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OZET

(Yiksek Lisans Tezi)

GUMUS NANOPARTIKULLERLE ETKILESEN BERBERIN, HONOKIOL VE
SIRREAL2 MOLEKULLERININ KANSER HUCRE HATLARINDA
ARASTIRILMASI

Meryem ICEN

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstittistu

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Damsman: Dog. Dr. Ozkan OZDEN

Kanser diinya genelinde insanlarin 6liimiine neden olan hem fizyolojik hem de psikolojik
olarak insan1 olumsuz etkileyen hastalik grubu olarak goriilmektedir. Bu hastaliga karsi
cesitli tedavi yontemleri olmasina ragmen gosterdikleri yan etki, maliyet gibi faktorler
tedavileri olumsuz etkilemektedir. Son zamanlarda nanopartikiiller, yapilar1 ve sahip
olduklar1 cesitli Ozellikler sayesinde birbirinden farkli alanlarda oldugu gibi kanser
calismalarinda da goriilmektedir. Metabolizma, iireme, oksidatif stres, kardiyovaskiiler,
norodejeneratif gibi fizyolojik olaylar ve yaslanmaya bagli olan hastaliklarda aktif rol
oynayan sirtuin (SIRT) proteinlerinin de kanser tedavileri i¢in 6nemli katkilar
saglayabildigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada biyosentez yontemi kullanilarak elde edilen
diisiik maliyetli, verimli, ¢evreye faydali nanopartikiillerin ¢esitli molekiillerle
etkilestirilmesi saglanilarak kolon ve meme kanserine karsit gostermis oldugu etkileri

incelemeyi potansiyel ilag olabilme durumlarini aragtirmay1 amaglamaktayiz.

Cevreci, diisiik maliyetli olarak bilinen yesil sentez yontemiyle glimiis nanopartikiil
(AgNP) eldesi saglanildi. Elde edilen AgNP, Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi

(FT-IR), ultraviyole-goriiniir bolge spektroskopi analizi (UV-vis), taramali elektron



mikroskobu (SEM) ve enerji dagitict X-1sm1  spektroskopisi (EDX) yontemleri
kullanilarak karekterizasyon islemleriyle tanimlandi. Bu g¢alismada eski zamanlarda
cesitli hastaliklara karsi ilag olarak kullanimi goriilen Honokiol ve Berberin, SIRT
inhibitori olarak bilinen SirReal2 molekiilleri ile elde edilen giimiis nanopartikiillerin
etkilestirilmesi saglanarak 48 saat uygulma siiresince meme ve kolon kanserine karsi
tekrarlt hiicre canliligi testleri yapildi. Western blot analizi yapilarak PARP, SIRT2,
SIRT3, LDHA ve PDH protein seviyelerine bakild1. Ilaveten akridin oranj boyama ile de
apotoz diizeyleri incelendi. Arastirmamiza gore Berberin (100 uM) dozu, MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda canliligt ~%74 oraninda (p<0,001) diistirmektedir.
Berberinin AgNP ile etkilestirilmis hali ise (BAgNP), ~%88 (p<0,001) diizeyinde hiicre
sagkalimini siddetli bir sekilde azalttig1 goriilmiistiir. DLD-1 kolon kanseri hiicresinde ise
Honokioliin AgNP ile etkilestirilmis hali (HAgNP), (25 uM ) dozun, canliligi ~%18
miktarinda (p<0,05) azaltmistir. Diger kolon kanseri HCT-116 hiicre hattinda ise
Honokiol (25 uM) canliligi ~%43 (p<0,001), HAgNP (25 uM) ise ~%71 (p<0,001)
seviyesinde kuvvetli diisiis gostererek hiicre sag kaliminda 6nemli bir etki sagladig
goriilmekte ve ayrica hiicrelere olan bu kuvvetli etkiler hiicre morfolojileri ile de teyit

edilmistir.

DLD-1 protein ekspresyon bulgularina gore nanopartikiillerle etkilestirilmis hallerinde
cleaved PARP protein miktarlarinda artis goriildii. SirReal2’in AgNP ile etkilestirilmis
hali (SAgNP) PDH proteininin miktarini arttirmistir. HAgNP ve Berberin gruplarinda
SIRT3 proteinleri igin kontrole kiyasla artisin oldugu gorilmiistir. MDA-MB-231’in
protein ekspresyon bulgularina gore cleaved PARP proteini igin Berberine kiyasla
BAgNP’de; SirReal2’ye gore de SAgNP’de cleaved PARP proteininde artis

goriilmektedir.

Elde ettigimiz sonuglara gore Berberin, Honokiol ve SirReal2 molekiillerin giimiis
nanopartikiillerle kombinasyonu meme ve kolon kanserlerine kars1 6nemli derecede anti
kanser ozelligi tasidigi goriilmiistiir. Bundan hareketle molekiillerin nanopartikiillerle
etkilestirilmis halleri kolon ve meme kanseri i¢cin potansiyel anti kanser ilag olabilir

diisiincesini ortaya koymustur.
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SirReal2
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ABSTRACT

(M. Sc. Thesis)
INVESTIGATION OF BERBERINE, HONOKIOL AND SIRREAL2 MOLECULES
INTERACTING WITH SILVER NANOPARTICLES IN CANCER CELL LINES

Meryem ICEN

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozkan OZDEN

Cancer is seen as a group of diseases that cause the death of people around the world and
negatively affect people both physiologically and psychologically. Although there are
various treatment methods against this disease, factors such as side effects and cost affect
the treatments negatively. Recently, nanoparticles have been seen in cancer studies as
well as in different fields, thanks to their structures and various properties. It has been
reported that sirtuin (SIRT) proteins, which play an active role in diseases related to aging
and physiological events such as metabolism, reproduction, oxidative stress,
cardiovascular, neurodegenerative, can also make important contributions to cancer
treatments. In this study, we aim to investigate the effects of low-cost, efficient,
environmentally beneficial nanoparticles obtained by using the biosynthesis method
against colon and breast cancer by activating them with various molecules and to

investigate their potential drug status.

Silver nanoparticle (AgNP) was obtained by the green synthesis method known as
environmentally friendly and low cost. The resulting AgNP was identified by
characterization processes using Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), visible
spectroscopy analysis (UV-vis), scanning electron microscopy (SEM) and energy

dispersive X-ray spectroscopy (EDX) methods. In this study, Honokiol and Berberine,

Vil



which were used as drugs against various diseases in the past, and silver nanoparticles
obtained with SirReal2 molecules known as SIRT inhibitors were activated, and repeated
cell viability tests were performed against breast and colon cancer during 48 hours of
application. Western blot analysis was performed and protein levels such as PARP,
SIRT2, SIRT3, LDHA, PDH were checked. In addition, apoptosis levels were examined
by acridine orange staining. According to our research, Berberine (100 uM) dose reduces
the viability of MDA-MB-231 breast cancer cell line by ~74% (p<0.001). The AgNP-
activated form of Berberine (BAgNP), on the other hand, was found to severely reduce
cell survival by ~88% (p<0.001). In DLD-1 colon cancer cell, the AgNP-activated form
of Honokiol (HAgNP) reduced the viability of the (25 pM) dose by ~18% (p<0.05). In
the other colon cancer HCT-116 cell line, it is seen that Honokiol (25 uM) viability
decreased by ~43% (p<0.001) and HAgNP (25 uM) decreased by ~71% (p<0.001), thus
providing a significant effect on cell survival. and also these strong effects on cells were
confirmed by cell morphologies.

According to the DLD-1 protein expression findings, the amount of cleaved PARP
protein increased when interacted with nanoparticles. AgNP-activated version of
SirReal2 (SAgNP) increased the amount of PDH protein. There was an increase for
SIRT3 proteins in the HAgNP and Berberine groups compared to the control. According
to the protein expression findings of MDA-MB-231, there was an increase in cleaved
PARP protein in BAgNP compared to Berberine for cleaved PARP protein and in SAgNP
according to SirReal2.

According to the results we obtained, it was observed that the combination of Berberine,
Honokiol and SirReal2 molecules with silver nanoparticles has significant anti-cancer
properties against breast and colon cancers. From this point of view, the interaction of
molecules with nanoparticles has revealed the idea that it can be a potential anti-cancer

drug for colon and breast cancer.
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1. GENEL BILGILER

1.1 Giris

Diinya {lizerinde insanlarin Oliimiine neden olan bir¢ok faktér bulunmaktadir. Bu
faktorlerden kanser ikinci sirada yerini almakta ve ciddi bir hastalik olarak insanoglunun
karsisina ¢ikmaktadir. Anormal hiicre biiylimesi, diizensiz hiicre proliferasyonun gen
ekspresyonundaki sistemsiz birgok degisiklige neden olmasi, dokulari istila etmesi ve
bulundugu bolgeden ilerleyerek baska yerlere yayilmasiyla beraber iyilestirilmesi
miimkiin olmadiginda sahip oldugu konagin Sliimiine neden olan hastalik tiirii olarak

tamimlanmaktadir (Ruddon, 2007).

Gergeklestigi doku ve organa gore isimlendirilmesi yapilan kanserin; mide, pankreas,
meme, prostat, kolon gibi birden ¢ok ¢esitleri bulunmaktadir. Zamanla artis gdsteren
cocuk, yasli geng diye ayirmaksizin her yas grubunda goriilebilen bu hastalik sik
goriilmesi, hayat kalitesini diisiirmesi akabinde artan 6liim oranlariyla beraber daha iyi
anlasilmasi gerektigini gostermektedir. Bu nedenle arastirmacilar kanserin mekanizmast,

daha ¢abuk teshisi, tedavisi gibi bir¢ok alaniyla ugragmustir.

X-151n1, manyetik rezonans goriintiileme (MRI), bilgisayarli tomografi (BT), endoskopi
ve ultrason gibi en sik kullanilan gériintiileme teknikleri dokuda gozle goriilebilir farklilik
oldugu zaman kanserin tespitini saglayabilmekte ve tedaviye katki sunabilmektedir.
(Zhang vd., 2019). Nanopartikiiller ise kanser teshisinde, kanser biyobelirte¢lerini, timor
DNA’sini1, eksozomlari, kanserle iligkili proteinleri yakalarak daha erken teshis imkani
saglayabilmekte ve diger malzemelere gore avantajli olabilmektedir. (Jia vd., 2017; Song
vd., 2010). Kisisellestirilmis tedavi, dogru ve erken teshisin yani sira belirli kanserleri
hedefleyerek akilli tedaviler olusturma gibi kavramlari1 da sunabilmektedir (Cai ve Chen,
2007).

Gostermis olduklar1 davraniglardan dolayr ¢ok fonksiyonlu olan nanopartikiiller
birbirinden farkli alanlarda kullanilmakta ve insan hayatinda 6nemli bir konuma sahip
olmaktadir. Nanoteknolojinin gelismesi nanopargaciklara olan talebin giderek artmasina
neden olmaktadir. Ustelik 2025 yilina kadar kiiresel pazarda nanopargacik talebinin 98
milyar dolara ulasmasi beklenilmektedir (Jeyaraj vd., 2019). Bu c¢ok amach



nanopartikiiller birbirinden farkli alanlarda kullanilmakta ve insan hayatinda 6nemli bir
konuma sahip olmaktadir. Kanser teshisi ve tedavilerinde de kullanimi1 goriillmekte ve
umut vaat etmektedir. Bu ¢alisma biyosentez yontemi kullanilarak elde edilen diisiik
maliyetli, verimli, ¢evreye faydali nanopartikiillerin ¢esitli molekiillerle etkinlestirilmesi
saglanilarak kolon ve meme kanserine karsi gostermis oldugu etkileri incelemeyi
potansiyel ilag olabilme durumlarini arastirmayi ve literatiire 6nemli katkilar saglamay1

amagclamaktadir.

1.2. Kanser

Kanser gegmisten giiniimiize bir merak konusu olmakla beraber isminin ise bu hastalig1
meme tiimoriinden yayilan uzun sismis damarlarin yenge¢ uzuvlarina benzeten
Hipokrat’in gdzlemleriyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Yunanca karkinoma Latince

de kanser kelimesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (NIH, 2007).

Cogalma sinyalinin
siirdiiriilmesi

Kacak biiylime
baskilayicilar

Hiicre olimiine
direnmek
Uyarici anjiyogenez

Istila ve metastazi aktive
etmek

Replikatif 6liimstizligi
miimkiin kilmak

Sekil 1.1: Kansere 6zgii 6zellikler (Hanahan ve Weinberg, 2011).



Saglikli hiicreler aldiklar1 sinyallerle siirekli olarak béliinebilir. Ancak bu sinyalleri
dikkate almayan kanser hiicreleri sonsuz bir sekilde bliylimeye ve gelismeye devam eder.
Hiicre boliinmesinin 6niine ge¢ilmedigi takdirde yayilim sonucu bu hastaliga bagli 6liim
gerceklesir. Cogalma sinyalinin stirdiiriilmesi, kagak biiylime baskilayicilar, istila ve
metastazi aktive etmek, replikatif 6liimsiizliigi miimkiin kilmak, uyaric1 anjiyogenez,
hiicre 6liimiine direnmek gibi kavramlar (Sekil 1.1) kanserin ayirt edici 6zellikleri olarak
ifade edilmekte, tiimor biiyiimesi ve yayilmasimin daha iyi anlasilmasini
saglayabilmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Viicutta bulunan farkli hiicre
tiirlerinden birisinin anormal bir sekilde ¢ogalmasindan dolay1 kanser olusabilmektedir.
Bundan dolayidir ki gdstermis oldugu davranislar ve tedaviye cevap verme gibi
durumlardan kaynaklanan birbirinden farkli yiizden fazla kanser tiirii bulunmaktadir.
Normal hiicre davranisin1 kontrol eden sinyallere uygun yanit vermek yerine doku ve
organa yayilim gostererek kontrolsiiz bir sekilde biiyiime ve ¢ogalma hali s6z konusudur.
Kanser i¢in timor ayrimint da kavramak kanseri daha iyi inceleme acisindan ¢ok
onemlidir. Iyi huylu ve kétii huylu tiimér olarak ikiye ayrilirlar. Iyi huylu timér
bulundugu doku ve viicuda yayilim gostermez ancak kotii huylu tiimorler de bu durumun
tersi s6z konusudur. Kétii huylu (malign) tiimérler doku ve viicuda dolasim ile birlikte
metastaz yoluyla yayilabilmekte ve bulunduklari yerleri istila edebilen bu tiimérler kanser
olarak isimlendirilir (Cooper, 2000). Kanser genetik ve epigenetik degisikliklerin dokuda
birikmesi, viicudun tiim organ ve sistemini kapsadigindan dolay1 kardiyovaskiiler ve
norolojik hastaliklar gibi ciddi hastaliklardan daha karmasik olarak goriilmektedir (Dean
ve Moitra, 2017).

Hem kadinlarda hem de erkeklerde goriilebilen kanserin cinsiyete gore farkliliklari s6z
konusudur. Bu kanserlerin 6ncii, goriilme sikligi, 6liim hizi olarak smiflandirilmasi
yapildiginda; erkeklerde oliimiin goriildiigii oncli kanser tiirii akciger kanseri olmakla
beraber bunu goriilme siklig1 olarak prostat ve kolorektal kanseri, 6liim hiz1 olarak da,
karaciger ve mide kanseri takip etmektedir. En sik teshisi yapilan ve 6liim nedeni olarak
kadinlarda birinci sira da yer alan kanser tiiri ise meme kanseridir. Ardindan goriilme
siklig1 kolorektal ve akciger kanseri kadinlarda birbirini izleyen kanser tiirleri olmaktadir.
Oliim oran1 ve goriilme siklig1 olarak da serviks kanseri kadmlarda gériilen kanser cesidi
olarak dordiincii sirada yer almaktadir (Bray vd., 2018). Karsinomlar, sarkomlar, 16semi

veya lenfomalar diye kanserin goriildiigii yere gore temel siniflandirmasi yapilir. Epitel



hiicrelerin maligniteleri karsinomlar, kas, kemik, kikirdak ve lifli doku gibi bag dokularin
kat1 timorleri de sarkomlar, kan veya bagisiklik sisteminden kaynaklanan malignite ise
16semi ve lenfoma grubuna dahil olur. Ancak insanlarda en sik rastlanan kanser tiirlerini
karsinomlar olusturmaktadir. Sarkomlar ise nadir goriilmektedir (Cooper, 2000). Kolon
kanseri de karsinom grubuna dahil her iki cinsiyette de goriilebilen kanser tiirii olmakla
beraber diinya capinda en sik goriilebilen kanserler arasinda ii¢iincii sirada yer almaktadir.
Genetik degiskenlerin yani sira beslenme aliskanliklardan dolay1 ortaya ¢ikan bir kanser

cesitidir.
1.2.1. Kolon Kanseri

Bu kanser tiirii viicudun bosaltimda goérevli organlarindan biri olan kalin bagirsakta

gerceklesir. Bu kansere kolon, kalin bagirsak veya kolorektal kanser de denebilmektedir.

sap

L ANCANLANANNIAS 03 TR A e

Sekil 1.2: Adenomat6z polip (Shamsuddin, 1990).

Kanserin 6nciisii olarak goriilebilen polip, kolon veya rektumun mukozal yiizeyi tizerinde
biiylimeye baslaylp daha sonra koti huylu bir timoére doniiserek kolon kanserini
olusturabilmektedir (Stryker vd., 1987). Timor baskilayict genler ve onkogenlerde
mutasyon olusumunda kolon kanserinin olusmasina katki saglayan gen olarak ilk sirada
APC geni (adenomat6z polipozis koli) yer alir (Sekil 1.2). Eger ki bu gende mutasyon
olusursa kolon kanserinin olusumu daha yiiksektir. Ardindan KRAS geni ve TP53 genleri
gelir ve bu genlerde olusacak herhangi bir mutasyon durumunda kolon kanserinin

olusumu 6nemli dlgiide ortaya ¢ikar (Robles vd., 2016). Ilerleyen yas, diskida goriilebilen



kan ve degisen bagirsak aliskanliklari kolon kanser tanisinda rol alan 6nemli etkenlerdir

(Fijten vd., 2015).

Kolon kanseri olusumu iki ana etmenden dolay1 ortaya ¢ikar bunlardan birincisi kalitsal,
ikincisi gevresel degiskenlerdir. Cevresel etmenler kontrol altina alinabilinen
aligkanliklar diye bilinmekte, 6rnek olarak viicut kitle endeksi, fiziksel hareketsizlik, asiri
alkol tiiketimi, beslenme tarzi kolon kanseri ile baglantili olarak degisebilen durumlar
arasinda gosterilebilir. Kolon kanser riskinin azaltilmasi genetik durumlar disinda kisinin
elinde olup saglikli yasayisla bu kanser riski azaltilabilir (Cho vd., 2019). Ancak kalitsal
etmenler i¢in ayni1 durum s6z konusu olmamaktadir. Bu kalitsal etmenlerden biri olan
FAP (ailesel adenomatdz polizis) yeni teshis edilen kolon kanseri vakalarinin %1'lik
kismini olusturmakla birlikte ilerleyen yillara gére kolon adenomu gelistirebilmektedir

(Stoffel ve Kastrinos, 2014).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar kolon kanserini 6nlemek ve kontrol altina almak i¢in
DNA metilasyonu ve kodlanmayan RNA'larda kolon polipleri kolon kanseri hastalari i¢in
bir biyobelirte¢ gorevi gorebilme ihtimalinden dolayr bu biyobelirte¢ smifinin kolon
kanseri hastalig1 i¢in kullanilabilecek yiiksek performansli bir tahlil olanag: gibi cesitli
arastirmalar yapilmaktadir (Okugawa vd., 2015).

Kolon kanserinin teshis ve tedavilerinde kullanilabilen ¢esitli yontemler bulunmaktadir.
En ¢ok bilinen yontemlerden biri ise kolonoskobidir. Kolonoskopi kolon tiimérleri,
polipler ve gastrointestinal kanama gibi hastaliklarin tan1 ve tedavilerinde yaygin
kullanimi goriilmektedir. Esnek yapida olup ug¢ bolgesinde kamera ve 1siktan olusan
cthazdir. Tecriibeli kisilerce tan1 tedavi uygulamalarinda kullanilmalidir. Cift kontsrath
baryum lavman, sanal kolonoskobi, bilgisayarli tomografi gibi yontemler ile timor ve

polipler igin belirleyici rol oynamaktadir (Engin vd., 2015).

1.2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri memede veya cevresinde, bir takim degisiklikler sonucu meydana gelen
kanser tiiriidiir. Memede veya koltuk alt1 bélgesinde yumru, anne siitii disinda akinti, kan
akintisi, memenin kendi seklinde, boyutunda ve cilt dokusunda anormallikler, kirmiz1 ya
da sismis cilt gibi durumlar meme kanseri semptomlar1 diye siralanir. Meme kanser

tespitleri kisilerin kendilerini gozlemlemesi, elle muayene yolu ile ardindan klinik



muayeneler ve mamografiyle tespiti saglanilmaktadir (Bevers vd., 2009). Meme kanseri
teshisi konan kisilerin %75 ini siit kanallarindan ve lobiillerden kaynaklanan duktal
korsinom tiimdriiniin olusturdugu bilinmektedir (Li vd., 2005).

Ileri yas, ailede meme kanseri &ykiisii, hormonsal dengesizlik, meme yogunlugu, alkol
alimi, asinn kilo, hareketsizlik, DNA onarim mekanizmalariyla iligkili ve tlimor
baskilayici olarak rol oynayan BRCA1 veya BRCA2 genlerindeki mutasyonlar meme

kanserine neden olan risk faktorleridir (Kaminska vd., 2015; Venkitaraman, 2002).

Meme kanseri TNM ozelliklerine gore incelendiginde; T tiimér boyutu, N lenf
diigimlerindeki kanser varligini, son olarakta M metastazi ifade eder. Bu bilgilere gore
kanserin smiflandirilmasi yapildiginda kanserin evreleri 4 kategoriye ayrilmaktadir.
Birinci evre kanserin baslangic seviyesinde olup en erken seviye olarak
tanimlanmaktadir. Elde edilen verilere gore bu evrede kansere miidahale edildiginde
meme kanseri tedavisinde sag kalim oran1 %99 oldugu gériilmektedir. ikinci evrede lenf
diigiimleri goriilebilir ancak kanser kiiclik lezyonlariyla beraber memede bulunur.
Ugiincii evrede ise tiimor bulundugu bélgeden uzaklasarak diger yakin olmayan yerlerde
lenf diiglimleriyle beraber yayilim gostermektedir. Son olarak dordiincii evrede ise bu
yayilim sadece lenf diiglimleriyle sinirli kalmayip diger organlara da bulagmasiyla
karaciger, akciger, beyin, kemik gibi organ ve dokular1 isgal eden meme kanseri o
organlara da ciddi tahribat vermektedir. Kisacasi metastaz olay1 bu evre de goriilmektedir.
Ancak evreler ne kadar ilerledik¢e kanserin tedavisi ve sag kalim oranlarini artirmak o
kadar zorlasir (Benson, 2003; Cianfrocca ve Goldstein, 2004; Meade ve Dowling, 2012;
Singletary ve Greene, 2003).

Cerrahi, radyasyon, kemoterapi gibi yontemler yaygin kanser tedavi yontemleri olarak
bilinmektedir. Cerrahi yontem ile timdriin bulundugu doku alinir. Ancak gerekli olan
durumlarda mastektomi yani biitiin meme dokusu cerrahi yontem ile ¢ikarilabilir.
Radyasyon tedavisi ise tiimdr ya da ameliyat sonrasi tiimor bdlgesini hedefleyen yiiksek
enerjili X ve gama 1smlarmin kullanimiyla yapilmaktadir. Ameliyat sonras1 ortaya ¢ikan
kanserli hiicreleri 6ldiirmede etkili olabilmekte ancak kullanilan doz kanser hiicrelerini
Oldiirebilecek diizeyde gii¢lii olmalidir. Kemoterapide kanserin tiirii, evresi, tibbi gecmis

vesaire etkenler g6z oniine alinarak, dongiiler halinde kanserli hiicreleri dnleyici ilaglarin



yiiksek doz kullanimiyla olan diger tedavi yontemlerindendir (Sharma vd., 2010). Bu
tedavi yontemleri sik¢a kullanilmakta ancak alinan yiiksek dozlardan dolay:r akabinde
olumsuz etkileri de beraberinde getirebilmektedir. Bilhassa kemoterapi ve hormon
tedavilerinde; bulanti, sa¢ dokiilmesi, kasta olusan agrilar, agiz iltihabi, kisirlik, kilo
alimi, erken menopoz, ndrotoksisite, kardiyotoksisite, uyku giigliigli gibi uzun veya kisa
stireli ciddi yan etkiler olusabilmektedir (Azim vd., 2011; Bovelli vd., 2010; Kayl ve
Meyers, 2006; Patridge vd., 2001; Sitzia ve Huggins, 1998). Bu yiizden arastirmacilar
son zamanlarda kemoterapiden olusan yan etkileri azaltmak, yiiksek doz alimim
diistirmek ve kemoterapik ilaclarin anti-kanser 6zelligini artirip ilag dagitim sistemiyle
yani bir vektor araciligiyla sadece hedefe yonelik tedavi alaniyla ilgilenmektedir, bu da

nanopartikiiller ile miimkiin olmaktadir (Kundranda ve Niu, 2015).

1.3. Nanopartikiiller

Eski zamandan giiniimiize kadar uzanan kapsaml bir alana sahip olan nanoteknoloji ilk
olarak Nobel 6diilliine sahip bir bilim insani olan Richard P. Feynman’in “ Altta Cok Yer
Var ” dersinde bu alanin varligindan bahsedilmis bunun akabinde zamanla bu alanla ilgili

cokca caligmalar ortaya ¢ikmistir (Feyman, 1960).

1.3.1. Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari

% Elektronik malzemelerde

+» Nano kumaslarda

¢ Biyomiihendislik alaninda

¢ Yarn iletkenlerde

+ Boyalarda

% Paketlemelerde

s Kozmetik iiriinlerde

¢+ Otomotiv sanayisi

% llag teslimi

+» Saglik alan1 ve ilag yapimi

¢ Biyosensorlerde

% Katalizor gibi alanlarda nanopartikiillerin faaliyetlerini genel olarak goriilebilmek
miimkiindiir (Kavitha vd., 2013).



Mega boyutlardan mikroya bununla birlikte mikrodan koloidal ardindan nano’ya kadar
uzanabilen geleneksel ila¢ biiyiikliikleri ilerde pikozlara kadar da olabilir. Aslinda
pargaciklarin  boyutlart nonoterapétiklerin  ortaya c¢ikisini  saglamakla beraber
nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir. Kronik hastaliklar ve kanser gibi hastaliklar
icin pargacik boyutlari {izerine yapilan arastirmalar bulunmakta ve bu alanlar i¢in de
arastirmalar hala gelismektedir. Asagidan yukariya veya yukaridan asagiya gibi gesitli
sentez metodu kullanilarak hazilanan nanopartikiiller nano pargaciklarin boyut gegisi i¢in

kullanilabilen yaklagimlar olarak gosterilir (Patravale vd., 2004; Rainbow, 2004).

Birbirinden farkli tiirde nano boyuta sahip ila¢ tasiyicilar: kanser tedavi uygulamalari igin
arastirilmistir  (Sekil 1.3). Bunlara 6rnek olarak lipozomlar, polimerik miseller,
dendrimerler, siiper manyetik demir oksit kristalleri, kollodial altin vb. gosterilebilir
(Wang vd., 2010).
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Sekil 1.3: Cok fonksiyonlu nanopargaciklarin sematik gosterimi ve biyomedikal

uygulamalar1 (Roome ve Razzak, 2020).



Yapisi ve essiz 0zelliklerinden dolay1 nanomateryaller bir¢ok alanda gorev almaktadirlar.
Bunlara o6rnek olarak; doku miihendisligi, DNA modifikasyonu, ila¢ dagitim sistemi,
kozmetik iirtinler, tibb1 aletler ve biyosensorler genis kapsamli olduklarindan biiytlik
uygulama alanlarinda gormek miimkiin olmaktadir (Arokiyaraj vd., 2014).
Nanopartikiiller (Sekil 1.4°de) goriildiigi gibi gesitli yontemler ile sentezlenip farkli

alanlarda kullanilabilmektedir.

Nanopartikiil Sentez Yontemleri
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Sekil 1.4: Nanopartikiillerin geleneksel sentez yontemleri (Jeyaraj vd., 2019).
4. Yesil Sentezin Onemi

Cesitli organizmalar, prokaryotlar, dkaryotik mantarlar ve bitkiler gibi materyalleri
kullanarak nanopartikiil elde etme yontemine yesil sentez yontemi denilmektedir. Yesil
sentez i¢in toksik kimyasallar kullanilmadigindan ¢ogunlukla bu yontem ¢evre dostu ve
ekonomik olarak onaylanmaktadir (Mohanpuria vd., 2008). Endiistriyel iiretimlerde daha
basit ve daha emniyetli oldugundan kullanilabilmektedir (Iravani, 2011). Bu biyotemelli
yaklagim sayesinde sentezlenen yeni malzeme kaynaklari, uygun maliyetli, ¢evreye karsi

duyarli, toksik olmayan O6zelliklere sahip olabilmektedir. Bitki materyali kullanilarak



yapilan nanopartikiil sentezlerinde, mantar ve bakteri temelli tekniklerde olan zahmetli
uygulamalar s6z konusu olmamaktadir. Yani 6zel kiiltiir hazirlama ve izolasyon gibi
durumlara gerek duyulmadan kolay, temiz ve toksik olmayan, kuvvetli bir yaklasim
sunar. Cevre icin olduk¢a dostca davranis sergileyen yesil yontem bilhassa bitki
eksraktlarindan nanopartikiil sentezlenmesi, hem basitge 6l¢eklendirilebilir hem de diisiik
maliyetlidir. Bu bitki 6zIii partikiillerin tip alani i¢inde kullanimi sikga goriilebilmektedir
(Sekil 1.5). Soyle ki; terapotik ilaglarin hedefli verilmesi, 1sitma yontemi ile timor imhasi
ayrica anti bakteriyel ajan gibi alanlarda genisce kullanabilme davranislarina sahiptir
(Shah vd., 2015). Yakin zamanlarda bitki tiirleri kullanilarak metal nanopartikiillerin
sentezlenmesi popiiler alanlardan biri haline gelmistir. Bu nanopartikiillere ilginin ana
nedenlerinden biri saglayabildikleri ¢ok yonli avantajlarindandir. Teshis tedavi gibi
alanlarin yani sira gevreci, siirdiirebilir ve yenilenebilir enerji, terap6tik, atik su aritma,
gida endiistrisi, kozmetik gibi g¢esitli alanlarda bitki temelli nanopartikiiller
goriilebilmektedir (Arya vd., 2019). Yapisi ve ozelliklerinden dolayr bu calismada

partikiil sentezi i¢in bitki materyali olarak nar kullanilmistir.
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Sekil 1.5: Kanser terapdtik uygulamasindan esinlenen ¢esitli tipte nanoparcacik
sentezinin tipik bir yonteminin sematik gdsterimi ve bitki kullanimi1 (Yasothamani ve
Vivek, 2020).
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1.4.1. Nar Bitkisi ( Punica granatum L.)

Nar Latince ad1 (Punica granatum L.) olup yaklasik 200-1400 beyaz ile koyu kirmizi
veya mor tohumlar1 bulunan kalin kirmizims1 bir kabuga sahip yuvarlak bir meyvedir
(Sekil 1.6). Farkli iilkelerde yetistirilicigi goriilmektedir. Ayrica antosiyanin igerigi
nedeniyle giiclii antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip zengin igerikli meyvedir
(Sharmavd., 2017). Fruktoz, sukroz ve glukoz bakimindan zengin olan nar suyu askorbik
asit, sitrik asit, fumarik asit ve malik asit gibi baz1 basit organik asitleri de igermektedir.
Bunlara ilaveten diisiilk miktarda tiim amino asitleri, 6zellikle de prolin, metiyonin ve
valin bulundurabilmektedir. Kabugunun ve suyunun da polifenol agisindan zengin olusu
antioksidatif ve koruyucu oOzelliklerinden dolay1r farmakolojik etkisinin varligini
gostermektedir (Newman vd., 2007). Birbirinden gesitli 6zellikleri olan bu bitkinin ¢ogu
inanglarda da onemli bir yeri oldugunu goérebilmek miimkiindiir. Ayni sekilde fakli
toplum ve Kkiiltiirlerde de ona birbirinden fakli manalar yiliklenerek sembol olarak
kullanilmistir. Ornegin Babiller nar tohumlarini; dirilis araci, Persler yenilmezlik, eski

Cinlilerde uzun omiirliligi ve olimsiizligh simgeledigine inaniliyordu (Aviram vd.,
2000; Langley, 2000).

. —

Sekil 1.6: Nar bitkisi.

Avrupa'da ortagag zamaninda nar kabugunun 6zlerinden faydalanilarak tekstil boyasi ve
miirekkep tretilmistir. Bunlar gibi narin kullanildig1 bircok uygulamalar bulunmaktadir
(Stover ve Mercure, 2007). Cesitli tip sistemlerinde ¢ok sayida hastaligin tedavisinde
narin kullanimi goriilmektedir. Nar1 bir eczane gibi goren eski Hint tip sistemi buna 6rnek
gosterilebilir. Narin ishal ve iilser tedavileri i¢in birde antiparaziter ajan olarak
kullanilmas: tavsiye edilmistir (Caceres vd., 1987). Nar suyunun kalp hastaliklar riskini

diistiriicii ve kanseri yavaglatabilen etkisi oldugu belirtilmektedir (Adams vd., 2006;
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Aviram vd., 2004). Agi1z ve bogaz iltihabini hafifletmek i¢in Meksika'da ezilmis nar ¢igek
tomurcuklarini1 bronsite faydali bir ¢ay haline getirilerek gargara seklinde kullanilmigstir
(Morton, 1987). Farelere agiz yoluyla nar meyve ekstrelerinin verilmesi birincil akciger
timorlerinin  gelismesini Ve yayilmasmi engelleyebilmekte ayni sekilde akciger kanseri
hiicrelerine de nar kabugundan izole edilen punikalajin ile ellagik asit kuvvetli antioksidan
etkiye sahip olup akciger kanseri hiicre hatlarina karsi kuvvetli anti-proliferatif etkilere
sahip oldugu bildirilmistir (Aqil vd., 2012; Khan vd., 2007; Zahin vd., 2014). Giinlimiizde
Diinya genelini kapsayan kiiresel salgin olarak bilinen Covid-19 viriisiine karsi
arastirmacilar narin etkisini raporlandirmistir. Soyle ki nar kabugundan elde edilen
Oziitlin in vitro uygulama olarak virlise kars1 etkinligi gézlemlenilmis olup bu bitkisel
ozitlin  Covid-19 virlis replikasyonunu engelleyebilecegi belirtilmistir (Mosa ve
Mohamed, 2021). Nar suyu da influenza ile SARS-CoV-2 viriislerine kars1 hem bulasici
kapasitelerini diistirmede hem de bu viriislere kars1 antiviral etkinlik gosterebilir kanisina

vartlmstir (Frank vd., 2020).

1.5. Giimiis Nanopartikiiller

Yapist ve essiz Ozelliklerinden dolayr  bircok alanda kullanimi  goriilen
nanomateryallerden biri olan giimiis nanopartikiil, ¢esitli alanlarda gérmek miimkiindiir.
Doku miihendisligi, DNA modifikasyonu, ilag salinim sistemi, kozmetik {iriinler, tibb1
aletler ve biyosensorler gibi bilyiik uygulama alanlar1 giimiis nanopartikiiliin kullanildigi
alanlara 6rnek verilebilinir (Arokiyaraj vd., 2014). Manyetik alan, ¢evresel iyilestirme,
farmakoloji, biyoteknoloji, tip ve saglik cihazlari, enerji ve elektronik, miihendislik gibi
diger alanlarda da siklikla giimiis nanopartikiillerin kullanim1 s6z konusudur (Sekil 1.7).
Bunlara ilaveten hem ¢6zelti hem de bilesenlerde son derece etkili antibakteriyel
aktivitesi nedeniyle, tekstil, gida, tiikketici irlinleri ve endiistriyel sektorlerde de oldukga
popiilerdir (Yu vd., 2013; Naidu vd., 2015). Yesil sentez ile elde edilen giimiis

nanopartikiillerin kanser alaninda da kullanimi1 oldukga goriilmektedir.
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Su Armtma
Saghk Balum

Triinleri Kozmetik
ilag Tasmcisa Antibakteriyel
Bivoalgilama Amtiviral
Tekstil Mantar Onleyici
Antioksidatif iltihap Omleyici
Gériintiilleme Antitiimér

Sekil 1.7: Giimiis nanopartikiillerin ¢esitli uygulamalari1 (Zhang vd., 2016).

Bello ve arkadaslarinin 2017’de yaptiklar1 ¢aligmada bitki olarak H.thebaica meyvesinin
sulu ¢ozeltisi ve AgNOs (glimiis nitrat) kullanarak biyosentez yontemi ile AgNP’nin
sentezi saglanilmistir. Fonksiyonel gruplari, parcacik boyutlari, morfolojileri, elementel
bilesimi incelenen AgNP, kiiresel sekle ve yaklagik 20 nm boyutlu olarak bulunmustur.
Insan prostat (PC3), meme (MCF7) ve karaciger (HepG2) kanser hiicre hatlari iizerinde
anti-proliferasyon tahlili MTT testi ile gergeklestirilmistir. Bu giimiis nanopartikiillerin
doza bagl bir sekilde hiicre hatlarinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve etkisi prostat
kanseri tizerinde daha belirgin oldugu birde 24 saatlik inkiibasyondan sonra kullanilan
hemen hemen tiim patojenik bakterileri 6ldiirmeyi basarabildigi rapor edilmistir (Bello
vd., 2017).

Lakshmanan ve digerlerinin 2018’deki yaptiklar1 bir aragtirmada ise Cleomeviscosa bitki
0zii kullanilarak yesil sentez yoluyla giimiis nanopartikiilleri sentezlenilmistir, bunlarin

hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilere karsi iyi bir anti bakteriyel aktivite
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sergiledigini, AgNP'lerin akciger (A549) ve yumurtalik (PA1) kanser hiicre hatlarina da
giivenilir antikanser aktivitesi sergiledigi goriilmiistir (Lakshmanan vd., 2018).
Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin biyosentezinde kullanilan canli materyaller ve

hangi kanser hiicrelerini etkiledigini Tablo1.1 de 6zetlenmistir.

Tablo 1.1: Biyosentez ile sentezlenen giimiis nanopartikiiller ve arastirildiklar: kanser

tiirleri.
Biyosentezde Cinsi Kanser Tiirii Referanslar
Kullanilan Materyal
Butea monosperma Bitki Akciger, Meme, (Patra vd., 2015)
Melanoma,
Glioblastoma
Sargassum vulgare Deniz yosunu Losemi, Serviks  (Govindaraju vd., 2015)
Kanseri
Ganoderma Mantar Meme (Gurunathan vd., 2015)
neojaponicum
Escherichia fergusoni  Bakteri Meme (Gurunathan vd., 2013)
Trapa natans Bitki Cilt (Saber vd., 2018)
Saccharina japonica Bitki Serviks (Sreekanth vd., 2016)
Teucrium polium Bitki Mide (Hashemi vd., 2020)
Argemone mexicana Bitki Serviks (Jha ve Prasad, 2014)
Bitki Kolon (Alsalhi vd., 2016)
Pimpinella anisum
Artemisia turcomanica BitKi Mide (Mousavi vd., 2018)
Punica granatum Bitki Serviks (Sarkar ve
Kotteeswaran, 2018)
Bacillus cereus Bakteri Kolon, Meme, (Majeed vd., 2019)
Kemik

1.6. Berberin, Honokiol ve SirReal2’nin Biyolojik Aktiviteleri

Berberin ve bazi Berberin igeren bitkiler, Cinli doktorlarin eski tarihten beri hastalara
tavsiye ettigi zehirden arindiric1 gibi etkilerinden dolayr geleneksel ilag olarak yaygin
sekilde kullanilmistir (Sekil 1.8). Yakin tarihte de berberinin genis kapsamli bir etkiye
sahip oldugu bulunmustur. Ornek olarak; antimikrobiyal, antihelmintik, antiinflamatuvar
ve antioksidatif gibi birden fazla farmakolojik ve biyolojik aktiviteler

sergileyebilmektedir (Kuo vd., 2004; Singhal, 1976). Ayrica insiilin direncini ve
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yumurtlama indiiksiyonunu iyilestirmek igin polikistikover hastalarinda, insanlar
tizerinde diyabet, hiperlipidemi, kanser, hipertansiyon, felg, metabolik sendrom ve
karaciger hastaligi gibi farkli hastaliklarin tedavisinde berberinin 6nemli terapotik
aktivite sergileyebildigi yapilan ¢alismalar dogrultusunda gosterebilmektedir
(Imenshahidi ve Hosseinzadeh, 2019; Wu vd., 2015).

Sekil 1.8: Berberinin yapisi.

Polifenoller bitkilerde olan biyolojik olarak norodejeneratif, antiinflamatuar, anti kanser
gibi 6zellileri olan aktif bilesikler grubudur (Dragovic-Uzelac vd., 2007; Gelen vd., 2021;
Scalbert vd., 2005). Kii¢iik molekiillii bir polifenol olan Honokiol (C1gH1s02) ise manolya
agaclarinin koklerinden ve kabugundan ekstrakte edilmesiyle elde edilir (Sekil 1.9).
Antiinflamatuar, antioksidan, analjezik ve noroprotektif etkiler dahil olmak tizere birgok
farmasoétik 6zellige sahiptir (Fried ve Arbiser, 2009; Lin vd., 2007; Rickert vd., 2018;
Tang vd., 2018).

HO

Sekil 1.9: Honokioliin yapist.
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Cin’in geleneksel otundan elde edilen Honokiol apoptozu indiikkleme ve gesitli kanser
hiicrelerinin biiylimesini inhibe etme aktivitesine sahip gii¢lii bir anti kanser ilag oldugu
gosterilen biyoaktif bir bilesen olarak da bilinmektedir (Averett vd., 2016; Q. Zhang vd.,
2015; Y. Zhang vd., 2015).

Buna 6rnek olarak yapilan bir ¢alisma Honokiol uygulamasi asir1 seviyede invaziv MDA -
MB-231 meme kanseri hiicrelerinde apoptozu ve artirtlmis DNA parcalanmasini
indiikledigi sonucuna varilmistir (Alonso-Castro vd., 2014). Liu ve digerlerinin 2015’de
yaptiklar1 ¢alismada honkiolun etkisini hem in vivo hem de in vitro seklinde incelemesi
yapildiginda Honokiol endoplazmik retikulum (ER) stresini tesvik ettigini ve sonunda
timor ilerlemesinin ve metastazinin gerilemesine neden olan kalretikiilinin azalmis

ekspresyonuna yol agtigin1 gostermistir (Liu vd., 2015).

Yaslanma, antikanser, norolojik hastaliklar, oksidatif stres, lireme gibi bir¢ok olaylarda,
memeli sirtuin protein ailesinin rol aldig1 ve etkileri yapilan arastirmalarla teyit edilmistir.
Bununla birlikte kanser tedavilerine uygun antikanser ila¢ gelisimi i¢in sirtuin
inhibitorlerinden elde edilen sonuglar, SIRT inhibisyon mekanizmasinin ilag gelisimine
katki saglayabildigi ayrica kisiye Ozgii tedaviler icin sirtuin proteinlerine 06zel
hedeflenmis SIRT inhibitorleri sayesinde tedavi kolaylastirici amag¢ ortaya
koyabilmektedir (Choi vd. 2013; Park vd. 2016). Bu nedenle yapilan ¢aligsmalar terapotik
etkileri artirmak i¢in giicli ve seg¢ici SIRT inhibitorlerin gelistirilmesi yoniindedir
(Spiegelman vd., 2018). Bunlardan biri olan SirReal2 SIRT2 inhibitérii olarak
bilinmektedir (Sekil 1.5).

Sekil 1.10: SirReal2 yapsi.
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1.7. Sirtuin Proteinleri

Sir2 ailesi veya sirtuin iiyeleri hakkinda gesitli arastirmalar sayesinde sirtuin ailesinin
tyeleri buyiik ilgi goérmektedir. Kurucu olarak bilinen Sir2p maya, ilk
olarak Saccharomyces cerevisiae'de giftlesme eksikliginin kurtarilmasinda rol oynayan
bir faktor olarak karsimiza ¢ikmakta ve tanimlanabilmektedir (Shore vd., 1984). Sessiz
bilgi diizenleyici 2 (Sir2) ailesinin Tlyeleri bakterilerden insana kadar cesitli
organizmalarda yasam siiresini diizenlemektedir (Longo ve Kennedy, 2006). SIRT
proteinleri bir¢ok alanda arastirilmalar1 yapilan c¢ok islevselli proteinler olmalariyla
taninabilinmekte ve yasa bagli hastalik tiirleri basta olmak iizere, kalp hastaliklari,
norodejenerasyon, kanser ve inflamasyon gibi bir birbirinden farkli hastaliklarda
goriilebilmektedir (Milne ve Denu, 2008). Ayrica mitokondriyal aktivite, lipoliz,
glukoneogenez ve yag asidi oksidasyonu gibi metabolik siireclerin diizenleyicisi gibi
rolleri dikkate alindiginda yasin sebep oldugu hastaliklarin tedavisi i¢in giiglii bir ilag
hedefi olusturabilmektedir (Chalkiadaki ve Guarente, 2012). Cesitli fizyolojik, DNA
hasar1 onarimi, hiicresel stres gibi birgok miithim olaylarda rol oynayan sirtuin ailesi
metabolizma ve gen ifadesinin diizenlenmesi gibi durumlarda da goriilmektedir. Yedi
tiyesi bulunan bu proteinlerin bulunduklar1 bolgeler de su sekildedir; SIRT3, SIRT4 ve
SIRTS5 mitokondriye lokalize edilirken SIRT2 genellikle sitoplazma da bulunur. SIRT1,
SIRT6 ve SIRT7 esas olarak niikleoprotein olarak konumlandirilabilinirler (Sekil 1.11).
(Sarikhani vd., 2018).

SIRT3
SIRT4
SIRTS

Sekil 1.11: SIRT proteinlerin hiicre iginde siklikla bulundugu yerler.
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Sirtuin ¢ok yoOnlii protein ailesinin iiyelerinin 6zellikleri ¢ok kapsamli olduklarindan
cesitli olaylarda kendilerini gostermektedirler. Bunlardan SIRT1in asir1 ekspresyonu
yaslanma tizerinde olumlu etki gosterebilmekte ayrica apoptozu da durdurarak kanser
gelisimini de saglayabilmektedir. SIRT1’°1 asir1 eksprese eden transgenik farelerde ise
kalori kisitlamasi ile baglantili diisiik kan kolesterolii, metabolik hiz artis1, azalmis viicut
yag1 gibi fiziksel 6zellikler sergiledikleri goriilmektedir (Bordone vd., 2007; Sebastian
vd., 2012). SIRT2 geninden mahrum olacak sekilde genetik olarak modifiye edilen
farelerin yaslanmasiyla beraber tiimor gelistirmesi goriildiiglinden SIRT2 geni tiimor
baskilayict gen olarak ifade edilmektedir. Buna zit olarak ise bu SIRT2 nakavt farelerde
eseye has timor profili de olusabilmektedir. Yani SIRT2 kansere karsi iki tarafli
engelleyici veya destekleyici etkisi bulunabilmektedir (Park vd., 2012; Park vd., 2016).

Karsinogeneze onay verebilen etkiler arasinda SIRT3’1in islev kayb1 goriilebilmektedir.
SIRT3 metabolizma ve mitokondriyal biitiinliigii muhafaza ederek tiimor engelleyici
olabilir (Kim vd., 2010; Park vd., 2011). SIRT3 bulunan fareler ile genetik islemle
SIRT3’i silinen farelerin karsilagtirilmasi yapildiginda SIRT3’{in olmadig1 farelerin
meme timori gelistirebildigi sonug olarak bu eksikligin karsinojene izin veren hiicresel
ortam olusturdugu goriilmektedir (Tao vd., 2015). Diinya genelinde ileriki yaslar kanserin
yani sira Kalp ve damar hastaliklarinin da ortak nedeni olarak gosterilebilmektedir. Sirtuin
ailesinin lyelerinin de uzun Omiir, yaslanma gibi durumlarda da ciddi bir sekilde rol
aldiklar1 bilinmekte SIRT3’lin kalp damar hastaliklarina da katkilart bulunmaktadir
(Ozden ve Tural, 2018). Glukoza cevaben degisik mekanizma ile insiilin salgisin1 SIRT4
diizenleyebilir. Ayrica hiicrelerin gelismesini ve gogalmasini sinirlandirabilen yani timor
engelleyici islev de gorebilmektedir (Ahuja vd., 2007; Q. Hu vd., 2019; Y. Hu vd., 2019;
Huang ve Zhu, 2018; Jeong vd., 2013). SIRTS5 ise iire dongiisii diizenlenmesinde
goriilebilmektedir (Nakagawa vd., 2009). Fetal insan ve yetiskin dokularinda bilhassa
kalp, iskelet kasi, bobrek ve testiste siklikla SIRTS ifade edilir (Frye, 1999). Gigli
onkojenik 6zelliklere sahip sirtuinlerden SIRT6’da néroblastomun tedavilerini ilerletmek
adina yeni bir odak olunabilir (Song vd., 2018). Promotor sekanslari ile rDNA’nin
kodlamasi SIRT7 ile alakalandirilmistir (Ford vd., 2006). Sirtuin ailesi proteinlerinin
metabolizma, iltihaplanma, ndrodejenerasyon, tiimor olusumu, DNA onarimi, rDNA
transkripsiyonu gibi biyolojik olaylarda da islevsellikleri bulunmaktadir (Yamamoto vd.,
2007).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Nar Kabuklarindan Bitkisel Oziit Olusturma

Literatiirde yer alan Shanmugavadivu vd. 2014°deki ¢aligmalar1 bitkisel oOziit ve
nanopartikiil olusturmak igin deneysel prosediir olarak 6rnek alindi. Narlar deiyonize su
ile yikanarak kabuklarindan ayrildi. Kabuklarin hava alarak kurutulmasi saglanildi.
Hassas terazide 20 gr kurutulmus nar kabuklari tartildi. Ardindan 250 ml behere konuldu.
Uzerine 100 ml distile su ilave edilerek 1siticihh manyetik karistirict cihazi ile (Velp
Scientifica, Italya) 150-200 °C 40 dakika kaynatildi. Hazirlanan bu meyve kabugu 6ziitii

filtre kagitlar kullanilarak stiziildii.

2.1.1. Giimiis NP’lerin Elde Edilmesi

AgNP’lerin eldesi icin 1 mM’lik sulu glimiis nitrat ¢ozeltisi hazirlandi. 0,0169 gr AgQNO3
(Merck, Almanya) tartilarak 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Nar kabuklarindan
elde edilen ve filtrelenen kabuk siiziintiisiinden 5 ml eklenildi ve aralikli ¢alkalama ile 24

saat inkiibasyon i¢in tutuldu (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Nar kabugundan giimiis nanopartikiil eldesi.
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2.1.2. Giimiis NP’lerin Karakterizasyonu

AgNp’lerin varliklar1 ve karakterizasyon islemleri ile tanimlanabilmesi i¢in (UV) goriiniir

spektroskopi analizi, taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagitict X-1s1m

spektroskopisi (EDX) ve Fourier dontsimli kizilotesi spektroskopisi  (FT-IR)
kullanilarak karakterize edildi. SEM ve EDX analizleri Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Aragtirma Merkezi (DAY TAM)’dan hizmet alimi olarak yapildi.

2.1.3. Cahsmada Kullanilan Stok ve Nanopartikiillerle Etkilestirilen Cozeltilerin

Hazirlamisi

X/
L X4

X/
L X4

Berberin Kloriir (MW: 371.82) ana stogu hazirlamak i¢in, 10 mg Berberin klortir
(Cat n0:275920 J&K Scientific, U.S.A) hassas terazide tartilarak 896.5uL. DMSO
(BioShop, Kanada) icerisinde ¢ozdiiriildii ve 30 mM’lik ana stok elde edildi.
Honokiol (MW: 266.334) ana stogu hazirlamak i¢in, Honokiol 10 mg Honokiol
(Cas no: 35354-74-6 TCI, Japonya) hassas terazide tartilarak 250.3 uL DMSO
(BioShop, Kanada) igerisinde ¢ozdiiriildii ve 150mM’lik ana stok elde edildi.
SirReal2 (MW: 420.55) ana stogu hazirlamak i¢in 5 mg SirReal2 (item no:18116
Cayman Chemical, U.S.A) 198.2 uL. DMSO (BioShop, Kanada) igerisinde
¢Ozdiiriildii ve 60mM’lik ana stok elde edildi. Son olarak hazirlanan tiim ana stok
cozeltiler aligotlara ayrilarak -80°C’de (Panosonic, Japonya) muhafaza edildi.
AgNP ana stogu i¢in Onceden elde edilen sivi formda bulunan giimiis
nanopartikiiller 5 dk. 10000 rpm’de (Hermle, Almanya) santrifiij edilerek etiivde
(Niive Fn 500), 80 °C’de kurutulmus nanopartikiillerin 10 mg hassas terazide
tartilmasinin ardindan 1ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek 10 mg/ml AgNP ana
stok ¢Ozeltisi hazirlandi.

BerberintAgNP i¢in Berberin (30mM) ana stogundan 100u1, AgNPs 10 mg /ml
ana stogundan 15 pl eklendi. Honokiol+AgNP i¢in Honokiol (150 mM) ana
stoktan 85 ul, AgNPs 10 mg /ml ana stogundan 62,5 pul eklendi. SirReal2+AgNP
de ise 60 mM ana stoktan 42 pl, AgNPs 10 mg /ml ana stogundan 12.5 pl
eklenerek bir gece 16 saat oda sicakliginda karanlik ortamda (BioSan, Letonya)
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thermoshaker ile calkalanarak nanopartikiillerle molekiillerin etkinlestirilmesi

saglanildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2: Nanopartikiillerle molekiillerin karanlik ortamda etkinlestirilmesi.

2.2. Hiicre Kiiltiirii Islemleri

DLD (Kolon kanseri hiicre hatti, ATTC) ve MDA-MB-231 (Meme kanseri hiicre hatti,
ATTC), HCT-116 (Kolon kanseri hiicre hatti, ATTC), HUVEC (Saglikli insan hiicre
hatti, ATTC) bu hiicre hatlar1 kyro tiiplerde -196 °C’de s1v1 azot tankinda saklanan bu
hiicre hatlar1 ¢calisma i¢in ¢ikartildi (Sekil 2.3).

Sekil 2.3: S1vi azot tankindan hiicrelerin ¢ikarilmasi.

Cikartilan bu hiicrelerin bulunduklari tiiplerin kapaklari biraz agilarak ¢oziinmeleri
beklenildi. Ardindan her hiicre igin falkon tiiplerine 5 ml %10’luk FBS (fetal bovine
serum Sigma, U.S.A) ve %1 penisilin/streptomisin (Gibco Thermofisher Scientific,
U.S.A) antibiyotik iceren DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium Sigma, U.S.A)
konuldu. Ardindan hiicreler medyum igeren falkonlara aktarildi ve 1100 RPM’de 4 °C’de
5 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda dibe ¢oken pelet birakilir 6nceki medyum atilarak
yeni 5ml DMEM falkonlara ve hiicre adlar1 ve pasaj numaralari yazilan petri kaplarina
konuldu. Ve falkonda birkag kere pipetaj yapilarak hiicrelerin ¢oziinmeleri saglanilarak

biitiin medyumla beraber hiicreler ¢ekildi ve petriye aktarildi. Hiicreler yeni ortama
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adapte olabilmeleri igin iki giin boyunca 37 °C ve %5’lik CO: igeren inkiibatore
(Panasonic, Japonya) birakildi.

Inkiibatorden ¢ikarilan petriler %70°lik alkolle sterilizasyonu yapilan invert mikroskopta
(Evos, U.S.A)) sirasiyla incelendi. Hiicre yogunlugu ~%70’e ulastigi gézlemlenildiginde
pasajlama islemi gergeklestirildi. Eski medyum atilarak petriye 3 ml PBS (fosfat
tamponu, Sigma-Aldrich, U.S.A.) eklenerek yikama islemi yapildi. PBS ‘de atilarak
tizerine 2 ml tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, U.S.A.) eklenildi. 5 dakika inkiibatérde
hiicreler inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin kalktigi goriilmesinin ardindan tripsinin
aktivitesini durdurmak i¢in 5 ml DMEM petriye eklenilerek birkag defa pipetaj yapildi.
Ve tek kullanimlik steril kiivete 15 ml DMEM konuldu ve petrilerden 0.5 ml hiicre
cekilirerek kiivete birakildi. Coklu pipet yardimiyla 96°lik platlere 100 ul olacak sekilde

hiicre ekimi yapildi.

Daha o6nceden hiicre ekimi yapilan 96 kuyucuklu platelerin belirli yogunluga ulastigi
goriildiigiinde maddeler belirlenen dozlarda hiicrelere uygulanmaktadir. Ilk olarak
caligsmada kullanilacak olan molekiillerin ilk doz deneme uygulamasi Tablo 2.1’deki gibi

yapildi.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan molekiillerin ilk doz belirleme uygulamasi.

Berberin 25 uM, 50 uM, 100 uM MDA-MB-231, 48 saat (Lavd., 2017; Yao

DLD-1 vd., 2019)
Honokiol 40 uM, 60 uM, 80 uM  MDA-MB-231, 48 saat (F. Chenvd., 2004;
DLD-1 E.-J. Park vd,
2009; Wolf wvd.,
2007)
SirReal2 10 uM, 20 uM, 30 uM  MDA-MB-231, 48 saat (Rumpf vd., 2015)
DLD-1

Literatiirden faydalanilarak MDA-MB-231 ve DLD-1 hiicre hatlarina tablo 2’de
belirlenen konsantrasyonlarda 96’lik mikroplatelere ilk doz denemeleri yapildi. Bu
denemelerin ardindan ¢alismada kullanilacak olan molekiillerin doz konsantrasyonlari

belirlenerek tablo 2.2°deki gibi uygulama yapildi.
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Tablo 2.2: Calismadaki molekiillerin konsantrasyonlari, uygulama zamani ve kullanilan

hiicre hatlar.

Kontrol MDA-MB-231,DLD- 48 Saat
1,HUVEC, HCT-116

AgNP 5 ug/ml MDA-MB-231,DLD- 48 Saat
1,HUVEC, HCT-116

Honokiol 25 uM MDA-MB-231,DLD- 48 Saat
1,HUVEC, HCT-116

Honokiol+AgNP 25 uM MDA-MB-231,DLD- 48 Saat
1,HUVEC, HCT-116

Berberin 100 uM MDA-MB-231,DLD- 48 Saat
1,HUVEC, HCT-116

Berberin+AgNP 100 uM MDA-MB-231,DLD- 48 Saat
1,HUVEC, HCT-116

SirReal2 25 uM MDA-MB-231,DLD- 48 Saat
1,HUVEC, HCT-116

SirReal2+AgNP 25 uM MDA-MB-231,DLD- 48 Saat

1,HUVEC, HCT-116

Belirlenen konsantrasyonlarda platelere madde veriliminin ardindan 48 saat inkiibasyona
birakilan hiicrelerin bulundugu her bir kuyucuga 10 ul CVDK-8 (EcoTech, Tiirkiye)
hiicre sagkalim kiti verilerek bir saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda
spektrofotometre cihazinda (Thermofisher Scientific, U.S.A) 450 nm absorbansin da
hiicre sagkalim oranlar 6lgiildii (Ozden vd., 2014). Excel programiyla alinan verilerden
hiicre sagkalim grafikleri elde edildi. Bu elde edilen verilerin SPSS Statistic 26
programinda One—Way ANOVA testi uygulanarak istatistiksel analizi gergeklestirildi.

Western Blot yontemi igin kullanilacak hiicrelerin petrilere ekimi ise normal pasajlama
isleminin ardindan her petriye 500 pl olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Ardindan
~%70’lik yogunluga gelindiginde petrilere belirlenen konsantrasyonlarda madde verildi.
48 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler western blot igslemi igin toplanildi. Uygulama
stiresinin dolmasinin ardindan buz {izerinde islemler yapilmaya baglanildi. Petrideki
medyumun aspire edilmesinin akabinde tizerine 3 ml soguk PBS eklenerek yikama islemi
yapildi. Yikama PBS’ide de aspire edilerek petriye 1,5 ml PBS eklenildi kazimak i¢in
plastik aparat kullanilarak perilerdeki hiicrelerin kazitilarak ¢ikarilmasi saglanildi. Alinan

bu hiicreler ependorf tiiplerine otomatik pipet yardimiyla aktarildi. 5 dakika 4 °C’de 1200
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RPM’de santrifiij edilerek siipernanat atildi ve hiicre toplulugu homejenizasyon islemi

icin -80 °C’ye birakild1 (Sekil 2.4).

Sekil 2.4: Hiicrelerin toplanmasi.

2.3. Protein Homejenizasyon Islemleri

Daha onceden toplanilan ve -80 °C’de saklanan hiicreler homojenzasyon islemi i¢in
cikarildi. Oncelikli olarak buz makinesinden (Hermle, Almanya) buz temin edildi.
Getirilen hiicreler buz dolu kabin i¢ine konuldu. -20 °C’de muhafaza edilen TNN buffer
(TNN+NP40, Sigma-Aldrich, U.S.A) ve PMSF’ninde (Sigma-Aldrich, U.S.A)
¢oziinmesi beklenildi. TNN buffer igerisine (1:1000) oraninda PMSF eklenildi. Olusan
bu karisimindan 100 pl alinarak hiicrelerin her birine konuldu. Hiicreler bu islemin
ardindan 20 dakika inkiibasyona birakildi. Akabinde 3 dakika vorteks, 3 dakika buz da
bekletme seklinde 7 dongii halinde hiicrelere uygulandi. Bu uygulamadan sonra hiicreler
30 dakika buz igeren kapta inkiibasyona birakildi. Ardindan hiicreler 10,000 RPM’de 5
dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Hiicrelerin slipernatant ve peleti ayrildiktan sonra yeni

ependorflarin igerisine siipernatantlar otomatik pipet yardimiyla alindu.

2.4. Bradford Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Protein saflagtirma iglemlerinin ardindan hiicrelerin protein miktar tayini yapilabilmesi
icin BSA (Sigma-Aldrich, U.S.A.) standartlar1 Tablo 2.3’deki gibi hazirlandi. Elde edilen
ornekler 20 kat sulandirilarak, sirasiyla distile su, BSA standartlari, sulandirilmis 6rnekler
ti¢ tekrarli olacak sekilde 96 kuyucuklu mikro plakaya 10 pl olarak yiiklenildi. Ardindan
tizerlerine 190 pl Bradford reaktifi (Ecotech, Tiirkiye) eklenerek 10 dakika karanlik
ortamda bekletilmesinin ardindan 595 nm dalga boyunda (Thermofisher Scientific,
U.S.A) spektrofotometre cihazinda ol¢iimii yapilarak elde edilen egri kullanimiyla

protein miktar tayini yapild1 (Sekil 2.5).
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Tablo 2.3: BSA standart serileri.

6 5 4 3 2 1
1500ug/ml | 1000ug/ml | 750ug/ml | 500ug/ml | 250ug/ml | 125ug/mi
BSA |30l 20 pl 15 pl 10 pl Sul 2,5 ul
SU |10u 20 ul 25 ul 30 ul 35 ul 37,5 ul

( IRCIE gl‘ﬁrﬁf—;""\
| & ‘? "" ’ "’;

Sekil 2.5: Bradford Yoéntemi Ile Protein Miktar Tayini.
2.5. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western Blotlama

Western Blot i¢in cam malzemelerden olusan jel hazirlama diizenegi kuruldu. Tedarik
edilen firmanin Serva Acrylamid-SDS jel (10687.01) standart protokolii ile %10’luk jel
hazirlama protokolii olusturuldu;
% Akrilamid soliisyon 2,33 ml (Serva, U.S.A.)
¢ Seperating buffer 1,75 ml (Serva, U.S.A))
Ultra saf su 2,82 ml
SDS 0,07 ml (Sigma-Aldrich, U.S.A))
TEMED 0,011 ml (Merck, Almanya)
APS 0,021 ml (Sigma-Aldrich, U.S.A))

**

°

°

**

Yukarida listelenen maddeler kullanilarak 50 ml’lik falkon tiipte jel hazirlandi. Tip
birkag defa alt iist edilerek hazirlanan jel diizenege otomatik pipet yardimiyla konuldu.
Yiikleme kuyucuklarinin olusmasini saglayan tarak aparati yerlestirilerek 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Siirenin sonunda donan jel diizeneginden ayrilarak elektroforez
tankina yerlestirildi ve tankin igerisine runing islemi i¢in 4 °C ‘den ¢ikarilan running

buffer (Bio-Rad, U.S.A.) dolduruldu Ardindan kaynatma islemi i¢cin homejenije olan
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hiicreler -80 °C ‘den ¢ikartildi. Buz makinesinden temin edilen buz igerisinde tutularak
islem devam edildi. Steril PCR tiiplerine hiicrelerin adlari yazilirarak protein 6lgiim
sonuglarina gore otomatik pipetle 6rnekler konuldu. En son 5 ul ( 2x Laemli buffer+beta
merkaptoetanol, Sigma-Aldrich, U.S.A.) tamponu érneklerin tizerine konuldu. Ardindan
thermo shaker (BioSan, Letonya) ile 95 °C 5 dakika siireyle kaynatildi. 1mm’lik kuyucuk
olusturan tarak dikkatlice ¢ikarilarak ilk olarak marker (Bio-Rad, U.S.A.) ardindan

ornekler sirastyla kuyucuklara konuldu.

Cihazin kapagi kapatilarak kablolar renklerine uyumlu olacak sekilde gii¢ kaynagina
bagland1.10 dakika. 90 voltta ilk kosturma yapildi. Bu siire dolunca cihaz tekrar
ayarlanarak 90 dakika 120 volt olarak ayarlandi markerin yeterince agilmasi igin yaklasik
150 dakika ornekler kosturuldu (Sekil 2.6).

Aol
n- S
S - /

s as ae '

Sekil 2.6: Running islemi.

Running islemi sona erdiginde membrana transfer asamasina geg¢ildi. Yiiriitme tanki
acilarak runing tamponu kendi kutusuna geri aktarildi ve 4 °C’ye kaldirildi. Jelin
membrana transferi i¢in baska bir kap igerisine 4 °C’den c¢ikarilan transfer buffer
eklenerek sandvig aparatlari 1slanmasi saglandi ardindan sandvi¢ hazirlanmaya baglanildu.
Sandvig¢ kaseti agilarak her iki (kirmizi ve siyah) tarafina stingerler konuldu ve hava
kabarciklar1 nazik bir sekilde bir ileri bir geri yapilarak silindir seklindeki roller ile
cikarildi. Ayni islem sandviclerin her iki tarafina daha 6nceden sandvig aparati boyutunda
kesilmis olan transfer tamponuna bulanan filtre kagitlarina da uygulandi. Nitroseliiloz
membran da kirmizi kistma konuldu ayni islem onada gergeklestirildi ve hassas bir

sekilde jel membranin iistiine konuldu filtre kagitlar1 da iizerine eklenerek sandvig
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kapatildi ve transfer i¢in cihaza hazirlanmis olan sandviglerin konulmasiyla iistiine
transfer tamponu eklenerek cihazin kapag: kapatildi. Kablolar kendi renklerine uyumlu
olacak sekilde takildi. Gili¢ kaynagi 120 dakika 150 mA seklinde ayarlanarak jelin
mebrana transferi gergeklestirildi (Sekil 2.7).

Sekil 2.7: Transfer islemi.

Transfer isleminin bitmesiyle blotlama asamasina gegildi. Blotlama igin %5’lik taze siit
2,5 gr siit tozu ile 50 ml’lik falkon tiiptine TBS tamponu ilave edilerek toplam hacim 50
ml olacak sekilde hazirlandi. Transfer islemi biter bitmez membran filtre kagitlar ile
hazirlanan sandviglerden ¢ikarildi. Marker yerlerinin  belirtilmesinin  ardindan
hazirlanmis olan %5’lik siit ile oda sicakliginda orbital c¢alkalayicida 30 dakika
calkalanarak blotlama islemi sonlandirildi. Membran tistiindeki siit atilarak TBS-T (TBS
tamponu+tween20) ile 15 dakika 3 dongii olacak sekilde yikandi (Sekil 2.8). Ardindan
birincil antikor islemine ge¢ildi membran sirasiyla SIRT2, SIRT3, piiriivat dehidrojenaz
(PDH), laktat dehidrojenaz A (LDHA) antikorlartyla 4 °C'de gece boyu 16 saat
calkalamaya maruz birakilarak birincil antikor islemi yapildi. Siirenin dolmasinin
ardindan membran oda sicakliginda 5-10 dakika birincil antikorla ¢alkalanmaya devam
edildi. Birincil antikoru uzaklagtirmak i¢in membran 3 dongii halinde 15 dakika TBS-T
ile yikand1. Bu asamanin sonunda 2.cil antikor islemine gegildi. Ilk ikincil antikorlar (15
ml’lik falkon tiiplinde $6yle hazirlandi; (2 ml %2’lik siit+10ml TBS +1pl anti mouse veya
anti rabbit antikoru) ile oda sicakliginda 30 dakika ¢alkalanarak inkiibasyonu yapildi. Bu
islemin de bitmesiyle ayni sekilde membran tekrar 3 dongii 15 dakika siireliginde
yikamast TBS-T ile yapildi. Ardindan goriintileme islemine gecildi. Enhanced
chemiluminescence (ECL) kitleri (BioRad, U.S.A.) 250 ul liminol+250 ul Hidrojen
peroksit+ 500 pl PBS karigimi ile goriintiileme cihazi IBright CL1000 (Thermofisher

Scientific, U.S.A.) kullanilarak membran goriintiilemesi yapildi.
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//mp K

Transfer Buffer(1 OX]N
/" TBS Buffer (7.6 PBS Buffer (7.4 pH) Running Buffer (10X)
pH) 15,2 gr Tris
8gr NaCI(137mM) 30 gr Tris 72,1 gr Glisin
24gr Tris 200 miligram KCI (2,7mM) 144 gr Glisin 1 grSDS
88gr NaCI 3,58 gr Na2HPO4 (12H20) 10 gr SDS 500 ml'ye
1L%ye (10mM) 1L’ye tamamlanir(distile tamamlanir(distile su ile)
tamamlanir(distile 245 miligram KH2PO4 (1,8mM su ile)
su ile) Transfer Buffer(1X)
N Metanol 200 ml

Distile su 700 ml
10x) Buffer 100 ml

Sekil 2.8: Calismada kullanilan tamponlar ve igerikleri.
2.6. Akridin Orange ile Apoptozun Belirlenmesi

MDA-MB231 ve DLD-1 hiicreleri 24 kuyucuklu steril platelere ekildi. Hiicrelerin yeterli
cogunluga eristigi gézlemlenildiginde ¢aligmada kullanilan maddeler verildi. Akabinde
48 saat inkiibasyona birakildi. Sonrasinda ¢alisma i¢in boya ¢ozeltisi hazirlandi;

% 20 pl Etidyum Bromiir (10mg/ml)
% 2 pul Akridin Orange (100mg/ml)

% 78 ul PBS

Hiicrelerin inkiibasyon siireleri doldugunda kuyucuklardaki besi yeri aspire edildi.
Kuyucuklar PBS ile yikandi ve PBS’de atildi. Kuyucuklara hazirlanmis olan 1 ml boya
cozeltisi eklenildi. 30 saniye plate hafifce calkalandi. Ters mikroskopta (inverted) kirmizi

ve yesil kanalda hiicre morfolojisindeki degisiklikleri saptamak i¢in pozlamalar yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Nanopartikiil Eldesi ve Karekterizasyon Bulgulari

Nanopartikiil eldesi i¢in 24 saat inkiibasyonun ardindan nanopartikiil sivi formunun
renk degistirip acik renk halinden koyu hale donmesi ve kurutuldugunda da giimiis

nanopartikiil olusumu goézlemlenilmis olup literatiirle dogrulanmaktadir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Biyosentez yontemiyle elde edilen glimiis nanopartikiiliin goriintiisii.

Yesil sentez yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin karekterizasyon islemleri i¢in
FT-IR kizil &tesi spektrumlardan yararlanild: elde edilen bu bantlar onlarin igeriginde
olan baglar1 belirtmektedir. Bu caligmada yesil sentez yontemiyle nanopartikiil elde
edilmesini saglayan materyal olarak nar kabugu ekstresi sekil 3.2, elde edilen AgNP
sekil 3.3, Honokiol sekil 3.4, Berberin sekil 3.5, SirReal2 sekil 3.6 ve onlarin AgNP
ile etkilestirilmis halleri sekil 3.7, sekil 3.8, sekil 3.9 ‘da belirtildgi gibi FT-IR
bulgularma ulasildi. 3501 cm™, 3445 cm™, 3443 cm™, 3336 cm™, 3290 cm™, 3275 cmr
13274 cm™, 2137 cmt, 2127 cm™®, 2193 cm't, 2137 cm™®, 2136 cm™, 2131 cm™?, 2118
cm?, 1642 cm?, 1635 cm™?,1634 cm™, 1612 cm?, 1437 cm™,1436 cm™, 1407 cm?,
1319 cm?, 1310 cm™®, 1275 cm™, 1261 cm™, 1260 cm™, 1042 cm, 1019 cm, 1010
cm™ pikleri elde edildi. Bu pikler -OH, -CH, -C-C gibi baglarin oldugunu ifade
etmektedir.

29



Nar Kabugu E kstrakt1

90 4

80

70 4

60

50

% Gecirgenlik

40 -

30 4

/
764
750 582
20 . T

T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga Saylst(l:m_l)

Sekil 3.2: Nar Kabugu Ekstrakti FT-IR goriintiisii.
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Sekil 3.3: Nar Kabugundan Sentezlenen AgNP FT-IR goriintiisii.
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Sekil 3.4: DMSO’da ¢6ziinen Honokioliin FT-IR goriintiisii.
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Sekil 3.5: DMSO’da ¢oziinen Berberinin FT-IR goriintiisii.
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Sekil 3.6: DMSO’da ¢oziinen SirReal2’nin FT-IR goriintiisii.
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Sekil 3.7: HAgNP FT-IR goriintiisii.
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Sekil 3.8: BAgNP FT-IR goriintiisii.
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Sekil 3.9: SAgNP FT-IR goriintiisii.

Diger karekterizasyon islemlerinden olan UV-vis bulgulari, nar ekstrati sekil 3.10°da,
AgNP sekil 3.11°de, SIRT modiilatorleri ve AgNP etkilesimleri sekil 3.12°de ve
modiilatorlerin AgNP ile etkilesmis formlar1 sekil 3.13” de belirtildigi gibi bulunmustur.
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Sekil 3.10: Nar ekstrakti UV-vis goriintiisii.
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Sekil 3.11: PAgNP UV-vis goriintiisii.

Elde edilen nanopartikiilliin 350 ve 400 nm absorbasinda gii¢lii bant eldesi literatiir ile

dogrulanmaktadir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.12. Molekiiller ve AgNP ile etkilestirilmis halleri UV-vis goriintiisii.
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Sekil 3.13: AgNP ile etkilestirilmis halleri UV-vis goriintiisii.

Nanopartikiil Sekil 3.14 EDX goriintiisiinde goriildigii gibi icerdigi Ag elementleri ile
glimiis nanopartikiil ifadesini kuvvetli bir sekilde belirtmektedir. Sekil 3.15’deki SEM
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goriintlisiiyle de bu sentezlenen nanopartikiillerin siklikla kiibik yapida oldugu

goriilmektedir.

L

[ T3 [0 D Laac: 188 Hdlnt 4380 b Cwt Damees-L21

Sekil 3.14: Biyosentez yontemiyle elde edilen glimiis nanopartikiiliin EDX
goruntust.

EHT= 5.00 kV Signal A = InLens
WD = 4.6 mm Mag= 40.33 KX

DAYTAM ZEISN

Sekil 3.15: Nanopartikiillerin SEM goriintiisii.
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Ayrica elde edilen bu nanopartikiillerin boyutlariin biiytikliikleri ImageJ 1.53m
programi yardimiyla Olgiilerek veri seti olusturuldu. Elde edilen bu verilerden
nanopartikiillerin yaklasik boyut biiyiikliiklerini ifade eden grafik elde edildi (Sekil
3.16). Nanopartikiillerin yaklasik 84 nm biiytikliigiinde oldugu ifade edildi.

|:|~.—\.Ternge Size 84 (nm)

Count

-

60 80 100 120 140 160

Particle Size (nm)
Sekil 3.16: Nanopartikiillerin boyut analiz grafigi.
3.2. Nanopartikiillerle Etkilesen Molekiillerin Hiicre Sagkalim Bulgular:

HUVEC hiicre hattina kars1 48 saatlik doz uygulamasi hiicre canlilig1 test sonucu

Sekil 3.17°de goriilmektedir.
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Sekil 3.17: Nanopartikiillerle etkilesen molekiillerin HUVEC hiicre hattinda 48 saat
uygulama sonrasi hiicre sagkalim grafigi. AgNP: 5 ug/ml, Honokiol: 25 uM, HAgNP:
Honokiol+AgNP 25 uM, Berberin: 100 uM, BAgNP: Berberin+AgNp 100 uM, SirReal2:
25 uM, SAgNP: SirReal2+AgNP 25 uM doz konsantrasyonlarinda 48 saat uygulama
stiresinde hiicre sagkalim yiizdelerine bakilmistir. One-Way ANOVA: p<0,001; PostHoc
(Bonferroni): ae,af,ag,be,bf,ce,cf,de,df,fhp<01001, ah,bg,dg,ehp<0101’ cg,fgp<0105_
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Kontrolle; AgNP ve Honokioliin kiyaslamasi yapildiginda hiicre sagkalimda az miktarda
diisiis goriilmiis olsa da istatiksel anlam ifade etmemektedir. Kontrolle Berberin ve
BAgNP karsilagtirildiginda Berberin ~%59, BAgNP’nin ~%68 oraninda azalttig
p<0,001 anlamlilikla ifade edilmektedir. Ancak Berberin ve BAgNP hiicre morfolojik
Sekil 3.18 goriintiilerinde hiicre deformasyonuna pek rastlanilmadi. Kontrolle Sireeal ve
SAgNP kiyaslandiginda SirReal2’nin ~%43 (p<0,001), SAgNP ise %29 oraninda
(p<0,01) anlamlilik diizeyinde sagkalimi azalttig1 goriilmektedir. AgNP ile Honokiol,
HAgNP kiyaslandiginda AgNP hiicre canliligini Honokiole gore biraz daha fazla
artirmakta, AgNP ile HAgNP karsilastirildiginda ise HAgNP hiicre canliligint AgNP’ye
gore artirmakta ancak istatistiksel anlam ifade etmemektedir. AgNP ile Berberin, BAgNP
kiyaslanmasinda AgNP Berberine gore hiicre canliligi ~%43 ve BAgNP’ye gore de ~%52
artirdig1 ve p<0,001 istatistiksel anlamlilik ifade ettigi goriilmiistiir. AgNP ile SirReal?2,
SAgNP Karsilastirilmasi yapildiginda SirReal2 ~%27 hiicre canliligini azaltmakta
(p<0,01) anlamlilik dercesinde gosterilmistir. SAGNP, AgNP’ye gore az miktarda canliga
etki etmekte fakat istatistiksel anlam bulunmamaktadir. Honokiol ile HAgNP kendi
aralarinda kiyaslandiginda HAgNP hiicre canlilifin1 biraz daha artirmakta, istatiksel
olarak anlam tagimamaktadir. Honokiol, Berberin ve BAgNP ile karsilastirildiginda
Honokiol, hiicre canliligin1 Berberine kars1 ~%39 oranda BAgNP’ye kars1 ~%49 oraninda
(p<0,001) anlamlilik derecesinde artirmaktadir. Honokiolle SirReal2 kiyaslandiginda,
Honokiol canliligi ~%24 oraninda artirmakta istatistiksel (p<0,05) anlamlilik ifade
etmektedir. Honokiolle SAgNP kiyaslandiginda Honokioliin ~%10 oraninda hiicre
canliligin1 artirmakta ancak istatiksel anlam ifade etmedigi goriilmektedir. HAgNP,
Berberin ve BAgNP ile kiyaslandiginda HAgNP Berberine gore ~%48, BAgNP’ye gore
~%57 anlamlilik derecesi (p<0,001) olarak canliligi 6nemli bir sekilde artirmaktadir.
HAQgNP, SirReal2 ve SAgNP ile kiyaslandiginda; HAgNP SirReal2’e gore ~%32 oranda
(p<0,01) anlamlilikla hiicre canliliginda artis saglamakta, SAgNP’ye gore ise HAgNP nin
~%18 oranda canlilig1 artirmakta ancak istatiksel anlamlilik ifade etmemektedir. Berberin
ve BAgNP kendi aralarinda kiyaslanmasi yapildiginda Berberin BAgNP’ye gore ~%10
daha fazla hiicre canliligini artirdigi ancak istatiksel anlamlilik ifade etmemektedir.
Berberin SirReal2’e gore kiyaslandiginda SirReal2’nin Berberine gore hiicre canliligini
yaklasik %16 artirmakta istatistiksel anlam ifade etmemekte, Berberinin SAgNP’yle
kiyaslandiginda ~%30 artirdig1 (p<0,01) anlamlilik gostermektedir. BAgNP ile SirReal2,
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SirReal2’nin canliligt BAgNP’ye gore p<0,05 anlamlilik seviyesinde ~%26
artirmaktadir, SAgNP’yle karsilagtirildiginda ise SAgNP’nin BAgNP’ye gore hiicre
canliligini (p<0,001) anlamlilik diizeyinde ~%40 artirdigi gérilmiistiir. SirReal2 ile
SAgNP kendi aralarinda kiyaslandiginda SAgNP canlilifi ~%15 artirirken anlamlilik
ifade etmemektedir.

Maddelerin HUVEC hiicre hattina olan etkisinin goriintiileri Sekil 3.18 ve 3.19°da

gosterilmektedir.

Sekil 3.18: HUVEC hiicre hatt1 Berberin ve BAgNP hiicre morfolojik goriintiileri. (Mavi
ok: hiicre deformansyonlarni belirtmektedir. 400 um barinda mikroskopta ¢ekilen

fotograflar).

Honokiol (25 pM) HAgNP (25 uM)

Sekil 3.19: HUVEC hiicre hattindaki 48 saat doz uygulama goriintiileri. (400 um barinda
mikroskopta cekilen fotograflar).
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Meme kanseri hiicre hattlarindan biri olan MDA-MB-231 hiicre hattina molekiiller ve

nanopartikiille etkilestirilmis halllerinin hiicre sagkalim bulgular1 Sekil 3.20°de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.20: Nanopartikiillerle etkilesen molekiillerin MDA-MB-231 hiicre hattinda 48
saat uygulama sonrasi hiicre sagkalim grafigi. AgNP: 5 ug/ml, Honokiol: 25 uM,
HAgNP: Honokiol+AgNP 25 uM, Berberin: 100 uM, BAgNP: BerberintAgNp 100 uM,
SirReal2: 25 uM, SAgNP: SirReal2+AgNP 25 uM doz konsantrasyonlarinda hiicre
sagkalim yiizdelerine bakilmistir. One-Way ANOVA: p<0,001; PostHoc (Games-
HOWG”)Z ae,af,ce,de,df,eh,fhp<0’001, cf,ef,eg,fgp<0’01’ be,bf,chp<0’05l

AgNP kontrolle karsilastirilmasi yapildiginda AgNP’nin hiicre canliligin1 az miktarda
diistirdiigii goriilmekte ancak istatistiksel anlamlilik ifade etmemektedir. Kontrolle
Honokiol grubunun karsilasgtirilmast  yapildiginda  Honokiolin  pek  etkisi
goriilmemektedir. Kontrol grubu ile HAgNP kiyaslandiginda HAgNP hiicre canliligini
azalttigi gorilmekte istatistiksel olarak anlamlilik ifade etmemektedir. Kontrol ile
Berberin grubunun kiyaslanmasinda, Berberin meme kanserindeki canlilign ~%74
oraninda siddetli bir sekilde azalttig1, istatiksel olarak (p<0,001) derecesinde anlamlilik
ifade etmektedir. Kontrol ile BAgNP kiyaslandiginda BAgNP’nin ~%88 oraninda hiicre
canliligini ¢ok kuvvetli bir sekilde diisiirdiigii (p<0,001) anlamlilik diizeyinde meme
kanserine etkisi goriilmiistiir. Kontrol grubu ile SirReal2 ve SAgNP’nin
karsilastirildiginda SirReal2 kontrole gore hiicre canliligini az miktarda diisiiriirken,
SAgNP kontrolle kiyaslandiginda hiicre canliligini ~%]15 azalttig1 goriilmekte ancak
istatistiksel anlam ifade etmedikleri goriilmiistir. AgNP ile Honokiol ve HAgNP
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karsilagtirildiginda AgNP Honokiol ve HAgNP’ye gore burda hiicre canliligini
azaltmakta fakat istatistiksel anlam ifade etmemektedir. AgNP ve Berberin
kiyaslandiginda, Berberin AgNP’ye gore hiicre sagkalimi ~%68 oraninda (p<0,05)
anlamlilik diizeyinde diistirdiigli goriilmiistiir. AgNP ile BAgNP kiyaslandiginda hiicre
canliligimi BAgNP’nin yalniz AgNP’ye karsi ~%82 oraninda azalttigi (p<0,05)
anlamlilikla ifade edilmistir. AgNP, SirReal2 ve SAgNP ile kiyaslandiginda AgNP,
SirReal2’ye gore hiicre canliligini disiiriirken, SAgNP’de tersinin oldugu SAgNP’nin
AgNP’ye gore hiicre canlilign azalttigigoriillmekte istatistiksel olarak anlam ifade
etmemektedirler. Honokiol ile HAgNP kiyaslandiginda, HAgNP hiicre canliligini
azalttig1 goriilmekte istatistiksel anlamlilik ifade etmemektedir. Honokiol ile Berberin
kiyaslamasinda Berberin %82 oraninda hiicre canliligini diigiirmekte (p<0,001)
anlamlilik gdstermektedir. Honokiol ile BAgNP kiyaslandiginda ise BAgNP ~%96
oraninda sagkalimi azalttig istatistiksel olarak da (p<0,001) anlamlilikla 6nemli bir etki
sergilemektedir. Honokiol ile SirReal2 karsilastirildiginda, SirReal2’nin hiicre canliligini
diistirmekte oldugunu istatistiksel anlamda anlamlilik gostermedigi bulunmustur.
Honokiol ve SAgNP kiyaslamasinda SirReal2’nin ~%23 oraninda (p<0,05) anlamlilik
derecesinde hiicreyi azalttigi ifade edilmistir. HAgNP ile Berberin karsilagtirilmasinda
Berberin hiicreyi %70 oraninda (p<0,001) anlamlilik seviyesinde diisiis saglayarak
etkisini gostermistir. HAgNP ile BAgNP kiyaslandiginda BAgNP ~%84 oraninda
yasayan hiicre sayisini azaltarak (p<0,001) anlamlilikla etkisini belirtmistir. HAgNP,
Sirrreal ve SAgNP ile karsilastirildiginda, HAgNP SirReal2’ye kasi hiicre canliligini
azaltmakta SAgNP ile kiyaslandiginda ise SAgNP hiicre canlililigini disiirmekte
istatistiksel anlam ifade edememektedirler. Berberin ile nanopartikiille etkilestirilmis hali
BAgNP kiyaslandiginda BAgNP ~%14 oraninda hiicre canliligin1 daha fazla azaltmakta
ve (p<0,01) anlamlilik seviyesinde gosterilmektedir. Berberin ile SirReal2
karsilastildiginda Berberin hiicre canliligin1 SirReal2’ye gore ~%72 oranda etkili bir
sekilde (p<0,01) anlamlilikla azaltmaktadir. Berberinin SAgNP’ye gore kiyaslandiginda
Berberinin  ~%60 oraninda hiicre sagkalimini azalttigi (p<0,001) anlamlilikla
belirtilmistir. BAgNP’nin, SirReal2 ve SagNP’ye kars1 hiicre canlilig1 lizerine etkisine
bakildiginda ise BAgNP, SirReal2’ye gore hiicre canliligini ~%86 oraninda diistiriirken
(p<0,01) SAgNP’ye ise ~%73 oraninda (p<0,001) anlamlilik derecesinde sagkalimi
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diisirdiigi gosterilmistir. SirReal2 ile SAgNP kendi aralarinda kiyaslandiginda
nanopartikiille etkilestilen SAgNP canliligi ~%]12 oranla diisiirdiigii goriilmiistir.
MDA-MB-231 hiicre hattina molekiiller ve nanopartikiillii hallerinin hiicre sagkalima
etkileri Sekil 3.21’de goriilmektedir ve bu bulgular hiicre mikroskop goriintiileri ile
tutarlidir.

Kontrol Grubu AgNP (5 ug/ml) Honokiol (25 uM) HAgNP (25 uM)

Berberin (100 uM)

BAgNP (100 M)

Sirreal (25 pM) SAgNP (25 uM)

Sekil 3.21: MDA-MB-231 hiicre hattindaki 48 saat doz uygulama gorintiileri. 200 um

barinda ¢ekilen mikroskop goriintiileri.

Sekil 3.22 gorselinde berberin ve nanopartikiil etkilesimli halinin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattina ciddi bir sekilde etkisi oldugu mikroskop goriintiileriyle de teyit

edilmis ve hiicrenin morfolojik yapisina zarar verdigi goriilmektedir.

7 “"i 7 J," ; /" L
Sekil 3.22: Berberin gruplarinin MDA-MB-231 hiicrelerde olusturdugu hasar goriintiisii.
200 pm barinda g¢ekilen mikroskop goriintiileri, mavi oklar hiicre deformasyonunu
belirtmektedir.
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Calismada kullanilan molekiiller ve nanopartikiille etkilestirilmis formlarinin kolon

kanseri hiicre hatlarindan biri olan HCT-116’daki hiicre sagkalim bulgular1 Sekil 3.23’te

gosterilmektedir.
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Sekil 3.23: Nanopartikiillerle etkilesen molekiillerin HCT-116 hiicre hattinda 48 saat
uygulama sonrasi hiicre sagkalim grafigi. AgNP: 5 ug/ml, Honokiol: 25 pM, HAgNP:
Honokiol+AgNP 25 uM, Berberin: 100 uM, BAgNP: Berberin+tAgNp 100 uM, SirReal2:
25 uM, SAgNP: SirReal2+AgNP 25 uM doz konsantrasyonlarinda hiicre sagkalim
yiizdelerine bakilmistir. One-Way ANOVA: p<0,001; PostHoc (Games-Howell):
ac,adp<0,0011 ae,af,bc,bd,bf,cd,dep<o’011 be,dhp<0105_

AgNP, kontrolle kiyaslandiginda az miktarda hiicre canliligini diisiirmekte ancak
istatistiksel bir fark goriilmemektedir. Honokiol kontrol grubuyla karsilastirildiginda
hiicre canliligimmi istatiksel olarak (p<0,001) anlamlilik diizeyinde ~%43 oraninda
diistirdiigii gortldi. Honokioliin nanopartikiil etkilesimli grubun da ise HAgNP, kontrole
kiyasla istatistiksel olarak (p<0,001) anlamlilik derecesinde ~%71 oraninda hiicre
canliligini azaltarak Onemli derece bir disiis goriilmekte ve hiicre morfolojik
goriintiilerinde de bu siddetli etki (Sekil 3.24) go6zlemlenildi. Berberin grubunun,
kontrolle karsilastirilmasi yapildiginda (p<0,01) anlamlilik diizeyinde ~%37 oraninda
hiicre canliliginda azalma meydana gelmistir. BAgNP, kontrol grubuyla karsilastiriimasi
yapildiginda (p<0,01) derecesinde ~%55 oraninda hiicre canliligini azaltarak etkili bir
sonu¢ elde edilmistir. SirReal2 grubu ile nanopartikiillii grubunun, kontrolle gore
kiyaslamasi yapildiginda SirReal2 ~%?29, SAgNP grubu ise ~%25 miktarlarda hiicre

canliligint azaltmakta ancak istatistiksel olarak bir fark goriilmemektedir. Tek basina
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AgNP grubu ile Honokiol kiyaslandiginda (p<0,01) anlamlilik diizeyinde Honokioliin
AgNP’ye gore ~%39 oraninda hiicre canliligini diisiirdiigii gortilmustiir. Sadece AgNP ve
nanopartikiille etkilestirilmis olan HAgNP birbiriyle kiyaslandiginda yalniz AgNP’nin
tek basina hiicre canliligini ¢ok az diisiis olurken, HAgNP’nin ise hiicre canliliga etkisi
~%67 oraninda hiicre canliligini azalttig: istatistiksel olarak (p<0,01) anlamlilikla 6nemli
derecede etkisi gortilmistiir. AGNP ile Berberin kiyaslandiginda Berberin ~%33 oraninda
hiicre canliligini diisiirmekte istatistiksel olarak (p<0,05) anlamlilik ifade etmektedir.
AgNP ile BAgNP kiyaslandiginda BAgNP’nin hiicre canliligini ~%51 oraninda
azaltmakta ve (p<0,01) anlamlilik diizeyinde gorilmektedir. AgNP ile SirReal2
kiyaslandiginda, SirReal2 hiicre canliligin1 ~%25 azaltmakta ancak istatistiksel olarak bir
anlam ifade etmemektedir. AgNP’nin SAgNP ile karsilasgtirllmasinda, SAgNP’nin ~%20
canliligi azaltmakta ancak istatiksel olarak bir anlam tasimamaktadir. Honokiol ve
HAgNP, kendi aralarinda karsilastirilmasi yapildiginda HAgNP ~%30 oraninda (p<0,01)
anlamlilik diizeyinde hiicre canliligini azaltarak nanopartikiille etkilestirilmis halinin
hiicre 6liimiinde daha etkili oldugu goriilmiistiir. Honokiol ile Berberin kiyaslandiginda,
Honokiol hiicre canlilifinda biraz daha fazla diisiis gdstermekte ancak istatistiksel olarak
anlam ifade etmemektedir. Honokiol ile BAgNP kiyaslandiginda, BAgNP biraz daha
fazla hiicre canliliginda etki yapmakta fakat istatistiksel olarak anlam tagimamaktadir.
Honokiol ile SirReal2 ve SAgNP kiyaslandiginda, Honokiol hiicre canliligini azaltmakta
ikisine karsilik daha etkin olmakta ancak bu karsilastirma istatistiksel olarak anlam ifade
etmemektedir. HAgNP ile Berberin kiyaslandiginda, HAgNP hiicre canliligin1 Berberine
gore ~%34 diisiirmekte istatiksel olarak (p<0,01) anlamli olarak goriilmektedir. HAgNP
ile BAgNP karsilastirildiginda, HAgNP hiicre canliliginda biraz daha fazla diisiis gortildii.
Ancak istatistiksel olarak anlam tagimamaktadir. HAgNP ile SirReal2
karsilastirildiginda, HAgNPnin, SirReal2’e gore ~%42 oraninda hiicre canliligini
azalttig goriilmekte istatistiksel olarak anlam ifade etmemektedir. HAgNP‘nin SAgNP
ile karsilastirilmasinda, HAgNP’ nin hiicre sagkalima ~%47 oranma disiisiin oldugu
(p<0,05) anlamhilik diizeyinde etki etmektedir. Berberin ve BAgNP kendi aralarinda
hiicre canlilig1 kiyaslamasi1 yapildiginda, BAgNP’nin ~%26 oraninda canlilig1 azalttigi
goriilmekte istatistiksel olarak anlamlilik ifade etmemektedir. Berberin grubu, SirReal2
ve SAgNP ile karsilastirilmasi yapildiginda; Berberin, SirReal2 ve SAgNP’ye gore hiicre

canliigimmi1 azaltarak daha etkili olmakla beraber istatistiksel olarak anlamlilik
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gostermemektedir. BAgNP’nin SirReal2’e gore kiyaslamasinda, BAgNP ~%26 hiicre
canliligint azalttig1, ayn1 sekilde BAgNP’ nin SAgNP ile kiyaslanmasinda, BAgNP’nin
~%31 canlilig1 azalttigi goriilmekte istatistiksel olarak anlam ifade etmemektedir.
SirReal2 ve SAgNP kendi aralarinda kiyaslandiginda, SirReal2’nin daha etkili oldugu
ama istatistiksel olarak anlam ifade etmedigi goriilmiistiir.

Molekiiller ve nanopartikiillerle kombinasyonlu hallerinin HCT-116 hiicre hattina kars1
gostermis olduklari etkiler, hiicre morfolojik goriintiileri ile Sekil 3.24 ve Sekil 3.25 ile

tutarlidir.

Kontrol Grubu Honokiol (25 uM) HAgNP (25 uM)

Sekil 3.24: HCT-116 hiicre hattindaki 48 saat doz uygulama gérintiileri. (400 um barinda
cekilen mikroskop goriintiileri)

Sekil 3.25: Honokiol ve HAgNP’nin HCT-116 hiicre morfolojisindeki etkileri. (400 um

barinda ¢ekilen mikroskop goriintiileri, mavi ok hiicre hasar1 oldgunu belirtmektedir.)
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Sekil 3.26: Nanopartikiillerle etkilesen molekiillerin DLD-1 hiicre hattinda 48 saat
uygulama sonrasi hiicre sagkalim grafigi (AgNP: 5 ug/ml, Honokiol: 25 uM, HAgNP:
Honokiol+AgNP 25 uM, Berberin: 100 uM, BAgNP: Berberin+AgNp 100 uM, SirReal2:
25 uM, SAgNP: SirReal2+AgNP 25 puM doz konsantrasyonlarinda hiicre sagkalim
yiizdelerine bakilmistir.) (One-Way ANOVA: p<0,001; PostHoc (Bonferroni):
ad,bd,dg,dfp<0,o5' Cfp<0,01, df,efp<0’001)

Molekiiller ve nanopartikiillii hallerinin DLD-1 kolon kanseri hiicre hattindaki hiicre
sagkalim bulgular Sekil 3.26’de goriilmektedir. AgNP‘nin kontrol grubuyla kiyaslamasi
yapildiginda AgNP ¢ok az miktarda hiicre canliligini artirarak istatistiksel bir anlamlilik
ifade etmemektedir. Honokiol grubunun kontrolle karsilagtirilmasi yapildiginda
Honokioliin  hiicre canlihgmi ~%11 azaltmakta istatiksel olarak anlamlilik
gostermemektedir. HAgNP grubu kontrole Kkarsilastildiginda, canliligr (p<0,05)
anlamlilik diizeyinde ~%18 oraninda azaltarak etki gostermektedir. Honokiol ve
HAgNP’nin DLD-1 hiice hattina ciddi sekilde hiicre hasar1 olusturarak etkisini
gostermektedir (Sekil 3.28). Berberin grubu kontrollle kiyaslamasi yapildiginda,
istatistiksel anlamlilik ifade etmemekte ancak ~%13 diizeyinde hiicre canliligim
azaltmaktadir. BAgQNP, SirReal2 ve SAgNP kontrolle kiyaslamasi yapildiginda
istatistiksel anlam ifade etmemekle beraber hiicre canliliginda az miktarda artig
goriilmektedir. Ancak hiicre morfolojik goriintiilerinde hiicreler iizerinde hasarlari
goriilmektedir (Sekil 3.27). AgNP’nin Honokiolle karsilastiriimasinda Honokioliin ~%17
oraninda hiicre canliliginda diisiis goriilmekte ancak istatistiksel anlamlilik
gostermemektedir. Yalniz AgNP’nin HAgNP ile kiyaslanmasinda, HAgNP hiicre
canliligin1 ~%?24 oraninda disiirdiigii istatistiksel olarak (p<0,05) anlamlilik derecesinde
etki ettigi goriilmektedir. AgNP grubu Berberin, BAgNP, SirReal2, SAgNP ile

45



kiyaslanmasi yapildiginda diger gruplarin yalniz AgNP’ye gore hiicre canliligini azalttigi
goriilmekte ancak istatistiksel anlamlilik ifade etmemektedir. Honokiolle HAgNP kendi
aralarinda karsilastirildiginda hiicre canliligina HAgNP nin daha etkili oldugu, Honokiol
ile Berberin kiyaslanmasinda ise Berberin daha etkinken istatistiksel anlamlik ifade
etmemektedirler. Honokiol ile BAgNP kiyaslandiginda, Honokiol hiicre canliligini ~%27
(p<0,01) anlamlilik dercesinde azaltmaktadir. Honokiol’iin, SirReal2 ve SAgNP’yle
kiyaslanmasinda ~%14 ve ~%12 hiicre canliligin1 azalttig1 ancak istatiksel anlam ifade
etmedigi gortlmustir. HAgNP, Berberine gére hiicre canliligini azaltmakta istatistiksel
anlamlilik goriilmemekte, HAgNP ile BAgNP nin kiyaslanmasinda ise hiicre canliligini
(p<0,001) anlamlilik derecesinde ~%34 azalttig1 etkili bir sekilde goriilmiistiir. HAgNP
SirReal2 ile karsilastirildiginda, HAgNP’nin SirReal2’e gore hiicre canliligint ~%21
azaltigi  (p<0,05) anlamlilik diizeyinde goriilmektedir. HAgNP’yle SAgNP
karsilagtirildiginda, HAgNP hiicre sagkalimi ~%19 azalttig1 istatistiksel anlam ifade
etmedigi goriilmiistir. Berberin ve BAgNP’nin karsilastirllmasinda, Berberin hiicre
sagkaliminda (p<0,001) anlamlilik derecesinde ~%29 diisiis goriilmiistiir. Hem Berberin
hem de BAgNP, SirReal2 ve SAgNP’ye gore hiicre canliligini azaltmakta, SirReal2 ve
SAgNP ile karsilastigirildiginda, SAgNP hiicre canligini azaltmakta, ancak istatistiksel

olarak anlam ifade etmemektedir.

Kontrol Grubu AgNP (5 ug/ml)

Sirreal (25 pM)

Berberin (100 uM) BAgNP (100 uM) SAgNP (25 uM)

=25

Sekil 3.27: DLD-1 hiicre hattindaki 48 saat doz uygulama goriintiileri. (400 pm barinda

cekilen mikroskop goriintiileri)
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Sekil 3.28: Honokiol gruplarmin DLD-1 hiicre hattindaki morfolojik etkileri. (400 pm

barinda c¢ekilen mikroskop goriintiilleri, mavi oklar hiicre deformasyonunu

belirtmektedir.)

3.3. Nanopartikiillerle Etkilestirilmis Molekiillerin Protein Ekspresyon Bulgulari

DLD-1 hiicre hattindaki protein ekspresyon sonucu Sekil 3.29°da gosterilmektedir.
Glimiis nanopartikiillerle etkilesmis Honokiol, berberin ve SirReal2’in NP’lerle
etkilesmemis formlarina gére PARP’in kesilmis formunun artmasina (cleaved PARP)
neden olmustur. Ozellikle SAgNP uygulanan grupta PDH protein ekspresyonunun arttig1
goriilmustiir. Uygulamalar SIRT2 diizeylerde belirgin bir degisiklige neden olmamustir.
SirReal2’nin hem kendisi hem de NP’lerle etkilesmis formu LDHA miktarini arttirmis,
Berberin’in ise hem kendisi hem de NP’lerle etkilesmis formu SIRT3 miktarini

arttirmistir.
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Sekil 3.29: Nanopartikiillerle ile etkilestirilmis molekiillerin DLD-1 hiicre hattindaki 48
saat uygulama sonrasi protein ekspresyon diizeyleri. KNT: Kontrol grubu, AgNP: 5
ug/ml, HNK: Honokiol 25 uM, HAgNP: AgNP ile etkilestirilmis Honokiol 25 uM, BRB:
Berberin 50 uM, BAgNP: AgNP ile etkilestirilmis Berberin 50 uM, SRL: SirReal2 25
uM, SAgNP: AgNP ile etkilestirilmis SirReal2 25 uM ifade etmektedir.)

MDA-MB-231’in protein ekspresyon bulgular Sekil 3.30°da belirtilmektedir. Ozellikle
giimiis NP’lerle etkilesen SirReal2 (SAgNP) PARP’in parcalanmasma yol a¢cmustir.
Honokiol, berberin ve SirReal2 uygulamalarin hem kendileri hem de NP’lerle etkilesmis
formlar1 SIRT2 diizeylerini azaltmistir. Glimiis NP’lerle etkilesmis berberin (BAgNP)
SIRT3 protein ifadesini arttirdig goriilmistiir.
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Sekil 3.30: Nanopartikiillerle ile etkilestirilmis molekiillerin MDA-MB-231 hiicre
hattindaki 48 saat uygulama sonrasi protein ekspresyon diizeyleri. KNT: Kontrol grubu,
AgNP: 5 ug/ml, HNK: Honokiol 25 uM, HAgNP: AgNP ile etkilestirilmis Honokiol 25
uM, BRB: Berberin 50 pM, BAgNP: AgNP ile etkilestirilmis Berberin 50 pM, SRL:
SirReal2 25 uM, SAgNP: AgNP ile etkilestirilmis SirReal2 25 uM ifade etmektedir.

3.4. Apoptoz Bulgular:

Akdirin oranj boyama yontemiyle boyamasi yapilan hiicrelerin mikroskop goriintiileri
Sekil 3.31 ve 3.32°de gosterilmektedir. Bu boyama yontemiyle hiicrelerin apoptoza gegis
diizeyleri belirtilmektedir. Hiicrelerin morfolojik goriintiilerindeki yesil renk, hiicrelerin
canli oldugu, turuncu renk hiicrelerin apoptoza gegtigini kirmizi renkli hiicreler ise hiicre

Oliimiinii gostermektedir.
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Kontrol

Honokiol

Berberin

Sirreal

Sekil 3.31: Kolon kanseri hiicre hattinda apoptoz olusumlarinin belirtildigi mikroskop

goriintiileri. Olcekleme bar1: 200 pm, mavi oklar: apoptoz ve 6lii hiicreleri gosterir.

50



Kontrol

HAgNP

Berberin

Sirreal

Sekil 3.32: Meme kanseri hiicre hattinda apoptoz olusumlarinin belirtildigi mikroskop

goriintiileri. 200 um barinda ¢ekilmistir, mavi oklar: apoptoz ve 6lii hiicreleri gosterir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser insanlarin 6liimiine neden olan, hem fizyolojik hem de psikolojik olarak insani
olumsuz etkileyen ve hayat kalitesini 6nemli derecede diisliren bir hastalik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu hastaligin ileri boyuta ulagsmasi viicudun diger organlarina

sigrayarak tedavisinin oldukga zor hale gelmesine neden olur.

2020 y1il1 kanser aragtirma verilerine gore diinya genelinde yaklagik 19,3 milyon yeni
kanser teshisi, 10 milyon ise kanserden dolay1 6liim meydana geldigi goriilmistiir. (Sung
vd., 2021; Wu vd., 2018). Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi gibi bilinen tedaviler kansere
kars1 sik kullanilmakta ancak maliyet, asir1 dozlarin alimi ile kanserli doku disindaki
saglikli doku ve organlara zarar verebilmesi, 6limciil yan etki gibi nedenlerinden dolay1
dezavantajlar1 oldugu bilinmektedir (Cesmeli ve Biray Avci, 2019; Hossen vd., 2019).
Bu nedenle kanser tedavi yontemleri arastirmacilarin dikkatini ¢ekmekte ve yan
etkilerinin oldukga minumuma indirgenmesi, diisiik maliyet, 6liim oranlarini azaltmak

gibi amaglar dogrultusunda ¢aligmalar yapilmaktadir.

Kanserli bolgelerin iyilestirilmesi kemaoterapi ilaglarinin yiiksek doz seviyesinde ve
tekrarli alimlariyla miimkiin olabilmektedir. Ancak bu ilaglarin sikga ve yiiksek
konsantrasyonlarda alimlar1 kanserli bolgeyle sinirli kalmayip diger bolgelere de etki
etmektedir. Bu da olumsuz sonuglar olusturmaktadir (Bharti vd., 2019). Nanopartikiiller
yapilar1 ve essiz Ozelliklerinden dolayr hedefli tedavi yani kanserli bolgeye odakli
tedaviyi sunabilmektedir. Bizde bu c¢aligmada biyosentez yontemi kullanilarak elde
edilen diisiikk maliyetli, verimli, ¢evreye faydali nanopartikiillerin ¢esitli molekiillerle
etkilestirilmesi saglanilarak kolon ve meme kanserine karsit gostermis oldugu etkileri

incelemeyi potansiyel ila¢ olabilme durumlarini aragtirmay1 amaglamaktayiz.

Sik¢a adin1 ve kullanimlarimi duydugumuz nanopartikiillerden biri olan giimiis
nanopartikiiller anti bakteriyel, anti inflamatuar, antikanser davranislar sergilediklerinden
dolay1r ilag sanayisi, tekstil sanayisi, biyosensorler, akilli tedaviler, kozmetik,
goriintiileme sistemleri, kanser tedavileri gibi alanlarda gortilmektedir. Bu AgNP’lerin
elde edilebilmesi icin g¢esitli sentez yontemi bulunmakta ancak ¢evreye duyarli, diigiik

maliyetli, kolay elde edilebilme gibi 6zellikleri yesil sentez yontemi sunmaktadir (Srikar
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vd., 2016). Bu ¢alismada ilk olarak biyotemelli yaklasim olan yesil sentez yontemi ile nar
bitkisi ( Punica granatum L.) kabuklar1 kullanilarak AgNP’nin eldesi saglandi. Elde
edilen nanopartikiil literatiirde yer aldigi gibi agik renk halinden koyu renge doniisiimii
ve yapilan karakterizasyonlarla AgNP elde edildigi dogrulanmistir (Shanmugavadivu vd.,
2014). Yesil sentez yontemiyle cesitli bitki materyali kullanilarak eldesi yapilan

AgNP’lerin antikanser aktiviteleri literatiirde yapilan ¢aligmalar ile raporlandirilmistir.

Nakkala ve arkadaslar1 2017’de yaptiklar1 ¢alismalarinda Ficus religiosa bitkisininden
elde ettikleri giimiis nanopartikiillerin anti bakteriyel ve anti kanser oOzellikleri
aragtirtlmistir. Bitkisel yontemle elde edilen giimiis nanopartikiiller ortalama 21 nm
biiytikligiinde kiiresel sekil yapisina sahip oldugu bildirilmistir. Bu elde edilen
nanopartikiiller akciger kanseri ve servikal adenokarsinom hiicre hatlarinda apoptotik
farkliliklara neden oldugu in vivo uygulamalart ile AgNP’lerin ¢ok islevsellik,
biyouyumlu gibi Ozellikleri ile nanotip alaninda yarar saglayabilecegi Ssonucuna
varilmistir (Nakkala vd., 2017). Venugopal ve digerlerinin 2017°de arastirmalarinda ise
Beta vulgaris bitkisinden biyosentezlenen giimiis nanaopartikiiller UV, XRD ve
HRETEM analizleri yaparak dogrulanmistir. Boyutlar1 kiiresel sekilli 10 ila 20 nm
boyutlarinda olmakla birlikte normal hiicrelere kiyasla MCF-7 meme kanseri, A549
akciger kanseri, HepG2 karaciger kanser hiicrelerine kars1 sitotoksite etkiler bulundurarak
nanopartikiillerin kanser tedavilerine yararli olabilecek anti kanser ajan olarak
kullanilabilir sonucuna ulasilmistir (Venugopal vd., 2017). Diger ¢alismada ise atik yesil
otlar kullanilarak giimiis nanopartikiiller sentezlenmis olup bu AgNP’lerin boyutu
yaklagik15 nm olarak ifade edilmistir. AgNP’ler UV-Vis spektroskopisi, XRD ve TEM
Kullanilarak fizikokimyasal ozellikleri ve antimikrobiyal, antifungal aktiviteleri
belirlenmistir. Ayrica giiglii seviyede sitotoksisiteleri ise Cyclin D1 proteininin
ekspresyonunda tiiretilerek gosterilmistir (Khatami vd., 2018). Castro-Aceituno vd.
2016’da yaptiklar1 ¢aligmada Panax ginseng Meyer (P. ginseng) bitkisinin
yapraklarindan eldesi yapilan AgNP'lerin A549 akciger kanser hiicre hattinda anti-kanser
aktivitesi sergilemis oldugu ve EGFR/p38 MAPK/p53 yolunun diizenlenmesinde anti-
aktivitesinin olast mekanizmasi olabilecegi bildirilmistir. (Castro-Aceituno vd., 2016).
El-Naggar ve arkadaslarinin 2017°de yaptiklart ¢alismada diger bir c¢alismada ise

biyolojik sentezle elde edilen AgNP’nin tibbi agidan 6nemli patojenik (Staphylococcus
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aureus ), (Pseudomonas aeruginosa, E. coli ve Klebsiella pneumonia ) bakterilerin
biiylimesini 6nemli dl¢iide inhibe etmis oldugu ayrica MCF-7 hiicre hattina ise 27.79 +
2.3 ug/ mL 1Cso degerinde etkili sitotoksik aktivitesi gosterilmistir. /n vivo galismalarn
da ise AgNP'lerin Ehrlic hassit karsinomu tasiyan farelerde tiimor biiyiimesini inhibe
etme kapasitesine sahip oldugu belirtilmistir (EI-Naggar vd., 2017). Singh ve
arkadaglariin 2021°de yaptiklart bir calismada Carica papaya bitkisinin yapraklarinin
ekstresi ile glimiis nanopartikiil eldesi yapilmistir. Teknik yontemler ile karakterizasyonu
yapilmis olan partikiillerin 10 ila 20 nm araliginda farklilik gosterebilen ve kiiresel bir
sekle sahip AgNP’ler oldugu belirtilmistir. Bitki ekstresinden elde edilmis olan bu AgNP,
AgNP-sitrik asit ve bitki ekstresine karsi kanser hiicrelerine kars1 daha iyi etkinlik ve
normal hiicreler i¢in de nispeten daha az toksik rol oynadig: ifade edilmistir. Prostat
kanser hiicre hatt1 olan DU145 hiicrelerinin bu yesil yontemle eldesi yapilan AgNP’lerle
(0,5-5,0 pg/ml) 24-48 saat zaman kadar iglenmesi, toplam hiicre sayisini %24-36
oraninda azalttigi (P<0,05) aktarilmistir. Ayrica AgNP’lerin akciger, meme ve
epidermoid karsinom hiicrelerine karsi anti-kanser aktivitesi vurgulanmustir. (Singh vd.,
2021). Ebrahimzadeh ve digerlerinin 2020’de yapmis olduklar1 arastirmalarinda
Anabaena flos-aque biokiitle 6zii sayesinde biyolojik sentez ile AgNP’lere ulasilmistir.
Yapilarinin kiiresel sekilli ve ortalama boylar1 da 100 nm altinda oldukga kararl bir yap1
sergilemis oldugu antikanser ve sitotoksik etkisini MTT testi ve akis sitometrisi
uygulamalari ile T47D (meme kanseri) hiicre dizilerine kars1 gogalma engelleyici tesiri
belirtilmistir. Anabaena nin yesil nanoteknoloji kapsaminda AgNP eldesi i¢in iyi bir
organizma olarak kullanilabilinirligi ve bu partikiillerin kanser karsit1 tedavi uygulamalari
icin 6nemli yeri oldugu aktarilmistir (Ebrahimzadeh vd., 2020). Al — Brahim ve
Mohammed’in 2020 ‘de yaptiklari arastirmada ise farkli iki ¢igek kaynagindan ( Ziziphus
spina-christi ve Acacia gerrardii) {iretilen baldan AgNP eldesi yapilmistir. Bunlarin
antioksidan, sitotoksik, antibakteriyel aktivitelerine bakilmigtir. Yesil metodla eldesi
yapilmis olan AgNP'ler baz1 Gram (-) ve Gram (+) bakterilere kars1 anti bakteriyel HepG2
hiicrelerine kars1 ise sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Al-Brahim ve
Mohammed, 2020). FElde ettigimiz bitki temelli giimiis nanopartikiiller UV-vis
Olctimlerinde 350 ve 400 nm arasinda giiclii absorpsiyon band1 verdigi goriildii. SEM
goriintiilerinde de bu nanopartikiillerin ¢ogunlukla kiibik yapida oldugu ve boyutununda

100 nm altinda olabilecegi analiz edildi. Bu nanopartikiiller gerek doza bagli gerek
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kombine etkileriyle kansere karsilik sitotoksik aktivite sergilemesiyle literatiirle uyumlu

olmaktadir.

Antioksidatif,  antimalaryal,  antiinflamatuar, kardiyoprotektif, anti-timor,
serebroprotektif etkiler dahil olmak {izere bildirilen birden ¢ok farkli biyoaktiviteye sahip
oldugu belirlenen Berberin ve Magnolia tiirlerinin kdk ve gévde kabugunda bulunabilen
Honokiol bilesikleri gosterdikleri terapotik etkilerden dolay1 eski Cin tibbinda ilag olarak
kullanilmistir (Arora vd., 2012; Hahm vd., 2008; Ye vd., 2009).

Cevre dostu, kolay, diisiik maliyetli olarak bilinen yesil sentez yontemi ile ( Punica
granatum L.) nar kabuklar1 kullanilarak sentezlenen glimiis nanopartikiiller FT-IR, UV-
vis SEM ve EDX yontemleri kullanilarak karekterizasyon islemleriyle tanimlandi. Bu
calisma da cesitli hastaliklara karsi ilag olarak kullanimi goriilen Honokiol ve Berberin,
SIRT inhibitorii olarak bilinen SirReal2 molekiilleri ile yesil sentez yontemi vasitasiyla
elde edilen AgNP’nin etkinlestirilmesi saglanildi. 48 saat uygulama siiresince meme ve
kolon kanserine kars1 tekrarli hiicre canlilig: testleri yapildi. HUVEC, MDA-MB-231,
HCT-116, DLD-1 hiicre hatlarina kars1 gosterdikleri etkiler hiicre sagkalim analizleri
yapilarak belirlendi.

Park ve arkadaslar1 2009°daki ¢alismalarinda MDA-MB-231 meme kanser hiicre hattina
60 um, 80 um, 100 um doz konsantrasyonlarinda 24 saat uygulama ile Honokioliin hiicre
canliligina olan etkisine bakilmistir. Yapilan uygulamanin sonucunda ICso degeri 59,5
um olarak bildirmislerdir (Park vd., 2009). Calismamizda da Honokiol 48 saaat 25 um
konsantrasyonu MDA-MB-231 hiicre hattina kars1 etkisi pek goriilmedi. Ancak kolon
kanseri hiicre hattina karsi Honokioliin etkinligine bakilan diger calisma da ise 48 saat
boyunca 5-10 ug/mL Honokiol, kaspaz basamaklarini aktive ederek apoptozu indiikledigi
belirtilmistir. Ayrica Honokioliin intraperitoneal enjeksiyonla hizla emilebildigini ve
plazmada 10 saatten fazla tutulabildigini gostermislerdir. Bununla birlikte kolon kanser
hiicre hatlarindan olan RKO ile inkiibe edilmis tiimor tasiyan farelerde, tiimor bitylimesini
inhibe ederek ve bu farelerin dmriinii uzatarak antikanser aktivitesi sergiledigi, zamana
ve doza bagli bir sekilde RKO hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi bildirilmistir (Chen

vd., 2004). Bizim c¢alismamizda DLD-1 kolon kanseri hiicresinde ise Honokioliin
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nanopartikiille etkilestirilmis hali (HAgNP) (25 uM), dozda hiicre canliligimi ~%18
miktarinda (p<0,05) azalttigi, HCT-116 kolon kanseri hiicre hattinda ise Honokiol (25
um) konsantrasyonda canliligi ~%43 (p<0,001), HAgNP (25 um) ise ~%71 (p<0,001)
seviyesinde kuvvetli diisiis gostererek hiicre sag kaliminda onemli bir etki sagladigi
goriilmekte ve ayrica hiicrelere olan bu kuvvetli etkiler hiicre morfolojileri ile de teyit
edildi. Pan ve digerlerinin 2014 teki ¢alismalarinda ise Honokioliin etkisi mitokondriyal
fonksiyonun inhibisyonu yoluyla akciger tiimorijenezini inhibe ettigini ilaveten
mitokondriyal solunumu baskiladigini ve mitokondride ROS olusumunu artirarak akciger
kanseri hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonuna yol agtigi vurgulanmistir (Pan vd., 2014).
Yaptigimiz ¢alismada da Honokiol ile nanopartikiillii halleri kolon ve meme kanser
hiicrelerinde oranj boyama goriintii analizlerimizde renk degisimlerinden apoptoza gecis
goriilmektedir. Diger ¢aligmada ise Shigemura ve ekibinin 2007°deki prostat kanseri
hiicrelerinin Honokiolden dolay1 apoptoza yanit verdigi ifade edilmistir. Ustelik Honokiol
primer ve metastatik prostat kanserlerini, prostat stromal fibroblastlarini, kemik iligi
stromal hiicrelerini ve kemik iligi ile iliskili endotel hiicrelerini ¢evreleyen hiicrelerde
o6nemli diizeyde dliime neden oldugu ilaveten hormona direngli prostat kanseri ve onun
uzak kemik metastazlarinin tedavisi i¢in diisik doz docetaxel ile adjuvan olarak
kullanilabilir, umut verici, toksik olmayan bir ajan diye raporlandirilmistir (Shigemura
vd., 2007). Literatiirdeki etkisine parelel olarak elde ettigimiz bulgulardan Honokiol ve

nanopartikiillii halleri kanser hiicrelerine kars giiclii etki gosterebilmektedir.

Yao ve ekibinin 2019°daki ¢aligmalarinda iiglii negatif meme kanseri MDA-MB-231
hiicre hattina Berberin etkisi ¢esitli doz konsantrasyonlarinda hiicre canliligi 48 saat
uygulama siiresince arastirilmistir. Yapilan ¢alismada doz konsantrasyonun artigina bagl
olarak etkili sitotoksik aktivite gosterebildigi, hiicrelerin koloni olugsumlarini azalttigini
ilavaten IL-1a, IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi karsinogenezde rol oynayan proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasinda belirgin bir azalmaya neden oldugu bilgisine ulasilmistir
(Yao vd., 2019). Berberinin adenosin monofosfatla aktive olan protein kinazin (AMPK)
ve hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1-alfa'nin (HIF-lo) asagi regiilasyonu ile baglantili
oldugunu iistelik hiicre ¢ogalmasini engelleme, kotii huylu timor gelisimini baskilama,
apoptoz indiikleme gibi kansere kars1 gosterdigi giiclii tepkileri yapilan arastirmalarla

ifade edilmistir. Bundan dolayidir ki hedefli bolgeye Berberin dagitiminda tasiyici olarak
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AgNP’lerin kullanimlart mevcuttur (Mirhadi vd., 2018). Bhanumathi ve arkadaslarinin
2017°deki calismalarinda MCF-7 hiicreleri kullanilarak ksenografli fare modeli iizerinde
etkisi incelendiginde Berberin AgNP etkilesimi farelerin viicut agirliklarini azaltmadan
MCEF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyerek tiimor hacmini ve agirhgini azaltabildigi
sonucuna varilmistir (Bhanumathi vd., 2017). Cesitli fizyolojik durumlarda yer alan ve
insan kanserlerini degistirme gibi etkileri bulunan PI3K/AKT ve Ras/Raf/MEK/ERK
molekiiler sinyal ag1 hayatta kalma, ¢ogalma ve metabolizma gibi olaylarda gorev
almaktadir (Asati vd., 2016; Pappalardo vd., 2016). Bhanumathi ve digerlerinin
2018’deki arastimalarinda ise bu AgNP ile etkilesimli Berberini meme kanseri
hiicrelerinin sitoplazmasina girip bu hiicrelerin sitoplazmalarin1 pargaladigi bundan
hareketle HIF-1o ekspresyonunu engelleyerek ve PI3K/AKT sinyal yollarinda,
Ras/Raf/ERK protein ekspresyonunun inhibisyonu, ROS iiretilmesi gibi sitotoksik
etkileri indiikledigi ve apoptozu tetikledigi bildirilmistir (Bhanumathi vd., 2018).
Aragtirmamiza gore Berberin (100 uM) dozu, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattinda canliligl, ~%74 oraninda (p<0,001), nanopartikiille etkinlestirilmis hali ise
BAgNP (100 uM) ~%388 (p<0,001) diizeyinde siddetli bir sekilde azalttig1 goriilmiistiir.
Bundan hareketle sonuglarimiz literatiirle yakin olmakla beraber Berberinin
nanopartikiille etkinlestirilmesinin meme kanserine sidddetli bir sekilde etki ettigini
gostermektedir. HUVEC hiicre hattinda Berberin ve BAgNP gruplarinda diisiisler
goriilmesine ragmen morfolojik analizinde ise bu gruplarin HUVEC hiicre hattina kars1

ciddi hasarlarina pek de rastlanilmadigi goriilmiistiir.

Yaslanma, uzun Omiir, ireme, hiicresel stres, metabolizmanin diizenlenmesi veya gen
susturma gibi birgok farkl fizyolojik fonksiyonlar1 olan memeli SIRT lar1 sinif III histon
deasetilazlara (HDAC'ler) aittir. Yapilan aragtirmalar SIRT larin yasla baglantili oldugu
bu sebeble SIRT aktivitesininin artmas1 veya azalmasi yasin neden oldugu kanser,

kardiyak ve norolojik hastaliklarla baglantilidir (Watroba ve Szukiewicz, 2016).

Sirtuinler iliskili oldugu farkli substrat (Ozden ve Park, 2021; Ozden, 2017), modiilator
ve inhibitorleri sayesinde kanser gibi hastaliklar da SIRT proteinine hedeflenmis olan
aktivator ve inhibitorlerinin katkilariyla kanser tedavilerini kolaylastirmakta ve ilag

gelisimini desteklemektedir (Choi vd., 2013; He vd., 2021; Park vd., 2016; Schiedel vd.,
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2018; Yildirim vd., 2022). Bu ¢alisma da SIRT3 aktivatorleri olarak Berberin, Honokiol

SIRT2 inhibitorlerinden olan SirReal2 molekiilleri kullanilmistir.

Yang ve arkadaglarinin 2020’de yapmis olduklar1 arastirmalarinda kadinlarda goriilen
rahim agzi kanseri alaninda g¢alisilmistir. Gegmise yonelik 2010 ve 2014 araliginda
hastanede tedavi gormiis olan 191 serviks hastaya ait iyi muhafaza edilmis timor ve
yapisik dokularda SIRT2 ekspresyonuna immiinohistokimya yontemi ile bakilmistir.
Sonug olarak rahim agzi kanseri hastalarinin tedavisinde SIRT2 ekspresyonu hastalik
gbzetimi ve prognozu icin biyobelirte¢ potansiyeli gorevi oldugu ortaya koyulmustur
(Yang vd., 2020). Li ve digerlerinin 2018’de mide kanseri {izerine yaptiklar1 ¢calismada
ise RAS / ERK / JNK / MMP-9 yolunu aktive ederek indiiklenen hiicre gogii ve istilasini
arttirdigin1 ayrica SIRT2, PEPCK1 protein seviyelerini ve mitokondriyal aktiviteyi
artirdign goriilmistiir. PEPCK1, SIRT2'nin asagi akis hedefi oldugu bir de SIRT2
aktivitesinin inhibisyonu mide kanseri i¢in onemli olmakla beraber metabolik ve
metastatik mekanizmalarina yol gosterici ve SIRT2’nin tedavilerde molekiiler hedef
olabilecegi bildirilmistir ( Li vd., 2018). Diger ¢caligmada ise 22 tane meme kanseri hastasi
olan kadinlardan kan 6rnekleri alinip bunlarin radyoterapi dncesi ve sonrasindaki SIRT2
seviyeleri arastirilmigtir. Radyoterapinin  SIRT2 seviyesini disiirdiigii ve ¢06ziiniir
proteinlerdeki bu azalmis seviyenin kanser tedavisinde faydali olabilecegi, iistelik p53
aracilt apoptozun yukar1 diizenlenmesi yoluyla belirli mevcut veya onceden var olan

kanserlerin tedavisinde tesirli olunabilecegi vurgulanmistir (Helvact vd., 2021).

Chen ve digerlerinin 2021°de yaptiklar1 ¢alisma da melatonin, akciger kanser
hiicrelerinde SIRT3 uyarilmas: araciligiyla metabolizmanin yeniden programlanmasini
tersine dondiirerek, PDH aktivitesinin arttirilmasindan 6tiirii timor proliferasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir (Chen vd., 2021). Wang ve arkadaslarinin 2018°de yaptiklar
caligmada ise Honokiol uygulamasi, AMPK / PGC-1a / SIRT3 sinyal yolu araciligiyla
mitokondriyal anti-oksidasyonu, mitokondriyal dinamikleri ve mitofajiyi artirarak
oksidatif stres kaynakli apoptoz ve yaslanmayi kurtardigi ek olarak mitokondriyal

disfonksiyonu iyilestirdigi raporlandirilmistir (Wang vd., 2018).

Arastirmamizda Western blot analizi yapilarak PARP, SIRT2, SIRT3, LDHA ve PDH
gibi proteinlerin seviyelerine bakildi. Ilaveten akridin oranj boyama ile de apotoz

diizeyleri incelendi. DLD-1 protein ekspresyon sonuglarimiza gore Giimiis
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nanopartikiillerle etkilesmis Honokiol, Berberin ve SirReal2’in NP’lerle etkilesmemis
formlarina gére PARP’1n kesilmis formunun artmasina (cleaved PARP) neden olmustur.
Ozellikle (SAgNP) uygulanan grupta PDH protein ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir.
Uygulamalar SIRT2 diizeylerde belirgin bir degisiklige neden olmamustir. SirReal2’nin
hem kendisi hem de NP’lerle etkilesmis formu LDHA miktarini arttirmig, Berberin’in ise
hem kendisi hem de NP’lerle etkilesmis formu SIRT3 miktarini arttirmigtir. MDA-MB-
231’in protein ekspresyon sonug¢larimizda ise 6zellikle glimiis NP’lerle etkilesen SirReal2
(SAgNP) PARP’in pargalanmasina yol agmustir. Honokiol, Berberin ve SirReal2
uygulamalarin hem kendileri hem de NP’lerle etkilesmis formlar1 SIRT2 diizeylerini
azaltmistir. Glmis NP’lerle etkilesmis Berberin (BAgNP) SIRT3 protein ifadesini

arttirdig1 goriilmiistiir.

Elde ettigimiz sonuglara gore Berberin, Honokiol ve SirReal2 molekiillerin giimiis
nanopartikiillerle kombinasyonu meme ve kolon kanserlerine kars1 6nemli derecede anti
kanser ozelligi tasidigi goriilmiistiir. Bundan hareketle molekiillerin nanopartikiillerle
etkilestirilmis halleri kolon ve meme kanseri i¢in potansiyel antikanser ila¢ olabilir

diisiincesini ortaya koymustur.
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