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OZET

Nanopartikiiller, nanometre Slgeginde boyutlara sahip olan ve bu 6zelliklerinden dolay1 bir dizi
endiistriyel, tibbi ve bilimsel uygulamalar igin ¢esitli olanaklar sunan yapilardir. Bu da,
nanopartikiillerin ilag gelistirme, goriintilleme teknikleri, kataliz, enerji depolama ve sensor
teknolojileri gibi bir¢ok alanda kullanilmasini miimkiin kilmaktadir. Nanopartikiillerin biyolojik
sentezi, biyolojik organizmalarin veya onlarin bilesenlerinin kullanilmasi yoluyla nanopartikiil
tiretimini 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 6zleri ve likenler, nanopartikiil sentezi i¢in gerekli olan metal tuzlarini indirgeyerek
veya g¢Okelterek nanopartikiillerin olusumunu saglamaktadir. Bu c¢alismada; bakir-nano-flower
kompozit malzemenin biyolojik sentezi i¢in Cladonia rangiformis likeni ve Cladonia subulata liken
oziiti kullanilmistir. Sentezlenen bakir-nano-flower kompozit malzemenin kanser hiicresi (DLD-1
kolon kanseri ve CCD18-Co saglikli kolon hiicreleri) tizerine etkileri, kanser yolaginda yer alan
CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin ifade diizeyindeki degisimlerin tespiti ile belirlenmigti. MTT
analizinde belirlenen dozlara gore nanopartikiill uygulamasi yapilan DLD-1 ve CCDI18-Co
hiicrelerinde CYPI1Al ve BCL-2 genlerine ait ifade degisimleri belirlenmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde, C. rangiformis likeni ve C. subulata likeni elde edilen Cu-gicek sekilli
nanopartikiil uygulamasi biitiin konsantrasyonlarda BCL-2 ve CYPI1AI geni kontrol grubuna kiyasla
artmigtir. Boylelikle biitiin konsantrasyonlarda daha ¢ok eksprese olmus ve uygulama sayesinde
kanser hiicrelerinde goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi olayinda etkili BCL-2 ve CYP1AI geninin
eksprese diizeyini degistirmistir. Fakat gozlenen bu degisimin farkli hiicre hatlarinda yapilacak bir
dizi calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Sayfa Adedi : 82
Anahtar Kelimeler : Liken, Cladonia, Nanopartikiil, DLD-1, CCD18-Co, BCL-2, CYPIAI
Danisman : Dog. Dr. Ekrem BOLUKBASI



INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER EFFECTS AND MOLECULAR
BIOLOGICAL EVALUATION OF FLOWER-SHAPED HYBRID NANOSTRUCTURES
BIOSYNTHESIZED FROM DIFFERENT Cladonia (L.) LICHEN SPECIES

(M.Sc. Thesis)
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GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
JUNE 2025

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; Cladonia rangiformis
lichen analogue and Cladonia subulata lichen 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 CYP1A41 and BCL-2 genes involved in the cancer
pathway. Expression changes of CYPIAI 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. rangiformis lichen and C. subulata increased the BCL-2 and CYPIAI gene groups at all
concentrations compared to the control rates. In addition, the expression of BCL-2 and CYPI1Al
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.
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ON SOZ ve TESEKKUR

Bu calismada; Cladonia subulata ve Cladonia rangiformis liken tiirlerinden biyosentez
yoluyla elde edilen Cu-gigek sekilli hibrit nanopartikiiller, 6zellikle kolon kanseri hiicre hatt
(DLD-1) ve saglikli kolon hiicre hatt1 (CCD18-Co) tizerinde gosterdikleri biyolojik etkiler
acisindan degerlendirilmistir. Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibeleriyle bana
yol gosteren, beni her konuda destekleyen degerli danisman hocam sayin Do¢. Dr. Ekrem
BOLUKBASI’na, yiiksek lisans egitimim boyunca her konuda benden destek ve ilgisini
esirgemeyen, bilgilerini benimle paylasan degerli hocam Dog. Dr. Ece AVULOGLU
YILMAZ’a, sagladiklari olanaklardan dolayr Amasya Universitesi Merkezi Arastirma
Uygulama Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne (AUMAULAB) ve tiim merkez
calisanlarina ve ayrica egitim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini benden

esirgemeyen ailem ve esime sevgi, saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Kanser, insanlarin yasam kalitesini bozan ve diinyada siklikla goriilen o6liimciil bir
hastaliktir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte kanser gibi 6liimciil genetik hastaliklarin say1si
da artmaktadir. Genetik hasar, hiicresel sistemin mekanizmasi degistiginde ya da toksik
maddelere maruz kalindiginda olusabilir. Bunlara ek olarak sigara kullanimi, yetersiz
miktarda sebze ve meyve igeren diyetler de kanser riskini arttirir. Kanser metastaz yoluyla
birlikte viicudun diger organlarini sarabilir. Erken teshislerde tedaviyle birlikte hayatta
kalma stireleri arttirilabilir yani tedavinin basarili oldugu bu sayede goriilebilir (Esmeeta ve

ark., 2022). Hizla gelismekte olan teknoloji sayesinde kanser tan1 ve tedavisinde olumlu

sonuglar goriilmektedir.

1959 yilinda Richard Feynman tarafindan ‘‘Nanoteknoloji’> kavrami ilk kez ortaya
atilmistir. 1974 yilinda ise Norio Taniquchi tarafindan isimlendirilmesi gerceklestirilmistir
(Miyazawa ve ark., 2021). Nanoteknoloji ¢evre dostu olmakla birlikte biyoloji, fizik,
malzeme mihendisligi, tip, fizik gibi bir¢ok disiplinler arasi ¢aligmalara imkan sunan giin
gectikce biiyliyen 6nemli bir alandir (Fawzy ve ark., 2021). Nanoteknoloji, nano &lgekte
gelistirilmis fonksiyonel materyaller gelistirmek amaciyla biyoloji, fizik, tip gibi
disiplinlerle ilgilenen arastirmacilar bir araya getiren multidisipliner bir alandir. Bu sayede
biyomedikal ve endiistriyel uygulamalar i¢in nanomalzeme tiirlerinin sentezine olanak
saglamaktadir (Liao ve ark., 2019). Nanoteknoloji, yeni uygulamalara olanak saglayan
malzemelerin benzersiz 6zelliklerinin ortaya ¢ikardigi nano 6lgekli maddelerin anlasilmasini
ve bu sayede de cesitli nanopartikiillerin (NP’lerin) sentezinin gergeklestirilmesi,

karakterizasyonun yapilmasi ve uygulamalari ile yakindan ilgilenen bir alandir.

NP’ler, 100 nm’den daha kiigiik partikiiller olarak adlandirilmakla birlikte yiizey
islevselliklerine ve boyutlarina gore farklilik gosterirler. NP’lerin kozmetik ve tibbi
uygulamalarda siklikla kullanilmalar1 genis ylizey alanlarinin olmasi ve kii¢iik boyutlu
olmalarindan kaynaklidir. Arastirmacilarin dikkatini ¢ekmelerinin asil sebebi yiiksek 1siya
kars1 dayanikli olmalar1 ve buna ek olarak da genis ylizey alanlarina sahip olmalaridir. Giin
gectikge NP’ler hakkinda yapilan arastirmalar artmaktadir (Baran ve ark. 2018). Organik ve
inorganik olmak {tizere iki siifa ayrilirlar. Organik olanlar karbon elementini icerirken

inorganik olanlar altin gibi soy metal veya titanyum oksit gibi yar1



iletken elementleri igerir. NP’ler nanoteknolojinin yapi tast olarak adlandirilmaktadir.

NP’ler ¢esitli biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir.

Likenler, nanopartikiill sentezinde 6nemli bir rol oynayan enzim ve proteinleri tireterek
indirgeyici bir iglev goriir. Bakterilere kiyasla daha yiiksek biyokiitleye ve diisiik maliyete
sahip olmalari, mantarlar1 nanopartikiil iiretimi i¢in cazip bir segenek haline getirmektedir.
Likenler, genellikle mantarlarla simbiyotik bir iliski i¢inde bulunan yosun ve mantar
kombinasyonlaridir. Bu organizmalar, ¢ok c¢esitli biyolojik bilesenlere sahiptir ve 6zellikle
de sekonder metabolit bakimindan oldukg¢a zengindirler (Koca ve ark., 2020; Ata vd., 2024)
Son yillarda, likenlerin nanopartikiil sentezi ve antimikrobiyal ajan olarak kullanim
potansiyeli arastirmacilarin ilgisini ¢ekmis ve bu alanda ¢esitli ¢alismalar yapilmistir

(Tarannum ve Gautam, 2019).

Liken o6zleri, diisiik maliyet, yiiksek stabilite, kolay erisim ve tek adimda islem kolaylig1 gibi
Ozellikleriyle nanopartikiill (NP) sentezi i¢in giderek daha fazla ilgi gormektedir. Bu
nitelikler, liken 6zlerini kimyasal ve fiziksel yontemlere ¢evre dostu ve ekonomik bir
alternatif olarak 6n plana ¢ikarirken, siirdiiriilebilir nanoteknoloji uygulamalar: i¢in giiglii
bir secenek haline getirmektedir. Liken 6zlerinin igerdigi dogal bilesikler, metal iyonlarinin
biyolojik olarak indirgenmesinde ve iiretilen nanopartikiillerin kararliliginin saglanmasinda
kilit rol oynar. Bu 6zellikler, biyolojik sentez yontemlerinin hem ¢evresel hem de ekonomik

acidan daha verimli bir siire¢ olarak 6ne ¢ikmasini saglamaktadir (Mittal ve ark., 2013).



2. GENEL BILGILER

Nanoteknoloji, malzeme biliminde devrim yaratan bir alan olarak, biyolojik kaynakli
nanoyapilarin gelistirilmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Bu baglamda, likenler; ikili
organizmal yapilar1 ve zengin sekonder metabolit i¢erikleri sayesinde stirdiiriilebilir ve ¢cevre
dostu nanoyapi sentezi i¢in dikkat ¢eken biyolojik kaynaklar arasinda yer almaktadir.
Likenlerden biyolojik sentez yoluyla elde edilen metal ve metal oksit nanopartikiiller,
antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser aktiviteler gibi c¢esitli biyolojik ozellikler
sergilemekte olup, bu 6zellikler onlar1 biyomedikal uygulamalarda potansiyel adaylar haline
getirmektedir. Ayrica, liken kokenli ekstraktlarin indirgeme ve stabilizasyon ajani olarak
gorev almasi, geleneksel kimyasal sentez yontemlerine kiyasla daha az toksik ve daha
kontrollii nanoparcacik Uretimine olanak tanmimaktadir. Dolayisiyla, liken bazli
nanoteknolojik yaklasimlar, hem yesil kimya ilkeleriyle uyumlu hem de saglik ve cevre

acisindan daha giivenli alternatifler sunmaktadir.

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, maddenin atomik ve molekiiler diizeyde manipiile edilerek yeni 6zelliklere
sahip malzemeler, cihazlar ve sistemler elde edilmesiyle ilgilenen, disiplinler arasi bir bilim
ve mithendislik alanidir. Bu alanin temel odak noktasi, genellikle 1 ile 100 nanometre (nm)
arasindaki boyutlarda yapilarin tasarlanmasi, sentezlenmesi, karakterizasyonu ve
uygulamaya yonelik optimizasyonudur (Bhushan, 2017). Bir nanometre, metrenin milyarda
biridir, yani oldukga kiigiik 6lgeklerde ¢alisilmaktadir. Bu 6lgek diizeyinde malzemelerin
ylizey alan/hacim orani biiyiik 6l¢iide artar, kuantum etkiler belirginlesir ve buna bagli olarak

optik, manyetik, termal ya da mekanik 6zelliklerde 6nemli degisiklikler gozlenir.

Nanoteknolojinin yiikselisi, 20. ylizyilin sonlarinda taramali tiinelleme mikroskobu (STM)
ile atomik boyutta goriintiileme imkan1 ve elektron mikroskobunun gelismis versiyonlartyla
nanoyapilarin detaylt incelenmesinin baglamasiyla hiz kazanmistir. Bu gelismeler,
malzemelerin yapi-6zellik iligkilerini anlamay1 kolaylastirmis, nanodlgekte tasarlanan
yapilarla yeni fonksiyonel materyallerin tiretilmesine zemin hazirlamistir (Rosi ve Mirkin,

2005).



Nanoteknoloji birgok alanda devrim niteliginde gelismelere kap1 aralamaktadir. Saglik, ilag
taginim sistemleri, hedefe yonelik kanser tedavileri, doku miihendisligi, enerji depolama,
giyilebilir elektronikler, su aritimi, gida paketleme, sensor sistemleri, katalizorler, insaat
malzemeleri ve ¢evre teknolojileri gibi ¢ok genis bir yelpazede etkin ¢oziimler sunmaktadir
(Chen ve ark., 2016). Ornegin, nanopartikiiller aracihigiyla ila¢ etkin maddelerinin hiicre
icine daha kontrollii ve hedefli tasinmasi saglanabilir. Benzer sekilde, karbon nanotiipler ya
da grafen gibi yapilar, elektronik cihazlarin boyutunu kiigiiltiirken performanslarini

artirabilmektedir.

Ayrica nanoteknolojinin gelisimi, siirdiiriilebilirlik ve ¢evre dostu yaklagimlar i¢in de biiyiik
olanaklar sunar. Gilines pilleri, yakit hiicreleri, su filtrasyon membranlari ya da kirleticileri
ayristiran fotokatalitik nanopartikiiller, ¢evre kirliliginin azaltilmasindan enerji verimliligine
kadar bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, nanoteknolojinin hizla artan
uygulamalar1 biyogiivenlik, toksisite ve etik sorunlarini da beraberinde getirebilir. Bu
nedenle, nanomalzemelerin canlilar tizerindeki olasi olumsuz etkilerinin anlasilmasi, risk
degerlendirmesi, diizenleyici standartlarin olusturulmasi ve siirdiiriilebilir {iretim

stireglerinin tasarlanmasi biiylik 6nem tagimaktadir (Bhattacharya ve Guha, 2016).

2.2. Nanopartikiil

Nanopartikiiller, genellikle 1-100 nm boyut araliginda yer alan kati pargaciklardir ve
nanodlgekte olmalar1 sayesinde makro 6l¢ekli malzemelerden farkli 6zellikler sergilerler.
Nanopartikiillerin kimyasal bilesimi, morfolojisi, ylizey kimyasi ve boyutlari, onlarin optik,
manyetik, mekanik, elektriksel ve katalitik 6zelliklerini dogrudan etkiler (Rosi ve Mirkin,
2005). Bu nedenle, nanopartikiiller malzeme bilimi, kimya, fizik, biyoloji, tip, ¢evre ve

miithendislik gibi birgok alanda ilgi odag1 haline gelmistir.

Nanopartikiiller metalik, metal oksit, polimerik, seramik veya kompozit yapida olabilir.
Altin, gimiis, demir oksit, titanyum dioksit, silika ve polimer bazli nanopartikiiller en ¢ok
arastirilan ve kullamilan &rneklerdendir. Ozellikle altin nanopartikiiller, yiizey plazmon
rezonanst Ozelligi sayesinde optik sensorlerde, teshis Kkitlerinde ve biyomedikal
gortintiilemede tercih edilmektedir (Bhushan, 2017). Demir oksit nanopartikiilleri manyetik

ozellikleri ile hedefli ila¢ tasinimi veya manyetik rezonans goriintiillemede kontrast ajani



olarak gorev yapmaktadir. Polimerik nanopartikiiller ise kontrollii salim sistemleri, ilag

kapsiilleme ve doku mithendisligi uygulamalari i¢in ideal bir matristir.

Nanopartikiillerin yiizey alanlarinin biiytikliigu ve yiizey kimyasi, diger molekiillerle olan
etkilesimlerini artirir. Bu durum, nanopartikiillerin yiizey modifikasyonuna olanak tanir ve
istenilen fonksiyona yonelik kaplama, ligand baglama veya biyomolekiil ekleme islemleri
yapilabilir. Ornegin, bir nanopartikiiliin yiizeyine spesifik antikorlar veya hedefleyici
peptitler baglanarak kanser hiicrelerine segici bir sekilde baglanmasi saglanabilir (Fernandes
ve Hamdy, 2017). Bunun yan1 sira, nanopartikiillerin boyutlar1 sadece birka¢ nanometre ile
sinirh kalip, kuantum boyut etkilerine maruz kaldiklarinda elektronik ve optoelektronik
ozelliklerinde 6nemli degisiklikler yasanir. Bu durum, yariiletken kuantum noktalarinin 1s1k
yayma kapasitesini artirir ve biyogoriintiileme, aydinlatma, fotodinamik terapi gibi alanlarda
kullanimin1 kolaylastirir (Chan, 2010). Ancak nanopartikiillerin potansiyel yararlarinin
yaninda saglik ve c¢evre agisindan bazi endiseler de ortaya ¢ikar. Nanopartikiillerin canlt
organizmalar {izerindeki toksik etkileri, biyouyumluluk sorunlari ve uzun vadeli maruziyetin
sonucglart halen arastirilmaktadir. Bu nedenle, nanopartikiillerin tiretimi, depolanmasi,
taginmasi ve bertarafi siireglerinde giivenlik, standartlastirma ve diizenleyici gergevelerin

olusturulmasi 6nemlidir (Bhattacharya ve Guha, 2016).

Genel olarak, nanopartikiiller boyut, sekil, yiizey kimyasi ve bilesimlerine gore
Ozellestirilebilen, bu sayede c¢ok cesitli alanlarda kullanilabilen materyallerdir. Gelecekte,
nanopartikiillerin daha fazla fonksiyonel hale getirilmesi, tiretim siire¢lerinin ¢evre dostu
yontemlerle iyilestirilmesi ve giivenlik standartlarinin gelistirilmesi ile bu alandaki

uygulamalarin hizla artmasi beklenmektedir.

2.3. Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar

Nanopartikiiller, sahip olduklar1 6zgiin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler sayesinde
cok c¢esitli uygulama alanlarinda kullanilmaktadir. Bu alanlar, tip ve farmasétikten
elektronik ve enerjiye, gida endiistrisinden ¢evre miihendisligine kadar uzanmaktadir. Bu
genis kullanim yelpazesi, nanopartikiillerin fonksiyonel yiizey modifikasyonuna, kontrollii

boyut ayarina ve ¢oklu 6zelliklerin bir arada sunulabilmesine dayanir (Bhushan, 2017).



Tip ve eczacilik alaninda, nanopartikiiller ila¢ tasiyici sistemlerde genis Olgiide
kullanilmaktadir. Ozellikle hedefe yonelik ilag iletim sistemleri, geleneksel tedavilere gore
daha diisiik yan etki ve daha yiiksek etkinlik sunar. Ornegin, kanser tedavisinde timor
dokusuna spesifik ligandlarla kaplanan nanopartikiiller, ilacin sadece hastalikli hiicrelere
ulasmasin1 saglayarak saglikli dokularin zarar gérmesini engeller. Benzer sekilde, gen
terapisi uygulamalarinda niikleik asitlerin hiicre i¢ine tasinmasinda da nanopartikiiller

kullanilir (Chen ve ark., 2016).

Elektronik ve optoelektronik alanlarda, nanopartikiiller transistorler, sensorler, giines pilleri,
LED’ler ve ekran teknolojilerinde kullanilmaktadir. Yariiletken nanopartikiiller veya
kuantum noktalari, 151k emisyon ve iletim 6zelliklerini iyilestirerek enerji verimliligi yiiksek,

daha parlak ve daha uzun 6miirlii cihazlarin tiretilmesine imkan tanir (Rosi ve Mirkin, 2005).

Enerji ve ¢evre uygulamalarinda, nanopartikiiller kirleticilerin giderilmesi, atik su aritimi,
hava filtrasyonu, fotokatalitik reaksiyonlar, hidrojen {iretimi ve enerji depolama
teknolojilerinde rol oynar. Ornegin, titanyum dioksit nanopartikiilleri giines 15181 altinda
fotokataliz yaparak organik kirleticileri parcalayabilir (Bhattacharya ve Guha, 2016).
Ayrica, nanodlcekte gozeneklere sahip karbon bazli malzemeler pillerin enerji depolama

kapasitesini artirir ve yakit hiicrelerinin performansin yiikseltir.

Gida endistrisinde, gida paketleme malzemelerine eklenen nanopartikiiller, paketlemelerin
bariyer 6zelliklerini artirabilir, gidalarin raf 6mriinii uzatabilir ve antimikrobiyal etkinlik
saglayabilir. Tarim uygulamalarinda ise nanopartikiil giibreler veya ila¢ formiilasyonlari,
bitkisel tirtinlerin verimliligini artirirken g¢evresel yiikii azaltabilir (Fernandes ve Hamdy,

2017).

Kozmetik sektoriinde kullanilan titanyum dioksit veya c¢inko oksit nanopartikiilleri, glines
kremlerinde ciltte beyaz iz birakmadan UV korumasi sunarken tekstil endiistrisinde
nanopartikiiller su itici, leke tutmaz veya antibakteriyel kumaslarin elde edilmesine yardimci
olur. Ancak bu genis kullanim potansiyeline ragmen, nanopartikiillerin yayginlasmasi
giivenlik ve toksisite degerlendirmelerini de gerekli kilar. Insan saglig1 ve gevre iizerindeki
olast olumsuz etkilerinin 6nceden belirlenmesi, diizenleyici ¢ergevelerin olusturulmasi ve

risk yOnetimi stratejilerinin gelistirilmesi onemlidir. Uygun giivenlik standartlarinin



olusturulmasi ve yesil sentez yaklasimlarinin gelistirilmesiyle, nanopartikiillerin kullanim

alanlar1 gelecekte daha da genisleyecektir (Chan, 2010) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Nanopartikiillerin kullanim alanlar1 (Denkbas, 2015)

Sektor Uygulama

Biyomiihendislik, tip ve saglik Kemik doku miihendisligi, Pansuman
malzemeleri, Elektronik veri toplama aletleri, ilag

transferi, molekiiler goriintiileme

Cevre ve enerji Hava ve su aritimi1

Kozmetik Giines kremi, dis macunu

Tarim ve gida Nanogiibre, tarim araglari

Tekstil Yanmayan ve ¢carpmaya dayanikli yiizeyler, suya

dayanikli kumaslar

2.4. Nanopartikiil Sentezi

Nanopartikiillerin istenilen 6zelliklerde elde edilebilmesi i¢in sentez yontemleri biiyiik Snem
tagir. Nanopartikiil sentezi, genellikle iki ana yaklasima ayrilir: “top-down” (yukaridan
asagiya) ve “bottom-up” (asagidan yukariya) yontemler (Bhushan, 2017). Top-down
yontemlerde, daha biiyiik pargaciklarin fiziksel veya kimyasal islemlerle nanometrik
boyutlara indirgenmesi s6z konusudur. Ogiitme, lazer ablasyonu veya litografi bu yaklasima
ornektir. Bottom-up yontemlerde ise atomik veya molekiiler seviyeden baslanarak kontrollii
bir sekilde nanoyapilar insa edilir. Kimyasal ¢oktiirme, sol-jel prosesi, mikrodalga destekli

sentez ve biyolojik sentez bu yaklasimin 6rnekleridir.

Kimyasal sentez yontemleri, metal tuzlarinin uygun indirgeme ajanlari ile reaksiyona
sokulmasiyla metal nanopartikiillerin elde edilmesi gibi basit yaklagimlari igerir (Rosi ve
Mirkin, 2005). Ornegin, altin nanopartikiiller, HAuCl4’{in sodyum sitrat gibi bir indirgeme
ajaniyla tepkimesi sonucu elde edilebilir. Bu yontem, kontrollii partikiil boyutu ve dar
partikiil boyut dagilimi saglayarak, optik 6zelliklerin hassas bir sekilde ayarlanmasina imkan

tanir.
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Sol-jel metodu, metal alkoksitlerin hidroliz ve polimerizasyonu sonucunda metal oksit bazli
nanopartikiillerin elde edilmesinde kullanilir. Bu yontem, 6zellikle silika, titanyum dioksit
veya zirkonya gibi malzemelerin nanoyapili formlarinin tretilmesinde etkilidir (Fernandes

ve Hamdy, 2017).

Fiziksel yontemler arasinda lazer ablasyonu, plazma sentezi ve piliskiirtme pirolizi gibi
teknikler yer alir. Bu yontemler, saf ve stabil nanopartikiillerin tiretimini saglarken genellikle
daha pahali ve kompleks ekipman gerektirir (Chan, 2010). Bununla birlikte, bu yaklasimlar

kirletici maddelerin kullanimini azaltarak daha “temiz” bir sentez imkéni sunabilir.

Son yillarda biyolojik sentez yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir. Biyolojik sentez yontemleri,
cevre dostu ve enerji agisindan verimli liretim stirecleri sunarak, metal nanopartikiillerin
sirdiirtilebilir tiretimine olanak tanir. (Koca ve ark., 2020; Ata ve ark., 2024).
Mikroorganizmalar, algler, mantarlar, likenler ve bitkiler, metal tuzlarinin nanometalik
formlara indirgenmesinde katalizor rolii oynayarak biyouyumlu ve c¢evre dostu
nanopartikiillerin elde edilmesini saglar (Bhattacharya ve Guha, 2016). Biyolojik sentez,
dusiik sicaklik ve basing kosullarinda, toksik kimyasallar kullanmadan, siirdiiriilebilir bir

iretim zinciri olusturmak agisindan 6nemlidir.

Sentez sonrasi, nanopartikiillerin morfoloji, boyut dagilimi, yiizey kimyasi ve kristal yapisi
gibi 6zelliklerinin karakterizasyonu da kritik bir adimdir. Transmisyon elektron mikroskobu
(TEM), taramali elektron mikroskobu (SEM), X-1sin1 kirinimi (XRD), dinamik 151k sa¢ilimi
(DLS) ve UV-goriiniir spektroskopi gibi teknikler ile nanopartikiillerin yapisal ve optik
ozellikleri analiz edilir (Chen ve ark., 2016).

2.5. Nanopartikiil Sentezinde Kullanilan Biyolojik Ajanlar

Nanopartikiil sentezi son yillarda giderek daha cevreci ve siirdiiriilebilir yontemlere
yonelmektedir. Bu baglamda, biyolojik ajanlar (mikroorganizmalar, algler, mantarlar,
likenler ve bitkiler) araciligiyla nanopartikiillerin tiretimi, geleneksel kimyasal veya fiziksel
yontemlere alternatif bir yaklagim sunar. Biyolojik ajanlar, genellikle metal tuzlarini
indirgeme ve stabilizasyon kabiliyetine sahip enzimler, proteinler, polisakkaritler ve diger

biyomolekiiller i¢erir. Bu sayede, nanopartikiillerin boyut, sekil ve stabilite kontrolii daha



11

diusik enerjili, toksik kimyasal kullanimi olmadan ve siirdiiriilebilir kosullarda

gerceklestirilebilir (Bhattacharya ve Guha, 2016).

Biyolojik sentez, diisiik sicaklik ve basing sartlarinda, genellikle sulu ¢ozeltilerde yapilir. Bu
durum, enerji tiiketimini azaltirken ayn1 zamanda ¢evreyi daha az kirletir. Ayrica biyolojik
kaynaklar, nanopartikiillerin ylizeyini kaplayarak dogal olarak biyoaktif bir kaplama saglar.
Bu kaplama, nanopartikiillerin biyouyumlulugunu artirarak, tibbi uygulamalarda ve gida ile

temas eden malzemelerin liretiminde avantaj saglayabilir (Fernandes ve Hamdy, 2017).

Asagidaki alt bagliklarda cesitli biyolojik ajanlarin nanopartikiil sentezindeki rolleri ve

avantajlar1 daha detayli ele alinmaktadir.

2.5.1. Mikroorganizmalar

Bakteriler, mayalar ve bazi protozoalar, metal iyonlarini biyotransformasyona ugratarak
nanopartikiillerin olusumuna katki saglayabilir. Mikroorganizmalar, metabolizmalar1
sirasinda salgiladiklart enzimler, proteinler ve diger indirgeyici ajanlar sayesinde metal
tuzlarin1 metalik nanopartikiillere déniistiiriir. Ornegin, Bacillus ssp., Pseudomonas ssp. gibi
bakteriler giimiig, altin veya demir bazli nanopartikiillerin biyolojik sentezinde siklikla

kullanilmistir (Bhushan, 2017).

Mikroorganizmalarin  hiicre duvarlari, yilizey proteinleri ve polisakkarit yapilari
nanopartikiillerin ylizeye tutunmasina veya partikiil boyutunun stabilizasyonuna yardimci
olur. Ayrica, mikroorganizmalar belirli kosullarda spesifik morfolojilerde nanopartikiil
iretimi yapabilir. Bu sayede hedeflenen uygulama i¢in istenen partikiil sekli ve boyutu elde

etmek miimkiin hale gelir (Rosi ve Mirkin, 2005).

Mikrobiyal sentez ¢cevre dostu olmakla beraber, siirecin optimizasyonu i¢in besiyeri bilesimi,
sicaklik, pH, reaksiyon stiresi ve 151k gibi parametrelerin dikkatle kontrol edilmesi gerekir.
Uygun kosullar saglandiginda, mikroorganizmalar biiylik 6l¢ekli tiretimde ekonomik ve

stirdiiriilebilir bir segenek haline gelebilir.
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2.5.2. Algler

Algler, fotosentetik mikroorganizmalardir ve metal iyonlarimi toplama, biriktirme,
dontistiirme kapasiteleriyle bilinir. Algler, metal iyonlarini hiicre yilizeyindeki fonksiyonel
gruplar araciligiyla baglayabilir ve daha sonra bu iyonlar1 metal nanopartikiillerine
dontistiirebilir (Fernandes ve Hamdy, 2017). Bu siirecte alg hiicreleri, metal iyonlarinin

indirgenmesinde rol oynayan enzimler ve diger biyomolekiiller uiretir.

Denizel veya tathi su algleri, altin, giimiis, platin, paladyum, demir gibi farkli metallerin
nanopartikiillerinin sentezinde kullanilabilmektedir. Alg bazli sentez yontemleri, diisiik
enerji tilketimi ve geri donistiiriilebilir biyokiitle kullanimiyla 6ne ¢ikar. Ayrica alglerin
biiytime kosullarinin laboratuvar ortaminda kolayca ayarlanabilmesi, stirekli iiretim igin

Olceklendirme avantaji da sunar (Bhattacharya ve Guha, 2016).

Alglerle sentezlenen nanopartikiiller, genellikle biyouyumlu ve stabil bir kaplama ile elde
edilir. Bu, tibbi goriintiileme, ilag tasinimi, sensor teknolojileri veya gevresel uygulamalar

gibi ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilma potansiyeli sunar.

2.5.3. Mantar ve likenler

Mantarlar, metal iyonlarini indirgeme yetenekleriyle bilinen bir diger biyolojik ajandir.
Mantar hiicreleri, metal iyonlarini hiicre yiizeyinde tutabilir ve daha sonra enzimatik
reaksiyonlar sayesinde metal nanopartikiillerini olusturabilir. Bu stirecte mantarlarin tirettigi
proteinler, polisakkaritler ve organik asitler, indirgeme ve stabilizasyon basamaklarinda
kritik rol oynar (Chen ve ark., 2016). Ornegin, Aspergillus, Fusarium, Penicillium ve
Rhizopus gibi cinslerden mantarlarin, altin, glimiis ve diger metal bazli nanopartikiiller

tiretmek i¢in kullanildig: bilinmektedir.

Likenler, algler ve mantarlarin simbiyotik birlikteligi sonucu olusan kompleks
organizmalardir. Likenlerin metabolik tirtinleri, metal iyonlarinin indirgenmesi ve
nanopartikiil stabilizasyonu i¢in uygun bir mikroyapisal ortam saglayabilir. Liken bazli
sentez yaklagimlar1 heniiz nispeten yeni olsa da, bu organizmalarin dayaniklilig1 ve farkli
iklim kosullarinda yasayabilme yetenekleri, kontrollii nanopartikiil sentezi i¢in gelecekte ilgi

¢ekici bir platform sunmaktadir (Bhattacharya ve Guha, 2016).
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Mantarlar ve likenler aracilifiyla yapilan sentez yontemleri de c¢evre dostu ve
Olceklendirilebilir yaklasimlardir. Bu sayede, siirdiiriilebilir ve diisik maliyetli
nanomalzeme iiretimi miimkiin hale gelebilir. Ayrica bu malzemelerin biyouyumluluklari,

tibbi uygulamalarda giivenli ve etkili ¢oztimler iiretme potansiyelini artirir.

2.5.3.1 Cladonia rangiformis (Hoffm.)

Cladonia cinsi, diinya genelinde yiizlerce tiire sahip olmasiyla likenoloji arastirmalarinda
O6nemli bir yere sahip olup, farkli ekolojik kosullara uyum saglayan genis bir ¢esitlilik
sergiler (Ahti ve ark., 2013; Stenroos ve ark., 2002). Bu cinsin tiyeleri, ¢ogunlukla karasal
ekosistemlerde, toprak tistiinde, ¢iirtiyen odun yiizeylerinde, kayalarda ve farkl bitki ortiisii
tipleriyle iligki halinde bulunabilmektedir. Cladonia rangiformis (Hoffm.) *de ozellikle
iliman ve Akdeniz iklim bdélgelerinde yaygin goriilen, karakteristik morfoloji ve kimyasal

bilesimi ile dikkat ¢eken bir tiirdiir (Purvis ve ark., 1992; Pinho ve ark., 2011).

C. rangiformis, frutikoza (¢alimsi) bir yapiya sahip olan ve genellikle a¢ik yesil, grimsi ya
da sarimsi-yesil tonlar sergileyen bir tiirdiir. Tipik olarak 2-5 cm yiikseklige ulasabilen
podetiyalari, dallanmis ve geyik boynuzunu andiran karmasik bir yapida gelisir (Purvis ve
ark., 1992). Podetiyalar, ¢ogunlukla ince, silindirik ve yan dallanmalara sahip olup, ug
kisimlart siklikla catallagir. Bu catallagma, tiire karakteristik "geyige benzer" bir gortinim
kazandirmakta ve morfolojik tanimlamada 6nemli bir kriter olarak 6ne ¢ikmaktadir (Wirth,
1995). Ayrica yiizeydeki kiiciik pullar (skwamiiller), likenin alt kisimlarinda daha belirgin
olup, iist kisimlarda genellikle daha az belirgindir (Resim 2.1).

Resim 2.1. Cladonia rangiformis (Hoffm.) (Cakar, 2009)
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C. rangiformis’in anatomik yapisi, tipik bir likende oldugu gibi, fotobiyont (genellikle yesil
alg) ve mikobiyont (mantar) ortakligina dayalidir. Fotobiyont tabakasi, dis kisimda yer alan
ince bir korteks tabakasinin hemen altinda, mantar hifleriyle siki bir etkilesim halindedir. Bu
simbiyotik iliski, likenin gevresel stres kosullarinda dayanikliligini artirmakta ve tiirtin farkli

habitatlarda kolonilesmesini miimkiin kilmaktadir (Smith ve ark., 2009).

Cladoniaceae familyasinda yer alan Cladonia rangiformis, molekiiler filogenetik
calismalarla sistematik konumunu daha netlestiren tiirler arasindadir (Stenroos ve ark.,
2002). Bu tiir, Cladonia cinsi igerisinde “Cladonia coccifera” kompleksine yakin akrabalik
gosteren bazi tiirlerle benzer morfolojik 6zellikler paylassa da, DNA dizi analizleri sayesinde
tiir sinirlar1 daha kesin olarak ortaya konulmaktadir (Ahti ve ark., 2013). Ayrica filogenetik
calismalar, farkli cografyalarda goriilen popiilasyonlar arasinda genetik farkliliklarin
varligim1 da ortaya koyarak, C. rangiformis’in ekolojik stratejileri ve adaptasyon

mekanizmalarina 1s1k tutmaktadir.

Cladonia rangiformis, 6zellikle Avrupa’nin bat1 ve giiney bolgelerinde (Akdeniz Havzast,
Atlantik kiyilar1) sikca rastlanan bir tiirdiir (Purvis ve ark., 1992). Bununla birlikte, tiiriin
dagilim alan1 sadece Avrupa ile sinirli kalmayip, uygun mikroklimatik kosullarin bulundugu
diger 1liman kusaklarda da gozlenebilir (Wirth, 1995). C. rangiformis; kuraklik, orta dereceli
besin eksikligi ve 1sik yogunlugundaki degisimlere karsi belirli bir tolerans gosterir.
Genellikle bazik topraklarda, kalkerli alanlarda ve ¢ayir-benzeri habitatlarda yaygin olarak
bulunur. Ozellikle azot bakimindan fakir alanlarda, bu tiiriin varlig1, toprak stabilizasyonuna
ve organik madde birikimine katkida bulunarak ekosistemin bir bileseni haline gelir (Ellis

ve Coppins, 2006).

C. rangiformis, agik alanlari, kiy1 kayaliklarini, yari-dogal ¢ayirliklari ve orman kenarlarini
tercih etmekte, boylece farkli bitki toplumlari i¢inde alt tabaka bileseni olarak islev
gormektedir. Bunun yani sira, toprak erozyonunu yavaslatarak bitki koklerinin tutunmasina
zemin hazirlayan bir “ekosistem miihendisi” rolii iistlenir. Likenlerin yavas biiytimesi ve
uzun omiirleri, alanin ¢evresel nitelikleri hakkinda uzun vadeli bilgi saglamakta, béylece C.

rangiformis biomonitoring ¢calismalarinda da 6nemli hale gelmektedir (Pinho ve ark., 2011).

Cladonia rangiformis, karbonhidrat ve azot metabolizmasi acisindan esnek bir yaklagim

sergileyerek, kurak donemlerde su kaybini minimize eder ve su bulabildigi donemlerde hizli



15

bir fotosentetik aktivite gosterir (Asplund ve Gauslaa, 2007). Fizyolojik esneklik, likenin
kurakliga ve UV radyasyonuna maruz kaldigi ortamlarda hayatta kalmasini saglar. Bu
ozellikler, C. rangiformis’i kiiresel iklim degisikligi ve arazi kullanim degisiklikleri gibi
cevresel stres faktorlerine karst potansiyel bir indikatér konumuna getirmektedir

(Branquinho ve ark., 2015).

C. rangiformis, diger Cladonia tirleri gibi ¢esitli likenik asitleri (6rnegin usnik asit,
atranorin, fumarprotocetrarik asit gibi depsit ve depsidon tiirevleri) biinyesinde barindirabilir
(Culberson, 1972; Purvis ve ark., 1992). Bu ikincil metabolitler, hem ekolojik hem de
farmakolojik ag¢idan 6nem tagimaktadir. Ekolojik yonden, otgullara karsi savunma, patojen
mikroorganizmalara diren¢ ve UV isinlarina karst koruma gibi islevler {istlenirler.
Farmakolojik olarak bakildiginda, liken metabolitleri antimikrobiyal, antioksidan, antiviral
ve antikanser potansiyel gostermeleriyle glincel aragtirmalarin odaginda yer almaktadir

(Boustie ve Grube, 2005).

C. rangiformis gibi yaygin tiirler, kontrollii ortam kosullarinda izole edilebilecek biyoaktif
bilesikler sunarak biyoteknolojik uygulamalara kaynak teskil edebilir. Bu baglamda,
likenlerden elde edilebilecek sekonder metabolitlerin, ilag¢ kesfi ve gelistirilmesi siirecinde
yeni molekiillerin tanimlanmasi i¢in 6nemli bir potansiyel barindirdigi 6ne siiriilmektedir

(Lawrey, 2011).

Likenler, hava kirliligi ve ekosistem sagligi hakkinda bilgi saglayan Onemli
biyomonitorlerdir. C. rangiformis, ozellikle kiikiirt dioksit (SO2) ve diger atmosfik
kirleticilere duyarliligi veya toleransi ile ilgili ¢alismalarda incelenerek, ¢evresel
degisimlerin uzun vadeli etkileri hakkinda bilgi verebilir (Pinho ve ark., 2011). Toprak
ozellikleri, azot birikimi, agir metal kirliligi ve asitlenme gibi faktorlere tepki verebilen bu
tiir, arazi kullanim sekillerinin ekosistem fonksiyonlarina etkisini degerlendiren ekolojik

calismalarda da kullanilmaktadir.

Molekiiler diizeyde gerceklestirilen c¢alismalar, C. rangiformis’in genetik cesitliligini,
poplilasyon dinamiklerini ve filogenetik iligkilerini aydinlatmakta kritik bir rol
oynamaktadir. Son yillarda, ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgeleri, mitokondriyal ve
niikleer gen bolgeleri kullanilarak gerceklestirilen DNA dizileme ¢alismalari, tiirtin genetik

yapisi hakkinda ayrintili bilgiler saglamistir (Stenroos ve ark., 2002). Bu bilgiler, tiiriin
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iklimsel degisikliklere tepkisini, farkli cografi bolgelerdeki popiilasyonlarin uyarlanma

stratejilerini ve gen akisini anlamak agisindan onemlidir.

Cladonia rangiformis ve diger Cladonia tiirleri, igerdigi biyoaktif bilesikler nedeniyle
farmakoloji, kozmetik, gida koruyucular1 ve biyomateryal {iretimi alanlarinda potansiyel
kaynaklar sunmaktadir (Lawrey, 2011; Boustie ve Grube, 2005). Likenik asitlerin
antifungal, antibakteriyel ve sitotoksik 6zellikleri, yeni ila¢ adaylarinin arastirilmast igin ilgi
¢ekici bir alan olusturmaktadir. Ayrica likenlerden elde edilen bazi metabolitler,
nanoteknoloji ve malzeme bilimi alanlarinda hibrit nano-yapilarin sentezi ve
fonksiyonellestirilmesi i¢in kullanilabilmektedir. Bu baglamda, C. rangiformis’in genis
ekolojik yayilimi, kolay ulasilabilirligi ve kimyasal ¢esitliligi, biyoteknolojik uygulamalari

destekleyen bir alt yap1 sunar.

Cladonia rangiformis, morfolojik, ekolojik, kimyasal ve genetik 6zellikleri bakimindan iyi
incelenmis liken tiirlerinden biridir. Bu tiir, iliman ve Akdeniz ekosistemlerinde siklikla
karsilasilan, toprak stabilizasyonuna katki saglayan ve biyoindikator islevi géren bir
organizmadir. Ozellikle i¢erdigi ikincil metabolitlerin biyoaktif 6zellikleri, C. rangiformis’i
farmasotik, kozmetik ve biyoteknoloji alanlarinda potansiyel bir kaynak olarak 6n plana

cikarmaktadir.

2.5.3.2 Cladonia subulata (L.) F.H. Wigg.

Cladonia cinsi, dinya genelinde kozmopolit dagilima sahip, 6zellikle tundra, boreal
ormanlar, iliman iklim kusaklar1 ve daglik bolgelerde yaygin olarak goriilen likenlerden
olusmaktadir (Ahti ve ark., 2013). Cladonia alt cinsleri ve tiirleri morfolojik, kimyasal ve
ekolojik 6zelliklerinin ¢esitliligi ile dikkat ¢eker. Bu cins iginde yer alan Cladonia subulata
(L.) F.H. Wigg. ise genis ekolojik toleransi, ¢carpici morfolojik 6zellikleri ve metabolit profili
ile 6ne ¢ikmaktadir (Brodo ve ark., 2001; Ahti ve ark., 2013).

C. subulata; tipik olarak grimsi-yesil renk tonuna sahip, dikensi ya da ¢omak seklinde
podetiyalar olusturan, bazen kiigiik, dallanmig yapir gosterebilen, genellikle 1-3 cm
yiikseklige ulasan bir liken tiirtidiir. Podetiyalarin yiizeyi bazen ince pullarla (skwamul) kapli
olabilmekte ve iist kisimlarinda kahverengimsi apotesyalar (ireme yapilarini tasiyan disk

benzeri yapilar) bulunabilmektedir (Ahti ve ark., 2013; Brodo ve ark., 2001). Morfolojik
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farkliliklar ve varyasyonlar iklim, toprak tipi, nem diizeyi ve 151k kosullar1 gibi c¢evresel

faktorlere bagli olarak gesitlilik gostermektedir (Purvis, 2000).

Sistematik olarak Cladoniaceae familyasinin bir tiyesi olan C. subulata, filogenetik diizeyde
diger Cladonia tiirleri ile yakin akrabalik iligkileri gosterir. Kladistik ve molekiiler
filogenetik ¢alismalar, cins i¢i tiir sinirlarinin belirlenmesinde hem morfolojik hem de
kimyasal karakterlerin yani sira DNA dizilim analizlerinin de 6nemli rol oynadigini ortaya

koymaktadir (Ahti ve ark., 2013).

C. subulata genis bir cografi dagilima sahip olup Kuzey Yarimkiire’nin boreal ve iliman
bolgelerinde sik¢a gézlenmektedir (Brodo ve ark., 2001). Ozellikle acik alanlarda, asidik
topraklarda, bozkirlarda, nemli orman tabanlarinda ve bazen de kurak alanlarda bile
yasayabilmektedir. Bu genis ekolojik tolerans, tiiriin farklt mikrohabitatlarda kolonilesme

yetenegini artirir (Ellis ve Coppins, 2006). C. subulata ayrica toprak stabilizasyonuna ve

habitat miihendisligine katkida bulunarak diger bitki ve liken tiirlerinin yerlesiminde rol

oynar (Purvis, 2000) (Resim 2.2).

Resim 2.2. Cladonia subulata (L.) F.H. Wigg. (Nash ve ark., 2002)

Cladonia tiirleri, likenik asitler olarak bilinen bir dizi ikincil metaboliti sentezler. C. subulata
da diger bircok Cladonia tiirii gibi usnik asit, fumarprotocetrarik asit ve diger
depsit/depsidon tiirevlerini igerebilir (Culberson, 1972; Asplund ve Gauslaa, 2007). Bu
metabolitler, otgullara ve mikroorganizmalara karsi savunma, UV radyasyonuna Kkarsi

koruma, antioksidan ve antibakteriyel gibi bir¢ok ekolojik islev tistlenmektedir. Son yillarda,
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liken sekonder metabolitlerinin antimikrobiyal, antiviral ve antikanser potansiyelleri de

arastirma konusu haline gelmistir (Asplund ve Gauslaa, 2007).

C. subulata’nin kimyasal kompozisyonu ve bu kompozisyonun ¢evresel kosullara gore
degisimi, tlirlin hem ekolojik roliiniin hem de potansiyel farmakolojik ozelliklerinin
anlasilmasinda 6nemlidir. Bu nedenle, C. subulata basta olmak tizere Cladonia cinsi
tiyelerinin ikincil metabolit profillerinin belirlenmesi, biyoaktif bilesiklerin kesfi ve
stirdiiriilebilir biyoteknolojik uygulamalar agisindan arastirmacilara Onemli avantajlar

sunmaktadir.

Cladonia subulata gerek ekolojik uyumlulugu, gerek yiiksek kimyasal ¢esitliligi nedeniyle
likenolojide 6nemli bir model organizma konumundadir. Tiirtin farkli habitat ve kosullarda
gosterdigi morfolojik ve kimyasal varyasyonlar, biyoaktif bilesik iiretimi ve ekolojik

rollerinin arastirilmasinda kritik bir 6neme sahiptir.

2.6. Kanser

Kanser tedavisinde hedefe yo6nelik ve biyouyumlu yaklagimlara duyulan ihtiyag,
nanoteknoloji tabanli ¢oziimlerin 6nemini artirmistir. Son yillarda, c¢evre dostu ve
stirdiiriilebilir nanopargacik tiretimi i¢in biyolojik kaynaklarin kullanim1 6n plana ¢ikarken,
likenler bu alanda dikkat ¢eken organizmalar arasinda yer almaktadir. Likenler, sahip
olduklar1 zengin fenolik bilesikler ve sekonder metabolitler sayesinde metal iyonlarini
indirgeme ve nanoparcacik stabilizasyonu saglayabilme yetenegine sahiptir. Bu
ozellikleriyle, likenlerden yesil sentez yoluyla elde edilen metal veya metal oksit bazl
nanoparcaciklar, sitotoksik etkileri ve hiicre secicilikleri nedeniyle kanser hiicrelerinin
hedeflenmesinde potansiyel tasiyan biyoaktif ajanlar olarak degerlendirilmektedir. Ayrica
bu hibrit nanoyapilar, geleneksel kemoterapotik ajanlara gére daha diisiik yan etki profili ve
artirllmis terapdtik etkinlik gibi avantajlar sunarak, kanser tedavisinde yenilikgi ve etkili bir

yaklagim olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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2.6.1. Kanserin genellestirilmis tanimi

Kanser, ¢ok cesitli genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu meydana
gelen, hiicrelerin normal kontrol mekanizmalarindan koparak ¢ogalma, farklilasma ve 6liim
dengelerini yitirdigi, kompleks bir hastaliklar biitlinlidiir (Hanahan ve Weinberg, 2011;
Vogelstein ve Kinzler, 2004). Bu durum, tek bir hastalik olmaktan ziyade, farkli dokular ve
hiicre tiplerinde ortaya ¢ikan yiizlerce alt tipe sahip, heterojen ve dinamik bir siirecin

trtintdiir (Stratton ve ark., 2009; Garraway ve Lander, 2013).

Normal hiicreler, biiytimelerini, boliinmelerini ve yasam dongiilerini belirli genetik
programlar ve dahili kontrol noktalar1 araciligiyla diizenler (Weinberg, 2007). Hiicre siklusu
denetleyicileri, DNA tamir mekanizmalari, apoptoz (programli hiicre 6liimii) sinyal yollari
ve doku mimarisini diizenleyen hiicre-hiicre etkilesimleri saglikli dokunun stirekliligini
saglar (Evan ve Vousden, 2001; Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanserde ise bu diizenleyici
aglar bozulur. Hiicreler, proliferatif sinyallerin kontrolsiiz bir sekilde aktif kalmasi,
bliylimeyi baskilayan sinyal yollarinin devre disi kalmasi, apoptozun engellenmesi, doku
biitiinligiiniin yok olmasit ve anjiyogenez gibi siire¢lerin kontrol disina c¢ikmasiyla
karakterize edilen, “Olimstizlesmis” bir fenotip edinir (Hanahan ve Weinberg, 2011;

Vogelstein ve ark., 2013).

Kanserin temelini olusturan kritik nokta, hiicrenin genetik materyalinde meydana gelen
istikrarli degisimlerdir. Onkogen aktivasyonlari, timor baskilayict genlerin kaybi ya da
inaktivasyonu, DNA tamir genlerindeki mutasyonlar, kromozomal yeniden diizenlenmeler,
gen amplifikasyonlar1 ve delesyonlar: tiimor gelisimine katkida bulunur (Vogelstein ve
Kinzler, 2004; Alexandrov ve ark., 2013). Bu genetik olaylara ek olarak, DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 ve kiiciik RNA’lar gibi epigenetik mekanizmalar gen ifadesini
yeniden programlayarak kanser hiicresinin fenotipinin olusmasinda rol oynar (Baylin ve

Jones, 2011; Sharma ve ark., 2010).

Kanser, tek bir “kusurlu” hiicrenin klonal ¢ogalmasindan kaynaklansa da timoér dokusu
zamanla genetik ve fenotipik agidan son derece heterojen bir hiicre topluluguna dontistir
(Marusyk ve ark., 2012). Bu heterojenite, farkli timor alt popiilasyonlarinin olugmasina,
tedavi direncine, metastatik potansiyele ve klinik seyrin 6ngoriilmesindeki zorluklara neden

olur. Dahasi, kanser hiicrelerinin siirekli mutasyon biriktirmesi, darwinci bir se¢ilim stireci
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yaratarak daha agresif, tedaviye direncli alt klonlarin evrimlesmesine yol agar (Greaves ve

Maley, 2012).

Kanser, yalnizca hiicrenin kendisiyle sinirli olmayan bir ekosistemdir. Tiimor hiicreleri, bag
doku hiicreleri (fibroblastlar), endotel hiicreler, immiin hiicreler, perisitler ve ekstraselliiler
matriks bilesenleri ile etkilesime girer (Hanahan ve Coussens, 2012). Bu timor
mikrogevresi, timor biiyimesini destekleyici sinyaller saglayabilir, immiin sistemin tiimore
kars1 yanitin1 baskilayabilir ve metastaz i¢in uygun ortam hazirlayabilir (Joyce ve Pollard,
2009). Anjiyogenez, yani yeni kan damarlarinin olusumu, timoriin oksijen ve besin

kaynagini garanti altina alarak biiytimeyi destekler (Carmeliet ve Jain, 2000).

Kanserin en oliimciil 6zelligi, primer tiimoérden kopan kanser hiicrelerinin kan, lenf veya
viicut bosluklar1 yoluyla yayilip uzak organlarda yeni tiimor kolonileri (metastazlar)
olusturmasidir (Steeg, 2006). Bu siireg, tiimor hiicrelerinin epitel-mezenkimal gecis (EMT),
hiicre iskeleti yeniden diizenlenmeleri, proteolitik enzimlerin salinimi, immiin kagis
stratejileri gibi bir dizi adaptasyonuyla miimkiin hale gelir (Nieto ve ark., 2016; Fidler,
2003). Metastaz, kanserin tedavisini giiglestirir ve hastanin yasam beklentisini drastik

bi¢cimde azaltir.

Normal kosullarda, immiin sistem anormal hiicreleri tanimaya ve ortadan kaldirmaya
yonelik mekanizmalara sahiptir (Schreiber ve ark., 2011). Ancak kanser, immiin denetimi
asmak i¢in ¢esitli stratejiler gelistirir. Programli hiicre 6ltim ligand-1 (PD-L1) gibi inhibitor
molekiillerin eksprese edilmesi, tiimér antijen sunumunun bozulmasi, immiin baskilayici
hiicrelerin (regiilator T hiicreleri, M2 makrofajlar) tiimor bolgesinde birikmesi immiin kagist
kolaylastirir (Joyce ve Pollard, 2009). Bu olgu, immiinoterapi yaklasimlarinin (6r. PD-1/PD-
L1, CTLA-4 inhibitorleri) gelistirilmesiyle kanser tedavisinde devrim niteliginde

ilerlemelere yol agmistir (Topalian ve ark., 2012).

Kanserin ortaya ¢ikisinda genetik yatkinlik 6nemli olmakla birlikte, ¢cevresel faktorler ve
yasam tarzi da belirleyici rol oynar. Tiitlin kullanimi, sagliksiz beslenme, obezite, fiziksel
inaktivite, kronik inflamasyon, viral enfeksiyonlar (HPV, HBV, HCV), kimyasal
karsinojenler, radyasyon ve hava kirliligi gibi etkenler kanser riskini artirir (Anand ve ark.,

2008; Lichtenstein ve ark., 2000). Bu faktorlerin genetik mutasyonlar olusturma, epigenetik
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degisiklikleri tetikleme ve immiin dengeyi bozma potansiyelleri, kanser gelisimine zemin

hazirlar.

Kanser tanisi i¢in histopatolojik incelemeler, tibbi goriintiileme, biyomarker testleri,
molekiiler profilleme gibi yontemler kullanilir (Henry ve Hayes, 2012). Genetik ve
molekiiler biyobelirteclerin tanimlanmasi, tiimor alt tiplerinin belirlenmesinde ve hedefe
yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik 6nem tasir (Liotta ve Petricoin, 2010).
Cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hedefe yonelik tedaviler, immiinoterapi, hormon tedavileri
ve gen tedavileri gibi ¢ok cesitli tedavi yaklasimlar1 tek basina veya kombinasyonlar halinde

kullanilabilir (Chabner ve Roberts Jr, 2005; Vogelstein ve ark., 2013).

Her ne kadar kanser tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilse de tedaviye yanit, ilag direnci,
kanser niiksii, metastaz ve yan etkiler gibi zorluklar nedeniyle hastalarin uzun dénem
sagkalimini artirma g¢abalar1 devam etmektedir (Garraway ve Lander, 2013). Cok boyutlu
tedavi stratejileri, bireysellestirilmis tip yaklasimlar1 ve yapay zeka destekli tani-tedavi

sistemleri gibi alanlar hizla gelismektedir.

2.7 Sitotoksisite ve MTT Testi

Sitotoksisite, bir kimyasal maddenin, biyolojik etkenin veya fiziksel kosulun hiicreler
tizerinde neden oldugu yapisal veya fonksiyonel hasar ile ilgili bir kavramdir (Elliott ve
Yuan, 2011; Fotakis ve Timbrell, 2006). Hiicrelerde proliferasyon hizinin azalmasi, hiicre
metabolizmasinin bozulmasi, organel yapilarinin hasar gérmesi veya hiicre 6limiiniin
tetiklenmesi gibi siiregler sitotoksik etkiler kapsaminda degerlendirilir (Riss ve ark., 2013).
Sitotoksisite testleri, ilag gelistirme, biyomedikal arastirmalar, toksikoloji, nanoteknoloji ve
cevre bilimleri gibi genis bir alanda kullanilmakta, biyolojik sistemlerin dis etkenlere verdigi
yanitin anlagilmasinda kritik bir rol oynamaktadir (Bopp ve Lettieri, 2008; Boliikbasi ve ark.,
2023).

Guntimiizde sitotoksisite testleri, hem akademik hem de endistriyel arastirma
laboratuvarlarinda rutin olarak uygulanmaktadir. Bu testler, yeni ila¢g molekiillerinin
giivenlik profilinin belirlenmesinde, kanser kemoterapisinde kullanilan bilesiklerin hiicre
tizerinde olusturdugu etkilerin degerlendirilmesinde, hiicre kiiltliri sistemlerinin

optimizasyonunda, gen terapisi stratejilerinin test edilmesinde ve g¢evresel toksinlerin
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biyolojik etkilerinin incelenmesinde yaygin sekilde kullanilir (Riss ve ark., 2013; Bass ve

ark., 2009).

Sitotoksisiteyi degerlendirmek i¢in ¢esitli biyokimyasal, molekiiler ve hiicre temelli testler
gelistirilmistir. Hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, hiicre 6lim oranlari, membran
buitiinligii, metabolik aktivite, apoptotik veya nekrotik gostergeler, hiicre morfolojisi ve
spesifik biyomolekiillerin salimim profili gibi parametreler ilizerinden sitotoksik etki

Olciilebilmektedir (Fotakis ve Timbrell, 2006; Van Tonder ve ark, 2015).

Bunlardan bazilar1 sunlardir:

1. Hicre Canlilik Testleri: Hiicre metabolik aktivitesini veya membran biitlinligtinii
olgerek canli hiicre sayisini belirleyen testlerdir. Ornegin, MTT, XTT, WST-1 gibi
tetrazolium bazl testler metabolik aktiviteyi 6l¢erken, Trypan Blue boyama testi

hiicre membran biitiinliigline dayanir (Mosmann, 1983; Berridge ve ark., 2005).

2. Apoptoz ve Nekroz Testleri: Annexin V-FITC ile fosfatidilserin pozisyonunun
incelenmesi veya propidyum iyodiir (PI) boyamasi, hiicrelerin 6limii ile ilgili

mekanizmalarin (apoptoz, nekroz) anlasilmasinda kullanilir (Vermes ve ark., 2000).

3. Hiicre Proliferasyonu Olgiimleri: BrdU (Bromodeoksiiiridin) eklenmesi veya Ki-67
boyamasiyla hiicre dongiisii asamalar1 ve ¢ogalma hizi degerlendirilebilir (Hofland

ve Pollak, 2010).

4. Laktat Dehidrojenaz (LDH) Testi: Hiicre biitiinligtiniin bozulmasi sonucu hiicre
digina salinan LDH enziminin miktar1, hiicre hasar1 ve sitotoksisite diizeyini gosterir

(Decker ve Lohmann-Matthes, 1988).

Bu testler arasinda MTT testi, hiicre canliligin1 ve metabolik aktiviteyi basit, glivenilir ve
hizl1 bir sekilde 6l¢tiigii icin en yaygin kullanilan sitotoksisite degerlendirme yontemlerinden

biridir (Mosmann, 1983; Riss ve ark., 2013).

MTT  (3-(4,5-Dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir) testi, hiicrelerin

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitelerine dayali bir sitotoksisite ve hiicre canlilik
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degerlendirme yontemidir (Mosmann, 1983; Berridge ve ark., 2005). Mitokondrilerdeki

NAD(P)H-bagimli oksidorediiktazlar tarafindan MTT’nin suda ¢6ziiniir sar1 tetrazolyum

tuzu formundan suda ¢6zlinmeyen mor formazan kristallerine doniistiiriilmesi testin temelini

olusturur. Canli hiicrelerde enerji metabolizmasi aktif oldugundan MTT’den formazan

olusumu yiiksek olurken, 6lii veya metabolik olarak inaktif hiicrelerde bu doniistim

gerceklesmez (Denizot ve Lang, 1986).

MTT testi genellikle su adimlarla gerceklestirilir (Riss ve ark., 2013):

1.

Hiicre Kiltiirti: Test edilecek hiicreler (6rnegin kanser hiicre hatlari, primer hiicreler)

uygun besiyerinde ve inkiibat6ér kosullarinda (37°C, % 5 CO3) ¢ogaltilir.

Plak Hazirligi: Hiicreler, genellikle 96 kuyucuklu plaklara belirli bir yogunlukta

ekilir. Boylece her kuyucuk bir deney birimi haline gelir.

. Uygulama Maddesi: Test edilmek istenen kimyasal, ilag, nanopargacik, peptit veya

gen terapisinde kullanilan vektor gibi etken madde uygun konsantrasyonlarda
hiicrelere eklenir. Deney stiresi genellikle 24-72 saat arasinda degisebilir (Fotakis ve

Timbrell, 2006).

MTT Eklenmesi: Inkubasyon siiresinin sonunda her kuyucuga MTT ¢ozeltisi eklenir.
Hiicreler bir siire daha inkiibe edilerek (genellikle 3-4 saat) MTT nin formazana

donilismesine izin verilir.

Formazan Coziilmesi: Olusan mor formazan kristalleri, genellikle DMSO veya

izopropanol gibi organik ¢oziiciilerle ¢oziilerek homojen bir renkli ¢ozelti elde edilir.

Absorbans Olgiimii: Mikroplaka okuyucusunda 540-570 nm dalga boyunda
formazan ¢6zeltilerinin optik yogunlugu (OD) 6l¢iiliir. Elde edilen absorbans degeri,
hiicre canliliginin ve dolayisiyla test edilen maddenin sitotoksik etkisinin nicel bir

Ol¢uisii olarak kullanilir (Berridge ve ark., 2005).

MTT testi sonuglari, kontrol gruplari ve farkli konsantrasyonlardaki test maddeleri

arasindaki absorbans farklarina dayanarak hesaplanir (Riss ve ark., 2013). Kontrollere gore
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azalan OD degeri, canli hiicre sayisinin azalmasi ve sitotoksisitenin artmast anlamina gelir.
Genellikle IC50 (yar1 maksimal inhibitor konsantrasyon) degeri belirlenir; bu deger, test
maddesinin hiicre canliligin1 % 50 azaltan konsantrasyonunu ifade eder. Bu sayede test
edilen maddenin hiicreler tizerindeki sitotoksik potansiyeli karsilastirilabilir ve kantitatif bir

sekilde degerlendirilmis olur (Fotakis ve Timbrell, 2006).

MTT testi, basitligi, duyarliligi, hizli sonug vermesi ve diisiik maliyeti nedeniyle oldukca
popiilerdir. Kiigiik 6rnek hacimlerinde bile uygulanabilir olmasi, yiiksek drneklem sayisiyla
paralel test imkan1 sunmasi, sonuglarin kolayca niceliksel hale getirilebilmesi gibi avantajlari
mevcuttur (Berridge ve ark., 2005). Ayrica MTT testi, hiicre metabolizmasinin sagliklt

isledigi bir donemde uygulanirsa hiicre canliliina iyi bir gosterge olarak kabul edilebilir.

Bununla birlikte, MTT testinin bazi kisitliliklar1 da vardir. Test, hiicre metabolizmasindaki
degisikliklere duyarli oldugu i¢in, metabolik siire¢lerdeki farkliliklar veya test maddesinin
enzimatik aktiviteye etkileri sonuglar etkileyebilir (Riss ve ark., 2013). Baz1 hiicre tipleri,
MTT den formazan olusumunu azaltan veya degistiren metabolik yolaklara sahip olabilir.
Ek olarak, MTT testi 6lmekte olan ancak heniiz metabolik aktivitesini tamamen yitirmemis
hiicrelerle 6lmiis hiicreleri net olarak ayirt edemeyebilir. Bu nedenle MTT testi cogu zaman
ek testlerle (LDH testi, Annexin V boyamasi, mikroskobik inceleme) desteklenmelidir (Van

Tonder ve ark., 2015).

MTT testi, ilag kesfinde kursun bilesiklerin sitotoksik profilinin belirlenmesinde, mevcut
kemoterapotik ilaglarin hiicre direncini agsmak i¢in kombinasyon calismalarinda, gen
terapisinde kullanilan viral ve non-viral vektorlerin hiicre canliligina etkilerinin
incelenmesinde kullanilir (Denizot ve Lang, 1986; Bass ve ark., 2009). Ayrica, kozmetik ve
gida endiistrisi, gevresel toksikoloji, nanotoksikoloji, hiicresel immiinoloji arastirmalar1 gibi

alanlarda da MTT testi yaygin olarak uygulanmaktadir (Bopp ve Lettieri, 2008).

Sitotoksisite testleri, hiicrelerin dis etkenlere karsi nasil tepki verdigini anlamak igin temel
araglardir. MTT testi, bu amagla en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Gelisen teknoloji
ve yiiksek verimli tarama (high-throughput screening) yaklagimlari, MTT testinin robotik
otomasyon sistemleriyle birlestirilmesine ve yiizlerce hatta binlerce 6rnegin ayni anda analiz

edilmesine imkan tanimaktadir (Riss ve ark., 2013).
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2.8. Kolon Kanseri Epidemiyolojisi

Kolon kanseri, diinya genelinde en yaygin goriilen malign neoplazmlardan biridir. Ozellikle
gelismis ve gelismekte olan tilkelerde insidansi yiiksek olan bu kanser tiirii, hem erkekler
hem de kadinlar arasinda 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak kabul edilmektedir (Ferlay
ve ark., 2019). Kolon kanserinin kiiresel dagiliminda, beslenme aligkanliklari, yasam tarzi,
sosyoekonomik kosullar, genetik yatkinlik ve saglik hizmetlerine erisim gibi bir dizi faktor

belirleyici rol oynar.

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore, kolorektal kanser (kolon ve rektum kanserlerini
birlikte kapsar) kansere bagli 6liimler siralamasinda {ist siralarda yer almakta, 6zellikle 50
yasin {izerindeki popiilasyonlarda giderek artan bir insidans gostermektedir. Gelismis
tilkelerde artan yasam beklentisi, degisen beslenme aliskanliklari, kirmizi et, islenmis et
tirtinleri ve yiiksek yag icerikli diyet tilketiminin artmasi, sedanter yasam bicimi ve obezite
gibi faktorler kolon kanseri riskini 6nemli 6l¢tide ylikseltmektedir. Ayrica son yillarda,
gelismekte olan {ilkelerde de sanayilesme, kentlesme, bati tarzi beslenme modellerinin

benimsenmesiyle kolon kanseri insidansinin yiikseldigi gozlenmektedir (Bray ve ark., 2018).

Cografi dagilima bakildiginda, Kuzey Amerika, Avrupa’nin batt ve kuzey bolgeleri,
Avustralya ve Yeni Zelanda gibi yiiksek gelirli bolgelerde kolon kanseri insidansi oldukga
yiiksektir. Asya, Afrika ve Giliney Amerika’nin bazi bolgelerinde ise insidans daha duigiiktiir;
ancak bu bolgeler de hizla degisen yasam tarzlari ve beslenme aligkanliklar1 nedeniyle artan
bir egilim gostermektedir. Yas, kolon kanseri epidemiyolojisinde 6nemli bir etkendir.
Genellikle 50 yas ve tizeri bireylerde daha sik goriilmekle birlikte, son donemlerde geng
yetiskinlerde de kolorektal kanser insidansinda bir artis gézlenmektedir. Bu egilim, genetik
faktorler, obezite, cevresel maruziyetler ve muhtemelen mikrobiyota degisiklikleriyle iliskili
olabilir. Cinsiyet ac¢isindan bakildiginda, kolon kanseri insidansi erkeklerde kadinlara gore

biraz daha yiiksektir; ancak bu fark nispeten kiigtiktiir (Arnold ve ark., 2017).

Tarama programlarinin yayginlasmasi, kolon kanserinin erken evrede tespitini artirarak
mortaliteyi azaltmaktadir, Fekal gizli kan testi, kolonoskopi, sigmoidoskopi ve diger tarama
yontemlerinin diizenli olarak uygulanmasi, yiiksek risk altindaki gruplarda erken taniyi
kolaylastirir. Erken tani, daha etkili tedavi ve iyilesme sansini yiikseltmektedir (US

Preventive Services Task Force, 2021).
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2.8.1. Kolon kanseri risk faktorleri

Kolon kanseri, genetik altyapi, ¢cevresel maruziyetler ve yasam tarzi faktorlerinin karmagik
bir etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu kanser tiiriiniin risk faktorleri, degistirilebilir ve
degistirilemez olmak tizere iki ana kategori altinda incelenebilir (Dekker ve ark., 2019).
Degistirilemez faktorler arasinda yas, aile Oykiisii, genetik sendromlar (6rnegin, ailesel
adenomat6z polipozis, Lynch sendromu) ve kisisel tibbi gegmis sayilabilir. Degistirilebilir
faktorler ise beslenme, fiziksel aktivite, viicut agirhigi, sigara, alkol tiikketimi ve bazi ilaglarin

uzun siireli kullanimi gibi unsurlari igerir.

Yas, kolon kanseri riskini artiran en belirgin faktordiir. Genellikle 50 yasin tizerinde insidans
artarken, erken yaslarda kolon kanseri nadir goriiliir. Bununla birlikte, son donemlerde geng
yetiskinlerde de kolon kanseri sikliginda bir artis rapor edilmektedir. Bu durum, obezite,
sedanter yasam tarzi, islenmis gida tiikketimi ve bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerle

iligkili olabilir (Arnold ve ark., 2017).

Aile oykiisii ve genetik yatkinlik, 6nemli risk faktorleridir. Birinci derece akrabalarinda
(ebeveyn, kardes) kolon kanseri goriilen bireylerin riski artar. Lynch sendromu (herediter
nonpolipozis kolorektal kanser, HNPCC) gibi genetik sendromlar, DNA onarim
genlerindeki mutasyonlar nedeniyle erken yasta kolorektal kanser gelisme olasiligini
yiikseltir. Ailesel adenomat6z polipozis (FAP) gibi sendromlarda ise kolon mukozasinda
ytizlerce hatta binlerce polip olusumu gozlenir; bu poliplerin zamanla kansere dontigsme riski

cok yiiksektir (Dekker ve ark., 2019).

Beslenme aligkanliklari, kolon kanseri riskinde kritik rol oynar. Yiiksek oranda kirmizi et,
islenmis et ve doymus yag tiiketimi riski artirirken, lifli gidalar, sebze, meyve ve tam
tahillarin tiiketimi riski azaltici etki gosterebilir. Ayrica obezite, 6zellikle abdominal obezite,
kolon kanseri riskini ylikselten bir faktordiir. Sedanter yasam bi¢imi, yetersiz fiziksel aktivite
ve asir1 kalorili beslenme, bagirsak epitel hiicrelerinde proliferasyonu tesvik ederek timor

gelisimine zemin hazirlayabilir (WCRF/AICR, 2018).

Sigara kullanim1 ve asir1 alkol tiiketimi de kolon kanseri riskini artirir. Sigara i¢enlerde
adenomat6z polip gelisimi ve bu poliplerin kansere doniisme olasilig1 artarken, diizenli alkol

tiketimi inflamatuvar siiregleri tetikleyerek kolon kanseri riskini yiikseltir. Bazi
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arastirmalar, aspirin gibi non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglarin uzun siireli kullaniminin
adenoma ve kolorektal kanser riskini azalttigini 6ne stirmektedir; ancak bu yaklagimin yan

etkileri ve bireysel farkliliklar1 g6z oniinde bulundurmak gerekir (Chan ve ark., 2011).

2.9. Kanser Arastirmalarinda Biyobelirtecler

Kanser, karmagik bir genetik, epigenetik ve ¢evresel etkilesim ag1 sonucunda ortaya ¢ikan,
heterojen ve dinamik bir hastaliklar biitlintidiir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Vogelstein ve
Kinzler, 2004). Bu ¢ok yonlii yapist nedeniyle, kanserin erken tanisi, prognozun
belirlenmesi, tedavi yanitinin izlenmesi ve kisisellestirilmis tip yaklagimlarinin gelistirilmesi
icin glivenilir araglara ihtiya¢ duyulmaktadir (Henry ve Hayes, 2012; Liotta ve Petricoin,
2010). Bu baglamda biyobelirtegler (biomarker) olarak adlandirilan molekiiler, genetik,
epigenetik, protein, metabolit veya hiicre bazli gostergeler, kanser arastirmalarinin

merkezinde yer almaktadir (Pepe ve ark., 2001; Ghosh ve Laskar, 2020).

Biyobelirtecler, normal biyolojik siiregleri, patojenik olaylar1 veya tedaviye yaniti
gosterebilen, objektif olarak olgiilebilir ve degerlendirebilir gosterge molekiiller olarak
tanimlanir (Henry ve Hayes, 2012; Diamandis, 2010). Ideal bir biyobelirteg, yiiksek 6zgiilliik
ve duyarhilik sergilemeli, kolay ve diisiik maliyetli olarak saptanabilmeli, klinik pratige
entegre edilebilir olmali, hastalik siirecinin erken evrelerinde bile degisiklik gosterebilmeli

ve tedavi seyri boyunca kullanilabilmelidir (Chan, 2010; Pepe ve ark., 2001).

Kanser biyobelirtecleri genellikle dort ana grupta toplanabilir: (1) DNA temelli belirtegler
(mutasyonlar, kopya sayisi degisiklikleri, DNA metilasyonu), (2) RNA temelli belirtegler
(mRNA, mikroRNA), (3) protein ve metabolit bazl belirtecler (6r. PSA, CEA, CA-125), (4)
hiicresel belirtegler ve sirkiile eden tiimor hiicreleri (CTC’ler), eksozomlar ve diger hiicre

dis1 vezikiiller (Henry ve Hayes, 2012; Schwarzenbach ve ark., 2011).

Kanser genetigi, onkogenlerin aktivasyonu, timor baskilayict genlerin inaktivasyonu, DNA
onarim genlerinde hasar gibi yapisal ve islevsel bozukluklar ile karakterizedir (Vogelstein
ve Kinzler, 2004; Fernandes ve Hamdy, 2017). Hiicre dis1 dolasan tiimor DNA’s1 (ctDNA)
ve mikrosatellit instabilite (MSI) gibi genetik belirtecler, kanser tan1 ve takip siirecinde

giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Wan ve ark., 2017; Le ve ark., 2015).
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Kanser hiicreleri 6liimleri veya aktif salinim yoluyla dolasima DNA parcaciklari birakir. Bu
cfDNA (cell-free DNA) igerisinde tiimore 6zgli mutasyonlar, yapisal degisiklikler ve
metilasyon paternleri tasiyan ctDNA, non-invaziv bir test araci olarak “sivi biyopsi”
konseptini destekler (Schwarzenbach ve ark., 2011; Wan ve ark., 2017). ctDNA analizleri,
timor yiiki, tedavi yaniti, minimal rezidiiel hastalik ve diren¢ mekanizmalar1 hakkinda

bilgiler saglayarak klinik karar alma stireclerini yonlendirebilir (Diamandis, 2010).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden modellemesi gibi
epigenetik diizenlemeler kanser gelisiminde kritik bir rol oynar (Baylin ve Jones, 2011;
Sharma ve ark., 2010). Ozellikle tiimor baskilayici genlerin promotér bolgelerinde goriilen
anormal metilasyon paternleri, erken tani biyobelirtegleri olarak deger kazanmaktadir.
Ornegin, SEPT9 geninin hiper-metilasyonu kolorektal kanserin erken teshisi i¢in ticari

testlerde kullanilmaktadir (Liotta ve Petricoin, 2010).

mRNA ekspresyon profilleri ve mikroRNA (miRNA) ekspresyon degisiklikleri, kansere
6zgii molekiiler imzalar sunar (Ghosh ve Laskar, 2020; Henry ve Hayes, 2012). miRNA’lar,
gen ifadesini post-transkripsiyonel diizeyde diizenleyen kiiciik, kodlamayan RNA
molekiilleridir. Belirli miRNA’larin asir1 ekspresyonu veya baskilanmas: kanserin
baslamasi, progresyonu ve metastazinda rol oynar (Schwarzenbach ve ark., 2011). Ornegin
miR-21, pek c¢ok solid tiimorde onkojenik bir rol ustlenir ve dolasimdaki miR-21
seviyesindeki artis tan1 ve prognostik 6ngoriilerde kullanilabilir (Henry ve Hayes, 2012).
miRNA profillemesi, farkli kanser alt tiplerinin ayirt edilmesinde, tedavi hedeflerinin

belirlenmesinde ve ilag¢ direncinin anlasilmasinda yarar saglar (Ghosh ve Laskar, 2020).

Geleneksel timor belirtecleri ¢cogunlukla protein kdkenli molekiillerdir. PSA (Prostat
Spesifik Antijen), CEA (Karsinoembriyonik Antijen), CA-125, CA-19-9 gibi protein bazli
belirtecler klinik uygulamada uzun yillardir kullanilmaktadir (Chan, 2010; Henry ve Hayes,
2012). Bununla birlikte, bu klasik belirtecler siklikla spesifiklik ve duyarlilik sorunlari
yasatabilmekte, tek baslarina kesin tan1 koymada yetersiz kalabilmektedir (Diamandis,

2010).

Proteomik teknolojiler, kanser hiicrelerinde ve tiim6r mikrocevresinde eksprese edilen
proteinlerin kiiresel analizini miimkiin kilar (Liotta ve Petricoin, 2010). Bu sayede tek bir

biyobelirte¢ yerine, ¢oklu protein imzalar1 veya panel testleri olusturularak daha yiiksek
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dogrulukla tam ve prognostik Ongoriller elde edilebilir. Ornegin, meme kanserinde
HER2/neu proteinin asir1 ekspresyonu, hedefe yonelik tedavilerde tedavi karari i¢in kritik

bir biyobelirtegtir (Rivenbark ve ark., 2013).

Kanser hiicrelerinin metabolizmasi, normal hiicrelere kiyasla belirgin farkliliklar gosterir
(Warburg etkisi, lipid metabolizmasinda degisiklikler vb.) (Ghosh ve Laskar, 2020).
Metabolomik ve lipidomik yaklasimlar, timor spesifik metabolitleri ve lipid profillerini
tespit ederek erken tani, prognoz veya tedavi yanit1 hakkinda bilgi verebilir (Henry ve Hayes,

2012).

Kat1 tiimorlerden kopan kanser hiicreleri, kan dolasimina katilarak uzak organlara metastaz
yapabilir. CTC’lerin tespiti ve sayiminin artmasi, ilerleyen hastalik, agresif fenotip ve kotii
prognoz ile iligkilendirilmistir (Fernandes ve Hamdy, 2017; Henry ve Hayes, 2012). CTC
analizi, non-invaziv bir sekilde tiimor dinamiklerini anlamak, tedaviye yanit1 takip etmek ve
metastatik potansiyeli 6ngormek i¢in bir ara¢ sunar. Bunun yani sira eksozomlar gibi hiicre
dis1 vezikiiller, tiimor hiicrelerinden salinan proteinler, RNA’lar ve DNA fragmanlar1 tasir
(Hannafon ve Ding, 2013). Eksozom kaynakl1 biyobelirtegler, tiimoriin molekiiler profilini

yansitarak tanisal ve prognostik degere sahip olabilir (Wan ve ark., 2017).

Kanser biyobelirteglerinin klinik uygulamaya aktarilmasinda bazi zorluklar vardir.
Oncelikle, birgok belirte¢ laboratuvar arastirma diizeyinde kalmakta, klinik validasyon ve
standardizasyon siiregleri zaman alabilmektedir (Pepe ve ark., 2001). Ayrica, kanserin
heterojen yapisi nedeniyle tek bir biyobelirteg cogu zaman tiim hastalara uymamakta, farkl
kanser alt tipleri i¢in spesifik paneller olusturma ihtiyact dogmaktadir (Henry ve Hayes,
2012; Diamandis, 2010). Buna ek olarak, biyobelirteg testlerinin duyarlilik, 6zgiillik, tekrar
edilebilirlik ve maliyet-etkinlik gibi faktorler g6z oniinde bulundurularak klinik kilavuzlara
entegre edilmesi gereklidir (Liotta ve Petricoin, 2010). Ileri omiks teknolojilerinin (genomik,
transkriptomik, proteomik, metabolomik) entegre kullanimi ve yapay zeka destekli veri
analizi, biyobelirte¢ kesfi ve dogrulama stire¢lerini hizlandirabilir (Rivenbark ve ark., 2013;

Ghosh ve Laskar, 2020).

Biyobelirtecler, kisisellestirilmis tip veya bireysellestirilmis onkoloji yaklasimlarinin
temelini olusturur (Garraway ve Lander, 2013). Her hastanin timoriiniin genetik ve

molekiiler profilinin belirlenmesi, hedefe yonelik tedavilerin se¢imini, tedavi direncinin
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onceden ongoriilmesini, yan etki profilinin azaltilmasini ve hasta sagkaliminin artirilmasini
miimkiin kilar. Ornegin, EGFR mutasyon analizi, akciger kanserinde tirozin kinaz
inhibitorlerinin etkinligini belirlerken; ALK flizyon geninin varligi, spesifik ALK
inhibitorleriyle tedaviyi yonlendirmektedir (Soda ve ark., 2008).

Kanser arastirmalarinda biyobelirtegler, tan1 ve tedavide devrim niteliginde ilerlemelere
olanak saglamaktadir. Yeni nesil dizi analiz teknolojileri, siv1 biyopsiler, yiiksek verimli
omiks yaklasimlart ve hassas oOl¢glim yontemleri, ¢ok sayida yeni biyobelirtecin

tanimlanmasini miimkiin kilmaktadir (Ghosh ve Laskar, 2017).

2.9.1. Kanser biyobelirte¢lerinin biyomolekiillere gore simiflandirilmasi

Kanser biyobelirte¢leri (tlimor belirtecleri), kanserin erken teshisi, prognozun belirlenmesi,
tedavi yanitinin izlenmesi ve hastaligin seyri hakkinda bilgi sahibi olunmasi i¢in kullanilan,
hiicre veya viicut sivilarinda tespit edilebilen biyolojik molekiillerdir (Henry ve Hayes, 2012;
Pepe ve ark., 2001). Bu biyobelirtecler, kanser hiicreleri veya timdr mikrosistemleri
tarafindan {iretilen, salgilanan ya da normal dokularin kanser gelisimi sirasinda degisen
metabolik ve molekiiler 6zelliklerinin sonucu olarak ortaya ¢ikan proteinler, niikleik asitler,
lipidler, karbonhidrat yapilar1 veya diger kiigiik molekiilleri icermektedir (Chan, 2010; Liotta
ve Petricoin, 2010).

Biyobelirteclerin ~ biyomolekiiler temelde siniflandirilmasi, kanserin  molekiiler
heterojenitesini anlamak ve kisiye 0Ozel tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesini
kolaylastirmaktadir (Diamandis, 2010; Ghosh ve Laskar, 2020). Bu siniflandirma yaklagimi,
temel olarak dort ana kategori altinda incelenebilir: (1) Protein biyobelirtegler, (2) Niikleik
asit biyobelirtegleri (DNA, RNA, miRNA, sirkiile eden tiim6ér DNA’s1), (3) Lipid bazl
biyobelirtegler, (4) Karbonhidrat ve glikokonjugat yapili biyobelirtegler. Ayrica, peptitler,
metabolitler, eksozom kaynakli molekiiller gibi diger biyolojik yapilarin da 6nemi giderek

artmaktadir (Hannafon ve Ding, 2013; Schwarzenbach ve ark., 2011).
2.9.1.1 Protein temelli biyobelirtecler
Kanserde en erken incelenen biyobelirte¢ gruplarindan biri proteinlerdir. Protein bazli

biyobelirtegler, timor hiicreleri tarafindan asir1 iiretilen, modifiye edilen ya da normal

hiicrelerden salinan molekiillerdir (Henry ve Hayes, 2012). Kan ve diger biyolojik sivilarda
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Olgiilebilen bircok protein bazli belirteg, klinik uygulamalarda halen yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin, Prostat Spesifik Antijen (PSA) prostat kanseri tanis ve takibinde,
Karsinoembriyonik Antijen (CEA) kolorektal kanser ve diger bazi solid tiimérlerin
izlenmesinde siklikla kullanilir (Chan, 2010; Ilango ve ark., 2010). CA-125, 6zellikle over

kanserinin takibinde 6nemlidirken, HER2/neu proteininin ekspresyonu meme kanseri
tedavisinde hedefe yonelik tedavilerin belirlenmesinde kritik rol oynamaktadir (Rivenbark

ve ark., 2013; Henry ve Hayes, 2012).

Protein temelli biyobelirteglerin avantajlari, klinik laboratuvarlarda 6l¢tim kolaylig1, antikor
temelli immunoassay’lerle dogruluk ve tekrarlanabilirlik saglamalaridir (Wulfkuhle ve ark.,
2003). Ancak, protein biyobelirte¢lerin 6zgiilliikk ve duyarlilik problemleri, tek bir belirteg
tizerinden tan1 koymada simirlilik yaratmaktadir. Bu nedenle, proteomik yaklasimlar ve
coklu protein imza profilleri, tek parametreli testlere kiyasla daha kapsamli bilgi sunmakta

ve tanisal giicii artirmaktadir (Liotta ve Petricoin, 2010; Wulfkuhle ve ark., 2003).

2.9.1.2. Niikleik asit temelli biyobelirtecler

Kanser olusumu ve ilerlemesi, genetik ve epigenetik degisimlerin bir sonucudur (Fernandes
ve Hamdy, 2017). Bu nedenle, niikleik asit bazli biyobelirtegler (DNA, RNA ve ilgili alt
gruplar) kanserin molekiiler temelini anlamak icin kritik 6neme sahiptir. Ozellikle tiimor
dokusundan veya sirkiilasyondaki hiicrelerden serbestlesen hiicre dist DNA (cell-free DNA,
cfDNA) ve sirkiile eden timér DNA’s1 (ctDNA) son yillarda olduk¢a yogun olarak
arastirilmaktadir (Wan ve ark., 2017; Schwarzenbach ve ark., 2011).

o Timoér DNA’st (ctDNA): ctDNA, kanda veya diger viicut sivilarinda saptanabilen
ve tiimorle iligkili genetik mutasyonlar, delesyonlar, amplifikasyonlar, metilasyon
paternleri gibi spesifik degisiklikleri barindiran DNA pargalaridir (Wan ve ark.,
2017). Bu sayede, invazif olmayan sivi biyopsilerle hastaligin tanisi, prognostik
ongoriiler ve tedavi etkinligi izlenebilir (Diamandis, 2010; Schwarzenbach ve ark.,

2011).

e RNA ve mikroRNA (miRNA): RNA bazli biyobelirtecler arasinda messenger RNA
(mRNA) ekspresyon profilleri ve kiuigiik, kodlamayan RNA tiplerinden olan

mikroRNA’lar 6nemli bir yer tutar. miRNA’lar, gen ifadesinin posttranskripsiyonel
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diizenlenmesinde gorev alir ve belirli kanser tiplerinde miRNA ekspresyon profilleri
tanisal ve prognostik isaretler sunar (Henry ve Hayes, 2012; Ghosh ve Laskar, 2020).
Ornegin, miR-21in birgok solid tiimorde asir1 eksprese olmasi, onun potansiyel bir
evrensel onkojenik miRNA biyobelirteci haline getirmistir (Schwarzenbach ve ark.,

2011).

e Epigenetik Belirtegler (Metilasyon, Histon Modifikasyonlar1): DNA metilasyon
paternlerindeki degisiklikler, kansere 6zgii epigenetik belirteclerin tanimlanmasini
saglamaktadir. Ozellikle tiimor baskilayici genlerin promoter bdlgelerinde anormal
metilasyonun gézlenmesi, erken tani ve prognostik degerlendirmede 6nemli bir rol

oynar (Liotta ve Petricoin, 2010; Fernandes ve Hamdy, 2017).

2.9.1.3. Lipid temelli biyobelirtecler

Lipid metabolizmasi, kanser hiicrelerinin proliferasyon, invazyon ve metastazinda kritik
islevlere sahiptir (Zhang ve Liu, 2002). Kanser hiicreleri, normal hiicrelere kiyasla farkli
lipid profillerine ve membran yapisina sahiptir. Bu durum, lipidomik analizlerin potansiyel
tiimor belirteglerini ortaya ¢ikarma olasiligini dogurmaktadir (Henry ve Hayes, 2012; Ghosh
ve Laskar, 2020). Ornegin fosfolipit, sfingolipit ve kolesterol metabolitlerindeki degisimler,
hem kanserin agresifligini hem de tedavi yanitini izleme agisindan belirleyici olabilir.
Lipidome analizleri, hedefe yonelik tedavi stireclerinde lipid enzimlerinin veya ilgili sinyal
yolaklarimin inhibe edilmesiyle hastalik seyri tizerinde etkili olabilecek stratejiler

gelistirmeyi mumkiin kilmaktadir (Liotta ve Petricoin, 2010).

2.9.1.4. Karbonhidrat ve glikokonjugat temelli biyobelirtecler

Kanser hiicrelerinin ylizeyinde yer alan glikoproteinler, glikolipitler ve diger glikokonjugat
yapilar, hiicre-hiicre etkilesimleri, metastaz, adezyon ve immiin yanit diizenlenmesi gibi pek
cok siiregte rol oynamaktadir (Chan, 2010; Henry ve Hayes, 2012). Bu yapilar, normal
hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde farkli glikolizasyon paternleri sergileyebilir. Ornegin,
CA-19-9 gibi glikoprotein yapili tiimor belirtegleri, 6zellikle pankreas kanseri ve bazi

gastrointestinal kanserlerin izlenmesinde kullanilmaktadir (Ilango ve ark., 2010).
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Glikomik calismalar, kanserli hiicrelerin yiizey glikan profillerindeki degisiklikleri
sistematik olarak inceleyerek, yeni biyobelirte¢ adaylarinin belirlenmesini ve biyobelirteg

panellerinin olusturulmasini miimkiin kilar (Pepe ve ark., 2001; Liotta ve Petricoin, 2010).

2.9.1.5. Diger biyobelirtec tiirleri: eksozomlar, metabolitler ve hiicresel bilesenler

Eksozomlar, tiimor hiicrelerinin yani sira tiimor mikrocevresindeki diger hiicreler tarafindan
salgilanan hiicre dis1 vezikiillerdir. Icerdikleri proteinler, niikleik asitler ve lipidlerle

kanserin molekiiler imzasini yansitirlar (Hannafon ve Ding, 2013; Wan ve ark., 2017).

Eksozomal miRNA, DNA, protein ve lipid analizi, minimal invazif siv1 biyopsi yaklagimlari
ile hastaligin tespiti, prognostik siniflandirma ve tedavi stratejilerinin belirlenmesi agisindan

umut vadetmektedir.

Ayrica hiicresel seviyede degerlendirilen sirkiile eden tiimor hiicreleri (CTC’ler), metastaz
potansiyeli hakkinda énemli bilgiler sunan biyobelirteclerdir (Fernandes ve Hamdy, 2017).
Benzer sekilde, kanser metabolizmasindaki degisiklikler sonucunda olusan spesifik
metabolitler, metabolomik analizlerle ortaya ¢ikarilarak erken tani ve tedavi siirecinde

kullanilabilecek biyobelirte¢ adaylari olarak belirlenebilmektedir (Ghosh ve Laskar, 2020).

2.9.1.6. Coklu biyobelirtec panelleri ve kisisellestirilmis tip

Tek bir biyobelirtecin kanserin heterojen yapisi nedeniyle her zaman yeterli tanisal veya
prognostik gii¢ saglamadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, farkli biyomolekiiler siniflardan gelen
coklu biyobelirte¢ panelleri, yliksek tani giicti ve prognostik deger sunabilmektedir
(Diamandis, 2010; Pepe ve ark., 2001). Proteomik, genomik, epigenomik, transcriptomik,
lipidomik ve metabolomik verilerin entegrasyonu, bireye 06zgii kanser profilinin
belirlenmesine, boylece tedavinin kisisellestirilmesine katki saglar (Rivenbark ve ark., 2013;

Liotta ve Petricoin, 2010).

2.9.2. Kanser arastirmalarinda kullanmilan genler

Kanser, karmasik ve ¢ok boyutlu bir hastalik olup, genetik ve epigenetik degisimlerin bir

sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Vogelstein ve Kinzler, 2004; Hanahan ve Weinberg,
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2011). Bunedenle, kanser aragtirmalarinda belirli genlerin incelenmesi, tani, prognoz, tedavi
hedefleri ve diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasi agisindan kritik bir 6neme sahiptir
(Stratton ve ark., 2009). Ilgili genler arasinda onkogenler, tiimér baskilayici genler, DNA
tamir genleri, epigenetik diizenleyici genler ve hiicre siklusu kontroliine dahil olan genler 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu genlerin islevsel analizi, yeni biyobelirte¢lerin kesfi, kisisellestirilmis
tip yaklagimlarinin gelistirilmesi ve hedefe yonelik tedavilerin tasarlanmasinda temel bir
dayanak noktasi olarak karsimiza ¢ikar (Vogelstein ve ark., 2013; Garraway ve Lander,

2013).

Onkogenler, normal hiicrelerde biiylime ve bolinmeyi diizenleyen proto-onkogenlerin
mutasyon veya asirt ekpresyon sonucu hiicre proliferasyonunu kontrolsiiz hale getiren
genlerdir (Weinberg, 2007; Sharma ve ark., 2010). Bu genlerdeki aktivasyon mutasyonlari,
translokasyonlar, gen amplifikasyonlar1 ya da epigenetik diizenlemeler, kanser gelisiminde

onemli rol oynar.

e RAS Gen Ailesi (KRAS, HRAS, NRAS): RAS ailesi genleri, hiicre i¢i sinyal iletiminde
anahtar rol oynayan GTPaz enzimlerini kodlar (Cox ve ark., 2015). KRAS
mutasyonlar1 6zellikle pankreas, kolorektal ve akciger kanserlerinde sikca tespit
edilmektedir (Prior ve ark., 2012). Bu mutasyonlar, hiicreleri stirekli ¢ogalma
sinyallerine maruz birakarak tiimor olusumunu tetikler. KR4S mutasyon durumunun
tespit edilmesi, antitiimdor tedavilerin se¢iminde ve prognoz tahminlerinde 6nemli bir

parametre olarak kullanilmaktadir (Karapetis ve ark., 2008).

o MYC Ailesi (¢c-MYC, N-MYC, L-MYC): MYC onkogenleri, hiicresel biiyiime,
metabolizma ve transkripsiyonel diizenlemede kritik rol oynayan transkripsiyon
faktorlerini kodlar (Dang, 2012). c-MYC'in asir1 ekpresyonu meme, kolorektal ve
akciger kanserleri dahil pek ¢ok solid timorde, N-MYC ise 6zellikle néroblastomda
sik gozlenir (Brodeur, 2003). MYC gen amplifikasyonlar1 ya da epigenetik kontrol
bozukluklari, hiicrenin proliferasyonunu ve metabolik gereksinimlerini tliimor lehine

cevirerek malign fenotipin yerlesmesine katkida bulunur.

o FEGFR, HER2/neu (ERBB2) ve BRAF: Hiicre ylizey reseptor tirozin kinazlarini
kodlayan genler (6rnegin, EGFR ve HER?), kanser hiicrelerinde sinyal yolaklarinin
siirekli aktif kalmasina yol acar (Yarden ve Sliwkowski, 2001). Ozellikle HER?2
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amplifikasyonlar1 meme kanserinin belirli alt tiplerinde yaygindir ve anti-HER2
hedefli tedaviler (6r. Trastuzumab) bu tiimorlerde klinik fayda saglamaktadir
(Slamon ve ark., 1987). BRAF geninde goriilen V60OE gibi aktivasyon mutasyonlari,
Ozellikle melanomda yaygin olup, hedefe yonelik BRAF inhibitorleri ile tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanir (Chapman ve ark., 2011).

Timor baskilayict genler, normal sartlar altinda hiicre ¢gogalmasini sinirlayan, DNA tamir

mekanizmalarini destekleyen, hiicre farklilagsmasini ve programli hiicre dliimiinii (apoptoz)

saglayan genlerdir (Weinberg, 2007; Vogelstein ve Kinzler, 2004). Bu genlerde meydana

gelen fonksiyon kaybi1 mutasyonlari, kanserlesme stirecinde kritik rol oynar.

TP53: TP53, muhtemelen kanser arastirmalarinin en yogun odaklandigi tiimor
baskilayict gendir (Vousden ve Prives, 2009). DNA hasar1 sonrasinda hiicre
siklusunu durduran, DNA tamirini tetikleyen ve hasar onarilamazsa apoptozu
baslatan p53 proteini, kanserlerin yarisindan fazlasinda mutasyon veya fonksiyon
kayb1 yasamaktadir (Olivier ve ark., 2010). 7P353 "iin mutasyon analizi, prognostik
anlamda Onemli bilgiler saglamaktadir. Ayrica p53 yolaklarini yeniden aktive
etmeye yonelik tedaviler kanser biyolojisinin giincel arastirma alanlar1 arasindadir

(Lane, 2010).

RBI (Retinoblastoma geni): RBI geni, hiicre siklusunun G1/S kontrol noktasinda rol
oynar ve mutasyonlari retinoblastoma, osteosarkoma ve bazi kiigiik hiicreli akciger
kanseri tiplerinde sik¢a goriilir (Dick ve Rubin, 2013; Knudson, 1971). RBI kaybu,
hiicre siklusunun kontroliinii ortadan kaldirarak hiicrelerin sinirsiz ¢cogalmasina izin
verir. RB1 yolaklarindaki degisimlerin anlasilmasi, hedefe yonelik siklin bagimli
kinaz (CDK) inhibitorleri gibi ilaglarin gelistirilmesinde yol gosterici olmustur

(VanArsdale ve ark., 2015).

PTEN: PTEN, fosfoinozitol-3-kinaz (PI3K) sinyal yolunu negatif diizenleyen bir
timor baskilayict gen olup Ozellikle meme, prostat, endometriyum ve
glioblastomlarda siklikla fonksiyon kaybina ugramaktadir (Song ve ark., 2012).
PTEN kaybi, hiicre biiylimesi ve hayatta kalmasimi artiran sinyal yollarinin

kontrolsiiz aktivasyonuna neden olur. Bu nedenle PTEN islev kaybini tespit etmek,



36

PI3BK/AKT/mTOR yolagin1 hedefleyen antitiimor stratejilerin gelistirilmesine

onctliliik etmektedir (Liaw ve ark., 1997).

e BRCAI ve BRCA2: BRCAI ve BRCA2 genleri, DNA cift zincir kiriklarinin
onarilmasinda kritik rol oynar (Venkitaraman, 2002). Bu genlerdeki kalitsal
mutasyonlar, meme ve over kanserleri riskini belirgin derecede artirmaktadir
(Antoniou ve ark., 2003). BRCA mutasyon analizi, genetik danismanlik, risk
degerlendirmesi ve PARP inhibitorleri gibi hedefe yonelik tedavilerin se¢imi

acisindan onemlidir (Lord ve Ashworth, 2016).

Kanser, genellikle DNA hasar onarim mekanizmalarinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar. Bu
nedenle DNA tamir genleri, kanser aragtirmalarinda kilit konumdadir (Hoeijmakers, 2001).
Ornegin MLHI, MSH2, MSHG6 gibi genlerdeki kusurlar, mikrosatellit instabiliteye (MSI) ve
kolorektal kanser dahil ¢esitli malignitelere yol agar (Lynch ve De la Chapelle, 2003). DNA
tamir genlerinin analizi, immiinoterapi yanit 6ngoriisii ve kemoterapi hassasiyetinin tahmin

edilmesinde kullanilmaktadir (Le ve ark., 2015).

Epigenetik diizenleyici genler kanser teshis ve tedavisinde sik basvurulan genlerdir. Kanser
gelisiminde sadece DNA dizisindeki degisiklikler degil, ayn1 zamanda kromatin yapisi,
histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyon paternleri énemlidir. Bu siiregleri diizenleyen
genler (6r. DNMT3A, TET2, EZH?) epigenetik programi degistirerek gen ifadesini kontrol
eder (Baylin ve Jones, 2011; Helin ve Dhanak, 2013). Losemi, lenfoma ve bazi solid
tiimorlerde bu genlerdeki mutasyonlar veya ekspresyon degisiklikleri hiicre farklilagmasini
bozar, kok hiicre ozelliklerini artirir ve timor progresyonunu destekler. Epigenetik
degisimlerin geri doniisimli yapisi, epigenetik ilaglarin (6r. DNA metiltransferaz
inhibitorleri, histon deasetilaz inhibitorleri) kullanimini tesvik etmektedir (Sharma ve ark.,

2010).

Hiicre siklusu, CDK ve siklin proteinleri tarafindan diizenlenir. CDK-inhibitorleri
(p16NINK4A, p21™CIP1) ve siklin genleri (CCNDI1 gibi), timor olusumunda kritik roller
ustlenir (Massagué, 2004). Ayni sekilde, apoptoz ile iligkili genler (6r. BCL-2 ailesi genleri,
BAX, BAK, BID) kanser hiicrelerinin immiinoterapi ve kemoterapi yanitlarini belirlemede
etkilidir (Cory ve Adams, 2002). Bu genlerin ekspresyon ve mutasyon analizleri, ila¢ direnci

ve tedavi kombinasyonlarinin tasarlanmasinda yol gostericidir.
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Yeni nesil dizileme teknolojileri (NGS) sayesinde, kanser genomlarinda mutasyonlar, kopya
sayist varyasyonlari, yapisal yeniden diizenlenmeler ve fiizyon genler hizla tespit
edilebilmektedir (Stratton ve ark., 2009; Garraway ve Lander, 2013). Bu yaklasimlar,
kanserin molekiiler alt tiplerini siniflandirmaya, tedaviye yaniti ongérmeye ve direng
mekanizmalarini aydinlatmaya yardimer olmaktadir. Ornegin, ALK fiizyon genleri kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserinde (KHDAK) hedefe yonelik tedavilerin se¢imi igin kritik
bir biomolekiiler belirte¢ olarak kullanilir (Soda ve ark., 2007).

CRISPR/Cas9 gibi gen diizenleme teknolojileri, kanserle iligkili genlerin fonksiyonel
analizini kolaylastirarak tiimor hiicrelerinde spesifik genleri hedef alan hassas tedavilerin
gelistirilmesine katki saglar (Shalem ve ark., 2015). Ayrica, single-cell RNA dizileme
yontemleriyle tek hiicre diizeyinde gen ekspresyon profilleri ¢ikarilarak, timor heterojenitesi

ve klonal evrimi aydinlatilabilmektedir (Navin, 2014).

Kanser arastirmalarinda kullanilan genlerin tanimlanmasi, kisisellestirilmis tip yaklasimini
destekler. Hastanin tlimoriine 6zgii gen mutasyon profili, hangi hedefe yonelik tedavinin
secilecegini ve hangi kombinasyonlarin daha etkin olabilecegini belirler (Vogelstein ve ark.,
2013). Ayrica, prognostik gen imzalari, immiinoterapilere yaniti 6ngoren genetik belirtecler
(or. PD-L1 ekspresyonunu diizenleyen genetik degisiklikler) ve diren¢ mekanizmalarini
gosteren gen panelleri klinik karar alma siireglerinde giderek daha fazla rol oynamaktadir

(Topalian ve ark., 2012; Ghosh ve Laskar, 2020).

Kanser arastirmalarinda kullanilan genlerin incelenmesi, hem kanserin temel
mekanizmalarini anlamayi hem de klinik uygulamalarda devrim niteliginde gelismeler
saglamay1 miimkiin kilmaktadir. Onkogenler, tiimor baskilayici genler, DNA tamir genleri,
epigenetik diizenleyici genler ve hiicre siklusu denetleyicileri, tani, tedavi ve prognostik
yaklasimlarda dogrudan etkili olmaktadir. Yeni nesil genomik teknolojiler ve gen diizenleme
yontemleri, bu genlerin daha iyi anlasilmasini ve daha etkili, kisiye 6zgii tedavilerin

gelistirilmesini destekleyen onemli araclar haline gelmistir.
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2.9.2.1. Sitokrom P450 geni

Sitokrom P450 (CYP) enzim ailesi, hem insan hem de bir¢ok diger organizmada, endojen
maddelerin ve ksenobiyotik bilesiklerin (6rnegin ilaglar, toksinler, pestisitler, kanserojenler)
metabolizmasinda kilit rol oynayan genis bir hemoprotein siiper ailesidir (Guengerich, 2015;
Nebert ve Dalton, 2006; Nelson, 2009). Bu enzimler, karaciger basta olmak tizere bobrek,
akciger, bagirsak mukozast ve beyin gibi farkli dokularda eksprese edilir (Zanger ve
Schwab, 2013). Sitokrom P450 genleri, hiicre i¢i sinyal yollari, hormon sentezi, yag aside
metabolizmasi, steroid biyosentezi gibi endojen siireclerin yani sira, viicuda alinan kimyasal
maddelerin biyotransformasyonunda da temel belirleyicilerdir (Nebert ve Dalton, 2006;

Rendic ve Guengerich, 2012).

CYP genleri, evrimsel siiregte yiiksek oranda korunmus olup 6karyotlardan prokaryotlara
kadar genis bir canli yelpazesinde bulunur (Nelson, 2009). insan genomunda yaklasik 57
fonksiyonel CYP geni ve bunlarla iligkili yaklasik 58 psédogen tanimlanmistir (Zanger ve
Schwab, 2013; Nelson, 2009). Bu genler, fonksiyonel benzerliklerine, amino asit dizisi
homolojilerine ve katalitik 6zelliklerine gore ailelere ve alt ailelere ayrilir. Ornegin, insan
sitokrom P450 ailesindeki en yaygin olarak incelenen genler arasinda CYPI, CYP2, CYP3
ve CYP4 aileleri bulunur. Bu alt ailelerin her biri, spesifik substrat profillerine, doku

dagilimlarina ve regiilasyon modellerine sahiptir (Guengerich, 2015).

Sitokrom P450 proteinleri, yapisal olarak bir hem grubu igeren aktif bélgeye sahiptir. Bu
hem grubu, oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalize ederken oksijen molekiillerini
baglayip aktiflestirerek substratin hidroksilasyon, demetilasyon ya da epoksidasyon gibi
kimyasal modifikasyonlarini saglar (Guengerich, 2015). Bu sayede CYP enzimleri, lipofilik

bilesikleri daha hidrofilik tlirevlerine doniistiirerek viicuttan atilabilir hale getirir.

CYP genlerinin ekspresyon diizeyleri, genetik ve cevresel faktorlerin karmagik etkilesimi
sonucunda belirlenir (Zanger ve Schwab, 2013). Gen ekspresyonu; niikleer reseptorler (or.
CAR, PXR, AhR), transkripsiyon faktorleri (6r. HNF4a), epigenetik degisiklikler (DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1) ve miRNA’lar gibi birgok molekiiler mekanizma ile

diizenlenebilir (Zanger ve Schwab, 2013; Lamba ve ark., 2006).
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CYP genlerinde go6zlenen genetik varyasyonlar (polimorfizmler), bireylerin ilag
metabolizmasina verdikleri yaniti, ¢evresel toksinlere duyarliliklarin1 ve hatta hastaliklara
yatkmliklarim etkiler (Nebert ve Dalton, 2006; Lamba ve Schuetz, 2006). Ozellikle ilag
metabolizmasinda rol oynayan CYP2D6, CYP2C19 ve CYP2C9 gibi genlerde goriilen
fonksiyonel polimorfizmler, “hizli metabolize edici” veya “yavas metabolize edici”
fenotiplerin olugsmasina neden olur (Zanger ve Schwab, 2013). Bu durum, klinik
uygulamalarda ilacin etkililigi, dozaj ayarlamalari, yan etki profili ve toksisite riski {izerinde

belirleyici bir faktordiir (Rendic ve Guengerich, 2012).

[lag metabolizmasi ii¢ temel fazda incelenir:

1. Faz I Reaksiyonlari: Oksidasyon, rediiksiyon ve hidroksilasyon islemleri ile ilacin
yapist degistirilerek daha polar hale getirilir. CYP enzimleri bu asamada en kritik
roli oynar (Guengerich, 2015; Wrighton ve ark., 1987).

2. Faz II Reaksiyonlari: Faz I’de olusan reaktif ara triinler konjugasyon (Or.
glukuronidasyon, siilfatlama, asetilasyon) reaksiyonlarina tabi tutularak daha

hidrofilik ve genellikle inaktif metabolitlere dontistiirtiliir.

3. FazIII Reaksiyonlar1: Olusan metabolitler hiicre disina pompalama, safra ya da idrar

yoluyla atilir.

CYP3A4, insan karacigerindeki en bol CYP izoformudur ve metabolize edilen ilaglarin
o6nemli bir kismindan sorumludur (Zanger ve Schwab, 2013). Benzer sekilde CYP2D6 ve
CYP2C19 da bir¢ok ilacin metabolizmasinda kritik rol oynar. Bu enzimlerin aktivitesindeki
varyasyonlar, hastalarin standart dozajlarda dahi beklenenden farkli klinik yanitlar

gostermesine neden olabilir (Lamba ve Schuetz, 2006).

Sitokrom P450 enzimleri, sadece ilag metabolizmasi degil ayn1 zamanda ksenobiyotiklerin
(or. polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrozaminler) aktivasyon ve detoksifikasyon
asamalarinda rol aldig1 i¢in kanser gelisimiyle de yakindan iligkilidir (Nebert ve Dalton,
2006). Bazi1 CYP enzimleri, pro-karsinojenleri DNA hasarina neden olabilecek reaktif
tiirevlere doniistiirerek kanser riskini artirabilirken, digerleri bu maddeleri zararsiz hale

getirecek metabolitlere dontistiirerek kanser riskini azaltabilir (Rendic ve Guengerich,



40

2012). Ornegin, CYP1A1, tiitiin dumanindaki polisiklik aromatik hidrokarbonlari aktiflesmis
karsinojenik metabolitlere doniistiiriir (Nebert ve Dalton, 2006). Bu nedenle, CYP gen
ekspresyon profilleri ve polimorfik varyantlari, bireyin c¢evresel karsinojenlere olan
duyarliligin1 belirleyebilir. Ayrica tiimor dokularinda CYP enzim diizeylerinin degisimi,
kanser hiicrelerinin ilag direncine katkida bulunabilir. Ozellikle kemoterapotik ilaglarin
metabolizmasinda rol oynayan CYP enzimlerindeki ekspresyon degisiklikleri, ilacin

etkisizlesmesine veya artan toksisiteye neden olabilir (Lamba ve Schuetz, 2006).

CYP gen ekspresyonu dokuya 6zgii paternler sergiler. Karaciger, ila¢g metabolizmasinda en
kritik organ olup, en yiiksek CYP aktivitesine sahip organdir (Wrighton ve ark., 1987). Buna
karsilik bagirsak mukozasi, akciger, deri, beyin ve bobreklerde de belirli CYP izoformlari
ifade edilir (Zanger ve Schwab, 2013). Ornegin, CYP2D6 merkezi sinir sistemindeki bazi
ilaglarin metabolizmasinda onemli rol oynarken, CYP1B1 gibi bazi izoformlar meme
dokusu ve diger ekstrahepatik dokularda ifade edilerek kanser riskini etkileyebilir (Nebert
ve Dalton, 2006).

CYP genlerinin ekspresyonu karmagik bir diizenleme ag1 tarafindan kontrol edilir. Niikleer
reseptorler (6r. Pregnan X reseptorii [PXR], Constitutive Androstane Reseptorii [CAR], Aryl
Hydrocarbon Reseptorii [AhR]) ¢evresel kimyasallari, ilaglart ve endojen hormonlar algilar
ve CYP gen transkripsiyonunu etkiler (Zanger ve Schwab, 2013). Boylece organizma, maruz
kalinan kimyasal profilini algilayarak biyotransformasyon kapasitesini dinamik bir sekilde

ayarlayabilir.

CYP gen polimorfizmlerinin belirlenmesi, farmakogenetik testler araciligiyla kisiye 6zel ilag
tedavisinin planlanmasinda giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Lamba ve Schuetz,
2006). Ozellikle onkoloji, psikiyatri ve kardiyoloji gibi alanlarda kullanilan ilaglarin
etkinligi ve toksisite profilinin anlagilmasi i¢in CYP genotiplemesi, hastanin tedavi yanitin
ongormede kullanilabilir. Ornegin, CYP2D6 genotipi, bazi antidepresanlarin, beta-
blokerlerin ve opioid analjeziklerin doz ayarlamasinda belirleyici bir faktordiir (Zanger ve

Schwab, 2013).

Sitokrom P450 genleri, farmakoloji, toksikoloji, onkoloji ve kisisellestirilmis tip agisindan
merkezi bir konuma sahiptir. Bu gen ailesinin yapisi, polimorfizmleri, ekspresyon

diizenlemeleri ve fonksiyonel 6zellikleri, ilag yanitlar1 ile kanser riskinin belirlenmesinde
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anahtar rol oynar. Gelisen genomik, proteomik ve metabolomik yaklasimlar, CYP
enzimlerinin daha iyi anlagilmasini saglayarak farmakoterapide bireysel farkliliklarin
yonetilmesine ve kanser dahil olmak {izere bir¢ok hastaliga karsi daha etkin onlemler

alinmasina olanak tanimaktadir (Guengerich, 2015; Zanger ve Schwab, 2013).

2.9.2.2. BCL2 geni

BCL2 (B-Cell Lymphoma 2) geni, hiicre 6liimiinii (apoptoz) diizenleyen temel genlerden
biri olarak kanser arastirmalarinda ve hiicre biyolojisinde biiyiik bir 6neme sahiptir (Cory ve
Adams, 2002; Tsujimoto ve ark., 1984). 1980°’li yillarda, folikiiler lenfomada
t(14;18)(q32;921) kromozom translokasyonunun kesfi ile BCL2 geni bilim diinyasinin
dikkatini ¢ekmis, bu translokasyon sonucunda BCL?2 ekspresyonunun artmasi ve hiicrelerin
O6lim sinyallerine diren¢ kazanmasi lenfomagenezde kritik bir basamak olarak

tanimlanmistir (Tsujimoto ve ark., 1984; Vaux ve ark., 1988).

BCL?2 geni, insan genomunda 18. kromozomun uzun kolunda (18q21) yer alir (Adams ve
Cory, 2007). Gen, gesitli ekzon ve intronlardan olusur ve farkli doku ve kosullarda alternatif
splicing yoluyla farkli izoformlar tiretir. BCL?2 ailesi tiyeleri, hiicre i¢i 6liim-sinyal yollarinda
fonksiyonel rollerine gore anti-apoptotik (BCL2, BCL-XL, MCLI vb.) ve pro-apoptotik
(BAX, BAK, BID, BIMvb.) olmak tizere iki ana gruba ayrilir (Youle ve Strasser, 2008). BCL?2
proteini, mitokondri dis membraninda ve endoplazmik retikulumda lokalize olur, hiicrenin

apoptoza karsi direncini artirarak hiicre hayatta kalma yollarini1 destekler.

BCL2 proteini, heliks-demet yapida olup, BH (BCL2 Homology) bolgeleri olarak
adlandirilan koruyucu yapisal motifler igerir (Adams ve Cory, 2007). Bu BH motifleri (BH1,
BH2, BH3 ve BH4), proteinin diger BCL2 ailesi tiyeleriyle etkilesimini ve mitokondri
membran gegcirgenliginin diizenlenmesini saglar. Ozellikle BH3-only adi verilen pro-
apoptotik proteinlerle olan etkilesimler, hiicre i¢i 6liim/yasam dengesinin temelini olusturur

(Youle ve Strasser, 2008; Boliikbasi ve ark., 2023).

BCL2’nin temel fonksiyonu, mitokondri dig zarinda por olusumunu engelleyerek sitokrom ¢
salmmmin1  baskilamak ve boylece apoptozun nihai efektorleri olan kaspazlarin
aktivasyonunu 6nlemektir (Chipuk ve ark., 2010). Boylece BCL2, hiicrenin proliferasyona

devam etmesini ve stres kosullarinda dahi 6lim sinyallerine diren¢ kazanmasini saglar.
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BCL?2 ekspresyonu ve aktivitesi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 birgok sinyal tarafindan diizenlenir.
Transkripsiyon faktorleri (NF-kB, STAT3, WT1 vb.), epigenetik modifikasyonlar (DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1), mikroRNA’lar (miR-15a/16-1 gibi tliimor baskilayici
miRNA’lar), post-translasyonal modifikasyonlar (fosforilasyon, ubikitinasyon) BCL2’nin

islevini ve ekspresyon diizeyini etkiler (Croce, 2008; Cimmino ve ark., 2005).

Ozellikle miR-15a ve miR-16-1"in BCL2 mRNA’sim1 hedef alarak translasyonunu
baskilamasi, kronik lenfositik l6semi (KLL) gibi baz1 kanser tiplerinde BCL2
ekspresyonunun kontroliinde kritik bir mekanizma olarak tanimlanmistir (Cimmino ve ark.,
2005). Translokasyonlar, gen amplifikasyonlar1 veya promotér bdlgesi metilasyon

paternlerindeki degisiklikler de BCL?2 diizeylerinin degismesine neden olabilir.

BCL2 proteini, BAX ve BAK gibi gzenek olusturucu pro-apoptotik proteinlerle etkileserek
onlarin mitokondri dis membranda gézenek olusturmasina engel olur (Cory ve Adams,
2002). Bu denge, BH3-only proteinlerin (6rn. BIM, BID, PUMA) varligiyla daha da hassas
bir sekilde diizenlenir. BH3-only proteinler, BCL2 nin anti-apoptotik etkisini bloke ederek
BAX ve BAK’1n oligomerizasyonuna izin verir, bdylece mitokondri dis zar gecirgenligi

artar ve apoptoz yolaklar tetiklenir (Youle ve Strasser, 2008).

BCL2, ilk olarak insan folikiiler lenfomasinda tanimlanmis olsa da farkli solid ve
hematolojik tlimorlerde asir1 eksprese edildigi bilinmektedir (Reed, 1998). Artmis BCL2
ekspresyonu kanser hiicrelerinde apoptoz direncini artirarak kemoterapotik ilaglara,
radyoterapiye ve diger tedavilere karsi direng gelistirir (Cory ve Adams, 2002; Adams ve
Cory, 2007). Ornegin meme kanseri, prostat kanseri, kiiciik hiicreli akciger kanseri ve
melanoma gibi solid timorlerde de BCL2 ekspresyonunda artis tespit edilmistir (Reed,

1998).

Hematolojik maligniteler arasinda BCL2’nin roli ozellikle iyi calisilmustir. folikiiler
lenfoma, diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, KLL, akut myeloid 16semi (AML) gibi bir¢cok
hematolojik kanserde BCL2 ile ilgili genetik ve epigenetik degisiklikler hastaligin

patogenezinde anahtar rol oynar (Adams ve Cory, 2007; Tsujimoto ve ark., 1984).
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BCL2’nin anti-apoptotik rolii, onu kanser tedavileri i¢in ¢ekici bir hedef haline getirmistir.
Son yillarda gelistirilen BH3 mimetik ilaglar, BCL2’yi hedef alarak anti-apoptotik
kapasitesini bloke eder (Vogler ve ark., 2009). Bu ajanlar, BCL2’nin pro-apoptotik
proteinlerle etkilesimini engelleyerek kanser hiicrelerinin apoptoza daha duyarli hale

gelmesini saglar.

Venetoclax (ABT-199) adli BCL2 inhibitori, 6zellikle KLL ve bazi diger hematolojik
kanserlerde klinik etkinlik gostermistir (Souers ve ark., 2013). Bu ilacin kullanimi ile
hastalarda remisyon oranlarinda ve genel sagkalimda belirgin iyilesmeler gozlenmistir.
Ayrica, BCL2 inhibitorleri diger hedefe yonelik tedaviler, immiinoterapiler veya
kemoterapilerle kombinasyon halinde kullanilarak daha gii¢lii anti-tiimor yanitlar elde

edilebilmektedir (Konopleva ve Letai, 2018).

BCL?2 inhibitorleriyle tedavi edilen hastalarda zamanla direng gelisebilmektedir. Direng
mekanizmalar1 arasinda BCL2 mutasyonlar, MCL1 gibi alternatif anti-apoptotik
proteinlerin ekspresyonunun artmasi veya BH3-only proteinlerin azalmasi gibi ¢esitli
molekiiler adaptasyonlar yer alir (Carter ve ark., 2020). Bu diren¢ mekanizmalarini anlamak,
daha etkili tedavi kombinasyonlar1 ve yeni nesil BCL2 ailesi inhibitorlerinin gelistirilmesi

icin gereklidir.

BCL2 sadece kanser degil, otoimmiin hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve iskemik
hasar gibi pek ¢ok patolojik stiregte de rol oynar (Reed, 1998; Adams ve Cory, 2007).
Ornegin noéronlarda BCL2 ekspresyonunun artmast hiicre Sliimiinii &nleyebilir, bu da
norodejeneratif hastaliklar i¢in potansiyel bir terapi hedefi olabilecegine isaret eder (Vaux
ve ark., 1988). Benzer sekilde, asir1 BCL2 ekspresyonu otoimmiin hastaliklarda lenfositlerin
normal apoptoz dongiisiinden sapmasina ve anormal immiin yanit devamliliina neden

olabilir (Strasser ve ark., 2000).

BCL?2 geninin fonksiyonel rolii, kanser ve diger patolojik durumlarin anlasilmasinda kritik
bir doniim noktasi olmustur. Onun kesfi, apoptozun genetik olarak kontrol edilen bir siire¢
oldugunu ortaya koymus ve kanserin sadece kontrolsiiz proliferasyon degil, ayn1 zamanda
yetersiz hiicre 6limii oldugunu da kanitlamistir (Cory ve Adams, 2002; Youle ve Strasser,

2008).
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Teknolojik ilerlemeler, CRISPR/Cas9 gibi gen diizenleme araglarinin kullanilmasi, tek
hiicre omik teknolojileri ve yiiksek kapasiteli ilag taramalari, BCL2 sinyal yolagini daha iyi
anlamamizi ve kanser tedavilerinde BCL2 hedefli yeni yaklasimlar gelistirmemizi

kolaylastiracaktir (Konopleva ve Letai, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu bélimde, tez ¢alismasinda kullanilan farkli Cladonia (L.) liken tiirlerinden elde edilen
ekstraktlar kullanilarak yesil sentez yontemiyle c¢icek sekilli hibrit nanoyapilar
sentezlenmistir. Sentezlenen bu nanoyapilarin antikanser etkilerini degerlendirmek
amaciyla, insan kolon kanseri (DLD-1) ve saglikli kolon epitelyal (CCD-18Co) hiicre hatlar1
kullanilarak sitotoksisite testleri (MTT) uygulanmis; ayrica gen ekspresyon diizeyleri

incelenerek molekiiler biyolojik etkileri detayli olarak analiz edilmistir.

3.1. Nanomalzemelerin Sentezi

Nanomalzemelerin sentezi, nanoboyuttaki yapilarin kontrollii olarak tiretilmesini amaglayan
bir siirectir. Bu stirecte top-down ve bottom-up yaklasimlar: kullanilirken, 6zellikle yesil
sentez gibi ¢evre dostu yontemler siirdiiriilebilir tiretim agisindan 6nem kazanmaktadir.
Sentez yontemi, nanomalzemenin o&zelliklerini ve uygulama potansiyelini dogrudan

belirlemektedir.

3.1.1 Nano-Malzemelerin sentezi icin liken 6ziitiiniin elde edilmesi

Cladonia subulata ve Cladonia rangiformis liken tiirleri; her ikisi de ayr1 ayr1 yikanip
kurutuldu. Daha sonra her iki liken tiirtinden 10 gram tartilarak, 100 ml distile suile 85 °C’de
yaklasik 1 saat siireyle bekletilmistir. 5000 rpm ile 5 dk boyunca santrifiijleme islemi
yapilmistir. Daha sonra Whatman No-1 filtre kagidi ile siiziilen 6ziitler ¢igek sekilli hibrit

nanoyapilarin sentezinde kullanilmak amaciyla muhafaza edilmistir.

3.1.2. Cicek sekilli hibrit nanoyapilarin sentezi

Cigek sekilli hibrit nanoyapilarin sentezinde optimize sentez kosullarinin belirlenmesi
amactyla liken oziitleri farkli hacimlerde (0.5 ml, 1.5 ml) alinarak, falkon tiiplerinde farkli
pH’larda hazirlanmis olan 10 mM PBS tamponunda Cu (8x10* M, 0.35 ml) ile vorteksleme
islemine maruz birakilmistir. Elde edilen karisimin karanlik bir ortamda inkiibasyonundan
sonra (3 gilin, 4 °C) falkon tiiplerinin dibinde olusan mavi renkli ¢ozeltiler santrifiijlendi
(10000 rpm,10 dk). Daha sonra distile su ile yikanarak, etiivde (1 gece, 70 °C) kurutulmustur.
(Koca ve ark., 2020; Ata vd., 2024).
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3.2. Nanomalzemelerin Karakterizasyonu

Sentez siirecinin tamamlandiktan sonra her iki 6rnek ayri ayr1 kurutuldu. Daha sonra
Cladonia subulata ve C. rangiformis Oziitleri ile sentezlenen Cu ¢igek sekilli hibrit
nanoyapilarin karakterizasyon testleri gerceklestirilmistir. Karakterizasyon testleri Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (ERUTAUM) gerceklestirilmis
olup Cizelge 3.1°de detayli olarak gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Cigek sekilli hibrit nanoyapilarin karakterizasyonda kullanilan analizler

Analiz Kullanim amaci
FE-SEM Morfolojilerinin belirlenmesi
FT-IR Sentezde rol alan gruplarin varliginin tespiti

3.3 Hiicre Kiiltiirii ve MTT Testi

Calismamizda Amasya Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda yetistirilen kolon
kanseri hiicreleri (DLD-1) kullanildi. Calismada, hiicreler inverted tip 1sitk mikroskobu
altinda kontrol edildi ve daha sonra yeterli miktarda pasajlandi. 75 cm?®’ lik flasklarda analiz
icin hazirlandi. Flask ytizeyindeki yapiskan hiicreler 2 kez fosfat tamponu (PBS) ile yikandi
ve ardindan 1X Tripsin/EDTA soliisyonu ile kaldirildi. Besiyeri ile notralize edildikten sonra
falkon tiiplerine aktarilarak 1600 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Daha sonra siipernatant
atild1 ve tizerine 1 ml besiyeri ilave edilip sayima hazir bir duruma getirildi. Hazirlanan
stispanse hiicre soliisyonunun 10 pl’si thoma lam1 kullanilarak 10 saniye boyandi. Sayimi
icin 151k mikroskobundan yararlanildi. Kuyucuk basina her bir plaka i¢in 5x10° hiicre/ 100
ul besiyeri olacak sekilde hiicreler besiyeri ile seyreltildi ve plakaya ekildi (Yapilan analizler
icin en ¢ok tabani diiz 96 kuyucuklu, tek kullanimlik ve streril kapakli plakalar kullanildi).
Ardindan % 5°lik CO; ortaminda 37 °C’de tutunmas i¢in inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan hiicre besiyeri 500, 250, 125, 62.5,31.25, 15.63, 7.81, 3.91 ug/ml Cu NP soliisyonu
iceren besiyeri ile yer degistirildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyonun
sonunda her bir kuyuya 1siktan korunarak MTT ¢ozeltisinden (5 mg/ml PBS i¢inde ¢oziiltip
filtrelenen MTT soliisyonu) ilave edildi ve 3 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra
hiicrelerin besiyerleri tamamen ¢ekildi. 100 pl DMSO ilave edildikten sonra plaka 15 dakika

boyunca formazan kristallerinin ¢6ziinmesi igin karanlikta ¢alkalandi. ELISA (Thermo-
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Multiskan® GO) plaka okuyucu cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulduktan sonra hiicre
canlilif1, asagidaki formiille Microsoft Excel yazilimi1 kullanilarak 6l¢iildii: Canlilik (%) =
ortalama deneysel (optik yogunluk) OD degeri / ortalama kontrol OD degeri) x % 100. MTT
testinin sonuglart i¢cin SPSS 25.0 (IBM SPSS, Inc., Chicago, IL) kullanilarak tek yonli
ANOVA (Tukey) gergeklestirildi.

3.4. Molekiiler Biyolojik Calismalar

Kanser aragtirmalarinda, liken kaynakli biyolojik sentezle elde edilen nanopartikiiller,
sitotoksik ve hiicre segici Ozellikleri sayesinde molekiiler biyoloji temelli ¢aligmalarda
giderek artan bir ilgi gormektedir. Bu nanopartikiillerin, kanser hiicre hatlar1 tizerinde gen
ekspresyon diizeylerini modiile edebildigi; 6zellikle proliferasyon, DNA hasar1 onarimi ve
hiicre sinyalleme yollari ile iligkili genlerde anlamli degisikliklere yol a¢tig1 gosterilmistir.
gPCR, Western blot ve floresan mikroskopi gibi tekniklerle desteklenen bu ¢alismalar, liken
bazli nanopargaciklarin yalnizca fiziksel degil, ayn1 zamanda genetik diizeyde de terapotik
potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, geleneksel kemoterapétik ajanlara
kiyasla daha az toksisite profili sergilemeleri, bu biyojenik nanoyapilar1 kanser tedavisinde

molekiiler hedeflemeye yonelik yenilik¢i araglar haline getirmektedir.

3.4.1 Total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla; kontrol ve konsantrasyon
gruplarindan total RNA ekstraksiyonu, tiretici tarafindan onerilen 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 % 1,0
agaroz jel elektroforezi kullanilarak RNA miktar1 ve saflif1 belirlenmistir. Izole edilen tiim
RNA ornekleri olusabilecek DNA kontaminasyonuna karst DNase enzimi (Thermo

Scientific EN0521) ile muameleye tabii tutulmustur (Boliikbasi, 2022).

Izole edilen tek zincirli total RNA’larin komplementer zincitleri, oligo d(T) primeri ve revers
transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak, “QuantiTec® Reverse Transcriptase Kit Qiagen,
Germany” ile sentezlenmis ve cDNA’ya donustiiriilmiistiir. cDNA sentezi i¢in 42°C’de 1

saat inkiibasyon sonrasi enzimi inhibe etmek i¢in 70°C’de 5 dakika bekletilmistir. CYP1A41
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ve BCL-2 gen bolgelerinin uzun olmasi nedeni ile anchored-oligo(dT)18 primeri

kullanilmistir.

3.4.2 qRT-PCR analizleri

Temizlik geni olarak p-aktin primerleri ve bu bolgelere 6zel bu ¢alismada kullanilan
CYPIAI ve BCL-2 genleri, gen bankasindaki (NCBI; Ulusal Biyoteknoloji Merkezi) DLD-
1 ve CCD18-Co hiicrelerinin bilgileri kullanilarak tasarlanmistir. Bu genler ve bu ¢alisma

icin tasarlanan primer dizileri hakkindaki bilgiler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Caligmada kullanilan genlere yonelik tasarlanan Real-Time PCR primer dizileri

Qenler/ Uzunluk Gen Bank No Sekans (5°-3°) Tm (°C)
Primerler
F:GAACATCCCTATTCTTCGGGG 58-60 °C
CYPIAI 2586 bp  BC 023019.1 R GCCATGTGGCCCTTCTIGTC
F: CCGTGGGATGCCTTTGACC 58-60 °C

BCL-2a 6492 CEEgPNM_0QQELP -2 R: CGGAAACTGAGCAGAGTGGT

F: GGAGGCACCCAGCACTTA

g 58-60 °C
p-Actin 1812bp  NM_O0TI0LS = A TCCACACGGAGTTGA

cDNA sentezinin ardindan Pico Real Time (Thermo) araciligiyla SYBR Green I Master
boyasi kullanilarak Real-Time PCR uygulamalar1 yapildi. Elde edilen nanopartikiillerin
kanserle ilgili genlerin ekspresyonu tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla CYPIAI ve
BCL-2nin mRNA seviyeleri gPCR yontemiyle belirlendi. PCR kosullar1, 95°C’de 10 dakika
baslangi¢c denatiirasyonu, (40 dongii) 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 25 saniye, 72°C’de 30
saniye ve artan sicaklikla 52 ila 95°C’lik bir erime analizinden olusuyordu (sicaklik 0,5°C-
1 dk.). qRT-PCR analizi, elde edilen optimal kosullar1 kullanan ii¢ teknik kopyadan olusan
ti¢ biyolojik kopya igermektedir.

3.4.3 qPCR sonuglarmin normalizasyonu ve istatistiksel analizi

Ct degeri olarak belirlenen gen ekspresyon sonuglari, housekeeping gen olarak ¢alismada
kullanilan p-Actin ve kontrol kosullari dikkate alinarak normalize edildi (Livak ve
Schmittgen, 2001). MTT analizinde en etkili konsantrasyonun belirlenmesi i¢cin CYP1A1 ve
BCL-2 genlerinin Real-Time PCR reaksiyonu es zamanli izlenerek pik profilleri kaydedildi.
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Her numunenin Ct degerleri bu tepe profilleri ile belirlendi. Sentezlenen gen iirtinlerinin
mRNA seviyeleri, elde edilen bu Ct degerleri ve Erime Egrisi Analizi ile kantitatif olarak
belirlendi (Kubista ve ark. 2006). Elde edilen veriler Livak ve Schmittgen'in 244t
yontemine gore normallestirildi (Livak ve Schmittgen, 2001). Bu verilerin ortalamasi,
standart sapmasi, standart hatasi ve istatistiksel anlamliligi SPSS 25.0 for Windows (IBM
SPSS, Inc., Chicago, IL) istatistik programi kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

Bu bolimde, farkli Cladonia (L.) liken tiirlerinden biyolojik sentez yoluyla elde edilen ¢i¢ek
sekilli hibrit nanoyapilarin karakterizasyonu ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatti izerindeki
biyolojik etkilerine ait bulgular sunulmustur. MTT analizi sonuglarina gére, nanoyapilarin
hiicre canliligini doz bagimli olarak azalttig1 ve yliksek konsantrasyonlarda anlamli diizeyde
sitotoksisite olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica, saglikli CCD-18Co hiicre hattinda
gozlenen minimal toksisite, hibrit yapinin segici antikanser etkisine isaret etmektedir. Gergek
zamanli PCR ile yapilan gen ekspresyon analizleri sonucunda, kanserle iliskili baz1 genlerin
asag1 ve yukart yonlii diizenlendigi belirlenmis; bu molekiiler degisimlerin, nanoyapilarin

terapotik potansiyelini destekleyici nitelikte oldugu degerlendirilmistir.

4.1 Sentezi Yapilan Nanoyapilarin Karakterizasyon Sonuclari

Farkli Cladonia (L.) liken tiirlerinden biyolojik sentez yoluyla elde edilen ¢igek sekilli hibrit
nanoyapilar, morfolojik ve yapisal 6zellikleri a¢isindan ¢esitli karakterizasyon teknikleriyle
incelenmistir. SEM analizleri, nanoyapilarin belirgin ¢icek benzeri morfolojilere sahip
oldugunu ortaya koyarken, FTIR analizleri, liken ekstraktlarinda yer alan fenolik ve karbonil
gruplarinin nanopargacik yiizeyine baglanarak indirgeme ve stabilizasyon gorevini
tistlendigini dogrulamistir. Bu karakterizasyon sonuglari, Cladonia tiirlerinin biyojenik

nanoyapi sentezinde etkili ve fonksiyonel biyolojik ajanlar oldugunu gostermektedir.

4.1.1 Fourier doniisiimlii infrared (FT-IR) analiz sonuclari

Sentezlenen Cu-gigek sekilli hibrit nanoyapilarin fonksiyonel gruplarini belirlemek icin
Fourier Dontistimli Infrared (FT-IR) spektroskopisi (PerkinElmer Spectrum Two FT-IR)
kullanilmistir. Numuneler potasyum bromiir (KBr) ile karistirilarak ince bir disk haline
getirilmis ve 4000-400 cm™* dalga boyu araliginda analiz edilmistir. Elde edilen spektrumlar,
nanoyapilarin yiizeyinde yer alan organik gruplarin ve indirgeme/stabilizasyon stireglerinde

yer alan molekiiler etkilesimlerin belirlenmesi i¢in yorumlanmustir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Elde edilen Cu-¢igek sekilli nano yapilara ait karakterizasyon (FT-IR) sonuglari

FT-IR analizi, sentezlenen bilesikteki organik fonksiyonel gruplarin varligin1 dogrulamistir
(Sekil 4.1). 3427 cm™ piki alkol (-OH) gruplarini, 1750-1385 cm™ araligindaki pikler ester
(C=0), karboksilik asit (C=0), primer amid (C=0), amin (N-H), nitro (N=0), alkol (O-H)
ve fenol (O-H) gruplarin1 gostermektedir. 1298 ve 1228 cm™! pikleri aromatik halkalarla,
1147 cm ™! piki amin (C-N) ile iliskilendirilmistir. 1032-558 cm™* araligindaki pikler, primer
fosfat kristallerinin (PO+*") varligimi ve PBS tamponunda ger¢eklesen sentezi

dogrulamaktadir.

Calismada Cu-cicek sekilli hibrit nanoyapilarin FT-IR analizi, yapida alkol (-OH), ester
(C=0), karboksilik asit (C=0), primer amid (C=0), amin (N-H), nitro (N-O), alkol (O-H)
ve fenol (O-H) gibi organik fonksiyonel gruplarin varligini dogrulamistir. Bu gruplar,
biyosentetik nanopartikiillerin anti-mikrobiyal ve antikanser potansiyelini desteklemektedir
(Nabi vd., 2018). Sentez sirasinda kullanilan PBS tamponu, primer fosfat gruplarinin
varligin1 dogrulamis ve optimal pH (7) ile su ortami, Cu-¢igek sekilli hibrit nanoyapilarin
stabil ve etkin morfolojik 6zellikler kazanmasini saglamistir. Bu kosullarda sentezlenen

nanoyapilar, stabiliteleri nedeniyle sonraki asamalarda tercih edilmistir.
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4.1.2 Alan emisyonlu taramah elektron mikroskobu (FE-SEM) analiz sonuclar:

Nanoyapilarin morfolojik 6zellikleri ve yiizey yapisi, Alan Emisyonlu Taramali Elektron
Mikroskobu (FE-SEM; Zeiss Sigma 500) ile incelenmistir. Analiz 6ncesinde numuneler,
yiiksek ¢oziiniirlikk elde etmek amaciyla ince bir altin tabakasi ile kaplanmistir. Goriintiiler
2-5 kV hizlandirma voltajinda alinmis ve hibrit nanoyapilarin ¢igek benzeri morfolojisi

detayl1 olarak karakterize edilmistir.

Cladonia (L.) cinsine ait farkli Cladonia subulata (L.) ve Cladonia rangiformis (L.) liken
tiirlerinden biyosentezi gerceklestirilen Cu-¢igek sekilli hibrit nanoyapilarin morfolojik
yapilart Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM) ile belirlenmistir. Elde
edilen Cu-¢igek sekilli nano yapilara ait FE-SEM sonuglar1 Sekil 4.2 ve 4.3’te verilmistir.

X

ZEISS 10 Mag - TOOKX

GeminiSEM 500-71-08 Date :10 Jan 2023

Sekil 4.2. Cladonia subulata liken 6ziitiiyle biyolojik sentez yoluyla elde edilen bakir bazli
cigek sekilli hibrit nanopartikiiliin FE-SEM goriintiisii
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Mag .M KX

i Date :10 Jan 2023
CeminiSEM 500-71-08 Dato :10 Jan 20

Sekil 4.3. Cladonia rangiformis liken oziitiiyle biyolojik sentez yoluyla elde edilen bakir
bazli ¢i¢ek sekilli hibrit nanopartikiiliin FE-SEM goriintiisti

FE-SEM analizleri, sentezlenen Cu-¢igek sekilli hibrit nanoyapilarin diizgiin bir morfolojiye
ve genis bir yiizey alanina sahip oldugunu gostermistir. Cigcek benzeri yapi, katalitik
aktiviteler gibi uygulamalarda daha fazla reaktif alan sunan yiiksek ylizey alam

saglamaktadir.

4.2 MTT Analiz Sonuclar:

Farkli Cladonia (L.) liken tiirlerinden biyolojik olarak sentezlenen c¢icek sekilli hibrit
nanoyapilarin kolon kanseri hiicreleri tizerindeki etkileri, MTT analizi ile kantitatif olarak
degerlendirilmistir. DLD-1 kolon kanseri hiicre hattinda yapilan doz-cevap deneyleri
sonucunda, nanoyapilarin hiicre canlilifim1 doza baglh olarak anlamli diizeyde azalttigi
gozlemlenmistir. Ozellikle belirli konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu baskiladig1 ve
metabolik aktiviteyi diistirdligi belirlenmistir. Bu bulgular, biyolojik kaynakli hibrit
nanoyapilarin antikanser potansiyel tasidigini ve kolon kanseri tedavisine yonelik alternatif
biyonanoteknolojik  yaklagimlar  gelistirilmesinde  degerlendirilebilecegini  ortaya

koymaktadir.
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4.2.1 Clodonia subulata’dan elde edilen MTT sonuclar

C. subulata likeninden elde edilen Cu-¢i¢ek sekilli nanopartikiil uygulamasinin DLD-1 ve
CCD18-Co hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkileri MTT analizi sonucu; Microsoft Excel
programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre canlilik egrisi belirlenmis ve % 50
baskilayict konsantrasyon (IC50) degeri hesaplanmistir. (Sitotoksite=test absorbans
degeri/kontrol absorbans deger ortalamasix100). Deneyler tiger kez tekrarlanmistir ve elde

edilen sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. DLD-1 ve CCDI18-Co Hiicre Hatlarinda Cu-Cigek Sekilli Nanopartikiil
Uygulamalarinin MTT Sonuglari

DLD-1 CCD18-Co
Konsantrasyon | Absorban | % ICS0 Konsantrasyon Absorbans % ICS0
(ug mlh) s Canhlik | (ug mI')) | (ug mlh) Canhilik | (ug ml')
Kontrol 1,380 100 Kontrol 1,149 100
3,91 1,441 110,994 3,91 1,193 96,087
7,81 1,274 98,163 7,81 1,068 86,066
15,63 1,121 86,313 W 15,63 1,046 84,304 'S
31,25 1,353 104,184 g 31,25 1,143 92,103 §
62,5 1,295 99,723 N 62,5 1,007 81,098 e
125 0,993 76,504 125 0,943 75,968
250 0,712 54,807 250 0,788 63,524
500 0,553 42,602 500 0,616 49,631

Bu sonuglara gore, C. subulata likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli nanopartikiil
uygulamasinin DLD-1 ve CCDI18-Co hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. DLD-1 hiicrelerinde elde edilen Cu-¢igek sekilli nanopartikiil’tin IC50
dozu 345,397 pg/ml iken CCD18-Co hiicrelerinde IC50 dozu 431,649 pg/ml’dir. Bunun i¢in
[Test Maddesi Absorbans(ortalama) / Kontrol Absorbans (ortalama)] x 100 formiilii

kullanilmistir.

Cladonia subulata likeninden biyolojik sentez yoluyla elde edilen bakir bazli hibrit
nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarda ayarlanarak, kolon kanseri hiicreleri (DLD-1)
tizerindeki sitotoksik etkileri ve buna bagli elde edilen absorbans degerleri ayri ayr

grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Cu-¢igek sekilli nanopartikiil’iin 24 saatlik uygulamasi sonucunda kolon kanseri
(DLD-1) hiicrelerinin (5x10* hiicre) absorbans verilerinin konsantrasyona bagli

degisimi

DLD-1 Hiicrelerinde % Canhlilhik

120
100
80
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20

% Canlilik Orani

500 250 125 62,5 31,25 1563 781 391

Konsantrasyonlar (ng/ml)

Sekil 4.5. Cu-¢igek sekilli nanopartikiil’iin 24 saatlik uygulamasi sonucunda kolon kanseri
(DLD-1) hiicrelerinde (5x10° hiicre) (%) canlilik oranlarinin konsantrasyona bagli

degisimi
Cladonia subulata likeninden biyolojik sentez yoluyla elde edilen bakir bazli hibrit
nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarda ayarlanarak, saglikli kolon hiicreleri (CCD18-
Co) tizerindeki sitotoksik etkileri ve buna bagh elde edilen % canlilik degerleri ayr1 ayri

grafiklerde gosterilmistir.
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CCD18-Co
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Sekil 4.6. Cu-gigek sekilli nanopartikiil’iin 24 saatlik uygulamasi sonucunda saglikli kolon
(CCD18-Co) hiicrelerinin (5x10° hiicre) absorbans verilerinin konsantrasyona
bagli degisimi

CCD18-Co Hiicrelerinde % Canlilik

120
100
80
60
40
20
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Konsantrasyonlar (ng/ml)

Sekil 4.7. Cu-gigek sekilli nanopartikiil’iin 24 saatlik uygulamasi sonucunda saglikli kolon
(CCD18-Co) hiicrelerinde (5x10° hiicre) (%) canlilik oranlarinin konsantrasyona

bagli degisimi
4.2.2 Cladonia rangiformis’den elde edilen MTT sonuclari

C. rangiformis likeninden elde edilen Cu-gicek sekilli nanopartikiil uygulamasimnin DLD-1
ve CCD18-Co hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkileri MTT analizi sonucu; Microsoft Excel
programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre canlilik egrisi belirlenmis ve % 50
baskilayict konsantrasyon (IC50) degeri hesaplanmistir. (Sitotoksite=test absorbans
degeri/kontrol absorbans deger ortalamasix100). Deneyler ticer kez tekrarlanmistir ve elde

edilen sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. DLD-1 ve CCDI18-Co Hiicre Hatlarinda Cu-Cigek Sekilli Nanopartikiil
Uygulamalarinin MTT Sonuglari

DLD-1 CCD18-Co

Konsantrasyon % IC50 Konsantrasyon % IC50
(ng mI) Absorbans Canhilik | (ug mi) (ng mI) Absorbans Canlihik (ng mI)

Kontrol 1,380 100 Kontrol 1,149 100
3,91 1,485 107,597 3,91 1,055 91,782
7,81 1,244 90,121 7,81 0,925 80,448
15,63 1,197 86,704 15,63 0,951 82,701
31,25 1,003 72,649 § 31,25 0,967 84,157 §
62,5 1,108 80,284 2 62,5 0,884 76,915 =
125 0,912 66,046 - 125 0,680 59,187 .
250 0,640 46,347 250 0,505 43,894
500 0,450 32,610 500 0,542 47,187

Bu sonuglara gore, C. rangiformis likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli nanopartikiil
uygulamasinin DLD-1 ve CCDI18-Co hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. DLD-1 hiicrelerinde elde edilen Cu-gigek sekilli nanopartikiil’iin IC50
dozu 271,627 pg/ml iken CCD18-Co hiicrelerinde IC50 dozu 294,104 pg/ml’dir. Bunun i¢in
[Test Maddesi Absorbans(ortalama) / Kontrol Absorbans (ortalama)] x 100 formiilii

kullanilmistir.

Cladonia rangiformis likeninden biyolojik sentez yoluyla elde edilen bakir bazli hibrit
nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarda ayarlanarak, kolon kanseri hiicreleri (DLD-1)
tizerindeki sitotoksik etkileri ve buna bagli elde edilen absorbans degerleri ayri ayr

grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Cu-¢igek sekilli nanopartikiil’iin 24 saatlik uygulamasi sonucunda kolon kanseri
(DLD-1) hiicrelerinin (5x10° hiicre) absorbans verilerinin konsantrasyona bagli

degisimi

DLD-1 Hiicrelerinde % Canhihik
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Sekil 4.9. Cu-¢igek sekilli nanopartikiil’iin 24 saatlik uygulamasi sonucunda kolon kanseri
(DLD-1) hiicrelerinde (5x10° hiicre) (%) canlilik oranlarinin konsantrasyona bagli

degisimi
Cladonia rangiformis likeninden biyolojik sentez yoluyla elde edilen bakir bazli hibrit
nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarda ayarlanarak, saglikli kolon hiicreleri (CCD18-
Co) tizerindeki sitotoksik etkileri ve buna bagh elde edilen % canlilik degerleri ayr1 ayri

grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Cu-¢icek sekilli nanopartikiil’tin 24 saatlik uygulamasi sonucunda saglikli kolon
(CCD18-Co) hiicrelerinin (5x10° hiicre) absorbans verilerinin konsantrasyona
bagli degisimi

CCD18-Co Hiicrelerinde % Canhhk
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Sekil 4.11. Cu-¢igek sekilli nanopartikiil’iin 24 saatlik uygulamasi sonucunda saglikli kolon
(CCD18-Co) hiicrelerinde (5x10° hiicre) (%) canlilik oranlarinin konsantrasyona
bagli degisimi

4.3 Molekiiler Biyolojik Analiz Sonuclar:

Farkli Cladonia (L.) liken tiirlerinden biyolojik yontemlerle sentezlenen ¢igek sekilli hibrit
nanoyapilarin kolon kanseri hiicreleri tizerindeki molekiiler etkileri, gen ekspresyon
diizeyinde gergeklestirilen analizlerle degerlendirilmistir. Ger¢ek zamanli PCR (qPCR) ile
yapilan ¢alismalar sonucunda, hiicre ¢cogalmasi, DNA hasar yanit1 ve hiicresel stresle iligkili
baz1 genlerde anlamli diizeyde asag1 veya yukari yonlii ekspresyon degisimleri saptanmustir.
Bu degisiklikler, nanoyapilarin yalnizca hiicre canliligini azaltmakla kalmayip ayni zamanda

kanser hiicrelerinin molekiiler diizeneklerini de etkiledigini gostermektedir. Elde edilen
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veriler, liken kokenli hibrit nanoyapilarin kolon kanseri tedavisinde molekiiler hedeflemeye

dayal1 potansiyel terapédtik ajanlar olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir.

4.3.1 Cladonia subulata’dan elde edilen gen ekspresyon verileri

Cladonia subulata likeninden elde edilen Cu-¢icek sekilli nanopartikiil uygulanan DLD-1
ve CCD18-Co hiicrelerinde konsantrasyona bagli CYPIAI ve BCL-2 genlerinin ifade
seviyelerindeki degisimler ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Calismada kullanilan S-Actin geni
housekeeping gen olarak kullanilmis ve ct degeri olarak belirlenen gen ifade sonuclar1 bu
sekilde normalize edilmistir. CYP1A41 ve BCL-2 genlerinin Real-Time PCR reaksiyonu ayni
anda izlenmis ve pik profilleri kaydedilmistir. Her 6rnegin Ct degerleri bu pik profillerine
gore belirlenmistir. Sentezlenen gen tirtinlerinin mRNA seviyeleri bu elde edilen Ct degerleri
ve Melting Curve Analizi ile nicel olarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler Livak ve
Schmittgen'in 224t yontemine gére normalize edilmistir. Bu verilerin ortalama, standart
sapma, standart hata ve istatistiksel analizi SPSS 25.0 istatistiksel programi (IBM SPSS)
kullanilarak hesaplanmistir. Normalizasyonu yapilmis gen ifade verilerinin sonuglarina gore,
Cladonia subulata likeninden elde edilen Cu-¢icek sekilli nanopartikiil uygulanan DLD-1
ve CCD18-Co hiicrelerinde konsantrasyona bagli CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin her birinin
ifade diizeyindeki degisiklikler Cizelge 4.3°te verilmistir.

Cizelge 4.3. DLD-1 ve CCD18-Co hiicrelerinin normalizasyonu sonucu elde edilen CYP1A41
ve BCL-2 gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart sapmasi ve standart

hatas1
Ortalama Standart Sapma Standart Hata
BCL-2 CYPIAI BCL-2 CYPIAI BCL-2 CYPIAI
Kon.(ng/ CCDI18- CCDI18- CCDI18- CCDI18- CCDI18- CCDI18-
DLD-1 DLD-1 DLD-1 DLD-1 DLD-1 DLD-1
ml) Co Co Co Co Co Co
K 1 1 1 1 - - - - - - - -

3,91 1,10 1,03 0,82 0,68 | 0,318 | 0,573 | 0,164 | 0,115 | 0,184 | 0,331 | 0,095 | 0,067
7,81 1,11 1,64 1,00 0,95 | 0,448 | 0,955 | 0,311 | 0,459 | 0,259 | 0,551 | 0,179 | 0,265
15,63 1,19 1,73 1,28 1,59 | 0,674 | 1,232 | 1,060 | 0,110 | 0,389 | 0,711 | 0,612 | 0,063
31,25 1,84 2,50 1,56 1,75 | 0,442 | 1,050 | 0,041 | 0.896 | 0,255 | 0,606 | 0,024 | 0,517
62,5 3,28 2,81 3,26 1,94 | 0,792 | 2,386 | 0,181 | 1,012 | 0,457 | 1,378 | 0,104 | 0,584
125 4,57 3,83 3,93 3,42 2,173 | 1,513 | 0,324 | 1,539 | 1,254 | 0,873 | 0,187 | 0,889
250 3,13 2,60 2,08 2,70 1,186 | 0,957 | 0,409 | 1,102 | 0,685 | 0,553 | 0,236 | 0,636
500 1,38 1,41 0,96 1,33 0,107 | 1,809 | 0,034 | 0,008 | 0,062 | 1,045 | 0,020 | 0,005

Kon: Konsantrasyon, K: Kontrol
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DLD-1 hiicrelerinde; BCL-2 gen ifade diizeyinde degisim kontrol grubuna gore 125 ng/ml
dozunda yaklasik 4,57 katlik bir artis tespit edilmistir (p<0,05). Bu artis 62,50 ng/ml’ de 3,28
kat (p<0,05), 250 ng/ml’ de 3,13 kat (p<0,05) ile belirlenen en yiiksek artis olarak tespit
edilmistir (Table 3). CYP1A1 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna goére 125 ng/ml dozunda
yaklasik 3,93 katlik bir artis tespit edilmistir (p<0,05). 62,50 ve 250 ng/ml konsantrasyonda
strastyla 3,26 ve 2,08 katlik degisim belirlenmistir. Artan konsantrasyona bagli olarak 500

ng/ml’ de 0,96 kat ile yeniden ifade diizeyi diismiistiir. bu diizey 125 ng/ml’den sonra
konsantrasyon arttik¢a kademeli olarak azalmistir. Cladonia subulata likeninden elde edilen
Cu-cicek sekilli nanopartikiil uygulamasi yapilmig DLD-1 hiicrelerinde CYPIAI ve BCL-2
genlerinin belirlenen doz konsantrasyonuna bagli ekspresyon diizeyindeki degisimler Sekil

4.12°de gosterilmistir.

mBCL2 wCYPIAI
500 DLD-1

4,00

3,00

2,0
0,00

3,91 7,81 15,63 31,25 625 125 250 500
= BCL2 1,00 1,10 1,11 1,19 1,84 3,28 4,57 3,13 1,38
=CYP1A1 1,00 0,82 1,00 1,28 1,56 3,26 3,93 2,08 0,96

o

mRNA ifade Diizeyleri
o

Sekil 4.12. Belirlenen dozlarda Cladonia subulata likeninden elde edilen Cu-gicek
seklindeki nanopartikiiller ile tedavi edilen DLD-1 (kolon kanseri) hiicre
hatlarinda CYPIAI ve BCL-2 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki
degisiklikler

Sonuglar gostermektedir ki, DLD-1 hiicrelerinde Cladonia subulata likeninden elde edilen
Cu-cicek sekilli nanopartikiil uygulamasi bagli olarak BCL-2 geni; 125 pg/ml
konsanstrasyonunda en yiiksek seviyede eksprese olmustur. Boylelikle 62,50, 125 ve 250
ng/ml konsantrasyonlarda kontrol ve diger konsantrasyonlara kiyasla daha fazla eksprese
olmus ve uygulama sayesinde kanser hiicrelerinde goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi

olayinda etkili BCL-2 geninin eksprese diizeyini arttirarak antikanser 6zellik gostermistir.
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CYPIAI geni ise, yine 125 pg/ml konsantasyon uygulamasinda 3,93 kat ile en yiiksek

eksprese seviyesine ulagsmis ve antikanser 6zellik gostermistir.

CCD18-Co hiicrelerinde ise; BCL-2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 125 pg/ml
dozunda yaklasik 3,83 katlik artig tespit edilmistir. Bununla birlikte CYPIAI gen ifade
diizeyinde kontrol grubuna gére 125 pg/ml dozunda yaklasik 3,42 katlik bir artis tespit
edilmistir. Bu artis 62,50, 125 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarda en yiiksek seviyelere
ulasmistir. En diisiik diizey ise 0,68 kat ile 3.91 pug/ml konsantrasyonda tespit edilmistir.
Cladonia subulata likeninden elde edilen Cu-¢icek sekilli nanopartikiil uygulamasi yapilmis
CCD18-Co hiicrelerinde CYPIAI ve BCL-2 genlerinin belirlenen doz konsantrasyonuna
bagli ekspresyon diizeyindeki degisimler Sekil 4.13°te gosterilmistir.

CCD18-Co mBCL2 wCYPIAI

3,91 7,81 15,63 31,25 625 125 250 500
mBCL2 1,00 1,03 1,64 1,73 2,50 2,81 3,83 2,60 1,41
=CYP1A1 1,00 0,68 0,95 1,59 1,75 1,94 3,42 2,70 1,33

5,00

4,00

3,00

2,0

mRNA ifade Diizeyleri
o

1,0

o

0,0

o

Sekil 4.13 Belirlenen dozlarda Cladonia subulata likeninden elde edilen Cu-gigek seklindeki
nanopartikiiller ile tedavi edilen CCDI18-Co (saglikli normal kolon) hiicre
hatlarinda CYP1A41 ve BCL-2 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler

Sonuglar degerlendirildiginde, CCD18-Co hiicrelerinde Cladonia subulata likeninden elde
edilen Cu-¢igek sekilli nanopartikiil uygulamasi 6zellikle 31,25-250 pg/ml konsantrasyon
araliginda BCL-2 ve CYPIAI genlerinin ifade diizeyi kontrol grubuna kiyasla énemli
diizeyde artmistir. Boylelikle nanopartikiill uygulamasi sayesinde kanser hiicrelerinde
goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi olayinda koruyucu etkisi olan BCL-2 ve CYPIAI

geninin eksprese diizeyini arttirarak antikanser 6zellik gostermistir.
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4.3.2 Cladonia rangiformis’den elde edilen gen ekspresyon verileri

Cladonia rangiformis likeninden elde edilen Cu-¢igek sekilli nanopartikiil uygulanan DLD-
1 ve CCD18-Co hiicrelerinde konsantrasyona bagli CYPIAI ve BCL-2 genlerinin ifade
seviyelerindeki degisimler ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Calismada kullanilan -Actin geni
housekeeping gen olarak kullanilmis ve ct degeri olarak belirlenen gen ifade sonuclart bu
sekilde normalize edilmistir. CYP1A41 ve BCL-2 genlerinin Real-Time PCR reaksiyonu ayni
anda izlenmis ve pik profilleri kaydedilmistir. Her 6rnegin Ct degerleri bu pik profillerine
gore belirlenmistir. Sentezlenen gen iirtinlerinin mRNA seviyeleri bu elde edilen Ct degerleri
ve Melting Curve Analizi ile nicel olarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler Livak ve
Schmittgen'in 244! yontemine gore normalize edilmistir. Bu verilerin ortalama, standart
sapma, standart hata ve istatistiksel analizi SPSS 25.0 istatistiksel programi (IBM SPSS)
kullanilarak hesaplanmistir. Normalizasyonu yapilmis gen ifade verilerinin sonuglarina gore,
Cladonia rangiformis likeninden elde edilen Cu-¢igek sekilli nanopartikiil uygulanan DLD-
1 ve CCD18-Co hiicrelerinde konsantrasyona bagli CYPIAI ve BCL-2 genlerinin her birinin
ifade diizeyindeki degisiklikler Cizelge 4.4’°te verilmistir.

Cizelge 4.4. DLD-1 ve CCD18-Co hiicrelerinin normalizasyonu sonucu elde edilen CYP1A41
ve BCL-2 gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart sapmasi ve standart

hatasi
Ortalama Standart Sapma Standart Hata
BCL-2 CYPIAI BCL-2 CYPIAI BCL-2 CYPIAI
Kon.(ng/ CCDI18- CCDI18- CCDI18- CCDI18- CCDI18- CCDI18-
DLD-1 DLD-1 DLD-1 DLD-1 DLD-1 DLD-1
ml) Co Co Co Co Co Co

K 1,00 1,00 1,00 1,00 0,318 | 0,573 | 0,164 | 0,115 | 0,184 | 0,331 0,095 0,067

3,91 1,12 0,95 1,23 1,05 0,448 | 0,955 | 0,311 | 0,459 | 0,259 | 0,551 0,179 0,265

7,81 1,25 1,18 1,39 1,28 0,674 | 1,232 | 1,060 | 0,110 | 0,389 | 0,711 0,612 0,063

15,63 1,34 1,63 1,55 1,78 0,442 | 1,050 | 0,041 | 0,896 | 0,255 | 0,606 0,024 0,517

31,25 2,04 1,95 1,99 2,09 0,792 | 2,386 | 0,181 | 1,012 | 0,457 | 1,378 0,104 0,584

62,5 2,65 2,97 2,97 2,83 2,173 | 1,513 | 0,324 | 1,539 | 1,254 | 0,873 0,187 0,889

125 3,48 3,67 3,18 2,47 1,186 | 0,957 | 0,409 | 1,102 | 0,685 | 0,553 0,236 0,636

250 2,87 2,22 1,86 1,58 0,107 | 1,809 | 0,034 | 0,008 | 0,062 | 1,045 0,020 0,005

500 1,01 1,10 0,88 1,04 0,318 | 0,573 | 0,164 | 0,115 | 0,184 | 0,331 0,095 0,067

Kon: Konsantrasyon, K: Kontrol

Cladonia rangiformis likeninden biyolojik yoOntemle sentezlenen bakir-nano-flower

kompozit malzemenin, DLD-1 kolon kanseri hiicreleri ve CCD18-Co saglikli kolon
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hiicreleri tizerindeki etkileri incelenmistir. Kanser hiicreleri iizerindeki etki, ozellikle
kanserle iligkili CYPIAI ve BCL-2 genlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisimler
araciligiyla degerlendirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.50,
125, 250 ve 500 pg/ml) uygulama yapilan nanopartikiillerin etkisi, 24 saatlik inkiibasyon

sonucunda analiz edilmistir.

DLD-1 hiicrelerinde; BCL-2 gen ifade diizeyinde degisim kontrol grubuna gore 125 pg/ml
dozunda yaklasik 3,48 katlik ile belirlenen en yiiksek artis olarak tespit edilmistir. Bu artig
62,50 pg/ml’ de 2,65 kat (p<0,05), 250 pg/ml’ de ise 2,87 katlik bir artis tespit edilmistir
(p<0,05). CYPIAI gen ifade diizeyinde kontrol grubuna goére 125 pg/ml dozunda yaklasik
3,18 katlik bir artig tespit edilmistir (p<0,05). 62,50 ve 250 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla
2,97 ve 1,86 katlik degisim belirlenmistir. Artan konsantrasyona bagli olarak 500 pg/ml’ de
0,88 kat ile yeniden ifade diizeyi diigsmiistiir. Bu diizey 125 pg/ml’den sonra konsantrasyon
arttikca kademeli olarak azalmistir. Cladonia rangiformis likeninden elde edilen Cu-¢igek
sekilli nanopartikiil uygulamasi yapilmis DLD-1 hiicrelerinde CYPI1AI ve BCL-2 genlerinin
belirlenen doz konsantrasyonuna bagli ekspresyon diizeyindeki degisimler Sekil 4.14°de

gosterilmistir.

EBCL2 mCYPIAI

4,00 DLD-1

3,00

2,00
- i i i ' ' I i I i i
0,00

C 3,91 7,81 15,63 31,25 62,5 125 250 500
uBCL2 1,00 1,12 1,25 1,34 2,04 2,65 3,48 2,87 1,01
=CYP1A1 1,00 1,23 1,39 1,55 1,99 2,97 3,18 1,86 0,88

mRNA ifade Diizeyleri

Sekil 4.14 Cladonia rangiformis likeninden elde edilen Cu-g¢igek sekilli nanopartikiil
uygulamasi yapilmis DLD-1 (kolon kanseri) hiicre orneklerinde belirlenen
dozlara bagli CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler

CCD18-Co hiicrelerinde ise; BCL-2 gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 125 pg/ml
dozunda yaklasik 3,67 katlik artig tespit edilmistir. Bununla birlikte CYPIA1 gen ifade
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diizeyinde kontrol grubuna gére 125 pg/ml dozunda yaklagik 2,47 katlik bir artis tespit
edilmistir. En duisiik diizey ise 0,68 kat ile 500 pg/ml konsantrasyonda tespit edilmistir.
Cladonia rangiformis likeninden elde edilen Cu-¢igek sekilli nanopartikiil uygulamasi
yapilmig CCD18-Co hiicrelerinde CYPIAI ve BCL-2 genlerinin belirlenen doz

konsantrasyonuna bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler Sekil 4.15°te gosterilmistir.

CCD18-Co uBCL2 u CYPIAI

4,00
3,00

2,0

0,00 i' ii i' II II |I ‘I II ii

1,0
3,91 7,81 15,63 31,25 62,5 125 250 500
uBCL2 1,00 0,95 1,18 1,63 1,95 2,97 3,67 2,22 1,10
=CYP1A1 1,00 1,05 1,28 1,78 2,09 2,83 2,47 1,58 1,04

o

mRNA ifade Diizeyleri
S

Sekil 4.15 Cladonia rangiformis likeninden elde edilen Cu-gigek sekilli nanopartikiil
uygulamasi yapilmig CCD18-Co (saglikli normal hiicre) hiicre drneklerinde
belirlenen dozlara bagli CYP1A1 ve BCL-2 genlerinin ifade seviyelerindeki
degisimler

Sonuglar degerlendirildiginde, CCD18-Co hiicrelerinde Cladonia rangiformis likeninden
elde edilen Cu-cicek sekilli nanopartikiil uygulamasi o6zellikle 31,25-250 pg/ml
konsantrasyon araliginda BCL-2 ve CYP1A1 genlerinin ifade diizeyi kontrol grubuna kiyasla
Oonemli diizeyde artmistir. Boylelikle nanopartikiil uygulamasi sayesinde kanser hiicrelerinde
goriilen programsiz hiicre ¢ogalmasi olayinda koruyucu etkisi olan BCL-2 ve CYPIAI

geninin eksprese diizeyini arttirarak antikanser 6zellik gostermistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada Cladonia subulata ve Cladonia rangiformis liken tiirlerinden biyosentez
yoluyla elde edilen Cu-gigek sekilli hibrit nanopartikiiller, 6zellikle kolon kanseri hiicre hattt
(DLD-1) ve saglikli kolon hiicre hatt1 (CCD18-Co) tizerinde gosterdikleri biyolojik etkiler
acisindan degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, bu tiir nanopartikiillerin antikanser
potansiyeline ve secici toksisite dzelliklerine dikkat cekmektedir. Calismada kullanilan FE-
SEM ve F-TIR analizleri, nanopartikiillerin ¢igek benzeri morfolojik yapilarinin detayli

goriintiilerini sunmustur.

Arastirmanin sitotoksisite sonuglarinda ise, Cu-gigek sekilli hibrit nanopartikiillerin kolon
kanseri hiicreleri (DLD-1) {izerinde saglikli hiicrelere (CCD18-Co) kiyasla daha giiglii bir
baskilayict etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu sonug, nanopartikiillerin antikanser

etkisinin segici oldugu hipotezini desteklemektedir.

MTT analizlerinden elde edilen IC50 degerleri, Cladonia rangiformis tiirtinden elde edilen
nanopartikiillerin DLD-1 hiicrelerinde 271,627 pg/ml, CCD18-Co hiicrelerinde ise 294,104
pg/ml oldugunu gostermistir. Cladonia subulata liken tiiriinden elde edilen nanopartikiiller
ise DLD-1 hiicrelerinde 345,397 pug/ml IC50 degerleri sergilemistir. Bu veriler, farkli liken
tiirlerinden elde edilen nanopartikiillerin kanser hiicreleri tizerindeki etkilerinde belirgin
farkliliklar oldugunu ortaya koymaktadir. Saglikli hiicreler tizerinde gézlemlenen diisiik
sitotoksik etkinin, nanopartikiillerin biyouyumlulugunu ve giivenilirligini destekler nitelikte

oldugu goriilmektedir.

Tez ¢alismasinda CYP1A41 ve BCL-2 genleri tizerindeki ekspresyon degisiklikleri incelenmis
ve ozellikle 125 pg/ml konsantrasyonda DLD-1 hiicrelerinde BCL-2 gen ekspresyonunda
Cladonia subulata i¢in 4,57 kat ve Cladonia rangiformis igin 3,48 kat artis gézlemlenmistir.
Benzer sekilde CYPIAI gen ekspresyonunda Cladonia subulata’da 3,93 kat ve Cladonia
rangiformis’te 3,18 kat artis tespit edilmistir. Bu sonuglar, nanopartikiillerin apoptotik
stirecleri tetikleyebilecegini ve kanser hiicreleri tizerinde etkili olabilecegini gostermektedir.
Sonu¢ olarak, bu calisma Cladonia tiirlerinden elde edilen Cu-gigek sekilli hibrit
nanopartikiillerin biyolojik aktivitelerini ortaya koymakta ve antikanser tedavilerde umut

vaat eden bir ara¢ oldugunu géstermektedir.
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Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan diizenlenen son verilere bakildiginda, yeni tam alan
kanser vakalarinin ortalama sayisi yilda 14 milyonu asmaktadir ve % 60’dan fazlasi 6liime
neden olmaktadir (8,8milyon) (Russo ve ark., 2013). Kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi
ve kemoterapi uygulamalar1 yer almaktadir. Bu ilerlemelere ragmen kansere bagli 6lim
orani hala yiiksek seviyededir (Huang ve ark., 2017). Kimyasal ajanlar hiicrelere farkli
diizeylerde zarar vererek sitotoksisiteye neden olurlar. Ajanlarin biyolojik aktivitesinin
belirlenmesi i¢in dncelikle toksik olup olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla
da in vitro hiicre kiiltiirtinde sitotoksisite testlerini siklikla kullanilmaktadir. Bu testler birgok
ajan aktivitesinin kisa stirede incelenmesine olanak saglamaktadir. MTT test yontemi, biyo-

uyumluluk testleri igerisinde en hizli sonug veren testlerden biridir (Wataha ve ark., 1992).

Likenler, biyolojik nanopartikiil sentezi i¢in 6ne ¢ikan canli gruplardan biridir. Yosun ve
mantarin simbiyotik bir birlesiminden meydana gelen likenler, ¢esitli biyolojik bilesenleri
icermeleri ve 6zellikle zengin sekonder metabolit profillerine sahip olmalariyla bilinirler. Bu
ozellikleri, 6zellikle metal tuzlar ile reaksiyona girerek farkli boyutlarda ve sekillerde

nanopartikiillerin sentezlenmesini miimkiin kilar (Brodo ve ark., 2001).

Biz de bu calismamizda; biyosentez yontemini kullanarak elde etmis oldugumuz diisiik
maliyetli, verimli ve ¢evreye zararsiz NP’lerin kolon kanserine karsi gostermis oldugu

antikanser 6zelliklerini inceledik.

Arabinoxylans (AX) ve Arabinoksilanlar bazli partikiiller (AXM)’in insan kolon hiicreleri
(CCD 841 CoN) ile biyouyumlulugunu degerlendirmek amaciyla farkli AX ve AXM
konsantrasyonlar1 (125, 250, 500 ve 1000 pg/ml) ile hazirlanan bir ¢alismada AX'in insan
kolon hiicre hattinin (CCD 841 CoN) MTT analizleri sonucunda hem AX’in hem de
AXM’nin insan kolon hiicre dizisi CCD 841 CoN’nin ¢ogalmasimi engellemedigini
gostermistir (Mendez-Encinas ve ark., 2019). Yaptigimiz bu ¢alismada da; MTT testinden
elde edilen absorbans sonuglarina gére nanoyapilarin 250 pg/ml konsantrasyonda, kontrol

grubuna kiyasla 6nemli bir canlilik azalisina neden oldugu gozlemlenmistir.

Zamani ve ark., (2018) ZnNP’nin meme kanseri ZR-75-1 hiicre hatt1 tizerindeki etkisini
incelemislerdir ve ZnNP uygulamasinda hiicre canlilig1i oraninin doza baglh bir sekilde
azaldig1 belirtilmistir. 12,5 uM ZnNP konsantrasyonunun melanom kanser hiicreleri igin

sitotoksik oldugunu ancak bu ZnNP konsantrasyonunun HaCaT hiicre hatt1 i¢in sitotoksik
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olmadig1 goriilmiistiir. MeWo hiicre hatti i¢in 12,5 pM FD dozunun, hiicrelerdeki canlilik
oranin1 % 50’ye kadar diistirdigtinti belirtmislerdir (Zamani ve ark., 2018). Bu ¢alismaya
benzer olarak bizim yaptigimiz ¢alismada da hiicre canliliginin doza bagli olarak azaldigi

goriilmektedir.

Acar ve Pehlivanoglu, (2019) kusburnu 6ziitiiyle iiretilen giimiis nanopartikiillerinin (AgNP)
HT29 olarak bilinen insan kolon adenokarsinoma hiicre hattinda antikanser potansiyelini
incelemistir. Elde edilen bulgular, doza bagimli olarak hiicre hareketliliginin biiyiik oranda
engellendigini gostermistir. Calismamizda bakir ¢igek sekilli hibrit nanoyapilarin Cladonia
subulata ve Cladonia rangiformis den elde edilen bulgulara gére doza bagli olarak hiicre

hareketliliginin engellendigi gosterilmektedir.

Algahtani ve arkadaslar1 (2020) Xanthoria parietina liken 6ziitiinden biyo-esasl sekilde elde
ettikleri AgNP’lerin, insan kolon adenokarsinoma hiicre hatti (HT29) tizerindeki antikanser
etkisini gozlemlemis ve bu nanopartikiillerin hiicre ¢ogalmasini baskiladigini belirtmislerdir
(Algahtani ve ark., 2020). Yaptigimiz ¢alismada da benzer sekilde BCL?2 ve Sitokrom P450

hiicre hatt1 tizerinde antikanser etkisi gozlemlenmistir.

Al-Zharani ve digerleri (2021) CuNP’lerin (bakir nanopartikiillerin) MCF-7 adl1 insan meme
kanseri ve LoVo kolon kanseri hiicrelerinde sitotoksisiteyi tetikledigini kaydetmistir. Ayni
arastirma, bu nanopartikiillerin Bax, P33 ile Caspase 9, 8 ve 3 genlerinde belirgin diizeyde

yiikselmeye neden oldugunu da gostermistir (Al-Zharani ve ark., 2021).

Behzadi ve ekibi (2019) MgO nanopartikiillerinin K562 (insan kronik miyelojenéz 16semi)
hiicre hatti tlizerindeki antikanser etkinligini analiz etmistir. Calismada 0,1-30 pg/mL
araliginda uygulanan MgO nanopartikiillerinin doza bagimli sekilde hiicre canliligini
dusurdiigti, 6zellikle 1 pg/mL’de K562 hiicrelerinin hayatta kalma oranin1 %78,5’e kadar
gerilettigi kaydedilmistir (Behzadi ve ark., 2019).

Bir bagka arastirma Dolati ve ark., (2023) tarafindan gergeklestirilmistir. Bacillus coagulans
yardimiyla sentezlenen CuO nanopartikiillerinin, meme kanseri hiicrelerinde yiiksek
diizeyde sitotoksik etki gosterdigi ortaya konmustur. Biyolojik kaynaklt CuONP’ler, MCF-
7 ve SKBR3 hattinda doz ve zamanla baglantili olarak ¢cogalmay1 kayda deger sekilde inhibe
etmis; Ozellikle MCF-7 hattinda SKBR3’e kiyasla daha yiiksek antiproliferatif aktivite
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bildirilmistir (Dolati ve ark., 2023). Dadhwal ve ark., (2023) Hippophae rhamnoides (L.)
(yabani igde) kullanarak sentezledikleri CuNP’lerin kanser hiicre canliligin1 100 pg/mL
dozunda % 28,18’¢ kadar diisiirebildigini tespit etmistir (Dadhwal ve ark., 2023). Ghasemi
ve ark., (2022)’nin yaptiklari arastirmada ise, CuNP’lerin (bakir nanopartikiillerinin) insan
kolorektal kanser hiicre hatt1 (SW480) tizerinde oksidatif stres yaratma ve apoptozu tetikleme
kabiliyetini incelemislerdir. MTT analizinden elde edilen sonuglar, CuNP’lerin SW480

hiicrelerinin canliligin1 6nemli 6l¢tide azalttigini gostermistir (Ghasemi ve ark., 2022).

Miri ve Sarani (2018) Prosopis farcta bitkisinden sentezledikleri AgNP’lerin akciger (4549)
ve kolon (H729) kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerini
degerlendirmistir. MTT verilerine gore, A549 hattinda 250 pg/ml tizerinde % 50 hiicre hasari
goriiliirken, H729 hattinda 500 pg/ml tstiindeki konsantrasyonlarda tamamen apoptoza

gidildigi raporlanmistir (Miri ve Sarani, 2018).

Palanisamy ve Pazhanivel (2017) tembul bitkisinin yapraklarindan hazirladiklar: ekstraktla
elde ettikleri MgO nanopartikiiliiniin antibakteriyel giictinii kimyasal sentezle tiretilmis MgO
nanopartikiilleriyle kiyaslamistir. B. subtilis ve P. aeruginosa tizerinde yapilan testlerde, 80
pg/ul diizeyindeki dogal sentezli nanopartikiiller kimyasal sentezliye gore daha yliksek

inhibisyon zonu olusturmustur (Palanisamy ve Pazhanivel, 2017).

Rehana ve ark., (2017) MCF-7, HeLa ve A549 gibi cesitli kanser hiicre hatlarinda, farkl
bitkilerin (Hibiscus rosasinensis, Murraya koenigii, Moringa oleifera ve Tamarindus indica)
yaprak ekstraktlariyla sentezlenen CuO nanopartikiillerin, kimyasal yolla {iretilen
CuONP’lerden daha yiiksek bir sitotoksisite diizeyine sahip oldugunu ifade etmislerdir
(Rehana ve ark., 2017).

Yapilan diger ¢alismalarda; Safaei ve arkadaslar1 (2019) Acetobacter xylinum bakterisinden
elde edilen bakteriyel seliilozu, magnezyum oksit nanopartiillerle birlestirerek “bakteriyel
seliiloz-magnezyum oksit biyokompozit” meydana getirmistir. MCF-7 (meme kanseri)
hiicre hatti tizerindeki antikanser aktivitesini, Taguchi yontemiyle dokuz farkli kombinasyon
test ederek incelemiglerdir. Magnezyum oksit nanopartikiilleri ikinci seviyede % 65,88
oraninda hiicre inhibisyonu gostermis, en diisiik etki ise birinci seviyede % 44,66 olarak
belirtilmistir (Safaei ve ark., 2019). Yaqub ve ark., (2020) Zingiber officinale (zencefil) ile

Allium sativum (sarimsak) ekstrelerini kullanarak iirettikleri CuNP’lerin HeLa ve HepG2
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hiicre hatlarinda antikanser davranig sergiledigini gostermistir (Yaqub ve ark., 2020). Bizim
calismamizda da Cladonia rangiformis ve Cladonia subulata da benzer sekilde BCL2 ve

Sitokrom P450 hiicre hatlarinda antikanser davranis gosterdigi goriilmektedir.

Sonug olarak; yukarda belirtilen literatiir bilgileri ve tez calismasindan elde edilen veriler bir
biitlin olarak degerlendirildiginde; Cladonia subulata ve Cladonia rangiformis likenlerinden
elde edilen Cu-gigek sekilli nanopartikiillerin kolon kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkileri ve gen ifadesi lizerindeki etkileri bu calismada ayrintili olarak incelenmistir.
Calismanin sonuglari, nanoteknolojinin kanser tedavisindeki potansiyelini ve dogal
kaynaklardan elde edilen nanopartikiillerin ¢evresel olarak daha siirdiiriilebilir bir segenek
olabilecegini vurgulamaktadir. C. subulata ve C. rangiformis likeninden elde edilen Cu-
cicek sekilli nanopartikiillerin biyolojik sentez yontemi, bu nanopartikiillerin biyolojik
olarak daha uyumlu ve ¢evresel olarak daha dost¢a olmasini saglamaktadir. Ttim bu bulgular,
sentezi yapilan Cu-gigek sekilli nanopartikiillerin, hem kolon kanseri hiicrelerinde hem de
saglikli kolon hiicrelerinde potansiyel antikanser etkilere sahip olabilecegini gostermektedir.
Elde edilen veriler bu nanopartikiillerin kanser tedavisinde potansiyel bir strateji olarak

degerlendirilmesini desteklemektedir.

Ancak, bu ¢alismanin sinirlamalart da g6z 6ntinde bulundurulmalidir. Bu ¢alisma sadece in
vitro kosullarda gergeklestirilmis olup, bu nedenle elde edilen bulgularin klinik
uygulanabilirligi hakkinda kesin sonuglar ¢ikarmak i¢in daha arastirmaya ihtiya¢ oldugu
unutulmamalidir. Ayrica, nanopartikiillerin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasi i¢in daha fazla calisma ve klinik arastirmalarin yapilmasi, bu nanopartikiillerin

etkinliginin ve glivenilirliginin kesinlestirilmesi i¢in gereklidir.
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