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1. OZET

Karbon nanolif tasiyicilara yiiklenmis D vitamininin kolon kanseri hiicreleri
iizerindeki etkisinin arastirilmasi

Ogrenci Adi: Havva DASTAN
Damisman Adi: Dog. Dr. Ozlem BINGOL OZAKPINAR

Programin Adi : Biyokimya (Ecz) Anabilim Dal1, Beslenme ve Biyokimyasi

Amag: Tlacin hiicrelere tasinmasi basta kanser olmak iizere birgok hastaligin tedavisi
icin 6nemlidir. Karbon nanomalzemeler, yiiksek kimyasal dirence, verimli mekanik
Ozelliklere sahip ve hafif olduklar1 i¢in ilag dagitimi i¢in iyi adaylardir. Mevcut
literatiir verileri, D vitamininin (VD) kanseri 6nlemedeki roliinii desteklemektedir ve
VD'nin kanserin baslangicinda, ilerlemesinde, prognozunda ve tedavisinde énemli bir
rolii oldugunu gostermistir. Aerojeller, nanomalzemelerin ila¢ yiikleme kapasitesi i¢in
onemli avantajlar olan ¢ok daha genis ylizey alanlar1 ve ultra gdzenekli yapilari ile 6ne
cikmaktadirlar. Bu ¢alismada, ¢evre dostu olmasi, sitotoksik etkilerinin olmamasi ile
yiiksek biyouyumlu olmasi ve kolay iiretilebilmesi nedeniyle aerojellerde tasiyici
malzeme olarak karbon nanolifler (CNF) kullanilarak biyouyumlu ve maliyeti diisiik
VD tastyicilarinin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Aerojellerin antiproliferatif ve sitotoksik aktivitesini belirlemek
icin MTT yontemi kullanilmistir. VD yiiklii aerojellerin kolon kanseri hiicrelerinin
migrasyonu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in yara agma deneyi yapilmistir. Kolon
kanseri hiicrelerinde olasi apoptotik mekanizmay1 arastirmak igin biyokimyasal ve
morfolojik yontemler kullanilmistir.

Bulgular: Bu ¢alismada, VD yiiklii aktif karbon nanolifleri (ACNF) igeren kompozit
aerojel ila¢ tagima sisteminin normal hiicrelerde yiiksek proliferasyon oranlarina sahip
oldugu, bununla birlikte kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik ve apoptotik etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira iiretilen tasiyici sistemin hiicre migrasyonu
tizerinde inhibisyon etkisi oldugu tespit edilmistir.

Sonu¢: VD yiikliit ACNF iceren kompozit aerojelin kolon kanseri iizerinde etkili
oldugu ve umut vadeden yeni bir ilag tasiyict sistem oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: D vitamini, ilag tasiyici sistem, karbon nanolif, kolon kanseri,
aerojel



2. SUMMARY

Investigation of the effect of Vitamin D loaded carbon nanofiber carriers on colon
cancer cells

Student Name: Havva DASTAN
Name of Supervisor: Assoc. Prof. Ozlem BINGOL OZAKPINAR
Program Name: Department of Biochemistry, Nutrition Biochemistry

Objective: Transport of the drug to the cells is important for the treatment of many
diseases, especially cancer. Carbon nanomaterials are good candidates for drug
delivery as they have high chemical resistance, efficient mechanical properties and
weightless characters. Current literature data supports the role of vitamin D (VD) in
cancer prevention and showed that VD has an important role in the onset, progression,
prognosis and treatment of cancer. Aerogels stand out with much larger surface areas
and ultra-porous structures which are important advantages for drug loading capacity
of the nanomaterials. Developing biocompatible and inexpensive VD carriers was
aimed in this study by using carbon nanofibers (CNF) in aerogels as carrier materials
due to being environmentally friendly, highly biocompatible with the absence of
cytotoxic effects and easy to handle production.

Material and methods: MTT method was used to determine the antiproliferative and
cytotoxic activity of aerogels. In order to determine the effect of VD-loaded aerogels
on the migration of colon cancer cells, wound dehiscence experiment was performed.
Biochemical and morphological methods were used to investigate the possible
apoptotic mechanism in colon cancer cells.

Results: It was determined in this study that the composite aerogel drug delivery
system containing VD-loaded activated carbon nanofibers (ACNF) has high
proliferation rates on normal cells, while had a cytotoxic and apoptotic effect on cancer
cells. In addition to this, it was determined that the produced carrier system had an
inhibitory effect on cell migration.

Conclusion: It is thought that the composite aerogel containing VD-loaded ACNF is
effective on colon cancer and it is a promising new drug delivery system.

Keywords: Vitamin D, drug delivery system, carbon nanofiber, colon cancer, aerogel



3.GIRIS VE AMAC

Kanser yiikii kiiresel olarak biiylimeye devam etmekte ve birey, toplum ve
saglik sistemleri lizerinde fiziksel, duygusal ve finansal baskilar yaratmaktadir. Saglik
sistemlerinin giliglii oldugu {ilkelerde, erken teshis ve erisilebilir kaliteli tedavi
sayesinde bir¢ok kanser tiirliniin hayatta kalma oranlar1 artmaktadir. Klinikte 6nemli
bir problem olan ve heniiz kesin tedavisi olmayan kanser i¢in yeni hedeflerin ve tedavi
stratejilerinin olusturulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bagta kanser olmak {izere birgok hastaligin tedavisinde karsilagilan en biiyiik
problemlerden biri ilacin etki gosterecegi doku veya hiicreye tasinmasidir. ideal ilag
tagima sistemi, ilacin biyoyararlanimini arttirmali, kontrollii veya siirekli ilag dagitimi
saglamali ve ilac1 hastaliksiz konake¢1 dokulardan kaginirken etki yerine saglam bir
sekilde tasimalidir. Uriin giivenli ve giivenilir, uygun maliyetli, stabil, hastalara kolay
uygulanabilmeli ve ilag teslimi ¢esitli fizyolojik degiskenler altinda tutulmalidir (Jain,
2014). 1960"arda lipozomlarin kesfinden baslayarak ilag tasiyici sistemlerin gelisimi
birkag yildir yogun bir sekilde devam etmektedir ve pek ¢ok hastaligin tedavisinde ¢ok
umut vericidir.

Nanopartikiiller (NP), 10°m iizerinde boyutlar1 olan daha genis yiizey alani,
stabilite, cesitli kompozisyon, biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi benzersiz
fizikokimyasal 6zelliklere sahip nano 6lgekli kolloidal tasiyicilardir (Steichen ve ark.,
2013). Nanomalzemeler arasinda, karbon bazli nanomalzemeler yiiksek kimyasal
direng kabiliyeti, verimli mekanik ozellikleri ve agirliksiz karakterleri nedeniyle
dikkat ¢ekmektedir. Ayrica bu malzemeler, viicuttaki en yiiksek dagilim kabiliyetine
ve biyouyumluluga sahiptir (Simon ve ark., 2019). Son yillarda yapilan cesitli
caligmalar, karbon nanomalzemelerin anti-kanser ajanlari olarak hareket edebilecegini
ve kanser hiicrelerini etoposid (Mahmood ve ark., 2009, 2010), deksametazon
(Mahmood ve ark., 2010) ve paklitaksel (Arya ve ark., 2013) gibi sitotoksik ilaglara
duyarl hale getirebildigini gostermistir.

D vitamini (VD), steroid yapida 27 C’lu vitaminlerden biridir. Intra ve
ekstraselliiler kalsiyum ve fosfor regiilasyonunda en etkili hormon olarak
tanimlanmaktadir. Garland’larin 1980'lerin baslarinda VD'yi olas1 antikanser aktivitesi
ile iliskilendiren ilk hipotezinden bu yana, ¢ok sayida klinik 6ncesi ve klinik ¢alisma

yapilmis ve ¢ok sayida makalede karsinogenezde VD’ nin ¢esitli etki mekanizmalari



bildirilmistir (Wu ve ark., 2015; Mondul ve ark., 2017). Ozellikle meme, prostat ve
kolon kanseri lizerinde ¢ok dnemli etkileri oldugu ortaya konmustur. Klinik 6ncesi ve
bazi klinik caligmalardan elde edilen sonuglar, VD eksikliginin kanser gelistirme
riskini artirdigin1 ve eksikligin 6nlenmesi ve VD takviyelerinin eklenmesinin kanser
insidansini azaltmanin ve kanser prognozunu iyilestirmenin ekonomik ve giivenli bir
yolu olabilecegini kuvvetle gostermektedir (Feldman ve ark., 2014; Moukayed ve
Grant, 2017).

VD eksikliginin saglik i¢in risk faktorii olarak kabul edilmesi,
biyoyararlaniommi veya aktivitesini azaltmadan gidalara ve farmasotik
formiilasyonlara VD'nin dahil edilmesi i¢in nanoteknolojiler kullanilarak iiretilen yeni
fonksiyonel gidalarin ve terapilerin gelistirilmesine yol agmistir. Kanser tedavisi i¢in
VD’nin yiiklendigi ¢esitli tasima sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemler ¢ogunlukla
polimerler lizerinde yogunlagsmis olup polimere baglanan VD’ nin biiyiik bir kismu,
hedef dokuya ulagamadan yar1t Omriinii tamamlamistir. Bu nedenle uygulama
sikliginin fazla olmasi, polimerin hazirlanmasindaki zorluklar ve ortaya ¢ikan yiiksek
maliyetler bu uygulamalarin olumsuz yonlerini agiga ¢ikarmistir.

Giintimiizde, birbirinden farkli 6zellige sahip olan kolorektal kanserlerin her
birini tedavi edebilecek 6zel bir tedavi tasarlanmamistir. Hastaligin erken evrelerinde
cerrahi 6nde gelen tedavi olmaya devam ederken, evre Ill kolorektal kanserli
hastalarda kemoterapi kritik bir rol oynamaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda,
serum D vitamini (VD) seviyeleri ile insan kolorektal kanser insidansi arasinda ters bir
korelasyon oldugu belirtilirken (Javed ve ark., 2020), VD hem tek basina hem de
kemoterapoétik ajanlarla kombinasyon halinde bir dizi klinik ¢alismada kullanilmistir
(Woloszynska-Read ve ark., 2011). Ancak, Kkonvansiyonel tedavide kullanilan
kemoterapétik ajanlarin segiciliklerinin olmayisi, yan etkilerinin yiiksek olusu ve bu
ajanlara karsi kisa siirede direng¢ gelisimi kanserle savasta asilmasi gereken en 6nemli
sorunlardir. Normal dokulara zarar vermeden tiimér bolgesine 6zgii ve etkili bir ilag
nanotastyicisi, dolagimdaki ilaglarin yar1 6miirlerini arttirmakta ve hedef hiicreye daha
yiiksek bir dozun verilmesine izin vermektedir (Ahmad ve ark., 2019).

Yapilan literatiir aragtirmalar1 sonucunda karbon bazli nanomalzemelere VD
baglanmasinin etkinligi ve kanser hiicreleri iizerindeki etkisine dair herhangi bir

literatiire rastlanilmamistir. Bu tez ¢alismasinda, karbon nanoliflere VD baglanmasi



calismalar1 yapilarak optimizasyonu saglandiktan sonra kolon kanseri hiicreleri HT-
29 ve HCT-116 hiicreleri tizerindeki olas1 antiproliferatif ve apoptotik mekanizmalar
arastirilmasi hedeflenmistir. Elde edilen sonuglar, gelistirilen karbon bazli ilag tagiyici
sistemin kolon kanseri tedavisi i¢gin yeni bir terapotik tedavi segenegi olabilecegini

ortaya koymaktadir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Kanser

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz ve diizensiz biiyiimesi sonucu meydana

gelen bir hastaliktir (www.who.int/health-topics/cancer, Erisim tarihi: 15 Agustos

2021). Diinyada yasam siiresinin artmasinin oniindeki 6nemli bir engel olan kanser,
baglica Oliim nedenleri arasindadir (Sung ve ark., 2021). GLOBOCAN 2020
degerlendirmelerine gore diinyada 2020 yilinda 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve
yaklasik 10 milyon kanser nedenli 6liim meydana gelmistir. Kolorektal kanser, yeni
vakalarin %10y, olimlerin ise %09,4’tinl olusturmaktadir

(http://gco.iarc.fr/today/home- cancer fact sheets, Erisim tarihi: 15 Agustos 2021).

Viicut, diizenli olarak biiyliyen ve gerektiginde kontrollii olarak bdliinen
trilyonlarca canli hiicreden olusmaktadir. Normal viicut hiicreleri yaglandiginda veya
hasara ugradiginda oOliirler ve yerlerini yeni hiicreler alir

(https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer, Erisim tarihi:

16 Agustos 2021). Anormal hiicre, hiicredeki genetik materyalde olusan bir¢ok
degisimin normal viicut hiicrelerinin neoplastik hiicreye doniismesi sonucu olusur.
Cevresel veya genetik faktorler nedeniyle olusan bazi DNA mutasyonlari hiicrede etki
gostermezken, bazilari ise kanser hiicrelerinin sag kalma, proliferasyon, invazyon ve

metastaz Ozelliklerini arttirmaktadir (Alexandrov ve Zhivagui, 2018).

Hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu meydana gelen kanserli ya da kotii
huylu (malign) timorler lenf digiimlerine ve diger organlara metastaz
yapabilmektedir. Iyi huylu (bening) tiimorler ise kanser ve metastaz yapmazlar

(https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/about/what-is-colorectal-

cancer.html, Erigim tarihi: 17 Agustos 2021)

Akciger, prostat, meme, kolorektal gibi kanserler solid tiimor kanserleri olarak
adlandirirken; 16semi, lenfoma ve multible myloma genellikle tiimor olugturmayan

kan hiicresi kanserleridir (https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-

cancer/about/what-is-colorectal-cancer.html, Erigim tarihi: 17 Agustos 2021).
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4.1.1. Kolon kanseri

Kolorektal kanser, kolon ya da rektumda goriilmekte ve basladigi alana gore
adlandirilmaktadir (https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/about/what-is-

colorectal-cancer.html, Erisim tarihi: 17 Agustos 2021). Baslangicta kolon veya

rektum i¢inde anormal biiyiimeler olan polipler gelisir ve bunlar ¢ikarilmazsa daha

sonra kanserli hiicreler haline gelebilmektedir (www.ccalliance.org/colorectal-cancer-

information/what-is-colorectal-cancer, Erigim tarihi: 21 Agustos 2021).

Karsinogenesisdeki ilk asama, neoplastik poliplerin spesifik tiirlerinin kolonik
mukozada gelisimidir. Kolon kanseri, bening biiylimelerden invaziv kansere kadar
genis spektrumlu neoplazm olarak kendini gosterir ve agirlikli olarak epitel kaynakli

timorlerdir (adenomlar, adenokarsinomlar vs.) (https://www.cancer.gov/about-

cancer/understanding/what-is-cancer, Erisim tarihi: 16 Agustos 2021). Herhangi bir

polibin kansere doniisiimii adenom-karsinom dizisinden geger. Geleneksel olarak non-
neoplastik olarak kabul edilen polipler arasinda hiperplastik, juvenil, hamartomatdz,
inflamatuar ve lenfoid tipler bulunur. Ancak hamartomatdz ve juvenil nadiren kansere

dontisebilir (https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer,

Erisim tarihi: 16 Agustos 2021). Kanser Onciisli olanlar adenomat6z poliplerdir ve ii¢
tipi bulunmaktadir: tiibuler, villoz ve tiibiiler villoz adenomlar. Serrated ve flat
adenomlar ise malign tlirdedir. Bir polibin kanser yapma ve kanser gelistirme riskini
arttiran faktorler; 1 cm’den biliyiik polip bulunmasi, 3’ten fazla polip olmasi veya
cikarildiktan sonra polipte displazi gorilmesi durumlaridir

(https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/about/what-is-colorectal-

cancer.html, Erigim tarihi: 17 Agustos 2021).

Kolon kanseri, organlara yayilmak icin lokal, lenfatik ya da hematojen
invazyon gosterir. Yerinde karsinom ya da yiiksek derecede displazi, muscular
mukozaya yayilim olmadan mukozada smirlandirilir. Lenfatik ve vaskiiler kanallar
muskular mukozanin altinda oldugu i¢in bu kanserin metastaz yapmasi biiyiik 6l¢iide
muhtemel degildir. invaziv kolon kanseri, genellikle Dukes smiflandirmasina gére
A’dan D’ye dogru siralanir (Resim 1). A evresinde, submukozada yer alan kanser, B1

evresinde muscular propia, B2’de seroza’da goézlenir. C evresinde lenf nodlarina
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metastaz yapmastyla birlikte, D evresinde artik diger organlara metastaz yapmis
durumda bulunur (Cappell, 2008).

A Evresi: Kanser, bagirsagin i¢ B Evresi: Kanser, bagirsagin kas dokusuna
tabakasindadir. Kas dokusuna yayilmamistir ya kadar yayilmustir.
da ¢ok az kas dokusuna dogru bitytimektedir.

A ’-—7 Kanser B F Kanser
——— ¢ astar i¢ astar

—— Kas
Tl Kas
Dig astar
—— Dig astar
C Evresi: Kanser, bagirsagin en az bir lenf D Evresi: Kanser. karaciger, akcigerler veya
noduna yayihm géstermistir, kemikler gibi viicudun bagka bir boltimiine
yayilnugtir, Ileri evre bagirsak kanseri olarak da

adlandirilir.

N Lenfnodlar

C

i —————— Karaciger

- Kanser & — Kanger

. —— Kalin
i Py e .' Bagirsak
~e— ¢ astar ) '.7 Lenf nodlar
ae’
- Kas ™
JSo. Kanser
~— Dig astar

Resim 1. Dukes smiflandirmasi (https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/bowel-

cancer/stages-types-and-grades/dukes-staging, Erisim tarihi: 01 Haziran 2022’den

degistirilerek kullanimistir)

Tlimor, nod ve metastaz (TNM) simiflandirmasi, tiimoriin baslica mukozada
bulunmasi (T), lenf nodlarina ulagsmasi (N) ve uzak bolgelere metastaz yapmasi (M)
durumuna gore endosonografi degerlendirmelerinde kullanilir. Kolon kanseri TNM
siniflandirmasina gore dort asamaya ayrilir. Dukes smiflandirmasindaki A ve BI,
l.asama; B2, 2. asama; C evresi 3.asama; D evresi 4. asamaya denk gelmektedir

(Cappell, 2008).
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Tiim 1k ve etnik gruplardaki erkek ve kadinlari etkileyen kolon kanseri, en sik
50 yas ve lzeri kisilerde rastlanilmaktadir. Ancak son zamanlarda 50 yasin altindaki

bireylerde goriilme siklig1 artmaktadir (https://www.ccalliance.org/colorectal-cancer-

information/facts-and-statistics, Erisim tarihi: 22 Agustos 2021).

Kolon kanseri riskinin artmasinda genetik 6zellikler etkili bir faktor olmasiyla
birlikte yasam tarzi ve diyet aligkanliklar1 da 6nemli unsurlar arasindadir (Sekil 1).
Diinya Kanser Arastirma Fonu raporuna gore kolon kanseri olusunda bir¢ok etken
gosterilmektedir. Sedanter yasam, kirmizi et ve islenmis et liriinleri tiiketimi, alkol ve
sigara kullanimu, diyette siit ve siit iirlinleri, tam tahilli besinlerin az tiikketimi ve obezite
giiclii kanitlar igeren faktorlerdir. Ancak bu rapora gore, hem demir iceren besinlerin
tilkketimi, diisiik kalsiyum, C vitamini alimi, sebze ve meyvelerin giinliik beslenmede
yer almamasi ve D vitamini seviyelerinin diisiik olmas1 da belirtilen sebepler arasinda

yer almaktadir (https://www.wcrf.org/diet-activity-and-cancer/cancer-

types/colorectal-cancer/, Erisim tarihi: 10 Haziran 2022).

Obezite, cesitli inflamasyon yolaklarimi hormonlar aracilifiyla aktive
etmektedir. Leptin, ghrelin, adiponektin ve insiilin/ insiilin benzeri biiyiime faktorii
(IGF-1) bunlar arasindadir (Khalyfa ve ark., 2021). Beslenme aligkanliklari obezite
ve kolon sagliginda 6nemli bir faktor iken giiniimiizde islenmis et {iriinleri ve hazir
besinlerin sik tiikketilmesiyle birlikte diyet posas1 aliminda azalma, vitamin ve mineral
yetersizlikleri, yliksek miktarda doymus yag ve trans yag asidi alimi obeziteye neden
olmanin yani sira kolorektal kanser patogenezinde de etkilidir. Polifenol i¢erigi zengin
beslenme onkogen baskilanmasina katki saglarken posadan ve tam tahillilardan zengin
beslenmeyle olusan kisa zincirli yag asitleri karsinogenezis yolaklarinda etki

gostererek kanser olusumuna engel olabilmektedir (Khalyfa ve ark., 2021).

Kirmiz1 et ve islenmis etlerin tiiketilmesiyle birlikte alinan hem demir ve
arjinin mutajenez ve inflamasyon potansiyeline sahiptir. Hem demir reaktif oksijen
tiirlerinin olusmasina neden olarak kolonosit hiicrelerinin apoptozunu inhibe etmekte
ve karsinogenezise neden olmaktadir (Khalyfa ve ark., 2021). Kalsiyumun giinliik
<300 mg altinda alinmas1 da kanser icin risk faktdrii olarak belirtilmistir. Ozellikle D
vitamini ile kombine tedavisinin kolorektal neoplazma karst bagirsak sagligim

koruyucu etki gosterdigi vurgulanmistir. Yapilan ¢aligmalarda, kolondaki sekonder
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yag asitleri, iyonize yag asitleri ve hem demir gibi karsinojenik etkenleri azalttig:

gosterilmistir (Keum ve Giovannucci, 2019).

Genetik

Sedanter yasam tarzi Alkol ve Sigara

Inflamatuar
Obezite - bagirsak hastahiklari

Yanhs beslenme
ahiskanhklari

Sekil 1. Kolon kanserine etki eden faktorler

Kolon kanseri ile ilgili belirti ve semptomlar arasinda ishal, mide bulantisi,
bagirsak aligkanliklarindaki degisiklikler, diski miktarinda azalma, siskinlik, karin
kramplart, kilo kaybi ve istahsizlik sayilmaktadir (Shrivastava ve ark., 2021).

Genetik ve epigenetik degisiklikler, kolon kanseri hiicrelerinde timor
supressor genlerinin inaktivasyonu ve onkogen aktivasyonuna yol agar (Shirafkan ve
ark., 2019). DNA mutasyonuna neden olan bu degisiklikler, gogu zaman DNA onarim

mekanizmasinda fonksiyon kaybina ve apoptozisin bozulmasina neden olur (Chan ve
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ark., 2020). Primer tiimoriin metastaza doniisiimiinde en Onemli faktor epitel

mezenkimal gegistir (EMT) (Shirafkan ve ark., 2019).

Kolorektal kanser, genetik degisiklikler acisindan en iyi karakterize edilen
kat1 neoplazidir. Metastatik kolorektal tiimorlerin % 96's1 kadarinin, WNT/ B-katenin
sinyal yolunu anormal sekilde aktive eden genlerde mutasyonlar igerdigi gosterilmistir
(Carlberg ve Mufioz, 2022). APC (WNT sinyal yolunun APC diizenleyicisi), timor
baskilayic1 gendeki mutasyon, kolorektal kanser gelisiminde birincil adim olan
kolorektal adenomlarin ¢ogunda birincil genetik degisikliktir. Daha diisiik oranda ise
AXIN2 (aksin 2) ve CTNNBL1 (katenin beta 1) / B-katenin genleri de rol oynar. EK
olarak, KRAS ve BRAF'taki aktive edici mutasyon ve doniistiiriicli biiyiime faktori
(TGF)-B yolundaki inaktive edici bir mutasyon, adenom hiicrelerinin malignitesinde

rol oynar (Javed ve ark., 2020).

Son yillarda, mikroRNAlarin (miRNAs) karsinogenezis ve bir¢ok kanser
gelisimindeki rolii kanitlanmigtir (Shirafkan ve ark., 2019). Cok sayida mikro
RNA’nin kanser hiicrelerinin biiytime, farklilasma ve apoptozisinde Onemi
gosterilmistir (Su ve ark., 2019). miRNA gen transkripsiyonunu stimiile ederek p53
seviyelerini etkileyebilmektedir. miRNA’larin ifadesi ve sentezinin kontrolii ile
kanserde tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (Badr ve ark.,
2018). Kolon kanseri hastalarin neredeyse %50’si p53 mutasyonuna sahiptir. Bu

durum p53 mutasyonlarinin 6nemini vurgulamaktadir (Chan ve ark., 2020).

Insan kolon adenokarsinom hiicre hatti HT-29, 1964 yilinda 44 yasinda
Kafkas bir kadindan Fogh ve Trempe tarafindan izole edilmistir. Daha sonraki yillarda
insan kolon kanserinden c¢esitli hiicre hatlar1 elde edilmistir (Martinez-Maqueda ve
ark., 2015). Kiiltiire edilmis hiicreler ¢ogalmasi i¢in uyarildiginda c-myc onkogen
eksprese edilir ancak fazla ekspresyonu sonucunda karsinogenezde rol oynar. HT-29
kolon kanseri hiicre hatt1 da c-myc onkogenin uygun olmayan ekspresyonu nedeniyle
olusur (Forgue-Lafitte ve ark., 1989). HT-29 dahil olmak iizere kolon kanseri hiicre
dizilerinde yiiksek diizeyde c-myc mRNA kanitlanmistir. Yetigkin bir erkek kolon
kanseri hastasinin kolonundan izole edilen HCT-116 hiicre hatti ise ras proto-
onkogeninin 13. kodonunda bir mutasyon sonucu ortaya ¢ikan kolon kanseri hiicre

hattidir https://www.atcc.org/products/ccl-247, Erisim tarihi: 09 Haziran 2022).
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4.2. Karbon Nanolifler

Inert bir element olarak karbon, dokularm temel bir bileseni oldugu icin
malzeme lretiminde daha avantajli olmaktadir. Canli organizmalarin dokularinin
blyiik bir kismi1 karbon bilesiklerinden olustugu i¢in dokular tarafindan tolere
edilebilmektedir. Son 25 yilda, tibbin bircok alaninda cesitli karbon malzemeler
tizerinde c¢alisilmistir (Kumar ve ark., 2018). Karbon nanomalzemeler (nanotiip,
nanolif vs.), oldukga faydali bir nanomalzeme sinifi olup biyosensor iretimi,
biyogoriintilleme, ilag dagitimi, elektronik malzemeleri ve spor ekipmanlarini
gelistirme amaglartyla kullanilmaktadir. Biyomedikal uygulamalarda ise karbon
nanomalzemelerin 6nemi giin gectikge artmaktadir. Ayrica kanser tedavisi ve doku
mithendisligi dahil olmak iizere ¢esitli uygulamalarda benzersiz 6zelliklerinden dolay1

oldukga dikkat gekmektedirler (Loh ve ark., 2018; Abdo ve ark., 2021).

Karbon fiber siklikla bir makara {lizerine sarilmis, polietilen oksit (PEO) veya
polivinil alkol (PVA) gibi bir organik kaplama veya boyut ile bir arada tutulan ve
korunan binlerce stirekli bireysel karbon filamentinin bir demetidir (Resim 2). Her bir
karbon filamenti, 5-10 mikrometre ¢apinda bir silindirdir ve neredeyse tamamen
karbondan olusur. En eski nesilleri 16-22 mikrometre ¢apa sahipken, sonraki liflerin
caplart yaklasik 5 mikrometredir. Karbon fiberlerin onciileri poliakrilonitril (PAN),
suni ipek ve zifttir. Nano olgekte c¢aplara sahip karbon fiberler (karbon nanolifler),
geleneksel biyomalzemelerin islevlerini 6nemli 6l¢iide iyilestirir ve yeni kompozit

materyallerin gelistirilmesini miimkiin hale getirir (Kumar ve ark., 2018).
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Nanotube

Resim 2. Nanotiip ve nanolif yapis1 (Ngo ve ark., 2007)

Karbon nanolifler, ¢gap1 10-500 nm araliginda, uzunluklar1 10 pm'ye ulasan ve
caplarina kiyasla uzunluklart oldukg¢a fazla olan ipliksi yapilardir (Wang ve ark.,
2019). Lif capinin nanometre boyutunda olmasi, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklerini gelistirirken, yiiksek yiizey alani/hacim orani ise kullanim alanlarim
genisletmektedir(Sunar ve Has¢icek, 2017). Karbon nanolifler, 6zellikle bazal grafit
diizlemlere ve kenar diizlemlerine sahiptir. Yiizey modifikasyonlart ve
fonksiyonellestirme agisindan yiiksek potansiyele sahip olmalariyla biyomedikal,
doku miihendisligi, nanocihazlar, sensorler, enerji ve ¢evre bilimi alanlari ile
nanomalzeme iiretiminde 6nem kazanmaktadirlar (Wang ve ark., 2019). Ek olarak,
karbon nanolifler ¢esitli uygulamalarda diisiik maliyeti ve ekonomik uygulanabilirligi,
diger nanomalzemelere kiyasla genis spesifik yiizeye ve kolayca dlgeklendirilebilen
kullanima sahip olmasi, bu malzemeleri biyomedikal uygulamalar i¢in umut verici bir
alternatif haline getirir (Abdo ve ark., 2021). Karbon nanolifler ayrica rejeneratif tip
ve kanser tedavisinde yeni uygulamalar i¢in olanaklar sunmaktadir (Kumar ve ark.,

2018).
4.2.1. Karbon nanolifler ve biyomedikal uygulamalar

Nano boyuttaki partikiiler molekiiller genellikle 1-100 nm boyutundadir.
Hastalik bolgesine hedeflendirilmis tedavide kulanilacak dozun azalmasini saglamasi
ve viicuttaki herhangi bir sitotoksisiteyi neredeyse ortadan kaldirmasi nano boyuttaki

partikiiler yapilar1 geleneksel terapotiklerden daha avantajli hale getirmektedir (Singer
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ve ark., 2019). Ancak, esnek, biyouyumlu ve elektriksel olarak iletken olmalari
nedeniyle, elektroaktif norotransmitterleri belirleyen biyosensorlerde kullanilmasi
(Loh ve ark., 2018), noroloji alanindaki noral doku rejenerasyon uygulamalarinda

norokimyasal ve noroelektrik aktivitenin izlenmesinde etkili olabilecegini ortaya

¢ikarmaktadir (Abdo ve ark., 2021).

Karbon nanoliflerin, sitotoksik bir etkisi goriillmemekle birlikte hiicre
adezyonu ve proliferasyonunu gelistirmesi, mikrofibrillerin olusumu nedeniyle kanin
hizli pihtilagmasi1 ve antibakteriyel &zellikte olmasi pansuman malzemesi olarak
kullanilmasini miimkiin hale getirmektedir. Ayrica, nanoliflerin iiretim maliyetindeki
azalma biyotip ve biyomiihendislik alaninda nanoliflerin gelecegine dikkat
cekmektedir (Yadav ve ark., 2020).

Kemik onarimi igin karbon nanoliflerin kompozitlerinin, ketonik, karboksilik
ve hidroksil gruplar1 saglamak i¢in siirfaktanlar, asitler ve oksidanlarla yiizeylerinin
islevselligi gelistirilir. Potansiyel nanolifli yap: iskelelerine PCL (polikaprolakton)/
mineralize HAP (hidroksiapatit) dahil edilmesiyle tasarlanan kompozitler hem elastik
modiili hem de yapisma 6zelliklerini gozle goriiliir sekilde iyilestirdigi ve dnemli bir
inflamatuar yanit olmadan yumusak fibroz doku biiyiimesini ortaya c¢ikardigi
gosterilmistir (Abdo ve ark., 2021). Ek olarak, karbon nanoliflerin kemik dokunun
rejenerasyonunda umut verici uygulamalarint konu edinen bir¢ok calisma

bulunmaktadir.

Yiiksek en/boy oranlari, esnek yilizey kimyasi, yapisal ve morfolojik kontrol
saglamalar1 ve hedeflendirilebilme ozellikleri ile biyoaktif bir dagitim potansiyeli
sergilerler (Shrivastava ve ark., 2021).

4.2.1.1.Karbon nanoliflerin kanserde ila¢ tasiyici sistem olarak kullanimi

Kanser hastalarina oral yoldan ila¢ uygulamasi, yaygin ve uyumun yiiksek
oldugu yol olmasia ragmen kolon kanserinde oral yolla uygulanan ilaglarda bazi
sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Gastrointestinal sistemdeki enzimler, pH degisimleri ve
mikroorganizmalar ilaclarin yapisinda ya da etkinliginde degisimine neden
olabilmektedir. Bu yiizden gelistirilen ilaglarin o6zellikleri degisimlere direngli

olabilmelidir (Turanli ve Acartiirk, 2018). Kolona verilmesi hedeflenen nano-ilag
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formulasyonlar1 bu durumda avantajli olabilmektedir. Ciinkii nanopartikiiler, ilaglarin
etkinligini gelistirme, hedeflenen dokuda birikme ve sistemik toksititeyi azaltan, timor
dokularina 6zgii olan gegirgenlik ve retansiyon (GRE) etkiyi arttiran, lokal tedaviye
olanak saglamaktadir (Ramalho ve ark., 2017; Naeem ve ark., 2020). Bununla birlikte,
tiimoriin etrafindaki dokular, bozulmus bir lenfatik drenaja sahip oldugundan, sizintili
bir damar sistemi ile birlikte asidik bir mikro ortam sunar. Tiim bu degisiklikler, timor
tedavisinde uygun bir ila¢ tasiyici sistemin gelistirilmesinde ©onemli bir rol
oynamaktadir (Bhaskaran ve Kumar, 2021). Nanopartikiiller, tiimor dokularindaki kan
damarlarinin gegirgenliginin artmasindan yararlanirken, tiimor dokusundaki yiiklii
nanoparcaciklarin konsantrasyonunu arttiran lenfatik drenaj azalmaktadir. GRE etkisi
normal  dokularda  bulunmadigindan  bdylelikle hedefe yonelik tedavi

saglanabilmektedir (Ramalho ve ark., 2017).

Yiiksek ylizey alani/hacim orani, stabilite, biyouyumluluk, cesitli
kompozisyon ve biyobozunurluk gibi bir¢ok fizikokimyasal 6zellige (Steichen ve ark.,
2013); yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, tekrarlanabilir etkin madde salimi, uygulama
kolaylig1, diisiik maliyet gibi cazip 6zelliklere sahip olan nanolifler, kanser tedavisinde
lokal tedaviyi saglayabilmektedir (Sunar ve Hasgigek, 2017). Ayrica, memeli hiicre
zarini endositoz veya baska bir mekanizma ile gegebilen nanolifler, ¢oziintirliigii diisiik
ilaglarin da ¢ozlniirliigiini artirirken, erisilemeyen hiicrelere terapotik ilaglar1 daha
giivenli ve verimli bir sekilde tagiyabilmektedir (Eatemadi ve ark., 2014; Turanli ve

Acartiirk, 2018).

Kemoterapétik ilaglardan sisplatin ve karboplatin karbon nanolif tasiyicilara
yiikleyerek mesane, prostat ve sisplatine direngli prostat kanseri hiicreleri {izerine
etkisini aragtiran Ringel ve ark., bu tasima sistemiyle ilaglarin etkisinin 1,2-2,8 kat
artigim1 gostermistir (Ringel ve ark., 2014). Bununla birlikte, karbon nanoliflere
yiiklenmis doksorubisinin arastirildig1 bir ¢alismada, ilacin hiicresel aliminda 6nemli
olgtlide artis oldugu ve en kiigiik hacme sahip tiimor hiicrelerini de giiglii bir sekilde
inhibe ettigi gézlenmistir. Karbon nanoliflerin tedavi etkinliginin ¢ok daha yiiksek
olmasi, gelecekteki kanser tedavisi i¢in ¢ok islevli anti-kanser ajanlari olarak umut

verici bir uygulama olabilecegini dogrulamistir (Dai ve ark., 2020).
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4.3. Aerojeller

Ilk kez siiperkritik CO, kurutma yoluyla siviy1 silika jelden ¢ikaran Kistler, 3D
yapisini koruyan gozenekli ag yapisini 1931 yilinda tanimlamustir (Kistler,1931). Daha
sonra jelatin, seliiloz, yumurta albiimini ve agardan hazirlamustir. ilerleyen yillarda
teknolojik kisitlamalar, aerojel arastirma ve gelismelerini sinirlandirmistir. Ancak bu
donemlerde 1s1 iletkenlik ve yalitim 6zelliklerinden yararlanilarak yap1 endiistrisinde

kullanilmistir (Budtova ve ark., 2020).

Onemli bir yapisal degisiklik olmaksizin gozenek sivismin ¢ikarilmasini
izleyen bir jelden elde edilen aerojeller, gevsek sekilde paketlenmis, baglanmis
parcaciklar veya nano dlgekli liflerden olusan kati, hafif ve uyumlu acik gézenekli
aglar olarak tanimlanir. Kiiglik boyutlarda genis ylizey alanina sahip olmasi, diisiik
kiitle yogunlugu, gozenekli ve fonksiyonel ylizey yapist sayesinde bir¢ok alanda
kullanilan ticari bir malzeme halini almistir (Resim 3) (Garcia-Gonzalez ve ark.,

2019).

Aerojellerin gelisimi 21.yilizyilda poliamin, poliliretan ve polimidin iceren
sentetik polimere dayalidir. Ayn1 zamanda polisakkarit ve proteine dayali bio-aerojel
olarak adlandirilan aerojeller {izerine c¢alisilmaktadir. Gliniimiizde polimer
endiistrisinin ¢evreye verdigi zarar1 azaltmak ve siirdiiriilebilir kaynak kullanimini
arttirmak amaciyla aerojellere olan ilgi artmistir. Ek olarak, bio-kaynakli polimerler
biyouyumluluklarinin yani sira biyolojik olarak bozunabilirler, ayrica antiinflamuar ve
antibakteriyel 6zellik gostermektedirler (Budtova ve ark., 2020). Bir¢ok arastirmaci,
organik, silika, karbon, metalik, hibrit gibi ¢esitli aerojeller sentezlemislerdir. Ancak
bu calismalarda aerojeller, uygulama alanina uygun malzemeler (karbon, giimiis, altin,
titanyum, kobalt, ¢inko, seliiloz vb.) secilerek iiretilmistir (Tayyab Noman ve ark.,
2021).
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Resim 3. Aerojellerin kullanim alanlar1 (Garcia-Gonzalez ve ark., 2019°dan degistirilerek

kullanilmustir)

Aerojeller ile doku miihendisligi, tibbi cihaz, kan emilimi, kemik grefti, ilag ve
protein taginimi ve biyosensor gibi cesitli biyomedikal uygulamalarda ¢alisilmaktadir
(Tayyab Noman ve ark., 2021). Tasiyict sistem olarak kullanilan aerojeller, besin
ekstratlarinin biyoyarlanimini arttirmakla birlikte raf dmriinii uzatmaktadir. Bununla
birlikte suda ¢oOziinmezliginin yam sira igerisindeki bilesenin agiz ve midede
salinmasini ertelemekte ve bagirsakta serbest birakmaktadir (Manzocco ve ark., 2021).
Ilag tastyic1 sistemi olarak kullanilmasinda da bu essiz 6zellikleri etkili olmaktadir.
Genel bir kural olarak, ilag-aerojel matriksi afinitesinde artis ve ila¢ molekiiller arasi
etkilesimlerinde azalma, amorf ilacin gozenek duvarlarinda birikmesini
kolaylagtirmaktadir. Daha ileri c¢alismalar yapilmasi gerekmekle birlikte, aerojel
yogunlugunun ila¢ adsorpsiyonunda énemli bir rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (Garcia-
Gonzalez ve ark., 2021). Yiiksek biyouyumluluga sahip aerojellerin igerisine birgok
ilacin veya bilesenin eklenmesiyle yapilan hedeflendirmede, ¢ok diisiik dozlarda etkili

sonu¢ alinabilmektedir.
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4.4. D Vitamini

D vitamini (VD), bazi1 besinlerde dogal olarak bulunan yagda ¢oziinen bir
vitamindir. Ayrica giines 1s18indan gelen ultraviyole (UVB) 1s1nlara maruz kalan ciltte

D vitamini endojen olarak iretilir (https://ods.od.nih.gov/factsheets/VitaminD-

HealthProfessional/#h2, Erisim tarihi: 20 Agustos 2021). Prohormon olarak da ifade

edilen VD, kalsiyum-fosfor homeostazinin regiilasyonu ve kemik metabolizmasinda
rol oynamaktadir. VD eksikligi, kemik yogunlugunun azalmasi, kemik kiriklarinin
artmasiyla iligkilidir. Biiylime ¢agindaki ¢ocuklarda VD eksikliklerinde rasitizm ve
rikets gozlenirken, yetiskinlerde osteomalaziye yol agmaktadir (El-Sharkawy ve
Malki, 2020). Kemik sagligi igin Onerilen giinliik alim (RDA), yetiskin erkek ve
kadinlarda (< 70 yas) i¢in 600 IU (15 pug) /giin iken >70 yas i¢in 800 IU (20 ug)/ giin’
diir (Bostick, 2015).

Klinik olarak, serum 25(OH) D5 (kalsidiol) seviyeleri insan viicudundaki VD
seviyesinin biyobelirteci olarak kullanilir (Zhang ve ark., 2021). Serum VD diizeyleri
<30 nmol/L (12 ng/ml) bulunan bireylerde bazi hastaliklara (rasitizm, osteomalazi vb.)
yol agabilecek bir eksiklik oldugu belirtilirken, 30-50 nmol/L (12-20 ng/ml) seviyeleri
de yetersiz olarak kabul edilmektedir. Genel saglik durumunun korunmasi ve
devamlilig1 i¢in D vitamininin >50 nmol/L (20 ng/ml) serum diizeyleri yeterli bir

seviye olarak kabul edilmektedir (https://ods.od.nih.gov/factsheets/VitaminD-

HealthProfessional/#h2, Erisim tarihi:20 Agustos 2021). Kanser riskini azaltmada ise

optimal VD seviyesinin 30-40 ng/ml aralig1 oldugu sonucuna varilmistir (Minisola ve
ark., 2019).

VD eksikligi, otoimmiin hastaliklar, diyabet, osteoartrit, peridontal hastaliklar
ve daha bir¢ok hastaligin yani sira en az 17 kanser ¢esidinin patofizyolojisinde de

onemli bir faktor olabilmektedir (Sun, 2011).
4.4.1. D vitamini sentez ve metabolizmasi

VD’nin, D2 (ergokalsiferol) ve D3 (kolekalsiferol) olmak iizere iki ana formu
bulunmaktadir. Ergokalsiferol, ergosterolden UVB 1sinlari ile mantar, bitki ve mayalar

tarafindan sentezlenir. Kolekalsiferol (previtamin D3), UVB isinlarinin
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(290-320 nm) etkisiyle epidermiste 7-dehidrokolesterolden (7-DHC) sentezlenen
hayvansal kaynakli formudur (Resim 4) (Jeon ve Shin, 2018).

UVB 290- 320 nm
HO

7-dehidrokolesterol Previtamin D3

Resim 4. VD’nin derideki sentezi (Saponaro ve ark., 2020’den degistirilerek kullanilmigtir)

Kolekalsiferoliin derideki sentezi enzimatik bir siire¢ degildir. UVB 1sinlarin
7-dehidrokolesteroliin B halkasini kirmasiyla olusan, 1siya duyarh katalitik olmayan
bir iglemdir. Deri pigmentasyon seviyesi ve derinin maruz kaldigit UVB 1sinlarinin
yogunlugu VD olusma oranim etkilemektedir. Melanin, UVB 1sinlarinin 7-DHC’e
ulagmasini engellerken, giyim tarzi ve giines koruyucu kullanma durumu da VD
sentezini sinirlandirmaktadir. UVB 1gmlarinin yogunlugu ise enlem ve mevsime gore
cesitlilik gostermektedir. VD, diyette yagh baliklar, yumurta ve zenginlestirilmis siit
tirtinleri ve diger bazi besinlerden alinir (Bikle, 2014). Besinlerden elde edilen VD’nin

sinirliliklar dolayisiyla derideki sentez VD ihtiyacini karsilamada 6nemlidir.

Epidermiste sentezlenen previtamin D; ve diyetten alinan D5 vitamini
karacigere taginir. Karacigerde 25-hidroksilaz (CYP2R1, CYP27A1) enzimiyle 25-
hidroksikolekalsiferole (kalsidiol) doniistiiriiliir (Jeon ve Shin, 2018; El-Sharkawy ve
Malki, 2020) ve %85°1 yiiksek afiniteyle VD baglayici proteinler (DBP) yardimiyla
taginirken, %15°1 diisiik afinite ile iliskili albiimin ile (Saponaro ve ark., 2020)
bobreklere gonderilir. Kalsidiol, en sik kullanilan diyetsel VD diizeylerinin
gostergesidir ve yarilanma 6mrii uzundur (Meeker ve ark., 2016). Bobreklerdeki 1a.-
hidroksilaz enzimi (CYP27B1), aktif formu olan 1a,25-hidroksikolekalsiferol
(kalsitriol) formunu olusturur (Resim 5) (Jeon ve Shin, 2018; El-Sharkawy ve Malki,
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2020). Kalsitriol, yarilanma omrii kisa oldugu igin (4-20 saat) VD diizeylerini

degerlendirmede sik kullanilmaz ancak bazi durumlarda serumda ek olarak

Giines 15181,
Besin destegi
Diyet

Karaciger P450 l
CYP2RI1(mikrozomal)
CYP27A1(mitokondrial)

" 25(0H)D,
CH,y

HO' CYP24A1 : OH
Bobrek,

CYP27B1 Bagirsak,
Bobrek Kemik,
Ekstra-renal o Hedef dokular w0
dokular 24R,25(0H),D,
HO'
CYP24A1 v
Bibrek, Bagirsak, Kemik, ¥ N

Hedef dokular v ~N

C24 oksidasyon yvolag: C23 lakton yolag:

CH3

HO” “OH HO' o
Kalsitronik asit . 1,25(011)21)3-1
26,23 laktonu

Resim 5. VD’nin viicuttaki sentez ve metabolizmasi (Jones ve ark., 2018’den degistirilerek

kullanilmistir)
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olgiilebilir. VD’nin aktif formu olan kalsitriol, paratroid hormonu, fibroblast benzeri

biiyiime faktorii-23 aktivasyonunun yani sira kalsiyum- fosfor diizeylerini regiile eder

(Meeker ve ark., 2016).

VD’nin metabolizmasindaki 25-hidroksilasyon, la-hidroksilasyon ve 24-
hidroksilasyon olmak iizere ii¢ ana adimi, sitokrom P450 karisik fonksiyonlu
oksidazlar (CYP'ler) tarafindan gerceklestirilir (CYP2R1, CYP27A1, CYP27B1 ve
CYP24A1 gibi) (Bikle, 2014). Kalsitriol, biyolojik olarak aktif form olarak CYP27B1
enzimini inhibe etmekte ve CYP24A1 enzimini indiiklemektedir (Dou ve ark., 2016).

Aktif hormon 1a,25-hidroksikolekalsiferol (kalsitriol) bobrek, bagirsak, kemik
ve diger hedef dokulardaki VD reseptorlerine (VDR) baglanarak hiicre igerisine girer.
Ligand bagli VDR, retinoid X reseptorleriyle heterodimerlesir ve 24-hidroksilaz
(CYP24A1)’in regiilasyonu da dahil olmak fiizere yaklasik olarak 200-800 genin
ekspresyonunu modiile eder. 24-hidroksilaz aktivitesinin ekspresyonu 25(OH) D;-
den 24,25(0H),D; iiretir ve bu kemik kirigi iyilesmesinde rol oynar. Ancak
CYP24AT’in bir dizi hidroksilasyon ve oksidasyon reaksiyonlariyla 1c,25(0H), D3’
inaktive eder. Bu reaksiyonlar, kalsitronik asit ya da zayif bir VDR antagonisti olan
1,25(0H),D3-26,23 laktonu olusturur (Jones ve ark., 2018). inaktif kalsitronik asit ve
26,23-lakton safra veya iire ile atilir (Resim 5) (Saponaro ve ark., 2020). CYP24Al,
kalsitriol tiretiminde gerekli enzim olmanin yani sira kalsitriol i¢in katabolik bir enzim
oldugu gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde eksprese edilen CYP24A1’in daha malign
ve metastatik tiimorlerde ekspresyonunun arttigi gozlenmistir. Ayrica kolorektal
kanserde, artan CYP24A1 gen kopya sayisi gosterilitken, CYP24A1 promotdr
metilasyonunda higbir farklilik goriilmemistir (Christakos ve ark., 2016).

Kalsitriol, p450 sitokrom enzimi CYP27B1 enzimi ile hidroksilasyonu sonucu
bobreklerde sentezlenir. CYP27B1 enzimi parakrin sekilde etki ettigi bircok kanser
hiicresi dahil olmak tizere (Feldman ve ark., 2014), epitel hiicrelerinde (deri, akciger,
meme, bagirsak ve prostat), endokrin bezlerde (paratroid bezi, testis, yumurtalik,
plasenta), immiin sistem (makrofajlar, T ve B lenfosit) ve dendritik hiicreler
(osteoblast, kondrosit) gibi ekstra renal dokularda da bulunmaktadir (Bikle, 2014).
Kalsitriol, proliferasyon, apoptozis, hiicre farklilasmasi, inflamasyon, invazyon,

metastaz, anjiogenezisi iceren bircok metabolik yolagi ve miRNA ekspresyonunu
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regiile etmektedir. Bu nedenle kanser gelisme ve biiylimesini etkileme potansiyeline
sahip olabilecegi ve kanser kok hiicrelerini etkileyebilecegi gosterilmistir (Feldman ve
ark., 2014).

En aktif formu 1a,25(0H),D5; (Kkalsitriol), nukleusda bulunan VDR
reseptorleri aracihigiyla aktivite gosterir (Zhang ve ark., 2021). VDR sinyal
aktivasyonu, kalsiyum metabolizmasi, apoptozis, immunite ve otofajiyi kapsayan
birgok siirecte etkilidir (Sun, 2011). VD/VDR, immun sistem, bagirsak
mikrobiyomunun sekillenmesinde ve bariyer fonksiyonunda o©nemli bir rol
istlenmektedir. VD/VDR arasindaki temel iliski bagirsak mikrobiyotasinin yani sira
kronik inflamasyon ve inflamatuar bagirsak hastaliklarinin gelisiminde etkili olmakla
birlikte 6zellikle kolon kanserinde intestinal VDR diigiikligii gozlenmistir (Zhang ve
ark., 2021). Ayrica VDR, bircok malign dokuda eksprese edilmistir. Aktif VDR, hedef
genlerin promoter bolgesinde bulunan VD yanit elemanlarina baglanir ve bu genlerin

transkripsiyonunu kontrol etmektedir (Sun, 2011).
4.4.2. VD’nin kanserdeki rolii

Epidemiyolojik ¢aligmalarda, giinesten gelen UVB’ye daha fazla maruz kalan
bolgelerde ¢esitli kanserlerde daha diisiik insidans ve Oliim oranlar1 kaydedilmistir
(Krishnan ve ark., 2012). VD’nin kansere karsi koruyucu etkisine dair 40 yil 6nce
yapilan epidemiyolojik ¢alismada ise, glines 1s18ina maruz kalma oraninin artmasi
sonucu kolorektal kansere kars1 koruyucu olabilecegi one stiriilmiistiir. Ayni1 zamanda
in vitro deneylerde, kalsitrioliin melanom hiicreleri {izerinde antiproliferatif etkisi
oldugu bulunmus ve VD serum diizeylerinin diigiik olmas1 yiiksek kanser insidansiyla
iliskilendirilmistir (Carlberg ve Muioz, 2022). Ek olarak, kanser hastalarinda
osteoporoz prevalansi, genel toplum i¢inde yasayan niifusa kiyasla daha yiiksektir.
Ayrica, ginlik VD takviyesi, genel popiilasyonda kanser nedenli 6lim riskinde

azalma ile iligkilendirilmistir (Wesselink ve ark., 2020).

Kalsitriol, hiicre dongiisli durmasin1 ve hiicre dongiisiiniin GO/G1 fazinda hiicre
birikmesini indiikleyerek bir¢ok habis hiicrenin ¢ogalmasimi engeller (Krishnan ve
ark., 2012). Bu nedenle, hiicre sistemlerinin, p21 ve p27 dahil olmak iizere hiicre

dongiisii ilerlemesini kontrol eden genlerde VDR kontroliiniin tanimlanmasi tesadiif
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degildir (Campbell ve Trump, 2017). Kolon epitelyal VDR, yukari regiile edilmis p53
apoptoz modiilatoriinii ve epitelde apoptozu inhibe ederek, kolonun mukozal
bariyerini koruyan ve inflasyonu azaltan 6nemli bir proapoptotik diizenleyicidir (Javed
ve ark., 2020). Ek olarak, kalsitriol, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve insiilin
benzeri biliylime faktorii II tarafindan tetiklenen proliferatif sinyal yolaklarina
midahale eder (Barbachano ve ark., 2017). TGF-B, epitelyal hiicre proliferasyonunun
gliclii bir inhibitoriidiir ve birgok hiicre sisteminde EMT’lerin ana indiikleyicisidir.
Kalsitriol, normal epitel hiicrelerinde TGF-B tarafindan EMT'nin indiiklenmesini
engeller, bu da E-kadherinin asagi regiilasyonunu 6nler. Bu etkinin ana mekanizmasi,
sirayla biiyiik 6l¢iide Wnt/B-katenin, TGF-f ve EGF sinyal yollarinin antagonizmasina
dayanan epitelyal-mezenkimal gegisin inhibisyonudur (Fernandez-Barral ve ark.,
2020).

Birgok neoplastik hiicrede kalsitriol, daha olgun ve daha az malign hiicrelerin
olusumuyla sonuclanan farklilasmay1 da indiikler. Kalsitrioliin kanser hiicrelerinin
farklilasma mekanizmalar1 iizerine etkisi hiicre tipine ve hiicre icerigine gore
degismektedir (Krishnan ve ark., 2012). Kalsitriol, kolon kanseri hiicrelerinde birkag
mekanizmayla proliferasyonu engellenmesi ve farklilagmanin diizenlenmesini
saglayan iki ana etkiye sahiptir. Bu mekanizmalar 1) transkripsiyonel olarak aktif
TCF7L2/ B-katenin komplekslerinin olusumunu engelleyen hiicre ¢ekirdegi i¢indeki
B-katenin'e VDR baglanmasinin indiiklenmesi, 2) plazma zarinda yeni sentezlenen [3-
katenin proteininin ¢ektigi CDH1 proteininin (cadherin 1, ayrica E-cadherin olarak da
adlandirilir) yukar1 regiilasyonu ile niikleer B-katenin iceriginin azaltilmasi ve 3)
DKKZ1 geninin uyarilmasi (Dickkopf WNT sinyal yolu inhibitoriil) icerir (Carlberg ve
Mufioz, 2022). VDR, hiicre ¢ekirdegi igindeki B-katenin ile fiziksel olarak etkilesime
girer ve bu nedenle B-katenin ve TCF arasindaki baglanma ile rekabet eder ve buna
miidahale eder. Bu, B-katenin/TCF hedef genlerinin ekspresyonunu engelleyen
transkripsiyonel olarak aktif B-katenin/TCF komplekslerinin sayisinda bir azalma ile

sonuglanir (Barbachano ve ark., 2017).

Kalsitriol, tiim kanser hiicrelerinde ayni etkiyi saglamamasina ragmen cesitli
kanser hiicrelerinde apoptozisi indiiklemektedir (Krishnan ve ark., 2012). Kalsitriol,

proapoptotik genlerin yukari regiilasyonu, hayatta kalma genlerinin (survivin ve
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timidilat sentaz) asagi regiilasyonu ve parakrin bir sekilde, makrofajlar tarafindan IL-
1B sekresyonu ile etkilesim yoluyla ¢esitli ajanlar tarafindan apoptoz indiiklenmesine
kars1 kolon karsinomu hiicrelerini duyarli hale getirir(Barbachano ve ark., 2017). EK
olarak, kalsitriol, kanser hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu ile iliskili oldugu gosterilen
bir p53 homologu olan p73'in ekspresyonunu arttirmakta (Krishnan ve ark., 2012),
sinyalizasyonu ve antiproliferatif olaylar1 aktive ederken apoptoza karsi hiicreleri

duyarl hale getirmektedir (Campbell ve Trump, 2017).

E-kadherin ekspresyonunun azalmasi, c¢esitli kanser tiirlerinin ilerlemesi
sirasinda stk goriliir ve timor hiicreleri tarafindan metastatik o6zelliklerin
kazanilmasiyla iliskilidir. Bu nedenle, E-kadherin invazyon baskilayici olarak kabul
edilir. Kalsitrioliin protein sentezi, de novo gerektiren bir transkripsiyonel mekanizma
ile kolorektal kanser hiicrelerinde E-kadherini arttirdig1 gosterilmistir (Barbachano ve
ark., 2017). Kolon kanseri tiiméorlerinde VDR ve E-kadherin RNA seviyeleri arasinda
dogrudan bir iligki bulunmustur (Barbachano ve ark., 2017). HT-29 kolon kanseri
hiicre serisinde tiimor metastazi ile iligkili siiregleri inhibe ettigi belirtilmistir. Ayrica,
E-kadherin ekspresyonunu arttirdigi ve N-kadherin ekspresyonunu inhibe ederek,
tiimdr invazivliginde dnemli bir rol oynayan “kadherin gecisinin” durdurulmasindaki

etkisi gosterilmistir (Kallay ve Buburuzan, 2017).

HT-29 kolon kanseri hiicre hattina 25(OH) D3 ve 1,25(0H),D5; uygulamasi,
doza ve zamana bagli bir sekilde proliferasyonunu inhibe etmistir (Kallay ve
Buburuzan, 2017). D vitamini nanoemiilsiyonunun ise doza ve zamana bagli bir
yaklagimla HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde sitotoksisiteyi indiikledigini bulunmustur
(Razak ve ark., 2019).

Aragtirmalarda, kalsitrioliin inflamatuar ve immiin yanitlarda etkili olmasinin
yani sira, hiicresel proliferasyonda yer alan genlerin ekspresyonunu diizenleyen
inflamasyondan karsinojeneze giden siiregte 6nemli oldugu diistiniilen transkripsiyon
faktori NFxB'nin aktivasyonunu ve sinyallesmesini inhibe ettigi belirtilmistir
(Krishnan ve ark., 2012). Ek olarak, Wnt/B-katenin yolu, karsinom hiicrelerinde
kalsitriol tarafindan interlokin (IL)-1p sentezinin inhibisyonu ve komsu makrofajlar
tarafindan salgilanmasi yoluyla parakrin bir sekilde inhibe edilir (Barbachano ve ark.,
2017)
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VD kanserlerde inflamatuar ortami nasil etkiledigine iliskin ¢esitli
mekanizmalar arastirilmistir; bunlar arasinda niikleer faktér (NF)-xB ve siklooksijenaz
yolaklar1 gibi kolorektal kanserin ilerlemesinde yer alan ¢esitli inflamatuar yolaklar ve
birgok sitokinin (TNF-a, interl6kin -1, IL-6, IL-8, IL-17 ve TGF-B1) D vitamininden
etkilendigini gosterilmistir (Javed ve ark., 2020). Ayrica IL-6, pro-tiimdrijenik
kapasiteye sahip bir proinflamatuar sitokin olarak, prostat ve kolorektal kanser
ilerlemesinde 6nemli bir anahtar efektordiir (Liu ve ark., 2018). Kolorektal kanser
hastalarinda bu sitokinlerin serum seviyeleri daha yiiksek oldugu gézlenmistir (Javed
ve ark., 2020). Giinliik 800 IU vitamin D5 alimi, farkli inflamasyon belirteglerinin
(6rn., C-reaktif protein, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-1p, IL-10) serum diizeylerini azalttig
ve kolon kanseri riskinin azalmasiyla iligkili oldugu belirtilmistir (Kallay ve

Buburuzan, 2017).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Gerecler
5.1.1. Cihazlar ve laboratuvar gerecleri

e CO, inkiibatorii: SANYO MCO-19A1C (UV)

e Laminar akimli kabin: ESCO Class Il Biosafety Cabinet LP-4S11 2009-43648
e Santrifiij: Hettich UNIVERSAL 320 ve 32R

e Isik mikroskobu: OLYMPUS CKX41

e Buzdolab1 (+4 °C ve -20°C): UGUR USD 372 DTK ve REGAL DD-143
e XCELLigence: Acea Biosciences 3X16

e Microplate reader: Epoch BioTek Instruments 254732

e Microplate reader: RAYTO RT-2100C

e Homojenizator: IKA R104

e Ultrasonikator: Bandelin UW 3100

e Manyetik karigtirict: ISOLAB Fuse T315 Al 250VAC

e (Calkalamali su banyosu: GFL 2002- 108914151

e Distile su cihazi: GFL 2002-1008974151

e Buz makinesi: SPT IM-662C: 66 Ibs Automatic Stainless Steel Ice Maker
e Ultrasonik banyo: Wise Clean WUC-AO03H

e Hassas terazi: Weightlab instruments WSA-224

e UV spektrofotometre: SHIMADZU UV- 1700

e Otoklav: BioTek NB1045

e Etiiv: Heraeus Thermo Scientific 40918100

e Mikropipet: RAININ Pipet-Lite XLS 10 pul, 100 pul ve 1 ml

e Mikropipet: BIOHIT PROLINE 20-200 pl

e Pipetor: CappAid
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5.1.2. Kimyasallar

e D vitamini: 1,25(0H),D3 , Zhejiang Garden Biochemical SDS202008032A
e Sodyum aljinat: Sigma- Aldrich W201502-1KG
e CNF: Sigma- Aldrich 719811-25G

5.2. Yontem
5.2.1. CNF’lerin hazirlanmasi ve VD adsorpsiyonu

Karbon nanolifler (CNF), ¢6zilinebilen safsizliklardan aritmak amaciyla distile

su ile manyetik karistirict kullanilarak 24 saat yikandiktan sonra etiivde kurutuldu.

CNF’lere, aktiflestirme islemi yapilmasi i¢in yikanmis ve kurutulmus 3 g CNF
tartildi. Uzerine 50 ml %85 H3 PO, (fosforik asit) ilave edilerek manyetik karistiricida
karistirildi. Manyetik karistiricidan alinan CNF-H3; PO, agz1 parafilmle kapatilarak 24
saat bekletildi ve siire sonunda 250°C’deki etiive alindi. Etiivde orta diizeyde 1siya
maruz birakilan CNF’ler etiivden alindiktan sonra tizerine 200 ml distile su (dH,0O)
ilave edildi ve manyetik Kkaristiricida karistirildi. Manyetik karistiricidan alinan
CNF’ler, 50 mI’lik santrifijj tiiplerine esit bir sekilde dagitild1 ve 30 dakika siiresince
5000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiigasyon sonucunda siipernatant dokiilerek pellete
50 ml distile su eklendi ve tekrar santrifiij islemi gerceklestirildi. Bu islem
stipernatantin pH’s1 ndtr pH degerine ulasana kadar tekrarlandi. pH sabitlendikten

sonra 85°C’deki etiivde kurutuldu. Bu 6rnekler aktif CNF (ACNF) olarak adlandirildi.

Yapilan hiicre kiiltirii deneylerinde CNF ve ACNF’lerin non- kanserojenik
NIH/3T3 hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gostermesi nedeniyle glisin ile
modifikasyon yapilmasina karar verildi. Hazirlanan ACNF ve CNF’lere glisin (GLC)
baglanmast i¢in 200 mg ve 100 mg GLC tartilip toplam hacim 200 ml olacak sekilde
distile su ilave edildi. VD ile muamele edilen numuneler 37°C’de calkalamali su
banyosunda calkalandi, yalnizca GLC modifikasyonu i¢in 85°C’de etiiv kullanildi.

Numuneler 24 saat sonunda bekletilen sicakliklarda kurumaya alindi.

Hazirlanmigs olan CNF ve ACNF’ler ile CNF- GLC ve ACNF- GLC
orneklerine VD yiiklemesi i¢in 200 mg ve 50 mg VD konsantrasyonlar1 kullanildi. 100
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ml % 99,9 etanolde ¢ozdiiriildii ve toplam hacim 200 ml olacak sekilde, 100 ml distile
suda hazirlanmis CNF/ACNF c¢ozeltilerine eklendi. Hazirlanan cam deney siseleri
37°C calkalamali su banyosunda 24 saat calkalandi. Karistiricidan alinan siseler, 3
defa distile su ile yikanip filtreden gecirildi. Son olarak, filtre lizerindeki CNF-VD ve
ACNF-VD ornekleri 37°C’deki etiivde 2,5 saat boyunca kurutuldu.

Aerojel tretimi i¢in yukarida hazirlanan ACNF (150 mg)- VD (50 mg)
(ACNF- VD-2) 6rneklerinden 0,4 ve 2 mg/ml’lik dispersiyonlar hazirlandi. Bunun igin
4 mg ACNF-VD-2 ve 20 mg ACNF-VD-2 tartilarak 10 ml distile suya eklendi.
Hazirlanan ACNF-VD-2 dispersiyonlari homojenizator kullanilarak 30 dk boyunca
disperse edildikten sonra 10 dakika sonikatore maruz birakildi. Sodyum aljinat
¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2 g sodyum aljinat tartilarak 100 ml distile suda ¢oziildii. Bu
¢ozeltiden 10’ar ml alinarak {izerine hazirlanmis olan ACNF-VD-2 dispersiyonu
pipetle damla damla ilave edildi. Manyetik karistiricida 10 dk bekletildikten sonra 3 g
CaCl, igeren 100 ml distile su ¢dzeltisi lizerine damla damla eklendi. CaCl, igerisinde
24 saat bekletilen aerojeller, bu siire sonunda 3 defa distile su ile yikandiktan sonra 24
saat boyunca havada kurumaya birakildi. Ertesi giin aerojeller 37°C’deki etiivde 12

saat kurutuldu.
5.2.2. VD yiiklii CNF’lerin karakterizasyonu

CNF, modifiye edilmis CNF ve iiretilen aerojellerin ylizey alanlarini

hesaplamak i¢in metilen mavisi adsorpsiyonu yontemi kullanildi.

CNF, modifiye edilmis CNF ve iiretilen aerojellerin yiizey yapisi ve morfolojik
ozellikleri taramali elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak incelendi. Hazirlanan
numunelerin morfolojisi, Taramali Elektron Mikroskobu (Zeiss EVO MA 10) ile
karakterize edildi. Orneklerin UV spektrumlarini kaydetmek igin UV-Gériiniir
spektrofotometre (Shimadzu 1700) kullanilarak VD adsorpsiyon caligmalar1 yapildi.
Numunelerin FTIR spektrumlarint kaydetmek icin Varian 800 FTIR (Fourier
transform kizil6tesi) spektrometresi kullanildi. XRD analizi i¢in Shimadzu XRD 6100
kullanildi.
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Segilen ACNF oOrneklerinin VD adsorpsiyon kapasitesini hesaplamak icin
kesikli adsorpsiyon deneyleri yiiriitiildii. 500 mg/L VD baslangi¢ derisimi kullanilarak
ACNF ornekleri tizerindeki VD adsorpsiyonu zamana ve farkli deney kosullarina baglh
olarak spektrofotometrik olarak izlendi. ACNF {izerindeki VD adsorpsiyonuna ortam
sicakliginin etkisini gérmek amaciyla farkli sicakliklarda adsorpsiyon g¢aligmalari

yiiriitiildii ve VD adsorpsiyonuna pH etkisi, farkli ortam pH’larinda incelendi.
5.2.3. Hiicre kiiltiirii

CNF’lere yiliklenmis VD uygulamasinin kolon kanseri hiicre proliferasyonu
tizerine etkisinin arastirilmasi i¢in ¢alismamizda HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri
hiicre hatlar1 kullanildi. HT-29 ve HCT-116 hiicreleri, %5 CO, igeren ve 37°C’lik
atmosferde, %10 FBS ve %1 Penisilin-streptomisin iceren DMEM besiyerinde kiiltiire
edildi. Hiicrelerin %80-90 konfluent hale gelmesinden sonra Tripsin-EDTA

uygulamast ile kaldirilan hiicreler, 25 cm?’lik flasklara pasajland.

Calismamizda saglikli hiicre olarak fare embriyonik fibroblast hiicre dizisi olan
NIH/3T3 hiicreleri kullanild1 ve hiicreler %5 CO,, iceren ve 37°C’lik atmosferde, %10
FBS ve %1 Penisilin-streptomisin igeren DMEM/F12 besi yerinde kiiltiire edildi.

5.2.3.1. Nanomalzemelerin antiproliferatif ve sitotoksik aktivitelerinin

belirlenmesi

Hazirlanan nanomalzemelerin antiproliferatif ve sitotoksik etkinliginin
belirlenmesi i¢in 2 farkli yontem kullanildi: a) Kantitatif bir yontem olan yontem MTT

yontemi b) “Gergek Zamanl Hiicre Olger” yontemi.

MTT Yontemi: MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipheniltetrazolium bromid),
hiicre proliferasyonunu, hiicre canliligim1 ve sitotoksisiteyi 6l¢gmede kullanilan
kantitatif bir yontemdir. Bu yontem, mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz
edilen tetrazolium tuzlarinin indirgenmesine dayanmaktadir (Beekman ve ark., 1997).
Tetrazolium tuzlart (MTT, XTT, WST-1), genelde substrat olarak renksiz, canli
hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi sonucu renkli tiriinler veren maddelerdir. MTT bu
amacla kullanilan bir tetrazolium tuzudur ve substrat olarak sar1 renkte olmasina

ragmen canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-dehidrogenaz (SDH) enzimine
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spesifik olarak baglandiginda suda ¢6ziinmeyen mavi-mor formazan tuzlari olusturur.
Canl1 ve mitokondriyal fonksiyonlari bozulmamis hiicreler bu iiriiniinii olustururken,
olii ve mitokondriyal fonksiyonu bozulmus hiicreler mavi-mor renkli formazan
irlinlinii olugturmaz. Formazan tuzlari, DMSO, izopropanol gibi organik solventlerde
kolayca ¢oziiniirler. Solventte ¢dziinen materyalin optik dansitesi spektrofotometrik
olarak Olciiliir. Boylece, hiicre canliligindaki degisim formazan miktarinda da
degisime neden olur ve spektrofotometrik olarak elde edilen deger, %100 canlilig

gosteren deger ile kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi belirlenir.

MTT ¢ozeltisinin hazirlanisi: Calismada kullanilacak yontem igin ticari olarak
satin alinan “Vybrant Mtt Cell Proliferation Assay Kit” (Thermo Fischer, USA)
kullanildi. Paket icerisinde bulunan 5 mg MTT boyasi, 1 mL steril fosfat tamponu
(PBS) i¢inde ¢oziildiikten sonra iyice vortekslenerek ve ¢oziinmeyen kisimlar
santrifiijlenerek iistteki sivi steril bir ependorfa alindi. Isiga karsi hassas olan MTT

¢ozeltisi kullanilincaya kadar +4°C’de karanlikta saklandi.

96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi: NIH/3T3
hiicre serisi, HT-29 ve HCT-116 kolon kanser hiicre serileri dncelikle sayimi1 yapilarak
kuyucuk basma 10.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin kuyucuklar arasinda
diizenli ve esit dagilip dagilmadiklar1 ve saglikli olup olmadiklari mikroskopta

incelendi. Kuyucuklara ekilen hiicreler, inkiibatére kaldirilarak 24 saat siiresince

inkiibe edildi.

VD yiiklii CNFlerin eklenmesi: 24 saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelere,

cesitli konsantrasyonlarda yiiklii nanolifler eklenerek tekrar inkiibatore kaldirildi.
Calismamizda asagidaki 6rnekler kullanildi:

CNF (200 mg): PBS

CNF (200 mg) + Glisin (200 mg) (CNF- GLC)

CNF (200 mg) + VD (200 mg) (CNF-VD)

CNF (200 mg) + Glisin (200 mg) + VD (200 mg) (CNF-GLC-VD)
Aktif CNF (ACNF) (200 mg): %385 Fosforik asitle aktiflestirilen
ACNF (200 mg) + Glisin (200 mg) (ACNF- GLC)

ACNF (200 mg) + VD (200 mg) (ACNF- VD)

N o g s~ w D E
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8. ACNF (200 mg) + Glisin (200 mg) + VD (200 mg) (ACNF- GLC- VD)
9. ACNF (150 mg)- VD (50 mg) (ACNF- VD-2)

10. Aerojel (sodyum aljinat) (200 mg) + ACNF (4 mg) (Aero0)

11. Aerojel (sodyum aljinat) (200 mg) + ACNF- VD-2 (4 mg) (Aerol)

12. Aerojel (sodyum aljinat) (200 mg) + ACNF- VVD-2 (20 mg) (Aero2)
13. D vitamini 1 uM (VD1)

14. D vitamini 2 uM (VD2)

MTT deneyinin yapilisi: 48 saat sonunda inkiibatorden ¢ikarilan
kuyucuklardaki hiicre besiyeri pipetle cekilip atildi. Kuyucuklara 200 pl PBS
eklenerek kuyucuklarin iyice temizlenmesi saglandi. Daha sonra her bir kuyucuga
once 100 pL hiicre besiyeri eklendikten sonra 10uL MTT soliisyonu eklenerek 4 saat
stire boyunca inkiibatorde inkiibe edildi. 4 saatlik siirenin sonunda kuyucuklara 100pl
sodyum dodesil siilfat (SDS) eklenerek MTT ile olusan formazon kristallerini ¢6zmek
icin 12 saat boyunca 37°C’de CO: inkiibatoriinde inkiibe edildi. Kiiltiir plag:
mikroplaka okuyucusuna konularak absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda
okutuldu. Higbir madde eklenmeyen kontrol kiiltiirlerinden elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasi alinarak bu deger % 100 kabul edildi. Sentez bilesikleri igeren
kiiltiirlerden elde edilen absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve
hiicrelerin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi. Bu deneyler en az 3 tekrarl olarak 3

farkl1 zamanda yapild1.

Gercek Zamanh Hiicre Olger Cihazi ile Antiproliferatif Etkinligin Belirlenmesi: Bu
sistemin temeli, hiicreler iizerinde herhangi bir isaretleme yapmadan, sisteme 6zel
tasarlanmis olan e-plakalarin zemininde bulunan ve altin igeren mikro-elektrotlar
sayesinde hiicrelerden alinan elektriksel empedansin Ol¢limiine dayanmaktadir.
Empedans 6l¢iimii hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve hareketi dahil olmak lizere
hiicrelerin biyolojik durumlari hakkinda kantitatif bilgi verir. Bu yontem, “end-point”
yontemlerle elde edilmesi miimkiin olmayan verilerin elde edilebilmesine olanak

saglamaktadir.

Gergek zamanl hiicre analiz sistemi kullanilarak elde edilecek hiicre indeksi

parametresinin degerlendirilebilmesi igin 16 kuyucuklu e-plaka kullanildi. Oncelikle
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e-plakanin her bir kuyucuguna 100 pl besiyeri eklendikten sonra cihaza konularak
“background” Olglimleri yapildi. Daha sonra hiicreler i¢in 100 pl besiyerinde
uygunlugu belirlenen sayida hiicre olacak sekilde her bir kuyucuga ekim yapildi. Bu
islemin ardinda plakalar 30 dakika boyunca steril ¢aligma kabini igerisinde inkiibe
edildikten sonra xCELLigence DP (Roche) cihazindaki yerlerine yerlestirilerek 37°C
ve %5 CO; ortam sartlarinda inkiibasyona birakildi. E-plakalara hiicre ekimi
gerceklestirildikten sonra xCELLigence DP cihazina her 15 dakikada bir 6l¢iim almasi
icin komut verildi. Hiicre ekiminden yaklasik 24 saat sonra hiicrelerin ¢ogalma fazinin
1/3’liik diliminde e-plakalardaki besiyeri gesitli konsantrasyonlardaki karbon nanolif
konsantrasyonlarini iceren besiyeri ile degistirilerek 120 saat siiresince 15 dakika
araliklarla 6l¢iim alinmaya devam edildi. Konsantrasyona ve zamana bagimli hiicre
indeksi degerlerine ait grafikler bilgisayar ekranina aktarilarak analizler

gerceklestirildi.

5.2.3.2.VD yiiklii karbon nanoliflerin hiicre migrasyonu iizerindeki etkilerinin

belirlenmesi

Kanser hiicrelerinin migrasyonu iizerine VD yiiklii karbon nanoliflerin etkisini
belirlemek amaciyla yara agma deneyi yapildi. Yapilan MTT analizleri sonucu normal
hiicreler {izerinde sitotoksik aktivite gostermeyen ACNF- VD-2 kompozitini igeren

aerojel (Aerol) kullanilarak migrasyon deneyleri yapildi.

Yara A¢cma (Wound Healing) Migrasyon Analizi: Yara kapanma deneyi i¢in
hiicreler 6 kuyucuklu plakalara (her kuyucukta 1x10° hiicre) ekildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan 24 saat %0 FBS’li medium ile tekrar inkiibasyona birakildi.
Daha sonra kuyucuklardaki besiyeri alinarak, diiz bir ¢izgi halinde 100 pl steril pipet
ucuyla birbirine paralel yaralar (¢izgi) acildi. 3 kez steril PBS ile yikanip kalkan
hiicreler ortamdan alindiktan sonra %1 FBS’li besiyeri igerisinde hazirlanan karbon
nanolifler ¢esitli konsantrasyonlarda eklendi. 0., 24. ve 72. saatlerde fotograflar ¢ekildi

ve yara kapanmasi kontrol edildi.
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5.2.3.3.Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasimin arastirilmasi

Kolon kanseri hiicrelerinde olasit apoptotik mekanizmanin arastirilmasinda
biyokimyasal ve morfolojik yontemler kullanildi. Yapilan MTT analizleri sonucu
normal hiicreler {izerinde sitotoksik aktivite gostermeyen ACNF- VD-2 kompozitini

igeren aerojel (Aerol) kullanilarak kaspaz enzim aktivasyon olgliim deneyleri yapildi.

Kaspaz enzim aktivasyonlarinin élgiimii: Ticari olarak satin alinan kaspaz 3, 8 ve 9
kitleri ile aktivasyon Ol¢iiliip hangi yolak veya yolaklarin etkili oldugu
spektrofotometrik olarak belirlenmeye calisildi. Her 3 kaspaz proteini enzimatik
olarak olgiildii (Senkardes| ve ark., 2016)

Kaspaz-3 Kolorimetrik Analizi: Kaspaz-3 enzim aktivitesi ticari olarak satin
alinacak olan kaspaz-3 deney kitinde (Millipore Caspase-3 Colorimetric Activity
Assay Kit) belirtilen yontem ile olgiildii. Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi peptid
substrat Acetyl Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilid’in  (Ac-DEVD-pNA) kaspaz-3
tarafindan parcalandiktan sonra serbest kalan p-nitroanilid (pNA) miktarinin 405

nm’de Ol¢lilmesi esasina dayanir.

Kaspaz 9 Kolorimetrik Analizi: Kaspaz 9 enzim aktivitesi ticari olarak satin
alinacak olan kaspaz-9 deney kitinde (Millipore Caspase-9 Colorimetric Activity
Assay Kit) belirtilen yontem ile olgiildii. Peptid substrat Ac-LEHD-pNA kaspaz-9
tarafindan pargalandiktan sonra serbest kalan pNA nin ortaya ¢ikartti1 renk siddeti

405 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilerek kaspaz-9 aktivitesi hesaplandi.

Kaspaz -8 Kolorimetrik Analizi: Kaspaz-8 enzim aktivitesi ticari olarak satin
alinacak olan kaspaz-8 deney kitinde (Millipore Caspase-8 Colorimetric Activity
Assay Kit) belirtilen yontem ile 6lgiildi. Peptid substrat Ac-IETD-pNA kaspaz-8
tarafindan pargalandiktan sonra serbest kalan pNA nin ortaya ¢ikartti1 renk siddeti

405 nm’de spektrofotometrik olarak dlciilerek kaspaz-8 aktivitesi hesaplandi.

Mitokondri Membran Potansiyelinin  (MMP) Belirlenmesi: Apoptoz
esnasinda mitokondri membran potansiyeli kaybi, JC-1 mitokondri membran
potansiyeli belirleme kiti (MitoPT™ JC-1 Assay Kit, ImmunoChemistry) kullanilarak
belirlendi. Saglikli hiicrelerde JC-1 boyas1 mitokondride agregatlar seklinde toplanir
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ve bu kirmiz1 floresan bir renk verir. Apoptotik hiicrelerde ise mitokondri membran
potansiyeli ¢okmiis oldugundan JC-1 boyast mitokondri icinde toplanamaz ve
sitoplazmada monomerik formda kalarak yesil floresan bir renk verir (Kulabas ve ark.,
2016).

Membran potansiyelinin belirlenmesi amaciyla hiicreler 1x10® hiicre/ml olacak
bicimde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilerek karbon nanolifler eklenerek
inkiibasyona maruz birakildi. Hiicreler daha sonra 800 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.
Hiicre pelleti tizerine 1 ml 1X JC-1 soliisyonu eklenerek siispanse edildi. Hiicre
stispansiyonu 37°C’ de, %5 COz inkiibatoriinde 15 dakika inkiibe edilerek sonrasinda
800 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicrelere 2 ml
assay buffer eklenerek tekrar santrifiijlendi. Bu islem toplamda 2 kez tekrarlandi. Daha
sonra hiicreler uygun tamponda siispanse edilerek florospektrofotometre cihazinda

analiz edildi.

Akridin oranj ve etidyum bromiir boyalart ile apoptozun saptanmast. Akridin
oranj ve etidyum bromiir boyalari, canli ve 6li hiicreler ile niikleusta ve hiicre
membranindaki nekroz ve apoptoza bagl degisiklikler hakkinda bilgi vermektedirler.
Akridin oranj, hem canli hem o0l hiicreleri boyarken, etidyum bromiir sadece
membran biitiinliigli bozulmus hiicreleri boyar. Canli hiicreler morfolojik olarak
tiniform yesil renkli boyanirlar. Apoptozun erken donemindeki hiicreler de yesil-sar1
renkte boyanmakta ancak niikleuslarinda, kromatin kondensasyonu ve niikleer
fragmantasyonu gosteren parlak yesil-sar1 renkli noktalanmalar icermektedirler. Geg
apoptotik donemdeki hiicreler karakteristik parcalanmis niikleus goriintimler ile
turuncunun degisik tonlar1 seklinde gozlenir. Etidyum bromiir nekrotik hiicrelerin

cekirdeklerinin kirmizi renkte goriinmesine neden olur.

Deneyin yapilist: 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler nanoliflerle
inkiibasyonun ardindan bu isleme alindi. Kuyucuklarda bulunan hiicre besiyeri
cikarildiktan sonra, PBS ile hiicreler iyice yikandi ve ardindan metanol ile
fiksasyonlar1 saglandi. Fiksasyondan sonra hiicreler akridin oranj (100 mg/ml) ve
etidyum bromiir (100 mg/ml) i¢eren boya soliisyonu ile 5 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. Boyama isleminin ardindan hiicreler bir kez yikandiktan sonra floresan

mikroskop altinda incelendi.
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6. BULGULAR

6.1. ACNF’nin Karakterizasyonu ve VD Adsorpsiyonunun Incelenmesi

Bu calismada VD tasiyici platform olarak aerojel yapida ACNF-VD-2
kompozit ilag tasiyici sistemi (Aerol) gelistirildi. HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri
hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri incelendi. Aerojel platformlarin yapisinda
kullanilan ACNF'nin yiizey alan1 ve VD tasima kapasitesi ise adsorpsiyon yontemi
kullanilarak test edildi. ACNF’nin ylizey alani metilen mavisi yontemi ile belirlendi
ve bulunan sonuglara gére yiizey alani 33,58 m?/g olarak hesaplandi. ACNF iizerinde
VD adsorpsiyonu da aerojellerin iiretim sicaklig1 olan 37°C’da incelenerek, elde edilen

sonuclara asagida yer verildi.

Karbon nanolif ve aerojel orneklerinin XRD analizi yapilmis olup, XRD
diyagrami Sekil 2’de verilmistir. Nanolif ve aerojel 6rneklerinin FTIR spektrumlari

Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 2. Karbon nanolif ve aerojel 6rneklerinin XRD diyagrami
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Sekil 3. Karbon nanolif ve aerojel 6rneklerinin FTIR spektrumu
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Karbon nanolif ve aerojel 6rneklerinin yiizey morfolojisini ve yapisini analiz
etmek icin taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilmigtir ve SEM goriintiileri

Sekil 4°te verilmistir.

10 pm

(c) (d)

Sekil 4. ACNF-VD (a, b) ve Aerol (c, d) drneklerinin SEM goriintiileri.

6.1.1. ACNF iizerinde VD adsorpsiyonunun incelenmesi

Segilen ACNF oOrneklerinin VD adsorpsiyon kapasitesini hesaplamak i¢in
kesikli adsorpsiyon deneyleri yiiriitiildii. 500 mg/L VD baslangi¢ derisimi kullanilarak
ACNF ornekleri tizerindeki VD adsorpsiyonu zamana ve farkli deney kosullarina baglh
olarak spektrofotometrik olarak izlendi. ACNF adsorpsiyonunda derigimin zamanla

degisimi verileri izlenerek denge siiresinin 15 dakika oldugu belirlendi (Sekil 5).
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Sekil 5. ACNF’nin zamana bagli olarak VD adsorpsiyonu

ACNF f{izerindeki VD adsorpsiyonuna ortam sicakliginin etkisini gérmek
amaciyla farkli sicakliklarda adsorpsiyon ¢aligmalar yiiriitiildii. Elde edilen sonuglara
gbére VD adsorpsiyonunun sicaklik artisi ile birlikte 6nemli dlgiide arttig1 belirlendi.
Ilag tasiyict sistemlerin iiretimi i¢in ACNF iizerine VD adsorpsiyonu en yiiksek

adsorpsiyon kapasitesinin elde edildigi 37°C sicaklikta yiirtitildi (Sekil 6).
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Sekil 6. ACNF’nin sicakliga bagli olarak VD adsorpsiyonu
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VD adsorpsiyonuna pH etkisi, farkli ortam pH’larinda incelendi ve elde edilen
sonuglar Sekil 7°de gosterildi. VD adsorpsiyonuna ortam pH’inin 6nemli etkisi oldugu
goriildii ve en yliksek adsorpsiyon kapasitesi degeri VD ¢ozeltisinin kendi pH’1 olan

6,5ta elde edildi.
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i
]
!

2 £,5 8
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Sekil 7. ACNF’nin pH’a bagli olarak VD adsorpsiyonu

6.2. CNF’nin NIH/3T3 Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Tezimizde sentezlemeyi amagladigimiz ilag tasiyici sistemin kanser hiicreleri
tizerindeki etkisini belirlemeden Once, non-kanserojenik hiicre hatti olarak
kullandigimiz NIH/3T3 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisini belirledik. CNF
aktiflestirmeden ve D vitamini yiiklemesi yapilmadan 6nce NIH/3T3 hiicre biiyiimesi
tizerine etkisi MTT yontemi ile analiz edildi. PBS igerisinde hazirlanmis olan CNF’in
doza bagl sitotoksik aktivitesini gézlemlemek igin 10 pg, 20 pg, 50 pg ve 100 ug
dozlar1 uygulandi. Yapilan analizler sonucunda, CNF’nin doza bagli olarak hiicre
proliferasyonunu %40-60 oraninda inhibe ettigi belirlendi (Sekil 8). Bu sonuglara
dayanarak, sitotoksik etkiyi azaltmak amaciyla CNF’lere cesitli modifikasyonlarin

uygulanmasi gerektigine karar verildi.
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Sekil 8. CNF’nin doza bagl olarak NIH/3T3 hiicre proliferasyonuna etkisi

6.3. Modifiye Edilen CNF’lere Yiiklenmis VD’nin NIH/3T3 Hiicre

Proliferasyonuna Etkisi

Modifiye edilmis CNF’lerin ve VD yiiklii formlarinin hiicre biiytimesi lizerine
etkisi MTT yontemi ile incelendi. PBS’te hazirlanan dispersiyonlar 10-100 pug doz
araliginda uygulandi. CNF’ler (Sekil 9), ACNF’ler (Sekil 10) ve VD yiiklii formlarinin
(Sekil 9 ve Sekil 10) kontrol grubuyla kiyaslandigi deneyde, saglikli hiicrelere
sitotoksik etkisi oldugu gozlendi. Saglikli hiicrelere olan sitotoksik etkiyi azaltmak
amaciyla CNF ve ACNF’lere GLC kullanilarak modifiye edildi. Modifiye edilen CNF,
ACNEF ve VD yiiklii formlarinin sitotoksik etkileri de Sekil 9 ve 10°da karsilastirmali

olarak verildi.
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Sekil 9. CNF ve modifiye edilmis CNF 6rneklerinin normal hiicre proliferasyonu tizerine
etkisi

CNF’in tek basina GLC ile modifiye edilmis 6rneklerinde ve/veya VD yiikli
formlarimin farkli dozlarinda hiicre sitotoksititesinin %35-45 oraninda devam ettigi
gozlendi (Sekil 9). ACNF o6rneklerinde ise GLC modifikasyonundan sonra hiicre
sitotoksitesinin %10 azaldig1 ve VD yiiklii formlarinda ise sitotoksitenin %30-40

arasinda devam ettigi belirlendi (Sekil 10)
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Sekil 10. ACNF ve modifiye edilmis ACNF 6rneklerinin normal hiicre proliferasyonu
iizerine etkisi

Yukaridaki veriler degerlendirildiginde hem CNF hem de ACNF’nin VD yiiklii
formlarinin sitotoksik etkilerinin daha fazla oldugu belirlendiginden, VD miktarinin
azaltilmasina; toksisitesi aktivasyon ile bir miktar azaltilmis olan ACNF’nin
toksisitesini daha da azaltabilmek amaciyla sodyum aljinat kullanilarak ACNF iceren
kompozit aerojel yapisindaki ilag tastyici sistemlerin iiretilmesine karar verildi.

Uretilen aerojel tastyict sistemin biyouyumlulugunu belirlemek i¢in NIH/3T3
hiicreleri iizerindeki sistotoksik etkileri 50-300 pg/ml konsantrasyonlarinda ¢alisildi.
Hazirlanan VD yiiklii aerojel tasiyici sistemler olan Aerol ve Aero2 kiyaslandiginda,
Aero2’ye gore normal hiicre proliferasyonunu daha kararli bir bigimde arttirdig: tespit
edildi. Diger taraftan Aero0 ve Aero2’nin ise 6zellikle 300 pg/ml konsantrasyonunda
hiicre proliferasyonunda inhibisyona neden oldugu belirlendi (Sekil 11). Normal
hiicreler iizerinde sitotoksitesi olmayan ilag tasiyic1 sistem olusturulmasinin
amagclandig1 bu tez calismasinda tiretilen Aerol’in, kolon kanseri hiicre serileri olan
HT-29 ve HCT-116 iizerindeki etkilerinin belirlenecegi deney ve analizlerde

kullanilmasinin uygun olduguna karar verildi.
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Sekil 11. Aerojel tasiyict sistemlerin NIH/3T3 hiicre proliferasyonuna etkisi

Uretilen Aerol tastyict sistemin normal hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkisinin ACNF ve/veya VD kaynakli olup olmadigini belirlemek igin tastyici sistemin
karakterizasyon islemleri yapildi. Aerol’in yapisinda bulunan VD miktari, kesikli
adsorpsiyon yontemi ile 254,29 mg/g olarak hesaplandi. Bu miktara es deger VD nin
0,05-3 uM doz araliginda hem normal hiicre serisi NIH/3T3 hem de kolon kanseri
hiicre serileri olan HT-29 ve HCT-116 {izerindeki sitotoksik ve antiproliferatif
etkilerini belirlemek igin MTT yontemi kullanildi (Sekil 12). Yapilan analizler
sonucunda bu doz araliklarinda normal ve kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etki

gostermedigi belirlendi.
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Sekil 12. VD’nin doza bagli olarak hiicre proliferasyonuna etkisi

6.4. Modifiye Edilen CNF’lere Yiiklenmis VD nin HT-29 ve HCT-116 Uzerindeki
Antiproliferatif Etkisi

Normal hiicreler iizerinde sitotoksitesi olmayan ve VD igeren ilag tasiyici
sistem tiretilmesinin amaglandigi bu tez ¢alismasinda elde edilen Aerol’in, kolon
kanseri hiicre serileri olan HT-29 ve HCT-116 {lizerindeki etkileri MTT analiziyle
incelendiginde, deneydeki degisen dozlardaki aerojeller HT-29 (Sekil 13) ve HCT-116
(Sekil 14) kolon kanseri hiicre serilerine uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla etkili
bir inhibisyon gosterdi. 48 saatlik MTT deneyi sonrasi yapilan analizlerde, Aerol’in
ICso konsantrasyonu HCT-116 hiicrelerinde 141,2 pg/ml, HT-29 hiicrelerinde ise 592
ng/ml olarak belirlendi.
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Sekil 13. Aerol’in doza bagli olarak HT-29 hiicre proliferasyonuna etkisi

Diger taraftan Sekil 13 ve Sekil 14’te de goriilecegi tizere, Aero0’in uygulanan
doz araliklarinda hiicre proliferasyon degerleri dogrusal bir artis veya azalis
gostermediginden hiicre hatlar {izerindeki 1Csp konsantrasyonlari belirlenememistir.
Bu da Aerol’in doza bagl olarak igerdigi ACNF ve VD konsantrasyonunun
artmasinin Aero(’a kiyasla daha etkili oldugunu ortaya koymustur. Bunun yani sira,
deneysel islem sirasinda Aerol’in dispersiyon dagiliminin daha iyi oldugu gézlenmis
olup hiicreler iizerindeki antiproliferatif etkisinin dogrusalligi iizerine katkida

bulundugu diisiiniilmektedir.

MTT analizlerinde her iki kanser hiicre hattinda antiproliferatif etkinin
Aerol’in 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda goériilmesi nedeniyle gergek
zamanli hiicre Olcer analizi ile antiproliferatif aktivitenin belirlenmesi, apoptotik etki
mekanizmalarinin  ve hiicre gociiniin  belirlenmesi deneyleri i¢in bu dozlar

kullanilmustir.
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Sekil 14. Aerol’in doza bagli olarak HCT-116 hiicre proliferasyonuna etkisi

6.5. Modifiye Edilen CNF’lere Yiiklenmis VD nin HT-29 ve HCT-116 Uzerindeki

Antiproliferatif Etkisinin Gercek Zamanh Hiicre Olger Cihaz ile Belirlenmesi

Aero0, VD ve Aerol’in antiproliferatif etkinligini gdstermek i¢in gergek zamanl
hiicre Olger cihazi ile de analiz yapildi. 120 saat siiresince inkiibasyona birakilan
hiicrelerden elde edilen grafik Sekil 15 ve 16’da sunulmustur. Grafikler
incelendiginde, HCT-116 hiicrelerinde antiproliferatif etkinligin yaklasik 30. Saatte
basladig1 ve 48. saatin sonlarma dogru en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmektedir.
HT-29 hiicrelerinde ise bu etkinin yaklasik 45. saatte basladig1 ve 80. saatin sonlarina

dogru en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmektedir.
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Sekil 15. Aero0, Aerol ve VD’nin HT-29 hiicre proliferasyonuna etkisi

HT-29 hiicrelerinde Aerol’in doza bagl olarak Aero0’a gore daha yiiksek
antiproliferatif etkinlik gosterdigi; VD’nin ise tek bagina 1 uM ve 2 uM dozlarinda
etkinlik gdstermedigi belirlendi.
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Sekil 16. Aero0, Aerol ve VD’nin HCT-116 hiicre proliferasyonuna etkisi

Benzer sekilde, HCT-116 hiicrelerinde Aerol’in doza bagli olarak Aero0’a
gore daha yiiksek antiproliferatif etkinlik gosterdigi; VD nin ise tek basina 1 uM ve 2
uM dozlarinda etkinlik gostermedigi belirlendi.
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6.6. Modifiye Edilen CNF’lere Yiiklenmis VD’nin HT-29 ve HCT-116
Hiicrelerinde Kaspaz Aktivitesi ve Mitokondri Membran Polarizasyonu Uzerine

Etkilerinin Sonuclan

Modifiye edilerek tiretilmis aerojellerin antiproliferatif etkinlikleri hem MTT
yontemiyle hem de gergek zamanl hiicre dlger cihazi kullanilarak gésterilmesinden
sonra bu etkilerini hangi biyokimyasal mekanizmalar aracilifiyla gergeklestirdiklerini
belirlemek i¢in hiicre O6lim mekanizmalarindan biri olan apoptoz tizerinde
calisilmigtir. Apoptotik etkilerin belirlenmesinde hem biyokimyasal hem de

morfolojik yontemler kullanilmistir.
6.6.1. Kaspaz enzimlerinin aktivasyonu

Apoptotik hiicre oliimiinde kaspazlar olarak bilinen sistein proteaz ailesi
tarafindan yiiriitiilen iki siire¢ vardir: Kaspaz-8 tarafindan baslatilan ekstrinsik
(mitokondriyal) yolak ve kaspaz-9 tarafindan tetiklenen intrinsik yolaklarin
aktivasyonu ile hiicre 6liimii tetiklenmektedir. Ekstrinsik ya da intrinsik apoptotik

sliregler sonunda en yaygin Olgiilen kaspaz aktivitesi kaspaz-3’tiir (Ozsavci ve ark.,
2011).

Calismamizda Kaspaz-3, 8 ve 9 enzimlerinin aktivasyonu ticari olarak satin
alinan kitlerle gergeklestirildi. Yapilan analizler sonucu, modifiye iiretilen aerojellerin
HT-29 hiicrelerinde apoptozu indiikledikleri tespit edilmistir (Sekil 17). AeroO ve
Aerol kompozitlerinin yanisira VD’nin de doza bagl olarak Kaspaz-3 enzim
aktivasyonunu istatistiksel anlamli olarak arttirmigtir (p<<0,001, p<0,001 ve p<0,01,
sirasiyla). Benzer sekilde Kaspaz-9 enzim aktivasyonunun da kompozit jellerin
dozuna bagh olarak arttig1 (p<0,001); VD’nin ise kontrole kiyasla bir artisa neden

olmasina ragmen istatistiksel olarak bir anlama ulagsmadig1 belirlendi (p>0,05).

HCT-116 hiicrelerinde de HT-29 hiicrelerinde oldugu gibi modifiye olarak
tiretilen Aero0 ve Aerol kompozit jellerin Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivitesini kontrole
kiyasla istatistiksel anlamli olarak arttirdig: tespit edildi (p<<0,001). Bu artigin doza
baglh olarak gerceklestigi ve en bliyiikk artisin Aerol-200 dozunda gerceklestigi
gozlendi (Sekil 18). VD’nin her iki dozunda enzim aktivasyonlarinda artis

goriilmesine ragmen, bu artigin istatistiksel anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05).
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Sekil 17. Aerojellerin HT-29 hiicrelerinde apoptotik mekanizmay1 uyarmasi. A) Kaspaz-3
enzim aktivasyonu B) Kaspaz-9 enzim aktivasyonu C) Mitokondri membran depolarizasyonu.
“p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrole gore (Aero0: A0, Aerol: Al).

Diger taraftan kompozit jellerin ve VD’nin her iki hiicre serisinde, Kaspaz-8

aktivitesi lizerinde herhangi bir artisa neden olmadig belirlendi.

Kompozit jellerin kaspaz enzim aktivasyonlar1 {izerindeki artisa neden
olmasidan dolay1 her iki kolon kanseri hiicre serisinde apoptotik mekanizmanin i¢

yolaginin tetiklendigi ortaya konulmustur.

50



Kaspaz-3 Kaspaz-9
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Sekil 18. Aerojellerin HCT-116 hiicrelerinde apoptotik mekanizmay1 uyarmasi. A) Kaspaz-3
enzim aktivasyonu B) Kaspaz-9 enzim aktivasyonu C) Mitokondri membran depolarizasyonu.
“p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrole gore (Aero0: A0, Aerol: Al).

6.6.2. Mitokondri membran potansiyeli

Apoptoz esnasinda mitokondri membran potansiyeli kaybi, JC-1 mitokondri
membran potansiyeli belirleme kiti (MitoPT™ JC-1 Assay Kit, ImmunoChemistry)
kullanilarak belirlendi. Saglikli hiicrelerde JC-1 boyasi mitokondride agregatlar
seklinde toplanir ve bu kirmizi floresan bir renk verir. Apoptotik hiicrelerde ise
mitokondri membran potansiyeli ¢okmiis oldugundan JC-1 boyast mitokondri i¢inde

toplanamaz ve sitoplazmada monomerik formda kalarak yesil floresan bir renk verir.

Kaspaz-9 aktivasyonu ile baslayan ve mitokondri membran potansiyelinin
azalmasi ile sonuglanan i¢ yolagin kompozit jeller tarafindan tetiklendigi JC-1

boyamasi ile ortaya konulmustur. Her iki hiicre serisinde aerojellerin dozuna bagh
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olarak mitokondri membran potansiyelinin azaldigi ve depolarizasyonun arttigi
belirlendi (Sekil 17 ve Sekil 18). Bu artig istatistiksel olarak da oldukg¢a anlamliydi
(p<0,001).

6.6.3. Akridin oranj ve etidyum bromiir boyama sonuclari

Kompozit jellerin kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikledigi
biyokimyasal yontemlerle tespit edildikten sonra, morfolojik olarak da akridin oranj
boyamasi yapilarak goriintillendi. Her iki hiicre serisinde de kontrol grubunda
hiicrelerin yesile boyandigi, deney grubunda ise hiicrelerin apoptoza ugradigi
goriilmektedir. Bu etkinin HCT-116 hiicrelerinde ¢ok daha belirgin oldugu

gbzlemlendi.

Kontrol Aerol-100 Aerol-200

HCT-116

HT-29

Resim 6. Aerol kompozit jellerinin doza bagl olarak kolon kanseri hiicrelerindeki apoptotik

etkilerinin akridin oranj boyamasi ile saptanmasi

6.7. Modifiye Edilen CNF’lere Yiiklenmis VD’nin HT-29 ve HCT-116 Hiicre

Migrasyonu Uzerine Etkisinin Sonuclari

Uretilen kompozit jellerin hiicre migrasyonuna etkilerini incelemek icin
yapmis oldugumuz yara iyilesme deneyleri sonucunda HCT-116 hiicrelerinde Aero0,

Aerol ve VD’nin doza bagl olarak inhibisyon yaptigini belirledik (Sekil 20). Bununla
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birlikte, yapmis oldugumuz istatistik analizler sonucunda Aero1-100 ve Aerol-200
tastyict modelin hiicre migrasyonunu kontrole gore istatiksel anlamli olarak inhibe
ettigini belirledik (p<0,001). Yapilan gézlemlerde 6zellikle bu iki kompozit jelin hiicre
morfolojisi tlizerinde de belirgin bir degisiklik meydana getirdigi, hiicreler arasi

baglantilar1 kopardig1 ve kiigiildiikleri tespit edildi.

Aerojellerin HT-29 hiicre migrasyonu iizerindeki etkileri incelendiginde
ozellikle Aerol jelinin doza bagli olarak hiicre migrasyonunu belirgin bi¢imde inhibe
ettigi tespit edilmistir (Sekil 21). Ozellikle Aero1-200 aerojelinin bu etkisinin ¢ok

belirgin oldugu ve hiicrelerin migrasyon hizinin kontrole kiyasla %14’lere indigi

goriilmektedir.
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Sekil 19. Aerojellerin A) HT-29 ve B) HCT-116 hiicre migrasyonu iizerine etkileri. “p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 kontrole gore (Aero0: A0, Aerol: Al).
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Sekil 20. Aero0, Aerol ve VD’nin doza bagli olarak HCT-116 hiicre migrasyonuna etkisi
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Kontrol Aero0-100

0. saat

24, saat

48. saat

72. saat

Sekil 21. Aero0, Aerol ve VD’nin doza bagli olarak HT-29 hiicre migrasyonuna etkisi
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7. TARTISMA ve SONUC

Simdiye kadar yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar, VD’nin kanseri 6nleme
ve tedavisindeki roliinii desteklemektedir (Feldman ve ark., 2014; Moukayed ve Grant,
2017). Bu nedenle, VD eksikliginin 6nlenmesinin kanser insidansinin azaltilmasi ve
prognozunu iyilestirmenin ekonomik ve giivenli bir yolu olabilecegi kuvvetle

distiniilmektedir.

D3 vitamininin aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25(0H),D5),
daha ¢ok kemik, kalsiyum ve fosfat homeostazi {izerindeki etkileri ile bilinmektedir.
Bu klasik etkilerin yan1 sira 1,25(0H), D3, vitamin D reseptoriinii (VDR) eksprese
eden cesitli dokular ve ayrica vitamin D3'lin hidroksilasyonlarini aktive etmekten
sorumlu enzimler {izerinde de kemik metabolizmas: tizerindeki etkilerinden bagimsiz
olarak rol oynamaktadir. Bu nedenle ¢ogu doku, D3 vitaminini, aktif formu olan
1,25(0H),D5'e doniistiirme yetenegine sahiptir ve bu da 1,25(OH)'nin VDR’ye
baglanarak hedef genleri olumlu veya olumsuz yonde etkilemektedir (Leyssens ve
ark., 2014). 1,25(0H), D5"iin klasik olmayan etkileri ayrica normal ve kanser hiicreleri
tizerindeki proliferatif ve antiproliferatif etkileri (Colston ve ark., 1981; Jensen ve ark.,
2001) ve immiinomodiilator etkinliklerini de igermektedir. Ancak bu klasik olmayan
etkileri elde etmek i¢in nanomolar aralikta 1,25(0H), D3 dozlar1 gerekirken, fizyolojik
1,25(0H),D; serum konsantrasyonlar1 pikomolar araliktadir. 1,25(0OH),D;'lin
suprafizyolojik dozlar1 hiperkalsemi ile sonug¢landigindan, 1,25(0H),D;'lin faydali
etkilerini korurken veya arttirirken kalsemik yan etkileri en aza indirmek igin
1,25(0H), D3 analoglar gelistirilmistir (Leyssens ve ark., 2014). Diger taraftan, bazi
analoglarin hayvan kanser modellerinde giiclii ilaglar oldugu gosterilmis olmasina
ragmen, su anda klinikte kanser tedavisi i¢in hi¢bir VD analogu kullanilmamaktadir.
VD analoglariin kanser hiicrelerinde, VD formlarina gore etkinlik, metabolizma ve
VDR ile etkilesimindeki farkliliklar nedeniyle istenilen sonuglart gostermedigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle, VD nin kanser tedavisinde etkin rol oynayabilmesi igin
ilag tastyict sistemler gibi farkli stratejiler yoluyla hedef hiicrelere ulastirilmasi biiyiik

Onem arz etmektedir.

Diisiik kalsemik VD etkisine sahip, hedefe yonelik ilag dagitim sistemi en ¢ok

arzu edilen gibi gériinmektedir. Bununla birlikte, simdiye kadar VD veya VD tiirevleri
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i¢in tasiyict sistemlerin islevsellestirmesiyle ilgili ileri bir teknoloji sunulmamaistir. Bu
calismada, tagiyict malzeme olarak karbon nanolifler (CNF) kullanilarak hedeflenen,
diisiik maliyetli ve biyouyumlu VD tastyict sistemlerin ilk kez gelistirilmesi, optimize
edilmesi ve antikanserojenik, apoptotik, hiicre gog¢li Onleyici aktivitelerinin

arastirilmast amaglanmistir.

Nanomalzemeler arasinda, karbon bazli malzemeler yiiksek kimyasal direng
kabiliyeti, verimli mekanik 6zellikleri ve karakteristik 6zellikleriyle viicutta yiiksek
dagilim kabiliyetine ve biyouyumluluga sahiptir (Simon ve ark., 2019). Son yillarda
yapilan ¢aligsmalarda, karbon nanomalzemelerin anti-kanser ajani olarak kullanimi ve
sitotoksik ilaglara karsi kanser hiicrelerini daha duyarli hale getirebilecegi
gosterilmistir. Mahmood ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, deksametazon ve etoposid
gibi antikanserojenik ilag¢ yiikli farkli yapidaki nanomateryallerin HeLa hiicrelerini
ilaca kars1 daha duyarli hale getirdigi gosterilmistir. Diger taraftan bu etkinliginin tek
duvarli karbon nanotiipler tarafindan saglandigi ve kemoterapdtik ajanlarin
etkinliginin %100-300 arasinda artti§1 gozlenmistir. Ayn1 zamanda saglikli hiicre
hatlarmnin  proliferasyonuna etkisi, diisik ve yiiksek konsantrasyonlarda
incelendiginde, karbon nanomalzemelerin biyouyumlulugunu ortaya ¢ikaran sonuglar
elde edilmistir (Mahmood ve ark., 2010). Diger bir ¢alismada, kemoterapotik
ilaglardan karboplatin, karbon nanotiiplere yiiklenerek mesane kanseri hiicre hattina
uygulanmustir. Ilag tasiyici sistem olarak kullanilan karbon nanotiiplerin tek basina
kanser hiicreleri tizerinde Onemli bir etkisi olmamasmna ragmen karboplatin
yiiklemesinden sonra kanser hiicre biiylimesini anlamli derecede inhibe ettigi

gosterilmistir (Hampel ve ark., 2008).

Karbon nanotiiplerin fonksiyonelligine olan etkisini kiyaslamak adina yapilan
bir aragtirmada, tek duvarli nanotiipler ve ¢ok duvarli nanotiiplerin ila¢ tastyict sistem
olarak kullanilmasi karsilagtirilmistir. Sisplatin yiiklenen her iki yapidaki karbon
nanotiipiin, yiiksek bir inflamatuar yanit indiiklemeden, kemoterapotik ilacin
birikimini ve tiimor hiicreleri igindeki yavas salinimini iyilestirmek igin umut vericli
nano tastyicilar oldugu gosterilmistir. Makrofajlar iizerinde zayif sitotoksik ve
proinflamatuar sitokin tiretimi olmadig1 belirtilmistir. Bununla birlikte ¢ok duvarh

nanotiiplerin, tek duvarlhilara kiyasla daha fazla miktarda sisplatin yiiklemesi
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yapilmasina olanak sagladigi gosterilmistir (Muzi ve ark., 2015). Calismanin
sonucunda nanomalzemelerdeki yiizey alaninin artisi, yiiksek dagilim ve daha verimli
mekanik  Ozellikler saglarken  biyoaktif  ozelliklerinde ve  ylizeylerinin

fonksiyonellestirilme oranlarinin da arttigi goriilmiistiir.

CNF’ler son yillarda gelistirilmis, tistiin 6zellikler sergileyen ve bir¢ok alanda
kullanima uygun nanomalzemeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tek tabakali ve ¢ok
tabakali karbon nanotiiplerle kiyaslandiginda akciger fibroblast hiicreleri (Kisin ve
ark., 2011) ve fare keratinositleri (Grabinski ve ark., 2007) lizerinde CNF’lerin daha
diisiik toksiteye sahip oldugu gosterilmistir. Heniiz kanser tedavisine ydnelik

kullanimlarina dair kisitli arastirmalar mevcuttur (Magrez ve ark., 2006).

Arastirmamizda, CNF’leri segmemizin nedenlerinden biri, yiizey alani/hacim
oraninin fazla olmasimin getirdigi ¢esitli kompozisyon ve fizikokimyasal 6zelliklere
sahip nano 6l¢ekli kolloidal tasiyicilar olmalaridir. Calismamizda 6ncelikle CNF’lerin,
NIH/3T3 hiicrelerinin biiyiimesine olan sitotoksik etkisi MTT yOntemiyle incelenmis
ve yapilan analizlerde proliferasyon yiizdesi < %70 bulunan nanomalzemelerin
modifikasyon caligmalar1 yiritiilmistir. Asit aktivasyonu ile tiretilen modifiye
nanolifler (ACNF) ile de deneyler tekrarlanmis ve ACNF’lerin sitotoksik etkisi
baslangigtaki CNF’lerden daha diisiik bulunmustur.

Karbon nanomalzemelerden nanotiip ve nanolif yapilarinin birlikte ¢alisildig:
bagka bir calismada, dosetaksel ve miyomisin C adli kemoterapdtik ajanlar
nanoyapilara yliklenerek prostat kanseri hiicreleri tizerindeki etkileri arastirilmistir
(Erdmann ve ark., 2017). Dosetaksel ve miyomisin C, tek basina prostat kanser
hiicrelerinin canliligini sirastyla %94 ve %68'e diisiiriirken, nanoliflerle kombine bir
tedavi %30'dan daha az canli hiicre kalmasini saglamistir. Kombine tedavilerde
goriilen sonuglarin elde edilebilmesi i¢in kemoterapotiklerin 7-17 kat daha ytiksek
konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmistir. Buna karsilik, karbon
nanomalzemelerle kombine halde bu konsantrasyonlarin azaltilabilecegi
gosterilmigtir. Karbon nanotiipler de benzer sonuglara sahip olmasina ragmen

nanolifler kadar etkili bir sonug elde edilmemistir (Erdmann ve ark., 2017).
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CNF ve giimiis nanopartikiillerin kullanildig1 baska bir calismada, CNF’lerin
oksidatif strese kars1 savunma mekanizmalarinda, hiicrelerin biiytime ve farklilasmasi,
adezyonu, gog¢ii ve proliferasyonunu diizenleyerek dokularin korunmasi ve
onarilmasinda fonksiyonel olan sekiz genin (FN1, MMP1, CAT, CDH1, COL4Al,
FBN, GPX1 ve TGFB1) ekspresyonunun arttig1 belirlenmistir (Salesa ve ark., 2021).
Bu sonuglar, CNF nanomalzemelerinin doku miihendisligi ve yara iyilesmesi gibi

biyomedikal uygulamalardaki benzersiz biiylik potansiyelini gostermektedir.

CNF’lerin antikanser ajani olarak tek basina veya kemoterapotik ilag
yuklenmis olarak etkilerinin incelendigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Ancak bu
kemoterapoétik ilaglarin kanser hiicreleri proliferasyonuna etkili sonucu olmasina
ragmen beraberinde bircok yan etkiye sahip olduklar1 da goriilmiistiir. Giliniimiiz
kanser tedavilerindeki asil sorun kanser tedavilerinde kullanilan ilaglarin kanserli
dokuyla birlikte insan viicudundaki saglikli hiicrelere de sitotoksik etkisinin
bulunmasidir. Bizim ¢alismamizda da CNF’lerin tek basina uygulandiginda doza bagl
olarak NIH/3T3 fare fibroblast hiicre proliferasyonunu % 40-60 oraninda inhibe
ettigini  belirledik. Asit ve Glisin ile yaptigimiz modifikasyonlara ve bu
modifikasyonlar sonucu olusan ACNF’lere VD yiiklememize ragmen bu sitotoksik
aktivitenin devam ettigini gdzlemledik. Literatiir incelendiginde CNF'lerin mekanik,
termal, 1slanabilirlik, hiicre yapigsmasi ve ¢ogalma ozellikleri acisindan gelistirilmis
fiziksel ve biyolojik ozelliklere sahip sitotoksik olmayan kompozitler iiretmek
amaciyla aljinat gibi biyopolimerlerle birlestirildigi tespit edilmistir (Llorens-Gamez
ve Serrano-Aroca, 2018; Rivera-Briso ve ark., 2020). Ayrica aerojel yapisinin genis
ylzey alan1 ve gozenekli yapisi ilag tastyict sistem olarak kullanimini saglamaktadir.
Yapilan bir calismada ibuprofen yiklii ipek fibroin aerojellerin genis zaman
araligindaki etkinligiyle hedef dokuya tasginmasinda etkili olabilecegi belirtilmistir
(Marin ve ark., 2014). Aym1 zamanda aljinat-aerojellerin gelistirildigi baska bir
calismada ise ilag¢ tasinimi ve saliniminda da etkili oldugu gozlenmistir (Veronovski
ve ark., 2013).

Bu nedenle biz de VD yiikledigimiz ACNF tasiyici sistemini sodyum aljinat
ile birlestirerek olusturdugumuz aerojellerin normal hiicreler tizerindeki Sitotoksik

etkisini belirledik. ACNF-VD’nin farkli dozlarmi igeren ve sodyum aljinatla kompozit
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olusturan Aerol adli tagiyict sistemin Aero2’ye gore normal hiicre proliferasyonunu
daha kararli bir bigimde arttirdig1 tespit edildi. Aerol’in igerdigi VD miktar1 kesikli
adsorpsiyon yontemiyle belirlendi ve bu dozun karsilik geldigi VD konsantrasyonunu
daigeren 0,05-3 uM konsantrasyon araliginda yapilan sitotoksite calismasinda VD’nin
tek basina hem normal hem de HCT-116 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde toksik
etkisi olmadigi saptandi. Varghese ve ark. (2020) yaptiklari ¢calismada, VD3’iin HCT-
116 hiicreleri i¢in sitotoksik 1Cso konsantrasyonunu 15 uM olarak belirlemislerdir.
Baska bir ¢alismada ise nanoemdilsiyon seklinde verilen VD’nin doza ve zamana baglh
olarak HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi; 24 saat sonunda
HCT-116 hiicreleri i¢in 1Cso konsantrasyonunun 40,6 uM, HT-29 i¢inse 50,1 uM
oldugu belirlenmistir (Razak ve ark., 2019).

Yukarida da belirtildigi gibi VD, anti-kanser etkisini 6zellikle fizyolojik
konsantrasyonun ¢ok iistiindeki dozlarda gosterdiginden dolay1 hiperkalseminin etkili
oldugu yan etkilere yol agmaktadir (Almouazen ve ark., 2013). Tiim bu nedenler VD
icin ilag tasiyict sistemlerin dnemini ortaya koymaktadir. Ramalho ve ark.’nin yaptigi
calismada, poly-laktik-co- glikolik asit) (PLGA) nanopartikiillere yiiklenmis VD’nin
akciger kanser hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkisi gosterilirken, morfolojik
ozelliklerinde de degisikliklere neden oldugu gozlenmistir (Ramalho ve ark., 2015).
Ek olarak, Sabzichi ve ark. (2017) nin lipit nanopartikiillere yiiklenmis VD’ nin meme
kanser hiicrelerinde serbest VD’ye kiyasla apoptozu uyarmada iki kat etkili oldugu
gosterilmigstir. Ancak, tasiyici sistem olarak kullanilacak bu nanopartikiil yapilarin
yiiksek maliyeti ve yart Omriiniin kisa olmasi tasiyici sistem gelistirilmesinde

sinirlayici faktorler arasinda yer almaktadir.

Bu tez ¢alismasi ile liretilen Aerol ilag tasiyici sisteminin, her iki kolon kanseri
hiicresinde apoptotik mekanizmanin i¢ sinyal yolagi tetikleyerek hiicre dliimiine
neden oldugu belirlendi. Kaspaz-9 ve kaspaz-3 enzim aktivitesinin artmasi ve
mitokondri membran polarizasyonunun azalmasi i¢ yolagin tetiklendigini gosteren en
Oonemli bulgulardir. Varghese ve ark.’nin ¢alismasinda da VD’nin HCT-116
hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesini arttirarak apoptozu tetikledigi bildirilmistir. Bizim
sonuglarimizi destekleyen bir baska calismada da, nanopartikiillere yiiklenmis VD’ nin

HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9 enzim aktivitelerini arttirarak
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apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (Razak ve ark., 2019). VD’ nin kolon kanseri
hiicrelerinde bulunan VD reseptoriine (VDR) baglanmasi sonucu, hiicre i¢i kalsiyum
(Ca*?) diizeylerinde meydana gelen artis, kalmodulin (CAM) ve bagimli kinaz II
(CAMKII) proteinlerini ve ardindan Bcl-2 ile iligkili X (BAX) proteinini aktive ederek
mitokondriyal hasar1 tetiklemektedir. MMP’de meydana gelen azalma sonucu
membran depolarize olur ve sitokrom C enzimi daha sonra mitokondriyal zardan

sitozole sizar ve kaspaz-3'ii aktive ederek apoptozu tetiklemektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda VD tastyici platform olarak gelistirdigimiz
aerojel yapidaki ACNF-VD kompozit ilag tastyict sisteminin, HT-29 ve HCT-116
kolon kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkisi oldugu
gosterilmistir. Uretilen platformlarin saglikli hiicreler iizerinde artan dozlarda bile
yiiksek biyouyumluluk orani sergiledikleri goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasindan elde
edilen sonuglarin, kanser tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesi i¢in faydal
olacagi ve ayrica iretilecek diger ilag tasiyict sistemler i¢in bilgi saglayict olacagi

distiniilmektedir.

Hedefe yonelik, biyouyumlulugu yiiksek ve ekonomik olarak ucuz VD tasiyici
sistemlerin gelistirilmesi ve optimizasyonu basta kanser olmak tizere, VD eksikliginin
neden oldugu kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, karaciger hastaliklari, renal,

solunumsal ve norolojik bozukluklarin 6nlenmesini de saglayacaktir.
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