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OZET

Sinapik Asit Yiiklii Nanopartikiillerin MCF-7 Meme Kanseri

Hiicrelerinde Antikanser Ozelliklerinin Incelenmesi

Giilsah AKBAS

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Banu MANSUROGLU

Son yillarda nanopartikiiler tasiyici sistemler; ilag, gen, antitiimdr ve antioksidan
ajanlarin taginmasi, biyouyumlu materyallerin olusturulmas: acisindan Onemlidir.
Nanopartikiiler sistemler, 06zellikle suda ¢6zilinlir olmayan molekiillerin suda
¢Oziiniirliiglinii saglayarak, bu molekiillerin biyodagilimlarim1 ve biyoyararlanimlarini

arttirmaktadir.

Bitkilerde yaygin olarak bulunan sinapik asit (Sa) genis spektrumlu farmakolojik 6zellik
gosteren fenolik bir bilesiktir. Bu calismada Sa’nin biyolojik sistemdeki kullanimini
sinirlayan Ozelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla nanopartikiiler sistemlere yiiklenmesi

hedeflenmistir.

Bu c¢alismada Sa’nin deneysel tasarim metoduyla molekiiliin nanopartikiiler tastyici
sistemlere yliklenmesi gergeklestirilmistir. Sinapik asit yiiklii nanopartikiil (SaNP) i¢in
maksimum enkapsiilasyon verimini, minimum partikiil boyutunu saglayan proses
parametreleri optimize edilmistir. Optimize nanopartikiiller i¢in enkapsiilasyon etkinligi
%63,4£1,5 ve boyut 170,6+3,6 olarak belirlenmistir. SaNP ve Sa’nin MCF-7 ve
MCF10A hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisi MTT yOntemi, antiproliferatif etkisi
immunositokimyasal olarak PCNA ile apoptotik hiicre 6liimii ise TUNEL yontemiyle

incelenmistir. SaNP’lerin MCF-7 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlerde ki 1Cso degerleri
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sirasiyla; 180, 168 ve 145 pg/ml olarak bulunmustur. MCF10A hiicre hattinda; Sa ve
SaNP’lerin uygulanan konsantrasyonlarda toksik etki gostermedigi belirlenmistir. Sa ve
SaNP’lerin uygulanan dozlarda (100, 150 ve 200 pg/ml) 24 ve 48 saat muamelesi
MCEF-7 hiicrelerinde PCNA proliferasyonunu istatiksel olarak anlamli derecede
azalttirken, apoptoza giden hiicre sayisinda artis tespit edilmistir. Sa ve SaNP’nin
MCF-7 hiicrelerindeki SOD aktivitesi, katalaz aktivitesi, Glutatyon seviyesi,
Malondialdehit (MDA) seviyesi diizeyleri analiz edilmistir. 150 ve 200 upg/ml
konsantrasyonlarda 24 saat SaNP’yle muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde MDA
seviyesi kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi, SOD aktivitesi SaNP’lerin tiim
konsantrasyonlarinda anlamli olarak azaldigi, GSH’in seviyesi Sa ve SaNP’nin
uygulanan dozlarinda 24 saatte bir azalis oldugu ve katalaz enzimi seviyesinde SaNP

uygulanan tiim konsantrasyonlarda 48 saatte anlamli artis oldugu saptanmistir.

Bu calismada elde edilen bulgular polifenolik bilesiklerin  nanopartikiil
formulasyonlarinin olusturulmasi ile tedaviye yonelik ilag tasarimlarinin yapilmasina
katki saglayabilir nitelikte oldugunu gdstermektedir. Gelistirilen nanopartikiiler
formiilasyonun diger hidrofobik biyolojik etken maddeler ig¢in de faydali bir model

olusturacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, sinapik asit, apoptoz, kanser, toksisite
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Nanoparticular carrier systems generally used for transport of drugs, genes, antitumor
and antioxidant agents is important for the formation of biocompatible materials.
Nanoparticular systems increase the biodistribution and bioavailability of these
molecules, especially by providing the water solubility of the non-water-soluble

molecules.

Sinapic acid, commonly found in plants, is a phenolic compound with broad-spectrum
pharmacological properties. The aim of this study is to improve the properties of sinapic
acid (Sa) that limit it's used in the biological system and to load it into nanoparticular

systems.

The sinapic acid molecule was loaded into PLGA nanoparticles, optimization of the
nanoparticles was achieved by experimental design methods and anticancer properties
of the optimized nanoparticles were examined. The encapsulation efficiency for the

optimized nanoparticles was found 63,4 + 1,5% and the size was found 170,6 + 3,6 nm.

The cytotoxic effect of SaNP and Sa on MCF-7 and MCF10A cell lines was examined

by MTT method, antiproliferative effect was investigated by immunocytochemically
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PCNA and apoptotic cell death by TUNEL method. The ICs, values of SaNPs in MCF-
7 cells at 180, 168 and 145 pg / ml for 24, 48 and 72 h, respectively.

Sa and SaNPs was determined that concentrations applied and do not show toxic effects
on MCFI10A cell line. Treatment of Sa and SaNPs at doses (100, 150 and 200 ug / ml)
for 24 and 48 h showed statistically significant reduction in PCNA proliferation in
MCF-7 cells, with an increase in the number of cells leading to apoptosis. SOD
activity, catalase activity, glutathione levels, malondialdehyde (MDA) levels of Sa and
SaNP in MCF-7 cells were analyzed. In MCF-7 cells treated with SaNP at
concentrations of 150 and 200 pg / ml for 24 h, MDA levels were significantly
increased compared to the control group, SOD activity was significantly decreased in all
concentrations of SaNPs, GSH level was significantly higher in Sa and SaNP
administered doses. There was a significant increase in all concentrations of SaNP

applied in 48 h.

The findings of this study indicate that polyphenolic compounds can contribute to the
design of drugs for treatment by forming nanoparticle formulations. The nanoparticular
formulation developed is thought to be a useful model for other hydrophobic biological

active substances.

Keywords: Nanoparticle, sinapic acid, apoptosis, cancer, toxicity
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GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Hiicre dongiisii ve hiicre 6liimii bir denge halinde ger¢eklesmektedir. Hiicrede herhangi
bir hasarin olmamasi i¢in hiicre dongiisiiniin baz1 evrelerinde kontrol noktalar1 olmakla
beraber hiicreyi apoptoza yonlendirici mekanizmalar mevcuttur. Bu dengenin bozulmasi
basta kanser olmak tizere gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasini tetiklemektedir (Pistritto,
Trisciuoglio, Ceci, Garufi, & D'Orazi, 2016; Vermeulen, Van Bockstaele, & Berneman,
2003). Kanserin kendi kendine bolinme sinyallerini olusturmasi, damar agini
olusturarak salgiladiklar1 6zel enzimler sayesinde metastaz yapmasi agisindan saglikli
bir hiicreden oldukga farklidir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) nun giiniimiiz verilerine
gore meme kanseri kadinlarda oldukga sik goriilmektedir. Meme kanserinin kalitsal
nedenlere dayandirildigi ¢alismalarin sadece %10’luk bir paya sahip olmasindan dolay1
kalitsal olmayan nedenlerinin siralanmasinda giiglik yasanmaktadir. Ayrica tedavi
edilen bireylerde niiks etme olasiligimin fazla olmast bu kanserin tedavisindeki bir
kisitlamadir. (Parl, 2014).

Polifenoller aromatik halkalar tlizerinde birka¢ hidroksil grubana sahip organik
bilesiklerdir. Cesitli hastaliklara karsi koruyucu ve tedavi edici 6zellikleri literatiir
calismalar tarafindan desteklenmektedir (D Archivio et al., 2007; Tsao, 2010). Bu
gruba ait fenolik asitler giinliikk diyette siklikla tiiketilmektedir. Sinapik asit molekiilii de
fenolik asitler ailesine ait bir bilesiktir. In vivo ve in vitro g¢alismalarda kanser
mekanizmasinda etkili oldugu goriilmektedir. Fizyolojik ortamda diisiik ¢oziiniirliik

gosterdiginden dolay1 biyoyararlanimi yeterli degildir (Sinha et al., 2015).

Polimerik nanopartikiiller karakterizasyon ¢aligsmalar1 nedeniyle optimize edilebilen ve
biyolojik ortamda uzun siire salima tesvik eden, biyouyumlu yapilar olmasi sayesinde
toksik etki gostermeyen ve ¢oziinlirliigli arttirmaya yardimer modellerdir. Nanopartikiil
formiilasyonlarinin gelistirilmesinde katkis1 olan, deneysel anlamda zaman ve maliyet

tasarrufu yapilmasina olanak saglayan deneysel tasarim metotlar1 kullanilmaktadir. Bu



sebeple kullanilan eleme ve optimizasyonu saglayan metotlar, iki seviyeli ve ii¢ seviyeli
olacak sekilde tasarlanilarak daha az deney yaparak daha fazla veri elde etmeyi
amaglamaktadir. Bu islemler ¢izilen matriksler ve gelistirilen modelleme formiilleri ile

gerceklesmektedir (Antony, 2014; Vardhan, Mittal, Adena, & Mishra, 2017).
1.2 Tezin Amaci

Fizyolojik ortamda ¢ozilniirliigii diisiik olan Sinapik asit molekiiliiniin polimerik bir
nanopartikiil icerisine deneysel tasarim metodundan yararlanilarak yliklenmesi ve
nanoformiilasyonlarinin gelistirilmesi, biyoyayarlanimi ve biyouyumlulugu yiiksek
nanopartikiiller elde edilmesidir. Bu amagla {iretilen nanopartikiiller ile serbest sinapik
asit molekiiliin karsilastirllmali olarak MCF-7 ve MCF10A hiicre hatlar1 iizerinde

sitotoksik, proliferatif, apoptotik ve antioksidan etkilerinin incelenmesidir.
1.3 Hipotez

Sinapik asit molekiiliiniin antimikrobiyal, antikanser, antioksidan 6zellikleri literatiirde
daha onceki ¢alismalarda bildirilmistir (Chalas et al., 2001; Cos et al., 2002; Gaspar et
al., 2010; Hudson, Dinh, Kokubun, Simmonds, & Gescher, 2000; Johnson, Dahiya,
Olkowski, & Classen, 2008; Niwa, Kato, & Osawa, 1999). Diisiik ¢oziiniirliige sahip
sinapik asit molekiiliiniin nanopartiikiiler sisteme yiiklenmesi ile biyolojik sistemdeki
kullanimim1  smurlayan  6zelliklerin  iyilestirilmesi  Ongoriilmektedir.  Gelistirilen
nanopartikiill formiilasyonunun karakter analizleri yapilacaktir. Sinapik asit yiikli
nanopartikiil ile karsilagtirmali olarak serbest sinapik asit molekiiliinin MCF-7 insan
meme kanseri ve MCF10A tumerojenik olmayan meme epitelyal hiicre hatlari tizerinde
MTT c¢alismas ile sitotoksik, PCNA c¢alismas ile proliferatif, TUNEL calismasi ile
apoptotik etkileri ve MDA, SOD, GSH, CAT analizleri degerlendirilecektir. Bu hedefler
dogrultusunda gelistirilen nanoformilasyonun diger hidrofobik biyolojik etken
maddeler i¢in de faydali bir model olusturacag: biyoteknoloji, farmakoloji ve diger
alanlarda da yeni bir teropatik ilag olarak deneysel ¢alismalar i¢in 6n c¢alisma teskil

edecegi distintilmektedir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Hiicre Boliinmesi ve Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, hiicresel canliligin devam etmesi i¢in en 6nemli olaylardan biri olan
DNA replikasyonunun, replikasyon oncesi ve esnasina kadar hiicresel bilesenlerin iki
katina c¢ikarildigi, bunun sonucunda da hiicre bdoliinmesinin gerceklestigi siiregler
zinciridir. DNA kopyalanmadan 6nce, hiicrede RNA ve protein sentezi artmakta ve
proteinlerin artmasi sonucu hiicresel hacim iki katina ¢ikmaktadir. Bu evre Gy evresi
olarak bilinmektedir. Burada DNA replikasyonundan Once hazirlik evresi soz
konusudur. Gergeklesen bu evrede S-siklinler devreye girerek, DNA sentezini
baslatmak i¢in yeterli maddelerin oldugu sinyalini verir ve S evresine gecisi saglar. S
evresi; DNA replikasyonun gerceklestigi evredir. Hiicre G, evresine gecer ve bir
sonraki agama olan mitozun ger¢eklesmesi i¢in gerekli olan enerjiyi, tiibiilin ve histon
olmayan proteinleri sentezler. Olgunlagsmay1 baglatan faktor olarak bilinen MPF
bilesiginin iki alt birimi cdc-2 ve siklin B birlesip aktifleserek G, evresinden mitoz(M)
evresine ge¢mesini saglar ve boylelikle M-siklinler mitozu baglatir (Barnum & O’

Connell, 2014; Junqueira, Carneiro, Kelley, Aytekin, & Solakoglu, 1993). Bu evre;
kromozomun yogunlastigi, ¢ekirdek zarmin pargalandigr ve ig ipliklerinin olustugu
profaz, kromozomlarin sentromerlerinden ig ipliklerine baglandigi metefaz, bu
sentromerlerden iki kromatidin birbirinden ayrildig1 anafaz ve sitokinezin tamamlandigi

telofaz olusturmaktadir (Sekil 2.1)

Sekil 2. 1 Hiicre dongiistiniin evreleri (Institute)



Bazi hiicreler siirekli bolinmezler ve dongii gecici veya kalict siireli olarak G evresinde

kalir. Kas ve sinir hiicreleri bu hiicrelere 6rnek teskil eder (Reece et al., 2014).

2.1.1. Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii

Hiicre boliinmesi ve hiicre oliimii belirli bir diizen igerisinde gerg¢eklesmektedir. Bu
diizen dengede oldugu ig¢in sabit bir hiicre yenilenmesi s6z konusudur. Hiicre de
herhangi bir hasar olmamasi i¢in ve bu diizeni devam ettirebilmesi icin hiicre
dongiisiiniin  baz1 evrelerinde kontrol noktalar1 gelismistir (Sekil 2.2). Hiicre
dongiisiinde G; evresinden S evresine gegiste, G, evresinde ve G, evresinden M evresine
geciste Onemli kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Bu fazlardaki kontrol siklin bagimli
kinazlar(cdk) tarafindan gergeklesir. Siklin bagimli kinazlar normal sartlar altinda
inaktiftir ve aktiflesmek icin siklinlere ihtiya¢ duyarlar. G; kontrol noktasindaki siklin D
ve E sirasiyla cdk2 ve cdk4 ile bag kurarlar ve siklin bagimli kinazlar1 aktif hale
getirirler. Siklin D’nin cdk2 ile yapmis oldugu bag Retinoblastoma(RB) proteinini
fosforlamaktadir. Aktiflesen bu proteini takiben Siklin A, cdk2’ye baglanmasi ile DNA
replikasyonunu baslatir. G, evresindeki siklin B ise cdkl ile kompleks hale gecerek
mitozu baglatir. Bu iki kontrol noktasinda hasar olmamasi durumunda hiicre dongiisiine
devam eder ve M noktasindaki kontrolii de gecirmesi durumunda hiicre boliinmesi

gerceklesmis olur (Barnum & O’ Connell, 2014; Vermeulen et al., 2003).

Cyclin B Cyclin D

Cyclin A Cyclin E

Sekil 2. 2 Hiicre dongiistindeki kontrol noktalar

Telomerler, koruyucu DNA-protein kompleksleridir ve &karyotik kromozomlarin

uclarinda bulunur. Telomerik DNA'nin tam replikasyonu telomeraz gerektirir. Kesintiye
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ugrayan bolgeler bu riboniikleoprotein enzimler tarafindan tamir edilir (Chan &

Blackburn, 2004).

2.2 Apoptoz

Apoptoz diger adiyla programli hiicre o6liimii terimi literatiire 1964 yillinda Richard
Lockshin adinda nobel 6diillii bir biliminsani tarafindan kazandirilmistir. Morfolojik ve
biyokimyasal degisimlere gore isimlendirilen hiicre 6liimii ¢esitleri mevcuttur. Bunlar:
kornifikasyon, mitotik hasar, eksitotoksisite, Wallerian dejenerasyonu, paraptozis,
entozis, prenekrozisdir (Kroemer et al., 2009). Hiicre 6limiinii genel olarak iki ana
baslik altinda incelenmektedir; apoptoz ve nekroz. Nekrozun aksine, apoptoz; komsu
hiicreler tarafindan hiicresel kalintilarin fagositozuna yol agan diizenlenmis, enerjiye
bagli bir hiicre o6liim seklidir. Nekroz morfolojik olarak diizensizdir. Ciinkii nekroz
gerceklesirken organeller siserek hiicreyi patlatir. Bazen hiicre igerigini disari
verdiginden dolay1 komsu hiicrelerin zarar gérmesine bazen de immiin sistem tarafindan
bir enflamasyona neden olabilir. Bu da organizmanin programi disinda
gerceklestiginden dolayr istenen bir durum degildir. Ancak apoptoz da proteinleri
parcalanmis hiicreler biiziisiir ve kendi c¢ekirdek ve DNA’sin1 pargalayarak immiin
sistem tarafindan yok edilmesi s6z konusudur. Dolayisi ile enerji kullanarak hiicrenin
yapmis oldugu bu 6liim sekline programli hiicre 6liimii denir ve embriyolojik donemden
itibaren organizmada goriilmektedir (Oktem, Ozhan, & Ozol, 2001; Ziegler &
Groscurth, 2004). Tipk: hiicre dongiisiinde oldugu gibi apoptoz mekanizmasinda da
apoptozu yonlendirici veya ket vurucu bir ¢ok diizenleyiciler vardir. Bu mekanizma ile
ilgili olarak iyon kanallari, tiimor siipresdr proteinleri, seramid ve en biiyiik 6neme

sahip mitokondri organelidir.

Apoptozda gergeklesen bir dizi olaylar zincirinde 6nemli gorevleri iistlenen bazi protein

ve genler vardir. Bunlardan baslicalar1 p53, Bcl-2/Bax ve kaspazlardir.

Kaspaz (CASPASE; cysteine aspartate specific protease) aktif ve protein kesim bolgesi
olarak iki bolgeye ayrilir. Aktif bolge sistein, protein kesim bolgeleri ise aspartik asitten
olusur. Inaktif olan kaspaza pro-kaspaz denmektedir. Bu grup 40’tan fazla proteazin
aktiflesmesini saglar. Proteolizisin baslatic1 (kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspazl10)

veya uygulayici yani efektorii (kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7) olarak siniflandirilabilir.



Baglatict ve efektdr kaspazin isbirligi sonucunda apoptotik hiicre morfolojisinin
meydana gelmesine ve hiicrenin apoptoza ugramasina neden olmaktadir (Lileyap,
2008; TOMATIR, 2003). Apoptoz, bir hiicrede kaspaz aracili dissal veya igsel yollardan
tetiklenebilir. Her iki yolakta efekt6r apoptotik kaspazi aktive etmeye ¢alisan apoptozu
gerceklestirmek i¢in baslatici bir adimdir. Digsal apoptotik yolak Sekil 2.3’te goriildiigii
gibi 6lim reseptoriine yani distan gelen sinyalleri alarak hiicreyi apoptoza gotiiriir. Bu
yolakta tiimor nekroz faktori reseptoriiniin (TNFR) hiicre yilizeyine maruz kalan yapisal
olarak apoptozisi indiikleyen sinyallemede kritik rol oynayan 6liim domaini (Death
Domain; DD) adi verilen bir hiicre i¢i protein-protein etkilesim alani ile tanimlanan
oliim reseptorlerinin, ilgili protein timor nekroz faktor (TNF) ailesi ligandlan ile
etkilesimi ile baslatilir. Konformasyonel degisiklie ugrayan bu protein kompleksi
bagdastiric1 birkag proteinle 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusturur, pro-
kaspaz-8’in aktiflesmesini tetikler ve baslatici kaspaz-8 efektor kaspaz-3’ii aktive
etmesi ile sonuglanir (Nagata, 1997; Pistritto et al., 2016).

Oliim Sinyalleri “Oliim reseptorleri” Yasamsal faktirlerin geri cekilmesi Radyasyon, sitotoksikler
(Fas, TNF vb) (interldkin-3, growth faktérler vb)

Hiicre zar1

Sitokrom ¢

w
Mitokondri

l \ Nukleus zar

v
DNA Hasan
Uygulayict mekanizmalar

Uygulayic: kaspazlar
Hiicre biiziismesi
Hiicre-iskeleti de gisiklikleri
Hiicre yiizeyi degisiklikleri
Endoniikleaz aktivasyonu
DNA yanklanmasi

Diizenleyici genler

Sekil 2. 3 Apoptoz mekanizmasi (TOMATIR, 2003)

I¢sel apoptotik yolakta ise, farkli stres kosullarina yanit olarak mitokondriyal diizeyde
hiicre i¢i sinyaller aracilik eder. Burada mitokondri aktivasyonuna yol acan igerisinde
zit etkileri olan iki alt gruba sahip en 6nemli faktér Bel-2 ailesidir. Bu aile pro-
apoptotik ve anti-apoptotik genler olarak tabir edilen diger bir deyisle hem apoptozu

tetikleyen hem de apoptozu baskilayan genler bulundurur. Pro-apoptotiklerden bazilari:



Bax, Bad, Bak, Bok, Bid, Bcl-Xs, anti-apoptotiklerden bazilari ise; Bcl-2, Bel-X, Bel-
W seklindedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4 Anti-apoptotik ve pro-apoptotik genler (Reed, 2000)
Apoptozda bir diger 6nemli etken olan p53 geni, apoptozu destekleyici Bcl-2 ailesi
iyesi olan Bax’1 tetikleyerek DNA hasarin1 ortadan kaldirmak igin bir dizi islem
baglatir. Bunun disinda mdm2 veya TNRF ailesi iiyesi olan Fas reseptorleri ile de
apoptozisi desteklemektedir (Bates & Vousden, 1999). Giiniimiizde de bir tiimor
baskilayict gen olan p53 genindeki mutasyonlar, kanser tedavi ¢alismalarinda sikca

tercih edilmektedir.

Apoptoz morfolojik goriintiileme yontemleri, DNA kiriklart meydana geldiginden
dolayr TUNEL gibi immunositokimyasal yontemler, agoroz jel elektroforezi gibi
biyokimyasal yontemler, fluorimetrik metodu gibi immunolojik yontemler ve DNA
mikroarayi gibi molekiiler biyolojik yontemlerle tespit edilebilir (Coskun & Ozgir,
2011; Ziegler & Groscurth, 2004).

Apoptoz bahsedildigi tlizere mitotik aktivite ile denge halindedir. Bu dengenin
bozulmasi cesitli hastaliklara neden olmaktadir. Apoptozun artmasi ile meydana gelen
hastaliklar arasinda en bilinenleri; AIDS, insiiline bagli diyabet ve inme gibi hastaliklar

goriiliirken, azalmasi ile; bazi otoimmiin hastaliklar ve kanser goriilmektedir.



2.3 Kanser

Canliligin ilk sathalarinda gergeklesen kontrollii hiicre boliinmesi, bireyin gelisimini
saglamaktadir. Gelisen bireyde ise; hiicrenin, g¢evresi ile haberlesmesini saglayan
sinyallesmeler normal hiicrelerde dengeli bir bi¢imde bolinmeyi ve apoptozu
desteklerken, kanserli hiicrelerde bu denge tamamiyle bozulur ve kendi biiyiime
sinyallerini olusturur (Dilsiz, 2009; Liileyap, 2008). Normal hiicrelere kiyasla kanser
hiicrelerinin tanimi1, kendi béliinme sinyallerini olusturmasi, damar agini olusturarak ve
salgiladiklar1 6zel enzimler sayesinde dokulara yayilarak bazilarinin metastaz yapmasi
ve apoptozisten kagarak hiicre dengesini bozmasi sonucu sinirsiz boliinmeleri ile
yapilabilmektedir. Bu 6zelliklere ek olarak kanser olusum mekanizmalari; hiicre kontrol
noktalarinda meydana gelen p53 gibi timor siipressor genlerinde olusan bir
mutasyondan kaynakli, hasarli bazlar ve kromozom kopmalarindan dolay1 yasanan
DNA lezyonlar1 da kanserin nedeni tam olarak bilinmemesine ragmen tedaviye destek
saglamaktadir. Kanser biyolojik yas, hormonlar, metabolizma, bagisiklik, genetik
yatkinlik, tamir mekanizmasindaki hasar ve mutasyonlar gibi endojen kaynakli ve
radyasyon, kimyasal ajanlar, tiimore neden olan viriisler, kotii yasam tarzlari (beslenme,
hareketsizlik, sigara igme...) gibi ekzojen kaynakli risk faktorlerinden olusmaktadir.

(Wu, Zhu, Thompson, & Hannun, 2018)

2.3.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan kanser tiiridiir. Epidemiyolojik ¢alismalar
sonucu ortaya ¢ikan meme kanseri vakalarmin yaklasik %10 unun kalitsal oldugunu
gostermektedir. Geriye kalan %90’ min aciklanamayan faktorler veya sporadik oldugunu
ortaya koymustur. Bu durum meme kanseri nedenlerini siralamakta giigliik
cikarmaktadir (Parl, 2014). Meme kanseri 4 asamali evreye ayrilmaktadir. Asama 0,
yerinde karsinomdur sadece kanser hiicreleri bulunmaktadir. Asama 1 timor 2cm veya
daha kiigiiktiir ve lenf diigiimlerinde az sayida kanser hiicresi bulunur. Asama 2, timor
2 ila 5 cm arasindadir ve maksimum {i¢ lenf nodunda ve/veya gogsiin icindeki lenf
nodlarinda bulunur. Asama 3, 5 cm veya daha kiigiiktiir ve Kanser hiicreleri 4 ila 9
aksiller lenf nodunda veya internal meme lenf nodlarinda bulunur. Asama 3 kendi
arasinda ¢ alt kola ayrilmaktadir ve son iki alt kolu enflamatuar meme kanseridir.

Asama 4 ise; metastatik meme kanseridir (Sobin, Gospodarowicz, & Wittekind, 2011).



Bu asamalar meme kanseri tedavi asamasinda bir hayli 6nem kazanmaktadir. Tedavi
edilen bireylerde niiks etme olasilig1 fazladir. Gerek meme kanserinin agiklanamayan
nedenleri gerekse asamalari ve bu asamalarin niiks etme olasilig1 yeni tedavilerin

Onemini arttirmaktadir.

2.4  Polifenoller

Polifenoller; aromatik halkalar iizerinde birka¢ hidroksil grubuna diger bir deyisle
polifenol yapisina sahip olan bir organik bilesiktir ve bitki kaynakli gidalarin yaygin
bilesenleridir. Antioksidan vitaminler, karotenoidler ve minerallerden daha fazla
tiketildigi bilinmektedir (Scalbert, Johnson, & Saltmarsh, 2005). Polifenoller igerdikleri
fenol halkalarinin sayisina ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapisal elemanlara gore
siniflandirilabilmektedir. Bunlar: flavonol, flavanol, izoflavon, flavon, flavanon,
antosiyanin olarak alt gruplara ayrilan ve yapisinda heterojen gruplar igeren;
flavonoidler, benzoik asit ve tiirevleri, sinnamik asit ve tiirevleri olarak iki alt baslikta
incelenecek olan; fenolik asitler, daha fazla (-OH) grubuna sahip fenolik alkoller, en
yaygin olan1 resveratrol, Stilbenler ve keten, susam gibi birgok tahilda bulunan,
anaerobik bagirsak mikroorganizmalar: tarafindan metabolize edilen ve en taninmislari
enterolakton ve enterodiol olan lignanlardir (BAYIR, AKSQOY, & KOCYIGIT, 2019;
Tsao, 2010).

Polifenollerin etkileri hala ¢esitli alanlarda ¢alisilmaktadir; fakat farkli alt gruplarinin
olmasindan dolayr aktivite bakimindan genis bir spektrum gosterdigi yapilan
aragtirmalarla gosterilmistir. Polifenoller, farkli oksidatif stres biyobelirteglerinin
durumunu iyilestirmektedir. Ayrica norodejeneratif  hastaliklara ve  beyin
fonksiyonlarinin bozulmasina karsi koruyucu etkilerine dair kanitlar elde edilmistir.
Hem antioksidan hem de proksidan etkileri, hiicre fizyolojik siirecleri tizerinde zit
etkilerle tarif edilmistir. Bu sebeple, apoptozu indiikleyebilir ve tiimér biiyiimesini
engelleyebilirler. Polifenollerin adiposit oncesi farklilasmay: inhibe ederek, adiposit
proliferasyonunu azaltarak, adiposit apoptozunu uyararak, lipogenezi baskilayarak, yag
asitlerinin lipolizine ve beta oksidasyonuna katkida bulunarak obeziteyi etkiledigi,
Ozellikle flavonoidlerin  ¢esitli  mikroorganizmalar tizerindeki anti-mikrobiyal
aktivitesinde etkili oldugu disiiniilmektedir (BAYIR et al., 2019; D Archivio et al.,
2007; Scalbert et al., 2005; Tsao, 2010; Weichselbaum & Buttriss, 2010).



2.4.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler meyve, sebze ve tahillarda oldukga fazla bulunmaktadir ve diyete bagl
olarak yaklasik giinde 25 mg ila 1 g tiiketilmektedir. Temel iskelet ayni kalmasina
ragmen, fenolik asitler aromatik halka iizerindeki hidroksil gruplarinin sayisi ve
pozisyonunda farklilik gosterir. Fenolik asitler bir diger deyisle fenolkarboksilik asitler,
bir fenolik halka ve en az bir organik karboksilik asit fonksiyonu maddeleri igeren
fenollerdir (Goleniowski, Bonfill, & Cusido). Fenolik halkaya bagli yan zincirin karbon
birimlerine bagh olarak iki alt gruba ayrilabilir. Bunlar: hidroksibenzoik ve

hidroksisinnamik asitlerdir.

Hidroksibenzoik asit; insan diyetine katkisi diisiik oldugu i¢in ve insan sagliginda ¢ok
onemli bir rol oynamamasindan dolay: onerilmemektedir. Gallik asit en fazla ¢ayda,
protokatekik asit ise ahududu gibi kirmizi meyvelerde de bulunabilmektedir. C6-C1
yapisina sahiptir (Abbas et al., 2017; Goleniowski et al.).

Hidroksisinnamik asitler; C6-C3 yapisina sahiptir. Genelde govde, tahil ve tohumda
esterlesmis formda bulunan bu grup, sebze ve meyvelerde serbest formda da nadiren
bulunmaktadir. Hidroksisinnamik asit yapilarinin ¢esitliligi, aromatik halka tizerindeki
hidroksil gruplariin sayisi ve konumu ile verilir. Dogada bulunan HCA bilesikleri p-

kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik asitlerdir (Vinholes, Silva, & Silva, 2015).

2.4.1.1 Sinapik Asit

Fenolik bilesiklerden hidrosisinamik asit grubuna ait olan Sinapik asit (Sa), cilek, yulaf,
brokoli, adagay1 yapragi gibi bitkilerin hemen hemen tiim kisimlarinda bulunabilen
fenilpropanoid ailesinin bir {iyesidir (HAMEED, 2014; Zych, Kaczmarczyk-Sedlak,
Wojnar, & Folwarczna, 2018). 224,21 g/mol molekiil agirligina sahip Sa’nin molekiiler
formiilii C11H1205tir (Sekil 2.5) (Murray, Norris, & Bawendi, 1993; Niciforovi¢ &
Abramovi¢, 2014). Sa’nin literatiir c¢alismalarina katki saglayacak sekilde genis
spektrumlu farmakolojik aktivitelere sahiptir. Sa’nin antiinflamatuar (Yun et al., 2008),
antimikrobiyal (Johnson et al., 2008), kardiyoprotektif (Roy & Prince, 2012),
antihiperglisemik (Kanchana, Shyni, Rajadurai, & Periasamy, 2011), antikanser(Hudson
et al., 2000), anksiyolitik(Yoon et al., 2007), hepatoprotektif(Wilson, Ganesan, &
Palanisamy, 2011), noroprotektif(H. E. Lee et al., 2012) ve antioksidan(Chalas et al.,
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2001; Cos et al., 2002; Gaspar et al., 2010; Niwa, Doi, Kato, & Osawa, 1999) gibi

ozelliklere sahip oldugu kazandirilan ¢alismalar sonucunda belirtilmistir.

Sekil 2. 5 Sinapik asit

Viicutta serbest oksijen tiirevleri ile bunlari temizleyici ajanlar olarak bilinen endojen
kaynakli antioksidanlar bazen dengede olmayabilir. Bu da oksidatif strese neden
olmakta ve kanser, nérodejeneratif hastaliklar gibi gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Burada eksojen antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek

hastaliklara kars1 koruma saglayabilecegi diistiniilmektedir (Chen, 2016).
Sinapik Asit
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Sekil 2. 6 Sinapik asit molekiiliiniin apoptoz mekanizmasi (C Balaji, 2014)
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Mitokondriyal membran potansiyelinin (Aym) depolarizasyonu, apoptojenik faktorlerin
salinmasina ve oksidatif fosforilasyon kaybina neden oldugu gosterilmistir (Sekil 2.6).
Ayrica yapilan ¢alismalar anti-apoptotik ve pro-apoptotik genlerinde kaspaz yolaklarini
aktive ederek apoptozisi destekledigini gostermektedir (C Balaji, 2014).

Sa molekiilii birkag hiicre hatt1 tizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda yiiksek dozlarina
kiyasla, diisiik dozlarinda toksik 6zellik goriilmedigi belirtilmekte ve anti-proliferatif,
antikanser aktivite gostererek farmakolojiye katki saglayacagi diisiiniilmektedir
(Hameed, Aydin, Basaran, & Basaran, 2016).

2.5 Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksidanlar elektronlari kabul edebilen bilesiklerdir. Diger bir deyisle oksitleyici
maddelerdir ve oksijen de bu gruba dahildir. Aksine indirgeyici maddeler elektron veren
maddelerdir. Oksidasyon ise; elektron kaybinin meydana geldigi bir siiregtir. Redoks
reaksiyonlar1 ad1 verilen tepkimelerde biyolojik regiilasyon icin temel rol oynayan bir
oksidasyon isleminde her zaman mevcuttur. Genellikle oksijen kaybmin oldugu bir
indirgeme islemi ve bir oksidasyon isleminde oksijen kazanci vardir. Bu indirgeyicilere
antioksidan denilmektedir (Packer, 2001). Antioksidanlar; serbest radikallere karsi
koyan, bunlarin neden oldugu hasari 6nleyen ve oksidasyon hizini engelleyen veya
yavaglatan maddelerdir. Vicutta oksidatif metabolizma ve enerji tretimi sirasinda
tiretilen serbest radikaller, tek sayida veya daha fazla sayida eslenmemis elektron
bulunan molekiillerdir. Genel olarak oksidanlar yani reaktif oksijen tiirleri (ROS)
radikal ve radikal olmayan grupta siniflandirilabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri kisa
Oomiirlii olduklart igin tespiti zordur. Devam eden oksidatif hasar genellikle amino
asitlerin, niikleik asitlerin ve lipit peroksidasyonunun tiirevlerini iceren ikincil iriinlerin
olgtimii ile analiz edilir (Kohen & Nyska, 2002). Dolayisiyla, serbest radikallerdeki artig
lipid peroksidasyon iiriinii olan Malondialdehit (MDA) seviyesindeki artisa neden
olmakta ve bu sebeple stres marker1 olarak kullanilmaktadir (Gawetl, Wardas,
Niedworok, & Wardas, 2004). Reaktif oksijen tiirleri, hem endojen (mitokondri,
peroksizomlar, endoplazmik retikulum, fagositik hiicreler vb.) hem de ekzojen (kirlilik,
alkol, titin dumani, agir metaller, gecis metalleri, endiistriyel c¢oziiciiler, pestisitler,

halotan, parasetamol ve radyasyon gibi bazi ilaglar) kaynaklardan olusabilmektedir.
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Olusan bu oksidatif hasar sonucu organizmada lipid, DNA, protein gibi yasamsal

molekiillerin hasarina neden olmaktadir (Phaniendra, Jestadi, & Periyasamy, 2015).

Antioksidanlar iki alt gruba ayrilmaktadir: antioksidan enzimler ve disiik molekiiler
agirhikli antioksidanlar. Diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar insan diyeti ile birlikte
alinirken enzimatik olan antioksidanlar ise serbest radikallere karsi tiretilen birinci
basamaktir. Enzimatik antioksidanlar: Reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk savunma hattini
olusturan siiperoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksidi suya parcalayan glutatyon
peroksidaz (GPx), hidrojen peroksidin oksijene doniisiimiinii saglayan katalazdir.
Enzimatik olmayan antioksidanlar ise; vitaminler, polifenollerdir (ASLANKOC et al.;
KARABULUT & GULAY, 2016; Ratnam, Ankola, Bhardwaj, Sahana, & Kumar,
2006). Bu nedenle, oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan tiiketiminin
arastiriimas: antioksidan miktarlarindaki azalis veya onlarin metabolitlerindeki artisin

degerlendirilmesi ile miimkiin olmaktadir.

2.6  Nanopartikiiller

Nano kelimesi Yunanca da “ciice” anlamina gelen “nanos” kelimesinden gelmekte ve
bir biiyiikliiglin milyarda birini belirtmek i¢in bu 6l¢ek birimi kullanilmaktadir. Bundan
dolay1 1000nm’den daha kiigiik bir boyuta sahip malzemelerin {iretimi “nanomalzeme™
olarak adlandirilirlar. Bununla birlikte 1960’larin  sonlarinda meydana gelen
nanoteknoloji, tasarlanilmig boyutlar1 sayesinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ortamlarda tiretilmek ve kullanilmak iizere bir onciil sergileyen malzeme ve cihazlarin

bilimi olarak goriilmektedir.

" ®

Kuantum noktalan

D
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aaaaaaaaaaaa
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Sekil 2. 7 Boyutlaria gore nanopartikiil ¢esitleri (Krishnaswamy & Orsat, 2017)

13



Nanomalzemeler boyutlarina gore dort gruba ayrilmaktadir. Bunlar: nanopartikiilleri
kapsayan {i¢ boyutlu, nanometre kalinligindaki filmleri kapsayan iki boyutlu, nanoteller
gibi bir boyutlu ve kuantum noktalar1 gibi boyutsuz nanomalzemelerdir. Dolayisiyla bu
nanomalzemeler analitik araglar, nano goriintilleme araglari, nano cihazlar, klinik ve
toksikolojik sorunlart ¢ézme, yeni terapétikler ve kontrollii salimm gibi hedefler

olusturmaktadir (Tiwari, Tiwari, & Kim, 2012).

Farkli boyut, sekil, kompozisyon ve islevselliklere sahip bir¢ok nanopartikiil ¢esidi
vardir (Sekil 2.7). Sulu sistemlerde kendiliginden bir araya gelen tek veya ¢ok katmanli
bir lipid yapisi igeren kiiresel bir vezikiil olan lipozom sistemler; tasarimlari, hidrofilik
bilesiklerin ve ilaglarin lipit tabakasimin tutulmasina izin verebilecegi icin terapdtik
tasiyicilar olarak, arzu edilen hiicreler igerisinde teshis ve terapotik ajanlarin birikimini
arttirmak icin hedefleme ligandlar ile fonksiyonellestirilmis bir sekilde, biyouyumlu
polimerler ile kullanilmaktadir. Albiimine bagli nanopartikiiller (nab); kan dolasiminda
hidrofobik molekiilleri tagimak i¢in endojen albiimin yollarini kullanarak ila¢ dagitim
aract olarak kullanilabilmektedir. Tamamen metal Onciillerinden yapilmis olan metal
nanopartikiillerinden demir oksit nanopartikiiller; biyouyumlu ve pasif/aktif bir
hedefleme goriintiileme ajan1 olarak genis ¢apta incelenmektedir. Altin nanopartikiilleri
ise; serbest elektronlarin 1sikla essiz etkilesimi sayesinde, biyolojik goriintiileme,
biyobelirte¢ ve terapotik uygulamalar gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.Sifir boyut
diye tabir edilen kuantum noktasi; ¢apt 10 nm'den az olan yar iletken pargaciklardir. Bu
partikiillerin emilim spektrumlar1 ¢ok genistir. Bu nedenle, fotokataliz, fotograf optigi
ve elektronik cihazlarda ¢ok 6nemli malzemelerdir. Biyouyumlu ve biyolojik olarak
bozunabilir olan organik bazli polimerik nanopartikiiller; terapotik tasiyicilar olarak
kullanilmaktadir (Khan, Saeed, & Khan, 2019; Wang & Wang, 2014).

2.6.1. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanotasiyicilar islevlerine ve sekillerine gore polimerik miseller, dendrimerler
ve polimerik nanopartikiiller seklinde siniflandirilirlar. Polimerik miseller, sulu ortamda
hidrofobik bir maddenin yer aldig1 ¢ekirdek ve hidrofilik bir kabuk yapisini olusturmak
icin bir araya gelen bir yapiya sahiptir. Hedefleme ligandlari, goriintiileme ve terapotik
ajanlar iceren ¢ok fonksiyonlu polimerik miseller maddenin ¢oziintirliiglinii arttirmak ve

tasiyici bir yapi olarak aktif olarak gelistirilmektedir (Cho, Wang, Nie, & Shin, 2008).
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Dendrimerler, merkezi bir ¢ekirdege ve asir1 dallanmis katmanlara sahip
makromolekiillerdir. Boyutlar1 ve 6zel yapilari sonucu olarak suda ¢oziiniirliigii artirma,
etken maddenin yar1 6mriinii arttirma ve salimi kontrol etme gibi 6zellikleri nedeniyle
dendrimerler, ilag ve gen tasiyicilari olarak gelistirilirler (Wang & Wang, 2014; Yadav,
Almokdad, Sumia, & Debe, 2019). Polimerik nanopartikiiller ise; biyolojik olarak
uyumlu ve toksik olmayan, biyolojik olarak pargalanabilen bir polimerden olusan

nanoyapilardir (Sekil 2.8) (Bhatia, 2016).

Polimerik Misel Dendrimer Polimerik Nanopartikiil

Sekil 2. 8 Polimerik nanotasiyici gesitleri (Cho et al., 2008)

Polimerik nanopartikiiller, hazirlama yontemine bagli olarak nanokiire veya nanokapsiil
seklinde simiflandirma yapilmaktadir (Sekil 2.9). Nanokiireler, etken maddenin kiiresel
yiizeyin dis sinirinda adsorbe edilen matris parcaciklaridir. Nanokapsiiller ise; etken
maddenin enkapsiile edildigi yani polimer bir zar icerisine hapsedildigi yapilardir
(Bhatia, 2016; Derman, Kizilbey, & Akdeste, 2013).

Polimeri membran

Polimerk matriks
NANOKIIRE NANOKAPSIL

Inner core

Sekil 2. 9 Polimerik nanopartikiiller (Christoforidis, Chang, Jiang, Wang, & Cebulla, 2012)

Maddenin yiiklii oldugu nanopartikiiler sistemler ilk olarak viicuda alindiginda kan

dolasimindaki hacim veya aktivitelerinin minimum kayb1 ile tiimoér dokularina

ulasabilmeleri gerekmektedir. Akabinde kontrollii bir salim mekanizmasi ile normal

hiicreleri  etkilemeden timor hiicrelerini  Gldiirme yetenegine sahip olmasi

gerekmektedir. Dolayisiyla spesifik olmayan biyolojik dagilim, pasif veya aktif
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hedefleme, suda ¢oziiniirliik eksikligi, zayif biyoyararlanim gibi ¢esitli sinirlamalari
cozmek i¢in karakterizasyon parametrelerine tabi tutulmaktadir (Bolhassani et al., 2014;
Cho et al., 2008).

Polimerik nanopartikiiller sentezlenmesi kolay ve wucuzdur. Bu partikiillerin

hazirlanmasinda dogal ve sentetik polimerler kullanilmaktadir (Sekil 2.10).

’ POLIMERLER
Sentetik ‘ Dogal
Polimerler Polimerler
&> Poli(laktid) > Kitosan
& Poli(laktid-ko-glikolid) o> Aljinat
> Poli(s-kaprolakton) > Jelatin
& Poli(izobutilsiyanoakrilat) = Albumin

&> Poli(izoheksilsiyanoakrilat)
> Poli(n-butilsiyanoakrilat)

&> Poli(akrilat)

&> Poli(metakrilat)

Sekil 2. 10 Polimer gesitleri(Bolhassani et al., 2014; Derman et al., 2013)

Dogal polimerler, bitki veya hayvan bazli kaynaklardan elde edilen yiiksek biyouyumlu
polimerlerdir. Bu polimer grubu yaygin olarak biyomedikal, doku miihendisligi, ilag
tasinim  sistemlerinde kullanilsa da bir takim smirlandirmalart mevcuttur. Bu
sinirlandirmalar ¢ok yonlii sentetik polimerlerin kiyasla daha ¢ok tercih edilmesine yol
acmaktadir. Sentetik polimerler, dogal polimerlere benzer mekanik 6zelliklere sahip
olacak sekilde tasarlanabilmektedir. Bu 0zellikleri sayesinde doku veya hiicre
taklitcileri olarak kullanilabilir. Fakat bu grup polimerler, dogal polimerlere kiyasla
yeterli biyouyumluluk gostermeyebilir. Bu nedenle, malzeme se¢imi anahtar bir
parametredir (Jarai, Kolewe, Stillman, Raman, & Fromen, 2020; Kamaly, Yameen, Wu,
& Farokhzad, 2016).

Sentetik polimerler sinifina ait PLGA (poly lactic-co-glycolic acid), Food and Drug
Administration (FDA) ve European Medicine Agency (EMA) tarafindan insanlarda ilag
dagitim  sistemlerinde  kabul gormiis, yaygin olarak kullanilan  basarili

biyopolimerlerdendir (Nimesh, 2013). Bu 6nemli kurumlar tarafindan kabul gérmenin
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yani sira biyouyumlu ve biyobozunur olmasi, uyarlanabilen biyodegradasyon orani, iyi
tanimlanmis formiilasyonlar ve iiretim yoOntemlerine sahip olmasi, biyolojik
malzemelerle daha iyi etkilesim saglamasi igin yiizey Ozelliklerinin degistirilme
potansiyelleri ve pasif, aktif olarak hedeflenebilme kabiliyetleri nitelikleri arasinda
sayilabilmektedir. Sekil 2.11°de gosterildigi gibi PLGA’nin sentezi farkli oranlardaki
laktik asit (LA) ve glikolik asit (GA) kopolimerizasyonu ile gergeklesmektedir (Danhier
et al., 2012; Gentile, Chiono, Carmagnola, & Hatton, 2014).

0

0
IJH\)\ + OH
OH OH — = 0 OH
- -E[_-[} H {]
8]

O
Glikolik Asit D,L-Laktik asit PLGA

Sekil 2. 11 PLGA sentezi (Ayyoob & Kim, 2018)

LA ve GA monomerleri endojen oldugundan dolayi, PLGA Krebs dongiisii ile ¢ikarilan
ester baglarinin hidrolizi sonucu viicut tarafindan kolayca metabolize edilebilmektedir.
Dolayisiyla LA, trikarboksilik asit dongiisiine girmekte CO, ve H,O olarak viicuttan
atilmaktadir. Benzer sekilde GA bobrekte degismeden atilmakta veya trikarboksilik asit
dongiisiine girmektedir. Buradaki LA ve GA oranlar1 polimerin bozunma davrasini da
etkilemektedir. GA orani, polimerin bozunma hizim arttirdigim1 géstermektedir ve bu
sebeple bu bilgi ilag¢ salinim hizini ayarlamada biiyiik 6nem kazanmaktadir. GA oldukga
kristal bir yapidadir. PLA polimeri ise, diizensiz polimer zincirlerinden dolay: oldukg¢a
kristal formda (PLLA) veya tamamen amorf formda (PDLA) olabilmektedir.
Dolayisiyla bozunmayi etkileyen faktorler arasinda PLLA ile kristal yapiin artisi
bozulma oraninda azalma oldugunu ortaya koymustur. pH etkisi,ila¢ hidrofilik veya
hidrofobikligi, yan1 sira molekiil agirliginin, yilizey alaninin ve ilag igeriginin yliksek
olmasi biyolojik ortamda bozunma hizin1 olumlu ve olumsuz olarak etkileyebilen
ayarlanabilir bozunma faktorleridir (Makadia & Siegel, 2011; Nimesh, 2013).

PLGA nanopartikiillerinin ila¢ salinimini ve etkili yanitin olabilmesi i¢in PLGA
yapisina ek olarak boyut, ylizey modifikasyonu ve hazirlanma yontemi de onem
kazanmaktadir. PLGA nanoparcaciklarinin hazirlanmasinda kullanilan en yaygin teknik,

emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma teknigidir. Bu yontem tekli emiilsiyon teknigi
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(oil/water; O/W) ve ciftli emiilsiyon teknigi (water/oil/water; W / O / W) olarak ikiye
ayrilmaktadir. Hidrofilik ilaglarin kapsiillenmesini saglayan bu teknik, etken maddenin
ve polimerin organik bir ¢oziicli (6rnegin, diklorometan, DCM, etil asetat) igerisinde
¢Oziilmesi ile yag (oil; O) fazi olusturulmasi ve uygun miktarlarda siirfaktan (6rnegin,
Poli-vinil alkol; PVA) igeren sulu bir fazda (water; W) emiilsifiye edilmesine
dayanmaktadir. Akabinde ¢6ziicli buharlastirilarak 6rnek santrifiijlenmekte ve ¢oken
nanopartikiiller kurumaya birakilmaktadir. Ciftli emiilsiyon tekniginde ise; tek fark suda
¢oziinebilen etken maddenin su fazin1 (W) olusturmasi ile baslamasidir ve bu teknik
tekli emiilsiyon tekniginin bir modifikasyonu olarak kabul edilmektedir (Danhier et al.,
2012; Jarai et al., 2020).

Hazirlanan polimerik nanopartikiil karakterizasyonu i¢in ¢esitli analizler yapilmaktadir.
Bunlar arasinda bu tez ¢alismasinda da kullanilan; fizyolojik ortamda bozunma hizi ve
dolagimda kalma gibi nitelikler kazandirmak amaciyla polimerik nanopartikiiliin boyutu
belirlenmektedir. Diger karakterizasyon c¢alismalari ise; zeta potansiyeli, ultraviyole
goriiniir  spektrofotometresi, taramali elektron mikroskobu ve atomik kuvvet

mikroskobu goriintiileri, FT-IR gibi analizler yer almaktadir.
2.7 Deneysel Tasarim

Geleneksel olarak cesitli deneylerde kullanilan monotetik analiz olarak bilinen OVAT
(one variable at a time; her seferinde bir degisken) analizi bir faktor belirli araliklarla
degistirilirken digerlerinin sabit tutulmasina dayanan ve her bir faktoriin denendigi bir
yaklasimdir. Bu yaklagimda g¢ok sayida deney yapilmasinin yani sira degerlendirme
caligmalarinda siirh kalmaktadir (Bowden, Pichler, & Maurer, 2019). Bu yaklasima
alternatif olarak gelistirilen deneysel tasarim (Design of Experiments; DoOE) cesitli
girdilerin yanitlara doniismesini saglamak ve degiskenler ile yanit arasindaki
etkilesimleri belirlemek igin kullanilmaktadir (Sekil 2.12) (Antony, 2014). Deneysel
tasarim siirecinde, Oncelikli olarak degiskenler, sabitler ve yanitlar belirlenmelidir.
Parametre secimleri genellikle 6n deneylere ve literatlir bilgisine dayanmaktadir

(Yerlikaya et al., 2013).
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Kontrol edilebilir defjiskenler

Girdi (ler) Gkt (Lar)

Y

) @) e (Z,)

Kontrol edilemeyen degiskenler

Sekil 2. 12 Deneysel tasarim yonteminin isleyisi (Antony, 2014)

Deneysel tasarim, faktorlerin ¢ikt1 veya yanita etkisini belirledigi, optimize {iriin eldesi
sagladigi, daha az test sayisina ragmen daha c¢ok veri analizi sayesinde zamandan ve
biitceden tasarruf ettirdigi ve Kkantitatif olarak modelleme sagladigr i¢in OVAT
yaklasimina gore daha avantajlidir (Brereton, 2003). Optimizasyon c¢alismasi;
calismanin amaglarinin tanimlanmasi, yanitlar: etkileyen faktorlerin taranmasi, deneysel
tasarim kullanilarak yanmit yiizeyi metodolojisi belirlenmesi, ilag dagitim sisteminin
tasarima gore formiillestirilmesi ve degerlendirilmesi, istatistiksel analizin yapilmasi
gibi adimlan izlemektedir (Vardhan et al., 2017). Deneysel tasarim Sekil 2.13teki gibi
iki sinifa ayrilmaktadir. Bunlar: screening design (eleme/tarama tasarimi) ve optimizing

desing (optimizasyon tasarimi).

\ Deneysel Tasanm ‘
[
[
Screening Design Optimization Design
(Eleme/Tarama Tasarimi) (Optimizasyon Tasarimi)

L Plackett-Burman > Box-Behnken

=t Fractionate factorial (Kesirli faktoriyel) > Merkezi Kompozit

£ Two-levelfull factorial (iki seviyeli tam faktoriyel) > 3-levelfactorial (3 seviyelifaktoriyel)

Sekil 2. 13 Deneysel tasarim yonteminin ¢esitleri

2.7.1. Plackett-Burman Deneysel Tasarim Metodu

Bu tasarim 1946 yilinda Robin L. Plackett ve J. P. Burman tarafindan gelistirilen bir

tasarim yontemidir. Cok sayida degiskeni minimum deneme sayisi ile tarama ve eleme
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imkan1 sunmaktadir. Bir baska deyisle amag¢ yanitla ilgili degiskenleri tespit etmektir.
Plackett-Burman deneysel tasartmi en yaygin kullanilan eleme tasarimidir. Bu
tasarimda N deney sayis1 olarak ifade edilir ve bu say1 4’lin katlar1 olmalidir. L seviyeyi
gostermektedir. Placket-Burman deneysel tasarim metodu iki seviyeli (1,-1)
tasarimlardir.Buna gore Esitlik (2.1) kullanilarak parametre sayisi belirlenmektedir
(Fukuda, Pinto, Moreira, Saviano, & Lourengo, 2018; No & Committee, 2013).

N-1
k=1 2.1)

Ik veya son satirlardaki tiim faktorler sabit tutularak matriks ¢izilmelidir (Sekil 2.14)
Ikinci satir generator (jeneratdr) olarak adlandirilmaktadir ve farkli sayida farkli
jenaratorler mevcuttur (Sekil 2.15). Matriks, ilk satir hari¢ siitunlar asagi bir satir

kaydirilarak olusturulur (Brereton, 2003; Leardi, 2013).

FAKTORLER

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X1
1 - R R R R R
2 + + - - + + + +
D 3 + + + - - + + +
E 4 + + - + - - + + +
N 5 + + + + - + +
E 6 + + + + - + +
Y 7 + + + - + + +
L 8 + + + R + + +
E 9 + + + + + +
R 10 + + + - + + +
1 + + + + - + +
12 + + + + + +

Sekil 2. 14 Deneysel tasarimda kullanilan matriks 6rnegi (Brereton, 2003)

N=8 e e o

N=12 R o

N=16 B T S e

N=20 B e el I
N=24 B e e s et et e

Sekil 2. 15 Deneysel tasarimda kullanilan jeneratorler (Leardi, 2013)

Olusturulan deney tasarimlarina verilen yanitlarin incelenmesi sonucu degiskenlerin

etkileri hakkinda yorumlar gelistirilmektedir.
2.7.2. Box-Behnken Deneysel Tasarim Metodu

Her faktér icin ii¢ seviye gerekir (-1,0,1) ve cevap ylizey deneysel tasarim

metadolojileri arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Vardhan et al., 2017).

Genellikle Placket-Burman gibi 6n tarama tasarimlarinin akabinde en etkili faktorler
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secildikten sonra optimize etmek i¢in tercih edilmektedir (A. De, Kuppuswamy, &
Jaiswal, 2019). Optimizasyon tasarimlari, her bir faktoriin Gi¢lincii dereceden cevap

yiizey modellemesine olanak saglamaktadir (Fukuda et al., 2018).
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3

MATERYAL VE METOT

3.1

Tez Cahismasinda Kullamilan Kimyasal Maddeler

ApopTag Plus Peroxidase In Situ Cat. No. S7101

Bakar (1) Kloriir- Sigma-Aldrich

Bovin Serum Albiimin

Diklorometan (DCM) — Merk

Dimetil Siilfoksit (DMSQO) — ChemCruz

Disodyum Fosfat Dihidrat — Sigma Aldrich

Dulbecco’s Medified Eagle Medium / F-12 Nutrient Mix (Ham)- Sigma Aldrich
EDTA-disodyum

Etil Alkol — Merck

Fetal Bovin Serum — Gibco

Hematoksilen Boya- Sigma Aldrich

Hidrojen peroksit- Sigma Aldrich

Hidroklorik Asit- Sigma Aldrich

Invitrogen AEC Substrate Kit

Invitrogen Histostain Plus Cat. No. 85-9043

Imersiyon Yagi — Olympus

Kapatma Medyumu — Lab Vision

Ksantin — Sigma Aldrich

Ksantin Oksidaz- Sigma Aldrich

L-Glutamine 200 mM (100x) — Gibco

MEBM Mammary Epithelial Cell Growth Basal Medium-LONZA
MEGM™ Mammary Epithelial Cell Growth Medium SingleQuots™ Kit-LONZA
Metafosforik asit- Sigma Aldrich

Metanol- Merck

Monosodyum Fosfat — Sigma Aldrich

Nitroblue Tetrazolium- Sigma Aldrich

PCNA Antikor — Santa Cruz

Penisilin - Streptomisin (PEST) — Sigma Aldrich
Poli(laktik-ko-glikolik asit) PLGA — Sigma Aldrich
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Polivinil Alkol — Sigma Aldrich

Sinapik Asit — Sigma Aldrich

SMART™ BCA Protein Assay Kiti

Sodyum Hidroksit — Sigma Aldrich

Sodyum Karbonat- Sigma Aldrich

Sodyum Kloriir — Sigma Aldrich

Sodyum Monohidrojen Fosfat- Sigma Aldrich
Sodyum sitrat- Sigma Aldrich

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide — Sigma Aldrich

Tiyobarbiitirik asit- Sigma Aldrich
Trikloroasetik asit- Sigma Aldrich
Tripan Mavisi — Sigma Aldrich
Tripsin EDTA — Multicell

Tez Cahsmasinda Kullamilan Cihazlar

-80°C Dondurucu - Thermo Scientific
Buzdolabi-Bosch

CO; inkiibator — N- Biotek Nb-203 XL
Coklu Kanalli Manuel Otomatik Pipet — Thermolab
Coklu Manyetik Karistirici- IKA

ELISA Okuyucu — BioTek Powerwave XS2
FT-IR Thermo Scientific Nicolet iS10
Hassas Terazi — Shimadzu

Isik Mikroskobu

Karistiricihi Isitici — Isolab

Laminar Kabin — Hedlab X-Bio Class-II
Liyofilizator — Telstar Cryodos

Mini Santrifiij Cihaz1 — Hermle Z 206 A
Otoklav- Hermle

Peristaltik Pompa — Masterflex Core Palmer
pH Metre — Hanna

Pipet 0,2- 2 ul — Thermo Lab

Pipet 100 — 1000 pl — Thermo Lab
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. Pipet 10-100 pul — Rainin
. Pipet 20 — 200 pl — Rainin
. Pipet 2-20 pl — Rainin

. Saf Su Cihaz1 — Sartorius Arium Pro

. Santrifiij Cihaz1 — Beckman Coulter Allegra X-30 R
. Sivi Azot Tanki — International Cryogenics, Inc. 20R
. Sonikator — Bandelin Sonoplus

. Taramali Elektron Mikroskobu — ZEISS EVO LS10
. Ters Floresan Mikroskop — ZEISS AxioVert01

. Ultrasonik Su Banyosu — Bandelin Sonorex

. UV-Vis Spektrofotometre — Shimadzu UV-1800

. Vorteks — Velp

. Zeta Sizer — Malvern ZEN 3600 Nano iS10

3.3 Tez Cahsmasinda Kullanilan Sarf Malzemeler

. 6, 24 ve 96 Kuyucuklu Plate-NEST
. Beher-ISOLAB

. Flask 25 ve 75 cc’lik-NEST

. Ince Uglu pense

. Kriyotiip-ISOLAB

. Lam-Lamel-ISOLAB

. Parafilm-Bemis

. Serolojik Pipetler-SPL Life Sciences
. Steril Falkonlar-ISOLAB

. Steril Siringa

. Siseler-Schott DURAN

. Thoma Lami-Isolab

. Yuvarlak Lamel- Marienfeld

3.4  Sinapik Asit Yiiklii Nanopartikiil Sentezi

Sinapik asit yiiklii PLGA nanopartikiil (SaNP) sentezi tekli emiilsiyon ¢oziicii ugurma
yontemi ile Sekil 3.1°deki islem basamaklar1 takip edilerek gergeklestirilmistir.

Organik faz eldesi icin PLGA molekiili organik bir ¢oziicii olan 0,5 ml diklorometan
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(DCM) iginde, sinapik asit molekiili ise 1 ml etil alkol, 1 ml DCM igerisinde
cozildiikten sonra her iki ¢ozelti birbirine karistirnlmistir. Hazirlanan organik faz
polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi tizerine peristaltik pompa kullanilarak farkli akis
hizlarinda damla damla eklenmistir. PVA deneysel tasarim metodu igin farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Organik fazin sulu faz igine iyice dagilmas: ve
bunun sonucunda tekli emiilsiyon eldesi i¢in karigim buz banyosunda sonikasyona tabi
tutulmustur. Sonikasyon sonras: olusan karisim seyreltik PVA ¢ozeltisi (%0,1) iizerine
peristaltik pompa yardimiyla eklenmis ve sonrasinda organik coziiciilerin ugurulmasi
icin oda sicakhiginda manyetik karistiricida karistirilmistir. Ornekler santrifiij edildikten
sonra ve birka¢ defa ultra saf su ile yikanmis ve st faz sinapik asit analizi igin
toplanmis, elde edilen nanopartikiiller ise liyofilizatorde (-70 °C, 0,01 mbar basingta)
gece boyunca kurutulmustur. Kuru olarak elde edilen nanopartikiiller analiz edilmek
iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Organik Cozelti
(PLGA Polimeri ve Sinapik Asit)

Sinapik Asit Yiiklii
Nanopartikiil

‘ _ _
I Kanstirma Cozicii Saflastirma
Ucurma

Sulu gozelti (PVA) /o Emiilsiyonu

Sekil 3. 1 Tekli emilsiiyon ¢6ziicii buharlagtirma yontemi ile SaNP iiretilmesi

Nanopartikiil igerisine yiiklenen etken madde miktarini saptamak igin nanopartikiiliin
santrifiij sonras: elde edilen iist fazlar: kullamlmstir. ilk santrifiij sonras: ve yikama
sonrasi elde edilen iist fazlar toplanmis, 306 nm’deki absorbans degeri okunmus ve
okunan absorbans degerleri kullanilarak iist fazdaki Sa miktar1 hesaplanmigtir. Ust
fazdaki Sa miktar1 énceden hazirlanan kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplanmistir. Ust
fazdaki Sa miktar1 ve baslangigtaki Sa miktar1 Esitlik (3.1)’de yerine konularak Sa igin
enkapsiilasyon etkinligi indirekt yontem ile saptanmstir. Sa yiikleme verimi (DL) ise
nanopartikiil icerisindeki Sa miktar1 ve kati olarak elde edilen nanopartikil miktar:
kullanilarak Esitlik (3.2) yardimi ile hesaplanmistir. Uretilen nanopartikiillere ait

reaksiyon verimi (RV) ise Esitlik (3.3) kullanilarak hesaplanmistir.

25



Nanopartikil igindeki sinapik asit miktari (mg)

EE(%) = x 100 3.1
( /0) Kullanilan sinapik asit miktart (mg) ( )
Nanopartikiil icindeki sinapik asit miktart (m,
DL (%) = Manopartialiy tpik as ™9 410 (3.2)
Elde edilen nanopartikiil miktari (mg)
Elde edilen nanopartikil miktart (m
RV(%) = P (:9) x 100 (3.3)

Nanopartikiil sentezinde kullanilan PLGA+Sinapik asit miktari (mg)

3.4.1. Optimize Nanopartikiil Sentezi

Plackett Burman ve Box Behnken deneysel tasarim metodlarini takiben programin bir
¢iktist olarak minimum boyutlarda, enkapsiilasyon etkinligini maksimize eden optimum
parametreler ile nanopartikiil elde edilmistir. Optimize nanopartikiil eldesi i¢in 80 mg
Sinapik Asit 1ml etil alkol, 1 ml DCM igerisinde ve deneysel tasarim ¢iktis1 olarak
belirlenen 116,73 mg PLGA ise 0,5 ml DCM ile ¢oziinmistiir. Daha sonra iki ¢ozelti
karistirilmis ve deneysel tasarim metodu optimum noktas: olarak degerlendirilen ikinci
parametre olan sonikasyon giicii %96,72 ye ayarlanarak 5 ml PVA ¢ozeltisi (% 1,5)
tizerine peristaltik pompa yardimiyla sabit akis hizinda (akis hizi 1: 5 ml/dKk)
eklenmistir. Karisim sonikator cihazi ile ve 90 sn siire ile sonike edilerek emiilsiyon
elde edilmistir. Bu emiilsiyon daha sonra manyetik karistiricida karistiriimakta olan 35
ml % 0,1 PVA c¢ozeltisi igine peristaltik pompa ile sabit akis hizinda (akis hiz1 2: 2
ml/dk) eklenmistir. Nanopartikiil ¢ozeltisi, enkapsiilasyon etkinligini ve boyutunu
etkileyen parametrelerden biri olan manyetik karistiricida hizi 995,62 rpm olacak
sekilde 3 saat boyunca karismasi sonucu organik ¢oziiciiniin buharlasmasi saglanmustir.
Nanopartikiilleri ¢oktiirmek igin 9000 rpm’de 40 dk santrifij islemi uygulanmis ve
coktiirme sonrasi elde edilen nanopartikillerin dis yiizeyinde bulunan surfaktan (PVA)
kalintilarin1 uzaklastirmak igin 35 ml saf su ile 3 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi ile ilag yiikleme miktari hesaplanmis ve karakterizasyon

¢alismalar yapilmstir.
3.5 Sinapik Asit Yiiklii Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Her sentezlenen polimerik nanopartikiillerin boyut ve zeta potansiyel analizleri 4,0 mV

He-Ne lazer lamba (633 nm) ile donatilmis Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
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UK) cihazinda, Dinamik Isik Sagilmas: Yontemiyle 25 °C’de +0,1 °C hassasiyet ile 3

tekrarl gergeklestirilmistir.

FT-IR analizi ise; Thermo Scientific Nicolet iS10 cihazi kullanilarak 3 tekrarl olarak

analiz edilmistir.

Morfolojik incelemeler, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) tarafindan gergeklestirilmistir. SEM analizi; iletkenligi bulunmayan
polimerik nanopartikiillere altin ile kaplama islemi yapilarak 10 kV altinda 60.000X
biyiitme orani ile Carl-Zeiss EVO LS10 cihazinda, TEM analizi ise; temassiz analiz

yontemi ile Shimadzu Scanning Probe Microscope-SPM 9600 cihazinda yapilmustir.
3.6 Invitro Salm Calismasi

Oncelikle PBS tamponu hazirlanmistir. Bunun igin 0,24g monosodyum fosfat, 0,36g
sodyum monohidrojen fosfat ve 0,12 g sodyum kloriir tartilmis, tizerine 200 ml su
eklenerek manyetik karistiricida homojen olmasi saglanmig ve pH’t 7.4 olarak
ayarlanmigtir. In vitro salimi inceleyebilmek igin optimize nanopartikiilleri hazirlanan
fosfat tamponu igerisinde 37 °C’ de, yatay olarak ¢alkalamaya (200 rpm) birakilarak
giinliik salim izlenmistir. +4 °C’de 10000 rpm’de, 20dk olacak sekilde santrifiij edilerek
ust fazlari toplanmistir.306 nm’de daha Once cizilen sinapik asit standart egrisi

yardimiyla sinapik asit miktart hesaplanmig ve 60 giin boyunca takip edilmistir.
3.7 Hiicre Kiiltiirii Calsmalarn

Hiicre kiiltiirii galismalarinda MCF-7 ve MCF10A hiicre hatlari kullanilmigtir. MCF-7
hiicre hatti, Michigan Cancer Foundation (Michigan Kanser Vakfi; MCF) tarafindan
desteklenmesine ve izole eden aragtirmacinin bir kanser hiicre hatti olusturmaya yonelik
yedinci girisimine istinaden bu ad1 almistir (A. V. Lee, Oesterreich, & Davidson, 2015).
60’11 yaslarin sonlarinda invaziv karsinomu olan bir kadinin plérezisinden izole edilen
bu meme kanseri hiicre hatt1 (Soule, Vazquez, Long, Albert, & Brennan, 1973), 6strojen
reseptoriinii eksprese etme ve stabilitelerini koruduklari igin arastirmalarda siklikla
kullaniimaktadir (Hathout, Gehrmann, Chertov, & Fenselau, 2004).

MCF10A hiicreleri ise, neoplastik olmayan insan meme epiteryal hiicrelerinin modifiye

edilmis halidir. Diploit karyotipe sahip bu hiicre hatti, 6liimsiiz olmalar1 ve kiiltiire
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edilmeleri nedeniyle in vitro deneysel calismalarda tercih edilmektedir (Imbalzano,
Tatarkova, Imbalzano, & Nickerson, 2009).

Sivi azotta dondurularak muhafaza edilen MCF-7 ve MCF10A hiicre hatlari, sivi azot
tankindan c¢ikarilarak 25 °C’deki steril su icerisinde ¢oziilmis ve akabinde 15 ml MCF-
7 hticre hatt1 icin DMEM+F12, L-glutamin, Penisilin-Streptomisin ve %10 FBS igeren,
MCF10A hiicre hatti1 icin MEMB, Lonza kiti, L-glutamin, Penisilin-Streptomisin ve
%10 FBS iceren falkon igerisine ve hizli bir sekilde alinmistir. Falkon igerisindeki
hticreler 5 dk boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak kalan pellet
tizerine her bir hiicre hatt1 i¢in uygun tamamlanmis besiyerleri eklenerek hiicrelerin
homojen dagilmasi igin yavasca ve dikkatli sekilde pipetaj yapilmistir. Hiicrenin
yogunluguna bagli olarak uygun santimetrekiipliik flask igerisine hiicreler ekilmistir.
Flask igerisine ekilen hiicrelerin inkiibasyonu 37 °C’de, %5 CO; iceren inkiibatorde
gerceklesmistir. Mikroskopta incelenen hiicreler flask yiizeyini %80 oraninda kapladig:

esnada pasajlama iglemi yapilmistir.

Pasajlama isleminin ilk basamaginda flaski 6lii hiicrelerden ve tamamlanmis
besiyerinden uzaklastirmak i¢in PBS (7,4 pH) ile yikama yapilmistir. Flask yiizeyine
yapisan hiicrelere tripsin-EDTA ile muamele edilerek birka¢ dakika boyunca inkiibatore
birakilmistir. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildiklari mikroskop altinda incelenerek
tespit edildikten sonra yaklasik 15 ml kadar tamamlanmis besiyeri igeren steril falkon
igerisine aktarilmig 5 dk boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi
siipernatant uzaklastirilmis ve pelletlerin lizerine tamamlanmis besiyeri eklenip yavasca
pipetaj yapildiktan sonra hiicreler, iki yeni flaska taze tamamlanmis besiyeri eklenerek
esit olarak bolistiiriilmiistiir. Flaska ekilen hiicrelerin inkiibasyonu ayni kosullar altinda

gergeklesmistir.

Deneylerde pasajlanan hiicreler kullanildiktan sonra kalan hiicreler hazirlanilan
dondurma soliisyonu ile baska deneylerde kullanilmak iizere dondurulmustur.
Dondurma soliisyonunu (freezing medium) hazirlamak i¢in DMSO ve FBS 1:9 oraninda
steril bir falkon igerisine eklenir. Hazirlanan bu soliisyon hiicrelere tripsin eklenip
kaldirilip, santrifiij (5dk,1000rpm) sonrast siipernatanti atilan falkon igerisinde kalan
hiicrelere eklenmis ve hiicreler 10° hiicre/ml olacak sekilde kriyotiiplere aktarilmistir.

Kriyotiipler kademeli olarak sogutmast igin kriyo sogutma kabi icerisine almarak -80 °C
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olan dondurucuya atilmis ve bir giin boyunca bekletilmistir. Takip eden giinde -80

°C’den almarak kriyo tiipler s1v1 azot tankina gecirilmistir.
3.7.1. MTT Yontemi

Optimize Sa yikli nanopartikillerin insan meme kanseri MCF-7 ve tumorijenik
olmayan insan meme epitelyal MCF10A hiicre hatlar: tizerindeki sitotoksik etkisi MTT
(3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) yontemi ile belirlenmistir. Bu
yontem Mosmann tarafindan tanimlanmis, Alley ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmistir. Mitokondriyal dehidrogenaz enzimi sar1 renkli, suda ¢oziinebilen bir tuz
olan MTT tuzunu, suda ¢6ziinmeyen formazana indirgeyerek mor renkli kristaller
ortaya ¢ikmaktadir. Dimetil siilfoksit (DMSO) ile muamelesi sonucu ¢oziilen formazan
kristalleri canliigmn o6lgiitii olarak kantitatif olarak ELISA okuyucuda kalorimetrik
yontemle hesaplanabilmektedir (Razavi, 2017).

Bu tez calismasinda pasajlanarak elde edilen yeterli sayida MCF-7 ve MC10A
hiicrelerinin her biri ayr1 ayri islem gérmiis ve her iki hiicre hatt1 igin de ayn1 adimlar
izlenmistir. Oncelikli olarak hiicreler PBS ile yikanmis, tripsin-EDTA ile kaldirilmis
akabinde santrifiij edilerek bir falkon igerisinde pellet seklinde elde edilmistir. Pellet
¢ok az bir miktar besiyeri ile ¢oziilerek 1:1 oraninda hiicre siispansiyonu ve tripan
mavisi alinarak thoma lamina aktarilmis ve sonrasinda mikroskop altinda sayimi
yapilmustir. Hiicreler sayim sonrast hesaplanan miktar besiyeri igerisinde yavasca
pipetaj yapilarak homojen dagilmasi saglanmis ve 96 kuyulu mikroplaklarin her bir
kuyucuguna 10* hiicre/ml’de olacak sekilde ekilmistir. 24 saat boyunca inkiibasyona
(%5 CO,, 37 °C) birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi toksik etkileri incelenecek olan Sa ve
optimize SaNP formiilasyonlar1 50-100-200-300-400-500-600-700-800-900-1000 pg/ml
konsantrasyon araliginda siispanse edilerek kuyucuklara eklenmistir. Mikroplaklar 24,
48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi dolan hiicreler faz kontrast
mikroskopta incelenerek meydana gelen degisiklikler tespit edilmis ve kontrol
gruplaryla karsilastirilmistir. Incelenen hiicrelerin besiyerleri gekilerek, iizerine MTT
soliisyonundan 50 ul eklenmistir. 3 saat inkiibe islemi sonrasinda kuyucuklardan MTT
boyast ¢ekilerek 100 pul DMSO eklenmistir. Mikroplaklar ELISA ile 570 nm’de

okutularak sonuglar hesaplanmistir. Deney 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Almnan olgiimlerin her bir konsantrasyon grubu i¢in % olarak canlilik oran: Esitlik (3.4)
kullanilarak  hesaplanmigtir. Hesaplama sonucunda hiicrelerin  ICsp  degerleri

belirlenmistir.

OD570(6rnek)

0 = OD570(kontrol
% Canlilik 0D570(kontrol)

x100 (3.4)

3.7.2. Hiicre Proliferasyon Testi

Optimize edilen nanopartikillerin MCF-7 ve MCF10A hiicrelerindeki proliferasyonu
immiinositokimyasal olarak Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA) antikoru
kullanilarak cahsilmistir. Ug 6zdes polipeptit iiniteden olusan 36 kDa’lik bir protein
olan PCNA’nin okazaki fragman: islemede, DNA replikasyonunda, onarilmasinda,
hasar toleransinda ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorev aldigi bilinmektedir.
Boylece memeli hiicrelerinde PCNA, cesitli reaksiyonlarin kontroliinde kilit bir rol
oynadigi goriinmektedir (Boehm et al., 2016; Kitamoto et al., 1993; Maga & Hiibscher,
2003). PCNA ekspresyonu, interfazin G1/S evrelerinde maksimum seviyesine ulasir,
mitoz sirasinda ise disiis gostermektedir. Bu nedenle, PCNA, hiicre dongiisiinin Gy / S
fazlar1 icin endojen bir histolojik marker olarak gorev yapar. PCNA ekspresyonu ile
mitotik aktivite ve tiimor arasinda bir iliski oldugunu calismalar gostermektedir. Bu
sebeple hiicredeki proliferasyon diizeyi bu yontemle belirlenmektedir (Kitamoto et al.,
1993; Kubben et al., 1994).

Bu tez caligmasinda pasajlanarak elde edilen yeterli sayida MCF-7 ve MC10A hiicrenin
her biri ayr1 ayri islem gérmiis ve her iki hiicre hatt1 i¢in de ayni adimlar izlenmistir.
Uygulamadan once yuvarlak lameller steril edilmis ve 24 kuyucuklu plate icerisine
yerlestirilmistir. Her yuvarlak lamelin iizerine 10* hiicre/ml olacak sekilde MCF-7 ve
MCF10A hiicreleri ekilmis ve bir giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Farkh
konsantrasyonlarda (100-150-200 pg/ml) Sa ve SaNP, ekilen hiicrelere verilmistir.
Uygulanan dozlarin ardindan hiicreler 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistr.
Inkiibasyon siiresi doldugunda hiicre, besiyerini uzaklastirmak amaciyla PBS ile
yikanmis ve ardindan -20°C’deki metanol ile fikse edilmistir. Invitrogen histostain plus
kiti kullanilarak prosedir orneklere uygulanmistir. Tiim islemler yatay calkalayici
tizerinde gergeklesmistir. Her bir ornege kit icerisinde bulunan serum blocking
soliisyonundan (A soliisyonu) 6 damla eklenerek 20 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe
edilmistir. 1:300 oraninda PBS ve PCNA antikoru eklenerek bir gece boyunca +4°C’de
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inkiibasyona birakilmis ve bir giinliik inkiibasyonun ardindan 6rnekler 5 dk boyunca 3
tekrarli olacak sekilde yikanmistir. Yikama isleminin ardindan sekonder antikor (B
antikoru) eklenerek 20 dk boyunca oda 1sisinda inkiibasyona birakilan érnekler PBS ile
5 dk, 3 tekrarli olarak yikanmis, ardindan Streptavidin-peroxidase (C soliisyonu; HRP)
eklenerek 20 dk boyunca oda isisinda tekrar inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrast PBS ile ¢ tekrarli yikama asamasi tekrarlanmis, ardindan spesifik renk
reaksiyonu igin hiicrelere AEC kromojen Kkiti ve hematoksilen ile zit boyama
yapilmistir.  Boyanan hiicreler yuvarlak lamellerle birlikte kapatma medyumu
damlatilmig bir lam tizerine alinarak 1s1ik mikroskobunda 10 farkl: alandaki boyanan
hiicreler sayilmistir. Hiicre proliferasyonu Esitlik (3.5)’e gore hesaplanmistur.

. .. . isaretlenen hiicreler
Proliferasyon Yuzdesi (%) = - s - x100 (3.5)
isaretlenen+isaretlenmeyen hiicreler

3.7.3. TUNEL Testi

Optimize edilen nanopartikiillerin MCF-7 ve MCF10A hiicrelerindeki apoptotik etkileri
TUNEL(Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz aracili  dUTP-Biotin Nick Ug-
Etiketleme) yontemi kullanilarak calisilmistir. Bu yontem hiicre yasam dongiisiinde
onemli bir yere sahip olan apoptozun tespitini mikroskop veya sitometri ile yapilan
incelemeler sonucu DNA kiriklarinin tespitine dayanmaktadir. Apoptotik hiicrelerde
kesilen DNA zincirinin 3’OH-ucu serbestlesir, primer olarak islev goriir. Serbestlesen
bu ug eksojen terminal deoksiniikleotit transferaz (TdT) tarafindan etiketlenir
(Darzynkiewicz, Galkowski, & Zhao, 2008). Akabinde, Streptavidin-horseradish
peroxidase (HRP) bu uca baglanarak, 3,3’-diaminobenzidine tetrachloride (DAB)
varhginda substrat olarak kullanilir ve boylelikle DNA kiriklar isaretlenmis, apoptotik

hiicreler de belirginlestirmis olur (Fiskum, 1996).

Bu tez caligmasinda pasajlanarak elde edilen yeterli sayida MCF-7 ve MC10A hiicrenin
her biri ayr1 ayr1 islem gérmiis ve her iki hiicre hatt1 i¢in de ayn1 adimlar izlenmistir.
Uygulamadan once yuvarlak lameller steril edilerek 24 kuyucuklu plate igerisine
yerlestirilmis, her yuvarlak lamelin tizerine 10* hiicre/ml olacak sekilde MCF-7 ve
MCF10A hiicreleri ekilmis ve bir giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Farkh
konsantrasyonlarda (100-150-200 ug/ml) Sa ve SaNP ekilen hiicrelere verilmistir.

Hiicreler 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi doldugunda hiicre,
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besiyerini uzaklastirmak amaciyla PBS ile yikanarak -20°C’deki metanol ile fikse
edilmigstir. Bir lam dzerine yuvarlak lameller hiicreler islem gorecek sekilde
yerlestirilmistir. PBS ile muamele sonrasi Apoptaq Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kiti (Cat. No. S7101) 6rneklere uygulanmistir. Bunun igin her bir érnege kit
icerisinde bulunan Equilibration tamponundan 50 pl olacak sekilde eklenmis ve 2
dakika bekletilmistir. Sonrasinda her bir 6rnege 70 ul reaksiyon tamponu ve 30 pl TdT
enzimi eklenerek 37 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. 1 saatin sonunda 10 dk
boyunca durdurma soliisyonu (Stop/wash) ile muamele edilen hiicrelere daha sonra PBS
ile 1 dk boyunca 3 tekrarli yikama yapilmistir. Akabinde, 50 pl Anti-digoxenin
peroksidaz eklenerek 30 dk oda 1sisinda bekletilmistir. 2 dk boyunca PBS ile 4 tekrarl
yikama yapilmistir. Yikama sonrasi 98 ul DAB dilusyon buffer tizerine 2ul DAB
eklenerek substrat hazirlanmis ve spesifik renk reaksiyonu igin her bir 6rnege
uygulanmigtir. Zit boyama igin drneklere hematoksilen ile muamele edilmis, hiicreler
kapatma mediumu ile kapatilarak 1sik mikroskobunda 10 farkli alanda isaretlenen

hiicreler sayilmistir. Apoptoz yiizdesi Esitlik (3.6)’daki denklem ile hesaplanmstir.

isaretlenen hiicreler

Apoptoz Yiizdesi (%) = x100 (3.6)

isaretlenen+isaretlenmeyen hiicreler

3.8  Oksidatif Stres ve Antioksidan Calismalar

Total protein hesaplamak, akabinde MDA diizeyi ile oksidatif stresi belirlemek ve
antioksidan deneyleri SOD, GSH, Katalaz aktivitelerini 6lgmek icin 6ncelikle MCF-7

hticre lizatlari hazirlanmustir.
3.8.1. MCF-7 Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

25 cm2’lik flasklarda kiiltiire edilen hiicrelere 24. ve 48. saatler i¢in 100-150-200 pg/ml
Sa ve SaNP uygulanmis, her bir grubun kontrol hiicreleri de ayri olarak Kiiltiire
edilmistir. Inkiibasyon sonras: hiicrelerin besiyerleri toplanarak hiicrelere Tripsin-
EDTA eklenmis ve hiicrelerin kalkmasi saglanmistir. Kalkan hticreler 5 ml PBS
icerisine alinarak 5 dk 1000 rpm’de santrifiij edilmis, santrifiij sonrasi st fazlar

toplanarak pellet 1 ml PBS icerisine alinip -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.8.2. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini SMART™ BCA Protein Assay Kiti kullanilarak tespit edilmistir.

Oncelikle kit icerisinde bulunan BSA ¢ozeltisi kullanilarak protein standart egrisi
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hazirlanmistir. Ardindan 6rnekler analiz edilmis, her bir numuneden 25 pl alinarak 96
kuyucuklu platelere sirastyla eklenmistir. Orneklerin iizerine Kit icerisinde bulunan A ve
B ¢ozeltilerinin 50:1 oraninda karistirilmasi ile hazirlanan ¢6zeltiden 200 ul eklenerek
30 saniye boyunca calkalayicida karistirilmistir. Plate 37°C’de 30 dakika boyunca
inkubasyona birakilmis, inkiibasyon sonrasinda plate oda sicaklhiginda sogutularak 562
nm’ deki absorbans degerleri ELISA okuyucuda okunarak belirlenmistir. Protein

miktarlaru BSA ile hazirlanan standart egri dikkate alinarak hesaplanmistir.
3.8.3. MDA Diizeyinin Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonu tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyon veren bilesiklerin
(TBARS, “thiobarbituric acid reactive substances”) belirlenmesine dayanan
spektrofotometrik bir yontemle olgtilmistir (Aust, 1994). Malondialdehit (MDA);
hiicre zar1 tzerinde gergeklesen, serbest radikallerin saldirdigi lipit peroksidasyon
triinlerinden biridir ve hiicre hasarinin dolayl olarak dl¢iilmesini saglar. Tiimorijenezin
en onemli unsurlarindan biri olan MDA, hiicre zari yapisint tahrip edebilir, DNA
parcalanmasina, yeniden diizenlenmesine, ¢apraz baglanmasina neden olabilir ve

apoptozu hizlandirabilir (Wen et al., 2013).

Lipit peroksidasyon son irini olan malondialdehit tayini yapilirken ; %215’lik
Trikloroasetik Asit ve %3,75’lik Tiyobarbiitirik Asit kullanilarak TCA/TBA reaktifi
hazirlanmis, 0,1 ml hiicre lizat: iizerine 0,2 ml reaktif eklenerek 15 dk 100 °C’de
kaynatilmigtir. 3000 g’de 5 dk santrifiij edilen 6rneklere 532 nm’de okuma yapilmastir.
Orneklerin TBARS igerigi belirli miktarlarda (0,82; 1,23; 1,64, 2,46; 3,28 pg)
malondialdehit (MDA, 1,1,3,3-tetrametoksipropan) iceren c¢ozeltilerin deney sonundaki

absorbans degerlerine gore cizilen standart grafik yardimiyla hesaplanmastir.
3.8.4. SOD Enziminin Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin 6l¢timiinde, spektrofotometrik olarak Sun’un
yontemi kullanilmistir (Sun, Oberley, & Li, 1988). SOD; serbest radikaller ve oksidatif
strese kars1 ilk savunmay gergeklestirir. Memelilerde sitoplazmik Cu / ZnSOD (SOD1),
mitokondriyal MnSOD (SOD?2) ve hiicre dis1 SOD (ECSOD, SOD3) olmak {izere ii¢
izoformu bulunur (Zalewska-Ziob et al., 2019). Biyokimyasal yontemde, ksantin-
ksantin oksidaz, O, olusturmak igin kullanilir ve nitroblue tetrazolium (NBT) azalmasi,

O, iretiminin bir gostergesi olarak kullanilir. SOD, O, igin NBT ile rekabet eder ve
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dolayisiyla NBT azalmasinin yiizde inhibisyonu, mevcut SOD miktarinin olgiisiini verir
(Weydert & Cullen, 2010). Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi iki asamali kimyasal
bir reaksiyon ile gerceklesir. Bu reaksiyon, superoksit dismutaz enziminin prostetik
grubu ile stiper oksit anyonu bir proton edinen ve molekiiler oksijeni serbestlestiren
stiperoksit anyonuna baglanan enzimin (Fe2+, Cu+ ve Mn2+) okside olmasi ile baslar.
Enzimin indirgenmis formu H,O,’yi serbest birakmak ve oksitlenmis formuna geri
donmek igin ikinci superoksit anyonu ve protonu baglar. Metal iyon merkezi daha
negatif yiikli olmasina ragmen, ikinci siiperoksit anyonunun baglanmasi notr pH’a
sahip ortamda ayni alanda toplam yiik ile mimkiindiir. Boylece siiperoksit anyonunun
hidrojen peroksite doniisiimii katalize edilir (Johnson et al., 2008).

MCF-7 hiicre kiiltiir ortamindan her bir 6rnek iizerine 0,3 mM Ksantin, 0,6 mM EDTA-
disodyum, 150 pg/mL NBT, 400 mM Na2CO3 ve 1 mg/ml BSA gerekli oranlarda
kullanilarak reaktif ¢ozeltisi hazirlanmis, daha sonra her bir 6rnek igin 500 pl lizat
tizerine 2,45 ml reaktif karigimi ve 50 ul ksantin oksidaz eklenmistir. Tapler 25°C’de 20
dakika inkiibe edildikten sonra her bir tipe 1 ml CuCl, eklenerek reaksiyon
durdurulmus ve 560 nm’de distile suya kars1 absorbans élgiimii yapilmistir. Esitlik (3.7)
ve (3.8)’de SOD aktivitesine ait % inhibisyon degerleri ve spesifik aktivite tayini

hesaplama yontemleri verilmistir.

. : Ly Korin absorbansi—Testinabsorbanst
Yiizde Inhibisyonu = x 100 3.7)

Korin absorbansu

Spesifik aktivite (SA) _ Koriun absorbansi—Testinabsorbanst x 20 (38)

Korun absorbansu

Hesaplama yaparken 1 tinitelik aktivitenin %50 inhibisyon yaptig: distinilmiis, aktivite

BCA yontemiyle elde edilen proteine gore tinite/mg protein olarak hesaplanmustir.
3.8.5. Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

Glutatyon; glisin, sistein ve glutamik asit olmak iizere ii¢ aminoasitten olusan, disiik
molekiil agirlikl bir bilesiktir. Insan viicudunda bulunan glutatyon formlari; en sik
rastlanilan indirgenmis glutatyon (GSH) ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) seklindedir
(Mironczuk-Chodakowska, Witkowska, & Zujko, 2018). GSH’in o6nemi normal

kosullar altinda hiicresel redoks ortaminda ve stresin baslangicinda gérev almasidir.
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GSH, stresin sinyallemesi i¢in temel saglar. Redoks diizenlemesine ek olarak tiyol (SH)
grubu nedeniyle de hiicre dongisiiniin diizenlenmesinde rol almaktadir (Blokhina,
Virolainen, & Fagerstedt, 2003). Glutatyon; peroksidaz sirasinda olusan okside
glutatyonu, rediikte glutatyona doniistiiriirek dolayli olarak antioksidan aktivite gosteren
bir enzimdir. Okside glutatyon, normal sartlar altinda birikmeyip sadece oksidatif stres
s6z konusu olunca birikmektedir (Akyol, 2004). Bu yontem; hafif alkali ortamda, 5.5
ditiyobis-2-nitrobenzoik asidin (DTNB, Elman's reagent) orneklerdeki alifatik tiyol
bilesikleriyle reaksiyonu sonucu her molekiil tiyol basina olusan p-nitro fenol anyon
miktarinin spektrofotometrik olarak olciilmesi esasina dayanmaktadir (Berridge, Tan,
McCoy, & Wang, 1996).

MCEF-7 hiicre kiiltiir ortaminda rediikte glutatyon tayini yapilirken;

-0,2 M metafosforik asit, 2,7 mM EDTA-disodyum tuzu ve 5 M NaCl iceren

proteinsizlestirme ¢ozeltisi,
-0,3 M Na2HPO4 igeren Fosfat Tamponu,

-%1’lik Na-sitrat icerisinde ¢oziinmiis olan DTNB ile hazirlanan Ellman Reaktifi

kullanilmastir.

0,2 ml lizat tizerine 0,3 ml proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklenerek 5 dk oda sicakliginda
bekletilen 6rnekler 2000 g’de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatandan 50 pl alinarak
tizerine 0,2 ml fosfat tamponu, 25 ul Ellman Reaktifi eklenerek 412 nm’de absorbans
degerleri okunmustur. Bu degerlerin png GSH Karsiliklart belirli miktarlarda (0,1-0,25-
0,5-1-2-3-4-5-10-20-30-40-50 ng) GSH iceren ¢ozeltilerin 412 nm’deki absorbans

degerlerine gore cizilen standart grafik yardimiyla hesaplanmstir.
3.8.6. Katalaz Aktivitesi

Katalazlar (CAT), hidrojen peroksit oksidasyonu ile yan iiriin olarak molekiiler oksijen
retir. Enzimin aktivitesi, tic temel alanin yapisal konformasyonuna baghdir. Enzimin
aktif bolgesindeki hem parcasina, NADPH baglayict domainde baglanmis, indirgenmis
bir NADPH ve tetramerizasyon sirasinda uzun peptid halkalarinin i¢ ice gegmesi ile
olusturulan kompleks bir ikincil yapilara bagl olarak ti¢ boyutlu yapisi diizenlenir
(Heck, Shakarjian, Kim, Laskin, & Vetrano, 2010). H,O,'nin degradasyonu, 2 katalaz-
ferrikatalaz (su ile koordine edilmis demir) ve bilesik | (bir oksijen atomuyla
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komplekslenmis demir) arasinda doniisiim yoluyla gergeklestirilir. Katalaz ayrica,
molekiiler suya indirgenen H,O, tarafindan enzimin oksidatif inaktivasyonunu (bilesik
II'nin olusumu) 6nlemek i¢in NADPH'yi bir indirgenme degeri olarak baglar. Katalaz
enziminin aktivitesi de pH 7.0 ve 25°C’de H,0, tiiketilmesi sonucu meydana gelen
absorbans degisimlerinin gozlenmesiyle belirlenen bir yontemdir (Birben, Sahiner,
Sackesen, Erzurum, & Kalayci, 2012).

Katalaz enziminin aktivitesi i¢in pH 7,0’de 50 mM fosfat tamponu hazirlanmistir. Kor
olarak kulanilan fosfat tamponu igerisine H,O, eklenerek 240 nm’de 0,500’¢ absorbans
degeri ayarlanmis, daha sonra hazirlanan H,O, igeren fosfat tamponu kor olarak
kullanilarak her 5 pl’lik 6rnek igin kuvartz kiivetlerde degisen zamanlarda 240 nm dalga
boyunda verilen absorbans degisim degerlerine bakilmistir (Aebi 1984). Sonuglar
ekstinksiyon katsayisina gore hesaplanmis, hem katalaz aktivitesi (U/ml) hem de
spesifik Kkatalaz aktivitesi (U/mg) Esitlik (3.9) ve (3.10)’daki denklemlerle

hesaplanmistir.

AA V(toplam) (3 9)

Katalaz Aktivitesi(U/ml) = soammem X V(ornel)

Spesifik Katalaz Aktivitesi (U/mg) = Katalaz Aktivites! (3.10)

mg protein miktari

3.9 Ilstatistiksel Analizler

Istatistiksel analiz, GraphPad Prism yazilimi siirim 6 (GraphPad Yazihmi, La Jolla,
CA) kullanilarak yapilmistir. Hiicre proliferasyonu ve apoptoz analizi igin istatistiksel
farklhiliklar1 hesaplamak i¢in Two-Way ANOVA testi kullanilmistir. 1Cso degerleri
GraphPad Prism kullanilarak hesaplanmistir. Kontrol ve tedavi edilen gruplar arasinda
oksidatif stres ve hiicresel antioksidan aktivite 6l¢timleri arasindaki istatistiksel farklar
ANOVA testi ile analiz edilmis ve 0,05'ten kiigiik p degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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SONUCLAR VE ONERILER

4.1 Sinapik Asit Yiiklii Nanopartiikiil Sentezinde Kullanilan
Parametreler
Maksimum miktarda Sa igeren yiiksek yiikleme verimi ile nano boyutlu partikiillerin
hazirlanmas1 planlanmistir. Bu nedenle yiiklenebilecek en yiiksek miktardaki Sa
molekiiliiniin tespiti i¢in tiim degerler sabit tutularak bir tek sinapik asit molekiiliiniin
miktar1 degistirilerek sentezlenmistir. FT-IR analizleri ile incelenen degisen sinapik asit
miktarlarindan maksimum 80 mg yiiklenebilecegi tespit edilmistir. Az sayida deney
yapilarak ¢ok sayida veri elde etmeyi saglayan Plackett-Burman deneysel tasarimi igin
sabit parametreler belirlenmis ve 7 parametrede, iki seviyeli 8 adet deney tasarlanmustir.
Ayrica li¢ adet deney orta parametrelerde sentezlenmistir. Bu deneyler sonucunda en
etkili Sa enkapsulasyon verimi ve boyutunu etkileyen en etkili li¢ parametrenin
belirlenmesi planlanmistir. Sentezlenen 11 adet nanopartikiil igin Tablo 4.1°de verilen
parametreler kullanilmis, uygulanan deney plani Tablo 4.2°de gosterilmis ve sentezlere

ait veriler Tablo 4.3°de gosterilmistir.

Sinapik asit yiiklii nanopartikiillerin orta deger parametrelerinin sentezi i¢in 80 mg Sa 1
ml DCM ve 1 ml etil alkol icerisinde, PLGA (100 mg) polimeri ise 0,5 ml DCM
icerisinde ¢Ozllmiistiir. Daha sonra iki ¢ozelti karistirllmis ve olusan organik faz,
sonikasyon (%80 gii¢) altindaki 5 ml PVA ¢ozeltisi (% 1,5) lizerine peristaltik pompa
yardimiyla sabit akis hizinda (akis hiz1 1: 5 ml/dk) eklenmistir. Karisim sonikator cihazi
ile ve 90 sn siire ile (80 W) sonike edilerek emdiilsiyon elde edilmistir. Bu emiilsiyon
daha sonra manyetik karistiricida karistirilmakta olan 35 ml % 0,1 PVA ¢d6zeltisi igine
peristaltik pompa ile sabit akis hizinda (akis hiz1 2: 2 ml/dk) eklenmistir. Nanopartikiil
¢ozeltisi organik c¢oziiclinlin buharlagmasi i¢in 3 saat manyetik karistirict {izerinde
800rpm hizla karistirilmistir. Nanopartikiilleri ¢oktiirmek i¢in 9000 rpm’de 40 dk
santrifiij islemi uygulanmis ve ¢Oktiirme sonrasi elde edilen nanopartikiillerin dis
yiizeyinde bulunan surfaktan (PVA) kalintilarin1 uzaklagtirmak i¢in 35 ml saf su ile 3

kez yikama islemi gerceklestirilmistir. Her bir yikama adiminda 9000 rpm’de 30 dk
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santrifiij uygulanarak nanopartikiiller ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen iist fazlar toplanarak

enkapsiile edilemeyen sinapik asit konsantrasyonu belirlenmistir. Kati nanopartikiil

cokeltisi liyofilize edilerek kurutulmustur.

Tablo 4. 1 Plackett Burman Deneysel Tasarim i¢in parametreler ve seviyeleri

Seviye -1 0 1
PLGA miktari, mg Xpl 75 100 125
PVA kons. , % Xp2 %1 %1,5 %2
Sonikasyon Giicii, Watt Xp3 60 80 100
Sonikasyon Siiresi, s Xp4 30 60 90
Akis Hiz1 1*, ml/dak XpS 4 5 6
Akis Hiza 2**, ml/dak Xp6 1 2 3
Karistirma Hizi***, rpm Xp7 400 800 1200

*PLGA-Sinapik Asit karisiminin PVA ¢o6zeltisine (%1-2)ilizerine eklenme hiz1

**Emiilsiyon fazinin %0,1 PV A {izerine eklenme hiz1

*#*Karigimda bulunan organik ¢6ziiciiyii buharlastirmak i¢in kullanilan manyetik

karistiric1 doniis hizi
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Tablo 4. 2 Plackett Burman Deneysel Tasarim i¢in deney plani

Akis

Akus

Deney No | PLGA | PVA Sonikasyon Sonikasyon Hin Hun Karistirma
Giicii Siiresi . , Hiz
1 -1 -1 -1 1 1 1 1
2 1 -1 -1 1 1 1 1
3 1 1 -1 -1 1| 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1
5 -1 1 1 1 1 1 1
6 1 -1 1 1 1 -1 -1
/ -1 1 -1 1 1 1 1
8 11 1 -1 1|1 1
9 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0
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Tablo 4. 3 Plackett-Burman Design Yéntemi ile yapilan sentez sonuglari

Deney | Xp | Xp | Xp | Xp | Xp | Xp | Xp | E.E. | Boyut
No 1 2 3 4 5 6 7 (%) (nm)

1 -1-1}-1}-1|-1]-1]-1]|4021 161

2 1 ]|-1-1 1 -1 1 1 | 59,78 346

3 1 1 ]1-1| -1 1 |-1] 1 |5504 212

4 1 1 1 -1 -1 1| -1 5588 152

5 -1 1 1 1 -1 -1 ] 1 | 7383 619

6 1 -1 1 1 1] -1]-1|5329 167

7 1)1 ] -1 1 1 1 | -1 14759 141

8 1)1 ] 1 -1 1 1 1 | 60,25 | 1363

9 0] 0O 0 0| 0| O | 5300 164

10 0 0 0 0 0 0 0 | 56,36 146

11 0 0 0 0 0 0 0 | 60,21 148

Plackett-Burman deneysel tasarim metodu ile sentezlenen partikiillerde Design Expert
(7.0) programi kullanilarak gelistirilen model denklemler Esitlik (4.1) ve (4.2)’de

verilmistir.

R1 (EE) = 55,734 0,26 x Xp' + 2,35 x Xp? + 5,08 x Xp® + 2,89 x Xp* — 1,69 x
Xp® + 0,14 x Xp® + 6,49 X Xp, (4.1)

R2 (Boyut) = 395,59 — 176,16 X Xp1 — 114,01 X Xp, + 179,96 X Xps — 76,69 X
Xpa + 75,69 X Xps + 105,36 X Xpe + 239,54 X Xp, (4.2)
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Design Expert deneysel tasarim programi ile yapilan ANOVA analizi sonuglar1 (Tablo
4.4) incelendiginde pargacik boyutu igin gelistirilen model denklemin istatiksel olarak
%399 giivenirlik diizeyinin lizerinde oldugu (p-degeri: 0,0005), EE i¢in gelistirilen model
denklemin ise %87 (p degeri: 0,1235) giivenirlik diizeyinde oldugu goriilmiistiir. Her iKi

cevap icin de deneylerin istatistiksel olarak anlamli oldugu sonucuna varilmistir.

Tablo 4. 4 Plackett-Burman deneysel tasarim metodu ile modellenmis EE ve Boyut icin ANOVA

sonuglari
R1: % EE R2: Boyut (nm)
R 0,963 0,9998
Standart Sapma 3,61 9,76
F-Degeri 7,44 1877,07
P-Degeri 0,1235 0,0005

Enkapsiilasyon etkinligine ait model denkleme bakildiginda en etkili parametrelerin
strast ile karistirma hizi (Xp7), sonikasyon giicii (Xp3), sonikasyon siiresi (Xp4), PVA
miktar1 (Xp2), akis hiz1 1 (Xp5), PLGA miktar1 (Xpl) ve akis hiz1 2 (Xp6) oldugu

gorilmiustir.

Boyuta ait model denkleme bakildiginda ise en etkili parametrelerin sirasi ile karistirma
hiz1 (Xp7), sonikasyon giicli (Xp3), PLGA miktar1 (Xp1), PVA miktar1 (Xp2), akis hiz1
2 (Xp6), sonikasyon siiresi (Xp4) ve akis hizi 1 (Xp5) oldugu goriilmiistiir.

Bu denklemlere gore her iki modelde de etkili olan parametrelere bakilmis ve Box-
Benhken Deneysel Tasarim Metodu ile sentezlenecek optimize nanopartikiil
formiilasyonlar1 i¢in en etkili ii¢ parametre secilmistir. Karistirma hizi (Xp7) ve
sonikasyon giiciiniin (Xp3) her iki model denklemde de yiiksek katsayiya sahip oldugu
goriilmistiir. Sonraki en etkili parametre ise enkapsulasyon etkinligi icin sonikasyon
giicii (Xpy); boyut i¢inse PLGA miktaridir (Xp;). PLGA miktar1 (Xpl) digerine kiyasla

daha yiiksek katsayiya sahip oldugundan {iciincii parametre olarak tercih edilmistir.

Ikinci asamada, Plackett-Burman tarama deneysel tasarim metodu ile segilen faktdrlerin
etki ve etkilesimlerini belirlemek igin ti¢ faktorlii ve ti¢ seviyeden olusan Box- Behnken
deneysel tasarim metodu ile 17 sentez daha yapilmistir. Tablo 4.5’te bu parametreler

icin seviyeler verilmis, uygulanan Box Behnken deney plani Tablo 4.6’da ve sonucunda
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tiretilen nanopartikiillerin parcacik boyutu ve enkapsulasyon etkinligi Tablo 4.7°de

verilmisgtir.

Tablo 4. 5 Box Behnken Deneysel Tasarim igin parametreler ve seviyeleri
Seviye -1 0 1
PLGA miktari, mg X1 75 100 125
Karistirma Hizi, rpm Xs 400 700 1000
Sonikasyon Giicii,

Watt X3 60 80 100
Tablo 4. 6 Box Behnken Deneysel Tasarim i¢in uygulanan deney planm
X1 X2 X3
Deney No
PLGA Karistirma Hizi Sonikasyon Giicii

1 0 0 0
2 0 1 1
3 1 1 0
4 1 0 1
5 -1 -1 0
6 0 1 -1
7 0 0 0
8 -1 1 0
9 1 0 -1
10 -1 0 -1
11 -1 0 1
12 0 0
13 1 -1 0
14 0 -1 -1
15 0 0 0
16 0 -1 1
17 0 0 0
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Tablo 4. 7 Box Behnken Deneysel Tasarim deney sonuglari

X2 X3
Deney X1 Kanstirm | Sonikasyon | EE %Hata | Boyut Z;OT,?;S

No | PLGA | aHuz Giici | (%) (EE) (nm)

1 0 0 0 54,7 14,6 149,9 1,7
2 0 1 1 59,5 0,6 170,8 4,3
3 1 1 0 61,9 0,9 157,3 3,7
4 1 0 1 58,1 1,6 163,7 0,3
5 -1 -1 0 48,4 1,1 150,4 3,6
6 0 1 -1 57,9 1,0 164,4 3,8
7 0 0 0 51,4 3,5 152,3 1,2
8 -1 1 0 59,2 2,6 154,8 2,3
9 1 0 -1 48,8 2,3 157,9 0,1
10 -1 0 -1 55,6 1,6 149,5 0,3
11 -1 0 1 o1, 2,2 149,6 3,2
12 0 0 0 52,3 1,1 158,9 2,5
13 1 -1 0 53,7 2,8 161,3 2,0
14 0 -1 -1 45,8 0,8 145,0 2,7
15 0 0 0 52,2 0,5 159,3 2,0
16 0 -1 1 48,6 1,2 153,7 0,3
17 0 0 0 56,3 51 158,0 4,2

Ortala
ma 2,6 2,3

Tablo 4.7 incelendiginde Sa molekiiliiniin yaklasik %46 ile %62 arasindaki degerlerde

nanopartikiile enkapsiile oldugu goriilmektedir. Ayrica elde edilen nanopartikiillerin
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boyutlar1 145 nm ile 171 nm arasinda degistigi parcacik boyut analizleri sonucunda
gosterilmistir. Orta noktada gerceklestirilen tekrarli sentez sonuglari incelendiginde

deneylerin kendi i¢inde oldukga tutarli oldugu goriilmektedir.

Modelin deneysel verilere uygunlugu hata analizi Esitlik (4.3)’te verilen denklem ile
hesaplanmistir. EE i¢in % hata 2,58 iken boyut i¢in % hata 2,24 olarak bulunmustur.
Yapilan hata analizlerine bakildiginda deneysel veriler ile model denklemden elde

edilen teorik verilerin birbiriyle olduk¢a uyumlu oldugu goriilmektedir.

Deneysel Veri—Teorik Veri

%HATA =

x 100 (4.3)

Deneysel Veri

Box-Benhken deneysel tasarim metodu ile sentezlenen partikiillerde Design Expert

(7.0) programi kullanilarak gelistirilen model denklemler Esitlik (4.4) ve (4.5)te
verilmistir.

%EE = 52,65 + 0,94 xX; + 524 xX;+ 1,23 X X5 — 0,65 X X;X; + 3,31 X X;X5 —

0,31 X XX3 + 1,86 X X;% 4+ 1,29 x X% — 0,99 X X5? (4.9)

Boyut = 156,18 — 4,49 x X; — 4,61 XX, + 2,62 X X5* — 2,1 X X;X; (4.5)

Boyuta ait model denklem istatiksel olarak anlamli olmayan etkiler ¢ikarilarak elde
edilmistir (Esitlik 4.5). Design Expert (7.0) deneysel tasarim programi ile yapilan
ANOVA analizi sonuglar1 (Tablo 4.8) incelendiginde EE ve boyut i¢in gelistirilen

model denklemlerin istatiksel olarak %95 giivenirlik diizeyinde oldugu goriillmektedir.

Tablo 4. 8 Box-Benhken deneysel tasarim metodu ile modellenmis EE ve boyut icin ANOVA sonuglari

R1: % EE R2: Boyut (nm)
R? 0,9482 0,582
Standart Sapma 1,68 5,14
F-Degeri 12,19 3,83
P-Degeri 0,0033 0,0347
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Denklemdeki parametre katsayilari dikkate alindiginda enkapsiilasyon etkinligi tizerinde
en etkili parametrenin 5,24 katsayisi ile karigtirma hizi (Xb2) oldugu sonucuna
varilabilir; en az etkili parametre ise 0,94 katsayisina sahip PLGA miktaridir (Xbl).
Ayrica, PLGA miktarinin (Xb1) ve sonikasyon giiciiniin (Xb3) etkilesimi 3,31 katsayis1
ile lineer etkilesimlerden ve diger tiim ikinci dereceden etkilesimlerden daha yiiksektir.
Parcacik boyutu tizerindeki en etkili parametre, 4,61 katsayisi ile karistirma hizi (Xb2);
en az etkili olan ise 2,62 katsayili sonikasyon giiciidiir (Xb3). 4,49 katsayili PLGA
miktar1 da partikiil bliyiikliigi iizerinde ¢ok etkilidir.

Cevap yiizey grafikleri:

Parametrelerin %EE ve nanopartikiil boyutu {izerine ikili etkilerinin daha net bir sekilde
gozlemlenebilmesi i¢in ylizey grafikleri Statistica 13.0 programi kullanilarak

olusturulmus ve Sekil 4.1° de verilmistir.
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Sekil 4. 1 Cevap ylizey grafikleri
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Enkapsiilasyon etkinligini PLGA miktar1 ve karistirma hiziyla ilisiklendiren cevap
yizey grafigi (Sekil 4.1A) incelendiginde PLGA miktarinin tek basma ve/veya
karistirma hiziyla beraber EE {izerinde diisilk oranda etkili oldugu ancak artan
karigtirma hiziyla daha fazla miktarda Sa molekiiliiniin yapiya enkapsiile oldugu
goriilmektedir. Enkapsiilasyon etkinligini PLGA miktar1 ve sonikasyon giiciiyle
ilisiklendiren cevap yiizey grafigi (Sekil 4.1B) incelendiginde sonikasyon giiciiniin
yiiksek degerlerinde artan PLGA ile EE’nin arttigi ancak diisiik sonikasyon giicii
degerlerinde PLGA ’nin artmasiyla EE degerinin azaldig1 goriilmektedir. Enkapsiilasyon
etkinligini sonikasyon giicii ve karistirma hiziyla iliskilendiren cevap yiizey grafigi
(Sekil 4.1C) incelendiginde yiiksek karistirma hizinin tek basina EE degerini oldukga
artirdig1 ancak artan sonikasyon giicii ile beraber EE degerini sadece bir miktar daha
arttirdigr goriilmektedir. Boyutu karistirma hizi ve PLGA miktar ile iliskilendiren
cevap yiizey grafigi (Sekil 4.1D) incelendiginde PLGA ve karistirma hizinin boyutu
dogru orantili olarak etkiledigi goriilmektedir, en diisiikk nanopartikiil boyutu her iki
parametrenin de en disiik degerinde elde edilmistir. Sekil 4.1E incelendiginde
sonikasyon giicii ve PLGA miktarlarinin bireysel artisiyla boyutun hafifce arttigi
goriilmektedir. Ancak bu iki parametrenin ikili etkilesimi boyutu arttirma yoniinde
oldukca etkilidir. Boyuta ait tiim yiizey grafikleri incelendiginde ikili etkilesimler
benzer etkiler gostermektedir. Bu durum grafiklerin yiizeyinde goriilen biikiilmeden
anlasilmaktadir. Boyutu sonikasyon giicii ve karistirma hizi ile ilskilendiren cevap
yiizey grafigi (Sekil 4.1F) incelendiginde benzer sekilde sonikasyon giicii ve karistirma

hizinin ayn1 anda artmasiyla boyutun arttig1 gériilmektedir.

4.2  Optimize Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Enkapsiilasyon etkinligi ve partikiil biiyiikliigii ilag dagilim sistemleri icin en 6nemli
anahtar noktalardan ikisidir. Nanopartikiillerin sadece ekonomik agidan avantajli olan
yiiksek enkapsiilayon verimine sahip olmasi degil, ayn1 zamanda gergek uygulamalar
i¢in yeterli olan pargacik boyutuna da sahip olmas1 gerekir. Uygulanan deneysel tasarim
sonucu nanopartikiil optimizasyonunda minimum boyutlarda, enkapsiilasyon etkinligini
maksimize eden optimum parametreler belirlenmistir. Sinapik asit yiiklii polimerik
nanopartikiiller, faktorlerin optimum noktasin1 dogrulamak igin optimum kosullarda {i¢

tekrarli olarak sentezlenmis ve optimize nanopartikiiliin sonucu Tablo 4.9°da verilmistir.
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Tablodan goriilebilecegi gibi optimum parametreler kullanilarak %1,52-%3,58 gibi
kiigiik hatalarla yaklasik %63 enkapsiilasyon verimliligine sahip, ortalama 170 nm
boyutunda nanopartikiiller elde edilmistir.

Tablo 4. 9 Optimize formiilasyona ait veriler

Deneysel
Parametre Model % Hata
(Ort))
Sonikasyo
PLGA n Kanstirm EE | Boyut | EE | Boyut EE Boyut
(mg) a Hiz1
mg Giici % nm % nm % nm
com | @O | om0 | m) | o6 | (m)
(watt)

116,73 96,72 995,62 | 62,04 | 164,53 | 63,36 | 170,63 | 1,52 3,58

Optimize nanopartikiillerin boyut ve =zeta potansiyel analizi foton korelasyon
spektrofotometresi kullanilarak yapilmis, optimize partikiillere ait boyut degerleri
ortalama 170,63 nm olarak, zeta potansiyel degerleri ortalama -17,37 olarak ve
partikiillerin dagiliminin homojenligini belirleyen ¢oklu dagilim indeksleri 0,19 olarak
Ol¢iilmiistiir. Optimize partikiillere ait boyut dagilim grafigi Sekil 4.2°de, zeta potansiyel
grafigi ise Sekil 4.3 te verilmistir.

21 -

18-

Intensity

1 10 100 1000 10000 100000
Size d.nm

Sekil 4. 2 Optimize nanopartikiillere ait boyut dagilim analiz grafigi
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Optimize nanopartikiillere boyut dagilimi grafigi incelendiginde PDI degerine de uygun

olarak monodisperse dagilimda partikiillerin sentezlendigi goriilmektedir.
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Sekil 4. 3 Optimize nanopartikiillere ait zeta potansiyel dagilim analiz grafigi

4.2.1. FT-IR Analizi

Optimize nanopartikiillerin yiizeyinde yer alan etken madde tespiti i¢in etken madde
(Sa), polimer (PLGA) ve iiretilen optimize nanopartikiile (SaNP) ait FT-IR analizleri
yaptlmistir. Sekil 4.4’te Sa, PLGA polimeri ve SaNP’ye ait FT-IR spektrumlari

verilmistir.

PLGA polimerinin FT-IR spektrumu incelendiginde 2993-2989 cm™ arahiginda C-H ve
CHy’ye ait C-H gerilmelerine ait piklerin siras1 ile ¢iktigi goriilmektedir. 1750 cm™
civarindaki keskin ve siddetli pik polimere ait esterdeki C=O bagna ve 1160-1090 cm™
araligindaki pikin ise C-O bagina ait gerilme bandi piki oldugu gorilmektedir (Tilin
Arasoglu, Derman, & Mansuroglu, 2015). Sinapik asit molekiiliine ait FT-IR spektrumu
incelendiginde ise 3600 cm * civarindaki pikin -OH gerilmesinden oldugu, 1600-1750
cm™ araligindaki genis ve siddetli piklerin ise C=0, C=C, ve C—O gerilmelerinden

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4. 4 Sa, PLGA ve optimize SaNP’ye ait FT-IR spektrumlar

FT-IR spektrumlart karsilagtirmali olarak incelendiginde Sa’nin 1600-1750 cm™
araligindaki karekteristik gerilme ve egilme titresimlerine ait piklerinin nanopartikiillere
ait FT-IR spektrumunda gozlenmemesi Sa’nin yiizey adsorpsiyonu olmaksizin

nanopartikiillerin igerisine basari ile yiiklendigini géstermektedir.
4.2.2. Morfolojik Analiz (SEM ve AFM)

Uretilen minimum  boyutlarda, maksimum enkapsiilasyon etkinligine sahip
nanopartikiillerin sekil ve yilizey analizleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
incelenmigtir. Sekil 4.5°te verilen SEM goriintiileri incelendignde sentezlenen optimize
nanopartikiillerin kiiresel morfolojide ve piiriizsiiz yiizel 6zelliklerinde ve homojen
boyut dagiliminda oldugu goriilmektedir. Buna ek olarak nanopartikiillerin boyutlarinin
dinamik 1s1k sagilmasi yontemi ile elde edilen hidrodinamik boyut sonuglar1 ile de

uyumlu oldugu ayn1 SEM goriintiisiiniin 6l¢eklendirilmesiyle tespit edilmistir.
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EHT = 1000 KV WD« 65mm ag = 60,00 (A)

Signal A = SE1 ag = 60.00 (B)

Sekil 4. 5 Optimize nanopartikiillere ait 60.000X biiylitme orani ile ¢ekilmis SEM goriintiisii (A),
Olceklendirilmis SEM goriintiisii (B).

Shimadzu Scanning Probe Microscope-SPM 9600 atomik kuvvet mikroskobunda
temassiz olarak analiz edilen nanopartikiillere ait AFM goriintlisii Sekil 4.6°da

verilmistir.

190.35
[nm]

2.00 um 5.00 x 5.00 um

Sekil 4. 6 Optimize nanopartikiillere ait AFM goriintiisii.
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4.2.3. In vitro Salim Cahsmalari

Deneysel tasarim sonucu sentezlenen SaNP’nin biyolojik sistemdeki salinimi, hiicre
kiltiirti 6ncesi incelenmistir. 37 °C’ de, 7,4 pH’daki PBS igerisinde yatay olarak
calkalamaya (200 rpm) birakilan nanopartikiillerin salim deneyleri 60 giinliik siire ile
gerceklestirilmistir. Santriflij edilen orneklerin st fazlart toplanmis ve 306 nm’de
absorbans Ol¢limleri degerlendirilmistir. Sekil 4.7°de verilen zamana bagl olarak
nanopartikiillerin ~ kiimiilatif salim  grafigi incelendiginde Sa  molekiiliiniin
nanopartikiillerden saliminin kontrollii bir sekilde artarak gergeklestigi ve 60. giin
sonunda yiikklenen madde miktarmin %68,75’ini nanopartikiillerden salindig1

gorilmiustir.
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Sekil 4. 7 Nanopartikiillerin zamana bagl salim profili

4.3 In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalan

4.3.1. MTT Yontemi

Deneysel tasarim yontemleri ile sinapik asit yiikkli PLGA nanopartikiil sentezi
gerceklestirilmis ve bdylece maksimum enkapsiilasyon verimini, minimum partikiil
boyutunu saglayan proses parametrelerinin optimize edilmesi saglanmis ve hiicre

kiltlirii calismalarinda optimize edilmis SaNP kullanilmistir.

Sa ve optimize SaNP formiilasyonlar1 50-100-200-300-400-500-600-700-800-900-1000
ug/ml konsantrasyonlarinin insan meme kanseri MCF-7 ve tumerojenik olmayan meme
epitelyal MCF10A hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisi MTT ile belirlenmistir. 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin morfolojileri inverted mikroskop

altinda degerlendirilmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10).
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Sekil 4. 8 (A) Kontrol, Sa (200 pg/ml) ve SaNP (200 pg/ml) ile 24 saat muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin faz kontrast mikroskobunda 5X objektif altinda morfolojik goriintiileri (B) Sa ve SaNP ile
muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin yiizde canlilik grafigi

Sekil 4.8B’de MCF-7 hiicrelerine uygulanan Sa ve SaNP’ye ait farkh
konsantrasyonlarda ki (0-1000 pg/ml) hiicre canlilik oranlar1 gosterilmistir. 24. saatte
serbest Sa’nin  MCF-7 hiicrelerini inhibe etmeye basladigt 500 pg/ml ve iizeri
konsantrasyonda ve 1000 pg /ml konsatrasyonda Sa’nin MCF-7 hiicrelerinin %29’unu
inhibe ettigi goriilmiistiir. SaNP’ye ait ICso degeri ise 180 pg /ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 9 (A) Kontrol, Sa (200 ug/ml) ve SaNP (200 pg/ml) ile 48 saat muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin faz kontrast mikroskobunda 5X objektif altinda morfolojik goriintiileri (B) Sa ve SaNP ile
muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin yiizde canlilik grafigi (48 saat).

Sekil 4.9B’de bulunan grafikte serbest Sa molekiilii ve optimize SaNP’ye ait farkli
konsantrasyonlarda ki hiicre canlilik oranlari gosterilmistir. 48. saatte serbest Sa
molekiiliiniin 1000 pg/ml konsatrasyonda MCF-7 hiicrelerinin  %32’sini inhibe ettigi
goriilmistiir. MCF-7 hiicrelerinde SaNP’ye ait 1Cso degeri 168 pg /ml olarak

bulunmustur.
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Sekil 4. 10 (A) Kontrol, Sa (200 pg/ml) ve SaNP(200 pg/ml) ile 72 saat muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin faz kontrast mikroskobunda 5X objektif altinda morfolojik goriintiileri (B) Sa ve SaNP ile
muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin yiizde canlilik grafigi (72 saat)

Sekil 4.10B’de bulunan grafiklerde serbest Sa molekiilii ve optimize SaNP’ye ait farkli
konsantrasyonlarda ki MCF-7 hiicrelerinin hiicre canlilik oranlari gosterilmistir. 72.
saatte serbest Sa’nin 1000 pg/ml konsatrasyonda MCF-7 hiicrelerinin %47 sini inhibe
ettigi goriilmiistiir. MCF-7 hiicrelerinde SaNP’ye ait ICso degeri 145 pg/ml olarak

bulunmustur.

Sa ve SaNP’nin biyolojik aktivitesinin incelenmesi amaciyla yapilan deneyler (PCNA,
TUNEL ve Biyokimyasal analizler) i¢in SaNP’nin ICsq degerinin alt ve iist sinirlarim

kapsayan 100,150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
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Sekil 4. 11 MCF10A hiicrelerinde Sa ve Optimize SaNP’ye ait 24. saat hiicre canlilik grafikleri.
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Sekil 4. 12 MCF10A hiicrelerinde Sa ve SaNP ait 48. saat hiicre canlilik grafikleri.

Sa molekiilii ve SaNP’ye ait farkli konsantrasyonlarda (0-1000 pg/ml) hiicre canlilik
oranlarina bakildiginda 24, 48 ve 72. saatte MCF10A hiicreleri lizerinde toksik etki
gorilmemisgtir. Farkli konsantrasyonlarada Sa ve SaNP ile muamele edilen MCF-10A

hiicre canlilik oranlart sekil 4.11 ve sekil 4.12°de verilmistir.
4.3.2. Hiicre Proliferasyon Testi

Sa ve SaNP’ye ait MTT testi ile elde edilen ICsq degerleri sonucunda; proliferasyon,
apoptoz ve biyokimyasal analizler icin MCF-7 insan meme kanseri ve tumerojenik
olmayan meme epitelyal MCF10A hiicrelerine uygulanacak konsantrasyonlar 100-150-

200 pg/ml olarak belirlenmistir.

Immiinositokimyasal yontemle Sa ve SaNP’lerin farkli konsantrasyonlarinimn (100-150-
200 pg/ml) MCF-7 ve MCF10A hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda
PCNA proliferasyonu belirlenmistir.

PCNA ile immunositokimyasal isaretleme sonucunda; Sa ve SaNP ile 24 saat muamele
edilen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde tiim konsantrasyonlarda kontrol hiicrelerine

gore hiicre proliferasyonunda bir azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13A).

24 saatlik inkiibasyon sonrasinda kontrol grubu hiicrelerinde PCNA pozitif isaretli olan
hiicre sayist %94,23, 100 ug/ml Sa ile muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinde PCNA pozitif olan hiicre sayis1 %67,97, 150 ug/ml Sa ile muamele edilen
hiicrelerde %64.43 ve 200 pg/ml Sa uygulanan hiicrelerde ise %66,27 olarak

saptanmigtir. 100 pg/ml SaNP uygulanan MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
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PCNA pozitif olan hiicre sayisi ise %62,64, 150 pg/ml SaNP uygulanan hiicrelerde
%58,56 ve 200 pg/ml SaNP uygulanan hiicrelerde ise %55,37 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.13B).
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Sekil 4. 13 (A) Kontrol , Sa ve SaNP ile 24 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin PCNA ile
immiunositokimyasal isaretlenmesinin 1s1k mikroskobu goriintiisii (100x) .(B) Sa ve SaNP’nin MCF-7
meme kanseri hiicreleri tizerindeki proliferasyonu (24 saat) (*p<0,05, **p<0,03)

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 48 saat Sa ve SaNP ile muamele edilmesi sonucunda
uygulanan konsantrasyonlarda kontrol grubuna gére PCNA proliferasyonunda azalma

oldugu gosterilmistir (Sekil 4.14A).

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda kontrol
grubu hiicrelerde PCNA pozitif olan hiicre sayis1t %92,21 olarak belirlenmistir. Sa ile
muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde 100 pg/ml konsantrasyonda
PCNA pozitif olan hiicre sayisi %70,33, 150 pg/ml konsantrasyonda %62,21 ve 200
pg/ml konsantrasyonda ise 56,96 olarak hesaplanmistir. SaNP uygulanan MCF-7 insan
meme kanseri hiicrelerinde ise 100 pg/ml konsantrasyonunda %63,29, 150 ug/ml SaNP
konsantrasyonunda %54,70 ve 200 ug/ml konsantrasyonunda ise %52 olarak
saptanmistir (Sekil 4.14B).

100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde Sa ve SaNP ile 24 ve 48 saat
muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde PCNA hiicre proliferasyonu
kontrol grubuna gére ANOVA testi ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmistir (*p<0,05, **p<0,03).
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Sekil 4. 14 (A) Kontrol, Sa ve SaNP ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin PCNA ile
immiinositokimyasal isaretlenmesinin 151k mikroskobu goriintiisii (100x). (B) Sa ve SaNP’nin MCF-7
meme kanseri hiicreleri tizerindeki proliferasyonu (48 saat) (*p<0,05).

MCFI10A tiimorojenik olmayan meme epitelyal hiicrelerinde 24 saat 100, 150 ve 200

png/ml

konsantrasyonlarda uygulanan Sa ve SaNP

sonucunda PCNA hiicre

proliferasyonunda kontrol grubuna gére bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.15).

24.sa
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Sekil 4. 15 Kontrol, Sa ve SaNP ile 24 saat muamele edilen MCF 10A hiicrelerinin PCNA ile
immiinositokimyasal isaretlenmesinin 1s1k mikroskobu goriintiisii (100x).



4.3.3. TUNEL Testi

Sa ve SaNP’nin farkli konsantrasyonlarinin (100-150-200 pg/ml) insan meme kanseri
MCF-7 ve tiimdrojenik olmayan meme epitelyal MCF10A hiicrelerindeki apoptoz etkisi
TUNEL yontemi kullanilarak gosterilmistir.

100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda Sa ve SaNP ile 24 saat muamele edilen
MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerindeki TUNEL yontemi ile pozitif isaretlenmis
apoptoza giden hiicre sayisi belirlenmistir (Sekil 4.16A). Kontrol grubu MCF-7 insan
meme kanseri hiicrelerinde TUNEL yontemi ile pozitif isaretlenmis hiicre sayis1 %6,04
olarak saptanmistir. 100 pg/ml Sa ile muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinde TUNEL yontemi ile pozitif isaretlenmis hiicre sayis1t %33,66 ,150 pg/ml
Sa ile muamele edilen hiicrelerde %37,28 ve 200 pg/ml Sa uygulanan hiicrelerde
%46,42 olarak belirlenmistir. SaNP ile muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinde 100 pg/ml SaNP konsantrasyonunda % 44,83, 150 pg/ml konsantrasyonda
%39,13 ve 200 pg/ml konsantrasyonda ise %48,80 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.16B).
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Sekil 4. 16 (A) Kontrol , Sa ve SaNP ile 24 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin TUNEL (+)
isaretlenmesinin 151k mikroskobu goriintiisii (100x) (B) S Sa ve SaNP’nin MCF-7 meme kanseri hiicreleri
iizerindeki apoptotik etkisi (24 saat) (**p<0,03).

48 saatlik uygulamarda kontrol grubu MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde TUNEL
yontemi ile pozitif isaretlenmis hiicre sayist %8,45 olarak saptanmistir. 48 saat 100
pg/ml Sa ile muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde TUNEL y&ntemi
ile pozitif isaretlenen hiicre sayist %33,69, 150 pg/ml Sa ile muamele edilen hiicrelerde

%41,78 ve 200 pg/ml Sa uygulanan hiicrelerde ise %37,06 olarak belirlenmistir. SaNP
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uygulanan MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde 100 pg/ml konsantrasyonda
TUNEL yontemi ile pozitif isaretlenen hiicre sayist ise %41,98, 150 pg/ml
konsantrasyonda %42,93 ve 200 pg/ml konsantrasyonda ise %58,72 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.17B).
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Sekil 4. 17 (A) Kontrol, Sa ve SaNP ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin TUNEL (+)
isaretlenmesinin 151k mikroskobu goriintiisii (100x) (B) Sa ve SaNP’nin MCF-7 meme kanseri hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisi (48 saat) (*p<0,05, **p<0,03).

ANOVA testi sonucunda 24 ve 48 saat muamele edilen 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarindaki Sa ve SaNP’nin MCF-7 meme kanseri hiicreleri tlizerindeki
apoptoz oraninda istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir (*p<0,05,

**p<0,03).

MCFI10A tiimérojenik olmayan meme epitelyal hiicrelerinde 24 saat 100, 150 ve 200
pg/ml konsantrasyonlarda uygulanan Sa ve SaNP sonucunda TUNEL yontemi ile
pozitif olan hiicre sayisinda kontrol grubuna gore bir farklilik gézlenmemistir (Sekil

4.18).
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Sekil 4. 18 Kontrol, Sa ve SaNP ile 24 saat muamele edilen MCF-10A hiicrelerinin TUNEL (+)
isaretlenmesinin 151k mikroskobu goriintiisii (100x)
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4.4  Oksidatif Stres ve Antioksidan Calismalar:

Sa ve SaNP uygulanan MCF-7 hiicrelerinden elde edilen lizatlar kullanilarak hiicrelerin
antioksidan paremetreleri (SOD, GSH, CAT) ve lipid peroksidasyonu (MDA)

aktiviteleri Ol¢tilmiistiir.
4.4.1. Protein Miktar Tayini

SMART ™ BCA Protein Assay Kiti kullanilarak MCF-7 hiicrelerinde protein miktar
tayini yapilmigtir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda kontrol grubunda ortalama 4,81 mg
protein, serbest Sa molekiiliniin 100 pg/ml, 150 pg/ml ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda sirasiyla; 4,79 mg, 5,62 mg, 4,40 mg protein; optimize SaNP’lerin
100 pg/ml, 150 pg/ml ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda sirasiyla; 5,83 mg, 5,32 mg,
6,07 mg protein bulunmus ve 48. saatin sonunda ise kontrol grubunda ortalama 6,31 mg
protein, serbest Sa molekiiliniin 100 pg/ml, 150 pg/ml ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda sirastyla; 6,79 mg, 7,08 mg, 6,11 mg protein ve optimize
SaNP’lerin 100 pg/ml, 150 ug/ml ve 200 ug/ml konsantrasyonlarinda sirasiyla; 6,71
mg, 6,44 mg, 6,75 mg protein miktari tayin edilmistir.



4.4.2. MDA Aktivitesi

Lipid peroksidasyon belirteci olan MDA seviyesi 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml
konsantrasyonlarda Sa ve SaNP ile 24 ve 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde

elde edilen hiicre lizatlarinda 6l¢iilmiistiir.

24. saatin sonunda kontrol grubu, Sa’nin (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) MCF-7
hiicrelerinde MDA seviyeleri sirastyla 1,47 MDA/mg protein, 1,49 MDA/mg protein,
1,39 MDA/mg protein, 1,56 MDA/mg protein iken, SaNP’nin (100 pg/ml, 150 pug/ml,
200 pg/ml) MCF-7 hiicrelerinde MDA seviyeleri sirastyla 1,50 MDA/mg protein, 1,78
MDA/mg protein, 1,92 MDA/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 4.19A).

MCEF-7 hiicrelerinde 48. saatlik inkiibasyonun sonucunda kontrol ve Sa’nin (100 pg/ml,
150 pg/ml, 200 pg/ml) MDA seviyeleri sirastyla 1,87 MDA/mg protein, 1,36 MDA/mg
protein, 1,18 MDA/mg protein 1,33 MDA/mg protein olarak bulunmustur. Sa yiiklii
nanopartikiiliin (100 pg/ml, 150 ug/ml, 200 ug/ml) MCF-7 hiicrelerinde 48 saatte ki
MDA seviyeleri sirastyla 1,29 MDA/mg protein, 1,69 MDA/mg protein, 1,84 MDA/mg
protein olarak hesaplanmistir (Sekil 4.19B).
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Sekil 4. 19 Sa ve SaNP’lerin MCF-7 hiicrelerindeki MDA seviyeleri (A) 24 saat (B) 48 saat

ANOVA testi sonucunda lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyelerinde
24 saat muamele edilen SaNP’lerin 150 ve 200 pug/ml konsantrasyonlarinda MCF-7
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore anlamli artis gézlenmistir (p<0,05). 48 saat Sa
150 ve 200 pg/ml konsantrasyonunda ve  SaNP’nin 100 pg/ml konsantrasyonunda
muamelesi sonucunda MCF-7 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gére MDA diizeylerinde
anlamli azalma gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.19).
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4.4.3. SOD Aktivitesi

100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml konsantrasyonlarda Sa ve SaNP ile 24 ve 48 saat
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin SOD aktivitesi elde edilen hiicre lizatlarinda

Olgiilmiistiir.

Sekil 4.20A’da gosterildigi gibi kontrol, Sa (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) ve
SaNP’nin (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde
SOD aktiviteleri sirastyla 27,0 U/mg protein, 29,5 U/mg protein, 23,4 U/mg protein,
29,8 U/mg protein ve 22,4 U/mg protein, 21,8 U/mg protein, 20,4 U/mg protein olarak

bulunmustur (24 saat).

48 saatlik inkiibasyon sonucunda kontrol, Sa (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) ve
SANP’nin (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde
SOD aktiviteleri sirasiyla 16,2 U/mg protein, 16,1 U/mg protein, 18,5 U/mg protein
21,2 U/mg protein ve 18,4 U/mg protein, 17,7 U/mg protein, 16,2 U/mg protein olarak
bulunmustur (Sekil 4.20B).
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Sekil 4. 20 Sa ve SaNP’lerin MCF-7 hiicrelerindeki SOD enzim aktivitesi (A) 24 saat (B) 48 saat

24 saat 150 pg/ml Sa ve SaNP’nin tiim konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerindeki
SOD enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir

(p<0,05) (Sekil 4.20A).
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4.4.4. GSH Aktivitesi

MCF-7 hiicrelerinde GSH seviyesi 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml
konsantrasyonlarda Sa ve SaNP ile 24 ve 48 saat muamele edilen hiicre lizatlarinda

Olgiilmiistiir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol, Sa (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pug/ml) ve
SaNP’nin (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde
GSH seviyeleri sirasiyla 6,16 pg/mg protein, 6,39 pug/mg protein, 5,89 pug/mg protein,
5,71 pg/mg protein ve 5,75 ug/mg protein, 5,68 pg/mg protein, 5,44 pg/mg protein
olarak bulunmustur (Sekil 4.21A).

48 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol, Sa (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) ve
SaNP’nin (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde
GSH seviyeleri sirastyla 5,11 pg/mg protein, 4,71 ug/mg protein, 4,88 pg/mg protein,
5,57 pg/mg protein ve 4,74 ug/mg protein, 5,58 ug/mg protein, 5,92 ug/mg protein
olarak bulunmustur (Sekil 4.21B).
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Sekil 4. 21 Sa ve SaNP’lerin MCF-7 hiicrelerindeki GSH seviyeleri (A) 24 saat (B) 48 saat

Sa ve SaNP ile muamele edilen tiim konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerindeki GSH
seviyelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede fark goriilmemistir

(Sekil 4.21).
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4.45. Katalaz Aktivitesi

100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml konsantrasyonlarda Sa ve SaNP ile 24 ve 48 saat
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin katalaz aktivitesi elde edilen hiicre lizatlarinda

Olgiilmiistiir.

Kontrol, Sa (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) ve SaNP’nin (100 pg/ml, 150 pg/ml,
200 pg/ml) MCF-7 hiicrelerinde katalaz aktiviteleri sirasiyla 0,042 U/mg protein, 0,040
U/mg protein, 0,033 U/mg protein, 0,027 U/mg protein ve 0,051 U/mg protein, 0,053
U/mg protein, 0,066 U/mg protein olarak bulunmustur (24 saat) (Sekil 4.22A).

Kontrol, Sa (100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) ve SaNP’nin (100 pg/ml, 150 pg/ml,
200 pg/ml) insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde katalaz aktiviteleri sirastyla 0,023
U/mg protein, 0,027 U/mg protein, 0,042 U/mg protein,0,057 U/mg protein ve 0,046
U/mg protein, 0,050 U/mg protein, 0,067 U/mg protein olarak bulunmustur (Sekil
4.22B).
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Sekil 4. 22 Sa ve SaNP’lerin MCF-7 hiicrelerindeki katalaz aktivitesi (A) 24 saat (B) 48 saat
ANOVA testi sonucunda 24 saat muamele edilen SaNP’lerin 200 pg/ml
konsantrasyonunda MCF-7 hiicrelerinde  kontrol hiicrelerine gore katalaz enzim
aktivitesinde anlamli artis gozlenmistir (p<0,05). 48 saat Sa’nin 200 pg/ml
konsantrasyonunda ve SaNP’nin tiim konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicrelerinde kontrol

hiicrelerine gore katalaz enzim aktivitesinde anlamli artis gézlenmistir (p<0,05) (Sekil

4.22).
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4.5  Oneriler ve Sonuclar

Genis spektrumlu farmakolojik 6zelliklere sahip Sa molekiiliiniin, biyoyararlanimini ve
biyouyumlulugunu arttirmak, biyolojik sistemde daha uzun siire kalmasini saglamak
icin deneysel tasarim metodu kullanilarak molekiiliin nanopartikiiler tasiyici sistemlere
yiiklenmesi gerceklestirilmistir. SaNP i¢in maksimum enkapsiilasyon verimini,
minimum partikiil boyutunu saglayan proses parametreleri deneysel tasarim yontemi
kullanilarak optimize edilmistir. Elde edilen optimize sinapik asit yiikli
nanopartikiilerin ve sinapik asitin insan meme kanseri MCF-7 ve MCF10A tumerojenik
olmayan meme epitelyal hiicre hatlar1 iizerinde ki sitotoksik etkisi MTT (3- (4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) yo6ntemi, antiproliferatif etkisi
immunositokimyasal olarak PCNA ile apoptotik hiicre 6liimii ise TUNEL ydntemiyle
incelenmistir. Ayrica, serbest sinapik asit ve PLGA-Sinapik Asit nanopartikiillerin
MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki oksidatif hasara karst koruyucu/tamir edici etkisi
SOD aktivitesi, katalaz aktivitesi, Glutatyon seviyesi, lipit peroksidasyon son iriinii

olan Malondialdehit (MDA) seviyesi diizeyleri biyokimyasal olarak analiz edilmistir.

Bitkilerde yaygin olarak bulunan Sinapik asitin farmakolojik 6zelliklerini belirlemek ve
bu maddenin etki mekanizmasini aydinlatmak igin ¢esitli in vitro / in vivo ¢aligmalar
yiriitiilmiis ve bu c¢aligmalarla genis spektrumlu farmakolojik ozellikler gosterdigi
kanitlanmistir  (C Balaji, Muthukumaran, & Nalini, 2014; Eroglu, Avci, Vural, &
Kurar, 2018; Raj et al., 2019). Ancak literatiir taramalarinda; sinapik asitin pozitif
Ozelliklerinin yani sira fizyolojik ortamda disik ¢oziniirliigli ve stabilitesi, bu
ozelliklerinden dolayr biyolojik sistemde zayif biyoyararlanima sahip olmasi bu
molekiiliin farmakolojik olarak kullanim alanini sinirlandigi da belirtilmektedir (Eroglu

etal., 2018).

Fizyolojik ortamda diisiik ¢Oziiniirliige ve stabiliteye sahip molekiillerin nanopartiikiiler
sisteme yliklenmesi ile kontrolli ve uzun siire salinim yapabilen bu nanoboyutlu
sistemin etken maddenin daha etkili ve daha verimli olarak dagiliminin gelistirilmesine

yonelik literatiirde bir¢cok ¢aligma bulunmaktadir.

Deneysel tasarim yontemleri ile sinapik asit yiikkli PLGA nanopartikiil sentezi
gerceklestirilmis ve boylece maksimum enkapsiilasyon verimini, minimum partikiil

boyutunu saglayan proses parametrelerinin optimize edilmesi saglanmistir.
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Nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasi tekli emiilsiyon (o/w) ¢6ziicli ugurma yontemi
ile gerceklestirilmis olup karakterizasyon caligmalar1 enkapsiilasyon etkinligi (EE),
boyut (Z-Ave) ve zeta potansiyel (mV) analizleri incelenmis, ayrica FT-IR, SEM ve
AFM analizleri yapilmistir.

Optimize nanopartikiilii elde edebilmek i¢in farkli parametreler kullanilmis, bdylece
minimum boyutta, maksimum enkapsiilasyon etkinligi ve ilag yiikleme kapasitesine
sahip partikiillerin {retilmesi hedeflenmistir. Plackett-Burman deneysel tasarim
metoduna gore oncelikle 7 farkli parametrede alt ve list seviyelerde toplam 8 ve orta
seviyede 3 tekrarli olmak iizere 11 farkli deney yapilmis; enkapsiilasyon etkinligi
%40,21 ile %73,83 arasinda degisirken, boyutlar 141,6 nm ile 1363 nm arasinda
degiskenlik gostermistir. Enkapsiilasyon etkinligi ve boyuta ait model denklemler
incelenerek nanopartikiil formiilasyonlar: icin en etkili olan {i¢ parametre; karistirma

hiz1 (Xp7), sonikasyon giicii (Xp3) ve PLGA miktar1 (Xp1) olarak belirlenmistir.

Deneysel tasarimin ikinci asamasinda, Plackett-Burman tarama deneysel tasarim
metodu ile secilen faktorlerin etki ve etkilesimlerini belirlemek icin tli¢ faktorlii ve li¢
seviyeden olusan Box-Behnken deneysel tasarim metodu ile 17 sentez daha yapilmistir.
Sonuglar incelendiginde; deney sartlarinda sinapik asitin yaklasik %46 ile %62
arasindaki  degerlerde nanopartikiile enkapsiile oldugu, ayrica elde edilen

nanopartikiillerin 145 nm ile 171 nm arasinda oldugu belirlenmistir.

Uygulanan Box Behnken deneysel tasarimi sonucu, enkapsulasyon etkinligi ve
nanopartikiil boyutu segilen parametrelerin fonksiyonu olarak modellenmistir.
Gelistirilen model denklemler hata analizi ve  ANOVA analizi ile incelenmis ve
istatiksel olarak anlamli (%95 giivenilirlik diizeyinde) olduklar1 belirlenmistir. Ayrica
cizilen cevap ylizey grafikleri ile parametrelerin %EE ve nanopartikiil boyutu iizerine
bireysel ikili etkileri incelenmistir. Gerek gelistirilen model denklemler gerekse cevap
yiizey grafikleri enkapsulasyon etkinliginin karistirma hizi ve ayrica sonikasyon giicii
ve PLGA miktarinin ikili etkilesimiyle arttigini; boyutun ise tiim ikili etkilesimlerle

ciddi oranda arttigin1 géstermistir.

Proses parametreleri Design Expert (7.0) programimin optimizasyon modiilii
kullanilarak optimize edilmis, optimizasyonda enkapsiilasyon verimini maksimize eden,

nanopartikiil boyutunu minimize eden optimum parametreler olarak belirlenmistir.
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Sinapik asit yiiklii polimerik nanopartikiiller, optimum kosullarda {i¢ tekrarli olarak
sentezlenmis; yaklagik %63 enkapsiilasyon verimliligine sahip, ortalama 170 nm
boyutunda nanopartikiiller elde edilmistir. Optimize nanopartikiillerin zeta potansiyel
degeri ortalama -17,37 mV olarak ve boyut dagilimimi belirleyen c¢oklu dagilim
indeksleri 0,185 olarak oOl¢iilmiistiir. Merlin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada Ferrulik acit yiikli PLGA nanopartikiilleri sentezlenmis ve Tretilen
nanopartikiillerin boyut analizi sonucunda 200 nm ortalama boyuta sahip olduklari
bulunmustur (Merlin, Prasad, & Shibli, 2012). Gomes ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
bir baska calismada ise; cinnamaldehit molekiilii PLGA nanopartikiillere yliklenmis ve
tiretilen nanopartikiillerin evaporasyon sonucu boyutlarinin 225,3 nm, PDI degerlerinin
ise 0,31 oldugu bulunmustur. Bu proje ekibi tarafindan daha once gergeklestirilen ve
kaffeik asit fenetil ester (Tiilin Arasoglu et al., 2015), hesperetin (Duranoglu, Uzunoglu,
Mansuroglu, Arasoglu, & Derman, 2018), quercetin (ARASOGLU et al., 2017), juglon
(T Arasoglu et al., 2017) gibi antioksidan, antimikrobiyal ve antfungal 6zellikleri olan
cesitli molekiillerin PLGA nanopartikiillere yiiklendigi calismalarda da farkli proses
parametreleri ile gergeklestirilen sentezlerde farkli boyut sonuglari elde edilmistir.
Deneysel tasarim yontemi ile hesperetin yiiklii PLGA nanopartikiillerin iiretildigi
calismamizda da benzer sekilde optimize nanopartikiiller 260,2 nm boyutta

sentezlenmistir (Duranoglu et al., 2018).

Optimize nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi, boyut ve ¢oklu dagilim indeksi
analizlerinden sonra detayli karakterizasyon islemlerine gegilmistir. Bu amagla
nanopartikiillerin sentezinde sinapik asit ile etkilesimlerinin olup olmadigi, yada sinapik
asitin nanopartikiillere yilizey adsorpsiyonu varliginda/yoklugunda yiiklendigi hakkinda
bilgi almak i¢in FT-IR analizleri gerceklestirilmistir. FT-IR analizleri serbest sinapik
asit ve PLGA polimeri ile karsilagtirmali olarak yapilmistir. Gergeklestirilen FT-IR
analizi sonucunda elde edilen spektrumlar incelendiginde sinapik asitin karekteristik
gerilme ve egilme titresimlerine ait piklerinin nanopartikiillere ait FT-IR spektrumunda
olmadig1 goriilmektedir. Bu sonug¢ sinapik asitin yiizey adsorpsiyonu olmaksizin

nanopartikiillerin igerisine basari ile yiiklendigini gostermektedir.

FT-IR analizi sonrasinda iiretilen optimize nanopartikiillerin morfolojik incelemesi

SEM cihazi ile yapilan goriintileme sonrasinda gerceklestirilmistir. Uretilen
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nanopartikiillerin SEM mikrograflar1 incelendiginde sentezlenen nanopartikiillerin
kiiresel morfolojide ve piiriizsiiz yiizel 6zelliklerinde ve homojen boyut dagilimh
olduklar1 goriilmektedir. Buna ek olarak, nanopartikiillere ait SEM goriintiisiiniin
Olceklendirilmesi ile elde edilen boyut sonuglarimin dinamik 1s1k sacilmasi ile elde

edilen hidrodinamik ¢ap ile uyumlu oldugu goriilmistiir.

Karakterizasyon calismalarinin ardindan {iiretilen nanopartikiillerin in vitro ortamda
sinapik asit molekiiliinii salim davranis1 incelenmistir. Zamana karsi ¢izilen kiimiilatif
salim grafigi incelendiginde {iretilen nanopartikiillerin kontrollii salim ile 60 giiniin

sonunda sinapik asitin %68,75’ini saldig1 tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda optimum sartlarda iiretilmis nanopartikiil formiilasyonunun in vitro
olarak MCF-7 insan meme kanseri ve MCF10A tumerojenik olmayan meme epitelyal
hiicre hatlar1 lizerinde ki sitotoksik etkisinin olup olmadiginin serbest sinapik asit

molekiilii ile karsilastirmali olarak belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda (0-1000 pg/ml) Sa ve SaNP ile muamele edilen MCF-7
hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon sonrasinda Sa molekiilii bu konsantrasyon araliginda
cok diisiik sitotoksik etki gosterirken, SaNP uygulamasinin ise 100 pg/ml ve tizerinde ki
konsantrasyonlarda hiicreleri inhibe etmeye basladig1 goriilmektedir (Sekil 4.8). 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasinda ise SaNP ile muamele edilen MCF 7 hiicreleri tizerinde
sitotoksik etkisinin devam ettigi goriilmektedir (Sekil 4.9 ve 4.10). Sa molekiiliiliniin
MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinin {izerinde sitotoksik etkisinin degerlendirildigi
2019 yilina ait bir ¢alismada; 100 pg/ml Sa konsantrasyonuna kadar toksik aktivitenin
olmadig bildirilmis ve daha yiiksek Sa konsantrasyonlarinda calisilmast Onerilmistir
(Raj et al., 2019).Sinapik asitin 8 farkli tiirevleri (4 puM konsantrasyonda) ile
gerceklestirilen bir caligmada MCF-7  hiicrelerini %12-98 arasinda inhibe ettigini
raporlamiglardir (Imai, Yokoe, Tsubuki, & Takahashi, 2019). Chandrasekaran ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada HT29 ve SW480 hiicre hatlarinda Sa molekiiliiniin
sitotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Sa ile muamele edilen HT29 ve SW480 hiicre
hatlarinda 24 saat inkiibasyon sonrasinda ICsg degerleri sirasiyla 138,11pg, 112,55 pg
48 saat inkiibasyon sonrasinda ise swrasiyla 111,91 pg ve 98 g
bulmuslardir(Chandrasekaran Balaji, Muthukumaran, Vinothkumar, & Nalini, 2014).

Bagska bir caligmada ise Sa ile muamele edilen caco 2 hiicrelerinin 72 saat inkiibasyon
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sonrasinda ICsg degeri 4,0-5,0 mM arasinda etkili oldugu gosterilmistir(Ekmekcioglu,
Feyertag, & Marktl, 1998). Hameed ve arkadaslari, Sa’nin hamster akciger fibroblast
hiicresi V79 ve insan serviks kanser hiicresi HeLa {izerinde sinapik asitin sitotoksik
Ozelliklerini incelediginde ICsy degerlerini sirasiyla 1860 uM ve 7248 uM olarak
bulmuslardir(Hameed, Aydin, Basaran, & Basaran).

MCF10A hiicre hattinda 24 ve 48 saatlerde farkli konsantrasyonlarda Sa ve SaNP’lerin
toksik etki gostermedigi gortlmistiir (Sekil 4.11-4.12). Sa molekiiliiniin saglikli hiicre
hatlar1 ile gerceklestirilmis toksisite calismalarinda genel olarak toksik etki yaratmadigi
literatiirde ifade edilmektedir. Sa molekiiliiniin trimer ve tetramer yapidaki farkli
tirevleri ile hiicre proliferasyonunun incelendigi Baltas ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada MCF-7 ve MCF10A hiicre hatlarinda Sa bilesiklerinin etkilerine bakilmais,
tumorejenik olmayan MCF10A hiicrelerinde molekiillerin toksik etki gostermedigi
belirtilmistir(P. De, Baltas, & Bedos-Belval, 2011). Reddy ve arkadaslari, sagliga
yararli olan polifenolik bilesiklerin saglikli hiicrelerde toksik etki yaratmazken kanser
hiicre hatlarinda toksit etki yapabilegini ifade etmektedirler(Reddy & Prasad, 2011).

Kanser tam1 ve tedavisinde marker olarak kullanilan PCNA, hiicre boliinmesi ile
korelasyon gostererek hiicrenin proliferasyon diizeyini isaret etmektedir(Balajee,
Dianova, & Bohr, 1999; Tsurimoto, 2006). Quercetin, hesperetin ve kafeikasitfenilester
(CAPE) gibi biyoaktif bilesiklerin ve bunlarin nanopartikiil formiilizasyonlarmin MCF-
7, C6 glioma, coco-2 gibi gesitli kanser hiicre hatlarinda PCNA hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda yer almaktadir(Aranganathan & Nalini, 2013; Ersoz et
al., 2019). Calismamizda ise ilk kez tarafimizca Sa ve SaNP ile muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda PCNA hiicre proliferasyonunu
istatiksel olarak anlamli derecede azalttig1 Sekil 4.13 (24 saat) ve Sekil 4.14’de (48 saat)
tespit edilmistir.

Apoptotik hiicre ¢ekirdeginin spesifik boyanmasiyla hiicre 6liimiiniin tespitinine dayali
TUNEL yo6nteminde Sa ve SaNP ile muamelesinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkileri Sekil 4.16 (24 saat) ve 17°de (48 saat) gosterilmektedir. 24 saat
inkiibasyon sonrasinda kontrol hiicrelerine kiyasla MCF-7 hiicrelerinde Sa’nin 200
ng/ml konsantrasyonunda apoptoza giden hiicre sayisinda yaklasik olarak 7 kat artis

gozlenirken, aymi artis SaNP’nin 100 pg/ml konsantrasyonunda gozlenmistir (Sekil
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4.16). 48 saat inkiibasyonda ise kontrol hiicrelerine kiyasla MCF-7 hiicrelerinin 150
png/ml Sa konsantrasyonunda apoptaza giden hiicre sayisinda yaklasik olarak 5 kat artig
gozlenirken, bu artts SaNP’nin 100 pg/ml konsantrasyonunda gozlenmistir (Sekil
4.17.B). Sinapik asitin dahil oldugu fenolik bilesikler grubu, hiicrenin sinyal yolaklarini
modiile ederek, hiicre 6liim sinyallerini etkinlestirdigi ve prenoplastik veya neoplastik
hiicrelerde apoptosisi baslatigi, boylece kanser gelisimini ve ilerlemesini inhibe ettigi
belirtilmistir(Fresco, Borges, Diniz, & Marques, 2006). Sinapik asit i¢eren fenoliklerin
farkl1 konsantrasyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde T47D insan goglis kanseri
hiicreleri lizerinde anti-proliferatif ve apoptotik etki gosterdigi bildirilmistir(Kampa et
al., 2004).

Calismamizda, Sa molekiiliinin PLGA nanopartikiil sistemine yliklenmesi ile olusan
SaNP’nin daha diisiik konsantrasyonda MCF-7 hiicrelerinde apoptotik etki gostererek
serbest molekiile gore daha etkin oldugu ortaya cikarilmistir.Yallapu ve arkadaslari
kiirkimin yiiklii PLGA nanopartikiilerin over ve matastatik kanser hiicre hatlarinda
serbest kiirkimine gore hiicresel alimi arttirarak apoptozu destekledigini ifade
etmektedirler(Yallapu, Gupta, Jaggi, & Chauhan, 2010). Baska bir ¢aligmada ise 5-
fluorourasil (5-FU)-yiikli PLGA nanopartikiilerin zamana ve doza bagimli olarak
serbest molekiile gore apoptoz tizerine daha etkili oldugunu ortaya koyulmustur(Nair,
Jagadeeshan, Nair, & Kumar, 2011). Tiim bu c¢aligmalar, antioksidan &zelliklere sahip
biyoaktif = molekiillerin =~ nanopartikiil ~ sistemlere  yliklenmesi  sonucunda
biyoyararlaniminin arttigini ve bunun sonucunda da kanser hiicrelerinde apoptozu etkili

bir sekilde tetikledigini gdstermektedir.

Son yillarda antioksidanlar oksidatif hasara bagli hastaliklar1 6nleme/tedavi siirecinde
siklikla kullanilmaktadir(Morry, Ngamcherdtrakul, & Yantasee, 2017). Monofenolik bir
yapiya sahip olan sinapik asit molekiilii yapisinda bulunan hidroksil grubu sayesinde
elektron alip verebilmekte ve oksitleyici/rediikleyici etki gosterebilmektedir. Bu 6zelligi
ile molekiil antioksidan etki gdstermekte ve oksidatif hasara bagli hastaliklar1 6nlemede
o6nemli bir rol oynamaktadir(Cuvelier, Richard, & Berset, 1992). Reaktif oksijen
tirlerinin liretimindeki yiikselisle birlikte meydana gelen oksidatif stresdeki artis
kansere neden olmaktadir. Genis bir metabolik aktivitesi olan sinapik asitin antioksidan
Ozelliginin yami sira, pro-oksidant etkisiyle gostererek ROS olusumunu tetikleyerek

apoptozda DNA fragmantasyon olusumuna aracilik ettigi bildirilmistir. Sinapik asitin
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heniiz aydinlanmamig farkli antioksidan mekanizlar1 da mevcut oldugu literatiirde yer

almaktadir(P. De et al., 2011).

Calismamizda; 150 ve 200 ug/ml konsantrasyonlarda 24 saat SaNP ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinde MDA seviyesi kontrol grubuna goére anlamli olarak artmistir
(*p<0,05). Hiicrelerde ROS seviyesinin artmasi apoptozise giden yolaklarin
aktiflesmesini saglamaktadir. Uygulanan bu dozlar SaNP’lerin ROS olusumunu
tetikleyerek hiicreleri apotoza yonlendirdigi TUNEL sonuglart ile uyumluluk

gostermektedir.

Antioksidan bir enzim olan SOD aktivitesi SaNP’lerin tiim konsantrasyonlarinda MCF-
7 hiicreleri lizerinde kontrol grubuna goére anlamli olarak azalmistir (24 saat). SOD
enzim aktivitesinin azalmasi hiicrede serbest radikal seviyesinin artmasina ve bdylelikle
hiicrenin apoptozise yonlenmesine neden olmaktadir. Calismadaki SaNP uygulanan
MCF-7 hiicrelerinde ki MDA seviyelerindeki artis, SOD enzim aktivitesindeki azaligla
uyumludur. Yapilan in vitro calismalarda kanser hiicrelerinde artan ROS seviyesine
cevap olarak SOD ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin seviyesinde azalis oldugu
bildirilmektedir(Chandrasekaran Balaji et al., 2014). Serbest radikal aracili bir islem
olan lipid peroksidasyonunda hiicre i¢i ROS seviyelerinin artmasi sonucunda biyolojik
membranlarin  bozuldugu ve bu durumun sitotoksiteye neden oldugu da
bilinmektedir(Halliwell, 1989). Daha once yapilan In vitro antikanser g¢aligmalarda
primer kanser hiicrelerinde bulunan iiriinler tarafindan artan ROS seviyelerinin ve lipid
peroksidasyonunun, SOD ve CAT gibi antioksidanlarin azalmasi ile iligkili oldugunu
ortaya koyulmustur (Skrzydlewska et al., 2005). Ancak, 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
ayni dozlarda SaNP uygulanan hiicrelerde kontrole goére anlamli bir degisiklik

saptanmamistir.

Oksidatif strese kars1 cevap olarak gelisen ve indirgeyici bir ajan olan GSH’1n seviyesi
Sa ve SaNP’nin uygulanan dozlarinda 24 saatte MCF-7 hiicrelerinde kontrole gore bir
istatiksel olarak anlamli olmayan bir azalis gdzlemlenirken, 48 saatte 150-200 pg/ml
SaNP uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore anlanmsiz artis saptanmustir.
Uygulanan SaNP konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerinde artan GSH seviyesi
hiicrenin redoks durumunu Kkoruyarak hiicre sinyal mekanizmasinda apoptozise

yonlendirmesi ile antioksidan etkinligini ortaya koymustur. Literatiirde de kanser
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hiicrelerinde ROS seviyesinde ki artis intraseliiler GSH seviyesinde azalisa neden

oldugu bildirilmektedir(Chandrasekaran Balaji et al., 2014).

ROS’un olusturdugu hasara kars1 antioksidan savunma sistemlerinden biri olan katalaz
enzimi seviyesinde SaNP uygulanan tiim konsantrasyonlarda 48 saate MCF-7

hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore anlamli artis gozlenmistir (Sekil 4.22B) (p<0,05).

Sinapik asit molekiiliiniin deneysel metod yontemleri kullanilarak nanopartikiiler
sistemlere yiiklenmesi ile MCF-7 meme kanser hiicrelerinde biyoyararlaniminin
arttirtlmas1  hedeflenmistir. Deneysel metod kullanilarak olusturulan optimize
nanopartikiillerin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde serbest molekiile kiyasla daha
diisiik dozlarda daha yiiksek antiproliferatif ve apoptotik etki goOsterdigi ortaya
konulmustur. Ayrica, hazirlanan SaNP’lerin MCF-7 hiicrelerinde sahip oldugu yiiksek
antioksidan aktivitesi ile serbest radikallerin ortadan kaldirilmasina katkida bulunarak
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin1 Onlemistir. Bu optimize sinapik asit yikli
nanopartikiillerin MCF-10A tumerojenik olmayan meme epitelyal hiicre hatti lizerinde
toksik bir etki yaratmamasi ve MCF-7 meme kanser hiicreleri {izerinde inhibe edici etki
yaratmasi agisindan da onemlidir. Bu c¢alismada elde edilen bulgular polifenolik
bilesiklerin nanopartikiil formulasyonlarinin olusturulmasi ile tedaviye yonelik ilag
tasarimlarinin yapilmasina katki saglayabilir. Ayrica, bu arastirma sonuglarinin daha

sonraki In vivo deneylerle zenginlestirilebilecegi onerilmektedir.
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