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OZET
Lepista nuda ve Marasmius oreades MANTAR EKSTRAKTLARI ile
SENTEZLENEN GUMUS NANOPARTIKULLERIN ANTIKANSER
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Demir, Beren
Yuksek Lisans, Biyoloji Bilim Dali
Tez Damsmani: Dog. Dr. Aykut Ozgiir
Mayis 2023, xii + 63 sayfa

Calismamizda Lepista nuda ve Marasmius oreades isimli mantarlar kullanilarak
antikanser  aktiviteleri  degerlendirilmek  {lizere = AgNP’lerin  yesil sentezi
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada ¢evre dostu, toksik olmayan, maliyeti diisiik ve elde
edilmesi kolay olan mantarlar biyolojik sentez araci olarak kullanilmistir. Sentezlenen
AgNP’lerin karakterizasyonunda, UV-Vis spektrofotometrisi, FT-IR analizi, DLS teknigi
kullanilmistir. Calismamizda, FT-IR analizinde literatiirle benzer sekilde AgNP’lerin
sahip oldugu fonksiyonel gruplarin varligi gosterilmistir. DLS teknigi ile AgNP’lerin
boyut analizi yapilmis olup nanoparcaciklarm kararliligr incelenmis ve literatiirle
karsilastirtlmistir. Yaptigimiz DLS analizinde Lepista nuda mantar1 ile sentezlenen
AgNP’lerin ortalama boyutu 50.2 nm ve Marasmius oreades mantar: ile sentezlenen
AgNP’lerin ortalama boyutu ise 54.6 nm olarak 6l¢tilmiistiir ve her iki mantar ekstresi ile
sentezlenen AgNP’lerin monodispers oldugu gosterilmistir. AgNP’lerin sitotoksik
aktivitesi MTT canlilik testi ile 24 saat ve 48 saat siireyle MCF-7 ve MDA-MB-231 insan
meme kanseri hiicrelerinde gosterilmistir. MTT analizinde negatif kontrole gére MCF-7
hiicrelerinin canliliginda doza bagl olarak azalma gézlemlenmistir. MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise 24 saat siireli MTT testinde dozdan bagimsiz bir sekilde, 48 saat sureli MTT
testinde ise doza bagimli sekilde hiicrelerin canliliginda azalma goriilmiistiir. qRT-PCR
analizi ile Kaspaz-9, Bax ve Bcl-2 genlerinin ifadeleri kontrol grubuyla kiyaslanmistir.
Analizler sonucunda hiicrelerin canliligini kaybetmesinin, apoptozun bir gdstergesi olan
Bax/Bcl-2 oraninda kontrol grubuna kiyasla artis gézlemlenmesiyle iliskili olabilecegi

degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler; Kanser, Glimiis nanopartikiil, Mantar, Apoptoz



ABSTRACT
INVESTIGATION OF ANTICANCER ACTIVITIES OF SILVER
NANOPARTICLES SYNTHESIZED BY LEPISTA NUDA AND MARASMIUS
OREADES MUSHROOM EXTRACTS

Demir, Beren
Master’s Thesis, Division of Biology
Advisor: Assoc.Prof. Dr. Aykut Ozgiir
May 2023, xii + 63 pages

In our study, green synthesis of silver nanoparticles was performed to evaluate anticancer
activities by using fungi named Lepista nuda and Marasmius oreades. In this study, fungi,
which are environmentally friendly, non-toxic, low cost and easy to obtain, were used as
a biological synthesis tool. In the characterization of the synthesized AgNPs, UV-Vis
visible region spectrophotometry, FT-IR analysis, DLS technique were used. In our study,
the FT-IR analysis showed the existence of functional groups that AgNPs have, similar
to the literature. The dimensional analysis of the AgNPs was performed using the DLS
technique, and the stability of the nanoparticles was examined and compared with the
literature. In our DLS analysis, the average size of AgNPs synthesized by Lepista nuda
fungus was measured as 50.2 nm and the average size of AgNPs synthesized by
Marasmus oreades fungus was measured as 54.6 nm, and it was shown that AgNPs
synthesized by both mushroom extracts were monodisperse. The cytotoxic activity of
AgNPs was shown in MCF-7 and MDA-MB-231 human breast cancer cells for 24 hours
and 48 hours using the MTT viability test. In the MTT analysis, a dose-dependent
decrease in the viability of MCF-7 cells was observed compared to the negative control.
In the MDA-MB-231 cell line, a dose-independent decrease in cell viability was observed
in the 24-hour MTT test and a dose-dependent decrease in the 48-hour MTT test. In the
MDA-MB-231 cell line, a dose-independent decrease in cell viability was observed in the
24-hour MTT test and a dose-dependent decrease in the 48-hour MTT test. The
expressions of Caspase-9, Bax and Bcl-2 genes were compared with the control group by
gRT-PCR analysis. As a result of the analyses, it was evaluated that the loss of cell
viability may be related to the observation of an increase in Bax/Bcl-2 expression, which

is an indicator of apoptosis, compared to the control group.

Keywords; Cancer, Silver nanoparticle, Fungus, Apoptosis
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1. GIRIS

Kanser, hasarli hiicrelerin kontrolsliz c¢ogalarak, baska bolgelere de yayilmasindan
kaynaklanan hastaliklarin genel adidir. Kadimnlarda en fazla rastlanilan kanser tiirii meme
kanseridir. Oliimle sonuclanan kanserlerde akciger kanserinden sonra ikinci kanser tir(i
olan meme kanserinin olusmasinda genetik faktorler olmak uzere birgok risk faktori
bulunmaktadir. Insan meme kanserlerinin yaklasik %40’indan p53 mutasyonlari
sorumludur. DNA tamirinde gorev alan BRCA1 ve BRCA2 meme kanseri genlerinde
olusan hatalar tim meme kanserlerinin olusmasinda yaklasik %10 oraninda etkilidir.
Ostrojen reseptérii de meme kanserinin olusmasmda oldukca énemlidir. Giincel kanser
caligmalarinda, ¢esitli proteinlere islevsellik kazandiran glikozilasyon mekanizmasi bir
takim hastaliklarin ortaya ¢ikis prosesini dizenleyen bir sistemdir (Demircan ve
ark.,2019).

Nanoteknoloji, metrenin milyarda biri anlamina gelen, nanometre boyutlarindaki
parcaciklari igeren bir bilimdalidir. Bir nanopartikiil (NP), genellikle 1 nm ile 100 nm
arasindaki pargaciklar seklinde tanimlanmaktadir. Partikillerin boyutunun cok kugik
olmasi, ¢esitli verilis yollar1 igin uygun olmasi, tasima kapasitelerinin yiiksekligi, ilaglarm
kombine sekilde taginmasi, suda ¢dziinen ve ¢éziunemeyen ilaglarin birlestirilebilmesi,
ilaglardan daha fazla etki saglanmasi, ilaglarin hedefe tasmmasi gibi siradis
avantajlarindan 6tlrl olduke¢a elverisli hale gelmistir (Emel ve ark., 2020). Nanoteknoloji
esasinda, maddeyi olusturan atomlarin istenilen nitelikleri kazandirmak amaciyla onlar1
yeniden manipiile etmeyi temel alir. Atom pargaciklarini 2000 kez biiyiitebilen Tarama
Tiinel Mikroskopu’nun 1981 yilinda kesfedilmesiyle beraber nanoteknoloji de gelismistir
(Ormanoglu ve ark., 2021). Glnumiz bilimin ¢igir agan teknoloji alanlarindan biri olan
nanoteknoloji, bir¢ok bilimdali ile birlikte koordine olan bir teknolojiye sahiptir (Kutik
ve ark., 2019).

Nanopartikiller fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontem olmak iizere ii¢ sekilde
sentezlenebilirler. Toksisite miktarmin fazla olmasindan ve pahalilik agisindan fiziksel
ve kimyasal yontemler birer dezavantajdir. Biyolojik sentez ise diisiik biitgeli, gevre dostu
ve guvenilir bir yontemdir. Bakteriler, funguslar, algler ve bitkilerin farkli kaynaklarindan
yararlanilmasiyla birlikte tiim bunlar biyolojik sentezin daha fazla tercih edilmesini

saglamigtir (Baran, 2019).



Nanomateryallerin goreceli olarak ylizey alaninin artmasi, daha biyik boyutlardaki
materyallerden farkli olmasina sebep olur. Bir pargacagin kuculmesiyle yiizey hacim
orani artarken, pargacigin yiizeyindeki atomlarin sayisi, i¢inde bulunan atomlarin sayisina
oranla artig gosterir. Bu yuzeylerde kimyasal reaksiyonlar gerc¢eklestiginde, daha biiyilik
boyutlu parcaciklardan yapilmis 6rneklere nazaran, ¢evre ile daha elverisli bir etkilesim
olmaktadir. Bu sebeplerden dolayr nanomalzemeler, potansiyel olarak gugleri ve
elektriksel 6zellikleri degismekte olup kimyasal olarak daha reaktiftir (Ates ve ark.,
2013).

Bu tez galismasinda Tokat ilinin Avlunlar bolgesinden toplanan Lepista nuda ve
Marasmius oreades mantarlarinin ekstraktlar1 kullanilarak  biyolojik  sentezi
gerceklestirilen giimiis nanopartikiillerin (AgNP), MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicre hatlarinda hiicre canliligi ve Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-9 genleri ifadelerindeki
etkilerini arastirmak amaglanmistir. Bu ¢alisma sonunda, mantar ekstraktlar1 kullanilarak
sentezlenen AgNP’lerin hiicrelerin canliliginda azalmaya neden olarak kanser

tedavilerinde alternatif bir antikanser ajan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mantarlarin tibbi alanda kullanilmasi

Yiiksek yapili yabani ve yenilebilir mantarlar tibbi fonksiyonlara sahip oOzellikleri
sayesinde fonksiyonel besin grubuna dahil edilmistir. Mantarlar ayrica lezzetli aromalar1
ve yiiksek besleyiciligi nedeniyle bircok iilkede gida olarak tiiketilmekle birlikte gida
endiistrisinin de dikkatini cekmeyi basarmigtir. Mantarlar, miikemmel bir protein kaynagi
olmakla beraber iy1 bir karbonhidrat, yag, lif ve vitamin kaynag1 besinlerdir. Yapilan
arastirmalar mantarlarin kolesterol seviyesinin azaltilmasi, kalp hastaliklari, kanser tirleri
gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde tibbi yarar sagladigi gosterilmistir. Mantar
polisakkaritleri diger tiirlerin polisakkaritlerinden kimyasal bilesim, iskelet uzunlugu, ii¢
boyutlu konformasyon gibi yapilardan dolay1r farklidir. Mantar polisakkaritleri,
karakteristik birincil yapilarindan dolay1r antitimér, anti-inflamatuar, antioksidatif,
antiviral, antidiabetik, imminomodulatér gibi 6nemli biyolojik aktivitelere sahiptir.
Mantar polisakkaritleri tiimor hiicrelerine karsi etkilerini dogrudan yapmazlar. Mantar
polisakkaritleri konaktaki dogal katil hiicreleri olarak da bilinen NK-hicrelerini, T
hiicrelerini, B hiicrelerini ve makrofaj bagimli bagisiklik hiicrelerini uyararak bagisiklik
sistemini tetiklemek suretiyle etki eder (Maity ve ark., 2021). Makro mantarlarin sahip
oldugu bazi glikozidik baglar, immin sistem dizenleyici ve antikanser aktiviteleri
sayesinde kanseri tedavi etme sirecinde yer alirlar. Mantar polisakkaritlerinin, ¢ogu
kemoterapotik ilaca gore daha az zararli oldugu rapor edilmistir. Bu sebeple kanser
tedavisinde farkli bir segenek olarak destekleyici ilaglar gelistirmek (zere
kullanilabilirler. Arastrmacilar Pleurostus ostreotus ekstresinden elde edilen bir [-
glukan bilesigi olan Pleuran’in, cesitli kanser hicrelerinin biiyiimesini durdurabildigini
bildirmistir (Oztlrk ve ark., 2021). Diinya iizerindeki mantar sayismin 140.000 oldugu
tahmin edilmektedir. Fakat bunlarin yaklagik %10’u tir olarak isimlendirilmistir (
Wasser, S.P., 2002). Biyoteknolojinin gelisim siirecinde mantarlar ¢cok blyuk dneme
sahiptir. Endistri alaninda 6zellikle farmakolojik caligmalarda ¢esitli Griinlerin
sentezinde mantarlar kullanilmaktadir. Bunlarin diginda antibiyotik direncine kars1 yeni

antibiyotik taleplerini karsilamada mantarlar kullanilmistir (Atabay ve ark, 2021).



2.2. Lepista nuda ve Marasmius oreades mantarlarimin 6zellikleri
2.2.1. Lepista nuda

Lepista nuda sonbahar ve kis aylarinda ormanlik alanlarda, genellikle 1liman havalarda
yetisebilen bir mantar tiirtidiir (Sevindik ve ark., 2019). Tricholomataceae ailesinden olan
L. nuda, yumusak, sulu bir mantar olmakla birlikte hos bir kokuya sahiptir (Ceylan,
2021). L. nuda, leylak ile mor-pembe rengi, kendine has kokusu ile diger tiirlerden ayirt
edilebilir. Insanlar tarafindan tadi begenilen bir mantardir ve icerisinde biiyiik oranda
protein ve polisakkarit barindirmasi sebebiyle besleyicidir (Du ve ark., 2018). Ulkemizde
mor mantar ya da mavi cincile olarak da bilinir. L.nuda ekstresinden elde edilen
orneklerde antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktiviteler gosterdigi rapor
edilmistir (Ozdal, 2018).

Sekil 2.1 Tokat/Avlunlar bdlgesinden toplanan Lepista nuda mantarinin fotograf
goruntasd



2.2.2 Marasmius oreades

Marasmius oreades, 3-3.5 cm genisliginde, soluk kahverengimsi renklerinde, tiiysiiz,
kirilgan, gengken disblikey konik seklinde olup biiyiidiikce diizlesen mantar tiiriidiir
(Razaq ve ark., 2013).

Sekil 2.2. Tokat/Avlunlar bélgesinden toplanan Marasmius oreades mantarinin fotograf
goruntasu

M.oreades, Agaricales takimi1 ve Marasmiaceae familyasina ait bir mantardir (Yesilbas,
2015). Her yerde bulunabilen, yenilebilir bir mantardir. Cimlik ve otlak alanlarda yetisen
bu mantar tiirii yeralt: misellerine sahiptir. Genellikle peri halkalar1 olusturmasiyla bilinir
(Hiltunen ve ark., 2021). Peri halkalari, ormanlik ve otlak alanlarda, tarim arazilerinde
yaygin olarak goriilebilen, mantarlarin gdvdelerinin 6ldiikten sonra olusturdugu koyu
renkte halkalardir. Bu peri halkalar1 yildan yila ¢aplar1 artarak biiyiirler (Choi ve ark.,
2019).



Sekil 2.3 Tokat /Avlunlar bolgesinde ¢ekilen peri halkalarinin fotograf gériintiisii

2.3. Nanoteknoloji ve nanopartiktller

Nanoteknoloji, 1 nanometre ile 100 nanometre arasinda kalan boyuttaki maddeleri
kapsayan bir teknolojidir. Giiniimiizde kullandigimiz bir¢ok Urlin nanoteknoloji
sayesinde iiretilir. Bu ylizden nanoteknoloji modern yasamin vazgecilmez bir parcasi
haline gelmistir. Nano boyut kavrami ilk kez 1959 yilinda fizik¢i Richard Feynman’in
yaptig1 bir konusmada oOnem kazanmustir. Feynman, nanometre boyutundaki
malzemelerin ve cihazlarin gelecek donemlerde gesitli avantajlar sunacagini belirtmis,
bazi seyleri kiigiik boyutlarda manipiile etme ve kontrol etme diisiincesini bildirmistir
(Taylek, 2021).

Nanoteknoloji, maddelerin atomik ve molekiiler dizeyde daha avantajli, yeni 6zellikler
kazanmasini amaglamaktadir. ‘Nano’ kelimesi, biiyiikligiin milyarda biri olarak
tanimlanir. Bu anlamda metrenin milyarda biri, bir nanometre olarak ifade edilir. Nano
boyuttaki bir malzeme yaklasik 100 ile 1000 aras1 atomdan meydana gelir. Malzemelerin

iizerinde biiyiik degisiklikler yapilabilmesinin sebebi nano boyuttaki malzemelerin



ylizey/hacim oranlarinin artmasidir. Bu da nanoteknolojiyi diger teknolojilerden ayiran
onemli bir ozelliktir (Beykaya ve ark., 2016). Nanopartikuller fiziksel, kimyasal ve
biyosentez yoluyla sentezlenebilirler. Nanopartikillerin yuzeylerinde gozlemlenen
toksisitenin kimyasal sentez yoluyla iliskili oldugu disiiniilmektedir. Kimyasal ve
fiziksel yolla senteze alternatif bir secenek olarak bitki, mantar, mikroorganizma gibi
biyolojik kaynaklar da nanopartikiil sentezi i¢in kullanilabilmektedir (Hasan, 2015).
Biyosentez metodu kullanilarak iiretilen nano materyallerin elde edilmesi siirecinde
toksik kimyasallarin kullanilmamasi, ylksek enerji ihtiyacinin olmamasi, ucuz olmasi,
kolay bir uygulama olmasi, medikal uygulamalar i¢in biyouyumlu yap1 gostermeleri
biyosentez yontemlerini diger yontemlere gore daha cazip hale getirmektedir (Aktepe,
2021).

2.4. Nanopartikullerin yesil sentezi

Nanopartikillerin sentezi kimyasal ve fiziksel metod ile basarili bir sekilde gerceklesse
de toksisite, pahalililk ve ¢evre dostu olmamasindan dolayr dezavantajdir.
Nanopartikiillerin degisken boyut ve sekilleri bitkilerin barmdirdig1 indirgeyici
bilesenlerin miktarina baghidir (Geng ve ark.,2021). Biyolojik sentez nanopartikillerin
sentez yontemlerinden biridir ve ayn1 zamanda yesil sentez olarak da tanimlanir. Toksik
olmayan, cevre dostu, ekstrem kosullara ihtiya¢ duymayan hizli bir sentez yontemidir.
Bitkilerin ve mikroorganizmalarin igerdikleri ikincil metabolitler sayesinde molekdler
indirgeme yetenegiyle biyolojik kaynaklardan nanopartikillerin sentezi tek seferde
gergeklestirilir (Ciftci ve ark.,2021).



mantar ekstresi AgNO3

% P
ol D na Q‘

> 7 P
4 » A

oA > v
1“2:39* B P <]
ikincil metabolitlerle kaph Ag mantara ait
AgNP'ler nanopartikiller ikincil metabolitler

Sekil 2.4 Mantar ekstresi araciligryla AQNP sentezi semast

2.5. Nanopartikillerin yesil sentezinde kullanilan ikincil metabolitler

Flavonoidler, flavon, flavonol, flavonon, flavononol ve izoflavon tirevlerini iceren bir
dogal polifenolik bilesik ailesidir. Flavonoidlerin iskeleti, oksijenli bir heterosiklik
halkasi, C ile birbirine baglanan iki fenil halkasmndan ve birka¢ pozisyonda
hidroksillerden olusur. Bu bilesikler, biyotik ve abiyotik streslere verilen yanita
katildiklar1 i¢in bitkilerde Onemli rollere sahiptir. Hidroksil gruplarmin sayisi ve

flavonoidlerin yapisi, metal baglama aktivitesi i¢in 6nemlidir (Marslin ve ark., 2018).

2.6. Nanopartikullerin kullanim alanlar

Nanoteknoloji giiniimiizde ¢ok kullanilan bir teknolojidir. Malzemelerin atom
dizilislerindeki degisiklik sebebiyle nanoboyutlar1 onlar1 daha islevsel yapmaktadir.
Maddeler nanoteknoloji sayesinde manipile edilebilmektedir. Malzemelere daha iyi
performans kazandiran bu uygulama daha ucuz iirlinlerin tiretimine fayda saglamaktadir.

Maddelerdeki bu fiziksel, kimyasal veya biyolojik yeni 6zellikler onlar1 daha iyi elektrik



iletkenligi, daha hafif, daha iyi kimyasal reaktivite gibi bir¢cok gelismis 6zellik kazandirir.
Nanopartikiil kullanimma bir diger ornek ise nanoteknolojinin elektronik alanda
kullanimidir. Gelecegin teknolojisi olarak tanimlanan ¢ip kullanimi, bilgisayarlarin
nanopartikiiller sayesinde ¢ok kiiciik boyutlarda islevsel olmasini miimkiin kilar. Yakin
zamanda ¢iplerin cerrahide robot olarakta kullanilmasi beklenmektedir. Ayrica ilag tani
ve dagitiminda da yine ¢iplerden faydalanilmasi miimkiindiir. Giniimiizde nanoboyuttaki
malzemeler sayesinde daha az gi¢ kullanan daha uzun pil 6mrine sahip elektronik
cihazlar Uretilebilmektedir. Nanopartikiller ilaglarin hedef bolgeye nifuz etmesini ve
emiliminin artmasim saglamaktadir. Bunlarin yaninda kanser tedavisinde yararlanilan
kemoterapatik ilaglarin timor hiicreleri gibi 6zgul hiicrelere direkt ulasmasimi miimkiin
kilar. Ornegin solunabilir nanopartikiillerin akcigere verilmesi, oral yolla ya da serum

yoluyla alinan ilacin neden oldugu yan etkileri en aza indirir.

Nanopartikiiller otomotiv sektdriinde de siklikla kullanilir. Iki ya da daha fazla
malzemenin birlesiminden olusan kompozitlerin nanokompozit formlar1 da vardir. Bunlar
sayesinde metale gore daha giiclii ve daha hafif ara¢ pargalar1 iiretilmektedir.
Nanopartikiiller, gidalarin raf dmriiniin uzatilmas1 amaciyla ambalaj iiretiminde, giines
kremlerinin etkinliginin arttirilmasinda, plastik igecek siselerinin kalitesinini arttirmada
olmak (zere ¢ok farkli alanlarda kullanilir. Nanopartikiller laboratuvarlarda kimyasal
nanosensorler olarak molekiilleri tespit etmek amaciyla da kullanilabilmektedir (TUylek,

2021).

2.7. Giimiis nanopartikali

Glimiis, ¢cok eski zamanlardan beri metalik glimiis, giimiis nitrat, giimiis siilfadiazin
formunda antiseptik olarak yanik, yara ve bakteriyel enfeksiyonlarda tedavi edici olarak
kullanilmustir. Bu giimiis formlar1 yerine zaman igerisinde glimiisiin daha islevsel oldugu
manipule edilebilir 6zellikte giimiis nanopartikiiller tercih edilmistir. Giimiisiin sahip
oldugu antimikrobiyal 6zellik sayesinde 6zellikle tibbi cihazlarin kaplanmasindan ve yara

pansumanlarinin igerigine dahil olmasindan dolayr AgNP’lerin kullanimi artmustir.



Glmiis, bakteri DNA ve RNA’sma baglanarak bakteriyel replikasyonu engeller.
Aragtirmalar, AgNP’lerin antibakteriyel etkinliginin AgNP’lerin farkli sekillerine bagl
oldugunu gostermistir (Rai ve ark., 2009).

Glimiis herhangi bir metalin sahip olabilecegi en fazla elektriksel ve termal iletkenlige
sahiptir.  Sitotoksik  potansiyelleri sebebiyle giimiis nanopartikiiller —kanser
aragtirmalarinda siklikla kullanilmistir. AgNP’lerin artan konsantrasyonlarda artan

etkinlikleri HeLa hiicre hatlarinda gésterilmistir.

Nanopartikiiller gelisen bir teknoloji olmakla beraber sahip oldugu essiz optik,
fizikokimyasal vb. 6zellikleri sayesinde guiniimuizde birgok alanda kullanimi tercih edilen
bir uygulamadir. Ozellikle tip, tarim, gida, elektronik ve kozmetik endiistrileri basta
olmak tiizere genis kullanim alanina sahiptir. Glimiis nanopartikiiller, nanoteknolojide

sahip oldugu iistiin 6zellikler sayesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Oztiirk, 2020).

2.8. Kanser nanoteknolojisi

Kanser, hiicrelerin buyime ve bdlinmesinden sorumlu olan genlerin tahrip olmasi ile
olusur. Viicutta farkli yerlerde olusabilen ve diger organlara dagilabilen dogal olmayan
hlicre ¢ogalmalaridir. Anormal olarak ¢ogalan bu hiicre grubu ¢evreledigi dokunun veya
organin fonksiyonlarini yerine getiremez hale getirir. Nanoparcaciklar, maddelerin
bilesenlerini bozmamak suretiyle onlarin sahip oldugu biyolojik, kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerinin istenilen 6zelliklere sahip nano boyutlarda parcaciklara doniistiiriilmesiyle
elde edilir. Bu sayede kanser teshis ve tedavisinde nanoteknolojinin kullanilmasini ¢ekici
kilar. Kanser vakalar1 teshis edildiginde 2/3’si Olimciil hale gelmistir. Genellikle
tiimorlerin goriintlileme cihazlar1 ile goriintiilenmesi icin en az 1 cm capma ve 1 gram
agirligina ulasmasi gerekirken, nanoteknoloji sayesinde erken dénemde tespit edilebilir.
Meme kanserini gorunttilemede kanserin teshisi i¢in 1.000.000 kanserli hiicre olusmasi
gerekirken nanoteknolojik yontemler sayesinde 100’den daha az kanserli hiicrede bile
gorintuleme miimkiin olmaktadir. Nano-onkoloji alaninda yapilan ¢aligmalar ilaglarin
timor hicrelerinin hiicre i¢i konsantrasyonlarini arttirabilecegini, saglikli hiicrelere karsi
toksisite miktarmi ise minimuma indirilebilecegini gostermistir. (Oylar ve ark., 2011).

Ulusal kanser enstitlisi, oliimciil kanser hastaliklarini tedavi etmede nanoteknoloji
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alaninda milyonlarca dolarlik yatirim yapmustir. Kanser tedavisinde nanoteknolojik
uygulamalardan biri olan nanotastyici ile ila¢ tasiniminda en sik kullanilanlar1 polimerik,
manyetik, niikleik asit bazli yapilar, dendrimerler, lizozomlardir. Nanotasiyici ilag
sistemlerinde ilacin yan etkisini azaltip etkinligini arttirmak amaglanir. Kanserli
hiicrelerin mikrogevresinde bulunan kanserlesmis hiicreye spesifik olan ve antijenlerini
taniyan bir takim molekiillerin (antikor, peptid gibi ligandlar) fonksiyonellestirilmesiyle
kanserin hedeflenebilmesi igin nanotasiyicilar gelistirilebilirler. Bunun diginda
nanotasiyict molekiiller, transmembran tUmaor antijenlerinin hiicre digini1 hedef alarak
reseptor aracili endositoz ile 6zgiin olarak, kanser hicreleri tarafindan almabilmektedir
(Alexis ve ark., 2008).

2.9. Kanser ve apoptoz

Okaryotik hiicreler yasam siirelerini tamamladigmda ya da DNA’larinda hata meydana
geldiginde O6lme egilimi gosterirler. Canlilarda meydana gelen bu fizolojik streg
dokularin homeostazindan sorumludur. Apoptoz ayni zamanda canlilarin embriyolojik
gelisimi, bagisiklik sistemi regiilasyonu gibi sireclerde de rol alir. Hiicrelerin boliinmesi
ile 6lmesi arasindaki dengenin saglanmasi acgisindan apoptozun hatasiz gerceklesmesi
oldukca dénemlidir (Ulukaya ve ark., 2011). Apoptoz kaspaz aracili ya da kaspazlardan
bagimsiz sekillerde gercgeklesebilir (Norberg ve ark., 2010). Apoptozda kromozom
seklindeki DNA’nin niikleozom birimleri seklinde par¢alanmasi en ayirt edici 6zelligidir
(Giiles ve Eren, 2008). Bu parcalanma endojen endoniikleaz enziminin (Ca ve Mg
bagimli) aktivasyonu ile gergeklestiginden hiicre i¢i kalsiyum artis1 gereklidir. Apoptoza
ugramis hiicreler agaroz jel elekroforezinde merdivenin basamaklar1 seklinde 6zgiin bir
goriintii saglar (Turgut ve ark.,2006). Ekstrinsik ve intrinsik olmak izere baslica iki yolla
gerceklesir. Ekstrinsik yolda hiicre disi 6liim sinyalleri ile intrinsik yolda ise mitokondri
araciligiyla hiicre i¢i yolakla ger¢eklesir. Apoptozun hiicre dis1 yolagi, apoptozu baslatan
Pro-kaspaz-8’i tetikleyen Fas ve TNF reseptorleri aracigtyla uyarilir. 1lgili ligandlar hiicre
zarmdaki reseptorlerini doniistiirerek bir dizi molekulleri etkiler ve Pro-kaspaz-8’i keser.
Kesilerek aktiflesen Kaspaz-8 Bid proteinini uyararak mitokondriden Sitokrom c’nin
salinmasini tetikler ve 6liim sinyalleri aracigiyla gerceklesen apoptoz mekanizmasi ayni

zamanda mitokondiyal yolagi da uyarmis olur. Mitokondriyal yolakta ise hiicrelerin
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enerji liretiminden sorumlu organeli mitokondrinin hiicrenin i¢inden ve disaridan gelen
sinyalleri alarak apoptozda gorev almasi esastir. Bcl-2 protein ailesi araciligiyla meydana
gelen mitokondri zarmdaki biitiinliglin bozulmasiyla mitokondri i¢inde bulunan
Sitokrom ¢ ve diger proteinler sitoplazmaya salnir. Sitokrom c’nin Apaf-1’e
baglanmasiyla olusan apoptozom kompleksi Kaspaz-9’u aktiflestirerek diger kaspazlarin
aktiflesmesine Onciiliik eder. Bir dizi kaspazin kesilerek aktiflesmesi hiicrenin 6limliyle
sonuglanir. Bunlarin disinda endoplazmik retikulumda meydana gelen hatalar sonucu
proteinlerin katlanmasindaki bozukluklarin yarattigi stres ve DNA’daki hatalar1 taniyarak
hiicrenin apoptoza gitmesini saglayan p53 proteini de apoptoza neden olabilir (Solakoglu,
2009). Apoptozda temel olarak gorev alan Bcl-2 protein ailesi anti-apoptotik, pro-
apoptotik ve BH bdlgesi olmak Uzere Ug¢ gruptur. Bcl-2, Bel xL, Bel-w, Mcl-1 ve A1/Bfl-
1 antiaoptotik ve Bax, Bak ve Bok/Mtd ise pro-apoptotik alt protein ailesine ait genlerdir
(Martinau ve Youle, 2011). Apoptoz bu anti-apoptotik ve pro-apoptotik genlerin
ifadesindeki dengeyle diizenlenir. Son birkag on yildir, kanserli hiicreleri ortadan kaldiran
apoptoz mekanizmasini gelistirmeye yonelik yeni ¢alismalar oldukga ilgi ¢ekici olmustur.
Apoptoz mekanizmasinda yer alan baslatici ve efektor kaspazlarin nasil calistigiyla ilgili
calismalar, hiicrelerin fenotipini etkileyen ve ayni zamanda hiicrelerin sag kalimiyla ilgili
stireclerin daha iyi anlasilmasmi saglamistir. Bunlarin disinda kanserli hicrelerin
cogalmasinda etkili olan kinazlar1 etkisiz hale getirmeye yonelik tedavi yaklagimlari da
gelistirilmistir. Apoptoz ile ilgili bir diger arastirma konusu ise apoptoz ile otofajinin
etkilesimidir. Apoptozu hedef alan tedavilerin Uzerinde calisilmasi, 6zgin direng
mekanizmalari, ¢esitli kanser tdrleri icin 6zgiin tedavi verilmesi ve kemoterapotik
ilaglarin bir takim toksisite igermesi gibi nedenlerden dolay1 olduk¢a 6nemlidir (Carneiro
ve El-Deiry, 2020)
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Sekil 2.5 Apoptozun mitokondriyal ve 6liim reseptorleri yolagi semasi

2.10. Metalik nanopartikillerin antikanser aktiviteleri

Kanser dinya ¢apinda 6liime neden olabilen bir hastalik olmasi sebebiyle yeni tedavi
yollar1 aranmaktadir. Kanser tespitinde kullanlan nanopartikiller sayesinde hiicresel ve

molekiiler diizeyde goriintiilemeler kanserin daha detayl1 arastirilmasini saglamaistir.

Metalik nanopartikiiller sahip olduklar1 bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sayesinde ilag
taginimi ve hedefleme igin son zamanlarda dikkat ¢ekici hale gelmistir. Cinko oksit
nanopartikiillerinin kanser tedavisindeki olas1 uygulamalar1 ilgi ¢ekicidir. Cinko oksitin
sahip oldugu genis bant aralikli yar1 iletken 6zellik ROS olusumunu tetiklemesi onun
birgok alandaki uygulamalarda kullanilmasina tesvik etmistir. Cinko oksit
nanopartikiillerin boyutlarmin 100 nm’den kiiciik olmasi onlarmn ilag dagilmi
uygulamalarinda tercih edilebilir hale getirir. Altin nanopargaciklar son zamanlarda essiz
ozellikleri nedeniyle farkli uygulamalarda kullanilmaktadir. Fototermal doniistiiriiciiler,
radyo duyarlastiricilar, gériintiileme problari, kanser teranostigi gibi ilag tagiyiciligt gibi
alanlarda kullanilmistir. Demir oksit nanopargaciklar sahip oldugu siiperparamanyetik

ozellikleri sayesinde manyetik rezonans goriintiilemede kontrast ajanlar1 olarak siklikla
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kullanilmaktir (Sharma ve ark. 2015). Altin, giimiis, platin gibi metal igeren
nanopartikiiller essiz optik, elektronik ve katalitik nitelikleri sayesinde ¢esitli
endlstrilerde ilgi c¢ekici bir uygulama haline gelmistir (Tailor ve ark., 2020).
Nanopartikiiller diisiik sicaklikta erimeden kalabilen O6zelliklere sahip oldugu igin
kozmetik, elektronik, kaplama gibi alanlarda kullanimi yaygindir. Tipik olarak
nanopartikiller, 1s1gm kritik dalga boyunun altinda bir dalgaboyuna sahiptir.
Nanopartikiller, DNA iplik¢iklerine tahribatsiz eklenebildigi igin tip alaninda
hastaliklarin teshisinde kullanilir (Thakkar ve ark., 2010).

Metalik nanopartikiillerin ¢esitli kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik kapasitesine
nekroz, sinyal yollarmin uyarilmasi, lizozomal hasar, kaspaz aracili sinyal iletimi ve
apoptoz eslik eder. Parcacik sekli, boyutu ve yiizey kimyasi gibi ¢esitli faktorler
AgNP’lerin sitotoksik etkinligini etkiler. Nanopartikiiliin boyutu ne kadar kii¢likse kanser

hiicresi proliferasyonunun inhibisyonu o kadar fazladir (Rao ve ark., 2016).

2.11. Metalik nanopartikillerin toksisitesi

Metalik nanopartikillerin toksisitesini olusabilecek saglik problemlerini belirlemek adina
onemlidir. Metal nanopartikillerin etki mekanizmasi ROS {iretimi seklindedir. Fakat agir1
oksidatif stres zararh olabilir. Hiicreler kendilerini tetikleyebilir, enzimatik ve ezimatik
olmayan antioksidan savunma mekanizmalar1t (6rnegin glutatyon peroksidazlar,
katalazlar ve stperoksit dismutazlar) gibi yiiksek oksidatif strese yanit olarak koruyucu
mekanizmalarini tetikleyebilir. Bununla birlikte, bu koruyucu mekanizmalar hiicresel
redoks dengesini yeniden saglayamadiginda proteinler, lipitler DNA gibi hiicresel
makromolekiiller zarar goriir. Onarilamaz hasar daha sonra nekroza ya da apoptoza yol
acabilir. Agir1 oksidatif stres ayrica interlokin (IL)-2 ve timdor nekroz faktord (TNF)-a’nin
aktivasyonu gibi proinflamatuar tepkileri de tetikleyebilir. Kronik inflamasyon,
ateroskleroz, akciger hastaliklar1 ve daha fazla kanser gibi hastaliklara yol agar. Ancak

bu kavram ROS {iretimi toksisitenin baskin mekanizmasiysa gegerlidir.

Metalik nanopartikiiller ayrica hiicresel Ca™ konsantrasyonunu bozabilir. Boylece
hicresel metabolizma, sinyal iletimi ve gen eksresyonu gibi dengeli hiicre i¢ci Ca*

konsatrasyonunun diizenleyici rollerini bozabilir (Sharma ve ark. 2015).
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2.12. AgNP’lerin antikanser aktiviteleri

Kanser diinyada Oliime sebep olan hastaliklarin basinda gelir. Her yil diinya ¢apinda
milyonlarca insana kanser teshisi konmaktadir. A¢iklanan raporlara gore gelecek yillarda
giniimiize kiyasla daha fazla sayida insana kanser teshisi konulacagi tahmin

edilmektedir.

Tip alaninda giimiis nanopartikiiller diger nanopartikiillerin i¢inde essiz 6zellikleri
sebebiyle en heyecan verici nanopartikiillerden birisidir. AgNP’lerin antikanser
aktiviteleri, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda gosterilmistir. Bitkiler, mantarlar gibi biyolojik
kaynaklarm  igerdigi  fitokimyasallar ~ kullanilarak  glimiis  nanopartikiiller
sentezlenebilmektedir. ~ Uv-Vis  spektrum  cihazinda ~ AgNP’lerin  sentezi
dogrulanabilmektedir (Akther ve ark., 2019).

Gilimiis nanoparcaciklar ¢carpan 151g1n bir kismimi emen ve dagitan plazmonik yapilardir.
Kanser hiicrelerine secgici olarak alindiktan sonra, emilen 1s1k termal 6ldiirme i¢in
kullanilabilirken sagilan 151k goriintiileme i¢in kullanilabilir. Glimiis de altin gibi esit
sayida pozitif iyon iletim elektronu igeren bir serbest elektron sistemidir. Elektromanyetik
bir dalga tarafindan 1s1ma yapildiginda, serbest elektronlar bir plazma frekansinda tutarl
bir salmim yapmak iizerinde elektrik alani tarafindan siiriiliir. Nicelenmis plazma
salmimlar1 goriintir 1s1kla etkilesime girerek SRP(21) sentezler. Giimiis plazmon
rezonansi goriiniir spektrumdaki herhangi bir dalga boyuna ayarlanabilen tek malzemedir.
AgNP’lerin terapdtik aktivitesi s6z konusu oldugunda hiicrelerle etkilesimden sonra
ROS’un (glutatyon ve tioredoksin) notralizasyonundan sorumlu proteinleri etkilerler.
Boylece glimiis nanopartikiiller, hiicrenin antioksidan savunma mekanizmasini tiiketerek
ROS birikimine neden olur. ROS birikimi, inflamatuar yanit1 ve pertiirbasyonu baglatir

ve mitokondrinin yikimina yol agar (Sharma ve ark., 2015).

Gilimiis nanopartikiiller oksijen varliginda kolay bir sekilde oksitlenebilirler. Oksitlenmis
giimils nanopartikiiller ana toksisitenin asil kaynagi olan giimiis iyonlarm agiga ¢ikarir.
Gilimiis nanopartikiiller hiicre i¢inde giimiis iyonlar1 gibi davranir. Giimiis iyonlari,
oksidatif strese neden olur bdylece hiicre zari, protein ve DNA gibi hiicresel bilesenlere

zarar verir. Bu da apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimlerine yol agarak yakimindaki dokulara
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veya hicrelere daha fazla zarar veren proinflamatuar sitokinlerin salinimimni tetikler. Bu
durumda AgNP’lerin kullanildig1 tedavi yontemlerinde AgNP’lerin dozu toksisiteyi en
aza indirmek ic¢in Onemlidir (Karuppaiah ve ark., 2020). AgNP’lerin artan
konsantrasyonlarda artan sitotoksik etkinlikleri HeLa hiicre hatlarinda gésterilmistir (Rao
ve ark., 2016).

2.13. Biyolojik sentezlenen nanopartikullerin karakter analiz yontemleri
2.13.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) teknigi

Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscopy), tip, biyoloji, madde
bilimleri ve yerytzi bilimleri gibi alanlarda kullanilan bir tekniktir. Bu bilim dallarindan
elde edilen 6rneklerin yiizey yapilar1 100.000 biiyiitiilerek 6rnek hakkinda detayli bilgiler
edinilir (Kapakin,2006). SEM, ilk olarak 1935 yilinda Almanya’da Knoll tarafindan icat
edilmistir ve zamanla diger arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir. Taramali elektron
mikroskobunda elektron demeti ve drnek arasindaki etkilesim kullanilarak organik ve
inorganik maddelere ait bilgiler elde edilir. Taramali elektron mikroskobunda prensip,
ornegin lizerinden yansiyan elektronlarin belli bir alanda toplanarak bir takim yansiticilar
ile gorintii olusturmasma dayanir. Dezavantaj olarak elektronlarm 6rnegin yiizeyinde
birikmesi ile yeterli gorinti elde edilmemesi ya da 6rnekten elektronlarin yeterince
yansimamasi $6z konusu olsa da 6rneklerin hazirlanma asamasmda kaplama maddeleri
kullanilarak goériintii kayiplarinin 6niine gegilir. Aliminyum, altin, palladyum, giimiis

gibi maddeler, kaplama gorevi géren malzemelerde kullanilir (Buken ve ark., 2001).

2.13.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) teknigi

Transmisyon Elektron Mikroskobu (Transmission Electron Microscopy), tip, biyoloji,
jeoloji ve fizik gibi bir¢cok bilim dalinda kullanilan bir gériintiileme yontemidir. Elde
edilen Ornekleri 600.000 kez biyuterek i¢yapilart hakkinda bilgi verir. Hucrelerin
bilesenleri, yalnizca mikroskop ile goriintiilenebilen organizmalar incelenir. Elektronlar
hlcrelerin iginden gecerek fosfofloresan ekranda iki boyutlu bir goriintii olusturur.
Gorunttndn belirli bir bolgesinin parlaklig1 6rnegin iginden gecen elektronlarin sayisiyla

orantilidir. Elektron mikroskobunun 151k mikroskobuna goére avantajli olmasmin sebebi
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151k mikroskobunda kaynak olarak 151k yerine vakumlu elektron demeti kullanilarak ¢ok
kiiglk cisimcikler hakkinda daha detayli bigi vermesidir. Elektron mikroskoplar1 yiiksek
rezolusyonlu yani daha biiyiik bir alan derinligi icerir (Kapakin, 2006).

2.13.3. Enerji Dagimh X-151m1 Spektroskopisi (EDX) teknigi

Enerji dagilimli x-151n1 spektroskopisi teknigi ile 6rnegi kaplayan bilesenlerin nicel ve
nitel analizi SEM teknigi yardimi ile yapilmaktadir. SEM analizinde yiiksek enerjili
elektron demeti kullanilarak goriintiileme yapilir ve EDX teknigi ile siirekli olarak
elektron altindaki kati numunenin yaydigi x-ismimnin enerji yayma yetenegini Olger

(Sigman, 2008).

2.13.4. UV-Vis / Gorunidr Absorpsiyon teknigi

UV-Gorlnir spektroskopisi ¢cogunlukla ¢ozelti igindeki molekillerin ya da inorganik
iyon ve karisimlarin analizde kullanilan, 400 - 800 nm arasi 151n absorbsiyonunu 6lgen
bir tekniktir. UV-Vis spektroskopisi, incelenen 6rnegin absorbe ettigi ve sagtigi 1s181n
miktarin1 6l¢en analiz yéntemidir. Temel prensibi, fotodedektor ile 1s1k kaynagi arasina
konan o6rnegin UV-Vis 151k demetinden ge¢meden Once ve gectikten sonraki

yogunlugunun élctilmesidir (Ates.2018).

2.13.5. X-1511 Kirinimi (XRD) teknigi

X-1gm1 kirinim spektroskopisi X-1sin1 kullanilarak yapilan analizi yontemidir. Bu analiz
yonteminde kullanilan enerji Ultraviyole 1ismindan daha giiclii olup Gamma 1smindan
daha azdir. XRD analizinde prensip, bir maddenin karakteristigi olan kirmim deseni ile
ilgilidir. Kirmim desenleri, her kristal fazin X-ism1 ile etkisiminde meydana gelen
benzersiz ¢izimlerdir ve bu kirmim desenleri bir gesit Kimlik gibi o kristali ifade eder.
Ayni1 dalga boyundaki X-1sinlarin1 benzersiz atom dizilimlerine sahip kristal fazlar kirar.
XRD tekniginde, 3-8 keV foton enerjisinde, X isinlariyla enregre molekiller ve
kristaldeki atomlarin birbiri ile uzaklig1 yaklasik 0.15-0.40 nm olmas: gereklidir (Ates,
2018).
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2.13.6. Fourier Doniisiimii Kiz1lotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Fourier Doniistimii Kizilotesi Spektroskopisi, bilesiklerin karakterizasyonunda kullanilan
bir analiz yontemidir. FT-IR analizinde temel prensip kizilotesi 15181n aragtirilmak istenen
Ornek madde tarafindan sogurulmasina dayanir. Makro molekiillerin sahip oldugu
fonksiyonel gruplarin titresimiyle kompozisyonu, fonksiyonelleri hakkinda bilgi verir
(Ates, 2018).

FT-IR maddelerin verdigi maksimum absorpsiyon, maddeyi olusturan atomlar arasindaki
baglarin titresimlerinin yarattig1 frekanslara karsilik gelen numune ile ilgili bilgi saglar.
Optik izomerlerin disinda maddelerin sahip oldugu 6zgiin spektrumlar maddelerin
kimligi ile ilgili bilgi verir. Yapilan analizlerde her molekiiler bagin titresimi bir frekansa
karsihik gelir. FT-IR yOntemi, kati, sivi ve gaz orneklerin analizinde kullanilmaktadir
(Biiyiiksirit ve ark., 2014).

2.13.7. Dinamik Isik Sacilimi (DLS) teknigi

Dinamik Isik Sa¢ilimi, nanopargaciklarin karakterizasyonunda kullanilan oldukca gerekli
bir yontemdir. Bu teknikte, diisiik derisimli ¢6zeltideki nanopargaciklarin yaydigi 1s18in
yogunlugunun ve dalgalanmasinin 6l¢iilmesine dayanir. Yayilan 1s1¢in yogunlugundaki
degisim, partikiiliin tutumu, boyutu, i¢cinde bulundugu sivinin akiskanligma gosterdigi
direnci, sicakligi ve tuz orani ile iligkilidir. Nanosizer cihazlar1 nanopargaciklarin boyut
analizinde kullanilan cihazlardir. DLS teknigindeki temel prensip nanoparcaciklarin
brown hareketi denilen teoriye gore hizlarmin Olglilmesidir. Bu da parcaciklarin
buiytikligi ile iliskilendirilir. Bu teknik, ¢0zelti igindeki biiyiik pargaciklarin kendisinden
daha kigiik parcaciklara gore daha yavag hareket etmesini temel alir. Pargacigin boyutu
kiiclildiikge ve bulundugu ortamin sicaklig: arttikga DLS analizinde kullanilan Brown

cozeltisi icindeki pargaciklarin, Brown hareketi hizlanir.
2.13.8. Zeta potansiyeli
Zeta potansiyeli, ¢ozelti ile partikuller arasinda olusan ve partikiiller arasindaki itme

cekme kuvvetinden meydana gelir. Ayn1 yiike sahip pargaciklar birbirini iterken farkli
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yike sahip partikiller birbirini geker. Zeta potansiyel Ol¢cima, partikillerin dagilma
mekanizmalar1 ve elektriksel yiiklerin dagilimi hakkinda detayli bilgi verir. Zeta
potansiyeli, dogrudan yilizeye baglanarak yiizeyin yiikiinii belirleyen iyonlarin derigimine
baghdir. Partiktllerin iginde bulundugu sivinin pH degeri ylizey yukunin biytikligiinii
etkiler. Zeta potansiyeli, partikillerin bulundugu sivinin pH derecesi biiyiik ise negatif,
kiigiik 1se pozitif bir degere sahiptir. Pargaciklarin kararliligimi belirlemede zeta
potansiyeli 6nemlidir. Zeta potansiyeli ne kadar biiyiik ise parcaciciklar o kadar kararl

demektir. (Ates, 2018).

Zeta potansiyeli genellikle bir nanopartikiiliin yiizey ytkund, yani katyonik, anyonik veya
notr karakterini tahmin etmek i¢in kullanilir ve nanopartikiil ylizeylerini degerlendirmek
icin standart bir karakterizasyon teknigi haline gelmistir. Yararli olmakla birlikte, zeta
potansiyeli degerleri, yiizey yiikii karakteri hakkinda yalnizca ¢ok genel sonuglar saglar

(Smith ve ark., 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Lepista nuda ve Maramius oreades mantar ekstreleri kullanilarak gergeklestirilen
AgNP’lerin sentezinde kullanilan sarf malzemeler (Cizelge 3.1) ve kullanilan cihazlar

(Cizelge 3.2) asagida gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Kullamilan sarf malzemeler

Materyal ada Markas1  Kullanim amaci

AgNO:s AgNP sentezinde kullanildi.

FBS Biological Hiicre kiiltiirinde besiortami  hazirlamada
Industries = kullanildu.

DMEM high glikoz Biological Hiicre kiltiirinde besiortamn hazirlamada
Industries  kullanild1.

Tripsin EDTA Biological Hiicre kiiltiiriinde kullanildi.
Industries

PBS Biological Hucre kultirinde kullanildi.
Industries

Penicilin/streptomisin = Biological Hiicre kiiltiirinde besiortami  hazirlamada
Industries | kullanildu.

(3-(4,5- SERVA  Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde

Dimethylthiazol-2-yl)- kullanild1.

2,5-

Diphenyltetrazolium

Bromide) MTT

L-Glutamin Biological Hiicre kiltiirinde besiortamu  hazirlamada
Industries | kullanildu.

Trypan blue Biological Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde
Industries  kullanildu.
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Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar

Materyalin adi Markasi
Hasas terazi Kern
Manyetik karistrict Velp scintifica

Uv-vis Spektroskopisi
(Spektrofotometre)
FT-IR (Fourier Doniisiimli = Jasco

Kizil6tesi Spektroskopisi)

Laminar kabin

Mikropipet

Ultrasonikator Caligkan
Destile su cihazi Membrane
CO>’li Inkiibator Zhigheng
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Kullanim amaci

Calismada yapilan tiim

tartim islemlerinde
kullanild.

Cozeltilerin uygun
sicaklikta calkalama

islemlerinde kullanildi.
AgNP’lerin absorbans
Ol¢timiinde kullanild:.
Sentezlenen  AgNP’lerin
sahip oldugu fonksiyonel
gruplarm varhigiyla ilgili
bilgi edinmek icin
kullanildi.

Hiicre kulturtinde
kontaminasyon riskini en
aza indirmek icin
kullanildi.

Hiicrelerin ve ekstraktlarin
gereken Olcide
aktarilmasmda kullanildi.
AgNP sentezinin ardindan
hazirlanan ¢6zeltinin daha
Iyi ¢ozlinebilmesi amaciyla
kullanild.

Cozelti hazirlamada ve tiim
asamalarda kullanild.
Hiicre kulttrlerinin
cogalmas1 ve saklanmasi

amaciyla kullanildi.



Cizelge 3.2 (Devam) Kullanilan cihazlar

Santrijij Alternatif Deneyde faz ayrimini
saglamak i¢in kullanildu.

Calkalamali inkiibator Mantar ekstrati
hazirlamada kullanild:.

pHmetre Inolab AgNOs+mantar  ekstrakti
nn  pHm1  6lgmede
kullanildi.

Plate okuyucu Nanoquant Mikroplateleri okumak igin
kullanild1

Mikrodalga firin Arcelik Optimizasyon

calismalarinda kullanild1.
Ultrasantrifij Vision Santrifiijde kullanilda.

3.1. Mantar o6rneklerinin elde edilmesi ve hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan mantar 6rnekleri L.nuda ve M. oreades 2021 yilinin mayis
aymda Tokat, Avlunlar bolgesinden topland1. Tiir tesipiti Gaziosmanpasa Universitesi

Fen Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi taksonomi uzmani Prof. Dr. Ibrahim TURKEKUL
tarafindan yapildi.

Mantar 6rnekleri toplandiktan sonra kuruma islemi tamamlanana kadar Gaziosmanpasa
Universitesi laboratuvarinda bekletildi. Kuruma islemi gergeklestikten sonra mantar

ekstreleri hazirlanmak tizere hazir hale getirildi.

3.2. Biyolojik yontem ile sentezlenen AgNP’lerin yesil sentezi

AgNP’lerin biyolojik sentezi Gaziosmanpasa Universitesi Mihendislik Fakiiltesi

laboratuvarinda asagidaki yontem ile gerceklestirilmistir.

- Kurutulmus mantar ekstreleri havanda doviilerek toz haline getirildi.
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- Mantar ekstraksiyonu igin toz haline getirilen mantarlardan 5.9 gr L. nuda’ya 59 mL
distile su eklendi, 15 gr M. oreades’e ise 150 mL distile su eklendi.

- Daha sonra erlenlere alinip ¢alkalamali inkiibatorde agz1 aliminyum folyo ile kapatilmig

sekilde 60°C’de, 240 rpm‘de 90 dakika boyunca inkube edildi.

- Inkiibatorden alman mantar rnekleri kaba filtre kagidindan siiziilerek kapakli cam

sigselere alind1 ve sonraki giin optimizasyonda kullanilmak iizere +4 °C’de saklandi.

- AgNOs ¢ozeltisi hazirlamak i¢in molarite formiiliine gore 4.24 gr AgNO:s bilesigi hassas
terazide tartilip 250 mL suda manyetik karistirict ile iyice ¢cozdiiriildii.

- 10 mM AgNO:s ¢ozeltisi nanopartikiil sentezinde ve optimizasyon ¢alismalarinda farkli

oranlarda kullanilmak iizere hazir hale getirildi.

- Renk degisiminin ardindan sentezlenmis AgNP karisimi diger molekiillerden

armdirilmak tizere ultrasantrifiij ile 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

- 4-5 kez santrifiij edilen karisim her seferinde siipernatant kismi uzaklastirilip saf su

eklendi.

- Santrifiij islemi sonrasi kalan kisim etiivde kurutuldu.

3.3. AgNP’lerin optimizasyonu

-10 mM AgNO: c¢ozeltisi ile mantar ekstreleri uv-Vis spektrumunda pik vermesini

saglamak i¢in optimizasyon uygulamasi yapildi.
-Uv-Vis spektrofotometre ile AgNP’lerin varlig: test edildi.
-Cozelti/ekstre konsantrasyon ve pH optimizasyonu, mikrodalga destegi ile yapildi.

-Yapilan optimizasyon g¢aligmasi sonucunda L. nuda mantar 6rneginin AgNOs/L.nuda
orani 1/1 ve M. oreades mantar 6rneginin AgNOs /M.oreades orani ise 1/2 olmasina ve

her iki AgNOs mantar ekstresi karigiminin pH degerinin 12 olmasina karar verildi.
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Sekil 3.1 Giimiis nanopartikiillerin biyolojik sentezi agamalar1
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3.4. Sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu

Yesil sentez yontemi ile sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonlart Uv-Vis
Spektroskopisi, DLS teknigi ve FT-IR Analizi (Fourier Doniisimli Kizilotesi
Spektroskopisi) kullanilarak gerceklestirildi.

3.5. Kullanilan kanser hiicre hatlan

Bu ¢alismada L. nuda ve M. oreades mantar ekstratlar1 ve sentezlenen AgNP’lerin anti
kanser aktivitelerini incelemek icin MFC-7 ve MDA MB-231 insan meme kanseri hiicre

hatlar1 kullanilmastir.

3.6. Hicre kalturi

- Hiicre kiiltiiriine baglamadan 6nce ortamin sterilizasyonu saglandi.

- -80°C dondurucudan alman krypto tiiplerdeki MCF-7 ve MDA-MB -231 kanser hiicre
hatlar1 37°C’deki su banyosunda tiipiin {istiinde kiiciik bir buz par¢asi kalana kalana kadar

mekanik kuvvet uygulanarak ¢cézdruldi.

- Krytlplerdeki MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina ayr1 ayr1 DMEM, %10 FBS ve
%1 penisilin/streptomisin ve L-Glutamin ihtiva eden besiyerinden 5 mL eklendi ve
hicrelerin hepsini cekmeden serolojik pipet ile 15°1lik falkon tiiplerine hzli bir sekilde
aktarild1.

- Daha sonra falkon igerisindeki hiicreler 1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edildi.

- Santrifiij isleminden sonra siipernatant kisim atilarak geriye kalan siispanse edilmis
pellete her bir hiicre hatt1 i¢in serolojik pipet yardimiyla S mL uygun besiyerleri eklenerek

dikkatli bir sekilde pipetaj islemi yapildi.

Santrifirij sonunda falkonlardan besiyerini dikkatli bir sekilde hiicrelere degmeden

pipetle ¢ekilerek uzaklagtirildi.

Hiucrelerin peletleri Gzerine tekrar 5 mL besiyeri eklenerek hafif¢e pipetaj yapilarak ikinci

kez santrifiij islemi yapildi.
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- Santrifijden sonra hucrelerin Gzerinde kalan besiyeri tekrar cekilerek hucreler
DMSO’dan tamamen uzaklastirildi. Hiicreler flasklara ekilmek tizere son kez 5 mL

besiyeri icinde restispanse edildi.
- T75 flasklara 7 mL hacminde besiyeri eklendi.

- Bu sekilde ekim i¢in hazir hale getirilen flasklara hiicreler pipet yardimiyla yavasca

eklenerek tekrar resiispanse edildi.

- Flakslarn iizerine pasaj numarasi, tarih isim ve hiicrenin ad1 yazildi ve etrafi alkol ile

steril edildi.

- Flasklarin kapagi sikica kapatilarak flaksa ekimi yapilan hiicreler tiremesi i¢in 37°C ve

%35 CO: iceren inkiibatore kaldirildi.

- Daha sonra tripan blue kullanilarak hiicrelerin canliligi invert mikroskop altinda
incelendi. Mikroskopta incelenerek kontrolii saglanan hiicreler flaks yiizeyini %80

oraninda kapladiginda pasajlama yapildi.

3.7. Hicrelerin pasajlanmasi

Pasajlama islemine kullanilan flaks1 6lii hiicrelerden ve besiyerinden uzaklastirmak
amaciyla DPBS ile yikanarak baslandi. Daha sonra flask yiizeyine yapisan hicreleri
kaldirmak amaciyla Tripsin-EDTA ilave edilerek 1-2 dakika boyunca 37°C’de inkiibe
etmek icin inkiibatore alind1. Inkiibatérden alinan flakslar invert mikroskop altinda tekrar
kontrol edilerek hiicrelerin flaks yilizeyinden ayrildiklar1 gézlemlendi. Yaklasik 5 mL
kadar uygun besiyeri i¢eren steril falkon tiiplerin igerisine alind1 ve 5 dakika boyunca
1200 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan falkon tiiplin igerisinden
stipernatant kisim uzaklastilip geri kalan pellet tizerine uygunn besiyeri eklenip dikkatli
bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra yeni flakslara yeni besiyeri eklendi. Flakslar aym
kosullar altinda tekrar inkiibe edilmistir. Pasajlanan hiicreler deneylerde kullanildiktan
sonra geriye kalan hiicreler dondurma soliisyonu kullanilarak tekrar kullanilmak tizere

donduruldu.
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3.8. MTT hiicre canlilik testi / Sitotoksisite testi

Mantar ekstrakt: ve yesil sentezlenmis AgNP’lerin insan meme kanseri hiicre hatlari
(MCF-7 ve MDA-MB-231) iizerinde sitotoksik degerlendirilmesi MTT (3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) hiicre canlilik testi ile yapilmustir.
MTT hucre canlilik testi Mosmann tarafindan 1983 yilinda ilk kez tanimlanmis olup

Alley ve arkadagslar1 tarafindan 1988 yilinda gelistirilmistir.

Ik olarak hiicreler PBS ile yikandiktan sonra Tripsin-EDTA ile muamele edilerek
flasklara yapisan hiicreler kaldirildi. Hiicreler falkon tiiplere alinarak santrifiij edildi ve
pellet kism1 uygun miktarda besiyeri ile ¢6ziildii. Tripan blue ve hiicre siispandiyonu ayni1
oranda alinarak thoma lamina aktarildi ve daha sonra mikroskop altinda hiicrelerin sayimi1
gerceklestirildi. Hiire sayimi sonrasinda Glgiilen miktarda hiicre besiyerine eklenerek
pipetaj islemi yapildi ve homojen bir sekilde dagilmas: saglandi. Besiyeri ile homojen
karisan hiicreler 96 kuyucuklu mikroplaklarn kuyucuklarma 5x10* hiicre/mL olacak
sekilde eklenerek inkiibasyon islemi i¢in 24 saat boyunca 37°C’de %5 CO: igeren
inkiibatore almarak inkiibasyonu saglanmustir. Inkiibasyondan 24 saat sonras1 besiyeri
hiicrelerden uzaklastirildi. Mikroplakadaki her bir kuyucuga AgNP iceren karisimdan
hicrelerin Gzerine 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL 12.5 pg/mL, 6.25 pg/mL, 3.125
ug/mL ve 1.56 ug/mL Konsantrasyonlarinda eklendi. Daha sonra 24. Ve 48. saatteki hiicre
canliliklarini test etmek igcin MTT protokolii uygulandi. Bu islemler MTT soliisyonunun
kimyasal yapisi 1sikta bozulacagi igin karanlik ortamda gerceklestirilmistir. MTT
soliisyonunu uzaklastirildiktan sonra olusan formazon tuzlarin ¢dziilmesi i¢cin 100 uL
DMSO (organik ¢oziict) eklendi. Bir miktar ¢dzilmesi beklendi ve daha sonra mikroplate
okuyuculara mikroplakalar yerlestirildi. Tecan firmasina ait mikroplate okuyucuda 570

nm’de absorbansina bakildi.
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Sekil 3.2 (A) 24 saat boyunca ve (B) 48 saat boyunca MTT sollisyonu ile muamele edilen
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin fotograf goriintiisii
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MTT canlilik testinde temel prensip, elektron alarak tetrozolyum tuzlarinin
indirgenmesiyle formazan denilen yapiya doniismeleri ve boylece renk degisiminin
gerceklesmesidir. Heterosiklik yapidaki tetrazolyum yalnizca canli hiicrelerdeki
mitokondri araciligiyla kirilir ve renk reaksiyonu yalnizca yasayan hucreler tarafindan
saglanir. Cansiz hiicrelerin mitokondrileri aktif olmadigindan tetrazolyum tuzlarini

indirgeyemezler ve renk reaksiyonu gerg¢eklesmez (Tokur ve ark, 2017).

3.9. gRT-PCR analizi
3.9.1. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Favorgen adli firmanin “FavorPrep Blood/Cultured Cell Total RNA
Purification Mini Kit (100 preps)’i kullanilmistir. Calismada MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarindan RNA izolasyonunu saglamak amaciyla iiretici firmanmn Onerdigi
prosediir uygulanmistir. FavorPrep Blood/Cultured Cell Total RNA Purification Mini
Kit’in icerigi asagidaki gibidir.

e FARB Buffer :45 mL

e RL Buffer : 240 mL

e Wash Buffer 1: 60 mL

e Wash Buffer 2: 35 mL

e RNase-free Water : 6 mL

e FARB Mini Column : 100 pcs

e Filter Column : 100 pcs

e Collection Tube : 200 pcs

e Elution Tube : 100 pcs

e User Manual : 1

Preparation of Wash Buffer 2 by adding ethanol (96 ~ 100%) ,Ethanol volume for Wash
Buffer 140 mL.
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Sekil 3.3 Favorgen internet sitesinden alinan RNA izolasyon semasi

3.9.2. Tamamlayic1 DNA / ¢cDNA sentezi

cDNA sentezi Roche adli firmanin 04379012001 katalog numarali “Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit”i kullanilarak ireticinin 6nerdigi prosediire gore
gerceklestirilmistir. Kit, RNA'dan birinci sarmal cDNA sentezi reaksiyonlarini

gerceklestirmek i¢in gerekli tiim reaktifleri saglar.
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Sekil 3.4 Deneyde kullanilan Roche adli firmanin Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit’in fotograf goriintiisii

CDNA sentez kitinde kullanilan iiriinler;

e Kirmuzi (1) : Transkriptor Ters Transkriptaz
e Renksiz (2) : Reaksiyon Tamponu, 5x kons.
e Renksiz (3) : Koruyucu RNaz Inhibitérii

e Sari1 (4) : Deoksiniikleotid Karigimi

e Mavi (5) : Anchored-oligo(dT) 18 Primer
e Mauvi (6) : Rastgele Heksamer Astar

gReal-Time PCR analizi icin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinden RNA izole ettikten
sonra cDNA sentezi gerceklestiridi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde
kullandigimiz LN-AgNP ve MO-AgNP’lerin apoptozda rol olan Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-
9 genlerinin ifade diizeylerinde sagladigi degisimi gormek amaglandi. qReal-Time PCR
analizi 151ma 6zelligine sahip “SYBR Green gPCR Master Miks” kullanilarak yapildi. Real-

Time PCR analizi;

e 45 dongu,
e 90°C’de 15 saniye,
e 60°C’de 60 saniye protokoliine gore gergeklestirildi.

Bu analizde kontrol grubuna kiyasla degisimi belirlemek i¢in 2 " metodu kullanild: ve
referans gen olarak GAPDH housekeeping geni kullanildi. Arastirilmak istenen genlere

ait primerler asagida gosterilmistir.
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Kazpaz-9 :

Forward: 5>-GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT-3’

Reverse: 5’-CAACGTACCAGGAGCCACTCTT-3’

Bax :

Forward: 5°’-TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG-3’
Reverse: 5’-TGTGTCCACGGCGGCAATCATC-3’

Bcl-2

Forward: 5’-ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT-3’

Reverse: 5’-GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC-3’
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Uv-Vis spektroskopisi analizi sonuglar:

L. nuda ve M. oreades mantar ekstraktlar1 kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin karakter
analiz yontemlerinden biri Uv-Vis spektroskopisidir. Literatirde AgNP’lerin absorbsiyon
olcimiiniin 350-450 nm oldugu bildirilmistir ( Esmeray ve Ozata, 2019). Ashraf ve
arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklari, domateste fusarium solgunlugunun tedavisi i¢in
Melia azedarach kullanilarak AgNP’lerin mikrodalga destekli yesil sentezi ve
karakterizasyonu adli ¢aligmada nanopartikiillerin 434 nm’de maksimum pik verdigi
rapor edilmistir (Ashraf ve ark., 2020). Das ve arkadaslarmin 2019°da yaptig1 caligmada
Cocos nucifera L. meyvesinin dis kabuk lifi 6zleri kullanilarak AgNP’lerin foto aracili
optimize sentezi ve antioksidan, sitotoksisite ve antibakteriyel potansiyeli arastirilmistir.
Hindistan cevizi (Cocos nucifera) kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin, Uv-Vis
spektrumunda 468 nm’de maksimum pik verdigi rapor edilmistir (Das ve ark., 2019). Li
ve arkadaglarinin 2020°de yaptiklar1 ¢alismada diyet Myretin aracili AgNP’lerin yesil
sentezi ve yesil sentezlenen AgNP’lerin antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri
degerlendirilmistir. Sentezlenen AgNP’ler Uv-Vis spektrofotometrisinde yaklasik 410
nm’de maksimum absorbans gdstermistir (Li ve ark., 2020). Raghava ve arkadaglarinin
2021’de yaptiklar1 ¢alismada Rivina humilis yapragi ekstresi kullanilarak Brucella
tirlerinin ve diger tehlikeli patojenlerin blylmesini engellemek amaciyla AgNP’lerin
yesil sentezi gerceklestirilmistir. Sentezlenen AgNP’ler UV-Vis’de 440 nm’de

maksimum pik vermistir ( Raghava ve ark., 2021).

Caligmamizda L. nuda ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin (LN-AgNP) Uv-Vis
spektroskopisinde verdigi maksimum absorbsiyon 420 nm, M. oreades ekstrakti ile
sentezlenen AgNP’lerin (MO-AgNP) maksimum absornsiyonu ise 424 nm olarak
belirlenmigtir. Literatiire bakildiginda elde ettigimiz sonuglar benzerlik gostermektedir.

Calismamizda elde edilen grafik asagida (Sekil 4.1) gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Sentezlenen AgNP'lerin UV-Vis absorpsiyon spektrumu
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4.2. DLS analizi sonug¢lari

DLS analizinde sentezlenen AgNP’lerin boyut analizi gerceklestirilmistir.
Nanopartikiillerin nasil davrandiklarmi optimize etmek i¢in boyut analizi 6nemlidir. DLS
yontemi ile LN-AgNP’lerin ortalama boyutu 50.2 nm ve MO-AgNP’lerin ortalama
boyutu ise 54.6 nm olarak bulunmustur. Literatiire bakildiginda bulunan bu degerler,
yapilan bazi caligmalarla benzerlik gosterse de bazi calismalarda benzerlik
gostermemektir. Ornegin, Alkhulaifi ve arkadaslarmnmn 2020°de yaptiklar1 calismada
nanopartikillerin ortalama boyutu 59.74 nm olarak belirlenmistir (Alkhulaifi ve
ark.,2020). Bu bizim buldugumuz degerle benzer bir sonugtur. Ote yandan Elgamouz ve
arkadaglarinin 2020°de yaptiklar1 calismada AgNP’lerin DLS analizinde ortalama boyutu
4.13 nm, Al-Obiti ve arkadaslarinin 2020°de yaptiklari ¢alismada ise AgNP’lerin ortalana
boyutu 104-140 nm olarak belirlenmistir (Elgamouz ve ark., 2020; Al-obiti ve ark., 2020).

Kambale ve arkadaslarinmn 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada {i¢ Kongo bitki tiirii
kullanilarak yesil sentezini gergeklestirdikleri AgNP’lerin 45-110 nm arasinda degisen
boyut dagilimima sahip oldugu rapor edilmistir (Kambale ve ark.,2020). Mahiuddin ve
arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Piper chaba kok estratlar1 kullanilarak
AgNP’lerin yesil sentezi ve katalitik aktivitesi degerlendirilmistir. Yesil sentezi
gerceklestirilen AgNP’lerin ortalama partikil boyutu 19 nm olarak rapor edilmistir
(Mahiuddin ve ark., 2020).

Bulunan bu degerlerde goriilen farkliliklar nanopartikiillerin sentezinde indirgeyici ajan
olarak kullanilan biyolojik kaynagm tiirtindeki farkliliklardan veya yapilan optimizasyon

calismalarindaki farliliklardan kaynaklanabilir.

Sentezlenen nanopartikillerin zeta potansiyeli (elektriksel yukid) zeta analizi ile
belirlenmigtir. Zeta potansiyeli pargacigin ylizey yiikiinii, yani katyonik, anyonik veya
ndtr karakterini tahmin etmek icin kullanilir. “HORIBA SZ-100” programu ile yapilan
oOlgiim sonuglarina gore LN-AgNP’lerin zeta potansiyeli -36.8 mV, MO-AgNP’lerin zeta
potansiyeli -29.1 olarak bulunmustur. Negatif yonde diisiik elektrik yUku ile partikiller
arasinda olusan itme kuvveti partiktllerin kimelenmesinin dntine gegmekte olup, NP’nin

kararliligina isaret etmektedir. Rosman ve arkadaglarmm 2020 yilinda yaptiklari
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caligmada deniz poliketi, Marphysa moribidi 'nin ham 6zii kullanilarak AgNP’lerin yesil
sentezi gerceklestirilmistir. DLS analizine gore orta diizeyde polidispersite 6rnegi oldugu
belirlenmistir (Rosman ve ark., 2020). Yaptigimiz DLS analizinde, sentezlenen
AgNP’lerin monodispers yani kararli pargaciklar oldugu belirlenmistir. Parcaciklarin
monodispers olmasi onlarm birim hacimde sekil, boyut ve kiitle dagilimi agisindan tutarl
oldugunu gostermektedir ve dis etmenlere karsi yapilarinin bozulmadan kalabilmesi

acgisindan kararli olmas1 dnemlidir.

Asagida (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3) sentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyeli grafikleri
gosterilmistir. Grafiklerde elde edilen dar dagilim, molekiillerin monodisper yani kararl1

olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.2 Lepista nuda + AgNP zeta potansiyeli (mV)
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Sekil 4.3 Marasmius oreades + AgNP zeta potansiyeli (mV)

4.3. FT-IR analizi sonuclar

Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR), tiresim spektrofotometrisi olarak
da adlandirilir. Bu analiz yonteminde numunedeki bilesiklerin molekiiler baglarmin
durumu, baglanma yerleri, aromatik olup olmamasi gibi 6zellikleri gosteren analiz
yontemidir.  FT-IR  analizini “JASKO  FT-IR-4700” cihaz1  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Analizin ardindan “Graphpad Prism 8” yazilimi kullanilarak sonuglar
grafige doniistiirilmiistiir. Grafikten elde edilen verilerde ¢alismada kullanilan Lepista
nuda ve Marasmius oreades mantar ekstrelerinin ylzeyinde bulunan -OH fonksiyonel
grubuna ait yaklasik deger olarak 3300 cm™ deki kuvvetli asimetrik esneme bandi,
alkoller ve fenollerin varligina C=C ve C=N grubuna ait 2000 cm™ ile 2500 cm™
arasimdaki kuvvetli asimetrik esneme bandi aromatik bilesiklerin varligina isaret eder.
C=0 fonksiyonel grublarmna ait 1600 cm™ amid bandma ait ve karbonil bandindaki
fonksiyonel gruplar lizerinde gerceklestigini sdyleyebiliriz. Yaklasik 1400 cm™’deki
bantlarin ise olduk¢a genis olmasi indirgenmis AgNP’lerin varligina isaret eder. Sahin ve
arkadaglarinin 2017°de yaptiklar1 ¢alismaya gore nar 6zii kullanilarak AgNP’lerin yesil
sentezi gergeklestirildi. FT-IR analizinde AgNP’ler H bagli -OH, C=0, N-H, N-O
bandina biyobilesiklerle kapli AgNP’lerin olusumunu gostermektedir. (Sahin ve ark.,
2017).
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Acharya ve arkadaglarmin 2020’ de yaptiklar1 ¢alismada deniz yosunu Chaetomorpha
linum ekstatindan biyosentezlenmis AgNP’lerin FT-IR analizinde 832 cm™ 1469 cm™!
deki pikler uzun zincirli ineer alifatik yapilar iceren C.linum’da heptadien zincirinin
polisakkarit ve aromatik bilesik titresimlerinin varligina isaret etmistir. Amit gruplarinda
var olan N-H ve karbonil gruplarinin absorpsiyon pikleri sirasiyla 1469 cm™ ve 1758
cm Vye karsilik geldigi rapor edilmistir (Acharya ve ark.,2020). Alkhulaifi ve
arkadaglarmm 2020’de yaptiklar1 ¢alismada Citrus limon kabuklar1 kullanilarak
AgNP’lerin yesil sentezi ger¢eklestirilmis ve FT-IR analizinde 3303.05 cm™” deki pikin,
alkollerin, fenoliklerin, mono-ikameli Alkinlerin, alifatik birincil aminlere sodyum
tuzunun, aminoasit veya SIOH alkoliin varligina isaret olabilecegi, 2198.40 cm '’deki
pikin, NH veya Alkinlere karsilik gelebilecegi, 1987.95 cm™ ’deki pikin ise aromatik
benzenoid bilesigini gosteren kiimiilatif alkenlere karsilik gelebilecegi rapor edilmistir
(Alkhulaifi ve ark., 2020). Viana ve arkadaslarmm 2020’de yaptiklar1 ¢alismada
indirgeyici ve stabilize edici bir ajan olarak misir kogani xylani1 kullanan antileishmania
ve antifungal AgNP’lerin yesil sentezi gergeklestirilmistir. Nanoxylan Grliniinde hem
giimiis hem de ksilanin varligi FT-IR analiziyle dogrulanmistir. 1400 cm™ civarindaki
bantlar indirgenmis nanopartikiilleri isaret eder. 1450-1215 cm™ bdlgesinde gozlenen
bantlarm CH gruplarmin agisal deformasyonuna ve CO’nun gerilme titresimine bagli
oldugu bildirilmistir. Bunun aksine, 1091 cm™ and 1042 cm*’deki titresim modlari, C-
0O-H’daki a¢isal deformasyon C-O ve C-O-C’deki eksenel deformasyon, glikozidik halka
ile iligkili oldugu ve 866 cm™ (ksilan) ve 837 cm™ 'de (nanoksilan) titresimlerin ise furan

halkasmm varhigini gosterdigi rapor edilmistir (Viana ve ark., 2020).

Literatiir arastrmasinda da benzer sekilde bu fonksiyonel gruplar lzerinde sentezin
gerceklestigi  gosterilmistir.  Fonksiyonel —gruplar, biyomolekillerin  kimyasal
reaksiyonlara giren, diger biyomolekiiller ile bag kuran ve bir fonksiyonu yerine getiren
kisimlar oldugu i¢in nanopartikiillerde bulunmasi nanopartikiillerin ¢evre ile
etkilesiminde onemli olabilir. Calismamizda elde ettigimiz grafik asagidaki gibidir (Sekil
4.4 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 Lepista nuda mantar ekstresi ile sentezlenen AgNP’lerin FT-IR grafigi
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Sekil 4.5 Marasmius oreades mantar ekstresi ile sentezlenen AgNP’lerin FT-IR grafigi
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4.4. Sentezlenen AgNP’lerin sitotoksisite analizleri

Hiicrelerin canlilig1 test edilen yontemler, toksisiteye karsi verdikleri cevap olarak
hiicrelerin metabolizmalari, sag salimlar1 hakkinda bilgi verebilir (Aydin ve
Pehlivanoglu, 2019). Cizelge 4.1°de AgNP’lerin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1
Uzerindeki ICso degerleri verilmistir

Cizelge 4.1 AgNP’lerin MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri lizerinde
ICso degerleri

Lepista nuda | Marasmius Lepista  nuda | Marasmius
Hiicre hatt +AgNP oreades+tAgNP | +AgNP oreades+AgNP
ICso (ug/mL) ICso (ug/mL) | ICso (pg/mL) | ICso (pg/mL)
24 saat 48 saat
MCF-7 25.22 1.503 33.15 9.805
MDA-MB-231 6.400 3.213 29.10 2.109

Calismamizda biyolojik sentezi gerceklestirilen AgNP’lerin sitotoksik aktivitelerini
belirlemek amaciyla MTT testi yapilmistir. Her iki mantar tiiri i¢in ve her iki hiicre hatti
icin ayr1 ayr1, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25 pg/mL, 3.125 nug/mL
ve 1.56 pg/mL konsantrasyonlarda AgNP’lerin, MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicre hatlarinda 24 saat ve 48 saat slreyle hiicrelerin canliligi incelenmistir.
Asagida hiicre canlilig1 grafigi verilen sekillerde yer alan yildizlar istatiktiksel anlamlilig1
ifade etmektedir.

Sekil 4.6’da MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde Lepista nuda ve Marasmius oreades mantar
ekstratlar1 kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin 24 saat slreli MTT analizi sonucu
sitotoksik aktiviteleri gosterilmistir. 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25
pg/mL, 3.125 pg/mL ve 1.56 pg/mL konsantrasyonlardaki AgNP’lerin kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda LN-AgNP’lerin MCF-7 hiicre hattinda doza bagli olarak hiicre
canliligini azalttigi gériilmustiir. LN-AgNP’lerin MCF-7 hiicre hatti lizerinde gosterdigi
ICso  degeri ise 25.22 pg/mL olarak bulunmustur. Marasmius oreades ekstratl
AgNP’lerin MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde gosterdigi ICso degeri ise 1.503 pg/ml olarak
bulunmustur. MO-AgNP’ler sadece 1.56 pg/mL, 3.125 pg/mL ve 6.25 pg/mL

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik aktivite gostermistir.
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Sekil 4.7’de ise MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde Lepista nuda ve Marasmius oreades
mantar ekstratlar1 kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin 24 saat streli MTT analizi sonucu
sitotoksik aktiviteleri gosterilmistir. 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25
pug/mL, 3.125 pg/mL ve 1.56 pg/mL konsantrasyonlardaki AgNP’lerin kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda LN-AgNP’lerin ve MO-AgNP’lerin istatistiksel olarak anlamli en

yuksek sitotoksik aktivite 50 pg/mL konsantrasyon olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6 Lepista nuda (A) ve Marasmius oreades (B) mantar ekstresi ile sentezlenen
AgNP’lerin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatlarindaki 24 saat siireli sitotoksik
aktivitesi
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Sekil 4.7 (A) Lepista nuda ve (B) Marasmius oreades mantar ekstresi ile sentezlenen
AgNP’lerin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarindaki 24 saat sureli
sitotoksik aktivitesi
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Sekil 4.8°de MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde Lepista nuda ve Marasmius oreades mantar
ekstratlar1 kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin 48 saat streli MTT analizi sonucu
sitotoksik aktiviteleri gosterilmistir. 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25
pug/mL, 3.125 pg/mL ve 1.56 pg/mL konsantrasyonlardaki AgNP’lerin kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda LN-AgNP’lerin en yuksek sitotoksik aktiviteyi 100 pg/mL
konsantrasyonda gostermis olup ICso degeri 33.15 pug/mL olarak bulunmustur. MO-
AgNP’lerin gosterdigi en iyi sitotoksik aktivite 50 pg/mL konsantrasyonda gézlemlenmis
olup ICso degeri ise 9.805 pg/mL olarak bulunmustur.

Sekil 4.9°de MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerinde Lepista nuda ve Marasmius oreades
mantar ekstratlar1 kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin 48 saat streli MTT analizi sonucu
sitotoksik aktiviteleri gosterilmistir. 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25
ug/mL, 3.125 pg/mL ve 1.56 pg/mL konsantrasyonlardaki AgNP’lerin kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda LN-AgNP’lerin en yiksek sitotoksik aktiviteyi 50 pg/mL
konsantrasyon gostermis olup ICso degeri ise 29.10 pg/mL olarak bulunmustur. MO-
AgNP’lerin gosterdigi en iyi sitotoksik aktivite ise 25 pg/mL konsantrasyonda olup I1Cso
degeri 2.109 pg/mL olarak bulunmustur. Tiim bu sonuglara bakildiginda en iyi hiicre
olimi, MO-AgNP ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattinda ger¢eklesmistir.
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Sekil 4.8 Lepista nuda (A) ve Marasmius oreades (B) mantar ekstresi ile sentezlenen
AgNP’lerin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatlarindaki 48 saat sireli sitotoksik
aktivitesi
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Sekil 4.9 Lepista nuda (A) ve Marasmius oreades (B) mantar ekstresi ile sentezlenen
AgNP’lerin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarindaki 48 saat sdreli

sitotoksik aktivitesi
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Metalik nanopartikiillerin gesitli kanser hiicre hatlarma karsi sitotoksik kapasitesine
nekroz, sinyal yollarmin uyarilmasi, lizozomal hasar, kaspaz aracili sinyal iletimi ve
apoptoz eslik eder. Parcacik sekli, boyutu ve ylizey kimyasi gibi gesitli faktorler
AgNP’lerin sitotoksik etkinligini etkiler. Nanopartikiillerin boyutlar1 antikanser
aktivitelerini etkiler. Nanopartikilin boyutu ne kadar kugiikse kanser hicresi
proliferasyonunun inhibisyonu o kadar fazladir (Rao ve ark., 2016). Sahin ve
arkadaslarinm  2017°de  yaptiklar1 c¢alismada nar 06zii  kullanilarak  glimiis
nanoparcaciklarin mikrodalga destekli yesil sentezi gergeklestirilmis, artan nanopargacik
konsantrasyonu ile MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik etkisinin arttigi gozlemlenmistir.
AgNP’lerin kontrol ve tedavi gruplari1 arasinda hiicre canlili§1 agisindan farkliliklar
goriilmiistiir. AgNP’lerin nar 6zii ile kombinasyonunda kanser hiicrelerinde apoptotik

degisikliklere neden oldugu gézlemlenmistir (Sahin ve ark., 2017).

Akhter ve arkadaglarinin 2019°da yaptiklar1 c¢alismada farmasotik olarak aktif
AgNP’lerin mantar aracili sentezi ve apoptoz yoluyla A549 hiicrelerine karsi antikanser
aktivitesi arastirilmistir. Bu ¢alismada mantarlarin genel olarak sahip oldugu metal
iyonlarini metalik nanopartikiillere indirgeme yetenegine sahip olan biyik miktarlarda
ikincil metabolitler salgilama yeteneginden yararlanilmis olup, giimiis nanoparcgaciklar
tibbi bitki Catharanthus roseus’tan izole edilen bir endofitik mantar kullanilarak
sentezlenmistir. AgNP’lerin in vitro anti kanser aktivitesi A-549 hicreleri Gizerinde test
edilmis ve sentezlenen AgNP’lerin, serbest radikalleri temizlemede etkili oldugu ve in
vitro kosullar altinda akciger (A-549) kanser hiicre dizilerinde nikleer ve DNA
fragmantasyonu dahil olmak tizere apoptozun indiiklenen ayirt edici 6zellikleri ortaya
cikmistir. Calisma sonuglar1 nanopartikiillere dahil edilen endofitik mantarlardaki dogal
biyomolekiillerin, kanser hiicrelerinde sitotoksik aktivite kazanmasindan sorumlu
olabilecegini gostermisti. MTT analizine gore doza bagli bir sekilde test edilen
numunelerin artan konsantrasyonlar1 ile temizleme aktivitesi artmistir. AgNP’lerin 40
pg/ml’de en yliksek sitotoksisite IC’lerine sahip oldugu bulunmustur. Sonuglar
sitotoksisitenin endositozdan kaynaklanabilecegini veya giimiis iyonlarinin kanser
hiicresi kanser hiicresi zarina niifuz edebilecegini ve DNA pargalanma testi ile
kanitlandig1r gibi DNA’ya zarar verebilecegini gostermistir (Akhter ve ark., 2019).
Alkhulaifi ve arkadaslarmin 2020’de yaptiklar1 ¢alismada Citrus limon kabuklari
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kullanilarak AgNP’lerin yesil sentezi gergeklestirilmis ve sitotoksik etkileri rapor
edilmistir. Yesil sentezlenen AgNP’lerin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde
MFC-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 ve HCT-116 insan kolon kanseri hiicre hatt1
kullanilmistir. Sonuglar, konsantrasyonun hiicre canlilig1 ile dogrudan bir korelasyona
sahip oldugu ortaya ¢ikarmistir. MCF-7 hiicre hattinin 1Cso 23.4+0.97 uL/100 uL iken,
HCT-116 hiicre hatt1 37.48+5.93 puL/100 pL olarak belirlenmistir (Alkhulaifi ve
ark.,2020). Das ve arkadaglarmin 2019’da yaptigi ¢alismada Cocos nucifera L.
meyvesinin dis kabuk lifi 6zleri kullanilarak AgNP’lerin foto aracili optimize sentezi ve
antioksidan, sitotoksisite ve antibakteriyel potansiyeli arastirilmistir. CS-AgNP’ler
HepG2 hiicrelerine kars1 6nemli sitotoksisite aktivitesi gostermistir. CS-AgNP’lerin ICso
degeri 15.28 ug/mL (R>=0.8883) olarak bulunmustur. Calismada CS-AgNP’lerin
sitotoksik etki gdstermesinin bir nedeni nanopargaciklarin ¢ok kiigiik boyutlar1 nedeniyle
hiicre icerisine girerek hiicre ici organellere zarar vermek ve boylece hiicre hasarina yol

acarak hiicre oliimiiyle sonuglanmasi olarak degerlendirilmistir (Das ve ark., 2019).

Elgamouz ve arkadaslarmin 2020°de yaptiklar1 calismada yesil sentez yontemi ile yosun
ekstrat1 kullanilarak AgNP’lerin sentezi gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan yesil
alg (Noctiluca scintillans) 6ziitii aracilig: ile sentezlenen AgNP’lerin MDA-MB-231
insan meme adenokarsinomunun tiimor hiicresi biiylimesinde %50°lik bir azalma oldugu

rapor edilmistir (Elgamouz ve ark.,2020).

Elhawary ve arkadaglarinin 2020°de yaptiklar1 ¢alismada ¢ok énemli tibbi ve endiistriyel
cicekli bir bitki olan Jasmium officinal L. yapraklar1 kullanilarak giimiis nanopartikiil
sentezi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada sentezlenen AgNP’lerin mesane (5637) ve
meme kanseri (MCF-7) hiicre hatlarma yonelik sitotoksik aktivitesi degerlendirilmistir.
JOLE-AgNP’ler 5637 ve MCF-7 hiicre hatlarma kars1 yiiksek sitotoksisite gostererek
alternatif bir sitotoksik ila¢ olabilecegi rapor edilmistir (Elhawary ve ark.,2020).
Vijayakumar ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklar1 c¢aliymaya gore sarimsak
kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin meme kanseri hiicre hatlarinda anti kanser
aktiviteleri degerlendirilmistir. G-AgNP’ler dikkate deger antikanser aktivitesi
gostermigtir. MCF-7 hicrelerinin morfolojisinde belirgin bir degisiklik gostermistir

(Vijayakumar ve ark., 2019).
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Literatlire bakildiginda, bircok c¢aligmada c¢esitli biyolojik kaynaklar kullanilarak
sentezlenen AgNP’lerin sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Yesil
sentezlenmis AgNP’lerin, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kontrol grubuna gore
sitotoksik etki gosterdigini belirledik. Caligmadan elde ettigimiz verilere gore L. nuda ve
M. oreades mantarlar1 ile sentezlenen AgNP’lerin, meme kanserinin tedavisinde
antikanser ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Fakat elde ettigimiz sonuglarin
uygulanabilir oldugunu gérmek, insan vicudunda nasil bir etki gosterecegini ve etki

mekanizmalarin1 belirlemek amaciyla in vivo ¢alismalara yer verilmesi gerekmektedir.

4.5 qRT-PCR analiz sonuclan

Calismamizda L. nuda ve M. oreades mantarlar1 araciligiyla sentezlenen AgNP’ler MCF-
7 ve MDA-MB-231 hicrelerinde Kaspaz-9 gen diizeyini kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli  sekilde dustirmistir (P<0.05). Kaspaz-9 ifadesinde artis
gozlemlenmemesi her iki hiicre hattinda da kaspaz gerektirmeyen, kaspazlardan bagimsiz
hiicre oliimiiniin gergeklestigine isaret etmektedir (Selvarathinam ve ark., 2023). Fakat
Bax/Bcl-2 oraninda artis olmasi (Sekil 4.13) ise hicrelerde mitokondriyal yolagin
aktivasyonunun gerceklestigini desteklemektedir. Calismamizda elde edilen Kaspaz-9

gen ifadeleri grafikleri Sekil 4.10°da gosterilmistir.

49



A B

MCF-7 | Kaspaz-9 MDA-MB-231/ Kaspaz-9
1.5 1.5
= I
E e
i [ g = 1.0
o e o
E.S" &E e
'?::E EE drdy
= - -
E 0.5 hER  REE E 0.5
] o
L v
0.0- 0.0-
> & & > & &
& 5 59 & w5 38
Al <O Rl s

Sekil 4.10 (A) MCF-7 hiicre hattinda Lepista nuda ve Marasmius oreades mantarlari
aracili@iyla sentezlenmis glimiis nanopartikiillerle muamele hiicrelerin kontrol grubuna
gbre Kaspaz-9 geni ifadeleri (B) MDA-MB-231 hiicre hattinda Lepista nuda ve
Marasmius oreades mantarlar1 araciligiyla sentezlenmis giimiis nanopartikiillerle
muamele hicrelerin kontrol grubuna gore Kaspaz-9 geni ifadeleri

Calismamizda MCF-7 hicrelerinde her iki mantar ekstrakt: kullanilarak sentezlenen
AgNP’ler kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 gen ifadesini istatiksel olarak anlamli derecede
distirmiistiir (P<0.001). MDA-MB-231 hiicre hattinda ise LN-AgNP’ler Bcl-2 gen
ifadesini istatiksel olarak anlamli sekilde degistirmemistir (P=0.4597). MO-AgNP’ler,
Bcl-2 gen ifadesini istatiksel olarak anlamli Olgiide degistirmemistir (P=0.7317).
Literatiire bakildiginda hiicreyi 6liime gotiiren apoptozda Bcl-2 gen ifadesinde azalma
gorilmiistiir. Calismamizda LN-AgNP’ler sadece MCF-7 hucrelerinde Bcl-2 ifadesini
azaltmis olup MDA-MB-231 hiicre hattinda herhangi bir etki gdstermemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 (A) MCF-7 hiicre hattinda Lepista nuda ve Marasmius oreades mantarlari
aracilifiyla sentezlenmis giimiis nanopartikiillerle muamele hiicrelerin kontrol grubuna
gore Bcl-2 geni ifadeleri (B) MDA-MB-231 hiicre hattinda Lepista nuda ve Marasmius
oreades mantarlar1 araciligiyla sentezlenmis giimiis nanopartikiillerle muamele
hicrelerin kontrol grubuna gére Bcl-2 geni ifadeleri

Bax, Bcl-2 ile heterodimer olusturarak mitokondriyal voltaja bagli anyon kanalinin
acilmasini saglar. Boylece apoptotik bir aktivatdr olarak Bax, membran potansiyelini
bozar ve sitokrom c’nin salinmasina neden olur (Vadde ve ark., 2015). Bax, hiicresel
strese cevap olarak mitokondri dig membran gegirgenligini arttirarak hiicre 6limiinii
destekler. Bcl-2 ise Bax aktivitesini baskilayarak apoptozu onler. Yapilan ¢aligmalarda
hicrelerin hayatta kalmasi ile artmis Bax ekspresyonu arasinda bir baglant1 oldugu
gbzlemlenmistir. Bununla birlikte bazi ¢alismalarda ise Bax ve Bcl-2 ifadelerinin
sirasiyla asagi regiilasyonu ve yukari regiilasyonu hiicrelerin sag kalimini olumlu yonde

etkilemistir (Khodapasand ve ark., 2015).

Delalat ve arkadaslarmin 2021 yilinda yaptiklar1 ¢galigmada Onopordum acanthium L.
ekstraktindan ~ (AgNPs-OAL)  sentezlenen  AgNP’lerin  antikanser  aktvitesi
arastirtlmigtir. CAD ve  pro-apoptotik Bax genlerinin  ekspresyonu, AQNPs-OAL ile
muamele edilmis MDA-MB231 hiicrelerinde sirasiyla 4.04 kat ve 1.38 kat arttigi
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gosterilmistir. Calismada, AgNPs-OAL'ye muamele edilen MDA-MB231 hiicrelerinin
hiicresel DNA's1, PI ile boyanmis olup, ardindan DNA igerigi, akis sitometri tahlili
yoluyla test edilmistir. Burada, apoptotik hiicre populasyonu alt G1 fazinda AgNPs-
OAL'ye maruz kalan hiicrelerin orani, MDA-MB231 hiicrelerinde %7.04'ten %12.58'e
cikarilmistir. Annexin V/PI boyama ve hiicre dongiisii sonuglariin karsilastirilmast,
MDA-MB231 hiicrelerinin  AQNPs-OAL ile maruz kalmasmm, alt Gl fazinmn
inhibisyonuna ve erken ve ge¢ fazi artirarak apoptozun yukari regiilasyonuna neden

oldugunu gostermistir (Delalat ve ark., 2021).

Behboodi ve arkadaslarinn 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Cichorium
intybus ekstraktindan sentezlenen AgNP’lerin MCF-7 hucrelerinde antikanser etkileri
arastirtlmigtir. AgNP'lerin MCF-7 hiicrelerine karsi 6nemli apoptoz aktiviteleri oldugunu
belirtilmistir. MCF7 hiicrelerinin hiicre dongiisii dagiliminm akis sitometrik analizleri,
AgNP tedavisinin, apoptoz yolunun bir gostergesi olan alt G1 tepe noktalarini arttirdigini
goOsterilmistir. Bunun disinda son ¢alismalar yesil sentezlenmis AgNP’lerin, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesiyle hiicre biiylimesini tetikleyebilecegini gostermistir.
ROS Uretimi, gen ekspresyonundaki degisiklik, DNA hasari, transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu ve apoptoz sinyal transdiiksiyon yolaginin tesviki gibi hiicrelerdeki farkli
stirecleri etkileyebilecegi belirtilmistir. Ayrica Aceituno ve arkadaslarinin Dendropanax
morbifera Léveille bitkisi ile sentezlenmis AgNP’lerin A549 ve HepG2 kanser hiicre
hatlarinda hiicre proliferasyonunu azalttigi ve ROS Uretimini arttirdigini, ROS
olusumunun p38 MAPK yolunun modifikasyonu ile ilgili olabilecegini bildirmislerdir.
Ayrica AgNP’lerin Bax ifadesini arttirdigini, Bcl-2 gen ekspresyonlarini ise azalttigini ve
apoptotik A549 hucrelerinin yiizdesini arttirdigmi bildirmislerdir (Behboodi ve ark,
2018). Calismamizda elde edilen Bax geni ifadelerinin grafikleri Sekil 4.12°de
verilmistir. MCF-7 hcrelerinde Bax seviyesini, LN-AgNP’lerin istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalttigi, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise LN-AgNP ve MO-AgNP’lerin

arttirdig goriilmektedir.
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Sekil 4.12 (A) MCF-7 hiicre hattinda Lepista nuda ve Marasmius oreades mantarlari
araciligiyla sentezlenmis giimiis nanopartikiillerle muamele hicrelerin kontrol grubuna
gore Bax geni ifadeleri (B) MDA-MB-231 hiicre hattinda Lepista nuda ve Marasmius
oreades mantarlar1 araciligiyla sentezlenmis giimiis nanopartikiillerle muamele
hicrelerin kontrol grubuna gére Bax geni ifadeleri
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Sekil 4.13 (A) MCF-7 hiicre hattinda Lepista nuda ve Marasmius oreades mantarlar1
araciligiyla sentezlenmis glimiis nanopartikiillerle muamele hiicrelerin kontrol grubuna
gore Bax/BCL-2 orani (B) MDA-MB-231 hiicre hattinda Lepista nuda ve Marasmius
oreades mantarlar1 araciligiyla sentezlenmis giimiis nanopartikillerle muamele
hiicrelerin kontrol grubuna goére Bax/BCL-2 orani
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Zheng ve arkadaslari, 2023 yilinda yaptiklar1 g¢alismada yumurtalik graniiloza
hiicrelerinde silika nanopartikiillerin neden oldugu otofaji ve apoptoz arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. Bu ¢alismada silika nanopartikiillerin Bax/Bcl-2 oranmi arttirdigini ve
Kaspaz-3 seviyesini bolerek mitokondri aracili kaspaz bagimli apoptotik sinyal yolunun

aktivasyonuna neden oldugunu bildirmislerdir ( Zheng ve ark., 2023).

Moradipour ve arkadaslar12022 yilinda yaptiklari galismada diyet flavonoid karvakrolun,
p53/Bax/Bcl-2 ekseni yoluyla MCF-7 hiicrelerinde apoptozu tetikleyebilecegini
gostermistir. Bu ¢alismada Bax ve p53 ifadesinde artig olurken Bcl-2 seviyesinde azalma

oldugu bildirilmis ve bunun hiicre canliliginda azalmaya sebep oldugu bildirilmistir.

p53 proteini timor baskilayici etkisi ile apoptozu diizenleyen bilesenlerden biridir. p53
ifadesinde eksiklik timor olusumuyla iligkilidir. p53'Un insan kanserlerinin %50'den
fazlasinda mutasyona ugradig1 ve meme kanseri apoptoz mekanizmasinda 6nemli bir rol
oynadigi bildirilmistir. Bu nedenle meme kanseri tedavisinde p53 protein miktarini
arttirmak uygun bir yontem olabilir. Bu artis, 6zellikle Bcl-2 ve Bax proteinlerini iceren
apoptozu destekleyebilir. Bax proteini, bir p53 hedefidir. Bu protein, sitokrom c'nin
mitokondriden sitozole salinmasini arttirir ve Kaspaz-3'li aktive eder. Bcl-2 gibi anti-
apoptotik Uyeler ise p53 tarafindan transkripsiyonel olarak baskilanir ve mitokondri
biitlinliigiinii korur. Bax asir1 ekspresyonunun apoptozu tetikledigi bildirilmistir. Boylece
Bax/Bcl-2 oranmin biiyiikliigii, apoptoza ugramis hicreler icin dnemli bir faktor

olabilecegi bildirilmistir (Moradipour ve ark., 2022).

Calismamizda elde edilen Bax/Bcl-2 orani Sekil 4.13’de gOsterilmistir. Calismamizda
MO-AgNP’lerin hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hucrelerinde istatiksel olarak
anlamli sekilde kontrol grubuna gore Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden oldugu
gorilmiistir ( P<0.05). LN-AgNP’ler ise MCF-7 hicrelerinde Bax/Bcl-2 oranimni
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirken (P<0.001), MDA-MB-231 hcrelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamaistir (P=0.3983). Kontrol grubuna
gore Bax/Bcl-2 oraninda artig gdzlemlenmesi, apoptozun kaspaz bagimli mitokondri

aracilt sinyal yolunu aktive ederek apoptoza yol agmis olabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda iki farkli mantar tiiri olan L. nuda ve M. oreades mantarlarinin
ekstraktlarmi kullanarak giimiis nanopartikiilleri yesil sentez yontemi de denilen biyolojik
yontem ile sentezleyerek antikanser aktivitelerini inceledik. Bu ¢alismada mantar 6rnegi
kullanmamizin temel sebebi ¢evre dostu olmayan, maliyeti yiksek ve toksisitesi fazla
olan kimyasallar yerine dogada bol miktarda bulunan, ¢evre dostu, diisiik toksisiteye
sahip biyolojik kaynaklari tercih etmektir. Ayrica mantarlarin sahip oldugu ikincil

metabolitlerin metal indirgeme yeteneginden yararlanilmustir.

Calismamizda AgNP’lerin, MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkinligi belirlendikten sonra gQRT- PCR analizi ile Bax, Bcl-2 ve
Kaspaz-9 genlerinin ifadelerine bakildi. Bu genler hiicre dongusu ile ilgili proteinler
olmasi sebebi ile calistigimiz kanser hiicre hatlarmin canliligini kaybetmesinin hangi
oliim sekli ile gerceklestigi hakkinda bilgi edinmemizi saglamistir. Yaptigimiz qRT-PCR
analizi sonuglarma gore apoptozun mitokondriyal yolagini baslatan Kaspaz-9 geni
ifadesinde kontrol grubuna goére her iki hiicre hattinda da azalma goriilmiistiir. Bu sonug
hiicrelerin Oliimiine sebep olan mekanizmanin apoptozun mitokondriyal yolagi
olmadigmi gdstermekle birlikte protein diizeyinde ifadesini ongdremedigimiz icin
hicrelerin kesinlikle mitokondriyal yolagi kullanmadigini sdyleyemeyiz. Calismamizda
Bax ve Bcl-2 gen ifadeleri de ayni sekilde hiicrelerin mitokondriyal yolagi
kullanmadigina isaret edecek sekilde ifadesi gerceklesirken bu genlerin de protein
diizeyinde ifade edilip edilmedigini bilmedigimiz i¢in kesin bir ifade kullanmamiz
miimkiin degildir. Son olarak Bax/Bcl-2 oraninda kontrole goére artis gézlemlenmesi
literatiire gore hiicrelerin apoptoza yoneldigini gostermektedir. Bu artig hem MCF-7 hem
de MDA-MB-231 insan meme kanseri hucre hattinda MO-AgNP’ler aracigiyla
gerceklesmis olup LN-AgNP’ler sadece MCF-7 hiicrelerinde artisa sebep olarak MDA-
MB-231 hiicre hattinda anlaml1 bir degisiklige sebep olmamustir.

Bunlarla birlikte giimiis metalinin eski ¢aglardan beri antibakteriyel, antiseptik vb. oldugu
bilinmektedir. Giimiis metalinin hicrede oksidatif strese neden olarak ROS birikimini
tetikledigi ve hiicrelerin DNA’sinda yapisal bozulmalara sebep oldugu literaturde
bildirilmistir. Calismamizda hiicreleri giimiis nanopartikiillerle muamele ederek 24 saat

ve 48 saat suireli MTT canlilik testi sonucunda canliliklarinda azalma tespit ettik. Bu hiicre
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Oliimiine sebep olan mekanizmanin gen diizeyinde ifadelerine bakarak yorumladik fakat
ifade edilen genler her zaman protein diizeyinde ifade edilmediginden, protein diizeyinde
ifadelerinin nasil oldugunu goérmek adma daha fazla c¢alismaya yer verilmesi
gerekmektedir. Ayrica yapmus oldugumuz ¢aligmalar in vitro ¢aligmalar olup in vivo
calismalar yapilmasi ve AgNP’lerin kanser hiicrelerine spesifik olup olmadig: ve saglikl

hiicreler lizerindeki etkileri de ¢alisilmalidir.
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