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ABSTRACT

Akyuz, O. (2019). Acute Systemic Toxicity Study of Curcumin and Piperine
Nanoparticles. Yeditepe University, Institude of Health Science, Department of

Pharmacognosy and Phytotherapy, MSc thesis, Istanbul.

Curcumin as the active compound of turmeric has antioxidative, antiinflamatory,
antimicrobial and anticancer properties among others. It s disadvantageous properties like
low solubility, poor bioavailabilty and rapid degradation can be solved by a smart
combination of using a natural enhancer like a piperine and preparing nanoparticles by a

proper method like electrospray.

Curcumin and Piperine loaded zein nanoparticles having mean particle size of
approximately 300 nm is a unique blend of curcumin (89%) and piperine (87%)
encapsulated with electrospray. There is no particular scientific evidence for the
toxicology regarding the curcumin and piperine nanoparticles, so the present work reports
the results of the study investigating the acute (single dose) systemic toxicity of the
curcumin and piperine loaded zein nanoparticles in BALB-C male mice. As the use of
nanoparticles in medicine is expected to increase in the future, having the knowledge of
how to effect curcumin and piperine nanoparticles to the system is a necessity. In acute
systemic toxicity, the dosage was 25mg/kg (ip) body weight for five male mice. No
evidence of acute toxicity was detected during the study. Thus, data analysis of mortality,
body weight gain, feed consumption, clinical observations, organ weights did not show
significant differences between mice. It is concluded that curcumin and piperine zein
loaded nanoparticles systemic (ip) administered to mice had no drug-related toxicity was
detected in acute (25 mg/kg ) systemic toxicity study. Also it should be studied with the
control group to see hematology and histopathological findings at the same dose.

Key words: Curcumin, Piperine, Nanoparticles, Acute Systemic Toxicity
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OZET

Akyiiz, 0. (2019). Kurkumin ve Piperin Nanopartikiillerin Akut Sistemik Toksisite
Calismasi. Yeditepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmakognozi ve

Fitoterapi Anabilim Dah, Master Tezi. Istanbul.

Zerdecal bitkisinin etken maddesi olan kurkumin; bitkiler arasinda antioksidan,
antienflamatuar, antimikrobiyal ve antikanser Ozelliklere sahip aktif bir bilesiktir.
Biyoyararlanim arttirilmasinda kullanilan piperin gibi dogal bilesenler ile akilli bir
nanopartikiil kombinasyonunun elektrosprey gibi uygun bir yontem kullanimiyla birlikte
hazirlanarak, kurkumin bilesiginin zayif ¢6ziinlirligii, disiik biyoyararlanima sahip

olmasi ve hizli yikima ugramasi gibi olumsuz sorunlari ¢oziilebilir.

Ortalama partikiil biiylikligii yaklagik 300 nm olan kurkumin ve piperin zein
nanopargaciklari, elektrosprey ile kapsiillenmis essiz bir kurkumin (% 89) ve piperin (%
87) karisimidir. Kurkumin ve piperin nanopargaciklari ile ilgili yapilmis bir toksisite
calismasi ve bilimsel kanit bulunmamaktadir, bu nedenle kurkumin ve piperin yiiklii zein
nanopartikiillerinin BALB-C erkek fareleri tizerinde akut (tek doz) sistemik toksisite
calismast aragtirilmistir. Nanoparcaciklarin tipta kullaniminin artmasi1 beklenirken,
kurkumin ve piperin nanopartikiillerinin sisteme nasil etki edecegi bilgisine sahip olmak
bir zorunluluktur. Akut sistemik toksisite ¢alismasinda; deney numunesi bes erkek fareye
25 mg / kg / doz olacak sekilde periton i¢i uygulanmistir. Calisma sirasinda doza bagl
akut toksik etki saptanmamustir. Fareler arasinda; deney maddesinin dozu ile mortalite
tizerindeki etkileri, viicut agirligi artisi, yem tiikketimi, klinik gdzlemler ve organ
agirliklari agisindan anlamli farklilik goriilmemistir. Farelere uygulanan kurkumin ve
piperin zein yiikli nanopartikiillerin akut (25 mg / kg) sistemik toksisite ¢alismasinda
ilaca bagli toksisite tespit edilmedigi sonucuna varilmistir. Ancak, ayni doz ilag
kullaniminda hematoloji ve histopatolojik bulgular1 degerlendirmek amaciyla kontrol

grubu ile birlikte ¢alisiimalidir.

Anahtar kelimeler: Kurkumin, Piperin, Nanopartikiiller, Akut Sistemik Toksisite
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda tip alanindaki bircok gelismelere ragmen kanser hastaliginin
tedavisinde heniiz istenilen noktaya ulasilamamustir. Saglikli hiicrelere zarar vermeden
sadece kanserli hiicreleri secerek yok edebilecek ilaglart gelistirmek oldukga zordur.
Klasik kanser tedavi protokollerinin yetersiz oldugu durumlarda kurkumin ve kurkumin
analoglar1 gibi birgok antikanser 6zelligi bulunan fitoterapik iirtinlerin etkili oldugu
gosterilmistir. Diislik molekiil agirligina sahip kurkumin, hiicresel sinyal yolaklarini
uyararak normal hiicre lizerine toksik etki gostermeden yiiksek diizeyde anti kanser
ozellik gostermektedir. Biyoyararlanimi diisiik olmasi ve yapisinin kolay bozulmasi
bilesenin en biiyiik dezavantajidir. Diger fitoterapik dogal bilesenler ile kombinasyonlar
olusturularak veya nanopartikiil bilesenler gibi diger biyoyaralanim arttirici formiiller

tizerinde bilimsel calismalar yapilarak biyoyararlanimi arttirilabilir.

Farkli boyutlarda ve farkli fizikokimyasal o6zelliklere sahip nanopartikiiller,
giinlimiizde birgok sektorde (gida, tekstil, kimya, biligim, otomobil ve metal endiistrisi)
kullanilmaktadir. ~ Kanser hiicre  zarlarindan  rahatlikla  gegebilme  Gzelligi
gosterebildiginden tan1 ve tedavide kullanimi arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir.
Ancak, boyutlari, birleserek ¢6kme Ozelligi, sekli, miktar, ¢ozinirligi gibi
fizikokimyasal ozelliklerinde dolayr organ ve dokulara toksik etki gosterebilir.
Nanopartikiiller viicuda cilt, akcigerler ve mide-bagirsak yoluyla girerek dolagim sistemi
ile beyin, karaciger, bobrek gibi diger organlara tasinmaktadir. Toksik etkisini, hiicre de
membran gecirgenliginde artisa, reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna, mitokondriyal
fonksiyonlarinda hasarlara yol agarak gostermektedir. Bunun sonucunda apopitoz yoluyla

hiicre 6liimiine ve genetik hasara neden olmaktadir.

In-vitro ve in-vivo test yontemleri ile nanopartikiillerin toksik etki potansiyelleri
degerlendirilebilir. "Kurkumin ve Piperin Nanopartikiiliin Akut Sistemik Toksisite
Calismasi1” baglikli yiiksek lisans tez calismasinda siklikla tercih edilen Kurkumin ve
Piperin bilegenlerin zein yiiklii nanopartikiil formiilasyonunu kullanarak dozaj rejiminin
belirlenmesi amaglanmis olup, tek doz sistemik uygulama yontemi (ip) sonrasinda ilk 24
saat-1 hafta icinde meydana gelen ters klinik belirtiler, viicut agirligi degisiklikleri ve
gros patolojik bulgular degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser Tanimi

Gilinimiizde 6énemli bir halk saglig1 problemi olan kanser halen en sik mortalite
sebeplerinden biridir. (1,2) Yiizden fazla doku ve organ kanser ¢esidi insan viicudunu
etkilemektedir.(3,4) Kanser Latince yenge¢ anlamina gelen “canker’” veya ‘’carcinos’
kelimelerinden tiiremistir. Kanser kelimesinin ilk defa Hipokrat tarafindan kullanildig:
bilinmektedir. Galen bunun yerine sislik anlaminda ki “oncos” terimini kullanmay tercih

etmistir.

Hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalip biiylimesiyle olusan kanser tiirlerinin
ortak 6zelligi uzak doku ve organlara yayilim gosterebilme yetenegidir. Her kanser tiiriine
0zgl farkli tedavi yaklasimlar1 mevcuttur. Tedaviye verilen yanit1 belirleyen en biiyiik
etmen her insanin farkli genetik yapiya sahip olma ozelligidir. Kanser tedavisi sadece
kendisi degil, sebep oldugu sosyal ve psikolojik sorunlardan dolayr multidisipliner
yaklagim gerektirir. Gliniimiizde kanser tedavisinde basta kemoterapi, radyoterapi,
cerrahi tedavi olmak iizere immiinoterapi, hormon terapisi, hedeflenmis terapiler ve gen

terapileri de tek basina kullanilabildigi gibi birlikte de kullanilmaktadir.

Kanser temelde genetik bir hastaliktir. Fiziksel ve kimyal degisiklikler genlerde
hasara neden olarak hiicrenin fonskiyonlarini bozmaktadir. Organizma DNA tamir
sistemlerini kullanarak olusan genetik hasar1 tamir etmek {izere calisir fakat her zaman
basarili olamayabilir. Hasarl1 genler tarafindan sentezlenen proteinler hiicresel islevlerde
bozulmaya yol agabilir. Metillenme, asetillenme, fosforillenme, gibi epigenetik
modifikasyonlar, genin yapisini degistirmeden fonksiyon degisimine neden olan baska
bir etmendir. Bu modifikasyonlar sadece sinirli bir bolge tizerinde etki gosterebilecegi
gibi bolgesel mutasyonlar (insersiyonlar, inversiyonlar ve delesyonlar) ile kromozomlarin

bliyiik bir boliimiinii veya tamamini da etkileyebilir.

Kanserlesme siirecinde en 6nemli rol oynayan ii¢ gen grubu; DNA tamir genleri,

onkogenler, tiimor baskilayict genler olarak siniflandirilabilir.

e Hasarli genlerin islevlerini yeniden diizelten DNA tamir genleri; o bolgeyi tamir
edebilmek icin ihtiyag duyulan proteinleri aktive etmektedir. Bu gorev
basarisizlikla sonuglanir ise s6z konusu DNA tamir genleri hiicreyi apopitoz

yoluna siiriikleyerek yok edilmesini saglar. Siklikla bu genlerde meydana gelen



islev bozukluklarinda kanserlesme riski de artmaktadir. BRCA (breast cancer) gen
bozuklugu bu duruma en iyi drnektir.

e Hiicrenin biiylimesinde ve farklilasmasinda 6nemli role sahip olan proto-
onkogenler; herhangi bir bélgede mutasyon gergeklesmesi durumunda onkogen
formuna dontisebilir. RAS, MYC, Erk gibi genler en iyi bilinen onkogenlerdir.

e Timor baskilayici genler ise; hiicre boliinmesini ve ¢ogalmasini kontrol etmekten
sorumludur. Herhangi bir hasar gelismesi durumunda tamir mekanizmasini
tetikleyerek DNA tamir isevini baslatir. Basarisizlik ile sonuglanir ise apopitoz ile
hiicre dliimiinii tetikler. Ornegin TP53 geni; olusan hasarlar neticesinde tamir
islev mekanizmasi bozulmasi durumunda hiicre sikliisiinde ki kontrol gorevini

kaybederek kanserlesmeye neden olabilmektedir.

Biitiin bu sistematik kurgu icerisinde tek bir amag¢ bulunmaktadir: Sagliklr gen aktarimi.

Ozetle; mutasyona ugramis genlerin gelecek nesillere aktarilmasini engellemek
amaci ile saglikli hiicreler 6nceden belirlenmis boyut ve miktara gelene kadar biiyiiyerek
boliinmeye devam eder. Eger uygun sartlarda ise bu siire¢ saglikli ve siirekli ilerler ta ki
birbirlerine temas edene kadar. Temas sonrasinda biiylime durur. Bu olaya temasa bagh
biiyiimenin durmasi yani kontak inhibisyon ad1 verilmektedir. Eger DNA hasarli ise tamir
mekanizmasi devreye girer. GO fazina gegerek tamir islemleri yiiriitiiliir. Kritik karar an1
burada baglar. Tamir edilir ise yensden boliinme siklusuna girerek hayatina devam eder
ancak tamir edilemeyen ve mutasyona ugramis hasarli genler ise immiin sistem hiicreleri
tarafindan apopitoz mekanizmast ile yok edilir. Ve mutasyona ugramis DNA’nin gelecek
tiirlere aktarilmas1 engellenmis olur.

Kanser hiicrelerini tanimak artik kolaydir. Normal hiicrelerle aralarindaki en
temel farkliliklar1 su sekilde 6zetleyebiliriz:

e Direngli hiicreler olup, daha az oksijen ve yiyecek kullanimi ile zorlu kosullarda
yasabilir

e Kontrolsiiz sekilde cogalmay1 saglayan kendi sinyal sistemleri bulunmaktadir

e Hiicre yiizeyinde bulunan reseptorler daha sik sinyal alir

e Herhangi bir yere tutunmadan da yasayabilir ve bliyiiyiip ¢ogalabilirler

e Temasa bagli boliinme (kontak inhibisyon) 6zelligi bulunmamaktadir dolayisiyla

boéliinmeyi durdurmaz ve biiylimeye ve ¢ogalmaya devam eder



e Sadece glukozu kullanabilirler. Sekeri normal hiicrelere gore daha fazla
tiketirler.

e Gerekli besin ve oksijeni almak iizere yeni damar sistemleri olusturabilirler

e Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz aktivitesini koruyarak sinirsiz sekilde
replike olup ¢ogalabilirler

e Dolasim sistemi veya komsuluk yolu ile uzak bir yere hareket ederek yeni bir
alanda kanserlesme baslatabilirler

e Apopitozu engelleyebilirler

e Genetik ve epigenetik olarak stabil degildirler

Modern tip biliminde amag, kanseri olugsmadan engellemek olmalidir. Kanser
heniiz ortaya ¢ikmadan once proaktif olarak risk faktorlerinden korunma politikalari
gelistirmek olusumunu engellemede O6nemli Olgiide fayda saglayacaktir. Bilinen ve
kanitlanmis risk faktorlerinden sigara, alkol, kotii beslenme, hareketsiz yasam, uyku
bozuklugu, stres, iyonizan 1smlardan korunmama, bazi viriislerler ve ¢evre kirliligine
kars1t koruyucu Onlemler alarak kanser olusumunu erken donemde engellenebilecegi
bildirilmistir. (5)

Gilinlimiizde kanser tedavisi, kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemlerin
birlikte veya tek basina kullanilmasiyla yapilmaktadir. Ancak standart olarak bilinen bu
yontemlerin avantajlart oldugu gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ilag tedavilerinde
direng gelistirmesi, bagisiklik sisteminden kagarak hedeflenen tedavi siirecini olumsuz
etkilemesi Ornek olarak verilebilir. Bu dezavantajlarindan dolayr konvansiyonel
yontemlere ek olarak cesitli biyolojik ve immiinolojik tedavi yoOntemleri de
gelistirilmektedir. Beklenen hayat siiresini, kalitesini ve tedavinin seyrini olumlu yonde
etkileyen en 6nemli etmen erken teshis ile birlikte yiiriitiilen iyi bir bakim siirecidir.

Multidisipliner tedavi yaklasimi basar1 sansini arttirabilir.

2.2. Kanserde Uygulanan Tedavi Yontemleri

Kanser tedavi protokollerinde radyoterapi, kemoterapi, cerrahi tedavi sik kullanilan
tedavi yontemleridir. Klasik tedaviye yardimci olmak amaciyla farkli yontemlerde
(kanser agilari, kok hiicre tedavisi, immunoterapi vs.) kullanilabilmektedir. Bu tedavi

yontemleri kigisel farkliliklar nedeniyle ayr1 ayr1 veya birlikte kullanilabilir.



Kemoterapi

Kemoterapi anti kanser ilaglar kullanilarak kanser hiicrelerinin gogalmasini
kontrol altina alinmasinda ve 6ldiiriilmesinde etkili bir yontemdir. Yaygin sekilde tek
basina veya radyoterapi ile birlikte uygulanabilir. Kemoterapik ajanlar hiicre sikliisunun

farkli asamalarina etki ederek anti neoplastik etki gosterir.
Radyoterapi

Yiiksek doz iyonizan radyasyon hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyerek 6ldiirmesine
neden olabilmektedir. Bu 6zelligi nedeni ile radyoterapide kanserli hiicreleri 6ldiirmede
kullanilmaktadir. Tek basina kullanilabildigi gibi diger kanser tedavilerinin etkisini
arttirmak ve cerrahi sinirlar1 kiigtiltmek i¢in adjuvan radyoterapi olarak da uygulanabilir.
Saglikli hiicreleri de olumsuz etkilemesinden dolay1 ¢ok sik kusma, sa¢ kaybi, halsizlik,

istah kayb1 gibi yan etkiler gozlenebilir.
Cerrahi Tedaviler

Cerrahi yontem; pek ¢ok kanserde (yayilim gdstermeyen) uygulanan ilk
yontemdir ve bazi kanserlerde cerrahi tedavi ile kiir saglanabilir. Cerrahi 6zellikle taninin
dogrulanmasi(biyopsi), evreleme, yan etkilerin ve agrinin azaltilmasinda kullanilan bir
tedavi yontemidir. Diger dokulara hasar vermeden kitleyi ¢ikarmanin miimkiin olmadig:
durumlarda cerrah kitlenin bir parcasini ¢ikartarak isleme devam etmeden Once
kemoterapi veya radyoterapi ile kitlenin kiigiiltiilmesini tercih edebilir. Cerrahi tedavinin
yan etkileri, cerrahinin tipine ve hastanin tedavi 6ncesi genel saglik durumuna baglhdir.
En sik goriilen yan etki, hastalarin pek ¢ogunda kolaylikla tedavi edilebilen agri
sikayetidir.

Kok Hiicre Tedavisi

Radyoterapi ve kemoterapi tedavi yoOntemlerinde istenilen sonuglara
gelinememesine bagl olarak kok hiicrelerle ilgili ¢alismalar son yillarda biiyiik hiz
kazanmig durumdadir. Kok hiicreler canlinn olusmasiyla viicudumuzda birden ¢ok farkli
hiicre tiirlerine doniisebildiklerinden ¢ok ©zel hiicrelerdir. Tim organlarimizi
olusturabilme kapasitesine sahip embriyonik ve embriyonik olmayan kok hiicreler olarak
(yetiskin kok hiicre) iki gruba ayrilirlar. Bu hiicrelerin istenen hiicre tipine kolay
dontigebilme, transfer edilen hiicrede yasayabilme ve hiicresel islevlerini yerine

getirebilme Ozelliklerinin yani sira doku ve ¢evresine hasar vermeme gibi avantajlari



nedeniyle ilag gelistirme ve hastaliklarin modellendirilmesinde hiicre bazli bu tedaviler

kullanilabilir. (6,7,8)
Hormonal Tedaviler

Hormonlar viicuttaki hormon miktarini degistirerek kanser tedavisinde ilag olarak
kullanilabilirler. Bunu dogal hormonlar gibi endokrin sistem sinyal yolaklarini kullanarak
gerceklestirirler. Bu ilaglar viicuttaki hormon miktarini degistirerek kanser hiicrelerinin
biiylimesini engeller. Meme ve prostat organi gibi hormon tireten dokularin kanserlerinde
siklikla kullanilir. Yan etkiler siklikla gozlenir, genellikle tedavi tamamlandiginda

ortadan kalkar. Hormon tedavisinde kullanilan baz ilaglar,

e Hormon sentez inhibitdrleri (10)
e Hormon reseptor antagonistleri (11,12)

e Hormon takviyesi (13)
Biyolojik Tedaviler (immiinoterapi)

Biyolojik ajanlar kullanilarak kansere karsi viicut savunma sistemlerini harekete
gecirme prensibine dayali tedavi yontemlerinden birisidir. limmunoterapi olarak da
bilinen bu tedavi seklinde amag; bagisiklik sistemi hiicrelerini uyarmak ve kanser
hiicreleeriyle savasmasini saglamaktir. Monoklonal antikorlar (kanser hiicresi protein
sentez inhibisyonu) kanser asilari (kanser hiicrelerini tanima), interferonlar, koloni
stimulan faktorler (viicut savunma mekanizlarint onarma) ve gen terapi yontemleri

bulunmaktadir.
Kanser Asilari

Kanser asilari, immiin sistemi uyararak etki gosteren diger asilardan farkli olarak
B ya da T hiicrelerini uyarir ve kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi hedefler. Diinyada genel
olarak kabul gérmeyen fakat klinik ¢alismalarda olumlu sonuglar elde edilmis ve bazi
tilkelerde ruhsatlar1 ahnmis 3 tip kanser asis1 bulunmaktadir; Kiiba’ da iiretilen akciger
kanseri asilar1 Racotumomab, Cimavax — EGF ve ABD’ de iiretilen prostat kanseri asist
Sipuleucel-T’ dir. Kanser asilar1 ¢ok deneysel bir tedavi yontemidir ve lizerinde klinik

arastirmalar halen devam etmektedir.



Kanser Biiyiimesini Baskilayanlar

Kanserli hiicrelerle savasmakta en etkin ve akilct yontem kanser hiicresinin
biiyiimesinde rol oynayan biiyiime etmenlerini baskilamaktir. Hiicrenin biiyiimesinde
veya Oliimiinde etkindirler. Bu tedavi yonteminde temel amag, kanser hiicresinin yeni
damarlanma o6zelligini engelleyerek hiicrelerin ihtiyact olan besin ve oksijeni
olabildigince azaltmak, gelismesini ve yayilmasimi engellemektir. Sik kullanilan bir

tedavi yontemidir.
Gen Terapi

Kanser hiicresinin genetik haritalandirma yontemi ile incelenerek saglikli
hiicrelere vermis oldugu hasari tespit etme teknigine dayanan gen terapi yontemi, saglikli
normal hiicreye zarar vermeden sadece kanserli hiicreye 6zel ilag tedavi uygulamasini

icermektedir. Ozetle, kanser hiicresine yonelik kisisellestirilmis tedavi yontemidir.

Her kanser tipine uygun kisiye 6zgii farkli tedavi yontemleri de kullanilabilir;
yiiksek sicaklikta (42°-44°%) islemi ile hiicrelerin protein ve lipid tabakasimi hasara
ugratarak hiicreye toksik etki gosteren radyofrekans ablasyon tedavisi ve kanserli
hiicrelerin yiiksek miktarda oksijen maruziyeti ile toksikasyon olusturma yontemi olan

hiperbarik oksijen tedavisi gibi yontemler bunlardan bazilaridir.

Cagimizin en biiyiik sorunu olan kanser karmasik bir siirectir. Bilim insanlar
kanser ve tedavi yontemleri ile ilgili halen ¢ok ¢esitli yontemler gelistirmekte ve
aragtirmalar yapmaya devam etmektedir. Gelecekte yeni teknolojilerin gelistirilmesi ile
kanser tedavisinde ihtiyag duyulan yeni stratejik yaklasimlar sayesinde bu problem
ortadan kalkacaktir. (14)

2.3. Kanserde Tamamlayici Tedavi Yontemleri: Fitoterapi

Tamamlayic1 ve Alternatif tedavi yontemlerinde ilk sirada yer alan fitoterapi
geemis tarihlerden beri hastaliklarin tedavisinde ve genel saglik durumunu korumada
kullanildig1 bilinmektedir.(15) Bitkileri kullanarak hastaliklar1 tedavi etme yontemi
olarak adlandirilan "fitoterapi™ terimini ilk kez Dr Henri Lenclerc, La Presce Medical adli
dergide konu almistir. Fitoterapi ile ilgili ilk yazili belge M.0.3000 yillarina ait Ninova
tabletleridir. Mezopotamya da kurulan Stimer, Akat, Asur medeniyetlerinde bitkisel ve
hayvansal ilaglar kullanilarak tedavilerin yapildig: tabletlerde kanitlanmistir. Daha sonra

ki yillarda Cin tibbryla paralel gelisen Hint tibbinin 6nemli isimlerinden Rig Veda,



eserlerinde bine yakin sifali bitkiyi konu almistir. Yunan tibbinin 6nemli isimlerinden
Eskulap 400'e yakin bitkisel iiriinii anlatmis, modern tibbin temelini olusturmustur. islam
uygarligi doneminde, Ebu Reyhan Kitab-al Saydalafi al Tip isimli kitabinda 20 ye yakin
sifal1 bitkiden bahsetmistir. 1650 1i yillara kadar ibn-i Sina ve Al Gafini ye ait 800
hayvansal ve bitkisel tedaviden bahseden "Tip Kanunu" adli eseri referans kitap olarak
kabul edilerek kullanilmistir. (15)

Giliniimlizde ise Tamamlayic1 ve Alternatif tedavi yontemleri; modern tibba
entegre edilerek kullanilmaktadir. Kanser tedavileri alaninda yapilan aragtirmalar gibi
fitoterapi alaninda da yapilacak olan ¢aligmalarda bilimsel metodlar ile desteklemek
gerekli ve 6nemlidir. Farkli tedavi yontemlerin birlikte kullanilmas1 sonucu Entegratif
onkoloji (biitiinlestirici onkoloji) terimi ortaya ¢ikmistir. Bu terim, kovansiyonel tibbi
tedavi yontemler ile alternatif kanSer tedavi yontemlerinin birlikte kullanimini ifade
etmektedir. Bilimsel temeller 1s1ginda modern bilim disiplini ile geleneksel iyilestirme
bilgeliginin bir karmasi olarak da tanimlanabilir. Diinya da bu alanda ¢ok ciddi ¢alismalar
yapilmaktadir. Ve bilim adamlar1 her gegen giin yeni bitkisel ve hayvansal iiriinlerin

kanser tedavisinde etkili olabilecegine dair yayinlar yapmaktadirlar.

Biiyiik bir ivme ile artan hastaliklara paralel olarak sentetik ilaglarin yol agtigi
ciddi yan etkiler, tedavisi heniiz miimkiin olmayan bir¢ok kronik hastaligin olusturdugu
sonugclar, ¢evre kirliligi, endiistriyellesme ve dogalligin her zaman etkili ve minimum yan
etkiye sahip oldugu diisiincesi gibi bircok nedenlere bagl olarak bitkisel tedaviler
yeniden son yillarda popiiler hale gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yapmis oldugu
aragtirma sonucunda insanlarin %80 inin dogal tedaviye inanmakta oldugunu agiklayarak
bu popiilariteyi desteklemistir. (16) Kanserde ise benzer sorunlar nedeniyle tamamlayici
ve alternatif tedavi (TAT) kullanimi giderek artmaktadir. Yapilan caligmalar TAT
kullanim sikliginin %7-%64 arasinda oldugunu (ortalama %31,4) belirtilmektedir. (17)
Bir diger 6nemli iilkemizin de i¢inde oldugu 14 Avrupa iilkesinde yliriitiilen ¢aligmada
ise kanserli hastalarda kullanim orani %36 olarak kaydedilmis ve %15-%73 arasinda

genis bir dagilim gosterdigi belirlenmistir. (18)

Kanser Tedavisinde, Bitkilerin Kullanim1 Dért Onemli Sorunun Céziilmesine Yardimeci
Olmaktadir:

e Uremekte olan kanser hiicrelerinin engellenmesi (Antikanserojen)

e Kironik iltihap odaklarinin iyilestirilmesi (Antienflamatuar etki)



e Bagisikligin giiclendirilmesi

e Serbest oksijen radikallerinin viicuttan uzaklastirilmasi (Antioksidan etki)

Kanser tedavisi i¢in kullanilan 121 farkli ilagtan 90’1, sifali bitkilerden ekstre
edilmistir. Kayitlara gore; 1981 ve 2002 yillar1 arasinda 65 yeni ila¢ arasindan 48’1 dogal
iiriinlerden iiretilmistir. Ornegin: vinka alkaloid (vinkristin-vinblastin-vindesin-
vinorelbin), taksan bilesikleri (paklitaksel-dosetaksel), podofilotoksin ve ondan tiiretilen
bilesikler (topotekan, irinotekan), antrasiklin bilesikleri (doksorubisin-daunorubisin-

idarubisin) (19,20) (Tablo 2.1.)

Tablo 2.1. Kanser tedavisinde etkili olan bitkisel ilaglar

NO Metabolitler Eks.tre Edilen
llaglar

1 Vinka Vinkristin
2 Vinka Vinblastin
3 Vinka Vindesin
4 Vinka Vinorelbin
5 Taksan Paklitaksel
6 Taksan Dosetaksel
7 Podofilotoksin Topotekan
8 Podofilotoksin Irinotekan
9 Antrasiklin Doksorubisin
10 Antrasiklin Daunorobisin
11 Antrasiklin Epirubisin
12 Antrasiklin Idarubisin

1959 yilinda ilaglarin kesfiyle calisilan sifali bitkilerden vinblastin ve vinka
bilesiklerinin yani1 sira podofilotoksin gibi sitotoksik bilesiklerin izolasyonu 6nemli
Olciide baslamistir. Bu durum 1960 yilinda Ulusal Kanser Enstitiisii'niin antikanser dogal
bilesenleri elde etmek amaciyla bitkileri toplamasina neden olmustur. Sonug olarak,
taksan ve kamptotekin gibi sitotoksik etkilere sahip yeni bilesikler kesfedilmistir.
Kullanilan ilaglar ile birlikte, yapilan klinik ¢aligmalar 30 yil stirmiistiir. (21) (Tablo 2.2)



Tablo 2.2: Ekstre edilen metabolitlerin farkli kanser tiplerindeki etkisi

NO Metabolitler Gruplar Bitki Tiirleri Kanser Tipi
1 Kurkumin Fenolik Zerdegal Kolorektal
2 Fenol Fenolik Zencefil Kanser
3 Resveratrol Fitoaleksin Uziim Meme
4 Genistein Flavonoidler - Losemi
5 Biokalein Flavonoidler Shosiko Hepatoseliiler
6 Hydroxystaurosporin Alkaloid Okse otu Over Kanseri
7 Lektin Lektinler - Kanser
8 Xanthorrhizol Terpenoidler Zerdegal Kanser

2.3.1. Kanser Tedavisinde Kullanilan Bitki: Zerdec¢al (Curcuma longa L.)

Normal hiicre iizerine toksisite gostermeyen, sadece kanser hiicresini selektif
olarak yok eden ya da gelisimini inhibe eden ilaglar1 gelistirmek olduk¢a zordur. Yeni,
daha aktif, daha selektif ve daha az toksik antikanser ilaglarin gelisimi i¢in ¢aligmalar
yogun bir sekilde devam etmektedir ve umut veren antikanser yaklasgimlar test

edilmektedir.

Curcuma longa L. Zingiberaceae ailesinden gelen cicekleri sar1, bityiik yaprakli,
cok yillik otsu bir bitki cinsi olan tibbi bir bitkidir. Geleneksel Cin tibbinda yillardir gesitli
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bitki halk arasinda zerdegal olarak
bilinmektedir. Etken maddesi kurkumindir. Curcuma longa L.nin rizomlarindan elde
edilen bir polifenol olan kurkumin bileseni; anti-inflamatuar, kemopreventif, anti-
oksidan, anti-anjiyojenik, sitotoksik ve tiimor olusumunu onleyici 6zelliklere sahiptir.
(22,23) Birgok preklinik ¢alismada, kurkuminin gesitli kanser tiirlerinde antikanserojen
Ozellige sahip oldugu gosterilmistir. (24)

Kanser tedavisi yani sira yiizyillar boyunca cesitli inflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde de kullanilmigtir. Zerdegal bitkisinin etki mekanizmasi; apopitoz
(caspase’lerin aktivasyonu ve antiapopitotik genlerdeki reseptortlerin azalmasi), hiicre
siklusu (cyclin D1 ve cyclin E), ¢ogalma (HER-2, EGFR, AP-1), hayatta kalma
(PI3K/AKT yolag1), yayilma (MMP-9 ve adezyon molekiilleri), yeni kan damarlar
olusumu (VEGF), metastaz (CXCR-4), enflamasyon (NF-KB, TNF, IL-1, IL-6, COX-2,
VE, 5-LOX) ve gesitli hiicre sinyali yolaklari tizerinden ger¢eklesmektedir. (25)
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Yapilan ¢alismalarda kurkuminin; 16semi ve lenfoma, gastrointestinal kanserler,
genitoliriner kanserler, gogiis kanseri, yumurtalik kanseri, bas ve boyun skuamoz (yassi)
hiicre karsinomasi, akciger kanseri, melanom ve nérolojik kanserlerde tiimor olusumunu
baskiladig1 rapor edilmistir. (25) Fenolik bilesikler; serbest radikal tutucu o6zellikleri
sayesinde antioksidan ve antikanser aktivite gostermektedir. (26) Kurkumin, fenolik ve
enolik fonksiyonel gruplarindan dolayr miikemmel antioksidan aktiviteye sahiptir.
Yapilan ¢alismalarla, kurkumin ve analoglarinin sahip oldugu oksijenli aromatik

halkalarin sitostatik aktivite gosterdigi dogrulanmastir. (27)

Kurkuminin anti-neoplastik aktiviteye sahip olmasi, molekiil agirliginin diisiik
olmas1 ve toksisitesinin olmamasi, bu molekiilii; potansiyel kemoterapotik ilaglarin
gelistirilmesinde ideal 6ncii molekiil haline getirmektedir. (28,29) Kurkumin son derece
pleiotropiktir, ¢ok sayida hedefi diizenler, c¢esitli alanlardaki molekiiler hedeflerle
etkilesebilme yeteneginden dolayi, ¢ok sayida molekiiler ve biyokimyasal kademeleri
etkileyebilmektedir. (25) Kurkuminin bu kimyasal yapisindan yola ¢ikarak cesitli

analoglar1 sentezlenmekte ve etkileri denenmektedir.

HiC-0 L 0-CHj

HO OH

Sekil 2.1. Kurkumin

[(1E,6E)-1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion]

0
H.C-0 O 0-CH,
HO O OH

Sekil 2.2. Dimetoksikurkumin Sekil 2.3. Tetrahidrokurkumin
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Sekil 2.4. Zerdecal (Curcuma longa L.)

Klinik ¢aligmalarda, kurkumin in giinliik 3600-8000 mg dozuna kadar iyi tolere
edildigi ve ciddi bir toksisite goriilmedigi gosterilmis, daha ¢ok 1limli derecede bulanti ve
ishal gibi yan etkileri oldugu bildirilmistir. (30) Bununla birlikte ¢caligmalarda gozlenen
en Onemli sorun, oral kullanim sonrasi olduk¢a diisiik biyoyararlanimi ve hizli
eliminasyonudur. Kurkumin klinik etkinligi ise; kardiyovaskiiler hastalik, ateroskleroz,
nefrit, diyabet, liken planus, vitiligo, psoriyazis, romatoid artrit, enflamatuvar bagirsak
hastaliklari, peptik iilser, enlamatuvar goz hastaliklari, kronik pankreatit, karaciger
yaglanmasi, ndrolojik hastaliklar ve kanser hastaliklarinda arastirilmustir. (31) Ilk
calismalar da iimit verici sonuglar elde edilse de, ¢aligmalarin kiiciik ve yetersiz olmasi,
sonuglarin preklinik calismalara gore beklentileri karsilamamasi en 6nemli sorunlardir.
Sistemik hastaliklarda hedef organ ve dokuya ulasmasi igin farkli yaklagimlar
gerekmektedir. Preklinik ve klinik bilimsel veriler birlestirildiginde kurkumin in daha
etkili formiilasyonlarla veya farkli kullanim yollartyla etkinliginin arttirllmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

Miikemmel farmakodinamik profili nedeni ile klinik ¢alismalar yapilmistir ancak
smirlt suda ¢oziinebilirligi ve zayif biyoyararlanim sorunu ile karsilasilmigtir.
Kurkumin’in suda c¢ozlnirliigiinii arttirmak i¢in nanopartikiiller, lipozomlar ve
nanoemiilsiyonlar gibi ¢esitli nanoteknolojilere dayali terapotik sistemler gelistirilmistir.
[lk bilimsel ¢alisma sonuglari, bu formiilasyonlarin toksik yan etkileri azaltarak ayni anda
terapotik etkinligi arttirdigini gostermistir. (32) Terapdtik etkinlikte elde edilen artisin,
hedef dokuya transferi ve kanser hiicre i¢ine alinmasindaki artisa bagli oldugu ileri
stiriilmektedir. Bilimsel ¢alismalara gore, kanser tedavisinde etkili olabilecek tedavi
yaklagimlarindan birisinin de nanoteknolojik kurkumin bilesenlerinin olabilecegi

disiiniilmektedir. (33)
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2.3.2. Kanser Tedavisinde Kullanilan Biyorarlammm Arttirici ve Antikanser

Bilesen: Piperin (Piper nigrum)

Kara biber (Piper nigrum L.) ve uzun biber (Piper longum L.) insanlik tarihi
boyunca diinyanin ¢esitli bolgelerinde baharat olarak kullanilmistir. Biber tiirlerinin etkin

bilesenlerinden birisi piperin alkoloididir (I-piperoylpiprtidine). (sekil 2.5)

07N\ °>
0
Sekil 2.5. Piperin molekiilii Sekil 2.6. Karabiber (Piper nigrum L.)

Piperin; karaciger ve ince bagirsaklarda glukuronidasyonu engelleyerek ilaglarin
ve bazi dogal bilesenlerin biyoyararlanimini arttirmaktadir. (34) Ilaglarm ve dogal
bilesenlerin biyoyararlaniminin arttirilmasinda kullanilan bilesenlerin basinda karabiber
iginde bulunan piperin etken maddesi yer almaktadir. (35) Yapilan klinik ¢alismalarda
piperin; kurkumin biyoyararlanimini % 2000 gibi oldukca yiiksek oranda arttirmaktadir.
(34) Piperin (Piper nigrum L.) etkiledigi metabolik ve enzimatik yolaklar ile
kemopreventif, detoksifikasyon ve biyoyayarlanim arttirict 6zellikleri ile modern hiicre,
hayvan ve insan c¢aligmalarinda immunmodiilatér, antioksidan, antiastmatik,
antikarsinojenik, antienflamatuvar, antililser ve antiparaziter etkinlige sahip oldugu

gosterilmistir. (36)

Kanserin tekrarlamasindan ve kanser tedavisine direngten sorumlu temel
faktorlerden birisi de kanser kok hiicreleridir. (37) Kanser kok hiicrelerine karsi etkili ilag
tedavilerinin gelistirilmesi, kanser tedavisinde yeni bir ¢i8ir agacaktir. Bu konuda

preklinik ve klinik c¢aligmalar ile yeni ilag gelistirilmesi alaninda yogun caba
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harcanmaktadir. (38) Kanser kok hiicrelerine karsi etkili oldugu gosterilen dogal
bilesenler arasinda piperin ve kurkumin bulunmaktadir. (39) Klinik olarak etkili
olabilecek piperin ve kurkumin formiilasyonlarinin gelistirilmesi kanser kok hiicrelerine
kars1 tedavi strateji olusturulmasinda umut vaat etmektedir. Piperin, kurkumin ile beraber
kullanildiginda; kurkumin in tek basina kullanimina gore antikanser aktivite ve
kemopreventif etkisini sinerjistik olarak arttirmaktadir. (40,41) Ayrica ilaglara direng
kazanmis kanser hiicre hatlarinda direncin engellenip kanser ilaglarinin aktivitesinin
arttirtlmasinda etkili oldugu bulunmustur. (42) Bu ¢alismalar; kanserin tibbi medikal
tedavisinin yaninda tibbi bitkilerin adjuvan tedavi olarak kullanilabilecegi yoniinde

aragtirmalarin yapilmasi gerektigini desteklemektedir.

Piperin ve kurkumin’in beraber kullanildig1 (giinlik 10 mg / 1000 mg) plasebo
kontrollii ¢ift kor klinik g¢aligmada metabolik sendromlu kisilerde oksidatif ve
enflamatuvar belirtecleri anlamli derecede diisiirdiigii gosterilmistir. (43) Ozellikle CRP
yiiksekligini azaltmada etkili bulunmustur. Bagka bir plasebo kontrollii klinik ¢alismada,
cevresel kimyasal etkenlere bagl akciger toksisitesinin azaltilmasinda piperin- kurkumin
(15mg-1500 mg/giin) kombinasyonunun etkili oldugu gosterilmistir. (44) Calisma
sonunda, akciger hasarindan korunmada etkin ve tolere edilebilen adjuvan tedavi

yaklasimi olarak degerlendirilebilecegi ileri siirtilmiistiir.

Biitiin bu veriler; kurkumin ve biyoyararlanim ile etkinligini arttiran piperin etken
maddesinin beraber kullanilma amacinin bilimsel mantigini1 olusturmaktadir. Ayrica
biyoyararlanimi arttrmada ve etkin hedef organ konsantrasyonunu saglamada

nanoformiilasyon ile enkapsiilasyon uygulamalari da ek fayda saglayacaktir.
2.4. Nanopartikiillerin Temel Ozellikleri
2.4.1. Nanopartikiiller Hakkinda Genel Bilgi

Yunan dilinde clice anlamina gelen "nano” kelimesi, 6l¢iim birimi nanometre
(nm) olarak kullanilmakta olup milyarda biri ifade eder. Tiirk¢cede oldugu gibi ¢ogu dilde
cok kiiciik boyut anlam1 vermek i¢in 6n ek olarak kullanilmaktadir. Nanopartikiiller, bir
boyutu en az 1-100 nm araliginda olan, baz1 durumlarda 200-300 nm boyutlarinin da
kabul edilebildigi partikiillerdir. (45) Nobel 6diilii almis fizik¢i Richard Feynman m 1959
yilinda yapmis oldugu konusmasinda cihaz ve malzemelerin nm araligindaki

ozelliklerinin, gelecekte biiyiik ve dnemli firsatlara imkan saglayabilecegini ileri siirmesi
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nano yapili malzemelerin (nanomateryaller) dneminin kabul edildiginin gostergesidir.
(46)

Tasarlanmis nanomateryaller basta olmak {izere nanopartikiillerin ¢evre ve insan
saglig1 lzerine etkileri ile ilgili kaygilar 2000°1i yillarda baslamis olup partikiillerin
cevrede ve biyolojik sistemdeki akibeti, tasinmalari, maruziyet kaynaklart ve toksik
etkileri ile ilgili yapilan arastirmalar olduk¢a giinceldir. (47) Nanomateryallerin
boyutlarmin 1 nm ve altinda olmasi sebebiyle ¢evre ve insan sagligi ve giivenligi
acisindan Avrupa Birligi Komisyonu (European Commision, EC) tarafindan 2011 yilinda
nanopartikiil ~ kavrami genigletilmistir. Serbest/aglomerat/agregat haldeki
nanomateryallerin %50’den fazlasinda en az bir boyutun 1-100 nm arasinda olmasi
durumunda, kaynagi ne olursa olsun nanomateryal olarak kabul edilebilecegi kavrami
getirilmistir. (48) Nanopartikiillerin ultra kiigiik boyutta olmalari ve 6zel sekillere
modifikasyonlari sonucu farkli manyetik ve optik 6zellikler, yiiksek oranda saglamlik,
iletkenlik, esneklik ve absorbsiyon aktivitesi kazanmalari, son yillarda yaygin olarak

birgok sektérde kullanilmasina sebep olmustur. (48)

Nanopartikiillerin kullanildigt ve olduk¢a hizli biiyliyen bir sektér olan
nanoteknoloji sektorii; gida, tekstil, kimya, malzeme, bilisim, otomobil ve metal
endiistrisi gibi bir¢cok alanda kullanilmakta olup tip alaninda asilarin ve hedefli ilag
molekiillerinin gelistirilmesinden erken teshis i¢in manyetik rezonans, 5-floresan,
ultrason, niikleer ve bilgisayarli tomografi gibi radyolojik alanlarda molekiiler
goriintiileme ajan1 ve daha duyarli analizler i¢in genomik teknolojilerle biyosensor
olusturulmasina kadar bir¢ok carpict gelismeye imkan tanir. Kir barindirmayan bebek
elbiseleri, su tutmayan-islanmayan kirlenmeyen boyalar, leke tutmayan masa ortiileri,
giines kremleri gibi bir¢ok sayidaki nanoteknolojik {irlin giinliikk hayatta kullanilmaktadir.
(49,50) (sekil 2.1) Renk ve tat gelistirici, antimikrobiyal, koruyucu olarak gida katki
maddesi ve gida ambalaj materyali olarak kullanilan nanomateryal iiriin sayis1 ortalama
100 civarindadir. (51) Nanopartikiiller bircok organ ve sistemler tarafindan partikiil
boyutu, yiizey Ozelligi ve hedef ligand 6zelligi gibi 6zelliklere bagli olarak kolayca
absorbe edilebilir ve etkilesime girebilir. (52-55)

2.4.1.1. Nanopartikiillerin Boyutu

Kanser tedavilerinde bir nano {irliniin etkili olabilmesi i¢in, nanopargacik boyunun

geleneksel olarak 10-100 nm arasinda olmasi gerektigine inanilmaktadir. 10 nm’ dan
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kiiclik nanopargaciklarin bobrek yoluyla hizli bir sekilde atilmasi nedeniyle nanopargacik
boyutlarinin alt limiti 10 nm olarak belirlenmistir. (56) Timor i¢i vaskiiler yatakta
bulunan endotelyal aralik 380-780 nm aras1 genisliginde iken, normal vaskiiler yatakta
yer alan endotel hiicreleri arasindaki bosluk 2 nm den daha kiigiiktiir. (57) Bu durum,
nanoformiilasyonu yapilmis antikanser bilesenlerin daha c¢ok kanser dokusunda
dagilmasini, normal dokuda birikme riskinin azalmasini desteklemektedir. Daha 6nceden
yapilmis preklinik ¢alismalarda pozitif yiiklii dis yiizeye sahip olan, boyu 100-150 nm
arasinda bulunan nanoparcaciklarin tiimor hiicrelerine daha kolay penetre oldugu

gosterilmistir. (58) (Sekil 2.8)
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Sekil 2.7. Nanopartikiil hedeflemesi sirasinda dikkate alinabilecek ilag hiicre etkilesimlerini etkileyen dis

faktorlere 6rnekler

2.4.1.2. Nanopartikiillerin Yiizey Ozellikleri

Nanopartikiiller, kanser hiicreleri ve ilag partikiilleri arasinda daha yiiksek biyo-
etkilesimler ile sonug¢lanan yiiksek temas yilizey alanina sahiptir. 50-100 nm

biiytikligiindeki hafif negatif ve pozitif yiizey yiiklerine sahip nanopartikiiller kanser
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hiicrelerinin i¢ine kolayca gegebilmektedir. (57) Erken klinik ¢alismalarda nano partikiil
antikanser tedavilerin, kanser hiicresine ve dokusuna daha fazla gecebildigi, antikanser
etkinligi arttirirken tedaviye bagli yan etkileri azaltabildigi gosterilmistir. (57) Hiicre zar
negatif yiiklii oldugundan, dis yiizeyi pozitif yiiklii katyonik nanopartikiiller hiicre i¢ine
daha fazla oranda girebilmektedir. (57)

2.4.1.3. Nanopartikiil- Hedef Ligandlar:

Nanoparcaciklarin  yiizeyinde oOzellesmis  ligandlarin ~ varhigi,  spesifik
nanoparcacik-hiicre etkilesimlerinin tanimlamasinda ©6nemli bir rol oynayabilir.
Nanopartikiillerin, reseptorler sayesinde kanser hiicre zarina spesifik baglanmay tesvik
eden protein, peptid veya antikorlar ile hedef hiicreye yonlendirilmesi; nanopartikiillerin
kanser hiicrelerini daha etkin bir sekilde hedeflemesini saglayabilir. (57)
Nanopartikiillerin boyut ve yiizey 6zelliklerinin daha iyi anlagilmasiyla, nanopartikiillerin
hedeflenen tiimorlere ulagsmasi ve kanser hiicresine daha fazla gegmesi saglanabilir. Bu
sayede sonug olarak terapotik bir etki olusturmak icin ihtiya¢ duyulan dozlar daha diisiik
olabilir. Nanopargaciklarin endositoz ile kanser hiicresine girebilecegi diisliniildiigiinde,
nano ilaglarin, ilaglart hiicrelerden digsar1 atmaktan sorumlu hiicre yiizeyi protein
pompalarini igeren goklu ilag direnci (MDR) mekanizmalar1 gibi sorunlar1 azaltabilecegi

diistiniilmektedir. (57) (Sekil 2.9)
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Sekil 2.8. Nanopartikiillerin endositoz yolu ile normal ve kanser hiicresi igine alimi
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2.4.2. Nanopartikiil Maruziyeti ve Toksisitesi

Olas1 meslek hastaliklar1 nedeni ile is saglig1 ve halk saglig1 agisindan 6nemli risk
faktorii olan nanomateryallerin = glinlimiizde kullanim sikli§i  olduk¢a artmis
bulunmaktadir. Maruziyet siiresine bagli olarak solunum yolu, agiz yolu ve deri yolu gibi
cesitli giris yollarindan girerek solunum, sindirim ve deri sistemlerine ve ayrica bobrek,
beyin, kalp gibi organlar1 da hedef alabilmektedir. (52,59,60) Bunlarin disinda saglik
alaninda tan1 ve teshis amacgli gorlintiileme yontemlerinde veya tedavi amagh

(iv/oral/dermal) kullanilmaktadir. (52,59,60)
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Sekil 2.9. Nanopartikiillerin giris yollar1 ve etkiledikleri baslica sistemler.

Inhale edilen nanopartikiiller burun ve yutaktan baslayarak akcigerlere kadar tiim
solunum sistemi boyunca dagilabilir, sistemik dolasima dahil olabilir, basta sinir sistemi
olmak {izere birgok organ ve sisteme ulagabilir. (60) Yapilan ¢alismalarda; havacilik ve
teknoloji sektoriinde kullanilan havada asili kalma 6zellige sahip islenmemis karbon
nanotiip (SWCNT ve MWCNT) formlarinin akcigerlere iletilme potansiyelinin oldukca
yiiksek oldugu rapor edilmistir. (61) Kan-beyin bariyerini gegen bazi nanopartikiiller
makrofajlar tarafindan cevrilerek yok edilirken bazilar1 fagosite edilemez, ortamda
mutojenik, proinflamatuvar ve genotoksik medyatorlerin salinmasina sebep olabilir. (62)
Bu siirecin gelismesinde 6zellikle partikiil boyutu énem kazanir. 100 nm boyutundan
biiylik partikiiller karaciger eliminasyonu nedeniyle organlara ulasamazken, 100 nm
boyutundan daha kiigiik nanopartikiiller ise havada ve ¢cevrede birikerek lenfatik dolagim,

kan dolasimi ve organlara daha fazla ge¢is yaptiklari gézlenmistir. (63) Nanopartikiillerin
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solunum yolu maruziyetleri sonucu amfizem, akciger kanseri gibi hastaliklar yani sira
parkinson ve alzheimer gibi noérodejeneratif hastaliklarin olusma riskinde artis olabilecegi
ile ilgili stipheler bulunmaktadir. (64,45) Yapilan in-vivo ¢alismalarda her ne kadar
nanomateryallerin GI epitel hiicrelerine gecisinin 6zellikle hiicrelerarasi siki baglantilar
(tight junction) nedeniyle limitli olabilecegi bildirilse de gerek sindirim sistemine giren
partikiillerin midebagirsak yoluyla kan dolasimina erisiminin ve boyuta bagli olarak
bagirsaktan absorbe edilmesinin miimkiin oldugu gerekse de deney hayvanlarinda yiiksek

doz gavaj1 takiben kemik iligi hiicrelerinde DNA hasarinin varligi tespit edilmistir.
(60,63,65,66)

Nanopartikiiller i¢in ti¢lincii 6nemli maruziyet yolu deri yoludur ve mesleki
maruziyet acisindan ¢ok Onemlidir. 1986 yilindan beri ¢inko oksit (ZnO) ve titanyum
dioksit (TiO2) gibi birgok nanopartikiil kisisel bakim {iiriinlerinin iiretiminde farkli
amaglar ile kullanilmaktadir. (67) Her ne kadar nanopartikiillerin deriden penetrasyonu
zor olsa da deri ozellikle kiigiik lipofilik molekiillerin gegisine miisaade eder. (68)
Ozellikle sag kokleri, yara ve lezyonlu bolgelerden partikiiller daha kolay
gecgebilmektedir. (60,62) Nanopartikiillerin atilimi biiyiik 6lgtide bobrek ve karaciger
tizerinden gergeklesir. Bobrek endotelyal bariyerinin fenestratasi (penceresi) oldukca
genis olmasina ragmen por ¢aplar1 daha kiigiik oldugu i¢in glomeriiler filtrasyon limitli
bariyer ozelligi gosterir ve 8 nm’den biiyiik partikiiller mekanik filtrasyon ile gegemez.
(69) Metal bazli nanopartikiiller i¢in bobrekten eliminasyon 5,5 nm ve alt1 i¢in uygundur.
(70) Boyut kadar partikiillerin yiizey dzellikleri ve yiikii de filtrasyonu etkiler. Ornegin;
giiclii negatif yiike sahip glomeriiler kapiler duvarlari ndtr ve negatif yiikli
nanopartikiillerin gecisine miisaade etmez. (69,71) Karacigerden eliminasyonda da
benzer sekilde nanopartikiil 6zelligi 6nemlidir. Hepatositler nanopartikiilleri safra
araciligiyla GI kanala iletir. Gerek hepatositler gerekse de kupfer hiicreleri endositoz ve
kimyasal veya enzimatik yolla partikiilleri degrade eder. Ancak, bahsi gegen hiicreler
tarafindan partikiillerin alinmasi kronik birikime ve toksisitenin indiiklenmesine sebep
olabilir. (71) Bilindigi tizere nanopartikiiller genis yiizey alanlari ile ¢esitli molekiillerin
absorpsiyonuna imkan saglamaktadir. (46) Ozellikle yiiklii, polar ve hidrofobik gruplara
sahip proteinler iyonik ve hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar1 olusturmaya
meyillidir. Protein korona olarak da isimlendirilen nanopartikiil protein arasindaki

dinamik yiizey kan plazma proteinleri ile etkilesim, partikiiliin kinetiginde degisim, yeni
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antijenik 6zellik olusumu, enzim aktivitesinde degisim gibi sonuglara sebep

olabilmektedir. (72)

Nanopartikiiller farkli hiicre ve dokularda toksik etki potansiyellerine bagli olarak
farkl1 yanitlara neden olabilir. Partikiillerin boyutu, miktari, yapisi, sekli, cokme derecesi,
kimyasal kompozisyonu, yiizey yiikii, yiizey alani, yiizey kimyas1 ve ¢oziiniirliigii gibi
fizikokimyasal parametreler toksik etkilerinden sorumludur. (48,46,62) Aglomerasyon ve
agregasyon (¢cokme), partikiil boyutu, kimyasal 6zelligi, yiizey yiikii ve sulu ortamdaki
hidrofobik etkilesimler gibi faktorlerle degiskenlik gosteren, partikiiller arasindaki ¢cekme
ve itme giiclerinin farkina bagli olusan kompleks bir olay olup nanopartikiil toksisitesi

tizerinde 6nemli rol oynar. (46)
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Sekil 2.10. Nanopartikiillerin kati toz olarak ve likit ortamdaki aglomerasyon ve agregasyon durumlart.
2.4.2.1. Sistotoksik Hasar Olusturma Potansiyelinin Tespiti

Glinlimiizde halen devam etmekte olan in-vitro sitotokisite calismalarinda;
nanaopartikiillerin hiicre duvari1 ve hiicre plazma membraninda hasar olusturdugu,
elektron transport sistemi ve aerobik solunum ile etkilesime girdigi, oksidatif stresi
arttirdig1, hiicre sinyal yolagini aktive ettigi, lizozomal membran hasarina neden oldugu,

fagositozu engelledigi ve kromozomal (genetik) hasar olusturdugu gosterilmistir. (63)

Sitotoksisite, hiicrenin gegici olmayan onarilamaz bozuklugu ve hiicre

aktivitesinin durdurulmasi seklinde tanimlanabilir. In-vitro sitotoksisite testlerinde, test
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maddesi uygulamasi sonrasi hiicre biiylime orani1 ve morfolojik 6zellikler degerlendirilir.
Genelde testlerde hiicrenin sayisi, biiyiimesi, hiicre membran biitiinligii ve genetik

materyal igerigi ve bunlarin tizerine etkileri 6lgtilmektedir. (73)

2.5. Kanser Hiicrelerine Karsi Kurkumin Nanoformiilasyonlarmn In-Vitro Etkinlik

Cahismalan
2.5.1. Polimerik Kapsiillii Kurkumin Nanopartikiilleri

Kurkuminin polimerle kaplanmasi yontemi, kurkumin biyoyararlanimini
arttirmak ve yikimini azaltmaya yarayan bir yontem olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde
kurkumin nanoenkapsiilasyon islemi i¢in dogal veya sentetik biyo ¢oziliniirlige sahip
molekiiller kullanilmaktadir. Ornegin; polivinil alkol ( PVA), polilaktik koglikolik asit
(PLGA) gibi sentetik ve chitosan gibi dogal polimerler kullanilmaktadir. (74-76) Cesitli
kanser tiplerinde yapilan c¢alismalarda, polimer ile kaplanmis kurkumin nano
partikiillerinin serbest kurkuminden daha fazla Oldiirici etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. (77-79) Ayrica polimer kapli kurkumin in kanser hiicreleri igine serbest
kurkumine gore daha fazla gectigi saptanmustir. (77,80) Calismalarda kullanilan
polimerik kapli kurkumin bileseninin ¢ap1 yaklagik 20 — 200 nm araliginda degismektedir.
(98)

2.5.2. Lipozomal Kurkumin Nanopartikiilleri

Degisik formlarda kullanilan lipozomlar, hidrofobik ve hidrofilik igeriklerine ve
etkilesim sahalarina gore ilaclarin hedef bolgeye ulastirilmasinda tercih edilen faydali
yontemlerden biridir. (81) Lipozomlarin hidrofobik tabakasi fosfolipit ve kolestrol
molekiillerinden olugmaktadir. Lipit temelli bu tasiyicilar kurkumin, resveratrol, orizanul
ve N-asetilsistein gibi suda ¢oziinmeyen kemopreventif ajanlarin hedef tiimor dokuya
ulastirilmasinda faydalidir. Yapilan ¢alismalarda, kurkumin yiiklii lipozomlarin prostat
kanseri hiicrelerini serbest kurkuminden daha fazla yok ettigi, esdeger etkinligin
saglanmasi ic¢in serbest Kurkuminin 10 kat daha fazla yiiksek konsantrasyonda
uygulanmas1 gerektigi saptanmustir. (82) Bu ¢alismalar lipozomal nanoformiilasyon
kullanilarak kurkuminin biyo yararlanimini ve hiicre i¢ine alimini arttirilabilecegini
desteklemektedir. (98) Cok sayida in-vitro g¢alismalarda lipozom temelli kurkumin
formiilasyonlarinin yiiksek anti kanser etkiye sahip oldugu gosterilmistir. (83,84) 6 farkli
insan pankreatik kanser hiicre hattinda, lipozomal kurkumin serbest kurkumine gore daha

fazla oldiriici etki gostermistir. (83)
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Kurkuminin diger anti kanser ajanlarla ayn1 lipozom i¢ine alinmasi giiniimiizde
gelistirilen yeni alanlardan birisidir. (85) Bu sekilde farkli anti kanser ilaglart sinerjistik
etkilerinden faydalanilarak anti kanser etkinin iyilestirilmesi ve saglikli hiicrelere yan
etkinin azaltilmasi saglanabilir. Kurkumin ve Cisplatin kombinasyonunun skuaméz
hiicreli kanser hiicrelerinde sinerjistik etki gosterdigi saptanmistir. Kurkumin ilag
direncini azaltirken Cisplatin ile beraber kullanildiginda daha fazla kanser hiicre
apopitozuna neden olmustur. (85) Calismalarda kullanilan lipozomal kurkumin

bileseninin ¢ap1 yaklasik 50 — 150 nm araliginda degismektedir. (98)
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Sekil 2.11. Kanser tedavisinde nano-kurkumin yaklagimlari

2.5.3. Micel Kurkumin Nanopartikiilleri

Polimerik migel; sivi soliisyonlarda hidrofobik bilesenlerin ¢oziiniirliigiini
arttiran amfifilik kopolimerlerden olusan makro molekiiler yapilardir. (86) Lipozomlar
cift katmanli lipit tabakadan olusurken migeller tek katmanli lipit tabakadan
olusmaktadir. Tasiyici sistem olarak tercih edilen polimerik migel uygulamasinin
avantaj1; hedef dokuya gecisin artmasi, dolagimda uzun siire durmasi, saglikli hiicrelere

yan etkinin az olmasi, ilag ¢oziiniirligli ve stabilitesinin iyilestirilmesidir. Giiniimiizde
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polimerik migel iiretimi icin ¢esitli biyo ¢oziiniirliige sahip biyo uyumlu amfifilik
kopolimerler kullanilmaktadir. (87,88) Calismalarda enkapsiilasyon yontemi ile
gelistirilmis migel kurkumin polimerlerin serbest kurkumin etkinligine gore siirekli ve
kararli salinima sahip oldugu ve daha etkin anti kanser aktivite gosterdigi saptanmaistir.
(89) Calismalarda kullanilan migel kurkumin bileseninin ¢ap1 yaklastk 5 — 10 nm
araliginda degismektedir. (98)

2.5.4. Kurkumin Nano-jel

[lag tasima sistemleri hidro-jel ve nano-jel formunda uzun siiredir
kullanilmaktadir. Nano-jel, hidro-jelin nano boyutunda formiiliize edilmis halidir. Her iki
form da siv1 ortamda yiiksek stabiliteye sahip ve benzer sekilde yiiksek su ¢ozintrligi
ozellikleri  gostermektedir. (90,91) 2012 yilinda yapilan bir ¢aligma; kurkumin ile
yiklenmis kitin nano-jelinin transdermal uygulama ile cilt kanseri tedavisinde
kullanilabilecegini gostermistir. (91) Kurkumin ile yiiklenmis kitin nano-jeli insan
melanom hiicrelerine toksik etki gosterir iken, insan fibroblast hiicrelerine daha az
toksisite gostermektedir. Yeni yapilan bir arastirmada, hidro-jel aerosol formda
mikrosferleri kullanilarak kurkuminin akciger dokusuna ulastirilabilecegi gosterilmistir.
(92) Bununla birlikte, esdeger miktardaki serbest kurkumin ile benzer anti kanser
aktivitesi bulunmustur. (93) Calismalarda kullanilan kurkumin nano-jel bileseninin ¢ap1

yaklasik 70 — 100 nm araliginda degismektedir. (98)
2.5.5. Siklodekstrin Kurkumin Kompleksleri

Kurkumin ve siklodekstrin kompleks molekiiliiniin kanser tedavisinde ki etkinligi
ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. (94,95) Siklodekstrinler, hidrofilik dis
tabaka ve lipofilik c¢ekirdekten olusan siklik oligosakkaritlerdir. (94) Yapist geregi
kurkumin gibi hidrofobik ilaglar kompleks molekiiliin merkez alanina yerlestirilir ve bu
sayede suda ¢ozintrliligi arttirilir. Siklodeskstrin kompleksi kurkuminin stabilitesini ve
biyoyararlanimini arttirirken yikimini ve saglikli hiicrelere olan yan etki 6zelligini
azaltmaktadir. (94) Yapilan ¢alismalarda siklodesktrin ve kurkumin kompleksinin serbest
kurkumine gore c¢esitli kanser hiicrelerine daha fazla sitotoksik etki gosterdigi

saptanmustir. (98)
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2.5.6. Diger Nanoformiilasyonlar

Nanoemulsiyon teknigi ile olusturulan kurkumin polifenol bilesenleri ayni sekilde
suda ¢ozlinlirligi arttirmak amaci ile kullanilmaktadir. Fakat bu konuda ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. (96,97) Kurkumin lipid nanoemulsiyonun ortalama gap1 47-55 nm dir.
Ote yandan 16semi hiicre hattinda yapilan bir ¢aligmada, kurkumin saliniminmn yavas
olmasi nedeni ile kurkumin nanoemulsiyon formunun serbest kurkuminden daha az
antikanser aktivite gostermistir. (96) Calismalarda kullanilan kurkumin lipid

nanopartikiillerin ¢ap1 yaklasik 100— 150 nm araliginda degismektedir. (98)

2.6. Kurkumin Nanoformiilasyonlarin In-Vivo Kaniti: Farmakokinetik ve tiimor

hacminin azaltilmasindaki etkinligi

Bobrekler tarafindan ilk gecis eliminasyonu esigi olan 10 nm’nin {izerinde ¢apa
sahip nanopartikiillerin kullanilmasi, nanopartikiillerin bobreklerden hizla atilmasini
engeller. (57) Ote yandan, tiimorlerde vaskiiler yataktaki endotel hiicreleri arasindaki
bosluklarin ¢ap1 yiizlerce nm olup, saglikli normal kapiller damardaki bosluklardan ¢ok
daha biiyiiktiir. Bu da 10-100 nm ¢apa sahip nanopartikiillerin saglikli dokuda daha az
birikip toksisitesinin azalmasina neden olurken tiimdr dokusunda daha fazla gecerek
birikmesine ve tiimore daha fazla antikanser aktivite gostermesine izin verir. (57)
Nanopartikiiller, fagositoz ve kanser hiicre i¢ine alinmasi yoluyla tiimor hiicrelerinde
birikirler. Nanopartikiillerin timor hiicrelerine alimi normal hiicrelere gore daha
yiiksektir. Bunun sebebi; kanser hiicrelerinin daha yiiksek metabolik aktiviteye sahip
olmas1 ve kanser hiicrelerinin, normal hiicrelere gore endositozu kolaylastiran
reseptorlere daha fazla sahip olmasidir.’” Kurkumin nanoformiilasyonlarinin in-vivo

farmakokinetigi, biyodagilimi ve etkinligi ¢esitli hayvan modellerinde calisilmistir.
(87,75,78,99)

Miirin ksenograftlerinde 24 giin sonunda intravendz olarak 5 mg/kg dozunda dis
yiizeyi pozitif yiikli kurkumin nanopartikiilii verilmesi ile hepatoselliiler karsinoma
tiimoriiniin bilyiimesi belirgin bir sekilde engellenmistir. (936 mm?® den 407.5 mm?3).
Arastirmacilara gore antitimor etkinliginin bir boliimii antianjiojenik etkiye baglanmistir.
(78) Intravendz kurkumin yiiklii migellerin kullanildig1 baska bir calismada (25 mg/kg
doz), cilt alt1 uygulanan C26 tipi kolon kanser hiicrelerinin in-vivo ortamda biiyiimesinin
engellendigi gosterilmistir. (87) Ciltalti pankreatik kanser hiicrelerinin verildigi

hayvanlarda polimerik kapsiillii kurkumin nanopartikiilleri (25 mg/kg/giin doz 3 hafta
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boyunca) uygulanmasiyla primer tiimor biiylimesi belirgin engellenmistir. Ayni
calismada kurkumin nanopartikiiliiniin Gemsitabin ile beraber kullanilmasiyla tlimor
biiyiimesinin daha fazla engellendigi gosterilmis ve in-vivo sinerjistik bir etki olabilecegi
ileri siiriilmiistiir. Ek olarak pankreatik kanser ksenograft modelinde sistemik metastaz
gelisimi belirgin bir sekilde engellenmistir. (101) Lipozomal kurkumin formunda
uygulanan nanopartikiillerin kullanildigi bir c¢alismada in-vivo tiimoriin voliimiinde
azalma ve kanser metastaz gelisiminde baskilanma elde edilmistir. Miirinlere intravendz
olarak lipozomal kurkumin formunda (40 mg/kg/giin doz haftada 3 giin) uygulanan
nanopartikiillerin pankreas kanseri biiyiimesini baskiladig1 gdsterilmistir. Bu ¢alismada
onemli bir toksisite olmadan ilacin iyi tolere edildigi gozlenmistir. (83) Kurkumin
nanoformulasyonu dogal kurkumine gore kullanim yoluna bakilmaksizin (oral,
intravendz veya intraperitonela enjeksiyon) daha fazla doz AUC-zaman egrisine sahip

oldugu gosterilmistir. (75,88,102,78,101)

PLGA ile kapsiillenmis kurkumin nanopartikiillerin serbest kurkumine gore daha
fazla yarilanma 6mriine sahipken serum diizeyleri ise iki kat daha fazla bulunmustur.®
Ayrica farelerde intraven6z uygulamayi takiben 60 dk sonra serbest kurkumine gore bin
kat daha fazla maksimum serum diizeyine ulastig1 gdsterilmistir. (75) Ornegin; 4mg/ml
tek doz kullaniminda kurkumin naopartikiilleri ile serumda 25 mikrogram /ml diizeyleri
elde edilirken ayni dozda verilen serbest kurkumin ile 0.02 mikrogram/ml serum
diizeyleri elde edilmistir. (75) Ratlarda 200nm partikiill ¢apmna sahip kurkumin
nanopartikiillerin 10mg/kg intravendz kullanimi sonrasi yarilanma zaman 18,6 saat ve
AUC diizeyi 3.3 mg/l/saat bulunmustur. (78) Serbest kurkumin verilmesi ile elde edilen
oranlar degerlendirildiginde yarilanma zamani nanopartikiile gore 50 kat daha diisiik
bulunurken AUC diizeyi 1.9 mg/l/saat (diisiik) bulunmustur. (78) Diger ¢alismalarda
serbest kurkumin verildikten sonra baslica karaciger, dalak, bobrek, akciger, kalp ve
timor dokusunda kurkumin bilesenleri saptanirken, micel formunda verilen
naopartikiillerin temel olarak tiimor bolgesinde biriktigi gdsterilmistir. Tlimor bolgesinde
ki birikimin 24 saat sonra bile saptanabilir miktarda oldugu gozlenmistir. (99) Benzer
sekilde deneysel meme kanseri yapilmis hayvanlarda 24 saat sonra dogal kurkumin
saptanabilirken, nano kurkuminin 25 giin sonra bile tiimor dokusunda saptanabilecegi

gosterilmistir. (102)

Nanopartikiiller ile yapilan tedavide bagisiklik sistemi 6nemli rol oynamaktadir.

Makrofajlar; dolagim sisteminde bulunan nanopartikiilleri ortadan kaldirirarak timor
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dokusuna ulagimini engelleyebilir. Benzer etkiye sahip myeloid kaynakli baskilayici
hiicreler (MDSC) ise kanser hastalarinin ¢cogunda yiiksek miktarda bulunmustur. Dolayis1
ile MDSC hiicrelerinin makrofajlar gibi nanopartikiilleri ortamdan uzaklastirmalari
kanserde nano tedavi yontemlerinin basta gelen en Onemli dezanvantaji olarak
distintilmektedir. (103) Sonug olarak; makrofaj klirensinin engellenmesinde ve
dolasimda bulunan nanopartikiil miktarlarinin arttiritlmasinda farkli nanoformiilasyonlar
gelistirilmistir. Ornegin; PEG kaplanmis lipozomal formulasyonlar mononiikleer
hiicrelerce fagositozu azaltilmis ve serumda daha uzun siire kaldig1 daha fazla antitiimor
aktivite gosterdigi saptanmustir. Ote yandan MDSC gibi bagisiklik sistemini engelleyen
ve kansere kars1 bagisiklik sistem yanitin1 baskilayarak kanserin biiylime siirecine katk1
saglayan hiicrelerin nanopartikiiller ile hedeflenmesi faydali olabilir. Ozellikle MDSC
gibi hiicrelere alinan nanopartikiiller antiinflamatuvar ve antiproliferatif etkileri ile timor

progresyonunu azaltabilir.

Kolorektal kanser hayvanlarin da yapilan bir diger ¢alisma da ise 40mg/kg
katyonik lipozomal kurkumin iv uygulamasiyla tiimor biiylimesinde %90 azaldig
gosterilmistir. (103) Katyonik kurkumin nanopartikiiliiniin  kullanildigr deneysel
karaciger kanseri hayvanlarinda 190 mg/kg iv uygulanmasi sonucu tiimor biiyiimesinde
%44 azalma oldugu saptanmustir. (78) Pankreas kanseri hayvanlarinda kurkumin
naopartikiiliiniin 25 mg /kg cilatalt1 uygulamasinda tiimor biiyiimesinde %50 azalma
saglanmistir. (100) Solid lipid nanopartikiil uygulanan akciger kanseri yapilmig
hayvanlarda ip uygulamasinda 200mg/kg uygulamasinda tiimor biiyiimesinde %65
azalma elde edilmistir. (105) Glioma hayvanlarda ip lipid nanopartikiil uygulamasinda
tiimor biiylimesinde %28 azalma elde edilirken ayni etkiyi elde etmek i¢in 30 kat daha
fazla serbest kurkumine ihtiya¢ oldugu gosterilmistir. (108)
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Tablo 2.3. Kurkuminin farkli doz nanoformiilasyon uygulamalari ile farkli tiim6r hacimlerinde ki

degisiklikler
Formulasyon Tiimér Tipi Tiimoér Véliimiinde Azalma Kullanim Yolu Ref.
Katyonik lipozom-PEG-PEI Kolorektal 40 mg/kg ile %90 | \Y [103]
kompleksi
Katyonik poli(butyl) Hepatik 190 mg/kg ile %44 | v [78]

siyanoakrilat nanopartikiilleri
N-isopropilakrilamid, Pankreatik 25 mg/kg ile %50 | SC [100]
VP ve akrilik asid

nanopartikiilleri

) ) Kolon ve 10 mg/kg veya 20 mg/kg ile %50 veya
Albumin nanopartikiilleri . v [104]
Pankreatik 60 |
Solid lipid nanopartikiiller Akciger 200 mg/kg ile %65 | 1P [105]
Lipozom Pankreatik 20 mg/kg ile %40 | 1P [106]
Lipozom Bag ve boyun 50 mg/kg ile %300 | v [57]
Polimerik migeller Akciger 25 mg/kg ile %50 | \Y [99]

%28 |; ayn1 etkiyi saglamak i¢in
Lipd-core nanopartikiilleri Glioma serbest kurkumin’ in 30 kattan daha 1P [108]

yiiksek dozda kullanilmasi gerekli

2.7. Piperin Nanoformiilasyonu ile Yapilan Calismalar

Kurkuminden farkli olarak piperin nanoformulasyonu ile yapilan ¢aligma sayist
daha azdir. Yeni yapilan bir calismada 172.5 nm c¢apinda elde edilen piperin
nanopartikiiliiniin 1y1 yiizey morfolojisine sahip oldugu ve partikiil ¢apinin standardize
edilebildigi gosterilmistir. (109) Ayn1 ¢alismada piperin nanopartikiiliiniin in-vivo
ortamda dogal piperinden 3,65 kat daha fazla biyoyararlanima sahip oldugu
gosterilmistir.  Biitin - bu  calismalar gbézden gecirildiginde tibbi  bitkilerin
nanoformiilasyonunun konvansiyonel bitkisel doz formalarindan daha fazla teropatik

potansiyeli oldugunu agikca gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Marka Alet ve Cihazlar
Hayat Insiilin Enjektorii 1mL
Labnet Vortex Karistirma cihazi

Penset ve Makas

Patoloji Numune Kab1 100 mL

Adventure Hassas terazi
Ohaus

Precisa Elektronik Terazi
BJ4100D

Argelik Buzdolabi (+4 °C)

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Marka Kimyasal

Patentli  Stok | Zein ile kaplanmig Kurkumin-

Soliisyon Piperin nanopartikiil 50 mL

Sigma-Aldrich | %10 Gluteraldehit solusyon

CO2 gazi

3.3. Kullanilan Yontemler

Tez c¢alismast  Yeditepe Universitesi Deneysel Arastrma  Merkezi
Laboratuvarinda yiiriitilmistiir. Ancak kullanilan patentli ajanin  nanopartikiil
karakterizasyonu ve iiretimi, Prof. Dr. Oguz Bayraktar ve arkadaslari tarafindan izmir
Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Eczacilik Fakiiltesi ve Izmir Yiiksek

Teknoloji Enstitiisii laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.
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3.3.1. Kurkumin ve Piperin Yiiklii Zein Nanopartikiillerinin Gelistirilmesi ve

In-vitro Karakterizasyonu
Deney maddesi

Hammaddeleri Hindistan {ilkesinden tedarik edilen zerdecal bitkisinden
(turmerik) Kurkumin, kararabiber bitkisinden ise Piperin bilesenleri ekstre edilmistir.
(110) HPLC analizinde kullanilan kurkumin ve piperin referans maddeleri ile orta
molekiiler agirliktaki zein maddesi Sigma Aldrich firmasi tarafindan tedarik edilmistir.
Ektraksiyon yonteminde kullanilan etanol sivisi ise Merck Darmstdat firmasi tarafindan
tedarik edilmistir. Tercih edilen uygulama yontemi (ip) nedeni ile patentli tiriinde ve daha
once yapilan in-vitro ¢alismalarda kullanilan {iriin igerigindeki chitosan kaplama islemi

bu ¢alismada tercih edilmemistir.
Kurkumin ve Piperin HPLC analizleri

Kurkumin ve Piperin maddelerinin enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesinde
kullanilan 6l¢tim analizleri; 33°C sicakhiginda ki, 262 nm ultraviyole goriiniir
spektroskopi detektorii ve pompa ile donatilmig ters faz HPLC (Thermo Scientific

Ultimate 3000) cihazi ile yapilmistir. (110)
Mikro ve Nanopartikiillerin elektrosprey yontemi ile hazirlanmasi

Nanopartikiiller IMKASAN marka elektrosprey cihazi kullanilarak
hazirlanmistir. Bu cihaz iki farkli s1vi1 tabakasini eszamanli olarak piiskiirtme islemi
yapabilmektedir. Calismada nanopartikiillerin ¢ekirdek ve kabuk yiizey olarak

sekillendirilmesi hedeflenmistir.

C\') High Voltage

Sekil 3.1. Elektrosprey aparatinin sematik figiirasyonu

29



Elde edilen tiriinde nanopartikiillerin ¢ekirdeginde kurkumin bulunurken kabuk

yiizeyini piperin ve biyopolimer zein olusturmaktadir. (110)

zein

curcumin

piperine
+
chitosan

Sekil 3.2. Kurkumin ve piperin nanopartikiillerin ¢ekirdek ve kabuk modeli

Akut Sistemik Toksisite deneyinde kullanilan stok soliisyonda ise 10 mg / ml kurkumin,
2 mg / ml piperin maddesi bulunmaktadir. Elde edilen kurkumin ve piperin
nanoformiilasyonu nun ortalama partikiil cap1 300 nm ¢apindadir. Akut Sistemik Tosisite
deneyi c¢alismasinda 25 mg/kg/doz kurkumin ve piperin nanopartikiilleri sistemik

uygulama yontemi kullanilarak (ip) farelere periton i¢in tek doz enjekte edilmistir.

Sekil 3.3. Kurkumin ve piperin yiiklii zein-chitosan nanopartikiil tirtini
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3.3.2. Calisma tasarim ve Deney Hayvanlari

Calisma tiirii olarak Akut Sistemik Toksisite Deneyi TS EN ISO 10993-11 Tibbi
Cihazlarin Biyolojik Degerlendirmesi- Sistemik Toksisite Deneyleri standartlarina uygun
olarak sec¢ilmistir. Calisma tasarimi asamasinda deneyden en az 5 giin 6nce saglikli, geng
eriskin 5 adet erkek fare laboratuvar kosullarina alistirilmistir. Daha sonra hayvanlar 5
ayr1 grupta tek tek olacak sekilde kafeslere yerlestirilmistir. Standartlarda belirtilen sartlar
dogrultusunda tipik olarak tek bir kemirgen tiirii olan fare kullanilmistir. Bu durum, tiirler
arasinda ki farkliliklarin kontrol altina alinmasini ve sadece calisma siiresiyle ilgili
degerlendirme yapilmasini kolaylagtirmistir. Akut sistemik toksisite deneyi 24 saat i¢inde
kullanilan deney numunesine bir defa maruz kalmadan sonra herhangi bir zamanda

meydana gelen ters etkileri gormek ve kaydetmek amaci ile tasarlanmistir.

Deney hayvanlarinin odalarinda ki sicaklik (22+/- 3) ve bagil nem (%30-70)
hayvan tilirline gére uygun olacak sekilde ayarlanmistir. Aydinlatma siiresi 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik seklinde ayarlanmistir. Beslenme amaci ile, sinirsiz icme suyu

ile birlikte standart ticari laboratuvar diyeti kullanilmstir.
3.3.3. Deney Kosullar:

50 mL hacmindeki Kurkumin-Piperin nanomolekiil stok soliisyon +4 °C derece
buzdolabindan ¢ikartilarak fizyolojik olarak kabul edilebilir oda sicakliginda
bekletildikten sonra homojen karisim saglamak amaci ile Vortex karigtirma cihazi ile
karistirllmistir. 3 dakika siire ile karistirilan deney numunesi 0,1 mL/ kg hacimli tek bir

doz seklinde periton igi (ip) uygulanmistir. Bu islem her bir fare igin tekrarlanmustir.

Doz belirlenmesinde, formiilasyonda bulunan 10 gr kurkumin / 2 gr piperin
nanomolekiiliin 50 mL lik stok soliisyon madde derisimi hesaplamasi (0,1 gr Kurkumin /
0,5 gr Piperin nanomolekiil) yapilmistir. Stok soliisyon madde derisimi hesaplandiktan
sonra uygulanacak gercek doza gecis yapilmistir. Her bir fareye 25mg/kg tek doz
uygulamast, en uygun uygulama yolu olan periton i¢i uygulama yontemi tercih edilerek

periton bosluguna enjekte edilmistir.
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Sekil 3.4. Deney numunesi stok soliisyon 50mL Sekil 3.5. 25 mg/kg/doz 0,1 mL ilag uygulama (ip)

Sekil 3.6. Ayri kafesler igerisine yerlestirilen BALB-C deney fareleri
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4.1 Klinik gozlemler

4. BULGULAR

Akut Sistemik Toksisite ¢alismasina yonelik gézlem siiresi standartlara gore 1

hafta olacak sekilde belirlenmistir. Calismada ki hayvan kaybini en aza indirmek amaci

ile gozlemler, erken donemde doz uygulamasi yapilan giinde her saat, diger giinlerde ise

giinde en az bir defa olacak sekilde yapilmistir.

Tablo 4.1. Klinik belirtiler ve gozlemler

Klinik gozlem Gozlemlenen Etkilenen sistemler
belirti
Solunum Normal nefes alma | MSS, Akciger, kalp

Motor hareketler

Normal hareket

MSS, duyusal, ndromiiskiiler, otonom

yetenegi
Konviilzyon Gozlenmedi MSS, otonom, noromiiskiiler
Refleksler Normal refleks MSS, duyusal, otonom, néromiiskiiler
Gozle ilgili Normal Otonom
belirtiler
Kardiyovaskiiler Normal ritim MSS, otonom, kalp, akciger
berlitiler
Salivasyon Normal Otonom
Piloereksiyon Normal kil yapisi Otonom
Analjezi Normal reaksiyon MSS, duyusal
Kas tonusu Normotoni Otonom

Gasrointestinal

Normal gaita, idrar,

beslenme

MSS, otonom, duyusal, mide barsak
hareketi, bobrek

Cilt

Normal

Doku hasari, irritasyon
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4.2. Viicut Agirhklar

Viicut agirhigi lgiimleri, doz verilmeden hemen once, doz verildikten sonra ilk ii¢

giin boyunca giinliik olarak ve deney sonu 7. giliniin sonunda yapilmustir.

Tablo 4.2. Farelerde gozlenen Viicut Agirligi Degisikligi

Baslangic 1.giin 2. giin 3. giin Deney sonu
No | Agirhg: Agirh@ Agirh@ Agirh@ Agirh@ (7.giin)
1 /29,64¢r 29,6 gr 29,7 gr 29,7 gr 30,1 gr
2 |2450r 24,5 gr 24,6 gr 24,6 gr 25,5 gr
3 (25,3 ¢gr 25,4 gr 25,5 gr 25,7 gr 26,0 gr
4 1294 gr 29,4 gr 29,6 gr 29,7 gr 314 qr
5 (27,30r 27,3 gr 27,4 gr 27,6 gr 28,0 gr

Viicut agirligi dlglimleri sonrasinda yasayan 5 farede; Deneysel Hayvanlarin
Otenazisine iliskin Avrupa Komisyonu Tavsiyelerinde belirtilen prensiplere uygun bir

Otanazi yontemi (CO.) tercih edilmistir.

4.3. Patoloji bulgular

Dokulardaki, organlardaki ve diger sistemlerdeki toksik etkileri arastirmak i¢in
hematoloji ve klinik kimya analizleri yapilmaktadir. Standartlara gore; akut sistemik
toksisite deneyi sirasinda klinik olarak gerek goriildiigiinde veya daha uzun maruz kalma
deneyi beklenmiyorsa patoloji bulgulari (klinik, anatomik, histolojik) dikkate alinmalidir.
Gros patolojik degerlendirmeler, viicudun dis ylizeylerinin, tiim deliklerin ve kranial,
torasik ve abdominal bosluklarin ve bunlarin igeriklerinin muayenesini icermektedir.
Hematoloji ve klinik kimya analizleri kan dokusu yetersizliginden ¢alisitlamamistir. Ote
yandan gruba ait beyin, karaciger ve bobrek yas organ agirlik degisimleri ve gros patoloji

bulgular1 degerlendirilmistir.
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Sekil 4.3. Bobrek dokusu

Sekil 4.4. Abdominal kavite

Sekil 4.5. Karaciger dokusundaki lezyon (KCs)
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Tablo 4.3. Yas Organ Agirligi

No:1

Agirhk

No:2

Agirhk

No:3

Agirhk

No:4

Agirhk

No:5

Agirhk

KC1

1,421 gr

KC:2

1,158 gr

KCs

1,234 gr

KC4

1,621 gr

KCs

1,095 gr

BO:

0,523 gr

BO:

0,449 gr

BO:s

0,421 gr

BO:

0,546 gr

BO:s

0,513 gr

BE:1

0,434 gr

BE:2

0,389 gr

BEs

0,434 gr

BE4

0,469 gr

BEs

0,494 gr
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser tiim diinyada giderek artan ve yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulan
hastaliklarin basinda gelmektedir. Kanser tedavilerinde siklikla karsilan sorunlardan
birisi; kullanilan ilaglara karsi direng gelisimidir. Diinyanin birgok iilkesinde eski
caglardan beri tibbi bitkiler ¢esitli hastaliklarin tedavisinde geleneksel olarak
kullanilmistir. Gelismekte olan iilkelerin kirsal bolgelerinde tibbi bitkiler tedavinin bir
pargasi olarak halen kullanilmaya devam edilmekte ve gelismekte olan iilkelerde yasayan
insanlarin %80’ i hastalik tedavisinde geleneksel tedavi yontemlerini tercih etmektedirler.
Kanser ilaglarinin gelistirilmesinde maliyet oldukca yiiksek olup yaklasik olarak 2 milyar
dolar1 bulmaktadir. Bu nedenle ucuz ve hizli gelistirme kaynaklarini en iyi alternatifi
dogal fitokimyasal kaynaklardir. Diinyada bulunan yaklasik 5 milyon bitki tiiriiniin

sadece %1’ i yeni bioaktif bilesik tespit etmek amaci ile arastirilmistir.

Tibbi bitkiler arasinda tedavide en sik kullaninlan Kurkumin’ in klinik kullanimini
engelleyen en 6nemli sorunlar ise; viicutta hizli yikimi1 ve suda ¢éziinememesine bagli
biyoyararlaniminin diisiik olmasidir. Bu sorun; kanser tedavilerinde yeni olmayip bu
problemlerin asilmasinda ¢esitli tedavi yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler iginde;
kurkumin in biyoyarlanimi arttirici 6zelligi olan piperin ile kombinasyonu, peptid
konjugasyonu, kurkumin analoglarinin sentezi ve kurkumin nanoformulasyonlarinin

gelistirilmesi bulunmaktadir.

Giiniimiizde bilimsel arastirmalarla kurkumin ve diger ilag kombinasyonlari
kullanilarak terapotik degeri ve biyoyararlanimi daha yiiksek, toksik etkileri daha az
bilesikler elde edilmeye c¢alisilmakta olup aktif biyolojik maddelerin ¢6ziinebilir
polimerler igine yerlestirilmesi islemi ile ilgili arastirmalar yogun olarak devam
etmektedir. Yapilan arastirmalar ilk 6nce dogal kurkumin bileseni ile yapilirken, giderek
nano formiilasyonlar ve dogal tasiyici sistemler itizerine odaklanmistir. Kurkumin
nanopartikiilleri ile yapilan ¢alismalar iimit verici olmakla birlikte bu ¢alismalarin ¢cogu
in-vitro deney ¢alismalaridir, klinik ¢alismalar ise halen devam emektedir. Ote yandan
yapilan ¢aligmalarda, kurkumin nanoformulasyonun etkinligi, stabilitesi, hiicre igine
gegisi ve biyoyararlanimi ile ilgili arastirma sonuglarinda ¢ogunlukla pozitif sonuglara
yer verilmistir. Lipozom, polimerik nanopartikiil, lipid nanopartikiil ve nanojellerin

kullanilmas1 hedef tiimdr dokusuna etkin miktarda kurkuminin ulastirilmasini saglamada
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ve kanser hiicrelerinin daha fazla yikima ugratilmasimi saglamada kullanilmaktadir.
Caligsmalarin ¢ogunda, kullanilan nanopartikiil kurkumin 100-200 nm ¢apinin etkin ve
giivenilir bir aralik oldugu gosterilmistir. Nanopartikiillerin insanlarda gozlenen yan
etkisi nedeni ile iligkili olarak bazi endiselerin bulunmasina karsin, biiyiik captaki
partikiillere kiyasla kii¢lik captaki nanopartikiillerin rahatlikla kisitli alanlara erisebilmesi
ozelligi genel olarak avantaj kabul edilmistir. Nanoenkapsiilasyon sistemleri bioaktif
maddeleri hedef kitleye tasimada ve kanser hiicresinin i¢ine alinmasinda etkili ve faydali
yontemlerdir. Ayrica stabiliteyi ve molekiil yapisin1 korunmasini da saglamaktadir.
Nanopartikiil yiizey alan ozelliklerinin; 6rnegin dis ylizey alanin elektiriksel yiik
Ozelligine sahip olmasi, nanopartikiillerin dagiliminda, saglikli hiicreler ve kanser
hiicreleri tizerinde bulunan toksik etkisinde Onemli rol oynamaktadir. Bu sebeple,
gelecekte yapilacak olan galismalarda kurkumin nanopartikiillerin spesifik protein ve
antikorlar ile daha islevsel hale getirilmesi antikanser etkinliginin arttirilmasinda biiyiik
rol oynayacaktir. Kurkumin ve piperin birlikte kullanildiginda piperin, kurkumin
biyoyararlanimi 20 kat daha arttirmakta, sinerjistik olarak antikanser etki gostermektedir.
Biyoyararlanim faydasi yanisira birbirinin etkisini sinerjistik arttiran iki bilesenin

nanoformiilasyonunun akut sistemik toksisitesinin degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.

Stok {irlin iiretiminde kullanilan elektrosprey yontemi, kurkumin gibi ¢oziintirligi
zay1f maddelerin enkapsiilasyonunda ve polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda sik
tercth edilen bir yontemdir. Elektrosprey yontemi ile elde edilen polimer
nanopartikiillerin ¢ap1 kullanilan polimerin cinsine bagl olarak 275-800 nm arasinda
degismektedir. Yapilan ¢aligmalarda partikiil cap1 500 nm altinda olan nanopartikiillerin
kan dolasiminda fagositozdan kacgabilecegi gosterilmistir. Boylece tedavi etkinligi
tyilestirilirken 1ihtiya¢ duyulan ila¢ dozu ve istenmeyen ila¢ yan etkileri
azaltilabilmektedir. Calismamizda kullanilan stok triin partikiil ¢api 300 nm olarak
belirlenmistir. Elektrosprey yontemi ile dis tabakaya yerlestirilen zein ve piperin
biopolimeri sayesinde stok iiriin igerisinde yer alan kurkumin maddesinin biyodagilim ve
biyoyararlanim 6zelligi arttirilmistir. Piperin ile yapilan kombinasyonunda ise kurkumin
emilimi daha da arttirrlmas: hedeflenmistir. Bir misir proteini olan zein ile yapilan
bilimsel ¢aligmalarin olumlu sonuglari enkapsiilasyon materyali olarak secilmesinde
etkili olmustur. Boylece kurkumin maddesinin dagiliminda fayda saglanmistir. Ote yandan
kurkumin maddesinin, nétral pH altinda ve 1s1ga maruz birakildiginda hizlica yikima

ugramasi gibi dezavantajlarina ragmen gelisitirilen zein biopolimeri kaplama teknigi ile
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bu olumsuzluk giderilmis ve ilacin 6 aydan daha uzun siire stabilitesini koruyarak uygun

sartlarda saklanabilecegi gosterilmistir.

Akut sistemik toksisite deneyi, istenen klinik yola akut maruz kalmadan
dogabilecek saglik tehlikeleri hakkinda genel bilgi saglamaktadir. Akut sistemik toksisite
calismasi, subakut / subkronik ve diger ¢alismalarda dozaj rejiminin belirlenmesinde ilk
adim olabilir ve istenen klinik maruz kalma yoluyla bir maddenin toksik etki sekli
hakkinda bilgi verebilir. Kullanilan deney tasarimina bagli olarak akut sistemik toksisite
deneyinin gozlem stiresinde, deney numunesi uygulanan hayvanlardan higbiri biyolojik
reaktivite goOstermemistir. Fareler arasinda; deney maddesinin dozu ile mortalite
tizerindeki etkileri, viicut agirligi artisi, yem tiiketimi, klinik gozlemler ve organ
agirliklart agisindan anlaml farklilik gériilmemistir. Farelere uygulanan kurkumin ve
piperin zein yiiklii nanopartikiillerin akut (25 mg / kg) sistemik toksisite ¢alismasinda
ilaca bagl toksisite tespit edilmedigi sonucuna varilmistir. Dolayist ile numune bu
deneyin gereklerini karsilamis olup deney maddesinin dozu ile davranigsal ve klinik
anormallikler saptanmamustir. Ote yandan, gros nekropsi bulgular1 degerlendirmesinde;
tek bir fare karaciger dokusunda tespit edilen bariz ilag lezyon varligi tespit edilmistir.
Farkliliklarin agiklanmasi ve toksik etkinin gosterilmesi amacina yonelik, daha kapsamli
yontemlerin kullanilarak hematolojik ve histopatolojik analizlerin degerlendirmesine

ithtiyag vardir.
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