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OZET

Kolon Kanser Hiicre Hattinda Kuersetin ve Kafeik Asit
Fenetil Ester Yiiklii Nanopartikiillerin Proliferasyon ve

Apoptoz Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Reyhan Dilsu COLPAN

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dr. Ogretim Uyesi Aysegiil ERDEMIR USTUNDAG

Kolon Kkanseri, lilkemizde goriilen kanser tiirleri arasinda ti¢lincii sirada yer
almakta ve gorilme sikligl giderek artmaktadir. Guinimiizde kemoterapi ve
radyoterapi gibi kanser tedavisinde kullanilan yontemler kisith etkinlige sahip
olup bircok yan etkiyi barindirmaktadir. Bu nedenle, kanser tedavilerini
desteklemek icin yeni yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda, bitkisel
kokenli bilesikler bircok anti-kanser 6zellik sergilediklerinden dolay: anti-kanser

ajan olarak kullanimlar1 6nem kazanmistir.

Iki dogal kaynakl bilesik, kuersetin ve kafeik asit fenetil ester (CAPE) molekiilleri,
immin yanitin baskilanmasi, antioksidan, anti-inflamatuvar ve anti-karsinojenik
ozellikler basta olmak tizere genis spektrumlu biyolojik aktiviteye sahiptirler.
Sahip olduklar1 bu avantajli 6zelliklerinin yani sira suda disiik ¢oziintrlik, diisik
stabilite ve distik biyoyararlanim gibi dezavantajl 6zelliklerinden dolay: biyolojik

sistemlerde kullanimlar1 kisitlanmaktadir. Glinimiizde nanopartikiiler sistemler,
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kuersetin ve CAPE gibi molekiillerin de sahip oldugu bir¢ok dezavantajl 6zelligin

bertaraf edilmesi amaciyla ilag tasiyici sistemler olarak kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci; kuersetin-CAPE iceren PLGA nanopartiktiler sistemlerin
sentezlenmesi ve HT-29 insan kolon kanser hiicre hatti lizerinde anti-kanser
aktivitesinin hiicresel ve molekiiler diizeyde belirlenmesidir. Kuersetin-CAPE
yuklii nanopartikiiller (QC-NP) tekli emiilsiyon (w/o0) ¢6ziicii ugurma yontemi
kullanilarak sentezlenmistir. Nanopartikiillerin partikiil boyutu, zeta potansiyeli,
coklu dagilim indeksi, ila¢ ylikleme kapasitesi ve enkapsiilasyon verimi
belirlenmistir. QC-NP’nin enkapsiilasyon verimi kuersetin i¢in %74.28, CAPE icin

%65.24 olarak hesaplanmistir.

Optimizasyonu ve karakterizasyonu gerceklestirilen QC-NP’nin serbest kuersetin-
CAPE (Q-C) ile karsilastirmali olarak insan kolon kanser hiicre hatti HT-29
lizerindeki sitotoksik aktivitesi MTT yontemiyle belirlenmistir. HT-29 hiicrelerinin
Q-C ve QC-NP ile inkiibasyonu sonucunda ICso degerleri sirasiyla 53.42 pg/ml ve
11.28 pg/ml (24 saat), 15.54 pg/ml ve 8.29 pg/ml (48 saat), 47.57 pg/ml ve 22.96
ug/ml (72 saat) olarak tespit edilmistir. Bunlara ek olarak, Q-C ve QC-NP’nin HT-29
insan kolon kanser hiicre hatti iizerindeki hiicre gocii ve proliferasyonu tlizerindeki
etkisi incelenmis; kanser hiicrelerinin gé¢ ve proliferasyonunu énemli 6l¢iide
azalttigi gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda, hiicreler tuzerine Q-C ve QC-NP
uygulanmasi ile apoptotik yolakta yer alan genlerin ekspresyon degisiklikleri
mRNA ve protein dizeyinde gosterilmistir. QC-NP’ler serbest molekiillere kiyasla
HT-29 hiicrelerinin kaspaz-3 ve cleaved kaspaz-9 ekspresyonunu arttirmistir.
Sonu¢ olarak, kuersetin-CAPE yiikli nanopartikiillerin HT-29 insan kolon
karsinoma hiicre hattinda serbest molekiillere kiyasla sitotoksik aktiviteyi

arttirdigy, proliferasyonu azalttig1 ve apoptozu indtikledigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: CAPE, kuersetin, nanopartikiil, anti-kanser, kolon kanseri
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ABSTRACT
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and Apoptosis in Colon Cancer Cell Line

Reyhan Dilsu COLPAN

Department of Molecular Biology and Genetics
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Colon cancer is in third place among the types of cancer seen in our country and its
incidence is gradually increasing. Nowadays, methods used in cancer treatment
such as chemotherapy and radiotherapy have limited efficacy and have many side
effects. Therefore, new approaches are needed to support cancer therapies.
Recently, plant derived compounds have gained an attraction as anti-cancer agents

since they exhibit many anti-cancer properties.

Two natural derived compounds, quercetin and caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) molecules, have broad spectrum of biological activity, especially in the
suppression of immune response, antioxidant, anti-inflammatory and anti-
carcinogenic properties. Besides their advantageous properties, their use in
biological systems is limited due to their disadvantageous properties such as low
solubility in water, low stability and low bioavailability. Nowadays, nanoparticle

systems are being used as drug delivery systems to eliminate many

Xvii



disadvantageous properties which molecules such as quercetin and CAPE also

have.

The aim of this study is synthesis of quercetin-CAPE loaded nanoparticles and
determination of their anti-cancer activity at cellular and molecular level on HT-29
human colon cancer cell line. Quercetin-CAPE loaded nanoparticles (QC-NPs) were
synthesized by single emulsion (w/0) solvent evaporation method. Particle size,
zeta potential, polydispersity index, drug loading capacity and encapsulation
efficiency of nanoparticles were determined. Particle size of QC-NP was
determined as 348.6 nm. The encapsulation efficiency of the QC-NP was calculated

74.28% for quercetin and 65.24% for CAPE.

Cytotoxic activity of optimized and characterized QC-NPs on HT-29 cell line was
determined by MTT method in comparison with the free quercetin-CAPE (Q-C).
Incubation of HT-29 cells with Q-C and QC-NPs resulted in ICso values 53.42 pg/mL
and 11.28 pg/mL (24 h), 15.54 pg/mL and 8.295 pg/mL (48 h), and 47.57 pg/mL
and 22.96 pg/mL (72 h), respectively. Additionally, effect of Q-C and QC-NP on cell
migration and proliferation of HT-29 human colon cancer cell line was examined
and it was observed that migration and proliferation of cancer cells was
significantly reduced. Also, expression changes of genes in the apoptotic pathway
were demonstrated at mRNA and protein level after treatment of cells with Q-C
and QC-NP. QC-NPs increased the expression of caspase-3 and cleaved caspase-9 of
HT-29 cells compared to free molecules. As a result, it was determined that
quercetin-CAPE loaded nanoparticles increased cytotoxic activity, reduced
proliferation and induced apoptosis in the HT-29 human colon carcinoma cell line

in comparison with free molecules.

Keywords: CAPE, quercetin, nanoparticle, anti-cancer, colon cancer
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Kolon kanseri, kolon ve rektum dokusu gibi epitelyal dokulardan koken alan ve
adenomlarin karsinomlara dontistim siireci ile ortaya ¢ikan bir kanser tiirtidiir[1],
[2]. Diinyada en sik goriilen tiimorlerden birisi olan kolon kanseri hem erkek hem
de kadinlar icin kanser 6liimlerinin en 6nde gelenleri arasinda yer almaktadir [3].
Ulkemizde goriilen kanser tiirleri arasinda ii¢iincii en sik goriilen kanser tiirii olup

diinya genelinde kanserden 6liim vakalarinda dérdiincti sirada yer almaktadir [4].

Kolon kanseri tedavisi, tiimoriin hangi evrede olduguna baglh olarak degismekle
beraber genel olarak kemoterapi ve radyoterapi yontemlerini icermektedir[5]. Bu
yontemlerin temel amaci kanserli hiicreleri 6ldiirmektir. Ancak kemoterapotik
ilaglarin cogunda viicuttaki kanserli olmayan normal boltinen hiicreler etkilenerek
diisiik bagisik yanit, sa¢ dokiilmesi, yorgunluk, bulanti ve hormon dengesizligi gibi
istenmeyen yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir[6]. Kisith etkinlige sahip olan bu
yontemlerin neden oldugu bircok yan etki sebebiyle kanser terapilerini
destekleyecek yeni yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalarda meyve ve sebze tiiketiminin kanser riskini azalttigina yonelik
sonuclarinin bildirilmesi, bitkisel kokenli dogal bilesiklerin kanser tedavisinde

kullanimina olan ilgi ve arastirmalar1 arttirmistir.

Flavonoidler, bitkiler tarafindan iiretilen ve insan saghgi tizerinde yararlh etkilere
sahip olan distk molekuler agirlikli polifenolik bilesiklerdir [7]. Kuersetin; elma,
sogan, brokoli, bogiirtlen, ahududu, findik ve kirmizi sarapta siklikla bulunan ve
flavonoller grubunda yer alan bir flavonoid olup [8] antioksidan, anti-kanser, anti-
anjiyogenez gibi genis biyolojik aktivitelere sahiptir [9]. Kuersetinin hiicre
dongilisi regiilasyonu, apoptozu indiikleme, tirozin kinaz aktivitesinin
inhibisyonunu saglama fonksiyonlar1 ise anti-kanser ajan olma potansiyelini

gliclendirir niteliktedir [5]. Bir baska dogal kaynakli molekiil, kafeik asit fenetil



ester (CAPE) ise propolisin aktif bilesenlerinden biridir ve bitkilerde yaygin bir
sekilde bulunur. CAPE molekilii immiin yanmitin baskilanmasi, antioksidan,
antimitojenik, antikarsinojenik, anti-inflamatuvar, antiviral ve antibakteriyel
ozellikler basta olmak tizere farkli biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahiptir
[10], [11]. CAPE aktivitesini, cesitli kanser tiirlerinde anjiyogenez, timor
invazyonu, metastaz, proliferasyon, apoptoz siireclerine etki ederek
gerceklestirmektedir. CAPE’nin kanser hiicre hatlari iizerine etki ederken, saglikli
hiicreler lizerine zarar gostermeyip yan etkilere neden olmamasi anti-kanser ajan
olarak kullanilma potansiyelini destekler niteliktedir [12]. Tedavide kullanilan
kemoterapi ve radyoterapinin yan etkileri géz ontine alindiginda CAPE’nin sahip

oldugu bu 6zellik olduk¢a 6nemlidir [13].

Kuersetin ve CAPE molekiillerinin sahip olduklar1 sayisiz avantajlarin yani sira
biyolojik sistemlerde kullanimlarini kisitlayan suda diisiik ¢oziiniirliik, yarilanma
omriiniin kisa olmasi, fizyolojik ortamda kararsizlik ve diisiik biyoyararlanim gibi
bircok dezavantajli o6zellikleri de bulunmaktadir [14], [15]. Bu molekiillerin
tedavide kullanilmasin1 artirmak amaciyla nanopartikiiler sistemler sahip
olduklar1 essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikler ile oldukg¢a gli¢lii araclardir. Bu
sistemler; tiimorlerin spesifik olarak hedeflenmesine, etken maddelerin daha
diistiik dozlarda kullanilmasina, saglikli hiicreler iizerine olan toksik etkilerinin en
aza indirgenmesine olanak saglamaktadir [16], [17]. Ozellikle polilaktit-poliglikolit
kopolimerleri (PLGA) gibi biyouyumlu ve biyobozunur o6zellikteki polimerik
nanopartikiler sistemler hem ila¢ tasiyict olarak hem de kombinasyon

terapilerinde ilag etkilerinin arttirilmasi amaciyla siklikla tercih edilmektedir [18].

Son yillarda yapilan in vitro ve in vivo g¢alismalar, polifenolik anti-kanser
ajanlarinin kombinatif olarak kullaniminin tiimor biliylimesini tek bir ajandan daha
etkili bir sekilde inhibe ettigini tespit etmistir. Bu tez ¢alismasinda kuersetin ve
CAPE molekillerinin biyolojik etkinligi ve anti-kanser aktivitesinin arttirilmasi
amaciyla PLGA nanopartikiiler sistemlere ko-enkapsiilasyonu gerceklestirilmis ve
molekiillerin serbest formunun kombinasyonu ile karsilastirmali olarak insan
kolon kanser hiicre hatt1 HT-29 lizerindeKki sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik

aktiviteleri incelenmistir.



1.2 Tezin Amaci

Yapilan tez calismasinin temel amaci; kuersetin-CAPE iceren PLGA nanopartikiler
sistemlerin HT-29 insan kolon kanser hiicre hatti lizerinde anti-kanser
aktivitesinin hiicresel ve molekiiler diizeyde belirlenmesidir. Anti-kanser 6zellige
sahip oldugu bilinen kuersetin ve CAPE molekiillerinin kombine olarak
nanopartikiiler sisteme yiiklenmis formu ile serbest kuersetin-CAPE
kombinasyonunun insan kolon kanser hiicre hatt1i {izerindeki sitotoksik,
antiproliferatif, = apoptotik  etkisi  karsilastirmali  olarak  arastirilmasi

amaglanmaktadir.
1.3 Hipotez

Bu calismada kuersetin ve CAPE molekiillerinin kombine olarak nanopartikiiler
sisteme yiiklenmesi ile molekiillerin sahip olduklari suda diisiik ¢oziintrliik, diisiik
stabilite, dlisiik biyoyararlanim gibi dezavantajli 6zelliklerinin bertaraf edilerek
daha ytlksek biyouyumluluga ve avantajlara sahip kontrollii salim sistemlerinin
olusturulmasi ve bdylece anti-kanser etkinin arttirilmas1 hedeflenmektedir. Bu
calisma ile, sentetik kanser ilaclarina gore avantajlara sahip sekonder
metabolitlerin yiikli oldugu nanopartikiiler sistemler ile biyoteknoloji alanina
faydali bir model olusturulacagi ve sadece kolon kanseri degil ayn1 zamanda diger
kanser tiirlerine karsi da ila¢ tasima sistemlerinin gelistirilmesine 151k tutarak ilag¢

ve biyomalzeme alanlarina 6nemli katkilar saglayacagi diisiintilmektedir.



2

Genel Bilgiler

2.1 Kolon Kanseri

Kolorektal kanser, kolon ve rektum dokusundan gelisen bir kanser tiirii olup
epitelyal tabakadan koken almaktadir [1]. Sporadik kolon kanserlerinin biiytik
cogunlugu iyi huylu olan adenomlardan gelismekte ve zamanla adenomlarin
karsinomlara dontstiigii goriilmektedir [2]. Adenom sayist ve buyiikligi ile
kolorektal kanserin gelismesi arasinda dogru oranti oldugu bildirilmistir.
Adenomlarin karsinoma dontisiim siireci yavas ilerleyen bir slire¢ olup ortalama
on yil oldugu diisiiniilmektedir [19]. Bu sliregte; baslangicta iyi huylu olan
lezyonlarda bir¢cok molekiiler degisiklik gerceklesmektedir. Proto-onkogenler ve
tiimor baskilayici genlerde biriken mutasyonlar sonucu hastalik ilerlemektedir
[20]. Sekil 2.1'de kolorektal kanser ilerlemesi ile iliskilendirilmis genetik
degisiklikler yer almaktadir.

Normal hilers Prolifsras}-‘o.n artiz Adenom Karzinom
APC geni K-Ras DCC geni pi3 Diger
mutasyonu Mutasyonu mutasyenu | motasyonu defisikdilder
Normal l Proliferasyon _ E1=0 l Orta evre 1 Geg evre l Karsinom l
—» 7 —» — e Metast
hiiere arhist ET;B adenom adenom —» — o Metastaz
adenom

Sekil 2.1 Kolon kanseri prognozu ile iliskilendirilmis genetik degisiklikler [21]

Kolon kanserinin kalitsal ve kalitsal olmayan iki ¢esidi bulunmaktadir. Kalitsal
olanlar; ailevi kolon polipozisi (FAP) ve polipozisle birlikte olmayan herediter
kolon kanseri (HNPCC)'dir. FAP’lh hastalarda 5. kromozomdaki APC geni

mutasyona ugramistir ve buna ek olarak binlerce polip olusumu
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gozlemlenmektedir. Kolon kanserinin iki tiirii de (FAP ve HNPCC) otozomal
dominant gecis gostermektedir. Ancak c¢ogunluk kalitsal olmayip c¢evresel
faktorlere baglh olarak somatik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir [22]. Sporadik
kolorektal tiimorlerin %70’inde APC geninin inaktivasyonu goriilmektedir. Geri
kalan diger tiimorlerde WNT sinyal yolaginda yer alan [-catenin ve Axin
molekiillerinde aktive edici mutasyonlar goriilmektedir. Bu mutasyonlar; erken
pre-malign lezyonlarda goriilen tek genetik degisikliklerdir. Yapilan ¢alismalarla
WNT sinyal yolaginin kolorektal kanserin baglama siirecinde énemli bir yere sahip
oldugu bulunmustur [20]. Bunlar disinda; K-Ras mutasyonu, SMAD’larin
inaktivasyonu, p53 mutasyonlar1 kolon Kkanserinin c¢esitli evreleri ile

iliskilendirilmis durumdadir (Sekil 2.1).

Erken donem kolorektal kanser siklikla belirti gostermez. Bu nedenle erken teshis
icin tarama yaptirmak 6nemli bir yere sahiptir. Bir timor biiylidiikce kanamayi
artirmakta ve bagirsagin calismasini engelleyebilmektedir. Bazi durumlarda
kansere baglh olarak gergeklesen kan kaybi anemiye sebep olmakta, zayiflik, asir1

yorgunluk, nefes darligi gibi ¢esitli semptomlara neden olmaktadir [23].

Diinyada en sik goriilen tiimorlerden birisi olan kolon kanseri hem erkek hem de
kadinlar icin kanser oliimlerinin en 6nde gelenleri arasinda yer almaktadir [3].
Ulkemizde goriilen kanser tiirleri arasinda tigiincii en sik goriilen kanser tiirii olup
diinya genelinde kanserden 6lim vakalarinda dérdiinci sirada yer almaktadir [4].
Kolon kanseri, gelismis iilkelerde yeme ve yasam tarzina bagl olarak daha fazla
gorilmektedir [24]. Ornegin; Avrupa iilkeleri ve Ingiltere gibi ekonomik olarak
gelismis tlkelerde Afrika ve Asya illkelerine kiyasla kolon kanseri insidansinin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Gelismis iilkelerde yilda 737.000 vaka
gorilirken, az gelismis tlkelerde yilda 624.000 vaka gorilmektedir [25]. 2019
yilinda kolon kanseri goriilen total 101.420 kisi oldugu tahmin edilirken,
bunlardan 51.020’sinin o6liimle sonug¢landigr tahmin edilmektedir [6]. Kolon
kanseri insidasinda son on y1l boyunca artis goriilmekte ve 6ntimtizdeki yillarda da

artmaya devam etmesi beklenmektedir [26].

Multifaktoriyel bir hastalik olmakla birlikte; genetik, hormonal degisiklikler,

cevresel faktorler, alkol ve tiitiin kullanimy, yas, fiziksel aktivite eksikligi, diizensiz
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beslenme aligkanliklari, meyve ve sebzelerin az tiiketimi kolon kanseri gelismesine
neden olabilecek risk faktorleri arasinda sayilabilir [24], [27]. Kolorektal kanser
gorilme siklig1 yasla birlikte artmaktadir ve kirk yasindan 6nce teghis edildiginde
nedeni genellikle genetik sendromlar olmaktadir [28]. Yapilan epidemiyolojik
calismalar, fiziksel aktivite, beslenme aliskanliklar1 ve yasam tarzinin kolorektal
kanserin onlenmesinde 6nemli etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Yapilan
calismalarla yiiksek yag ve diisiik fiber iceren diyetle beslenen toplumlarda kolon

kanserinin daha sik goriildiigi tespit edilmistir [24].
2.2 Kolon Kanserinin Molekiiler Mekanizmalari

Kanser, kontrolsliz biiylime ve genetigi degismis hiicrelerin boéliinmesi ile
karakterize bir hastaliktir. Kolorektal kanser, biliylimeyi kontrol eden
mekanizmalarda meydana gelen mutasyonlarin birikimi sonucunda olusmaktadir.
Genomik kararsizlik, adenomlardan karsinomlarin olusum siirecinde énemli bir
yere sahiptir. 1990’da Fearon ve Vogelstrein’in yapmis oldugu kolorektal
tiimorogenez modeli hastaligin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina katki

saglayarak model olusturmustur [2].

Hastaligin ortaya ¢ikisi hiicrelerin otonom biliyliime sinyali liretme, anti-bliylime
sinyallerine duyarsizlik, invazyon ve metastazi indiikleme, anjiyogenezi indiikleme
ve apoptozdan kagma 6zelliklerine dayanmaktadir [29]. Kanserin alt1 temel 6zelligi
(Sekil 2.2) temel alinarak kolon Kkanserinin molekiiler mekanizmalari

anlatilacaktir.

Otonom bilyume
sinyali
'Apoptoza direng 4= nti-bilyiime

y sinyallerine duyarsizhik

Invazyon ve metastazi
indukleme

njiyogenezin
induklenmesi

Replikatif
olumsuzluk

Sekil 2.2 Kanser hiicrelerinin alti temel 6zelligi [30]



2.2.1 Otonom Biiyiime Sinyali

Anormal hiicre proliferasyonu kolon karsinogenezinde 6nemli bir yere sahiptir.
Cogalan hiicreler karsinojenik uyaranlara daha duyarlidir. Normal kolonda DNA
sentezi ve hiicre béliinmesi kriptlerin alt ve orta kisimlarinda gergeklesmektedir.
Proliferasyon siirecinde meydana gelen mutasyonlar kolonda karsinogenez

surecini baglatmaktadir [2].

Hiicre dongiisli, mitozla sonuglanan ve hiicrelerin biiytimesi i¢in ¢ok sayida
proteinin gorev aldig1 karmasik bir programdir. G1, S ve G2 fazlarindan
olusmaktadir. Hiicre dongiisii regiilatorleri olarak siklin proteinleri ile kompleks
yapan siklin bagimli kinazlar (CDK) gorev yaparlar. Bu proteinler hiicre
dongiistinlin asamalar1 boyunca hiicrenin ilerleyisini diizenler ve p53, p16, p21 ve
bir¢ok protein tarafindan diizenlenirler. G1 ve G1/S faz1 CDK4-siklin D kompleksi,
S faz1 CDK2-siklin A kompleksi, G2/M faz1 CDK1-siklin A ve B kompleksleri (Sekil
2.3) ile regiile edilir [31].

Sekil 2.3 Hiicre dongiisii evreleri [31]

Normal hiicrelerin hiicre dongiisii ile bolinmeleri i¢in biiylime faktorleri,
ekstraselliiler matriks elemanlari, hiicre-hiicre etkilesim molekiilleri tarafindan
uyarilmalar gerekmektedir. Onkogenler, otokrin simiilasyon ile kendi biyime
faktorlerini salgilarlar veya asagi-diizenleyici rolde gorev alan yolaklaklardaki
bilesikleri degistirirler. Boylelikle normal hiicrelerden farkli olarak biiytime

faktorlerine bagimhiliktan kurtulurlar [16].



pRb ve P53 gibi tiimoér baskilayici genlerin baskilanmasi, normalde hiicre dongiisi
ilerlemesini engelleyen proteinlerin islevsizligi ile sonuglanir. Bir¢ok kanser
tiirtinde hiicre dongiistindeki diizensizlik, hiicre dongiistiniin farkli seviyelerinde
yer alan proteinlerin mutasyonu ile meydana gelmektedir. Kanserde; siklin bagiml
kinazlarda (CDK), siklin bagimli kinaz inhibitorlerinde (CDKI), CDK substratlar1 ve
kontrol noktasi proteinlerini kodlayan genlerde mutasyonlar gozlenmistir. Siklin
bagiml kinazlarin baskilanmasinda E2F’in siirekli anlatimi ve tiimér supressor bir

gen olan Rb’nin inaktivasyonu 6nemli isleve sahiptir [17].

2.2.2 Anti-Biiyiime Sinyallerine Duyarsizlik

Anti-bliyiime sinyallerinden kagma 6zelligi kanser hiicrelerinin 6nemli bir
ozelligidir. Cogalmaya devam etmek amaciyla kanser hiicrelerinin anti-biiytime
sinyallerine karsi duyarsiz olmasi gerekir [32]. Bu amaca yonelik olarak, kanser
hiicreleri hiicre dongilisii regiilator yolaklarini kullanarak anti-proliferatif
sinyallerden kacarlar. Kolon kanser siirecinde sinyallesme yolaginda yer alan bazi
yolaklar; Sonic Hedgehog (SHH), Wnt-f catenin, TGF-/SMAD, EGFR, Notch olarak
sayilabilir [33]. Bu yolaklardaki mutasyonlar hiicre biiylimesini yonlendirerek
biiylimeyi O6nleyen genlerin baskilanmasina sebep olur. Bir¢ok anti-proliferatif
sinyal Rb proteini tarafindan gergeklestirilir. Bir timor baskilayici olan Rb’nin
bozulmasi hiicrelerin siirekli cogalmasina ve anti-biiylime faktorlerine duyarsiz

hale gelmesine neden olur [34].

2.2.3 Replikatif Oliimsiizliik

Normal hiicrelerde ¢ogalmay1 sinirlandiran intristik bir mekanizma vardir. Bu
mekanizma telomerler araciligiyla saglanir. Kromozomlarin uglarinda bulunan
telemorler normal hiicrelerde her hiicre donglsu sirasinda kisalir, bu kisalma
kromozomun bitinligii ve kararliligt acgisindan o6nemlidir. Kolorektal
karsinogenezde ise kanser hiicreleri telomer uzunluklarini korumaktadir. Telomer

aktivitesinin bozulmasi sinirsiz replikasyona neden olmaktadir [30].

Telomeraz, telomerik DNA dizilerini sentezleyen RNA'ya bagimli DNA
polimerazdir. Telomeraz kanser tedavisi icin hedef olarak goriilebilir [35]. Kanser

hiicrelerinde yiliksek telomeraz aktivitesi gozlemlenmektedir. Kolon kanseri
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hiicrelerinde telomeraz aktivitesinin inhibisyonu hiicre dongiisii tutuklama ve

apoptoz streci ile iligkilidir [36].

2.2.4 Anjiyogenezi Indiikleme

Anjiyogenez, anjiyogenik faktorler tarafindan diizenlenen yeni kan damarlarinin
olustugu karmasik bir siirectir. Bu siire¢; kontrolsiiz hiicre biliytimesi ve timor
metastaz siirecinde onemli bir yere sahiptir. Anjiyogenez tiimori besleyerek
timor boyutunun artmasini ve yeni zararli mutasyonlarin ¢ikma olasiliginin

artmasina neden olmaktadir [34].

Anjiogenez siireci ile kanser hiicreleri yakin ya da uzak dokulara
yayilabilmektektedir. Anjiyogenik faktorlerin salinmasi ile birlikte kanser hiicresi
bazal membrani proteazlar yardimi ile pargalar. Karbondioksit artisi, hipoksi,
nitrik oksit artis1 gibi baz1 uyaranlar anjiyogenez o6zelligi tasiyan VEGF (Damar
endoteli biiyiime faktorii), FGF (Fibroblast biliyiime faktorti), PDGF (Platelet tiirevli
biiylime faktorii), TGF-beta (Transforme edici bliyiime faktorii) gibi bazi
molekiillerin olusumuna yol acarlar. Bunlarin ¢ogu komsu kiiciik damarlara diftize
olarak endotel hiicreleri tizerindeki reseptorlerine baglanir ve sonuc¢ta yeni damar

olusumu ile sonuclanacak olaylar dizisini aktive ederler [37].

Degisik  kanser tiirleri  anjiyogenezi indiiklemede farkli  yolaklar:
kullanabilmektedir. VEGF’in anjiyogenez, metastaz ve insan kolon kanserinin
proliferasyonundaki roliinii belirlemeye yonelik bir¢ok calisma yapilmistir. Kolon
kanseri hiicrelerinin anjiyogenezi genellikle WNT yolagi ve VEGF araciligiyla
induikledigi ve VEGF sinyal yolunun 5 glikoprotein ailesi (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D ve plasental biiytime faktoru (PIGF)) icerdigi bulunmustur [38], [39].

2.2.5 invazyon ve Metastazi indiikleme

Normal hiicreler viicuttaki yerlerini degistirmezler, go¢ etmezler. Bircok kanser
tiriinde primer timorler cevredeki yakin dokulara (invazyon) ve uzak dokulara

(metastaz) yayilim gostermektedir [30].

Kolorektal karsinomlarda invazyon, tiimor hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal

gecisi (EMT) ile karakterizedir. Benzer sekilde metastazda da EMT’ye benzer



sekilde epitel fenotipine dogru bir farklilasma s6z konusudur. Bu kotii huylu
ilerleme siirecinde genetik degisikliklere ek olarak tiimér ortaminin da énemli
oldugunu gostermektedir. Kolorektal kanserlerde, APC tiimér baskilayici genindeki
mutasyonlar sebebiyle WNT yolagindaki ana onkoprotein (-catenindir. Timor
hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal gecisi transkripsiyonel aktivatér (-cateninin
niikleer birikmesi ile iligkilidir. Niikleer 3-catenin embriyonik stirecte EMT ve kok
hiicre olusum stirecinde yer almaktadir. Birikim sonucunda sahip oldugu bu iki
ozelligi tlimor hiicrelerine de aktarabilmekte ve buna bagl olarak timor

prognozuna katkida bulunmaktadir [40].

Metastaz, kanser morbidite ve mortalitesinin baslica nedenidir ve kanser
olliimlerinin yaklasik %90’in1 olusturur. Metastaz slreci, kanser hiicrelerinin
primer tiimoérden ¢evre dokulara ve uzak organlara yayilmasini igeren birgok islem
gerektiren karmasik bir islemdir. Uzak bir bolgedeki tiimorii yeniden olusturmak
icin; cevreleyen dokular istila etme, dolasimda go¢ etme ve hayatta kalma, istila
ettigi organda koloni olusturma ve biiyiime yeteneklerine sahip olmasi
gerekmektedir. Bu agidan bakildiginda kanser hiicreleri tarafindan kok hiicre
benzeri fenotip kazanilmasi ve metastatik siireci etkileyen mutasyonlar metastaz

icin onemlidir [41].

Kolorektal kanserde metastaz siireci bir seri adimdan olusmaktadir. Bu siireg;
ekstrasiiller matriksin lizisi ile baslar. Daha sonra kanser hiicreleri tarafindan
uretilen enzimler ile hiicre dis1 matriksin degistirilerek kanser hiicrelerinin birincil
timor bolgesinden ayrilmasini saglanir. Matris metaloproteinazlar (MPP) ile
kanser hiicrelerinin gé¢ etmesinin saglanmakta ve bu siirecte cesitli MPP’ler gorev
almaktadir. Kolorektal kanserde MPP-1,-2,-3,-7,-9 ve -13’lin overekspresyonu
gorulmektedir [40], [41].

2.2.6 Apoptoza Direng

Apoptoz, hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen programh
hiicre éliimiidiir. Istenmeyen, yipranmis, potansiyel olarak zararh hiicrelerin yok
edilmesini saglayan bir mekanizmadir [42]. Cok hiicreli organizmalarda, mitoz

yoluyla iiretilen yeni hiicreler ile hasar géormiis ya da gerekli olmayip kaldirilan
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hiicreler arasinda homoestatik bir denge goérilmektedir. Apoptoz veya
programlanmis hiicre 6limi, tim g¢ok hiicreli organizmalarin gelisiminde ve

homoestazinda énemli bir rol oynar [43].

Apoptoz siireci, i¢sel yolak ve dissal yolak olmak iizere 2 yoldan baslatilabilir. I¢sel
yolak mitokondri aracilifiyla aktive olurken, dissal yolak 6lim reseptorleri gibi
distan gelen sinyallerle aktive olmaktadir. Ancak; iki yolun birbiriyle baglantili
oldugu, bir yoldaki molekiillerin digerini etkileyebilecegine dair ¢alismalar
bulunmaktadir [44]. Apoptozu uyaran hiicre ici sinyaller arasinda biiyiime
faktorleri, onkogenler ve tiimor siipressor genler sayilabilir. Hiicre dis1 sinyaller ise
biiytime faktorlerinin yetersizligi, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS ve TNF)
ve dis etkenler (kimyasallar, UV, radyasyon, kemoterapotik ilaglar)’dir. Hiicre igi

sinyaller i¢sel yolu uyarirken, hiicre disi sinyaller dissal yolu uyarir [45].

Apoptotik stirecte Bcl-2 protein ailesi ve kaspazlar gorev almaktadir. Bcl-2 protein
ailesi pro-apoptotik ve anti-apoptotik liyelerden olusmaktadir (Sekil 2.4). Bax, Bok
ve Bak pro-apoptotik proteinler iken, Bcl-2, Bcl-W, Bcl-xL, Bcl-B ise anti-apoptotik
proteinleri temsil etmektedir [46]. Kaspazlarin ise insanlarda 12 ¢esidi bulunup
bunlardan 7’sinin apoptotik stirecte yer aldig1 bilinmektedir. Bunlar; kaspaz-2, -3, -
6, -7, -8, -9 ve -10 olarak siralanabilir. Onciil formlarinda inaktif zimojenler olarak
sentezlenen kaspazlar apoptoz slirecinde aktif formlarina dontismektedirler [47].

BCL-2 protein ailesinin anti-apoptotik dyeleri
) B BCL-2, BCL-w, BCL-xL,
al o2 g . (1) A1, MCL-1

BH4 BH3 BH1 BH2 ™

BAK, BAX, (BOK*)

Sekil 2.4 Apoptotik siirecte yer alan Bcl-2 protein ailesi iiyeleri [48]

Apoptoz hiicre icinden ya da disindan gelen sinyallerle baslar, kaspazlarin
aktivasyonu ile devam eder. Icsel yolakta kaspaz-3, kaspaz-9 aktivasyonu
gorilirken, dissal yolakta kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonu goriilir. Aktiflesen

kaspazlar ile hedef proteinlerin yikilmasi sonucu hiicrede biyokimyasal ve yapisal
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degisiklikler gozlemlenir, apoptotik cisimcikler olusur. Bu siirecte Bcl-2 protein
ailesi liyelerinden pro-apoptotik proteinler olan Bax ve Bak ekspresyonu artarken,
anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2, Bcl-xL. ekspresyonlar1 azalmaktadir.
Mitokondri de apoptozun igsel yolagindaki silirecte gorev almakta ve sitokrom-
c’'nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasini uyararak apoptozu baslatmaktadir
[45]. I¢sel ve dissal yoldan apoptozun indiikleme siireci Sekil 2.5’te detayl olarak

sematize edilmistir.

Digsal Yolak igsel Yolak

1

Oliim Reseptdrleri

- Fas, TNFR, TRAIL _ _ _
,L Mitokondriden sitoplazmaya

sitokrom-c'nin salinmm

T *» T F P R F F T T OPOPF T T TYCCFE T Y0+

- FADDVTRADD 1
Kaspaz-8 Kaspaz-9

i Prokaspaz-3 -

|

Kaspaz-3

|

Apoptoz

Sekil 2.5 Apoptozun igsel ve dissal yoldan indiiklenmesi [49]

Apoptoz, kanser icin 6nemli bir bariyerdir. Bu nedenle kolon kanseri de dahil
bir¢ok kanser tiiriinde apoptotik yolaklarin baskilanmasi ve diren¢ mekanizmasi
gorilmektedir [34]. Bu mekanizma apoptotik yolaktaki bilesenleri ya da
regiilatorlerini degistirerek gerceklestirmektedir [16]. Apoptozu inhibe etmenin
en etkili yollari, B-hiicreli Lenfoma 2 (Bcl-2) protein ailesi ve iki ana proapoptotik
gen olan Bax ve Bak'in baskilanmasidir [50]. DNA hasar1 oldugu zaman hiicreler

apoptoz ile yok edilir. Fakat kanser hiicreleri apoptotik sinyallerden kaginir.
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Apoptoza kars1 direng olarak kanser hiicrelerinde p53 kayb1 ve anti-apoptotik bir

protein olan Bcl-2'nin aktivasyonu 6rnek verilebilir [34].

2.3 Kolon Kanseri icin Tedavi Stratejileri

2.3.1 Giincel Tedaviler

Glinimiuzde kolon kanseri tedavisinde, tiimoriin hangi evrede olduguna bagh
olarak degismekle beraber genel olarak kemoterapi ve radyoterapi
uygulanmaktadir [10]. 1. evre kolon kanserine kemoterapi uygulamasi yapilmadan
cerrahi midahale onerilirken, 2. evreden itibaren kemoterapi tedavisi
onerilmektedir [11]. Bircok ilag Amerika Birlesik Devletleri’'nde kolorektal kanser
tedavisinde kullanilmak tlizere FDA tarafindan onaylanmistir. Bunlar arasinda;
kapesitabin, florourasil (5-FU), irinotekan, oksaliplatin, trifluridin/tipiracil
sayilabilir ~ [51]. Kemoterapide genellikle oksaliplatin ve florourasil
kullanilmaktadir. Kolorektal kanserde gozlemlenen Ras mutasyonu s6z konusu
oldugunda ise kemoterapiye ek olarak bevacizumab, setuksimab monoklonal
antikorlar1 da tedavi stirecine dahil olmaktadir [12]. Kemoterapi ve radyoterapinin
temel amaci kanserli hitcreleri 6ldiirmektir. Fakat kemoterapik ilaclar kanserli
hiicrelerin yaninda saglkli hiicreler tlzerine de etki ederek sa¢ dokiilmesi,
yorgunluk, kusma, bulanti, agiz yaralari, hormon dengesizligi gibi yan etkilere
neden olmaktadir [13]. Kullanilan yontemlerin toksik etkileri géz ontine
alindiginda, tedavide uygulanan kemoterapi ve radyoterapinin yan etkilerini

azaltacak ve tedaviye destek olacak yeni bilesenlere ihtiya¢c duyulmaktadir.

2.3.2 Alternatif Tedaviler

Kolon kanseri tedavisinde kullanilan giincel tedaviler ve yan etkileri géz 6niine
alindiginda alternatif tedavilere ihtiya¢c duyuldugu goérilmektedir. Terapotik ve

anti-kanser etkilerin arttirilmasi amaciyla alternatif stratejiler arastirilmistur.
2.3.2.1 Hedeflenmis terapi

Hedefe yonelik kanser tedavileri (molektiler olarak hedeflenen tedaviler), spesifik

molekiilleri hedef alarak kanser hiicrelerinin biiytime, proliferasyon ve yayilmasini
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engelleyen ajanlar olarak tanimlanabilir. Bu tip tedavi, saglikli hiicrelere verilen

zarar1 sinirlandirirken kanser hiicrelerinin biiylime ve yayilmasini engeller [51].

Hedeflenmis tedaviler, standart kemoterapiden bircok o6zelligi ile farklilik
gostermektedir. Hedeflenmis tedavilerin aksine, geleneksel kemoterapide
genellikle hizla ¢ogalan kanserli ve saglikl hiicreler hedef alinir. Buna ek olarak,
hedefe yonelik tedaviler siklikla sitotoksik etki gostermekte, kanser hiicrelerinin
cogalmasini durdurmaktadir. Standart kemoterapi ise sitotoksik etki gostermekte,

kanser hucrelerini 6ldirmektedir.

Glinimizde, hiicrenin hayatta kalma yollariyla iliskilendirilen bir¢ok hedef
belirlenmistir. Hedeflenen terapotik ilaglar arasinda hormon tedavileri,
transdiiksiyon inhibitor sinyalleri, gen ekspresyon modiilatorleri, apoptoz
indiikleyicileri, anjiyogenez inhibitoérleri, immiinoterapiler sayilabilir. Hedefli
tedaviler giinlimiizde kolorektal, pankreas, kii¢iik hiicreli akciger, meme, prostat

kanserinde timorlerin tedavisinde kullanilmaktadir.

Kolorektal kanserli hastalar i¢in 5-FU bazl tedavi yillarca tek uygulanabilir tedavi
secenegini temsil etmistir. Son yillarda, tedavi stirecinde uygulanabilecek yeni
ajanlar eklenmistir [52]. Bu ajanlar arasinda anjiyogenik faktorleri hedef alan
bevacizumab ve regorafenib, epidermal biiylime faktorii reseptoriinii (EGFR) hedef

alan cetuximab ve panitumumab monoklonal antikorlar yer almaktadir [53].

Epidermal biiyiime faktori reseptorii (EGFR) birgok kanser tiiriinde overeksprese
olan ve proliferasyon, timor bliylimesi, anjiyogenez ve metastazda rol alan bir
tirozin kinaz reseptoriidiir. Cetuximab kolorektal kanser ve skuamoéz hiicre
kanserlerinin tedavisinde, panitumumab metastatik kolon kanseri tedavisinde
kullanilan monoklonal antikorlardir [54]. Yapilan arastirmalar sonucunda EGFR’1
bloke eden ilaglarin kolorektal kanser de dahil olmak iizere epitelyal kanserlerin
biiylimesini durdurmak veya yavaslatmak icin etkili olabilcegini ve etkisini MAPK,

PI3K, AKT sinyal yolaklarini inhibe ederek gerceklestirdigi bulunmustur [55].
2.3.2.2 Kombine ila¢ Tedavileri

Kolorektal kanseri tedavisinde kullanilan monoterapinin ya da kemoterapi

tedavisine ek olarak verilen monoklonal antikorlarin (hedeflenmis terapi)
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sagkalimi arttirdig1 bilinmektedir. Bu siiregte kullanilan ilaglarin kombinasyon
calismalari ile etkinliklerinin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi kanser tedavisinde son
derece 6nem arz etmektedir. Farkli molekiiler mekanizmalarla ¢alisan ilaglarin
kombinasyon c¢alismalar1 ilag direnci olasiligin1 azaltirken, toksisiteyi en aza

indirerek tiimor hiicrelerinin 6ldiirtilmesini arttirmaktadir [56].

Son yillarda, diisik dozda kemoprenventif ve terapotik ajanlarin farkh
kombinasyonlari ile sinerjitik etkiler elde edilebilecegi, yliksek doz etkisiyle iligkili
yan etkilerin minimize edilebilecegini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Uzun
sliire tek basina tedavide kullanilan 5-FU ile oksiliplatin, cisplatin, irinotecan,
resveratrol gibi cesitli ilaglar ve flavonoidlerle cesitli kanser tiirleri lizerinde
yapilmis kombinasyon ¢alismalar literatiirde oldukc¢a genis bir arastirma alanini
kapsamaktadir [57], [58]. Falkson ve arkadaslari metastatik kolon kanseri
hastalar1 lzerinde 5-FU, metilCCNU ve vinkristin Ug¢li kombinasyon g¢alismasi
yaparak tek basina 5-FU tedavisi ile uygulamasini karsilastirmali olarak incelemis,
calismalarinda ti¢lii kombinasyon tedavinin hastalar tizerinde daha etkili oldugu
bulunmustur [59]. Xiao ve arkadaslar1 kolon kanser hiicreleri iizerine (HT-29 ve
HT-116) atorvastatin ve celecoxib kombinasyonunun sinerjitik olarak hiicre
dongiisiinii durdurdugunu ve apoptozu indiikledigini bulmustur [60]. Lin ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise cesitli kanser turlerinde ytuksek
seviyede eksprese olan siklooksijenaz-2 (COX-2) proteini inhibitori ve
kemoterapik ajan olarak kullanilan oksaliplatinin kombinasyonunun kolon kanser
hiicre hattinda hiicre biiytiimesi ve sagkalimi tizerindeki etkisi arastirilarak kanser

hiicrelerinin biiylimesini engelledigi bulunmustur [61].

Flavonoidlerin kombinasyon olarak ilaglarla, gesitli inhibitérlerle ve anti-kanser
ajanlarla kullanimi yeni kombinasyon tedavilerin gelistirilmesi acisindan 6nemli
bir yere sahiptir. Son yillarda kanser tedavisinde kullanilmak tizere flavonoidlerin
kombinasyon calismalar1 giderek artmaktadir. Patel ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada flavonoid bir molekiil olan kurkiminin 5-FU ve oksalipilatin ile
kombinasyonu sonucu ilaglarin sahip oldugu hiicre biiytimesi inhibisyonunu kolon
kanseri hiicreleri tlizerinde arttirdigi bulunmustur [62]. Kurkumin, 5-FU ve

oksalipilatinin kombinasyonu ile gastrik kanser hiicrelerinde yapilan baska bir
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calismada ise benzer etki gostererek hiicre biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur

[63].
2.4 Flavonoidler

Flavonoidler, bitkiler tarafindan iiretilen ve insan saghgi lizerinde yararh etkilere
sahip olan dusiik molekiler agirlikli polifenolik bilesiklerdir [7]. Bitkilerin kok,
tohum, cicek, yaprak, dal ve gévde gibi tiim kisimlarinda ve ¢ay, kahve, sarap gibi

bitkisel tirtinlerde ytiksek miktarlarda bulunan sekonder metabolitlerdir [9].

Flavonoid bilesikleri, benzo-y-piron (C6-C3-C6) tiirevlerinden meydana gelmekte
ve heterojen gruplar icermektedir [64]. Dogada 5000’den fazla flavonoid olup
molekiiler yapilarina gore alti sinifa ayrilmislardir. Bunlar; flavon, flavonon,
flavanol, izoflavon, antosiyanidin ve katesindir [65]. Flavonlar grubunda; apigenin
ve luteolin, flavononlar grubunda; naringenin ve hesperetin, flavonoller grubunda;
kaemferol, mirisetin, kuersetin, izoflavonlar grubunda; daidzein ve genistein,
antosiyanidinler grubunda; siyanidin, pelargonidin, delfinidin, peonidin, katesinler

grubunda; epikatesin, katesin yer almaktadir [9].

Polifenolik bilesikler olan flavonoidler genis spektrumlu biyolojik aktivite
gostermektedir. Bu aktiviteler arasinda; antialerjik, antiinflamatuvar, antioksidan,
antimutajenik, antikarsinojenik, enzimatik aktivitelerin diizenlenmesi sayilabilir.
Sahip olduklar1 o6zellikler ile kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi gibi
yontemlerin yan etkilerini azaltarak destekleyici tedavide kullanilabilecek aday
ajanlar olduklari diisiintilmektedir [42]. Yapilan calismalarla gesitli flavonoidlerin
farkli kanser tiirlerinde anti-kanser etkiye sahip oldugu gosterilmis ve Tablo 2.1'de
toplu olarak verilmistir [9]. Bunlara ek olarak, Kundz ve arkadaslar1 kolon kanseri
hiicre hattinda (HT-29 ve Caco-2) 30’dan fazla flavonoid ile karsilastirmali olarak
calisarak flavonoidlerin hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite lizerine etkilerini

incelemislerdir [66].

Epidemiyolojik calismalar, meyve ve sebze tlketimi ile alinan flavonoidlerin
kanserin onlenmesi ve kemoterapi siirecinde dnemli etkilere sahip oldugunu
gostermektedir. Flavonoidler karsinogenez siirecinde cesitli basamaklara cesitli

mekanizmalar ile etki etmektedir. Bunlar; anti-proliferasyon, hiicre dongiisii
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durdurma, apoptozu

indiikleme ve farklilasma, anjiyogenezin

inhibisyonu,

antioksidan aktivite gostermesi ve ¢oklu ila¢ direncinin inhibisyonudur [42].

Ornegin; yapilan in vivo ¢calismalarda luteolinin akciger, karaciger, kolon, prostat

kanser hiicre hatlarinda;

durdurma ve apoptozu

i¢sel

timor hicrelerinin

ve dissal yolaklardan

hiicrelerinin gelisimini engelledigi bulunmustur [67].

inhibisyonu, hiicre dongiisu

indiikleyerek kanser

Tablo 2.1 Farkli flavonoid gruplarinin ana kaynaklari ve anti-kanser 6zellikleri [9]

Anti-
Flavonoid Alt grup Ana kaynaklar kanser
Grubu ozellikleri
Katesin, gallokatesin, | Cikolata, yesil ve siyah | Insan oral,
epikatesin, cay, kiraz, cilek, kakao, | rektal ve
Flavanollar epigallokatesin elma prostat
kanseri
Apigenin, krisin, | Maydanoz, kereviz, _
luteolin kirmizi  biber, brokoli, | Akciger
bib kanseri,
Flavonollar: kaemferol, toer 16semi,
mirisetin, kuersetin Briiksel lahanasi, elma, mide
Flavonlar Flavononlar: sogan, pirasa, fasulye, kolon,
' ki .
hesperitin, naringin fraz tiroid, oral
. Portakal, {iziim ve limon | V€ 8irtlak
Flavononlar: taksifolin suyu kanseri,
meme
Bogurtlen, kirmizi sogan, | kanseri
Sibirya karacam agaci
. . ;.. | Siyanidin,  delfinidin, | Patlican, b6giirtlen, yaban | Kolorektal
Antosiyanidin 1 . s
malvidin, petunidin, | mersini kanser
peonidin, pelargonidin

2.4.1 Kuersetin

Kuersetin (3,3’,4’,5,7-pentahidroksiflavon) (Sekil 2.6) meyve ve sebzelerde en bol
bulunan flavonoidlerden biridir [68]. Flavonoller grubunun temsilcisi olan
kuersetin beslenmenin ayrilmaz bir parg¢asi olup bir insanin giinlik diyetinde
ortalama 25 mg tiikettigi tahmin edilmektedir [69]. Elma, sogan, brokoli ve

bogirtlen, ahududu, findik ve kirmizi sarapta siklikla bulunmaktadir [8].
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Antioksidan, anti-kanser, anti-anjiyogenik gibi sahip oldugu ozellikler ile
potansiyel anti-kanser bir ajan oldugu diisiiniilmektedir [70]. Kuersetinin hiicre
dongiisii  regiilasyonu, apoptozu indiikleme, tirozin kinaz aktivitesinin
inhibisyonunu saglama fonksiyonlar1 anti-kanser ajan olma potansiyelini
gliclendirir niteliktedir [5]. Kuersetinin anti-kanser aktivitesi, glikolizin
inhibisyonu, hiicre dongiisii inhibitorleri olarak gorev yapan p21WAFl ye p27KIP1
up-regiilasyonu, onkogenlerin inhibisyonunu icermektedir [71]. Psahoulia ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada kuersetinin onkojenik Ras proteinlerinin
degredasyonuna aracilik ettigi bulunmustur. Bu nedenle; Ras’in aracilik ettigi

kanser ¢esitlerinde kuersetinin tlimor onleyici rol alacagi disiiniilmektedir [72].

OH
OH

HO O

OH
OH O

SeKkil 2.6 Kuersetinin kimyasal yapisi [73]

Kuersetinin beyin, kolon ve diger dokulardaki tiimdrlerin biiylimesini azaltan ve
malign hiicrelerin yayilmasini engelleyen bir apoptoz indiiktérii olarak gérev aldigi
bilinmektedir. Hicre dongiisiini farkli kanser cesitlerinde farkli evrelerde
durdurdugu rapor edilmistir. Ornegin; l16semi hiicrelerinde hiicre déngiisiinii
G0/G1'de durdururken [74] , kolon kanserinde S fazinda durdurdugu
gosterilmistir [75]. Meme kanseri hiicre hatlar1 tizerinde yapilan ¢alismalarda ise
kuersetinin hiicre dongiisiinii S fazinda durdurdugu ve apoptozun mitokondriyal
yolunu aktive ederek timor regresyonuna neden oldugu bulunmustur [68].
Priyadarsini ve arkadaslarinin kuersetin ile Hela hiicreleri tizerinde yapmis oldugu
calismada ise Kkuersetinin servikal kanseri tizerindeki etkisinin molekiiler

mekanizmasinin aydinlatilmasi amaciyla apoptotik yolakta yer alan Bcl-2 protein
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ailesinin ekspresyonlarina bakilmis ve apoptozu i¢sel yolaktan p53 indiiksiyonu ve
NFKB inhibisyonu araciligiyla indiikledigi bulunmustur [76]. Kuersetin molekiili
kanserin yani sira metabolik ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde de 6nemli

bir yere sahiptir. [70].

Kuersetin molekiilii sinerjitik olarak c¢alismaya uygun bir molekiil oldugundan
kombinasyon c¢alismalarinda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Literatiirde
kuersetinin bir cok dogal flavonoid ile kombinasyon g¢alismalar1 bulunmakta olup
bunlar arasinda; resveratrol [77], elajik asit [78], luteolin [79], kaempferol [80] ve

kemoterapide siklikla kullanilan bir ilag olan cisplatin [81] yer almaktadir.

Son yillarda gelistirilen ilag molekilleri arasinda molekiiliin sahip oldugu
¢ozlnirlik ve biyoyararlanim 6zellikleri 6nem teskil etmektedir. Kuersetin sahip
oldugu avantajli 6zelliklerin yaninda suda diisiik ¢ozlniirlik, fizyolojik ortamda
kararsizlik, disiik biyoyararlanim gibi dezavantajli o6zelliklere sahiptir. Bu
ozellikler bilesigin oral yoldan verilmesini ve tedavide kullanilmasini
kisitlamaktadir [14]. Molekiiliin sahip oldugu dezavantajli 6zelliklerin bertaraf
edilerek c¢ozinturliginin ve biyoyararlaniminin degisik teknikler kullanilarak

arttirilmasi gerekmektedir.

2.4.2 CAPE

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), bal arasindan elde edilen propolisin 6nemli aktif
bilesenlerinden biridir. Molekiil formiilii C17H1604; molekiil agirhig1 284,31 g/mol
olan CAPE flavonoid benzeri bir molekiil olup ¢ok genis spektrumlu biyolojik ve
farmakolojik etkilere sahiptir [82]. Immiin yamitin baskilanmasi, antioksidan,
antimitojenik, antikarsinojenik, anti-inflamatuvar, antiviral, antibaktariyel,
antialerjik etkiyi iceren bir¢ok avantajli 6zellige sahiptir [10], [11]. Ayni zamanda
bir¢ok biyolojik aktivitede terapotik bilesik olarak 6nemli bir yere sahip oldugu
bulunmustur [82]. Kafeik asit tiirevlerinden biri olan CAPE molekiilii iltihaplanma,
kanser, enfeksiyon ve norodejenerasyon gibi cesitli patolojilere karsi umut verici
terapotik potansiyele sahiptir. Terapotik 6zelligi yapisinda bulundurdugu katesin
halkas1 ve iki hidroksil grubundan (Sekil 2.7) kaynaklanmaktadir [12]. Aym

zamanda yapisinda bulundurdugu aromatik ve alifatik karbon gruplar1 sayesinde
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de hiicre zarindan kolayca gegebilmektedir [83]. Silva ve arkadaslar1 yapmis
olduklar1 c¢alismada CAPE’nin sicanlarda kan-beyin bariyerini etkili sekilde
gecebildigini gdstermistir [84].

Potansiyel bir anti-kanser ajan olarak CAPE’nin aktivitesini, ¢esitli kanser
tirlerinde anjiyogenez, tiimér invazyonu, metastaz, proliferasyon, apoptoz
sureclerine etki ederek gerceklestirdigi bulunmustur [12]. CAPE’nin
antiproliferatif etkisi, apoptoz indiikleyici etkisi, invazyon ve metastazi inhibe edici
etkisi kolon kanseri de dahil olmak {izere bircok kanser hiicre hattinda

gosterilmistir.

O
HO

HO

Sekil 2.7 Kafeik asit fenetil esterin kimyasal yapisi [85]

CAPE'nin proapoptotik etkisinin arastirilmasi icin HL-60, insan meme kanseri
MCF-7, insan yumurtalik sarkinomu SK-OV-3, insan akciger sendromu NCI-H358,
C6 Glioma, insan servikal kanseri ME180, insan pankreas kanseri PANC-1 hiicreleri
ile yapilan ¢alismalarda apoptotik yolakta yer alan Kkaspaz-3 veya kaspaz-7
aktivitesinin arttigl1 gozlemlenmistir [86], [87]. Buna ek olarak, Orsalic ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada Mca hiicreleri tizerine 15 saatlik siire ile
CAPE uygulanmasi sonucunda apoptozun oOnemli bir sekilde arttig
gozlemlenmistir [88]. Kolon kanseri hiicreleri olan HCT116 lizerine artan dozlarda
CAPE uygulanmasi ile yapilan baska bir calismada da benzer sekilde proliferasyon,
hiicre dongilisii ve apoptoz Uzerine etkileri arastirilarak proliferasyonu inhibe
ettigi, hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurdugu ve apoptozu indiikledigi

bulunmustur [89]. Xiang ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise CAPE'nin
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kolon kanseri hiicreleri lizerinde [(-cateninin down regiilasyonunu saglayarak
apoptoz ve hiicre dongiist lizerine etki ettigi gosterilmistir [90]. Yapilan ¢alismalar
goz Oniine alindiginda CAPE’nin tiimor hiicreleri tizerindeki etkisini sitotoksik

olarak degil, apoptozu indiikleyerek gerceklestirdigini gostermektedir (Sekil 2.8).

CAPE'nin bir¢ok flavonoid molekiliiniin sahip oldugu gibi bazi dezavantajh
ozellikleri bulunmaktadir. Yapisinda bulundurdugu ester bagi, a-f doymamis
karbonil ve katekol gruplarindan dolay1 biyolojik sistemde kararsiz bir yapi
gostermekte ve kolaylikla parcalanmaktadir. Ayni zamanda tedavide kullanimini
zorlastiran suda diisiik ¢oziiniirlilk, yarilanma omriiniin kisa olmasi1 ve diisiik
biyoyararlanim gibi dezavantajli 6zellikleri de mevcuttur [15]. Molekiiliin
tedavide kullanilabilirligini saglamak amaciyla nanoteknoloji de dahil olmak tizere
cesitli yontemler kullanilarak yarilanma 6mriiniin ve biyoyararlanimin arttirilmasi,

suda ¢6zliniirligliniin iyilestirilmesi gerekmektedir.

Igsel yolak «— CAPE

Dhssal volak

<aspaz kaskad
» Apoptoz

Sekil 2.8 Kanser hiicrelerinde CAPE'nin apoptotik yolak lizerine etkisi [91]

Flavonoidler grubunda yer alan kuersetin ve CAPE molekiillerinin sahip olduklari
sinirlamalar (diisiik biyoyararlanim, disiik ¢oziiniirliik, distik adrorpsiyon vb.)
toplu olarak Sekil 2.9 ‘da gosterilmistir. Bu sinirlamalar1 asmak igin kanser
tedavisinde c¢esitli yontemler kullanilmakta olup yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri lipozomlar, kitosan ve diger ilac¢ tasiyic1 sistemler araciligiyla
molekiillerin polimere yiiklenmesidir. Bu sistemler, suda diisiik ¢oziiniirlik,
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viicutta emilim, dolasim stresi, hedef oOzgilligliniin arttirilmast amaciyla
kullanilmakta ve bu amaca yonelik olarak biyobozunur malzemeler siklikla tercih

edilmektedir [14].

Sekil 2.9 Kuersetin ve CAPE molekiillerinin anti-kanser ajan olarak kullanimini
sinirlayan 6zellikler

2.5 Nanoteknoloji ve Kanser

Nanoteknoloji, nanometre boyutlu nesnelerle ilgilenen miihendislik, biyoloji, fizik
ve kimyadan tiiretilmis ¢ok cesitli alanlar1 kapsayan multidisipliner bir alandir
[92]. Son yillarda nanoteknolojik gelismelerde hizli bir artis yasanmis olup
lipozomlar, polimerik miseller, polimer-ila¢ konjugatlar1 dahil olmak iizere bir¢ok
nano bazl sistem, son 30 yilda klinik olarak onaylanmis ¢esitli terapotik trtinler

icin temel olusturmustur [93].

Kanser nanoteknolojisi, molekiiler goriintiilleme, molekiiler tani ve hedefe yonelik
tedavi icin genis uygulamalar1 olan bir arastirma alanidir. Temel mantik, yari
iletken kuantum noktalar1 ve demir oksit nanokristalleri gibi nanometre
boyutundaki partikiillerin, molekiillerde bulunmayan optik, manyetik veya yapisal
ozelliklere sahip olmasidir. Bu nanopartikiiller, monoklonal antikorlar, peptitler
veya kiiciik molekiiller gibi tiimor hedefleme ligandlar: ile baglandiginda tiimoér

biyobelirteclerinin hedeflenmesi i¢in kullanilabilir. 5-100 nm arasindaki boyut
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araligindaki nanopartikiiller ¢oklu tanisal ve terapotik ajanlara konjuge etmek i¢in

genis yiizey alanlarina ve fonksiyonel gruplara sahiptir [94].

Kanserde ilag tasiyici sistemler olarak (Sekil 2.10) lipozomlar, polimerik miseller,
polimer-ilag konjugatlar1 (polimerik nanopartikiiller), dendrimerler, viral
nanopartikiiller, nanotiipler kullanilmaktadir [95]. Lipozomlar, lipid bazh
hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemlerdir. Kiiresel sekilde olan ve i¢i sivi maddeyle
dolu ve dis1 bir cift lipid tabaka ile c¢evrili kolloidal yapilardir. Ampifilik,
biyouyumlu ve terapotik 6zellige sahip olan lipozomlar ile yapilan bir¢ok ¢alisma
mevcuttur [96]. Hidrofilik ve hidrofobik ilaglar1 icine dahil etme yetenegi ile kanser
kemoterdpatiklerini uygun nanokariyer sistemler haline getirmektedir [97]. Wong
ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada lipozomlarin PEG’lenmesi ile elde
edilen formiilasyon icerisine kuersetin ve vinkristin molekiilleri 1:2 oraninda
ylklenerek meme kanseri hiicreleri iizerinde lipozomlar ile antikanser etkinin
arttirildigr bulunmustur [98]. Matsurama ve arkadaslarinin polimerik miseller ile
yapmis oldugu calismada sahip olduklar: anti-kanser etki cesitli klinik calismalarda
gosterilmistir [99]. Polimer-ila¢ konjugatlar1 olan polimerik nanopartikiiller,
lipozomlar ile karsilastirildiginda daha dar bir boyut dagilimi, yiiksek stabilite,
lipofilik ilaglar i¢in yiiksek yiikleme kapasitesi, kontrollii ila¢ salimi1 sagladigi icin

daha avantajlidir [60].

Dendrimerler, diizenli dizilim gosteren ve tekrarlanan birimlerden olusan sentetik
polimerlerden olusan makromolektller olup kontrollii yikim, ytksek ligand
yogunlugu, yuksek yapisal ve kimyasal homojenite gostermektedirler [96]. Viral
nanopartiktller, farkl virus cesitleri kullanilarak doku hedefleme ve ila¢ dagitimini
iceren uygulamalar amaciyla gelistirilmistir [100]. Karbon nanotiipler, benzen
halkalarindan olusan karbon silindirlerdir. Karbon nanotiipler tiim solventlerde

tamamen ¢oziinmedigi i¢in bazi toksisite ve saglik sorunlarina sebep olmaktadir

[101].

Nanoteknoloji, ila¢ tasinim sistemleri icin yiikselen bir alan olup geleneksel
sistemlerle kiyaslandiginda bir¢ok avantajli 6zellige sahiptir [39]. Nanoteknoloji
icerisinde gelistirilen bir¢ok nano-yapili sistem bulunmakta olup bunlar arasinda;

polimerik  nanopartikiiller, miseller, dendrimerler, lipozomlar, viral
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nanopartikiiller ve karbon nanotiiplerine ek olarak grafin oksit, yag
nanoemdulsiyonlari, demiroksit nanopartikiilleri, silika nanopartikiiller, manyetik
nanopartikiller sayilabilir. Bu c¢alismada ilag tasiyic1 sistemler olarak cesitli
arastirmalarda kontrollii salim saglamasi ve nano boyut gibi avantajli 6zellikleri
gosterilen nanopartiktiller kullanilacaktir. Bu nedenle ilag¢ tasiyici sistemler olarak
nanopartikiillerin tercih edilmesi ve nanopartikiil ¢esitleri arasindan bu ¢alismada

tercih edilen polimerik nanopartiktiller hakkinda detayl bilgi verilmistir.

A
A
A
A
Polimerik nanopartikiil

Polimer-ilag/protein

I A— Polipleks Polimer lipid hibrid konjugan

Terapétik ajan A Ligand

Sekil 2.10 ilag tasima sistemi olarak kullanilan nano-yapil sistemler [102]
2.5.1 ila¢ Tasiyia1 Sistemler Olarak Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, hem nanokiireleri hem de nanokapsiilleri iceren kati kolloidal
partikiiller olarak tamimlanabilir [103]. Temel Kkarakteristik 6zellikleri
boyutlarindan kaynaklanmaktadir. Boyutlar1 5-10 nm ile 1000 nm arasinda
degismekte olup genellikle elde edilen aralik 100-500 nm arasinda olmaktadir
[104].

Gectigimiz on y1l boyunca, kiigtik ve biiyiik molekiiller i¢in tasiyici olarak partikiiler
sistemlerin kullanimi1 6nemli bir arastirma konusu olmustur. Nanopartikiiller gibi
partikiiler sistemler, ¢esitli ilag molekiillerinin farmakokinetik ve farmokodinamik
ozelliklerini degistirmek ve gelistirmek icin fiziksel bir yaklasim olarak
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kullanilmistir [105]. Nanobiyoteknolojik arastirmalarda siklikla karsimiza ¢ikan
ilac tasima sistemleri gelistirilmesinde temel hedefler; daha spesifik ilag¢
sistemlerinin gelistirilmesi, toksisite azaltilirken terapoétik 6zelligin siirdiiriilmesi,
biyouyumluluk ve giivenligin arttirilmasidir [106]. Yapilan g¢alismalar ile
nanopartikiiler sistemlerin kontrollii salim mekanizmasi gergeklestirdigi, daha
yuksek hiicre i¢i alima izin verdigi, maddelerin stabilitelerini arttirdigi,
biyouyumlulugu ve biyolojik olarak parcalanabilirligi arttirdifi gézlemlenmistir

[103].

Nanopartikiller egsiz fiziksel o6zellikler (partikiil agregasyonu, fotoemisyon,
elektriksel ve 1s1 iletkenligi) ve kimyasal 6zellikler (katalitik aktivite) sergilerler.
Bu nedenle; arastirmacilar tarafindan gesitli alanlarda biiyiik ilgi gérmektedirler
[107]. Bu alanlar arasinda; nanoteknoloji, tip, biyomalzeme, biyoteknoloji
sayilabilir. Biyouyumlu materyallerin tiretimi ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanimyj, ila¢ ve antijenler icin tasiyici sistemler olarak kullanilmasi, kombinasyon
tedavilerde ilag¢ etkilerinin artirilmasi amaciyla nanopartikiiler sistemler genis
uygulama alanlarina sahiptir [108]. Tablo 2.2‘de bazi nanopartikiil teknolojileri ve

uygulama alanlar1 gosterilmistir.

Tablo 2.2 Nanopartikiillerin biyoloji ve tiptaki uygulama alanlari1 [109]

Ana Uygulama Teknoloji

Alani

. Anti-timor 6zellige sahip ilacin kan-beyin bariyeri boyunca
[la¢ tasinimi
tasinmasini saglayan polimerik nanopartikiil tiretimi

Liiminesans Biyokonjuge yar1 iletken kuantum noktalari tiretimi
biyobelirtecleri

Farmakoloji Antimikrobiyal nano-emiilsiyonlar
MRI koruyucu Nanomanyetik, karbon kompozit malzemeler
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Elbaz ve arkadaslar1 propolisin nanopartikiiler sistemlere yiiklenmesi ile insan
kolon ve akciger kanseri lizerindeki sitotoksik etkisinin azaldigini, sahip oldugu
terapotik etkinin ise arttigini bildirmislerdir [110]. Win ve arkadaslarinin yapmis
in vivo ve in vitro ¢alismalarda kemoterapo6tik ajan olarak kullanilan paklitakselin
nanopartikiiler sisteme yiliklenmesi ile timor hiicreleri lizerindeki sitotoksik
etkisinin arttirlldigr gozlemlenmistir [111]. Yapilan baska bir calismada ise
kahverengi alg kullanilarak sentezlenen altin nanopartikiillerin insan kolon
kanseri hiicreleri (HT-29 ve Caco-2) lizerindeki aktivitesi incelediginde; apoptozu

icsel ve dissal yolaktan uyardigi bulunmustur [112].

Neoplastik patolojilerin tedavisinde ila¢ dagitimina aracilik eden nanopartikiiller,
pasif hedefleme ya da aktif hedefleme stratejileri gelistirilebilir.  Pasif
hedeflemede; tiimoér dokusunun vaskiilarizasyonu ile interstisyel boslukta pasif
difiizyon araciligiyla molekiillerin gecisine izin verilmekte ve ilag serbest
birakilmaktadir [113]. Artmis gecirgenlik ve alikonma etkisi pasif hedefleme
mekanizmalar1 olup nanopartikiiller bu mekanizma ile kanserli hiicreler tizerinde
birikme gosterirken saglikli hiicreler lizerinde birikme gostermezler (Sekil 2.11)
[114]. Pasif hedeflemede diger 6nemli bir faktor ise; timor hiicresinin normal
hiicrelerden farkli olarak tiimori cevreleyen essiz bir mikro ortama sahip
olmasidir [96]. Aktif hedeflemede ise; nanopartikiillerin yiizeyleri kanser hiicreleri
tarafindan asir1 eksprese edilen reseptorlere spesifik ligand,protein ve peptitlerle
kaplanarak kanserli hiicreler 1iizerine aktif olarak hedeflendirilmesi

saglanmaktadir [113], [114].

‘Pasif doku
hedefleme

Sekil 2.11 Kan damarlarinin ¢ok oldugu bir tiimor bélgesine nanopartikiil aracili
kemoterapik vermenin sematik gosterimi [93]
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2.5.2 Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, biyouyumlu ve biyobozunur polimerler ya da
kopolimerler kullanilarak elde edilen nanopartikiiler sistemlerdir. Hem
polimerizasyon yontemleriyle hem de o©nceden olusturulmus polimerler
kullanilarak yapilabilirler. Nanopartikiillerin genel olarak sahip oldugu avantajli
ozelliklerin yan1 sira polimerik nanopartikiiller fizyolojik ortamda kolayca
parcalabilmeleri ve {rilinlerin sitotoksik olmayisi, etken madde yilikleme
kapasitelerinin yliksek olmasi, etken maddenin salim ve biyoyararlanimini
arttirmasi, kolaylikla sterilize edilebilmeleri, daha yiiksek stabilite saglamalar: gibi
bircok avantajli o6zelliklere sahiptir [115]. Biyomalzeme arastirmalarindaki
ilerlemeler, biyouyumlu ve biyobozunur o6zelliklere sahip polimerik

nanopartikiillerin gelistirilmesi ile saglanmistir [93].

Polimerik nanopartikiiller, yaklasik kirk yil 6nce kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ajanlarin ve asilarin tasinmasi amaciyla gelistirilen sistemler olup
bu sistemler ile etken maddeler yiizeye adsorbe edilebilir, hapsedilebilir ya da
partikiil icinde c¢ozdirilebilir. Hazirlama yontemine goére nanokiire ya da
nanokapsiil olarak adlandirilmaktadirlar [63]. Nanokapsiiller (Sekil 2.12), bir ilacin
polimerik bir zarla gevrili bir i¢ siv1 ¢cekirdeginden olusan bir oyukta kapatilarak
olusturulmakta olup vezikiiler sistemlere benzetilmektedir [61]. Nanokiireler ise
matriks sistemlere benzetilmekte olup ila¢ uniform olarak disperse edilerek

olusturulmaktadir [115].

Polimer+ ilag

¥
Nanoformiilasyonun gegitli
yontemlerle hazirlanmasi
/ N

“
e 5,
i k|

Nanokapsil Nanokiire

Sekil 2.12 Polimerik nanopartikiillerin siniflandirilmasi
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Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda dogal ya da sentetik polimerler
kullanilmaktadir ve bu siiregte polimer secimi 6nemli bir yere sahiptir. En yaygin
olarak kullanilan sentetik polimerler, polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA),
polilaktit-poliglikolit kopolimerleri (PLGA), polikaprolaktonlar ve poliakrilatlardir.
Laktit-glikolit kopolimeri, kapsamli sekilde arastirilmis polimerler arasindadir.
Kullanilan dogal polimerler arasinda ise alijanat, albumin, kitosan genis capta
arastirilmistir. Dogal polimerler genellikle sentezi ve islenmesi bakimindan
sentetik polimerlere gore daha sinirlidir. Bu dezavantaj sebebiyle kontrolli salim
sistemlerinde sentetik polimer kullanimi 6n plandadir [116]. Tablo 2.3’te
nanopartikil hazirlanmasinda kullanilan dogal ve sentetik primerler toplu olarak
verilmistir. Bu tez c¢alismasinda nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda
polimer olarak PLGA kopolimeri tercih edildiginden, bu polimere ait ayrintili bilgi
verilmistir.

Tablo 2.3 Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan dogal ve sentetik
polimerler, blok kolipomerler ve stabilizorler [105]

Polimer Cesitleri Polimer Adlar:

Dogal Polimerler Kitosan, Alijanat, Albumin, Jelatin

Sentetik Polimerler PLA, PGA, PLGA, poliakrilat, poliprolakton

Poli(laktik)-poli (etilen glikol) (PLA-PEG), PGA-PEG,

Blok Kopolimerler

PLGA-PEG
Kolloidal

Polivinilalkol (PVA), Tween 20, Tween 80, Dekstran
Stabilizorler

PLGA ila¢ tasinmasinda yaygin olarak kullanilan, giivenilirligi yiiksek, tasiyici ajan
olarak diger nanotasiyicilarla karsilastirildiginda daha yiiksek kararlihiga ve ilag¢
yukleme kapasitesine sahip FDA (Food and Drug Administration) ve EMA
(European Medicine Agency) onayl bir polimerdir [18]. Bunlara ek olarak; PLGA
polimeri ilacin toksisitesini azaltan, biyoyararlanimini1 ve etki siiresini arttiran,

uzun sireli salm yapilmasim saglayan ila¢ tasima sistemidir. ila¢ tasima

28



sistemlerinde kullanilan biyobozunur polimerlerin “altin standardi” olarak kabul
edilen PLGA, en uzun klinik deneyimlere sahip olmasi sebebiyle siklikla tercih

edilmektedir [117].

PLGA, poli-laktik asit (PLA) ve poli-glikolik asit (PGA) kopolimeridir. Poli-laktik
asit, tipik olarak asimetrik bir a-karbon icermekte ve stereokimyasal olarak
genelde D ya da L formunda bulunmaktadir (Sekil 2.13). PLA'nin enantiyomerik
formlar poli-D-laktik asit (PDLA) ve poli-L-laktik asittir (PLLA). PLGA genel olarak
D ve L-laktik asit formlarinin esit oranda oldugu poli-D,L-laktik-ko-glikolik asit icin
bir kisaltma olarak kullanilmaktadir [117].

a) b) c) d)

@] (@] HO 8] 0
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HO OH HO OH OH X ¥
O

Sekil 2.13 L-PLA (a), D-PLA(b), PGA(c), PLGA (d)’'nin kimyasal yapilan (x; Laktik
asit liniteleri sayisiny, y; glikolik asit {initelerinin sayisin1 gostermektedir.) [116]
PLGA, poliester omurgasinin hidrolitik olarak boéliinmesiyle pargalanmaktadir.
Sekil 2.14’te gosterilen PLGA polimerinin hidrolizi reaksiyonu incelendiginde
poliesterin hidrolizinin bir asit ile katalizlendigi gorilmektedir. Clinkt karboksilik
asit zinciri uclar1 PLGA polimerlerinin hidrolitik béliinmesinin bir trtnidir [116].
Ester baglarinin yikilmasi sonucunda yapisindaki laktik asit ve glikolik aside
hidrolize olan PLGA molekilti krebs dongiisii araciligiyla viicuttan CO2 ve H20
halinde atilmaktadir [117]. Younis ve arkadaslar1 terapotik etkiye sahip oldugu
bilinen Iguratimod molekiiliinii PLGA polimeri icerisine enkapsiile ederek glioma
hiicreleri Uuzerindeki sitotoksisite, go¢ ve apoptotik etkilerini incelemis ve
nanopartikil icerisine enkapsiile edilmesi ile molekiiliin etkisinin kontrollii salim
mekanizmasi1 ile arttirildigi goézlemlenmistir [118]. Zhang ve arkadaslar1 ise
apatinib molekiiliintin sahip oldugu suda dusiik ¢oziinirlik ve distk stabilite
problemlerinin tistesinden gelmek amaciyla apatinib ytikli PLGA nanopartikiilleri
sentezlemis ve sentezlenen apatinib-PLGA nanopartikiillerin tiimor hiicrelerini ve

anjiyogenezi inhibe ettigini bildirmislerdir [119]. Literatiirde bunlara ek olarak;
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flavonoidler grubunda yer alan kurkumin [120], kuersetin [121], rutin [122],
katesin [123] molekiillerinin PLGA igerisine ko-enkapsiilasyonu ¢alismalari

bulunmakta ve in vitro ve in vivo ¢alismalarla turetilen formiilasyonlarin etkisi

desteklenmektedir.
0 N 0
0 H i
(o] - + )]\/ OH
CH, o OH T Ho
X y oH

PLGA Laktil asit Glikolik Asit
Metabolilk
Yolaklar

Sekil 2.14 PLGA'nin hidrolizi [124]

Son yillarda blok kopolimer kavrami, biyolojik olarak pargalanabilmesi, toksik
olmamasi ve immiinojenik olmamasindan dolay1 kontrollii ve hedefli ila¢ tasima
sistemlerinin gelistirilmesini 6nemli 6lglide etkilemistir [125]. Literatiirde blok
kopolimerler olan PLA-PEG, PGA-PEG, PLGA-PEG ile ¢calismalar bulunmaktadir ve
bu calismalarda kemoterapik ajanlarin, flavonoidlerin PLGA-PEG’lenmesi ile

farmokinetik ve dagilim ozellikleri arastirilmistir [126].
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3

Materyal ve Yontem

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

e Hassas terazi- Shimadzu

e Ultrasonik Su Banyosu- Bandelin Sonorex

¢ Sonikator- Bandelin Sonoplus

e Manyetik Karistirici1-Variomag Mono

e (Calkalayici-Biosan Environmental Shaker ES20

e Santrifiij Cihazi-Beckman Coulter Allegra X-30 R

e Mini Santrifiij Cihazi-Hermle Z 206 A

e Vorteks-Velp Scientifica

e (Coklu Manyetik Karistirici-IKA

e pH Metre-Hanna

e UV-Vis Spektrofotometre- Shimadzu UV-1800

e Zeta Sizer-Malvern ZEN 3600 Nano ZS

e Liyafilizatér-Telstar Cryodos

e FT-IR-Thermo Scientific Nicolet iS10

e CO: Inkiibator-Biosan ES20

e Otoklav-Hirayama

e Invert Mikroskop-Olympus

e Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)- ZEISS EVO LS10

e Biyogiivenlik Kabini-Hedlab XPROII

e Elisa Reader-BioTek PowerWave XS2

e Real Time PCR Cihazi-AriaMx Real-Time PCR System

e Nanodrop-Thermo Scientific NanoDrop One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometers

e SDS-PAGE Elektroforez Sistemi- BIO-RAD MiniPROTEAN® 3 Cell

e Western Transfer Sistemi-Trans-Blot Turbo Transfer System

3.1.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

e Hiicre tireme flasklar1 (T25, T75)-NEST

e Thoma Lami- ISOLAB

e Pipetucu 1000 pl-ISOLAB L.005.01.003.500
e Pipetucu 200 pl-ISOLAB L-002-R.0

e Parafilm-Bemis PM-996
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¢ 96 kuyulu mikroplaka- Sunul Tissue Culture Plate

e 96 kuyulu PCR mikroplaka-Agilent

e 24 kuyulu plaka-ISOLAB 13485

e 96 well soguk bloklu PCRcooler-Eppendorf

e Hiicre kryo (dondurma) tiipler-NEST 607001

e 15 ml’lik steril falkon tiipler-NEST 601002

e 50 ml’lik steril falkon tiipler -ISOLAB S.078.02.008.050

e Steril tek kullanimlik pipetler (1 ml, 2 ml, 5 ml,10 ml ve 25 ml'lik)-SPL Life
Science

e 0,2 mikrolitrelik PCR tlipli-Axygen 15216383

e Steril siringa- Set Medikal

e 0,22 um steril filtre- SE2ZM034199

e Nitroseliiloz Transfer Membran- Thermo Scientific 88018

e PVDF Membran-BIO-RAD 1620177

e Filtre kagid1 -BIO-RAD 1703965

e Trans Blot Turbo Transfer Pack-BIO-RAD 1704158

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar, Enzimler, Kitler

Nanopartikil sentezi icin; etken madde olarak kuersetin (Sigma Aldrich Q4951) ve
CAPE (Sigma C8221), polimer olarak ise Poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA) (Sigma
719870) kullanildi. Diklorometan (Merck), Etil Alkol (Merck), Polivinil Alkol
(Sigma Aldrich 363138) nanopartikiil iiretim siirecinde kullanilan diger

kimyasallardur.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilacak PBS tamponunun hazirlanmasinda
sodyum Kloriir (NaCl-Sigma Aldrich 13423), monosodyum fosfat (NaH2P04-Sigma
Aldirch 04270), disodyum fosfat dihidrat (Na2HP04.2H20-Sigma Aldirch 04272)
kullanildi. Cozeltilerin pH'1nin ayarlanmasinda sodyum hidroksit (NaOH, Sigma

Aldrich 71690), hidroklorik asit (HCI-Sigma Aldrich 30721) kullanild1.

Hiicre Kkiiltiirii ¢alismalarinda hiicrelerin biiyiitiilmesi ve pasajlanmasinda
Dulbecco’s Medified Eagle Medium (Sigma 6046), F12 Nutrient Mixture (Ham-
Gibco 21765-029), Penisilin-Streptomisin (Sigma P4333), L-glutamin 200 mM
(Gibco 1881732), Fetal Sigir Serumu (Gibco 08G5259K), Tripsin-EDTA (Multicell
325043156) kullanildi. Hiicre sayisinin belirlenmesinde ise Tripan Mavisi (Sigma

T8154) boyasi kullanild1.
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Hiicre canlilig1 testi icin Thiazoyl Blue Tetrazolium Bromide %98 (MTT-Sigma
M5655), Dimetil Silfoksit (DMSO-ChemCruz sc358801/Carlo Erba 508001)
kullanildi.

Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA) ile proliferasyonun belirlenmesinde
PCNA antikoru (Thermo Scientific, MS106P), hematoksilen (Bio-optica,05-06002),
Invitrogen Histostain Plus Kiti (Cat. No: 85-9043), AEC Peroxidase Substrate Kiti
(Vector Laboratories, SK4200), kapatma medyumu (Thermo Fisher Scientific, Lab

Vision PermaFluor Aqueous Mounting Medium) reaktifleri kullanildu.

Hiicrelerden total RNA izolasyonu Direct-zol RNA MiniPrep kiti (Zymo Research
R2050) ile yapildi. cDNA eldesi cDNA Sentez Kiti (SensiFAST) kullanilarak
gerceklestirildi. Real-Time PCR primerleri Sentegen A.S’ den temin edildi. Real
Time PCR SYBR Lo-Rox Kit (SensiFAST BI0-94020) kullanilarak AriaMx Real-Time
PCR cihazi ile gergeklestirildi.

Western Blot analizinde kullanilan protein lizatlarinin hazirlanmasinda Proteaz-
fosfataz inhibitér kokteyl 100X (Sigma PPC1010) iceren RIPA 10x (Abcam
ab156034) kullanildi. Elde edilen lizatlarin protein miktar1 BCA Protein Assay Kiti
(SMART™  21071) kullanilarak tayin edildi. SDS-PAGE analizinde kullanilan
cozeltilerin hazirlanmasinda Tris baz (Sigma 1001765977), HCI (Sigma Aldrich
30721), SDS (Sigma 101536917), Amonyum Persiilfat (Sigma 06429KH), TEMED
(Sigma Life Science 102051196), Akrilamid/Bis sollisyonu (Biorad- 1610158),
Metanol (Sigma Aldrich STBG2513V), Glacial Asetik Asit (TEKKIM-251011531),
Gliserol (Riedel de Haen 15524), B-merkaptoetanol (MERCK 8.05740.0250), Glisin
(Sigma G8898-500G), Bromfenol mavisi (Sigma Aldrich 114391), Coomassie
brilliant blue (AppliChem A1092) kullanildi. Western Blot analizinde kullanilan
cozeltilerin hazirlanmasinda ise; Tween 20 (AppliChem A1389), yagsiz siit tozu
(BioshopSKI400.500) kimyasallar1 kullanildi. Blotlama i¢in 0.2 pm nitroseliiloz
Trans-blot Turbo Transfer Pack (Cat No0:1704158) ve 0.45 um nitroseliiloz
membran (Thermo Scientific, Lot:S123993310) kullanildi. Primer antikor olarak
Beta-actin primer antikor (Rabbit-Cell Signaling Technology 4967S), Anti-caspase-
3 antikor (Abcam ab13847), Cleaved caspase-9 primer antikor (Rabbit-Abcam
ab2324), Sitokrom-c primer antikor (Mouse-invitrogen 338500) kullanildi.
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Sekonder antikor olarak ise; Goat anti-mouse IgG H&L HRP (Abcam ab205719) ve
Goat anti-rabbit IgG (H+L) sekonder antikor (Abcam ab205718) kullanildi. Primer
ve sekonder antikorlar icerisine Sodyum azid-(Carlo Erba Reagents 478482)
eklenerek saklandi. Baglanan antikorlarin gosterilmesi DAB (Thermo Scientific-
34001) ve H202 (Sigma- Aldrich 18304) kullanilarak kolorimetrik yontemle
gerceklestirildi.

3.1.4 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar
3.1.4.1 Farkl1 Konsantrasyonlardaki CAPE Coézeltilerinin Hazirlanmasi

10 ml etil alkol icerisinde 1 mg CAPE ¢o6zdiriilerek 0.1 mg/ml’lik CAPE ¢6zeltisi
elde edildi. 0.1mg/ml’'lik ana stok CAPE ¢ozeltisi seyreltilerek 0.09; 0.08; 0.07;
0.06; 0.05; 0.04; 0.03; 0.02; 0.01; 0.009; 0.008; 0.007 0.006; 0.005; 0.004; 0.003;
0.002; 0.001 mg/ml konsantrasyonlarda bir seri CAPE ¢6zeltisi hazirlandi.

UV-Vis Spektrofotometresindeki ol¢limler sonucunda CAPE molekiiliiniin
maksimum absorbans dalga boyu 323 nm olarak belirlendi. Kalibrasyon egrisinin
cizilmesi amaciyla konsantrasyonlart 0.1 mg/ml- 0.001 mg/ml arasinda olan 20

tane CAPE c¢o6zeltisinin tek dalga boyunda UV absorbans degerleri okundu. Okunan

3.1.4.2 Farkl Konsantrasyonlardaki Kuersetin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

10 ml etil alkol icerisinde 2.5 mg kuersetin ¢ozdiiriilerek 0.25 mg/ml’lik ana stok
kuersetin c¢ozeltisi elde edildi. 0.25 mg/mllik ana stok kuersetin c¢ozeltisi
seyreltilerek 0.2-0.005 mg/ml konsantrasyonlari arasinda bir seri kuersetin

cozeltisi hazirlandi.

Hazirlanan Kkuersetin-etil alkol c¢o6zeltilerinin UV-Vis Spektrofotometresindeki
Olgiimler sonucunda kuersetinin maksimum absorbans dalga boyu 372 nm olarak

belirlendi. Konsantrasyonlar: bilinen kuersetin-etil alkol ¢ozeltilerinden tek dalga

3.1.4.3 Polivinilalkol (PVA) Cozeltisinin Hazirlanmasi

4 gram polivinilalkol tartild1 ve tizerine 100 ml distile su eklenerek manyetik

karistiricida 65-75° C’de homojen ¢ozelti elde edilene kadar karistirilarak %4’lik
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polivinilalkol ¢ozeltisi elde edildi. Elde edilen %4’lik PVA ¢ozeltisi filtre kagidi ile

suzildi.

3 gram polivinilalkol tartildi ve lizerine 100 ml distile su eklenerek manyetik
karistiricida 65-75° C’de homojen ¢ozelti elde edilene kadar karistirilarak %3’liik
polivinilalkol ¢ozeltisi elde edildi. Elde edilen %3’liik PVA ¢ozeltisi filtre kagidi ile

suzildi.

0,1 gram polivinilalkol tartild1 ve tlizerine 100 ml distile su eklenerek manyetik
karistiricida 65-75° C’de homojen ¢o6zelti elde edilene kadar karistirilarak %0,1’lik
PVA ¢ozeltisi elde edildi. Elde edilen %0,1’lik PVA ¢ozeltisi filtre kagidu ile siiztildu.

3.1.4.4 0,01 mol/L’lik PBS Hazirlanmasi (pH=7.4)

0,2922 gram NaCl, 0,5999 gram NaH;PO4 ve 0,889 gram Na;HP04.2H:0 tartilarak
tizerine 500 ml distile su eklendi ve manyetik karistiricida homojen ¢ozelti elde
edilene kadar karistirildi. Cézeltinin pH’1 NaOH ve HCl kullanilarak 7.4’e ayarlandi.

Hiicre kiiltiri ¢calismalarinda hazirlanan PBS otoklavlanarak kullanildi.
3.1.4.5 %10’luk DMEM/F12 Tamamlanmis Besiyeri Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan DMEM ve F12 1:1 oranda karistirilarak hazirlanan
DMEM/F12 igerisine 0.2 mM L-glutamin, 100 pg/mL streptomisin ve 100 U/mL
penisilin eklendi. Hazirlanan besiyerine %10 FBS (Fetal Sigir Serumu) eklenerek
%10'luk DMEM/F12 tamamlanmis besiyeri hazirlandi ve HT-29 insan kolon
kanseri hiicre kiltiri ¢alismalarinda kullanildi. Hazirlanan tamamlanmis besiyeri

+4°C’de sakland1.
3.1.4.6 Hiicre Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

%95 FBS (Fetal Sigir Serumu) ve %5 DMSO iceren dondurma soliisyonu
hazirlanarak HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin dondurulmasinda kullanildi.

Hazirlanan hiicre dondurma soliisyonu -20°C’de saklandu.
3.1.4.7 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hiicre canlilig1 testi olan MTT testinde kullanilmak iizere 6 mg MTT molekiili
tartildi. Tartilan MTT molekiiliintin 10 ml PBS igerisinde ¢ozlinmesi sagland1 ve

filtreden gecirilerek 0.6 mg/ml’lik soliisyon hazirlandi. Taze hazirlanan 0.6
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mg/ml’'lik MTT soliisyonu 1s18a duyarl olmasi sebebiyle kullanilana kadar +4°C’de
karanlikta bekletildi.

3.1.4.8 Protein Lizatlarinin Hazirlanmasinda Kullanillan Coézeltilerin

Hazirlanmasi

Lizat hazirlanmasinda RIPA+proteaz fosfotaz inhibitéri iceren lizis tamponu
kullanildi. 5X RIPA ¢o6zeltisi 1X’e seyreltildi. 1 ml RIPA icerisine 10 ul proteaz

fosfotaz inhibitor eklendi.
3.1.4.9 Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

BCA Protein Assay Kiti icerisinde yer alan “Working Solution” kit protokoliine
uygun olarak A ve B sollisyonundan sirasiyla 50:1 oraninda karistirilarak

hazirland1.

3.1.4.10 SDS-PAGE’de Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi
AKkrilamid/Bis

Akrilamid 87,60 gram
N-N-bis-metilen-akrilamid 2,40 gram

Distile su 300 ml

Filtrelenip +4°C’de karanlikta saklanir.

Tris-HCI (pH=8.8)

Tris baz 27,23 gram
Distile su 80 ml

Cozeltinin pH1 HCI kullanilarak 8.8’e ayarlanir ve ¢ozelti distile su ile 150 ml’'ye

tamamlanir.

Tris-HCI (pH=6.8)

Tris baz 6 gram
Distile su 60 ml

Cozeltinin pH’1 HCI ile 6.87’ye ayarlanir. Ardindan ¢ozelti distile su ile 100 ml’'ye

tamamlanir.
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%10 SDS

SDS 10 gram

Distile su 90 ml
Cozeltinin ¢oziinmesi saglandiktan sonra distile su ile hacmi 100 ml’ye tamamlanuir.
APS

Amonyum perstlfat 0,10 gram

Distile su 1 ml

Glinliik taze olarak hazirlanir.

Protein Boyama Cozeltisi

Coomassie brilliant blue 0,1 gram
Metanol 40 ml

Glacial asetik asit 10 ml
Cozelti distile su ile 100 ml'ye tamamlanir.
Boya Uzaklastirma Cézeltisi

%5 Metanol 50 ml

%7 Glacial asetik asit 70 ml

Cozelti distile su ile 1 L'ye tamamlanir.

2X SDS-PAGE Ornek Tamponu

0,5 M Tris-HCI pH=6.8 2,5 ml
Gliserol 2 ml
B-merkaptoetanol 0,4 ml
Bromfenol mavisi 0,02 gram
SDS 0,4 gram

Cozeltinin toplam hacmi distile su ile 10 ml’ye tamamlanir. 1 mI’lik mikrosantrifij

tiiplere alikotlanarak -20’de saklanir.
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5X Tank Tamponu

Tris baz 15 gram
Glisin 72 gram
SDS 5 gram

Cozelti 1 L distile su icerisinde ¢oziiliir.
3.1.4.11 Western Blot Analizinde Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

Towbin Tamponu

Glisin 14,4 gram
Tris baz 3,03 gram
Distile su 500 ml
Metanol 200 ml

Cozelti distile su ile 1 L'ye tamamlanuir.

PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl 0,5844 gram
NaH2PO4 1,1988 gram
Na;HPO04.2H,0 1,7799 gram

1 L distile su ile ¢oziilerek ¢6zeltinin pH'1 7.4’e ayarland1.

PBS-Tween 20

PBS 1000 ml
Tween 20 2 ml
%5'lik Siit Tozu

Yagsiz stt tozu 5g
PBS Tween 20 100 ml

38



3.2 Yontem

3.2.1 CAPE Molekiiliiniin UV Standart Egrisi

10 ml etil alkol icerisinde 1 mg CAPE ¢o6zdiriilerek 0.1 mg/ml’lik CAPE ¢6zeltisi
elde edildi. Bu ¢ozelti seyreltilerek 0.1 mg/ml- 0.001 mg/ml konsantrasyonlari
arasinda c¢ozeltiler hazirlandi. Farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin UV-Vis
spektroskopisinde spektrumu alinarak UV siddetlerinden Kkalibrasyon egrisi

cikartildi.

3.2.2 Kuersetin Molekiiliiniin UV Standart Egrisi

1 mg kuersetin tartilarak 10 ml etil alkol i¢cinde ¢ozdiirtildi ve 0.1 mg/ml’lik
kuersetin ¢6zeltisi hazirlandi. Ana stok kuersetin ¢ozeltisinin seyreltilmesi ile 0.1
mg/ml- 0.001 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda elde edilen ¢ozeltilerin UV-Vis
spektroskopisinde spektrumu alinarak UV siddetlerinden kalibrasyon egrisi

cikartildi.

3.2.3 Tekli Emiilsiyon Coziicii Ugurma Metodu (o/w) ile Kuersetin, CAPE ve
Kuersetin-CAPE Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Sentezi

Belirlenen miktarlardaki kuersetin, CAPE etken maddeleri ve 100 mg PLGA
polimeri tartilarak farkli miktarlarda etil alkol ve DCM c¢ozeltisi ile ¢ozdiirildii.
Kuersetin ve CAPE etken maddelerinin ¢oziinmesi igin etil alkol kullanilirken,
PLGA polimerinin ¢6ziinmesi icin DCM ¢6zeltisi kullanildi. Daha sonra, etil alkol ile
iyice ¢oziinmesi saglanan kuersetin ve CAPE molekiilleri ile DCM igerisinde
cozlinen PLGA polimeri birbirine karistirildi. Hazirlanan karisim, organik fazin
olusturulmas1 amaciyla Tablo 4.2’de belirtilen farkli hacim veya farkh
konsantrasyonlarda polivinilalkol ¢6zeltisi lizerine steril siringa ve sonikator cihazi
yardimiyla eklendi ve karisim buz banyosunda Tablo 4.2’de belirtilen siirelerde
%80 enerji altinda prob sonikatér kullanilarak sonike edildi. Sonike edildikten
sonra olusan karisim, 35 ml %0.1 PVA c¢ozeltisi lizerine manyetik karistirici
yardimiyla karistirilarak steril siringa ile eklendi. Islem sonucunda elde edilen
organik c¢oziiciyli buharlastirmak amaciyla 24 saat manyetik karistiricida

karistirlldi.  Siire sonunda elde edilen nanopartikill ¢ozeltisinden Kkati
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nanopartikullerin ¢oktiirilmesi amaciyla 9000 rpm’de 40 dakika santrifiij edildi ve
ist faz toplandi. Ardindan nanopartikiillerin ytizeylerinde bulunan kalintilari
uzaklastirmak amaciyla 35 ml distile su eklenerek 9000 rpm’de 30 dakika 3 kez
santrifiij edilerek yikama islemi yapildi. Islem sonunda toplam 4 santrifiij ve 3 defa
distile su ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Her asamada elde edilen st fazlar
toplanmistir. Elde edilen kat1 nanopartikiiller 5 ml distile su ile ¢ozdiriilerek -20

°C’ye konuldu ve liyofilizatérde kurutuldu.

3.2.4 Kuersetin, CAPE ve Kuersetin-CAPE Yiiklii Nanopartikiillerin Reaksiyon
Verimi, Enkapsiilasyon Etkinligi ve Etken Madde Yiiklenme Veriminin

Hesaplanmasi

Uretilen nanopartikiillerin karakterizasyonun yapilmasi amaciyla reaksiyon

verimi, enkapsiilasyon etkinligi/verimi, etken madde yiiklenme verimi hesaplandu.
3.2.4.1 Reaksiyon Veriminin (RV) Hesaplanmasi

Uretilen nanopartikiillerin reaksiyon veriminin hesaplanmasi icin elde edilen kati
nanopartikiil miktari kullanilarak her bir nanopartikiil icin asagidaki esitlik (3.1)

kullanilarak reaksiyon verimi hesaplandi:

Uretilen nanopartikiil miktari 100 (3.1)

RV (%)=
(%) Baslangi¢ PLGA miktari+etken madde miktari *

3.2.4.2 Enkapsiilasyon Etkinliginin (EE) Hesaplanmasi

Sentezlenen nanopartikiillerin enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasinda
santrifiij sonrasi toplanan tist fazlar ve kuersetin, CAPE i¢in ayr1 ayrn c¢izilen
kalibrasyon egrileri kullanildi.  Ust fazlarin UV spektrum degerlerinden
yliklenmemis etken madde miktarlar1 hesaplandi. Nanopartikiil icerisine ytiklenen
kisim ise, baslangictaki toplam madde miktarindan yiiklenmemis madde miktari
cikarilarak indirekt olarak hesaplanmistir.  Asagida verilen esitlik (3.2)
kullanilarak enkapsiilasyon verimi hesaplanda.

Nanopartikiil icerisine yiiklenen etken madde miktari (mg) (3.2)

EE(%)= 100
(%) Kullanilan etken madde (kuersetin,CAPE)miktar1 (mg) *
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3.4.2.3 Etken Madde Yiiklenme Veriminin (DL) Hesaplanmasi

Etken madde yiiklenme veriminin hesaplanmasinda santrifiij ve ili¢ yikama
sonucunda elde edilen ist fazlar kullanilarak hesaplanan nanopartikiil igerisine
yluklenen etken madde miktar1 ve elde edilen kati nanopartikiill miktari
kullanilmistir. Etken madde ytliklenme verimi esitlik (3.3) kullanilarak hesaplandi.
Nanopartikiil icerisine yiiklenen etken madde miktari(mg) (3.3)

DL(%)= X1
(%) Elde edilen kat1 nanopartikiil miktari (mg) 00

3.2.5 Kuersetin, CAPE ve Kuersetin-CAPE Yiklii Nanopartikiillerin

Karakterizasyonu

Sentezlenen tiim nanopartikiillerin Zeta sizer ile boyut, dagilim ve zeta potansiyel
analizleri yapilmistir. Bunlara ek olarak, optimize nanopartikiillerin SEM ve FT-IR

analizleri yapilmistir.
3.2.5.1 Boyut ve Zeta Potansiyel Analizi

Sentezlenen nanopartikiillerin boyut ve zeta potansiyel Olciimleri Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments, UK) cihazi ile gergeklestirildi. Zetasizer Nano ZS
cihazinda boyut analizleri dinamik 1s1k sagilmasi yontemiyle, zeta potansiyel
Olgtimleri ise kapiler kiivetlerde faz analiz 1s1k sacilmasi metoduyla yapildi. Tim

analizler 3 tekrarl olarak 25 °C’de 0.1 °C hassasiyet ile gerceklestirildi.
3.2.5.2 SEM Analizi

Uretilen nanopartikiillerin morfolojik incelemeleri SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) cihazi ile gerceklestirildi. SEM analizi ile nanopartikiillere ait yiizey
morfolojisi ve sekilleri belirlendi. Yiiksek vakum altinda altin tabaka ile kaplanan

nanopartikiller SEM cihazinda analiz edildi.
3.2.5.3 FT-IR Analizi

Serbest CAPE molekiilt, PLGA polimeri ve kuersetin-CAPE ytiklii nanopartikiile ait
fonksiyonel gruplarin tayini FT-IR analizi ile gerceklestirildi. Boyut ve zeta
potansiyel analizleri sonucunda kullanima uygun olarak secilen nanopartikiiller
dogrudan ATR (Attenuated Total Reflectance) atagmani kullanilarak 3 tekrarh
olarak analiz edildi.
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3.2.6 Kuersetin, CAPE ve Kuersetin-CAPE Yiiklii Nanopartikiillerin In Vitro

Salimi

Kullanima uygun olarak seg¢ilen nanopartikiillerden 10 mg tartilarak 2 ml PBS
icinde cozdirildi ve 37°C ‘de yatay calkalayiciya 140 rpm’de calkalanmaya
birakildi. Ornekler belirli araliklarla 9000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi uist fazlar UV spektrumda 6l¢iim i¢in ayrilarak pellet lizerine taze
PBS eklendi. Bu islem 30 giin boyunca tekrarlandi. Ust fazlardan yapilan UV 6l¢iim

degerleri kullanilarak etken maddelerin in vitro salim hesaplamalar yapildi.

3.2.7 HT-29 insan Kolon Kanseri Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Uretilen nanopartikiillerin in vitro etkinliginin test edilmesi amaciyla hiicre kiiltiiri
calismalarinda HT-29 insan kolon Kkanseri hiicre hatti kullanildi. Bu tez
calismasinda kullanilan HT-29 hiicre hattinin morfolojisi epitel olup, kiiltiirde
adherent (ylizeye yapisan) biiylime 6zelligine sahip hiicrelerdir. 37°C’'de %5 CO:
iceren ortamda ve %10 FBS iceren tamamlanmis besiyeri icerisinde biiytitiilmesi
onerilmektedir [127]. Kullanilan hiicre hattina ait tiim 6zellikler Tablo 3.1’de yer

almaktadir.

Tablo 3.1 HT-29 hiicre hattinin 6zellikleri [127]

HT-29 (ATCC® HTB38™)
Organizma Homo sapiens, insan
Doku Kolon
Hastalik Kolorektal Adenokarsinom
Yas 44

Cinsiyet Kadin
Morfoloji Epitelyal
Biiyiime 6zelligi Adherent
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3.2.7.1 HT-29 insan Kolon Kanseri Hiicre Hattinin Canlandirilmasi

Siv1 azot tankinda (-196°C) dondurulmus halde kriyotiiplerde bulunan HT-29
hiicreleri 37°C’deki steril distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Bu asamada hiicrelerin
DMSO’dan zarar géormemesi i¢in hizli gergeklestirilmesine dikkat edildi. C6zlinen
hiicreler tamamlanmis besiyeri igeren falkon tiip icerisine alinarak 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonucunda siipernatant atild1 ve pellet lizerine
tamamlanmis besiyeri eklenerek hafifce pipetaj yapildi. Pipetaj ile hiicrelerin
homojen olarak dagilmasi saglandi ve sayimi yapilan hiicrelerin yogunluguna bagh
olarak T25 ya da T75 flasklara aktarildi. Flasklara ekilen hiicreler, 37°C’deki %5
CO: igeren inkiibatore inkiibasyona birakildi. Ekimden sonra hiicrelerin flask
ylizeyine tutunmasi mikroskop ile kontrol edilerek tutunan ve biiyliyen hiicrelerin
besiyeri degistirildi. % 80-90 yogunluga ulasan hiicrelerin pasajlama islemi

gerceklestirildi.
3.2.7.2 HT-29 insan Kolon Kanseri Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Flasklara ekilen hiicreler her giin kontrol edilerek besiyerleri degistirildi.
Hiicrelerin %80-%90 konfluent oldugu asamada pasaji yapildi. Pasaj isleminde
oncelikle hiicreler tlizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicre ytlizeyi PBS ile
yikanarak hiicre artiklarinin ve besiyerinin iyice uzaklastirilmasi saglandi. Flask
ylizeyine yapisik halde bulunan hiicreler 1x Tripsin-EDTA kullanilarak kaldirildi ve
enzimin etki etmesi amaciyla hiicreler 37°C’lik inkiibatérde 3 dakika bekletildi.
Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiginin anlasilmasi i¢in mikroskopta
kontrol edildi. Yliizeyden ayrilmis halde bulunan hiicrelerin tlizerindeki tripsinin
etkisini inaktive etmek amaciyla lizerine eklenen tripsin miktarinin en az iki kati
kadar tamamlanmis besiyeri eklenerek yikama yapildi ve 15 ml’'lik falkon tiipe
aktarildi. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin ¢oktiirtilmesi
saglandi. Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirilirken, pellet {izerine
tamamlanmis besiyeri eklenerek pipetaj yapildi. Homojen sekilde dagitilarak
coziinmesi saglanan hiicreler sayilarak yeni flasklara aktarildi. Hiicrelerin
cogalmasi icin flasklar 37°C’de %5°lik CO: iceren inkiibatére birakildi. Hiicreler
%80-%90 yogunluga ulastiginda rahat¢a c¢ogalabilmeleri amaciyla pasajlama

islemi tekrar edildi.

43



3.2.7.3 Tripan Mavisi ile HT-29 Insan Kolon Kanseri Hiicrelerinin Canhihk

Kontrolii

Canli ve 61l hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla tripan mavisi kullanildi. Pasaj
isleminde santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelleti besiyeri ile ¢oziildiikten sonra
icerisinden 10 pl hiicre siispansiyonu alindi ve 10 ul tripan mavisi ile bir
mikrosantrifiij tiipii icerisinde karistirildi. Elde edilen 20 pl hiicre-boya karisiminin
10 pl’si alinarak Thoma lamina aktarildi. Isik mikroskobu altinda hiicre sayimi
yapildi. Thoma laminda bulunan 16 kiigiik karenin 4 farkli boélgesindeki canh
hiicreler sayilarak ortalamasi alindi. Mikroskopta canli hiicreler renksiz ve parlak
olarak gozlemlenirken cansiz hiicreler mavi olarak gézlemlendi. Canli hiicre sayisi

esitlik (3.4) kullanilarak hesaplandi.
Canli hiicre sayisi= Sayilan hiicre sayisinin ortalamasi x DF x Toplam Hacim x 104 (3.4)

Esitlik (3.4)’de yer alan sayilan hiicre sayisinin ortalamasi ifadesi; Thoma laminda
sayllan 4 farkhi bolgedeki karelerde bulunan hiicrelerin ortalamasini temsil
etmektedir. DF ifadesi ise; dillisyon faktoriinii temsil etmektedir. Toplam hacim

ise; hiicre pelletinin ne kadar ml besiyerinde ¢oziildiiglinii temsil etmektedir.
3.2.7.4 HT-29 insan Kolon Kanseri Hiicre Hattinin Dondurulmasi

HT-29 insan kolon kanseri hiicre hattinin bir kismi deneylerde kullanilmak tizere
pasajlanarak cogaltilirken bir kismi baska ¢alismalarda kullanilmak iizere

donduruldu.

HT-29 hiicre hattinin dondurulmasinda %95 FBS ve %5 DMSO kullanildi. Tripsin
eklenerek kaldirilan hiicrelerin santrifiij edilmesi ile elde edilen hiicre pelleti
106/ml hiicre olacak sekilde sayild1 ve %95 FBS ve %5 DMSO iceren dondurma
soliisyonu igerisinde c¢ozdirtlerek kriyotiiplere koyuldu. Ardindan Kriyotiipler
+40C’de 30 dakika, -20°C'de 1 saat ve -80°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin -196°C sivi azot tankina gecirilerek kademeli sogutma islemi
gerceklestirildi. Kademeli sogutma islemi ile hiicrelerin oda sicakliginda sitotoksik

etki eden DMSO’dan en az diizeyde zarar gorerek depolanmasi amaglanmistir.
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3.2.8 Kuersetin-CAPE Yiikli Nanopartikiillerin In Vitro Biyolojik Etkinliginin

Arastirilmasi
3.2.8.1 MTT Testi

MTT molekiilii; canli hiicrelerdeki mitokondriyal membraninda lokalize olan
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimine baglanarak formazan kristalleri
olusturmaktadir. MTT testi, formazan kristallerinin ¢ozdiiriilmesi ile elde edilen
absorbans derecesi ile canli hiicre miktar1 arasinda dogru oranti bulunmasina
dayanarak optik yogunlugunun élciilmesi ile gerceklestirilmektedir [128]. Insan
kolon kanseri hiicre hattina (HT-29) uygulanan serbest kuersetin-CAPE ve
kuersetin-CAPE nanopartikiiler formitilasyonunun sitotoksik etkisi MTT yontemi

kullanilarak belirlenmistir.

Kullanilacak hiicre hatti 96 kuyulu mikroplakalara kuyu basina 10.000 hiicre
olacak sekilde ekilerek 37°C’de %5 CO: igceren inkiibatorde kiiltlire olmasi i¢in 24
saat inklbasyona birakildi. Belirlenen dozlarda serbest kuersetin-CAPE ve
kuersetin-CAPE nanopartikiiler formiilasyonun hiicreler {izerine uygulamalari
yapildi ve 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi. Hiicreler tizerindeki
sitopatolojik incelemeler mikroskopta incelendi. Belirlenen 24, 48 ve 72 saatlik
suireler sonunda her bir kuyu tizerine 50 pl MTT soliisyonu eklenerek 3 saat inkiibe
edildi. 3 saat sonunda MTT sollisyonlar1 uzaklastirilip her bir kuyu tizerine 100 pl
DMSO eklenerek hiicreler iizerinde olusan formazan kristalleri ¢ozdiiriildi. ELISA
okuyucu ile 570 nm dalga boyunda hiicrelerin absorbans degerleri okundu ve %

hiicre canliliklar esitlik (3.5) ve ICso degerleri belirlendi.

oD
%Canlilik= —2%¢ x 100 (3.5)

570b

ODs70e: 570 nm’de deney gruplarinin verdigi absorbans degeridir.
ODs70b: 570 nm’de kontrol grubunun verdigi absorbans degeridir.
3.2.8.2 Yara lyilesmesi Testi

HT-29 hiicreleri 24 kuyucuklu mikroplakalar icerisine her kuyuda 7x10% hiicre

olacak sekilde ekildi. 24 saat inkiibasyon sonucunda hiicreler %70-%80 yogunluga
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ulastiginda hiicreler tzerindeki besiyeri degistirilmeden 200 pl'lik sar1 pipet ucu
yardimiyla her bir kuyunun orta kismina yukaridan asagiya dogru bir cizgi
cekilerek hiicreler arasinda bosluk olusturuldu. Kuyular mikroskopta kontrol
edilerek ylizen hiicrelerin uzaklastirilmasi amaciyla besiyeri ile yikama yapildi ve
besiyeri degistirildi. 48 saatlik ICso degerlerine gore hesaplanan dozlarda serbest
kuersetin-CAPE ve nanopartikiiler formiilasyon hiicreler lizerine uygulandi. 0, 16,
24, 48 ve 72. saatlerde goriintiiler alindi. Cizikler arasindaki mesafe “Image]”

programi kullanilarak 3 tekrarl olarak 6l¢tildii.

3.2.8.3 Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA) ile Proliferasyonun

Belirlenmesi

24 kuyucuklu mikroplakalar icerisine %90 etanol ile sterilize edilen yuvarlak
lameller steril pens yardimiyla yerlestirildi. HT-29 hiicreleri lameller iizerine 50
ul’sinde 5 x 104 hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C’de %5 CO?’li ortamda 30 dakika
bekletildi. 30 dakika sonunda hiicreler iizerine 450 pl tamamlanmis besiyeri
eklendi ve hiicrelerin tutunmasi amaciyla 24 saat inkiibasyona birakild.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler iizerine serbest kuersetin-CAPE ve
nanopartikiiler formiilasyon icin belirlenen ICso konsantrasyon araliginda (5, 10 ve
20 pg/ml’lik) uygulama yapildi ve 48 saat inkiibasyona birakildi. 48 saatlik
inkiibasyon stliresinin sonunda 24 kuyucuklu mikroplakalar icerisindeki
tamamlanmis besiyeri uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 500 pl PBS koyularak 5
dakika bekletildi. Stire sonunda PBS uzaklastirilip -20°C’de sogutulan metanolden
400 pl eklenip 5 dakika bekletildi. Siire sonunda kuyucuklar tizerindeki metanol
uzaklastirilip lamellerin iyice kurumasi icin beklendi ve fiksasyon islemi

tamamlanda.

24 kuyucuklu bos bir mikroplaka alinarak icine 500 pl PBS eklendi ve yeni
mikroplaka diizeni olusturuldu. Mikroskopta incelenerek lameller tizerine 500 pl
PBS koyuldu ve steril pens yardimiyla lameller hazirlanan mikroplakalar icerisine
yerlestirildi. Kuyucuklar iizerinde bulunan PBS uzaklastirilip invitrogen Histostain
Plus Kiti icerisinde bulunan A soliisyonundan 6 damla eklenerek karistirici
tzerinde 20 dakika bekletildi. Siire sonunda soliisyon uzaklastirilarak her bir

kuyucuk tizerine 240 pl pCNA antikoru (1:300) eklendi. Mikroplaka +4°C’'de
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karistiric1 lizerinde 1 gece inkiibasyona birakildi. Gece boyu inkiibasyon
sonucunda kuyucuklardaki antikorlar toplandi. Kuyucuklar 3x5 dakika olacak
sekilde 500 pl PBS ile yikandi. Invitrogen Histostain Plus Kiti icerisinde yer alan B
soliisyonundan (sekonder antikor) kuyulara 6 damla eklenerek mikroplaka 20
dakika karistirici iizerinde birakildi. Daha sonra 3x5 dakika olacak sekilde 500 pl
PBS ile yikandi. Yikamalar sonrasinda kuyulara Invitrogen Histostain Plus Kiti
icerisindeki C soliisyonundan (Streptavidin-peroxidase (HRP)) 6 damla damlatildi
ve 20 dakika karistirici tizerinde etki etmesi saglandi. Hiicreler 3x5 dakika olacak

sekilde 500 pl PBS ile yikand.

AEC Peroxidase Substrate Kiti (Vector Laboratories, SK4200) protokoliine gore 1
ml kromojen hazirlamak icin 14,4 ul buffer stock, 18 ul AEC, 16 pl hidrojen
peroksit 1 ml distile su icine eklenerek vortekslendi. Hazirlanan kromojen
karisimindan her bir kuyucuk iizerine 300 pl eklendi ve 20 dakika beklendi.
Bekleme siliresi boyunca mikroskopta hiicreler kontrol edildi ve kromojen
yardimiyla pCNA antikoru ile isaretlenen hiicrelerin gosterilmesi saglandi.
Ardindan kromojen uzaklastirilarak hiicreler distile su ile 5 dakika boyunca
yikandi. Isaretlenmeyen hiicrelerin gosterilmesi icin hiicreler hematoksilen ile 10
saniye muamele edildi ve reaksiyon cesme suyu ile durduruldu. Kuyular distile su
ile 5 dakika yikandiktan sonra lamlar ilizerine 1 damla kapatma medyumu
damlatildi. Steril pens yardimiyla 24 kuyucuklu mikroplakalar icerisinden ¢ikarilan
lameller ters olarak lamlar tlizerine yerlestirildi ve kurumasi i¢in karanlik bir yere
kaldirildi. Kuruduktan sonra immersiyon objektifi kullanilarak 100x biiylitmede
rastgele secilen 10 farkli alandaki isaretlenen ve isaretlenmeyen hiicreler sayilarak

proliferasyon ytizdesi esitlik (3.6) kullanilarak hesaplandi.

i Isaretlenmis hiicre sayis1 (3.6)
%Proliferasyon = Toplam hiicre sayis: x100

3.2.8.4 Total RNA izolasyonu

T25 flasklara ekilen hiicreler tizerine serbest kuersetin-CAPE ve kuersetin-CAPE
nanopartiktlleri belirlenen ICso konsantrasyon araliginda (5, 10 ve 20 pg/ml)

uyguland1 ve 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda RNA
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izolasyonu, “Zymo Research Direct-zol RNA MiniPrep “ kullanilarak kit

protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Oncelikle hiicreler iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS ile
yikandi. T25 flasklar tizerine 2,5 ml Trizol soliisyonu eklendi ve 2 dakika bekletildi.
Bu asamada hiicre kaziyici yardimi ile hiicreler flask tabanindan kazinarak 15
ml’lik falkonlara aktarildi. 2 dakika inkiibasyonun ardindan iizerine 950 pl
kloroform eklenerek Kkaristirildi ve karisim 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere
gecirilerek 2 dakika bekletildi. Tlipler 15000 rpm’de +4°C’de 15 dk santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi tiipler sarsilmadan siipernatantlar alinarak steril mikrosantrifiij
tiiplere gecirildi ve siipernatant miktarlar1 pipetle 6lglilerek lizerine 1:1 oranda
etanol eklenip pipetaj yapildi. Etanolde ¢oziilen 6rnekler spin kolona aktarildi ve
14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonucunda toplama tiiplindeki
sivi uzaklastirildi ve tiim bu islemler 6rneklerin tamami spin kolona aktarilincaya
kadar tekrar edildi. Her bir spin kolon iizerine 400 ul RNA Wash Buffer eklendi ve
14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda toplama tiliplindeki sivi
uzaklastirildi. Her bir 6rnek icin steril mikrosantrifiij tiipiinde 5 pul DNAz I ve 75 pl
DNA Digestion Buffer karisimi hazirlanarak her bir spin kolon {lizerine hazirlanan
80 ul'lik karisim eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 15 dakika
inkiibasyon sonunda 400 pl Direct-zol RNA PreWash spin kolonlar lizerine eklendi
ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki atik
uzaklastirildiktan sonra 400 pl Direct-zol RNA PreWash eklenerek santrifiij islemi
tekrar edildi ve toplama tiipiindeki sivi uzaklastirildi. 700 ul RNA Wash Buffer spin
kolon iizerine eklenerek 2 dakika 14000 rpm’de santriflij edildi. Toplama
tiiptindeki sivi uzaklastirildi. Toplama tiipii atilarak spin kolonlar yeni steril RNAz
icermeyen tiiplere gecirildi ve spin kolonun tam ortasina gelecek sekilde 22 pnl
DNaz RNaz icermeyen su eklendi ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonucunda RNA’'lar RNAz icermeyen tipler icerisinde kullanima hazir

hale getirildi.
3.2.8.5 izole Edilen RNA Orneklerinin Miktar ve Saflik Tayini

Nanodrop UV-Vis Spektrofotomere (Thermo Scientific) ile izole edilen RNA’larin

saflik dereceleri ve miktarlar1 tespit edilmistir. RNA konsantrasyonlarinin
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belirlenebilmesi amaciyla RNA 6rneklerinin 1’er pl’si cihaza pipetlenerek 6l¢iim

yapildi ve ng/ pl cinsinden konsantrasyonlari belirlendi.

Izole edilen RNA érneklerinin saf olarak kabul edilmesi icin 260 nm ve 280 nm
dalga boylarinda alinan absorbans degerlerinin oraninin 1.7 ile 2.0 arasinda olmasi
gerekmektedir [129]. RNA miktar1 hesaplanmasinda 260 nm’deki bir optik dansite
(OD) degeri 40 pg/ml RNA miktar1 tek iplikli RNA'ya esdeger olarak kabul

edilmistir. Bu hesaplamada kullanilan formiil esitlik (3.7)’de verilmistir.

RNA Miktar1=0D {initesi xsulandirma faktori x40 pg/ml (3.7)
3.2.8.6 cDNA Sentezi

Total RNA’lardan cDNA sentezi SensiFAST cDNA sentez kiti protokoliine uygun
olarak gergeklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan bilesenler ve hacimleri

Tablo 3.2‘de verilmistir.

Tablo 3.2 cDNA sentezinde kullanilan bilesenler

Kullanilan Bilesenler Hacim
Total RNA (1 pg’a kadar) n ul
5x TransAmp Buffer 4 ul
Reverse Transkriptaz 1l

DNaz-RNaz icermeyen su 20 I’ ye kadar

Toplam Hacim 20 ul

Izole edilen RNA’larin 15 ul’si 0,2 ml'lik PCR tiipleri icerisine koyuldu. Ardindan
her bir 6rnek tlzerine 4 pl 5x TransAmp Buffer eklendi. En son olarak Reverse
Transkriptaz enziminden 1’er pl her bir tiip icerisine eklenerek iyice karistirilmasi
saglandi. Total RNA’dan cDNA sentez reaksiyonu i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) cihazi Tablo 3.3’te belirtilen programa ayarlandi. PCR reaksiyonu sonucunda
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elde edilen cDNA 6rnekleri, Real-Time PCR analizinde kullanilana kadar -20 °C’ye
kaldirilarak saklandi.

Tablo 3.3 cDNA sentezi reaksiyon kosullari

Asamalar Sicaklik Zaman
Primer Baglanmasi 250C 10 dakika
Ters Transkripsiyon 420C 30 dakika
Inaktivasyon 85°C 5 dakika
Sogutma 40C -

3.2.8.7 Real-Time PCR Analizi

Serbest kuersetin-CAPE ve kuersetin-CAPE nanopartikiiler formiilasyonun insan
kolon kanser hiicre hatti lUzerine belirlenen I[Cso konsantrasyon degerleri
araliginda uygulanmasi sonucu olusan apoptotik ve anti-proliferatif etkilerinin
incelenmesi amaciyla apoptotik yolakta yer alan genlerin ekspresyon analizi Real-

Time PCR cihazi kullanilarak yapilmistir.

Real-Time PCR analizinde kullanilan primerler Sentegen firmasi tarafindan
sentezlenmistir. Uretici firmanin talimatlarina gére uygun miktarlarda DNaz RNaz
icermeyen su ile cozdiirilen ana stok primerlerden Real-Time PCR analizinde
kullanilmadan 6nce 10 uM olacak sekilde ara stoklar olusturuldu. Kuersetin-CAPE
ve nanopartikillerin uygulanmasi sonrasi ekspresyonu test edilecek olan Bax, Bcl-
2, Kaspaz-3, Kaspaz-9, sitokrom-c, Apaf-1, Kaspaz-8, B-actin genlerinin dizileri,

urin uzunlugu ve Tm degerleri Tablo 3.6’da gosterilmistir.

Hiicreler tizerine farkh dozlarda (5, 10 ve 20 pg/ml) serbest ve nanopartikiiler
formiilasyonun uygulanmasi sonrasi ticari kit kullanilarak RNA izolasyonu
gerceklestirildi ve elde edilen RNA’lar reverse transkriptaz enzimi ile cDNA sentez
kiti (SensiFAST) protokoliine uygun olarak cDNA’ya cevrildi. cDNA’lar 1:4

oraninda seyreltilerek Real-Time PCR analizinde kullanildi. Analizde; uygun
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oranda (1:4) seyreltilen cDNA’lar, forward ve reverse primerler, SYBR green
boyasi ve dH20 kullanildi. Her bir bilesen i¢in stok ve reaksiyon konsantrasyonu,
kuyu basina kullanilan miktar1 Tablo 3.4 ‘de yer almaktadir. Bu miktarlar baz
alinarak 96 kuyulu Real-Time PCR mikroplakasinda ¢alisilacak 6érnek sayisina gore

master mix hazirlanarak kullanilmistir.

96 kuyulu PCR mikroplakasi icerisine ekspresyonu test edilecek her bir gen i¢in
ayr1 hazirlanan master mix'ten 18’er pl eklendi. Her bir kuyucuk iizerine 2 pl cDNA
eklenerek 40 dongi Real-Time PCR analizi yapildi. Real-Time PCR cihaz1 6n
denatilirasyon amaciyla 95°C’de 2 dakika, denatiirasyon icin 95°C’de 5 saniye,
primerlerin baglanmasi i¢in optimum sicaklik olarak segilen 63°C’de 10 saniye,
baglanan primerlerin uzamasi icin 72°C’de 15 saniyeye ayarlanmistir. Analizde

kullanilan reaksiyon kosullari Tablo 3.5’te toplu olarak gosterilmistir.

Tablo 3.4 Real-Time PCR analizinde kullanilan bilesenler

Bilesen Stok Reaksiyon Bir Reaksiyon icin
Ad1 Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | Kullanilan Miktar
SensiFAST
SYBR  Lo- 2X 2x 10 pl
Rox
Forward

100 nmol 10 uM 0,8 ul
Primer
Reverse

100 nmol 10 uM 0,8 ul
Primer
cDNA - - 2 ul
dH20 - - 6,4 pul

Hedef genlerin ekspresyonlar1 anlatimi sartlara goére degismeyen referans gen
grubunda yer alan B-actin gen ekspresyonu ile karsilastirilarak 2-2A¢T metodu ile

tayin edilmistir [130].
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Tablo 3.5 Real-Time PCR reaksiyon kosullar1

Asama Sicaklik Zaman
On Denatiirasyon 950C 2 dakika
Denatiirasyon 95¢°C 5 saniye
Baglanma 63°C 10 saniye
Uzama 72°C 15 saniye
Dongtli Sayisi 40 dongi

Tablo 3.6 Real-Time PCR ile ekspresyonu belirlenecek genlere ait primer dizileri,

tirtin uzunlugu ve Tm degerleri

Uriin
Gen Adi Primer Dizisi Tm
Uzunlugu

B-actin F: CATGTACGTTGCTATCCAGGC 250 60.8
NM_001101 R: CTCCTTAATGTCACGCACGAT 60.2
62.8

Sitokrom-c F: CTTTGGGCGGAAGACAGGTC 54
NM_018947 | R: TTATTGGCGGCTGTGTAAGAG 60.1
Kaspaz-3 F: AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC 81 60.6
NM_004346 | R: ACAGTCCAGTTCTGTACCACG 61.4
Kaspaz-9 F: CTCAGACCAGAGATTCGCAAAC 116 60.9
NM_032996 | R: GCATTTCCCCTCAAACTCTCAA 60.5
Kaspaz-8 F: GTTGTGTGGGGTAATGACAATCT - 60.5
NM_033356 | R: TCAAAGGTCGTGGTCAAAGCC 62.8
Apaf-1 F: AAGGTGGAGTACCACAGAGG 116 60.2
NM_181868 | R: TCCATGTATGGTGACCCATCC 61.0
Bax F: CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG 155 62.1
NM_138763 | R: CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 61.9
Bcl-2 F: GGTGGGGTCATGTGTGTGG 2 62.6
NM_000657 | R: CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 61.8
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3.2.8.8 Protein Lizatlarinin Hazirlanmasi

T25 flasklar icerisine ekilen hiicreler flaski kaplayana kadar 37°C’de %5 CO?'li
etiivde inkiibe edildi. Hiicreler ¢ogaldiktan sonra iizerlerine belirlenen ICso
dozlarinda serbest kuersetin-CAPE ve nanopartikiiller (5, 10 ve 20 pg/ml)
uyguland1 ve 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyeri
uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Hiicreler tizerine 1,5 ml tripsin/EDTA
eklenerek 3 dakika inkiibatérde bekletildi. Tripsinizasyondan sonra hiicreler
lizerine tamamlanmis besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesinin inhibisyonu
saglandi. Hiicreler falkon tiipe aktarilarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi siipernatant atildi. Pellet iizerine 500 pl soguk PBS eklendi,
pipetaj yapildi ve hiicreler mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi. Ornekler 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve list faz atildi. Pellet ilizerine 10 pl proteaz
fosfotaz inhibitori iceren 1 ml 1x RIPA ¢ozeltisinden yaklasik 500 pl eklendi. 20
dakika buz tzerinde inkiibe edildi ve 5 dakikada bir ornekler vortekslendi.
Ornekler 15000 rpm +4°C’de 20 dakika santrifijjlendi. Siipernatantlar temiz
mikrosantrifiij tiiplere gecirildi, pellet atildi. Elde edilen protein lizatlar

kullanilincaya kadar -80°C’de saklandu.
3.2.8.9 Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Smart BCA Protein Assay kiti protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. Hiicreler proteaz fosfotaz inhibitorii eklenen RIPA ile liziz
edildikten sonra elde edilen protein lizatlarinin konsantrasyonu bicinchoninic asit

yontemi (BCA) ile belirlendi.

Protein standart egrisi cizebilmek amaciyla 2 mg/ml, 1.5 mg/ml, 1 mg/ml, 0.5
mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.025 mg/ml, 0 mg/ml bovine serum albiimin
(BSA) igeren seri diliisyonlar hazirlandi. Protein miktar tayini icin kit protokoliine
uygun olarak hazirlanan BSA standartlarinin miktarlar1 Tablo 3.7‘de gosterilmis

olup BSA standart egrisi ise Sekil 3.1'de gosterilmistir.

2mg/ml-0 mg/ml hazirlanan BSA standartlarindan ve 1:10 oraninda dilue edilen
orneklerden 3 tekrarli 96 kuyulu mikroplakada belirlenen kuyulara 10’ar pl

koyuldu. Kit protokoliine gore hazirlanan Working Solution her bir kuyu iizerine
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200 pl olacak sekilde eklendi. Mikroplaka 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakild1.
ELISA okuyucu kullanilarak 562 nm’deki absorbanslar1 dlgiildii. BSA
standartlarinin 562 nm'’deki absorbans degerleri kullanilarak standart egri ¢izildi.
Standart egriye gore her bir 6rnegin protein konsantrasyonlari belirlendi. Lizatlar,
proteaz fosfotaz inhibitor iceren RIPA ve 2X SDS-PAGE buffer eklenerek 1 mg/ml
protein icerecek sekilde stoklanarak SDS-PAGE i¢in hazir hale getirildi ve -20°C’ye
kaldirildi.

1,2 -
y=0,4158x+0,1241
=
14 R® =0,9973
E
=
08 4
[X-]
@,
a 0,6
[1-]
2
g 0.4
[72]
-
=t 0,2 -
L
0 ; ; |
0 0,5 1 15 2 25
Protein konsantrasyonu (mgfmil)

Sekil 3. 1 BSA standart egrisi

Tablo 3.7 Protein standartlarinin hazirlanmasi [131]

Tip Konsantrasyon BSA Distile su
Numarasi

1 2 mg/ml 300 ul stok 0wl

2 1.5 mg/ml 375 pl stok 125 pul
3 1 mg/ml 325 pl stok 325l
4 0.5 mg/ml 325 pl tiip 3 325l
5 0.25 mg/ml 325 pl tiip 4 325 ul
6 0.125 mg/ml 325 pltip 5 325 ul
7 0.025 mg/ml 100 pl tiip 6 400 pl
8 0 mg/ml 0 400 pl
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3.2.8.10 Orneklerin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel

Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

SDS-PAGE i¢in BIO-RAD MiniPROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanildi.
%12’lik ayirma jeli ve %4’liikk ylkleme jeli hazirlandi. Jeller asagida verilen

protokollere gore hazirlandi.

%12’lik Ayirma Jeli;
e Distile su 3,35 ml
e 1,5M Tris-HCl (pH=8.8) 2,5 ml
e %10 SDS 100 pl
e %30 Akrilamid/Bis 4 ml]
e %10 APS 75 ul
e TEMED 15 pl

Hazirlanan ayirma jeli belirlenen noktaya kadar dokiildiikten sonra tizeri distile su
ile kaplanarak polimerlesmesi beklendi. Jelin polimerlesmesi beklenirken %4’liik

ylkleme jeli hazirlandu.

%4’k Yiikleme Jeli;
e Distile su 3,05 ml
e 0,5M Tris-HCI (pH=6.8) 1,25 ml
e 9%10SDS 50 ul
e %30 Akrilamid/Bis 0,65 ml
e 9%10APS 30 ul
e TEMED 6 ul

Ayirma jelinin Uzerine duzlesmesi icin eklenen distile su wuzaklastirildi ve
hazirlanan ytikleme jeli baloncuk olusmamasi i¢in dikkat edilerek ayirma jelinin
uzerine dokiildi. Jel tlzerine uygun taraklar yerlestirilerek polimerlesmesi

beklendi.

Yiritme tanki 1X tank tamponu ile dolduruldu ve polimerlesmesi tamamlanan jel
tankin icerisine yerlestirildi. Jel lizerine yerlestirilen taraklar yavasca ¢ikarildi.
SDS-PAGE icin -20°C’de stoklanmis érnekler 95°C’de 5 dakika 1sitildi. Ornekler
taraklarin olusturdugu kuyucuklara 20’ser pl olarak eklendi. Protein boyutunun
belirlenebilmesi icin marker olarak 3 pl PageRuler™ Plus Prestained Protein

Ladder (Cat.No. 26619) kullanildi. Tim 6rneklerin kuyucuklara ytiklenmesinin
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ardindan elektrotlar giic kaynagina baglandi. Ornekler 80 V’da yarim saat

ardindan 100 V’da bir saat ytriutildi.

3.2.8.11 Western Blot Analizi

Serbest molekiil ve nanopartikiil formiilasyonu uygulanan 6rneklerdeki B-actin
(42 kDa), sitokrom-c (12 kDa), kaspaz-3 (35 kDa) ve cleaved kaspaz-9 (37 kDa)
proteinlerinin ekspresyonunu protein diizeyinde gdstermek amaciyla Western
Blot analizi yapildi. SDS-PAGE sonrasi jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana
transferi icin Trans-Blot Turbo Transfer sistemi kullanildi. Jel proteinlerinin
nitroseliiloz membrana transferi Sekil 3.2’de sematize edilen sekilde

gerceklestirildi.

Akimin gectigi yone dogru filtre kagitlar1 arasina sirasiyla jel ve membran
yerlestirildi ve yerlestirildikten sonra hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi.
Bio-Rad Trans-Blot Turbo Transfer sistemi kullanilarak 25 V’'da 1.3 A’de 7
dakikada proteinlerin membrana aktarimi basarili olarak gerceklestirildi.
Membrana aktarimin basarili olup olmadigini anlamak amaciyla jel coomasie boya
cozeltisi ile boyanarak jelde protein varligi olmadigi belirlendi. Membran %5’ lik
bloklama ¢ozeltisinde (5 gr siit tozu/100 ml PBS-Tween 20) oda sicakliginda 1 saat
calkalayicida bloklandi. B-actin (1:1000), sitokrom-c (1:1000), kaspaz-3 (1:250) ve
cleaved kaspaz-9 (1:500) primer antikorlar1 %5’lik siit tozu ile seyreltilerek
kullanima hazir hale getirildi. Hazirlanan primer antikorlar, membranlarin lizerini
kaplayacak sekilde muamele edilerek +4°C’de calkalayicida gece boyu inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan membranlar iizerindeki antikorlar toplandi.
Falkon icine toplanan antikorlar tizerine %1’lik sodyum azid ¢ozeltisi eklenerek
kaldirildi. Membranlar, PBS-Tween 20 ile 3x5 dakika yikandi. Yikamalar sonrasi
membranlar, B-actin, kaspaz-3, cleaved kaspaz-9 icin anti-rabbit sekonder antikor
(1:10000) ile sitokrom-c i¢cin anti-mouse sekonder antikor (1:10000) ile 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Sekonder antikorlar ile inkiibasyon sonras1 membranlar
PBS-Tween 20 ile 3 kere 5’er dakika yikandi. Deteksiyon asamasina gecilmeden
once membranlar PBS ile yikandi. Kolorimetrik deteksiyon i¢in; 60 mg DAB (3, 3, -
diaminobenzidintetrahidroklorid) 100 ml PBS ve 100 pl H20: iceren c¢ozelti

hazirlandi. Membran, hazirlanan deteksiyon ¢ozeltisi igerisine bir pens yardimi ile
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batirilarak renk olusumu gozlemlenene kadar beklendi. Bantlarin belirginlesmesi

sonucunda reaksiyonu durdurmak amaciyla distile su kullanilmistir [132].

Katot (-)
Filtre Kagids

Jel

Membran

Filtre Kagids

Anot(+)

Sekil 3. 2 Jeldeki proteinlerin membrana transferi icin yerlesimi [133]
3.1.8.12 Coomasie Boyamasi

Proteinlerin  jelden membrana aktariminin tam olarak gerceklesip
gerceklesmediginin anlasilmasi amaciyla Coomasie boyamasi yapildi. Ornekler
SDS-PAGE’de yiiriitiliip membrana aktarimin kontrolii saglandiktan sonra jel
dikkatlice c¢ikarilarak protein boyama c¢ozeltisine (%0.1 Coomassie brilliant blue,
%40 metanol ve %10 asetik asit) koyuldu. Gece boyu inkiibasyon sonrasi boyanan
jel, ertesi giin boya uzaklastirma ¢ozeltisine (%5 metanol, %7 asetik asit) alinarak

2 saat calkalayicida bekletilerek boyanin uzaklastirilmasi saglandi.
3.2.8.13 Istatiksel Analizler

Ardisik 3 kez tekrarlanan deneylere ait 6l¢tim sonuglar: alinarak ortalama ve + SD
degerleri hesaplandi. Biyolojik etki acisindan artan konsantrasyonlari ile pozitif ve
negatif kontroller arasinda anlamli bir farkliligin olup olmadigi Graphpad Prism
6.0 istatistik yazilimi kullanilarak degerlendirildi ve p<0.05 degerleri anlaml kabul

edildi.
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4

Sonuclar ve Tartisma

4.1 Kuersetin ve CAPE Molekiillerine Ait UV-Vis Spektrumlar1 ve

Kalibrasyon Egrileri

4.1.1 Kuersetin Molekiiliine Ait UV-Vis Spektrumu ve Kalibrasyon Grafigi

10 ml etil alkol icerisinde 1 mg kuersetin ¢ozeltisi ¢ozdiiriilerek 0.1 mg/ml’lik ana
stok kuersetin ¢ozeltisi hazirlandi. Ana stok kuersetin ¢ozeltisi kullanilarak 0.1
mg/ml- 0.001 mg/ml konsantrasyonlari1 arasinda hazirlanan c¢ozeltiler ile UV
spektrofotometrede kuersetin molekiiliintin pik verdigi dalga boyunun 372 nm
oldugu tespit edildi. Hazirlanan kuersetin ¢ozeltilerinden 6lciilen UV absorbans
degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kuersetinin etanole karsi
hazirlanan 0,1 mg/ml-0.001 mg/ml’'lik bir seri ¢ozeltilere ait kalibrasyon egrisi
Sekil 4.1'de gosterilmistir. Kuersetin ¢ozeltisine ait 372 nm dalga boyunda verdigi

pikin gosterildigi UV-Vis spektrumu ise Sekil 4.2’de yer almaktadir.

8 -

y = 66,993x
7 A R2=0,9995

S (9] (o))

Absorbans (372 nm)
w

O T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Konsantrasyon

Sekil 4.1 Kuersetin molekiiliine ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.2 Kuersetin molekiiliine ait UV-Vis Spektrumu
4.1.2 CAPE Molekiiliine Ait UV-Vis Spektrumu ve Kalibrasyon Grafigi

10 ml etil alkol icerisinde 1 mg CAPE ¢ozeltisi ¢ozdiirtilerek 0.1 mg/ml’lik ana stok
CAPE c¢ozeltisi elde edildi. Hazirlanan 0.1 mg/ml’lik ana stok CAPE c¢ozeltisi
seyreltilerek 0.1 mg/ml- 0.001 mg/ml konsantrasyonlar: arasinda CAPE ¢ozeltileri
hazirlandi. UV spektrofotometrede CAPE molekiiliiniin absorbans piki verdigi
dalga boyu 323 nm olarak tespit edildi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan CAPE
cozeltilerinin UV-Vis spektroskopisinde spektrumu alinarak UV absorbans
degerlerinden kalibrasyon egrisi cizildi. Sekil 4.3’de bir seri CAPE c¢ozeltilerinin

etanole karsi hazirlanan kalibrasyon egrisi, Sekil 4.4’te ise UV-Vis spektrumu yer

almaktadir.
2,5 1 y = 68,918x
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2 .
€
c

Q1,5 -
o
1%}
c
©

2 1-
[]
1%}
Ke]
<

0,5 A

0 T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04
Konsantrasyon

Sekil 4.3 CAPE molekiilline ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.4 CAPE molekiiliine ait UV-Vis Spektrumu

4.2 Farklh Parametreler ile Kuersetin, CAPE ve Kuersetin-CAPE

Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Sentezi

Kuersetin ve CAPE molekiillerinin sahip oldugu hidrofobik 6zelliklerden dolay1 bu
tez calismasinda tekli emiilsiyon (w/0) ¢6ziicii ugurma yontemi kullanilarak PLGA
nanopartikiler sistemler hazirlanmistir. Farkli parametreler kullanilarak serbest
kuersetin, serbest CAPE ve kuersetin-CAPE ytkli toplam 19 farkli nanopartikiil
sentezi yapilmistir. Buna ek olarak, etken madde igcermeyen PLGA nanopartikiilii
de uretilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerden optimize kosullara sahip partikiil
secilerek hiicre kiltiiri calismalarinda kullanilmak tizere dort sentez daha
yapilmistir.

Ik olarak, 25 mg etken madde kullanilarak CAPE, kuersetin ve kuersetin-CAPE
yukli PLGA nanopartikiilleri sentezlenmistir. Fakat kuersetin-CAPE yiikli
nanopartikullerin boyut ve zeta analizlerinin, enkapsiilasyon etkinligi ve ilag¢
yikleme Kkapasitesinin beklenenden farkli olarak bulunmasindan dolay1 etken
madde miktar1 azaltilarak ve sentez parametreleri degistirilerek nanopartikiiller
uretilmistir. Tablo 4.2 incelendiginde; kuersetin ve CAPE miktarinin nanopartikiil
icerisine enkapsiile edilebilecegi optimize degerin bulunabilmesi amaciyla etken
madde miktar1 25 mg’'dan sirasiyla 20, 15,10 ve 5 mg’a kadar azaltilmistir. Etken
madde miktarlar: literatiirde belirtilen 1:1,1:2 ve 1:3 oranlarinda karistirilarak
farkli kombinasyonlar denenmis, 1:1 ve 1:2 oranlarda karistirilarak elde edilen
kombinasyonlar basarili sekilde enkapsiile edilememistir. Sentez

parametrelerinden biri olan PVA miktarinda ise i¢ fazin konsantrasyonu ve miktari
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degistirilerek boyut iizerine etkisi incelenmistir. Buna ek olarak, dis faz miktari ve
konsantrasyonu ise degistirilmemistir. Etken maddelerin ¢o6ziiciisii olarak
kullanilan etil alkol ve DCM miktarlar1 degistirilerek molekiillerin daha iyi sekilde
¢ozlinmesini saglayacak olan uygun konsantrasyon tespit edilmistir. Sonikasyon
sliresinin enkapsiilasyon iizerine etkisi degerlendirilmesi amaciyla 1,5 ve 2’ser
dakika sonike edilmistir. Ileriki calismalarda kullanilmak iizere boyutu diisiik olan,
5 mg kuersetin ve 15 mg CAPE'nin (1:3) basarili sekilde enkapsiile edildigi
nanopartikil formiilasyonu segilmistir. Daha fazla miktarda kuersetin ve CAPE
molekiilii iceren nanopartikiiller sentezlendiginde boyutlarinin hiicre kultiirt
calismalar1  icin  uygunluk  gostermedigi  gorilmektedir.  Sentezlenen
nanopartikiillerin reaksiyon verimi, enkapsiilasyon etkinligi, etken madde
yluklenme verimi, boyut, zeta potansiyel ve ¢coklu dagilim indeksleri hesaplanarak

Tablo 4.1’de toplu olarak verilmistir.

4.3 Kuersetin, CAPE ve Kuersetin-CAPE Yiiklii Nanopartikiillerin
Reaksiyon Verimi, Enkapsiilasyon Etkinligi ve Etken Madde

Yiiklenme Verimi

4.3.1 Reaksiyon Verimi (RV)

Tablo 4.1 incelendiginde; boyut ve zeta potansiyel analizleri sonucunda hiicre
kiltirua calismalar icin ideal 6zelliklere sahip oldugu belirlenen 5 mg kuersetin ve
100 mg PLGA kullanilarak iretilen nanopartikiilin (NP-20) reaksiyon verimi
%?76.85 olarak bulunmustur. 15 mg kuersetin ve 100 mg PLGA kullanilarak yapilan
nanopartikul iiretiminin reaksiyon verimi ise %54.76 olarak hesaplanmistir. 15 mg
CAPE kullanilarak tiretilen nanopartikiiliin (NP-6) reaksiyon verimi ise %26.30
olarak hesaplanmistir. Hiicre kultiiri ¢alismalarinda baslica kullanilacak
formiilasyon olan 5 mg kuersetin ve 15 mg CAPE ytkli PLGA nanopartikiiliiniin
(NP-12) reaksiyon verimi ise kuersetin molekuli icin %70.09, CAPE molekiilu

icinse %64 olarak bulunmustur.
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Tablo 4.1 Etken madde olarak kuersetin ve CAPE kullanilarak tretilen

CAPE)

Kuersetin, C

nanopartikiillere ait RV, EE, DL, Z-ave, PDI ve mV sonuglar1 (Q

L6'G LL00 ECE -lise -|81°E9 -leseL L'08 0T-dN
169 90L°0 7656 “Iirr o e -|56°88 ¥ 6 61-dN
T 6610 6 L9 - - |98 BTdN
LLT- coro £FCT £ -lesr 9791 -|s81 £T-dN
911" FEED 09F g [ -|seTs -lesoL CFL 9T-dN
L CTF0 0TI FET 918 LEFS TFs BTG 696 £1-dN
(9 19770 BEIE iy €018 A B09E g CT9 FI-dN
EF T T0L°0 856 P BELO £8 BE €909 L[99 ET-dN
(89 FED 9T8E FO'C s BTFL 9 60°0L €L iT-dN
€0 T#C0 BFLS FoET L9791 6E8L Tes 68 CF 9ECE 6 6F 1T-dN
LL- €650 gece 1911 aTcL €98 019 FELD E¥L 0T-dN
€9 T80 LT3F wr B0EL 9Lc 9779 6189 91L 6-dN
Il 16870 £19L €6 CT LpL 97’98 65 0L 65 0L 8118 BdN
858" CFO L6 C6FT L0'9L €616 €TCS €TCS 086 L~dN
6 £C C60°0 £ ol L £t -|ETos 9-dN
51T BLED 119 o L |58 [EETTL L§CE Edi
CET €E0 FILE -leLoT gl CEE: 0LFC -|ss T dN
CCT FI0 CLE €189 Yokl 61T ol Lk £dN
i TECo TooL 0896 €681 FTIS 90°F6 9E 66 9E 66 THTl TdN
50T 61L0 C8LI o E1Y)! ol LAE -l36 ECT TdN
(1ad) . O . O . O
_m.ww”uu.cm P {04) TIILI3 | SUTTATHOY {0g) 1BUTPT (&)
.Emm ﬁ_q_..__mwm_” (mrm) 3477 _mﬁ_w.:.__n E_..,_.m- =a.._”..m=__._.?..__=...,_=m (9g) ToE1a g LIEIHIJY dN
macg WOATSYESY Ja mey

62



Tablo 4.2 Farkli parametreler kullanilarak tiretilen nanopartikiiller

Bilesenler PVA Miktan Coziicii
I¢ Dis Etil Sonikasyon
NP Kuersetin | CAPE | PLGA Faz faz alkol DCM
(mg) (mg) | (mg) | (ml- | (ml- (ml) (ml)
%) | %)
4 ml 35 ml
NP-1 25 - | 100 | %3 | %0.1 | 0,5m 1’? 1,5 dk %80
PVA) | PVA) m gue
4 ml 35 ml
NP-2 25 25 | 100 | (%3 | (%0.1 | 0,5ml ‘L}? L5 dll.‘i %80
PVA) | PVA) sue
4 ml 35 ml
NP-3 : 25 | 100 | (%3 | @01 | 7 15 1;315 L5 ‘;1;:/080
PVA) | PVA)
5ml [ 35ml | o
NP-4 15 - 100 | (%3 | (%0.1 | =7 | 2ml | 2dk %80 giig
PVA) | PVA)
5ml | 35ml | .
NP-5 20 - 100 | (%3 | (%0.1 | =7 | 2ml | 2dk %80 gi
PVA) | PVA)
4 ml 35 ml
NP-6 : 15 | 100 | (%3 | (%0.1 O;Z 15 1;515 L5 dll,‘i %80
PVA) | PVA) su¢
4ml | 35ml
NP-7 15 15 | 100 | (@3 | (%0.1 0’715 1’215 1,5 dk %80
PvA) | pva) | ™ m su¢
5ml | 35ml
NP-8 15 15 | 100 | (%3 | (%0.1 | 1ml | 2ml | 2 dk %80 giic
PVA) | PVA)
5ml | 35ml
NP-9 5 15 | 100 | (%3 | (%0.1 | 1ml | 2ml | 2 dk %80 giic
PVA) | PVA)
5ml | 35ml
NP-10 10 15 | 100 | (%3 | (%0.1 | 1ml | 2ml | 2 dk %80 giic
PVA) | PVA)
5ml | 35ml
NP-11 10 15 | 100 | (%3 | (%0.1 | 1,5ml | 2ml | 2 dk %80 gii
PVA) | PVA)
4ml | 35ml
NP-12 5 15 | 100 | (%3 | (%0.1 | 0,5ml 151’ 1,5 dk %80
PVA) | PVA) m sus
5ml | 35ml
NP-13 10 15 | 100 | (%4 | (%0.1 | 0,5ml 1;1’ L5 dll.‘i%SO
PVA) | PVA) sue
5ml | 35ml
NP-14 5 15 | 100 | (%3 | (%0.1 | 0,5ml 1'? 1,5 dk %80
PVA) | PVA) m su¢
4ml | 35ml
NP-15 5 15 | 100 | (%3 | (%0.1 0'215 1'715 1,5 dk %80
pvA) | pva) | ™ m su¢
5ml 35ml
NP-16 5 - 100 | (%3 | (%0.1 1;515 oml | P dll.‘i%SO
PVA) | PVA) sug
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Tablo 4.3 Farkli parametreler kullanilarak iiretilen nanopartikiiller (devami)

4ml | 35ml

NP-17 - 15 | 100 | (%3 | (%0.1 | 0,5ml }n? L5 ‘;E:A’SO
PVA) | PVA)
4ml | 35ml

NP-18 : - | 100 | %3 | %0.1 | 0,5m ‘Lj 1,5 dk %80
PVA) | PVA) gue
5ml | 35ml

NP-19 5 - 100 | (%3 | (%0.1 | 1ml | 2ml | 2 dk %80 gii¢
PVA) | PVA)
5ml | 35ml

NP-20 5 - 100 | (%3 | (%0.1 | 1ml | 2ml | 2dk %80 giic
PVA) | PVA)

Kuersetin ve CAPE molekiilleri ile yapilan kombinasyon sentezlerde PLGA miktari
sabit tutularak etken madde miktarinin arttirilmasi reaksiyon verimini olumlu
yonde etkilemistir. NP-13 ve NP-14 formiilasyonu karsilastirilarak incelendiginde
degistirilen tek etken etken madde miktaridir. Etken madde miktarinin daha fazla
oldugu NP-13 formiilasyonunda reaksiyon veriminin daha yiiksek oldugu
gozlemlenmektedir. Etken madde miktarininin reaksiyon verimi uzerindeki
etkisine dair elde edilen veriler, Derman ve arkadaslarinin CAPE ytikli PLGA
nanopartikiller tizerinde yapmis oldugu baslangictaki CAPE ve PLGA miktarinin
reaksiyon verimini olumlu yonde etki ettigi sonuclari ile benzerlik gostermektedir

[134].

Kuersetin ve CAPE iceren nanopartikiillerin tretimi icin her iki molekiiliin de
yiksek reaksiyon verimi ile nanopartikiil icine enkapsiile edilmesi NP-12
formiilasyonunda mimkiun olmustur. Etken madde miktarinin ayni oldugu NP-12,
NP-14 ve NP-15 karsilastirildiginda reaksiyon verimlerinin ortalama %70 olarak
hesaplanmis olup boyut analizleri dikkate alindiginda optimize nanopartikiil
olarak NP-12 secilerek hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmistir. leriki
calismalarda kullanilmak tizere secilen NP-12 nanopartikiilii QC-NP, nanopartikiil
formiilasyonu icindeki madde miktarina karsilik gelen kuersetin ve CAPE

kombinasyonu ise Q-C seklinde kisaltilarak kullanilmistir.
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4.3.2 Enkapsiilasyon Etkinligi (EE)

Nanopartikillerin ¢oktiirme ve yilkama silirecinde elde edilen st fazlar
enkapsiilasyon etkinligi ve etken madde yiiklenme verimi hesaplanmasinda
kullanildi. Ust fazlarin UV absorbans degerleri 323 nm’de ve 372 nm’de okunmus
ve elde edilen absorpsiyon degerlerinden kalibrasyon egrisi yardimi ile enkapsiile

olmamis CAPE ve kuersetin molekiillerinin miktar1 hesaplanmistir (Tablo 4.3).

5 mg kuersetin kullanilarak iiretilen nanopartikiilde (NP-20) 3.159 mg kuersetin
enkapsiile edildi. NP-20’nin enkapsiilasyon etkinligi %63.18 olarak hesaplandi. 15
mg kuersetin kullanilarak tiretilen nanopartikiilde (NP-4) 13.096 mg kuersetin
enkapsiile edilerek enkapsiilasyon verimi %87.30 olarak hesaplandi. 15 mg CAPE
kullanilarak sentezlenen NP-6'nin ise 10.65 mg1 enkapsiile edilerek

enkapsiilasyon etkinligi %71 olarak hesaplandu.

Tablo 4.4 Kuersetin, CAPE ve kuersetin-CAPE ytiklii nanopartikiillere ait

parametreler

Elde
Kullanilan edilen Ust | Enkapsiile Olmus Etken Enkapsiile Olmamis
Etken Madde | faz Madde Miktar1 (mg) Etken Madde Miktar
Miktar1 (mg) miktar (mg)

(ml)
5 mg kuersetin 135 ml 3,159 mg 1,840 mg
15 mg kuersetin 136 ml 13,096 mg 1,904 mg
15 mg CAPE 138 ml 10,65 mg 4,35 mg
5 mg Kkuersetin- 136 ml CAPE Kuersetin | CAPE Kuersetin
15 mg CAPE 9,78 mg 3,71 mg 521 mg 1,28 mg

Kuersetin ve CAPE’nin kombinasyon nanoformiilasyonunda enkapsiilasyon
etkinlikleri kuersetin ve CAPE molekiilleri icin ayr1 ayr1 hesaplandi. 5 mg kuersetin
icin 3.71 mg kuersetin enkapsiile edildi. Kuersetin icin enkapsiilasyon etkinligi;
%?74.28 olarak hesaplandi. 15 mg CAPE’'nin 9.78 mg’1 enkapsiile edildi ve CAPE icin
enkapstlasyon etkinligi ise; %65.24 olarak hesaplandi. Sonuglar incelendiginde
NP-4, NP-6, NP-12 ve NP-20 nanoformiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinliginin

%60 ve lzerinde oldugu goriilmektedir. Bu tez calismasinda tretilen ve hiicre
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kiltiiri calismalarinda kullanilacak iki etken maddenin yiikli oldugu formiilasyon
olan NP-12'nin enkapsiilasyon etkinlikleri, literatiirde hesperidin ve diazepam
yuklii PLGA nanopartikiiller sentezleyen Sharma ve arkadaslarinin enkapsitilasyon

etkinliklerine benzerlik gostermektedir [135].

Enkapsiilasyon etkinligi, nanopartikiil icerisine basariyla yiiklenen ilacin yiizdesi
olarak tanimlanmaktadir. Etken maddelerin ilag tasiyici sistemler igerisine basaril
sekilde enkapsiile edilerek hazirlanan nanopartikiillerin  hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisindeki etkinligini arttirabilecegi diisiiniilmektedir [136].
Bu nedenle enkapsiilasyon etkinligi yliksek nanopartikiillerin tiretilmesi amaciyla
bu parametreye etki eden faktdrlerin aydinlatilmasi 6nem tasimaktadir. Tekli
emiilsiyon ¢6ziicii ugurma yontemiyle nanopartikiil sentezinde enkapsiilasyon
etkinligi; ila¢: polimer orani, PVA konsantrasyonu ve hacmi basta olmak tlizere
cesitli faktorlerden etkilenmektedir [137]. Sentezlenen nanopartikiiller icerisinde
etken madde miktary: polimer oraninin arttirilmasinin enkapsiilasyon etkinligi
lizerine etkisi incelendiginde; olumlu etki gosterdigi gozlemlenmistir. Ornegin; NP-
8 ve NP-9 formiilasyonlari incelendiginde etken madde miktar1 daha fazla olan NP-
8 formilasyonunun enkapsiilasyon etkinliginin daha yiliksek oldugu
gorulmektedir. Etken madde miktari: polimer oraninin enkapsiilasyon etkinligi
tizerine olumlu etkisi, Lemoine ve arkadaslarinin polimerik nanopartikiiller
uzerine etki eden cesitli parametrelerin arastirilmasi amaciyla yapmis oldugu
calisma ile benzerlik gostermektedir [138]. PVA hacminin arttirilmasinin
enkapstilasyon etkinligi uzerindeki etkisine bakildiginda ise PVA hacminin
arttirilmasi ile enkapsiilasyon etkinliginin diistiigi gézlemlenmektedir. Song ve
arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada vinkristin ve kuersetin yiikli
nanopartikil sentezlenmesinde c¢esitli islem parametrelerinin etkisi arastirilmis ve

PVA hacminin arttirilmasi ile benzer sonuglar elde edilmistir [139].

4.3.3 Etken Madde Yiiklenme Verimi (DL)

Nanopartikiliin etken madde ytlklenme verimi, nanopartikiil formiilasyonunun
belirleyici 06zelliklerinden biridir. Bununla birlikte etken madde yiiklenme
veriminin terapotik etkinlik ve farmakokinetik tizerindeki etkisi tam olarak
degerlendirilmemistir [140]. Sentezlenen tiim nanopartikiillere ait etken madde
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yuklenme verimleri Tablo 4.1’'de gosterilmistir. 5 mg kuersetin kullanilarak
tretilen nanopartikiiliin (NP-20) etken madde yiiklenme verimi (DL) %3.91
olarak, 15 mg kuersetin kullanilarak iiretilen nanopartikiiliin (NP-4) etken madde
yluklenme verimi ise %20.79 olarak hesaplanmistir. 15 mg CAPE iceren NP-6
formiilasyonunun etken madde yiiklenme verimi ise %35.2 olarak hesaplanmistir.
5 mg kuersetin ve 15 mg CAPE iceren NP-12’nin etken madde yiiklenme verimi
(DL) ise kuersetin ve CAPE molekiilleri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmis olup sirasiyla
%5.04 ve %13.28 olarak bulunmustur. Literatiirde Ling ve arkadaslar1 sentezledigi
paklitaksel yiiklii PLGA nanopartikiillerin etken madde ytliklenme verimini tek bir
molekiill enkapsiile etmesine karsin %4.84 olarak bulmustur [141]. Bu tez
calismasinda tek ve cift etken madde kullanilarak elde edilen nanopartikiiler
formiilasyonlarin daha yiiksek etken madde yiiklenme verimine sahip oldugu

gorilmektedir.

4.4 Kuersetin, CAPE ve Kuersetin-CAPE Yiiklii Nanopartikiillerin

Karakterizasyonu

4.4.1 Nanopartikiillerin Boyut Analizi ve Coklu Dagilim indeksleri (PDI)

Uretilen nanopartikiillerin boyut analizleri Zeta-sizer cihazi ile 3 tekrarl olarak
gerceklestirildi. Boyut analizi ve c¢oklu dagihim indeksleri (PDI) Tablo 4.1'de
gosterilmistir. Tablo 4.1 incelendiginde; 5 mg kuersetin yiikli nanopartikuiliin (NP-
20) boyutu 353 nm olarak, c¢oklu dagilim indeksi (PDI) ise 0.077 olarak
bulunmustur. 15 mg kuersetin iceren nanopartikiilin (NP-4) boyutuna
bakildiginda 371.4 nm, ¢oklu dagilim indeksinin ise 0.330 olarak 6l¢iilmistiir. 15
mg CAPE yikli nanopartikil formilasyonu olan NP-6'nin boyut Ol¢ciimi
sonuclarina bakildiginda ise boyutunun 195.3 nm olup ¢oklu dagilim indeksinin

0.095 oldugu goriilmektedir.

Yapilan boyut ve zeta potansiyel Olglimleri sonucunda hiicre kultiri
calismalarinda kullanilmak iizere optimize kuersetin-CAPE yukli PLGA (NP-12)
nanopartiktllerin boyutu ortalama 384.6 nm, zeta potansiyel degeri -6,87 mV,
coklu dagilim indeksi (PDI) 0.340 olarak bulunmustur. Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7

ve Sekil 4.8’de nanopartikiillere ait boyut dagilim analizleri gosterilmistir. NP-4,
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NP-6, NP-20 ve NP-12 formiilasyonlarina ait boyut dagilimlarina bakildiginda; tim

nanopartikillerin benzer skalada boyut dagilimi gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.5 NP-20’ye ait boyut dagilim analizi

NP-4, NP-6, NP-12 ve NP-20 nanopartikiillerinin PDI degerlerinin ise 0.077 ile
0.340 arasinda oldugu gortulmektedir. PDI degerlerinin kiiciik olmasi, sentezlenen
nanopartikiillere ait boyut dagiliminin dar ve homojen olmasi anlamina

gelmektedir.
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Sekil 4.6 NP-4’e ait boyut dagilim analizi

68



25

20

15

% Yogunhik

1 0 TO0 1000 10000 TDO000
Bovut (d.nm)
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Sekil 4.8 NP-12’ye ait boyut dagilim analizi
4.4.2 Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Analizi

Zeta potansiyel olctimleri kapiler kiivetler kullanilarak Zeta-sizer cihazinda
gerceklestirildi. NP-20, NP-4, NP-6 ve NP-12 nanopartikiillerine ait zeta potansiyel
degerleri Tablo 4.1’'de gosterilmis olup Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12’de
nanopartikiillere ait zeta potansiyel analiz grafikleri verilmistir. Olciilen zeta
potansiyel degerleri arasinda degerler degiskenlik gostermekle beraber en ytliksek
-3.63 mV, en diisik -255 mV olarak o6lciilmiistiir. Olciilen degerler ile

nanopartiktillere ait ylizey 6zellikleri hakkinda bilgi edinilmistir.
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Sekil 4.9 NP-20’ye ait zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4.10 NP-4’e ait zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4.11 NP-6’ya ait zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4.12 NP-12’ye ait zeta potansiyel grafigi
4.4.3 Nanopartikiillerin Morfolojik incelemesi

Uretilen kuersetin-CAPE yiiklii nanopartikiillerin morfolojik incelemeleri SEM
(Taramali Elektron Mikroskobu) cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Iletkenligi
saglamak amaciyla nanopartikiillerin lizeri altinla kaplanarak vakum altinda analiz
edildi. Kuersetin-CAPE yiiklii PLGA nanopartikiile (NP-12) ait 40.000x biiylitme

oranli ile SEM goriintiileri alinmis olup Sekil 4.13’te gosterilmektedir.

Sekil 4.13 NP-12'nin 40.000x biiyiitme orani ile cekilmis SEM goriintiisi
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SEM goritntiileri incelendiginde kuersetin-CAPE yiiklii nanopartiktllerin (NP-12)
homojen olarak dagildig1 ve partikiil boyutlarinin ortalama 300-400 nm civarinda

oldugu goriilmektedir.

Nanopartikiliin boyutu, partikiiliin kan dolasiminda kolayca hareket ederek tiimor
dokusuna ulasabilmesi i¢in O6nemli bir yere sahiptir. Kii¢iik boyuttaki
nanopartiktller birikerek, timoériin kan damarlarindan kolayca gegebilirler. Biiyiik
boyuttaki nanopartikiiller ise damarlardan kolayca gecemez ve hedef tiimorli
dokuya ulasamaz. Bu nedenle; nanopartikil biiytikliiglinlin optimizasyonu ile
timor dokusuna spesifik alimin arttirilmasi1 hedeflenmektedir [142]. Bu tez
calismasinda in vitro ¢alismalarda kullanilacak olan nanopartikiiliin SEM analizi ile
Zeta-Sizer cihazinda 6l¢iilen boyut degerlerinin uyumlu ve 300-400 nm civarinda
oldugu bulunmustur. Literatiirde Sun ve arkadaslarinin yaptig1 kuersetin yiukli
PLGA nanopartikiillerin boyutunun da benzer sekilde 300 nm civarinda oldugu ve
in vitro calismalarda yiiksek anti-bakteriyel aktivite gosterdigi yer almaktadir
[143]. Benzer sekilde, Singh ve arkadaslarinin yaptig1 insulin ve kuersetin yukli
nanopartikillerin boyutlar1 da 300-400 nm arasinda bulunmus ve in vitro ve in

vivo ¢alismalar ile etkili formiilasyona sahip oldugu gosterilmistir [144].

4.4.4 Nanopartikiillerin FT-IR Analizi

Etken maddelerin nanopartikiil icine enkapsiilasyonu ya da ylzeye
adsorpsiyonunun tespit edilmesi amaciyla Fourier Donlisimli Kizilotesi
Spektroskopisi  (FT-IR) analizi yapilmustir. Uretilen nanopartikiillerin
enkapsiilasyonunun basarili olmasi durumunda FT-IR spektrumlarinin polimer
karakteristiginde =~ olmas1  beklenmektedir. = Liyofilize = halde  bulunan
nanopartikullerin (NP-4, NP-6, NP-12, NP-20) PLGA karakteristiginde olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla FT-IR spektrumlari ¢ekilmis olup spektrumlar

Sekil 4.14-Sekil 4.17°de yer almaktadir.

Kuersetin molekiilii sahip oldugu karbonil gruplar1 sebebiyle (C=0) 1655 cm"de,
C=C gruplar1 sebebiyle 1512 cmVde, C-O gruplar1 nedeni ile 1286 cm-'de pik
vermektedir. PLGA polimeri spesifik olarak 1750 cm-V"de pik vermekte, C=0 ve C-0
gruplarina karsihik 1250-1100 cm™ arasinda pik gorilmektedir. FT-IR
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spekturumlar1 incelendiginde; Sekil 4.15 ‘te yer alan kuersetin yukli
nanopartikillerin (NP-4) analizinde PLGA karakteristiginde pikler goriilmekle
beraber zayif siddette de olsa kuersetine ait pik de goriilmektedir. Elde edilen FT-
IR spektrumu sonucuna NP-4 nanopartikiillerinde ylizeyde diisiik miktarda

kuersetin molekiliiniin adsorbe oldugu sdylenebilir.

0wpne ” ™ ST T T T
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Sekil 4.14 PLGA’ya ait (NP-18) FT-IR spektrumu

CAPE molekiili 3471 cm'1,3320 cm! ve 1600 cm'de pik vermektedir. Sekil
4.16’'da yer alan CAPE nanopartikiillerinin spektrumu, bos PLGA
nanopartikullerine ait spektrumla karsilastirildiginda (Sekil 4.14) ylizeye ¢ok az

miktarda CAPE molekiliiniin adsorbe oldugu goriilmektedir.

Kuersetin-CAPE yiiklii nanopartikiiler formiilasyonun (NP-12) spektrumu (Sekil
4.17), PLGA spektrum grafigi (Sekil 4.14) ile karsilastirmal1 olarak incelendiginde
cok az miktarda kuersetine ait bant goriilmekte, CAPE molekiiliine ait bant

gorilmemektedir. PLGA'nin belirli piklerinin ise degismedigi gérilmektedir.
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Sekil 4.17 NP-12’ye ait FT-IR spektrumu

Sonug¢ olarak, NP-12 formiilasyonunda CAPE molekiiliiniin yiizeye adsorbe
olmadan kuersetin molekiiliiniin ise diisiik oranda ylizeye adsorbe olarak

nanopartikil igerisine basari ile yiiklendigi goriilmektedir.
4.5 Nanopartikiillerin In Vitro Salim Analizi

Nanopartikiillerin PBS (pH=7.4) ile siispanse edilerek 37°C’de yatay calkalayicida
calkalanarak gerceklestirilen in vitro salim deneyleri 30 giin siire boyunca takip
edilmistir. UV-spektrofotometrede belirli siirelerde yapilan o6l¢ciimlere gore
kuersetin-CAPE ytkli nanopartikiil formilasyonu (QC-NP) icin salim grafikleri
cizilmistir. Giine bagl olarak % etken maddenin salim miktarlar1 sirasiyla

kuersetin ve CAPE icin Sekil 4.18 'de gosterilmistir.

Salim grafiklerinin incelenmesi sonucunda; 30 giinliik siire sonunda kuersetin-
CAPE yiikli nanopartikiil (QC-NP) CAPE icin %21.7, kuersetin i¢in %21.46’a salim
yaptig1 gozlemlenmistir. Nanopartikiillerle yapilan salim calisma sonuclari hiicre
kiltiri calismalart i¢in referans alinarak partikiillerin in vitro biyolojik etkinliginin

arastirilmasina baslanmistir.
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Sekil 4.18 QC-NP’nin kuersetin (a) ve CAPE (b) i¢in salim1

Nanopartikiliin salim davranisi, formilasyonun gelistirilmesinin yan1 sira
dogrudan ilag stabilitesi ve terapotik sonuglarla ilgili olan polimer
nanopartikiillerin uygulamasi i¢in 6nemli bir faktordiir [145]. In vitro salim
grafikleri incelendiginde ortalama ilk 3 saatte salimin biiyiik c¢ogunlugunun
yapildig1 goriilmekte ve bu literatiirde “Burst effect” olarak bilinen etki

mekanizmasi ile aciklanmaktadir.

Hizl baslangi¢ salimi olarak bilinen bu etki genel olarak polimer nanoparcaciklarin
icerisine yerlestirilmis ilagtan ziyade polimer nanopartikiillerin yiizeyine adsorbe
edilen ya da zayif sekilde baglanan ilacin fraksiyonuna baglidir [146]. Bu etkiden
sonra daha yavas ve kontrollii sahim gerceklestigi gorulmektedir. Elde edilen in
vitro salim grafiklerinin benzerleri literatlirde Babos ve arkadaslari tarafindan ¢ift

ajan yukli PLGA nanopartikiillerinde de gosterilmistir [147].

4.6 HT-29 Kolon Kanser Hiicre Hattinda Q-C ve QC-NP’lerin In
Vitro Etkinlik Testleri

Uretilen kuersetin-CAPE vyiiklii nanopartikiillerin in vitro etkinlikleri icin hiicre
kiltiirii ¢alismalarinda insan kolon adenokarsinom hiicre hatti HT-29

kullanilmistir. HT-29 hiicre hatti %10 FBS iceren DMEM besiyerinde 37°C'de %5
CO?'li ortamda biiyiitiilerek Sekil 4.19’daki morfolojik gortintiileri elde edilmistir.
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Sekil 4.19 HT-29 hiicrelerinin 4X (a) ve 10X (b) objektif bliyilitme altindaki invert
mikroskop goruntileri

4.6.1 Q-C ve QC-NP’lerin HT-29 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Aktivitesi

Q-C ve QC-NP’nin HT-29 insan kolon kanser hiicre hatti lizerindeki sitotoksik etkisi
MTT yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde; MTT molekiilii canli hiicrelerdeki
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimine baglanarak formazan kristalleri
olusturmakta ve bu kristallerin ¢ozdiiriilmesi ile elde edilen absorbans
derecesinden canli ve Oli hiicreler spektrofotometrik olarak belirlenmektedir

[128].
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Sitotoksisite ¢alismasinda QC-NP ic¢in in vitro salim c¢alismasindan elde edilen
veriler dogrultusunda serbest molekiiller i¢in kullanilacak konsantrasyonlar
belirlendi. 24, 48 ve 72 saat siire ile Q-C ve QC-NP uygulanan hiicrelerin ICso
degerleri hesaplandi. Konsantrasyon ve zamana bagli olarak hiicrelerin % canlilik

degisimleri Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22’de gosterilmistir.

HT-29 hiicrelerinin Q-C ve QC-NP ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi ICso degerleri
53.42 ve 11.28 pg/ml, 48 saat inkiibasyonu sonrasi ICso degerleri 15.54 ve 8.29
ug/ml, 72 saat inkiibasyonu sonrasi ICso degerleri 47.57 ve 22.96 pg/ml olarak

hesaplanmistir.

Kanser tedavisinde geleneksel olarak kullanilan kemoterapi gibi yontemlerin yan
etkilerini azaltici, daha az toksik etkiye sahip yeni tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Flavonoidlerin sahip olduklar1 anti-kanser, antioksidan,
antianjiyogenik 6zellikleri sayesinde kanser tedavisinde destekleyici ajan olarak
kullanilabilecekleri diistiniilmektedir [42]. Bu ¢alismada kullanilan kuersetin ve
CAPE molekiillerinin kolon, pankreas, meme, prostat kanser hiicre hatlar1 dahil
olmak lizere bir¢cok kanser tiliriinde anti-kanser ve anti-proliferatif aktiviteleri
gosterilmistir [69], [90]. Son zamanlarda dogal kaynakli ajanlarin sahip oldugu
anti-kanser etkinin arttirilmasi amaciyla c¢esitli kombinasyon c¢alismalar:
yapilmaktadir. Farkli etken maddeler farkli hiicresel yolaklara etki edebildiginden
kombinasyon  ¢alismalar1  daha  yiiksek  anti-timoral  aktivite ile
sonuclanabilmektedir. Ancak, kuersetin ve CAPE gibi dogal kaynakli bir¢cok
molekiil suda diisiik ¢ozlnitrlik gibi dezavantajli 6zellikler sergilemektedir. Bu
molekiillerin sahip oldugu dezavantajli 6zelliklerin bertaraf edilmesi amaciyla

nanopartikiler sistemler kullanilmaktadir.
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Sekil 4.20 Q-C ve QC-NP’nin HT-29 hiicre canliliina 24 saat siire ile etkisi
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Sekil 4.21 Q-C ve QC-NP’nin HT-29 hiicre canliigina 48 saat siire ile etkisi
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Sekil 4.22 Q-C ve QC-NP’nin HT-29 hiicre canliliina 72 saat siire ile etkisi

Yang ve arkadaslarinin kuersetinin kolon kanser hiicre hatti HT-29 {izerine
inhibisyonunu inceledikleri bir c¢alismada, hiicrelerin kuersetin ile 48 saat
inkiibasyonu sonrasi ICso degeri 81.65 uM bulunmustur [8]. Kuersetinin kolon
kanseri hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkisinin arastirildigi baska bir
calismada ise iki farkli hiicre hatti, HT-29 ve HCT15 kullanilmis ve HT-29
hiicrelerinin kuersetine daha duyarli oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢alismada
hiicrelerin kuersetin ile 24 saat siire inkiibasyonu sonrasi ICso degerleri HT-29
hiicreleri icin 42.5 pM, HCT15 hiicreleri icin ise 77.4 uM olarak bulunmustur [148].
Bunlara ek olarak, kuersetinin meme kanseri hiicresi MCF-7 lizerindeki ICso degeri
31.04 pg/ml, servikal kanser hiicresi olan Hela hiicreleri tzerindeki ICso degeri

5.78 ug/ml olarak bulunmustur [149].

CAPE molekiiliiniin ¢esitli kolon kanseri hiicre hatlarinda ICso degerleri degisiklik
gostermekte olup, Wang ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada HCT116 hiicre
hatt1 tizerine 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucu ICso degerleri sirasiyla 22.45 uM ve
12.07 uM olarak bulunmustur [89]. Kolon kanser hiicre hatt1 olan CT-26 {izerine
farkli dozlarda CAPE uygulanmasi ile yapilan bir calismada ise ICso degeri 35 pM
olarak tespit edilmistir [150].
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Biyobozunur polimerik nanopartikiil sistemlerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri
kontrollii salim o6zellikleri sayesinde molekiillerin biyolojik sistemlere
uygulanmasi sonrasi hizl1 degredasyonunu énlemesidir. Bir diger 6nemli 6zelligi
ise biyobozunur yapilar1 sayesinde suda diisiik ¢oziiniirliige sahip molekiillerin

cozlnilirligini arttirabilmesidir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde PLGA nanopartikiiler sisteme koenkapsiile
edilen kuersetin ve CAPE’'nin, HT-29 hiicrelerini serbest molekiil karisimina gore
daha diisiik dozlarda inhibe ettigi goriilmektedir. Nanopartikiiler formiilasyonun
kolon kanseri hiicre hatti iizerinde daha diisiik konsantrasyonlarda
uygulanmasinin daha yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi ve bu nedenle serbest
molekiillere kiyasla daha gelismis biyouyumluluk o6zelligine sahip oldugu
séylenebilir. Uretilen polimerik nanopartikiiller ile kolon kanser hiicreleri
lizerinde saglanan sitotoksik etki, benzer sekilde Pimple ve arkadaslarinin
kuersetin dihidrat ve etoposid molekillerinin sinerjitik olarak PLGA igerisine
enkapsiilasyonu sonucu elde edilen nanopartikiiller ile akciger kanseri hiicre hatti

A-549 tlizerinde yapmis oldugu ¢alismada da gosterilmistir [5].

Q-C ve QC-NP'nin 48 saat icin ICso degerleri ve nanopartikiiler sistemlerin
kontrollii salim yaparak hiicreler lizerine daha uzun siireyle etki etme 6zellikleri
goz onlne bulunduruldugunda bu asamadan sonraki hiicre ¢alismalarinda 48 saat

inkiibasyon stiresi uygulanmistir.

4.6.2 Q-C ve QC-NP’lerin Hiicre Gogii Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Kuersetin-CAPE ve Kkuersetin-CAPE nanopartikiillerinin HT-29 hiicre hatti
tzerinde hiicre gociine etkisi yara iyilesmesi testi ile analiz edildi. Q-C ve QC-NP
HT-29 hiicre hattina lzerine uygulandiktan sonra hiicreler 0, 16, 24, 48 ve 72.
saatlerde mikroskobik olarak incelendi. Belirlenen saatlerde goriintiilenen
hiicrelerdeki yariklar arasindaki mesafe Image-] programi ile analiz edildi. Sekil
4.23’te Q-C ve QC-NP uygulanan HT-29 hiicrelerine ait yara iyilesmesi testi

goruntiileri, Tablo 4.3 ‘te ise analiz sonuglar: verilmistir.

Tablo 4.3 incelendiginde, kontrol hiicreleri arasindaki yarik mesafesinin zaman

arttikca azaldigr gozlemlenmektedir. Q-C uygulanan hiicrelerde ise zamanla
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mesafenin yine daraldig1 gézlemlenmekte fakat kontrole kiyasla daha az daralma
oldugu gozlemlenmektedir. Kontrol hiicrelerinde 72. saat sonunda yariklar
arasindaki mesafe %59 kapanirken, Q-C uygulanan hiicrelerde ise yariklar
arasindaki mesafenin %27’si kapanmistir. QC-NP uygulanan hiicrelerde yariklar
arasindaki mesafenin ise 72. saat sonunda %4’iiniin kapandig tespit edilmistir.

Tablo 4.3 Q-C ve QC-NP uygulanan hiicrelerde zamana bagli olarak yariklar
arasindaki mesafe degerleri

Zaman Kontrol (um) Q-C (nm) QC-NP (nm)
0.saat 1095,865 954,168 1081,262
16.saat 823,816 890,307 1082,666
24.saat 806,306 732,856 1056,996
48.saat 708,338 704,174 1037,502
72.saat 440,974 693,058 1034,734

Hiicre gogl, kimyasal ve mekanik sinyallere yanit olarak tek bir hiicrenin veya bir
hiicre grubunun yé6nlendirilmis hareketidir. Bu, embriyonik gelisim sirasinda
baslayan ve oOliime kadar devam eden ve zaman zaman hastalikta patojenik
durumlara katkida bulunabilen, yasam boyunca meydana gelen temel hiicresel bir
surectir [151]. Huicre gocliniin patolojik durumlara katki sagladigina 6rnek olarak,
hiicre goclii ve kanser hiicrelerinin istilasini iceren ¢ok asamali bir siire¢ olan
metastaz streci verilebilir. Normal hiicrelerin hiicre goci siki bir sekilde
diizenlenirken, timor hiicreleri hiicre goc¢iini tesvik eden degistirilmis bir
mikrogevreye maruz kalmakta ve invaziv hiicre goci reseptor tirozin kinazlar
tarafindan uyarilmaktadir. Buna bagh olarak, timor hiicreleri cevre ve uzak
dokulara hizlica go¢ edebilmektedir. Literatiirde kuersetin ve CAPE molekiillerinin
de dahil oldugu bir¢ok flavonoid molekiiliin kanser hiicrelerinin géc¢iint engelleyici
ozellikleri gosterilmistir. Ornegin, kuersetinin osteosarkom hiicre hatlan
uzerindeki etkisini inceleyen Lan ve arkadaslar1 hiicre goclinii doza ve zamana

bagl olarak inhibe ettigini bildirmislerdir [152]. CAPE molekiilii uygulanan kolon
82



kanser hiicre hatti HCT116 tlzerinde yapilan yara iyilesmesi testinde, CAPE'nin
hiicreler arasindaki mesafeyi zamana baglh olarak azaltmadigi, dolayisiyla yariklar
arasindaki mesafenin kapanmadig1 gézlemlenmistir. Boylece, CAPE molekiiliiniin
kanser hiicreleri tizerinde hiicre go¢ilinii engelledigi gosterilmistir [153]. Bonuccelli
ve arkadaslar1 MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerine CAPE uygulanmasinin yara

kapanmasini kontrole gore %70 oraninda azalttigini gostermistir [154].

Ila¢ potansiyeli bulunan bilesenlerin kanser hiicrelerinde hiicre gociinii engelleyici
etkisinin arttirllmasi amaciyla yeni sistemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu
ihtiyac; nanoteknoloji temelli tedavilerin gelismesine olanak saglamistir. Ozellikle
polimerik nanopartikiillerin bu konuda avantaj saglayacagina yonelik bir¢ok

¢alisma bulunmaktadir [155].

Bu calismada kuersetin-CAPE nanopartikiillerinin, serbest kuersetin-CAPE
kombinasyonuna kiyasla HT-29 insan kolon kanser hiicre hattinda hiicre gégiiniin
engellenmesinde daha etkili oldugu bulunmustur. Kuersetin yiiklii nanopartikiiller
kullanilarak yapilan bir calismada, tiretilen nanopartikiiller MDA-MB-231 hiicreleri
lizerine uygulanmis ve 2.5 pg/ml konsanstrasyonda hiicre gogiinii inhibe ettigi
gosterilmistir [156]. Benzer sekilde, meme kanser hiicreleri MCF-7 ve MDA-MB-
231 hicreleri tizerinde CAPE-yCD kompleksi ve CAPE’nin hiicre gogline etkisi
arastirllmis ve elde edilen bulgular her iki molekiiliin de iki hiicre hattinda hiicre
gociini onemli oOlciide azalttigi gosterilmistir [15]. CT-29 fare kolon
adenokarsinomu hiicreleri kullanilarak Lee ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada,
CAPE yukli nanopartikiillerin anti-invazif ve anti-migratif o6zellik gosterdigi
bildirmistir [10]. Elde edilen bulgular literatir ile uyum gdstermekte olup,
nanopartikiiler sisteme enkapsiilasyon ile kuersetin ve CAPE molekiillerinin HT-29

kolon kanserinde hiicre goc¢i inhibisyon 6zellikleri arttirilmistur.
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Sekil 4.23 Q-C ve QC-NP’nin HT-29 hiicre goci tizerine etkisi
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4.6.3 Q-C ve QC-NP’lerin HT-29 Hiicreleri Uzerindeki Anti-Proliferatif Etkisi

Q-C ve QC-NP’lerin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi
immunositokimyasal PCNA isaretleme yontemi ile ger¢eklestirilmistir. 48 saat i¢in
belirlenen ICso dozlarinda Q-C ve QC-NP uygulanan HT-29 hiicrelerinde PCNA ile
isaretlenen ve isaretlenmeyen hiicreler sayilarak proliferasyon ytlzdesi
belirlenmistir. Kontrol grubu hiicreleri i¢in proliferasyon yiizdesi %80.76 olarak
tespit edilmistir. Q-C uygulanan HT-29 hiicreleri i¢in hiicre proliferasyon yiizdeleri
5 pg/ml icin %70.47, 10 ug/ml i¢in %72.57 ve 20 pg/ml icin ise %72.11 olarak
belirlenmistir. QC-NP uygulanan HT-29 hiicreleri icin hiicre proliferasyon
yluzdeleri ise 5 pg/ml i¢in %63.98, 10 pg/ml i¢in %39.39 ve 20 ug/ml icin ise
%?21.27 olarak belirlenmistir (Sekil 4.24).

Proliferasyon artisi, erken evre adenomlarin olusmasina onciiliik ederek kolon
kanseri olusum siirecinde 6nemli bir yere sahiptir [21]. Cesitli calismalarda
polifenolik bilesiklerin kanser hiicreleri iizerinde anti-proliferatif etki gosterdigi
bulunmustur [9]. Delgado ve arkadaslar1 kuersetin molekiiliinlin anti-proliferatif
etkilerini meme kanseri (MCF-7), kolon kanseri (Caco-2), pankreas kanseri (BxPC-
3) hiicre hatlarinda géstermistir [157]. Bunlara ek olarak, kuersetinin insan glioma
hiicre hatt1 U138MG hiicre hatti tizerindeki [158], insan hepatom kanser hiicreleri
(HepG2 ve Huh-7) tlizerindeki anti-proliferatif etkisi [159] cesitli ¢alismalarla
gosterilmistir. CAPE molekiiliiniin sahip oldugu anti-proliferatif etki kolon, servikal

kanser dahil olmak tizere bir¢ok hticre hattinda gosterilmistir [89].

Proliferasyon, kanser gelisimi ve ilerlemesinin 6nemli bir parc¢asidir. Prolifere
hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA), tiim 6karyotik tiirlerde bulunan evrimsel olarak iyi
korunmus bir protein olup DNA replikasyonu ve hiicre dongiisii diizenlenmesinde
gorev yapmaktadir. Bu nedenle, hiicre proliferasyonunun tespiti i¢in kullanilan bir
belirte¢ olup, PCNA'nin asir1 ekspresyonu tiimor proliferasyonu hakkinda bilgi
vermektedir [160]. Bu c¢alismada, molekiillerin sahip oldugu anti-proliferatif
etkinin arttirllmasi amaciyla polimerik nanopartikiiler sistemler kullanilmistir.
PCNA immiinositokimyasal analizleri incelendiginde; HT-29 kolon kanser hiicre
hatti lizerine 48 saat siire ile uygulanan Q-C ve QC-NP formiilasyonlari

karsilastirildiginda nanopartikiiler formiilasyonun serbest molekiile kiyasla tiim
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konsantrasyonlarda proliferasyonu azalttig1 goriilmektedir (Sekil 4.24, Sekil 4.25).
PCNA pozitif hiicre sayis1t hem QC-NP (10 pg/ml) hem de QC-NP (20 pg/ml)
formiilasyonlarinda yaklasik %40 ve %50 azalmaktadir. HT-29 hiicrelerine 48 saat
stre ile 10 ve 20 pg/ml QC-NP uygulamasi PCNA pozitif hiicrelerde anlaml bir
azalmaya yol agmistir (p<0.05) (Sekil 4.24). Sonuclar incelendiginde, QC-NP’lerin
sahip olduklar1 diisiik boyut 6zelligi sayesinde kolayca hiicre zarindan gecerek
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve Q-C’lere kiyasla daha yiiksek
anti-proliferatif etki gosterdigi gorilmektedir. Benzer sekilde Ersoz ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada hesperetin flavonu, PLGA nanopartikiiler
sisteme yliklendiginde C6 glioma kanser hiicrelerinde anti-proliferatif aktivitenin

arttig1 gosterilmistir [160].
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Sekil 4.24 Farkli dozlarda Q-C ve QC-NP uygulanmis HT-29 hiicrelerine ait
proliferasyon grafigi

* kontrole gore istatiksel olarak anlamlilig1 temsil etmektedir. (p<0.05)
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Sekil 4.25 Q-C ve QC-NP uygulanan HT-29 hiicrelerine ait anti-proliferatif etkinin
gosterimi

Q-C

48 saat

QC-NP

4.6.4 Q-C ve QC-NP ile Apoptoz indiiksiyonun Gen Diizeyinde Gosterimi

HT-29 hiicrelerine Q-C ve QC-NP uygulamasi sonrasi; apoptotozun igsel yolaginda
yer alan sitokrom-c, Apaf-1, kaspaz-3, kaspaz-9 ve dissal yolaktaki kaspaz-8
genlerinin, pro-apoptotik Bax ve anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyon seviyeleri,
kontrol grubu ve B-actin gen ekspresyonuyla karsilastirilarak tespit edilmistir.
Real-Time PCR yontemi; genis dinamik araligina sahip, hassas, amplifikasyondan
sonra islem gerektirmemesi gibi sahip oldugu avantajli 6zellikleri ile gen
ekspresyonunun belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir
[161]. 48 saat i¢in belirlenen ICso dozlarinda Q-C ve QC-NP uygulanan HT-29
hiicrelerinden ticari kit kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen
RNA miktarlar1 Nanodrop cihazi ile olgiilerek Tablo 4.4’teki sonuglar elde

edilmistir.

Spektrofotomerik olarak o6l¢lilen RNA’larin maksimum emilimi 260 nm’de
proteinlerin ise 280 nm dalga boyunda olmaktadir. Azeo/ Azso orami niikleik
asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir. Tablo 4.4’te gosterilen Nanodrop
cihazindan alinan sonuclara gore; uygulama yapilan hiicrelerden elde edilen

RNA’larin saflig1 2.04 ile 2.07 arasinda degismektedir.



Tablo 4.5 Orneklerden izole edilen RNA miktarlari

Ornek Ad1 Az60/ Az30 Az60/ Azs0 ng/ul
Kontrol 2.22 2.07 1631.3
Q-C 2.16 2.03 1328.1
QC-NP 2.15 2.04 1598.4

Izole edilen RNA’lar, reverse transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA’ya cevrilmistir.
1:4 oraninda seyreltilen cDNA’lar, her bir gen i¢in ayr1 olan forward ve reverse
primerler ve SYBR green boyasi kullanilarak Real-Time PCR yapilmistir. Hedef gen
ekspresyonlar1 anlatimi sartlara gore degismeyen gen grubunda yer alan B-actin
gen ekspresyonu ile karsilagtirilmali olarak 2-2At metoduna gore analiz edilmistir
[130]. Kaspaz-3, kaspaz-9, sitokrom-c, Bcl-2, Bax, Apaf-1 ve kaspaz-8 genlerinin
kontrole gore bagil mRNA ekspresyonlari Sekil 4.26’da verilmistir.

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyar1 alinmasindan sonra pro-apoptotik tiyelerden
Bid, anti-apoptotik protein olan Bcl-2’yi inaktiflestirerek, Bax ve Bak proteinlerini
aktiflestirir [162]. HT-29 hiicreleri iizerine Q-C ve QC-NP uygulanmasi sonucunda
Bcl-2 ekspresyonunun Q-C ve QC-NP icin sirasiyla 0.0899 ve 0.0005 kat azaldig:
tespit edilmistir. Bax ekspresyonunun ise Q-C ve QC-NP icin sirasiyla 2.8 ve 3 kat
arttigl gozlemlenerek Bcl-2 ve Bax arasindaki ters iliski gosterilmistir. Q-C ve QC-
NP uygulamasinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik genler tizerindeki -etkisi
karsilastirlmali olarak incelendiginde QC-NP'nin apoptozun ic¢sel yolagindaki

genlerin mRNA seviyesini arttirdig1 gozlemlenmektedir.
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Sekil 4. 26 Kaspaz-3 (Casp-3), kaspaz-9 (Casp-9), sitokrom-c (Cyt-c), Bcl-2, Bax,
Apaf-1 ve kaspaz-8 (Casp-8) genlerinin kontrole gore relatif ekspresyonlari
Aktiflesen Bax ve Bak proteinleri mitokondriyal membranda por olusumunu
indiikleyerek sitokrom-c salinimini uyarir. Sitokrom-c, Apaf-1 ile kompleks halinde
apoptozomu olusturur ve kaspaz kaskadinin uyarilmasimi saglar [162]. HT-29
hiicreleri tuizerine Q-C ve QC-NP wuygulanmasi sonucunda sitokrom-c
ekspresyonunun sirasiyla 3 ve 5 kat arttig1 gozlemlenirken, Apaf-1 ekspresyonunu
Q-C'de 0.1808 kat QC-NP’de ise 0.009 kat azaldig1 gozlemlenmektedir. QC-NP
uygulamasi sonrasi sitokrom-c mRNA diizeyindeki artis apoptozun ig¢sel yolaginin
aktivasyonunu gostermektedir. Apaf-1 ekspresyonundaki azalmanin ise proteinin
sitokrom-c ile kompleks halinde iken hizlica degrede olmasindan dolay:

sitoplazmadaki miktarinin azalmasindan kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Kaspaz kaskadindaki uyarn igsel yolakta kaspaz-9, dissal yolakta ise kaspaz-8
uyarilmasi ile baslar. Hiicreler tizerine Q-C ve QC-NP uygulamasi ile kaspaz-9
ekspresyonunun Q-C ve QC-NP icin sirasiyla 1.8 ve 2 kat arttig1, digsal yolakta yer
alan kaspaz-8 ekspresyonunun ise degismedigi bulunmustur. Bu sonug, Q-C ve QC-
NP uygulamasi sonucunda HT-29 hiicrelerinde apoptozun ig¢sel yolaginin aktive
olurken dissal yolaginin aktive olmadigini géstermektedir. Kaspaz kaskadindaki

kaspaz-9’un uyarilmasi sonucunda ise i¢sel ve dissal yolakta ortak olarak bulunan
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kaspaz-3 aktiflesir. HT-29 hiicrelerine Q-C ve QC-NP uygulanmasi sonrasi, kaspaz-
3 ekspresyonunda Q-C i¢in 1.8 kat, QC-NP i¢in 2.3 kat artis gozlemlenmistir.

Q-C ve QC-NP'nin HT-29 hiicrelerinde apoptozu indiiksiyonunun mRNA
seviyesinde incelenmesi sonucu, QC-NP’nin kaspaz-9 ve kaspaz-3 ekspresyonunu
serbest molekiile gore daha fazla arttirarak apoptozun igsel yolaginin
indiiklenmesinde daha etkili oldugu sonucuna ulasilmistir. Elde edilen sonuclara
benzer sekilde Das ve arkadaslar1 apigenin ytiklii PLGA nanopartikiillerin apoptoz
tizerindeki etkisini in vitro olarak arastirmasi sonucunda sitokrom-c, kaspaz-3,
cleaved kaspaz-9, Bax ekspresyonlarinin artarken Bcl-2 ekspresyonunun azaldigini
Real-Time PCR ile gostermislerdir [163]. Baharara ve arkadaslar1 ise giimiis
nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri {izerindeki apoptoz indiiksiyonunun gen
diizeyindeki degisikliklerinin gosterimini Real-Time PCR ile yaparak kaspaz-3,
kaspaz-9, Bax, Bcl-2 ve kaspaz-8 ekspresyonlarini benzer sekilde tespit etmislerdir

[164].

4.6.5 Q-C ve QC-NP ile Apoptoz indiiksiyonunun Protein Diizeyinde Gésterimi

Q-C ve QC-NP uygulamasinin HT-29 hiicrelerindeki apoptotik etkisinin protein
diizeyinde gosterimi Western Blot yontemiyle gerceklestirilmistir. QC-NP
uygulamasi sonrasi, HT-29 hiicrelerinde apoptozun ic¢sel yolaginda yer alan
kaspaz-3 (35 kDa) ve cleaved-kaspaz-9 (37 kDa) ekspresyonunun protein
diizeyinde gosterimi Western Blot analizi ile dogrulanmistir. Anlatimi sartlara gore
degismeyen referans gen grubunda olan B-actin geni ise ylikleme kontrolii olarak

kullanilmistir (Sekil 4.27).

Apoptoz, kaspazlarin aktivasyonu dahil bir¢ok biyokimyasal siireci iceren
morfolojik degisiklikler ile karakterizedir. Bu siireg; iki farkli yolla i¢sel ya da dissal
yol ile kontrol edilir. Sitokrom-c ve kaspaz-9 mitokondriyal yolakta yer alirken,
kaspaz-3 iki yolakta da yer aldigindan apoptozun Kkilit bir aracisi olarak
bilinmektedir [165]. Bu tez calismasinda Q-C ve QC-NP uygulamasinin HT-29
hiicrelerinin apoptozuna olan etkisi; sitokrom-c, kaspaz-3 ve cleaved kaspaz-9

proteinlerinin ekspresyonlarinin incelenmesiyle gerceklestirilmistir.
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Sitokrom-c, 12.3 kDa'luk niikleer DNA kodlu bir protein olup mitokondriden
sitoplazmaya salinimi, apoptozun i¢sel yolaginin  baslangici  olarak
diistiniilmektedir [166]. Yapilan ¢calismada HT-29 hiicreleri iizerine Q-C ve QC-NP
48 saat siire ile uygulanmis ve apoptozun i¢sel yolaginda yer alan sitokrom-c,
kaspaz-3 ve cleaved kaspaz-9 proteinlerinin ekspresyonlari incelenmistir. QC-NP
uygulamasi sonrasi HT-29 hiicrelerinde sitokrom-c’nin mRNA diizeyinde kontrole
kiyasla 5 kat arttig1 tespit edildiginden Western Blot analizi sonucunda sitokrom-c
proteinin yliksek dilizeyde ekspresyon gostermesi beklenmekteydi. Ancak elde
edilen sonuclara gore hem Q-C uygulamasi hem de QC-NP uygulamasi sonrasi
hiicrelerde sitokrom-c proteinin ekspresyonu tespit edilememistir. Bu durumun
sitokrom-c’nin mitokondriyal dis membranini gegirgenlestirilmesinden hemen
sonra sitozolde hizlica azalmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ripple ve
arkadaslar1 yapmis oldugu c¢alismada sitozoldeki sitokrom-c’'nin miktarinin
azaldig1 durumlarda bile kaspaz-9 ve Kkaspaz-3’'ii aktive edebilecegini

gostermislerdir [167].
Kontrol Q-C QC-NP

37 kDa = Cleaved Kaspaz-9
35 kDa Kaspaz-3
42 kDa B-actin

Sekil 4.27 Q-C ve QC-NP uygulanmis 6rneklere ait kaspaz-9, kaspaz-3 ve -actin’in
Western Blot ile analizi

Siklikla ¢alisilan baslatici kaspazlar arasinda yer alan kaspaz-9, kemoterapi, stress
ajanlar1 ve radyasyon gibi cesitli uyaranlara karsi apoptozun ic¢sel yolaginda yer
alan 6nemli bir proteindir [168]. Kaspaz-9 aktivitesi icin ayrilma gerekmemekle
birlikte, yapilan calismalar apoptoz sirasinda kaspaz-9’da ayrilma oldugunu
gostermistir. Kaspaz-9 ayrilmasinin, proteinin enzimatik aktivitesini diizenlemenin
yani sira apoptoz sirasinda diger olaylar icin 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Cesitli teoriler mevcut olmakla birlikte, bazi arastirmalar cleaved kaspaz-9’un XIAP

gibi diger apoptoz aracilar ile etkilesime girebilecegini 6ne siirmektedir [169].
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Apoptoz siirecinde 6nemli bir yere sahip olmasindan dolay1 bu tez calismasinda
cleaved kaspaz-9 ekspresyonu arastirilmistir. Q-C ve QC-NP uygulanan 6rneklerin
kaspaz-9 ekspresyonu incelendiginde; QC-NP uygulanan o6rneklerde ekspresyon
gozlemlenirken, kontrol ve Q-C d6rneklerinde ekspresyon gézlemlenmemistir. Bu
durum; iiretilen nanopartikiiler formiilasyonun serbest molekiile kiyasla hiicreleri
apoptoza yonlendirmede daha etkin oldugunu ve apoptozun igsel yolagini aktive

ettigini diisiindlirmektedir.

HT-29 hiicreleri Q-C ve QC-NP formiilasyonlar1 ile muamele edildiginde 48 saat
sonucunda tiim 6rneklerde kaspaz-3 aktivasyonu gozlemlenmektedir (Sekil 4.28).
Kaspaz-3 ekspresyonunun Western Blot analizi sonucunda, kontrolde daha az
yogunlukta, Q-C'de yogun ve QC-NP’de ise daha yogun ekspresyon gosterdigi tespit
edilmistir. Tim 6rnekler Q-C ve QC-NP ile 48 saat siire ile inkiibe edildiginden,
kontrol grubundaki bazi hiicrelerin bu uzun inkiibasyon siiresinde apoptoza
yonlenmesinden kaynakli olarak diisiik dlizeyde kaspaz-3 ekspresyonu gosterdigi
disiiniilmektedir. QC-NP ile Q-C kiyaslandiginda ise QC-NP’de kaspaz-3’iin daha
yiksek diizeyde ekspresyon gosterdigi gorilmektedir. Bu sonuglar; iiretilen
nanopartikiiler formiilasyonun serbest molekiile kiyasla daha etkili oldugu ve
hiicreleri apoptoza yoOnlendirerek kaspaz-3 aktivasyonunu sagladigini
gostermektedir. Priyadarsini ve arkadaslar1 [76] kuersetinin servikal kanser
hiicrelerinde benzer sekilde kaspaz-3 aktivasyonunu sagladigini, Ren ve
arkadaslar1 [170] kuersetin yiikli nanopartikiiller ile karaciger kanser
hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-9 ve sitokrom-c aktivasyonu saglanarak apoptozu
icsel yolaktan uyardigini Western Blot analizi ile gostermislerdir. CAPE’nin
apoptotik etkisi in vivo ve in vitro c¢alismalarla gosterilmis olup, Tang ve
arkadaslar1 kolon kanser hiicre hattinda CAPE’nin doza baghl olarak kaspaz-3,
sitokrom-c, Bax genlerinin ekspresyonlarinda artisa sebep oldugunu protein
dizeyinde gostermislerdir [171]. Calismamizda QC-NP formilasyonunun
gostermis oldugu apoptotik etki, Paul ve arkadaslarinin chelidonine yiiklii PLGA
nanopartikiillerinin HepG2 hiicreleri tizerindeki apoptotik etki p53, Bax, Apaf-1,
kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin Western Blot ile analizi yapilmis olup benzer

sekilde kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunun oldugu bulunmustur [172]. Sonug¢
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olarak, tiretilen nanopartikiillerin HT-29 hiicre hattinda apoptozun indiiklenmesini

icsel yolagi uyararak gerceklestirdigi diisiiniilmektedir.
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5

Sonuc ve Oneriler

Bu tez ¢alismasinda anti-kanser 6zelligi bilinen kuersetin ve CAPE molekiillerinin
sahip oldugu dezavantajli 6zelliklerin nanopartikiiler sistemlere yiiklenmesi ile
bertaraf edilerek suda ¢6ziliniirliigiintin, biyouyumlulugunun arttirilmasi1 ve elde
edilen kuersetin-CAPE PLGA nanopartikiillerinin insan kolon kanser hiicre
hattinda anti-kanser aktivitesinin hiicresel ve molekiiler diizeyde belirlenmesi

amagclanmistir.

Tez kapsaminda; kuersetin ve CAPE molekiillerinin nanopartikiiler formiilasyonu
ile serbest kuersetin-CAPE kombinasyonunun insan kolon kanser hiicre hatti
lizerindeki sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik etkisi literatiirde ilk defa
karsilastirlmali olarak arastirilmistir. Bu nedenle c¢alisma 6zglin bir deger

tasimaktadir.

Tekli emiilsiyon ¢ozlici ucurma yontemi kullanilarak kuersetin, CAPE ve
kuersetin-CAPE yiikli nanopartikiiler sistemler hazirlanmistir. Hazirlanan
nanopartikuler sistemlerin enkapsiilasyon etkinligi (EE), etken madde yiiklenme
verimi (DL), reaksiyon verimi (RV) hesaplanarak karakterizasyonu kapsaminda
boyut (Z-Ave), ¢oklu dagilhim indeksi (PDI) ve zeta potansiyel (mV) ol¢iimleri
yapilarak SEM ve FT-IR analizleri yapilmistir.

Kullanilan etken madde, PVA ve organik solvent miktarlar1 degistirilerek farklh
nanopartikiiller sentezlenmis olup, sentezlenen nanopartikiillerin minimum boyut,
maksimum enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ yiikleme kapasitesine sahip
formilasyon hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilmak iizere optimize olarak
secilmistir. Kuersetin-CAPE yiiklii optimize nanopartikiil formiilasyonunun (NP-
12) enkapsiilasyon etkinligi (EE) kuersetin i¢cin %74.28, CAPE icin %65.24, etken
madde yuklenme verimi (DL) kuersetin i¢in %5.04, CAPE icin %13.28, reaksiyon
verimi (RV) kuersetin icin %70.09, CAPE i¢in %64 olarak hesaplanmistir. Boyutu
384.6 nm, zeta potansiyeli -6.87 mV, ¢oklu dagilim indeksi 0.340 olarak

olctilmiistiir. In vitro salim analizleri yapildiginda 30 giinliilk siire sonunda
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kuersetinin %21.46’sin1, CAPE’nin ise %21.7’sini saldig1 bulunarak in vitro hiicre

kiltiri calismalarina baslanmistir.

Uretilen kuersetin-CAPE yiiklii PLGA nanopartikiillerin serbest kuersetin-CAPE ile
karsilastirmali olarak insan kolon kanseri hiicre hatti HT-29 tlizerindeki sitotoksik
etkisi MTT yéntemi ile arastirilmigtir. In vitro salim degerleri goz oniine alinarak
serbest molekiile denk gelen nanopartikiiler formiilasyon miktar1 hesaplanarak
belirlenen konsantrasyon araliginda HT-29 hiicreleri ilizerine uygulama yapildi.
Serbest kuersetin-CAPE icin konsantrasyon araligi 10-2000 pg/ml segilirken,
nanopartikiiler formilasyon i¢in konsantrasyon aralig1 0.5-100 pg/ml segilmistir.
MTT sonucunda; HT-29 hiicrelerinin serbest ve nanopartikiiler formiilasyon ile 24
saat inklibasyonu sonrasi ICso degerleri 53.42 ve 11.28 pg/ml olarak, 48 saat
inkiibasyonu sonrasi ICso degerleri 15.54 ve 8.295 pg/ml olarak, 72 saat
inkiibasyonu sonrasi ICso degerleri 47.57 ve 22.96 pg/ml olarak bulunmustur.
Sonuglar analiz edildiginde, 48 saat inkiibasyon ile serbest ve nanopartikiiler
formiilasyonun hiicreler iizerinde daha etkili oldugu sonucuna varilarak ileriki

calismalarda 48 saat inkiibasyon tercih edilmistir.

Elde edilen ICso degerleri g6z oniine alinarak etkin dozu kapsayacak sekilde
belirlenen dozlarda (5,10 ve 20 pg/ml) HT-29 hiicreleri lizerine serbest ve
nanopartikiiler formiilasyon uygulanarak 0, 16, 24, 48 ve 72. saatlerdeki yara
iyilesmesi analizi yapildi. Analiz sonuglarina gore; kontrol hiicrelerinde 0. saatte
1095.865 um olan ortalama mesafe 72. saat sonunda 440.974 pm’ye diiserken, Q-C
uygulanan hiicrelerde 0. saatte 954.168 pm iken 72. saat sonunda 693.058 pm'’ye
distigi gozlemlenmektedir. QC-NP uygulanan hiicrelere bakildigi zaman ise 0.
saatte ortalama 1081.262 um olan mesafenin 72. saatte ortalama 1034.734 pm
oldugu tespit edilmistir. Boylece, uiretilen nanopartikiiler formiilasyonun kanser

hiicrelerinin gociinii 6nemli derecede azalttig1 gosterilmistir.

Proliferasyon analizi yapilmasi amaciyla HT-29 hiicreleri iizerine 5,10 ve 20 pg/ml
Q-C ve QC-NP uygulanarak 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonucunda; kontrol grubu icin proliferasyon ylzdesi %80,76 iken, 5 pg/ml Q-C
uygulanan hiicrede %70.47, 10 pg/ml Q-C uygulananda %72.57, 20 pg/ml Q-C

uygulananda ise %72.11 olarak bulunmustur. QC-NP uygulanan hiicrelerde ise
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proliferasyon yiizdesi, 5 pg/ml uygulananda %63.98, 10 pg/ml uygulananda
%39.39, 20 pg/ml uygulananda %21.27 olarak hesaplanmistir. Uretilen
nanopartikiiler formiilasyonun serbest molekiillere kiyasla hiicre proliferasyonunu

onemli derecede inhibe ettigi gosterilmistir.

48 saatlik ICso degerlerine gore belirlenen dozlarda Q-C ve QC-NP uygulamasi
yapilan hiicrelerin apoptotozun icsel yolaginda yer alan sitokrom-c, Apaf-1,
kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 genlerinin, pro-apoptotik Bax ve anti-apoptotik Bcl-2
genlerinin ekspresyonlar1 B-actin gen ekspresyonuyla karsilastirmali olarak Real-
Time PCR yoOntemi ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda; sitokrom-c mikarinin
arttigl, Apaf-1’in azaldigl, kaspaz-3 ve kaspaz-9 ekspresyonlarinin artarken kaspaz-
8 ekspresyonunun degismedigi bulunmustur. Bcl-2 ve Bax genlerinin
ekspresyonlar1 ise ters iliskili olarak bulunmustur. Buna baghh olarak,
nanopartikiiler formiilasyon uygulamasi ile HT-29 hiicrelerinde apoptozun igsel

yolaginin aktive oldugu disiiniilmektedir.

Apoptotik siirecte kilit rol oynayan sitokrom-c, kaspaz-3 ve cleaved-kaspaz-9
proteinlerinin ekspresyonu Western Blot yontems ile gosterilmistir. Sitokrom-c
hizlica degrede oldugundan ekspresyon gozlemlenmezken, nanopartikiiler
formiilasyon uygulanmasi ile kaspaz-3 ve cleaved-kaspaz-9 aktivasyonunun

saglandigi ve boylece apoptozun i¢sel yolaginin aktive oldugu distuniilmektedir.

Uretilen nanopartikiiler formiilasyon ile molekiillerin sahip oldugu suda diisiik
cozunurlik, disuk biyoyararlanim o6zelliklerinin iyilestirilmesi saglanarak hiicre
kiiltiiri ¢calismalarinda anti-kanser, anti-proliferasyon ve apoptoz siireglerinde
olumlu sonuglar alinmistir. Bu nedenle; liretilen nanopartikiiler sistemin ilag¢
tasiyic1 sistemler icin referans olabilecegi diistiniilmekte, deneylerin in vitro

calismalara ek in vivo olarak gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Bu calismada apoptoz siirecindeki kilit genlerin ekspresyonuna bakilmistir.
Apoptoz indiiklenmesinde gorev alan diger genlerin ekspresyonlarinin incelenerek
daha detayli molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Apoptoz siirecinin yani sira kanser hiicrelerinin alt1 6zelligi baz alinarak hiicre
dongiisu tizerine etkisinin, invazyon, metastaz ve anjiyogenez siireglerinin detayl

olarak arastirilmasi1 gerekmektedir. Bunlara ek olarak; iiretilen nanopartikiiler
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formiilasyonun kanser tedavisine ek olarak destekleyici ajan olarak

kullanilabilmesi amaciyla klinik ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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