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PLGA-KURKUMIN NANO-FORMULASYONUNUN KANSER
HUCRELERINDE NF-kB’NiN P65 ALT BiRiMi DUZEYi UZERINDEKIi
ETKISININ INCELENMESI

OZET

Kanser kemoterapi ajanlariin saglikli hiicreler tizerindeki toksik etkilerine ek olarak
bu ilaclarin 6zellikle klinik kullanimdaki yiiksek maliyeti géz Oniine alindiginda
prooksidan polifenoller ile etkinliklerinin artirilmasi1 6nem tasimaktadir.

Geleneksel sitotoksik kemoterapi, birgok kanser tirt i¢in hala tercih edilen bir tedavi
yontemi olarak devam etmesine ragmen son yillarda kanser tedavisinde carpici bir
degisim meydana gelmistir. Kanser hiicreleri i¢in daha secici etki gosterecek ve
bdylece normal hiicreler Uizerinde istenmeyen yan etkileri dnleyerek daha az yan etkiye
neden olacak yeni ilaglarin tasarlanmasinda biiyiik ¢aba gosterilmistir.

Son yillarda 6nemi giderek artan bir yaklagim olan polimerik nanopargaciklarin ilag
tastyicilar olarak kullanilmasiyla daha az sistemik yan etki goriilmekte ve timor
dokusunda daha yiiksek ila¢ konsantrasyonlarina ulasilmakta ve tedavi etkinligi
belirgin Olciide artirilmaktadir. Polimerik materyaller arasinda en sik kullanilan
polilaktik-ko- glikolik asit (PLGA), fizyolojik ortamda inert, biyoparcalanabilir,
biyouyumlu olmasi ve toksik olmayan {iriinlere pargalanabilmesi nedeniyle yeni ilag
tasiyici sistemlerde yaygin olarak kullanilan ve Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA,
Food and Drug Administration) tarafindan da onaylamis bir biyomateryaldir.

Birgok calismada prooksidan etkisine sahip polifenollerin baginda gelen kurkuminin
insanlardaki farmokinetigin, giivenligin ve etkinligi ortaya konulmustur. Son
zamanlarda kurkuminin antikanser aktivitesi gosterilmis kanser tedavisindeki dnleyici
ve tedavi edici potansiyeli vurgulanmistir. Ancak bu bilesigin sudaki ¢oziniirliigii
diisiik oldugundan biyolojik aktivite testlerinde yiliksek konsantrasyonda kullanimi
sorunla kargilagsmaktadir.

Nikleer Faktor Kappa B (NF-kB); enflamasyon, immiin yanit, proliferasyon ve
apopitoziste sorumlu olan ¢ok sayida genin 6nemli bir regiilatorii olan transkripsiyon
faktorudur.

NF-kB, tum hiicrelerde sitoplazma igerisinde inaktif halde bulunur. NF-kB, Ranjan
Sen ve David Baltimore tarafindan 1986 yilinda B lenfositlerin ¢ekirdeklerinde
immiinglobulin kappa hafif zinciri geninde enhancer bolgesine baglanan bir faktor
olarak tanimlanmistir. NF-kB protein kompleksi bes farkli alt proteinden (NF-kB1
(p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB ve c-Rel) olusmaktadir. NF-kB
immiin sistemin normal c¢alismasi i¢in gereklidir. NF-kB'nin timor hicrelerinin
gelisiminde etkili oldugu ve NF-kB inhibisyonunun gergeklesmesi halinde timor
hiicrelerini kemoterapiye duyarli hale getirdigi belirtilmektedir.

NF-kB’nin aktivasyonu hiicre i¢i biiylime faktorleri, oksidatif stres, mitojenler, pro-
inflamatuar sitokinler, viriisler, gram negatif bakteri {iriinleri, ¢evresel stres kosullari
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gibi pek ¢ok farkli etken ile gergeklesmektedir. NF-KkB hiicre sitoplazmasinda inhibitor
protein olan IkB ile kompleks halde bulunur. IkB kinaz kompleksi (IKK) tarafindan
IkB proteinin fosforillenmesiyle bu protein inaktive olur ve NF-kB’den ayrilir.
Bdylelikle serbest kalan NF-kB niikleusa geger. DNA’ya baglanarak spesifik genlerin
aktivasyonuna yol agar.

Kurkuminin anti-inflamatuar aktivitesi oldugu ve etkisini NF-kB aktivasyonunu
baskilayarak sagladigi, ilk kez 1995 yilinda Singh ve Aggarwal tarafindan
gosterilmistir. Bu bulgunun yayimlanmasinin ardindan, diger arastirmacilar tarafindan
yiiriitiilen ¢aligmalar sonrasinda NF-kB sinyal yolagindaki baska molekiilleri de inhibe
edebildigi gosterilmistir. Kurkuminin NF-kB yolagiin inhibisyonu araciligi ile
pankreatik, meme, kolorektal, oral, bas-boyun, glioblastoma, over, prostat ve T-hlcreli
lenfoma gibi bircok kanser hiicresinde anti-kanser etkisi oldugu ¢ok sayida arastirici
tarafindan bildirilmistir.

Birgok calisma ile kurkuminin, kanser gelisimini 6nlemesi ile kanser tedavisinde
giivenilirliligi ve etkinligi kanitlanmistir. NF-kB yapisinin ve mekanizmasini
aydinlatilmasi, hiicresel stresin azaltilmasinda ve bununla birlikte yeni bakis acilari ile
stresin negatif etkilerinin ortadan kaldirilmasinda o6nemli rol oynayacagi
diistiniilmektedir.  Yapilan literatiir incelemelerinde PLGA-Kurkumin nano
formulasyonun kanser hucrelerinde Nf-kB’nin p65 alt birimi diuzeyi UGzerindeki
etkisinin incelendigi bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu noktadan yola ¢ikarak
calismamizda, giinimiizde antikanser aktivitesi gosterilmis, kanser tedavisindeki
onleyici ve tedavi edici potansiyeli vurgulanan kurkumin nano formilasyonun NF-kB
sinyal mekanizmasi i¢in de aydinlatici olabilecegi diisiincesiyle PLGA-kurkumin nano
formilasyonunun kanser hicrelerinde Nf-kB’nin p65 alt birimi dizeyi Gzerindeki
etkisinin incelenmesi amaglanmustir.

PLGA-Kurkumin nano formulasyonunun, p65 alt biriminin (zerindeki -etkisi
paklitaksel uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri tizerinde incelenmistir.
P65, PLGA-Kurkumin tarafindan en ¢ok baskilanan birim olmakla birlikte bu nano
formalasyon ile birlikte kanser hicrelerindeki enflamasyonun engellenmesi nano
formiilasyonun giivenilirligini arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: NF-kB, nano formulasyon, kurkumin, PLGA.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PLGA-CURCUMIN NANO-
FORMULATION ON THE P65 SUB-UNIT LEVEL OF NF kB IN CANCER
CELL LINES

SUMMARY

In addition to the toxic effects of cancer chemotherapy agents on healthy cells, it is
important to increase the effectiveness of these drugs with pro-oxidant polyphenols,
especially considering the high cost of these drugs in clinical use.

Although traditional cytotoxic chemotherapy remains the treatment of choice for many
types of cancer, a dramatic change has occurred in cancer treatment in recent years.
Great efforts have been made to design new drugs that will act more selectively for
cancer cells and thus prevent unwanted side effects on normal cells and cause less side
effects.

With the use of polymeric nanoparticles as drug carriers, which has become an
increasingly important approach in recent years, less systemic side effects are seen,
higher drug concentrations are achieved in tumor tissue and the treatment efficiency is
significantly increased. Polylactic-co-glycolic acid (PLGA), which is the most
commonly used polymeric material, is a biomaterial that is inert, biodegradable,
biocompatible in physiological environment, and is widely used in new drug delivery
systems and has been approved by the FDA due to its ability to break down into non-
toxic products.

In many studies, the pharmacokinetics, safety and efficacy of curcumin, which is one
of the leading polyphenols with prooxidant effect, have been revealed. Recently,
anticancer activity of curcumin has been demonstrated and its preventive and
therapeutic potential in cancer treatment has been emphasized. However, the use of
this compound at high concentrations in biological activity tests is faced with problems
due to its low solubility in water.

NF-kB (Nuclear Factor Kappa B); It is a transcription factor that is an important
regulator of many genes responsible for inflammation, immune response, proliferation
and apoptosis.

NF-kB is found inactive in the cytoplasm in all cells. NF-kB was identified by Ranjan
Sen and David Baltimore in 1986 as a factor that binds to the enhancer region of the
immunoglobulin kappa light chain gene in the nuclei of B lymphocytes. The NF-kB
protein complex consists of five different sub-proteins (NF-kB1 (p50 / p105), NF-kB2
(p52 / p100), RelA (p65), RelB and c-Rel). NF-kB is necessary for the normal
functioning of the immune system. It is stated that NF-kB is effective in the
development of tumor cells and if NF-kB inhibition occurs, it makes the tumor cells
sensitive to chemotherapy. The activation of NF-kB takes place with many different
factors such as intracellular growth factors, oxidative stress, mitogens, pro-
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inflammatory cytokines, viruses, gram-negative bacteria products, environmental
stress conditions. NF-kB is in a complex with the inhibitory protein IkB in the cell
cytoplasm. By phosphorylation of the IkB protein by the IkB kinase complex (IKK),
this protein is inactivated and separated from NF-kB. Thus, the released NF-KB passes
into the nucleus. It leads to the activation of specific genes by binding to DNA.

It was first demonstrated in 1995 by Singh and Aggarwal that curcumin has anti-
inflammatory activity and provides its effect by suppressing NF-kB activation.
Following the publication of this finding, studies conducted by other researchers have
shown that it can inhibit other molecules in the NF-kB signaling pathway. It has been
reported by many researchers that curcumin has an anti-cancer effect on many cancer
cells such as pancreatic, breast, colorectal, oral, head-neck, glioblastoma, ovarian,
prostate and T-cell lymphoma through inhibition of the NF-kB pathway.

Many studies have proven the safety and effectiveness of curcumin in cancer treatment
by preventing cancer development. It is thought that elucidating the structure and
mechanism of NF-kB will play an important role in reducing cellular stress and
eliminating the negative effects of stress with new perspectives. In the literature
reviews, there is no study investigating the effect of PLGA-curcumin nanoformulation
on the p65 subunit level of Nf-kB in cancer cells lines. Based on this point, our study
aimed to examine the effect of PLGA-curcumin nanoformulation on the p65 subunit
level of Nf-kB in cancer cells, with the thought that curcumin nanoformulation, which
has been shown to have anticancer activity and emphasized its preventive and
therapeutic potential in cancer treatment, can also be illuminating for NF-kB signaling
mechanism. The effect of PLGA-Curcumin nano-formulation on the ratios of p65, was
investigated on MDA-MB-231 breast cancer cells treated with paclitaxel. Although
P65 is the unit most suppressed by PLGA-Curcumin, inhibition of inflammation in
cancer cells with this nanoformulation increases the reliability of nanoformulations.
Keywords: NF-kB, nano-formulation, curcumin, PLGA.
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1. GIRIS

NF-kB, bir¢ok sayida genin diizenlenmesinden sorumlu olan bdlgelerde ifade edilen
bir 6karyotik transkripsiyon faktoridur [1]. 1986 yilinda Baltimore ve ark. tarafindan
kesfedilen NF-kB ailesi, ¢esitli homodimerler ve heterodimerler olusturan 5 farkl
DNA Dbaglayict proteinden olugmaktadir [2, 3]. NF-kB proteinleri, hicre
profilefarasyonu artirabilen, apoptozu inhibe edebilen, hiicre go¢iinii tesvik edebilen,
anjiyogenez ve metastazi uyarabilen, dogal ve edinilmis immun yanitlarin
dizenlenmesinde rol oynayan onemli faktorlerdir [4]. NF-kB aktivasyonu viral ve
bakteriyel enfeksiyonlar, DNA hasari, oksidatif stres ve proinflamatuar sitokinler
tarafindan indiiklenmektedir [4]. Ozellikte malign hiicreler ve timor mikrogevresi ile

bircok kanser turiinde NF-kB sinyal yolagi 6nemli rol oynamaktadir [5, 6].

p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), p55 (Rel B), p65 (Rel A) ve c-Rel (Rel) alt
birimlerinden olusan NF-kB sinyal yolagi, bakteriyel lipopolisakkaritler (bacterial
lipopolysaccharides, LPS) veya proenflamatuar sitokinler gibi uyaranlar ile aktive
edildiginde, hiicre ¢ekirdegine tasinir ve ¢esitli hedef genlerin ekspresyonunu baslatir
[7]. Bu proenflamatuar molekiiller ayni1 zamanda hiicre proliferasyonuna ve timor
olusumuna katilir [8]. NF-kB sinyal yolagi anti-apoptotik genleri regiile ederek kanser
hiicrelerinin sagkalimini sagladig: bilinmektedir. Kanser hiicrelerinin sagkalimi veya
apoptozu NF-kB transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna bagli olabilmektedir.
Birgok 6nemli enflamatuar hastaliklarda; meme, akciger, karaciger, pankreas, prostat
kanseri gibi bir¢ok kanser tiirlinde rol alarak kanser hiicrelerinin sagkalimini

etkilemektedir [9].

NF-kB transkripsiyon faktorleri, hem dogal hem de adaptif bagisiklik sinyal
yollarindan gelen uyarilara kars1 yanit olusturabilmesinden dolay1 son birkag¢ yildir
onemli ilgi odagi olmustur [10]. NF-kB transkripsiyon faktorleri, inhibitor IkB protein
ailesi tarafindan hiicrelerin sitoplazmasinda pasif olarak tutulan dimerler olarak islev
gorur [11-13]. En az 5 farkli IkB proteini tanimlanmistir: IkBa, IkBp, 1kBe, 1kBy ve
bcl-3.



Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, transkripsiyon faktorii NF-kB’nin kurkumin tarafindan
inhibe edildigini bildirmistir [14-19]. Yapilan ¢aligmalar ile kurkumin NF-kB-DNA
etkilesimini artirdigt ve NF-kB hedef genlerinin ekspresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir [19]. Ancak kurkuminin sudaki ¢Oziinilirliigiiniin sinirli  olmasi
biyolojik ¢alismalarda kullaniminda engel olusturmaktadir. Kurkuminin NF-kB sinyal
yolagini inhibe ettigi bilinmekle birlikte p65 alt birimi zerindeki etkisi, kurkuminin
sudaki ¢Ozlniirliigiiniin oldukc¢a smirli olmasi goéz Oniine alinarak, tam olarak
bilinememektedir. Kurkuminin diisiik ¢oziiniiltirligti hiicre kiiltiirii dahil olmak tizere
biyolojik sistemlerde yeteri kadar etki gosterememekte ve yiiksek dozlarda kullanimi

ile olas1 sonuglar bilinmemektedir.

NF-kB yapisinin ve kurkuminin etki mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi hiicresel
stresin azaltilmasi, dolayisiyla stresin olumsuz etkilerinin giderilmesinde ve kanserin
tedavisinde yeni yaklagimlarin ve etki mekanizmalarin ortaya konmasinda énemli bir

yer tutacaktir.

Yuksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda, PLGA ’nin hidrofob kapasitesi 1,2-distearol-
sn- glisero-3-fosfoetanolamin (DSPE) ile artirilmigtir. DSPE ile PLGA’nin hidrofob
kapasitesi artirilarak kurkuminin daha once uygulanan calismalarda ¢oziliniirliik
oranina kiyasla daha fazla ¢oziiniirlik elde edilerek sulu hiicre kiiltlirii ortaminda
antioksidan ve pro-oksidan dozda kullanimi miimkiin olmustur. Calismamizda
kurkumin ¢oziiniirliigtinii artirarak ve NF-kB sinyal mekanizmasi kurkumin tarafindan

suprese edilerek p 65 alt birimi tizerindeki etkisini incelenmesi amaglanmustir.



2. TEORIK BILGI

2.1 Kanser Gelisimi

Kanser gelisimi ve evreleri, bir dizi fonksiyonel ve genetik anormallikleri igeren
karmasgik bir siiregtir. DNA metilasyonu ve histon asetilasyonundaki degisiklikler gibi
epigenetik modifikasyonlar, genomik mutasyonlar, gen ekspresyonundaki ve hiicre
fonksiyonundaki degisiklikler kansere yol agabilmektedir. Malign siire¢ ve metastatik
ilerlemeye neden olan molekiiler mekanizmalara yonelik sorular bir¢ok yeni teshis ve
tedavi stratejisinin  gelistirilmesinin temelini olusturmaktadir. Farklilasma ve
proliferasyon bakimindan hiicrelerin normal gelisiminde goriilen bir bozulmay1
icermesinden dolayi “gelisimsel bozukluk™ olarak kabul edilebilmektedir [20]. Kanser
hiicreleri genellikle hayatta kalma, proliferasyon, farklilasma, hiicre 6liimii ve hiicre
tipine Ozgii fonksiyonlarin ekspresyonu icin gerekli olan biyomolekiillerin
komplementerini icermektedir. Hiicre fonksiyonu icin gerekli olan bu molekdllerin
degistirilmesi ile molekiiller, islevleri yerine getirememektedir. Kontrolsuz buylime
gostermeye baglayan hiicre, timor baslangici olarak kabul edilmektedir. Sirecin
genellikle en az iki genetik degisiklik gerektirdigi diisiiniilmektedir. Bunlar hiicrenin
fonksiyonel islevsizligini azaltma yetenegini kaybetmesine neden olur ve daha

sonrasinda hticre 6limsuz hale gelir [21].

Kanser gelisimi ve ilerlemesi, tiimor baskilayici fonksiyonunun kaybi ve/veya
onkogen fonksiyonunun uyarilmasini igerebilir. Timor baskilayici faktér veya
onkogenlerde degisiklik olusturan spesifik mekanizmalar, farkli timor histolojisine
bagli olarak degisiklik gostermekle birlikte ayni histoloji icerisinde de degisiklik
gOsterebilmektedir [22].

Hanahan ve Weinberg kanserin 10 temel 6zelligini belirlemistir (Sekil 2.1) [23]:
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Sekil 2.1 : Kanserin 10 temel 6zelligi.
2.1.1 Devam eden proliferatif sinyal iletimi

Normal dokular hucre buyime ve bolinme dongusini regile eden sinyallerin
iiretimini ve salinmasini kontrol ederek hiicre sayisinin homeostazisinin saglanmasi ve
doku biitiinliigiiniin korunmasi gibi durumlari takip etmektedirler. Kanser hiicreleri ise
bu sinyallerin serbest birakilmasi ile kontrol dis1 biiylime ve ¢ogalma gdsterirler. Artan
blylme faktori Uretimi, hlcre yuzeyindeki reseptdr sayisimi arttirma, kanser
hiicresinin  sinyalizasyonunu kolaylagtirmak i¢in yapisal olarak reseptorlerin
degistirilmesi, sinyal yolundaki proteinlerin aktive edilmesi gibi yollar ile kanser

hiicreleri sinyal mekanizmasi olmadan proliferasyonlarini stirdiirebilmektedir (Sekil

2.2) [24]
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Sekil 2.2 : Devam eden proliferatif sinyal iletimi.
Tiimor hiicreleri onkogenik Ras sinyal iletim yolagindaki negatif geri bildirim
dongulerini bozarak timaor hiicrelerinde devam eden proliferatif sinyal iletimine yol
agmaktadir [24].

2.1.2 Buyume engelleyici faktorlerden kurtulma

Saglikli hiicrelerin hiicre proliferasyonu, pro- ve anti-proliferasyon sinyallerinin hiicre
dongiisii diizeyinde koordine edildigi bir siirectir. Hiicre proliferasyonunun uygun
sekilde diizenlenmemesi kanser olusumu tetiklenmektedir. B hiicresi malignitesi,
kromozom translokasyonlari, siklinler veya siklin bagimli kinazlar gibi hiicre dongust
proteinlerinin islevini dogrudan etkileyebilen genetik degisiklikler tarafindan
yonlendirilmektedir. Ek olarak lenfomalarin malignitelere doniismesinin énemli bir
nedeni timor baskilayict faktorlerin islev goremeyerek hiicre dongiisii kontrol

noktalarindan kaginmasidir (Sekil 2.3) [25].
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Sekil 2.3 : Bluyume engelleyici faktorlerden kurtulma.
Rb (Retinoblasyoma). Tiimor hiicrelerinde inaktive edilen 2 yaygin timor
baskilayici olan Rb ve p53’iin inaktivasyonu, kontrolsiiz biiyiime ve proliferasyona
yol agmaktadir [26].

2.1.3 immun yikimdan kagis

Kanser immunitesinin dizenlenmesi sureci temel olarak “3 E (Elimination;
eliminasyon, Equilibrium; denge, Escape; kacis) kanser immun diizenleyici” olarak
adlandirilan 3 asamali (1) eliminasyon, (2) denge ve (3) kacis basamaklarindan
olustugu Ongoriilmektedir [27]. Eliminasyon, kanser immudnitesinin normal
fonksiyonu anlamina gelmektedir; kanser hiicreleri immiin sistem tarafindan basarili
bir sekilde taninir ve ortadan kaldirilir. Bu sayede dokularin normal islevlerini
siirdiirmesi saglamir. Immiin sistem tarafindan tamamen ortadan kaldirilamayan
tiimor hiicreleri sayica artis gostermeye devam ederek denge fazina gecger. Denge
asamasinda 2 sonucun ortaya ¢ikabilecegi varsayilmistir: (1) Bagisiklik sistemi, tim
timdr hiicrelerini ortadan kaldirabilir; (2) Bagisiklik sisteminin uzun bir siire
boyunca tiimorler ile siirekli etkilesimi sonucunda tiimérlerin immiin yanita karsi
duyarliligimmi kaybetmesine ve immiin sistemden kacis olarak adlandirilan tiimor

hicrelerinin birikiminine sebep olabilir (Sekil 2.4) [28].
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Sekil 2.4 : immun yikimdan kagis.
Kanser immun sistem diizenlenmesi 3 ana asamadan olusur: eliminasyon, denge ve
kacis. Immiin sistem yikimindan basari ile kagan tiimér hiicreleri kanser olusumunu
tetikler [28].

2.1.4 Siirsiz boliinme yetenegi

Kanser hicreleri, tiimor olusumunu siirdiirmek i¢in sinirsiz replikasyon potansiyeline
thtiya¢c duymaktadir. Siirekli boliinme yetenegi; sinirli sayida hiicre biliyiimesi ve
bolunmesi dongistnden gecebilen normal hiicre dongusu ile zitlik teskil etmektedir.
Kromozomlarin uglarin koruyan telomerler, sinirsiz proliferasyon yetenegine etki
etmektedir [29]. Kromozomlarin u¢ kisimarinda bulunan telomerler her hiicre
boliinmesinde kisalarak genlerin korunmasini saglar. Kanser hiicreleri telomer
kisalmasini engellemek icin telomeraz enzimi ile aktivitesini artirarak sinirsiz ¢cogalma
yetenegine sahip olurlar. Ayni zamanda p53 gibi tiimdr baskilayici genlerin regiilasyon
bozukluguna neden olmakta ve apoptoz direncinin artirilmasi, DNA hasar onarim

aktivitesinin inhibisyonu gibi faaliyetlere neden olmaktadir (Sekil 2.5) [30-32].
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Sekil 2.5 : Sinirsiz boliinme yetenegi.
Telomer boyunun kisalmasi normal hiicrelerde replikatif yaslanmay1 aktive ederken
timor hiicreleri telomer uzunlugunu koruyan telomeraz enziminin asir1 ekspresyonu
ile sinirs1z boliinme yetenegi sinirlilig: ortadan kaldirmaktadir.

2.1.5 invazyon ve metastaz

Doku invazyonu ve metastaz, kanser hiicrelerinin olusum gostermeye basladiklari
bolgeden farkli bir bolgeye go¢ etmesi konusunda 2 ana faktordiir. Bu 2 faktor heniiz
detayl1 olarak anlasilamamasina ragmen genel olarak ele alindiginda hiicrelerin, diger
hiicreler ve ekstraselliller matrikse tutunarak ortaya c¢ikan degisiklikler, doku
invazyonu ve metastaza neden olmaktadir [33]. TUmor hicreleri yeni damar
olusumunu uyararak komsu hiicreler ile olan iletisimini ortadan kaldirir ve primer
timor dokusundan ayrilir. Daha sonrasinda timor hiicreleri ekstraselliiler maktrikse
gecer ve yakininda bulunan dokulara ulasarak veya dolasim sistemi ile uzak dokularda
yerlesim gosterirler. Bu sekilde yasamlarini siirdiirlir ve ¢ogalmalarmi saglarlar.
Metastaz gelisimi direng gelistirerek tedavinin basarisin1 olumsuz etkiler (Sekil 2.6)

[31, 34].
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Sekil 2.6 : Invazyon ve metastaz aktivasyonu.
Timor hicresinin goct CSF-1, EGF ve bunlarin karsinoma hiicrelerinde farkli
sekillerde ekprese edilen ilgili reseptorlerini ve tiimdr mikrogevresinde bulunan
makrofajlari igeren parakrin dongii yolu ile stirdiirmektedir. [30, 31].

2.1.6 Anjiyogenez

Anjiyogenez; organizmada yara iyilesmesi, embriyogenez, menstriiel siklus gibi
durumlarda faaliyet gosteren fizyolojik bir siirectir. Basta timorler olmak {izere
romatoit artrit gibi kolajen doku hastaliklari, retinopatiler ve psdriasis vb.
hastaliklarinda goriilen durum ise patojenik anjiyogenez olarak tanimlanmaktadir
[35]. Tiimorlerin hizli boliinmesi sonucunda oksijen ve besin ihtiyacinin artmasi

anjiyogenez olusumunu timor hiicreleri tarafindan uyarmaktadir (Sekil 2.7) [34].
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Sekil 2.7 : Anjiyogenezin tetiklenmesi.
Tiimor anjiyogenezi, timor mikrogevresinde bulunan gesitli hiicre tiplerinden
gelen birgok sinyalin toplamu ile ortaya ¢ikan bir fonksiyondur. [36, 37].



2.1.7 Gen yapisinda mutasyonlar

Kanser hiicrelerinin genomlarinda meydana gelen ¢ok sayida degisiklik pek ¢ok
onkogenik siire¢ i¢gin temel olarak islev gormektedir. Mutasyon oranlarinin artis
gostermesi, timdr olusumu tetikler ve mutasyonlarin birikmesi sonucunda kanser
hiicreleri bakimindan avantaj saglar. Mutajenik ajanlara kars1 duyarliligin artmasi,
bir veya daha fazla hiicrenin p53, BRCAT1 proteini gibi genlerin aracilik ettigi DNA
onarim mekanizmalarinin islev gérememesi, bu faktorlerin kombinasyonu gibi
durumlarda kanser hiicreleri avantaj saglamaktadir. DNA onarim mekanizmasinin
veya bakici genlerin degisiklie ugrayarak hasar gormesi sonucunda; DNA
hasarinin saptanmamasi ve onarim mekanizmasinin aktive edilememesi, dogrudan
hasar gormiis DNA’nin onarilamamasi, mutajenik molekiillerin inaktive
edilememesi veya engellenememesi gibi durumlarin ortaya ¢ikmasindan sorumlu
olabilmektedir. Bakic1 genlerin inaktive edilmesi veya baskilanmasi yolu ile tiimor
hiicreleri mutasyon oranini ve sonrasinda tiimorigenezi artirmayi saglayabilir.
Kanser hiicresi genom analizleri degisiklik gdsteren mutasyonlari ortaya ¢ikarmakta
ve tiimdr progresyonu sirasinda instabilitenin arttigini gostermektedir (Sekil 2.8)

[38].

BRCAI1 ya da BRCA2'deki
mutasyonlar

v

Hasara karsin hiicre
ddénglsiinin ilerlemesi

v

Mutasyonlarin
birikimi

v

Kanser

Sekil 2.8 : Genom instabilitesi ve mutasyon.
DNA onarim mekanizmasinda olusan herhangi bir mutasyon genomik
instabilitenin artmasi bakimindan kanser hiicrelerine avantaj saglamaktadir. BRCA

sinyal iletim mekanizmasindan kaynaklanan mutasyon sonucunda kanser olusumu
tetiklemektedir [38].
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2.1.8 Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi

Normal fizyolojik kosullarda hiicrenin enerji metabolizmasi verimli bir sekilde
diizenlenmektedir. Dokularin ihtiyact olan oksijen ve besinlerin ulastirilmasi, atik
tirtinlerin toplanmasi kilcal damarlar yolu ile saglanmaktadir. Tiimorlii dokulardaki
kanser hicrelerinin surekli proliferatif sinyal iletimi, hiicre sayisinda da artisa neden
olmaktadir. Artan hiicre sayisi sonucunda hiicreler birbirlerine yiiksek basing
uygulayarak baski1 yaparlar. Bu yiiksek basing, besin eksikligine, hipoksik kosullara
ve metabolik atik birikimine neden olan hipoperfiizyona yol agmaktadir. Hipoksik
kosullara yanit olarak hiicreler, aerobik oksidatif fosforilasyondan aerobik glikolize
gecerler. Bu metabolik yol, glikozun ATP gibi enerji tasiyicilarina
doniistiiriilmesinde ¢ok daha az etkili olmasindan dolay1 glikoz transferini saglayan

faktorler GLUT1i regiile eder (Sekil 2.9) [39].

Normal hiicre Kanser Hiicresi

Glukoz o o Glukoz
o

¢

2 2

IR ALk 2k
BUBBRNDHH

Glikoliz l Glikoliz l
Coiravar Crirovo: B o
‘o ’
Mitokondri

CO02 + enerji

Sekil 2.9 : Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi.
Kanser hucreleri, oksijen varligindan bagimsiz olarak mevcut glikozu laktata
doniistiiriir (Warburg etkisi) ve bu sayede glikoz metabolitlerini, hiicre
proliferasyonunu hizlandiran yararli anabolik siireglere yonendirir [40].
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2.1.9 Hiicre 6liim mekanizmalarindan ka¢inma

Normal hiicrelerin aksine tiimorlii hiicreler hiicresel stres durumunda DNA hasarina
yanit olarak apoptozu baslatabilir. Bu durumu aksine apoptoz, doku homeostazinin
gelisiminde ve korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Apoptozun baslamasi,
duzenlenmesi ve islevini etkileyen apoptotik sinyal mekanizmalarinin arastirilmasi
icin 6nemli ¢alismalar yapilmistir. Kaspazlar, apoptozu etkileyen ana faktorlerdir

(Sekil 2.10).

Liganda
baglanma

/7 /Prokaspa
¢ 4B
Pro-apoptotik @9

D \ Y%
efektor = @ « g§
7 ™\ ./Kaspaz8
BID

» Yalmzca

[Cnth pro-apoptotik
PUMA €3 @ S

' o . oy
Y.L MDM-2 (- A N &7 Kaspaz
gy !

Sekil 2.10 : Hiicre 6liim mekanizmasindan kaginma.
2.1.10 Tumora destekleyen enflamasyon

Tiimdr ortami1 kanser hiicrelerine sahip olmakla birlikte ayn1 zamanda iltihaplanma
ile iligkili bagisiklik sistemi hiicrelerine de sahiptir. Bu hiicreler biiyiime faktorleri
ve enzim sayisim1 artirarak kanserli bolgenin anjiyogenez olusturmasini
desteklemeye yardimci olmaktadir. Bununla birlikte reaktif oksijen radikalleri
(Reactive Oxygen Species, ROS) freterek DNA’nin hasar gormesine ve

kanserlesmeye neden olmaktadir.
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Enflamasyon, ROS gibi faktorler yoluyla DNA hasarini indiikleyerek ve timor
baskilayict genlerin susturulmasimma yol acan epigenetik mekanizmalarin
aktivasyonu yoluyla timori destekleyen enflamasyona neden olabilir. TUmor
baslangict sirasinda bagisiklik ve enflamatuar hiicreler, kanser hiicresinin hayatta
kalmasmi, g¢ogalmasini kolaylastiran ve anjiyogenezi tetikleyen sitokinler ve

kemokinler iiretmektedir. Bu siire¢ timdr biiytimesinde artisa neden olmaktadir.

Sitokinler ve kemokinler ayrica tiimor mikrogevresinde bagisiklik hiicrelerinin daha

fazla toplanmasina ve farklilagmasina neden olmaktadir (Sekil 2.11) [41].

_Sitokinler t Anjiyogenez
tEMT
Kemokinler <> 8 —» + Sagkalim

immiin hiicreler Kanser hiicreleri

Sekil 2.11 : Tumoru destekleyen inflamasyon.
2.2 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji; miihendislik, biyoloji, fizik ve kimya uygulamalarn iiretilmis ¢esitli
araclar1 ve genis bir alan1 kapsayan multidisipliner bir alan olarak tanimlanmaktadir
[42]. Nanoteknoloji alan1 giincel aragtirmalar ve tim teknik disiplinlerde temel olarak
gelistirilen en popiiler alanlardan biri olarak kabul edilmektedir. Basit olarak polimer
bilimi ve teknolojisini icermekte ve bu alandaki arastirmalar ¢ok ¢esitli konulart
kapsamaktadir [43].

Nanoteknolojik araglarin  bigimsel tanimlari genellikle uygulamanin  kendi
gereksinimlerine bagli olarak degisilebilmektedir ve en az 1-100 nm araliginda olmasi

gerektigi seklinde tanimlanmaktadir. Kanser ile ilgili nano teknolojilere;

e meme kanseri tedavisi igin lipozom gibi enjekte edilebilir ilag dagitimi
nanovektorleri,

e noro-onkolojik miidahaleler kapsaminda yapilan cerrahi uygulamalarin
goruntilenmesi igin biyolojik olarak hedeflenmis, nano boyutlu manyetik

rezonans goruntileme (MRG) kontrast maddeleri;
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e DNA ve proteinin yiiksek verimde tespiti i¢in yeni, nanoparcacik bazli

yontemler

ornek olarak verilebilir.

Nanoteknoloji 1-100 nm boyutlar1 arasindaki kendileri veya temel bilesenlerinden
olusan komponentlerin ¢aligmasini icermektedir [42]. Nano bazli yontemler, biyolojik
bariyer arasinda gelismis tasima saglamasi ve ilacin daha etkili salinmasi igin gelismis
stratejiler sunmaktadir [44, 45]. Genellikle 1-100 nm araliginda organik, inorganik,
lipit ve protein bilesikleri kullanilarak bir¢ok ¢esitten olusan nanomalzemeler
uretilmistir (Sekil 2.12) [46].
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Sekil 2.12 : Nanoteknoloji uygulama alani.

Hedefli ilag sistemi olarak nano tasiyicilar, geleneksel ilaglarin farmakolojik ve
terapotik Ozelliklerini gelistirmek igin tasarlanmustir [47]. ila¢ molekiillerinin nano
tastyici ile kaplanmasi, bir ilact bozulmaya karsi koruyabilmektedir. Ayrica hedefleme
ve kontrollii salim olanaklar1 sunmaktadir. Kuguk boyutlarindan dolayr nano
tastyicilar kan-beyin bariyerini (KBB) gecebilmektedir. Geleneksel ilag formu ile
karsilagtirildiginda, nano tasiyici-ilag konjugatlari daha etkili ve segicidir. Hedef
bélgelerde ilag salimi gerceklestirerek normal dokulardaki toksisiteyi ve diger yan

etkileri azaltabilmektedir. Sonug olarak, gerekli ilag dozlar1 daha diistiktiir [48].
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Antikanser ilaglarinin, ilacin hedef bolgeye ulastirilmasinda kisithilik géstermesi ve
bundan dolay1 tedavinin etkisiz kalmasina, hedef dis1 etkilerin artmasina sebep olmasi
gibi olumsuz etkilerinin oldugu bilinmektedir [46]. Antikanser ilaglarinin etkinligi
yalnizca dogru dozda ilag uygulandiginda dogru etki gosterebilmektedir. Bu nedenle
tiimOr hiicrelerini hedeflemek icin kullanilan nanomalzemelerin, timor hiicrelerini
tantyarak bolgesel konsantrasyonunu arttirmaya yonelik olarak tasarlanmasi, olasi

toksisiteyi azaltmasi gerekmektedir [49].

Nanopartikiillerin gelistirilmesi, pasif ve aktif timdr hedefleme stratejileri ile
geleneksel kemoterapinin olasi yan etkilerinin azaltilmasi amag¢lanmaktadir. Pasif
hedefleme tipi olan “artmis gecirgenlik ve alikonma etkisi (EPR:enhanced
permeability and retention)”, ¢esitli boyutlardaki nanopartikiillerin (genellikle 10-100
nm) saghikli ve tiimorlii dokularda gereginden fazla birikmesi sonucu olusur.
Nanopartikullerin  6zelliklerinden yararlanilarak antikanser ajanlarin  timor

hiicrelerine taginilmasi miimkiin hale gelmektedir [50].

2.2.1 Pasif Hedefleme

Pasif hedefleme, ilag salim nanopartikiilerinin saglikli dokulara kiyasla, timor
dokularinin segici 6zelliklerine dayanarak ilacin hedef bolgeye ulastirilabildigi sistem
olarak tanimlanmakadir. Tiimor hiicrelerinin sinirsiz boliinmesinden dolay1 kusurlu
vaskdler yap1 ve hipervakiilastore neden olan genis anjiyogenez meydana gelmektedir.
Ayrica tiimorler yiiksek seviyede gecirgenlige sahiptir ve fonksiyonel lenf
dolagimindan yoksundurlar. Tiimér dokularmin bu patofizyolojik durumlarinin bir
sonucu olarak, uygun sekilde tasarlanmis “ila¢ tasima sistemleri” anormal tipteki
hiicrelere kolayca nlfuz ederek orada tutulur. EPR etkisi olarak bilinen bu
mekanizmadan yararlanilarak diisiik molekiiler agirlikli kemoterapétiklerin timor
bolgesine iletilmesi hedeflenebilmektedir [51]. Bu tip ila¢ hedeflemesi, hedeflenen
dokunun patofizyolojik spesifikligine dayandigindan “pasif hedefleme” olarak
adlandiriimaktadir. Bununla birlikte vektoriin yiiki, biyikligi ve ylizeyi gibi
fizikokimyasal 6zellikleri EPR etkisine sahip pasif hedeflemede de énemli bir rol

oynamaktadir.
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2.2.2 Aktif Hedefleme

Ligand aracili hedefleme olarak da adlandirilan aktif hedefleme, hedeflenen hiicreler
tarafindan spesifik taninma ve alikonma igin nanopartikiil yiizeyinde afiniteyi artiracak
ligandlarinin kullanilmasini igermektedir. Bu amagla, ligandlar gereken organlarda,
dokularda, hiicrelerde ve subseliiler alanlarda asir1 eksprese edilen ylizey molekiillerini
veya reseptorleri baglamak igin segilir. Bu 06zelliklerinden dolay1 nanopartikiil
hedeflenmesi ve hicreler arasindaki etkilesimi arttirmayi, genel biyodagilimi

degistirmeden ilaclarin daha efektif 6zellik gostermesini amaglamaktadir [52].

2.3 lac Tasiyic1 Sistemler

2.3.1 Lipozomlar

Genellikle 80-300 nm boyut araliginda olan nano/mikro spesifik veya koloidal
tastyicilardir. Fosfolipitler ve steroidler (6rn. kolesterol), iki tabakali veya bir ylizeyi
aktif maddelerden olusan kiiresel vezikiillerdir ve bazi lipitler, sonikasyon gibi
lipozomlarin hazirlandig1 sulu ortam igerisine karistirildiginda kendiliginden meydana
gelirler [48]. Lipozomlarin, ilaglarin ¢Oziintirligini arttirdigi ve kemoterapotik
ajanlarin terapotik endeksi zararli yan etkilerin azaltilmasi, in vitro ve in vivo
antikanser aktivitesinin artmasi gibi farmakokinetik 6zeliklerini gelistirdigi yapilan
calismalarda bildirilmistir [53]. Tlag kapsiil icerisine alinarak lipozomlara dahil edilir
(Sekil 2.13) [48, 53]. Bir ilacin lipozomlardan salinmasi; lipozom bilesimine, pH’a,
osmotik basinca ve cevresine baglhdir. Bunlara ek olarak, lipozom igerisinde kalma
sliresinin artmasi1 bu pargaciklarin etkilerini azaltirken miktarini ise azaltir [53].
Lipozom ve hiicre etkilesimi; absorbsiyon, fiizyon, endositoz veya lipit transferi gibi
yollar ile gergeklestirilebilir. Lipozomal formda kullanilan bir¢cok ilag Ornegi
bulunmaktadir: antikanser ilaglar, ndrotransmiterler (serotonin), antibiyotikler, anti-

enflamatuar ve antiromatizmal ilaglar [48].
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Drug particles

Cell membrane

Sekil 2.13 : Lipozomlar ile ilag iletimi.
Lipozomlar, tabakalarina (tek, oligo veya ¢ok tabakali vezikiiller), boyutlarina (kiiciik,
orta ve biiylik), ve hazirlama yontemine gore siniflandirilabilir. Tek tabakali vezikiiller
bir ¢ift lipit katmani igerirler ve genellikle 50-250 nm ¢apa sahiptir. Tek tabakali
vezikiler buyik ve sulu bir kapsul olusturdugundan gogunlukla suda ¢oziiniir ilaglarin
kapsiil igerisine alinmasinda kullanilirlar. Cok katmanli vezikiiller i¢ ice konsantrik
yerlesim gosteren bir¢ok lipit katmanindan olusur ve ¢aplart 1-5 pm arasindadir.
Yiiksek lipit icerisi sayesinde daha c¢ok yagda c¢oziinen ilaglarin kapsiil igerisine

alinmasi saglanir [54].

2.3.2 Miseller

llag tasiyicilari olarak miseller, zayif ¢oziinen ilaglarm ¢oziindiirmeleri,
biyoyararlanimi arttirmalari, biiytikliikleri, spesifik bir ligand ile dis yiizey ile
hedeflendirilebilmesi, ticari olarak ¢ok miktarda uretilebilmesi gibi 6zelliklerinden
dolay1 birtakim avantajlar sunmaktadir. Misel formunda olan bir ilag (¢Oziiniirligi
diisiik olan ilag), biyolojik ortamin etkisi altinda olas1 inaktivasyondan iyi bir sekilde
korunur ve biyolojik olarak yan etkilere neden olmaz. Ayrica misel, sulu gevreye
maruz kalan dis tabakasinin kan veya doku bilesenlerine karsi etkilesim kuramayacak
bilesenlerden olusacagi sekilde yapilandirilmistir. Bu yapisal 6zellik sayesinde

miseller belirli proteinler ve/veya fagositik hiicreler tarafindan taninmadan uzun siire
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organizmada kalmasin1 saglar. Misellerin uzun Omiirleri kademeli birikimlerini

saglayarak ilag tagiyicilari olarak 6nemli bir alan haline gelmistir [55].

Iyonik olmayan yiizey aktif maddelerden yapilan misellerin yapilarinda anizotropik su
dagilimina sahip oldugu bilinmektedir, bunun bir etkisi olarak su konsantrasyonlari
miselin ¢ekirdegine dogru azalmaktadir. Bu anizotropiden dolayr bu tiir miseller
yiiksek oranda hidrat yiizeyden hidrofobik cekirdege kutuplagsma gosterir. Sonug
olarak, bir misel i¢inde belirli bir ¢éziindiiriilmiis ilacin konumu kutupsalligina bagh
olmaktadir. Sulu sistemlerde polar olmayan molekuller absorbe edilmekte ve ara
polariteye sahip olan maddeler belirli ara pozisyonlarda yiizey aktif madde molekilleri
boyunca dagitilmaktadir (Sekil 2.14) [55].

Sekil 2.14 : Tlag hidrofobikligine bagli olarak bir misel ile ilag etkilesimleri.
(llag molekiilii iizerindeki siyah renk hidrofobik alani, beyaz renk hidrofilik alan
gosterir). Tamamen suda ¢6ziiniir hidrofilik ilag sadece misel arasindaki bolgmde

absorbe edilebilir (1. Alan) Tamamen ¢6zilmeyen hidrofobik molekilmisel ¢ekirdek
bolgesine dahil edilebilir (5. Alan) Orta hidrofobik/hidrofillik alana sahip ilag
molekulleri misel partikiili icinde orta dereceli pozisyonlara sahip olacaktir (2-4.
Alan) [55].

2.4 Nano Tla¢ Tasima Sistemleri

Kanser nanoteknolojisi yeni bir mutlidisipliner aragtirma alan1 olarak ortaya ¢ikmakta
ve biyoloji, kimya, muhendislik, tip disiplinlerini kapsayan; kanser tespiti, teshisi ve

tedavisinde ©nemli gelismelere imkan sunmaktadir. Son arastirmalar; peptitler,
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proteinler, nukleik asitler veya kiigiik molekullli ligandlar gibi biyolojik molekullere

kovalent olarak baglanmis fonksiyonel nanopargaciklar gelistirmektedir.

Kanser terapoétikleri igin arastirilan ¢esitli nanopartikiil sistemleri bulunmaktadir. Her
bir nanopartikiil sistemi etkinligi ajanin tliimdre iletimini artirmak i¢in gelistirilmistir.
Ornegin nanopartikiillerin daha fazla dolasima katilmalarini saglamak igin hidrofilik
yuzeyler kullanilarak pozitif yikli yizeyler sayesinde endositoz artirilabilir. Kanser
terapotik uygulamalari i¢in uygulama ¢esidine bagh olarak ¢esitli nanopartikiil tipleri
gelistirilmistir. Dendrimerler [56], lipozomlar [57], polimerik nanopartikiller [58],
miseller [59], protein nanopartikuller [60], seramik nanopartikuller [61], viral
nanopartikiller [62], metalik nanopartiklller [63] ve karbon nanotipler [64]

gelistirilen nanopartkiillere 6rnek olarak verilebilir [47].

2.5 Polimerik Nano Tasiyicilar

Polimerik nanopartikiiller, uygulama ihtiyaclarina ve kapsiillenecek ilag tiirlerine gore
cesitli yontemler kullanilarak sentezlenebilmektedir [65]. Bu nanopartikiiller, nanotip
alaninda cesitli etkili biyoaktif molekiillerin ve tibbi ilaglarin nanokapsiillenmesi i¢in
yaygin olarak  kullanilmaktadir. Biyolojik olarak  bozunabilir  polimerik
nanopartikiiller, olumlu etkileri sayesinde ilag dagitim sistemlerinde yaygin olarak
tercih edilmektedir. Bu tiir nanopartikiiller doku ve hiicreler ile, kontrollii/siirekli salim
ozelligi ve biyouyumluluk saglamaktadir [66]. Biyolojik olarak bozunabilen

nanopartiikiillerin genel sentezi ve kapsiillenmesi Sekil 2.15°te 6zetlenmektedir.
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Sekil 2.15 : Biyobozunur nanopartikiil cesitleri.

Yapilara gére biyobozunur nanopartikiiller nanokapsiil ve nanosfer olarak
siiflandirilmaktadir. Ilag molekiilleri igeride tutulur veya yiizeyde absorbe edilir

2.5.1 PLGA

PLGA (poly-D,L-lactide-co-glycolide), biyolojik olarak parcalanabilir metabolit
monomerleri, laktik asit ve glikolik asit iiretmek i¢in viicutta hidrolize ugramasindan

dolay1 basarili sekilde uygulanan biyolojik olarak pargalanabilir nanosistemlerden

biridir (Sekil 2.16).

[67].
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Sekil 2.16 : PLGA nanopartikillerinin hidrolizi.

PLGA nanopartikiilleri, asidik ortamda laktik ve glikolik aside biyolojik olarak

hidroliz edilir.
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PLGA nanopartikiilleri, nanotip, nano asilar, nanopartikiil bazli gen iletim sistemi,
nano-antijen ve biiylime faktorii vb. protein ve peptitleri gelistirmek i¢in kullanilmistir
[68-72]. PLGA’ ’nin yiizey modifikasyonu, ila¢ kapsiilleme yontemleri ve partikiil
blyiikligli, formiilasyon sirasinda ilave edilen katki maddeleri, ilacin molekiiler
agirhig, laktit-glikolid orani, nanopartikiil salimi ve verilen yanit1 lizerinde gii¢lii bir

etkiye sahiptir [73].

2.6 Hedefli Kanser Tedavisi

Kanser mekanizmasinin anlasilmasinda ve tedavi ydntemlerinin gelistirilmesinde
onemli gelismeler kaydedilmesine ragmen kanser hala diinyadaki en 6nemli 6lim
nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir. Son yillarda risk faktorlerini azaltma
cabalarina ragmen kanser prevalansi artmaya devam etmektedir [74]. Mevcut bakim
standartlar1 degerlendirildiginde kemoterapi, radyoterapi ve/veya cerrahi miidahaleler
ile tedavi etkinliginin artirilmaya calisildigi goriilmektedir. Radyoterapi ve
kemoterapinin saglikli doku hiicreler de dahil olmak iizere doku iizerinde olumsuz
etkilere sahip oldugu bilinmektedir [75]. Bununla beraber zayif ¢6ziiniirliik, stabilite
ve metabolizmadan kaynakli sorunlardan dolay1 antikanser ilaglarinin zayif
farmakokinetik Gzellikler gostermesi, verimsizlik ve smirli biyo-dagilim gibi
zorluklar1 ortaya ¢ikarmaktadir [46]. Bundan dolay1r bahsedilen zorluklar
giderebilecek ve saglikli dokulara 6nemli bir zarar vermeden tiimor bolgelerinin segici
hedeflenmesini saglayabilecek etkili formiilasyonlar gelistirmek zorunlu hale gelmistir
[46].

Bir kanser terapotik tedavisinin etkinligi, saglikli dokuya zarar vermeden tlimorleri
azaltma veya yok etme kabiliyeti ile 6lctlmektedir. Bu nedenle terap6tik tedavilerin
basarisinda tiimorlerin  hedef alinmasi biiyiik &neme sahiptir. Ozgullik ve
internalizasyonun artmasi, tedavinin etkinligini artirabilir ve kanser hastalarinin
siklikla yasadigi ciddi yan etkilerin olasiligini azaltabilir. Kanser terapotiklerinin nihai
amaci, hastanin hayatta kalma siiresini ve yasam kalitesini arttirmaktir. Nanopartikiil
uygulamalari ¢oklu ilag direncinden kagma ve bir ajanin etkin bir sekilde verilmesini,
spesifikligini arttirmast sayesinde terapotik uygulamalarda biiyiik gelismeler
sunmaktadir [47].

Ilaglarm toksisitesini azaltmak ve ¢oklu ilag direngliligini 6niine gegmek acisindan

“timor bolgelerini hedefleyebilen ilag tagima sistemlerinin gelistirilmesi” énemli bir
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etkiye sahiptir [50]. Hedeflendirilmis ilag diisiincesi ilk kez 20. yiizyilin baslarinda
Paul Ehlrich tarafindan “Magic Bullet” kavrami ile gelismeye basladi [76]. Bu diisiince
1970’lerin basinda monoklonal antikorlarin gelistirilmesi ile ilgi ¢ekici hale geldi [76].

2.7 Coklu la¢ Direnci

Antikanser ilaglari, ¢esitli nedenlerden dolay1 kanser hiicrelerinin tedavisinde basarisiz
olabilirler. Tlaglar genellikle sistemik olarak verilir ve bu nedenle bireysel hastalara
0zgii olabilecek hedef dokulara emilim, metabolizma ve uygulamalardaki degisiklikler

farklilik gosterebilmektedir [77].

Coklu ilag direnci (Multidrug resistance, MDR), bircogu antikanser ajanlar olan
yapisal olarak ilisiksiz sitotoksik ¢esitli bilesiklere direng gdsteren karmasik bir siireg
olarak tanimlanmaktadir [78]. MDR, hicre icinde ila¢ birikiminin azalmasi, ilag ve
hedef iligkisinin azalmasi, detoksifikasyon islevinin artmasi veya ilag dagiliminin
degisiklik gostermesi seklinde ortaya c¢ikabilmektedir. MDR ile iliskili olarak 170
kDa’luk hiicre membran proteini olarak tanimlanan P-glikoproteinin (P-gp) hicre igi
ilag birikiminin azalttig1 belirlenmis ve 7. kromozom fizerinde bulunan MDR-1
geninin ekspresyonu iligkili gosterilmistir. P-gp ekspresyon seviyesi, cesitli hiicre
tiplerinde ilag direng derecesi ile iligkilidir. Hiicre membraninda tasiyici protein olarak
tanimlanan 170 kDa’luk P-gp, 7. Kromozomdaki (7g21) MDR-1 geni tarafindan
kodlanmaktadir. ATP-bagimli olarak c¢alisgan P-gp, hiicre icine giren ilacin disari
cikmasini saglayarak hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonun azaltilmasini saglamaktadir.
Doksorubisin, daunorubisin, etoposid, taxol, vinkristin, vinblastine, paklitaksel gibi

bir¢ok hidrofobik kemoterapdtik ilaca karsi direngP-gp ile gelistirilebilmektedir.

MDR bir¢ok kemoterapdtik ajanin basarisizliginda énemli bir faktdr olmakla birlikte
kanser kemoterapisi i¢in biiyiik bir zorluk olusturmaktadir [79]. Kanser hiicrelerinin
apoptozunun engellenmesi ve ilaca direncli timorlerin artig gostermesinin bir sonucu
olarak bircok kanser hiicresinde MDR gelismektedir. Direng gelisimi, timor
hicrelerine verimsiz ilag verilmesi ve P-gp tarafindan ilacin timdr hiicrelerinden
¢ikarilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu membran transport proteinin ilaca duyarl
hiicre hatlarina kiyasla tiimorlii hiicrelerde asir1 eksprese edildigi bilinmektedir.
Glniimiizde kullanilan antikanser ilaglarinin yaklasik %50°si P-gp substratlaridir.
MDR engelinin agilmasi i¢in ilaci tiimorlere es zamanli veren ve ilaglart hiicre disina

tastyan MDR  proteinlerini inhibe eden nanopartikiiller gelistirilmistir. Direng
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mekanizmasinin bloke edilmesi, tiimorii sitotoksik ajanlara karsi oldukg¢a hassas hale
getirmektedir. Nanopartikiillerin endositoz yolu ile hiicre i¢ine alinmasi ve salim ile
ilacin hiicre disina ¢ikmasina sebep olan P-gp proteinini kismen bloke ederek direng
engelinin asilabilecegi Onerilmistir [80-83]. MDR sorununa Onerilen bir baska

yaklagim ise siRNA ile P-gp ekspresyonunun azaltilmasidir [84-86].

2.8 Hiicre Sinyal Mekanizmalari

Hiicre sinyal mekanizmasi; embriyogenez, proliferasyon, biiyiime, farklilagsma gibi
temel hiicresel aktiviteleri ve hiicre igi/hiicreler arasi iletisimin koordinasyonu ile
hicre hareketlerini koordine etmektedir [87]. Bu iletisim basamaklari arasinda
meydana gelen bir aksaklik veya hatalar g¢esitli hastaliklara ve kanser gesitlerinin
olugsmasina yol ag¢maktadir. Hiicre sinyal mekanizmasinin anlagilmasi, hastalik
nedenlerinin daha etkili bir sekilde takip ve tedavi edilebilmesi bakimindan 6nem

tasimaktadir [88].

2.9 Enflamasyon Mekanizmasinda NF-kB Sinyal Yolagi

Okaryotik organizmalar, gen ekspresyonunun siki bir sekilde diizenlenmesini
saglamak icin ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalar ile belirli bir hiicre
i¢ci veya hiicre dis1 sinyale yanit olarak sadece belirli genlerin ekspresyonuna izin
verilmektedir. Genlerin segici ekspresyonu, dncelikle hedef genlerin aktivasyonu veya
inhibisyonu olarak dlzenleyebilen gene 6zgl transkripsiyon faktorleri ile kontrol
edilir. Hucre icerisinde inaktif durumda mevcut olan transkripsiyon faktor
kompleksleri bulunmaktadir ve bu transkripsiyon faktorleri daha sonra belirli bir
sinyale yanit olarak aktive olurlar. Bu faktorlerin evrimsel olarak korunmus
orneklerinden biri dkaryotik NF-kB ve Drosophila Dorsal proteinlerini iceren Rel

ailesine ait transkripsiyon faktorleri tarafindan saglanmaktadir [89].

Mitojenler ve enflamatuar sitokinler dahil olmak {izere ¢ok sayida ajan tarafindan
indliklenen NF-kB’nin aktivasyonu IkB’den ayrilmasina izin verir. Serbest kalan NF-
kB’nin hiicre igi transportuna izin vererek Oncelikle bagisiklik ve enflamasyon
yanitlarinda yer alan genlerin yani sira hiicre proliferasyonunda rol oynayan bazi

genlerin diizenlenmesini hedef alir [90].
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Okaryotik transkripsiyon faktorii NF-kB ilk olarak Sen ve Baltimore tarafindan 1986
yilinda tanimlanmistir [91]. Baltimore ve arkadaslari tarafindan yapilan galismalar ile
NF-kB’nin IkB ile etkilesime girerek diizenlendigini gostermistir. IkB proteini, NF-

kB’nin DNA’ya baglanmasinin inhibisyonuna aracilik ettigi bilinmektedir.

NF-kB, bir¢ok sayida genin diizenlenmesinden sorumlu olan bolgelerde ifade edilen
bir 6karyotik transkripsiyon faktorudir [1]. NF-kB i¢in 5 alt birim tanimlanmistir: p50
(NF-kB1), p52 (NF-kB2), p55 (Rel B), p65 (Rel A) ve c-Rel (Rel) [7]. NF-kB, LPS
veya proenflamatuar sitokinler gibi uyaranlar ile aktive edildiginde, hiicre ¢ekirdegine
taginir ve ¢esitli hedef genlerin ekspresyonunu baslatir. Bu proenflamatuar molekiiller

kismen hiicre proliferasyonuna ve tiimor olusumuna katilir [8].

NF-kB transkripsiyon faktorleri, hem dogal hem de adaptif bagisiklik sinyal
yollarindan gelen uyarilara karsi yanit olusturabildiginden dolay1 son birkag¢ yildir
onemli ilgi odagi olmustur [10]. NF-KkB transkripsiyon faktorleri, inhibitor IkB protein
ailesi tarafindan hiicrelerin sitoplazmasinda pasif olarak tutulan dimerler olarak islev
gordr [11-13]. En az 5 farkli IkB proteini tanimlanmistir: 1kBa., IkBp, IkBe, 1kBy ve
Bcl-3.

NF-kB ailesi, cesitli fizyolojik durumlara bagli olarak gen ekspresyonunun
baskilanmasini indiikleyebilen 5 transkripsiyon faktoriinden olusmaktadir. NF-kB’nin
aktivasyonu ile enflamasyon arasindaki baglanti ¢esitli insan hastaliklarinda ve hayvan
modellerinde gosterilmistir. Ayrica NF-kB’nin enflamasyona aracilik etmesi
yoniindeki rolii, genetik yaklasimlar kullanilarak ve kimyasal inhibitorler ile
belirlenmistir. Enfekte olmus dokunun epitel hiicreleri, mast hiicreleri veya dendritik
hiicreleri gibi dokuda yerlesik hematopoietik hiicreleri, enflamatuar yanit olarak NF-
kB sinyal mekanizmasi ile pro-enflamatuar yollar1 tetikleyerek enflamatuar yaniti
baglatir [92]. NF-kB’nin aktivasyonu, adezyon molekiillerinin ve kemokinlerin
vaskiiler endotel hiicreleri ve doku iginde regiilasyonun artmasi ile sonuglanir. Bu
durum daha sonra sirast ile notrofillerin, makrofajlarin ve diger lokositlerin
birikmesine ve aktivasyonuna yol agar. Ayrica NF-kB, antimikrobiyal efektor
molekiillerin  liretimi ve lokositlerin enflamatuar bir ortamda devamliligini
saglayabilmesi i¢in de ¢ok dnemlidir. Aslinda NF-kB doku epitel ve stromal hicreleri,
vaskiiler endotel hicreleri ve hematopoietik hiicrelerdeki transkripsiyonel programlari
duzenleyerek, enflamasyon durumlarinda aracilik eden temel bir role sahiptir (Sekil

2.17) [93].
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Sekil 2.17 : Enflamasyon gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan NF-kB hedef
genleri.

NF-kB, bircok proenflamatuar sitokin ve kemokinleri kodlayan genlerin
transkripsiyonundan sorumludur. Bu efektdrlerin 6nemli bir hedefi de vaskiler
endoteldir. Vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki degisiklikler, dolagimdaki l6kositlerin
adezyonunu ve migrasyonunu dizenler [94]. NF-kB, lokositlerin dolasimdan
enflamasyon bdlgesine izin veren I6kosit ve endotelyal hiicrelerde bulunan adezyon

molekdllerinin ekspresyonunu diizenler [95, 96].

PLGA nanopartikiillerinin hidrolizi: PLGA nanopartikilleri, asidik ortamda laktik ve
glikolik aside biyolojik olarak hidroliz edilir Enflamasyon gelisimi ve ilerlemesinde

rol oynayan NF-kB hedef genleri.

Gen hedefleme ve NF-kB inhibitdrleri kullanilarak NF-kB’nin, enflamatuar siireglerde
rol oynadigimi belirleyen birgok sayida calisma bildirilmistir [92]. NF-kB sinyal
mekanizasinin bir diger roliiniin 16kositlerin hayatta kalmasinda ve bu roliin 6zellikle
enflamatuar igeren yanitlar sirasinda dnemli oldugu daha 6nce yapilan galismalarda

tartigilmistir [92].

Notrofiller, lokal enflamasyonda kilit rol oynarlar ve NF-kB, nispeten toksik
durumlarda aktive edilmesi gereken bu hiicrelerin hayatta kalmasi igin dnemlidir [97].
NF-kB, prostaglandinler ve reaktif oksijen tirleri Ureten enzimlerin Gretimi igin

onemlidir (6rnegin NF-kB hedef genleri olan iNOS ve Cox) ayrica prostaglandinlerin
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neden oldugu sinyalizasyonda rol oynayabilir [98, 99]. NF-kB, prostoglandinler gibi

kisa dmiirlii parakrin efektorleri olan 16kotrienlere yanitta rol oynamaktadir.

Matriks metaloproteinazlar (MMP) lokal enflamasyon ve aymi zamanda lokosit
kemotaksisinin énemli aracilaridir ve bunlarin ekspresyonu ayrica NF-kB tarafindan

diizenlenir [100-102].

Patojen taninmasindan proinflamatuar sitokin liretimine giden yol, NF-kB’ye 6zgiilliik
gostermektedir. NF-kB’ye bagli TNF-o gibi proinflamatuar sitokinler, NF-kB’yi
aktive eden reseptorler olma egilimindedirler. Dolayisiyla, NF-kB sitokin yanitlarinin
degerlendirilmesi ve detaylandirilmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. TNF-a hem lokal hem de

sistemik enflamasyon icin énemlidir [92].

NF-kB tarafindan diizenlenen pro-enflamatuar transkripsiyonel programlar,
enflamatuar yanit1 diizenler ve yiiriitiir. Bu transkripsiyon programlari uyarana ve
yanita aracilik eden hiicre tipine bagl olarak degisir. Bu nedenle LPS’ler yanit olarak
endotelyal hiicreler tarafindan eksprese edilen NF-kB’ye bagimli genler, pro-
enflamatuar sitokin tiimor nekroz faktoriine yanit olarak indiiklenenlerden farkli
olabilir. Bu farkliliklarin bazilar1 farkli hiicre tiplerindeki farkli genlerle iliskili
epigenetik modifikasyonlarindan kaynaklansa da onemli bir ¢esitliligin NF-kB

mekanizmasindan karmagikligindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir [93].

NF-kB sinyal mekanizmasinda, uyarilmamis hiicrelerde NF-kB proteinlerinin
inhibitori IxB, sitoplazmada inaktif transkripsiyon faktoriinii diziler (Sekil 2.18). NF-
kB sinyal mekanizmasinin aktivasyonundaki temel olay, kB proteinlerinin IxB kinaz
(IKK) kompleksi tarafindan fosforilasyonudur. Bu da IxB ubikilasyonuna ve ardindan
degredasyonuna yol agar. Bu durum, daha sonra ¢ekirdege taginan ve hedef genlerin
ekspresyonunu saglayan sitoplazmik NF-kB kompleksinin salimi ile sonuglanir. Bu
nedenle IKK aktivasyonuna yol agan mekanizmalar, NF-kB sinyal mekanizmasinin
aktivasyonunda onemli diizenleyici durumlardir. NF-kB’nin; post-translasyonel
modifikasyonlari ile bu transkripsiyon faktoruntn, hedef genlerin transkripsonunu
hem aktive hem de inhibe edebilme yetenegi arasinda karmasik bir etkilesime sahip

oldugu bilinmektedir [93].
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Sekil 2.18 : NF-kB sinyal mekanizmasinin diizenlenmesi.

NF-kB sinyal mekanizmasinin aktivasyonunda bir enflamatuar uyari, IKK (NF-kB
inhibitdri kompleksinin (1kB)) B aktivasyonunu indiikleyen sinyal iletim yollarimi
aktive eder. Bu IkB proteinlerinin fosforilasyonuna ve sonug¢ olarak proteazom
tarafindan bozunmasina neden olur. Serbest kalan NF-kB dimerleri ¢ekirdege tasimnir
ve transkripsiyonlarina yol acan hedef genlerinin enhancer veya promotor
bolgelerindeki kB bolgelerine baglanir. Her bir adim bilinen diizenleyici
mekanizmalar1 temsil eder. Bunlar arasinda; NF-kB’nin transkripsyonel aktivitesini
etkileyen IKK hedef bolgeleri, transkripsiyonel programlarin sekillenmesinde rol alan
IkB proteinleri, NF-kB tarafindan segici gen ekspresyonuna yol agan sinyal
mekanizmalar1 ve kofaktorler, ve NF-kB mekanizmasinin aktivitesinin sona ermesini

kontrol eden mekanizmalar bulunmaktadir [93].

2.10 NF-kB Sinyal Yolag Bilesenleri

NF-KkB ailesi, timu bir amino-termal REL homoloji alanindan olusan (REL homology
domain, RHD) ve 8 IkB aile iiyeleri tarafindan diizenlenen; p50 (NF-kB1), p52 (NF-
kB2), p55 (Rel B), p65 (Rel A) ve c-Rel (Rel)’den olugsmaktadir (Sekil 2.19). NF-kB
proteinlerinin dimerleri, transkripsiyonun aktivasyonu veya baskilanmasi diizenleyen
mekanizmalar1 diizenleyen hedef genlerin promotdr veya enhancer bdlgelerindeki kB

bogelerine baglanir [103].
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Sekil 2.19 : NF-kB, IxB ve IKK protein ailesi.
ANK, ankyrin tekrarli protein (ankyrin-repeat); BCL-3, B hiicreli lenfoma 3 (B-cell
lymphoma 3); CC, sarmal protein (coiled-coil); DD, 6liim alani (death domain);
GRR, glisin bakimidan zengin bolge (glycine-rich region); HLH, sarmal-ilmek-
sarmal proteini (helix-loop-helix); IKK, 1kB kinaz (IxB kinase); LZ, 16sin fermuar1
(leucine-zipper); NBD, NF-kB modiilator baglayici alan (NF-kB-essential-
modulator-binding domain); PEST, prolin-, glutamik asit, serin- ve treonin
bakimindan zengin bolge (proline-, glutamic acid-, serine-, threonine-rich); RHD,
REL homoloji alan1 (REL homology domain); TAD, transaktivasyon alani
(transactivation domain); ZF, ¢inko parmak (zinc-finger) [93].

2.11 NF-KB ve Kanser iliskisi

NF-kB transkripsiyon faktorleri ailesinin kesfi ve karakterizasyonu, immiinoloji ve
kanser biyolojisi ¢aligmalarindan olusan iki ana aragtirma alanindan kaynaklanmaistir.
NF-kB ve kanser biyolojisi alanindaki roliiniin giderek daha iyi bir sekilde
anlasilmasina ragmen tarihsel olarak NF-kB hakkindaki mevcut bilgilerin ¢ogu
bagisiklik yanitinin diizenlenmesi ve islevini anlamaya yonelik ¢cabalardan mevcuttur.
NF-kB’nin farkli immiinoloji alanlarinda oynadigi kritik role uygun olarak, Toll

benzeri reseptor (Toll-like receptor, TLR) ve antijen reseptort (antigen receptor, AgR)
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sinyallemesi, lenfoid organogenez ve hematopoezde NF-kB’nin roliinii kapsayan ¢ok
sayida ¢alisma bildirilmistir [92, 104-108].

Genel olarak ele alindiginda memeli bagisiklik yanitlari, dogal ve edinilmis olarak
ayrilabilir. Immiin yanit, konagin yabanci patojenlerin varligimi tanimasi ile baslar,
ardindan hiicresel, doku ve organizma seviyelerinde patojenin yok edilmesini saglar.
Bu nedenle, immiin yanit; hiicre dis1 ortamdaki degisikliklerin, hiicre diizeyinde gen
ekspresyonunu degistirdigi bireysel sinyal transdiiksiyon olaylarina ayrilabilir. Cok
sayida ornekte NF-kB bu transkripsiyonel degisikliklere aracilik eden transkripsiyon
faktorii olarak tanimlanmaktadir. Immiin yamitin erken evrelerinde karakteristik gen
Uriinleri, taninmayi saglayan sitokinleri ve diger {irlinleri igerir. NF-kB’nin
aktivasyonu ve diizenlenmesi de bu faktorlerin ortak bir hedefidir. Boylece bircok

durumda dogal ve adaptif immun yanitlar1 etkileyen degisikliklerde rol oynar [92].

NF-kB transkripsiyon faktorleri, bagisiklik fonksiyonu ve gelisiminde yer alan ¢esitli
sinyal yollar1 ile aktive edilebilir. Bu faktorleri aktive eden dogal immun sistem
tepkilerini etkileyen sinyal yollari, Drosphila Toll’'un insan homologu [109], TNFo
ve IL-1 sitokinleri, ¢esitli bakteriyel ve viral Griinler igermektedir [11-13]. Bu
faktorleri aktive eden edinilmis bagisiklik sistem yanitlarina dahil olan sinyal yollari;
B ve T hicreleri Gzerindeki antijen reseptorlerini, T hucreleri Gzerindeki CD28 ve B
hicreleri Gzerindeki CD40 gibi lenfosit reseptor yollarinda anahtar rol oynayan
molekiillerini igermektedir. Bu sinyal yollart NF-kB dimerlerinin ¢ekirdege

translokasyonuna yol agan IkB’lerin fosforilasyonuna neden olur [10].

Immun sistemde NF-kB ailesi iiyelerinin islevleri lenfoid organlardan gen ve protein
ekspresyonu analizleri ile tanimlanmistir. P50, Rel ve RelA, lenfositler dahil olmak
Uzere tim hematopoietik kokenli hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edilirken p52 ve

RelB’nin ekspresyon paterninin daha sinirli oldugu gériilmektedir [110].

2.12 Kurkumin

Sarimsi bir pigment olan kurkumin zerdegal ve diger kurkumin tiirlerinin kéksapinda
bulunan bir polifenoldir. Kurkumin genellikle Zingiberaceae familyasinin ilgili
bilesikleri olan demethoxycurcumin, bis demethoxycurcumin ve cyclo-curcumin ile
birlikte bulunur (Sekil 2.20) [111]. Bu dort bilesik Kurkuminoidler olarak

adlandirilmaktadir. Koklerdeki kurkuminoid igerigi dikkat ¢eken tiirler Curcuma
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zedoaria (>100 pg/g), Curcuma longa (1-2 ng/g) ve Curcuma aromatica’dir (0,1 ng/g)
[112, 113].

3

Sekil 2.20 : Kurkuminoidlerin kimyasal yapilari.
(1) Kurkumin keto-formu, (2) Kurkumin enolik formu, (3) dimetoksicurcumin, (4)
bis-dimetoksikurkumin ve (5) siklo-kurkumin [112].
Kimyasal olarak bilinen kurkumin [1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-
heptadiene-3,5-dione] veya diferuloylmethane, ¢6zeltinin pH’ma bagl olarak keto-
enol totomerizm 6zellik sergiler; pH<7’de keto-form esas iken pH>7"de ise enol formu

meydana gelir [111].

Kurkuminin ¢ farkli pKa degerine sahip oldugu bildirilmektedir; ilk (pKa 7,7-7,5) ve
ikinci (pKa 8,5-10,4) degerler iki fenolik hidroksi grubundan ve iigiincii deger (pKa
9,5-10,7) enolik proton grubundandir. pH:1-6 arasinda kimyasal olarak kararhdir

ancak bu pH araliginda suda pratik olarak ¢6ztinmez [112].

Curcuma longa’da ham ekstrakt kurkuminoid, zerdecalin agirlik olarak %1-6’sin1
olusturur; %60-70’1 kurkumin, 9%20-27’si biftoksikiirimin ve %10-15"1 bis-
demethoxykurkumini olustururken ticari olarak temin edilebilen kurkuminoidlerde
yaklagik %77 kurkumin icerigi bulunmaktadir [113, 114].
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Zerdecal geleneksel olarak hem Hint hem de Cin tibbinda; boya, baharat ve anti-
enflamatuar ilag olarak kullanilmaktadir. Antioksidan, antienflamasyon, anti-kanser,
antidiyabetik, hepatoprotektif, antialerjik, anti-dermatofit ve néroprotektif etkiler gibi
hastaliklara olumlu etkiler sagladigi kurkumin zerdegalin en Onemli bilesimini
olusturmaktadir. Molekiiler bir bakis acis1 olarak kurkumin; Janus kinaz/sinyal yolagi
(JAK-STAT), NF-kB, protein kinaz B (AKT/PKB), doniistiiriicii bitylime faktori b
(TGF-b) ve rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR) araciliiyla
farmakolojik etki gostermektedir [115-120]. Transkripsiyon faktori Nrf2 ve NF-kB
Ozellikle; transkripsiyon faktori NF-kB’nin inhibisyonu ve anti-enflamasyonuna
aracilik eder, Nrf2 sinyal yolaginin indiiksiyonu antioksidan savunma mekanizmalari
ve faz Il enzimlerinin iretimini saglar [113]. Kurkuminin antikanserojen etkileri p53
diizeylerindeki artis ile ve dolayisiyla pro-apoptotik Bax ve sitokrom C ile iliskilidir.
Proliferasyonun baskilanmasi ve bir hiicre dongiisiiniin durdurulmasi; NF-kB inhibitor
a (IkBa), B-hucreli lenfoma 2 (B-cell lymphoma 2, Bcl-2), yaygin biiyiik B hiicreli
lenfoma (B-cell lymphoma-extra large, Bcl-xl), siklin D1 ve interlokin 6 (IL6)
inhibisyonu gibi p53 yolagindan bagimsiz olarak kurkumin ile module edilebilir.
Ayrica kurkumin tarafindan poli (ADP-riboz) polimerazin (PARP) artis gostermesi ile
apoptoz baslatilabilir [113].

Hiicre kiltirli ¢alismalari, transkripsiyon faktorii NF-kB’nin kurkumin tarafindan
inhibe edildigini bildirmistir [14-19]. Yapilan ¢aligsmalar ile kurkuminin NF-kB-DNA
etkilesimini artirdigt ve NF-kB hedef genlerinin ekspresyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir [19]. Klasik NF-kB sinyal mekanizmasi Sekil 2.21°de gésterilmistir.
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Sekil 2.21 : Klasik NF-kB sinyal mekanizmasinin sematik gosterimi.

Klasik NF-kB sinyal yolu, LPS gibi gesitli uyaranlar ile etkinlestirilebilir. ilk olarak
TRAF 2 ve TRAF 6 adaptor proteinlerinin aktive edilmesi ile IKK aktive edilir. IKK;
IKKa ve IKK olmak uzere iki katalitik alt birimden ve diizenleyici alt birim olan
IKKy/NEMO’dan olusur. IKK’nin aktive edilmesi ile, sitoplazmada p50/p65
heterodimerini baglayan IkBa proteini foforile edilir. p50/p65 NF-kB dimeri serbest
birakilirken fosforillenmis IxBa proteini K48 lizerinde poliubikitine edilir ve
parcalanma i¢in isaretlenir. Daha sonra p50/p65 heterodimer ¢ekirdege taginir,
cekirdekte CBP/p300 kofaktor ile birlikte DNA {izerindeki kB bdlgesine baglanir ve
TNF o ve IL1p gibi hedef genlerin ekspresyonunu indukler. NF-kB sinyal
mekanizmasi kurkumin tarafindan ¢esitli noktalarda (noktali ¢izgiler) modiile
edilebilir ve hedef genlerin ekspresyonunun baskilanmasina neden olur [113, 121].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Malzemeler

2-Merkaptoetanol (MERCK), Akrilamid/Bis-Akrilamid (Sigma,Aldrich), Amonyum
persilfat (APS, Applichem), Asetik asit (Sigma, Aldrich), Aseton (MERCK), Bovin
serum albumin (BSA, Cell Signaling Technology), Coommassie Blue belirteci
(Applichem), Dimetilsulfoksit (DMSO, Merck), DMEM Medyumu (Gibco), Etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA, Applichem), Fetal Bovin Serum (FBS, Gibco), Fosfat
tamponlu tuz cozeltisi (PBS, Aldrich), Hidroklorik asit (HCL, MERCK), Laemli
tamponu (Sigma), Metanol (Sigma-Aldrich), Penisilin/Streptomisin (Gibco), Protein
Ladder (Thermo), PVDF membran (Thermo), Saf etanol (Sigma-Aldrich), Sodyum
dodesil sulfat (SDS, Applichem), Sodyum klorir (NaCl, MERCK), TEMED
(Applichem), Tripsin-EDTA (Gibco), Tris-HCL (Calbiochem), Tween 20 (MERCK),
Tween 80 (MERCK), Yagsiz siit tozu (Santa Cruz Biotechnology), poli(D, L-laktik-
ko-glikolid (PLGA, MA: 24,000-38,000, Aldrich) alindig: gibi kullanilmistir.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Nanopartikiillerin nano boyut dagilimi olglimleri dinamik 151k sagilim (DLS)
spektrometresi cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. SDS-Page jel elektroforezi, 1x
Tris-glisin SDS (pH: 8.3) yiritme tamponu ve bir poliakrilamid jeli kullanilarak 100
V’ta gerceklestirilmistir. YUkleme 6rnekleri yiikkleme tamponu ile karistirilarak birkag
saniye vortekslenmistir. Proteinler denatiire edilmesi i¢in 5 dakika 95°C’de 1sitilmustir.

Jel goruntuleri Bio-Rad ChemiDoc goéruntiileme sistemi kullanilarak kaydedilmistir.

3.3 Deneysel Kisim

3.3.1 Hiucre kulttru

American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edilen MDA-MB-231 hiicre
hatti, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin antibiyotikleri ilave

edilen DMEM besiyeri kullanilarak %35 karbondioksit (CO2) ve 37 °C’de bulunan
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etlivde inkiibe edilmistir. Hazirlanmis olan besiyeri 0.22 pM por capina sahip hiicre
kiiltiiri uygulamalari ile uyumlu filtrelerden gegirilerek steril hale getirilmis; 50 ml’lik
falkon tiiplerde +4 °C’de muhafaza edilmistir. Hiicre sayisinin yeterli yogunluga

ulasmasi igin hiicreler 25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiirii petrilerinde biiyiitiilmiistiir.

Gergeklestirilecek deneyler dogrultusunda hiicre ekimi igin petri kabi icerisindeki
hiicrelerin yeterli yogunluga ulasmasi ile hiicre pasajlama islemi igin Oncelikle
ortamdan besiyeri uzaklastirilmistir. 75 ¢cm?lik hiicre kiiltiirii petrisi 2 ml fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanip 2 ml tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik
asit) (% 0,25) ile COzigeren etiivde 3 dakika bekletilmistir. Bu sire sonunda hiicrelerin
zarar gdrmemesi i¢in petri kabina 2 ml DMEM besiyeri eklenerek tripsin aktivitesinin
durdurulmasi saglanmig ve hiicreler santrifiyj tiiptine alinmigtir. 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiij isleminden sonra slipernatant atilarak pellet izerine 1 ml besiyeri eklenmistir.
Pipetaj islemi ile homojen bir hale gelen hiicre siispansiyondan hiicre sayimmi i¢in
Neubauer hemositometre kuyusuna 10 ul eklenmistir. Hemositometre ile hiicre sayisi
sayllmis ve 1 ml’de bulunan hiicre miktar1 hesaplanmistir. Deney planina gore gereken

hiicre yogunlugu belirlenmis ve petri kaplarina yapigsmasi i¢in ekilmistir.

3.3.2 Hiicrelerin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi

Erken pasaj sayisina sahip hiicreler yedeklenmek amaciyla dondurulmustur. Hiicre
dondurmak icin kdltar petrileri tripsin-EDTA ile muamele edilerek hicrelerin
kalkmast saglandiktan sonra 2000 rpm’de santrifj edilmis, hiicre sayimi
gergeklestirilmis ve 1800 pl hiicre medyasi, 200 pl DMSO igerisinde 1x10° olacak
sekilde hazirlanarak kriyotlip igerisine alinmistir. Kriyotiipler ilk olarak -80 °C
buzdolabi; daha sonra uzun siire saklamak i¢in -196 °C si1vi azot tankinda muhafaza

edilmistir.

Ihtiya¢ durumu ile hiicreler siv1 azottan ¢ikarildiktan sonra 37 °C besiyerinde 75

cm?lik petri kaplarina ekilerek ¢ogalmalari saglanmustir.
3.3.3 Nano formdlasyon sentezi

3.3.3.1 Tween 80 hazirlama

19 ml distile su igerisine 1 ml Tween 80 eklenerek seyreltme yapilir. 19 ml distile su
igerisine hazirlanan ornekten aliman 1 ml eklenir. Partikiil olusturmak i¢in 2 kez

seyreltilen Tween 80 c¢ozeltisi kullanilmustir.
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3.3.3.2 DSPE-PLGA sentezi

10 mg PLGA, 2,5 ml asetonitril i¢erisinde ¢ozilur. 2 mg DSPE 1 ml metanol icerisinde
¢Oziiliir ve ¢ozeltiler sicak su banyosuna alinir. PLGA ve DSPE karistirilarak sicak su
banyosunda bekletilir.Hazirlanan Tween 80 ¢ozeltisinden 1 ml alinarak bu karigima
eklenir. 60 dereceye ayarli manyetik karistiricida enjektér yardimi ile damla damla

eklenerek agregat olusumu engellenir ve 600 rpm hizinda aseton ugana kadar bekletilir
(Sekil 3.1)

PLGA
and
CLX

m

Acctone Evaporation
of
/—‘ acetone

%60.005 M"\/\_:’Nb
Tween 80 O VNS
m Water

£ ™

/

Formation of CLX-PLGA
nano-particles i aqueous med
upon acetone evaporation at R

Sekil 3.1 : Partikiil olusturma yontemi.

3.3.3.3 DSPE-PLGA-Kurkumin sentezi

4,5 mg kurkumin 2,5 ml asetonitril icerisinde ¢ozulir. 2 mg DSPE, 1 ml metanol
icerisinde; 10 mg PLGA 2,5 ml asetonitril icerisinde ¢oziiliir. Cozeltiler sicak su
banyosuna almir. 60° 30 dk bekletilir. Ik olarak PLGA-DSPE’ye eklenir ve daha sonra
kurkumin ¢ozeltisi eklenir. Hazirlanan Tween 80 ¢ozeltisinden 1 ml alinarak bu
karisima eklenir. 60°C ayarli manyetik karistiricida enjektor yardimi ile damla damla

eklenerek agregat olusumu engellenir ve 600 rpm hizinda aseton ucana kadar bekletilir
(Sekil 3.1).
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3.3.3.4 Nano boyut dagilimi dl¢iimii

Hazirlanan 6rneklerin nano boyut dagilimmin 6lgtlmesi igin 6rnekler cam kuvetlere
belirli bir miktar eklenir. Kiivetler tek tek DLS cihazina alinir. Olgiim ydntemine bagl
olarak gerekli protokol dogrultusunda, her bir kiivet i¢in 5 okuma ve 3 dakika okuma

yapilir.

3.3.3.5 Hiicre canhihi@inin belirlenmesi

PLGA-Kurkumin nano formiilasyonunun zamana bagli olarak etkisinin
degerlendirilmesi i¢in Sulforodamin B boyama ydntemi uygulanmistir. Hiicrelerin 3
adet 96 kuyucuklu htcre petrisine 10.000 hiuicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimleri
gerceklestirilmistir. Ekimi gergeklestirilen hiicrelere ertesi giin sonra Sekil 3.2°de
belirtilen sira 900 pl hiicre besiyeri, 100 pl nano formiilasyon orani olacak sekilde
DSPE, PLGA-Kurkumin ve DSPE-PLGA-Kurkumin uygulanmigtir. 96 kuyucuklu
hicre petrilerin her biri 24, 48 ve 72 saat sonunda Sulforodamin B boyama yontemi

ile hiicre canlilig1 analiz edilmistir.

PLGA- DSPE-PLGA-
Control DSPE-PLGA | CURCUMIN CURCUMIN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12

Seseneavanee

OOQOOOQOO

Control
DSPE-PLGA
OO PLGA-CURCUMIN
Q DSPE-PLGA-
OOOOO

Sekil 3.2 : Meme kanseri hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat olarak uygulanan DSPE-
PLGA, PLGA-Kurkumin, DSPE-PLGA-Kurkumin nano formilasyonu.

OO0

I & m m O O m »

Sulforodamin B boyama asamalar i¢in ilk olarak medya uzaklastirilarak her bir
kuyucuga 100 pl cold-TCA (tricloro asetik asit) eklenir ve 30 dk +4° de bekletilir.
dH20 ile plate yikanir ve kabin igerisinde tamamen kurumasi i¢in bekletilir. Daha
sonra her bir kuyucuga 100 pl Sulforodamin B boyasi eklenir ve 30 dakika oda

sicakliginda bekletilir. %1 Asetik asit ile plate, 5 defa yikanir ve kurumasi i¢in
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bekletilir. 200 pl tris base eklenerek 96 kuyucuklu hiicre petrisi Bio Rad Elisa

Reader’da 515 nm dalga boyundaki absorbanslarina bagli olarak 6¢liimii yapilir.

3.3.4 Nano formiilasyon oraninin belirlenmesi

72 saatte hiicrelerin %16’sin1 dldiirmeyi basarabilen DSPE-PLGA-Kurkumin nano
formiilasyonun farkli oranlarda uygulanalarak hiicre canliligina etkisini
degerlendirmek i¢in 6 kuyucuklu hiicre petrisine 80x10° yogunlugunda MDA-MB-
231 meme kanseri hiicreleri ekilmis ve bir gece boyunca yapismasi beklenmistir.

Hiicrelerin yapismasi saglandiktan sonra Sekil 3.3” de goriilen oranlarda DSPE-

PLGA-Kurkumin nano formiilasyonu uygulanmustir.

2

60 ul NP :
940 medya

80 ul NP :

100 ul NP 920 medya

900 medya

Control
(1000 ul
medya)

40 ul NP :
960 medya

20 ul NP :
980 medya

Sekil 3.3 : Farkli oranlarda 72 saat siireyle uygulanan DSPE-PLGA-Kurkumin nano
formilasyonu.

72 saat sonunda 6 kuyucuklu htcre petrisi Sulforodamin B boyama yontemi ile Bio
Rad Elisa Reader’da 515 nm dalga boyundaki absorbanslarina bagl olarak 6¢liimii
yapilmistir.

3.3.5 Paklitaksel uygulamasi suresinin belirlenmesi

MDR; tedavi icin 6nemli bir sorundur. Hucrelerde NF-kB sinyal mekanizmasinda
ekspresyonu artirmasi beklenen paklitaksel uygulamasi igin MDA-MB-231 hiicreleri
1x108 hiicre/kuyu olacak sekilde 60 mm ¢apl petrilere ekilmis ve uygun miktarda besi
ortam1 (DMEM besiyerinde %10 sigir fetiisii serumu ve %1 penisilin/streptomisin

antibiyotik) eklenmistir.
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Hicrelerin hiicre kultlrl petrilerine yapigsmasi saglandiktan sonra kontrol grubu harig
diger petrilere; uygulanmasi gereken paklitaksel oran1 10 nM olacak sekilde petrilere

1, 3, 6 ve 24 saat olacak sekilde uygulanmistir (Sekil 3.4)

’ ’ ;¢ ¢

o » »
Control (PxI-) 10nM PxI 10nM Pxl 10nM Pxl 10nM PxI
1h 3h 6h 24h

Sekil 3.4 : Meme kanseri huicrelerinde 1, 3, 6 ve 24 saat olarak uygulanan paklitaksel
ilac1.

3.3.5.1 Total protein izolasyonu

Hicre petrileri Kontrol, 1 saat, 3 saat, 6 saat ve 24 saat olacak sekilde paklitaksel
uygulamasina maruz birakilmistir. Belirtilen siire sonunda besiyeri uzaklagtirilarak
hiicreler soguk 1x PBS ile bir kez yikanmis ve tekrar 1x PBS eklenmistir. Kaziyici
yardimi ile hiicreler kaldirilarak 1,5 ml’lik santrifiij tiipine alinmis ve tiipler 13.200
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant uzaklastirilmis ve soguk 1x PBS
uygulamasi, kazima islemi tekrar edilerek hiicrelerin toplanmasi saglanmistir. Son
santrifiij sonrasinda pellet iizerine lizis tamponu eklenmistir. Ornekler, 20 dakika oda
sicakliginda calkalayicida inkiibe edilerek +4 °C 16.000 g’de 20 dakika santrifiij

edilmistir. Ust faz yeni bir ependorf tiipiine alinarak -80 °C’de saklanmustir.

3.3.5.2 Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Elde edilen proteinlerin toplam protein miktarinin tespit edilmesi i¢in yontem olarak
Bradford metodu, protein standarti olarak Bovine Serum Alblimin (BSA)
kullanilmistir. Konsantrasyonu 1,5 pg/ul olan BSA kullanilarak standart egri
olusturulmustur. 1,5 pg/ul, 3 pg/ul, 4,5 pg/ul, 6 pg/ul, 7,5 pg/ul BSA’nin iizerine
Bradford cozeltisi eklenerek 595 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iilmiis, elde
edilen proteinlerden 1 pg/pul almarak ayni dalga boyundaki absorbanslari
belirlenmistir. Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi elde edildikten sonra bu
grafigin egim esitliligi kullanilarak absorbans degerleri bilinen orneklerin protein

konstrasyonlar1 belirlenmistir (Sekil 3.5)

38



Q Blank
Q Protein

Protein standarti
(BSA)

I @ m m O O W »

Sekil 3.5 : Bradford yontemi.

3.3.5.3 Western blot

Spesifik bir proteinin analiz edilmesinde yaygin olarak kullanilan Western Blot
yontemi sayesinde ornek icerisindeki proteinin varligi, bliylikligii ve konsantrasyonu

hakkinda bilgi sahibi olmaya imkan vermektedir.

Temel olarak Western blot yontemi, izole edilen protein 6rneklerinin SDS-
Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yolu ile proteinlerin yik ve molekiler
agirliklarina gore ayrilmasi ve proteinlerin jelden membrana transfer edilerek blotlama
ve antikor hibridizasyonu ile muamele edilerek membran okuyucuda goérunttilenmesi

esasina dayanmaktadir.

Bradford yontemi ile elde edilen proteinlerin konstansrasyonlarmin belirlenmesi
sayesinde Western jel kuyucuklarin her birine esit miktarda protein yiklenmesini

saglamaktadir.

Her drnekten uygun miktarda protein yiklenebilmesi icin gerekli hacim ilgili denklem

kullanilarak hesaplanmistir:

Yiiklenecek protein miktart (Lg) (3 1)

Yiiklenecek 6rnek hacmi (ul) = — T
Ornek konsantrasyonu (H)

3.3.5.4 SDS-PAGE

Konsantrasyonlart belirlenen protein 6rneklerine SDS, gliserol, 2-merkaptoetanol,
bromofenol mavisi ve pH 6,8 tris-hidroklorik asit (HCI) bulunan 4x-laemli soltsyonu

eklenmistir. SDS deterjani, proteinlere baglanarak proteinlerin negatif yikle
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yiiklenmesini saglar. SDS’in protein 6rneklerini denatiire etmesi icin Ornekler 95 °C’de
5 dakika inkiibe edilmistir. Belirlenen proteinin kDa’na gore %10, %12 veya %15’lik
akrilamid jel konsantrasyonuna sahip jellere ylklenerek SDS-PAGE yontemi ile

ayrilmiglardir.

3.3.5.5 Orneklerin membrana transfer edilmesi

SDS-PAGE vydruttlen proteinlerin jelden poliviniliden diflorir (PVDF) membrana
transferi gergeklestirilir. Transfer igslemi sonrasinda PVDF membranlar %5 yagsiz siit
tozu ile 1 saat oda sicakliginda muamele edilerek bloklama yapilmistir. Siit tozu
igerisinden alinan membranar 1X TBS-Tween ile 5’er dakika boyunca 3 defa yikama
yapilir ve hedef proteine 6zgii 1:1000 oraninda % 5 yagsiz siit ile diliie edilen birincil

antikor ile +4 °C’de bir gece inkibe edilir.

3.3.5.6 immiinoblotlama

Ertesi gin PVDF membranlar 1X TBS-Tween ile 5’er dakika boyunca 3 defa
yikanarak hedef proteine 6zgii kullanilan birincil antikora gore 1:5000 oraninda %5
yagsiz siit tozu ile diliie edilen anti-tavsan/anti-fare ikincil antikorlari ile +4 °C’de bir

gece inkiibe edilmistir.

Ikincil antikor uygulamasi sonunda membranlar ile 5’er dakika boyunca 3 defa 1 X
TBS-T ¢ozeltisi ile yikanmistir. Kemiliiminesans ¢ozeltisi ile 2 dakika boyunca
karanlikta muamele edilen membranlar Chemidoc cihazinda goriintiisii kaydedilerek

bant goriiniimii kaydedilmistir.

3.3.5.7 Paklitaksel uygulama siirelerinin karsilastirilmasi

Farkli siirelerde uygulanan paklitakselin NF-kB sinyal yolag: alt birimlerine etkisi
Western Blot yontemi ile p65, p100/p52, p105/p50, RelB, c-Rel primer antikorlari ile
muamele edilmis ve Western Blot yontemi ile elde edilen sonuclar Image J

programinda analiz edilerek T-Testi ile degerlendirilmistir (Sekil 3.6)
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Sekil 3.6 : NF-kB alt birimlerinin Western Blot yontemi ile karsilastiriimasi.
3.3.6 Paklitaksel uygulamasi ile sitoplazmik ve niikleer protein izolasonu

24 saat sonunda artis gosteren NF-kB ekspresyonunun Nukleer Sitoplazmik protein
izolasyonunun gerceklestirilmesi igin petrilere 1X10° yogunlukta hiicre ekilmis ve bir

gece ypismasi beklenmistir.

Hiicrelerin hiicre kiiltiirii petrilerine yapismasi saglandiktan sonra kontrol grubu petri

haricindeki diger hiicre petrisine 10 nm paklitaksel uygulanmistir (Sekil 3.7)
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Sekil 3.7 : Meme kanseri hiicrelerinde Kontrol ve 24 saat olarak uygulanan
paklitaksel ilaci.

3.3.6.1 Nukleer ve sitoplazmik protein izolasyonu

Paklitaksel uygulamasinin 24 saat siire sonunda petriler niikleer sitoplazmik protein

izolasyonu igin NE-PER™ kiti kullanilarak niikleer ve sitoplazmik ekstrat elde
edilmistir (Sekil 3.8)

@9

-y ©

Niikleer protein

p' ‘
| | O
@ S g
Control (Pxl-) .

10nM Pxl Sitoplazmik protein
24h

Sekil 3.8 : Kontrol ve 24 saat siireyle paklitaksel uygulanan hiicre gruplari.
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Niikleer ve sitoplazmik izolasyon icin NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagent kiti kullanilmistir. MDA-MB-231 hucrelerinden niklear-sitoplazmik ekstrat
elde etmek i¢in petriler soguk PBS ile kaziyicit yardimi ile kaldirilmistir. Hiicre
stispansiyonlar1 13.2000 rpm’de +4 °C’de ¢Oktiriilmiis, petrideki tim hicreler
toplanana kadar bu islem tekrar edilmistir. Pellet iizerine 50 pl CER1 (sitoplazmik
ekstraksiyon reaktifi 1) soliisyonu eklenmis, 15 saniye vortex islemi uygulanarak 10

dakika buzda inkiibasyonu yapilmistir.

Inkiibasyon sonunda 2,25 pl CER2 (sitoplazmik reaksiyon reaktifi 2) soliisyonu
eklenmis, 5 saniye vortex islemi uygulanarak 16.000 g’de 5 dakika santrifiij islemi
uygulanmistir. Olusan fazlardan supernatant sitoplazmik protein elde edilerek yeni bir

ependorfa aktarilmis ve -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Pellet iizerine 25 pul NER (niikleer ekstraksiyon reaktifi) soliisyonu eklenmis, 15 saniye
vortex islemi uygulanarak buzda 40 dakika boyunca 10 dakikalik araliklar ile 15 saniye
vortex islemi uygulanmistir. Siire sonunda 16.000 g’de 10 dakika santrifiij islemi
uygulanarak supernanant ile niikleer protein elde edilmistir. Supernant yeni bir

ependorfa aktarilarak -80 °C’de muhafaza edilmistir .

3.3.6.2 Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Elde edilen niikleer ve sitoplazmik protein miktarinin tespit edilmesi Bradford Metodu
ile gerceklestirilmistir.

3.3.7 Paklitaksel ve nano formiilasyon uygulamasi ile sitoplazmik ve niikleer
protein izolasyonu

Paklitaksel ile NF-kB ekspresyonu artmis hiicre petrilerini DSPE-PLGA-Kurkumin
nano formiilasyonu ile baskilamak igin 1X10° yogunlukta hiicre eKilmistir.
Hiicrelerin hiicre kiiltiirii petrilerine yapigsmasi saglandiktan sonra kontrol petrisi

haricindeki diger petrilere 10 nm paklitaksel uygulanmistir (Sekil 3.9)
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Sekil 3.9 : Sirasiyla kontrol; 24 saat paklitaksel ile birlikte 2:98 oraninda nano
formiilasyon; 24 saat paklitaksel ile birlikte 1:9 oraninda nano formiilasyon uygulanan
hiicre gruplari
24 saat paklitaksel uygulamasi sonunda nano formiilasyon hiire canlilig1 ile belirlenen

stirede uygulanmistir: 72 saat.

(980:20 medya/nano formulasyon) (900:100 medya/np)

3.3.7.1 NuKkleer ve sitoplazmik protein izolasyonu

Paklitaksel uygulamasinin 24 saat siire sonunda nano formulasyon uygulanan petriler
Niikleer sitoplazmik protein eldesi igin NE-PER™ kiti kullanilarak niikleer ve
sitoplazmik ekstrat elde edilmistir (Sekil 3.10)

o5
O

Niikleer protein

0.
+

=
10nM PxI DSPE-PLGA- ( .‘
24h CURCUMIN . .
72h

Sitoplazmik protein

Sekil 3.10 : Meme kanseri hiicrelerinde 24 saat paklitaksel uygulamasindan sonra
yapilan niikleer ve sitoplazmik protein izolasyonu

3.3.7.2 Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Elde edilen niikleer ve sitoplazmik protein miktarinin tespit edilmesi Bradford Metodu

ile gerceklestirilmistir
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3.3.7.3 Western blot analizi

72 saat uygulanan kurkuminin, paklitaksel ile muamele edilmis kanser hiicrelerinde
NF-kB sinyal yolagi alt birimlerine etkisi western blot yontemi ile p65 primer antikoru
ile muamele edilmis ve elde edilen sonuglar Image J programinda analiz edilerek T-

Testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Nano Boyut Dagihm Ol¢iimii

Belirtilen prosediire uygun olarak hazirlanan nano formilasyonlar, hiicre canliligina
olan etkisinin analiz edilmesi i¢in nano boyut dagilimi analizi gergeklestirilmistir.
Hazirlanan nano formiilasyonlarinin boyutu DLS cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Elde
edilen sonuglara gére PDI degeri nanopartikiil boyut esitligini ifade etmekte ve bu
degerin hiicre kiiltiirii uygulamasi i¢in de standart oldugunu ifade etmektedir (Sekil

4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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Sekil 4.1 : PLGA-Kurkimin nano formilasyonuna ait sayica (a), hacimce (b),
siddetce (c) dagilimu.
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a) Size Distribution by Number
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Sekil 4.2 : PLGA-DSPE nano formiilasyonuna ait sayica (a), hacimce (b), siddetge
(c) dagilimi.
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Sekil 4.3 : PLGA-DSPE-Kurkumin nano formilasyonuna ait sayica (a), hacimce

(b), siddetce (c) dagilima.
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4.2 Hiicre Canhhg

MDA-MB-231 hiicrelerinde 24 saat stre sonunda DSPE-PLGA uygulanan hiicrelerin
%53,72’s1; PLGA-Kurkumin uygulanan hiicrelerin  %71,51’1; DSPE-PLGA-
Kurkumin uygulanan hiicrelerin ise %59,04’{i yasayabilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 : MDA-MB-231 hucrelerinde 24 saat olarak uygulanan DSPE-PLGA,
PLGA-Kurkumin ve DSPE-PLGA-Kurkumin nano formulasyona ait Sulforodamin B
yontem sonuglari.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saat stire sonunda DSPE-PLGA uygulanan hiicrelerin
%350,12’si; PLGA-Kurkumin uygulanan hicrelerin  %75,09°ti; DSPE-PLGA-
Kurkumin uygulanan hiicrelerin ise %61,26’s1 yagayabilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 : MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saat olarak uygulanan DSPE-PLGA,
PLGA-Kurkumin ve DSPE-PLGA-Kurkumin nano formilasyona ait Sulforodamin B
yontem sonuglari.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saat stire sonunda DSPE-PLGA uygulanan hiicrelerin
%35,38’1; PLGA-Kurkumin uygulanan hiicrelerin %24,34’ti; DSPE-PLGA-Kurkumin
uygulanan hiicrelerin ise %16,3’li yasayabilmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.6 : MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saat olarak uygulanan DSPE-PLGA,
PLGA-Kurkumin ve DSPE-PLGA-Kurkumin nano formilasyona ait Sulforodamin B
yontem sonuglari.
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Sekil 4.7 : MDA-MB-231 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat olarak uygulanan DSPE-
PLGA, PLGA-Kurkumin ve DSPE-PLGA-Kurkumin nano formilasyona ait
Sulforodamin B yontem sonuglari.

4.1 Nano formiilasyon oraninin belirlenmesi

72 saat olarak uygulanan DSPE-PLGA-Kurkumin nano formilasyonu hcreleri
basariyla 6ldiirebilmistir. Yeteri kadar protein elde edilebilecek nano formilasyon
oraninin belirlenmesi i¢in 6 kuyucuklu hiicre petrisine 72 saat siire i¢in farkli oranlarda
DSPE-PLGA-Kurkumin nano formiilasyonu uygulanmigtir. Hiicre canliligini
analizine goére; 100 ul uygulanan nano formiilasyon ile hiicrelerin %53,79u; 80 ul
uygulanan nano formilasyon ile hicrelerin %55,17’si; 60 pl uygulanan nano
formiilasyon ile hiicrelerin 61,4°1i; 40 pl uygulanan nano formulasyon ile hicrelerin
68,97’si; 20 pl uygulanan nano formiilasyon ile hiicrelerin 78,62’si yasayabilmistir.
Karsilagtirilma yapilabilmesi icin paklitaksel uygulamasi sonrasinda iki farkli hiicre

petrisine 20 pl ve 100 pl olacak sekilde uygulama yapilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 : MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saat olarak farkli oranlarda uygulanan
DSPE-PLGA-Kurkumin nano formiilasyona ait Sulforodamin B yontem sonuglari.

4.2 Paklitaksel uygulamasi siiresinin karsilastirilmasi

4.2.1 Total protein miktar tayini

Kontrol, 1, 3 6 ve 24 saat olarak uygulanan paklitaksel uygulamasi sonunda protein
1zolasyonunda protein standarti ile miktar tayini gerceklestirilerek western blot analizi

gerceklestirilmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.9, Tablo 4.2).

Tablo 4.1 : Protein standarti olarak kullanilan BSA absorbansi.

BSA () Abs (nm)
1,5 ug 0,74

3 ug 0,87
4,5 ug 0,99

6 Hug 1,14
7,5 Ug 1,35
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Standard Curve y =0.1564x +0.6313
R2 =0.9905
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1.5 3 4.5 6 7.5

Sekil 4.9 : BSA standart proteini ile elde edilen standart egri grafigi.

Tablo 4.2 : Bradford tayini ile absorbans degerine bagli olarak protein

konsantrasyonu.
Ornek Abs Kons
Kontrol 0,9 5,09
1h 0,83 4,36
3h 0,85 4,55
6h 0,82 4,21
24 h 0,82 4,18

4.2.2 NF-kB alt birimlerinin western blot analizi ile karsilastirilmasi

Westen blot yontemi ile NF-kB sinyal yolagi i¢in p65, p100-p52, p105-p50, RelB
ve C-Rel alt birimlerine bakilmigtir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 : MDA-MB-231 hiicrelerinde 1, 3, 6 ve 24 saat olarak uygulanan
paklitaksele bagli olarak NF-kB alt birimlerine ait Western Blot yontemi sonuglari.

4.2.3 Paklitaksel uygulama siiresinin karsilagtirilmasi

Yapilan analizler ile paklitaksel uygulamasinin 24 saat uygulanmasi gerektigine karar

verilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 : NF-kB ekspresyonu 24 saat paklitaksel uygulamasi ile artis gdstermistir.
4.3 Paklitaksel uygulamasi ile sitoplazmik ve niikleer protein izolasyonu

Tablo 4.3, control ve 24 saat paklitaksel uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinden elde
edilen nukleer ve sitoplazmik protein miktarini gostermektedir. NF-kB alt birimlerinin
analiz edilmesi i¢in gerekli protein miktar1 belirlendi ve western blot yontemi icin

hazirlandi (Tablo 4.3 ve Sekil 4.12, Tablo 4.4).

Tablo 4.3 : Protein standarti olarak kullanilan BSA absorbansi.

BSA (Hg) Abs (nm)
1,5 ug 0,74

3 ug 0,92
4,5 ug 1,09

6 ug 1,19
7,5 ug 1,35
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Standard Curve y =0.149x +0.611
R%?=0.9916
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Sekil 4.12 : BSA standart proteini ile elde edilen standart egri grafigi.

Tablo 4.4 : Bradford tayini ile absorbans degerine bagli olarak protein

konsantrasyonu.
Ornek Abs Kons
Kontrol-sitoplazmik 0,97 5,82
Kontrol-nukleer 0,67 2,60
24 h pxl-sitoplazmik 0,50 0,76
24 h pxI-niikleer 0,58 1,67

4.3.1 Paklitaksel ve nano formiilasyon uygulamasi ile sitoplazmik ve niikleer

protein izolasyonu

Kontrol ve 24 saat paklitaksel ile nano formilasyon uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinden elde edilen niikleer ve sitoplazmik protein miktarin1 gostermektedir.
NF-kB alt birimlerinin analiz edilmesi i¢in gerekli protein miktar1 belirlendi ve

western blot yontemi igin hazirlandi.
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4.3.2 Protein miktar tayini

Kontrol, 24 saat paklitaksel; kontrol 24 saat paklitaksel ile farkli oranlarda nano
formiilasyon uygulamasi olarak uygulanan deney plani sonunda protein izolasyonu ve
protein standartt ile miktar tayini gerceklestirilerek western blot analizi

gerceklestirilmigtir (Tablo 4.5, Sekil 4.13, Tablo 4.6).

Tablo 4.5 : Protein standarti olarak kullanilan BSA absorbansi.

BSA (Hg) Abs (nm)
1,5 pg 0,48

3 Mg 0,68
4,5 ug 0,92

6 Ug 1,13
7,5 g 1,42

y=0.2323x + 0.2343
R?=0.9955

Standard Curve

1.6
1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

Sekil 4.13 : BSA standart proteini ile elde edilen standart egri grafigi.
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Tablo 4.6 : Bradford tayini ile absorbans degerine bagl olarak protein

konsantrasyonu.
Ornek Abs Kons
Kontrol-sitoplazmik 1,35 4,94
Kontrol-Ntkleer 0,99 2,05
Mix 1-sitoplazmik 1,27 4,36
Mix 1-nukleer 0,90 1,31
Mix 2-sitoplamik 1,28 4,44
Mix 2-nlkleer 0,91 1,44

4.3.3 Western Blot

24 saat paklitaksel uygulanan hiicre grubu ile 24 saat paklitaksel sonrasinda nano
formilasyon hiicre gruplart farkli zamanlarda niikleer sitoplazmik izolasyonlari
gerceklestirildiginden her iki grup kendi controlii ile kiyaslanmistir. Elde edilen
ornekler karsilagtirilmasi i¢in Control, 24h paklitaksel; Control, 24 saat paklitaksel ve
20 ul nano formilasyon, 24 saat paklitaksel ve 100 pl nano formiilasyonu sirasi ile

western blot yonteminde p65 primerine ait nukleer ve sitoplazmik ekspresyonu analiz

edilmistir (Sekil 4.14)
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Sekil 4.14 : Sirasiyla; Control 24 saat paklitaksel Control, 20 pl NP, 100 pl NP
uygulanan hiicre gruplarinda sitoplazmik ve niikleer proteinlerine ait p65
primerinin Western Blot yontemi ile belirlenmesi.

4.3.4 Gruplarin karsilastirilmasi

MDA-MB-231 hiicrelerine 24 saat sure ile paklitaksel ve 72 saat kurkumin
uygulandiginda sitozolik fraksiyonlarda p65’in miktarinin azaldigi gosterilmistir. Bu
veriler kurkuminin p65’in sitoplazmadan ¢ekirdege translokasyonunu inhibe ettigini
ve dolayisiyla NF-kB sinyal yolagini inaktive ettigini gostermektedir (Sekil 4.15, Sekil
4.16).
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Sekil 4.15 : MDA-MB-231 hiicrelerinde 24 saat paklitaklsel ve 24 saat paklitaksel
ile birlikte farkli oranda uygulanan nano formiilasyona bagl olarak NF-kB alt
birimine ait Western Blot yontemi sonuglart.

45,000

40,000 p65 B Nuclear
35,000 I Cytoplasmic
30,000
25,000 I
20,000
15,000 <
10,000 N
5,000 '
0
Control Pxl Mix-1 Mix-2

Sekil 4.16 : Western blot analizine ait kantitatif sonuglar.
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Elde edilen sonuglara gore sadece paklitaksel uygulamasina kiyasla nano formiilasyon
uyguladigimiz grubun protein ekspresyonda azalma go6zlemlenmistir. Nano
formilasyonumuz NF-kB sinyal yolaginin alt birimi olan p65’i basariyla

baskilayabildigini gdstermistir.
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5. SONUC

Kanser mekanizmasinin anlagilmasinda ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde
onemli gelismeler kaydedilmesine ragmen kanser hala diinyadaki en énemli 6lim
nedenlerinden olmaya devam etmektedir. Ginimuizde kanser tedavi yontemleri icin
de onemli gelismeler kaydedilmistir. Geleneksel sitotoksik kemoterapilerin tedavi
yontemi olarak tercih edilmesine ragmen son yillarda baz1 degisiklikler
gozlemlenmistir. Kanser hucreleri icin daha secici etkileyecek ve bdylece normal
hicrelerin  etkilenmesini  engelleyecek, yan etkiye sahip  olmayan

yeni ilag tasarimi ¢aligmalart artis gostermektedir.

Tasarlanan nano partikiiller arasinda PLGA en sik kullanilan polimerik materyaldir.
PLGA, fizyolojik ortamda inert, biyoparcalanabilir, biyouyumlu ve toksik olmayan
urtinlere parcalanabilmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde FDA tarafindan onaylanmis

bir biyomateryaldir.

NF-kB sinyal yolagi sitoplazmada inaktif halde bulunmaktadir. P50, p65 alt birimleri
ve inhibitdr alt birim olarak p65°e baglanan 1kB ile {i¢ alt birimden olusmaktadir.
1kB’nin serbest birakilmasi ile NF-KB dimerleri spesifik DNA dizilerine baglanacag:
cekirdege yerlesir. NkB sinyal mekanizmasi c¢ogunlukla tiim kanser tipinde
goriilmekle birlikte karmasik bir siiregtir. NF-kB sinyal yolaginin hiicrelerde
enflamasyon, hicre profileferasyonu, apoptoz gibi bircok énemli siirecte 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Kurkumin, NF-kB aktivitesini baskilayabilme 6zelligine
sahiptir.

Guniimuzde anti kanser aktivitesi gosterilmis, kanser tedavisindeki dnleyici ve tedavi
edici potansiyeli vurgulanan  kurkumin nano formulasyonun NF-kB sinyal
mekanizmasi i¢in de aydinlatict olabilecegi disiincesiyle; PLGA- Kurkumin nano
formilasyonun kanser hicrelerinde NF-kB alt birimleri dlzeyi Gzerindeki etkisi
incelenmistir.

Bu calisma ile; nano ila¢ tasima sistemleri ile birlikte kurkuminin kanser hicreleri

Uzerindeki etkisinin artis gosterdigi, NF-KB alt birimleri kemoterapotik ajan
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Paklitaksel tarafindan artirilken; nano-kurkumin kullanilarak p65’in basarili bir

sekilde inhibe edildigini géstermistir.

Yiiksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda yapilan bu arastirmalar dogrultusunda
Kurkumin nano formdilasyonunun sitotoksisite etkisi MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicreleri Gizerinde in-vitro ortamda arastirilip nano formiilasyon ile etkin bir

antikanser ajan1 olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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