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DOKTORA TEZi

PELOPHYLAX RIDIBUNDUS'UN YUMURTA JELININ FiZiIKOKIiMYASAL
KARAKTERIZASYONU VE MELANOM KANSERI ICiN BIYOLOJIK
ETKINLiGININ BELIRLENMESI

Behliil KOC BILICAN

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal

Danisman: Prof. Dr. Murat KAYA
OZET

Bu tez calismasinda test organizma olarak sec¢ilen, Ranidae familyasina ait bir amfibi
tiric olan Pelophylax ridibundus’un (P. ridibundus) embriyolarinin beslenmesi,
gelismesi ve parazitlerden korunmas: igin salgiladiklar jel yapist ilk kez detayl bir
sekilde karakterize edilmis ve literatiire kazandirilmistir. Kozmopolit ve kolay kiiltiire
edilebilir olmasi nedeniyle segilen P. ridibundus’un yumurta jel yapisinin
fizikokimyasal analizleri (FT-IR, TGA, XRD ve elemental analiz), yapinin tamamen
karbohidrat ve protein yapida oldugunu ortaya koymustur. 96 pg/mL karbohidrat
icerdigi tespit edilen yumurta jelinin, yapilan HPLC analizi ile profilinde Glikoz,
Galaktoz, Mannoz ve Ksiloz varlig: tespit edilmistir. LC-MS/MS analizi ile yapida
tespit edilen 2,4 ug/uL proteinin ise profili Uniprot/Swissprot veritabani verilerine
gore belirlenmistir. Tespit edilen 12 proteinden sialik asit bagli lektin proteini, timor
hiicrelerine yonelik bir makrofaj sistemi yoluyla timor biliyimesini inhibe edebilme
ozelligi sayesinde dikkat cekmektedir.

Kirli sucul ortam sartlarinda amfibi embriyosunu koruyan, biiylimesine ve gelismesine
olanak saglayarak giiclii bir bariyer gorevi gbren yumurta jel yapisinin, dogada bu
zorlu ortam sartlarinda Ozellikle UV iginlarindan  embriyoyu korumasi
fonksiyonlarindan esinlenerek, deri lizerine olumlu etkilerinin olabilecegi ilk kez bu
tez ¢alismasinda hipotez edilmistir. Yiiksek metastatik indeksi ile en agresif cilt
kanseri olan melanom iizerine yaptigimiz c¢alismalarda amfibi yumurta jelinin bir
biyomalzeme olarak gii¢lii biyolojik aktiviteye sahip olabilecegi bu tez calismasi
kapsaminda 6n goriilmiistiir. MTT analizi ve es zamanl Ol¢lim imkani sunan
xCELLigence cihazi ile yapilan hiicre ¢alismalari ile P. ridibundus yumurta jelinin 5
mg/mL selektif dozunun melanoma kanser hiicrelerine (A375) antikanser bir etki
gosterirken (canlilik < %30), saglikli insan deri hiicrelerine sitotoksisite gostermedigi
(canlilik > %70) belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda ilk kez dogadan gelen bir mucize
olan amfibi yumurta jelinin melanom hiicreleri iizerinde etkin bir biyoaktivite
sergiledigi ve potansiyel bir tedavi yontemi olabilecegi net olarak ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Amfibi Yumurta Jeli, Karakterizasyon, Melanom Kanseri,
Pelophylax ridibundus, Toksisite.

Haziran, 2023; 69 sayfa



PhD. THESIS

PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF PELOPHYLAX
RIDIBUNDUS EGG JELLY AND DETERMINATION OF ITS BIOLOGICAL
ACTIVITY ON MELANOMA CANCER

Behliil KOC BILICAN

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Murat KAYA
ABSTRACT

In this thesis, the jelly structure, excreted for feeding, growing, and protecting the
embryos of the selected test organism Pelophylax ridibundus (P. ridibundus), an
amphibian species belonging to Ranidae family, was characterized in detail for the first
time and gained to the literature. Physicochemical analysis (FT-IR, TGA, XRD, SEM-
EDX, and elemental analysis) of the egg jelly structure of P. ridibundus, selected due
to being cosmopolitan and ease of culture, demonstrated that the structure consists
entirely of carbohydrate and protein. Through HPLC analysis, it was found that the
egg jelly, identified to have 96 pug/mL carbohydrate, includes glucose, mannose, and
xylose in its profile. 2,4 pug/uL protein was detected in the structure by LC-MS/MS
analysis, and the protein profile was determined according to the Uniprot/Swissprote
database data. Sialic acid-binding lectin, one of the identified 12 proteins, draws
attention because of its ability to inhibit tumor growth via the way of the macrophage
system against tumor cells.

It was hypothesized for the first time in this study that the egg jelly, protecting the
embryo of Amphibia in polluted aquatic conditions and acting the role of a strong
barrier by contributing to its growth and improvement, may have positive effects on
the skin, as inspired particularly by the protective functions of UV lights on the embryo
in these challenging nature conditions. It was predicted within the framework of the
current research study that the egg jelly of Amphibia could have a strong biological
activity as a biomaterial discussed in the research on melanoma, the most aggressive
skin cancer with a high metastatic index. Through cell studies carried out with MTT
analysis and XxCELLigence device enabling synchronous measurement, it was
identified that while 5 mg/mL selective dose of egg jelly of P. ridibundus shows an
anticancer effect (viability < %30) on melanoma cancer cells (A375), it does not show
cytotoxicity (viability > %70) towards healthy human skin cells. It was clearly
demonstrated for the first time in this thesis study that amphibian egg jelly, a natural
miracle, exerts efficient bioactivity on melanoma cells and can be a potential treatment.

Keywords: Amphibian Egg Jelly, Characterization, Melanoma Cancer, Pelophylax
ridibundus, Toxicity.

June, 2023; 69 pages
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1. GIRIS

Eski bir grup olan amfibiler, ilk kara omurgalilarinin kalintilarini temsil ederler.
Amfibiler, Anura, Urodela ve Apoda olmak iizere {i¢ ana taksondan olusmaktadir. Bu
tic amfibi grubu, goriiniiste o kadar farklidir ki, asla birbirleriyle karistirilmazlar. En
belirgin sekilde paylastiklar1 sey, ana solunum organi goérevi géren ve ¢ogu diger
organizmalar igin zehirli olan ¢esitli salgilar iireten nemli derileridir (Wake ve Koo,
2018). Amfibiler, kuslar ve memeliler gibi diger omurgali gruplariyla
karsilagtirildiginda, onlara kiyasla oldukg¢a az bilinirler (Adler ve Halliday, 2002).
Amfibilerin bilinen 6nemli iki 6zelligi vardir. Birincisi, amfibiler, su tutma
yeteneklerini ciddi sekilde sinirlayan ince, gegirgen bir cilde sahiptir; bu onlar1 nemli
habitatlarla sinirlar. Birkag tiirleri en kurak ¢ollerde yasar, ancak hayatlarinin ¢ogunu
yerin derinliklerinde gegirirler ve nadiren yagmurdan sonra ortaya ¢ikarlar. Ikincisi,
amfibilerin yumurtalar1 ince bir zarla g¢evrilidir ve ancak 1slak tutulursa hayatta
kalabilirler. Bu nedenle, amfibilerin yasam alani ¢gogunlukla yilin birgok zamani ya da

tamami i¢in suyun mevcut oldugu habitatlarla sinirh kalir (Halliday, 2008).

Amfibi yumurtalari, yumurtayr cevreleyen ve genellikle birkag farkli katmandan
olusan, jel tabakasi olarak adlandirilan ve suda ¢6ziinmeyen jelatinli bir matrisin
varhig ile karakterize edilir. Yumurta jel katmanlari, yumurta kanalin1 kaplayan
tiibiiler bez hiicrelerinin salgi tiriinleridir ve yumurtaliktan salindiktan sonra yumurta
kanalin1 gegerken yumurtalarin etrafinda biriktirilir. Optik mikroskop caligsmalart ile
belirlendigi tizere, jel kaplamalar morfolojik olarak basittirler ve herhangi bir ayirt
edici Ozellikleri yoktur (Yurewicz vd., 1975). Amfibi yumurta jel kabugunun
histokimyas1 iizerine yapilan calismalar ve kimyasal analizler, yapida protein ve
karbohidratin varhigin1 gostermistir (Folkes vd., 1950; Lee, 1967; Freeman, 1968;
Steinke ve Benson Jr, 1970; Yurewicz vd., 1975; Carroll Jr vd., 1991; Olson ve
Chandler, 1999).

Yakin zamana kadar, amfibi yumurtalar1 iizerine yapilan ¢alismalarin bir¢ogunda, jel
tabakalaria nispeten az ilgi gosterilerek vitellin zarfin roliine odaklanilmigtir. Daha
sonra yapilan c¢aligmalarin biiyik c¢ogunlugunda ise jel katmanin déllenme ve
gelismedeki rolii lizerine yogunlasilmistir. Fertilizasyon iizerine yapilan ¢alismalarin
tamami, amfibi yumurta-jel katmaninin, basarili déllenme ve gelismede 6nemli bir rol

oynadig1 konusunda ortak bir noktada karara baglanmistir (Humphries Jr ve Hughes,
1



1959; Lee, 1967; Freeman, 1968; Olson ve Chandler, 1999). Jel kabugundan yoksun
yumurtalarin  dollenmedigi bu nedenle jel yapisinin kurbagalarda dollenmenin
saglanmasindaki ana faktorlerden biri oldugu diistiniilmektedir (Turani vd., 2020). Bu
hiicre dis1 matris tabakalarinin, sperm baglanmasi, spermakrozom reaksiyonunun
indiiklenmesi, polispermi blogu ve gelismekte olan embriyonun korunmasi dahil
olmak iizere dollenme sirasinda bir dizi rol oynadig1 bilinmektedir; bunlar hayvanlar

aleminde yumurta hiicre dis1 matrisleri tarafindan yaygin olarak paylasilan rollerdir

(Ishihara vd., 1984; Katagiri, 1987; Bakos vd., 1990).

Dogada zorlu ortam sartlarina karsi embriyoyu koruyan, besleyen, biiyiimesine ve
gelismesine olanak saglayan amfibi yumurta jel yapisinin, aday bir biyomalzeme
olarak da giiclii biyolojik aktiviteye sahip olabilecegi bu tez ¢alismasi kapsaminda
Oongoriilmiistiir. Bu jel yapi, dogada 6zelliklede kirli sucul ekosistemlerde embriyoyu
koruyacak kadar gii¢lii bir bariyer gorevi goriip ayn1 zamanda besleyici 6zellige de
sahip olmastyla birlikte gorevini tamamladiginda biyolojik olarak bozulup dogaya geri
dontisiime katilmaktadir. Bu tez c¢alismasinda, yumurtayr saran jelin dogada
embriyoyu beslemesi ve 6zellikle ultraviyole (UV) 1sinlarindan embriyoyu korumasi
fonksiyonlarindan esinlenerek, deri iizerine olumlu etkilerinin olabilecegi hipotez

edilmistir(Bakos vd., 1990; Hiakkinen vd., 2001; Blaustein ve Belden, 2003).

Yiiksek metastatik indeksi ile en agresif cilt kanseri olan melanom, cilt kanseri
Olimlerinin yaklasik %90’ina neden olmaktadir. Kemoterapi, radyoterapi ve
immiinoterapi gibi halihazirda mevcut olan konservatif tedavilerin, metastatik
melanoma karst ¢ok az etki gosterdigi ve hastalarda kotii prognoza yol agtigi
bilinmektedir (Wang vd., 2020). Bu nedenle, s6z konusu kanser tiiriine kars1 tedavide
verimli bir terapotik stratejinin eksikligi acik¢a goriilmektedir. Bu eksikligi
gidermesini ongordiigiimiiz aday biyomalzeme ile yaptigimiz ¢aligmalarda, dogada
degisen ortam sartlarina ragmen embriyoyu koruyan, besleyen jel yapinin melanom
kanser hiicrelerini (A-375) inhibe ederken saglikli insan deri fibroblast hiicrelerine ise
toksik bir etkisinin olmadigi MTT analiz sonuglari ile ortaya konmustur. ilk kez bu tez
calismasi kapsaminda deri kanseri tedavisi i¢in es zamanli Sl¢lim imkani sunan
xCELLigence cihazi ile kanserli deri hiicreleri ve saglikli deri fibroblast hiicreleri

izerine test edilmis ve etkin doz belirlenmistir.



Yine ilk kez bu tez caligmasi kapsaminda deri kanseri tizerine etkinlik gosteren (Sekil
1.1) ve glikoprotein yapida oldugu ongoriilen kurbaga yumurta jelinin Bradford ve
Dobi yontemi ile karbohidrat ve protein konsantrasyonu belirlenmistir. Bu ¢aligmalara
ilaveten yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) analizi ile karbohidrat
icerigi, sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS) analizi ile protein igerigi
belirlenmistir. Daha Once literatiirde agiklanmamis olan yumurta jelinin kimyasal
yapisi, fizikokimyasal analizler; fourier doniisiimlii kiziltesi spektroskobu (FT-IR),
termogravimetrik analiz (TGA), X-1sin1 kirmim difraksiyonu (XRD), elementel analiz
ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile ilk kez bu tez ¢alismasi kapsaminda detayl

olarak agiklanmistir.

Sekil 1.1. Tez ¢alismasinda elde edilen P. ridibundus aktif melanoma ve saglikli insan
deri fibroblast {izerine etkisinin sematik gésterimi.



2. KAYNAK OZETLERI

Amfibiler, sucul yasam ile karasal yasam arasinda bir koprii gorevi goren Anura,
Urodela ve Apoda olmak iizere 3 takima ayrilan ve diinyada 8000’den fazla tiire sahip
olan sogukkanli omurgali canlilardir (Baran vd., 2012). Amfibiler; kozmopolit
olmalari, kolay kiiltiire edilebilmeleri, ¢ift yasamli olmalar1 ve potansiyel klinik
uygulamalari sayesinde bir¢ok ¢alismaya konu olmustur (Barra ve Simmaco, 1995;
Simmaco vd., 1998; Mashreghi vd., 2013). Cogu hayvan tiiriiniin olgun yumurtalari,
vitellin zar, jel ve zona pellucida gibi hiicre dis1 katmanlar veya yapilarla ¢evrilidir
(Shimoda vd., 1994). Amfibi yumurtalar1 bu yapilardan bir vitellin zarf ile yapisal ve
kimyasal olarak farkli birka¢ jel tabakayla cevrilidir. Bu jel tabaka, amfibi
yumurtalarinin karakteristik bir 6zelligidir. Suda ¢6ziinmeyen jelatinimsi bir matris
olarak tanimlanmaktadirlar. Jel tabakalar, yumurta kanalin1 kaplayan tiibiiler bez
hiicrelerinin salgi iiriiniidir ve yumurtaliktan salindiktan sonra yumurta kanalini
gecerken yumurtalarin etrafinda biriktirilmektedir (Lee, 1967). Amfibi yumurtalarinda
jel tabakanin katman sayisinin tiirlere gore farklilik gosterebilecegi yapilan caligsmalar
ile ortaya konulmustur. Ornegin, Bufo japonicus’un yumurta jeli dort tabakaya
sahipken (Katagiri, 1987), Rana pipiens tiirliniin iki katmana sahip oldugu
gosterilmistir (Wright ve Wright, 2019). Optik mikroskop ¢alismalari ile belirlendigi
tizere, jel kaplamalar morfolojik olarak basittir ve herhangi bir ayirt edici 6zelligi
yoktur. Biyokimyasal analizler, yumurta jel yapisinin kiire seklinde birbirine baglanan
ve iskelet gorevi goren lifli bir glikoprotein yapisina sahip oldugunu gostermektedir
(Bonnell ve Chandler, 1996). Birkag amfibi yumurta jel kabugunun histokimyasal
caligmalart ve kimyasal analizleri, protein ve karbohidratin varligini kesin olarak
gosterse de igerigi bu zamana kadar tam olarak aydilatilamamustir. Igerigi tam olarak
belirlenememis glikoprotein yapidaki bu jel tabakanin; 1) yumurta i¢in mekanik destek
saglamasi, 2) kirleticilerden yumurtayr korumasi 3) yirticilardan, patojenlerden,
sicaklik ve UV 15181 gibi cevresel stres faktdrlerinden korumasi gibi ¢esitli rollerinin
oldugu bilinmektedir (Marquis vd., 2006; Altig ve McDiarmid, 2007). Amfibi jeli
lizerine literatiirde tireme, immiinobiolojik, toksisite, ekotoksikoloji, basit diizeyde
fiziko-kimyasal arastirmalar yapilmis olmasina ragmen, jelin fizikokimyasal olarak
karakterizasyonu ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmasi iizerine eksikligin
oldugu agik¢a goriilmektedir (Shaver, 1966; Freeman, 1968; Beattie, 1980; Omata,
1993; Marquis vd., 2006).



2.1 Amfibi

Amfibiler kesinlikle tiim karasal omurgalilar arasinda en ¢esitli ve en az bilinen yasam
Oykiilerine sahiptir. Bir kismi1 suda bir kismi da karada yasadiklarindan dolayi
amfibiler, adin1 Yunanca c¢ift yasamli anlaminda gelen “Amfibia” dan almaktadir.
Karada yasayan amfibilerde yumurtalarini genellikle suya birakirlar ve amfibilerin
larva evreleri suda gergeklesir. Amfibiler, solungaglar yerine akcigerler ve yiizgecler
yerine bacaklar gibi degisiklikler gecirmeleri sayesinde karada yasayabilmektedirler.
Karada yasayan amfibilerin derilerinde kil, tiiy ve pul gibi yapilar yoktur, yani derileri
ciplaktir. Bu ozelliklerine ek olarak derilerinde, deriyi siirekli 1slak tutmaya yarayan
ve bazilari zehirli olan salgi bezleri vardir. Amfibiler; bocek, solucan ve salyangoz gibi
diger hayvan tiirlerini yiyerek beslenirler. Amfibilerin gelismeleri larva evresi igerir,
yani metamorfoz gegirirler. Larva evresinin siiresi, tlire, sicaklik derecesine ve dig
sartlara bagli olmak tizere degiskenlik gostermektedir. Amfibiler kuraklik ve tuzluluk
gibi iki faktore karsi direngsizdirler. Bu yiizden tuzlu sularda yasayamazlar (Baran ve
Atatiir, 1998).

Sudan karaya gecisleri sirasinda amfibilerin yapilarinda yeni yasamsal o6zellikler
olugsmustur. Amfibiler, sahip olduklar1 gelismis mekanizmalar1 sayesinde farkli ¢evre
kosullarinda yasayabilmektedirler (Ferreira ve Jesus, 1973). Anatomik ve fizyolojik
ozelliklerinden dolay1 baliklar ve siirlingenler arasinda yer alan amfibiler omurgali
siifindandir. Amfibileri baliklardan ayiran baslica oOzellikler: karada ve suda
yasayabilmeleri, akciger varligi, duyu organlarinin kara yasgamina uyum gdstermesi,
ag1z ile baglantili olan burun deliklerine sahip olmalaridir. Amfibilerin kara hayatinda
yasayabilmeleri hareketli g6z kapaklarinin olusmasina olanak saglamistir ve gelismis
gorme duyularina sahiptirler. Bununla birlikte amfibiler suya karsi gecirgen olan
derilere sahip olmalari sayesinde suyu deri iizerinden temin etmektedirler (Viborg ve
Rosenkilde, 2001). Tiim omurgalilarda oldugu gibi derileri, dermis ve epidermis
tabakalarindan olugsmaktadir. Ayrica deriyi siirekli 1slak ve kaygan tutmaya yarayan
ve bazilar1 zehirli olan salg1 bezleri vardir. Amfibilerin farkli renk ve desenlerine sahip
olmalar dikkat ¢eken bir diger 6zellikleridir. Tropik bdlgelerde yasamlarini siirdiiren
farkli renklere sahip amfibiler zehirlidir. Bu yiizden, amfibilerin ¢ok renkli olmalari
ve renklerinin parlakligi bilim adamlarina gore uyar1 olarak kabul edilir. Zehirli

amfibiler korunma noktasinda sansli olsalar da bu durum onlar1 tehlikeden tamamen



kurtarmaz. Amfibiler, biiyilik tatli su baliklari, su kaplumbagalari, yilanlar, balik¢il
veya bazi yirtict kuslar tarafindan avlanirlar. Larvalari i¢in sucul hayvanlar her zaman

tehdit olustururlar (Kuru, 1999).

Yumurtalar: kiire seklinde jelimsi bir kivamda olan amfibiler embriyolarmin ¢iplak
olmas1 yani amniyon zarinin bulunmamasi sebebiyle baliklar ile birlikte omurgalilarda
amniyon zar1 bulunmayanlar (Anamnia) grubunu olustururlar. Amfibilerin yumurta
gelisimleri ve larva evreleri genellikle suda geger, karada yasayan amfibilerin biiyiik
bir ¢ogunlugu da iireme siireclerinde suya girerler. Bu baglamda amfibilerin yasam
tarzlar1 yiizgecler yerine bacaklarin, solungaglar yerine akcigerlerin olugsmasi gibi
bircok o6nemli morfolojik ve anatomik degisikliklere sebep olmustur. Larva
evrelerinde solungag solunumu yaparlar, bu evrede sucul karakterler baskindir (Ozeti

ve Yilmaz, 1994).

Amfibilerin kural olarak yumurta biraksalar da yar1 gelismis yavru ve canli yavru
dogurma gibi durumlarina da rastlanmaktadir. Amfibilerde yumurta birakma islemi
tiire gore degiskenlik gostermektedir. Amfibiler yamurtalarini tek tek, kiimeler halinde
veya boncuk dizileri seklinde birakirlar. Amfibi yumurtalar1 gelismelerini larva
evresinde gerceklestirirler, larva evreleri birkag ay siirebilmektedir. Larvanin tiirii ve
bulundugu ortama gore metamorfoz siliresi degiskenlik gosterebilmektedir.
Metamorfoz siiresini etkileyen en 6nemli dis faktorlerden birisi sicakliktir. Literatiirde
ayni tiir amfibilerin sicak bolgelerde yasayan popiilasyonlarinin metamorfoz siiresinin
bir lireme zamaninda tamamlandigi, soguk bdlgelerde yasayan popiilasyonlarin
metamorfoz siiresinin ise bir y1l hatta daha fazla siirebilecegi ifade edilmistir (Kuru,
1999). Metamorfoz sonras1 amfibiler belli bir siire gectikten sonra eseysel olgunluga
erisebilmektedirler. Bu siire, belirli bir yas ile birlikte belirli bir viicut biiyiikliigiine
ulagabilmesiyle iligkilidir. Bu siire tiirlere gore bir yil ya da birkag yil da
stirebilmektedir. Cinsel olgunluk sonrasinda da amfibiler biiyiimeye devam edebilirler,
amfibi tiiriiniin boyu erisebilecegi noktaya kadar her yil artis gdsterebilmektedir (Ozeti

ve Yilmaz, 1994).

Bacaksiz amfibiler (Apoda), kuyruklu amfibiler (Urodela) ve kuyruksuz amfibiler
(Anura) olmak iizere diinyada yasayan cift yasamlilar 3 ayr1 grupta toplanirlar Apoda
hari¢, Anura ve Urodela takimi 6n ve arka ayaklara sahiptir, derileri kil, tiiy ve pul gibi

yapilar icermez, yani c¢iplaktir ve nemlidir. Gogiis kemikleri kaburgalarla
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baglanmamis olup viicut sicakliklari ortama gore degiskenlik gostermektedir. Kuraklik
ve tuzluluga direng gosteremeyen amfibiler yalnizca tath sularda yasarlar (Baran vd.,
2012). Hem karada hem de suda yasayabilen ¢ift yasamlilar, aslinda tamamen karasal
yasama uyum saglayamamislardir ve tatli sulardan da tamamiyla kopamamislardir. Su

ve nemli bolgelerde lireme gerceklestirirler.

Apoda, silindir seklinde viicuda, diiz ve halkalara ayrilmis deriye sahip olan
iilkemizde tiiri bulunmayan amfibi grubudur. Yilan ve solucanlara benzeyen
Apoda’larin zehir bezleri bulunmaktadir. Apoda’larin derilerinde dermis kdkenli
kalkerli pullar bulunabilmektedir. Kuyruklari ise ya yoktur ya da cok kisadir.
Apoda’larin bir kism1 yumurta birakarak ¢ogalsa da bircogu canli yavruyu viicutlar

icerisinde gelistikten sonra disariya cikarirlar (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Urodela, genelde 8-20 cm araliginda boya sahip olan, bazilarinin boylari 1 m’yi asan
amfibi grubudur. Larva evresinde dahi kuyruklar1 vardir ve neredeyse birbirine esit 6n
arka bacaklar bulunur. Kertenkeleye benzeyen Urodela’lar, derilerinin ¢iplak olmalart
sayesinde ayirt edilirler. Baz1 Urodela’larda harici dollenme goriiliir ancak ¢ogunda
larva evresi vardir. Larvalar1 genel olarak erginlerine benzemektedir. Sadece larvada

farkli olarak dis solungaglar bulunmaktadir (Budak ve G¢gmen, 2005).

Anura, diinyanin her yerinde bulunabilen kozmopolit amfibi grubudur. Genis viicuda
sahip olan Anura’larin boyun kisimlar1 yoktur. Omur sayilar1 az olan Anura’lar, arka
bacaklarinin 6n bacaklarindan daha uzun olmasi sayesinde iyi sigrayabilirler.
Anura’larin tiremeleri, dis dollenme ile gergeklesir (Budak ve Gogmen, 2005).
Yumurtalarint suya birakirlar ve yumurtalar erkek tarafindan doéllenir. Larva
donemlerinde bulunan kuyruk erginlerinde bulunmaz. Anuralar, erginlesme siirecinde
bircok kez metamorfoz gegcirirler. Anuralar, omur sekillerine, dis durumlarina,
kaburgalarinin ve dillerinin olup olmamasina, ayak parmak uclarina dikkat edilerek
simiflandirilmaktadir (Budak vd., 2002). Bu tez ¢alismasi i¢in, Anura takiminin 7129
tiyesinden biri olan Pelophylax ridibundus tiirii se¢ilmistir. Bu tiir kozmopolit olmast,
kolay kiiltiir edilebilmesi ve literatiirdeki bilgi eksikligi nedeniyle test organizma

olarak belirlenmistir.



2.1.1 Pelophylax ridibundus

Ova kurbagasi olarak bilinen Pelophylax ridibundus (P. ridibundus), Ranidae (Gergek
su kurbagalar1) familyasina ait bir amfibi tiiriidiir ve boylar1 15 c¢cm civarlarinda olup,
sirt tarafi yesilimsi gri, agik veya koyu kahverengi olabilir (Baran vd., 2012). Tez
calismast icin secilen bu tiiriin beslenmesi, dagilimi, ¢evresel faktorlerden
kaynaklanan derideki agir metal birikimi, ylikseltiye bagli degisen viicut biiyiikligi
ve yas yapisi lizerine ¢alismalar bulunmasina ragmen P. ridibundus jel yapisinin
karakterizasyonu tizerine higbir ¢alisma bulunmamaktadir (Balint vd., 2008; Giil vd.,
2011; Leuenberger vd., 2014; Borkovi¢-Miti¢ vd., 2016). Su ana kadar bu tiir tizerine

yapilan calismalara kisaca bakildiginda;

Gl vd. (2011) yaptiklart bir ¢alismada, Dortyol ve Karagdl olmak iizere iki farkli
yiikseklikte yasayan P. ridibundus popiilasyonu, viicut biyiikligi ve yas Olgiitleri

bakimindan karsilastirmali olarak incelemislerdir (Giil vd., 2011).

Yapilan baska bir ¢alismada ise ova kurbagasi olan P. ridibundus’un yasadigi
ortamdan kaynaklanan 18 adet agir metalin dokularda (karaciger, deri ve kas) birikme
miktari1 6lgmek amaciyla, bu tiirlin enzimlerindeki oksidatif stres seviyesinde
gerceklesen degisiklikleri belirlemigler ve ova kurbagalarinin cildindeki metal
birikiminin analizi ile birlikte metal kirliliginin degerlendirilmesi i¢in gii¢lii bir

alternatif oldugunu ortaya koymuslardir (Borkovi¢-Miti¢ vd., 2016).

Diger bir ¢alismada ise Kafkas bolgesinin Kolkhida Kanyonu’nda yasayan bir amfibi
tirt olan P. ridibundus’un deri sekresyonundan izole edilen peptitlerin 29 ¢esidi
tanimlanarak, bu peptitlerin oto-immuniteden sorumlu oldugu ortaya konulmustur

(Samgina vd., 2008).

Amfibi deri alti bezi salgilar1 iizerine yapilan baska bir ¢alismada bu salgilarin
100.000°den fazla biyoaktif bilesikten olustugu ve bu biyoaktif bilesiklerin analjezik,
antibiyotik, antiviral, yara iyilesmesi, antidiyabetik, antikanser Ozellikleri ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yiiksek potansiyele sahip olan dogal bir
kaynak olabilecegi rapor edilmistir (Xu ve Lai, 2015).

Literatiirdeki yapilan bir diger ¢alismada, amfibi salgilarinin yara iyilesmesi iizerine

olumlu etkisini gostermek amaciyla, P. ridibundus deri alt1 bezlerinden elde edilen bu
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salgilarin fareler {lizerinde in-vivo denemesi yapilmistir. Deney grubu ve kontrol
grubunda bulunan farelerde ¢esitli parametrelerin (enflamatuar hiicre sayisi, fibroblast
hiicre sayisi, hiicrelerdeki kollajen liflerinin miktari, neovaskiilarizasyon, histolojik
parametreler vb.) kiyaslanmasi sonucu deney grubunun yara iyilesme hizinin daha iyi

sonuglar verdigi acik bir sekilde ortaya konmustur (Mashreghi vd., 2013).

Bu tez calismasi i¢in, Anura takimimin 7129 iiyesinden biri olan P. ridibundus tiirii
sec¢ilmistir. Bu tiirtin kozmopolit olmasi, kolay kiiltiir edilebilmesi ve literatiirdeki bilgi
eksikligi test organizmasi olarak belirlenmesine sebep olmustur. Literatiirde yer alan
P. ridibundus tizerine yapilan ¢alismalar detayli sekilde incelendiginde bu tiiriin
beslenmesi, viicut biiytlikliigii, yasi, deri salgilarmin peptit icerigi ve potansiyel
uygulama alanlar1 iizerine ¢ok miktarda calisma yapildig1 goriilmektedir. Ancak P.
ridibundus tiiriiniin, hatta ait oldugu amfibi smifindaki canlilarin yumurta jel
yapilariin ve karakterizasyonunun ihmal edildigi anlasilmaktadir. Deri kanseri
tedavisi amagh kullanilabilecegini 6n gordiiglimiiz kurbaga jeli biyomalzemesinin
literatiirde ilk defa bu tez kapsaminda calisilacak olmasi nedeniyle malzemenin

karakterizasyonuna dair bilgi bulunmamaktadir.

2.2 Amfibi Yumurta Jelleri

Amfibi yumurtalarinin karakteristik bir 6zelligi, yumurtay1 ¢evreleyen ve genellikle
birkag farkli katmandan olusan, jel tabakasi olarak adlandirilan ve suda ¢oziinmeyen
jelatinli bir matrisin varligidir. Jel tabakalar, yumurta kanalin1 kaplayan tiibiiler bez
hiicrelerinin salgt irlinlidiir ve yumurtaliktan salindiktan sonra yumurta kanalini
gecerken yumurtalarin etrafinda biriktirilmektedir (Yurewicz vd., 1975). Amfibi
yumurtalarinda jel tabakanin katman sayisinin tiirlere gore farklilik gosterebilecegi
yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur. Biyokimyasal analizler, yumurta jel yapisinin
kiire seklinde birbirine baglanan ve iskelet gérevi goren lifli bir glikoprotein yapisina

sahip oldugunu gostermektedir (Olson ve Chandler, 1999).

Yapilan bazi ¢aligmalar, yumurta jelini morfolojik a¢idan incelemis ve katman sayilari
hakkinda arastirmalarda bulunmustur. Salthe, 72 amfibi tiriiniin jel zarflarinin
morfolojisini karsilastirmali olarak sitokimyasal tekniklerle incelemistir. Yapilan
incelemelerde bu katmanlarin karmasik katmanlar halinde yumurta kanali tarafindan

salgilanan mukoid bir materyal oldugu rapor edilmistir (Salthe, 1963). Baska bir
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calismada Steinke ve Benson, benzer sekilde Rana pipiens yumurtalariin jel
zarflarinin  yapist ve polisakkarit sitokimyas:1 iizerine detayli bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Bes ayr1 jel katman tespit edilen ¢alismada yapinin yine
mukopolisakkaritlerden olustugu rapor edilmistir. Bunlara ek olarak jel zarflarinin
yapisal ve kimyasal dogalarinin aydmnlatilmasinin, fonksiyonel rollerinin
belirlenmesinde olduk¢a 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (Steinke ve Benson Jr,
1970). Altig ve McDiarmid, amfibi yumurtalarinin ¢esitliligi ve evrimi {izerine
yaptiklar1 ¢alismada bu zamana kadar yapilan ¢alismalarda yumurtay1 kaplayan jel
yapisi ve icerik bilgisinin net olarak ortaya konamamasini farkli gézlem tekniklerine
dayandirmislardir. Farkli tekniklerin farkli sonuglara yol agmasi nedeniyle jel yapidaki
katman sayist kadar gozlenmesi kolay olan Ozelliklerin bile tam olarak

aydinlatilamadigini rapor etmislerdir (Altig ve McDiarmid, 2007).

Literatiirdeki amfibi yumurta jelleri {izerine yapilan ¢alismalar genellikle jel katman
sayisl, jelin déllenme iizerine etkisi gibi benzer konular tizerine yogunlagmistir. Jelin
icerigi ve glikoproteinlerin tanimlanmasi {izerine az sayida c¢aligma yapilmistir.
Ornegin; Peavy vd. yumurta jelinin icerigindeki glikoproteinler iizerine detayli bir
calisma yapmiglardir. Jel kaplama katmanlarinin, yumurta ile spermin ilk
etkilesimlerine aracilik ettigini ve molekiiler konfigilirasyonlari, sperm penetrasyonunu
ve dollenmeyi destekledigi belirtilmistir. Bu jel katmanlarin proteinler igin iskele
olusturan biiyilik fibriler glikokonjugatlardan olustugu belirtilmistir. Jel katmam
olusturan glikoproteinlerin molekiiler kimliginin ortaya ¢ikarilmasinin, yumurta jel
katlarinin yapisinin ve islevinin anlasilmasi i¢in ¢ok onemlidir. Bugiine kadar birkag
jel makromolekiilii karakterize edilmistir (Peavy vd., 2003). Yurewicz vd. Xenopus
laevis yumurta jel kaplamasinin makromolekiiler bilesimi iizerine detayli bir arastirma
yapmiglardir. Olduk¢a kapsamli olan bu g¢alismada, Xenopus laevis yumurtasini
kaplayan jel tabakanin ii¢ katmandan olustugu ve bu katmanlarin bilesiminin yaklasik
olarak %37-48 oraninda protein ve %52-63 oraninda karbohidrat igerdigi rapor
edilmistir. Jel katmanin 8-9 farkli makromolekiilden olustugu ifade edilen ¢alismada
onemli bir ilerleme kaydedilmis olsa da molekiiler bilesim net olarak ortaya
konulamamistir (Yurewicz vd., 1975). Folkes vd. yaptiklar1 bir ¢alismada kurbaga
yumurta jelini musin (protein polisakkarit kompleks) olarak adlandirmiglardir. Musin
analizinde, amino asitlerin ve sekerlerin kantitatif tayini i¢in uygun yontemlerin

olmamasi nedeniyle geciktigini belirtmislerdir. Yeni yontemlerin gelistirilmesi,
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sekerlerin ayrilmasini kolaylastirmistir ve mevcut ¢alismada, kurbaga yumurtasi
musinin hidrolizinde iiretilen sekerlerin ve amino asitlerin incelenmesinin sonuglarini
rapor etmislerdir. Protein kismin icerdigi amino asitleri tanimlamanin yani sira
karbohidrat kisim igin %42’lik bir oran saptadiklarini rapor etmislerdir. Yaptiklari
calismada elde ettikleri sonuglarin yetersiz oldugu ve musinin yapisini aydinlatmak
i¢in ¢ok daha fazla ¢aligmaya ihtiyag duyulacagini belirtmislerdir (Folkes vd., 1950).
Bir diger ¢alismada Carroll Jr. vd. bir anura tiirii olan Lepidobatrachus laevis’in
yumurta ve embriyo jel kaplamalarinin yapist ve makromolekiiler bilesimi {izerine
arastirma yapmislar ve %19 karbohidrat ile ortalama 150 pg protein/embriyo igerigi
belirlemislerdir (Carroll Jr vd., 1991).

Amfibi yumurta jeli icerigi iizerine yapilan calismalarda dikkat ¢ceken bir diger bulus
lektindir. Lektinler, eritrositleri, diger normal ve kanser hiicrelerini ve
mikroorganizmalari agliitine etme yetenegine sahip ¢ok degerli karbohidrat baglayici
proteinlerdir ve yapilan galismalar amfibi yumurta jellerinde tespit edilmistir (Titani
vd., 1987). Yapilan giincel bir calismada Chesnel vd., amfibi (urodela) yumurta jelinde
mikroorganizmalarin lektin kaynakli agliitinasyonu {izerine yogunlasmiglardir.
Lektinler i¢in 6ngoriilen birgok fizyolojik rol arasinda, patojenik mikroorganizmalara
kars1 korunmanin da yer aldigi belirtilen ¢alismada iki farkli amfibi (Pleurodeles waltl
ve Ambystoma mexicanum) yumurta jelinde bulunan lektinin, in-vitro ve in situ
kosullar altinda mikroorganizmalar1 aglutine edebildigi rapor edilmistir (Chesnel vd.,
2019). Bir diger ¢alismada Titani vd. Rana catesbeiana yumurta jelindeki sialik asit
baglayict lektin proteinleri lizerine yogunlagmiglardir. Yapilan ¢aligmada kurbaga
yumurtasindaki sialik asit baglayici lektinlerin, kurbaga embriyosunda ddllenme ve
gelismede rol oynayabilecegi ancak bu yonde herhangi bir ¢calismanin yapilmadig
belirtilmistir. Bununla birlikte, bu ¢alismada aciklanan sialik asit baglayici lektinin,
timor hiicrelerine yonelik bir makrofaj sistemi araciligiyla in-vivo olarak timor
biiylimesini inhibe edebilecegi 6ngorillmistir (Titani vd., 1987). Benzer sekilde
Nakajima vd., lektinin in-vitro makrofaj aktivasyonunu indiikledigini ve sonug olarak
timor hiicresi bilylimesinin in-vitro inhibe edildigini rapor etmistir (Nakajima vd.,

1986).

Amfibi yumurta jel katmani ve makromolekiiler bilesimi yapimin karmasiklig

nedeniyle bu zamana kadar tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle de hem ii¢
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boyutlu yapt hem de biyolojik islev ile biyokimyasal bilesim arasindaki iligkiler de
tam olarak anlagilamamistir. Tiim bu ¢aligmalar da amfibi yumurta jellerinden bazi
glikoproteinler tanimlansa da halen yetersiz oldugu, belirlenen glikoproteinlerin ise
rollerinin a¢ik olmadigi ve yumurta jellerinin islevlerinin belirlenmesi igin

tanimlanmalar1 {izerine ¢aligmalarin devam ettirilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Yapilan bir¢ok c¢alisma yumurta jelinin fertilizasyon basarisina etkisi {izerine
yogunlagmistir. Turani vd. yaptiklart giincel bir ¢alismada yumurta jelinin, su
kurbagas1 Pelophylax shqipericus’un in-vitro fertilizasyon basarisina etkisini
aragtirmiglardir. Jel katmanindan yoksun yumurtalarin déllenemedigi bu nedenle
amfibi yumurtasi ve onu kaplayan jel yapisinin, basarili dollenme ve gelismede 6nemli
bir rol oynadigi belirtilmistir (Turani vd., 2020). Benzer sekilde Olson vd.
gerceklestirdikleri ¢aligmada Xenopus laevis yumurta jelinin doéllenme {izerine
etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda, jelin dollenme igin gerekli bazi
proteinleri icerdigini tespit etmislerdir (Olson ve Chandler, 1999). Humphries ve
Hughes, bir amfibi tiirii olan Triturus viridescens’in yumurta kanalina uygulanan bazi
histokimyasal teknikler 1s18inda dollenme tizerine birebir etkisi oldugu Ongoériilen
yumurta jelinin mayoz boliinme iizerinde de etkin bir rol oynadigini rapor etmislerdir
(Humphries Jr ve Hughes, 1959). Bir diger ¢alismada Lee, Rana pipiens’in yumurta
kanalindan salgilanan jeli histokimyasal ve biyokimyasal olarak analiz etmistir. Bu jel
katman olmadan yumurtalarin déllenemeyecegi belirtilen ¢alismada, jel katmanin
protein ve kayda deger miktarda karbohidrat igerdigi rapor edilmistir (Lee, 1967). Bir
diger onemli ¢alismada Freeman, Xenopus leavis yumurtasinin etrafini saran jel
zarflar1 tlizerine gercgeklestirdigi ¢alismada jel ana bilesenlerinin karbohidrat ve
proteinden olustugunu belirtmistir. Bu yapmin basarili bir dollenme i¢in gerekli
oldugunu ve ileriki ¢aligmalarda jelin makromolekiillerinin karakterize edilmesi ve
jelin yapisi ile islevine iliskin tiim aragtirmalarda katmanlar arasindaki farkliliklarin
dikkate alinmasi gerektigi onerilmistir (Freeman, 1968). Yapilan bu galismalar1 goz
Oniine aldiginda, bilim insanlar1 amfibi yumurtalariin basaril bir sekilde dollenmesi

icin jelin gerekli oldugu konusunda hem fikir olmuglardir.

Amfibi yumurtas: jelinin antijenik bilesenleri, Shaver vd., tarafindan g¢ift difiizyon
teknigi ile analiz edilmistir. R. pipiens tiirli yumurta jeli antijenleri ile bunlarin

homolog antiserumlari arasindaki etkilesimler analiz edilmis ve yumurta jel kaynagi
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olan yumurta kanali disinda bagka bir bolge ile reaksiyon gozlenmemistir. Bu durum
jel malzemenin dokuya 6zgiilliigiinii ortaya konmustur (Shaver ve Barch, 1960; Shaver
vd., 1962). Benzer sekilde kurbagalarin yumurta jeline antiserum ile muamele
edildiginde de jel katman ¢evresinde ¢okelmeler gézlenmistir (Perlmann ve Perlmann,
1957). Yapilan bir diger c¢alismada yumurta jeli antiserumunun ddllenmeyi
engelleyebildigi ortaya konulmustur (Tyler, 1959). Calismada denizkestanesi
yumurtalarina uygulanan yumurta jeli kaplama malzemesine karsi iiretilen antikorlarin
uygulanmasi sonucunda déllenme iizerine inhibitor etki gosterdigi gozlenmistir. Bu
etkinin, antikorlarin jel katmanda bulunan antijenik bilesenlerle reaksiyona girerek jel
malzemenin sperm hiicresinin ylizeyindeki tamamlayic1 bolgelerle etkilesimini
engelleyen kompleksler iiretmesi kaynakli oldugu 6ngoriilmektedir. Benzer sekilde
Shaver ve Barch, hem spermatozoa hem de amfibi yumurtalarinin déllenmeden 6nce
yumurta jellerine yonelik antikorlarla muamele edilmesinin déllenme oraninda 6nemli
diistisler sagladigini rapor etmislerdir (Shaver ve Barch, 1960). Bu c¢aligmalar
yumurtayt kaplayan jel tabakanin yalnizca sperm ve yumurta jeli arasindaki
etkilesimin varhigini degil, ayn1 zamanda yumurta kanalinin jel saglayan hiicreleri

tarafindan tiire 6zgii molekdil tiirlerinin varliginin da dogrudan kanitidir.
2.3 Biyomalzemelerin Kanser Uygulamalar:

Her yil artan 6liim orami ile yikici bir hastalik olan kanser, tiim diinyada insan saglig1
acisindan en biiyiik tehditlerden biridir (Bray vd., 2018). Kanser, DNA’daki genetik
mutasyonlarin neden oldugu dogal bir hiicrenin deformasyonu ile baglar. Bu anormal
hiicre, eseysiz lireme ile anormal sekilde ¢ogalir, yani ¢evresindeki hiicre biiylimesinin
diizenlenmesi ile ilgili sinyalleri dikkate almaz ve invazyon 6zelligi kazanarak ¢evre
dokularda degisikliklere neden olur (Brunner, 2010). Kanser, gelismekte olan ve
gelismis iilkelerde énemli bir saglhk sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii’ne gére, diinya
capinda 14 milyon insan kanserden muzdariptir ve 8 milyon insan kanserden
Olmektedir (Kumar vd., 2014). Kanserlerin neden oldugu oliimler tiim diinyada
artmakta olup, 2030 yilina kadar diinya genelinde kanser nedeniyle 13,1 milyondan

fazla 6limiin gergeklesecegi tahmin edilmektedir (Mousavi vd., 2009).

Kanseri iyilestirmenin oniindeki ana engellerden biri, kanser vakalarinda yasami en
cok tehdit eden olay ve diinya ¢apinda kansere bagl 6liimlerin baslica nedenlerinden

biri olan metastazdir (Akhtar vd., 2019). Metastaz, kanser hiicrelerinin viicutta
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dolastigt ve makrometastaz olarak da bilinen sekonder tiimorleri olusturan farkli
organlart istila ettigi karmasik ve ¢ok adimli bir siirectir (Suhail vd., 2019). Metastatik
hiicreler agresif ve direnclidir. Kanserin neden oldugu 6liimlerin %90°indan sorumlu
olan metastatik asamadaki kanserin tedavisi i¢in etkili bir tedavi yoktur (Zeeshan ve
Mutahir, 2017).

Kanser tedavisinin temel dayanak noktasi, 1975°ten Once gelistirilen cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi olmustur. Ameliyatlar genellikle metastatik tiimorlerin
tedavisinde etkili degildir ve lokalize tiimoérlerde bile cerrahi sinirlar iginde kanseri
temizlemede basarili olamayarak hastanin yeniden ameliyat olmasina neden
olabilmektedir. Radyoterapi ¢cogu hasta tarafindan genellikle iyi tolere edilir, ancak
bazi1 durumlarda hastalarda yorgunluk, doku zedelenmesi, iltihaplanma, sisme, 6dem
ve agr1 gibi yan etkiler goriilebilmektedir (Begg vd., 2011). Radyoterapi tiimorleri
azaltip yok ederek remisyona yol agabilse de ne yazik ki X-iginlarinin mutajenik
etkileri, tedavinin bitiminden yillar sonra yeni tiimorlerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. Lokal ve metastatik olmayan kanserler igin cerrahi ve radyoterapi
birincil tedaviler iken, kemoterapi, hormon ve biyolojik tedaviler gibi anti-kanser
ilaglar1 metastatik hastaliklar i¢in tercih edilen tedavi yontemi olmustur. Kemoterapi,
hiicre dongiisiinii bozabilen ve hiicre 6liimiine neden olabilen kanser karsit1 ilaglarin
uygulanmasina dayanir (Pérez-Herrero ve Fernandez-Medarde, 2015). Spesifik timor
tiplerinde kemoterapiden fayda goren hasta oraninin % 20’ye kadar diigebilecegi
tahmin edilmektedir. Onemli sayida hasta, kemoterapiden sonra tiimdr tepkisi
yasayarak yorgunluk, kardiyovaskiiler ve norokognitif hastaliklar, dogurganlik kaybi
ve ikinci kanserlerin gelisimi gibi yan etkilerle karsilasmaktadir (Ahmad vd., 2016).
Kemoterapotik ajanlarin tedavi edici dozlar ile yasami tehdit eden toksisite veren
dozlar arasindaki fark ¢ok azdir ve ii¢ veya daha fazla ajanin birlikte kullanimi siklikla
periferik noropati, kemik iligi baskilanmasi ve bobrek dahil olmak iizere karacigerde,
kardiyakta yiiksek sistemik toksisiteye yol agabilmektedir (Mondal vd., 2019; Zhang
vd., 2019). Tedavilerde kullanilan bu sitotoksik ilaglarin birgogu, gogalan hiicrelerdeki
siirecleri hedefler ve saglikli hiicre ile kanser hiicrelerini ayirt etmez. Siklikla en ¢ok
etkilenen hiicreler, sa¢ folikiilleri, kemik iligi ve gastrointestinal sistem epiteli gibi
yiiksek proliferatif hiza sahip hiicrelerdir ve bu durum hastalarda tedavi sirasinda
gbzlenen yaygin yan etkileri agiklar (Pérez-Herrero ve Fernandez-Medarde, 2015). Bu

nedenle, potansiyel olarak yasami tehdit eden yan etkiler riski olmadan kanser
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kemoterapisinin tiimdr remisyonuna ulasmasi pratik olarak imkansizdir. Geleneksel
kanser tedavilerinin gosterdigi diger dezavantajlarin yani sira, kanser hiicreleri
tizerinde spesifik etkinin olmamasi, yiiksek toksisite, metastatik hiicreler lizerinde
diisiik etkinlik, bircok yeni tedavi stratejisinin ve hedefe yonelik terapiler olarak
bilinen terapilerin gelistirilmesine yol agmistir (de Oliveira vd., 2021). Bu anlamda,
nanotip terapileri ile ilag tasiyici sistemler en ¢ok karsilasilan geleneksel kanser

tedavilerine alternatif yeni tedavi yontemleridir.

Kanser terapotiklerinin gelistirilmesi i¢in sentetik polimerler, proteinler, lipitler ve
organik ve inorganik parcaciklara dayali ¢ok cesitli nano Olgekli bilesikler
kullanilmistir. Kemo ilaglarin dogrudan uygulanmasiyla karsilastirildiginda, bir
tastyict i¢inde ilag¢ kapsiilleme, kan dolasimindaki bozulmaya kars1 koruma, daha iyi
ilag ¢oziiniirligi, gelismis ilag stabilitesi, hedefe yonelik ilag dagitimi, azalmis toksik
yan etkiler ve gelistirilmis farmakokinetik gibi bir dizi avantaj sunar (Senapati vd.,
2018). Bu zamana kadar inorganik-organik nano tasiyicilar, protein bazli nano
tastyicilar, ilag tasiyicisi olarak miseller, kontrollii ilag salimi i¢in hibrit malzemeler,
supramolekiiller, hidrojeller gibi ila¢ tasima sistemleri deneysel olarak basariyla
uygulanmistir (Gao vd., 2004; Cheng vd., 2010; Kaida vd., 2010; Zhao vd., 2010;
Adeli vd., 2013; Wang vd., 2013; Yardley, 2013; Li vd., 2014; Xue vd., 2015; Gilbreth
vd., 2016; Pandey vd., 2016; Wang vd., 2016; Kumari vd., 2017; Rasoulzadeh ve
Namazi, 2017). Yeni ila¢ dagitim sistemleri, oniimiizdeki on yilda kanser tedavisi i¢in
parlak bir gelecek vaat etmektedir. Ilacin etki alaninda kontrollii bir sekilde uygun
lokalizasyonunu saglayarak daha giivenli ve daha etkili tedavi firsat1 sunabilmektedir.
Ancak ¢ogu kanserin tedavisinde mevcut ila¢ salinim sistemlerinde biiyiik ilerlemeler
kaydedilmis olsa da kansere bagli 6liim oranini izlemek i¢in ¢cok daha fazla zamana ve
calismaya ihtiyag oldugu agiktir. Bu tasiyicilarin ¢ogu, kii¢iik hayvan modellerinde
tasarlanmig ve test edilmis, harika terapotik sonuglar elde edilmistir; ancak, hayvan
sonuglariin klinik basariya doniistiiriilmesi sinirli olmustur (Senapati vd., 2018). Bu
araglarin avantaj ve dezavantajlarini tam olarak anlamak i¢in daha fazla klinik veriye

ithtiyag¢ vardir.

Geleneksel kanser tedavilerinin dezavantajini ortadan kaldirmak igin gelistirilmeye
calisilan antikanser ilaglarin basinda gelen bir diger 6nemli konu ise bitkiler ve dogal

iiriinlerdir (Kashyap vd., 2021). Ozellikle dogal iiriinler, onlarca yildir antikanser
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ajanlar i¢in Oncii bilesikler olarak kullanilmaktadir ve su anda klinik ortamlarda
kullanilan kemoterapétik ilaglarin yarisindan fazlasi ya dogal {iriinler ya da bunlarin
yar1 sentetik tiirevleridir (Amawi vd., 2017; Kumar vd., 2017). Hiicre kiltiiri
caligmalarina ve hayvan modeli sistemlerine dayanan kanitlar, ¢esitli dogal tirtinlerden
tiretilen yapisal olarak farkli bilesiklerin, kemoterapotik aktivitelerinin yani sira
kansere kemopreventif etki gosterebildigini ortaya koymustur (Cragg ve Pezzuto,
2016). Bu ajanlar, alkaloidler, terpenoidler, organosiilfiir bilesikleri ve polifenoller
dahil olmak {iizere gesitli yapisal siniflara aittir (N Nwodo vd., 2016). Stilbenler,
fenolik asitler ve flavonoidler en yaygin olarak bulunan dogal polifenollerdir. Ayrica
tiim polifenolik bilesiklerin yaklasik ticte ikisini flavonoidler olusturur (Tapiero vd.,
2002). Bu ajanlar, meyveler ve sebzeler dahil olmak iizere farkli bitki bazli gida
maddelerinde bol miktarda bulunur ve insanlar tarafindan giinliik diyetlerinin bir
pargast olarak diizenli olarak tiiketilir. Bu bitki kaynakli ajanlar, antioksidan,
antiproliferatif, proapoptotik, antianjiyojenik, antimetastatik ve antiinflamatuar
aktiviteler sergilemektedir (Sak, 2014). Ayrica, uzun siireli diyet tiiketimleri
nedeniyle, bu bilesiklerin giivenlik profili de olusturulmustur (Huang vd., 2012).
Bitkisel kaynakli iriinlerin kanser tedavisinde kullanilmasi gibi dogal terapiler,
olumsuz yan etkileri azaltabilir. Su anda, kanseri tedavi etmek i¢in birkag bitki tirtinii
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, in-vitro ¢ok umut verici anti-kanser oOzellikleri
gosteren, ancak heniiz insanlarda degerlendirilmesi gereken sayisiz birgok bitki tiriinii
mevcuttur (Desai vd., 2008). Bu bitki iiriinlerinin insanlardaki kanserlerin tedavisinde

etkinligini belirlemek i¢in daha fazla aragtirma yapilmasi gerekmektedir.

Bunlara ek olarak son yillarda, yeni tibbi ajanlarin kaynagi olarak deniz faunasi ve
florasinin potansiyeline olan ilgi de 6nemli 6l¢lide artmistir. Bu genis dogal kaynagi
kullanmayr amaclayan Onemli arastirmalar diinya ¢apinda yiiriitiilmektedir
(Chinembiri vd., 2014). Deniz kaynaklarindan kesfedilen ajanlarin yiiksek anti-timor
potansiyeli, okyanusun olasi bir anti-Kanser ila¢ kaynagi olarak yiiksek potansiyelini
yansitmaktadir  (Heinrich vd., 2017). Siingerlerden, alglerden ve deniz
siyanobakterilerinden elde edilen oOzler, giiglii anti-kanser aktiviteleri gostermistir
(Valeriote vd., 2012; Costa vd., 2013; Fedorov vd., 2013). Laminaranlar, fukoidanlar
ve alginik asitler deniz kaynaklarindan izole edilen ve etkili anti-kanser aktivite
sergiledigi bulunan bilesiklerden bazilaridir. Deniz hayvanlarindan, bakterilerden ve

mantarlardan elde edilen ¢esitli polisakkaritler de anti-kanser aktivitesi agisindan test
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edilmis ve bunlardan bazilarinin daha fazla ilag gelistirme i¢in umut verici oldugu
ortaya konmustur (Fedorov vd., 2013). Deniz kokenli ¢esitli anti-kanser bilesikleri in-
Vvitro ve in-vivo olarak izole edilip test edilmis ve klinik testlerin farkli asamalarindan
ge¢mis olmasina ragmen, giiniimiize kadar sadece dort deniz kokenli anti-kanser ilaci

piyasada yerini alabilmistir.

Bu basarili sonuglar géz 6niine alindiginda etkinligi daha yiiksek ve yan etkileri daha
diisiik olan dogal kanser tedavi iiriinlerinin mevcudiyeti arzu edilmekte ve konu ile
ilgili arastirmalar devam etmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda da, bu zamana kadar
hi¢ arastirilmamis olan ve embriyoyu dogada 6zellikle UV 1sinlarindan koruyabilme
fonksiyonlarindan esinlenerek, melanom kanseri iizerine olumlu etkilerinin
olabilecegi on goriilen amfibi yumurta jelinin kanser tedavisinde kullanilabilme

potansiyeli detaylica arastirilarak ortaya konmustur.

2.4 Melanom Kanseri

Melanom, cilt kanserinin en saldirgan ve en 6limciil bi¢imini temsil etmektedir.
Melanosit adli deri renk hiicrelerinde baslayan ve malign melanom olarak adlandirilan
bu kanser tiiriinde hiicrelerin bir kism1 melanin pigmenti iiretmeye devam ettigi i¢in
kanserli bolge genellikle kahverengi veya siyah renkte kendini gostermektedir.
Kanser, diinya capinda 6nemli bir 6liim nedeni olarak kabul edilirken, bu tiir
tiimdrlerin yaygin oldugu iilkelerde cilt kanseri insidansi giderek artmaktadir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde (ABD) cilt kanserinin en yaygin kanser tiirii oldugu tahmin
edilirken, 1970 ile 2007 arasinda, Kanada’da belgelenen tiim kanserler arasinda,
melanom 6liim oraninin ikinci en yiiksek artisa sahip oldugu rapor edilmektedir (Erb
vd., 2005; Kachuri vd., 2013). UV radyasyona maruz kalma siiresinin artmasiyla
birlikte melanom kaynakli 6liim oranlarinin artmaya devam edecegi 6ngoriilmektedir.
Deri kanseri, epidermiste ¢cok az apoptoza veya c¢ok fazla hiicre proliferasyonu ve
hayatta kalmaya yonelik bir dengesizlik ile karakterize edilmektedir (Lippens vd.,
2009). UV radyasyonu cilt kanserinin dnde gelen nedeni olmasina ragmen, diger
nedensel ajanlar arasinda viriisler, gidalardaki mutajenler, kimyasallardaki mutajenler
ve genetik yatkinlikta yer almaktadir (Freedman ve Nierodzik, 2007; Madan vd.,
2010). Cilt kanseri, bu nedensel ajanlari kontrol ederek veya ortadan kaldirarak
onlenebilir. Cilt kanseri, timore kan akigin1 engelleyerek (anti-anjiyogenez) etkili bir

sekilde c¢ikarilabilir, bu da tiimdr biiyiimesini engeller ve hastanin hayatta kalmasin
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artirtr. Cogu kanser hiicresi, apoptozdan kagmak i¢in yollar gelistirir veya kusurlu
apoptoz mekanizmalar sergiler, boylece kontrol edilemeyen hiicre gelisimine izin
verir (Erb vd., 2005). Apoptoz siireci bu nedenle kanser Onleyici kemoterapotiklerin
ana hedefidir. Giiniimiizde cilt kanseri, diger tekniklerin yani sira cerrahi olarak
cikarilmasi, radyasyon tedavisi, kemoterapi, fotodinamik terapi, immiinoterapi veya

kriyocerrahi ile tedavi edilmektedir.

Kemoterapotik ajanlarla ilgili temel problemler, ciddi yan etkiler ve ¢oklu ilag direnci
olusumudur. Kanser hiicrelerinin terapilere direngli hale geldigi yontemlerden bazilart,
ilag akis sistemleri, ilag hedeflerinin amplifikasyonu veya ila¢ kinetigindeki
degisikliklerdir (lyer vd., 2013; Kunjachan vd., 2013; Markman vd., 2013). Ilag
direncinin listesinden gelmek icin nanopartikiiller, lipozomlar ve misel ilag dagitim
araglarmin kullanimi gibi gesitli stratejiler denenmis ve bazi basarilar elde edilmistir
(Markman vd., 2013). Kanser kemoterapisinin olumsuz etkileri semptomatik olarak
tedavi edilebilir, ancak baz1 durumlarda bu tiir ikincil tedaviler, bazi1 kanser hastalari
icin kabul edilemez toksisite degerine sahip olabilir (Slevin vd., 1990; Alifrangis vd.,
2011; Thornton vd., 2011).

Geleneksel kanser kemoterapilerin tasidigi  dezavantajlar ve dogal tedavi
seceneklerinin Ongoriilen avantajlar1 nedeniyle tamamlayict ve alternatif ilaclarin
kullanimma olan ilgi artmaktadir (Molassiotis vd., 2005). Ornegin; bitki kokleri,
soganlar, kabuklar, yapraklar ve govdeler gibi ekstraktlardan elde edilen fitokimyasal
bilesikler, anti-kanser ilaglar olarak veya yeni ilaglarin sentezinde etken bilesikler
olarak gorev yapmak i¢in umut verici bir potansiyel gostermistir. Dogal {iriinlerin ve
geleneksel ilaglarin dezavantajlari, hazirlama yontemlerindeki ve dolayisiyla kimyasal
bilesimdeki, dozaj belirleme ve ayarlamadaki ve uygun uygulama yolundaki
farkliliklar1 icerir. Yeni ilag maddeleri iiretmek i¢in dogal kaynakli bilesikler iizerine
cok arastirma yapilmasina ragmen, amacglanan uygulama yolu i¢in dozajlar1 optimize
etmek ve en etkili dozaj formlarini tasarlamak i¢in 6zellikle dogal olarak tiiretilmis

ilaglara yonelik arastirmalar gerekli hale gelmistir (Cragg ve Newman, 2013).

Yiiksek Oliim orani ile cilt kanserinin en agresif sekli olan melanom i¢in mevcutta
uygulanan tedavilerin dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak i¢in hem giivenli hem de
etkili yeni bilesiklerin ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinin 6nemi agiktir. Bu tez

caligmasinda ilk kez dogadan gelen bir mucize olan amfibi yumurta jeli melanom
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kanser iizerine denenerek etkin bir biyoaktivite sergiledigi ve potansiyel bir tedavi

yontemi olabilecegi ortaya konmustur.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 P. ridibundus Yumurtalarimin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Rize ili ve gevresinden, yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucunda P. ridibundus yumurta
kiimeleri toplanmis ve olast kontaminasyonlara karst % 96’lik etil alkolde fikse
edilerek tez ¢alismasi igin saklanmustir. P. ridibundus, toplandigi dere yatagi, yumurta

kiireleri ve optik mikroskop goriintiisii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. P. ridibundus, tiiriiniin genel goriiniisii, dogal ortamindaki yumurta
kiimeleri, embriyo ve jelin genel ve mikroskop altindaki goriintiisii.
Yumurta jel 6rnekleri 6nce distile su, sonrasinda alkol ile yikanarak iizerindeki olasi
toz ve kirlerden arindirilmistir. Sekil 3.2°de gosterilen basamaklar izlenerek jel
ornekleri oOnce embriyosundan ayristirilirmis ve sonrasinda oda sicakliginda

kurutulmustur.
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Sekil 3.2. Amfibi yumurta jel 6rneklerinin embriyodan ayrilmasi ve kurutulma stireci.

3.2 Fizikokimyasal Karakterizasyon
3.2.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskobu (FT-IR)

Molekiillerdeki gesitli baglarim titresim frekanslarini dlgerek fonksiyonel gruplarimni
belirlemek ve etkinliklerini incelemek i¢in Fourier Transform Infrared (FT-IR)
Spectroscopy analizi gerceklestirildi. Amfibi jel 6rneklerinin IR spektrumlari, 400-
4000 cm™ dalga boyu aralifinda 8 cm™ ¢oziiniirliikte, ATR cihaziyla donatilmis
Perkin-Elmer Spektrum iki FT-IR spektrometresi kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.2 Termogravimetrik analiz (TGA)

Termogravimetrik analiz bir numenin kiitlesinin, sicakliga ve zamana gore 6lglimiidiir.
Termogravimetrik analiz ile kurbaga jeli 6rneklerinin termal stabilitesi, yapilarindaki
su ve kiil icerigi Exstar-TG/DTA 7300 cihazi ile tespit edilmistir. 5 mg jel 6rnegi platin
kefe yardimiyla cihaza yerlestirilmistir. Jel 6rneklerinin TGA analizi, 30-1000 °C
sicakliklart arasinda 10 °C/dk 1sitma hizinda ve azot atmosferi altinda

gergeklestirilmistir.
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3.2.3 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu malzemelerin yiizey morfolojilerinin incelenmesinde
yaygin olarak kullanilan bir cihazdir. SEM ile kurbaga jel 6rneklerinin yiizeylerinin ve
i¢c katmanlarinin ii¢ boyutlu goriintiileri elde edilmistir. SEM cihazinda goriintiileme
oncesinde, yapisi bozulmadan dondurularak elde edilen ii¢ boyutlu jel 6rneklerinin
yiizeyini iletken hale getirebilmek i¢in, Cressington sputter coater 108 auto (Ted Pella,
Inc.) cihazi kullanilarak yaklasik 10 nm’lik altin/paladyum materyali ile kaplama
yapilmistir. SEM goriintiileri, Fei marka Quanta FEG 250 model cihazi kullanilarak 5
kV degerinde, 100X, 500X ve 1000X biiyiitme degerlerinde kaydedilmistir.

3.2.4 Enerji dagihm spektrometresi (EDX)

Elektron tabancasindan iiretilen ve yiiksek voltaj altinda hizlandirilan elektronlar
kurbaga jel 6rneginin atomlari ile etkilesimi sonrasinda olusan karakteristik X-1s1inlar1
EDX dedektoriinde toplandiginda enerji dagilimina gore bir spektrum olusur. Boylece
jel drneginin hangi bilesenlerden olustugu kalitatif olarak belirlenmis olur. Kurbaga
jel Orneginin enerji dagilimhi X-15m1 spektrumlart SEM  cihazi kullanilarak
incelenmistir. Analizlerde, Ametek Edax marka Octane Pro model EDX dedektori

kullanilmastir.

3.2.5 X-1s1m kirmim difraksiyonu (XRD)

Bilindigi tizere biyomalzemelerin kullanim alanlarin1  etkileyen en Onemli
parametrelerden biriside kristal yapisidir. X-1s1n1 kirinim difraksiyonu, kristal fazlarin
kendine 6zgli atomik dizilimlerine bagli olarak X-isinlar1 karakteristik bir diizen
icerisinde kirmasi esasina dayanir. Bu analiz ile P. ridibundus jel orneklerine ait
spektrumdaki pik degerleri belirlenmistir. Ayrica bu piklerin siddetlerinden
yararlanarak jel orneklerinin % kristalinitesi hesaplanmistir. Jel 6rneklerinin X-1s1n1
difraksiyon (Bruker AXS D8 Advace) analizleri 26 da 5°-45° tarama agis1 araliginda
40 kV ve 30 mA’da yapilmistir. Denklem 3.1 dikkate alinarak Kristalinite

hesaplanmastir.

CrI100 = [(I1110 — Iam)/1110]x100 (3.1)
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Crl = % kristalinite degeri, [110 = 260 20° deki maksimum siddet degeri, lam = 26 13°

de amorf pikinin maksimum siddet degeridir.

3.2.6 Elementel analiz

Kurbaga jel yapisinda bulunan Karbon, Kiikiirt, Nitrojen, Oksijen ve Hidrojen
elementlerinin igeriklerinin belirlenmesi i¢in Thermo Scientific Flash 2000 elementel
analiz cihazi kullanilmistir. Yiiksek sicakliklarda yakma teknigi ile ¢alisan elementel
analiz cihazina, yaklasik 2 mg tartilan jel 6rnegi yerlestirilerek oksijen ortaminda 950-
1000 °C araliginda yakilmistir. Bu sirada agiga c¢ikan gazlar kolonlarda tutulur ve
tartilan jel 6rneginin kiitlesi ile kolonlarda tutulan elementlerin kiitleleri arasindaki

oran hesaplanarak element yiizdeleri yiiksek hassasiyette belirlenmis olur.

3.3 Karbohidrat Konsantrasyonunun ve Profilinin Belirlenmesi

3.3.1 Dubois yontemi ile konsantrasyonun belirlenmesi

Fenol-siilfiirik asit metoduna (Dubois) gore yapilmigtir (DuBois vd., 1956). Kurbaga
jelinden 1 mL alinarak tizerine % 80°lik fenol (25 pL) ve H2SO4 (2,5 mL) eklenen
numune, su banyosunda (30 °C) 15 dakika bekletilerek hazirlanmistir. Hazirlanan
orneklerin, UV spektrofotometre kullanilarak 490 nm dalga boyunda olgiimleri
alimmustir. Jel Orneklerinin, olusan gradyant sari rengine (agiktan koyuya dogru)

bakilarak karbohidrat yogunlugu gézlenmistir.

3.3.2 HPLC analizi ile karbohidrat profilinin belirlenmesi

Karbohidrat profil analizi yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC, Agilent
1260, Midland, ONT, Kanada) kullanilarak gerceklestirilmistir. 0,1 g kuru kurbaga
jeli metanol (HPLC dereceli) i¢cinde homojen olacak sekilde Vortex yardimi ile
¢cozdiiriilmiis ve 0,45 pum membran filtreden (Minisart, Sartorius Stedim Biotech,
Almanya) siiziilmiistiir. Glukoz analizi i¢in jel 6rnegi RID (kirilma indeksi dedektorii)
ile tespit edilmistir. Tarama i¢in bir Hi-plex H kolonu (8 um, 4x250 mm, Agilent,
ABD) kullanilmistir. Enjeksiyon hacimleri 10 pL ve ekstrakt konsantrasyonlar: 100
mg/mL olarak ayarlanmistir ve analiz 30 °C sicakliginda gergeklestirilmistir.
Numuneler distile su i¢inde hazirlanmis ve enjeksiyon hacimleri 10 puL olacak sekilde
ayarlanmigtir. Hareketli faz olarak izokratik akista su kullanilmistir. Akis hiz1 0,6
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mL/dk’dir. Saf glukoz standardinin 0,025, 0,05, 0,1, 0,5 ve 1 mg/mL ¢ozeltileri distile
su ile hazirlanarak kalibrasyon egrisi olusturuldu (R?=0,9998). Glukoz i¢in LOQ
degeri 0,015 mg/mL olarak hesaplanmistir.

N-asetil Galaktozamin ve N-asetil Glukozamin analizleri i¢in jel 6rnegi PDA 195-900
nm dedektorii kullanilarak 210 nm de 6l¢iim yapilarak tespit edilmistir. Tarama i¢in
bir MetaCarb 87H kolonu (7,8x300 mm, Agilent, ABD) kullanilmistir. Hareketli faz
olarak izokratik akista 0,008N H2SO4 kullanilmistir. Akis hiz1 0,6 mL/dk’dir. Saf N-
asetil Galaktozamin ve N-asetil Glukozamin standartlarinin 0,025, 0,05, 0,1, 0,5 ve 1
mg/mL ¢ozeltileri distile su ile hazirlanarak kalibrasyon egrileri olusturuldu, bu
degerler sirastyla R?=0,9985 ve R?=0,9977 dir. N-asetil Galaktozamin ve N-asetil
Glukozamin i¢in LOQ degerleri sirastyla 0,019 ve 0,017 mg/mL olarak hesaplanmuistir.
Galaktoz, Mannoz ve Ksiloz analizleri i¢in jel 6rnegi RID (kirilma indeksi dedektorii)
ile tespit edilmistir. Tarama i¢in bir Hi-plex H kolonu (8 um, 4x250 mm, Agilent,
ABD) kullanilmistir. Hareketli faz olarak izokratik akista su kullanilmistir. Akis hizi
0,6 mL/dk’dir. Saf Galaktoz, Mannoz ve Ksiloz standartlarinin 0,025, 0,05, 0,1, 0,5 ve
1 mg/mL ¢ozeltileri distile su ile hazirlanarak kalibrasyon egrileri olusturuldu, bu
degerler sirastyla R?=0,9975, R?=0,9997 ve R?=0,9987 dir. Galaktoz, Mannnoz ve
Ksiloz icin LOQ degerleri sirasiyla 0,015, 0,018 ve 0,016 mg/mL olarak

hesaplanmuistir.
3.4 Protein ve Amino Asit Profilinin Belirlenmesi
3.4.1 Kjeldahl yontemi ile ham protein belirlenmesi

Kurbaga yumurta jelinin ham protein degerini belirlemek i¢in 1 g kuru malzemenin
nitrojen igerigi belirlenmistir (Bradstreet, 1954). Belirlenen % nitrojen degerini, %
ham proteine doniistirmek i¢in 6,25’lik bir doniistirme faktorii ile hesaplama

yapilmistir (Salo-véddndnen ve Koivistoinen, 1996).
3.4.2 LC-MS/MS i¢in kurbaga jeli 6rneklerinin hazirlanmasi

Kurbaga yumurta jeli 6rneklerinin protein igerigi ve peptid tanimlamalar1 Kocaeli
Universitesi, Protein Arastirma ve Proteomik laboratuvarindan hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Proteinlerin HPLC c¢alisma sartlarina uygun olmasi agisindan

TCA-Aseton protokolii ile ¢oktiiriilmiistiir.
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3.4.3 Kurbaga jeli 6rneklerinin tca-aseton ¢oktiirme yontemi ile temizlenmesi

TCA oOrnekleri tizerine kurbaga jel 6rneginin 1/4°1 eklenmis ve yaklasik 10 dk buz
tizerinde bekletilmistir. Hazirlanan 6rnekler 14000 xg ve 5 dk sartlarinda santrifiij
edilerek coktiiriilmiistiir. Coken protein aseton (200 pL) ile yikanarak tekrar ayni
sartlarda sanrifiij edilmistir. Cokelen kisimda aseton kalmamas1 adina protein pellet 5
dk oda sicakliginda bekletilmistir. Pellet 50 mM amonyum bikarbonat (AmBic) ve %

0,1 formik asit (FA) igerisinde ¢oziilene kadar vorteks edilmistir.
3.4.4 Kurbaga jeli proteininin konsantrasyon ol¢iimii

TCA-Aseton ¢oktiirme yontemi ile temizlenmis protein konsantrasyonlart Bradford
Assay yontemi ile dl¢tilmiistiir (Bradford, 1976). 1 uL’lik yumurta jelinden elde edilen
protein tizerine 19 pL distile su ile eklenerek seyreltilmistir. Seyreltilen protein 6rnegi
tizerine 1mL Bradford Reagent (1X, Bio-Rad, ABD) eklenerek karistirilmis ve
karanlik ortamda 5 dk inkiibe edilmistir. Hazirlanan 6rneklerin 595 nm dalga boyunda
Nanodrop (Thermo Scientific, ABD) cihazi kullanilarak protein konsantrasyonlarinin
Olgtimleri alinmistir. Hesaplamalar, 6ncesinde 595 nm dalga boyuna gore hazirlanmis
sigir serum albumin (BSA) standart egrisi ile karsilastirilarak yapilmustir. Her bir
Ol¢tim 3 tekrarli yapilmis olup, protein konsantrasyon sonuglari olarak, bu dl¢timlerin

ortalama degeri kaydedilmistir.

Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) analizine gegmeden Once
hazirlanan Orneklerin genel profilleri sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile incelenmistir. Elde edilen 6rnekler, genel
profillerinin ve temizliklerinin ile incelenmesi igin %12°lik SDS poliakrilamit jellerde
yiiriitiilmiistiir. Ornekler artan konsantrasyonda yiiklenerek gergeklestirilen jeller
Coomassie boyasi ile boyanarak protein konsantrasyonlarinin dogrulamasi, bantlarin

kalitesi ve drnegin temizligi bakimindan degerlendirilmistir.
3.4.5 SDS-PAGE protein jel elektroforezi

SDS-PAGE yontemi ile proteinler molekiil agirliklarina gore ayrilmistir. SDS jel,
ayirma Ve yiikleme jeli olmak tizere iki kisimdan olusmaktadir. 50 mL’lik ayirma jeli
hazirlandiktan sonra kendinden 1 mm aralikli kalin ve ince camlar arasina dokiilmiis

ve lizerine 300 uL’lik izopropanol (IPA) eklenerek jelin yiizeyinin piiriizsiiz hale
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gelmesi saglanmistir. Polimerize olan ayirma jeli distile su ile yikanarak IPA’dan
arindirilmis ve kurutulmustur. Polimerize olmus ayirma jelin iistiine hazirlanan
yiikleme jeli dokiilerek cam plakalara uygun 1 mm genisligine sahip teflon tarak

yerlestirilmistir.

SDS jellerin yiiriitiilmesi, Tetracell elektroforez (BioRad, USA) tanklarina cam
plakalar yerlestirilerek gerceklestirilmistir. Yiiriimeye hazir hale gelebilmesi ig¢in
elektroforez tanklarina 1X SDS-PAGE yiirlitme tamponu doldurulmustur. Yiiklenmek
istenen protein dzitlerinin tizerlerine, 6X yiikleme tamponundan (0,5 M Tris-HCI (pH:
6,8), Gliserol (% 99,7), %10 SDS, B- Merkaptoetanol, % 0,5 (w/v), Bromphenol blue,
dH20) 1X ayarlanip eklenmis ve su banyosunda 4 dk kaynatilarak (95 °C) proteinlerin
ileri denatiirasyonlar1 saglanmistir. Daha sonra 6rnekler buz ortamina yerlestirilmis ve
santrifiij edilerek jel i¢erisindeki kuyucuklara yiiklenmistir. Jel, 180 V akim altinda 60
dk boyunca yiirtitiilmiistiir. Sonrasinda jel camlar arasindan ¢ikarilarak %40 metanol
ve %I10 asetik asit fiksasyonu ardindan Coomassie mavisi ile boyanmis ve

goriintiilenmistir.

3.4.6 Kurbaga jeli protein numunelerinin kiitle spektrometre analizine

hazirlanmasi

Yumurta jelinden elde edilen proteinlerin kiitle spektrometresine hazirlanmasi igin
tripsin ile kesime tabi tutulmustur. Bunun i¢in siv1 igerisinde tripsin kesimi kiti (In-
solution tryptic digestion kit, Thermo Fisher) kullanilmis ve kitin protokolii takip
edilmistir. Protokol, 95 °C’de DTT (dikloro difenil trikloroetan) ile 5 dk rediiksiyon,
karanlikta oda sicakliginda 20 dk iyodaasetamid ile alkalizasyon ve 37 °C’de 5 saat
veya 30 °C’de gece boyu tripsin kesimi uygulanmasini icermektedir. Elde edilen

peptitlerin konsantrasyonu Qubit 4.0 cihaz1 kullanilarak degerlendirilmistir.
3.4.7 LC-parametreleri

Peptitlerin ayrimi1 Dionex Ultimate 3000 Series RSLC bir nano-pompa (Thermo
Scientific, ABD) ile ger¢eklestirilmistir. Ultimate 3000 Series TC C-3000RS (Thermo
Scientific, ABD) kolon kompartmanlari ile donatilan bu pompa Dionex UltiMate 3000
Series RS (Thermo Scientific, ABD) oto-6rnekleme iinitesine baglidir. Yazilim olarak
Xcalibur 4.0 (Thermo Scientific, ABD) kulanilmaktadir. Ornekler, 5 mm x 300 pm
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i.d., 5 um, 100 A boyutlaridaki bir C18 materyali igeren yakalama kolununa dakikada
5 uL hizla ve % 0,05 (v/v) trifloroasetik asit ve % 1 asetonitril igeren ¢ozelti yardimi
ile yiiklenmistir. Ornek yakalama kolonu sonrasinda boyutlar1 15 cm x 75 pm olan ve
2 um, 100 A ¢apinda C18 materyali ile paketlenmis Acclaim PepMap RSLC (Thermo
Scientific, ABD) analitik bir kolona aktarilmis ve peptit eliisyonu iki farkli mobil faz
(A ve B) kullanilarak yapilmistir. Mobil faz A HPLC kalitesinde su ile hazirlanmis %
0,1 (v/v)’lik formik asit i¢erirken mobil faz B HPLC kalitesinde su ile hazirlanmis %
0,1 (v/v)’lik asetonitril icermektedir. Peptitler 130 dk siireyle ve dakikada 0,3 pL akis
hiziyla aynistirilarak kiitle spektrometresine (Thermo Q-exactive) gonderilmistir.

Eliisyon i¢in uygulanan gradyan adimlar1 Cizelge 3.1’de verildigi gibidir.

Cizelge 3.1. nHPLC’de analitik kolona uygulanan mobil fazlarin gradiyentleri.

0-45 6-20 Lineer
45-75 40 Lineer
75-90 90 Lineer
90-120 90 Sabit

120-125 6 Hizli diisiis
125-130 94 A fazi ile yikama

Time
0.000
0.000
45.000
75.000
90.000
120.000
125.000

CEONOUMAEWN - 2
5

130.000

New Row

Flow
[pl/min]

0.300 6.0
0.300 20.0
0.300 40.0
0.300 90.0
0.300 90.0
0.300 6.0

alnunnnan

Her bir analizde sicaklik 40 °C’de 2 pL enjeksiyon yapilmistir. Isitilmis bir
elektrosprey iyonizasyon kaynagi ile peptitlerin pozitif ylik okuma modunda
iyonizasyonu saglanmistir. Kullanilan cihaz parametreleri, +2,3 kV, 300 °C kapiler
sicakligi, sheet gaz ve auxiliary gaz akist 50 ve 30 unite civarinda tutulmus ve S ve RF

lens seviyeleri 50’ye ayarlanmistir. Siirekli nano akis ile kolondan gecen Ornekler,
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iyonlastirilip LC-MS/MS analizine tabi tutulmustur. Her bir parent iyon i¢in TOP10
MS/MS analizi gerceklestirilmistir.

3.4.8 Peptid ve protein tanimlama

Proteom Discoverer 2.2 (Thermo Scientific, ABD) yazilimi kullanilarak, LC-MS/MS
analizi ile elde edilen verilerin protein tanimlamalar1 yapilmistir. Bu amagcla kullanilan
parametreler, peptid kiitle tolerans degeri 10 ppm, MS/MS kiitle tolerans degeri 0,2
Da, kiitle dogrulugu 2 ppm, tolere edilen yanlis kesim 1, minumum peptid uzunlugu 6
amino asit, sabitlenmis degisimler sisteminin karbamidometilasyonu, sabit olmayan
degisimler metiyonin oksidasyonu ve asparajinin deaminasyonu olacak sekilde
ayarlanmistir. Her bir protein i¢in tanimlanan minumum peptid sayis1 2 olarak kabul
edilmis ve veriler uniprot/swissprote veritabaninda bulunan organizma 6zel verilere
gore arastirllmistir. Proteom Discoverer 2.2 uzantist olan Gene Ontology verilerine

gore proteinlerin fonksiyonel ve biyolojik gruplandirilmasi yapilmaistir.
3.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Insan deri melanom kanser hiicrelerinde tiiretilen A-375 hiicre hatt1 (ATCC No. CRL-
1619), % 10 FBS (Fetal Sigir Serumu), % 1 penisilin/streptomisin igeren DMEM
yiiksek glukoz besiyerinde (Sigma, Katalog No. D6429) kiiltiir edilmistir. Saglikl
insan deri fibroblast hiicre hattt (PCS-201-012) Bullet Kit ile (Lonza, Katalog No. CC-
3249) kiiltiir edilmistir. iki hiicre hatt1 37°C’de % 5 CO2’li ortama sahip inkiibatdrde

kilttir edilmistir.
3.5.1 MTT yontemi

Hiicre kiiltiiri esasina dayanan bir yontem olan MTT analizi, indirekt olarak hiicre
biiylimesi ve/veya hiicre 6liimiinii degerlendirmeyi amaglamaktadir. Bu analiz, farkl
kurbaga jeli konsantrasyonlarinin hiicre canlilik oranma etkisi ve IC50 degerlerini
belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Jel konsantrasyonlari (10:1 mg/mL jel
konsantrasyonunu, ardisik numaralar (2-7) 72’lik diliisyonlar1) ile kanser ve normal
hiicre hatt1 literatiir bilgilerine uyumlu olarak belirli siirelerde (24-72 saat) inkiibe
edildikten sonra, bu analizin protokolii uygulanmistir. Buna gore, 96 kuyucuklu
plakalara, iki hiicre hatti icin de 1x10* hiicre ekimi 100 pL besiyeri igerisinde

gerceklestirilmistir. Ertesi giin besiyeri uzaklastirilarak ve hiicreler belirlenen doz ve
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zamanlarda jel ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri ortamdan
aliarak, kuyucuklara 100 pL taze besiyeri eklenmis ve tizerine 10 uLL MTT (5 mg/mL)
soliisyonundan eklenmistir. Ug¢ saat 37 °C’de inkiibasyon sonunda besiyeri
uzaklastirilmis ve formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in 100 uL. DMSO eklenmistir.
Plaka okuyucuda 570 nm’de absorbans okunarak, yiizde canlilik Denklem 3.2’¢ gére
hesaplanmistir. Yalnizca besiyeri iceren kontrol gruplarindaki canlilik % 100 kabul

edilmis olup, hiicresiz besiyeri karisimi ise blank olarak kullanilmistir.

% Canlilik = ((A6rnek — Ablank)/(Akontrol — Ablank)) x100 (3.2

3.5.2 XCELLigence gercek zamanh hiicre analiz cihaz ile hiicre proliferasyonun

belirlenmesi

A-375 ve saglikli insan deri fibroblast hiicreleri, kuyu basina belirlenen uygun
konsantrasyonlarda (1x10%) 100 pL’lik besiyeri olan plakalara (16 adet kuyu, ACEA
Biosciences, San Diego, CA) ekilmis ve XCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Analiz
Cihazi ile izlenmistir. Hiicreler log fazina girdigi zaman kuyulara 10 mg/mL ve seri
diliisyonlarina ait konsantrasyonlarinda kurbaga jeli eklenmistir. Calismada uygulama
materyali igermeyen kontrol grubu da kullanilmis ve bu gruba gore degerlendirilmistir.
Hiicrelere 96 saat jel malzemesi ile muamele edilmis ve 37 °C’de % 5 CO2’li ortama
sahip inkiibatorde proliferasyonlar1 15 dk araliklarla takip edilmistir. IC50 degerlerini
ve zamani hesaplamak i¢in RTCA Software Lite yazilimi kullanilmistir. Bu baglamda,
kurbaga jelinin melanoma hiicre hattindaki anti-proliferatif etkisi ve insan deri

fibroblast hiicre hattindaki sitotoksititesi label-free yontemle degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
41FT-IR

Molekiillerdeki ¢esitli baglarin titresim frekanslarini 6l¢erek molekiildeki fonksiyonel
gruplar hakkinda bilgi elde etmek amaciyla kurbaga yumurta jeline FT-IR analizi
uygulanmistir. P. ridibundus yumurta jeli i¢in kaydedilen FT-IR spektrumu Sekil
4.1’te gosterilmigstir. Proteinler icin Amide absorbsiyon bantlar1 karakteristiktir
(Martinez vd., 2017). Amid pikleri, polipeptit omurgasi kaynakli kendini gosterir ve
proteinin yapisia duyarlidir. Bu pikler Amide 1 i¢in 1600-1700 cm™, Amide 1l i¢in
1504-1582 cm™ ve Amide Il igin 1200-1300 cm? dalga boylarinda kendini
gostermektedir (Martinez vd., 2017). P. ridibundus yumurta jeli i¢in Amide I bandi
1634 cm™ olarak kaydedilmistir. C=0 esnemesi kaynakli bu Amide I piki aym
zamanda proteinlerin sekonder yapisini belirlemek igin yol gésterici piklerdir (Jena
vd., 2018). Yumurta jeli i¢in Amide II band1 1539 cm™ olarak kaydedilmistir. Burada
kaydedilen pik N-H biikilme ve C-N gerilme titresimleri kaynakli kendini
gostermektedir (Jena vd., 2018). Jel 6rnegi i¢in kaydedilen Amide III bandi ise 1227
cm? olarak kaydedilmistir ve bu pik diizlem i¢i NH- biikiilme titresimi ile
birlestirilmis CN esneme titresiminden kaynaklanmaktadir (Jena vd., 2018).
Kaydedilen tiim bu bandlar kurbaga yumurta jel yapisinin protein igerdigini
desteklemektedir. 1610-1640 cm™ araliginda kaydedilen Amide I band: antiparalel p-
tabaka icin karakteristiktir (Wilson vd., 2000; Teramoto ve Miyazawa, 2005; Hu vd.,
2006; Martinez vd., 2017). 1634 cm™’te kaydedilen Amide I bandi, kurbaga yumurta
jelindeki proteinlerin sekonder yapisinda B-tabaka varligini destekler niteliktedir. -
tabaka yapisinin malzemeye gii¢lii mekanik 6zellikler kazandirdigi daha 6nce yapilan
calismalarda ortaya konmustur (Keten vd., 2010; Chan vd., 2020). Bu gii¢lii mekanik
ozellikler sayesinde kurbaga yumurta jelinin kirli sucul ekosistemde ve zorlu cevre
kosullarinda, yapisinin  biitiinliigli bozulmadan embriyoyu nasil korudugu
anlasilabilmektedir. Kaydedilen 1031 cm™ piki yapidaki polisakkarit halkalarini temsil
etmektedir. Bu pik, glikozidik bagin gerilme titresimleriyle Ortiisen halka titresimleri
ve C-O-C bagna karsilik gelen pikler seklinde yorumlanabilmektedir (Chylinska vd.,
2016). Spektrumda 3276 cm™ olarak kaydedilen genis pik absorbe edilmis suyun
molekdiller arast hidrojen bagi ile bagli OH grubunun titresimi ve N—H gerilmesinin
iist iiste binmesi kaynakl olabilmektedir (Pourjavadi vd., 2006).
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Sekil 4.1. Yumurta jel 6rnegine ait FT-IR analiz sonucu.

42 TGA

Kurbaga yumurta jelinin, termal stabilitesi ile yapisindaki su ve kiil igerigini analiz
etmek i¢in TGA analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz jel numunesinin kiitlesinin,
sicakliga ve zamana gore Ol¢iilmiistiir. P. ridibundus yumurtasi jeline ait TG/DTG
analiz sonuglar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir. Termogramda net olarak 2 bozunma piki
gozlemlenmistir. 0-150 °C aras1 kaydedilen ilk bozunma piki molekiiller aras1 sikigmis
su molekiillerinin yapidan uzaklasmasini temsil etmektedir (Wiedemann ve
Larnprechth, 1999). Burada DTGmax 56 °C’dir ve kiitle kaybi % 8.2 olarak
hesaplanmistir. Go6zlemlenen ikinci bozunma piki ise 200-1000 °C arasidir. Bu pike
ait DTGmax degeri 267 °C’dir ve bu degredasyona baglh kiitle kayb1 % 62.5 olarak
hesaplanmistir. Kaydedilen bu pik protein-polisakkarit degredasyonu kaynaklidir.
Kurbaga yumurta jeli i¢in kaydedilen bu degredasyon araligi literatiirde kollajen,
keratin ve fibroin gibi diger yapisal proteinlerin bozunma sicakliklar1 ile benzer
bulunmustur (Kakkar vd., 2014; Mekonnen vd., 2017; Dadras Chomachayi vd., 2020).
Kurbaga yumurta jelinin diger yapisal proteinlere nispeten diisik DTGmax
sergilemesinin yapidaki karbohidrat kaynakli oldugunu gostermektedir (Cui vd.,
2013). Buradaki degredasyon peptit baglarinin bdliinmesi ve amino asit kalintilarinin

yan zincir gruplarinin par¢alanmasi olarak 6ngoriilmektedir (Freddi vd., 1999; Miyake
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vd., 2003; Kundu vd., 2008). Dogal bir malzeme olan kurbaga yumurta jeli igin termal
stabilite oldukca yiiksektir. Bu yiiksek termal stabilitenin, yumurta jelinin dogada

zorlu sucul ortamda varligimi siirdiirebilme basarisina biiyiik katkist oldugu

Oongoriilmektedir.
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Sekil 4.2. Yumurta jel 6rnegine ait TGA analiz sonucu.
4.3 SEM

SEM analizi biyomalzemelerin yiizeylerinin ii¢ boyutlu olarak goriintiilenmesinde son
derece kullanish bir yontemdir. Gergeklestirilen bu analiz ile kurbaga yumurta jel
orneklerinin yilizey morfolojileri net olarak gozlemlenebilmistir. Hem oda sicakliginda
kurutulan kompakt yapidaki 6rnekler (Sekil 4.3) hem de liyofilizator yardimiyla ti¢
boyutlu yap1 korunarak kurutulan ornekler (Sekil 4.4) SEM analizi ile incelemistir.
Her iki analizde de kaydedilen SEM goriintiilerinde, P. ridibundus yumurta jelinin
katmanlardan olustugu agik¢a gozlenmektedir. Literatiirde kurbaga yumurta jellerinin
katmanlardan olustugu ve bu katmanlarin tiirden tiire degistigi onceki yapilan
caligmalarda ortaya konmustur (Yurewicz vd., 1975; Okimura vd., 2001). Bu
caligmalarda morfolojik olarak oldukga basit bir yapida oldugu belirtilen kurbaga
yumurta jellerinin higbir ayirt edici 6zelligi bulunmadigi rapor edilmistir. P.

ridibundus yumurta jeli i¢in kaydedilen goriintiilerde kurumus jel katmanlarmin
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spesifik bir morfolojisinin olmadigi agik¢a goriilmektedir. Yap1 oldukca diizdiir ve

katmanlar arasi yer yer biiyiik gézenekler gozlemlenmistir.

0 B URFYENAN S L TR S 4 : ., SRR L N
5/4/2021 HV pressure mag [] WD 300 ym ——m@M@8 —
1:54:22PM | 5.00kV | 1.18e-3 Pa | 500x | 8.8 mm | ETD Aksaray University

" 4
5/4/2021 HV pressure mag [] WD ———— 100 pm
2:02:50 PM | 5.00kV | 7.87e-4Pa | 1000 x | 9.9 mm Aksaray University

Sekil 4.3. Oda sicakliginda kurutulmus yumurta jel 6rnegine ait SEM gortintiileri.

33



—1lmm—

Aksaray University

———— 200 pm

Aksaray University

mag [J WD det | mo — 50 pm ——

500kv | 3.0 | 1250x | 9.7 mm | ETD SE Aksaray University

Sekil 4.4. Liyofilizator ile kurutulmus yumurta jel ornegine ait SEM goriintiileri:
a) Yumurta jeli icerisindeki embriyo, b) Yumurta jelinin yiizey morfolojisi,
¢) Yumurta jelinin kesit gortintiisii.
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Kurbaga yumurtalarinin yumurta kanali boyunca ilerlerken, jel katmanlarin yumurta
etrafinda biriktirilerek olustugu bilinmektedir (Yurewicz vd., 1975; Olson ve
Chandler, 1999). Yaptigimiz c¢alismada liyofilizatér yardimiyla {i¢ boyutlu yapi
korunarak gergeklestirilmis kurutmanin ardindan yumurta jel 6rnegindeki katmanlarin
embriyo etrafini sardigi net olarak goriintiilenebilmistir (Sekil 4.4.a). Embriyo etrafini
katmanli olarak saran jel yapinin literatiirde rapor edildigi gibi fibril yapilar agindan
olustugu da SEM goriintiilerinde goriilmektedir (Okimura vd., 2001). Ug¢ boyutlu
yapmin korundugu dondurarak kurutulmus oOrneklerde, katmanlarin birbirleriyle
gozenekler araciligiyla baglantili oldugu yine kaydedilen SEM goriintiileri ile ortaya
konmustur (Sekil 4.4.b).

4.4 XRD

Her bir kristalin fazin kendine 6zgii atomik dizilimlerine gore X-1sinlarini karakteristik
bir diizen igerisinde kirmasi esasina dayanan XRD analizi, biyomalzemelerin kristal
yapist hakkinda bize bilgi vermektedir. Analiz sonucu elde edilen verilerle hesaplanan
kristalinite malzemenin kullanim alanlarini etkileyen en 6nemli &zelliklerden biridir.
P. ridibundus yumurta jelinin kristal yapis1 yapilan XRD analizi ile ortaya konmus ve
Sekil 4.5’te gosterilmistir. Analize gore net olarak iki keskin pik gézlemlenmistir. Bu
piklerden ilki 9,9°, digeri ise 19,6° olarak kaydedilmistir. Literatiirde kollajen, keratin
ve ipek gibi diger yapisal proteinler i¢in kaydedilen piklerin 7,8-10,7° ve 19,6-21,8°
araliginda oldugu rapor edilmistir (Ki vd., 2007; Meng vd., 2012; Alashwal vd., 2019).
Yapisinin protein ve karbohidrattan olustugunu bildigimiz kurbaga yumurta jeli pikleri
literatiirdeki yapisal proteinler i¢in karakteristik oldugu belirtilen pikler ile uyumlu
bulunmustur. Bu iki pik protein i¢in karakteristik iken 19° civari kaydedilen pik ayni
zamanda yapidaki polisakkarite atfedilmektedir (Ji vd., 2018; Nuerxiati vd., 2019).
Yap1 tamamen protein ve polisakkaritten olustugu i¢in 19,6° piki oldukga siddetlidir.
P. ridibundus yumurta jeli i¢in kristalinite % 70,23 olarak hesaplanmistir. Bu deger
dogal bir malzeme icin oldukca yiiksektir. Yiiksek kristalinite degeri yapinin
mukavemeti ile orantilidir. Yapmin kristalligi arttitkca malzemenin kararliligt
artmaktadir (Van Soest ve Vliegenthart, 1997; Galeski, 2003). Bu sonu¢ kurbaga
yumurta jelinin zorlu ¢evre sartlari ve kirli sucul ekosistemde biitiinliigli bozulmadan

embriyoyu koruyabilen giiclii bir biyomalzeme oldugunu destekler niteliktedir.
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Sekil 4.5. Yumurta jel 6rnegine ait XRD analiz sonucu.

4.5 Elementel Analiz ve EDX

Kurbaga yumurta jel drneginin element icerigi ve profilini belirlemek i¢in elementel
analiz gerceklestirilmistir. Elementel analizi desteklemek ve element profilini
dogrulamak icin kalitatif analiz imkani sunan EDX analizi yapilmistir. Her iki

analizden elde edilen sonuclar Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yumurta jel 6rneginin Elementel ve EDX analiz sonuglari.

) % N % C % H % S
Elementel Analiz
5,46 36,84 5,36 1,33
% Agirhk
EDX Analizi CK N K OK SK
51,00 7,66 34,11 5,48

P. ridibundus yumurta jelinin elementel profilinin nitrojen, karbon, hidrojen ve siilfiir
den olustugu iki analiz ile de net olarak ortaya konmustur. Analizlere gére yumurta
jelinin element bilesimi % 5,46 nitrojen, % 36,84 karbon, % 5,36 hidrojen ve % 1,33
stilfiir olarak belirlenmistir. Bu elementlerin varlig1 yapilan EDX analizinde EDAX

dedektorii ile teyit edilmistir. Profilde tespit edilen elementlerin miktarlar literatiirde

36



daha oOnce tamimlanmig yapisal proteinler olan serisin, fibroin ve yapisal bir
karbohidrat olan kitosan ile yakin bulunmustur (Chen vd., 2011; Wang vd., 2011,
Bilican vd., 2020). C ve N yiizdelerindeki farkliliklar proteinin konumuna ve kimyasal

yapisina bagl olarak farklilik gosterebilmektedir (Jena vd., 2018).
4.6 Karbohidrat Miktar Tayini ve Profili

Standart glikozdan 0,5-10 pg/mL araligindaki konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Numunelerin rengi igerdikleri karbohidrat miktarina bagli olarak agik
sartdan koyu sartya dogru degismistir. Cozeltiler, UV Spektrofotometre’de 490 nm
dalga boyunda okunmustur ve okunan absorbans degerlerine karsi standart kalibrasyon

egrisi ¢izilmistir ve Sekil 4.6’da gdsterilmistir.

20
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0.0
-0.2 IS T TN AN TN TN SN [T TN TN T SN TN TN MU N T TN . N T

y =0.1788x - 0.2532
R? = 0.9629 .

Absorbans (a.u.)
1 I I I I I I I

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.6. Absorbans degerlerine karsi elde edilen standart kalibrasyon egrisi.

Dubois yontemi ile yapilan deneyde elde edilen veriler ve standart grafiginden elde
edilen esitlik kullanilarak karbohidrat konsantrasyonu belirlenmistir. Elde edilen
sonugta P. ridibundus yumurta jelinin  96,43+0,024 pg/mL  karbohidrat

konsantrasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir.

Gergeklestirilen HPLC analizinde, literatiirde belirtilen ve kurbaga yumurta jelinin
igerdigi ongoriilen Glukoz, Mannoz, Ksiloz, Fukoz, Galaktoz, Galaktozamin ve

Glukozamin sekerlerinin varligi tespit edilmeye ¢alisilmistir (Sekil 4.7).
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N-asetilGal
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Sekil 4.7. Yumurta jel 6rneginin HPLC spektrumu: a) N-asetil Galaktozamin ve N-
asetil Glukozamin, b) Glikoz c) Galaktoz, Mannoz ve Ksiloz seker
standartlari.
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Elde edilen kromatogram da Glikoz, Galaktoz, Mannoz ve Ksiloz sekerlerinin varlig
tespit edilmistir. Varlig1 tespit edilen bu basit sekerlerin varligi daha once literatiirde
amfibi yumurta jelinde tespit edilen sekerler ile uyumlu bulunmustur (Schulz ve
Becker, 1935; Folkes vd., 1950; Lee, 1967). Bunlara ek olarak serbest glikoz miktar1
da belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda P. ridibundus yumurta jelinin 0,28 + 0,01
mg/mL serbest glikoz igerdigi ortaya konmustur. Galaktoz, Mannoz ve Ksiloz
sekerleri i¢in sadece varlig tespit edilme sebebi, Sekil 4.7c’den de goriildiigii lizere
sekerler ayn1 alikonma zamaninda ¢ikmaktadir ve mevcut sistemde bu ii¢ sekerin
birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin olmamasidir. Literatiirde Galaktoz, Mannoz ve
Ksiloz sekerlerinin varligindan bahsedilmektedir. Yumurta jel 6rneginin alikonma

zamaninin bu {i¢ sekerle kesigmis olmasi literatiir bilgilerini desteklemektedir.
4.7 Protein Miktar Tayini ve Profili

Kjeldahl analizi ile % ham protein miktari, analizle elde edilen % N miktarinin 6.25°lik
bir dontisiim faktorii kullanilarak hesaplanmasi ile belirlenmektedir. Bu hesaplamaya
gore analiz sonucunda P. ridibundus’un yumurta jelinin % 26.65 protein igerdigi tespit
edilmistir. Buna ek olarak total protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in Bradford

analizi gerceklestirilmistir (Sekil 4.8).

MW (kDa)

130
100

70
55

35

#1 Marker (PageRuler™ Plusg Prestained Protein Ladder 26619)
#2 20 pg protein
#3 40 ug protein

Sekil 4.8. Yumurta jel 6rneginin SDS-PAGE analiz sonucu.

Gergeklestirilen analiz sonucunda 1pL P. ridibundus yumurta jeli 6rneginde total

protein miktar1 2.4 pg olarak tespit edilmistir. Burada izole edilen protein 6rneklerinin
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genel profillerinin ve 6rnek temizliginin incelenmesi i¢in %12’lik SDS poliakrilamit
jellerde yiiriitiilmiistiir (SDS-PAGE). Ornekler jele artan konsantrasyonlarda
yiiklenmis ve jeller Coomassie boyasi ile boyanarak protein konsantrasyonlarinin
dogrulamas1 yapilmistir. Elde edilen goriintiide bantlarin kalitesi ve izole edilen

protein 6rneginin temizligi net olarak gézlenmistir.

Buradan elde edilen 6rneklere LC-MS/MS analizi uygulanmistir. Elde edilen verilerin
spektrumlar1  Sekil 4.9-Sekil 4.16’te gosterilmistir. Veriler Uniprot/Swissprote

veritabani arastirilarak tanimlanan proteinler Cizelge 4.2’te verilmistir.

Frograw #5473 RT. 324854 min
FTMS, 532.2762@hcd27.00, z=+2, Mono m/iz=532.27612 Da, MH+=1063.54497 Da, Match Tol.=0.6 Da
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F2° Frograw #5472, EffectiveRT=32 4809 min
FTMS, Isolation=532 28 Da /[ 531 28-533 28 Da, z=+2, Mono m/z=532 27612 Da, MH+=1063 54497 Da
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Sekil 4.9. Yumurta jel 6rneginin LC-MS/MS analizi spektrumu: Sialik asit baglayici
lektin proteini.
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Frog_210917161034 raw #8186 RT 436362 min
FTMS, 601.3121@hcd27.00, z=+2 Mono m/z=601.31207 Da, MH+=1201.61687 Da, Match Tol =06 Da
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F1: Frog_210917161034 raw #8184, EffectiveRT=43.6293 min
FTMS, Isolation=601.31 Da / 600.31-602.31 Da, z=+2, Mono m/z=601.31207 Da, MH+=1201.61687 Da
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Sekil 4.10. Yumurta jel orneginin LC-MS/MS analizi spektrumu: Keratin tip |
proteini.
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Frog 210917161034 raw #14991 RT 71.4408 min
FTMS, 639.3589@hcd27.00, z=+2, Mono miz=639.35828 Da, MH+=1277.70928 Da, Match Tol 0.6 Da
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F1: Frog_210017161034.raw #14090, EffectiveRT=71.4363 min
FTMS, Isolation=639.36 Da / 638.36-640.36 Da, z=+2, Mono m/z=639.35828 Da, MH+=1277.70928 Da
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Sekil 4.11. Yumurta jel 6rneginin LC-MS/MS analizi spektrumu: Keratin tip 1l
proteini (SV:1).
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Frog 210917161034 raw #13438 RT 65.1576 min
FTMS, 619.7888@hcd27 00, z=+2, Mono miz=619.78925 Da, MH+=1238 57121 Da, Match Tol =0.6 Da
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b= ; 400.20435 ¥s 750.38849
v2' 637.31427 {
# : i e
100 4 B 29417850 Y‘f! b92+-Hlo, b91+-NH3 _) 7 VS*-NH:.,
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F1: Frog_210917161034 raw #13437, EffectiveRT=65.1531 min
FTMS, Isolation=619.79 Da / 618.79-620.79 Da, z=+2, Mono m/z=619.78925 Da, MH+=1238.57121 Da
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Sekil 4.12. Yumurta jel 6rneginin LC-MS/MS analizi spektrumu: Keratin tip Il

proteini (SV:2).
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Frog raw #5368 RT 320031 min
FTMS, 405 2237@hcd27 .00, z=+2, Mono miz=405 22409 Da, MH+=809 44090 Da, Match Tol =0 6 Da
150 yr*
1 147.11203
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F2: Frog raw #5367, EffectiveRT=31 9986 min
FTMS, Isolation=40522 Da / 404 22-406 22 Da, z=+2, Mcno m/z=405 22409 Da, MH+=800 44090 Da
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40522409
250 -
&
5 200
£
3 150 ] 40589108
= 406 22568
€ 100
50
0 T T T T T T T T
403 404 405 406 407 408 409 410
m/z

Sekil 4.13. Yumurta jel 6rneginin LC-MS/MS analizi spektrumu: Keratin-3 tip |
proteini.
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Frog_ 210917161034 raw #7518 RT 40.8628 min
FTMS, 487.2693@hcd27.00, z=+2, Mono m/iz=487.26938 Da, MH+=973.53148 Da, Match Tol.=0.6 Da
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F1- Frog_210917161034 raw #7317, EffectiveRT=40.8583 min
FTMS, Isolation=487 27 Da / 486.27-488 27 Da, z=+2, Mono m/z=487 26938 Da, MH+=973 53148 Da

154 48726938

7=2

=)
=)
7
€ 10
o
L&)
= 487.77039
E 7=2
z 48827161
- z=2

5

488.74033 45974188
z=2 7=2
, 48974353
i z=2
48518854 486 36453 49005830 491.05511
0 T T T T : T T T
485 486 487 488 490 491 492

Sekil 4.14. Yumurta jel 6rneginin LC-MS/MS analizi spektrumu: Arpin proteini.
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Frog_210917161034 raw #16875 RT. 78.9777 min
FTMS, 523 3041@hcd27.00, z=+2 Mono m/z=523.30432 Da, MH+=1045.60137 Da, Match Tol =08 Da
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F2: Frog_210917161034 raw #16874. EffectiveRT=78.9732 min
FTMS, Isolaion=523.30 Da / 522.30-524.30 Da, z=+2, Mono m/z=523.30432 Da, MH+=1045.60137 Da
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Sekil 4.15. Yumurta jel 6rneginin LC-MS/MS analizi spektrumu: Uzama faktorii 1-

alfa proteini.
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Frog_210917161034 raw #24720 RT: 1122151 min
FTMS, 641 .8601@hcd27.00, z=+2, Mono m/z=641.86047 Da, MH+=1282.71367 Da, Match Tol =06 Da
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F2 Frog_210917161034 raw #24719, EffectiveRT=112.2105 min
FTMS, Isolation=641.86 Da / 640 86-642 86 Da, z=+2, Mono m/z=641.86047 Da, MH+=1282 71367 Da
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Sekil 4.16. Yumurta jel 6rneginin LC-MS/MS analizi spektrumu: Tudor alani igeren
protein.
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Cizelge 4.2. Uniprot/Swissprote veritabani arastirilarak tanimlanan proteinler.

Master Erisim Aciklama
i Keratin-3, type | cytoskeletal 51 kDa OS=Xenopus
Protein PO2537T |aevis OX=8355 PE=2 SV=1
Keratin, type 1 cytoskeletal 47 kDa (Fragment)
Protein P05782 0OS=Xenopus laevis OX=8355 GN=xk81bl PE=3
Sv=2
, Keratin, type Il cytoskeletal 8 OS=Xenopus laevis
Protein P0O8776 OX=8355 PE=2 S\/=1
. Elongation factor 1-alpha, somatic form OS=Xenopus
Protein PL3549 " Jaevis OX=8355 GN=geflas PE=2 SV=1
: Keratin, type Il cytoskeletal OS=Xenopus laevis
Protein P16878 OX=8355 PE=2 S\/=2
. Sialic acid-binding lectin OS=Rana japonica OX=8402
Protein P18839 PE=1 SV=3
Protein P21591 BoTbeS|n OS=Bombina orientalis OX=8346 PE=2
Sv=1
KATS regulatory NSL complex subunit 1-like protein
Protein QOIHW6  OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=kanslll PE=2
Sv=1
: Elongator complex protein 2 OS=Xenopus tropicalis
Protein QOEBDY  )x=8364 GN=elp2 PE=2 SV=1
. Protein FAM214A OS=Xenopus tropicalis OX=8364
Protein QSFWA6 GN=fam214a PE=2 SV=1
. Tudor a protein 7 OS=Xenopus tropicalis OX=8364
Protein QM7P8  GN=tdrd7 PE=2 SV=1
Protein Q661V5 Arpin OS=Xenopus laevis OX=8355 GN=arpin PE=2

Sv=1

P. ridibundus yumurta jeli 6rneginde tespit edilen proteinlerden biri olan keratinler

epitel hiicrelerinde en ¢ok bulunan yapisal proteinleri temsil etmektedir (Coulombe ve

Omary, 2002). Omurgalilarin belirli epitel hiicrelerinde iiretilen bir grup ¢6ziinmeyen

ve filament olusturan proteinleri ifade eden keratinler ara filament proteinlerinin st

ailesine aittirler (Herrmann ve Aebi, 2004). Ara filament proteinleri, hiicreler arasi

mekanik stabilitede ve biitinligii korumada 6nemli rol oynarlar. Buna ek olarak

diizenleyici islevlerde gorev alan keratinler yara iyilesmesi gibi hiicre i¢i sinyal

yollarinda da yer almaktadirlar. Burada 6zellikle tespit edilen keratin tiirii olan Keratin

tip I proteinin (xk81b1), yine bir amfibi tiirii olan Xenopus laevis’te tespit edilmis ve
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gen ekspresyonu iizerine calismalar gergeklestirilmistir. Burada hiicre iskeletinin
onemli bir bileseni oldugu belirtilen keratinin, 6zellikle gelisimin embriyonik ve iribag
asamalarin1 kapsayan metamorfoz evresinde etkin gorev aldigi belirtilmistir (Jonas
vd., 1985). Amfibi metamorfozu sirasinda larvanin hemen hemen her doku ve organi
yeniden sekillenmekte ve yetiskin kurbagada farkl bir islev kazanmaktadir. Tiim bu
asamalarda keratinin etkin bir rol oynadig1 yapilan c¢aligma ile ortaya net olarak

konmustur (Mathisen ve Miller, 1989).

P. ridibundus yumurta jeli 6rneginde tespit edilen bir diger protein Elongation factor
1-alpha’dir. Biiyiime faktoriiniin segici bir diizenleyicisi olan bu proteinler amfibilerin
oositlerinde diislik seviyelerde bulunurken somatik hiicrelerde aktif olarak eksprese
edilmektedir (Abdallah vd., 1991; Deschamps vd., 1991). Tespit edilen bir diger
protein ise bombesindir. Bu protein daha 6nce amfibi derisinden saflastirilan aktif bir
peptittir (Anastasi vd., 1971). 14 amino asitli bir peptit olan bombesinin hipoterminin
uyarilmasi, DNA replikasyonunun uyarilmasi ve birgok gastrointestinal hormonun
salinmasi dahil olmak tizere ¢ok sayida etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (Brown
vd., 1978; Moody ve Pert, 1979; Taché ve Brown, 1982; Spindel, 1986). Bunlara ek
olarak beslenmenin inhibisyonu, diiz kas kasilmasi, ekzokrin ve endokrin salgilar,
termoregiilasyon, kan basinci ve siikroz diizenlemeleri ile hiicre biiyiimesinde yer
almak gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye aracilik ettigi literatiirde rapor edilmistir
(Ohki-Hamazaki vd., 2003).

P. ridibundus yumurta jelinde tespit edilen diger proteinlerden KATS regulatory NSL
complex subunit 1-like proteini, diizenleyici asetiltransferaz aktivitesine sahip bir
proteindir (Palfree vd., 2015), Elongator complex protein 2 proteini, yiiksek diizeyde
korunmus uzama faktorii olan bir multiprotein kompleksidir (Dong vd., 2015). Protein
FAM214A proteini, biiytime faktori iliskili protein ailesi tiyesidir (Lin vd., 2018).
Tudor domain-containing proteinler, epigenetikte, gen ekspresyonunda ve RNA’larin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan proteinlerdir (Lau vd., 2009). Arpin proteini ise
hiicre iskeletinin organizasyonu ve stabilizasyonunda yer alan 6nemli faktordiir

(Tedeschi vd., 2011).

P. ridibundus yumurta jeli 6rneginde tespit edilen 6nemli bir diger protein sialik asit
baglayici lektindir. Lektinler, eritrosit vb. normal hiicreleri, kanser hiicrelerini ve

mikroorganizmalar1 agliitine etme yetenegine sahip ¢ok degerlikli karbohidrat
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baglayict proteinlerdir (Titani vd., 1987). Yapilan bu galismada ozellikle sialik
glikoproteinine spesifik bir baglanma sergileyen ve sialik asit baglayici lektin olarak
adlandirilan bu proteinin kanser hiicrelerinin tercihli agliitinasyonuna sebebiyet
verdigi belirtilmistir (Sakakibara vd., 1977). Ayrica, sialik asit baglayici lektin, timor
hiicrelerine yonelik bir makrofaj sistemi yoluyla tiimor biiyiimesini in vivo olarak
inhibe edebilmektedir (Nakajima vd., 1986). Aktiviteleri arasinda patojenik
mikroorganizmalara karsi koruma da yer almaktadir (Krajhanzl, 1985). Bu ¢alismalar
gdz Oniine alindiginda ilk kez bu tez kapsaminda bir biyomalzeme olarak
degerlendirilen P. ridibundus yumurta jelinin, bir kanser tiirii olan melanom iizerine
biyolojik etkinliginin, icerigindeki proteinlerin gii¢lii aktivitesi kaynakli oldugu

ongoriilmektedir.

4.8 Hiucre Kiiltiru

4.8.1 MTT analiz sonuclar:

P. ridibundus yumurta jelinin melanom kanser hiicreleri tizerine biyolojik etkinliginin
belirlenmesi ve saglikli insan deri fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksisitesinin
degerlendirilmesi icin 6n c¢alisma olarak MTT testi yapilmistir. Bu test tibbi
uygulamalarda kullanilacak biyomalzemelerin biyouyumlulugunu belirlemek igin
olduk¢a onemlidir (Assad ve Jackson, 2019). Yumurta jelinin melanom kanser
hiicrelerinin (A375) proliferasyonu iizerine etkisi ve saglikli insan deri fibroblast
hiicreleri iizerine sitotoksititesini degerlendirmek ve hayatta kalan hiicre yiizdesini
belirlemek icin kolorimetrik yontem kullanilmistir. Tetrazolyum tuzlarinin, suda
¢Oziinmeyen formazan kristaline doniistiiriilmesi esasina dayanan MTT testinde,
DMSO ilave edildikten sonra formazan kristali ¢oziilmekte ve elde edilen renk
ELISA okuyucu ile dlglilmektedir. Absorbans, yasayan hiicrelerin sayisi ile dogru
orantilidir. Yapilan MTT testi sonuglarinda kurbaga jelinin melanom kanser hiicreleri
lizerine doz ve zamana bagli olarak antiproliferatif etki gosterdigi net olarak ortaya
konmustur. Buna ek olarak uygulanan kurbaga yumurta jelinin saglikli insan deri
fibroblast hiicrelerine uygulanmasi sonucunda saglikli hiicrelere sitotoksik etki
gostermedigi MTT analizi ile net olarak ortaya konmustur. MTT analizine ait zaman,

doz ve %canlilik sonuglar1 Sekil 4.17’te gosterilmistir.
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Sekil 4.17. MTT analizine % canlilik sonuglari: a) Melanoma (A375), b) Insan deri
fibroblasti.
Kurbaga yumurta jeli 10:1 mg/mL jel konsantrasyonundan geri diliisyonlar
hazirlanarak hiicrelere uygulanmistir. Analiz sonuglari goéz Oniine alindiginda 5
mg/mL, 2,5 mg/mL ve 1,25 mg/mL melanom kanser hiicreleri i¢in inhibe edici,
saglikli insan deri fibroblast hiicreleri i¢in ise hiicreye non-toksik etkili denilebilecek
51



diizeyde dozlar olarak belirlenmistir. ilk kez bu tez calismasi kapsaminda
biyomalzeme olarak degerlendirilen kurbaga yumurta jelinin saglikli insan dermal
fibroblast hattina toksisite gostermeyerek melanoma kanseri hiicrelerine selektif

inhibisyon gerceklestirdigi agikca goriilmektedir.
4.8.2 XCELLigence gercek zamanh hiicre analizi sonuclari

P. ridibundus yumurta jelinin melanom kanser hiicrelerinin (A375) proliferasyonu
tizerine etkisi ve saglikli insan deri fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksititesini
degerlendirmek ve hayatta kalan hiicre ylizdesini belirlemek i¢in 6n ¢alisma olarak
MTT testi gerceklestirilmistir. XCELLigence sistemi, e-plakanin elektrik empedansi
olarak ger¢ek zamanli kosullar altinda hiicresel degisiklikleri 6lgmektedir. Doz ve
zamana bagli MTT analiz sonuglart 1s18inda belirlenen dozlar (1,25-2,5 ve 5 mg/mL)
es zamanl Ol¢lim imkani sunan xCELLigence sisteminde melanom kanser hiicreleri
ve saglikli deri fibroblast hiicreleri {izerine test edilmis ve selektif doz net olarak
belirlenmistir. xCELLigence analizine ait zaman, doz ve %canlilik sonuclar1 Sekil

4.18te gosterilmistir.

Sonuglara gore; saglikli hiicrelerde sitotoksitite gostermeyen (canlilik > %70) buna
karsilik melanom kanser hattinda (A375) antikanser 6zelligi ile dikkat ¢eken (canlilik
<%30) 5 mg/mL kurbaga yumurta jeli uygulamas selektif doz olarak belirlenmistir.
Bu sonuglar, ilk kez bu tez caligmasi kapsaminda melanom kanser tedavisi i¢in
biyomalzeme olarak degerlendirilen P. ridibundus yumurta jelinin biyoteknolojik ve

biyomedikal uygulamalar i¢in 6nemli bir potansiyeli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.18. xCELLigence cihazi analizi hiicre indeksi sonuglari: a8) Melanoma (A375),
b) Insan deri fibroblasti.
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5. SONUC VE ONERILER

Ug ayn takim (Anura, Urodela, Apoda) ve 8000’den fazla tiire sahip sogukkanli
omurgali canlilar grubu olan amfibilerin yumurta yapilari, cogu hayvan tiiriiniin aksine
yalnizca bir vitellin zarf ve farkli birkag jel katman yapi ile ¢evrilidir. Bu jel katman
yumurta kanalinda sentezlenir ve kiimiilatif olarak oosit etrafinda biriktirilir. Bu jel
tabaka, bilesim ve morfoloji bakiminda tiirler arasinda biiylik farkliliklar
gosterebilmektedir. Lifli glikoprotein bir yapiya Sahip olan bu yumurta i¢in mekanik
destek saglama, kirleticilerden, yirticilardan ve patojenlerden koruma, sicaklik ve UV
15181 gibi cevresel stres faktorlerine karst yapi biitiinliigiinii saglama gibi ¢esitli hayati
rollerinin oldugu bilinmektedir. Dogada embriyoyu kirli sucul ekosistemde zorlu ¢evre
sartlarina kars1 koruyan bu jelin fizikokimyasal 6zellikleri bu zamana kadar ihmal
edilmis ve bu jel yap1 biyoteknolojik olarak hi¢ degerlendirilmemistir. Ik kez bu tez
calismasi kapsaminda model organizma olarak segilmis olan P. ridibundus yumurta
jeli, malzeme bilimi bakis agis1 ile fizikokimyasal olarak detayli karakterize edilmistir.
Molekiillerdeki cesitli baglarin titresim frekanslarini 6lgerek molekiildeki fonksiyonel
gruplar hakkinda bilgi elde etmek amaciyla gergeklestirilen FT-IR analizinde yapinin
tamamen protein ve karbohidrattan olustugu desteklenmistir. Burada 6zellikle protein
iceriginde yapiya gili¢lii mekanik 6zellik kazandirdigr ongoriilen B-tabaka yapisinin
varligini igaret eden pikler, jel yapinin dogada zorlu ortam sartlarinda biitiinliigii
bozulmadan embriyoyu nasil koruyabildigini destekler niteliktedir. Yumurta jel
yapisinin termal stabilitesini belirlemek ve yapidaki su ve kiil igerigini analiz etmek
icin TGA analizi gergeklestirilmis ve degradasyonun 267 °C’de gerceklestigi ortaya
konmustur. Burada kaydedilen degradasyon protein-polisakkarit kaynaklidir ve bu
denli yiiksek termal stabilite yine yapinin giiclii mukavemetini destekler niteliktedir.
Biyomalzemelerin karakterize edilmesinde en 6nemli parametrelerden biriside kristal
yapinin belirlenmesidir. Amfibi yumurta jelinin kristal yapisinin karakterizasyonu igin
XRD analizi gergeklestirilmis ve yapinin glikoproteinden olustugunu destekler
nitelikte pikler kaydedilmistir. Burada kristalinite % 70,23 olarak hesaplanmistir. Bu
deger bir biyomalzeme i¢in oldukca yliksektir ve yine yapinin yiiksek kararlilikta
oldugunu destekler niteliktedir. Elementel analiz ve EDX analiz ile belirlenen element
profili, yapinin C, N, H, O ve az miktarda S icerdigini ortaya koymustur. Yiizey
morfolojisini belirlemek i¢in dondurarak kurutulan Ornekler SEM analizi ile

incelenmis ve jel yapinin embriyoyu katmanlar halinde sardig1 gortilmiistiir. % 99°dan
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fazlas1 su olan jel materyali kurutuldugunda katmanli yap1 net olarak gézlemlenmistir.
P. ridibundus yumurta jelinin total karbohidrat konsantrasyonu Dubois yontemi ile
96,43 ug/mL olarak belirlenmistir. Karbohidrat profili HPLC analizi ile ortaya konmus
ve yapida glikoz, galaktoz, mannoz ve ksiloz varligi ortaya konmustur. P. ridibundus
yumurta jelinin total protein konsantrasyonu ise Bradford yontemi ile 2,4 ng/uL olarak
belirlenmigtir. Yapilan LC-MS/MS analizi ile 12 proteinin tanimlanmasi
gergeklestirilmistir. Burada tanimlanan proteinlerden 6zellikle sialik asit baglayici
lektin, daha 6nce belirlenmis olan tiimor hiicrelerine yonelik bir makrofaj sistemi
yoluyla tiimor biiylimesini in vivo olarak inhibe edebilme kabiliyeti sayesinde tez
calismasinin amaciyla birebir Ortiismektedir. Dogada sergiledigi essiz gorevler ve
ozellikle UV 1sinlarina kars1 koruma 6zelligi gz oniine alinarak potansiyel biyolojik
aktivitesi Ongoriilmiis olan kurbaga yumurta jelinin, bu zararli 1sinlardan en ¢ok
etkilenen kanser tiirlerinden biri olan en agresif cilt kanseri mealnom iizerine etkinligi
test edilmistir. Yapilan hiicre ¢alismalar1 sonucunda P. ridibundus yumurta jelinin 5
mg/mL selektif dozunun melanom kanser hattinda (A375) antikanser aktivite
sergilerken (canlilik < %30), saglikli hiicrelerde sitotoksitite gostermedigi (canlilik >
%70) kanitlanmustir. Bu tez calismasinda ilk kez dogadan gelen bir mucize olan amfibi
yumurta jelinin melanom kanser hiicreleri lizerinde etkin bir biyoaktivite sergiledigi

ve potansiyel bir tedavi yontemi olabilecegi net olarak ortaya konmustur.
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