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KISALTMALAR
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ROS : Reaktif (serbest) oksijen radikalleri tirtinleri (free /reactive oxygen
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ANTI-OKSiDAN DOGAL BIiLESIKLERIN KEMOTERAPI AJANI
PACLITAXEL iLE BIRLIKTE NANO MIiSELLERE YUKLENMESININ
ETKINLIK VE TOKSISITE PROFILI ACISINDAN IN -VITRO ORTAMDA
GOZLENEN OLASI DEGIiSIKLIKLER

OZET

Kemoterapi tedavisinde kullanilan kemorerapotik ajanlar sadece kanser tiimoriinde
etki etmek ile kalmayip, saglikli bolgelerde de toksik etkilerin olugsmasina sebep
olabiliyorlar. Bu maddeler yan etkilerini zaman zaman oksidasyon ile
gostermektedirler. Bu noktadan hareketle bazen kanser tedavisinde kemoterapi
sirasinda hastalara antioksidan dogal iiriin tiiketmeleri tavsiye edilmektedir. Ancak
bu antioksidan maddelerin kanser tiimor bolgesinde kemoterapi ajaninin yarattigi
oksidasyon etkisini azaltabilir ve kemoterapi ajaninin tam olarak etki gdstermesine
engel olabilir. Bu konu aydinliga kavusturulmalidir. Bu noktadan hareketle
antioksidan etkisi olan curcumin, quercetin ve rosmarinik asit bilesiklerin kemoterapi
ajan1 paclitaxel ile birlikte kanser hiicrelerine uygulanip bu ajanin etkisini hangi
yonde degistirdigi arastirilmistir. Bunun i¢in ad1 gecen dogal antioksidanlar bilesikler
nano-tastyicilara yiiklenip paclitaxel ile birlikte meme kanseri hiicreleri iizerinde ne
yonde etki gosterdigi arastirilmistir. Dogal antioksidanlarin  nano-tastyiciya
yiiklenme sebebi ise bu maddelerin diisiik sudaki ¢oziiniirliglintin giderilerek yiiksek
oranda hiicrelere uygulanabilmesidir. Bunun i¢in polylactidecoglycolide (PLGA)
nano-miselleri kullanilmistir. Paclitaxel’in ise suda ¢0ziniir ticari formu hiicrelere
uygulanmistir. Her antioksidan maddenin nano-formiilasyonu ayr1 ayr1 o/w ydntemi
kullanarak hazirlanmistir. Bunun i¢in antioksidan ile PLGA birlikte aseton i¢inde
¢Oziinmiis ve yiizey aktif madde igeren suya yavasca damlatilmistir. Organik ¢oziicii
gece boyunca karistirillarak oda sicakliginda uzaklastirilmistir. Elde edilen nano
fomiilasyonlarin boyutlar1 DynamicLightScattering (DLS) yontemi ile tayin
edilmistir. Anti oksidanlar artan konsantrasyonlarla nano-tasiyiciya yiiklenmistir ve
agregat gozlenmeyen en yiiksek konsantrasyon yani tiim bilesigin miselin igine
yiiklendigi formiilasyon optimize formiilasyon olarak kabul edilmistir. Paclitaxel’in
ICs0 degerine esit miktarda konsantrasyonu nano-anti oksidanlarin gesitli
konsantrasyonlari ile birlikte MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine uygulanmis ve
hiicre canliligindaki degisimler gozlenmistir. Hiicre canliligi SulforhodamineB testi
ile 6l¢iilmiistiir. Ayrica nano-anti oksidan paclitaxel ile birlikte, paclitaxel’den 1 saat
once ve paclitaxel’den 1 saat sonra hiicrelere uygulanmis ve bdylece uygulama
zamaninin sonuglarda ne gibi degisiklik yaratabilecegi de incelenmistir. Sonug olarak
kiirkiimin’in Paclitaxel’in anti-tumor etkisini biiylik oranda azalttig1 gozlenmistir.
Quercetin ise doza bagl bir sekilde paclitaxel’in anti-tumor etkisini azaltmstir.
Rosmarinik asitin ise belirgin bir etkisi tespit edilmemistir. Uygulama zamaninin ise
bu etkilerin degisimi {lizerinde bir fonksiyonu olmadigi gozlenmistir. Nihai olarak
anti oksidanin biyo-yararlanimi ve kandaki konsantrasyonu bilinmedigi miiddetge
tiimor bolgesinde hangi oranda bulunacagi da mechul kalacaktir denebilir. Bu da
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dogal anti oksidanin kemoterapinin etkisini timor bolgesinde hangi yonde
etkileyeceginin bilinmemesine sebep olacaktir. Buradan yola ¢ikarak, anti
oksidanlarin kemoterapi ajaninin etkisi ve nihai olarak kanser timoriiniin bliytimesi
tizerindeki olumsuz etkisi tam anlasilmadan kanser tedavisi siiresince kullanilmamasi
gerektigi kanisina agike¢a varilabilir.
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IN-VITRO INVESTIGATION OF EFFICACY AND TOXICITY OF
PACLITAXEL UPON ITS CI-INCORPORATION WITH NATURAL ANTI-
OXIDANTS TO NANO-MICELLES

SUMMARY

Chemotherapeutic agents used in chemotherapy treatment not only affect cancer
tumors, but also can cause toxic effects in healthy areas. These substances show side
effects from time to time due to their oxidation effect. From this point of view, it is
sometimes recommended that patients consume antioxidant natural products during
chemotherapy in cancer treatment. However, these antioxidant substances may
reduce the oxidation effect of the chemotherapy agent at the cancer tumor site and
prevent the chemotherapy agent from acting fully. This issue should be clarified.
From this point, the antioxidant effect of curcumin, quercetin and rosmarinic acid
compounds were applied to cancer cells together with chemotherapy agent paclitaxel
and the effect of this agent was investigated. For this purpose, the natural
antioxidants compounds were loaded into nano-carriers and the effect of paclitaxel
on breast cancer cells was investigated. The reason for the loading of natural
antioxidants in the nano-carrier is that these substances can be applied to the cells at
a high rate by removing their low solubility property in water. To this end, poly
lactide co-glycolide (PLGA) nano-micelles were used. The water-soluble
commercial form of Paclitaxel was applied to the cells. The nano-formulation of each
antioxidant was prepared separately using the o/w method. Briefly, the antioxidant
and PLGA were dissolved together in acetone and slowly dropped into water
containing the surfactant. The organic solvent was removed at room temperature by
stirring overnight. The size of the nanofomulations obtained were determined by
Dynamic Light Scattering (DLS) method. The antioxidants were loaded into the nao-
carrier with increasing concentrations, and the highest concentration with no
aggregate, ie the formulation in which the entire compound was loaded into the
micelle, was considered as the optimized formulation. The concentration of
paclitaxel equal to the ICs value was applied to MCF-7 human breast cancer cells
with various concentrations of nano-antioxidants and changes in cell viability were
observed. Cell viability was measured by Sulforhodamine B assay. In addition, nano-
anti-oxidant was applied to the cells together with paclitaxel, 1 hour before paclitaxel
and 1 hour after paclitaxel, and the effect of time of administration on the results was
investigated. In conclusion, it was observed that curcumin significantly reduced the
anti-tumor effect of Paclitaxel. Quercetin reduced the anti-tumor effect of paclitaxel
in a dose-dependent manner. There was no significant effect of rosmarinic acid. It
was observed that the application time had no function on the change of these effects.
Ultimately, the bioavailability of antioxidant and its concentration in the blood will
remain unknown unless the concentration of the antioxidant in the blood circulation
is known. This will cause the unknown direction of the natural antioxidant on
affecting the effect of chemotherapy on the tumor site. From this it can be clearly
concluded that antioxidants should not be used during cancer treatment unless the
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effect of the anti-oxidant on the chemotherapy agent and ultimately its negative
impact on the growth of the cancer tumor is fully understood
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1. GIRIS

Kanser tedavisinde geleneksel olarak uygulanan kemoterapilerde etkin maddelerin
kan dolasimi sirasinda tiim viicuda dagilmasi ve toksik etki olusturmasi, timor
bolgesine yeterli dozda ulasamamasi ve etkinliginin azalmasi1 gibi dezavantajlar
mevcuttur. Daha az dozda daha etkin bir sonug elde etmek i¢in “Hedefli Kanser
Tedavisi” basligr altinda toplanan ve birgok yontemden olusan tedaviler giiniimiizde

say1siz ¢alismanin odagi haline gelmistir.

Antioksidanlar kemoterapi ajanlariyla birlikte kanser hastalarina verildiginde
kemoterapi ilaglarin yan etkilerini azaltarak hastanin kesintisiz tedavi
programlariyla tam doz antiinoplastikleri tolere edebilme yetenegini arttirir. Bu,

kemoterapi esnasinda antioksidan kullaniminin en biiyiik sebebidir.

Antioksidanlarin kanser tedavisinin yani sira kullaniminin sadece avantaj degil bazi
dezavantajlart da mevcuttur. Kanser hastaligi sirasinda viicutta reaktif oksijen tiirleri
(ROS) biiyiik artis gosterir. Ancak kanser hiicresinin bu artisa karst direng
mekanizmasi vardir. Kemoterapi ajanlar1 kendi 6zgiin etki mekanizmalarinin yan sira
ayrica ROS miktari1 da artirirlar ve bu artis artik kanser hiicresinin direng
gosteremeyecegi kadar yiiksektir. Dolayisiyla antineoplastik ilaglar sadece tiibiiline
baglanmak, DNA hasar1 vermek ve bunun gibi etkilerle degil, ROS artis1 ile de
kanser hiicrelerini o6ldiiriirler. Iste bu esnada kanser hastasmin viicudunda
antioksidanlar bulundugu taktirde antineoplastik ilacin yiikselttigi ROS seviyesinin

diismesine ve kanser hiicresinin ilaca kars1 diren¢ kazanmasina sebebiyet verirler.

Bu ¢alismanin amaci hedefli kanser tedavisine yonelik gelistirilen nano-paclitaxel ile
birlikte antioksidan etkileri bilinen dogal iiriinleri kullanarak oncelikle paclitaxelin
kanser hiicresi lizerindeki etkisini hangi yonde degistigini incelemek, ikincil olarak
ise, saglikli hiicrelerde bu kombinasyonun ROS oranmi nedenli diisiirdiiglini

belirlemektir.

Bunun i¢in MCF-7 meme kanseri hiicrelerine nano-paclitaxel, nano-quercetin veya

nano-curcumin veya nano-rosmarinik asit ile birlikte uygulanacaktir. Paclitaxelin



dozu teropatik dozda sabit tutulurken dogal anti oksidanlarin dozu ti¢ farkli aralikta
uygulanacaktir. Paclitaxelin etkinliginin ne denli degistigi WST-1 canlilik testi ile
tespit edilecektir. Bunu takiben her durumdaki ROS degisimi H,DCF-DA probu

kullanarak olctilecektir.

Sonug olarak dogal antioksidanlarin kemoterapi sirasinda ki kullaniminin avantajlart

ve dezavantajlar karsilagtirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

1.1 Nano Ila¢ Tasima Sistemleri

2.1.1 Nano ve mikro sistemler

Bilimsel gelismelere bagli olarak her zaman, gelismekte olan bir bilimsel diisiinceyi
veya yeni kesfedilen iriin veya ¢iktilari temsil eden yeni terimler ortaya
cikmaktadir. Biyoteknoloji, genetik miihendisligi, doku miihendisligi, gen terapisi,
kombinatoryal kimya, yiiksek ¢ikti/verim taramasi ve kok hiicreler ge¢cmis terimlerin
bazi 6rnekleridir. Son zamanlarda, nanoteknoloji (NT) mevcut bilim ve teknolojinin
ana cabalarim1 temsil eden popiiler bir terim haline gelmistir. NT, hala tam
olgunlagmis bir teknolojidir ve ayrica saglik yonii de dahil olmak iizere bilimsel
altyapist daha agirliklidir. Bu nedenle, daha uygun bir terminoloji olarak nanobilim
(nanoscience) teriminin kullanilmasit daha dogru olacaktir. NT genellikle 100 nm
veya daha az Olgekte arastirmalar igin kullanilan bir terimdir. NT, sadece belirli bir
alant degil, temel malzeme biliminden, kisisel bakim uygulamalarina, savunma
sanayisinden saglik sektoriine kadar c¢ok cesitli disiplinleri temsil ettii i¢in
benzersizdir. Bu agidan da NT tek bir bilim dali veya disiplin altinda
toplanmamalidir. NT nin 6nemli alanlarindan biri, “nanotip (nanomedicine)” dir.
ABD Ulusal Saglik Enstitiisii (National Institute of Health, NIH) Nanotip Yol
Haritas1 Girisimi (Nanomedicine Roadmap Initiative) hastaliklarin teshisi, onlenmesi
ve tedavisi i¢in molekiiler dlgcekte oldukga spesifik tibbi miidahaleyi ifade eden
nanotip uygulamalarin1 aktif ve kiiresel 6l¢ekte uygulamakta ve bu alanda liderlik

yapmaktadir [1].

Nanotip, kendisinden oOnce gelen diger teknolojiler gibi, akilli nanocihazlarin
onciillerinin destegi ile teshis ve tedavide devrim i¢in inanilmaz bir potansiyele
sahiptir. Ila¢ tasima ve dagitim nanosistemleri (ITS), nanotipin énemli bir bdliimiinii
olusturmaktadir. Bununla birlikte, ilaglarin tasinma ve dagitiminda, NTyi bir boyut
siirina  gore tammlamak dogru olmayabilir, ¢iinkii ITS’lerin etkinligi ve

kullanishiligi yalnizca boyutlarina dayanmamaktadir. Kullamgh ITS’ler, gercek



nanosistemlerden (6rnegin, ilag-polimer konjugatlart ve polimer miselleri)
100mikron araligindaki mikropartikiillere kadar degisir. Hem nano hem de mikro
Olgekli sistemler, cesitli Klinik olarak yararli ila¢ tasima-dagitim sistemlerinin
gelistirilmesinde son derece dnemli olmustur. Pratik nedenlerden dolayi, bu acgidan

NT; mikroteknoloji ve nanoiiretim ve mikro diizeydeki karsiliklarini igerir [1].

2.1.2 Ila¢ tasinmasinda-dagitiminda nanoteknoloji

Nanoteknoloji, kullanildigr her alanda tam anlamiyla devrim yapan, kullanildigi
teknoloji ve alanda is ve zaman ylikiinii hafifleten, gelecekte yapabilecekleri ile ilgili
tezler, hipotezler ve hayaller ve gii¢ potansiyeli nedeniyle, daha 6nce hi¢ goriillmemis
bir coskuyla ¢ok dikkat ¢ekti. Ilag dagitiminda, NT sadece bir etki yaratmaya
basliyor. Bununla birlikte, mevcut “nano” ITS’lerin ¢ogu, lipozomlar, polimerik
miseller, nanopartikiiller, dendrimerler ve nanokristaller gibi nanometre aralifinda
bulunan geleneksel ilag dagitim sistemlerinin kalintilaridir. Lipozomlar ve polimer
miselleri ilk olarak 1960'l1 yillarda, nanopartikiiller ve dendrimerler ise 1970
yillarda hazirlandi. Nanometre boyutlarda koloidal altin parcaciklari ilk kez Michael
Faraday tarafindan 150 yildan daha Once hazirlanmis, ama yakin zamana kadar
nanoparcaciklar veya NT ile atif veya iligki kurulamamigtir. Yaklasik otuz yil once,
kolloidal altin pargaciklar1 immiinogold boyama olarak bilinen ve hedefe spesifik
boyama antikor ile konjuge edildi [2]. Boyle bir uygulama, NT’de altin
parcaciklarinin son patlayict uygulamalarmin onciisii olarak diisiiniilebilir. NT nin
ila¢ tasinmasindaki 6nemi, programlanmis fonksiyonlara sahip cihazlar {iretmek icin
molekiilleri ve supramolekiiler yapilar1 idare (manipulate) etme kavraminda ve
yetenegindedir. Geleneksel lipozomlar, polimerik miseller ve nanopartikiiller
“nanotastyicilar” olarak adlandirilir ve bu agikcasi sadece boyut dlgeginde dogrudur.
Bu geleneksel ITS’ler, mevcut NT devriminden bagimsiz olarak giincel gegerliligine
sahiptir. Ilaglarin tasinmasinda ve hedef organa gonderilmesinde NT’nin gercek
anlamini takdir etmek icin, ITS’leri NT devriminden 6nce ve sonra zaman dilimine

gore siniflandirmak yararl olabilir [1].

2.1.3 Nanoteknoloji devrimi 6ncesi ve sonrasi ila¢ tasima-dagitma sistemleri

Tablo 2.1'de gosterildigi gibi, mevcut NT devrimine iliskin ilag tasima teknolojileri
lic kategoriye ayrilabilir: NT devriminden Once (ge¢cmis); mevcut gecgis donemi

(simdiki); ve olgun NT (gelecek).



Mevcut NT devriminden 6nceki yani gegmiste ITS &rnekleri yukarida belirtildigi
gibi lipozomlar, polimerik tanecikler, nanopartikiiller, dendrimerler, mikropartikiiller

ve nanokristallerdir.

Giiniimiiz ITS’leri, mikrogipler, mikroigne tabanli transdermal tasima sistemleri,
katmanli montajli sistemler ve miirekkep piiskiirtmeli teknoloji ile iiretilen gesitli

mikropartikiilleri igerir.

Bu cabalar birgok yeni iiretim yontemi gelistirildi. NT s6z konusu oldugunda,
ITS’lerin gelecegi, nano/mikro ITS lerin seri iiretimini yapabilen nano/mikro iiretim
stireglerini  gelistirmektir. Nano/mikro Olgekte miihendislik malzemelerinin
tiretiminin mevcut teknolojisi, yar1 iletkenler disinda, iirlinler iretmek igin

nano/mikro 6l¢ekli siirecler gelistirmek igin yeterince gelismistir [1,3].

NT’nin klinik olarak yararli ITS’leri gercek¢i bir sekilde getirip getirmeyecegini
sorgulamak gergekei, adil ve dnemli bir sorudur. Bu sorunun cevabi dogal olarak
“evettir. Ancak buradaki gercek sorulmasi gereken soru bunun ‘“ne zaman”
olacagidir. Teorik olarak, nanocihaz treten bilim adamlari, klinik olarak yararl
nano/mikro ila¢ formiilasyonlar1 iiretmek icin ITS’lerde yogun olarak calisanlarla is
birligi yapabileceginden, bu siire¢ zaten gerceklesmis olmaliydi. Ancak, heniiz
olmadi. Bunun énemli nedenlerinden biri, bilim adamlarmnin mikro dlgekli ITS leri
gecmesine neden olan nano skalasindaki takintilaridir. Klinik olarak yararli ITS’ler,
tedavi edici olarak etkili olabilecek ve genellikle uzun bir siire boyunca belirli bir
miktarda ila¢1 tasimali ve dagitmalidir. Bu gereksinimler NT tarafindan iiretilen
mikro dlgekli ITS’ler tarafindan karsilanabilir. Buna ek olarak, sistemlerin insan
viicuduna tanitilmast ve ABD Gida ve llag Idaresinden (Food and Drug

Administration, FDA) onay alinmasi gerektigi ger¢egine de dikkat edilmesi gerekir

[1].



Tablo 2.1 : ilag tasima ve dagitma sistemlerinin nanoteknoloji (NT) devrimi ile
iliskili olarak siniflandirilmasi ve 6rnekleri [1].

Doénem NT’den donce Gegis Donemi Olgun NT (Gelecek
(Ge¢cmis Donem) (Giiniimiiz) Donem)
Teknoloji Nano/mikro Nano/mikro tiretim Nano/mikro son ug
partikiillerin iiretimi
emiilsiyon bazl
hazirlanmasi
Ornekler Lipozomlar Mikrogip sistemleri Olgek biiyiitme iiretimi
Polimerik Mikroigneli transdermal  i¢in nano/mikro
Miseller tagima sistemleri makineler
Nanopartikiiller Katmanli montajl
Dendrimerler sistemler
Mikropartikiiller ~ Miirekkep piiskiirtmeli

Nanokristaller teknoloji ile lretilen

¢esitli mikropartikiiller

2.1.4 ila¢ tasinmasindan nanoteknolojinin kullanim

Nano/mikro parcaciklarin (veya kapsiillerin) liretimi, NT nin nano/mikro o6lgekli
ITS’ler iiretmek igin neler yapabilecegini tanimlamaya bir rnek olarak sunulabilir.
Nano/mikro pargaciklarin hazirlanmasinda halihazirda mevcut yontemler esas olarak
kullanilmaktadir ve bu metot ¢ift emiilsiyon yontemleri veya solvent degisim
teknigine dayanmaktadir [4]. Dislik ilag yiikleme Kkapasitesi, diisik yiikleme
verimliligi ve boyut dagilimini kontrol etme yeteneginin zayiflig1 gibi olumsuz
ornekler de mevcut yontemlerle ilgili olarak temel sorunlardir. Nano ornekleme
(nanopatterning) gibi NTleri kullanmak, yiiksek yiikleme verimliligi ve yiiksek

homojen pargacik boyutlarina sahip nano/mikropartikiillerin iiretimine izin verebilir

[1].

2.1.5 Nanoteknolojinin ila¢ endiistrisi tarafindan kabul edilmesi

NIH Nanotip Yol Haritasi girisiminin temalarindan biri de temel bilimlerdeki

kesiflerin  klinik caligmalara yansitilmast ve uygulanmasini kolaylastiran

translasyonel aragtirma yoluyla klinik aragtirma girisiminin yeniden yapilandirilmasi

olmustur. Nano ITS’lerin esas uygulama amaci, hastaliklarin tedavisi igin klinik



olarak faydali olacak formiilasyonlar gelistirmek olmustur. ABD’de klinik
uygulamalar icin
FDA'dan onay gerekmektedir. ilag endiistrisi, genellikle giivenli olarak gériilmeyen
bilesenleri (ara-yardimci maddeler (excipients) olarak da adlandirilir) igeriyorsa, yeni
ITS’leri kullanmakta dikkatli ve agir davranmislardir. Yeni bir kimyasal ajan veya
cihazin FDA onay1 alinmasi igin klinik ¢aligmalardan ge¢gmesi uzun ve masrafli bir
siirectir; endiistride, onay almayi1 gerektirecek ve test edilmemis malzemelerin
eklenmesine karsi diren¢ vardir. Endistrinin bu isteksiz ve yavas tutumunun
iistesinden gelmek icin, bilim adamlarinin mevcut dagitim sistemlerinden 6nemli
Olcide daha iyi olan yeni dagitim sistemleri gelistirmeleri gerekmektedir.
Fonksiyonlarda sadece marjinal artislar, gerekli olan degerli onay1r almaya
yetmeyecektir. NT; biiyiiklik sirasina gore etkinlik artisi yapma potansiyeline
sahiptir. Oregin ayn1 nano/mikro cihazlari kullanarak hem tan1 hem de tedavi yani
teragnozis (theragnosis) igin gelistirilebilirler ve bu tir teragnozis cihazlar

kisisellestirilmis tipta biiyiikk umutlar vaat etmektedir [5].

2.1.6 ila¢ tasinma ve dagitiminda olgun nanoteknoloji

Nanoteknolojinin ilag tasima ve dagitimi alaninda devrimsel biiyiik bir potansiyele
sahiptir. Ancak boyle bir potansiyeli gergeklestirilmesi ic¢in, farkli disiplinlerdeki
bilim insanlar1 arasinda uyumlu g¢alismalar1 ve finansman kurumlar tarafindan
stirekli desteklenmesi gerektirir. Tablo 2.1'de gosterildigi gibi, nanoteknoloji tabanlt
ITS’lerin gelecedi, nano/mikro iiretim ile olgeklendirme iiretiminin yetenegine
bagldir. Bu durum, miimkiin olan en basit ITS lerin tasarimini gerektirir ve sadece
nanoiiretim miihendisleri ve ITS bilim adamlar1 arasindaki yakin iletisim yoluyla
miimkiin olacaktir. Eger, NT nin ila¢ taginmas1 ve dagitiminda gercek potansiyelinin
nano/mikro dlgekte tasima sistemleri ile ugragsmaktan ziyade nano/mikro iiretim ve
iiretim cihazlarima dayandigimi kavrayabilirsek, ilag tasinmasi icin NT daha hizh

olgunlasacak ve daha kullanisl hale gelecektir [1].



2.2 Hedefe Yonelik Kanser Tedavisi (Targeted Cancer Therapy)

Gliniimiizde kanser, kalp hastaliklarindan sonra diinya ¢apinda insan 6liimiiniin 6nde
gelen nedenlerinden biridir ve bireysel vaka sayisinin 2025 yilina kadar yilda 19,3
milyona ¢ikmasi beklenmektedir [6]. Kanser tedavisinde gozle goriiniir ve 6nemli
klinik gelismeler olmasina karsilik, onkologlar i¢in tam tedavisi hala biiyiik bir
zorluktur. Cerrahi tedavi, radyoterapi, kemoterapi ve hedefe yonelik tedavi gibi
secenekler giinlimiizde halen uygulanan tedaviler arasinda yer almaktadir. Ancak bu
tedavi yontemlerinin, istenmeyen ve hastaya biiylik zararlar1 olan yan etkilere yol
actig1 ve normal hiicrelere de zarar verdigi bilinmektedir. Ayrica, kanser hiicreleri
tarafindan kemoterapik ilaca karsi diren¢ gelisimi, geleneksel timor terapisi
yontemlerinin basarisizhigina neden olmakta bu nedenle kanser tedavisinde

kullanilan ilag protokolleri revize edilmektedir [7,8].

2.3 Prooksidanlar ve Antioksidanlar

2.3.1 Giris

Insan ve hayvanlar, yem ve hayvancilik uygulamalarindaki degisiklikler, iklim
degiskenleri, tagima ve gogler, yeniden gruplandirma, tedaviye yonelik ve koruyucu
faaliyetler, cesitli stresorler vb. gibi biyolojik ve c¢evresel faktorlere maruz
kalmaktadir. insan ve hayvanlarm saglik ve verimlerinin korunmasinda bu faktorlere
kars1 savagabilmesi Onemlidir. Bugilin, tiim diinya kardiyovaskiiler hastaliklar,
hipertansiyon, diyabet, kanserler ve diger burada adin1 sayamayacagimiz kadar ¢ok
hastaliklar gibi kronik saglik komplikasyonlarinda bir artisa tanik olmaktadir. Tibbi
arastirmalar, diyetin bu kronik hastaliklarin kontroliinde potansiyel bir arag

olabilecegini 6ne siirmektedir [9].

Meyve ve sebzeler agisindan zengin diyetlerin, 6zellikle kalp-damar hastaliklar1 ve
kanserler gibi ¢esitli hastaliklara kars1 koruyucu bir etkiye yol acgtigr bildirilmistir.
Meyve ve sebzelerin korumayi sagladig diisiintilen temel besinler, antioksidanlardir

[9,11].

Artan meyve ve sebze aliminin hastaliklara karst koruyucu bir etkisini arastiran 200
epidemiyolojik  calismanin  gbézden gecirildigi bir ¢alismada, polifenolik
antioksidanlarin meyve ve sebzelerdeki yiiksek igeriginin muhtemelen yararl

etkilerden sorumlu ana faktor oldugu sonucuna varilmistir [12].



Bu farkindalik, son yirmi yilda yemek masas1 iizerindeki antioksidan
molekiillerinden zengin meyve ve sebze oranlarinda muazzam bir artisa yol act1.
Ancak hala kronik saglik sorunlar1 riski artmaya devam ediyor ve bu zithik ¢ok
onemli bir soruyu akla getiriyor? “Neden? Saglikla ilgili sorunlar oksidatif strese
bagliysa ve diyet bilesenleri giiclii antioksidanlar ise, o zaman sorunun gerilemesi
gerekmiyor muydu? Bu antioksidanlar ilgili viicut dokularina ulastiginda neler
olmaktadir? Heniiz ortaya ¢ikarilmamis diger faktorler ve aydinlatilamamis konular

var midir? Arastirmacilar bu sorulara da cevap aramaktadir [9].

2.3.2 Prooksidanlar

Prooksidan, reaktif / serbest oksijen radikalleri tiriinleri (free /reactive oxygen species
- ROS) olusumunu artirarak veya antioksidan sistemleri inhibe ederek oksidatif
strese neden olan herhangi bir endobiyotik veya ksenobiyotik anlamina gelir.
Prooksidanlar; hiicreler veya dokulardaki tiim reaktif, serbest radikal iceren
molekiilleri igerebilir. Proksidanlar birka¢ kategoriye ayrilabilir. (Sekil 2.1). (Tablo
2.2 ve 2.3)

Basit olarak endobiyotikler; bir organin veya biyolojik islemin ¢aligmasini etkileyen
endojen bir maddedir. Ksenobiyotikler ise; bir organizma icinde dogal olarak
iiretilmeyen veya organizma i¢inde bulunmasi beklenmeyen bir kimyasal maddedir.
Ayrica normalden ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunan maddeleri de

igerebilir.

C ve E vitaminleri gibi popiiler ve iyi bilinen antioksidan flavonoidlerden bazilarinin,
gecis metallerinin viicutta fazla bulunmasi durumunda prooksidan olarak davrandig:
bildirilmistir. Bunlarin in vitro ortamlarda mutajenik oldugu bulunmustur. Bu
flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri ve bakirla baglatilan proksidan aktiviteleri
yapilarina baglidir. Bir flavonoidin antioksidan aktivitesi ig¢in -OH ikamesi
gereklidir. OH ikamesi olmayan ve flavonoidler i¢in temel kimyasal yapilar
saglayan flavon ve flavanon, ne antioksidan aktivite ne de bakir kaynakli proksidan
aktivite gostermez. Bir flavonoidin bakirla baglatilan prooksidan aktivitesi ayrica
yapist lizerindeki serbest OH ikamelerinin sayisina da baglhidir. OH yer degistirmeleri
ne kadar fazlaysa prooksidan aktivite o kadar giiglii olur. O-Metilasyon ve
muhtemelen flavonoid OH ikamelerinin diger O-modifikasyonlari, flavonoidlerin

hem antioksidan hem de proksidant aktivitelerini etkisiz hale getirir [13,14].



Kuarsetinin antioksidan aktivitesinin, lipit peroksidasyonunun sulu oksijen
radikalleri tarafindan kolaylastirildigi bir test sistemindeki monoglikozitlerinden
daha 1iyi oldugu bulunmustur. Luteolin; iki glikozidinden ¢ok daha giiclii bir
antioksidan oldugu ayrica kanitlamistir. Flavonoidler genel olarak, C3 pozisyonunda
baglanmis sekerleri olan O-glikozitler olarak besinlerde bulunur. -OH ikamelerinin
metilasyonu veya glikosidik modifikasyonu, bir flavonoidin geg¢is metali tarafindan
baslatilan prooksidan aktivitesinin inaktivasyonuna yol agar. Meyve ve sebzelerin
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar da dahil olmak {izere hastaliklara kars1 koruma
saglamasi, bu yiyeceklerde bulunan flavonoidler dahil olmak {izere ¢esitli
antioksidanlara baglanmistir. Kuersetin ve kempferol gibi flavonoidler, gegis
metalleri fazlaliginda niikleer DNA hasarin1 ve lipit peroksidasyonunu indiikler.
Flavonoidlerin ve askorbik asit ve a-tokoferol dahil olmak ftizere diger
antioksidanlarin in vivo bakirla baslatilan prooksidan hareketleri, genel olarak
onemli degildir; ¢iinkii bakir iyonu, metal toksisitesi hari¢ dokularda biiyiik 6l¢iide
sekestre edilir. Kuersetin de dahil olmak {izere bazi1 flavonoidler tarafindan

hepatositlerdeki demir kaynakli lipid peroksidasyonunun onlenmesi iyi bilinmektedir

[9].

2.3.3 Stres ve saghk

Insan viicudundaki her hiicre, oksidan ve antioksidan tiirler arasinda bir homeostaz
kosulunu korur. Insanlar tarafindan pulmoner oksijen aliminin %1-3'ii ROS'a
dontstiiriiliir. Normal metabolizma kosullar1 altinda, siirekli ROS ve diger serbest
radikallerin olusumu, ATP iiretimi, cesitli katabolik ve anabolik siirecler ve
beraberindeki hiicresel redoks dongiileri gibi normal fizyolojik fonksiyonlar igin
onemlidir. Bununla birlikte, kimyasal maruz kalma, kirlilik veya radyasyon gibi
eksojen cevresel veya endojen biyolojik faktdrler nedeniyle asir1 serbest radikal

olusumu meydana gelebilir. ROS alt gruplart:
1- Serbest radikaller (siiperoksit radikalleri (O2e—) gibi) ve
2- Radikal olmayan ROS (hidrojen peroksit (H202) gibi) [9,15].

Hiicrelerde iiretilen primer serbest radikaller siiperoksit (O2 ¢) ve nitrik oksittir (NO).
Superoksit, elektron tagima sistemlerinde eksik oksijenin azalmasiyla veya enzimatik
sistemlerin spesifik bir iriinii olarak iiretilirken, NO bir dizi spesifik enzim (nitrik

oksit sentazlar1) tarafindan {iiretilir. Hem siiperoksit hem de NO reaktifdir ve bir dizi
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baska ROS ve serbest nitrojen {irlinleri (radicals of nitrogen species, RNS)
olusturmak i¢in kolayca reaksiyona girebilir. Genellikle, mitokondri siirekli ROS
iiretiminin gergeklestigi hiicresel ROS kaynagidir. Bu durum, hiicre igindeki enerji
iretimi i¢in gerekli olan mitokondri zarinda bulunan elektron tasima zincirinin
sonucudur. Ek olarak, baz1 sitokrom 450 enzimlerinin de ROS iirettikleri

bilinmektedir [9,15].

2.3.4 Oksidatif stres

Serbest ROS ve RNS radikallerinin potansiyel biyolojik hasara neden olan zararh
etkisi, sirasiyla oksidatif stres ve nitrosatif stres olarak adlandirilir. Biyolojik
sistemlerde, asir1 ROS / RNS diretimi ve / veya enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlarin eksikligi oldugunda bu belirgindir. Redoks stresi / oksidatif stres
karmasik bir islemdir. Organizma {izerindeki etkisi, oksidan tipine, bulundugu yere
ve lretim yogunluguna, gesitli antioksidanlarin kompozisyonu ve aktivitelerine ve

tamir sistemlerinin yetenegine baglidir [16].

ROS terimi, siiperoksit radikali (O2 ¢) ve hidroksil radikali (HO+) gibi O2'den daha
yiiksek reaktiviteye sahip olan biitiin molekiiler oksijenin (O2) metabolitlerini ve
hidrojen peroksit (H202) gibi radikal olmayan molekiilleri igerir. Bu ROS normal
aerobik metabolizmanin yan lriinii olarak dretilir, ancak temel saglik tehlikesi
oldugu kanitlanan stres altinda seviyeleri artar. Mitokondri, ROS {iretiminden
sorumlu ana hiicre organeldir. Bir dizi oksidatif fosforilasyon islemi ile ATP firetir.
Bu islem sirasinda, dort elektron azalmasi yerine O2 yerine bir veya iki elektron
azalmasi olabilir, bu da O2 veya H202 olusumuna neden olur ve bu tiirler diger
ROS'a doniistiiriilebilir. Diger ROS kaynaklari; peroksizomal oksidazlar, sitokrom P-
450 enzimleri, NAD (P)H oksidazlar veya ksantin oksidazi igeren tepkimeler
verebilir [17,18].

2.3.5 Oksidatif stres ve hastaliklar

Bugiin diinya kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve benzeri gibi yasa baglh kronik
saglik hastaliklarinda ve buna bagli olumsuz saglik etkileri ve mortalite / sekelde bir
artts yasamaktadir. Diyabet gibi bazi metabolik hastaliklar da artmis bir
lipoperoksidasyon diizeyi ile iligkilidir [19]. (Sekil 2.2). (Tablo 2.4)
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Santral sinir sistemi (SSS), nispeten toplam antioksidan kapasitesi daha diisiik bir
seviyede oldugu icgin serbest radikal hasarmna karst asir1 duyarlidir. Dokularda
iiretilen ROS, lipitler, niikleik asitler ve proteinler gibi makromolekiillere dogrudan
zarar verebilir. Coklu doymamis yag asitleri, ROS i¢in tercih edilen oksidasyon
hedeflerinden biridir. Oksijen iceren serbest radikaller, 6zellikle siiperoksit anyon
radikalini (O2¢—), hidroksil radikalini (OHe—) ve alkilperoksil radikalini (¢ OOCR)
cok cesitli hastaliklarin patogenezinde rolii iyi belirlenmis lipit peroksidasyonunun
giiclii baslaticilaridir. Lipit peroksidasyonu baslatildiginda, sonlandirma iiriinleri
tiretilinceye kadar zincir reaksiyonlarin yayilmasi gerceklesecektir. Bu nedenle,
malondialdehit (MDA), 4-hidroksi-2-nonenol (4-HNE) ve F2-izoprostanlar gibi lipit
peroksidasyon son iiriinleri biyolojik sistemlerde birikir. DNA bazlar1 ayrica ROS
oksidasyonuna kars1 ¢ok hassastir ve DNA bazlarinin in vivo baskin saptanabilir
oksidasyon {irtinii 8-hidroksi-2-deoksiguanozindir. DNA bazlarinin oksidasyonu hem
niikleer hem de mitokondriyal DNA'da mutasyonlara ve delesyonlara neden olabilir.
Mitokondriyal DNA, birincil ROS kaynagina yakinligi ve niikleer DNA ile
karsilastirildiginda zayif onarim kapasitesinden dolay1 o6zellikle oksidatif hasara
meyillidir. Bu oksidatif degisiklikler, birgok fizyolojik etkiye sahip c¢esitli protein
tiplerinde (enzimatik ve yapisal) fonksiyonel degisikliklere yol acar. Benzer sekilde,
transkripsiyon faktorlerinin indirgenme modiilasyonu, spesifik DNA baglama
aktivitelerinde bir artis veya azalisa neden olur, boylece gen ekspresyonunu modifiye

eder[9,14].

Malondialdehit (MDA) oksidatif stres belirtecleri arasinda 6nemli bir {iriindiir. MDA,
perokside edilmis ¢oklu doymamis yag asitlerinden (PUFA), 6zellikle arasidonik
asitten olusan ii¢ karbonlu bir bilesiktir. Membran lipit peroksidasyonunun son
tiriinlerinden biridir. MDA diizeyleri, oksijen igeren serbest radikallerin fazla oldugu
cesitli hastaliklarda arttigindan, serbest radikal hasari ile bir¢ok iliski gozlenmistir.
SSS’de 6zellikle hiicre zarinda PUFA fazla oldugundan ayrica oksidatif hasara karsi
hassastir [14].

Cu/Zn siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) ve selenyum bagimli glutatyon peroksidaz
(GSHPx) ise antioksidan kapasiteyi gosteren onemli enzimlerdir. Cu/Zn-SOD; tiim
oksijeni metabolize eden hiicrelerde bulunan ve asir1 derecede toksik olan siiperoksit
radikalini potansiyel olarak daha az toksik hidrojen peroksite doniistiiren hiicre i¢i bir

enzimdir. Cu/Zn-SOD dogada yaygindir, ancak bir metaloenzim olmasi nedeniyle,
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aktivitesi dokulardaki serbest bakir ve ¢inko rezervlerine baglhidir. Hiicre i¢i bir
enzim olan GSHPx, memeli hiicrelerinde, hidrojen peroksit ve lipit hidroperoksitleri

metabolize edebilen birkag proteine aittir [9,14].

2.3.6 Oksidatif stres ve cesitli malignitelerde varhg: ve seviyelerindeki artisi

Karsinogenezis (kanser olusumu) duyarli dokularin biitiinliigiiniin asamali olarak
kaybedilmesiyle sonuglanan konak¢i dokunun ¢ok sayida aktive edici ve inhibe idici
biyolojik aktiviteleri (immiin ve immiin olmayan) arasindaki etkilesimlerin asamali
bir erozyonu olarak tanimlanabilir. Kanser, mutasyon ve yaslanma gelisiminde ilk ve
temel asama, hiicre DNA'sindaki oksidatif hasardir. Mutasyonlara ve kansere yol
acabilecek oksitlenmis DNA iirlinlerinin bir listesi su anda tanimlanmistir. ROS'un
neden oldugu DNA hasarina bagli olarak goriilen ana degisiklik, purin veya
pirimidin halkasindaki yer degisimleri nedeniyle DNA zincirindeki kopustur [20].
ROS ile birlikte diger indirgeyici metaller de yaslanma, mutasyon ve timor
gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir. Diizenli isleyen bir hiicresel mekanizmada,
katalaz, peroksidazlar ve siiperoksit dismutaz gibi enzimlerle birlikte, serbest radikal
temizleyicileri olan vit-E, vit-C ve glutatyon DNA onarim mekanizmasini kontrol
eder [9].

DNA’daki bu hasarlar ya tek iplik kopmalar: (single strand break, SSB), ¢ift iplik
kopmalar1 (double strand breaks, DSB) ya da oksidatif olarak iiretilmis kiimelenmis
DNA lezyonlar1 (oxidatively generated clustered DNA lesion, OCDL) seklindedir.
Oksidatif strese bagli olarak hasar gérmiis DNA'nin diizensiz onarimi veya onarim
yoklugu apoptotik yoldaki degisikliklerle birlikte mutagenez ve genetik
transformasyona yol acabilir. Coziilmemis ve inat¢1 inflamasyon nedeniyle olusan
oksidatif stres, immiin yanitlarin dinamiklerinin degigsmesinde rol oynayan 6nemli bir
faktor olabilir. Bu degisiklikler, sonugta kronik hastaliklara veya kanserlere yol
acabilen hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigliniin kaybma yol acabilecek
immiinolojik bir kaosa - karmasikliga neden olabilir [21,22]. Oksidatif stresin;
degigmis hiicre biiylimesi, neoplaziye yol acan kronik enfeksiyonlar, metastatik
kanser ve anjiyogenez ile birlikte alerji, otoimmiin veya ndrodejeneratif hastaliklarin
indiiksiyonuna neden oldugu bildirilmektedir. Bu gibi degisikliklerin arka planinda
protein, gen ve damar gibi hiicresel bilesenlerin hasar1 vardir. Ayrica, bir araya gelip

kiimelenmis bu faydasiz ve karmasik hiicrelerin dokuda fazla birikmesi, ilave
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oksidatif strese neden olur ve bagisiklik sistem ile buna cevap vermeyen
inflamasyonun siirekli aktivasyonunu saglar [23]. Doku nekrozu ve hiicresel biiyiime,
bagisiklik sistemindeki hiicrelerinin oksidatif stres kaynakli de§ismis aktivitelerine
bagli olarak enflamatuar aracilarin ekspresyonu ile uyarilir. Doku fonksiyonundaki
bu degisiklikler temel olarak otoimmiinite, ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser
olusumundan sorumludur. TNF’ler, proteazlar, ROS'ler ve kinazlar gibi asir1 iiretilen
apoptotik faktorlerin yani sira oksidatif stres nedeniyle iiretilen ¢esitli atiklar aktif
olarak tiimor biiyiimesine ve proliferasyonuna katilir. Bu faktorler ayrica membran
yikimi, komsu dokulara invazyon ve kan / lenfatik damarlar araciligi ile timor
hiicrelerinin metastaz1 igin de gereklidir [24,25]. Ornegin; son dekatlarda, tiroid
kanserlerinin insidans1 diinya genelinde artmistir. Bunun nedenlerinden biri,
muhtemelen serbest radikal olusumunun artmasina neden olan, radyasyona maruz

kalmadaki artistir [26].

2.3.7 Antioksidanlar

Metabolizma veya zararli etkenlere bagli olarak hiicrede meydana gelen zararli
etkileri gidermek veya en aza indirmek i¢in, sistem zararin Onlenmesi, oksidatif
hasarlar1 hafifletmek i¢in tamir mekanizmasi, hasara karsi fiziksel koruma
mekanizmasi ve en onemlisi antioksidan savunma mekanizmalar1 gibi bazi savunma
stratejileri ile kendini gelistirmistir. Oksidatif strese bagli gelisen serbest radikal
olusumu teorisine dayanarak, antioksidanlar strese dikkat etmek i¢in ilk tercih edilen
cizgidir. Endojen antioksidan savunma sistemleri, genellikle hiicre sitoplazmasi ve
cesitli hiicresel organeller icinde dagilmis olan, boliimlendirilmis enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan molekiilleri igerir. SOD, katalaz ve bazi peroksidaz vb. gibi
Okaryotik organizmalarda yaygin olarak bulunan primer antioksidan enzimler, ROS'u
su ve O2 gibi daha kararli molekiillere doniistiirmek i¢in karmasik bir reaksiyon
kademesini katalize eder. Birincil antioksidan enzimlerin yani sira, ¢ok sayida ikincil
enzim, birincil antioksidan enzim fonksiyonlar1 i¢in gerekli ko-faktorleri saglayan
redoks dongiileri olusturmak i¢in kiigiik molekiiler agirlikli antioksidanlarla yakin

iligki i¢inde hareket eder [9,16].

Kiiclik molekiiler agirlikli non-enzimatik antioksidanlar (6rnegin, GSH, NADPH,
tioredoksin, E ve C vitaminleri ve selenyum gibi eser elementler) de dogrudan ROS

temizleyicileri olarak islev goriir. Bu enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
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sistemler, hassas bir hiicre i¢i redoks dengesini koruyarak ve ROS'un neden oldugu
istenmeyen hiicresel hasari en aza indirerek hayati siirdirmek icin gereklidir.
Endojen ve eksojen antioksidanlar arasinda bazi yiliksek molekiiler agirlikli
(superoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, albiimin, transferrin,
metalotiyonin) ve bazi diisiik molekiiler agirlikli maddeler (iirik asit, askorbik asit,

lipoik asit, glutatyon, ubikuinol, tokoferol / E vitamini, flavonoidler) bulunur [9,16].

Dogal gida kaynakli antioksidan bilesenler son yirmi yilda biiyiik ilgi gdrmis ve
antienflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik modiilatdr potansiyelini gosteren umut
verici ¢esitli biyolojik aktiviteler tanimlanmistir. Flavonoidler, meyvelerde,
sebzelerde ve bitkilerde bulunan biiyiik heterojen bir benzopiran tiirevleri grubunu
icerir. Bunlar ikincil bitki metabolitleridir ve 4000'den fazla molekiiler tiir
tanimlanmistir. Flavonoidler, serbest radikal temizleyici aktiviteleri nedeniyle kanser
ve ndrodejeneratif hastaliklarda olumlu bir saglik etkisi gosterirler. Cok sayida
meyve ve sebzede bulunan en bol dogal flavonoidlerden biri, serbest radikalleri
temizleyerek, hidrojen bilesigi vererek, su verme yoluyla oksidatif yaralanmay1 ve
hiicre o0liimiinii 6nleyen kuersetindir (3,5,7,3 ', 4 pen, pentahidroksflavon). Singlet
oksijen ve lipid peroksidasyonunun veya selatlayici metal iyonlarinin 6nlenmesi. Son
zamanlarda, yaslanma ile ilgili insan hastaliklarinin tedavisinde bir yaslanma karsiti

ajan olarak resveratroliin potansiyeli de kanitlanmigtir [27,29].
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Tablo 2.2 : Oksidatif stresin endojen mediatérleri [9].

Smif Ornekler Mekanizma
Serbest Membran bagl enzimler NADPH oksidaz
radikal kagagi

Elektron tagima sistemleri Karisik fonksiyonlu
oksidazlar
Oksijen Coziinebilir hiicre bilesenleri  Gegis metalleri, tiyol

aktivasyonu

ROS iiretimi /
yayilimi

Ksenobiyotikmetabolize
edici enzimler

Coziinebilir sitozolik
enzimler

Fagositik hiicreler

Lokal iskemi

iceren proteinler, kinin

tiirevleri, epinefrin,
metaloproteinler,
hemeproteinler ve

flavoproteinler

Cyt P 450 bagimli
monooksigenazlar,
Cytbsve NADPH-
bagimlh
sitokromrediiktazlar

Ksantinoksidaz,
stiperoksitdismutaz,
katalaz

[ltihaplanma, solunum
patlamast  ve toksik

molekiillerin
uzaklastirilmasinda rol
alan nétrofiller,
makrofajlar ve
monositler

Yaralanma veya
ameliyat nedeniyle

hasarli kan alim1
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Tablo 2.3 : Prooksindanlarin farkli siniflari ve oksidatif stres gelisimi i¢in ortak
mekanizmalari [9].

No Simif Ornekler Mekanizma

(1) Maglar Analjezikler Makromolekiillerdeki
(parasetamol) degisikliklere yol ag¢an ROS
gibi recetesiz iiretimi. Sonugta karacigere ve
satilan ilaclar bobrege Oliimciill sekilde zarar
veya antikanser verebilen .
ilaclar
(metotreksat gibi)

(2) Gegis metalleri  Magnezyum, Bu metaller, Fenton ve Haber-
demir, bakir, Weiss reaksiyonlarini indiikleyerek
¢inko vb. asin  ROS olusumuna neden

olabilirler.  Kronik magnezyum
artisi; klasik  bir  prooksidan
hastaliktir. Diger yiiksek demir
seviyeleri nedeniyle hemokromatoz
veya bakir nedeniyle Wilson
hastalig1 olabilir.

3 Pestisitler BHC, DDT, vb. Serbest radikal uretiminin
uyarilmasi, lipit
peroksidasyonunun uyarilmasi,

antioksidan enzimlerdeki ve
glutatyon  redoks  sistemindeki

degisiklikler
(4) Fiziksel Kosu, agirhk Kaslardaki  agin  kasilma  ve
egzersiz kaldirma vb. gevseme laktik asit

metabolizmasim1  artirarak  ROS
tretimini artirir. Siki egzersiz asiri
ROS'a neden olur

(5) Zihinsel kaygi  Gerginlik, endise Redoks sistemindeki
ve kaygi gibi dengesizlikler; néroinflamasyon ve
diisiinceler norodejenerasyon, mitokondriyal

disfonksiyon, noéronal sinyallerin
degismesi ve ndrojenezin

inhibisyonunda rol oynar.

(6) Patofizyoloji Lokal iskemi ROS firetiminin artmasina neden
olur.
(7) Cevresel Asirt hava Adaptasyon sirasinda,
faktorler kosullar1  (sicak, mitokondriyal membran
soguk, firtina) akigkanligi azalir. Bu durum

elektronlarin transferini bozabilir,
boylece ROS iiretimi artar.

(8) Antioksidanlar ~ Askorbik asit, E Bazi kosullar altinda (6rnegin agir
vitamini, metallerin  varliginda) proksidan
polifenoller olarak davranabilirler.
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Tablo 2.4 : Oksidatif stres ile pozitif korelasyon gosteren 6liimciil hastaliklar.

No Hastalik Ilgili organlar Etyolojisi

(1) Makiiler Gozler Reaktif oksijen ara maddeleri

dejenerasyon (ROI)

) Diyabet Coklu organ Superoksitdismutaz,  katalaz,
glutatyonrediiktaz,
alutatyonperoksidaz

(3) Kronik Coklu organ C-reaktif protein

yorgunluk

(@) Ateroskleroz Kan damarlar1  Azaltilmis NADPH oksidaz
sistemi

(5) Otoimmin Bagisiklik R, riboniikleoprotein

hastaliklar sistemi

(SLE)
(6) Norodejeneratif Beyin ROS

hastaliklar

(Alzheimer ve

Parkinson
(7) Astim Akciger ROS, ozellikle, H,O,
(8) Romatoidartirit Eklemler ROS

ve osteoartirit

9) Nefrit Bobrek Glutatyontransferazkappa
(GSTK 1-1)

(10)  Melanom Cilt DNA hasari ve lipit
peroksidasyonu (LPO) igeren
patofizyoloiik islemler

(11)  Miyokardiyal Kalp ROS

enfarktus
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Bacteria

Fungus

Pathophysiology
Ischemia

Sekil 2.1: Prooksindanlarin genel siniflandirilmasi [9].
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NECrosis)

Neurological
Immune ‘ disorders
B dysfunction  gygceptible
to infection

Carcinogen/
mutation
Hepatocellular,
cervical, colon,
breast cancers

Mitochondrial oxidative burst

Endobioticor /

xenobiotic [/ » .
/ Peroxidases

Parkinson's oy

discase i g /
Alzheimers  Pituitary e l \\ EE

N b
disease \“‘“\“\'\\-h“ ;
:‘4\«“"\ " »

Endocrine N
Proi ry

dysfunction { Chronic = i
- J@m‘ﬂf—\ Changein Ca

homeostasis

Autoimmune
disorder

Cardiovascular

Hypertension
disease

Sekil 2.2 : Oksidatif stres ve hastalik gelisimi [9].

Konvansiyonel tedaviye alternatif olarak bitkisel kaynakli yeni bilesikler, kanser
hiicrelerine kars1 kuvvetli etkinlikleri ve sinirli / ihmal edilebilir yan etkileri
nedeniyle son zamanlarda giindemdedirler ve ¢ok takdir edilmektedirler. Halen
klinik kullanimdaki antikarsinojenik kemoterapik ilaclar esas olarak bitkilerden elde

edilmektedirler.

Vinka alkaloidleri (vinblastin ve vincristine): Catharanthus roseus (L.) 'den elde
edilir

Taksanlar (paklitaksel): Taxus brevifolia’dan elde edilir.

Kamptoteksin (alkaloid): Camptotheca acuminata ve Nothapodytes nimmoniana’dan
izole edilir.

2.4 Paklitaksel (Paclitaxel, PTX)

1967'de Monroe Eliot Wall ve Mansukh C. Wani, Taxus brevifolia (kuzeybati Pasifik
Porsukagaci) kabugundan bir mitotik inhibitdrii izole ettiler ve bu bilesige “Taksol

(Taxol)” adin1 verdiler [30]. (Sekil 2.3 ve 2.4)

20



Daha sonra yar1 sentetik ortamda yetistirildiginde, Taksolun bir mantar endofiti
tarafindan iretildigi kesfedildi. Fungal endofit, Pasifik Porsuk agacinin floem
(bitkilerde yapraklardan asagiya dogru seker ve diger metabolik {iriinleri ileten bir
cesit vaskiiler doku) dokusundan izole edildi. Bristol-Myers Squibb Sirketi
tarafindan “Paklitaksel (Paclitaxel, PTX)” jenerik ismi ile ticari olarak gelistirildi ve
Taxol® ticari markasi1 altinda satilmaya baslandi. Daha sonra PTX’in albiimin,
polisitrat vb. ile konjuge edilmesi ile g¢esitli formiilasyonlar gelistirildi ve her bir
Pasifik Porsuk agacindan 150 endofitik mantar suslar1 izole edildi. Endofitik mantar
popiilasyonu ¢ok cesitlidir. 150 susun 105'1 25 farkli cinslere aitken, birinin cinsi
heniiz belirlenememistir. 44 susta ise kati kiiltiirlerde herhangi bir tireme olmamustir.
Paklitaksel, goriiniiste beyazdan kirli beyaza kadar olan kristal bir tozdur. Ampirik
formiili C47HS51NO14 ve molekiiler agirligi 853.9 birimdir. PTX son derece
lipofiliktir, bu nedenle suda ¢6ziinmez. Erime noktast ise 216-217°C civarindadir

(Sekil 2.6) [30,31].

2.4.1 Etki mekanizmasi

PTX ilac1 tubulin'i hedefler. Arastirmacilar PTX'e maruz kalan hiicrelerin, tubulini
hedefleyen bir ilag olan kolsisine karsit nitelikte olan ig diizenegi, hiicre boliinmesi
ve ayrica kromozom ayrimi ile zorluk cektigini gozlemlediler. Kolsisin ve PTX
arasindaki en biiyiik fark; kolsisin mikrotiibiil tertibatin1 inhibe ederken PTX
mikrotiibiilii ayrilma ve par¢alanmaya karsi stabilize eder ve korur. Daha yiiksek bir
dozda, PTX'in, mikrotiibiil eksi uglarmmi sentrosomlardan ayrilmasini baskiladigi
bilinmektedir. Beta-tubulin alt biriminin PTX i¢in baglanma alanina sahip oldugu
bilinmektedir [30,32,33].

2.4.2 Cesitli kanser tiirlerinin inhibe edilmesinde paklitakselin rolii

Kanser tedavisi alaninda, ozellikle cesitli kemoterapdtik ajanlarin kullaniminda
kapsamli calismalar yapilmistir. Terapotik etkinligi arttirdigi i¢in nanopartikiil
destekli kemoterapdtik ITS'leri kullanilmustir. Metastatik meme kanseri iizerine
yapilan c¢aligmalar, kemoterapdtik ajan PTX ve twist shRNA'min kompleks
nanopartikiiller yoluyla es-teslim edilerek metastazin inhibe edildigi gosterildi.
Boylece hiicresel alim, RNA etkilesimi ve metastazi inhibe etme etkili bir sekilde
saglanmis olur [30,34]. Sitorediiktif cerrahi sirasinda PTX yiikkli genis

nanopartikiillerin  (pax-eNP) uygulanmasi, over karsinomunda lokal tiimor
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rekiirrensini etkili bir sekilde azaltmistir [35]. Kemoterapotik nanopartikiil ajanlar,
hedef organa taginmasi ve ulasiminda daha dogru, viicuttan atiliminda ise daha yavas
oldugu igin serbest verilen kemoterapotiklere gore bir avantaj saglamaktadir [36].
Bununla birlikte, meme, akciger, prostat, over ve boyun karsinomlar1 da dahil olmak
lizere c¢esitli kanser tiplerinde kemoresistans (ilaca diren¢ hali) gozlenmistir.
PTX'lerle konjuge edilen nanopartikiiller nanomiseller olarak da taginabilir ve hedef
organa teslim edilebilir. Bu formiilasyonlar, diger formiilasyonlara kiyasla hedef
tiimore ila¢ taginmasinda daha yiiksek verimlilik gosteren hiicre i¢i endositoz ile
basitge almabilir [37,38]. Cok duvarli karbon nanotiipler, PTX'in polisitrik asit ile
konjuge edildigi potansiyel iTS'ler olarak da kullanilmustir.

Sinyal molekiiliiniin aktive edici bir mutasyonuna karsi kullanilan inhibitdr bir
ajanin, PTX gibi standart bir kemoterapdtik ajan ile kombinasyonu, mutant insan
endometriyal kanser hiicre hatlarinda sinerjik aktivite gostermistir [39]. Osteosarkom
hiicrelerinde; PTX'in Etoposid ile kombinasyonu halinde termokemoterapiye
sitotoksik  etkilerini  degerlendirmek icin yapilan bir calismada, ilag
kombinasyonunun apoptoz indiikleme kapasitesinin, tek tek kullanilan ilaglarin
etkisinden daha giigcli oldugunu gostermistir [40]. Baska biir c¢alismada da,
kaspazdan bagimsiz olarak hiicre 6limii indiikleyici bir ajan olan Gelomulide-K ile
birlikte PTX verildiginde, PTX in klinik etki aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir.
Bu calisma yeni kaspazdan bagimsiz hiicre oliimii indiikleyici ajanlarin gelisimi

hakkinda bir fikir vermektedir [30,41].

Cesitli aragtirma ve gayretlere karsilik, halen multipl miyelomun kesin tedavisi (cure)
miimkiin degildir. Bu nedenle ¢ogu durumda, ilaglarin verimliligini artirmak ve yan
etkilerini azaltmak amaciyla kemoterapotik ilaglarin kombinasyonu kullanilmaktadir.
Farnesiltransferaz inhibitorii R115777 (Zarnestra) ile sinerjize edilen PTX'in
cogunlukla G2/M hiicre dongiisii durmasimi tetikleyecek kadar etkili oldugu
bulunmustur [42].

PTX ile Cremophor EL kombinasyonu asir1 duyarlilik reaksiyonlart ve PTX'in
farmakokinetiginde degismeye neden olmaktadir. Cremophorsuz ve albumin ile
stabilize edilmis bir nanopartikiil PTX formiilasyonu olan ABI-007 kullaniminin,
Cremophor igeren PTX ile karsilastirildiginda, farelerde daha az toksisiteye neden

oldugu bildirilmistir [43]. Yapilan bir ¢caligmada da tiyolatli polikarbopil bazli bir
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oral PTX formiilasyonunun kullanilmasi, belirgin sekilde iyilesmis PTX plazma

seviyeleri gosterdi ve timdr biiylimesini azaltti [44].

PTX'in akciger, meme, over, l0kopeni ile seyreden hastaliklar ile karaciger kanserine

kars1 etkili bir antikanser ajan oldugu ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir. [45,46].

Ayrica belirli mekanizmalarla glikolizi azalttigi da bilinmektedir. PTX; tubulini
hedef alarak, hiicre dongilisii durmasini indiikleyerek, sinyal faktorlerini artirarak
veya bunlart mutasyona sokarak cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde rol oynar.
Bununla birlikte, Pasifik Porsuk agacinin kabugundan elde edilen PTX'e olan asiri
talep, bu kanser tedavi edici silah igin zorlu bir 6zelliktir. Bu nedenle, bu antikanser
ilacin artan ihtiyacim1 karsilamak icin bu {riini kimyasal/sentetik yOntemlerle

gelistirmeye odaklanilmalidir [30,47,48 ]. (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5 : Paksitakselin de dahil oldugu Taksanez (Taxanes) grubu
kanserkemoterapiklerin insan kanser tiplerinde etkilerinin
gosterilmesi.

Taksan Sinifinin

Aktif Oldugu insan

Kanitlar

Kullanim ve Etkinligin

Tanimi

Meme kanser

Akciger kanseri

Prostat kanseri

Pankreas kanseri

Over kanseri

Mesane kanseri

Endometriyum kanseri

Squamous hiicreli

karsinom

Melanom

Yumusak doku sarkomu
ve Kaposi sarkomu

Lenfoma

Faz III galismalar -
tek ajan adjuvan
Faz III ¢caligmalar -

tek ajan adjuvan

Faz III galismalar -

tek ajan adjuvam

Faz III galigmalar -
Gemcitabine ile kombine

Faz I1I galigmalar -
tek ajan adjuvani

Faz II ¢aligmalar

Faz I galigmalar-

platinumresistant EK

Faz II ¢aligmalar

Faz 11 ¢aligmalar

Faz II ¢aligmalar

Faz II ¢aligmalar -

Tek ajan

Genel yasam siiresinde artis

Genel yasam siiresinde artis
(tek basina veya platin

kemoterapi kombinasyonu
Hormon direngli prostat

kanserinde tek ajan
aktivitesi ve cerrahiye
yardimci olarak sagkalimi
arttirma

Metastatik hastalarda front-
line segenegi ve yalniz
basina ve gemsitabin ile
adjuvan tedavi

Yanit oranlar1 20-48%

Tek ajan genel hastalik
kontrol oran1 %18

Tek basina cevap oran1 %86
(platine direngli hastalar
dahil)

Tek ajan yanit oranlari
%66-96: bevacizumab ile
kombine edildiginde fayda
gorildii

6 aylik
progresyonsuzsagkalim

%29: yanit oran1 %0-14
%14,3 oraninda tek ajan

cevap orani
Vinorelbin, etoposid ve
sisplatin (vtepa)
kombinasyonu ile yanit

oran1 %33
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Sekil 2.3 : Monroe Eliot Wall (sagda) ve Mansukh C. Wani (solda) birlikte
goriilmekte [49].

Sekil 2.4 : Monroe Taxus brevifolia (kuzeybat1 Pasifik Porsukagact) kabugu biitiin
halde [50].
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Sekil 2.6 : A. Paklitaksel (Taxol®) kimyasal yapist ve B. 3D modellemesi [50].

26



Sekil 2.7 : o, B tubulin subiinitleri kompleksi ve paklitaksel. Paklitaksel sar1 gubuklar
olarak isaretlenmistir [50].

2.5 Kuersetin (Quercetin)

Meyve ve sebzelerde bulunan bir flavonoid olan kuersetin, zihinsel / fiziksel
performansi artirabilen ve enfeksiyon riskini azaltabilen essiz biyolojik o6zelliklere
sahiptir. Bu 0Ozellikler, anti-kanserojen, anti-enflamatuar, antiviral, antioksidan ve
psikostimulan aktiviteleri ile birlikte, ayrica lipit peroksidasyonunu, trombosit
agregasyonunu ve kilcal gecirgenligi inhibe etme ve mitokondriyal biyogenezi
uyarma Ozelliklerini de igeren genel saglik ve hastalik direncine yonelik potansiyel

faydalarin temelini olusturur [51].

Kuersetin, flavonoid bilesiklerin alt1 alt sinifindan biri olan flavonol olarak

smiflandirilmigtir. Bu isim 1857'den beri kullanilmaktadir ve quercetum (mege
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ormant) isminden tiiremistir. Dogal olarak olugsan bir polar oksin transport
inhibitoriidiir. Kuersetin i¢in Uluslararast Kuramsal ve Uygulamali Kimya Birligi
(The International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) isimlendirmesi 3,
37, 4", 5, 7-pentahidroksiflvanon'dur (veya bunun es anlamh 3, 3 ', 4 ', 5, 7-
pentahidroksi-2-fenilkromen- 4-1). Bu, kuersetinin 3, 5, 7, 3 ' ve 4 pozisyonlarina
bagli bir OH grubuna sahip oldugu anlamina gelir. Kuersetin ortak formlari, Sekil
2.8'de gosterilmistir [52].

Kuersetin (C15H1007) ekli bir seker igermeyen bir aglikondur. Parlak bir sitron sar1
igne kristalidir, soguk suda ¢oziinmez, sicak suda zayif ¢Oziiniir, ancak alkol ve
lipitlerde ¢oziiniirliigii oldukga yiiksektir. Kuersetin glikozit, OH gruplarindan birinin
yerine bir glikozil grubunun eklenmesiyle olusur. Ekli glikozil grubu, ¢oziintirliigi,
emilimini ve in vivo etkilerini degistirebilir. Genel bir kural olarak, glikozil
grubunun (kuersetin  glikozit) varhigi, aglikon kuersetine kiyasla suda
¢cozlinlirliigliniin artmasina neden olur. Kuersetin glikozit, ekli glikozil grubu
acisindan 6zgiindiir. Genel olarak, kuersetin terimi sadece aglikon tipini tanimlamak
icin kullanilmalidir; bununla birlikte, isim zaman zaman arastirma ve tamamlayici
enduistrisinde glikozit tip de dahil olmak iizere kuersetin tipi molekiillere atifta

bulunmak i¢in kullanilir [52].

Flavonoid molekiillerinin en bol bulunani olan kuersetin tipi flavonoller (6zellikle
kuersetin glikozitler) bitkilerde yaygin olarak bulunur. Elma, cilek, Brassica
sebzeleri (lahana, salgam, Briiksel lahanasi, hardal vb.), kapari, iizlim, sogan, arpacik
sogani, ¢ay ve domatesin yam sira birgok tohum, kuruyemis, cicek, kabuk ve yaprak
gibi ¢esitli yiyeceklerde bulunurlar. Kuersetin ayrica Ginkgo biloba, Hypericum
perforatum ve Sambucus canadensis gibi tibbi botaniklerde de bulunur [53]. Kirmizi
soganin dis halkalarinda ve koke en yakin kisimda (en yiiksek konsantrasyona sahip
kismi) daha yiiksek kuersetin konsantrasyonlari olusur. Bir ¢alismada organik olarak
yetistirilen domateslerde, kimyasal katkilar1 fazla olanlara gore %79 daha fazla
kuersetin bulundugu gosterildi. Kuersetin, farkli bitkilerden elde edilmis ¢esitli bal
tirlerinde de bulunur. Dut ve findikta da kuersetin bulunur. Yukarida belirtilen
besinlerden en yiiksek kuersetin konsantrasyonu kaparide (¢ig, islenmemis) (234
mg/100g), en diisiik konsantrasyon ise siyah veya yesil ¢ayda (2mg/100g) bulunur
[52,54,55].
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Kuersetin alimi1 Cin saglikli geng erkekler i¢in giinde yaklasik 18 mg’dir. ABD'de
flavonol alimi, ABD yetiskinleri i¢in giinde 13 mg’dir. Yapilan bir calismada
ABD’de ortalama kuersetin aliminin giinde yaklasik 14.90 ila 16,39 mg idi ve sogan,
cay ve elmalar yiiksek miktarda kuersetin igeriyordu [52]. Japonya'da yapilan bir
caligmada; kuersetin alimi ortalamast 16,2 mg/giin idi, erkeklerde kuersetin alimi
kadinlardan daha diisliktii ve kuersetin alimi hem erkek hem de kadinlarda yas ile
diisiik bir korelasyon gosteriyordu. Tahmini kuersetin alimi1 yaz ve kis aylarinda
benzerdi. Kuersetin hem yazin hem de kisin ¢ogunlukla sogan ve yesil ¢ay kaynakli
olarak alimiyordu. Kuskonmaz, yesil biber, domates ve kirmizi yaprak marul gibi
sebzeler yaz aylarinda iyi kuersetin kaynaklariyd: [56]. Avustralya'da, siyah ve yesil
caylar, kuersetin baskin kaynaklariydi. Diger kaynaklar arasinda sogan, brokoli,
elma, lizim ve fasulye yer almakta idi. 24 saatlik hatirlama verilerinin analizi, toplam
flavonoidlerin (> 18 yas) 454 mg / giin ortalama bir yetiskin alimin1 gostermistir.
Elma, 16-18 yaslarina kadar en 6nemli kuersetin kaynagiydi, ardindan sogan gittik¢e
daha 6nemli bir kaynak haline geldi (Somerset, 2008). ispanya'da giinliik ortalama
kuersetin alimi, 18,48 mg/giin olup, cay, turunggiller ve meyve suyu, bira, sarap,
kavun, elma, sogan, ¢ilek ve muz gibi kaynaklara dayali olarak, ABD'de oldugundan

(9,75 mg / glin) 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir [57].

Insanlarda kuersetin biyoyararlanimi oldukga diisiiktiir (~%?2). Kuersetin glikozitin
tahmini emilimi, 100 mg alan saglikli bireylerde %3 ile %17 arasinda degismektedir.
Kuersetinin  nispeten  diisiik  biyoyararlanimi,  diisiik  emilimine, genis
metabolizmasina ve/veya hizli eliminasyonuna baglidir. Kuersetin glikozit ince
bagirsagin st boliimiinde emilir, daha sonra ince bagirsak ve karacigerde
biyotransformasyon enzimleriyle metile, siilfo-siibstitiide ve glukuronize edilir ve

sonunda bobrek yoluyla idrarla birlikte atilir [52].
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Sekil 2.8 : Kuersetin, kuersetin glikozit, kuersetin glukuronid, kuersetin siilfat ve
metile edilmis kuersetinin molekiiler yapisi [52].

2.6 Rosmarinik Asit (Rosmarinic Acid)

Rosmarinik asit (RA) ilk olarak 1958 yilinda Italyan kimyagerleri M.L. Scarpatti ve
G. Oriente tarafindan biberiyeden (Rosmarinus officinalis) izole edildi ve tanimlandi.
Kimyasal olarak; 3-(3,4-dihidroksifenil) laktik asit ve kafeik asit esteri olan bir
fenolik bilesiktir [58]. (Sekil 2.9)

Rosmarinik asit; 6zellikle Boraginaceae tiirlerinde ve Lamiaceae'nin nepetoideae alt
familyasinda bulunur. Bununla birlikte, diger yiiksek bitki familyas: tiirlerinde, bazi
egreltiotu ve hornwort (ceratophyllum demersum, bir ¢esit yesil su bitkisi) tiirlerinde
ve gesitli mono- ve dikotiledon anjiyopermlerin tiirlerinde de bulunur. Ocimum
basilicum (feslegen), Ocimum tenuiflorum (kutsal feslegen), Melissa officinalis
(melisa), Rosmarinus officinalis (biberiye), Origanum majorana (mercankosk),

Salvia officinalis (adagay1), kekik ve nane gibi mutfak otlar1 (yemek yapmada
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kullanilan) olarak yaygin kullanilan tiirlerde bulunur. Maranta ve Thalia cinsleri gibi

Marantaceae familyasindaki bitkilerde de bulunur [8].

Rosmarinik asidin biyosentezi, 1-fenilalanin ve I-tirozin amino asitleriyle baslar.
Kimyasal olarak RA, 3,4-dihidroksifenillaktik asitli bir kafeik asit esteridir, fakat
biyolojik olarak 4-koumaroil-4'-hidroksifeniltattan olusur. Biyosentezde yer alan
sekiz enzimin (4-kumaroil-KoA, rosmarinat sentaz vb.) timii bilinmektedir ve
biyosenteze katilan genlerin birgogunun cDNA'lar1 izole edilmistir. Coleus blumei
veya Salvia officinalis'den elde edilen bitki hiicre kiiltiirleri, bitkinin kendisinden ¢ok
daha yiiksek miktarlarda rosmarinik asit biriktirir (hticre kuru agwhiginin %36'sina
kadar). Bu nedenle bitki hiicre kiiltiirleri ile rosmarinik asidin biyoteknolojik tiretimi

onerilmektedir [58].(Sekil 2.10)

Rosmarinik asit ve litospermik asit, salvianolik asit, melitrik asit ve yunnaneik asit
gibi kimyasal olarak tiiretilmis bilesikleri, antitimdr, antienflamatuar, antioksidan ve
antiviral, antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle farmakolojik bir 6neme sahiptir. Tibbi
bitkilerde, diger bitkilerde ve baharatlarda rosmarinik asidin bulunmasi faydali ve
sagligr tesvik edici etkilere sahiptir. Bitkilerde, rosmarinik asidin 6nceden
olusturulmus yapisal olarak biriken bir savunma bilesigi olarak islev gordiigi

diistiniilmektedir [58].

Yukarida belirtilen 6zelliklerinden dolayr RA, Alzheimer hastaligi, kardiyovaskiiler
hastaliklar, atopik dermatit ve alerjileri tedavi etmek ve insan sagligini desteklemek
izere diyete eklenmeleri Onerilmektedir [59]. Ayrica RA, melanoma ve l6semi
hiicrelerini etkili bir sekilde inhibe edebilir ve karaciger, kolon, meme ve mide gibi
birgok organda tiimor-kanser olusumunu ve gelisimini baskilayabilir [60]. Bu
kullanimlar nedeniyle, RA talebi son birka¢ on yilda 6nemli 6l¢iide artmustir.
Bununla birlikte, RA'nin bulundugu diisiik miktarlarda ve dogal bitki kaynakli
malzemelerin sinirlt tedariki kullanilabilirligini sinirlamistir. Bu bilesiklerin mevcut
olus miktar diisiik oldugunda veya dogal kaynaklarindan elde etmek zor oldugunda,
biyoteknoloji ile bitki sekonder metabolitlerinin iiretimi kompanse edebilir.
Biyoteknolojik yolla RA {iretmenin alternatif yollar1 etkin bir sekilde kullanilmis ve
caligmalar devam etmektedir. Bitki doku kiiltiirii, bir¢ok laboratuvarda nispeten daha
yiiksek miktarlarda RA {iretmek i¢in etkili bir sekilde kullanilmistir ve bu yol
biyosentetik islemlerin gelistirilmesi ve iiretime dayal1 biiyiik 6lgekli biyoreaktdrlerin

kurulmasi gibi birgok avantaj saglamistir[8].
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RA igeriginde kaffeoil ve katekolmoietiler vardir ve antioksidan, antienflamatuar,
anti-alerjik, anti-depresif, anti-hiperglisemik ve anti-mikrobiyal etkiler gibi gesitli
biyolojik etkilere sahiptir. RA, kolon, cilt ve meme kanserleri gibi farkli kanser
tiirleri iizerinde Onemli tedavi edici etkilere sahip olabilir. RA etkili bir
antioksidandir ve antienflamatuar ozelliklere sahiptir. Ayrica timor gelisiminin
cesitli asamalarinda etki gosterdigi i¢in ilgi cekici bir kemoterapdtik bir ajandir.
Antioksidan ve anti-enflamatuar etkilerin indiiksiyonu, hem VCAM-1'in hem de
ICAM-1'in ekspresyonu, ERK-sinyal yolunun aktivasyonu, [-catenin / TCF4
aktivitesinin indiikklenmesi, anti-Warburg etkisi ve IL-6 / STAT3 ve MAPK / ERK
yollarinin baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla kanser hiicrelerinin
biiylimesi ve ¢ogalmasi RA tarafindan inhibe edilir. Bitki kaynaklarindan elde edilen
RA verimi; iklim, hasat zamani, tam ¢iceklenme asamasi, bitki ontogenez asamast,
bitki depolama kosullar1 ve toprak ozellikleri gibi faktorler nedeniyle bitkilerin
tirlerine, yetistigi yerlere ve c¢evrelerine gore degismektedir. RA'nin piyasadaki
yiiksek talebi, bitkilerin biyolojik cesitliligi iizerinde olumsuz bir etkiye sahip olup,
dogada onu iireten bitkileri savunmasiz birakmaktadir. Bu problemlerden kaginmak
icin RA kimyasal olarak sentezlenebilir ve bu tiirleri dogal ortamlarinda kurtarmak
icin bitki hiicre kiiltlirleri metodu kullanilabilir. Bununla birlikte, biyoteknolojik

yaklagimlar avantajlari nedeniyle bu amag i¢in daha uygundur [8]. (Sekil 2.10)

OH

H H
o O © 0
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OH

Sekil 2.9 : Rosmarinik asidin kimyasal yapis1 [61].
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Sekil 2.10 : Rosmarinik asidin biyosentezi [61].
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Sekil 2.11 : Rosmarinik Rosmarinik asidin anti-kanser molekiiler mekanizmalari.
COX-2: siklooksijenaz-2; TNF-a: timor nekroz faktori-a; AP-1:
aktivator protein-1; PARP: poli (ADP riboz) polimeraz; NF-kB:
niikleer transkripsiyon faktorii-kappa B; p50 / p65 (heterodimer):
transkripsiyon faktorleri; ERK: hiicre dis1 sinyal diizenlenmis protein
kinaz; MAPK / ERK: mitojenle aktiflestirilen protein kinaz; PI3K /
Akt: fosfatidilinositol 3-kinaz Akt (protein kinaz B); ICAM-1:
hiicreler aras1 yapisma molekiilii-1; VCAM-1: vaskiiler hiicre yapisma

molekiilii-1; ROS: reaktif oksijen tiirleri [8].
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2.7 Kiirkiimin

Kirkiimin, ‘zerdegal’ olarak da bilinen Curcuma longa Linn bitkisinin rizomlarindan
izole edilen baglica biyoaktif bir hidrofobik polifenoldiir . Kiirkiimin, ytlizlerce yildir
Cin tibbinda ve diger Asya ilaglarinda geleneksel olarak genis bir yelpazedeki
farmakolojik aktivitelerden dolay1r pek ¢ok rahatsizlik igin kullanilmistir; metabolik
ve enfeksiyoz hastaliklar, diyabet, sedef hastaligi, romatoid artrit, ateroskleroz,
Parkinson, Alzheimer ve gesitli kanser tiirleri bu hastaliklarin basinda gelmektedir.
Yapilan arastirmalar kiirkiiminin  antioksidan, anti-inflamatuar, antifungal,
antibakterial ve antikarsinojenik aktiviteler sergiledigini gostermistir [62]. Ayni
zamanda  kiirkimin  trombosit  agregasyonunu inhibe eder, trombozu
bastirir, HIV viriisiiniin ¢ogalmasini engeller, yara iyilesimini hizlandirir, karaciger
hasarina, katarakt olusumuna, pulmoner toksisiteye ve fibroza karsi koruyucudur.
Bunlarin yani sira kiirkiiminin ¢esitli hayvan modellerinde ve insan ¢alismalarinda
¢ok yiiksek dozlarda (12 g / giin) dahi son derece giivenli oldugu gosterilmistir
[63].

2.7.1 Kiirkiimin yapisal ve kimyasal 6zellikleri

Kiirkiimin, sari-turuncu renkli boyar bir maddedir. Su ve eterde ¢éziinmez. Etanol,
dimetilstilfoksit ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinilir. Erime noktasi 183 °C ve
molekiiler agirlig1 368.37°dir. Ticari kiirkiimin {i¢ ana bilesen igerir: curcumin (%
77), demethoxycurcumin (DMC) (% 17) ve bisdemethoxycurcumin (BDMC) (% 3).
Bu 3 bilesik curcuminoid olarak adlandirilir. Birka¢ arastirma grubu bu g
analogun(curcuminoid) antioksidan, kardiyoprotektif, ndroprotektif, antidiyabetik,
antikarsinojenik ve kemopreventif faaliyetlerini arastirmis ve bunlar1 tek tek veya
karisim olarak kullanmistir. Curcuminoidlerin oksidatif stresin indiiksiyonunda rol
oynadigr hidroksil radikaller, siiperoksit radikaller, singlet oksijen, peroksil
radikalleri ve peroksinitrit gibi serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)

temizleyicileri oldugu gosterilmistir [64].

Kiirkiiminin suda ¢oziiniirliigii (<% 0.005 w / v) ¢ok diisiiktiir ve yag / su bélme
katsayist yliksektir.(logP = 3.1). Alkali ortamda hizli bozunmaya ugrar, yar1 dmrii
birka¢ dakikadir. Organik ¢oziiciilerde 1511 bozunmaya (photodegradation) ugrar. Bu

ozellikler kiirkiiminin kullanim alanini kisitlar [65].
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Kimyasal olarak, kiirkiimin, asidik ve notr soliisyonlarda baskin bir keto formuna ve
alkali ortamda stabil enol formuna sahip olan keto-enol tautomerligi sergileyen bis-
R,alfa-doymamis beta-diketone olarak bilinen bilesiktir. Iki o-metoksi fenol birimi,

iki enon pargasi ve bir 1,3-diketon = 1,3-keto-enol sistemi igerir.
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( Modified from: Changtam C, et al. Curcuminoid analogs with potent activity against Trypanosoma
and Leishmania species. Eur J Med Chem. (2010) )

Sekil 2.12 : Curcuminoid analoglarinin kimyasal yapilari.

2.7.2 Kiirkiiminin tayini

Curcuma longa L." deki renkli bilesikler igin tespit yontemleri, turmerigin floresans
ozelligine dayanir. Bir numunedeki kiirkiimin igerigi, bir ekstraksiyon prosesinden
sonra bir spektroflorimetre ile belirlenebilir. Tennesen ve Karlsen, Curcuma
orneklerinde bireysel curcuminoidlerin icerigini belirlemek i¢in HPLC yontemlerini
floresans algilama moduyla uygulamistir [66]. Bitki materyalleri ya da insan ve
hayvan plazmasi ve idrarda curcuminoidlerin miktarinin belirlenmesi i¢cin mevcut
HPLC yontemleri, 10 ile 45 dakika araliginda ¢alisma siirelerine sahiptir. Hayvansal
dokularda kiirkiiminin hizli (<2 dk) kantitatif tayini i¢in floresans algilama (HPLC-
FD) ile saglam, hassas ve dogru hizli HPLC yontemi de kullanilmaya baslanmustir.
Uyaricit ve emisyon dalga boylarina sahip Fluoresan Dedektorii(FD), curcumin igin

420 ve 470 nm araliginda tayin edilir [67].
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2.7.3 Kiirkiiminin in-vivo metabolizma mekanizmasi

Oral olarak alinan kiirkiiminin adsorpsiyonundan sonra heptadienedion zincirindeki
cift baglarin indirgenmesi c¢esitli metabolitlerin iiretilmesine yol acar. Alkol
dehidrojenaz karacigerdeki kiirkiimini tetra ve heksahidrokiirkiimine indirger ve
heniiz tanimlanmamis mikrozomal bir enzim di ve oktahidrokiirkiimin olusumuna
yol agar. Kiirkiimin ve indirgenmis metabolitler glukuronidasyona ugrarlar ve

kiirkiimin glukuronid ve kiirkiimin siilfata doniisiir [65].
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Sekil 2.13 : Kiirkiiminin in-vivo metabolizasyonu [68].

2.7.4 Kiirkiiminin endikasyonlari

Insanlardaki ¢esitli hastaliklara karsi kullanilabilen ve nutrasétik bir madde olan
kiirkiiminin (diferuloylmethane) farmakokinetigi, giivenirliligi ve etkinligini ele alan
kapsamli klinik arastirmalardan umut verici sonuglar elde edilmistir. Kanser,
kardiyovaskiiler hastalik, artrit, tiveit, iilseratif proktit, Crohn hastalig, iilseratif kolit,
irritabl bagirsak hastaligi, tropik pankreatit, peptik {iilser, mide {ilseri, idiyopatik
orbital inflamatuvar psddotimdr dahil olmak iizere ¢esitli pro-inflamatuar hastaliklar

kars1 etkili oldugu saptanmustir.

Bunlarin yani sira oral liken planus, gastrik enflamasyon, vitiligo, sedef hastaligi,
akut koroner sendrom, ateroskleroz, diyabet, diyabetik nefropati, diyabetik
mikroanjiopati, lupus nefriti, bobrek rahatsizliklari, edinilmis immiin yetmezlik
sendromu, Alzheimer hastaligi, B-talasemi, biliyer diskinezi, Dejerine-Sottas

hastalig1, kolesistit, ve kronik bakteriyel prostatit hastalarinda da terapétik etkinligi
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oldugu biliniyor. Ayrica  kiirkiimin kronik arsenik maruziyetine ve alkol

zehirlenmesine kars1 koruma da gostermistir [69].
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Sekil 2.14 : Kiirkiimin Endikasyon Alanlari [70].

Hastaligi

2.7.5 Antikanser olarak kullanim

In vitro ve in vivo calismalar, kiirkiiminin ¢esitli kanser tiplerine karsi kimyasal
onleyici ve kemoterapotik etkilere yol actigimi gostermistir. Kiirkiimin cilt, serviks,
akciger, prostat, meme, yumurtalik, mesane, karaciger, gastrointestinal sistem,
pankreas ve kolorektal epitel kanserlerinin yani sira l6semi, lenfomalar, multipl

miyelom, beyin kanseri ve melanoma iizerinde antikarsinojenik etkiler sergiler.

Kiirkiimin kanser hiicrelerini kemoterapi ve radyasyona kars1 duyarli hale getirirken

normal hiicreleri ve beyin, bagirsak, karaciger, bobrek, oral mukoza, kalp, dalak gibi
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organlar1 oksidatif strese, kemoterapiye ve radyoterapiye bagli toksisiteye karsi
koruyabilir. Kiirkiiminin sagladigi bu avantaj antikanser ila¢ olarak kullaniminda

tercih edilmesinin baslica sebeplerinden biridir [62].

Kiirkiimin'in antikanser etkilerinin 6ncelikle kanser hiicrelerindeki apoptotik yollarin
aktivasyonundan ve ayni zamanda inflamasyon, anjiyogenez ve tiimor metastazi gibi
timor mikro-ortamlariin inhibisyonundan kaynaklandigi bilinmektedir. Kapsamli
caligmalar kiirkiiminin p53, Ras, PI3K, AKT, Wnt-B katenin, mTOR ve benzeri gibi

bircok terapdtik agidan 6nemli kanser sinyal yollarini hedefledigini géstermistir.

Kiirkiimin ¢ok ¢esitli tlimor hiicrelerinin proliferasyonunu baskilar, transkripsiyon
faktorleri NFk B, AP-1 ve Egr-1'i asag: regiile eder; COX2, LOX, NOS, MMP-9,
uPA, TNF, kemokinlerin, hiicre yiizeyi adezyon molekiillerinin ve siklin D1'in
ekspresyonunu; biiyiime faktorii reseptorlerini (EGFR ve HER2 gibi) asagi-regiile
eder; ve c-Jun N-terminal kinaz, protein tirozin kinazlar ve protein serin / treonin

kinazlarin aktivitesini inhibe eder.

2.7.5.1 Kanser tedavisinde Kiirkiimin’nin molekiiler hedefleri

Kiirkiimin ¢ok cesitli tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu baskilar, transkripsiyon
faktorleri NFk B, AP-1 ve Egr-1'i asag: regiile eder; COX2, LOX, NOS, MMP-9,
uPA, TNF, kemokinlerin, hiicre yiizeyi adezyon molekiillerinin ve siklin D1'in
ekspresyonunu; biliylime faktorii reseptorlerini (EGFR ve HER2 gibi) asagi-regiile
eder; ve c-Jun N-terminal kinaz, protein tirozin kinazlar ve protein serin / treonin

kinazlarin aktivitesini inhibe eder.
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Sekil 2.15 : Molecular targets of curcumin for cancer therapy

a) Kiirkiimin’in CDK / siklin kompleksleri ve CDK inhibitorleri iizerindeki
etkisi:

CDK'lar (Cyclin-dependent kinases), ilgili siklin ortag ile bir kompleks olugturarak

hiicre dongiisii ilerlemesini kontrol eden serin / treonin kinazlardir. Malign

hiicrelerde, CDK'larin degistirilmis ekspresyonlari, siklinlerin fazla sentezlenmesi ve

CDK inhibitorlerinin ekspresyonunda kayiplara sebep olur.

Serbestlesmis CDK aktivitesi, kanser hiicreleri i¢in segici bir bilylime avantaj1 saglar.
Cesitli calismalar, kiirkiiminin CDK aktivitesini hedef aldigim1 ve tiimor
progresyonunu baskiladigin1 belgelemistir. Son zamanlarda yapilan bir calisma,
kiirkiiminin kolon kanseri hiicrelerinde CDK2 protein fonksiyonunun asir1

ekspresyonunu dogrudan hedefledigini gostermistir [65].
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b) Kiirkiimin’in p53 yolagina etkisi

pS3 hiicre proliferasyonu, DNA hasari, apoptoz ve benzerleri dahil olmak iizere ¢cok
cesitli hiicresel siiregleri yoneten en 6nemli tiimdr baskilayict proteinlerden biridir.
p53, ¢ogu kanser tiirinde siklikla mutasyona ugramis TP53 geni tarafindan kodlanir.
Bu mutasyon, hiicre proliferatif kontroliiniin, DNA kontrol noktalarinin, DNA tamir
mekanizmalarinin, hiicre 6liimiiniin  kaybina yol acan p53'in dogal fenotip

aktivitesinin kaybina yol agar.

Bu karakteristik 6zellikler kanser hiicrelerinin 6lmelerini engeller. Bu nedenle p53'iin
islevinin geri kazanilmasi kanser tedavisinde etkin bir terapotik firsattir. P53
islevinin geri kazanilmasinda en etkili terapdtik ajanlardan biri kiirkiimindir.
Kiirkiimin, p53'e baghh ve p53'ten bagimsiz yollarla c¢esitli kanser hiicrelerinde

apoptozise neden olur [65].

c) Kanser hiicresi sinyal yolaginda kiirkiimin hedefleri

Hiicre sinyal yolaklar1 kendi iglerinde baglantilidir ve insan viicudunda ¢ok genis
fonksiyon alanma sahiptir. Sinyal iletimini saglayan proteinlerin ekspresyonlari
degistirilerek kanser hiicrelerinin proliferasyonunun kontrol altinda tutulmasi

amaclanir.

Ras, fosfoinositid 3kinaz (PI3K), EGFR, (mTOR), Akt, NF-kB, INT-1 (Wnt) ve
mitojenle aktive edilmis protein kinazlar (MAPK) gibi proteinler, genellikle kanserli
dokularda deregiile edilir. Bu nedenle, kanser sinyal yollarindaki anahtar

molekiillerin hedeflenmesi, kanser terapisinde terapotik bir sonug saglayabilir.

Kiirkiimin Ras onkojenik yolaginda terapdtik bir rol oynar. Kiirkiiminin molekiiler
mekanizmas1 incelendiginde, Ras proteininin asag1 regiilasyonuna ve ERK'nin
yukari regiilasyonuna yol actig1 goriilmiistiir. Buna dayanarak kiirkiiminin RAS-ERK
sinyal mekanizmasini ortadan kaldirarak AGS mide kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunuinhibe ettigi ileri siiriilmistiir. KiirkiimininRas’in asir1 eksprese
edildigi kanser vakalarinda giiglii bir terapotik ajan olabilecegini diistindiiren bir ¢ok

calisma mevcuttur.

Kiirkiiminin gesitli timor modellerinde PI3K / AKT sinyal transdiiksiyon yolagini

inhibe ettigi gosterilmistir. Yapilan bir calismada kiirkiimininBurkittlenfoma hiicre
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hattinda, PI3K / AKT yolaginin radyasyonla baglatilan aktivasyonunu inhibe ederek
radyasyona bagli apoptozu artirdigr tespit edilmistir. Ayrica, ayn1 zamanda PI3K /
AKT yolaginin asagi akis hedeflerinden biri olan NF-kB proteininin ekspresyonunu
asag1 dogru regiile ettigi gosterilmistir. Kiirkiiminmalign hiicrelerde giiglii bir PI3K /
AKT / mTOR inhibitdrii olabilir.

Wnt, B-katenin bagimli ve bagimsiz mekanizmalar araciligiyla ¢oklu sinyal
yollarin1 diizenleyen bir glikoprotein ailesidir. Hiicre metabolizmasinin gelisiminde,
hiicrenin varligini siirdiirmesinde ¢ok Onemli bir rol oynar. Wnt / Pcatenin
sinyallerinin diizgiin regiile olmamas1 ve hiperaktivasyonu hiicre kanserlesmesine
sebep olur. Wnt / B-katenin sinyal yolunu hedeflemek kanser tedavisinde etkili bir
yaklagimdir. Yapilan galismalar kiirkiimin ve analoglariin Wnt / B-katenin sinyal

yolaginin gii¢lii modiilatorleri olabilecegini gostermistir [71].

d) Kanser transkripsiyon faktorleri iizerine kiirkiimin hedefleri

A COX- I, OPN, MMP-9-angiogenesis
ROS Cyclin D-cell cycle
IL-6 Bcl-2-apoptosis
/ /L-IO
IL-18

Angiogenesis
g

Inflammation

TSGR, . Cell cycle regulation

"~ Apoptosis regulation

Sekil 2.16 : Kiirkiimin NF-kB’ye kars1 inflamasyon ve proliferasyonun
onlenmesinde etkindir [72].

Transkripsiyon faktorleri, birka¢c genin ekspresyonunu kontrol etmede onemli rol

oynayan proteinlerdir. Transkripsiyon faktorlerinin ¢ogu, normal fizyolojik kosullar
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altinda siki bir sekilde diizenlenir ve inaktiftir. Cok sayida kanser dokusunda cesitli
transkripsiyon faktorliniin  ekspresyonunun diizensiz oldugu tanimlanmistir.
Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve inaktivasyonu, kanser gelisimini, hiicre

sag kalimini, hiicre proliferasyonunu ve timor anjiyogenezini destekleyebilir.

Tiimdr gelisiminde anahtar rol oynayan 6nemli transkripsiyon faktorii aileleri; NF-
KB ve AP-1 aileleri, sinyal transduserler ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT) aile

tiyeleri ve steroid reseptorleridir.

Yapilan arastirmalar kiirkiiminin NF-kB ve AP-1 transkripsiyon faktorlerinin
ailelerini bloke ederek HPV16 aracili oral onkogenezin baskilanmasi i¢in terapdtik
potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Kiirkiimin NF-«kB’nin DNA baglama
kapasitesini bloke ederek bu etkiyi goterir.

Kiirkimin, PIAS-3’iin aktivasyonu yoluyla JAKSTAT sinyal mekanizmalarim
baskilayarak over ve en  dometriyal kanser hiicreleri  {izerindeki
antineoplasticetkilerini sergiler, boylece STAT-3 fosforilasyonunun ve timor hiicresi

biiylimesinin zayiflamasina yol agar [65].

e) Tiimor anjiyogenezinde ve metastazinda kiirkiimin hedefi

Anjiyogenez fizyolojik bir mekanizma olup var olan damarlardan dallanarak yeni
damarlarin olugsmasidir. Kanserli hiicrelerde anjiyogenezin rolii son derece dnemlidir.
Anjiyogenez, tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimeleri i¢in besin temin eder.
Anjiyogeneziinhibe ederek kanserlesme baskilanabilir. Kiirkiimin de anjiyogenez
inhibisyonu iizerinde dogrudan bir etkiye sahip olan en etkili maddelerden biridir.
Son caligmalar kiirkiiminin, anjiyogenez uyaricilar ile tiimor anjiyogenez siirecini

modiile edebildigini géstermektedir.

Metastaz, kanser hiicrelerinin koken aldiklart bolgeden viicudun farkli doku ve
organlarina yayilmasi, migrasyonudur. Kiirkiimin MMP-9 aktivitesini inhibe ederek,
NF-kB ve AP-1 aktivasyonunu baskilayarak kolon kanseri hiicrelerinin
migrasyonunu inhibe eder. Bu arastirmalar sonucunda, kiirkiiminin metastatik
siiregte yer alan proteinleri hedef alabilecegi ve metastatik onkolojik hastaliklarin

tedavisinde etkili bir ilag olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir [65,73].
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2.8 Nanoteknolojiye Giris

Nanoteknoloji atomik, molekiiler ve siiper molekiil diizeylerinde (nanometre
boyutundaki maddelerle) calisabilme becerisidir. Maddenin boyutunu ifade etmek
icin kullanilan nano ciice anlamina gelen Yunanca bir kelimedir. Nanometre 10-
9 metredir. Nanoteknolojide partikiil biiyiikligli cogunlukla 1-100 nm arasindadir
fakat bu araliktaki her maddeye nano demek dogru degildir. Patikiiliin boyutunun
yan sira kazandigl 6zellik de maddenin nanopartikiil olup olmadigin1 belirlemede
onemlidir. Nanoteknoloji nano boyutta fonksiyonel iiriin tiretilmesini ve bu tiriinlerin
Olciilmesini amaglar. 21. yiizyilda nanobiyoteknoloji alaninda yapilan ¢aligmalar ilag

tiretiminde yeniliklerin 6niinti agmustir [74].

2.9 Nano Ilac¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanoteknoloji alaninin gelismesiyle birlikte konvensiyonel ilaglarda yasanan
sorunlari  &nlemek  adina  nano-ilaglar  iiretilmeye  baslanmustir.  lag
nanoformiilasyonlari (nano-ilag) kontrollii salim, hedeflendirilmis salim ve terapdtik

etkinligi sebebiyle konvensiyonel ilaglara gore daha tistiindiir.

Nano-ilag olarak kullanilan biyolojik olarak bozunabilir nanopargaciklar biyoaktif
molekiillerin  ve suda ¢Oziinen/coziinmeyen ilaglarin  biyoyararlanimini,
¢Oziiniirliiglinii ve viicutta tutulma siiresini artirarak terapotik etkinligi artirir.

Nanopartikiil ila¢ formiilasyonu hasta masraflarini ve toksisite riskini azaltir.

llaglarin (nano-ilag) nanoenkapsiilasyonu, ilaglarm etkinligini, dzgiinliigiinii, tolere
edilebilirligini ve terapdtik etkinligini artirir. Nano-ilaglarin erken bozunma ve
biyolojik ¢evreyle etkilesimden korunmasi, se¢ilen bir dokuya emilimin arttirilmast,
biyoyararlanimi, alikonma siiresi ve hiicre i¢i penetrasyonun iyilestirilmesi gibi

birgok avantaj1 vardir.

Nano-ilaglarin  hedefleme yetenekleri  partikiil boyutu, ylizey yiki, yiizey
modifikasyonu ve hidrofobiklikten etkilenir. Bununla birlikte nanopargaciklarin
boyut ve boyut dagilimlar1 bu nanopargaciklarin hiicre zar1 ile olan etkilesimlerini ve
bunlarin  fizyolojik ilag bariyerlerinden penetrasyonlarin1  belirlemek igin
onemlidir. Biyolojik bariyerlerden ge¢en nanopargaciklarin boyutu dokuya, hedef

bolgeye ve dolasima gore ayarlanir [75].
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Ideal bir hedefleme sistemi uzun siire dolasim siiresine sahip olmali, hedef blgede
uygun konsantrasyonlarda bulunmali ve dolasimdayken etkinligini veya terapotik
etkinligini kaybetmemelidir. Cesitli nanosistemler, daha biiyiik boyutlarin bir sonucu
olarak, normal ilaglardan daha yiliksek konsantrasyonlarda biriktirilir. Buna ek
olarak, artmis vaskiiler gecirgenlik, tiimorlerde lenfatik drenajin bozulmasi ile
birlesince, nanosistemlerin tiimorlerde veya iltihaplanan dokularda gegirgenlik ve

kalicilik etkisi artar [76].

Ilag tasiyic1 sistemler tasarlanirken biyoaktif maddelerin gastrik dayanikliliginin kisa
siireli olmasi, zayif ¢oziiniirlik, diisiik gecirgenlik, zayif stabilitesi ile iligkili
sorunlar1 agmak i¢in ve irritans veya toksisite gibi yan etkileri azaltmak igin
tasarlanirlar. Ilag tasiyici sistemlerin kullanilmasimin amaci genel olarak biyoaktif

maddenin insan viicudunda oral biyoyararlanimini ve biyoaktivitesini arttirmaktir.

Biyoaktif maddenin etrafinda partikiil merkezli kapsiilleme sistemleri kullanarak
fiziksel bir bariyer olusturulmasi stabilite, dagilim ve biyoyararlanim &zelliklerini
artirabilir. Buna ek olarak, belirli bir biyolojik yanit1 ortaya ¢ikarmak icin biyoaktif
maddelerin gastrointestinal sistem i¢indeki yerini ve salinim oranini kontrol etmek

Onemlidir.

Kapsiil formiilasyonlarinda yer alan materyaller ve kapsiilleme metodlari kapsiiliin fo

rmunu, boyutunu, seklini ve salim 6zelliklerini belirlemede 6nemlidir [77].
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(a) Polymeric nanocarriers
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Sekil 2.17 : Nano Ilag¢ Tastyic1 Sistemler [79,80].
2.9.1 Lipozomlar

Lipozomlar iki katmanli lipit membrandan olusan, i¢ kistmlarinda ve tabakalar
arasinda sulu faz bulunduran, kiiresel sekilli, boyutu 30-50 nm arasinda olan kapali
vezikiillerdir. Yapisinda dogal olarak olusan kolesterol ve fosfolipidlerden olusur, bu
da onlant biyolojik olarak parcalanabilir hale getirir. Lipozomlar amfifilik
ozelliktedir. Yapilarinda bulunan hidrofilik bas kism1 dis yiizeyde, lipofilik kuyruk

kismu ise i¢ kisimda bulunur.

Lipozomlar ¢ok yonlii yapilari, toksik olmamalari, immiinojenik olmamalar1 ve tama
men biyolojik olarak pargalanabilmeleri nedeniyle en ¢ok tercih edilen ilag tasiyici Si
stemlerden biridir. Lipozom en ¢ok yapisina polietilen glikol (PEG) eklenerek kullan
tlmastir [80].

Lipozomlarin etki alanlarina ulasmasi kan dolagimindan interstisyel bosluga
ekstravazasyon yoluyla gecisiyle miimkiindiir. Lipozomlar, aktif ve pasif hedefleme
stratejileri aracilifiyla belirli dokular1 hedefleyebilir. Bunun nedeni, lipozomlarin
yapisindaki 1iki katmanli lipit membranin dis yiizeyine molekiillerin kolaylikla

baglanarak hedef bolgede etkinlik gostermesidir [80].
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2.9.2 Miseller

Miseller tek polimer zincire sahip amfifilik 6zellikte siiper makromolekiillerdir.
Misellerin 10 nanometre capinda cift katmanli koruyucu bir tabakasi vardir.
Misellerini siiper molekiiler yapis1 bir¢ok avantaj saglar. Viicutta spesifik hedefleme
yapabilir ve kan dolasgimina katildiginda hidrofilik dis ylizeyindeki reaktif

fonksiyonel kisimlar1 korur.

Insan viicudunda diisiik toksisite gosterirler. Yiiksek seviyeli su tutma ozelligi
sayesinde kanda uzun siireli dolasima sahiptir. Bu sayede bobrek kreatinklirensinin
normal degerlerde seyretmesine ve fagositik yikimin 6nlenmesinde etkilidir. Buna ek
olarak, misellerin islevselligi blok kopolimerlerin kimyasal yapilarini degistirerek

degistirilebilir [81].

2.9.3 Nanoemiilsiyonlar

Birbiri i¢inde karigmayan bir ya da daha fazla sividan olusan nano boyuta
indirgenmis heterojen karigimlara nanoemilsiiyon denir. Diisiik ¢oziiniirlige sahip
nutrasotiklerin uygulanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Termodinamik
stabilite, kiigiik kiire boyutu, daha iyi ¢6ziindiirme kapasitesi ve genellikle giivenli

olarak bilinen yardimec1 maddelerin (GRAS) kullanilmasi gibi bir ¢ok avantaji vardir.

Yapilan caligmalarda bu sistemin biyoyararlanimi GI sistemdeki koruyucu etkinin
artirtlmas1 ve ¢oziiniirliigiin gelistirilmesiyle artirilmigtir. Ayrica, misellerin nano
boyutta olmasi lipofilik damlacik ve bagirsagin sulu ortami arasindaki ara ylizey
alanm arttirir, boylece uygulanan nutrasétik maddenin GI sistem i¢indeki homojen
dagilimim kolaylastirir. Son zamanlarda, siirfaktan gibi yiizey aktif madde ve yagdan
olusan kendiliginden emiilsiyonlasanizotropiknanoemiilsiyonlarin  degistirilmis
formuna biiyiik ilgi olmustur. Bu sistemler, nutrasétiklerinbiyoyararlanimini

arttirmada 6nemli bir potansiyeli oldugunu gdstermistir.

Yapilan son calismalarda, 2-iminotiyolan ile modifiye edilmis kitozan ile kaplanan
kiirkiiminnanoemiilsiyonlarinin dogal kiirkiimine kiyasla biyoyararlanimda 33 kat
artig gosterdigi tespit edilmistir. Bu c¢aligma kiirkiiminbiyoyararlanimini artirmada

nano tastyicilarin son derece etkin oldugunu gostermistir [80].
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2.9.4 Dendrimerler

Dendrimerler birbirini tekrarlayan monomerlerin dallanarak olusturdugu ii¢ boyutlu
nanoskopikmakromolekiillerdir. Diisiik polidispersite indeksine sahip oldugu ig¢in
Klasik polimerlerden farklidir. Bu nano tasiyicilar hiicresel bariyerleri hem

transselliiler hem paraselliiler yolaklardan gegebilirler [82].

2.9.5 Nanojeller

Mikrojeller / nanogeller suda ¢oziinen ve sisebilen polimer zincirlerden olusan,
hidrojel olarak da bilinen ¢apraz bagli polimeriknano parcaciklardir. Nanojeller
yiiksek su igerigine, tastyici sistemde olmasi beklenen mekanik 6zelliklere sahiptir

ve biyouyumludur.

Polimer esash ila¢ dagitim sistemleri (DDS) icin essiz avantajlar sunar: boyut
nanometreden mikrometreye ayarlanabilir, biyokonjugasyon igin genis bir ylizey
alanina  sahiptir ve biyomolekiillerin  birlesmesinde ag gorevi  goriir.
Nanojellerinstabilitesi kan dolasiminda uzun siire etkin olarak faaliyet gdstermesine
olanak saglar. Nanojeller istenen siire boyunca ilaglarin siirekli salimi i¢in biyolojik

olarak pargalanabilir 6zelliktedirler [83].

2.9.6 Karbon nanotiipler

Karbon nanotiipler (CNT'ler) birka¢ nanometre kadar kiiclik bir yaricapa sahip ve 5-

550 nm uzunluguna sahip silindir bigimli makromolekiillerdir.

Bu tiiplerin duvarlar1 grafit benzeri olusan altigen tek sira karbon atomu kafesinden
olusur. Uglar1 fullerene benzeyen bir molekiille kaplidirlar. CNT birgok silindirin
konsantrik bir diizeninden olusur. Bir nanotiipiin yapis1 kiral endeksler (n, m) ile

gosterilen kiral vektorii vasitasiyla tamamen belirlenebilir.

Miikemmel elektriksel 6zelliklerinin 6tesinde, karbon nanotiipleri yiiksek mekanik ve
kimyasal stabiliteye sahiptir. Ilaglarin yiiklenmesi ve salimi kolaydir. Uygulama

acisindan oldukga avantajlidirlar [84].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Cihazlar

Tezde kullanilan cihazlar asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.1 : Tezde kullanilan cihazlar.

Cihaz Marka Model

Hassas Tarti Precisa e 225SM-DR

Isitma Tablas1 IKA C-MAG HS 7
Santrifiyj Hermle Z326R
Inkiibatérlii Calkalayici Stuart SI500

Siringa Filtreleri SantaCruzUltraCruz® SyringeFilter, MCE
Ultrasonikator EngineerLive UIP1000

Otomotik Pipetler Axygen, VITLAB

Distile Su Cihazi Niive ND 12

Deiyonize Su Cihaz1 MerckMillipore Milli-Q Integral
Isitict Blok Stuart SBH130
Liyofilizator Labconco FreezeDryer 23
Polimer Boyut Olgiim Cihaz1 Zetasizer Nano-zs

-85 °C derin dondurucu U410 premium New Brunswick
Derin Dondurucu Argelik 2354 A+D

Ceker ocak AssistLab Standart ¢ekerocak
Ultrasonik Banyo Bandrlin Sonorex

3.1.2 Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan kat1 ve sivi kimyasal maddeler asagida belirtilmistir.
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Tablo 3.2: Tez ¢alismasinda kullanilan kat1 ve s1ivi kimyasal maddeler.

Malzemenin Cinsi Uriin Kodu
Petroleum Ether For Denaturation (5 Lt) Merck. 101769
Ethyl Acetate Extra Pure (2,5 Lt) Merck. 100864
Methanol (2,5 Lt) Merck. 106007
Potassium Chloride (1Kg) Merck. 104936

Zinc Chloride Gr For Analysis ( 1 KQg) Merck. 108816
Dichloromethane Gr For Analysis (2,5 Lt) Merck. 106050
Aceton (2,5 Lt) Merck. 100014
Tween 80 (500ml) Merck. 822187
Paclitaxel 6 mg/ ml Sindaxel 30 mg/ 5ml
Rosmarinic acid ALDRICH 536954-5G
Quercetin SIGMA Q4951-10G
Poly (D,L-lactide-co-glycolide) SIGMA P2191-5G

3.1.3 Hiicre soyu

MCF7 meme kanser hiicre soyu AmericanTypeCulture Collection (ATCC)’den
MCF7 (ATCC® HTB22™) kod ile satin alindi.

% 10 fetalbovine serumu (FBS), 0.01 mg/ml humanrecombinant insiilin, % 1
penisilin i¢ceren Dulbecco’sModifiedEagleMedium (DMEM) besiyerinde, 25 cm2
flasklarda kiiltiire edildikten sonra, hiicreler yeterli yogunluga ulasana kadar CO2
inkiibatoriinde (%5 CO2) 37 °C’de inkiibe edilecektir. % 85-90 konfluent tek tabaka
olusturuncaya kadar c¢ogalan Kkiiltiir %0.25 tripsin/EDTA ile tripsinize edilerek
pasajlanmistir. Cogaltilan hiicreler DMSO eklenerek, dondurulmus ve sivi azot

icinde saklanmuistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Partikiil olusturma

50 mg PLGA 2.5 ml aseton igerisinde ¢6ziiliir. Yapilan her tartimda bu miktarlar
arasindaki oran sabit kalarak hesaplama yapilmalidir. 4 mg Qercetin 2.5 ml asetonda
¢oziiliir. Hazirlanms olan PLGA — Aseton orneginden 2.5 ml alinir. Ornekler
karistirllarak Sml’lik bir konsantrasyon elde edilir. Elde edilen konsantrasyon bir
enjektore alinir. 20 ml’lik Tween 80 — Su konsantrasyonu magnetik karistirict
lizerine koyulur. igerisine magnetik bir balik atilir. 5 mL’lik enjektdrdeki Qercetin —
Aseton damla damla Tween 80 — Su igerisine ilave edilir. Agregat olusumunun
Oniine gecmek i¢in ¢Ozelti yavas yavas ilave edilmelidir. Magnetik karistirict 250

rpm hizina ayarlanip aseton tamamen ucana kadar ¢ozelti iizerine bekletilir. Yaklasik
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olarak 12-18 saat siirebilir. Ayni islem curcumin ve rosemarinic asit iginde

tekrarlandi.

PLGA |
and
Antioksidan

m

-
Acetone Evaporation
of
acetone

: T 2
0 pelasty
o |
I
e ™

Formation of anticw PLGA
nano-particles i aqueous med
upon acctone evaporation at R

Sekil 3.1: Partikiil olusturma.
3.2.2 Tween 80 hazirlanmasi

19 ml distile su igerisine 1 ml Tween 80 eklenir. Bunun ardindan 2. seyreltme yapilir.
Hazirlanan 6rnekten 1 ml alinir ve 19 ml su igerisinde ¢oziiliir. Partikiil olusturma

icin kullanilacak olan 2 kez seyreltilmis olan (Tween80-su) konsantrasyondur.

3.2.3 Stabilite ¢calismalanr

Tamamen donmasi i¢in derin dondurucuda 24 saat bekleyen numuneler suyun
ucmast ve toz halde saf madde elde etme maksadiyla liyofilizatore konulmustur.
Numuneler 0,407 Bar, - 118F sicakliginda 24 saat liyofilizatorde kalmistir. Liyofilize
olan numuneler 4-8 hafta siiresince buzdolabinda (-20) tutulur. Toz halde ki
numuneler, santrifiijje konuldugu orandaki 1ml deoiyonize saf su ya da PBS(fosfat

buffersaline) ile “re-hydrate” edilip nano boyutlar1 dl¢iilmiistiir.

3.2.4 DLS ol¢iim yontemi

Hazirlanan numunelerin partikiil boyutunu 6l¢mek i¢in 6rnekler cam kiivetlere lazer
151¢1n numuneye temas edebilecegi miktarda aktarilir. Kiivetler teker teker yaklasik
yarim saat 6ncesinden sogumasi i¢in ¢alistirilan cihaza konur. Ol¢iim y&ntemi olarak
belirli standartlar girilmektedir. Numunenin tiirii polimer, her bir kiivet i¢in 5 okuma
3’er dakika seklindedir.
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3.2.5.Hiicre proliferasyonunun Siilforodamin B boyamasi ile incelenmesi

Seffaf 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 1x10* hiicre olacak sekilde MCF7
(ATCC® HTB-22™) meme kanseri hiicresi ekilmistir. Tiim etken maddeler farkli
konsantrasyonlarda ¢oziiniirliikleri kontrol edilerek, tamamen homojen bir sekilde
hazirlanmistir. Hiicre kiiltiirinde 3 farkli sonuca baktigimiz i¢in 30 uL paclitaxel
alinip 300 pL distile su ile tamamlanmistir. 24-48-72 saat dongiilerinde hiicrelere
verilmigtir. Paclitaxel ve quercetin 3 farkli sekildehiicreler iizerine eklenmistir.
Paclitaxel ve Quercetin hiicreye aymi anda verilmistir. Paclitaxel hiicreye
Quercetinden 1 saat 6nce verilmistir. Quercetin hiicreye Paclitaxelden 1 saat dnce
verilmigtir ve 24,48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Bu siirelerin sonunda hiicrelerin
tizerine besi yeri atilmistir ve kuyucuklara 100 pL soguk %20 (wt/vol) trikloroasetik
asit (TCA) eklenerek +4°C de 30 dk. Boyunca fikse edilmistir. Hiicreler tizerindeki
fiksasyon soliisyonu alinmistir ve kuyucuklar soguk su ile yikandiktan sonra
kurutulmaya birakilmistir. Kuyucuklar kuruyunca tizerine 100 pL %1°lik asetik asit
igerisinde hazirlanmis %0.4 (wt/vol) Sulforhodamine B(Sigma-Aldrich, Almanya)
boyas1 eklenmistir ve 30 dk. Oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Fazla boyanin
giderilmesi i¢in hiicreler %1’lik asetik asit ile en az 5 kere yilkanmistir ve
kurutulmaya birakilmigtir. Proteine bagli kalan boya 10 mM Tris tamponu (pH=10)
igerisinde ¢ozindirilmistiir ve spektrofotometre (Varioskan Flash,
ThermoScientific, ABD) ile fotometrik olarak 510nm’de okunmustur. Elde edilen
degerlerin ortalamasi alinmistir, canlilik yiizdesi hesaplanmistir ve etken madde
uygulanamayan kontrol grubuna karsi canlilik yiizdesi grafigi olusturulmustur. Tiim

sonuglar grafikler ile sunulmustur.
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4. BULGULAR

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1978 Peak 1: 196,0 934 7241
Pdl: 0287 Peak 2: 4818 6.6 7163
Intercept: 0,910 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)
[ Record 1297 piga 2 Qercetin 5mg 1 Record 1298 piga 2 l)ueeﬁnsmn)l
[——— Record 1299 piga 2 Qercetin Smg 3
Resuits
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 1978 Peak 1: 1218 1000 4567
Pdl: 0,287 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,910 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
‘Size Distribution by Number
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01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Record 1297: plga 2. Qercetin 5mg 1 Record 1298: piga 2. Qercetin 5 mg 2|
Record 1299: “Elz [o] !Ih5m! P "

Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1978 Peak 1: 1871 834 80,21
Pdl: 0,287 Peak 2: 5095 16,6 8250
Intercept: 0,910 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Volume

4
2
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01 1 10
Size (d.nm)
Record 1297. piga 2. Qercetin 5 mg 1 Record 1298: piga 2. Qercetin 5 mg ZI
[———__Record 1299: piga 2 Qercetin 5 mg 3

Sekil 4.1: PLGA — 5mg Quercetin formiilasyonu.
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Resuits

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2452 Peak 1: 2742 954 1099
Pdl: 0.173 Peak 2: 4844 16 7023
Intercept: 0.952 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Size (d nm)
——— Record 2747: plga-ros acid 1 Record 2748: piga-ros acid ﬁ
[ Record 2749 piga-ros acid 3
Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 2452 Peak1: 1818 100.0 71.87
Pdl: 0.173 Peak 2: 0.000 00 0.000
Intercept: 0.952 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality Good
Size Distribution by Number

Number (Percent)
s

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
[~ Record 2747 plga-ros acid 1 Record 2748 plga-ros acid *
Record 2749 piga-ros acid 3

Results
Size (d.nm): % Volume: 5t Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2452 Peak1: 2901 95.3 129.0
Pdl: 0.173 Peak2: 5111 47 815.8
Intercept: 0.952 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Volume

10000

Size (d.nm)

——— Record 2747: plga-ros acid 1 Record 2748: plga-ros acid ﬁ
[ Record 2749: piga-ros acid 3

Sekil 4.2: PLGA — 2 mg Rosmarinic Acid formiilasyonu.
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Results

Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 2521 Peak1: 2031 100,0 723
Pdl: 0,147 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,948 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Number
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Results
Size (d.nm): % Violume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2521 Peak 1: 2670 100,00 106.9
Pdi: 0147 Peak2:  0.000 0.0 0,000
Intercept: 0,948 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Volume
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2521 Peak 1: 2756 100,0 93,98
Pdl: 0,147 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,948 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.3: PLGA — 5 mg Rosmarinic Acid formiilasyonu.
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Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2541 Peak1: 2885 974 127.2
Pdl: 0.211 Peak 2: 4769 26 7381
Intercept: 0,924 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Rverage (d.nm): 2541 Peak1: 1723 1000 76,69
Pdl: 021 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,924 Peak 3. 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Number
20
E 154
&
[T
b
5
z 5
‘;JI.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
~—— Record 1291: plga ros acid 7,5 1 Record 1292 mammr.sz‘
——— Record 1293 plga ros acid 7,5 3
Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2541 Peak1: 3135 93,2 155.8
Pdl: 0.211 Peak 2: 5061 6.8 6414
Intercept: 0,924 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distributicn by Velume
s 54 St A A A4 g e d A e s b s aSa ki eaaa i e taa it
101
e gl
| 1) O S
>
Y R : / \ .
0 "
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
-~ Record 1291: piga ros acid 7.5 1 Record 1292: plga ros acid 7.52|
———— Record 1293 pigaros acid 7.5 3

Sekil 4.4: PLGA — 7.5 mg Rosmarinic Acid formiilasyonu.yazi ortalanmali
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Resuits

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1994 Peak1: 2279 100,0 8534
Pdl: 0,119 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 1994 Peak1: 1482 100,0 56,77
Pdl: 0,119 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Number
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Results
Size (d.nm): % Volume: 5t Dev {d.nm):
Z-Average (d.nm): 1994 Peak 1: 2282 100,0 9593
Pdl: 0,119 Peak 2:  0.000 0,0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Volume

Volume (Percent)
=

1 1 10 10000

Size (d.nm)

Record 2260 plga-Ros mﬁ

Sekil 4.5: PLGA — 5mg Rosmarinic Acid Formiilasyonu MCF7 hiicrelerine
uygulamadan once.
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Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1994 Peak1: 2279 100,0 8534
Pdl: 0.119 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 1994 Peak1: 1482 100,0 56,77
Pdl: 0,119 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality CGood
Size Distribution by Number
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Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1994 Peak1: 2282 100,0 95,93
Pdi: 0,119 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 00 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Volume
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Sekil 4.6: PLGA — 5 mg Rosmarinic Acid Formiilasyonu MCF7 hiicrelerine
uygulanmadan, 2. tekrar
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Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 184.1 Peak 1: 1817 95.8 5824
Pdl: 0249 Peak 2: 5029 42 593.2
Intercept: 0.884 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 1841 Peak1: 1298 100.0 41.19
Pdl: 0.249 Peak Z: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.884 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality Good
Size Distribution by Number
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Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1841 Peak 1: 1749 87.8 63.80
Pdl: 0.249 Peak 2: 5230 12.2 7513
Intercept: 0.884 Peak 3: 0000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Volume
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Sekil 4.7: PLGA — 2 mg Curcumin Formiilasyonu.
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Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2297 Peak 1: 2477 1000 71,16
Pdl: 0,056 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,948 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Resuits
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 2297 Peak 1: 1969 100,0 59,98
Pdl: 0,056 Peak 2: 0,000 00 0.000
Intercept: 0,948 Peak 3. 0,000 00 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Number
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Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2297 Peak 1: 2523 100,0 79,53
Pdl: 0,056 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,948 Peak3:  0.000 0.0 0,000
Result quality Cood
Size Distribution by Volume
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Sekil 4.8: PLGA — 5 mg Rosmarinic Acid Formiilasyonu, oda sicakliginda 3.giin.
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Sekil 4.9: Nano-Quercetin’in Paclitaxel ile birlikte MCF/ hiicreleri tizerinde

sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.10: Nano-Rosmarinic Acid’in Paclitaxel ile birlikte MCF/ hiicreleri {izerinde

sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.11: Nano-Curcumin’in Paclitaxel ile birlikte MCF/ hiicreleri iizerinde

sitotoksik etkisi.
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5. SONUC

Hazirlanan formiilasyonlarin boyutlarini 300 nm’nin altinda olusu hedefli kanser
tedavisinde kullanmaya uygun olduklarin1 gostermektedir. Basamakli bir sekilde
konsantrasyonu ytikseltilen Quercetin ve rosmarinic acid belli bir miktardan sonra
nano tasiyicinin igene sigamayip sulu ortamda agregat olusturmuslardir. Bu
agregatlar DLS cihazinda gozlenmistir. Higbir agregat icermeyen formiilasyonlar
optimize formiilasyonlar olarak secilmistir. Bunlar baslica 2 mg Curcumin, 5mg
Rosmarinic acid ve 5 mg Quercetin 20 ml PLGA i¢inde taginan formiilasyonlardan
ibarettir. Bu formiilasyonlarin a) Paclitaxel ile birlikte b) Paclitaxel uygulamasindan
1 saat sonra ve c) Paclitaxel uygulamasindan 1 saat Once hiicre kiiltiiriine
uygulanmasi sonucu olusan sitotoksik etki Sekil 4-9-11°de gdsterilmistir. Tim
sonuglarda genel izlenim olarak 72 saatin sonunda en yiiksek sitotoksik etkinin
gozlendigi zikredilebilir. 72 saat sonuclart karsilastirildiginda Quercetin  ve
Rosmarinic acid formiilasyonlarinda yaklasik %20 canlilik gézlenmisken garpict bir
sekilde Curcumin ile birlikte uygulanan Paclitaxel ¢ok az olgiide sitoktoksik etki

gosterebilmis ve %60 oraninda canlilik gézlenmektedir.

Sonug olarak curcumin’in Paclitaxel’in anti-tumor etkisini biiyiik oranda azalttig1
gozlenmistir. Quercetin ise doza bagh bir sekilde paclitaxel’in anti-tumor etkisini
azaltmistir. Rosmarinic asitin ise belirgin bir etkisi tespit edilmemistir. Uygulama
zamaniin ise bu etkilerin degisimi iizerinde bir fonksiyonu olmadigi gézlenmistir.
Nihai olarak anti oksidanin biyo-yararlanimi ve kandaki konsantrasyonu bilinmedigi
miiddetce tiimor bolgesinde hangi oranda bulunacagi da mechul kalacaktir denebilir.
Bu da dogal anti oksidanin kemoterapinin etkisini tiimor bolgesinde hangi yonde
etkileyeceginin bilinmemesine sebep olacaktir. Buradan yola ¢ikarak, anti
oksidanlarin kemoterapi ajaninin etkisi ve nihai olarak kanser tlimoriiniin biiylimesi
tizerindeki olumsuz etkisi tam anlasilmadan kanser tedavisi siiresince kullanilmamasi

gerektigi kanisina acikg¢a varilabilir
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