilesimi, kati hal C-13 NMR
spektroskopisi kullanilarak analiz edildi. Nanoplakalarin morfolojisi SEM kullanilarak incelenmistir. HAgNpl'nin sitotoksik potansiyelini
degerlendirmek icin Dalton Lenfoma Asitleri (DLA hiicre dizileri) Gzerinde tripan mavisi canlilik testi yapildi. Himik asitle sentezlenen
gUmdus nanoplakalarin bu habis hiicrelere karsi etkili oldugu kanitlanmistir. HAgNpl, DLA hicrelerine karsi doza bagl bir aktivite
gosterdi. Bu sonug, HAgNpl'nin malign lenfomaya karsi gtivenli ilaglar gelistirmedeki potansiyel rolinu vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Himik Asit, Gimus Nanoplakalar, Dalton Lenfoma Asitleri.

GIRIS Nanobilimin

hizla gelismekte olan bir alani olan nanobiyoteknoloji, kanser
tedavisi ve teshisi i¢in tedavi yontemi gelistirmek igin umut verici
bir arastirma alanidir1 . Nano malzemeler, benzersiz biyolojik
Ozelliklerinden dolayi geleneksel aritma yontemleri igin
potansiyel bir alternatiftir2 .

Bu baglamda, giimus nanopartikdller kullanilarak
gelistirilen ilaglar, tipik morfolojileri ve 6zellikleri3,4 nedeniyle
olaganustudir . Gimus nanopartikillerin sahip oldugu genis
nanoteknoloji tabanl klinik uygulamalar g6z 6niine alindiginda,
ilag sirketleri 6zellikle ayirt edici 6zelliklere ve morfolojilere
sahip gumus nanopartikillerin sentezlenmesine odaklanmaktadir.
Bu baglamda himik asit, benzersiz molekuller Gstl yapilari ve
indirgeme potansiyelleri5,6 nedeniyle, benzersiz morfolojileri
ve biyolojik 6zellikleri olan giimus nanopartikullerin
sentezlenmesi icin uygun bir se¢imdir. Himik asitler, teratojenik,
mutajenik, embriyotoksik ve kanserojen 6zelliklere sahip
olmadiklari ve viicuttan kolayca atilabilmeleri7 nedeniyle
farmakoloji alaninda giderek artan bir ilgi kazanmistir . Humik
asit, uyarici etkileri, membran aktivitesi, mitokondrinin elektron
tasima zincirinde elektronlarin tagsinmasi, oksidatif fosforilasyonun
aktivasyonu, iyon degisimi, kompleks olusturma ve sorpsiyon
kapasitesi7 ile biyokimyasal aktiviteleri dogrudan etkiler.
Veterinerlikte cesitli humik asit Grtnleri kullanilir. ve insan
ilaglar. Bitkisel ilaglarda humik asit, kirik kemiklerin, ¢ikiklarin,
deri hastaliklarinin ve periferik sinir bozukluklarinin tedavisinde
kullanilir8- 10. Hizlandirilmig kalsiyum birikimi ve kalsiyum
fosfat, osteokalsin, ¢ekirdek baglama faktora ve

insan kemik iligi mezenkimal kék hicrelerinde ve humik asit8
ile tedavi edilen insan fetal osteoblastlarinda baskilanmis
osteoclastogenesis gézlemlendi . Humik asit kullanilarak kirik
kemigin kire¢ olusumu ve fosfor alimi %20-25 oraninda
hizlandirilir11,12 . Hamik asidin gastrointestinal sistem
mukozasinda film olusturabilme 6zelligi enfeksiyonlara ve
toksinlere karsi savunma mekanizmasini gu¢lendirir. Humik
asit, iyi bir kan pihtilastirici ajandir13. Himik asidin mast
hiicresini koruma potansiyeli onlari etkili bir antialerjik
yapmistir14,15. Himik asidin nanopartikil sentezleme
potansiyeli ile birlikte biyolojik potansiyeli, calismayi humik asit
sentezlenmis giimus nanopartikillerin asit tumora Gzerindeki
etkisini anlamaya sevk etmistir. Bu ¢alismanin amaci, mangrov
ekosisteminden izole edilen hiimik asit kullanilarak sentezlenen
glmis nanopartikullerin karakterize edilmesi ve Dalton Lenfoma
Asiti Gzerindeki etkilerinin belirlenmesidir.

MATERYAL VE METOT Himik asitin

izolasyonu ve Karakterizasyonu Gumds

nanoplakalarin sentezi igin kullanilan himik asit, IHSS16
tarafindan belirlenen protokol izlenerek Hindistan'in glineybati
kiyisindaki Cochin'deki mangrov ekosisteminden drneklenen
cokeltilerden izole edildi ve saflastirildi. Saflastiriimis humik
asitler, C-13 kati hal NMR analizi kullanilarak karakterize edildi.
Dondurularak kurutulmus humik asit 6rneginin 13C-NMR
spektrumu, CP-MAS proseduiri kullanilarak 75.475 MHz ¢alisma
frekansiyla bir Bruker AVANCE 300'e kaydedildi. Numune
(100-150 mq), Kel-F baslikli 4 mm zirkonya rotorlara dolduruldu
ve 10 kHz'de donduruldi. Gegmek
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Sekil 1: Hindistan'in guineybati kiyisindaki Cochin'deki mangrov tortullarindan ¢ikarilan himik asit molekilinin C-13 CPMAS
kati hal NMR spektrumlari.

Nagar ve Thrissur, Hindistan. HAgNpl'nin sitotoksisitesini
hesaplamak icin tripan mavisi diglama yontemi kullanildi. Bu
analiz bozulmamig canli hticre hicre zarlarini bir i1sik
mikroskobu kullanarak &1 hicrelerden ayirir. ikincisi, boyanin
sitoplazmada tutulmasi nedeniyle mavi renkli olarak gérulur.
Test icin kullanilan tim kimyasallar HIMEDIA'dan satin
alinmustir. Canlilik tahlilinden énce, timorlu farelerin periton
ici boslugundan aspire edilen DLA hucreleri, PBS kullanilarak
U¢ kez yikandi. Sulu ¢dzelti icinde duzgun bir sekilde dagilimig
farkli konsantrasyonlarda himik asit gumus nanoplakalar (1
nM, 5 nM, 10 nM, 15 nM ve 20 nM) 0.8 ml PBS ile iyice
karistirildi ve 1 x 106 hiicre iceren 0.1 mL hicre siispansiyonuna

30kV  X20,000 1pm 0000 11 46 SEI eklendi ve 37 oC'de 3 saat inkiibe edildi . Inkiibasyondan
Sekil 2: Humik asitler kullanilarak 0,01 mol I-1 glimiis hemen sonra, canli olmayan (boyali) ve canli (boyanmamis)
nitrat konsantrasyonunda sentezlenen glimis nanoplakalari hiicreleri mikroskobik olarak saymak icin, 0.1 mL tripan mavisi
temsil eden SEM goruntuleri . boya ile islenmis bir damla hiicre karisimi bir hemositometreye
aktarildi. Toplam canli ve cansiz hucrelerin sayimi ayri ayri
polarizasyon, 1 ms'lik bir temas suresinde, 36 ms'lik bir yapildi.

edinim suresinde ve 2.50 s'lik bir geri donisum gecikmesinde
yapildi. Kantitatif isleme, Bruker Topspin 1.3 yazilimi

kullanilarak fazin ve taban cizgisinin én otomatik diizeltmesi SONUGLAR VE TARTISMA Mangrov
ile fonksiyonel gruplara ve molekiiler parcalara karsilik gelen tortularindan izole edilen himik asidin kati hal C-13 NMR
bélgelerde sayisal entegrasyonla gergeklestirildi. Karbon karakterizasyonunun sonuglari, Sekil 1 ve Tablo 1'de
tarlerinin gruplari, kimyasal kayma araliklariyla tanimlanmistir gosterilmektedir. karboksilik, hidroksil, metoksi ve kinoidler5,6
(Tablo 1). olarak . Himik asidin redoks 6zelliklerinin genel olarak esas
olarak hidrokinon ve fenol gruplari18 ile baglantili oldugu
HAgNpl'nin Sentezi ve Karakterizasyonu dogrulanmistir. Himik asit molekultinde polar ve indirgeyici
Himik-giimas nanopartikdller, 10 mL 0.01M AgNO3 sulu gruplarin varhgi ve benzersiz amfifilik bilesim, gimus
¢ozeltisinin, 0.001 M NaOH ile ayarlanmis 10 pH'ta 1 mL 10 nanoplakalarin sentezine ve bunun stabilizasyonuna yardimci
ppm humik asit ¢ozeltisi ile indirgenmesiyle hazirland. olur5 . Himik asitle sentezlenen giimus nanoplakalarin
GUmds indirgeme islemi, homojen sollsyonlarin etlvde 75 sonuclari Sekil 2'de gosterilmektedir. Bu ¢calismanin sonuglari,
°C'de bir saat isitilmasiyla17 gelistirildi. gumus nanoyapilarin sentezi i¢in indirgeme ve kapatma
Elde edilen gimus nanopartiktller daha sonra SEM (JEOL maddesi olarak kullanilan humik asit ¢ézeltisinin ézelliklerini
Model JSM - 6390LV) ile karakterize edildi. gostermektedir. Bu nanoplakalar nispeten yuksek yuzey
HAgNpl'nin sitotoksik aktivitesi alanina ve yaklasik 41 nm kalinliga sahipti. Yaklasik
HAgNpl'nin kan kanserine karsi sitotoksik aktivitesini 45803874.649 gumus atomu

arastirmak igin Dalton Lenfoma Asit (DLA) hicreleri kullanildi.
Bu habis hticre hatlari, Amala Kanser Arastirma Merkezi'nde
tutuldu.
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Tablo 1: Mangrov tortullarindan tiretilen himik asitler icin 13C CPMAS NMR bantlarinin atamalari ve bantlarin géreli alanlarina

dayal C dagihmi (%).

Kimyasal Kayma Araligi & degerleri (ppm) Cikarim: Karbon turleri6 0-45

Bagil C % 30,13

Ikame edilmemis doymus Alkil Karbon 45-65 Qigsiish a5 43l iden@lk dkdina bir oksijen
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Sekil 3: Gimus nanoplakalarin, Trypan mavi dislama testi
kullanilarak hicre canliligi Gzerindeki doza bagh etkisi.
Veriler, tGglu deneylerin ortalamasinin ortalama * standart
hatasini temsil eder.

HAgNpI19 basina mevcuttu . HAgNp'nin DLA'nin yasayabilirligi
Uzerindeki etkisi, Tripan mavisi dislamasi kullanilarak
degerlendirildi. HAgNpl'nin, Sekil 3'te gosterildigi gibi, DLA

hicrelerinin canliligini doza bagl bir sekilde azalttigr gosterilmistir.

Inktibasyondan sonra, giimiis nanoplakalarin bu habis
hicrelere karsi 1 nM ve daha ylksek dozlarda sitotoksik oldugu
bulundu. 10 nM'deki gimus nanoplakalar, DLA hicresinin
yasayabilirligini baslangi¢ degerinin yaklasik %42'sine dustirdi
ve IC50 olarak segildi. Klinik arastirmalar hiimik asidin
plutonyumun %95'ini uzaklastirabildigini ve canh hicrelere
verilen radyasyon dozunu20 azaltarak iyonlastirici radyasyonun
neden oldugu lenfoma riskini azalttigini géstermistir21 .
Kortikal timus tabakasindaki lenfositlerin proliferasyonunu ve
bunlarin lenf dugumu ve dalagin timus bagimh bélgelerine
g6cuna etkili bir sekilde duzenlerler22. Kan, kemik iligi ve
dalaktaki lenfosit sayisinin hizla yenilenmesine yonelik bu
yardim, y - radyasyona maruz kalmanin neden oldugu
maligniteleri azaltabilir23 . Mutajenik bilesiklerin 6zellikle klorlu
icme sulari yoluyla tuketilmesi de lenfomalarin diger bir
nedenidir ve yas, cinsiyet ve sosyal siniftan bagimsiz olarak
riski 1-1,3 oraninda artirir24 . Mutajenik kontamine sudan
kaynaklanan bu risk humik asitlerle etkili bir sekilde azaltilabilir.
Hamik asitlerin mutajenleri adsorbe ederek mutajeniteyi
azaltma potansiyeli, Sato ve ¢alisma arkadaslari tarafindan
deneysel olarak kanitlanmistir. Benzo[a]piren, 2 aminoantrasen,
2-nitro gibi mutajenleri etkili bir sekilde uzaklastirdilar.

himik asit25 ile floren ve 1-nitropiren . Himik asidin potasyum
tuzunun, Nazal eozinofil sayisini module etme potansiyeline
sahip oldugu gésterilmistir26. Bu gézlem, himik asitlerin,
lenfoblastik I16semi27 gibi eozinofili ile iliskili lenfoid
malignitelerin tedavisinde de uygulama bulabilecegini
disundirmektedir . Malign lenfomanin ilerlemesini etkileyen
diger bir kritik bilesen, neoplastik sureci duzenleyebilen,
proliferasyonu besleyen, varligini sirdiren ve yerini degistiren
enfeksiyonlardan ve kronik enflamasyondan kaynaklanan
enflamasyondur28 . Ornegin, dalakta mukoza ile iliskili lenfoid
doku lenfomasi ve folikuler lenfoma olusumunun, sirasiyla
kronik Helicobacter enfeksiyonu29-32 ve parazit enfeksiyonu33
olan kisilerde arttigi gérilmektedir . Toksisite ¢calismalari,
hamik asidin kutanéz enflamasyonu azaltma potansiyelini
kanitlamistir ve bunlarin anti-inflamatuar potansiyeli, %1
dikofen sodyum ve %0.1 betametazon34 ile karsilastirilabilir
olup, enflamasyonun neden oldugu lenfomayi baskilama
potansiyellerini vurgulamaktadir. Himik asitlerin varliginda,
hayvanlarda ve insanlarda virlis35 ekspresyonu ve patojenlerin
aktivitesi36 baskilanir. Bu, humik asitlerin bu mikroplarin
protein ve enzim aktiviteleri ile kovalent olmayan etkilesimlerinin
dogrudan bir sonucudur.

Ayrica bunlar tarafindan salinan toksinlerin aktiviteleri, hUmik
asit tarafindan iyonik bag olusumu ile nétralize edilir.

Humik asit molekultinde polifenolik gruplarin varligi, spesifik
olmayan direnci ve bagisikligi uyarir37,38 . DLA proliferasyonunu
baskilama potansiyeli ile birlikte himik asitlerin bu 6zellikleri,
HAgNpl kullanilarak Epstein-Barr virlisinin39 neden oldugu B
huicreli Hodgkin olmayan lenfoma ve HIV40'in neden oldugu
hodgkin olmayan lenfoma iceren tedavilerin gelistirilmesi
olasiligini vurgulamaktadir . Bu gézlemler, hiimik asit ve
Urdnlerinin alg ve mangrov ekosistemlerinden izole edilen
sterollere benzer glvenli terap6tik potansiyelini kimdulatif
olarak vurgulamaktadir41-43 . Bu arastirmada gézlemlenen,
DLA hicrelerini bastirmak icin HAgNpl'nin gugli potansiyeli ile
birlestirilmis biyoaktif himik asit prospektifi, lenfoma
kanserinden muzdarip hastalari herhangi bir yan etki olmaksizin
basarili bir sekilde tedavi etmek icin gelisen tedavi
yontemlerindeki rollerinin dnemini vurgulamaktadir. Bununla
birlikte, himik asitle sentezlenen giimus nanoplakalarin bu
habis hicreleri baskilama mekanizmasini tanimak i¢in daha
ileri molekuler diizeyde arastirmalara ihtiyag vardir. Bu bilgiler,
tedavi yontemlerinde isbirligi yapmadan 6nce test 6rneginin
gen ifadeleri ve Urtnleri Uzerindeki toplu sonucunu tahmin
etmek icin gerekli oldugundan.
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¢OzUm

Simdiye kadar, himik asidin lenfoma kanserine karsi sitotoksik
potansiyeline iliskin bir veri bulunmamaktadir. Ozetlemek
gerekirse, mevcut arastirma, Dalton lenfoma asidine karsi himik
asitle sentezlenmis gimus nanoplakalarin ilk sentezini,
karakterizasyonunu ve sitotoksisitesini belgelemistir. Mevcut
arastirmada kullanilan hiimik asidin bilesimi, kati hal C-13 NMR
kullanilarak elde edildi.

Toplu olarak, sonucumuz himik asitle sentezlenmis giimus
nanoplakalarin Ustin sitotoksik potansiyele sahip oldugunu ve
kanseri tedavi etmek icin himik asitle sentezlenmis giimus
nanoplakalarin uygulanmasi icin gelecekte kapsamli inceleme
icin genis bir olasilik oldugunu géstermektedir.

TESEKKUR Yazarlar sitotoksisite

calismasi yaptiklart icin Amala Kanser Arastirma merkezi
Thrissur'a, C-13 CPMAS Kati Hal NMR arastirmasi i¢in Merkezi
NMR tesisi Ulusal Kimya Laboratuvari, Pune'a ve SEM analizi igin

Sofistike Test ve Enstrumantasyon Merkezi, Cochin'e mutesekkiriz.
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