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OZET

Nanopartikiiller, nanometre 6l¢ceginde boyutlara sahip olan ve bu 6zelliklerinden dolay1 bir dizi
endiistriyel, tibbi ve bilimsel uygulamalar i¢in ¢esitli olanaklar sunan yapilardir. Bu da,
nanopartikiillerin ilag gelistirme, goriintiileme teknikleri, kataliz, enerji depolama ve sensor
teknolojileri gibi bir¢cok alanda kullanilmasini miimkiin kilmaktadir. Nanopartikiillerin biyolojik
sentezi, biyolojik organizmalarin veya onlarin bilesenlerinin kullanilmasi yoluyla nanopartikiil
uretimini ifade etmektedir. Bu yontem, geleneksel kimyasal sentez yontemlerine alternatif olarak
cevre dostu ve etkili bir yaklasim sunar. Biyolojik sentez; genellikle bitkiler, bakteriler, likenler,
mantarlar veya diger mikroorganizmalarin 6ziinden elde edilen biyolojik ajanlarin kullanimini igerir.
Ozellikle bitki dzleri ve likenler, nanopartikiil sentezi i¢in gerekli olan metal tuzlarm indirgeyerek
veya cokelterek nanopartikiillerin olusumunu saglamaktadir. Bu caligmada; bakir-nano-flower
kompozit malzemenin biyolojik sentezi igcin Clodonia foliacea likeni ve nar kabugu oziitii
kullanilmigtir. Sentezlenen bakir-nano-flower kompozit malzemenin kanser hicresi (DLD-1 kolon
kanseri ve CCD18-Co saglikli kolon hiicreleri) iizerine etkileri, kanser yolaginda yer alan CYP1Al
ve BCL-2 genlerinin ifade diizeyindeki degisimlerin tespiti ile belirlenmistir. MTT analizinde
belirlenen dozlara gore nanopartikiil uygulamasi yapilan DLD-1 ve CCD18-Co hicrelerinde
CYP1A1 ve BCL-2 genlerine ait ifade degisimleri belirlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, C.
foliacea likeni ve nar kabugundan elde edilen Cu-gicek sekilli nanopartikiil uygulamasi biitiin
konsantrasyonlarda BCL-2 ve CYP1Al geni kontrol grubuna kiyasla artmistir. Boylelikle biitiin
konsantrasyonlarda daha ¢ok eksprese olmus ve uygulama sayesinde kanser hiicrelerinde goriilen
programsiz hiicre ¢ogalmasi olaymda etkili BCL-2 ve CYP1Al geninin eksprese diizeyini
degistirmistir. Fakat gozlenen bu degisimin farkli hiicre hatlarinda yapilacak bir dizi ¢aligmalarla
desteklenmesi gerekmektedir.

Sayfa Adedi : 53
Anahtar Kelimeler : C. foliacea Likeni, Nar Kabugu, Nanopartikiil, BCL-2, CYP1A1
Danisman : Dog. Dr. Ekrem BOLUKBASI



INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER EFFECTS OF FLOWER-SHAPED
HYBRID NANOSTRUCTURES MADE WITH DIFFERENT PLANT AND LICHEN
EXTRACTS AND MOLECULAR BIOLOGICAL EVALUATION
(M.Sc. Thesis)
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ABSTRACT

Nanoparticles are structures that have dimensions on the nanometer scale and, due to these properties,
offer various possibilities for a number of industrial, medical and scientific applications. This makes
it possible to compartmentalize nanoparticles in many areas such as drug development, planning
techniques, catalysis, energy storage and sensor technologies. Biological synthesis of nanoparticles
refers to the production of nanoparticles through the use of biological organisms or their components.
This method offers an environmentally friendly and effective approach as an alternative to traditional
chemical synthesis methods. Biological synthesis; It usually contains information about biological
agents obtained from the extract of plants, herbs, lichens, fungi or other microorganisms. In
particular, plant extracts and lichens ensure the existence of nanoparticles by reducing or
precipitating the metal salts necessary for nanoparticle synthesis. This product; Clodonia foliacea
analogue and pomegranate peel extract were used for the biological synthesis of copper-nano-flower
composite component. The effects of the synthesized copper-nano-flower composite on cancer cells
(DLD-1 colon cancer and CCD18-Co healthy colon system) were determined by monitoring the
changes in the expression level of CYP1A1l and BCL-2 genes involved in the cancer pathway.
Expression changes of CYP1A1 and BCL-2 genes were determined in the view of DLD-1 and
CCD18-Co applied with nanoparticles according to the doses recorded in the MTT analysis. When
the results were evaluated, the application of Cu-flower-shaped nanoparticles obtained from C.
foliacea lichen and pomegranate peel increased the BCL-2 and CYP1Al gene groups at all
concentrations compared to the control rates. In addition, the expression of BCL-2 and CYP1Al
genes, which were more expressed in all regions and are effective in unscheduled cell proliferation,
which is seen in the risk of cancer, was changed due to the application. However, this observed
change needs to be evaluated through a series of studies conducted on different cell lines.

Page Number : 53
Key Words : C. foliacea Lichen, Pomegranate Peel, Nanoparticle, BCL-2,
CYP1A
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1. GIRIS

Kanser, bireyin yasam kalitesini biiyiik 6l¢lide bozabilen ve kiiresel olarak yaygin goriilen
oliimciil hastaliklardan biridir. Teknolojik gelismelerin hizla yayilmasi nedeniyle kanser gibi
hayati tehdit eden genetik hastaliklar artmustir. Tehlikeli toksik maddelere maruz kalinmasi,
hiicresel sistemin standart mekanizmasini degistirebilir ve sonugta genetik hasara neden
olabilir. Ayrica, yetersiz meyve ve sebze igeren zayif bir diyet ve sigara kullanimi gibi
faktorler kanser riskini artirabilir. Erken agamada teshis ve tedavi sayesinde hastalarin
hayatta kalma siireleri uzatilabilir. Giiniimiizde gelisen teknolojiyle birlikte kanserin tan1 ve

tedavisinde olumlu gelismeler gézlenmektedir (Esmeeta ve digerleri, 2022).

“Nanoteknoloji” kavrami 1959 yilinda Richard Feynman tarafindan ortaya atilmig ve 1974
yilinda Norio Taniguchi tarafindan isimlendirilmistir (Miyazawa ve digerleri, 2021). Bu
teknoloji ¢evre dostu essiz ozelliklere sahip olup tip, fizik, kimya, biyoloji, kozmetik ve
elektronik gibi gesitli disiplinler arasi ¢caligmalara olanak saglayan ve hizla biiyiiyen dnemli
bir alandir (Fawzy ve digerleri, 2021). Nanoteknoloji, nano 6lcekte gelismis fonksiyonel
materyaller gelistirmek i¢in biyoloji, kimya, malzeme bilimi ve fizik gibi ¢esitli bilimsel
disiplinlerdeki arastirmacilar1 bir araya getiren multidisipliner bir alan olup endiistriyel ve
biyomedikal uygulamalar igin ¢esitli yeni nanomalzeme tiirlerinin sentezine izin
vermektedir. Nanoteknoloji, genellikle yeni uygulamalari miimkiin kilan malzemelerin
benzersiz Ozelliklerinin ortaya ¢iktig1r bir 6l¢ek olan nano 6lgekli boyutta maddelerin
anlagilmasini ve gesitli nanopartikiillerin (NP) sentezi, karakterizasyonu ve uygulamalari ile

ilgilenir (Liao, Li ve Tjong, 2019).

NP’ler, 100 nm’den kiigiik partikiiller olarak tanimlanir. Kiigiik boyut ve genis yiizey alani,
NP’lerin kozmetik, elektronik ve tibbi uygulamalar gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak
kullanilmasini saglar (Missaoui ve digerleri, 2021). NP’lerin genis yiizey alanlar1 ve yliksek
1stya karsi dayanikli olmalar1 bilim insanlariin dikkatini ¢ekmekte ve bu konu iizerinde
yapilan ¢alismalar artarak devam etmektedir (Baran, 2018). NP’ler genel olarak organik ve
inorganik olmak tizere iki grubta siniflandirilir. Organik NP’ler karbon, inorganik NP’ler ise
altin (Au) ve giimiis (Ag) gibi soy metal veya ¢inko oksit ve titanyum oksit gibi yari iletken
elementler icerir (Moghaddam ve digerleri, 2015).



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, teshis ve tedavi uygulamalari i¢in nanomateryal bazli iiriinlerin gelistirildigi
hemen hemen her bilim alaninda genisleyen bir arastirma ve yenilik alanini temsil
etmektedir. Etimolojik kdkeni Yunancaya dayanan ‘nano’ sdzciigii ‘ciice’ anlamina
gelmektedir. 1 nm metrenin milyarda birini gosterir. Nanobilim, 1 ile 100 nm arasinda
degisen nm Olceklerinde olan yapilarin incelenmesidir. Bunu cihazlar gibi pratik
uygulamalarda kullanan teknolojiye ise nanoteknoloji denir. Daha genel gecer bir tanim
yapilacak olursa boyutlart 100 nm’den kiiciik olan yapilar, nanoteknoloji kapsaminda
incelenmektedir. Bu teknoloji ile birlikte gelistirilen malzemelerin boyutlarinin ne kadar
kiglk oldugunun daha iyi anlasilmasi i¢in; tek bir insan sa¢inin 60.000 nm kalinliginda veya
deoksiriboz niikleik asit (DNA) ¢ift sarmalinin 1 nm yarigapinda oldugunu belirtmekte fayda
var. (Sekil 2. 1.) (Bayda ve digerleri, 2019).

Karinca insan sagi
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Sekil 2. 1. Makro materyaller ve nano boyut (Bayda ve digerleri, 2019)

Nanomalzemeler, sifir (0B), bir (1B), iki (2B) ve ii¢ (3B) boyutlular olmak {iizere
yapilarindaki partikiillerin biiytlikliigiine ve geometrik sekillerine goére dort kategoride
incelenir. Bu simiflandirma nanomalzemelerin sahip oldugu elektronlarin hareketine bagl
olarak yapilir. OB nanomalzemelerdeki elektronlar boyutsuz bir alandayken, 1B nano
malzemelerde x ekseni boyunca hareket edebilen elektronlar bulunmaktadir. Bunlarla

birlikte, 2B ve 3B nanomalzemeler sirasiyla x —y ekseni ve X, Y, z ekseni boyunca elektron



hareketine sahip olup asagidaki sekilde daha net bir sekilde gosterilmeye calisilmistir (Sekil
2. 2.) (Pokropivny ve Skorokhod, 2007; Malhotra ve Ali, 2018).
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Sekil 2. 2. Nanomateryal boyutlar1 (Malhotra ve Ali, 2018)

2.2. Nanopartikul

NP’ler, boyutlar1 1 ila 100 nm arasinda degiskenlik gosteren organik, inorganik veya hibrit
malzemeler olup genis ylizey alanlarindan dolay1 yiiksek ylizey enerjisine sahip
parcaciklardir. Genel olarak kiire, cubuk, tel, kiip, koni ve spiral gibi ¢esitli sekil ve yapilara
sahip olan NP’ler; fotokimyasal reaksiyonlar, volkanik patlamalar, orman yanginlari, basit
erozyonlar, bitkiler, hayvanlar hatta mikroorganizmalar tarafindan Uretilebilir (Dahoumane
ve digerleri, 2017). Bitki ve mikroorganizma kaynakli NP’lerin iiretimi, diger yollara kiyasla
cevre dostu olmalart ve lretim siirecinin basitligi nedeniyle son zamanlarda bilim
adamlariin odak noktas1 haline gelmistir. GUnimiizde NP sentezi igin bakteri, alg ve mantar
dahil olmak Uzere bir dizi bitki turt ve mikroorganizma kullanilmaktadir (Panpatte, Jhala,
Shelat ve Vyas, 2016).

2.3. Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari
NP’ler, nano 6l¢ekli boyutlar1 sayesinde benzersiz katalitik, optik, manyetik ve elektriksel

Ozelliklere sahiptir (Thamima ve Karuppuchamy, 2014). Bu 0zellikleri sayesinde NP’lerin

kullanim alanlar1 her gecen giin artmaktadir. Kalay oksit, demir oksit, ¢inko oksit ve



titanyum gibi metal oksit nanopargaciklar1 ¢esitli cihaz uygulamalarmda 6nemli bir rol

oynamaktadir (Biswas ve digerleri, 2023). Ayrica tip ve saglik, tarim ve gida, cevre ve enerji,

havacilik ve uzay gibi birgok alanda da yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir

(Mbonyiryivuze ve digerleri, 2015). Genel olarak NP’lerin kullanim alanlar1 asagida verilen

cizelgede 6zetlenmistir; (Cizelge 2. 1) (Denkbas, 2015).

Cizelge 2. 1. NP’lerin kullanim alanlar1 (Denkbas, 2015).
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2.4. Nanopartikul Sentezi

NP’lerin geleneksel olarak sentezlenmesinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler

kullanilmaktadir. NP’lerin sentezinde ¢esitli hazirlama yontemlerini iceren ve ¢ok eski

zamanlardan beri bilinen bu yontemler ‘yukaridan asagi’ ve ‘asagidan yukartya’ olmak iizere




iki ana baslik altinda toplanir. “Yukaridan asagiya’ olarak isimlendirilen ilk yaklasimda
bircok fiziksel ve kimyasal teknikle maddenin makro boyuttan nano boyuta indirgenmesi
amacglanmaktadir. Bu yoOnteme verilebilecek en giizel 6rnekler; asindirma ve mekanik
ogiitmedir. ‘Asagidan yukariya’ olarak bilinen ikinci yaklagimda ise atomlar veya
molekiiller nanoyapidaki organik veya inorganik molekiilleri olusturmak amaciyla ¢esitli
kimyasal reaksiyonlar araciligiyla bir araya gelir. Nanopartikiillerin sentezinde siklikla

‘asagidan yukariya’ olan yaklasim goriiliir (Sekil 2. 3.) (Ates, 2015).
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Sekil 2. 3. Nanoteknolojide sentez yaklasimlari (Ates, 2015)

NP’lerin fiziksel sentezi kimyasal buhar biriktirme, termal buharlasma, darbeli lazer
birikimi, molekiiler 1s1n epitaksisi gibi yontemleri icermektedir. Ancak bu yontemler yiiksek
enerji ve maaliyet gerektirmektedir. Kimyasal yontemler ise soljel, sonokimyasal,
hidrotermal, piroliz sprey ve elektrodepozisyon gibi pahali ve ¢evre dostu olmayan
yontemleri kapsamaktadir. NP’lerin fiziksel ve kimyasal sentezinde bazi toksik maddelerin
kullanimi, zararli iirlin olusumu ve maliyetli olmast gibi etkenler bu yontemler igin

dezavantaj olusturmaktadir (Jassal, Kaur, Prasad ve Singh, 2022).

Biyolojik ajanlarla NP’lerin sentezi ile alakali ¢alismalar giiniimiizde hiz kazanmustir.
NP’lerin biyosentezi; toksik olmayan, basit, ucuz ve giivenilir bir sekilde dogal canlilarin
kullanilmas1 olarak tanimlanabilir (Sivaraj ve digerleri, 2014). Biyolojik sentez,
nanopargaciklar1 sentezlemenin ¢evre dostu, uygun maliyetli bir yolu olarak kabul edilir
(Sekil 2. 4.). Kok, meyve, govde, tohum ve yaprak gibi bitki pargalar1 nanopargaciklari

yapmak i¢in kullanilir. Organik asitler, proteinler, vitaminler, flavonoidler, terpenoidler ve



polisakkaritler gibi sekonder metabolitler indirgeyici ajan olarak gdrev yapabilmektedir
(Nabi ve digerleri, 2018). Bitki 6ziitlerinde bulunan indirgeyici ajanlarin kombinasyonlari

farklilik gosterdigi icin farkli bitki oziitleri NP’lerin karakterizasyonunu etkilemektedir

(Mittal, Chisti ve Banerjee, 2013).

R
Toksisite
Yok i

Sekil 2. 4. Nanopartikiillerin avantajlari
2.5. Nanopartikiil Sentezinde Kullanilan Biyolojik Ajanlar
2.5.1. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan enzim, seker ve protein gibi biyomolekiiller
sayesinde NP’lerin biyolojik sentezi saglanmaktadir. Metalik nanopargaciklarin sentezi i¢in
kullanilan baslica bakteri tiirleri arasinda ise Actinobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Lactobacillus spp., Bacillus cereus, Corynebacterium spp., ve Pseudomonas
spp. bulunmaktadir. Johnston ve arkadaslar1 saf Au NP’lerin Delftia acidovorans isimli
bakteri tarafindan sentezlendigini gostermistir (Johnston ve ark. 2013). Husseiny ve
arkadaslar1 ise yapmis olduklari ¢alismada Pseudomonas aeruginosa kullanarak altin
NP’lerin biyosentezini gerceklestirdiler (Husseiny ve digerleri, 2007). Onceki ¢alismalar,
NP’lerin mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢inde ve disinda sentezledigini belirtmistir.
Besin, 151k, ph ve sicaklik gibi parametrelerin ayarlanmasi bakteri kiiltiiriiniin hazirlanmasi

icin gerekli olan bir surectir. Mikroorganizmalar kullanilarak NP sentezi bircok avantaj



icermesine ragmen bu siireglerin siirekliliginin saglanmasi1 maliyeti artirmaktadir (Shah,

Fawcett, Sharma, Tripathy ve Poinern, 2015).

2.5.2. Algler

Algler suda yasayan mikroorganizmalar olup kimyasal yonteme kiyasla cevre dostu ve
ucuzdur. Bununla birlikte; tarim, ila¢, kozmetik ve medikal alanlarinda kullanilmaktadir.
Bununla birlikte bu canlilar protein yag, mineral ve fenolik bilesikler yoniinden zengin
mikroorganizmalardir. Alglerin igeriginde bulunan hidroksil ve karboksil gibi fonksiyonel
gruplarin, metallerin indirgenmesinde etkili olmasi nedeni ile NP’lerin sentezi icin tercih
edilmekte olan bir canlidir (Mahdavi ve digerleri, 2013). Senapati ve arkadaslar1 Tetraselmis
kochinensis alg turtyle Au NP’nin hicre i¢i sentezini bildirmistir (Senapati ve digerleri,
2012). Yapilan baska bir calismada ise Scenedesmus spp. ile 15-20 nm boyutunda Ag NP’nin
hiicre i¢i ve hiicre disinda sentezi gergeklestirilmistir (Jena ve digerleri, 2014). Algler
aracilifiyla sentezlenen NP’lerin boyutlar1 pH ve sicaklik gibi parametrelere bagl olarak
degismektedir. Ornegin Castro ve arkadaslar1 yapmis oldugu ¢alismada Chondrus crispus
ile pH 2 ortaminda sentezlenen Au NP’nin boyutunun 200 nm iken pH 4’te 30 nm boyutunda

oldugunu gézlemlemislerdir (Castro ve digerleri, 2013).

2.5.3. Mantar ve likenler

Mantarlar, NP sentezi stirecinde indirgeyici rol Gstlenen enzim ve proteinlerin sentezinden
sorumludur. Mantarlarin bakterilere kiyasla yiiksek biyokiitleye ve diisiik maliyete sahip
olmasindan dolay1 NP sentezi i¢in kullanim avantaji saglamaktadir (Tarannum, Divya ve
Gautam, 2019). Mantarlar ve algler arasindaki simbiyotik iliskiden kaynaklanan
organizmalar olan likenler kapsamli bir sekilde arastirilmis olan canlilardir. Son zamanlarda
arastirmacilar, likenleri nanoparcaciklari sentezlemek i¢in kullanma ve ayrica onlari
antimikrobiyal ajanlar olarak kullanma olasiliklarini1 arastirmaktadir (Rattan, Shukla,
Sharma ve Bhat, 2021). Subashini ve arkadasi Ag NP’lerin mantarlardan sentezini ve
bunlarin biyolojinin ¢esitli alanlarindaki uygulamalarint bildirmigtir. (Subashini ve
Bhuvaneswari, 2018). Arun ve arkadaglari yapmis olduklari ¢alismada Schizophyllum
commun ile hiicre dis1 sentezi gergeklesen Ag NP’nin 51-93 nm boyutlarinda ve yuvarlak

sekilli oldugunu bildirmislerdir (Arun, Eyini ve Gunasekaran, 2014). Algahtani ve



arkadaglar1 ise yapmis olduklar1 calismada Xanthoria parietina liken Oziiti ile
sentezledikleri AgNP’lerin antikanser aktivite gosterdigini bulmuslardir (Algahtani, Al
Othman ve Mohammed, 2020).

2.5.4. Bitkiler

NP’lerin bitki bazli sentezi, genellikle mikroorganizmalarin kullanildig1 yontemlere gore
daha kolay gelistirilebilmesi, biyolojik olarak daha az tehdit olusturmasi ve hiicre kiiltiirii
biiylitme asamasini igermemesi nedeniyle daha fazla benimsenmektedir (Tarannum ve
digerleri, 2019). Mohammadinejad ve arkadaslar1 yakin zamanda Sesbania drummondii,
Ipomoea lacunosa, Festuca rubra ve Arabidopsis thaliana dahil olmak tizere NP’lerin hiicre
i¢i sentezinde yer alan en 6nemli bitkileri listeledi. Dokularinda NP’lerin Uretimi i¢in en ¢ok
caligilan bitki tiirii Medicago sativa, ardindan Brassica juncea dir. Bu tiirler simdiye kadar
Ag, Au, bakir (Cu) ve platin (Pt) NP’lerin sentezinde yer almistir (Mohammadinejad ve
digerleri, 2019). NP sentezinde mikroorganizmalarin yerine bitki 6ziitlerinin kullanilmasiyla
birlikte hiicre kiiltiirtiniin devamliligini saglamak gibi ayrintili bir dizi isleme ihtiyag
duyulmamaktadir (Tarannum ve digerleri, 2019). Ayrica aga¢ ve meyve kabuklariin NP
sentezinde kullanilmasi hem ekonomik agidan hem de atik maddelerin degerlendirilmesi
acisindan avantaj saglamaktadir. Calismamizda kullandigimiz nar bitkisi Snemli
fitokimyasallar1 i¢cermesinden dolay1 arastirmacilar i¢in tibbi bir degere sahiptir. Narin
kabugu, yapraklari, suyu ve yagi; flavonlar, antosiyanidinler, alkaloitler ve luteolin basta
olmak (izere birgok fitokimyasal maddeyi icerir (Khan, Alanazi, Alsaif, Wani ve Bhat,
2021). Cok sayida c¢alisma, bu oOnemli fitokimyasallarin antikanser ve antioksidan
Ozelliklerini gostermistir (Nisha ve digerleri, 2015). Bununla birlikte nar bitkisinin kanser

tedavisi i¢in ¢ok gesitli farmakolojik etkileri de rapor edilmistir (Annu ve digerleri, 2018).

2.6. Kanser

2.6.1. Kanserin genellestirilmis tanimi

Kanser, diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer alan ve giiniimiizde

insan sagligini tehdit eden en ciddi hastaliklardan biridir (Yang ve digerleri, 2022). Bu



hastalik, organizmaya ait hiicrelerin farkli nedenlerden dolay1 kontrolsiiz sekilde cogalmasi
olarak tanimlanmaktadir. DNA hasar1 tamir mekanizmalarindaki genetik degisiklikler, baz1
timor baskilayict genlerin islevlerinde meydana gelen kayiplar, proto-onkogenlerin
mutasyona ugramasi sonucu onkogenlere doniismesi ve apoptozda gorev alan genlerin
ekspresyon diizeyinde degisiklik meydana gelmesi kansere neden olan olaylar olarak
bilinmektedir (Kreeger ve Lauffenburger, 2010). Kanserin baslica sebepleri arasinda genetik
faktorler, mutasyonlar, sigara ve alkol kullanimi, beslenme ve hormonlar gosterilmektedir.
Bireyin sahip oldugu saglikli hiicreler belirli sinyaller sayesinde kontrol altinda
tutulabilirken, kanser hiicreleri bu sinyallerde bagimsiz olarak kendi kendini yoneterek
kontrolsiiz bir sekilde biiyiime ve ¢ogalma 6zelliklerine sahiptirler. Kanser hiicrelerindeki
bu kontrolsiiz sekilde cogalma kanser tiirlerinin hepsinde goriilen ortak bir ozelliktir

(Lewandowska, Rudzki, Rudzki, Lewandowski ve Laskowska, 2019).

Kanser hiicrelerinin, olustugu organdan kan ve lenfatik sistem araciligiyla farkli doku ve
organlara yayilmas1 ‘metastaz’ olarak tanimlanir. Bu hiicreler ulastiklar1 doku ve organlarda
yeni tiimorler olusturup biiyimeye devam ederler (Tavassoli ve Devilee, 2003). Kanserden
dolay1 yasanan 6liimlerin bircogu metastaz siirecinin ilerleyisine baglidir. Metastaz siireci,
timor hiicrelerinin ilk olustugu kitleden ayrilip farkli dokulara invazyonunu ve kolonizasyon
asamasim1 kapsar (Svokos, Salhia ve Toms, 2014). Invazyon doku ve organlarin
yenilenmesinde gorev almaktadir.  Kanserli hiicreler, kontrol sinyallerine cevap
vermedikleri icin dokulardan gelen sinyallere ihtiya¢ duymadan kendi sinyalleriyle surekli
olarak invazyon gerceklestirirler. Metastazin gergeklesmesi igin invazyon, timor
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve anjiyogenezis olaylar1 olmalidir. Tiimoriin biiylimesinde hiicrenin
kontrolsiiz ¢ogalmasi ve diisiik apoptoz etkilidir. Bu olaylar arasindaki denge durumu
timoriin ¢ogalmasina veya gerilemesine etki eder (Reed, 1999). Bununla birlikte timor
¢esitlerinin ¢ogu bulundugu organa spesifik bir yayilma cesidi meydana getirir. Ornegin
meme kanseri metastazinin, siklikla akciger, karaciger, kemik ve beyin gibi organlara

yayildig1 bildirilmistir (Ustaalioglu ve digerleri, 2009).
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2.6.2. Sitotoksisite ve MTT testi

Yirminci yiizy1ll boyunca, yeni bir ila¢ molekiiliiniin sentezlenmesinden gercek bir iiriin
haline gelmesine giden yol her zamankinden daha uzun surdi. Sitotoksisite deneyleri, belirli
bir kimyasal bilesigin belirli bir insan hiicre hatt1 tizerindeki etkilerini degerlendirmenin hizl
bir yoludur. Giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan yontem 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difenil-tetrazolyum bromur testidir (MTT). MTT yontemi Mosmann tarafindan 1983
senesinde hiicre proliferasyonu yontemi olarak bulunmus olup aymi yillarda kanser
hiicrelerinde kemoterapoétik ilaglarin etkisini arastirmak i¢in kullanilmistir. Canli hiicrelerin
mitokondrileri araciligi ile MTT soliisyonunda bulunan tetrazolium halkasini hiicrelerde
bulunan dehidrojenaz enzimleriyle reaksiyona girip parcalanarak formazan Kkristallerinin
olugsmasina sebep olur. Yani, saglam hiicrelerin mitokondrisinde bulunan dehidrogenaz
enzimi vasitasiyla tetrazolium halkas1 par¢alanarak formazana dontstiiriilmektedir. MTT
testi, hiicre canliligini, hiicre aktivasyonunu ve hiicre biiylimesini 6lgmek i¢in kullanilan

guvenilir bir test olarak bilinmektedir (Mosmann, 1983).

MTT testi, mitokondriyal dehidrogenaz enzimine bagl olarak canli hiicrelerin sar1 renkli 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromdrin suda c¢tzinmeyen mor renge
doniismesine baglidir. Mitokondriyal aktiviteyle rengin yogunlugu direkt olarak iligkilidir.
Canli hiicrelerde aktivite oldugu zaman formazan kristalleri olugmaktadir. Cilinki Oli
hiicreler formazan kristallerini olusturamamaktadir. Ozetle, MTT boyasinin sar1 rengi canli
aktivitesi sonucunda ¢oziicii eklenmesiyle mora doniismektedir. Sonrasinda bu renk
degisimi mikroplaka okuyucusunda okunarak optik yogunluk olarak veri elde edilmektedir.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda yaygin bir sekilde MTT testinin kullanildig: bilinmektedir.

2.6.3. Kolon kanseri epidemiyolojisi

Kolon kanseri diinya ¢apinda goriilen tiglincii en yaygin kanserdir ve kansere bagl 6liimlerin
ikinci 6nde gelen nedenidir (Wong, Diakos, Hugh ve Molloy, 2022). Kolon kanseri, kolonik
epitel hiicrelerinin anormal biiylimesinden kaynaklanir ve tehlikeli bir tiimorle sonuglanir.
Kolon kanseri hastalarinin ¢ogu, bagirsak sikismasi semptomlarindan sikayet etmektedir.

Hastalarin %50’ den fazlasi, hizli tempolu bir yasam tarzi ve yeme aligkanliklarindaki 6nemli
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degisiklik nedeniyle diinya ¢apinda gelismis lilkelerdendir. Vakalarin ¢ogunu 50 veya 60
yasin iizerindeki hastalar olusturmaktadir. En fazla kolon kanseri vakasi sayis1 Avustralya
ve Yeni Zelanda’da rapor edilirken, en diisiik vaka sayis1 Bati1 Afrika’da bildirildi. Kuresel
kanser istatistiklerine gore, 2020 yilinda kolon kanseri nedeniyle 19,3 milyon yeni vaka ve
9,9 milyon 6lim tespit edildi (Esmeeta ve digerleri, 2022). Bu kanser tiirli dogasina gore
rastlantisal (%70’in lzerinde), ailesel (%25 civarinda) ve kalitsal kolon kanseri (%5

civarinda) olmak tizere 3 tipe ayrilir (Faivre, 1994).

2.6.4. Kolon kanseri risk faktorleri

Kolon kanseri riskini artiran pek ¢ok faktor vardir; (Esmeeta ve digerleri, 2022, Keum ve

Giovannucci, 2019).

50 yasin iizerindeki bireylerin kolon kanserine yakalanma riski gen¢ bireylere gore daha
fazladir.

Gelismekte olan iilkelerde daha az lif tliiketimi ve daha fazla hayvansal protein ve yag
tilketimi gibi bat1 diyetlerini kullanmaya baslayan insanlarda kolon kanseri goriilme siklig1
artmaktadir.

Hareketsiz bir yasam tarzi, tip II diyabet ve fiziksel aktivite eksikligi kolon kanseri
insidansini artirabilir.

Asir alkol tiiketimi viicutta asetaldehit birikmesine yol agarak DNA’ya zarar verir.

Sigara igmek, DNA hasarina neden olan oksidatif stresi indlkler ve kontrolsuz hicre
proliferasyonunu tesvik edebilir.

Prostat kanseri tedavisi sirasinda radyasyon tedavisi, normal kolonik epitel DNA’sinin
mutasyon sansini artirabilir, kolon kanserinin ilerlemesine neden olabilir.

50 yas ve tizeri kisilerde goriilme siklig1 daha yiiksek olan polipler iyi huylu olabilecegi gibi,
zaman igerisinde kansere doniisme ihtimali de vardir.

Birinci dereceden yakinlarda kolon kanseri dykiisii olmasi durumunda, kisinin kolon kanseri
olma ihtimali artmaktadir.

Meme, rahim ve yumurtalik kanserleri kolon kanserinin olusma ihtimalinin artiran

faktorlerdir.
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Ulseratif kolit ve crohn hastalig1 kolon kanserinin tetikleyen etmenlerdir. Bu hastaliga sahip

kisilerde kolon kanserinin goriilme riski saglikli kisilere oranla 10 kat daha fazladir.

2.6.5. Kanser arastirmalarinda biyobelirtecler

Biyobelirteg kavrami National Institutes of Health (NIH) tarafindan ‘kanda, diger viicut
stvilarinda veya dokularda bulunan ve normal veya anormal bir siirecin, durumun veya
hastaligin belirtisi olan biyolojik bir molekiil’ olarak tanimlanir (Langan ve digerleri, 2013).
Hastalik taramasina ek olarak, viicudun bir tedaviye ne kadar iyi yanit verdigini
degerlendirmek i¢in de biyobelirte¢ kullanilabilir. Bir biyobelirtec; DNA, ribonukleik asit
(RNA), mikroRNA (miRNA), epigenetik degisiklikler, protein ve hatta antikor ekspresyonu
ile ilgili olarak mevcut olabilir. Biyobelirte¢ kesfi genomik alanindaki modern tibbi
arastirmalarla birlikte artmaktadir. Glintimiizde biyobelirtecler, mevcut tumor érneklerinin
basit bir sekilde test edilmesiyle akciger kanseri, meme kanseri ve kolon kanserinde teshis
amacgl rutin olarak kullanilmaktadir (Langan ve digerleri, 2013). Kullanilacak olan
biyobelirte¢lerin belirlenmesi, kanserin 6nlenmesi, taranmasi1 ve miidahalesi i¢in 6nem arz
etmektedir (Herrera ve digerleri, 2021). Giiniimiizde teknolojinin gelismesiyle birlikte
kanser biyobelirtecleri hastalik evresine gore 4 sinifa ayrilmistir (Joshi, Kaur, R. ve Kaur, H.
2016);

1.) Ongoriicii biyobelirtegler: Hasta kisinin viicudunun belirli bir tedaviye verdigi cevabini
tahmin etmek amagli kullanilmaktadir.

2.) Saptama (deteksiyon) biyobelirtecler: Kanseri erken tespit edebilmek i¢in hasta kisileri
taramak amaciyla kullanilir.

3.) Tani (diyagnoz) biyobelirtecler: Kanserin var olup olmadigini saptamak igin kullanilir.
4.) Prognostik biyobelirtecler: Hastalarin iyilesme olasiligini hesaplar ve hastaligin seyrini

analiz etmemize olanak saglar.
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2.6.6. Kanser biyobelirteclerinin biyomolekullere gore simiflandiriimasi

a. DNA biyobelirtecleri

Tek Niikleotid Polimorfizmler (SNP) DNA belirteclerinin basinda gelmektedir. SNP igerek
BRCA1, BRCA2, CYP1Al ve RAD1 genleri meme kanserinde kullanilan biyobelirteclere
ornek olarak gosterilebilir. Bunun disinda; epigenetik modifikasyonlar, heterozigotluk kayb1
(LOH), mikrosatellit instabilitesi (MSI) ve kopya gen sayisindaki varyasyonlar da DNA
biyobelirteclerine ornek verilebilir. Ayn1 zamanda Ras, APC, p53, hicre siklusunun
diizenlenmesinde yer alan siklinler ve DNA onarimiyla alakali genlerdeki niikleotid

mutasyonlar1 da ¢esitli kanser tiirleriyle iligkilidir (Joshi ve digerleri, 2016).

b. Mikro RNA (miRNA) biyobelirtecleri

MIRNA kisa ve kodlama yapmayan RNA dizileridir. Bu kiigiik kodlanmayan RNA’larin
kolon, akciger, meme ve pankreas gibi bircok kanserle baglantis1 bulunmaktadir (Ding ve
digerleri, 2018). Mikrodizilim ve Next-generation sequencing (NGS) teknolojilerindeki
giincel gelismelerle birlikte bu kodlama yapmayan kisa RNA dizilerinin tiimor baskilayict
ve tiimor olusumu etkileri ile kolorektal karsinogenezde ikili bir role sahip oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Ornegin kolon kanseri hastalarmda miR-21’in  yukar
regilasyonunun onkogenik o6zellik gosterdigi, miR-143 ve miR-145’in ise 6nemli timor

baskilayict miRNA oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir (To, Tong, Wu ve Cho, 2018).

c. Protein biyobelirtecler

DNA ve RNA seviyelerinde kansere bagl degisiklikler protein seviyesinde de gozlenir,
ancak gen ekspresyonu mutlaka protein ekspresyonu ile iliskili degildir. Karmasik ve
fizyolojik degisikliklere duyarli olduklar1 ve iglevlerinin ¢eviri sonrasi degisikliklere baglh
oldugu icin proteinleri incelemek niikleik asitlere kiyasla daha zordur. Kanserdeki protein
biyobelirtegleri, timor dokusunda saptanabilen asir1 eksprese edilmis proteinleri, mutasyona
ugramis proteinleri veya tumore 6zgl post-translasyonel modifikasyonlara sahip proteinleri

icerir (Sarhadi ve Armengol, 2022).
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d. Gliko biyobelirtecler

Azot baglh glikanlar ve oksijen bagl glikanlarin ekspresyonlarinin degismesi bazi kanser
tiirlerinde biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. Bu tip biyobelirteclerin analizinde kiitle
spektrometresi yaygin olarak kullanilmaktadir. Gliko belirtecler iceren doku 6rnekleri ya da
kan serumu, beyin omurilik s1vis1 gibi viicut sivilarinin kullanilmasiyla birlikte kolon, meme,
pankreas gibi cesitli kanser tiirleri tespit edilmektedir. Gliko belirte¢lerin DNA ve RNA’ya
kiyasla daha kararli olmalar1 epidemiyolojik arastirmalarda kullanilmalar1 i¢in avantaj saglar

(Joshi ve digerleri, 2016).

2.6.7. Kanser arastirmalarinda kullanilan genler

Kolon kanseri, Amerika Birlesik Devletleri’nde en sik goriilen ii¢lincii kanser ve kansere
bagl 6ltimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir, bu da yeni hiicresel hedeflerin kesfedilmesi

ihtiyacini vurgulamaktadir (Wang ve digerleri, 2019).

2.6.8. Sitokrom p450 geni

Sitokrom p450, pek ¢ok kanserojen ve sitotoksik bilesigin metabolizmasindan sorumlu olan
bir enzim grubudur. P450 ailesindeki bazi enzimler icin genetik polimorfizmler
tammmlanmistir.  CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1 ve CYP2El'i kodlayan genler 6n
kanserojenlerin metabolik aktivasyonundan en ¢ok sorumlu olanlar arasindadir. Bu
polimorfizmler, P450 ailesinin c¢oklu kanserojenlerin detoksifikasyonunda ve kanser
riskinde bireyler arasi biiyiik bir degiskenlige neden olabilir. Ornegin yapilan bir ¢alismada
CYP2C8’nin kolon kanserinde yukari regiile edildigini, patogenezine katkida bulundugunu
ve kolon kanserini onlemek veya tedavi etmek icin terapotik olarak arastirilabilecegini

gostermistir (Wang ve digerleri, 2019).
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2.6.9. BCL-2 geni

Apoptoz genetik olarak diizenlenen ve hiicrenin kontrollii bir sekilde 6liimiine neden olan
biyolojik bir olaydir. Apoptozun diizenlenmesi, antiapoptotik ve proapoptotik proteinler
arasindaki denge ile saglanmaktadir. Bu hiicre 6liimiinii diizenleyen genlerin basinda BCL-
2 gen ailesi gelmektedir. Kanser hicreleri genellikle antiapoptotik BCL-2 proteinlerini
yukari regiile eder. BCL-2 geninin Urlind, apoptozu inhibe eden 26-kDa'lik bir proteindir.
BCL-2 proteini mitokondrinin, nikleusun ve endoplazmik retikulumun membraninda
lokalize olmustur. Tiimér hiicreleri, BCL-2 gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonu ile
apoptoza direng kazanabilir. Bunun sonucunda kemoterapétik ajanlardan gelen sinyallerin
varliginda bile kanser hiicreleri apoptoztan kagabilir. Bu nedenle BCL-2 iligkili proteinler
yeni anti-kanser ajanlarmin gelistirilmesi adina Onemli hedeflerdir (Hassan, Watari,
AbuAlmaaty, Ohba ve Sakuragi, 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Nanomalzemelerin Sentezi

3.1.1. Clodonia foliacea likeni ve nar kabugu 6zutlerinin elde edilmesi

Clodonia foliacea likeni ve nar kabugu bitkileri yikanip kurutulduktan sonra 10 g tartilmis
ve 100 ml distile su ile 85 °C’de yaklasik 1 saat demlenmistir. 5000 rpm ile 5 dk boyunca
santrifiijleme isleminden sonra Whatman No 1 filtre kagidi ile stizllen 0zutler cicek sekilli

hibrit nanoyapilarin sentezinde kullanilmak amaciyla muhafa edilmistir.

3.1.2. Cicek sekilli hibrit nanoyapilarin sentezi

Cigek sekilli hibrit nanoyapilarin sentezinde optimize sentez kosullarinin belirlenmesi
amaciyla Clodonia foliacea likeni ve nar kabugu dziitlerinin farkli hacimlerde (0.5 ml, 1.5
ml) alarak, falkon tiiplerinde farkli pH’larda hazirlanmig olan 10 mM PBS tamponunda
Cu (8x10-4 M, 0.35 ml) ile vorteksleme islemine maruz birakilmistir. Elde edilen karisimin
karanlik bir ortamda inkiibasyonundan sonra (3 giin, 4 °C) falkon tiiplerinin dibinde olusan
mavi renkli ¢ozeltiler santrifijlenerek (10000 rpm,10 dk), distile su ile yikandiktan sonra
etivde (1 gece, 70 °C) kurutulmustur. Nanoyapilar FESEM, EDX ve FT-IR analizleri ile
degerlendirilmistir (Koca, Onmaz, Yilmaz ve Ogsoy, 2020).

3.2. Nanomalzemelerin Karakterizasyonu

Sentez siirecinin tamamlanmasi ve Orneklerin kurutulmasindan sonra Clodonia foliacea
likeni ve nar kabugu oziitleri ile sentezlenen Cu cicek sekilli hibrit nanoyapilarin
karakterizasyon testleri gerceklestirilmistir. Karakterizasyon testleri Erciyes Universitesi
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (ERUTAUM) gerceklestirilmistir (Cizelge
3.1).
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Cizelge 3. 1. Cigek sekilli hibrit nanoyapilarin karakterizasyonu

Analiz Kullanim amaci

FESEM Morfolojilerinin belirlenmesi

EDX Nanomateryallerin elemental bilesimin
degerlendirilmesi

3.3. Hiicre Kultard

Calismamizda Amasya Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda (AUMAULAB)
yetistirilen kolon kanseri hiicreleri (DLD-1) ve saglikli kolon hiicreleri (CCD18-Co)
kullanilmistir. Bu ¢alismada, hiicreler inverted tip 151k mikroskobu altinda kontrol edilerek
yeterli miktarda pasajlandiktan sonra 75 cm?’lik flasklarda analiz i¢in hazirlanmstir. Flask
ylizeyindeki yapiskan hiicreler 2 kez fosfat tamponu (PBS) ile yikandiktan sonra 1X
Tripsin/EDTA soliisyonu ile kaldirildi, besiyeri ile notralize edildikten sonra falkon tlplerine
aktarilarak 1600 rpm’de 10 dk santrifiijjlendi. Daha sonra siipernatant atilarak iizerine 1 ml
besiyeri ilave edilip sayima hazir bir duruma getirilmistir. Hazirlanan siispanse hicre
solisyonunun 10 pl’si thoma lami kullanilarak 10 s boyandiktan sonra sayimi i1sik
mikroskobunda yapilmistir. Kuyucuk basima her bir plaka igin 5x10° hlicre/100 pl besiyeri
olacak sekilde hiicreler besiyeri ile seyreltilerek plakaya ekilmistir. (Yapilan analizler i¢in
en ¢ok tabani diiz 96 kuyucuklu, tek kullanimlik ve streril kapakli plakalar kullanilmistir).
Ardindan %5’lik CO2 ortaminda 37°C’de tutunmasi igin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicre besiyeri, 1, 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/ml Cu NP soliisyonu igeren besiyeri ile
yer degistirilmistir ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
her bir kuyuya isiktan korunarak MTT c¢o6zeltisinden (5 mg/ml PBS i¢inde ¢oziiliip
filtrelenen MTT soliisyonu) ilave edilmistir ve 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan
hiicrelerin besiyerleri tamamen ¢ekilerek 100 ul DMSO ilave edilmis, plaka 15 dk boyunca
formazan kristallerinin ¢dziinmesi icin karanlikta c¢alkalandiktan sonra ELISA plaka

okuyucu cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmustur.
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3.4. Molekdler Biyolojik Calismalar

3.4.1 Total RNA izolasyonu

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla; kontrol ve konsantrasyon
gruplarindan total RNA ekstraksiyonu, iiretici tarafindan nerilen prosediirlere gore Qiagen
(Kat. No/ID: 74034) reaktifinden RNeasy Plus Kitine gore yapilmistir. Daha sonra Nanodrop
ND-Spectrometer 1000 cihazi (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, ABD) ve %1

agaroz jel elektroforezi kullanilarak RNA miktar1 ve saflig1 belirlenmistir.

3.4.2 DNaz uygulamasi

Izole edilen tiim RNA 6rnekleri olusabilecek DNA kontaminasyonuna kars1 DNase enzimi
(Thermo Scientific EN0521) ile muameleye tabii tutulmustur. DNaz uygulama basamaklari
asagidaki gibi uygulanmistir.

RNase free tiipe asagidaki tabloda yer alan bilesenler sirasiyla eklenir (Cizelge 3. 2.)

Cizelge 3. 2. RNase free tiipe eklenen bilesenler

Bilesenler Miktar
RNA 3 uL (1 pug)
10 X Reaksiyon tamponu (MgCl>’lii) 1puL
DNase enzimi (1U) 1puL
DEPC2’li ultra saf su ile son hacim 10 pL’ye tamamlanir

37 °C’de 1 saat inkiibe edilir.
Uzerine 1 uL 50 mM EDTA eklenir.
Daha sonra DNase inhibasyonu igin 65 °C’de 10 dk inkiibe edilir.

3.4.3. cDNA (Tamamlayic1 Zincir) sentezi
Izole edilen tek zincirli total RNA'larin komplementer zincirleri, oligo d(T) primeri ve revers

transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak, ‘QuantiTec® Reverse Transcriptase Kit Qiagen,

Germany’ ile sentezlenmis ve cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. cDNA sentezi i¢in 42°C’de 1
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saat inkiibasyon sonrasi enzimi inhibe etmek i¢in 70°C’de 5 dk bekletilmistir. CYP1Al ve
BCL-2 gen bolgelerinin uzun olmasi nedeni ile anchored-oligo(dT)1s primeri kullanilmistir.
cDNA sentezinin ilk asamasinda hazirlanan total RNA-primer karisimi ve bu karigimin
icerisinde bulunan bilesenler ve son konsantrasyonlar1 verilmistir. Sentezlenen cDNA’lar,

gPCR yapmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir (Cizelge 3. 3.)

Cizelge 3. 3. Total RNA ve primer karisiminin bilesenleri ve son konsantrasyonlari

Bilesenler Son Konsantrasyonlar

Total RNA 1-6 uL (1pg’a kadar)

anchored-oligo(dT)1s (50uM) | 2 uL

ddH>0 Toplam hacim 12 pL’ye tamamlanir

cDNA sentez protokolii asagidaki gibi uygulanmistir;

a) Cizelge 3. 3’ de verilen bilesenler soguk zincir i¢inde 0,2 mL’lik tiipe sirasiyla eklenmistir.

b) Total RNA-primer karisimi Thermo marka 1s1 dongii cihazinda 65 °C’ de 10 dk bekletilmis
ve RNA’nin ikincil yapisinin denatiirasyonu saglanmstir.

) Sonrasinda ornekler hemen buz iizerine almmistir. Ters transkripsiyon reaksiyonunu
gergeklestirmek icin diger bilesenler sirasiyla buz iizerinden almadan eppendorf tiipe

eklenmistir (Cizelge 3. 4.).

Cizelge 3. 4. Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar
Reaction Buffer (5X) 4 uL
Ribolock RNase Inhibitor 1 uL
10 mM dNTP Mix 2 uL
ReversAid RT Enzyme Mix 1 uL
ddH20 Toplam hacim 12 pL’ye tamamlanir

d) Yukarda belirtilen bilesenlerle hazirlanan tiipler pipetaj isleminden sonra santrifiij edilmistir.
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e) Ters transkripsiyon reaksiyonu Cizelge 3. 5.” te verilen program kullanilarak, Thermo marka

1s1 dongii cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3. 5. Ters transkripsiyon reaksiyonunun gergeklestirildigi program

Primer Hedef mRNA inkiibasyon Siiresi
65 °C’de 5 dk
Anchored-oligo(dT)18 primer 4 kb’a kadar 42 °C’de 60 dk
70°C’de 5 dk

f) Elde edilen cDNA’lar Real time PCR reaksiyonu gerceklestirilene kadar -20 °C’de derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.4.4. Primer dizayni

Proje caligmasinda housekeeping gen olarak kullanilan Beta-actin ve CYP1A1 ve BCL-2 gen

bolgelerine ait primerlerin tasarimi gen bankasinda (NCBI; National Center for

Biotechnology Information) bulunan diziler kullanilarak yapilmigtir (Cizelge 3. 6.).

Cizelge 3. 6. Calismada kullanilan genler igin tasarlanan Real-Time PCR primer dizileri

Genler/
Uzunluk Gen Bank No Sekans (5°-3°) Tm (°C)

Primerler

F: GAACATCCCTATTCTTCGGGG
. CYP1A1 2586 bp  BC_023019.1 58-60 °C
R: GCCATGTGGCCCTTCTGTC

F: CCGTGGGATGCCTTTGACC
. BCL-2a 6492bp  NM_000633.2 58-60 °C
R: CGGAAACTGAGCAGAGTGGT

_ F: GGAGGCACCCAGCACTTA
. p-Actin 1812bp  NM_001101.5 58-60 °C
R: GCCGATCCACACGGAGTTGA



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.4.5. Real-Time PCR reaksiyonu

cDNA sentezini takiben Real-Time PCR uygulamalari Thermo-Pico Real Time cihazi
aracilifiyla SYBR Green-I Master boyasi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada
belirlenen hedef genlere ait diziler NCBI veritabanindan arastirilmig/belirlenmis ve bu
bolgelere  Ozgii primerler tasarlanmigtir.  Tasarlanan  primerler ticari  olarak
sentezlettirilmistir. Ayrica normalizasyon isleminde kullanilmak iizere housekeeping gen
olarak Beta-actin geni segilmistir. Real-Time PCR reaksiyonu esnasinda SYBR Green |
boyasi kullanilarak gerceklestirilen kantitasyonu (miktar belirleme = ekspresyon miktarinin
tespiti) takiben PCR’1n etkinligini saptamak ve herhangi bir dimer olusumu olup olmadigini
gozlemlemek amaciyla Melting Curve (Erime Egrisi) Analizi yapilmistir. Gida katki
maddelerinin belirlenen en etkin dozunun kanser ile ilintili genlerin ekpresyonuna olan
etkisini belirlemek amaciyla CYP1Al ve BCL-2’nin mRNA dizeyleri gPCR yontemiyle

belirlenmistir. MTT analizinde en etkin olan dozlar i¢in gen ekspresyon analizi yapilmistir.

Caligmalara baslamadan 6nce reaksiyon kosullarinin optimizasyonu saglanmistir. Bunun
icin 6n denemeler yapilmistir. Yapilan denemeler sonucunda en uygun primer ile cDNA
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Real-Time PCR 06n denemeleri esnasinda belirlenen
kosullar arasinda en iyi cq (quantification of cycle) degerini veren kosullar ¢aligmalarda
kullanilmak iizere secilmistir. Elde edilen optimal kosullar kullanilarak Real-Time PCR
reaksiyonlar ii¢ teknik tekrar gergeklestirilmistir. Real-Time PCR reaksiyonlar1 esnasinda
kullanilan bilesenleri ve konsantrasyonlari ile kullanilan kosullarinin verildigi cizelgeler

asagidaki gibidir (Cizelge 3. 7. ve Cizelge 3. 8.)

Cizelge 3. 7. Optimize edilen ve kullanilan Real-Time PCR bilesenleri ve bunlarin

konsantrasyonlari
Bilesen Son Konsantrasyon
cDNA 2 uL (~1,5-2,0 pg)
Forward Primer 0,5 uM
Reverse Primer 0,5 uM
SYBR Green 1 Master 2X
Toplam hacim 10 pl’dir.
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Cizelge 3. 8. Real Time PCR reaksiyonunun gergeklestigi program

Primer Sicakhk Sdre Dongii sayis1
On denatiirasyon 95 °C 10 dk 1
Denattirasyon 95°C 155
Baglanma 60°C 30s 40
Uzama 72°C 30s
Erime Egri Analizi 60 °C Surekli Okuma 1

MTT analizinde en etkin olan dozlar igin CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin Real-Time PCR
reaksiyonu es zamanli olarak izlenmis ve pik profilleri kaydedilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonunda Ct (Cycle Treshold) degeri reaksiyona ait pik profilinde logaritmik artis
fazina gecilen dongiiyii (ilk noktay1) ifade etmektedir. Her bir 6rnege ait Ct degerleri elde
edilen bu pik profilleri sayesinde belirlenmistir. Sentezlenen gen iirlinlerinin mRNA
seviyeleri elde edilen bu Ct degerleri ve Erime Egri Analizi aracihigiyla kantitatif olarak

tespit edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Sentezlenen Nanopartikiillerin Karakterizasyon Sonug¢lari
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Biyosentezi gergeklestirilen Cu-gigek sekilli hibrit nanoyapilarin karakterizasyonu Alan

Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM) ve Enerji yayilimli X-Isin1 (EDX)

analizleri ile belirlenmistir. EDX analizi ile Cu metal varligi ve FE-SEM analizi ile

morfolojik 6zellikleri tespit edilmistir. pH: 7 ve su ortami kullanilarak sentezi yapilan Cu-

cicek sekilli hibrit nanoyapi en iyi degerleri verdigi igin ¢alismanin devaminda bu kosulda

elde edilen nano yapi tercih edilmistir. Elde edilen Cu-gigek sekilli nano yapiya ait

karakterizasyon (FE-SEM, EDX) sonuglari Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 ve 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4. 1. Elde edilen Cu-gicek sekilli nano yapilara ait karakterizasyon (FE-SEM, EDX)

sonuglar1

Sample Name: Nar Kabugu

Cu-base nanoflower

eZAF Smart Quant Results

Element | Weight % | Atomic % | Net Int.
CK 33.18 56.7 1493.27
OK 25.17 38.31 2764.67
NaK 6.01 4.31 1362.81
PK 9.06 5.97 2162.26
CIK 3.77 2.36 1916.39
CuK 21.83 3.34 2925.9

Cu-base nanoflower
eZAF Smart Quant Results

Element | Weight % | Atomic % | Net Int.
CK 36.17 48.3 1534.24
OK 31.12 36.61 3956.72
NaK 5.24 6.11 1337.74
PK 6.11 4.57 2928.66
CIK 3.57 2.56 1773.23
CuK 17.43 3.12 2363.46




24

ZEISS 10 pm

GeminiSEM 500-71-08

Sekil 4. 1. Nar kabugundan elde edilen Cu-gigek sekilli nano yapiya ait karakterizasyon (FE-
SEM) sonuglar1

_{‘? e .
= -
zErSs 10 pm Mag 1.00 K X EHT = 3.00 KV 2f A = Inf_ens

Date :10 Jan 2023 WD = 5.0 mm = dis= 433V

O

GeminiSEM 500-71-08

Sekil 4. 2. Clodonia foliacea likeninden elde edilen Cu-gi¢ek sekilli nano yapiya ait
karakterizasyon (FE-SEM) sonuglari
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4.2. MTT Analiz Sonuglar

MTT sonuglar1 Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre canlilik
egrisi belirlenerek %50 baskilayic1 konsantrasyon (IC50) degeri hesaplanmistir.
(Sitotoksite=test absorbans degeri/kontrol absorbans deger ortalamasix100). Deneyler ticer

kez tekrarlanmustir ve elde edilen sonuclar Cizelge 4. 2.’de verilmistir.

Cizelge 4. 2. DLD-1 ve CCD18-Co hiicre hatlarinda Clodonia foliacea likeninden elde
edilen  Cu-gigek sekilli NP uygulamasinin MTT sonuglari

DLD-1 CCD18-Co
i | Avsorens | oot | ity | s | Absorians | o | anty
Kontrol 2,224 100 Kontrol 2,295 100
500 1,153 51,809 500 1,429 62,228
250 1,444 | 64,920 250 1,667 | 72,630
125 2,058 92,508 3 125 2,066 90,003 2
62,5 2,234 | 100,427 = 62,5 2,325 |101,298 .
31,25 2,528 | 113,628 = 31,25 2,239 97,543 @
15,63 2,292 | 103,007 15,63 2,117 92,220
7,81 2,416 | 108,571 7,81 2,471 | 107,632
3,91 2,880 | 129,422 3,91 2,404 |104,735

Bu sonuclara gore, Clodonia foliacea liken bitkisinden elde edilen Cu-gicek sekilli NP
uygulamasinin  DLD-1 ve CCD18-Co hiicre hatt1 Ttzerindeki sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. DLD-1 hicrelerinde likenden edilen Cu-gigek sekilli NP’nin 1C50 dozu
409,37 pug mit iken CCD18-Co hiicrelerinde likenden edilen Cu-cicek sekilli NP’nin 1C50
dozu 541,07 pug ml™. Bunun igin [Test Maddesi Absorbans(ortalama) / Kontrol Absorbans

(ortalama)] x100 formiili kullanilmistir.

Clodonia foliacea liken tlrinden biyolojik sentez yoluyla elde edilen farkli
konsantrasyonlardaki Cu-¢igek sekilli NP uygulamasi sonucu, DLD-1 ve CCD18-Co
tizerindeki sitotoksik etkileri ve buna bagh elde edilen % canlilik degerleri ayr1 ayri

grafiklerde gosterilmistir (Sekil 4. 3. ve Sekil 4. 4.).
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DLD-1 Hiicrelerinde % Canhhk
140
120
100
80
60
40
20

% Canlihk

K 391 781 15,63 31,25 62,5 125 250 500

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4. 3. Clodonia foliacea liken tirtinden biyolojik sentez yoluyla elde edilen Cu-gicek

sekilli NP’nin 24 saatlik uygulamas1 sonucunda DLD-1 hiicrelerinde (5x10°
hiicre) (%) canlilik oranlariin konsantrasyona bagli degisimi

CCD18-Co Hiicrelerinde % Canhhk
120
100
80
60
40
20

% Canlihk

K 391 7,81 1563 31,25 625 125 250 500
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4. 4. Clodonia foliacea liken tirtiinden biyolojik sentez yoluyla elde edilen Cu-cicek

sekilli NP nin 24 saatlik uygulamas1 sonucunda CCD18-Co hicrelerinin (5x10°
hiicre) (%) canlilik oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi

DLD-1 ve CCD18-Co hiicre hatlarinda nar kabugu bitkisinden elde edilen Cu-gicek sekilli
NP uygulamasinin MTT sonuglar1 Cizelge 4. 3.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4. 3. DLD-1 ve CCD18-Co hiicre hatlarinda nar kabugu bitkisinden elde edilen Cu-
cicek sekilli NP uygulamasinin MTT sonuglari

DLD-1 CCD18-Co
Ko?sgnr;r ﬁf)yon Absorbans Cafl/;)lhk (plgcn51(|)-1) (Tl%nrsral FI; Y| Absorbans Ca:{:hk (uglgcn? Iql)
Kontrol 2,66 100 Kontrol 2,240 100
500 1,078 40,475 500 1,240 55,300
250 1,300 48,812 250 1,111 49,554
125 1,864 69,949 w 125 1,605 71,589 i
62,5 2,034 76,360 *3 62,5 2,162 96,453 0'\0’
31,25 2,455 92,132 & 31,25 2,038 90,925 5
15,63 2,854 107,136 15,63 2,441 108,914
7,81 2,944 110,488 7,81 2,196 97,957
3,91 2,822 105,938 3,91 2,475 110,435

Bu sonuglara gore, nar kabugu bitkisinden elde edilen Cu-¢icek sekilli NP uygulamasinin
DLD-1 ve CCD18-Co hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. DLD-1
hiicrelerinde nardan elde edilen Cu-gigek sekilli NP nin IC50 dozu 304,33 pg ml? olarak

hesaplanmistir. Bununla birlikte CCD18-Co hicrelerinde nardan elde edilen Cu-¢igek sekilli

NP’nin IC50 dozu 342,85 pg ml?! olarak belirlenmistir. Bunun icin [Test Maddesi

Absorbans(ortalama) / Kontrol Absorbans (ortalama)] x100 formiilii kullanilmistir.

Nar kabugundan biyolojik sentez yoluyla elde edilen farkli konsantrasyonlardaki Cu-gicek

sekilli NP’ nin uygulamasi sonucu, DLD-1 ve CCD18-Co uzerindeki sitotoksik etkileri ve

buna bagli elde edilen % canlilik degerleri ayr1 ayr grafiklerde gosterilmistir (Sekil 4.5. ve

Sekil 4. 6.).
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DLD-1 Hiicrelerinde % Canlihik
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Sekil 4. 5. Nar kabugundan elde edilen Cu-¢icek sekilli NP nin 24 saatlik uygulamasi
sonucunda DLD-1 hiicrelerinde (5x10° hiicre) (%) canlilik oranlarinim
konsantrasyona bagli degisimi

CCD18-Co Hiicrelerinde % Canhlik

120
100
80
60
40
20

% Canlilik Oram

391 781 1563 31.25 625 125 250 500
Konsantrasyonlar (ug/ml)

Sekil 4. 6. Nar kabugundan elde edilen Cu-¢igek sekilli NP’nin 24 saatlik uygulamasi
sonucunda CCD18-Co hiicrelerinin (5x10° hiicre) (%) canlilik oranlarinin

konsantrasyona bagli degisimi

4.3. Molekiiler Biyolojik Analiz Sonuglari

Clodonia foliacea likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli NP uygulamasmin DLD-1 ve
CCD18-Co hiicre hatti tizerindeki sitotoksik analizleri sonucunda; DLD-1 hiicrelerinde Cu-
cicek sekilli NP’nin IC50 dozu 409,370 pug mlt, CCD18-Co hiicrelerinde ise 1C50 dozu
541,078 pg ml* olarak belirlenmistir. Molekiiler biyolojik analizler igin 500, 250, 125, 62,5,
31,25 ng/ml dozlarina ve kontrol gruplarina ait izole edilen RNA’lardan elde edilen saflik

ve miktar sonuglari ¢izelge 4.3. ve 4.4.°te verilmistir.
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Cizelge 4. 4. MTT analizi sonucu belirlenen dozlara gore Cladonia foliacea ile elde edilen

Cu-cigek sekilli NP uygulanan hiicrelerden elde edilen total RNA’larin saflik

ve miktar tayinleri

Konsantrasyon Konsantrasyon
Saflik ng/pl Safhik | ng/pl

(ng/ml) (ng/ml)
Kontrol 2,06 3715 Kontrol 199 | 2472
31,25 2,01 534,9 31,25 2,08 | 4312
62,5 2,08 443,1 62,5 1,99 | 6206
125 2,02 5243 125 1,98 758,1
250 2,00 325,6 250 201 | s486
500 1,99 4479 500 1,98 | 687.6

DLD-1 CCD18-Co

Cizelge 4. 5. MTT analizi sonucu belirlenen dozlara gore nar kabugu ile elde edilen Cu-gigek

sekilli NP uygulanan hiicrelerden elde edilen total RNA’larin saflik ve miktar

tayinleri
Konsantrasyon Konsantrasyon
Saflik ng/pl Safhik | ng/pl

(ng/ml) (ng/ml)
Kontrol 1,96 438,3 Kontrol 2,01 397.6
31,25 199 |5552 31,25 1,95 | 3348
62,5 1,99 549,9 62,5 199 | 4472
125 2,03 2849 125 1,99 448.8
250 2,08 404,6 250 2,07 | 3659
500 2,10 587,8 500 201 | 6458

DLD-1

CCD18-Co
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4. 4. Real-Time PCR Sonuglarmm Normalizasyonu ve Analizi

Ct degeri olarak belirlenen gen ekpresyonu sonuglar1 housekeeping gen olarak ¢alismada
kullanilan beta-aktin ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak normalize edilmistir (Livak ve
Schmittgen, 2001). MTT analizinde en etkin olan dozlar icin CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin
Real-Time PCR reaksiyonu es zamanl olarak izlenmis ve trankript profilleri housekeeping
gen olarak secilen Beta-actin ile karsilastirilmasi yapilmistir. Elde edilen veriler Livak ve
Schmittgen’in 224 metoduna gore normalize edilmistir (Livak ve digerleri, 2001). Bu
verilerin ortalama, standart sapma, standart hata ve istatistiksel anlamlilig1 SPSS 25.0 (IBM

SPSS, Inc., Chicago, IL) istatistik programu ile hesaplanmustir.

Cizelge 4. 6. Cladonia foliacea likeninden elde edilen nanopartikiil uygulamasi sonucunda
DLD-1 hiicrelerine ait normalize edilmig Real-Time PCR sonuglari

Konsantrasyon
BCL-2 CYP1Al
(ng/ml)
31,25 1,567 2,349 1,601 0,726 0,767 0,809
62,5 3,392 2,432 4,003 3,350 3,089 3,002
125 2,862 5,930 2,068 3,789 5,684 3,380
250 2,392 2,183 2,757 1,292 1,494 0,707
500 2,817 1,475 1,265 0,131 0,110 0,064
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Cizelge 4. 7. Cladonia foliacea likeninden elde edilen nanopartikiil uygulamasi yapilan
DLD-1 hucrelerine ait normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu
verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapmalari

DLD-1
Ortalama Standart Sapma Standart Hata
Konsantrasyon
BCL-2 | CYP1Al BCL-2 CYP1Al BCL-2 CYP1Al
(ng/ml)

Kontrol 1 1 - - - -
31,25 1,84 1,56 0,442 0,041 0,255 0,024
62,5 3,28 3,26 0,792 0,181 0,457 0,104
125 3,62 3,93 2,040 1,229 1,178 0,710
250 2,44 2,08 0,291 0,409 0,168 0,236
500 1,85 0,96 0,842 0,034 0,486 0,020

Cizelge 4. 8. Nar kabugundan elde edilen nanopartikiil uygulamasi sonucunda DLD-1
hiicrelerine ait normalize edilmis Real-Time PCR sonuglari

Konsantrasyon
BCL-2 CYP1Al
(ng/ml)
31,25 1,884 1,219 1,866 5,736 0,198 0,454
62,5 0,708 2,141 6,440 1,612 0,980 3,127
125 1,970 4,053 0,849 0,780 6,152 3,249
250 1,779 2,422 0,810 1,916 2,299 2,198
500 1,506 0,449 0,951 1,347 0,860 1,260
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Cizelge 4. 9. Nar Kabugundan elde edilen nanopartikil uygulamasi yapilan DLD-1
hilcrelerine ait normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin
ortalama, standart hata ve standart sapmalari

DLD-1
Ortalama Standart Sapma Standart Hata
Konsantrasyon
BCL-2 | CYP1Al | BCL-2 CYP1Al BCL-2 CYP1Al
(ng/ml)

Kontrol 1 1 - - - -
31,25 1,66 2,13 0,379 3,126 0,219 1,805
62,5 3,10 1,91 2,983 1,104 1,722 0,637
125 2,29 3,39 1,626 2,689 0,939 1,552
250 1,67 2,14 0,811 0,199 0,468 0,115
500 0,97 1,16 0,529 0,260 0,305 0,150

Cizelge 4. 10. Cladonia foliacea likeninden elde edilen nanopartikiil uygulamasi sonucunda
CCD18-Co hiicrelerine ait normalize edilmis Real-Time PCR sonugclari

Konsantrasyon
BCL-2 CYP1A1l
(ng/ml)
31,25 3,709 1,823 1,968 0,724 2,986 1,419
62,5 4,669 3,645 0,120 2,062 1,444 0,083
125 2,088 4,592 4,810 0,846 1,815 3,861
250 2,045 1,854 2,058 1,163 0,473 0,367
500 0,238 0,499 3,494 0,010 0,026 0,019




33

Cizelge 4. 11. Cladonia foliacea likeninden elde edilen nanopartikiil uygulamasi yapilan
CCD18-Co hicrelerine ait normalizasyon sonucu elde edilen gen
ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapmalari

CCD18-Co
Ortalama Standart Sapma Standart Hata
Konsantrasyon
BCL-2 | CYP1Al | BCL-2 CYP1A1 BCL-2 | CYP1Al
(ng/ml)

Kontrol 1 1 - - - -
31,25 2,50 1,51 1,050 1,158 0,606 0,669
62,5 2,81 1,94 2,386 1,012 1,378 0,584
125 3,83 3,42 1,513 1,539 0,873 0,889
250 1,99 1,69 0,114 0,432 0,066 0,249
500 1,41 1,33 1,809 0,008 1,045 0,005

Cizelge 4. 12. Nar kabugundan elde edilen nanopartikiil uygulamasi sonucunda CCD18-Co
hlicrelerine ait normalize edilmis Real-Time PCR sonuglar1

Konsantrasyon BCL-2 CYP1AL
(ng/ml)
31,25

3,338 3,608 3,371 2,996 3,401 2,326
62,5

6,233 6,530 2,828 4,147 4,672 3,331
125

3,281 2,757 3,121 4,675 3,306 0,754
250

2,858 1,434 1,344 2,780 1,139 1,110
500

0,834 1,848 1,032 1,203 1,837 0,850
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Cizelge 4. 13. Nar Kabugundan elde edilen nanopartikiil uygulamasi yapilan CDD18-Co
hiicrelerine ait normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin
ortalama, standart hata ve standart sapmalar1

CCD18-Co
Ortalama Standart Sapma Standart Hata
Konsantrasyon
BCL-2 | CYP1Al | BCL-2 CYP1Al BCL-2 CYP1Al
(ng/ml)

Kontrol 1 1 - - - -
31,25 3,44 2,91 0,147 0,543 0,085 0,313
62,5 5,20 4,05 2,057 0,676 1,187 0,390
125 3,05 2,91 0,269 1,990 0,155 1,149
250 1,88 1,68 0,849 0,956 0,490 0,552
500 1,24 1,30 0,538 0,500 0,310 0,289

Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gére Cu-
cicek sekilli NP uygulamasi yapilmis hiicrelerde CYP1Al ve BCL-2 genlerinin belirlenen
doz konsantrasyonuna bagh

gosterilmistir (sekil 4. 7., 4. 8., 4. 9. ve 4. 10.).

ekspresyon diizeyindeki degisimler sekiller {izerinde

Cladoniafoliacea likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli NP uygulanan DLD-1 drneklerinde
konsantrasyona bagli CYP1Al ve BCL-2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler ayri
ayr1 degerlendirilmistir. BCL-2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 125 ng/ml
dozunda yaklasik 3,62 katlik bir artis tespit edilmistir. Bu artis 31,25 ng/ml” de 1,84 kat ile
en diislik seviyeye ulagmustir. (Sekil 4. 7.). CYP1AL gen ifade diizeyinde kontrol grubuna
gore 125 ng/ml dozunda yaklasik 3,93 katlik bir artis tespit edilmistir. Bu artis 500 ng/ml’
de 0,96 kat ile en dusiik seviyeye ulasmistir (Sekil 4. 7.).

Sonuglar gostermektedir ki, DLD-1 hicrelerinde Cladonia foliacea likeninden elde edilen
Cu-cicek sekilli NP uygulamasi higbir konsantrasyonda BCL-2 geni kontrol grubuna kiyasla
diismemigtir. 125 ng/ml konsanstrasyonunda en yiiksek seviyede eksprese olmustur.

Baylelikle 125 ng/ml konsantrasyonda daha fazla eksprese olmus ve uygulama sayesinde
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kanser hiicrelerinde goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi olayinda etkili BCL-2 geninin
eksprese diizeyini arttirarak antikanser 6zellik gostermistir. CYP1AL geni ise 6zellikle 3,93

ng/ml konsantrasyonunda en yiiksek eksprese seviyesine ulasmis ve antikanser Ozellik

gostermistir.

- DLD']. (C. foliacea)
]
> 5.00
& 3.93
3 3.62
a 400 3.283.26
[
S 3.00 248,
= 1.84 . 1.85
< 2.00 1.56
2 1.001.00 0.96
€ 100 .

0.00

K 31,25 62,5 125 250 500

W BCL2 wmCYP1A1

Sekil 4. 7. Cladonia foliacea likeninden elde edilen Cu-¢igek sekilli NP uygulamasi yapilmig
DLD-1 hucre 6rneklerinde belirlenen dozlara bagli CYP1Al ve BCL-2 genlerinin
ifade seviyelerindeki degisimler

Cladonia foliacea likeninden elde edilen Cu-gicek sekilli NP uygulanan CCD18-Co
orneklerinde konsantrasyona bagli CYP1Al ve BCL-2 genlerinin ifade seviyelerindeki
degisimler ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. BCL-2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore
125 ng/ml dozunda yaklasik 3,83 katlik artis tespit edilmistir. Bununla birlikte CYP1A1 gen
ifade diizeyinde kontrol grubuna goére 125 ng/ml dozunda yaklasik 3,42 katlik bir artis tespit
edilmistir. Bu artig 500 ng/ml’de 1,33 kat ile en diisiik seviyeye ulasmistir. 31,25 ng/ml doz
uygulamasinda ise yaklasik 1,34 kat artis gostermistir (Sekil 4. 8.). Cladonia foliacea
likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli NP uygulamasi yapilmis CCD18-Co hucrelerinde
CYP1A1l ve BCL-2 genlerinin belirlenen doz konsantrasyonuna bagli ekspresyon
diizeyindeki degisimler Sekil 4. 8.’de gosterilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde, CCD18-Co hiicrelerinde Cladonia foliacea likeninden elde
edilen Cu-gigek sekilli NP uygulamasi biitiin konsantrasyonda BCL-2 ve CYP1A1l geni
kontrol grubuna kiyasla artmistir. Boylelikle biitiin konsantrasyonlarda daha ¢ok eksprese
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olmus ve uygulama sayesinde kanser hiicrelerinde goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi
olayinda koruyucu etkisi olan BCL-2 ve CYP1Al geninin eksprese dilizeyini arttirarak

antikanser 6zellik gostermistir.

CCD18-Co (C. foliacea)

_ 5.00
] 3.83
S 4.00 3.42
=§ 3.00 2.50 2.81
o 1.94 199, o
© 2-00 1.51 : 1_411.33
£ 1.001.00
< 1.00
£ []
°E‘ 0.00
K 31,25 62,5 125 250 500

B BCL2 mCYP1A1

Sekil 4. 8. Cladonia foliacea likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli NP uygulamasi
yapilmig CCD18-Co hiicre 6rneklerinde belirlenen dozlara bagli CYP1A1l ve BCL-
2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler

Nar kabugundan elde edilen Cu-gigek sekilli NP uygulanan DLD-1 o6rneklerinde
konsantrasyona bagli CYP1Al ve BCL-2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler ayri
ayr1 degerlendirilmistir. BCL-2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gére 62,5 ng/ml
dozunda yaklasik 3,10 katlik bir artis tespit edilmistir. Bu artis 500 ng/ml” de 0,97 kat ile en
diistik seviyeye ulasmistir (Sekil 4. 9.) CYP1AL gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore
125 ng/ml dozunda yaklasik 3,39 katlik bir artis tespit edilmistir. Bu artis 500 ng/ml’de 1,16
kat ile en diisiik seviyeye ulasmistir (Sekil 4. 9.). Sonuclar gostermektedir ki, DLD-1
hiicrelerinde nar kabugundan Cu-¢icek sekilli NP uygulamas1 500 ng/ml konsantrasyonda
BCL-2 geni kontrol grubuna kiyasla diismiis ve degeri 1’in altinda tespit edilmistir. Ancak
istatistiksel anlamlilik ifade etmemektedir. Diger konsantrasyonlarda ise ifade diizeyi artmas.
CYP1ALl geni ise tiim konsantrasyonlarda daha fazla eksprese olmustur. Bu sayede kanser
hiicrelerinde goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi olayinda etkili BCL-2 ve CYP1A1 geninin

eksprese diizeyini artirarak antikanser 6zellik gostermistir.
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DLD-1 (Nar Kabugu)
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Sekil 4. 9. Nar Kabugundan elde edilen Cu-¢igek sekilli NP uygulamasi yapilmig DLD-1
hiicre orneklerinde belirlenen dozlara bagli CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin ifade
seviyelerindeki degisimler

Nar kabugundan elde edilen Cu-¢igek sekilli NP uygulanan CCD18-Co &rneklerinde
konsantrasyona bagli CYP1Al ve BCL-2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler ayri
ayr1 degerlendirilmistir. BCL-2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gére 62,5 ng/ml
dozunda yaklasik 5,20 kathik degisim tespit edilmistir. Bu degisim 500 ng/ml doz
uygulamasinda ise yaklasik 1,24 katlik degisimle en diisiik seviye belirlenmistir. CYP1A1
gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 62,5 ng/ml dozunda yaklagik 4,05 katlik bir artis
tespit edilmistir. Bu artis 500 ng/ml’de 1,30 kat ile en disiikk seviyeye ulagmustir. Nar
kabugundan elde edilen Cu-Gigek sekilli NP uygulamasi yapilmig CCD18-Co hiicrelerinde
CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin belirlenen doz konsantrasyonuna bagli ekspresyon

diizeyindeki degisimler Sekil 4. 10.” da verilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde, CCD18-Co hiicrelerinde nar kabugundan elde edilen Cu-
cigek sekilli NP uygulamasi biitiin konsantrasyonda BCL-2 ve CYP1AL geni kontrol grubuna
kiyasla artmistir. Boylelikle biitiin konsantrasyonlarda daha c¢ok eksprese olmus ve
uygulama sayesinde kanser hiicrelerinde goriilen programsiz hiicre ¢gogalmasi olayinda etkili

BCL-2 ve CYP1A1 geninin eksprese diizeyini artirarak antikanser 6zellik gostermistir.
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Sekil 4. 10. Nar Kabugundan elde edilen Cu-gigek sekilli NP uygulamasi yapilmis CCD18-
Co hiicre 6rneklerinde belirlenen dozlara baglhi CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin
ifade seviyelerindeki degisimler
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5. TARTISMA

Kanser ¢agimizin en 6nemli hastaliklarinin basinda yer alan 6liimciil bir hastaliktir. Diinya
lizerinde her y1l milyonlarca birey bu hastaliga yakalanmaktadir ve tedavi siirecinin 6liimle
sonuglanma ihtimali ¢ok yuksektir (Ferlay ve digerleri, 2012; Kalunzy ve O’Brien, 2019).
Giiniimiizde radyoterapi ve kemoterapi gibi tedaviler kanser hastalifina kars1 sik
kullanilmakta ancak maliyet ve asir1 dozlarm alimi ile birlikte saglikli dokulara zarar
verebilmesi gibi nedenlerinden dolay1r dezavantajlarinin oldugu yapilan g¢alismalarla

bilinmektedir (Cesmeli ve Avci, 2019; Hossen ve digerleri, 2019).

Bu nedenlerden dolay1 kanser tedavi yontemlerinin daha diisiik maliyetle ve yan etkilerinin
minumuma indirgenmesi amaciyla birgok ¢alisma yapilmaktadir. NP’ler essiz yapilarindan
dolay1 hedefe yonelik tedaviyi sunabilmektedir. Biz bu ¢aligmamizda biyosentez yontemini
kullanarak elde ettigimiz diisiik maliyetli, verimli ve c¢evreye zararsiz NP’lerin kolon

kanserine kars1 gostermis oldugu antikanser 6zelliklerini inceledik.

Bu calismada; bakir-nano-flower kompozit malzemenin biyolojik sentezi igin Cladonia
foliacea likeni ve nar kabugu bitkisi kullanilmistir. Sentezlenen Cu-¢igek sekilli NP’nin
DLD-1 ve CCD18-Co fiizerine etkileri, kanser yolaginda yer alan CYP1Al ve BCL-2
genlerinin ifade diizeyindeki degisimlerin tespiti ile belirlenmistir. Belirlenen hiicrelere,
bakir tabanli nanoyapilarin 3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.50, 125, 250 ve 500 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 ile 24 saat boyunca muamele edilmistir. MTT analizinde belirlenen
dozlara gore NP uygulamasi yapilan DLD-1 ve CCD18-Co hicrelerinde CYP1Al ve BCL-2

genlerine ait ifade degisimleri belirlenmistir.

C. foliacea likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli NP uygulamasiyla DLD-1 hiicre hattinda,
BCL-2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 125 ng/ml dozunda yaklagik 3,62 katlik
bir artig tespit edilmistir. Bu artig 31,25 ng/ml’de 1,84 kat ile en diisiik seviyeye ulagmistir.
CYP1A1 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna goére 125 ng/ml dozunda yaklasik 3,93 katlik
bir artis tespit edilmistir. Bu artis 500 ng/ml’de 0,96 kat ile en diisiik seviyeye ulagmustir.
Sonuglar degerlendirildiginde, C. foliacea likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli NP
uygulamas1 biitiin konsantrasyonda BCL-2 ve CYP1Al geni kontrol grubuna kiyasla
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artmistir. BOylelikle biitiin konsantrasyonlarda daha c¢ok eksprese olmus ve uygulama
sayesinde kanser hiicrelerinde goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi olayinda etkili BCL-2 ve

CYP1AL1 geninin eksprese diizeyini artirarak antikanser 6zelligi gostermistir.

Nar kabugundan elde edilen Cu-gigek sekilli NP uygulamasiyla DLD-1 hiicre hattinda, BCL-
2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 62,5 ng/ml dozunda yaklasik 3,10 katlik bir artis
tespit edilmistir. Bu artis 500 ng/ml’de 0,97 kat ile en diisiik seviyeye ulagsmistir. CYP1Al
gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 125 ng/ml dozunda yaklasik 3,39 katlik bir artis
tespit edilmistir. Bu artis 500 ng/ml’de 1,16 kat ile en diisiik seviyeye ulasmigtir. CCD18-
Co hiicrelerinde ise; BCL-2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 62,5 ng/ml dozunda
yaklagik 5,20 katlik degisim tespit edilmistir. Bu degisim 500 ng/ml doz uygulamasinda ise
yaklasik 1,24 katlik degisimle en diisiik seviye belirlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde,
CCD18-Co hiicrelerinde nar kabugundan elde edilen Cu-cigek sekilli NP uygulamasi biitiin
konsantrasyonda BCL-2 ve CYP1A1 geni kontrol grubuna kiyasla artmigtir. Boylelikle biitiin
konsantrasyonlarda daha ¢ok eksprese olmus ve uygulama sayesinde kanser hiicrelerinde
goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi olaymda etkili BCL-2 ve CYP1A1 genlerinin eksprese

diizeyini arttirarak antikanser 6zelligi gostermistir.

CuNP’ler ile birlikte Au ve AgNP’ler de kendilerine 6zgu kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
ile 6n plana ¢ikan NP’lerdendir. Dey ve arkadaslari Wedelia trilobata bitkisi ile
biyosentezlenen AuNP’lerin HCT-15 insan kolon hiicreleri iizerinde doza bagli toksisite
gosterdigi ve verimliligin ortalama %30’a kadar ¢iktigini bulunmustur (Dey, Yogamoorthy
ve Sundarapandian, 2018).

Acar ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 calismada, kusburnu o6ziitii ile sentezlenmis
AgNP’lerin insan kolon adenokarsinoma hiicre hatti (HT29) lzerindeki antikanser etkisi
degerlendirilmistir. AgNP’lerin doza bagimh bir sekilde hiicre hareketliliginde 6énemli bir

azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Acar vd., 2019).

Gonzalez-Ballesteros ve arkadaslari ise; Cystoseira baccata (deniz yosunu) 6ziti ile elde

ettikleri AuNP’lerin HT29 hatt1 Uzerindeki ankikanser etkisini test etmis ve apoptozu
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indiikledigini gostermistir (Gonzalez-Ballesteros, Prado-Lopez, Rodriguez-Gonzalez,

Lastra, Rodriguez-Arguelles, 2017).

Algahtani ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 ¢calismada Xanthoria parietina liken 6ziitii ile
sentezledikleri AgNP’lerin HT29 iizerinde antikanser aktivite gdosterdigini belirlemiglerdir

(Algahtani, Al Othman ve Mohammed, 2020).

Yapilan bir baska ¢alismada S. frutescens yapraginda sentezlenen AgNP'lerin insan kolon

kanseri hiicre hattina (COLO205) kars1 6nemli antikanser aktivite gosterdigi belirtilmistir.

(Reddy ve digerleri, 2021).

Salehi ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada Artemisia marschalliana bitkisini
kullanarak elde ettikleri AgNP’ye maruz kalan insan mide karsinomu (AGS) ve insan
embriyonik bdbrek (HEK293) hcre dizilerinin, anti-apoptotik BCL-2 gen ifadesinin ise

onemli 6lglide artigimi gostermistir (Salehi ve digerleri, 2016).

Ghasemi ve arkadaslar1 CuNP'lerin insan kolorektal kanser hiicre hatti (SW480) (izerinde
oksidatif stres ve apoptozun indiiksiyonu {izerindeki etkisini arastirmistir. Yapilan
caligmayla birlikte MTT tahlili sonuglari, CuNP'lerin SW480 hiicrelerinin canliligini inhibe

ettigini géstermistir. (Ghasemi ve digerleri, 2022).

Al-Radadi yapmis oldugu c¢alismada Ajwa ve Barni hurma ekstraktlari kullanilarak
sentezlenen PtNP’lerin HCT kolon kanseri hiicre hatlarina karsi giiclii sitotoksisite

gosterdigini bildirilmistir (Al-Radadi, 2019).

Miri ve Sarani Prosopis farcta bitkisini kullanarak sentezlemis olduklar1 AgNP’nin akciger
(A549) ve kolon (HT29) hiicre hatlarmma karsi sitotoksik ve apoptotik aktivitelerini
degerlendirmistir. A549'un  MTT sonuglari, AgNP’lerin 250 pg/ml'den fazla
konsantrasyonlarinda %50 hiicre tahribatinin oldugunu gostermistir. HT29 ise 500

pg/ml’nin izerindeki konsantrasyonlarda tam apoptoz sergilemistir (Miri ve Sarani, 2018).
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Al-Zharani ve arkadaslart CuNP’lerin insan meme kanseri hiicresi (MCF-7) ve kolon kanseri
hiicre hattinda (LoVo) sitotoksisiteyi indiikledigini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica bu ¢caligmada
CuNP'lerin Bax, P53 ve Caspases 9, 8 ve 3 genlerinde 6nemli bir artisa neden oldugu

gosterilmistir (Al-Zharani ve digerleri, 2021).

Dadhwal ve arkadaslar1 Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisini kullanarak
sentezlemis olduklart CuNP’nin 100 pg/mL dozunda kanser hiicre canliligini %28,18’e
kadar distirdiigiini gostermistir (Dadhwal ve digerleri, 2023).

Sulaiman ve arkadaglar1 zeytin yaprag1 6ziitlinii kullanarak sentezlemis olduklar1 CuNP’nin
meme kanseri hiicresine (AMJ-13) ve yumurtalik kanseri hiicresine (SKOV-3) karst doza
bagl bir sekilde hiicre biiylimesini durdurdugu ve apoptoz yoluyla hiicre Oliimiini
indiikledigi bulundu. Bu bulgular arastirmacilara CuNP'lerin antikanser ajanlar1 olma

potansiyeline sahip olabilecegini diislindiirmiistiir (Sulaiman, Tawfeeq ve Jaaffer, 2018).

Sankar ve arkadaslar1 Ficus religiosa yaprak ekstraktini kullanarak sentezlemis olduklari
bakir oksit NP’nin (CuONP) apoptoz yoluyla A549 hiicrelerine karsi sitotoksisiteyi
indiikledigini gostermistir (Sankar ve digerleri, 2017).

Gnanavel ve arkadaslari Ormocarpum cochinchinense yaprak ozdtlerini kullanarak
sentezledikleri CuUONP’lerin 40 ugmL™* IC50 degeri ile insan kolon kanseri hiicre dizi hatti
(HCT-116) tizerinde yiiksek antikanser ozellik gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Gnanavel,

Palanichamy ve Roopan, 2017).

Yapilan bir baska ¢alismada Bacillus coagulans ile sentezlenmis olan CuONP’nin meme
kanseri hiicrelerine kars1 biiyiik sitotoksik etkisinin oldugu gosterilmistir. Biyosentezlenen
CuONP'ler, MCF-7 ve SKBR3 meme kanseri hiicrelerinin gogalmasini zamana ve doza baglh
bir sekilde onemli 6l¢iide inhibe etti. Sitotoksisite sonuglarina gére CuONP'ler, MCF-7
hiicrelerine kars1 SKBR3 hiicrelerine gore daha fazla anti-proliferatif aktivite gostermistir
(Dolati ve digerleri, 2023).
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Chung ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada Eclipta prostrata yaprak ozltiyle
sentezlemis olduklar1 CuNP’nin karaciger kanser hiicre hattina (HEPG2) karsi 6nemli

sitotoksisite etki gosterdigini ortaya ¢ikarmislardir (Chung ve digerleri, 2017).

Yaqub ve arkadaslar1 Zingiber officinale ve Allium sativum bitki ekstraktlarmni kullanarak
sentezlemis olduklar1 CuNP’lerin HeLa ve HepG2 hiicre hatlarina kars1 antikanser davranis

sergiledigini gostermistir (Yaqub ve digerleri, 2020).

ELhabal ve arkadaslar1 Salvadora persica meyve ekstraktlarindan sentezledikleri
CuNP’lerin MCF-7 hiicre hattina karst AuNP'lerden daha iyi antikanser aktiviteye sahip
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (ELhabal ve diegerleri, 2022).

Rehana ve arkadaslari; MCF-7, HeLa ve A549 kanser hiicre hatlarinda Hibiscus rosa-
sinensis, Murraya koenigii, Moringa oleifera ve Tamarindus indica yapraklarindan elde
ettikleri farkli bitki ekstraktlarmi kullanarak yesil yontemle sentezlenen CuONP’lerin,
kimyasal yontemle sentezlenenlere gore daha yiiksek sitotoksisite sergiledigini gostermisti

(Rehana, Mahendiran, Kumar ve Rahiman, 2017).
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6. SONUC VE ONERI

Cu NP’ler son yillarda cesitli alanlardaki genis uygulamalar1 sebebiyle arastirmacilarin
dikkatini ¢cekmektedir. Kendilerine 6zgii boyut ve morfolojilere sahip NP’ler kimyasal ve
fiziksel yontemler kullanilarak kolayca sentezlenebilmektedir. Bu yontemler uygulanirken
indirgeyici ajanlar veya toksik kimyasallar kullanildigindan dolay1 ¢evremiz i¢in potansiyel
olarak tehlike olusturmaktadir. Giiniimiizde biyolojik kaynaklar kullanilarak yesil NP’leri
elde etmek icin bakteri, maya, mantar ve bitkiler de dahil olmak tizere temiz, toksik olmayan,
uygun maliyetli ve gevre dostu olarak kabul edilen kaynaklar tercih edilmektedir (Zayed ve
digerleri, 2012).

NP’lerin sentezi i¢in bitki ve liken oziitlerinin kullanimi 6lg¢ek biiylitme kolayligi, diisiik
biyolojik tehlike ve daha az maliyet sebebiyle yayginlasmaktadir. Cigek sekilli hibrit
nanoyapilarin sentezinde organik bilesen olarak enzim, DNA ve aminoasit gibi maliyeti
yiksek ve elde edilmesi zor siire¢ iceren molekiiller yerine liken ve nar bitkisi 6ziitleri
kullanilmigtir.  Aynmi  oziitler kullanilarak CuNP’lerin fiziksel ve kimyasal sentez
yontemlerine kiyasla ucuz, kimyasal ajan kullanmadan ve c¢evre dostu yoOntemle

sentezlenmistir.

CuNP’lerin biyolojik sentezi Clodonia foliacea likeni ve nar kabugu oziitii diger sentez
yontemlerine gore kolay, ucuz, kisa siirede ve kimyasal ajan kullanilmadan
gergeklestirilmistir. Clodonia foliacea likeni ve nar kabugu 6ziitiinde bulunan fonksiyonel
gruplar, sentez slirecinde indirgeyici ve kaplayict ajan olarak NP’lerin yapisina katilmistir.

Clodonia foliacea likeni ve nar kabugu 6ziitii CuNP’lerin sentezi i¢in uygun bulunmustur.

Sentezlenen NP’lerin programsiz hiicre gogalmasi olayinda etkili BCL-2 ve CYP1AL geninin
eksprese diizeyini arttirarak antikanser 6zellik gosterdigi kaydedilmistir. Yaptigimiz ¢caligma
sayesinde yesil yolla sentezlenen NP’lerin kolon kanseri hiicreleri iizerinde antikanser
ozellik gosterdigini sdyleyebiliriz. Sonug olarak, belirtilen bulgular biyosentezlenen
NP’lerin insan kolon kanserinin tedavisi i¢in umut verici yeni terapotik ajanlar olabilecegini

diistindiirmektedir.
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CuNP’lerin liken ve bitki 6ziitleri ile sentezi kolay, ucuz ve giivenilir olmasi gibi avantajlara
sahiptir. Dolayisiyla sentez siirecinde bitkisel atiklarin (meyve kabugu gibi) kullanilmasi,
atik malzemelerin degerlendirilmesi lizerinde durulmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Ayrica
yapilan literatiir ¢alismasinda biyolojik ydntemle sentezlenen NP’lerin toksisite
aragtirmalarinin sinirlt oldugu goriilmiistiir. Cevre ve insan sagligi i¢in ¢ok dnemli bir yeri
olan bu konu iizerinde gereken hassasiyet gosterilerek, NP’lerin toksisiteleri farkli dokular

ve hiicre dizileri i¢in degerlendirilmelidir.
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