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SEMBOLLER

C° : Celcius

g : Gram

h : Saat

mg : Mili grams

mL : Mili liter

nm: : Nanometre
rpm: : (round per minute)
MW:  : Molekiil agirlig
] :Beta

pL: : Mikrolitre

pM: : Mikromolar

¢ : Zeta potansiyel
ng: : Mikrogram

V: : Volt

t: : Zaman
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KURKUMIN YUKLU PLGA - DSPE HIBRIT
NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE IN VITRO ETKINLiGININ
INCELENMESI

OZET

Poly (D, L Lactic-co-Glycolic acid) (PLGA) biyouyumlu, biyobozunur ve FDA onayl1
bir biyopolimerdir. Bu polimer, emiilsiyon- solvent evaporasyon yontemi ile nano
miseller hazirlanmasinin kolay olmasi ayrica, hidrofobik ilaglarin tagmmmasi igin
elverigli olmasi ile diger biyouyumlu polimerlerden ayrilmaktadir. Kurkumin ise,
Curcuma longa rizomlarindan izole edilen, ¢ok sayida 6nemli biyolojik aktiviteye
sahip bir dogal bilesiktir. Bu biyoaktivitelerin arasinda ilk olarak kanser hiicrelerinin
kurkumin etkisiyle proliferasyonunun inhibe edilmesi ve apoptoza yoOnelmesi
gelmektedir. Buna ek olarak kurkuminin kemoterapi ilaglarinin indiikledigi direng ile
iligkili genlerin aktivasyonunu ve proteinlerin ekspresyon seviyesini diistirdigi
bilinmektedir. Bu proteinlerin ekspresyon seviyesini diigiirmek, kanser hiicrelerinde
ortaya ¢ikan kemoterapi direncinin gelismesini engellemeyi ve kemoterapi ilacinin
daha etkili hale gelmesini saglamaktadir.

Daha 6nce laboratuvarimizda yapilan PLGA nano-misellerine 125 pg/mL kurkumin
yiklemis ve uygulandigi kanser hiicrelerinde NF-kB seviyelerindeki degisim
incelemistir. Bu calismanin sonucunda kurkumin’in NF-xB seviyesini diisirmekte
basarili oldugu ancak PLGA nano-misellerinin bu proteinin tiim alt birimlerini etkin
sekilde diistirmek i¢in gerekli olan konsantrasyona ulagsamadig1 fark edilmistir. Bu
sorun iki sebepten kaynaklanmis olabilir. Kurkumin NF-kB’nin tiim alt birimlerinin
seviyesini diigiiremeyen bir bilesiktir veya PLGA’nin tasidigi kurkumin miktar: bu
etkinligi elde etmek yetersizkalmaktadir. Bu tez ¢alismasi ile amacimiz, PLGA nin
kurkumin tasimak ic¢in sahip oldugu hidrofobik kapasiteyi yine biyouyumlu ve FDA
onayl1 bir fosfolipit olan DSPE ile arttirmaktir. Bunun i¢in “Emiilsifikasyon- Solvent

Evaporasyon” ve “Film Olusturma—Rehidratasyon Yontemi” olmak iizere iki farkli



yontem ile PLGA-DSPE hibrit nano-miselleri hazirlandi, hesaplamali molekiiler
modelleme yontemleri ile polimer ve lipidin uyumu incelenmis ve fizikokimyasal
olarak karakterizasyonu tamamlandi. Ardindan kurkumin tasimak i¢in hidrofobik
kapasitesi gelistirilen PLGA nin bir kemoterapi ajani olan 5 — Flourourasil (5-FU)
kullanildiginda biyolojik etki agisindan iyilesme davraniglari in vitro olarak
incelenmistir. “Film Olusturma—Rehidratasyon Yontemi” yontemi ile hazirlanan
nanomiseller ile taginan kurkumin miktarinin 250 ug/mL’ye kadar yiikseldigi basarili
bir sekilde gosterilmistir. Kurkumin yiikli nano-misellerin fizikokimyasal
karakterizasyonu Dynamic Light Scattering (DLS) FT-IR, Differential Scanning
Chalorimetry (DSC) ve HPLC ile gerceklestirilmistir. DLS yontemi ile boyutu 120 nm
(sayica %) olarak tespit edilen nano-misellerde DSC ve FT-IR yontemleri ile
kurkumin’in basarili bir sekilde nano-partikiiliin ¢ekirdek kismina yerlestigi ve
DSPE’nin PLGA’nin tiim fonksiyonel gruplari ile etkilestigi tespit edilmistir. HPLC
yontemi ile olusturulan hibrit nano-miselin i¢inde tuzaga disiiriilen kurkumin
miktarinin yiizde enkapsiilasyon etkinligi (%EE) %92,006 ve yiikleme kapasitesi
(%DL) %7,301 olarak Olgiilmistir. Kurkumin’in hibrit nano-miselden salim
mekanizmasi incelenmis ve Korsmeyer—Peppas modelinin en uygun model oldugu
tespit edilmistir. Buna goére kurkumin’in hibrit nano-misellerden saliminin nano-
tastyicinin sismesine bagl olarak, difiizyon ile gergeklestigi ortaya ¢ikmistir. Elde
edilen optimize formiilasyonun stabilitesi yukarida bahsedilen analiz yontemleri ile,
cesitli ortam (oda sicakligi, liyoflizasyon sonrasi ve besiyerinde) ve cesitli siirelerde
incelenmis ve hazirlanan formiilasyonun yiiksek 6l¢ekte iliretim sirasinda pazarlamaya
uygun oldugu tespit edilmistir.

Tim bunlarla birlikte kurkumin yiikli DSPE-PLGA hibrit nano-miselleri igin
hesaplamali molekiiler modelleme ¢alismalari (kuantum kimyasal kiime modelleri ve
periyodik DFTB+ hesaplamalar1) gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak olusturulan
PLGA, DSPE ve kurkumin matriksinde kurkumin’in sadece DSPE veya PLGA ile
degil, her ikisi ile etkilesimde oldugu, DSPE’nin PLGA zincirlerini bir arada tutmakta
biiyiik etkisi oldugu ve ticlii sistemin birlikte oldukg¢a kararli bir sistem ortaya ¢ikardigi
tespit edilmistir. Bu sonug stabilite ¢calismalari ile uyumludur.

Son olarak 250 mg/mL kurkumin tasiyan optimize DSPE-PLGA hibrit nano-
misellerinin in vitro biyolojik etkisi LoVo insan kolorektal kanser hiicre hatt1 ve
saglikli kolon hiicre hatti CCD-1072Sk {izerinde incelenmistir. Bunun i¢in ncelikle

5-FU’nun ICso degeri 440.9 uM olarak hesaplanmis ve ilerleyen deneylerde 5-FU’nun
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bu konsantrasyonu kurkumin yiiklii optimize hibrit nano-miseller ile kombinasyon
halinde kullanilmigtir. Optimize formiilasyonun kanser hiicreleri iizerindeki apoptoz
etkisi akridin turuncusu (AO)/ etidyum bromiir (EB) ¢ift boyamasi, DAPI boyama,
floresan mikroskop incelemesi ve akis sitometrisi cihazinda Annexin V-FITC ve PI
boyama ile gerceklestirilmis ve optimize formiilasyonun apoptoz iizerindeki etkisi
serbest kurkumin’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bunu takiben
Western Blot yontemi ile apoptotik protein artisi incelenmistir. P53 proteininin, NP ile
5-FU kombinasyon uygulamasi sonucu olusan protein ekspresyon diizeylerinin
yalnizca NP uygulamasina kiyasla anlamli diizeyde yiliksek oldugu sonucu elde
edilmistir. Bununla uyumlu olarak kemoterapi ve hibrit nano-tastyicinin tasidigi
kurkumin’in kombine kullaniminda hiicre i¢i rekatif oksijen tiirleri (ROS) oranlarinda
anlamli artis gbzlenmistir. Son olarak optimize DSPE-PLGA hibrit nano-misellerinin
kurkumin’in hiicre i¢ine girisindeki etkisi incelenmistir.

Sonug olarak optimize DSPE-PLGA hibrit nano-miselinin PLGA’nin kurkumin
tagima kapasitesinin basaril bir sekilde iki katina ¢ikardigi tespit edilmis ve 5-FU ile
kombine tedavide kemoterapinin etkinligini arttirdigi tespit edilmistir. /n vivo
caligmalar ile hazirlanan optimize hibrit nano-formiilasyonun etkinligini incelemek
aragtirmanin bir sonraki basamag olarak tasarlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Nano ilag tastyici sistem, Polimerik misel, PLGA, Kurkumin,

Kolon kanseri, Kemoterapi



PREPARATION, CHARACTERISATION AND IN VITRO
EVALUATION OF CURCUMIN LOADED PLGA-DSPE HYBRID
NANO PARTICLES

SUMMARY

It is a very common method to use polymer and lipid structured biological materials
in the preparation of nano drug carrier systems. Poly (D, L Lactic-co-Glycolic acid)
(PLGA) is a biocompatible, biodegradable, and FDA-approved biopolymer. It is very
easy to produce nano-micelles from this polymer and is suitable for transporting
hydrophobic drugs, distinguishing it from other biocompatible polymers. Apart from
this, Curcumin is a natural compound isolated from the rhizomes of the Curcuma longa
plant, also known as turmeric, and has many important bioactivities for humans. It has
been reported that curcumin has cell cycle-inhibiting, proliferation-interfering, anti-
inflammatory and apoptosis-inducing effects on cancer cells. Among these
bioactivities, the inhibition of cancer cell proliferation and increase their tendency to
apoptosis are first. In addition, Curcumin is known to reduce the level of proteins
associated with chemotherapy resistance. Reducing the expression level of these
proteins prevents the development of chemotherapy resistance in cancer cells and
makes the chemotherapy drug more effective.

Our group had previously conducted many studies with PLGA nano-micelles, and in
one of them, they loaded 125 ug/mL Curcumin into the nano-micelle and examined
the change in NF-kB levels in cancer cells it administered. As a result of this study, it
was noticed that curcumin was successful in reducing the level of NF-kB, but the
amount required to reduce all subunits of this protein was insufficient. This problem
could be caused by two reasons. Curcumin is a compound that cannot reduce the level
of all subunits of NF-kB or the amount of curcumin carried by PLGA is too small to
achieve this effectiveness. Similarly, the reason why the in vivo activity of curcumin
is not found to be high enough is due to the insufficient bioavailability of the molecule
and consequently the molecule accumulates in the target area in too low amounts. In
order to fully measure the relationship between curcumin-loaded nanocarriers and

resistance, a high amount of curcumin must first be delivered to the target.



In this thesis, we tried to increase the hydrophobic capacity of PLGA to transport
curcumin with DSPE, which is a biocompatible and FDA-approved phospholipid. For
this purpose, PLGA-DSPE hybrid nano-micelles were prepared with two different
methods, namely "Emulsification-Solvent Evaporation" and "Film Preparation-
Rehydration Method" and their physicochemical characterization was completed.
Afterward, PLGA, with enhanced hydrophobic capacity for carrying curcumin, was
used with 5-FU, a chemotherapy agent, and the healing behaviors regarding biological
effects were examined in-vitro. It has been successfully shown that the amount of
curcumin carried by nano micelles prepared by the "Film Formation-Rehydration
Method" method increases up to 250 ug/mL. Physicochemical characterization of
curcumin-loaded nano-micelles was performed with Dynamic Light Scattering (DLS)
FT-IR, Differential Scanning Chalorimetry (DSC), and HPLC. It was determined that
curcumin was successfully encapsulated in the core of the nano-particle and DSPE
interacted with all functional groups of PLGA by DSC and FT-IR methods in nano-
micelles whose size was determined as 120 nm (number%) by the DLS method. The
percent encapsulation efficiency (%EE) of the amount of curcumin trapped in the
hybrid nano-micelle formed by HPLC method was measured as 92.006% and the drug
loading capacity (DL%) as 7.301%. The release mechanism of curcumin from the
hybrid nano-micelle was investigated and the Korsmeyer—Peppas model was found to
be the most suitable one. Accordingly, it was revealed that the release of curcumin
from hybrid nano micelles occurs by diffusion due to swelling of the nanocarrier. The
stability of the obtained optimized formulation was examined by the above-mentioned
analysis methods, in various media (room temperature, after lyophilization, and in the
medium) and at various times, and it was determined that the prepared formulation
was suitable for marketing during high-scale production.

In addition, Computational Molecular Modeling for curcumin-loaded DSPE-PLGA
hybrid nano micelles was performed with Quantum chemical cluster models, Periodic
DFTB+ calculations, and Molecular dynamics (MD) simulations. As a result, it has
been determined that curcumin interacts not only with each DSPE or PLGA
individually but with both, DSPE has a great effect on keeping the PLGA chains
together, and the triple system together creates a very stable system in the formed
PLGA, DSPE and curcumin matrix. This result is compatible with stability studies.
Finally, the in vitro biological effect of optimized DSPE-PLGA hybrid nano micelles

carrying 250 pg/mL curcumin was investigated on transfected LoVo human colorectal
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cancer cell line (LoVo-Luc) and Healthy colon cell line CCD-1072. For this, firstly,
the ICso value of 5-FU was calculated as 440.9 uM, and in further experiments, this
concentration of 5-FU was used together with optimized hybrid nano-micelles loaded
with curcumin. The apoptosis effect of the optimized formulation on cancer cells was
performed by Acridine orange (AO) / ethidium bromide (EB) double staining, DAPI
staining, fluorescence microscopy, and Annexin V-FITC and PI staining on flow
cytometry. The effect of the optimized formulation on apoptosis was statistically
compared to free curcumin and was found significant. Following this, apoptotic
protein increase and resistance-related beta catenin protein were examined by Western
Blot method. It was concluded that the protein expression levels of the mentioned
proteins resulting from the combination application of drug-loaded nanoparticles and
5-FU were significantly higher than the application of nanoparticles alone. In line with
this, a significant increase in intracellular reactive oxygen species (ROS) rates were
observed in the combined use of chemotherapy and curcumin carried by the hybrid
nanocarrier. Finally, the effect of optimized DSPE-PLGA hybrid nano-micelles on the
intracellular entry of curcumin was investigated.

As a result, It was determined that the optimized DSPE-PLGA hybrid nano-micelle
successfully doubled the curcumin carrying capacity of PLGA and increased the
efficacy of chemotherapy in combination treatment with 5-FU. Examining the
effectiveness of the optimized hybrid nano-formulation prepared by in vivo studies
was designed as the next step of the research.

Key Words: Nano drug delivery system, Polymeric micelle, PLGA, Curcumin, Colon

cancer, Chemotherapy



1. GIRIS ve AMAC

1.1 Problemin Tanim ve Onemi

Kolorektal kanser (KK), kansere bagli 6liim nedenleri arasinda oldukg¢a 6n siralarda
yer almaktadir. Oyle ki ABD’de ikinci, diinya genelinde ise iigiincii sirada en yaygin
rastlanir [1]. Kemoterapi, cerrahi tedavi ve radyoterapi ile kanserle miicadelede tercih
edilen temel terapotik yaklasimlardan biridir [2]. Ancak, kemik iligi, mide, bagirsak,
karaciger, bobrek vb. gibi saglikli dokulara zarar veren ciddi yan etkileri nedeniyle
mutlak bir basariya sahip degildir [3]. Ayrica, hiicresel toksisite ve ilag direnci gibi
cesitli smirlandirmalar1 da vardir . Buna ragmen KK hastalarinin sag kalimini
arttirmasindan dolay1 belirli kemoterapotikler siklikla tercih edilmektedir [4]. KK
tedavisinde kullanilan temel ila¢ olan 5-Fluorourasil (5-FU) yiiksek etkinligine
ragmen doza bagl toksisite gostermektedir ve ileri evre kemo-rezistant tiimorlerde
etkinligi snirhidir [5, 6]. Hedefe 6zgiil olmamasi ve diisilk plazma yar1 dmriinden
kaynakli olarak yiiksek doz 5-FU kullanimi kaginilmaz olarak doza bagli sistemik
toksisite ve ila¢ direncine neden olmaktadir [5].

Kanser arastirmalarindan ¢ikarilan genel sonuglardan biri, kanserin kombine tedavi
stratejilerinin, Ozellikle ilaclarin etki tarzlari farkliysa, monoterapi rejimlerine gore
giivenlik ve etkililikte dramatik iyilesme saglayabilecegidir [7, 8]. Ancak istenilen
etkinligin saglanabilmesi i¢in hedef molekiiliin tiimor bolgesine ulagmasi ve yiiksek
biyoyararlanim gostermesi gerekir. Kombine tedavilerde en sik tercih edilen terapi
tiriinleri bitkisel kaynakli dogal bilesiklerdir [9]. Bitkisel dogal bilesiklerden olan
kurkumin, zerdegal olarak da bilinen Curcuma longa bitkisinin en 6nemli etken
maddelerinden  biridir. Bununla birlikte, kurkumin’in  hidrofobik yapisi
biyoyararlaniminin zayif olmasina neden olur ve klinik etkinligini sinirlandirir [10].
Suda ¢ozilinilirliiglinin diisiik olmasinin yani sira oral alimda kurkumin’in gastro
intestinal sistem boyunca zayif emilim gostermesi, karacigerde yaygin ilk gegis
metabolizmasina ugramasi ve viicuttan hizli eliminasyonu serum konsantrasyonunu
hizla diistirtir [11, 12].

Nano ilag tasiyict sistemler (NDDS), hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglari
tasiyabilecek sekilde tasarlanabilir ve kararli yapilari sayesinde kanser tedavisinde
bliyiik potansiyele sahiptir [13]. Ancak, ilacin tiimor bolgesine ulasana kadar stabil
kalmasin1 ve hedef bolgeye en yiiksek miktarda ulasmasini saglayacak rasyonel bir

NDDS tasarimi1 yapilmalidir. Arastirmalar bu konuda yogunlagsa da KK tedavisinde
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kemoterapi ajani ile kombine olarak kullanilacak heniiz onaylanmig bir kurkumin
yiiklii nano tasiyict bulunmamaktadir. Mevcut NDDS tasarimlar1 ya yeterli doza
ulagamamakta ya da hiicresel toksisiteye neden olmaktadir [14-16]. KK tedavisinde
gelinen umut vaat eden gelismelere ragmen yan etki ve ilag direnci noktasinda yetersiz
kalinmasi saglig1 tehdit eden Onemli bir problemdir ve bu durumun NDDS ile

giderilmeye ¢alisilmasi 6nemli bir aragtirma konusudur.

1.2 Tez Arastirmasinin Amaclari

Kemoterapinin etkinligini artirmak, kemoterapdtik ajana bagli yan etkileri dnlemek
veya azaltmak i¢in adjuvan terapi stratejilerinin gelistirilmesi glindemdeki arastirma
konularindan biridir [8]. Cok sayida anti kanser ilacin, dogal bilesiklerle kombinasyon
tedavisi, uygulanan ilacin dozunu azaltarak ilaca karsi direnci ve ilag toksisitesini
hafiflettigi icin tercih edilmektedir. Bunun i¢in dogal iirlinlere ait ekstraktlar veya
bunlarin etken maddeleri zengin bir kaynak olusturmaktadir [7].

Nanoteknoloji glinlimiizde ilag molekdilleri ve diger terapdtik molekiillerin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerinden kaynaklanan dezavantajlar1  elimine etmek igin
kullanilmaktadir. NDDS, kurkumin gibi hidrofobik molekiillerin dagilimini ve
hedeflendirilmesini saglamasi ve anti-kanser ilaclarin yan etkilerini azaltmasi ile
kanser tedavisinde konvansiyonel yollara alternatif olarak umut vaat etmektedirler.
Kurkumin nano formiilasyonu, serbest kurkuminin aksine sulu ortamda kolayca
disperse olur ve in vivo ortamda belirgin bir terapotik etkinlik artig1 gosterir [12, 17-
19].

Bu dogrultuda kurkumin ve 5- FU’nun kombine kullanimimin kolorektal kanser
tedavisinde normalde kullanilan kemoterapi dozunu diistlirerek daha yiiksek anti-timor
etkinligi gostermesi amaglanmakta. Bunun i¢in viicut i¢inde dagilan ve timor
bolgesinde tutulan, hedef bolgede tutulumu arttiracak kurkumin yiiklii nanopartikiil
(NP) tasarimi yapilmistir. Bu sayede kullanilan kemoterapotik dozunun ve yan
etkilerinin azalmasi, kombinasyon uygulamasi ile sitotoksik ve apoptotik etkinin
artmasi amaglanmigtir.

Daha once yapilan g¢alismalarda PLGA nano-misellerine yiiklenen 125 pg/mL
kurkumin’in kemoterapi ajani tarafindan ekspresyonu arttirilan NF-kB’nin, P65
(RelA) alt birimini basarili bir sekilde inhibe ettigi ancak bu proteinin diger alt
birimlerinde herhangi bir degisiklige yol agmadigi gosterilmistir [16]. Bu gozlemin



sebebi iki kaynak olabilir. PLGA nin tastyabildigi 125 pg/mL kurkumin’in etkinligi
NF-«B’nin tiim alt birimlerini baskilamaya yetmemis olabilir veya bu proteinin diger
alt birimleri kemo-direng ile ilintili degildir. Kurkumin yiiklii nano misel ve kemo
direng iligkisini kesin olarak ortaya koymak i¢in yliksek doz kurkumin tasiyan
formiilasyonun hazirlanmasi 6nemlidir. Kurkumin aracili aktive olan ve kemo direng
ile iligkili ¢cok sayida yolak vardir ve bunlarin her birinin ileri in vivo ¢aligmalar ile
aydinlatilmasi elzemdir. Bu c¢alismanin amaci ise bu arastirmalarin yapilmasini
miimkiin kilacak biyouyumlu, biyobozunur, kontrollii ve hedefe yonelik salim yapan
stabil bir nano tasiyicinin ortaya konmasidir. Bu amag ile FDA onayli bir fosfolipid
olan 1,2-distearoiloil-sn-gliserol-3-fosfoetanolamin (DSPE) kullanilarak PLGA'nin
kurkumin tasimaya yonelik hidrofobik kapasitesi arttirilmistir. Bunun igin, iki farkli
yontemle PLGA-DSPE hibrit nano-miselleri hazirlanmistir; bunlar emiilsifikasyon-

solvent evaporasyon ve film hazirlama-yeniden siispansiyon yontemleridir.

1.3 Literatiir Arastirmasi

Giliniimiizde KK tedavisinde hem ileri hem de erken evrede en yaygin tercih edilen
ilag 5-FU’dir. Anti metabolit bir ila¢ olan 5-FU’in mekanizmasi, ilk olarak Wisconsin
Universitesinden Charles Heidelberger ve meslektaslar1 tarafindan aydinlatildi.
Tiimor dokularinin niikleik asit biyosentezi i¢in tercihen wurasil kullandigini
gozlemlediler ve bir fluorourasil analogunun, deoksiiiridin monofosfatin (dUMP)
deoksitimidin monofosfata (timidilat) doniisiimiinii bloke ederek tiimor hiicresi
boliinmesini engelleyecegini dogru bir sekilde one siirdiiler [20]. Bugiin bilindigi
tizere 5-FU, hiicresel yolaklarda degisiklik yaparak DNA hasarimi tesvik eden,
timidilat sentaz enzimini bloke ederek kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe eden bir
kemoterapotiktir [21].

Zerdecal ekstraksiyonundan izole edilen kurkumin’in in vitro ve in vivo olarak farkli
kanser tiirlerinde anti-kanser ve anti-inflamatuar 6zellikler sergiledigi bilinmektedir
[11, 22]. Uzak dogu iilkelerinde siklikla geleneksel kullanimi ile ilgili aragtirmalar
yapilmasinin yani sira, yapilan klinik ¢calismalar kurkumin tiiketiminin yiiksek oldugu
iilkelerde kanser vakalarmin daha diisiik oldugunu bildirmistir [23]. Ayrica
kurkumin’in yapilan ¢ok sayida ¢aligma sonucunda kemoterapi ve radyoterapinin
etkinligini arttirdigi, hastanin hayatta kalma siiresini iyilestirdigi [24], kemoterapi

ajaninin yan etkilerini azalttig1 ve saglikli hiicreleri kemoterapi kaynakli toksisiteden



korudugu vurgulanmaktadir [8]. Kurkumin’in bir kemoterapi ajani ile kombine halde
veya yiiksek dozda tek basina timoér hacmini kiigiilttiigli ve tiimoriin metastatik
Ozelligini azalttig1 gosterilmistir [25]. Bu olumlu sonuglar, arastirmacilar1 kolorektal
kanser tedavisinde kurkumin’in etkinligini degerlendirmeye yoneltmistir. Faz I ve II
klinik caligsmalari, kolon kanseri tedavi stratejilerinin bir pargasi olarak kurkumin
kullanimina iliskin umut verici sonuglar ortaya koymaktadir [26]. Bununla birlikte,
diisiik biyoyararlanima sahip bir bilesik olan kurkuminin klinik sartlarinda tam
verimlilikle uygulanmasi da mimkiin degildir. Bunun {istesinden gelmek igin
lipozomlar ve nanopartikiiller gibi, kurkumin’in biyoyararlanim ve etkinligini
arttiracak yenilik¢i uygulama yaklasimlari gelistirilmektedir [26, 27]. Nano partikiiler
bir kurkumin tasiyict sistem olan “Theracurmin” ile yapilan ¢aligmalar, membran
enkapsiilasyonunun, kurkumin gibi hidrofobik bilesiklerin suda ¢oziiniirliigiinii
artirarak biyoyararlanimi iyilestirebilecegini gostermistir. Dahasi, yapilan faz 1
calismalari, bu tedavi yaklasiminin toksik olmadigini ve pankreas kanseri olan
hastalarda serbest kurkumine kiyasla daha yiiksek biyodagilima sahip oldugunu
gostermistir [28, 29].

Kurkumin kanserde genel olarak, hiicrelerin apoptozu yeniden kazanmalarina
yardimci olur, ilag-hedef etkilesimini farkli seviyelerde modiile eder, proteinleri asirt
eksprese edildiginde tiimor hiicrelerinin hayatta kalma yollarim1 engeller ve farkli
direncli tiimorlerin hassasiyet kazanmasi i¢in alternatif bir yol ile ¢alisir [30]. Yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda kurkumin ve 5-FU’in birlikte kullanildig1 ¢ok sayida in
vitro ve in vivo ¢alismaya rastlanmistir [ 7]. Kurkumin’in kolorektal kanser tedavisinde
kemoterapinin etkinligini arttirdig1r ve ihtiya¢ duyulan ilag dozunu diisiirerek yan
etkileri azalttigt gosterilmistir [31-35]. Ayrica kurkumin’in cesitli ila¢ direnci
gelistirmis kanser tiirlerinde, ilaca duyarliligi arttirdigi gosterilmistir [34, 36].
Kurkumin NF-xB protein alt birimlerini zaman ve doz bagimli olarak inhibe
etmektedir. Ayrica insan MDR kanser hiicre hatlarinda mdr! geni ve P-gp proteini
aktivasyonunun artt1g1 ve kurkumin ile bu aktivasyonun inhibe edildigi bilinmektedir
[37]. Bu ilag direnci mekanizmasinin kurkumin tarafindan inhibe edilmesine, NF-xB
nin dogrudan mdrl geninin promoter bdlgesine baglanmasi ve mdrib gen

transkripsiyonunun engellenmesi neden olmaktadir [38].

10



2 GENEL BILGILER

2.1 Kanserlesme ve Tiimor Olusumuna Genel Bakis

Insan viicudu 100 trilyondan fazla hiicreden meydana gelmekte ve her giin bu
hiicrelerin milyonlarcas1 kontrollii bir bi¢imde yok edilmektedir. Hiicrelerin
proliferasyonu, sagkalimi ve farklilasmasi organizmanin kontroliinde regiile
edilmektedir. Organizmanin normal hiicrelerin kontroliiniin bozulmas: ile viicudun
belirli bir bolgesinde kanserlesme ortaya ¢ikmaktadir. Hiicrelerin DNA
eslesmesindeki hatadan kaynakli olarak kontrolsiiz ve anormal ¢ogalmasi ve normalde
apoptoza gitmesi gereken bu hasarli hiicrelerin ¢evre dokulara yayilmasi kanserin

temel karakteristigidir [1].

BuylUme sinyallerinde kendi BuylUme baskilama
kendine yetme sinyallerinden kagis
Fenotip plastisitesinin Epigenetik yeniden programlama

ortaya gikmasi (mutasyonel olmayan)
Hicresel enerji ‘ Immiin sistem
metabolizmasinin "4 yikimindan kagis
yeniden programlanmasi @
S
Hiicre 6lim |
mekanizmalarina =)
direng gelistirme
73, Yl
Genomik instabilite l@,
ve mutasyon
e Senesen;\\ Q ﬂ Polimorfik mikrobiyomlar

Yeni damar olugsumunu Invazyon ve metastazin
baslatma ve arttirma aktive olmasi

Sinirsiz gogalma ve
6limsuzIGgu ortaya
clkarma

TUmOor olusumunu
destekleyen Inflamasyon

Sekil 2.1: Kanserin ayirt edici karakteristik 6zellikleri [39, 40].

Tiim kanser hiicrelerinde ortak olan bazi ayirict 6zellikler, kanser hiicrelerini saglikli
hiicrelerden farkli kilmaktadir. Bunlar biiyiime sinyallerinde kendi kendine yetme,
bliylimeyi engelleyen sinyallere karsi duyarsizlik, apoptozdan kaginma, siirekli
anjiyogenez yetenegi, smirsiz replikasyon potansiyeli ile doku invazyonu ve
metastazdir [40]. Bunlara ek olarak immiin yikimdan kagis, inflamasyon, hiicre

yaglanmas1 ve hiicresel enerjinin serbest birakilmasi da kanser hiicrelerinin
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Ozelliklerine dahil edilebilir [39, 41] (Sekil 2.1). Kanserde giincel tedavi cerrahi
rezeksiyon, radyasyon, hormon tedavisi ve kemoterapidir. Kemoterapotik ajanlar,
kanserli hiicrelerin sinirsiz biiyiimesini engellemek i¢in sistemik olarak verilir [42].
Apoptoz, kontrollii hiicre 6liimiiniin ana mekanizmasidir, bu nedenle apoptoz / hiicre
Oliimiinii tetikleyen ajanlar, kanser icin terapotik olarak en umut verici adaylar olarak
goriilmektedir [43].

Kanser, goriilme siklig1 ve gelismis iilkelerde dahi 6nlenemeyen yiiksek mortaliteye
sahip olmasi ile glinlimiiziin en ciddi saglik sorunlarindan biridir. Kanser hastaliginin
tedavisinde onemli gelismeler yaganmis olsa dahi bu hastalik, bir saglik sorunu olarak
Oonemini devam ettirmektedir. Akciger, mide, kolon (kolon ve rektum kanserleri),
karaciger ve meme kanserleri, dnde gelen kanser 6liim nedenlerindendir [1, 44].
Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) bagl Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Kurumu
(ICRA) verilerine gore 2020°de kanser kaynakli 6liimlerin 9.9 milyon oldugu ve 19.3
milyon yeni vaka goriildiigi bildirilmistir [44].

Hiicreyi kanserlesmeye gotiiren pek ¢ok i¢ ve dis etmen vardir. Bu baglamda kanser
olusumu multi faktoriyel olup, bakteri, viriis, radyasyon, cevresel faktorler, beslenme
aligkanliklart gibi dig sebepler veya kalitimsal sebepler gibi birgok faktor kanser
olusumunda su¢lanmaktadir. Kanserlesmenin hiicre gen yapisindaki degisiklikler ve
replikasyonda olusan hatalar ile sekillendigi diisiiniilmektedir. Ancak kanser gelisimi
hiicrelerin kotii huylu hale geldigi ¢ok agamali bir siirectir ve zaman igerisinde ugradigi
birtakim degisiklikler ile meydana gelir. Bu durumu kanitlar nitelikte kanser
insidansinin yasla birlikte onemli 6l¢iide artmasi gosterilebilir. Bu da kanserlerin
cogunun yillar i¢inde kademeli olarak biriken ¢ok yolakli hiicresel anormallikler

nedeniyle gelistigi anlamina gelir [45].

2.1.1 Hiicre dongiisii bozulmasi

Hiicrenin prolifere olmasi yani boliinerek ¢cogalmasi olay1 yasamin devamlilig i¢in en
temel mekanizmadir ancak kontrolden ¢ikmasi durumunda kanserlesme gozlenir. Bu
durum anormal bir sekilde biiylimeye ve bdliinmeye baslayan tekil hiicrelerden
timorlerin  gelismesi yani tlimor klonalitesi olarak tanimlanir. Bu kontrol
mekanizmalariin  bozulmas1 genellikle genetik mutasyonlarin  birikiminden
kaynaklanmaktadir. Karsinojenler saglikli hiicrelerin DNA’larina zarar vererek onlari
oldiirtirken, DNA's1 hasar gormiis kanser hiicrelerinin anormal biiylimesine yol acar.

DNA hasarina yol agacak bir karsinojenle muamele sonrasi hiicre 1) hasar1 onarabilir,
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i1) kendisini apoptoza gotiirebilir veya iii) hasarli DNA’nin replike olmasi sonucu
kalic1 bir mutasyona ugrayabilir. Bu farkta iki 6nemli gen ailesi rol almaktadir. Bunlar
1) proto-onkogenlerin mutasyonu ile olusan ve normal hiicrelerin kontrolden ¢ikarak
kanser hiicrelerine doniismesine neden olan onkogenler ve ii) hiicre bdliinmesini,
DNA onarimini kontrol eden ve diizglin ¢alismadiginda kontrolden ¢ikarak kansere
yol acabilen tiimor baskilayict genlerdir [18]. Yani kanser olusumunun nedeni DNA
replikasyonunun ve/veya tamir mekanizmalarinin diizglin ¢alismamasi sonucu
hiicrelerde meydana gelen anormal biiyiime ve ¢ogalmadir. Devamli proliferasyon,
timoriin malign karaktere biirlinmesine yol acan progresif fenotipik Ozellikler
kazanmasini saglar. Malign kanser hiicresi ise klonal cogalma ile 6nce gevre dokulara
sonra da uzak dokulara yayilarak (metastaz) biiyiimeye baslar.

Hiicre dongiisii stiresi hiicre tiplerine gore farklilik géstermekle birlikte dort asamadan
olugsmaktadir. Bunlar sirasi ile hiicrenin sentez i¢in substratlarini arttirdigi G1 hazirlik
evresi, DNA replikasyonunun oldugu S sentez evresi, replikasyonun durdugu G2
evresi ve boliinmenin gergeklestigZi M mitoz evresidir. Hiicrenin GO dinlenme
evresinden G1 evresine gegmesine fizyolojik oldugu kadar patolojik uyaranlar da
sebep olabilir. Molekiiler olarak bu replikasyonun ger¢eklesmesi siklin bagimli
kinazlarin (CDK) aktive olmasi ve son noktada retinablastom (Rb) proteininin
fosforile olup hiicreyi G1’den S fazina geg¢irmesi ile miimkiindiir [48]. CDK
molekiilleri hiicre dongiislinii diizenlediginden dolayi, kinaz aktivitesini diizenleyen
genler hiicre dongiisiinii durdurucu sinyal iletimini saglayabilirler. Dongiiniin kontrol
noktalarinda durdurulmasi sayesinde genetik materyalin onarimina izin vererilir ve
ikincil hatalarin olugmasi Olenir. Bu kontroller proto-onkogenler veya timor
baskilayict genler (TBG) tarafindan saglanir ve bu genler arasindaki dengesizlik DNA
anormalliklerine veya kanser Onleyici proteinlerin sentezinde azalmaya sebep
olmaktadir. Proto-onkogenlerin onkogenlere doniisiimii ve TBG’lerin inaktif olmasi

kanserlesmeyi baslatir [46].

2.1.2 Kanser ve apoptotik sinyal yolaklari

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii olarak da adlandirilir, embriyonik gelisimde
kritik rol oynayan kontrollii bir siirecgtir [47]. Hiicre 6liim yolaklar1 arasinda 6zellikle
apoptoz, kanser arastirmalar1 igerisinde en ¢ok calisilan konulardandir. Nitekim
kanserde hiicre 6liimii ile hiicre boliinmesi arasindaki dengenin kaybolmasi ve normal

sartlarda 6lmesi gereken hiicrelerin bu sinyali alamamas1 s6z konusudur. Saglikl bir
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hiicrede normal gelisimsel sinyaller, stres sinyalleri ve hiicre siklusunun bozulmasi ile
apoptoz sinyali baglatilabilir. Apoptoz siirecinde karakteristik morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikler meydana gelir. Tiimor olusumu sirasinda; apoptozdan
kacan tek bir kanserli hiicre, saglikli hiicrelerden daha yiiksek bir oranda hiicre
boliinmesine maruz kalir ve kanser hiicreleri, kan dolasimindan daha yiiksek miktarda
besin ve oksijen kaynag tiiketir [48]. Genomik biitiinliik, hiicre homeostazinin ¢ok
onemli bir pargasidir. DNA hasarini takiben normalde hiicrenin apoptotik yola gitmesi
mutasyona ugramis ve kanserlesme ihtimali olan hiicrelerin ¢cogalmasini 6nler. Ancak
hiicre dongiisii ve apoptozda ikili rol oynayan proteinlerin susturulmasi hiicre dongiisii
kontrol mekanizmalarinin bozulmasina yol acar. Bu nedenle tiimor hiicreleri, sinirli
besin kaynagina ragmen boliinmeye devam eder ve ayrica bir¢ok tiimdr hiicresi, besin
miktar1 yeterli olmamasina ragmen apoptozdan kacar. Baslangicta saglikli dokuya
glikoz ve oksijen saglamak icin tasarlanmis damar sistemi, timor kiitlesinin
gereksinimlerini karsilayamaz [49].

Apoptoz iki ayri sinyal yolu ile; mitokondri bagimli (i¢sel) veya 6liim reseptorleri
(digsal) araciligryla baslatilabilmektedir. Igsel yolakta hiicre hasari ve strese kars
BCL-2 apoptotik protein ailesi mitokondriyal yolla kaspazlarla etkilesirken, dissal
yolakta hiicre yiizeyi 0liim reseptorleri yoluyla kaspaz aktivasyonu baglatilir [47].
Hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegini intraseliiler anti-apoptotik BCL-2/ pro-
apoptotik BAX orani énemlidir. Oliim reseptdrlerine baglanan ligandlar kaspaz-8’i
aktive ederek dissal yolu baslatirken mitokondriden salinan sitokrom C kaspaz-9 ve
kaspaz-3’ii aktive eder. Kaspaz-3 ise bircok ligandi parcalayan bir proteazdir ve
hiicreyi 6liime gotiiriir [50]. Morfolojik olarak apoptoz hiicre zarinda cepler olusmasi,
hiicre biizligmesi, apoptotik cisimcikler olusumu, kromatin yogunlagsmas1 ve DNA
fragmentasyonu ile karakterizedir.

Karsinogenezde apoptozun azalmasi veya apoptoz direnci énemli rol oynar. Bunu
meydana getiren mekanizmalar Ozetle pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein
dengesinin bozulmasi, kaspaz aktivasyonunun azalmasi ve oliim reseptdr sinyalinin
bozulmasidir. Bel-xL'nin asir1 ekspresyonunun, tiimor hiicrelerinde ¢oklu ilaca direng
fenotipi sagladig1 ve apoptozu &nledigi bildirilmistir. Ornegin kolorektal kanserlerde
Bax genindeki mutasyonlar yaygindir ve anti kanser tedavilere kars1 dirence katkida
bulunabilir [47].Timor proteini 53 (veya TP53) olarak da adlandirilan p53 proteini,
tiimor baskilayic1 gen TP53 tarafindan kodlanir ve en iyi bilinen tiimor baskilayic

proteinlerden biridir. Sadece apoptoz indiiksiyonunda yer almaz, ayn1 zamanda hiicre
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dongiisii  diizenlemesi, gelisimi, farklilasmasi, gen amplifikasyonu, DNA
rekombinasyonu, kromozomal ayrigmasi ve hiicresel yaslanmada da kilit bir
oyuncudur [51]. Hiicresel stres durumunda p53 proteini hiicre dongiisiinii durdurma
veya apoptoza gitme kararinmi verir. Nitekim bozulmus p53 aktivitesi kanserlesmeye
yol agar. p53 tlimor baskilayict genlerdeki kusurlar, insan kanserlerinin %350'sinden
fazlasiyla iliskilendirilmistir [52].

Kanser hiicrelerinin proliferasyonu, sagkalimi ve tedaviye diren¢ gelisimi noktasinda
yer alan bir transkripsyon faktorii ailesi de Rel / NF-kappaB (NF-xB) protein
kompleksidir. Okaryotik hiicrelerde bes farkli protein alt birimine (NF-
kB1(p105/p50), NF-«kB2 (p100/p52), c-Rel, RelB ve RelA (p65)) sahip bu
transkripsyon faktorii programlanmis hiicre 6liimiiniin de temel diizenleyicilerindendir
[53]. Bu diizenleyici rolii ile NF-kB dimerlerinin serbest kalarak ¢ekirdege gecmesi
niikleusta sitokinler, bliylime faktorleri, pro- ve anti-apoptotik proteinler ve hiicresel
adezyon molekiilleri gibi farkli genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesini saglar
[54]. NF-xB, hiicre dongiisii diizenlemede gorevli siklin D1 transkripsiyonunu aktive
ederek ekspresyonunu arttirir ve bu nedenle tiimor biiylimesi ile iligkilidir. Nitekim
NF-«B inhibisyonu siklin D1 ifadesinde azalma ile hiicrenin S fazina ge¢mesini
geciktirir. NF-«kB aktivasyonunun ise bazi kanser hiicrelerinde 5-FU gibi
kemoterapotiklere karsi intrinsik direng gelisimi ile sonuglandigi gdsteren caligmalar
mevcuttur [55]. Bununla birlikte, NF-kB aktivasyonunun inhibe edilmesi de
kemoterapotiklere hassasiyeti arttirir ve bu nedenle kemo direnci 6nlemede

inhibitorlerinin siklikla arastirilmasi s6z konusudur [24, 56].

2.1.3 Oksidatif stres ve kanser

Kanserlesme ve tiimor olusumu; DNA hasari, kalitsal genetik mutasyonlar, hormonlar
ve bagisiklik sistemi ile iligkili kosullar gibi i¢ faktorlerden kaynaklanabilir [45]. Baz1
kanser tiirleri ise biyomolekiillerin (lipid, protein ve DNA) oksidatif hasarina neden
olan serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi sonucu gelisir
[57]. Enflamasyon kanserlerin ¢ogunda 6nemli bir risk faktorii olarak bilinmektedir.
Bu durum ilk olarak 1863'te kanser dokularinda 16kositlerin varligin1 kesfeden Dr.
Rudolph Virchow tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Kansere yol acan inflamasyona neden
olan risk faktorlerinden bazilari sigara kullanimi, asbest, insan papilloma viriisii
(HPV), Helicobacter pylori, Hepatit B & C viriisii, Epstein-Barr virlisii ve strestir [58].

Serbest radikaller sadece hiicrenin niikleer ve mitokondriyal bilesenlerine saldirmakla

15



kalmaz, ayn1 zamanda lipitler ve proteinler gibi diger hiicresel bilesenlere de saldirirlar
ve oksidasyonuna neden olurlar [59]. Kronik inflamasyon nedeniyle, transdiiksiyon
basamaklar1 ve transkripsiyon faktorleri (6rn. NF-xB) degistirilerek yiiksek
seviyelerde ROS ve NO ara iirlinleri iiretilir [60]. TNF-a, AP-1, IL-1 ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin kronik inflamatuar kosullar altinda ekspresyonu farkli
yolaklara aracilik eder ve tiimor olusumunu destekler [61].

Antioksidanlar hiicreleri serbest radikaller olarak da bilinen kararsiz molekiillerin
neden oldugu hasara kars1 korurlar. Nitekim ana kaynagi diyet ile alinan vitamin ve
mineraller olan antioksidanlar sayesinde bagisiklik sistemine miidahale ederek kansere

neden olan oksidan molekiillerin hasar1 6nlenebilir [59].

2.1.4 Kanser diren¢ mekanizmalari

Kanserin tedavisinde kullanilan ilaglara karsi diren¢ kazandigini gosteren ilk ABC
proteini (ATP-baglayici kaset) 1976'da tanmimlanan P-glikoprotein dir. Insanlarda bu
protein MDRI1 geni tarafindan kodlanir. Bununla birlikte, P-glikoprotein’in asir1
ekspresyonunun olmadigi durumlarda da coklu ilag direnci gozlenebilir. Direng
olusumunun 6nemli bir sebebi de apoptoza veya diger 6lim yolaklarina hiicrelerin
gidisinin inhibe edilmesidir. Kemoterapdotikler stres yolaklarini1 ve PI3K (fosfotidil-3-
fosfat kinaz) veya ERKI1 (hiicredis1 diizenlenmis kinaz-1) gibi sagkalim yolaklarin
modiile ederek pro- ve anti-apoptotik proteinleri diizenler.

WNT sinyali, embriyonik gelisim ve yetiskin doku homeostazinda 6nemli roller
oynayan, evrimsel olarak korunmus bir sinyal iletim yoludur. Wnt ligandlarinin gesitli
reseptorlerine baglanmasi, farkli agsag: akis sinyal yollarini aktive edebilir. WNT / -
katenin sinyal iletimi (kanonik Wnt yolu), en iyi ¢alisilmis WNT yoludur. CTNNBI
geni tarafindan kodlanan B-katenin bu yolda merkezi bir rol oynar. Bu yolakta (-
katenin hem hiicre-hiicre yapismasinda hem de gen transkripsiyonunun
diizenlenmesinde rol oynayan c¢ift islevli bir proteindir. Hiicre zarinda, B-katenin,
epitel hiicre katmanlariin bakimi i¢in temel olan yapisik baglantiyr olusturan bir
protein kompleksinin parcasidir. Diizensiz WNT sinyali insan kanserlerine neden olur.
Artan sayida c¢alisma, yiilksek WNT sinyalinin kanser tedavisinde ila¢ direncine

katkida bulundugunu ortaya koymaktadir.
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2.1.5 Kanserde hedefli tedaviler

Kanserde, hastalar1 tedavi etmenin nihai amaci, tiimdriin biiylimesini ve hastaligin
yayilmasini kontrol etmektir. Kanserin patogenezi ve tedavisini anlamada énemli bir
ilerleme kaydetmemize ragmen, kanseri tedavi etmek i¢in mevcut geleneksel tedavi
rejimi son kirk yildan beri pek degismemis ve heniiz tam bir tedavi kesfedilmemistir.
Son zamanlarda arastirmalarin ¢ogu, kiigiik molekiillerin hedefli iletimi, yeni
antikorlarin kesfi, viral terapi ve anti-anjiyogenez ilact gibi hedefe yonelik tedavi ve
uygulamaya odaklanmistir. Bu teknikler, geleneksel kemoterapi ile iliskili zayif
¢cOziinlirlik, zayif gecirgenlik, hizli eliminasyon gibi problemlerin {istesinden
gelmektedir [62].

Hedef olmayan organlar1 koruyarak ve kanser hiicrelerini odldiirerek kiigiik
molekiillerin kanser dokularina/hiicrelerine verilmesini iyilestirmek icin Onemli
cabalar mevcuttur. Saglikli ve malign hiicre arasindaki yapisal, fonksiyonel ve
metabolik farkliliklar kanserde hedefli ilag tastyict sistem tasarlanmasinda kullanilir.
Tastyici sistemlerin, retikiilo endotelyal sistemden (RES) kaginarak ve ilacin timor
dokularinda lokalize olma sanslarini artirarak etkinliginin artacag diisiiniiliir. Ayrica
uzun bir siirede meydana gelen ila¢ salinimiyla, ilacin daha uzun siireli sistemik

dolasimda bulundugu gosterilmistir [63].

2.2 Kolon ve Rektum (Kolorektal) Kanserleri

Kolorektal kanser (KK) terimi, kolon veya rektumda baslayan kanserleri ifade eder.
Kolon ve rektum, gastro intestinal sistemin (GIS) kalin bagirsak olarak da adlandirilan
alt kisminda bulunur. Kolon, temel gorevi diskiy1 olusturmak, depolamak ve viicuttan
atilmasini saglamak olan uzun kanal seklindeki yapidir. Rektum ise kolonun son kismi
ile anal kanal arasindaki kisimdir. Kolon kanserleri ile rektal kanserler pek ¢ok ortak
ozellige sahip oldugu i¢in birlikte degerlendirilmektedir. KK yiiksek morbidite ve
mortalite riskine sahip bir tiir GIS kanseridir [64].

2.2.1 Kolorektal Kanser Epidemiylojisi, Etyolojisi ve Risk Faktorleri

KK, diinyada ve Tiirkiye’de rastlanma sikligi, morbidite ve mortalitesinin
yiiksekligiyle biiyiik 6neme sahip bir kanser tiiriidiir. Sekil 2.2, diinya ¢apinda en sik
goriilen ilk 10 kanser tiirli i¢in tahmini vakalar ve 6liimlerin oranlarini géstermektedir

(Sekil 2.2). Buna gore tiim kanser tiirleri arasindaki toplam o6liimlerin % 9.4°1 ve
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goriilen vakalarin %10’u KK kaynaklidir [46]. Diinya genelinde her iki cinsiyet i¢in
toplamda yilda 1.2 milyon yeni vaka ve yaklasik 600 bin 6liim rakamlari ile ti¢lincii
sirada yer almaktadir [64]. Yine ayni rapora gore KK’in tan1 konulduktan sonra 5 yillik
sag kalim orani diinya genelinde %64 olarak belirtilmistir. Her y1l yaklasik 150 bin
ABD vatandasina KK teshisi konmakta ve hastalarin yaklasik iicte biri hayatini
kaybetmektedir. Nitekim tiim kanser tiirleri arasinda ABD’de ikinci sirada en yaygin
6lim nedenidir. 2030 yilina kadar, diinya genelinde KK yiikiiniin %60 oraninda
artarak 2,2 milyondan fazla yeni vakaya ve 1,1 milyon Oliime ulasacagi
Ongoriilmektedir [1, 64, 65].

Insidans Mortalite
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19.3 Milyon Yeni 9.9 Milyon Oliim
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Sekil 2.2: 2020 verilerine gore en yaygin goriilen 10 kanser tiirlinde vaka ve 6lim
oranlariin dagilimi [46].

Kolorektal kanser gelisiminin altinda yatan etiyolojik faktorler ve patogenetik
mekanizmalar son derece karmasik ve heterojendir. KK olusumuna sebep olan
etmenler ve mekanizmalar, diyet ve yasam tarzi faktorleri ile kalitsal ve somatik
mutasyonlarin birikimi ile ortaya c¢ikan sendromlar1 igerir. Kanser tiirlerinin
etiyolojisinde genetik faktorler genellikle 6ne ¢iksa da KK vakalariin yalnizca
%10’luk kism1 genetik olarak aktarilir [66]. Yeni teshis edilen KK vakalarinin ¢cogu
sporadik form olarak smiflandirilir ve hastalifin olusumu ve gelisimi uzun vadeli bir
sirectir [67]. KK’in erken evresinde, tiimor genellikle mukus tabakasinin i¢inde veya
altinda bulunur. Bu nedenle 5 yillik sagkalim oram1 %80'in {izerindedir. Bununla
birlikte, lokal lenfatik metastaz ve uzak organ invazyonu, 5 yillik sagkalim oranin

%350 in altina diisiiren ileri KK'de rol oynar [68]. KK’de en 6nemli diyet ve yasam

18



tarz1 risk faktorleri arasinda doymamis yaglar ve kirmizi et agisindan zengin bir diyet,
toplam enerji alimi, asir1 alkol tiiketimi ve azaltilmig fiziksel aktivite oldugu

gorilmektedir [69].

KK insidansi yasla birlikte artar ve Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika'da daha
yiiksektir [70]. Teshis konma olasilig1, mutasyon maruziyet siiresine bagli olarak 40
yasindan sonra giderek artarken vakalarinin %90°1 50 yas ve iizerindeki kisilerde
gortliir [71]. Ancak son yillarda KK genglerde de, obezite, hareketsiz yasam tarzi, yag
ve protein agirlikli beslenme aligkanliklart ve sigara igme gibi faktdrler nedeniyle daha
sik teshis edilmektedir [72]. KK ig¢in genel risk faktorleri arasinda ayrica kalitsal
bagirsak polipozisi, kiside veya ailede KK 0Oykiisii, inflamatuar bagirsak hastaligi
Oykiist (iilseratif kolit veya Crohn hastaligi vb.), Streptococcus bovis bakteriyemi

Oykiisii ve tip 2 diyabet varligi gozlenmektedir [73].

2.2.2 Kolorektal kanser mekanizmasi / patofizyolojisi

Kisinin yasami boyunca bagirsak duvarinin mukozal yiizeyindeki epitel hiicrelerinde
olusan genetik degisiklikler belirli bir siire ve dozda maruziyet sonunda kanserlesmeye
sebep olabilmektedir. KK, ¢ok sayida genetik mutasyonun normal hiicre siire¢lerini
degistirdiginde ve hiicrelere malign proliferatif, istilaci ve metastatik ozellikler
verdiginde kolon veya rektumun epitel hiicrelerinde ortaya ¢ikar. Mensei bir kok hiicre
veya kok hiicre benzeri hiicreden kanserlesme gozlenir ve bir polipten koken alir.
Siire¢ anormal bir kript ile baslar, ardindan neoplastik bir oncii lezyona (bir polip)
doniisiir ve sonunda tahmini 10-15 yillik bir siire icinde kolorektal kansere ilerler. Bu
kanser kok hiicreleri, tiimor baskilayic1 genleri etkisiz hale getiren ve onkogenleri
aktive eden genetik ve epigenetik degisikliklerin ilerleyici birikiminin sonucudur. KK,
iyl huylu polipler olusturmak iizere kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan kolon epitelinin
hiicre morfolojisindeki degisikliklerle baslar. Yavas yavas, atipik bir hiperplastik ileri
adenoma doniisiir ve epitelyal yap1 ve fonksiyon kaybina neden olarak invaziv bir
tiimor olusturur [74]. KK’in dncii lezyonlari olan tiibiiler ve villoz tip adenomlardan
sporadik KK’lerin %95°1 gelismektedir ve malignant hale doniismeleri i¢in uzun yillar
gerekmektedir [75].

Yasam tarz1 ve ¢evresel risk faktorlerinde aydinlatilmasi gereken kisimlarin aksine,
KK’de kalitsal yatkinligin altinda yatan spesifik gen kusurlarinin belirlenmesinde

onemli ilerleme kaydedilmistir. Bu molekiiler hatalar iki tiirde olabilir: onkogenlerin
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yeni veya artan fonksiyonuna yol acan degisiklikler ve tiimor baskilayic1 genlerin
fonksiyon kaybina yol acan degisikliklerdir [76] (Tablo 2.1).

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biliylimesine, birincil tiimor kiitlesinin olusumuna ve
vaskiilarizasyona yol acar. Ilerleyen evrelerinde kanser hiicreleri, kan ve lenf yoluyla
primer lokalizasyonlart disinda ikincil tiimdrlerin olusabilecegi viicudun diger

bolgelerine yayillmaya (metastaz) baslar [77].

Tablo 2.1: KK'de onkogen ve tiimdr baskilayici genlerde goriilen bazi tekrarlayan
somatik mutasyonlar [76].

Gen Mutasyon Cesidi Goriilme Sikhig:
Onkogenler
KRAS Nokta mutasyon (12. 13. 61. kodon) %40
NRAS Nokta mutasyon (12. 13. 61. kodon) < %5
PIK3CA Kinaz aktivitesini baslatan nokta mutasyon %15-25
BRAF Kinaz aktivitesini baglatan nokta mutasyon % 5-10
EGFR Gen amplifikasyonu % 5-15
CDK8 Gen amplifikasyonu % 10-15
CMYC Gen amplifikasyonu % 5-10
CCNEI1 Gen amplifikasyonu %5
NEU(HER?2) Gen amplifikasyonu < %5
MYB Gen amplifikasyonu <%5
Tiimoér Baskilayic1 Genler
p53 Nokta mutasyon, allel kayb1 % 60-70
APC Cerceve kaymasi, nok‘{(aagi)litasyon, delesyon, allel 9% 70-80
FBXW7 Anlamsiz ve kayip mutasyon, delesyon % 20
PTEN Anlamsiz mutasyon, delesyon % 10
SMAD4 Anlamsiz mutasyon, delesyon, allel kayb1 % 10-15
SMAD2 Anlamsiz mutasyon, delesyon, allel kayb1 % 5-10
SMAD3 Anlamsiz mutasyon, delesyon % 10-15
TGFB11R Cerceve kaymasi, anlamsiz mutasyon %5
TCF7L2 Cerceve kaymasi, anlamsiz mutasyon % 10
ACVR2 Cerceve kaymasi % 5

2.2.3 Kolorektal kanserde teshis ve tedavi

Kanser karmasgik bir hastalik siirecidir ve tek bir tedavisi yoktur. Tedavinin yonetimi,
tiimoriin yeri ve evrelemesine ayrica hastanin genel durumuna baglidir. Giinlimiizde
cerrahi rezeksiyon, klinik olarak ozellikle erken evrede KK i¢in hala ana etkili
tedavilerden biridir. Bununla birlikte, ilerlemis KK’de cerrahi rezeksiyon, radyoterapi
veya kemoterapiye yardimei olmak i¢in kullanilir [78, 79]. Bu tedavi yaklagimlari, tek
basina veya diger tedavi yontemlerinin kombinasyonu seklinde uygulanabilir.

Cerrahi rezeksiyon en etkili tedavi yontemi olsa da tam bir ¢ikarma olup olmayacagi
sorgulanmistir. Ayrica bazi timor kitlelerinin ulagilamayacak derinlikte bolgelere

yerlestigi i¢in c¢ikarilmast zordur [80]. Radyoterapi sadece kanser hiicrelerini
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6ldiirmekle kalmaz, normal hiicrelere de zarar verir [79]. Kemoterapinin en biiyiik
dezavantaj1 ise kanser hiicrelerine ulasan ila¢ miktarinin tiiméri kiigliltme veya yok
etmede yetersiz olmasi ve sitotoksik bir ilag olarak saglikli hiicreleride etkilemesidir
[77]. Bunun disinda, degistirilmis biyotransformasyon ve biyo-dagilim, kemoterapotik
ilaclara kars1 direng gelisimi, toksisite ve ilag klirensi ile ilgili sorunlar da s6z
konusudur [52, 77]. Kemoterapi, cerrahi tedavi ve radyoterapi ile kanserle miicadelede
tercih edilen temel terapotik yaklasimlardan biridir ancak kemik iligi, mide, bagirsak,
karaciger, bobrek vb. saglikli dokulara zarar veren ciddi yan etkileri nedeniyle sinirh
bir basartya sahiptir. Bu yan etkilere ragmen KK hastalarmin sag kalimim
arttirmasindan dolay1 belirli kemoterapoétikler klinisyenler tarafindan siklikla tercih
edilmektedir [81].

Mevcut kilavuzlarda ileri evre KK hastalarinda 5-FU’e diren¢ gelisimi ve tedaviye
cevabin azalmasindan oOtiirii Oksaliplatin (Eloxatin), irinotekan (Camptosar) ve
kapesitabin (Xeloda) gibi daha yeni kemoterapotiklerle veya Lokovorin vitamini ile
kombinasyon protokolleri uygulanarak kemoterapi biiylik Olciide ilerletilmistir.
Bununla birlikte bevacizumab ve setuksimab gibi monoklonal antikorlarin ortaya
cikmasi da tedavi segenklerini arttirmaktadir [42]. Anjiyogenezi hedef alan bir anti-
VEGF monoklonal antikoru olan Bevacizumab, metastatik kolorektal kanserinde
onaylanan ve bu tiir kansere sahip tiim hastalara fayda sagladig gosterilen ilk biyolojik
ajandir. Daha sonra, diger kemoterapi protokollerine bevacizumabin eklenmesinin
sagkalimi iyilestirdigi gosterilmistir. Daha sonra metastatik KK’li hastalarda kullanimi

onaylanan diger anti-VEGF ajanlar1 arasinda aflibercept ve ramucirumab yer almistir.

2.3 Kolorektal Kanserin 5- Flourourasil (5-FU) ile Tedavisi

Kolon ve rektum kanserleri yiiksek insidansi ve mortalitesi nedeniyle bilim insanlari
tarafindan giincel tedavi yaklasimlari aranan bir kanser tiiriidiir. Gilinlimiizde KK
tedavisinde 5-FU siklikla kullanilmakla birlikte yaygin goriilen yan etkilerinden ve
karsilagilan ilag direncinden dolayr yeni tedavi arayislar1 devam etmektedir. Cesitli
sistemik kombine kemoterapi protokolleri ile mevcut yanit orant %50'ye ulagsa bile

cogu hasta 3 ila 12 ay i¢inde direng gelistirir [82].

2.3.1 Kemoterapi ajani1 5-FU’nun etki mekanizmasi

Gilinlimiizde kolorektal kanser tedavisinde hem ileri hem de erken evrede en yaygin

tercih edilen antimetabolit ilag, bir urasil analogu olan 5-Flourourasil (5-FU) dir [21].
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Metastatik kolorektal kanser tedavisinin yani sira bagka tiir kanserlerde de tek basina
veya bagka kemoterapdtikler ile kombinasyon halinde kullanilir [83, 84]. 5-FU, S
fazinda aktif bir kemoterap6tik ajandir nitekim hiicreler GO veya G1 fazinda iken
higbir aktivite gostermez. Hiicresel yolaklarda degisiklik yaparak DNA hasarin1 tesvik
eder ve metaboliti olan 5-florodeoksiliridin monofosfat (FAUMP) araciligiyla timidilat
sentaz enzimini bloke ederek kanser hiicrelerinin biiyliimesini inhibe eder [85].
FAUMP, timidilat sentetaz ve 5,10-metilen tetrahidrofolat ile kovalent bir iticlii
kompleks olusturur. Kanserde 5-FU tedavisinin, FAUTP 'nin (Fluorodeoksitiridin
trifosfat) DNA'ya yanlis baglanmasi nedeniyle S fazi sirasinda DNA hasarina,
ozellikle ¢ift sarmalli kopmalara neden oldugu bilinmektedir.

5-FU, timidin fosforilazin (TP) etkisiyle 5-florourodeoksiiiridin'e (5-FUdR)
dontstiirtiliir. 5-FUdR daha sonra timidin kinaz (TK) tarafindan 5-florodeoksiiiridin
monofosfata (5-FAUMP) doniistiiriiliir. 5-FAUMP, timidilat sentaza (TS) baglanmak
i¢in deoksiliridin monofosfat ({UMP) ile rekabet ederek DNA sentezini inhibe eder.
Orotat fosforibosiltransferaz (OPRT) ile 5-fluorouridin monofosfata (5-FUMP)
metabolizmasini ve ardindan 5-fluorouridindifosfat yoluyla 5-fluorouridin trifosfata
(5-FUTP) doniisiimiinii iceren bir yol araciligiyla RNA sentezini, islenmesini ve
islevini inhibe eder. Ardindan 5-FU, dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) tarafindan

baslatilan sirali enzimatik adimlarla katabolize edilir ve etkisiz hale getirilir [86].

2.3.2 5-FU tedavisinin yan etkileri

Anti-kanser ajanlarin genel yan etkilerinin yani sira, 5-FU kullanan hastalarda
hepatotoksisite, gastrointestinal toksisite, miyelosupresyon ve genotoksisite oldukga
stk gozlenmektedir. Kemoteraptik ajan 5-FU alan hastalarin  ligte birinde
gastrointestinal toksisite nedeniyle yasami tehdit eden ishale rastlanmistir. Neticede 5-
FU dozuna bagli toksisiteyi azaltmak i¢in yeni terapdtik stratejilere ve kombine tedavi

protokollerine ihtiyag vardir.

2.3.3 S5-FU ve ilac direnci

Kanser yasami tehdit eden ve mevcut tedavilerin yetersiz kaldigi bir hastaliktir.
Hedefli kanser tedavileri ile biiyilik ilerlemeler kat edilmis olsa da halen pek c¢ok
onlenemeyen advers etki ve ilag direnci olusumu izlenmektedir [ 13]. Kolon kanserinin
kemoterapotikler ile tedavisinde, etkinliinin Oniindeki en onemli engel hastalarin

ilaca kars1 gelistirdigi direnctir. Nitekim 5-FU bazli kemoterapi rejimleri, ilerlemis KK
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vakalarinin yalnizca %10-16's1 i¢in terapotik olarak etkilidir [79]. Kanser hiicrelerinin
belirli bir ilaca direnci kismen apoptoza direncinden kaynaklanmaktadir. 5-FU’in
antikanser etki mekanizmasi da apoptozu indiiklemesidir [48].

Niikleer faktor kappa B (NF-«xB), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 reseptorii (IGF-
IR), insan epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), siklooksijenaz-2 (COX-2),
sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT 3), kromozom 10°da silinen
fosfataz ve tensin homologu (PTEN), timidilat sentaz (TS) overekspresyonu vb gibi
baz1 molekiiller ve genler kanser hiicrelerinin 5-FU'ya karst kemo direnci ve
duyarliligr ile iligkilidir [83]. Bu molekiillerin ve genlerin ifadesinin kanser
hiicrelerinde aktivasyonu, 5-FU’ya uzun siireli maruziyet ile artacak veya azalacaktir
[35]. Neticede 5-FU dozuna bagh toksisiteyi ve ila¢ direncini azaltmak i¢in yeni
terapotik stratejilere ve kombine tedavi protokollerine ihtiya¢ vardir [21, 87].
Epitelyal-mezenkimal gecisinde (EMT) KK’in 5-FU'ya direnci ile iligkili oldugu rapor
edilmistir. EMT, tiimor hiicrelerinin etrafinda, yani lenf damarlar1 ile kan damarlari
arasindaki baglantinin etrafinda meydana gelir ve tiimor hiicrelerinin lenf damarlarina
veya kan damarlarina veya uzak organlara yayilmasina katkida bulunan parakrin yolu
ile yeniden olusturulur. EMT ilerlemesinin, WNT sinyal yolu tarafindan indiiklendigi
bilinmektedir [88]. Literatiirde in vitro kurkumin uygulamasinin WNT proteinleri
TCF-4 ve Axini asagi regiile ettigi gosterilmistir. Ayrica timor hiicrelerinin epitelyal
iligkili genleri olan E-cadherin ve B-katenin de doza baglh bir sekilde asag: regiile
edilmistir. Bu veriler, kurkuminin WNT sinyal yolunu O6nemli Olgiide

engelleyebilecegini ve EMT ilerlemesini tersine ¢evirebilecegini gostermektedir [89].

2.4 Kanserde Bitkisel Tedavi

Bitkisel kaynakli dogal bilesikler pek c¢ok terapdtik kullanim alaninin yaninda kanser
tedavisinde de onemli bir kaynak olarak goriilmekte ve arastirilmaktadir. Nitekim
2010 yilina dek onay almis kiiclik molekiillii anti kanser ilaglarin yalnizca %20,2'si
sentetik kategorisinde simiflandirilirken geri kalanlar dogal {iriindiir veya dogal
kaynakli etken maddeler 6rnek alinarak gelistirilmistir [9]. Kanser tedavisinde her
evrede tedaviye destek olabilmeleri, toksik olmamalari, ¢cok hedefli olmalar1 ve
genellikle 1ilaclarla sinerjik etki gostermeleri dogal terapotikleri c¢ok Onemli

kilmaktadir. Cok sayida anti kanser ilacin, tamamlayic1 tip iiriinii dogal bilesiklerle
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kombinasyon kemoterapisi, uygulanan ila¢ dozunu azaltarak ilaca karsi direnci ve ilag
toksisitesini hafiflettigi i¢in tercih edilmektedir.

Herhangi bir kanser tiirii, 300 ila 500 aras1 genin modifikasyonu ile iliskilidir ve kanser
fenotipi hiicre sinyal yolaklarinin deregiilasyonu ile karakterize edilir. Bu nedenle,
timorlesme ve kanser olusumunun geriletilmesi, ¢ok hedefli tedavilerin
gelistirilmesini gerektirir [90]. Kanser arastirmalarindan ¢ikarilan genel sonuglardan
biri, kanserin kombine tedavi stratejilerinin, 6zellikle ilaglarin etki tarzlari farkliysa,
mono terapi rejimlerine gore glivenlik ve etkililikte dramatik iyilesme sagladigidir [7].
Ilag ve beraberinde baska bir tiir ilag veya bitkisel etken madde kombinasyonu ¢oklu
mekanizma ve yolaklar1 etkiledigi i¢in tedaviyi daha etkin kilmaktadir. Bununla
birlikte, adjuvan tedavinin sinerjistik etkili oldugunu terapétik etkinin artmasi, daha
diisiik doz kemoterapi ile toksisiteyi azaltarak ayni etkiyi saglamasi, ila¢ direnci
gelisimini azaltmasi ve hedefe karsi secici sinerjizm saglanmasi gosterir. Bu durum
yeni ilag kombinasyonlarinin arastirilmasi ve tedavi etkinligini arttirmada adjuvan

etkili bilesiklerin kullanilmasini saglamaktadir.

2.4.1 Anti kanser etken madde olarak kurkumin

Curcuma longa, Zingiberaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir. Zerdegal olarak
da bilinen C. longa bitkisinin rizomu, kisa dallar1 olan dikdortgen bir sekle sahiptir
(Sekil 2.3a). Kurkuminin keto ve enol tautomerik konformasyonda denge halindedir.
Keto formu asidik ve nétr kosullarda ana biyoaktif bilesendir ve tiim fazlarda stabildir
ancak bazik durumlarda kurkumin enol formundadir (Sekil 2.3b) [91].
Kurkuminoidler, Curcuma longa L.nin kurutulmus rizomlarindan elde edilen
polifenollerdir. Bunlardan en temelde kurkumin olmakla birlikte, demetoksikurkumin
(DMC) ve bisdemetoksikurkumin (BDMC) polifenolleri de belirli oranlarda bulunur
(Sekil 2.3¢) [11, 92]. Kurkumin bitkinin parlak sar1 renginden sorumlu olan maddedir
[98]. Kurkuminin molekiiler agirlig1 368.38, erime noktas1 179-183 °C araliginda ve
kimyasal formiilii Cz1H200¢'dir. Kimyasal yapisi iki metoksi grubu, iki fenolik
hidroksil grubu ve ti¢ ¢ift konjuge bag icerir. Kurkumin DMSO, etanol ve aseton gibi
organik ¢oziiciilerde suda (yaklasik 0.6 ug/mL) oldugundan daha fazla ¢6ziiniir [90,
93]. Kurkumin Amerikan Ilag ve Gida Dairesi (U.S. FDA) tarafindan genel olarak
giivenli kabul edilmis (GRAS: Generally Recognised as Safe) maddeler listesine dahil
edilmistir. Ortalama giinliik 60 ila 100 mg kurkumine esdeger, 2 ila 2.5 gram

araliginda oral zerdecal ekstresi aliminin sonucunda herhangi bir toksisiteye
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rastlanmadigi rapor edilmistir [94]. Bunun yaninda kanser hastalarinda yapilan uzun
stireli bir klinik ¢calismada 8 gram/giin kurkumin dozunun ve saglikli goniilliiler ile
yapilan baska bir klinik calismada glinde 12 gram/giin oral kurkumin aliminin son

derece 1yi tolere edildigi ve toksik olmadigi gosterilmistir [101, 102].

a)
O OH , . o 0
Heco &5 AN L5 2 7 0cH, H;CO N Z OCHs
M seres L ==
HO g 10 10 8OH HO OH
9 9

b)
c)

R1=R2=0CHj3;, Kurkumin

R1=0CH; R2=H, Demetoksikurkumin
R1=R2=H, Bisdemetoksikurkumin

Sekil 2.3: Zerdegal bitkisi a) Zerdecal bitkisine ait rizom ve toz formu b) Kurkumin
etken maddesinin kimyasal yapisi, keto ve enol formlari ¢) Kurkuminoidler;
demetoksikurkumin (DMC) ve Bisdemetoksikurkumin (BDMC)
molekiilleri [95].

Zerdegal, MO 1900'den beri asya tibb1 ve ayurvedik tipta yaralar, agrilar, gastro
intestinal sistem bozukluklari, norolojik psikolojik hastaliklar ve karaciger
bozukluklar1 dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli durumlar tedavi etmek icin antioksidan,

anti inflamatuar ve antimikrobiyal etkileri ile kullanilmistir (Sekil 2.4) [61].
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Kurkuminin anti-kanser ajan olarak diigiiniilmesinin altinda diyette zerdecal alimi ve
gastro intestinal kanser insidansi arasinda epidemiyolojik olarak negatif bir korelasyon
bulunmasi vardir [90]. Bununla birlikte yapilan in vitro ve in vivo deneysel ¢alismalar
kurkuminin yiiksek dozlarda bile toksik olmadigini gostermektedir [96]. Zerdecgal
bitkisinde gosterilen biyolojik aktivitelerin ¢ogunlugu, cok sayida farmakolojik
etkinlige sahip oldugu gosterilen kurkuminden kaynaklanmaktadir. Geleneksel
kullaniminin haricinde etken madde olarak kurkuminin kanser hiicreleri {izerinde
hiicre dongiisiinii durdurucu (Siklin D1 ve G1, S, G2/M kontrol noktalar1 ile),
proliferasyona miidahale edici (EGFR ve AP-1), inflamasyonu giderici (NF-xB
transkripsyon faktorii) ve apoptozu baslatici (kaspaz aktivasyonu ve anti-apoptotik
genlerin asag1 regiilasyonu ile) etkinligi oldugu bildirilmistir. Ayrica ¢esitli organ ve
dokularda kanserlesmeyi Onleyen iyi bir kemopreventif ajandir [97]. Kurkuminin

hemen hemen tiim tiimor hiicrelerini bir diizeyde inhibe ettigi kabul edilir [41].

Travmatik Beyin Hasari Enfeksiyon inme
BDNF ekspresyonunu inhibe * Malarya * iNOS ekspresyonunu inhibe eder.
eder. « HIV * Glial hiicre aktivasyonunu énler.
Né&ron sag kalimini arttirir. * Bakteriyel enfeksiyonlar *  Peroksinitrit-aracili KBB degisiminin
Fungal enfeksiyonlar online geger.

Ya;am tarzina bagh hastaliklar
Miyokard enfarktistini 6nler. ¥
* Ateroskleroz ve kalp krizi riskini =
azaltir.
Diyabeti 6nler.
Bobrek yetmezligi ve karaciger
disfonksiyonunu énler.

Alzhelmer's Hastaligi
Amiloid beta akiimulasyonunu
inhibe eder.

* Antioksidan etkilidir.
Noroprotektif etkilidir.

¢ Tau hiperfosforilasyonunu inhibe

eder.
inflamasyon Depresyon Diger
Romatoid eklem iltihabi * MAO enzimini inhibe eder. *  Multipl skleroz
*  Gastrik tlser * Seratonin ve dopamin * Osteoporoz
inflamatuar barsak hastaligi ekspresyonunu diizenler. *  Parkinson’s hastaligi
Ulseratif kolit * Epilepsi
Pankreatit *  Alerji

Sekil 2.4: Kurkumin bilesigine ait genel farmakolojik ve terapotik etkinlikler.

Kurkumin’in gosterdigi anti kanser ve sitotoksik etkinin temelinde apoptoz
indiiklenmesi yer alir. Kurkumin anti apoptotik Bcl-2 ailesine ait proteinlerin
ekspresyonunu azaltirken, apoptotik p53, Bax, prokaspaz 3, 8 ve 9'un ekspresyonunu
arttirir. Hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerin ve Bcl-2 ve survivin gibi hayatta
kalma faktorlerinin ekspresyonunu azaltir. Bununla birlikte NF-kB’nin ¢ekirdege
translokasyonunu engeller. Ayrica siklin D1, cdk-1 ve cdc-25'in ekspresyonunu
engeller ve bu sayede hiicre dongiisiinii durdurur. Kurkumin COX-2, vaskiiler

endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve hiicreler arast adezyon molekiiliiniin (ICAMs)
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ekspresyonunu baskilar. Buna karsin metalloproteaz-2'nin doku inhibitorii (TIMP-2)
ve E-kadherin gibi antimetastatik proteinlerin ekspresyonunu arttirdig: bilinmektedir
[98]. Buna gore kurkuminin tiimorlesmenin farkli asamalarinda ¢ok cesitli
modiilasyonlar (transkripsiyon ve biiylime faktorleri, reseptorler, enzimler, genler vb.)
yoluyla etkili oldugu anlasilmaktadir.

Kurkumin’in yapilan ¢ok sayida preklinik calisma sonucunda kemoterapinin
etkinligini arttirdig1 ve saglikli hiicreleri kemoterapi kaynakli toksisiteden korudugu
bildirilmistir . Ileri kolorektal kanser hastalarinda giinliik 36 ila 180 mg oral kurkumin
aliminin hastaligin stabil seyrini sagladig1 gosterilmistir [99]. Ayrica artan dozlarda
oral kurkumin (450 ila 3600 mg/giin) alan hastalarin dort ay boyunca takip edildigi
calismada hastaligin stabil kaldig1 gosterilmistir [100]. Kolorektal kanser tanist almis
126 hasta ile yapilan daha yeni bir klinik ¢calismada ise gilinliik 360 mg oral kurkumin
uygulamasi sonucu bir ayda kanser hiicrelerinin apoptoza ugradigi gosterilmistir

[101].

2.4.1.1 Kurkumin kemoterapiye hassasiyeti arttirtyor

Kapsamli c¢alismalar, kurkumin’in farkli mekanizmalar1 hedef alarak kanser
hiicrelerine karsi sitotoksisiteye neden oldugunu gostermektedir. Bunula birlikte
kurkumin kombinasyon kemoterapisinin sinerjik etkinligi artirma olasiligi daha
yiiksektir. Bu da kemoterapétik ilag konsantrasyonlarini azaltabilir ve boylece ilaglarin
yan etkilerini azaltir [102]. Doksorubisin, irinotekan, S5-florourasil, sisplatin ve
paklitaksel gibi kemoterapdtik ilaclar kanser tedavisinde uygulanmaktadir. Sekilde
cesitli kemoterapi ajanlar1 ile kombinasyon halinde uygulanan kurkumin’in hangi
kanser tiirlerinde hangi molekiiler mekanizmalar araciligiyla etki gosterdigi Ozet
olarak sunulmustur (Sekil 2.5).

Kurkumin’in bir kemoterapi ajani ile kombine halde veya yliksek dozda tek basina
timor hacmini kiicllttiigi ve metastatik Ozelligini azalttigi gosterilmistir. Bu
dogrultuda kurkumin ve 5- FU ’in kombine kullaniminin kolorektal kanser tedavisinde
normalde kullanilan kemoterapi dozunu diisiirerek daha yiiksek anti-tiimdr etkinligi
gostermesi beklenmektedir [8, 35, 36]. Yapilan ¢alismalarda 5-FU tedavisi uygulanan
kolorektal kanserli hastalarda siklikla ¢oklu ilag direnci gelismektedir. Kurkumin ile
on tedavi uygulanan kolon kanseri hiicrelerinde ise 5-FU’nun kemo hassasiyetinin
arttig1 gosterilmistir [103]. Kurkumin ile 5-FU/oksaliplatin kombinasyonu uygulanan

mide kanseri (BGC-823) hiicre hattinda sinerjistik anti tiimor aktivite gostermis, Bel-
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2 ifadesini asag1 regiile ederek, Bax ve kaspaz-3, 8 ve 9 ifadelerini aktive ederek anti

kanser etkiyi arttirmigtir [ 104].
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Sekil 2.5: Kombine kurkumin ve kemoterapi ilaglarinin etki mekanizmalar1 [8].

In vitro ¢aligmalardan elde edilen veriler ile, kurkuminin (20 pM) insan mide kanseri
hiicrelerinde NF-«xB sinyal yolunun baskilanmasiyla hiicreleri 5-FU'ya duyarli hale
geldigi gosterilmistir [56]. NF-kB, hiicrelerde inflamasyon, hiicre proliferasyonu,
apoptoz ve kemoterapotiklere karsi direncin bas kontroloriidiir. Kurkumin, NF-kB'nin
aktivitesini baskilama potansiyeline sahiptir, bu da tiimor olusumunda yer alan ve NF-
kB tarafindan diizenlenen birgok genin (6rnegin TNF, COX-2, siklin D1, c-myc ve
interlokinler) asagi regiilasyonu ile sonuglanir. Kurkumin’in yapisal NF-xB
aktivasyonunu inhibe ederek, tiimor hiicrelerinde apoptozu indiikleyebildigi ve
kemoterapiye karsi gelisen direncin diisiisiinii sagladigi belirtilmistir [16, 105].
Kurkumin ayn1 zamanda KK’de asir1 eksprese olan ve BCL-2 proteinini yukari regiile
ettiginden Otlirli apoptozu inhibe eden COX-2’nin inhibisyonunu saglar [103, 106].
KK’de NF-kB ve COX-2 proteinleri kanser hiicrelerinin 5-FU'ya kars1 kemo direnci
ve duyarhilig: ile iligkilidir [107, 108]. Direngli insan kanser hiicre hatlarinda mdrI
geni ve P-gp proteini aktivasyonunun arttig1 ve Kurkumin ile bu aktivasyonun inhibe
edildigi bilinmektedir [37]. Ciinkii Kurkumin NF-kB protein alt birimlerini zaman ve
doz bagimli olarak inhibe etmektedir. Bu ila¢ direnci mekanizmasinin kurkumin
tarafindan inhibe edilmesine, NF-«xB’nin dogrudan mdr1 geninin promoter bolgesine
baglanmas1 ve mdrib gen transkripsiyonunun engellenmesi neden olmaktadir [100].

Mdr geni tarafindan kodlanan P-gp ekspresyonu siklikla kanser hiicrelerindeki,
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kemoterapoétik ilaglara karsi ¢oklu ilag direnci (MDR) ile iligkilidir. Yapilan bir
calismada, kurkuminin ¢oklu ilaca direngli L1210 / Adr hiicrelerinde P-gp ifadesini
asagi regiile ettigi gosterilmistir [109].

Klinik olarak onaylanmis ve metastatik prostat kanserinde siklikla kullanilan
dosatakselin uzun siireli tedavide hastalarda ciddi toksisiteye neden oldugu
bilinmektedir. Banerjee ve ark. dosataksel ve kurkumin kombine tedavisinin, prostat
kanseri (DU145 ve PC3) hiicrelerinde proliferasyonu ve indiiklenmis apoptozu 6nemli
Olctlide inhibe ettigini bulmuslardir. Ayrica kurkumin’in COX-2, p53, NF-kB, fosfo-
Akt, PI3K ve reseptdr tirozin kinazin (RTK) modiilasyonu yoluyla PC-3 hiicrelerinde
dosataksel’in etkinligini arttirdigini géstermistir [110].

Klinik ¢alismalarin yer aldig1 online kaynaga gore halihazirda, kansere karsi kurkumin
ile ilgili 78, kolon kanserine kars1 9 girisimsel calisma yiiriitilmektedir. Buna ragmen
kanserde kurkumin nanopartikiillerinin  kullanildigi  bir  klinik ¢alismaya
rastlanmamustir. Ornegin kurkuminin, hasta kaynakli kolorektal karaciger metastaz
kiiltiirlerinde  FOLFOX bazli kemoterapiyi (oksaliplatin + 5-FU) 1iyilestirdigi
bulunmustur. Faz I calismasi sonuglara gore, kolorektal karaciger metastazi olan
hastalarda giinliik 2 g'a kadar kurkumin'in FOLFOX kemoterapisi ile kombinasyon

halinde giivenli ve tolere edilebilir oldugunu gostermistir [111].

2.4.1.2 Kurkumin biyoyararlanimi problemi

Kurkumin ve metabolitlerinin saglik alaninda uygulamasi, diisiik suda ¢oziiniirligi,
zayif absorpsiyonu, hizli in vivo metabolizmasi, diisiik kimyasal stabilitesi, hizl
sistemik eliminasyonu ve sinirlt kan-beyin bariyeri (BBB) gecirgenligi (normal gastrik
pH"1,5-4 ‘da 0,4 ng/mL) nedeniyle siirlidir [96].

Kurkumin polar ve non-polar organik ¢oziiciilerde ¢oziinen lipofilik bir maddedir
ancak sulu cozeltilerde neredeyse hi¢ ¢oziinmez olarak tanimlanir [12]. Fenolik
gruplarinin iyonizasyonu sayesinde alkali sulu ¢ozeltilerde ¢6ziinse dahi hizla degrede
olarak stabilitesini kaybeder [117]. Bu nedenle fizyolojik pH'ta ve sulu ¢ozeltilerinde
diisiik stabiliteye sahiptir. Oyle ki pH 7.4'teki fosfat tamponunda, kurkuminin yaklasik
%90"1min 30 dakika i¢inde bozuldugu gosterilmistir [118].

Fizyolojik kosullarda stabilitesini kaybetmenin yaninda kurkuminin ayrica in vivo
kosullarda hizla metabolize oldugu ve bu durumun uygulama yolu fark etmeksizin
ilacin plazma konsantrasyonunu ciddi manada azalttig1 bilinmektedir. Kurkumin’in

GIS boyunca zayif emilim gostermesi, karacigerde yaygin ilk ge¢is metabolizmasina
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ugramasi ve viicuttan hizli eliminasyonu serum konsantrasyonunu hizla diistirtir [11],
[12]. Kurkumin absorbsyon sonrasi glukuronidasyon ve siilfatlanma sonucu plazmada
genellikle major metabolitleri (%99 glukuronit konjugati) olarak bulunur [104].
Calismalar yiiksek kurkumin dozlarinda bile, serum ve dokuda kurkumin ve in vivo
metabolit seviyelerinin kisa bir siire sonra son derece diisiik oldugunu gostermistir
[12]. Ornegin, saglikli goniilliilerde yapilan bir toksisite ¢aligmasinda tek sefer oral
kurkumin uygulanmasindan (0.5 ila 8 gram araliginda) 1 saat sonra serumda kurkumin
tespit edilmedi. Yiiksek doz (12.000 mg) uygulanan goniilliilerde ise kanda son derece
diisiik kurkumin seviyeleri tespit edildi [103]. Ilerlemis kolorektal kanserli hastalarda
yapilan ¢caligmada ise 29 giine kadar 2200 mg/giin oral zerdegal ekstresi uygulandiktan
sonra deneklerin plazmasinda veya idrarinda ne kurkumin ne de in vivo metabolitleri
bulunamamis, ancak diskida diisiik miktar saptanmistir [107]. Benzer sekilde KK
hastalarinda 3600 mg kurkumin alim1 sonrasi saglikli ve malign dokudaki kurkumin
konsantrasyonlari sirastile 12.7 + 5,7 ve 7,7 £1,8 nmol/g olarak belirlendi ve bu dozlar
protein diizeyleri tizerine etkisi Olciilerek farmakolojik olarak etkili bulundu [12].
Sonug¢ olarak klinik ¢aligmalarda gozlemlenen kurkumin etkinliginin beklenenin
altinda olmasi biyoyararlanimu ile iligkilendirilebilir. Bununla birlikte kurkuminin in
vitro emilimini degerlendirmek i¢in bagirsak hiicre modeli olarak Caco-2 tekli hiicre
tabakasint kullanan g¢alismalar da diisiik miktar kurkumin tasinmasi yani diisiik
biyoyararlanim sonucunu elde etmistir [112].

Nano kurkumin, serbest kurkuminin aksine, sulu ortamda kolayca dagilir ve belirgin
bir stabilite artis1 gosterir. Bu sistemler genel olarak oral biyoyararlanimi iyilestirmek,
hedef dokularda ilag¢ etkisini siirdiirmek, i.v. uygulama i¢in ilaglart ¢ézmek ve
terapotik ajanlarin  enzimatik bozunmaya karsi stabilitesini gelistirmek ig¢in
kullanilabilir [113]. Bununla birlikte, bitkisel etken maddelerin dogasinda var olan
sorunlart ele almak i¢in nano teknolojinin kullanimi, bu bilesikler yalnizca gida
takviyeleri olarak pazarlandigindan ve daha az yatirim yapildigindan fazla ilgi
gormemigtir. Kurkuminin Onceki boliimlerde bahsi gecen anti kanser etkileri
gosterebilmesi i¢in viicut i¢inde dagilan ve tiimor bolgesinde tutulan kurkumin
miktarinin yiiksek olmasi gerekmektedir ancak biyoyararlaniminin zayif olmasi dogal
bilesigin klinik etkinligini siirlandirir [10]. Bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in bir¢ok farkl
formiilasyon gelistirilmistir [28, 29]. Genel olarak, bu yenilik¢i mekanizmalar,
kimyasal stabilitesini ve ¢Oziliniirligiinii ayrica gecirgenligini ve doku dagilimini

artirarak kurkuminin biyoyararlanimini gelistirir [30, 31].
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Gilinlimiizde pek ¢ok nano kurkumin formiilasyonu bildirilmistir ancak bunlardan
yalnizca bazilari in vivo incelenmeye aday olarak gosterilebilmis ve klinik ¢aligmasi
yapilmigtir. Asilmasi gereken zorluklara ragmen, kurkumin nano formiilasyonlar
miikemmel biyolojik ve farmakolojik aktivite ve ilaca donlismesine yol agabilecek
disiik yan etkiler gibi c¢ok sayida avantaja sahiptir. Bu durumda daha iyi
biyoyararlanma sahip, etkinligi ve terapotik indeksi yliksek kurkumin nano ilag

tasiyici sistemlerin tasarlanmasi bilimsel gelismeye 6nemli bir katki sunacaktir.

2.5 Nano ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Kanser tedavisinde yenilik¢i yontemler bulmak diinya ¢apinda biiylik bir arastirma
sorusudur. Kanser tedavisinde karsimiza ¢ikan yenilik¢i yontemlerin sayisindaki artig
ile baz1 kanser tiirlerinin tedavi imkani1 biiyiik 6l¢iide iyilesmistir. Kemoterapi tedavide
ilk basamag1 olusturan, hizla biiyliyen hiicreleri saglikli veya kanserlesmis olmasini
ayirt etmeden Oldiirmeyi hedefleyen, geleneksel tedavi metodudur. Ancak bu durum
pek cok yan etkiyi de beraberinde getirir [114]. Bu nedenle hedef tiimor bolgesine
saglikli hiicrelere kiyasla daha yiiksek bir oranda ulasan tasiyici sistemlerin
tasarlanmasi kanser arastirmalarinda 6ncelikli konu haline gelmistir [115].

Nano partikiiller hedef bolgeye aktif madde tasima gorevi ile olusturuldugunda ve in
vivo etkinligi i¢in kullanildiginda nano ilag tasiyici sistem (NDDS) veya nano tasiyici
olarak adlandirilir. Ideal ilag tasiyici sistem biyolojik olarak giivenli olmali ve
kapsiillenmis aktif bilesigin etki yerinde salinmasini kolaylastirmalidir. Bu sayede
kapsiile edilmis aktif maddenin potansiyel olumsuz etkilerini en aza indirmelidir.
Salimi kontrol etme yetenekleri sayesinde bu tiir dagitim sistemlerinin, zayif
¢Oziiniirlik, zayif gecirgenlik, hizli eliminasyon ve hizli metabolize olma gibi aktif
bilesenle iligkili baz1 sorunlar iyilestirmesi boylece gerekli ilag dozunu azaltmasi ve
etkinligi artirmasi beklenir [13]. Terapdtik ve tani1 amagli kullanilan ajanlar, bu tiir
nano tastyicilar igerisinde kapsiillenebilir, kovalent olarak baglanabilir veya adsorbe
edilerek taginabilir.

Nanopartikiil bazli ilag tasima sistemleri hedefe yonlenmesi agisindan pasif ve aktif
olarak ikiye ayrilir:

Pasif hedefleme, arttirilmis gecirgenlik ve alikonma (EPR) etkisinin sonucudur (Sekil
2.6). NP'lerin kanser hiicrelerini pasif olarak hedeflemesini saglayan esas olarak, artan

vaskiiler gecirgenlik ve zayiflamis lenfatik drenajdir [115]. Bir tiimor biiylidiikge daha
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fazla beslenme ve oksijen gereksinimi duyar. Sonug olarak, tiimor hiicreleri, besinleri
ve oksijeni tagimak i¢in tiimor bolgelerinin yakinindaki kan damarlarini biiylitmek igin
(anjiyogenez) sinyaller verir. Bu yeni gelisen kan damarlar1 kontrolsiiz biiytir, endotel
hiicreleri normal dokuya nazaran daha genis aralikhidir ve genellikle saglikli
dokulardaki kan damarlarindan daha yiiksek gecirgenlige sahiptir. Bu aralik tiimor
cevresindeki enflamasyona bagli olarak 200 nm ile 800 nm arasinda degisim
gostermektedir. Saglikli dokularda ise bu aralik 5-15 nm seviyesinde kalmaktadir. Bu
sayede, yalnizca belirli boyuttaki ila¢ tasiyan nanopartikiiller endotel hiicreleri
arasindaki bosluklardan gegebilir, orada salim yapar ve ilacin sadece kanserli dokuda
lokalize olmasina izin verir. EPR etkisi, NDDS’in boyutuna ve kan damarlarindaki
bosluklara baglhdir. Nitekim kii¢iik partikiiller de normal vaskiilatiirden (10 nm'den
daha az) kolayca sizarak normal hiicrelere zarar verebilir ve bobrekler tarafindan
kolayca filtrelenebilir. Ancak 200 nm’den biiyilk nano tasiyicilarin fagositler
tarafindan dolasimdan temizlenmesi muhtemeldir. Sonug olarak, boyutu ayarlanmis
nano tastyicilar icerisindeki ilaclar viicuda dagilmak yerine etkilenen bolgede pasif
olarak birikebilir. Boyle bir durumda anti kanser ila¢ daha diisiik dozda daha yiiksek
aktivite gosterecektir. Bu durum nanopartikiillerin EPR etkisine (Sekil 2.6) dayanan
pasif hedeflendirilmesi olarak bilinir [63, 116].

Saglikli Doku Timor Dokusu

Nanopartikiiller kan dolagimi igerisinde Gegirgen damarlanma géralir,
tutulur ¢inkii normal dokuda siki endotel Nanopartikiller EPR etkisi ile hedef
baglantilari vardir dokuda birikir
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Sekil 2.6: Saglikli doku ve tiimor dokusu arasindaki farka bagli olarak NP'lerin
kanser hiicrelerine pasif veya aktif hedeflenmesi [124].
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Aktif hedefleme, kimyasal konjugasyon veya yiizey modifikasyonu yoluyla hedef
bolgeye dogrudan yonelen veya biriken ya da yalnizca hedef bolgede ilact salan NDDS
kullanir. Aktif hedefleme, NP ylizeyindeki ligandlar ve hiicre ylizeyindeki reseptorler

arasindaki etkilesimle saglanir. Aktif hedeflendirme stratejileri de EPR etkisinden
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faydalanir. Bu etki saglikli dokularin damar sisteminden farkli olarak patolojik damar
sisteminin "s1zdirmasi1" olayina, yani makro molekiiller ve nano partikiillerin patolojik
dokuda (interstisyel tiimor boslugu gibi) birikmesine izin vermesine dayanmaktadir.
Bununla birlikte, nano parcaciklar, reseptor aracili alim i¢in belirli hiicreye 6zgii
yiizeyel ligandlarla tiimorlere aktif olarak hedeflenebilir. Spesifik "vektor"
molekiillerin kullanimi, nano tasiyicilarin timor hedeflemesini daha da gelistirir.
Antikorlar, peptitler, lektinler, sakkaritler, hormonlar, transferrin ve bazi diisiik
molekiil agirlikli bilesikler (6rn. riboflavin, folat) tiimorleri taniyabilen vektor
molekiiller olarak kullanilmaktadir. Ozellikle antikorlar ve fragmentleri, cesitli
dokulara hedefleme i¢in kullanilir ve en yiiksek potansiyel 6zgiilliige sahiptir [117].

Kanser hiicreleri lizerindeki hedefleme amacli kullanilan reseptorler arasinda
transferrin reseptorleri, folat reseptorleri, glikoprotein ve epidermal biiyiime faktorii
reseptorleri (EGFR) bulunur. Kullanilan polimerin pH'a veya sicakliga duyarli olmasi
sayesinde secici salim elde edilmesi de aktif hedefleme 6rnegidir. Bunun disinda nano
tastyicilar tiimor bolgelerine yonlendirmek i¢in harici 1s1, manyetik alan veya ultrason

da kullanilmaktadir.

2.5.1 Nanopartikiil avantajlar

Nanoteknoloji giiniimiizde ilag molekiilleri ve diger terapotik molekiillerin fiziksel ve
kimyasal oOzelliklerinden kaynaklanan dezavantajlar1 elimine etmek icin
kullanilmaktadir. Anti kanser ajanlarin nanopartikiiller igcerisinde kapsiile edilmesi;

- lIlacin karakteri ile ilgili problemlerin (&rn. diisiik ¢dziiniirliigiin ve stabilitenin
arttirilmasi ve hedefli iletim sayesinde istenmeyen biyodagilimin 6nlenmesi
boylece biyoyararlanimin aarttirilmasi) ve

- Doza bagh problemlerin (6rn. uygulanan ila¢ dozunu azaltarak saglikli
hiicrelerdeki sitotoksisitenin diisiiriilmesi) Oniine gecilmesini saglar [13].

NDDS, kurkumin gibi hidrofobik ilaglarin dagilimini ve hedefe yonelmesini saglamasi
ve anti-kanser ilaclarin yan etkilerini azaltmasi ile kanser tedavisinde konvansiyonel
yollara alternatif olarak umut vaat etmektedirler. Kurkumin nano formiilasyonu,
serbest kurkumin’in aksine sulu ortamda kolayca disperse olur ve nano-partikiil
formunda belirgin bir in vivo terapotik etkinlik artigi gosterir [12]. Nano sistemlere
ilag, goriintiileme ajani, spesifik hiicreye hedeflendirici molekiil, manyetik malzemeler
ve sicakliga ve pH’a duyarli malzemeler ilave edilerek istenilen amag¢ dogrultusunda

kullanilabilir.
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Nanopartikiiliin boyut, sekil ve diger fizikokimyasal 6zellikleri, bilesigin yliklenmesi
ve salinmasini optimize etmek ve belirli organlar1 ve hiicre popiilasyonlarini
hedeflemek i¢in sentezi sirasinda hassas bir sekilde ayarlanabilir. NP’lerin kabuk
kisminin / yiizeyinin dolasimdaki siiresini uzatmak icin hidrofilik olacak sekilde
modifiye edilmesi bu ayarlamalardan biridir. Ornegin nanotasiyicinin bagisiklik
sistemi tarafindan eliminasyonunu azaltmak icin polietilen glikol (PEG) veya
polioksietilen (POE) gibi hidrofilik bir polimerle kaplanmasi nanopartikiiliin
opsonizasyonunu azaltan, boylece dolagim siiresini ve tiimére penetrasyonunu ve
birikimini arttiran bir stratejidir [118-120]. Dahil edilen ila¢ molekiilli, oral
uygulamadan sonra bagirsak metabolizmasindan ve gastro intestinal bozulmadan

korunur ve dolayisiyla ilacin stabilitesi saglanir.

2.5.2 Nanopartikiil tiirleri

Nano 6l¢ekli materyaller, ilag tasiyict sistem olarak goriintiilemede, tibbi implantlarda
ve teshis amacl ¢esitli tibbi uygulamalarda kullanilmaktadir [120]. Tipik olarak i.v.
uygulanan NP'ler iki kisimdan olusur. Bunlar aktif maddenin yiiklendigi ve korundugu
bir c¢ekirdek ile spesifik hiicre popiilasyonlarinin taninmasini kolaylastirmak icin
ligand molekiillerinin baglanabildigi ve ilacin biyodagilim siiresinin uzamasini
saglayan bir ylizey kaplamasindan olusur. Bunun disinda ilacin nano tasiyicinin
yiizeyine kovalent bag ile baglandig1 veya adsorbe edildigi yontemler de mevcuttur
[121].

[lag tastyic1 olarak kullanilacak nano-partikiillerin in vivo yiiksek stabilite gdstermesi,
biyouyumlu ve biyobozunur olmasi, yiliksek ila¢ yiikleme hacmine sahip olmasi ve
hedef dokuya ulasana kadar tasidig1 etken maddeyi salmamasi beklenir. Bununla
birlikte nano-partikiill formiilasyon bilesenlerinin olabildigince diislik toksisite
profiline sahip olmasi istenir ki bu da sitotoksisite sonuclarinin ve ilgili
mekanizmalarin daha dogru anlagilmasini saglar.

Farkli amaglar i¢in 6zellesmis ve fizikokimyasal 6zellikleri ayarlanmis ¢ok farkl tiirde
nano ilag tastyici sistemden s6z etmek miimkiindiir. Kanser ¢aligmalarinda teshis ve
tedavide siklikla kullanilan ve son zamanlarda yogun sekilde ¢alisilan ilag tasiyici
sistemlerden lipozomlar, miseller ve polimerik nano parcaciklar en kapsamli sekilde
incelenenlerdir [117]. Daha 6zel gereksinimleri karsilayan dendrimerler, nanojeller,

niosomlar, nanoemiilsiyonlar, nanosiispansyonlar, siklodekstrin inkliizyonlari, metal
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nanopartikiiller ve kati lipid nanopartikiiller (SLN) gibi diger bircok sistem de
Onerilmis ve su anda gelistirme asamasindadir (Sekil 2.7) [122, 123].
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Sekil 2.7: Ila¢ tasimada siklikla kullanilan nanopartikiil tiirleri [123].

Polimer nano tasiyicilara dahil olmanin yaninda lipitler tek basina da ilag tasiyici
malzemeler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Lipid bazli nano ilag tasiyicilar
genellikle sentetik lipitlerden iiretilen basarili sistemlerdir. Lipozomlar, kati-lipit
nanotastyicilar, lipid nanomiseller ilk akla gelen 6rnekleridir.

Lipozomlar, kendiliginden bir araya gelen fosfolipidlerin lipid c¢ift tabakalar
olusturdugu kolloidal vezikiiler yapilardir. Farkli hidrofobisitelere sahip ilaglarin
yiiklenebilmesi 6zelligi sayesinde en ¢ok calisilmis ilag tasiyici sistem tiirtidiir.
Yiiksek oranda hidrofobik ilaglar lipit ¢ift tabakada, gii¢lii hidrofilik ilaclar sulu
kisimda kapstillenirken, ara oktanol-su dagilim katsayisina (logP) sahip ilaglar ¢ift
tabaka ile sulu ¢ekirdek arasindaki ara yiizde kiimelenebilir [13]. Organik lipozomal
formiilasyonlarla ilgili ana sorun, tekdiize boyutta lipozomlar hazirlamanin yiiksek
maliyetli ve zor olmasidir. Dolasimda kalma siirelerinin uzatilmasi ve kontrollii ilag
salim1 saglanmasi amaciyla lipozomlari poli(etilen glikol) (PEG) ile kaplanmasi
kullanilan bir yontemdir [124]. Son derece uzun arastirma ge¢misine ragmen,
lipozomlar heniiz tibbi alanda yeterince yaygin kullanilamamistir. Ancak kozmetik
iiriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Lipozom ilag dagitim sistemleri,
emiilsiyonlar1 ve kati lipid nanopartikiillerini igerir [123].

Kat1 lipid nanoparcaciklari, homojen bir sekilde lipid igerisinde eritilen ilaglar iceren

mikron alt1 partikiillerdir. ik olarak lipozomlara ve emiilsiyonlara gore, kati
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cekirdekleri nedeniyle daha kararli bir alternatif olarak tasarlanmiglardir. Kullanilan
lipidler oda ve viicut sicakliklarinda kati, bir tek fosfolipid tabakasiyla ¢evrilidir ve
siirfaktan kullanimi ile daha da kararli hale gelecektir. Genel olarak homojen bir lipid
matris ve ila¢ yiiklenmis kabuk veya ¢ekirdek yapidan olusur.

Polimerik  nanopartikiiller = monomerlerin in  situ  polimerizasyonu ile
sentezlenebilecegi gibi (6rn. dendrimer) PLGA NP’lerde oldugu gibi 6nceden
sentezlenmis amfifilik polimerleri kullanan yontemlerle de hazirlanabilmektedir.
Boyutlar1 genellikle 10 — 1000 nm ¢ap araliginda degisebilen NP’ler biyo bozunur
(0rnegin albiimin, kitosan ve aljinat) veya biyolojik olarak parcalanamayan
polimerlerden olusabilir [125]. Polimerik nanopartikiiller farmasotiklerin parenteral,
oral, pulmoner, nazal ve topikal uygulama yollar1 ile kontrollii olarak verilmesini
miimkiin kilar. Amfifilik blok kopolimerler, suda farkli ¢oziiniirliik davranisina sahip
(hidrofilik ve hidrofobik) iki bloktan olusur. Dar bir boyut araliginda (10-100 nm
diizeyinde) cekirdek-kabuk misel yapilart ve morfolojileri olusturmak iizere sulu
ortamda kendiliginden bir araya gelirler. Biyolojik olarak inert PEG polimeri,
nanoparcaciklarin yiizeyine kovalent bag ile baglanir. Bdylece immiinojenitenin
azaldig1 ve nanopartikiillerin RES tarafindan fagositozunun sinirlanarak beyin,
bagirsaklar ve bobrek gibi organlarda kandaki ilag seviyelerinin artmasini sagladigi
diistiniilmektedir [126]. Polimerik nano-partikiiller, kritik misel konsantrasyonu
(CMC) degerlerinin iizerinde kendiliginden olusabilen ve diisik CMC degerleri
sayesinde in vivo kararlilig1 yiiksek, endiistriyel iiretimi miimkiin sistemlerdir [123].
Nano tiipler, tiipler halinde diizenlenmis kendi kendine birlesen atom tabakalaridir.
Kompozisyon olarak organik veya inorganik olabilirler, ayrica tek veya ¢ok katmanh
olarak iiretilebilirler. En sik kullanilan versiyonu, C60 gibi ¢oziiniir fulleren
tiirevlerinden {iretilir. Genis i¢ hacimlere sahip olmasi ve dis ylizeyinin kolaylikla
islevsellestirilmesi avantaj saglar. Farmasotik uygulamalar i¢in potansiyel olarak timit
verici olsalar da tokisiste sonuglari akut tokisistesi oldugu ve oksidatif hasara yol
acabilecegini gostermektedir [14]. Nanotiiplerin biyouyumlulugu ve toksisitesine
iligkin kapsamli arastirmalar devam etmektedir.

Dendrimerler, monomerik veya oligomerik birimlerden olusturulan polimer bazli
makromolekiillerdir, dyle ki, dallanma birimlerinin her bir katmani ¢evresel gruplarin
sayisin1 ikiye veya iice katlar. Bir dendrimerin igindeki genis bosluk alani,
ayarlanabilir dallanma derecesi, hazirlama kolaylig1 ve boyut kontrolil, ilag dagitimi

icin biiyiik bir potansiyel sunar. Dendrimerler genellikle simetrik bir yapiya sahiptir
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ve kimyasal islevsellestirme yoluyla izole bir ¢ekirdek alani olusturma veya ug
kisimlarimin hidrofilik gruplarla baglanmasi ile suda ¢oziiniir olma potansiyeline
sahiptir. Boylece suda ¢oziinlir dendrimerler, hidrofobik bir ilacin taginmasi i¢in uygun
cekirdege sahip olarak tasarlanabilir. Ancak dendrimerlerin sitotoksisite profilleri,
biyouyumluluk ve biyodagilimda daha fazla iyilestirilmesi gereklidir [126].

Kuantum noktalari, tipik olarak biyolojik sistemlerde goriintiileme i¢in kullanilan
parlak nanoparcaciklardir. Ana bilesenlerinin -¢ekirdek, kabuk ve kaplama- her biri
fotokimyasal 6zellikleri degistiren 6zelliklere sahiptir.

Nanokristaller, ince bir yiizey aktif madde kaplamasi ile ¢evrelenmis ilacin kristalli bir
formunda birlestirilebilen molekiil kiimeleridir. Malzeme aragtirmalarinda, kimya
miihendisliginde ve biyolojik goriintiilleme i¢in kuantum noktalar1 olarak kapsamli
kullanimlar1 vardir, ancak ila¢ dagitimi i¢in nanotipda daha az kullanilirlar.

Farkli tiir nano tastyicilarin dezavantajlarini ortadan kaldirmak i¢in, birgok arastirmaci
lipozomlar ve polimerik nanopartikiillerin 6zelliklerini birlestiren hibrit sistemlerinin

gelistirilmesi lizerinde ¢alismaktadir.

2.5.3 Polimer lipid hibrit nanopartikiiller

Hibrit sistemlerde ¢ekirdek, ilaglar i¢in rezervuar olarak kullanilan hidrofobik polimer
zincirlerinden olusur. Hidrofilik polimer kabugu olusturur ve nanopargacik
sirkiilasyon yar1 dmriinli artirmayr amaglar. Lipitler, bu iki polimer zincirinin ara
yiiziine yerlestirilir ve ilaclarin ¢ekirdegin i¢inde hizli ve aninda salinmasina kars1 bir
bariyer gorevi goriir. Boyle bir hibrit dagitim sistemi kullanilarak, lipit icermeyen
polimerik tasiyicilara kiyasla yilikleme verimliliginin arttigi ve salim hizinin
yavasladigi goriilmektedir. Bu tiir hibrit NP'ler, lipidlerin yiiksek biyouyumlulugunu
polimer NP'lerin sagladig1 yapisal biitlinliik ile birlestirir ve bu nedenle daha iyi bir
terapotik etki elde edebilirler [127, 128].

PLGA nano partikiillerinin smirlamalarimi  6nlemek, bdylece tedavi ve biyo
goriintiilemenin daha 1yi olmasini saglamak i¢in organik veya inorganik malzemeler
kullanilan yeni biitlinlesmis hibrit sistemler arastirilmaktadir. PLGA-lipid hibrit
NP’ler, lipitlerin biyomimetik 6zelliklerini ve etkin dagitim saglayan polimerik
cekirdegin yapisal avantajini birlestiren sistemlerdir [129]. Ayrica emiilsifikasyon
stirecinde fosfolipidlerin kullanilmasi ile iiretilen PLGA-lipid NP’lerin kan akisindaki
biyo dagilimi diizenleme ve akcigere hedeflendirmede proteinlerin pulmoner

absorbsiyonunu arttirma gibi basarilart vardir [130, 131]. Bununla birlikte fosfolipid
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kapli PLGA mikro partikiillerinin yalnizca PLGA ile hazirlananlara gore fagositik
alim1 azalttig1, boylece potansiyel olarak uzun etkili bir alveolar ilag tasiyict sistemi
sagladig1 gosterilmistir [132]. I¢ kisminda polimerik ¢ekirdek ve bir lipid kabugundan
olusan lipid-polimer hibrit NP'lerin pankreas kanseri [133], meme kanseri [134] ve
metastatik prostat kanserinde [135, 136] umut verici bir ilag verme platformu oldugu
gosterilmistir. Son zamanlarda, kontrollii boyut ve polidispersite indeksi ile gelistirilen
PLGA-lipit NP’lerin, asilarin oral uygulamasinda stirekli ve kontrollii salimda etkili

oldugu da gosterilmistir [137].

2.5.4 Nano tasiyicilarda kullanilan polimer ve lipitler

Hedefe yonelik kanser tedavisi alaninda tasarlanan formiilasyonlar igerisinde yalnizca
amfifilik malzemeden yapilmis ve kendiliginden bir araya gelen (Self Assembly)
sistemlerin Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) gibi otoriteler tarafindan giivenligi
onaylanmistir. Nano tastyicilar hem dogal hem de sentetik malzemelerden iiretilebilir.
Lipitler ve polimerler ilag tasiyici sistemlerde baglica kullanilan iki malzeme olmakla
birlikte ikisinin birlikte kullanilmasi ile hazirlanan hibrit yapilar da son zamanlarda
siklikla arastirilmaktadir.

Polimerik nanopartikiillerin ¢ogu biyolojik olarak parcalanabilir, biyo uyumlu ve
kimyasal doniisiim yoluyla yiizey modifikasyonuna uygun polimerler ile iiretilir.
Siklikla tercih edilen blok kopolimerler, birbirine kovalent baglarla baglanmis homo
polimer alt birimlerinden olusur. Blok kopolimerlerin 6nemli bir 6zelligi, secici bir
¢oziicii icinde nanopartikiiller halinde kendiliginden bir araya gelme yetenekleridir.
Amfifilik di-blok (hidrofilik-hidrofobik) veya tri-blok (hidrofilik-hidrofobik-
hidrofilik) kopolimerler, ilag dagitimi i¢in kendiliginden olusan polimer miselleri
hazirlamak ic¢in en yaygin sekilde kullanilir. Sekil 2.8’deki unimerlerinin koyu
bolgeleri hidrofobik bloklar1 temsil ederken, daha agik bolgeler hidrofilik bloklar
temsil etmektedir. Ila¢ tasiyicilarda kullanilan unimerler, viicutta toksisiteye yol
acabilecek polimer birikimini 6nlemek icin, biyolojik olarak pargalanabilir veya
bobrek klerensi ile elimine edilecek kadar kiigiik bir molekiiler kiitleye (< 40 kDa)
sahip olacak sekilde tasarlanir [138].

Nano ilag tastyict sistemlerde lipid molekiillerin kullanimi da son derce yaygindir.
Palange ve ark. PLGA ile DSPE-PEG2000 kullanarak kurkumin tasiyan hibrit nano
sistem hazirlamis ve PLGA ¢ekirdek yapisinin lipid tarafindan sarildigini gdstermistir.

DSPE-PEG2000 misel, kemoterapotik uygulamalar i¢in umut verici bir ilag dagitim
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aracidir. Hibrit sistemlerde stearik asit, lesitin, 1,2-dilauroilfosfatidilkolin (DLPC),
1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-N-karboksi-(polietilen glikol)-2000
(DSPE-PEG2000), 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC) veya 1,2-dioleoil-
sn-glisero-3-phos-phoethanolamine (DOPE) genellikle lipid kism1 olusturur [132].
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Sekil 2.8: Polimerik misel yapisini olusturan unimerler ve blok-ko-polimer
misellerin kendiliginden bir araya gelme modeli [125], [148].

Cesitli organik ¢oziiciiler icinde ¢oziinerek katmanli bir yapi olustururken sulu
cozeltiler icinde blok-ko-polimer yapisindan kaynakli olarak PLGA polimerleri kendi
kendine bir araya gelerek yumak yapili miseller olusturur. Biyo bozunur 6zellikteki
PLGA NP'ler, toksik olmayan ve viicuttan kolayca uzaklastirilabilen poli (laktik asit)
(PLA) ve poli(glikolik asit) (PGA) monomerlerine parcalanir. PLGA ile hazirlanan
nanotagtyicilarin saglikli hiicreler iizerinde toksisitesinin olmadig1 gdsterilmistir [139,
140]. Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), FDA tarafindan altin standart olarak kabul
edilen ve hidrofobik ilag yiikleme ve taginmasi i¢in siklikla kullanilan en bagarili nano

tastyici bilesenlerinden biridir [19]. Ayrica, PLGA kopolimerinden yapilan klinik
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tiriinler, EligardVR ve ZoladexVR FDA tarafindan ilag tasiyici sistem olarak
onaylanmistir. Bunun bir sonucu olarak, PLGA, HNP'lerin gelistirilmesi i¢in de

siklikla tercih edilmektedir [128].

2.5.5 Nano ilag tasiyic sistemlerin hesaplamal tasarimi

Nano partikiiller (NP'ler), yiiksek ylizey alanlar1 ve sinirli kuantum-mekanik etkileri
nedeniyle genellikle farklt manyetik, termal, optik ve elektriksel 6zellikler sergiler.
Nanopartikiil arastirmalart bir¢ok degiskenin gbz 6niinde bulundurulmasi gereken ve
karmasik maliyetli deneylerle aydinlatilan ¢aligmalardir. Bu sebeple de bilgisayar
simiilasyonlar1 i¢in mitkemmel bir ¢alisma adayidir. Simiilasyonlar hem ila¢ hem de
tagtyict adayr molekiilleri tarayabilir ve tamamen yeni NP'lere yonelik tasarim
ongoriileri saglayabilir.

Teorik ve hesaplamali modelleme, optimize edilmis geometri, yiizey kimyasi veya
diger o6zellikler i¢in ¢oziimler saglamak iizere daha dnce gézden gegirilen ilag verme

islemlerinden herhangi biri i¢in kullanilabilir.

2.5.6 Nanopartikiil enkapsiilasyon etkinliginin arttirilmasi

Kurkumin’in kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi ve mekanizmalari
bilinmektedir ancak in vivo yiiksek konsantrasyonlara ihtiyag duyuldugunu
gostermistir [16, 141]. Herhangi bir hedefli ilag dagitim sisteminin (DDS) temel
amaci, istenen bir terapotik ajanin (kiigiik molekiillii ilaglar, DNA, RNA ya da peptid
gibi makro molekiiller) etkili bir sekilde yliklenmesi ve hedefine iletilmesidir. Bu
durumda yiiklenen ilacin yapis1 ve miktary, tasiyict malzemelere ve iiretim
yontemlerine bagl olarak biiyiik farkliliklar gosterir. Kurkumin’in de hedef timor
bolgesine iletilmesi, birikimi ve ilaci segici olarak hedef bolgede salmasi ve
dolayisiyla hedeflenen tedavinin genel etkinligi akilci bir nano tasiyici tasarimi ile
miimkiindiir.

Daha 6nce laboratuvarimizda yapilan ¢alismalar sonucunda anlasilmistir ki tek basina
PLGA ile hazirlanan nano tastyicinin kurkumin yiikleme kapasitesi tiimor hiicresini
kiiciiltecek kadar yiiksek konsantrasyonda degildir [16, 142]. Onceki calismalarimizda
PLGA’nin kurkumin tasimaktaki bu yetersizligini ortadan kaldirmak i¢in nano-
tasiyicinin ylizeyini hiicre igine girisi kolaylastiran polisakkaritler ile kaplandi. Bahsi
gecen calismamizda levan adli polisakkarit ile kaplanan PLGA nano misellerine

kurkumin yiiklendi ve Gemcitabine adli kemoterapi ilaci tarafindan yiikselen NF-kB
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oranmin diisiisii incelendi. NF-xB’nin 5 alt birimi olan P65, P50, P52, cRel ve
RelB’nin tamaminda Gemcitabine uygulamasi ile yiikselis yasanmis ve direncin
gelismekte olduguna isaret etmisti. Ancak kurkumin uygulanmasi ile sadece P65 ve
P52’nin diisiisii gézlendi. Dolayisiyla levan tarafindan hiicre i¢ine giris yiikselmisse
de nano tastyicinin tasidigi diisiik miktardaki kurkuminin yeteri kadar etki

gosteremedigi diisliniildii.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan cihazlar

Ultrasonik banyo (Memmert, ENB29, Almanya), Rotary Evaporatoér (Heidolph,
Schwabach, Almanya) nanopartikiil hazirlanmasi ve in vitro deneyler i¢in ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda kullanilmistir. HPLC Cihazi (Shimadzu LC 20A, LC Solution),
Analitik kolon (Perkin Elmer, C18, (2,7 um, 150 x 4,6 mm 1.D.)) karakterizasyon
deneylerinde kullanilmistir. TA Instruments Discovery DSC 250 cihazi nitrojen
atmosferi altinda dakikada 10 °C 1sitma hiziyla (0-200 °C araliginda, {i¢ dongii halinde)
DSC termogramlarinin g¢ekilmesi icin kullanildi. Platinum-ATR aksesuart (ZnSe
kristali) ile ALPHA Bruker spektrometresi kullanilarak, 4000 ila 400 cm™' araliginda
bir Fourier dontistimlii kizilotesi (FTIR) spektrumlari tarandi. JEOL JEM-2100 cihazi
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, ABD) kullanilarak 80 kV hizlanma
voltajinda TEM goriintiileri kaydedildi. Hiicre Kiiltiirii Kabini (Seviye II) (Safe Fast
Classic Faster Air), Karbondioksit Inkiibatoérii (ESCO — Panasonic), Sogutmali
Santrifiij (Hermle), Floresans Mikroskop (Leica DM 1000), Akis Sitometri cihazi (BD
Facs Canto II MMP), Multiplaka Okuyucu (Thermo Varioskan), In Vivo Imaging
System (IVIS) (Perkin Elmer), Western blot/ membrana aktarma sistemi (Biorad), Jel
Goriintiileme Cihazi (Vilbert Laurmart Fusion Fx5), Transfer Sistemi (Trans-Blot®

Turbo™ Transfer System) hiicre kiiltiirli deneylerinde kullanilmistir.

3.2 Kullamlan kimyasallar

PLGA, Poli(lakti-ko-glikolik) asit” veya “Poly (D,L-lactide-co-glycolide), lactide:
glycolide (50:50), Ester bagli, MA 30,000-60,000 (Sigma-Aldrich USA 802182);
Kurkumin (Curcuma longa, Zerdegal) (1E,6E)-1,7-bis (4-hidroksi- 3-methoksifenil) -
1,6- heptadien-3,5-dion, HPLC saflikta; Tween 80, 8.22187.0500, Merck, Darmstadit,
Germany,; DSPE, 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, PE (18:0/18:0),
850715P, Avanti Phospholipids alindig1 gibi kullanilmistir.

Eagle's Minimum Essential Medium (E’MEM) Sigma-Aldrich; Cryopreservation
Medyum ABM; 5-Fluorouracil, Sigma Aldrich, F6627-5G; Diklorofloroscein Diasetat
(DCFH-DA), Sigma; Blastacidin-S HCI; Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit,
ThermoFisher; Coomasie Brillant Blue G250 BioRad; RIPA Tamponu, Santa Cruz;
Laemlli Sample Buffer, Biorad; Triton X-100; Protein Ladder, PageRuler, Thermo;
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Akridin oranj (Sigma Aldrich, ABD); Etidyum bromiir (Amresco, ABD); L-Glutamin,
Sigma-Aldrich Fetal Sigir Serumu (FBS), Sigma Aldrich, F9665; ECL Soliisyonu,
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate; Penicilin/streptomisin 10.000 U/mL (100
mL) GIBCO; Nutrient Mixture F-12K (Ham's), with L-Glutamine; Tripsin/EDTA
(%0.25) Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD deneyin amacina uygun sekilde
karigtirilarak veya seyreltilerek kullanilmigtir. Western blot deneylerinde kullanimak
tizere p53 Rabbit mAb, cell signalling technology; Anti-mouse sekonder antikor; Anti-
rabbit sekonder antikor; NF-xB p65 Rabbit mAb, cell signalling ve Beta catenin Rabbit

mADb, cell signalling siit tozu ile seyreltilerek kullanilmigtir.

3.3 Hazrlanan ¢ozeltiler

Stok kurkumin ¢ozeltisi (1 mL): 25 mg kurkumin (368.385 g/mol) 1 mL DMSO
icerisinde ¢oziilerek 25.000 pg/mL ¢6zelti hazirlanir. Deneylerde kullanilmak {izere
500 pg/mL ¢ozelti elde etmek i¢in besiyeri ile 50 kat diliie edildi. Her hafta taze olarak
hazirlandi.

5-Flourourasil stok ¢ozeltisi: 500 mg 5-FU (130.08 g/mL, toz) 10 mL DMSO ile
¢oziiliip distile su ile 38,43 mL ye tamamlanarak 100 mM stok ¢ozeltisi hazirlanir.
(+4 °C’de en fazla ii¢ ay muhafaza edilir)

DCFH-DA Soliisyonu: 10 mM H>DCFDA stok soliisyonu hazirlamak i¢in 27.6 mg
madde 1 mL DMSO igerisinde ¢oziiliir. (-20 °C'de saklanir ve hazirlandiktan sonra 3
ay i¢inde kullanilmalidir.) Deneyde kullanilmadan 6nce giin igerisinde 100 uM’a
diliie edilir.

SDS Poliakrilamid Jel:

*%10’luk ayirma jeli i¢in; 1 mL (1,5 M, pH:8,8) Tris-HCI-%10 SDS + 1,66 mL %30
Ac/ Bis +2,62 mL dH20 + 50 pL %10 APS + 3,5 pL TEMED kullanilir.

*%S5’lik yiikleme jeli i¢in; 0,25 mL (1 M, pH:6,8) Tris-HC1-%10 SDS + 337,5 puL %30
Ac/ Bis + 1,87 mL dH20 + 30 pL %10 APS + 3,5 uL TEMED kullanilir.

%10 APS Cozeltisi: 100 mg amonyum persiilfat 1 mL distile su ile ¢oziilerek elde
edilir. Jel dokiilmeden once taze olarak hazirlanir.

1,5 M Tris-baz ¢ozeltisi (pH 8,8): Tris-baz (C4H11NO3) 90,8 gr, Distile su (dH20)
500 mL, Tris-baz 800 mL su icerisinde belirtilen miktarda ¢oziilerek pH 8,8’

ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti hacmi 1 L ye tamamlanir. (+4 °C’de muhafaza edilir)
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0,5 M Tris-baz ¢ozeltisi (pH 6,8): Tris-baz (C4H11NO3) 30,25 gr, Distile su (dH20)
500 mL, Tris-baz 800 mL su igerisinde belirtilen miktarda ¢oziilerek pH 6,8°¢
ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti hacmi 1 L’ye tamamlanir. (+4 °C’de muhataza edilir)
%30 (v/v) Akrilamid/bis-akrilamid ¢6zeltisi (100 mL i¢in): Akrilamid (C3HsNO) 29,2
gr, Bis-Akrilamid (C7H10N20>) 0,8 gr, Distile su (dH20) 100 mL (+4 °C’de muhafaza
edilir.)

10X Yiiriitme Tamponu: Tricine base 71,7 gr, Tris base 72,6 gr, SDS 10 gr, sodyum
bisiilfat 2,5 gr 500 mL distile su ile ¢oziilerek hazirlanir. (+4 °C’de muhafaza edilir.)

Kullanilmadan 6nce ¢ozelti 1X olmast i¢cin dH>O ile diliie edilir.

3.4 Yontem

Calismamizin deneysel asamasi 3 bolimden olusmaktadir. Bunlar; nanopartikiil
sentez ve karakterizasyon deneyleri, hesaplamali molekiiler modelleme ¢aligsmalari ve

in vitro hiicre kiiltiirii calismalardir.

3.4.1 Kurkumin miktar tayini icin HPLC yontemi gelistirilmesi

Nanopartikiil igerisine yiiklenen kurkumin miktarinin tayini i¢in Yiiksek Performansl
Sivi Kromatografisi (HPLC) ile validasyonu tamamlanmis bir yontem kullanildi.
Yontemde formiilasyondaki kurkumin madde miktar1 C18 kolonda (150 x 4.6 mm; 2,7
um) 5 mM fosforik asit-asetonitril (60:40, h/h) mobil faz sisteminin izokratik
uygulanmasi ile 40 °C’de 1 mL/dk akis hizinda analiz edildi. HPLC sisteminde
floresans dedektdr icin eksitasyon ve emisyon dalga boylari sirastyla 425 nm ve 520
nm; PDA dedektor i¢in 425 nm olarak belirlendi (Sekil 3.1). Segicilik, aralik ve
dogrusallik, giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik (kesinlik), LOD (Go6zlenebilme
siir1) ve LOQ (Tayin sinir1) validasyon parametreleri tekrar edildi.

Yontemin segiciliginin tayini amaciyla, kurkumin eklemeksizin (bos nanopartikiil)
hazirlanan formiilasyon ve mobil faz ayni1 kosullarda HPLC’de analiz edildi. Boylece
formiilasyondan ve mobil fazdan kaynaklanabilecek bir girisim olup olmadigi
incelendi.

Kurkumin standart ¢6zeltisi kullanilarak 6l¢ii egrisi hazirladi. Standart maddeden 10
mg tartildi ve 10 mL’lik balon jojede metanol ile ¢oziindiiriiliip hacmine tamamlandi
(1 mg/mL). Stok kurkumin ¢ozeltisinden uygun miktarda alinarak mobil faz ile
seyreltilmesiyle 10 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonda olmak {izere ara stok

cozeltileri hazirlandi. Ara stok ¢ozeltilerden uygun miktarlarda alinarak mobil faz ile
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seyreltilmesiyle 10 mL’lik balon jojelerde 0,25-10 pg/mL araliginda alti farkli
konsantrasyonda 6l¢ii egrisi ¢ozeltileri hazirland1 ve kosullart belirlenmis olan HPLC
sistemine 50 pL enjekte edildi. Olgii egrisi 6 kez tekrar edildi. Her konsantrasyona
kars1 elde edilen ortalama pik alan degerleri ile 0,25-10 pg/mL aralifinda ortalama

Olcii egrisi ¢izildi.
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Sekil 3.1: Mobil faz icerisinde kurkuminin maksimum absorpsiyon degeri.

LOQ ve LOD degerleri kalibrasyon dogrusunun egimi (m) ve y eksenini kestigi nokta

tizerinden asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanda.

100

LOQ ==2 (3.1)
LOD = %" (3.2)

o: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

3.4.2 Nanopartikiil hazirlanmasi ve karakterizasyonu

3.4.2.1 Kurkumin yiiklii PLGA DSPE nano formiilasyon 6n ¢calismalari

Hibrit ¢ekirdek-kabuk yapili nanopartikiillerinin hazirlanmasinda iki veya tek asamali
yontemler kullanilir. iki asamali yontem, ila¢ yiikli PLGA nanopartikiillerinin

onceden olusturulmus lipid vezikiiller ile inkiibe edilmesini, ardindan gézenekli bir
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membrandan ekstriizyonunu igerir. Alternatif olarak, tek asamali yontem, bir polimer
—ilag cozeltisi ile bir lipit ¢ozeltisinin karigtirllmasini, ardindan nanopresipitasyon
ve/veya emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma uygulanmasini igerir. Bu yontemle lipit
ve polimer, hibrit nano yapilar olusturmak iizere kendi kendine bir araya gelir, bu
nedenle kendi kendine bir araya gelen (self assembly) sistemler olarak adlandirilir
[125].

NP'lerin iiretim teknikleri, sekil, boyut, boyut dagilimi ve stabilite gibi nihai
Ozelliklerinde 6nemli rol oynamaktadir. PLGA igerikli NP sentezi i¢in (tekli veya ¢ift)
solvent evaporasyon-emiilsifikasyon, nano ¢oktiirme, diyaliz ve sprey kurutma gibi
cok cesitli teknikler kullanilmaktadir. Nanopartikiil hazirlama yontemlerinden en
basarili olanin PLGA-DSPE-kurkumin i¢in uyarlanmasi amaci ile 6n denemeler
yapildi. Buna gore literatiirde bulunan solvent evaporasyon-emiilsifikasyon
yonteminden uyarlanarak dort farkli yeni yontem gelistirildi [143].
Laboratuvarimizda uygulanan klasik kurkumin yiikli PLGA nanopartikiil hazirlama
yontemine gore 50 mg PLGA 5 mL aseton ile ¢oziilerek, 20 mL % 0,025 Tween 80
iceren su fazina damla damla eklenmektedir. Ardindan emdilsifikasyon- solvent
evaporasyon yontemine gore manyetik karistiricida (600 rpm) tim gece bekleyerek
organik fazin tamaminin uzaklagsmasi saglanir. PLGA amfifilik bir polimerdir ve sulu
ortama damlatildiginda kendi kendine birlesen miseller olusturur. Bu ydntemde
kurkumin de organik faz igerisinde ¢oziiniir ancak yapilan ¢aligmalara gére 20 mL
formiilasyon igerisinde en fazla 2 mg kurkumin tasiyabilmektir. Bu nedenle lipid
yapidaki DSPE kullanilarak formiilasyonun hidrofobik kapasitesinin arttirilmasi
amaglandi. Bu amagla asagida agiklanan dort farkli yontem gelistirildi;

a. CurPD1: Klasik PLGA nanopartikiil hazirlama yonteminden (emiilsifikasyon-
solvent evaporasyon) yola ¢ikilarak olusturuldu [142]. Organik faz olarak 50
mg PLGA ile 5 mg kurkumin 5 mL asetonitril igerisinde ve 10 mg DSPE ise
0,8 mL metanol icerisinde ayr1 ayr1 ¢oziindiiriiliip karistirildi. Organik faz
¢ozeltisine daha sonra 3 dakika siddetli vorteks uygulandi ve % 0,025 tween
80 iceren 20 mL distile sulu faz lizerine 600 rpm'de manyetik karistirici altinda
damla damla eklendi. Organik solvent, amfifilik bir polimer olan PLGA’nin
sulu ortamda kendi kendine birlesen miseller olusturmasi i¢in gece boyunca
oda 1sisinda uguruldu. Diisiik kurkumin yiikleme kapasitesine sahip
formiilasyonun hazirlanmasinda ayni iglemler DSPE hari¢ tutularak yalniz

PLGA ve kurkumin kullanilarak tekrarlandi [144].
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b. CurPD2: Kurkumin yiikli PLGA-DSPE hibrit nanopartikiillerinin

hazirlanmasi i¢in yag/su emiilsifikasyonu — solvent evaporasyonu metodu
modifiye edilerek kullanildi. Bir 6nceki klasik yontemden farkli olarak birbiri
ile daha iyi karisan sivilar oldugu igin asetonitril ve metanol kullanildi ve
lipidin camsi gecis sicakliginin iizerinde 1s1 uygulandi. Is1 uygulanmasi
sayesinde lipidin polimer ile kolayca birbirine ge¢mesi ve nanotasiyicinin
hidrofobik ilag¢ tasima kapasitesinin arttirilmasi amaglanmistir. Hazirlama
yontemi kisaca soyledir: PLGA, DSPE ve Kurkumin (3.5:1.5) asetonitril:
metanol organik fazi igerisinde ayri ayri1 ¢ozdiiriildii ve su banyosunda es
zamanli 60 °C'ye kadar 1sitildi. Tiim organik faz (50 mg PLGA, 10 mg DSPE
ve 5 mg Kurkumin) karigtirildiktan sonra ultrasonik banyoda 60 °C’de 30
dakika bekletildi ve li¢ dakika siddetli vorteks uygulandi. Organik faz, %0,025
Tween 80 iceren ve 60 °C sicakliktaki distile su fazina (20 mL) 600 rpm’de
manyetik karistirici altinda damla damla eklendi. Organik solvent, amfifilik bir
polimer olan PLGA’nin sulu ortamda kendi kendine birlesen miseller
olusturmasi i¢in 4 saat boyunca sabit sicaklikta uguruldu. Bu sirada fosfolipid
yapili DSPE’nin sicakligin etkisiyle siv1 faza gectigi ve hidrofobik kurkumin
ile PLGA nin hidrofobik kisimlar1 arasinda tglii etkilesim meydana getirdigi
diistiniilmektedir.

CurPD3: Kurkumin yiiklii PLGA-DSPE Hibrit Nanopartikiillerinin bu yontem
ile hazirlanmasinda daha oncekilerden farkli olarak ince tabaka film olusturma
yontemi temel alindi. Bu metod ile hazirlanan nano tasiyicilarda 10 mg DSPE
ve 5 mg kurkumin 5 mL kloroform ile ¢6ziildii, 500 mL lik balon igerisinde
tamamen karistirildi. Daha sonra sicakligr 60 °C’ye ayarlanmis ultrasonik su
banyosunda 5 dakika ses dalgasina maruz birakildi. Evaporatdriin sicakligi da
60 °C’ye ayarland1 ve diisiik basing altinda evaporator ile ince film tabakasi
olusturuldu. Olusan film 40 dakika boyunca ¢eker ocak altinda bekletildi. Ayri
bir yerde 50 mg PLGA 2,5 mL asetonitril igerisinde ¢oziindiiriildii. Daha sonra
2,5 mL metanol ile karistirilarak ince filmin bulundugu balona ilave edildi,
bdylece ince film tabakasinin organik faz ile dagilmasi saglandi. Balona
siddetli vorteks ve sonikator uygulanmasi ile film dagitildi. Elde edilen ¢ozelti,
%0,025 Tween 80 iceren ve 60 °C sicakliktaki distile su fazina (20 mL) damla
damla eklendi ve 600 rpm de manyetik karistiric1 altinda gece boyunca organik

fazin uzaklagmasi beklendi.
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d. CurPD4: Bu metod ile nano tasiyict hazirlarken ilk asamada bir onceki
yontemde (CurPD3) anlatildigi gibi DSPE ve kurkuminin kloroform ile
¢Oziiliip balon icerisinde karigsmasi, ardindan 60 °C sicaklik ve diisiik basing
altinda evaporator ile ince film tabakasi olusturulmasi saglandi. Hazirlanan
film tabakasi bir giin 6nceden hazirlanmis olan bos PLGA nanopartikiil
(3.5:1.5 asetonitril: metanol organik fazi kullanilarak solvent evaporasyonu
yontemi ile hazirlanmis) ile rehidrate edildi ve film ¢oziilene dek siddetli
vorteks ve ultrasonikatér uygulamasi yapildi. Hazirlanan taze formiilasyon iki
saatlik siire ile 40 °C’deki etiivde bekletildikten sonra analiz iglemleri yapildi.

Formiilasyonun hazirlama basamaklar1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2: Film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan CurPD4
nanopartikiil hazirlanma basamaklar1 (BioRender, https://biorender.com/ ile
olusturulmustur.).

Enkapsiile edilmeyen kurkumin, lipid ve emiilgatoriin uzaklastirilmasi i¢in 40 °C’deki
etlivde iki saat bekletildikten sonra formiilasyon 11.000 rpm’de 15 dakika boyunca
santrifiij edildi (Hermle, Germany) ve 2 defa distile su ile yikandi. Elde edilen pellet
+4 °C’de sakland1 ve kullanim Oncesi esit hacimdeki distile su ile rehidrate edildi.
PLGA-DSPE hibrit nano ilag tasima sisteminin karakterizasyon ve optimizasyon
stirecinde partikiil boyutu dagilimi (d.nm), polidispersite indeksi (PDI), nanopartikiil
yiizey yiikii (zeta potansiyeli, mV), kurkumin yiikleme kapasitesi (%EE) ve in vitro

salim kinetigi dikkate alindi.
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3.4.2.2 Partikiil boyutu dagilimi ve polidispersite indeksinin belirlenmesi

Nanopargaciklarin hidrodinamik ¢apini karakterize etmek igin, siispansiyonlarin boyut
dagilim profilini belirlemeye yonelik bir teknik olan Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS)
(Zetasizer, ZEN3600; Malvern Instrument, Inc.) kullanildi. Film olusturma —
rehidratasyon yontemi ile hazirlanan misellerin ¢aplart ve polidispersite indeksi
25 °C’de distile su icerisinde, 20 pL nanopartikiil siispansiyonu 1,8 mL distile suda
seyreltilerek belirlendi. Bu sayede partikiillerin ortalama boyut dagilimi ve
polidispersite indeksi (PDI) belirlendi. Nanopargaciklar sivi ortam igerisinde rastgele
hareket ettikce aralarindaki mesafe ve sacilan 15181 yogunlugu da degisir. Cihazin
Olclim prensibi biiyiik parcaciklarin daha yavas hareket ederken, kii¢lik parcaciklarin
nispeten daha hizli hareket etmesine dayanir. Belirli agilar ile sacilan 151k yogunlugu
parcaciklarin boyutuyla iliskilidir. Olgiimler i¢in 173°'lik bir Zeta Sizer kirilma indisi
(geri sacilma) kullanildi. Her defasinda hazirlanan formiilasyonda ti¢ tekrarli 6l¢iim
yapildi. Her tekrarda cihaz tarafindan 11 6l¢limiin ortalamasi alindi ve her 6l¢iim

arasinda 1 saniye beklendi.

3.4.2.3 Nanopartikiil yiizey yiikii ol¢iimii

Zeta potansiyeli, dagilimdaki parcacik stabilitesini belirlemeye yardimei olan
pargaciklarin yiikiidiir. On formiilasyonlar ve optimize nano formiilasyonda
partikiillerin kolloidal kararlilik ve yiizey yikii / zeta potansiyelinin 6l¢limii i¢in
Zetasizer Nano ZS cihaz1 kullanildi. Zeta potansiyeli elektroforetik hareketlilik
temelinde bir elektrik alani altinda tahmin edildi. Her Ornegin 11 okumasinin
ortalamasindan ayr1 bir zeta potansiyel degeri hesaplandi. Ortalama zeta potansiyeli,

ticlii 6l¢iimiin ortalama degeri olarak hesaplandi [145].

3.4.2.4 Kritik misel konsantrasyonunun (KMK) hesaplanmasi

Kendiliginden bir araya gelen (self assembly) sistemlerde misel olusturan bilesenlerin
sulu ortam icerisindeki konsantrasyonu kritik bir hidrofobiklik diizeyinin altina
diiserse birlesme meydana gelmez. Hazirlanan nano formiilasyonlar i.v. uygulama
sonrasi1 yiiksek oranda seyrelmeye maruz kaldigi i¢in film olusturma- rehidratasyon
yontemi ile hazirlanan yeni hibrit nanopartikiilin kritik misel konsantrasyonu
hesaplanmalidir.

PLGA-DSPE hibrit NP’e ait KMK hesaplanirken floresan prob olarak piren adl

hidrofobik molekiil kullanildi. Piren suda ¢6zlinmez ve uyarilmis halden temel hale
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gecerken uzun siire 151k yayar. Deneyin temel prensibi ortamda misel varsa pirenin
floresan 1s1masinin kaybolmasina dayanir. ilk olarak konsantrasyonu 6 x 107" Molar
olacak sekilde stok piren ¢ozeltisi hazirland1 ve 20 farkli vial igerisine esit hacimlerde
eklendi. Ardindan vialler ¢eker ocak altinda tiim gece bekletilerek asetonun tamaminin
ucmasi ve piren filmi olusmasi saglandi. Film olusturma — rehidratasyon yontemi ile
hazirlanan PLGA-DSPE hibrit misel her biri 5 kat olmak iizere 20 defa diliie edildi ve
her bir diliisyondan 0,5 mL alinarak kurutulmus piren problarinin iizerine ilave edildi.
Her bir numuneye 5’er dakika vorteks ve ultrasonikator uygulandi ve oda sicakliginda
calkalanarak iki saat bekletildi. Daha sonra her birinin kararli hal floresan spektrumlari
375 nm emisyona sabitlenerek eksitasyon spektrumu kaydedildi. Elde edilen floresan
grafikte Iex /lem piklerinin yiikseklikleri birbirine oranlanarak ve nanopartikiiliin

logaritmik konsantrasyonuna gore hesaplama yapildi [144, 145].

3.4.2.5 Kurkumin’in nano formiilasyon icerisindeki ¢oziiniirliigii

Kurkumin hidrofobik yapisi nedeniyle suda c¢ok az ¢oziinlir ve bu durum canh
sistemlere uygulanmasindaki ana problemdir. Bu nedenle esit miktar kurkuminin
optimize edilmis formiilasyon i¢indeki ve distile sudaki ¢oziiniirligi fiziksel olarak
karsilagtirildi. Bunun i¢in 20 mL formiilasyonda 5 mg kurkumin tasiyabilen ve film
olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan optimize formiilasyon 6rnek alinarak
20 mL %0,025 Tween 80 iceren distile su igerisine 5 mg kurkumin ilave edildi.
Kuvvetli vorteks ve 5 dakika 60 °C sicaklikta ultrasonik dalga uygulamas: ile

¢oziilmeye calisildi ve fiziksel goriiniim agisindan degerlendirildi.

3.4.2.6 Nanopartikiil enkapsiilasyon etkinliginin hesaplanmasi

Nano formiilasyonlarda ilag yiikleme kapasitesi misel igerisine enkapsiile edilen ilacin
dis sulu ortamdaki ilagtan daha yiiksek konsantrasyonda oldugunu gostermelidir. Film
olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan CurPD4 NP igerisine gercekten
enkapsiile edilen kurkumin miktarini bulmak i¢in %EE hesaplandi. Bunun i¢in misel
igerisine yiiklenen kurkumin miktar1 formiilasyona eklenen toplam ila¢g miktarina
oranlandi. Yiiklenen kurkumin miktarinin tayini i¢in yiiksek performanslh sivi
kromatografisi (HPLC) kullanildi. Formiilasyon oda sicakliginda bir gece inkiibe
edildikten sonra analiz edilmek {izere her bir formiilasyondan 250 pL 6rnek alindi,
balon joje igerisinde 3:1 (v/v) oraninda asetonitril: metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.

Organik ¢6ziicli, formiilasyondaki miselin dagilmasini ve enkapsiile olmus ilacin
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serbest kalmasini saglamistir. Nanopartikiillerin tamamen dagilip igerisindeki ilaci
salmast i¢in ultrasonik banyoda 60 sn bekletildi ve 30 saniye vorteks yapildi. Ardindan
0,45 um naylon filtreden siiziildii ve her 6l¢iimde 10 pL kosullar1 6nceden belirlenmis
olan HPLC sistemine enjekte edildi. Her bir 6l¢lim ii¢ kez tekrarlandi. Yiizde
enkapsiilasyon etkinligi (%EE) ve yiizde ilag yiikleme kapasitesi (%IY) belirlenmesi
icin asagida sunulan denklemler (Denklem 3.1 ve Denklem 3.2) kullanilarak

hesaplama yapildi.
%EE = (Olgiilen kurkumin)/(Formiilasyona eklenen kurkumin) x100  (3.3)
%IY = (Yiiklenen kurkumin) /(Formiilasyonun toplam agirlhig) x100 (3.4)

3.4.2.7 Nanopartikiil stabilite calismalari

Hazirlanan nanopartikiiliin stabilitesi herhangi bir ilag tasiyici sisteminin 6nemli bir
ozelligidir. Kurkumin, ndtr veya bazik pH kosullar1 altinda kolayca ve hizli bir sekilde
bozunur. Ayn1 zamanda yiyecekler, icecekler ve plazmadaki bazi metal iyonlarini
kolaylikla selatlayabilir ve bu da diisiik farmakolojik aktivite ve diisiik stabilite ile
sonuglanabilir [158]. Fiziksel kararsizlik, ila¢ sizintistna ve vezikiillerin
agregasyonuna veya fiizyonuna yol agacaktir.

Bu calismada film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonun
fiziksel stabilitesi, nanopartikiillerin belirli zaman araliklarinda ortalama boyut
dagilimi, zeta potansiyeli ve igerigindeki kurkumin miktarinin o6lgiilmesi ile
degerlendirildi. Polidispersite indekisinin bozuldugu (PDI>0.3) ve partikiil boyutunun
biiylidiigli (d.nm>300 nm) zaman stabilitesinin kayboldugu varsayildi. Stabilite
caligmalar1 i¢in 1. giin, 3.giin, 4.giin, 7.glin ve 15. giinde analiz yapildi. Her bir
formiilasyondan 250 pL alinarak mobil faz ile 10mL’ye tamamlandi. 30 saniye vorteks
yapildiktan sonra ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii. Siiziintii 50 pL enjeksiyon
hacminde kosullar1 6nceden belirlenmis olan HPLC sistemine enjekte edildi.
Hazirlanan kurkumin nano miselleri uzun siireli stabilite tayini i¢in ayr1 ayr1 4 °C ve
25 °C'de cam siselerde (5 mL) 60 giin siireyle saklandi. Belirli zaman araliklarinda
fiziksel goriiniim, faz ayrimi, ilag ¢dkmesi ve partikiil boyutunun 6l¢iilmesi yoniinden
degerlendirildi.

Film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonun liyofilizasyon
sonrasi stabilitesinin belirlenmesi i¢in hazirlanan NP 6nce -80 °C ‘de donduruldu (10

mL) ardindan yiiksek basing ve diisiik sicaklikta (800 Pa, -96 °C) liyofilize (FreeZone
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25, LABCONCO Lyophilizer) edildi (Sekil 3.3). Liyofilize formiilasyon 60 giin siire
ile +4 °C’de tutuldu ve ardindan esit miktar distile su ile rehidrate edildi.
Formiilasyonun partikiil boyutu dagilimi ve polidispersite indeksi (PDI) aym
kosullarda olgiildii.

Sekil 3.3: Liyofilize edilmis optimize formiilasyona ait fotograf.
Film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan PLGA-DSPE kurkumin
nanopartikiiliin hiicre kiiltiirii deneyleri sirasindaki stabilitesini kontrol etmek igin
esdeger bir ortam tasarlandi. Bunun i¢in 4500 pL hiicre kiiltiirii besi yerinin igerisine
500 pL formiilasyon ilave edildi ve 37 °C'de muhafaza edildi. Karistmin partikiil
boyutu ve PDI degeri 48 saat sonra DLS kullanilarak 6l¢iildii.

3.4.2.8 Nanopartikiil zamana bagh salim kinetiginin hesaplanmasi

Kurkuminin in vitro salim kosullar1 altindaki biitiinliigiinii incelemek icin salim
deneylerinden oOnce Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazi
kullanilarak kurkumin pikleri analiz edildi [146]. Kurkumin standart soliisyonuna ait
pikler, ayr1 ayr1 bisdemetoksikurkumin, demetoksikurkumin ve kurkumin‘in alikonma
stirelerini gostermektedir. Bu piklerin, nanopartikiil i¢erisindeki kurkuminden 6rnek
alinarak, salim deneyi siiresince bozulmadan kaldigin1 gostermek icin kurkumin

standart soliisyonu ile ayn1 olup olmadigi incelendi.
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Salim kinetiginin hesaplanmasi i¢in genellikle kullanilan diyaliz membran metodu
(uygun gozenek boyutuna sahip diyaliz membrani kullanarak kurkuminin dis ortama
zamana bagli salimmi Olgmek) formiilasyondaki kurkuminin membrana afinite
duymasi ve salim ortamina ¢ikmamasi nedeni ile sorun olusturmaktadir [144]. Bu
yiizden oda sicakliginda stabilite calismalari devam ederken, silipernatantta kalan
kurkumin miktarini 6lgen dolayli bir salim hesaplamast planlandi. Bu amagla,
formiilasyonun yaris1 stabilite ¢alismasi i¢in ayirildi ve es saat araliklarinda DLS ile
boyut Ol¢limii yapildi. Ayirilan diger formiilasyondan 1500 pL alindi ve Amicon®
filtreli santriiflyj tiip (Milipore, MWCO 30,000) kullanilarak diyaliz edildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4: Salim deneylerinde kullanilan Amicon® Ultra-15 filter units santrifiij
tiipt.
Tiipiin alt kismina 15 mL HPLC analizinde kullanilacak olan mobil faz ilave edildi.
Salim deneyi boyunca 37 °C'de inkiibe edilen tiip belirlenen saat araliklarinda (0, 0.5,
1,2,3,4,5, 6, 24, 48, 72, 168 saat) 500 rpm’de santrifiij edildi. Yiizde yiiz olarak
kabul edilen sifir noktasindaki kurkumin miktarlarinin  hesaplanmasi ig¢in
formiilasyondan bir numune saklandi. Her santrifiij sonrasinda mobil faza gecen alt
kisimdan HPLC cihazina enjekte edilmek tizere 50 ul o6rnek alindi. Salim
deneylerinde film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan PLGA-DSPE-
Kurkumin NP ve klasik yontem ile hazirlanan PLGA-Kurkumin NP kullanildi ve her
birine esit konsantrasyonda (250 pg/mL) kurkumin ilave edildi. Santrifiij sonras1 bazal
ortamdaki kurkumin miktarlari, daha once tarif edildigi gibi HPLC 6l¢iim yontemiyle

o6l¢iildii ve sifir noktasindakine oranla bir yilizde elde edildi.
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Optimize edilmis PLGA-DSPE hibrit NP’den kurkuminin salinma davraniginin
kinetigi sifir, birinci derece, Hixson-Crowell ve Korsmeyer-Peppas kinetik modelleri
kullanilarak incelendi. Tiim modeller icin R? degeri hesapland1 ve en yiiksek olan

matematiksel model belirlendi [147].

3.4.2.9 Yapisal karakterizasyonun belirlenmesi

Nano tastyicilarin yapisal karakterizasyonu i¢in Diferansiyel taramali kalorimetri
(Differential Scanning Calorimetry, DSC), Fourier Dontisimlii InfaRed (FT-IR)
spektroskopisi ve Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) kullanildr [118, 148].
Film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan optimize formiilasyon
olusturulduktan sonra -80 °C de bir gece boyunca dondurulup ardindan 48 saat
boyunca yiiksek basing ve diisiik sicaklikta (800 Pa, -96 °C) liyofilize edildi. DSC
analizi ve FT-IR spektrumu ¢ekilmesi i¢in formiilasyonlarin liyofilize halleri
kullanildi. TEM analizi 6ncesi taze formiilasyon bakir grid {izerine kaplama yapildi.

DSC, sicakliga bagl faz gegislerini incelemek i¢in uygulanan ve kurkuminin polimer
icerisindeki durumunu ortaya koyan termodinamik bir tekniktir. Bu nedenle
nanopartikiil ~ karakterizasyonunda formiilasyon bilesenlerinin ve bunlarin
nanopartikiil i¢indeki hallerinin DSC termogramlari incelendi. Kurkumin ve PLGA-
DSPE nanopartikiilleri arasindaki potansiyel etkilesimi tanimlamak i¢in FT-IR
spektrumlari analiz edildi. Kurkuminin nano tastyicinin igerisine yerlesmesi durumu
IR piklerinin yorumlanmasi ile anlagildi. TEM goriintiisii, hizlandirilmis bir elektron
15111 numunenin ince bir filminden gectiginde ve farkli agilara dagildiginda
olusturulur. Optimize edilmis nanopartikiiliin (CurPD4) ve Kurkumin- PLGA
nanopartikiillerin morfolojisi, Gegirgen Elektron Mikroskobu (TEM) kullanilarak
incelendi. TEM numunelerinin hazirlanmasi i¢in bir damla Kurkumin-PLGA NP ve
CurPD4 NP (konsantrasyon: 1 mg/mL) 0,037 mm'lik bir bakir 1zgara (ultra ince
karbon tip) tlizerine damlatildi. Numuneler lekelendi ve 1zgaralar, %2 (w/v) uranil
asetat sulu soliisyonu ile negatif olarak kontrastlandi. Izgaralar daha sonra iki kez

distile su ile yikandi ve deney Oncesi ¢eker ocakta hava ile kurutuldu [148].

3.4.3 Hesaplamah molekiiler modelleme

PLGA, DSPE ve ilaglardan olusan nanokompozitler c¢ok karmagsik sistemler
oldugundan, ila¢ molekiillerinin PLGA ve DSPE ile nasil etkilesime girdigini ortaya

cikarmak i¢in ¢ok g¢esitli hesaplama araclar1 kullanilmalidir. Bu c¢alismada
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molekiillerin etkilesimi ile ilgili sorular1 cevaplamak i¢in kuantum kimyasi (QC) ve
molekiiler dinamik (MD) gibi hesaplama araglar1 kullanildi. Nano formiilasyon
hazirlanmasi ile kurkuminin PLGA ve DSPE’den olusan hibrit bir nano tasiyici
araciligiyla hedefe yonlendirilmesi amaglandi. QC-MD yaklagimlarinin birlikte
kullanilmasi ile de kurkuminin nanopartikiiliin bilesenleriyle nasil etkilesime girdigi

ve DSPE’nin rolii netlestirildi.

3.4.3.1 Kuantum kimyasal kiime modelleri

Kuantum kimya kiime hesaplamalari ilag-ilag, ilag-DSPE, ilag-PLGA ve poli-(glikolik
asit) (PGA) ve poli-(laktik asit) (PLA) dahil olmak iizere farkl ikili sistemler igin
yapildi. Kurkumin, enol ve keto tautomerik konformasyonlarinin varliginda
dengededir. Asidik ve nétr kosullar altinda ana bilesen keto formudur, pH> 8 oldugu
durumlarda ise kurkuminin enol formu mevcuttur [92]. Model hesaplamalarinda
kurkuminin her iki tautomerik formu da dikkate alind1.

Bu modelleme c¢alismalar1 6zellikle periyodik yapilarda i¢in siirli bir basariya
sahiptir. Bu nedenle yalnizca 2-3 molekiilden olusan nispeten kiiciik sistemlerin
analizinde kullanildu.

TURBOMOLE program paketi [ 149], kuantum kimyasal kiime modelleri kullanilarak
hesaplamalar yapmak i¢in kullanildi. SVP temel setine sahip B97-D fonksiyoneli,
geometri optimizasyonlarint gerceklestirmek i¢in kullanildi. Kiime modellerinde
onemli sayida atomu islemek icin "kimlik ¢oziiniirligi" (RI) yontemi kullanildi.
Geometri optimizasyonlarinin ardindan, baglanma enerjileri B97-D/SVP/TZVP teori
seviyesi kullanilarak degerlendirildi.

Baglanma enerjilerindeki temel kiime siiperpozisyon hatalarini (BSSE) ele almak i¢in
"karst denge" (CP) yontemi kullanildi [150]. TURBOMOLE, A ve B
monomerlerinden olusan bir dimer i¢in CP diizeltmesini Denklem 3.5’de gosterildigi
sekilde gerceklestirir.

E_AB"CP =E AB—-(E_A(B) —E_A)—(E_B(A) —EB) (3.5)
Bunula birlikte A, B ve C monomerlerinden olusan bir trimer i¢in Denklem 3.6’da
gosterilen sekilde gerceklestirir.

E_ABC"CP = E_ABC — (E_AB(C) —E_AB)— (E_AC(B) —E_AC) —

(E_BC(A) —E_BC) (3.6)
Burada parantezler, elektronlar veya niikleer yiikler olmadan hayalet temel kiimeleri

gostermektedir [150].
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3.4.3.2 Periyodik DFTB+ hesaplamalari

Kuantum kimyasi kiime modeli hesaplamalar1 yararli olsa da, 6zellikle biiyiik ve
karmasik sistemlerle ugrasirken sonlu sistem boyutu gibi sinirlamalart vardir.
Hesaplama acgisindan pahali bir model kullanmaktan kaynaklanan sorunlardan
kacinmak icin, Slater- Koster siki baglama yaklagimindan yararlanan yogunluk
fonksiyonel teorisinin (DFT) basitlestirilmis bir versiyonu olan DFTB+ (Yogunluk
Fonksiyonel-tabanli Sik1 Baglama), daha biiyiik sistemleri incelemek i¢in yriitiildi.
DFTB+, molekiiller, katilar, yiizeyler ve nanoyapilar dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli
sistemlerin kuantum mekaniksel simiilasyonlarini gergeklestirmek icin kullanilan
hesaplamal1 bir yazilim paketidir. Elektronik yapiy1r hesaplamak i¢in basitlestirilmis
bir siki baglama yaklasiminin avantajin1 kullanan yontem, geleneksel DFT

yontemlerinden énemli 6l¢lide daha hizli hesaplamalara izin verir [151, 152].

3.4.4 In Vitro hiicre kiiltiirii cahsmalari

Kurkumin nano formiilasyonu ve kombine halde 5-FU kullaniminin transgenik LoVo
kolon kanseri hiicreleri ve saglikli hiicrelerdeki sitotoksik, apoptotik ve tlimor
gelisimini inhibe edici etkinlikleri incelendi. Anti kanser etkinligi bilinen kurkuminin
etkin doza ulasabilmesi i¢in enkapsiilasyon etkinligi arttirilmis yeni bir formiilasyon
tasarland1 ve hedef hiicrede biriken kurkumin miktarinin arttirilmas: amaglandi.
Formiilasyona kurkumin yiikleme miktarindaki artis ile orantili olarak kurkuminin in
vitro anti kanser, apoptotik etkinliginde artis ve 5-FU ile uygulamasinda sinerjistik etki
gozlemesi amacglandi. Nano enkapsiile kurkumin’in serbest kurkumin ile
karsilastirildiginda suda ¢oziiniirliilinlin artmasi, hiicre i¢ine giriginin artmasi ve
hedeflenen bolgede birikiminden dolay1 in vivo etkinliginin artmasi beklenmektedir.

In vitro deneyler icin iki farkli tiir hiicre hatt1 kullanilmistir. Bunlardan LoVo, IV.
derece Dukes C tipi kolorektal kanser hastasi olan, 56 yasindaki bir erkegin kalin
bagirsagindan izole edilen bir hiicre dizisidir. CCD-1072Sk ise normal yenidogan
stinnet derisinden izole edilmistir. Hiicre hatlarinin genel 6zellikleri Tablo 3.1°de

gosterildi.

3.4.4.1 Hiicrelerin Hazirlanmasi

Bu proje ile lusiferaz geni transfekte edilmis LoVo insan kolorektal kanser hiicre
hattinda (LoVo-Luc) kurkumin yiiklii hibrit nano misellerin hiicre canlilif1 {izerine

etkisi arastirildi. Ileride in vivo hayvan deneylerine gereksinim duyulacagi i¢in in vitro
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calismalara laboratuvarimizda mevcut olan transgenik LoVo hiicre dizisi ile baglama

karar1 alind.

Tablo 3.1: Kullanilan hiicre hatlarinin genel 6zellikleri.

Hiicre . . Klinik
Hatt1 Organizma Doku Morfoloji Hastahk Ozelligi Onkogen
Kolorektal myc+;myb+;
LoVo insan Kolon  Enitel adenokarsinoma, Erkek, Beyaz, ras+; fos+;
(CCL-229™) p Dukes tipi C, 56 yas, 1971 p53+; sis-; abl-
derece IV ros-; src-
CCD-1072Sk : . . . Erkek,
(CRL-2088™) Insan Deri Fibroblast Saglikli Yeni dggag

S1v1 nitrojen tanki icerisinden ¢ikarilan hiicreler 37 °C su banyosunda ¢oziindiriildii.
Kriyo tiip i¢indeki sivi eridikten sonra hizla besiyeri ile diliie edilip steril santrifiij
tiipiinde toksik DMSO’yu uzaklastirmak icin ¢oktiiriildii. Santrifiij isleminden sonra
hiicreler yeni besiyeri ile siispanse edidi ve hiicre kiiltiir sisesine aktarildi. Hiicreler %
60-70 doluluga ulasana dek inkiibe edildi ve 24 saat sonra besi yeri degistirildi.
Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in 6nce besiyeri uzaklastirildi ve 5 mL 1XdPBS ile yikandi.
Daha sonra 2 mL tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve 37 °C'de 5 dakika inkiibe edildi.
Hiicreler yuvarlak bir sekil alip yiizmeye basladiginda laminar akish kabin igerisinde
flasklara tripsin ¢ozeltisinin iki kat1 kadar besiyeri eklendi, tripsin inaktive edildi ve
tiim igerik 15 mL’lik santrifiij tiipiine aktarildi. Hiicreler, oda sicakliginda 1500 rpm'de
5 dakika santrifiij edildi. Hiicre peletinin lizerindeki supernatant uzaklastirildi ve
hiicreler 1 mL taze besiyeri i¢ginde yeniden siispanse edildi. Siispansiyondaki hiicre
sayisini belirlemek i¢in 15 pL alinarak thoma lamina aktarildi. Stok olarak saklanmak
istenen 15 mL’lik santrifiij tliplerinin igerisindeki hiicre peletlerinin lizerine freezing
medyum eklenip homojen sekilde karigmasi saglandi. Karisim kriyo tiiplerine
konularak 6nce bir gece -80 °C’de bekletildi ve ertesi giin s1v1 azot tankina (-196 °C)
kaldirildi.

Hiicreler, biiylime ortaminda doku kiiltiirii siselerinde % 95 hava, % 5 CO0.
atmosferinde 37 °C'de nemlendirilmis bir inkiibatdrde tutuldu. Transgenik LoVo-Luc
kolorektal kanser hiicre hatt1 F12K besiyeri i¢cine % 10 FBS ve % 1 P/S eklenerek
kiiltiire edildi. Saglikli kolon hiicre hattt CCD-1072Sk, E°MEM besiyerinde %10 FBS,
%1 L-Glutamin ve %1 P/S eklenerek Kkiiltiire edildi. Besiyeri her {i¢ giinde bir
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degistirildi. Deneyler steril laminar hava akimli kabinde gergeklestirildi. Deneyler
ticlii tekrar olacak sekilde gerceklestirildi, ortalamalari ve standart sapmalari alindi.
Calismamizda hiicreler MTT testi, ROS tayini, AO/EB deneyi, Annexin V-FITC/PI
analizi, hiicre i¢ine giris testi ve Western Blot Analizi i¢in 6’11, 12°1i veya 96'l1 plaklara
ekilmeden Once, her kuyuya esit sayida canli hiicre gelmesi amaciyla thoma laminda,
tripan mavisi kullanilarak sayildi. Esit hacimde (10 pL) hiicre siispansiyonu ve tripan
mavisi karigtirildiktan sonra canli hiicre sayist asagidaki denklem kullanilarak
hesapland1 (Denklem 3.5).

1 mL’ deki hiicre sayis1 =

0.1 mm3’te sayilan hiicre X diltisyon faktéri x 104 (3.7)

Hiicre canliliginin MTT ile analizi ve ROS analizi icin hiicreler 96 kuyucuklu
plakalara 7x10° hiicre olacak sekilde ekildi. DAPI, AO/EB boyama ve protein
ekspresyonlarmin 6l¢iimii icin hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 10° hiicre olacak sekilde
ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibasyonun ardindan kontrol ve tedavi gruplar1 olarak
belirlenip madde verildi. Her bir deney i¢in ayr1 ayr1 belirlenen saatlerde inkiibasyonun
ardindan besiyerleri aspire edildi. Hiicreler 1xdPBS ile yikanip her bir kuyuya % 0,25
tripsin-EDTA eklenerek kaldirildi. Tripsin etkisini inaktive etmek ic¢in Onceden
toplanan besiyerleri ile pipetaj yapilan hiicreler steril ependorf tiiplere alindi. Hiicreler
+4°C’de 1500 rpm’de 2 defa 5 dakika steril 1xdPBS ile santrifiij edildi. Yikama islemi
bir kez daha gergeklestirdikten sonra deney asamalarina gegildi.

Biyoliiminesans goriintiileme, in vivo hayvan modelinde tiimoriin ger¢ek zamanl ve
non-invazif goriintiillenmesini saglar. Luminesans i1simanin Ol¢iilmesi lusiferaz
sentezleyen canli hiicreye/canliya lusiferin verilmesi durumunda, lusiferinin
oksilusiferine doniismesi ile luminesans foton salinmasi prensibine dayanir. Sonugta
biyoliiminesans yogunlugun miktari, canlida tiimdriin biiyiikliigli hakkinda yorum
yapmamizi saglar.

Hiicrelerin biyoliiminesans 06zelligini kaybetmedigini gostermek i¢in in vitro
deneylere baslanmadan once ve belirli araliklarla 6 kuyucuklu plakalara 5x10*
transfekte LoVo hiicresi ekildi, yapisan hiicreler 1xdPBS ile yikandiktan sonra kuyu
basina 1 pM D-lusiferin eklenip in vivo goriintiileme sistemi (IVIS) ile luminometrik
olarak goriinti almip, 1s1ma gosterildi. LoVo-Luc hiicreleri i¢in hazirlanan
tamamlanmis besiyerine transfeksyon 6zelligini kaybeden hiicrelerin elimine olup,

transfekte hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in 6 pg/mL blastasidin-S HCl (BSH) antibiyotigi
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ilave edilmistir. BOylece transfeksiyonun devam ettiginin gosterilmesi amaglandi

[152].

3.4.4.2 Nano partikiillerin hiicre canlihgina etkisi

Saglikl1 epitel hiicreleri (CCD-1072Sk) ve kolon adenokarsinoma hiicreleri (LoVo-
Luc) lizerinde ayr1 ayr1 kurkumin yiiklii PLGA-DSPE hibrit nanopartikiiliin (CurPD4),
ilag yiiklii olmayan PLGA-DSPE nanopartikiiliin (PD4), serbest kurkuminin 24, 48 ve
72 saatlik etkinligi incelendi. Daha sonra hiicrelerde antineoplastik ajan 5-FU'in 24,
48 ve 72 saatlik ICso dozlar1 belirlendi. Son olarak belirlenen dozlarda 5-FU ile
kombine halde kurkumin yiiklii PLGA-DSPE hibrit nanopartikiil (CurPD4) ve serbest
kurkumin uygulanan hiicrelerde 24, 48 ve 72 saatlik canlilik sonuglar1 karsilastirildi.

Test molekiillerinin kanser hiicreleri ve saglikli hiicrelerde dogrudan sitotoksik /
antiproliferatif etkilere sahip olup olmadigini belirlemek i¢in hiicre bazli in vitro analiz
olan MTT testi /3-(4,5- dimetiltriazol-2-il)-2, 5-difeniltetrozolium bromide] kullanildi
[153]. Tetrazolium boyas1 sar1 renkli ve suda ¢oziiniirdiir ancak canli hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi ile indirgenerek suda ¢dzlinmeyen mor renkli
formazan kristalleri olusturur. Deneyin temel prensibi MTT boyasinin canli hiicre
icerisine girmesiyle indirgenmesi sonucu mor renkli formazan tuzlarimin meydana
gelmesine dayanir. Aktif metabolizmaya sahip canli hiicrede siiksinat dehidrojenaz
enzim aktivitesi artar, tetrazolyumu maksimum 570 nm'ye yakin bir absorbansa sahip
mor renkli bir formazan {riiniine donistiiriir (Sekil 3.5). MTT testinde formazan
kristalleri DMSO ile ¢6ziiliir ve olusan renk yogunlugu ile canli hiicre sayis1 hakkinda

bir sonug verir. Bdylece kontrole gore yiizde hiicre canlilig belirlenir.
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Sekil 3.5: MTT boyas1 ve renkli formazan {iriiniiniin yapilar1 [154].
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LoVo-Luc kolon kanseri hiicreleri ve CCD-1072Sk saglikli epitel hiicreleri her
kuyucukta 7x10° hiicre olacak sekilde 96'li plaklara 100 pL besiyeri olacak sekilde
ekildi ve plakaya yapismalari i¢in yirmi dort saat inkiibe edildi.

5-FU ve kurkumin DMSQO’da ¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi ve ileri diliisyonlar
besiyeri ile yapildi. Kurkumin ¢ozeltisi her kullaniminda taze hazirlandi. Plakaya
yapisan hiicreler {izerine inkiibasyon siiresinin ardindan 5 pl PBS ile ¢oziilmiis MTT
boyasi (5 mg/mL) uygulandi. Daha sonra 37 °C’lik etliivde 4 saat inkiibasyonun
ardindan besiyeri, ilag ve MTT soliisyonu uzaklastirildi. Her bir kuyuya 150 pL
DMSO eklenerek 20 dakika boyunca tuz ¢oziildii ve spektrofotometre (Varioskan
multiplate okuyucu) ile 570 nm'de absorbans 6l¢iimii yapildi. Kontrol grubu olarak,
yalniz besiyeri uygulanmis hiicrelerin absorbansi %100 hiicre canlilig1 olarak kabul
edildi. ila¢ uygulanan gruplarin yiizde canliliklar1 kontrole kiyasla hesaplandi. Tiim
deneyler en az {i¢ tekrarli olacak sekilde yapildi ve ICso degerleri GraphPad Prism 5.0
Software kullanilarak saptandi.

3.4.4.3 Nano partikiillerin apoptoz iizerine etkisi

3.4.4.3.1 Akridin oranj (AO) / etidyum bromiir (EB) ¢ift boyama deneyi

Hiicrelerde apoptozun varligimi ve kantitatif tayinini yapabilmek i¢in morfolojik
degisiklikleri degerlendiren akridin turuncusu/etidyum bromiir (AO/EB) ¢ift boyama
metodu kullanilir [155]. Akridin turuncusu boyas: vital bir boyadir ve hem canli hem
de oOlii hiicreleri boyar. Etidyum bromiir boyasi ise sadece membran biitiinliigiinii
kaybetmis hiicreleri boyar. Nekrotik, canli, erken ve ge¢ apoptotik hiicreler floresan
mikroskopla goriintiilenir [156]. AO/EB ile boyanmis hiicrelerde, sitoplazma ve
niikleolus parlak yesil ve soluk kirmizi floresan verirken, asidik bdlmeler parlak
kirmiz1 floresan verir. Kirmizi floresanin yogunlugu, asitlik derecesi ve/veya hiicresel
asidik bélmenin hacmi ile orantilidir [157]. Apoptoz deneyinde hiicrelerin gorsel
olarak canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik etiketlenmesini saglamak
tizere Sekil 3.6 kullanild:.

Alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma her bir kuyuda ortalama 1,2 x 10° tane olmak
tizere LoVo-Luc hiicreleri ekildi ve 24 saat boyunca yapismalar1 beklendi. Hiicrelere
IC50 dozlarinin altinda 25 pg/mL serbest kurkumin, CurPD4, BosPD4, 500 uM 5-FU,
25 pg/mL kurkumin+500 uM 5-FU ve CurPD4+500 uM 5-FU uygulandi. Maddeler
ile 48 saat inkiibe edilen hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak ependorf tiiplere alindi ve
1xdPBS ile 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 2 defa yikandi. Ardindan 25 pl
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hiicre siispansiyonunu (0,5 x 10® hiicre/mL) 10 uL 1x AO/EB boya soliisyonu ile
inkiibe edildi ve yavasca karistirildi. Mikroskobik bir lam iizerine 10 pL hiicre boya
karisimi yerlestirildi, bir cam lamel ile kapatildi ve floresan filtresinde 20X objektif
kullanilarak floresan mikroskobunda (Leica DM 1000) hiicreler incelendi. Her
numune, mikroskopi ve kantifikasyondan hemen 6nce boyandi ve numuneler hemen
degerlendirildi. Hiicrelerin canlilik, apoptoz ve nekroz oranlari segilen alanlarda 100
adet hiicre sayilip not edilerek yar1 kantitatif olarak belirlendi. Bu islem ii¢ kez
tekrarland1 ve apoptoz ylizdeleri standart sapmalariyla birlikte hesaplandi. Apoptoz
orani, apoptotik hiicrelerin sayilan tiim hiicrelere yiizdesi olarak hesaplandi ve her
deney grubu i¢in en az 100 ¢ekirdek analiz edildi. Grup ortalamalari arasinda kontrole
gore karsilagtirmalar, ¢ift yonlii varyans analizi (two-way ANOVA) ve ardindan
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi ile gerceklestirildi. Farkliliklar p<0.05 oldugunda

sonug anlamli kabul edildi.

3.4.4.3.2 DAPI boyama ve apoptoz morfolojisinin analizi

Apoptotik hiicre oOliimiiniin morfolojik degisiklikleri hem ¢ekirdek hem de
sitoplazmada hiicre tipleri ve tiirleri arasinda oldukg¢a benzerdir. Apoptotik hiicrede
hiicre seklinin yuvarlanmasi, hiicre hacminde azalma (piknoz) ve psddopodlarin geri
cekilmesi ile kromatin yogunlasmasi ve niikleer parcalanma gozlenir. Kromatin,
parcalanana kadar daha da yogunlasir ancak plazma membrani siire¢ boyunca
bozulmaz.

Cekirdekteki bu morfolojik degisikliklerin gosterilmesi i¢in LoVo-Luc hiicrelerine
CurPD4 nanopartikiillleri uygulandi1 ve 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin
ardindan hiicreler, 4% paraformaldehit (PFA) ile fikse edildi. Hiicreler 6nce 30 dakika
10 ul 1x AO boyast ile ardindan 10 dakika 10 pg/mL konsantrasyonda DAPI ile inkiibe
edilerek cekirdekleri ve sitoplazmast boyandi. Floresan mikroskobu altinda

gozlemlendi (Zeiss, Axio Observer Z1) ve gorsel olarak analiz edildi.
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Homojen yesil renkli ¢cekirdek
hiicrenin merkezinde
yerlesmis.

Canl hiicreler

Kromatin yogunlagmasi ve
cekirdek parcalanmasi
nedeniyle ¢ekirdekte parlak
sarimsi-yesil noktalar goriiliir.
Hiicrelerin tek tarafinda hilal
seklinde yer alir.

Erken apoptotik
hiicreler

DNA denatiirasyonu
nedeniyle hem AO hem EB
igerir,kirmizimsi turuncu renk
olusur.

Geg apoptotik
hiicreler

Morfolojisi bozulmusg
hiicrelerin hacmi artar.
Diizensiz turuncu-kirmizi
fliioresans ve belirgin
olmayan bir dis hat goriilir.

Nekrotik hiicreler

Sekil 3.6: AO/EB deneyindeki canli, erken /ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
ozellikleri.

3.4.4.3.3 Annexin V-FITC / Pl ile akis sitometri analizi

Normal ve saglikli hiicrede plazma zarinda fosfatidilserin (FS) bulunmaz. Erken

apoptozda, hiicre zarinin dig katmanlarinda lokalize olan ve i¢ katmanlardan
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"firlatilmis" FS ekspresyonu vardir. Bu, isaretli hiicreler makrofajlar tarafindan erken
taninmay1 saglar ve proinflamatuar sitokinlerin salinmasi olmadan fagositozla hiicre
Oliimii ile sonuglanir. Annexin V proteini, kalsiyum varliginda FS ile yiiksek afinite
ile baglanir. Bu nedenle Annexin V konjugati (Annexin V-floresan izotiyosiyanat
(FITC)), akis sitometrisi yontemi ile erken apoptozu tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullanilir (Sekil 3.7). Geg apoptotik ve nekrotik hiicrelerdeki DNA ya ise propidyum
iyodiir (PI) boyas1 baglanir [158].

Akis sitometrisi cihazinda apoptoz tayini igin ticari olarak satin aliman Annexin V-
FITC/PI apoptoz tayin kiti (EBioscience) kullanild1 ve kit talimatlarina gére deney
planlandi. Daha 6nceki apoptoz tayin yontemlerinde oldugu gibi (Boliim 3.2.3.3)
hiicreler hazirlandi ve maddeler uygulandi. Ardindan hiicreler tripsin-EDTA ile
kaldirilip 1xdPBS ile yikandi, 195 pl 1x baglanma tamponu ve 5 pl Annexin V-FITC
boyast ile oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 200 pl 1x baglanma
tamponu ekleyip +4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
kismi atildi. Pellete 190 pl 1x baglanma tamponu ve 10 pl propidyum iyodiir boyasi
eklenip vortekslendikten sonra akis sitometrisinde (Becton Dickinson, FACS Canto

II) (Aexc\Aem:488/525 nm) analiz edildi.

Normal hiicre Apoptotik hiicre Nekrotik hiicre

® CD

Legend:
4D Fosfolipid
=o®  Fosfotidil serin (FS)
VWA pNa
Sekil 3.7: Anneksin V-FITC / PI analizinin ¢aligma prensibi [159].
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3.4.4.4 Western Blot ile protein ekspresyonlarimin analizi

Westernblot (veya Immiin blotlama), karmasik numunelerden hedef proteinler
hakkinda spesifik bilgiler elde etmek i¢in antikor bazli problar kullanan, protein tespiti
icin yaygin olarak kullanilan rutin bir yontemdir. Antikor-antijen etkilesiminin
Ozgulligi, bir protein karisiminin ortasinda bir hedef proteinin tanimlanmasini saglar.
Bu yontem proteinlerin miktari, molekiiler agirligit ve translasyon sonrasi
modifikasyonlar1 hakkinda bilgi elde etmek i¢in kullanilabilir. Temel olarak protein
jel elektroforezi ile boyutlarina gore ayirilmis proteinlerin goriintiilenebilmesi
amactyla membrana aktarilmasi olayina blotlama denilir.

Bu teknigi uygulamak i¢in 6ncelikle KK hiicreleri (LoVo-Luc) alti kuyucuklu hiicre
kiiltiir plakalarinda (8.8x10° hiicre) 2 mL besiyeri ile ekildi ve hiicrelerin yapismasi
icin 24 saat inkiibe edildi. Ardindan hiicreler kuyucuklarda 1800 pL besiyeri igerisinde
dilie edilmis 200 pL formiilasyon (CurPD4), 5-FU, kurkumin (25 mg/mL) veya
kombinasyonlar1 ile muamele edilerek 24 saat 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. Kontrol
grubu olarak hi¢cbir muamele gérmemis ve 2000 pL besiyeri ile inkiibe edilmis
hiicreler kullanildi. Daha sonra 1xdPBS ile yikanip %0,25 Tripsin-EDTA kullanilarak
fiziksel olarak kaldirilan hiicreler +4 °C sicaklik ve 1500 rpm’de santrifiij edildi.
Protein elektroforez ve ardindan western blot analizinde kullanilmak iizere ilk olarak
uygulama yapilmis ve inkiibasyon siiresi tamamlanmis hiicrelerden total protein
izolasyonu yapildi. Elde edilen pelletlere 150 pLL RIPA (radyoimmunopresipitasyon)
lizis tamponu (PMSF, Na-ortovanadat ve proteaz inhibitér kokteyli eklenmis) ilave
edildi, vortekslendi ve 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi ve edilerek total hiicre
ekstrakti elde edildi. Ayirilan siipernatant protein miktar1 Olgiildiikten sonra jel
elektroforezinde kullanilincaya dek -80 °C’de muhafaza edildi. Bradford metodu ile
protein miktar tayini yapilmasi icin BSA protein standartlar1 kullanildi [160]. 96’11
plaklarda her kuyuya 5 pL total hiicre lizatt veya BSA standart1 ve tistiine 150 pL
Bradford ajani (Thermo Scientific Pierce Coomassie Plus Assay Reagent) konuldu. 5
dakika karanlikta inkiibasyonun ardindan spektrofotometrede absorbans (595 nm’de
fotometrik) ol¢ctimii yapildi. BSA standart grafigi kullanilarak o6rneklerin protein
konsantrasyonu hesaplandi.

SDS-PAGE i¢in %10’luk ayirma jeli ve %5’lik yiikleme jeli olacak sekilde dikey
elektroforez sisteminde SDS jeli dokiildii. Proteinler (20 pL’de 50 pg) jeldeki kuyulara

yiiklenmesi i¢in konsantrasyonlari hesaplandi. Daha 6nce igerisine B-ME eklenmis 4X
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laemli tamponu ile karistirildi ve 1sitic1 blokta 96 °C’de 5 dakika denatiire edildi. SDS
iceren ylirlitme tamponu icinde taraklar ¢ikarildiktan sonra yiirlitme tankina
yerlestirilen jeller, proteinler yiiriitme jelinden ¢ikana kadar 90 V’da daha sonra 120
V’da yaklasik 2 saat yiriitiildii. Daha sonra aktiflestirilmesi amaciyla metanol, dH,O
ve transfer tamponunda belirli siire bekletilen PVDF (poliviniliden florid) membran
transfer siingeri ile jel arasina yerlestirilerek transfer sisteminde (Trans-Blot®
Turbo™ Transfer System) 25 Volt/ 30 dk’da gegisi saglandi. Jeldeki proteinin tamami
membrana gecince, membran %5’lik yagsiz siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat
calkalanarak bloke edildi. Ardindan 1X TBST (Tris- Buffered Saline-Tween) ile 5’er
kez 5 dakika yikandi ve %2,5’lik yagsiz siit tozu ile hazirlanan belirli proteinlere karsi
primer antikorlar ile gece boyunca membran ylizeyine tamamen temas edecek sekilde
+4 °C’de inkiibe edildi. Primer antikor uzaklastirildiktan sonra tekrar 1X TBST ile
yikanan membran HRP konjuge Anti-rabbit veya Anti-mouse IgG sekonder antikor
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi. Yikanan membran ECL soliisyonu (Pierce™ ECL Western Blotting Substrate,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, ABD) ile birka¢ dakika bekletildi ve
cihazin (Vilbert Laumart Fusion Fx5) otomatik ayarinda goriintii alindi. Bantlarin

kalinligi NIH Image J yazilimu ile optik yogunluk agisindan analiz edildi.

3.4.4.5 Hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tayini

Hiicre i¢i ROS iiretim seviyesi, 2,7-diklorofloresein diasetat (DCF-DA; Sigma, St
Louis, MO, ABD) boyas1 kullanilarak ve Wan ve ark. yonteminden uyarlanarak
tahmin edildi [161]. Hiicreler, 96 kuyucuklu siyah tabanli bir plakaya (10*
hiicre/kuyucuk) ekildi ve 24 saat yapismalar1 beklendi. Hiicreler 24 ve 48 saatlik
siirelerde kurkumin, 5-FU, CurPD4 ve bunlarin kombinasyonlarina maruz birakildi.
Maruziyetin ardindan hiicreler, iki kez 1xdPBS ile yikandi ve 37 °C'de 30 dakika
boyunca H2DCF-DA boyasi (100 pL, 10 uM) ile inkiibe edildi. Reaksiyon karigimi
daha sonra 200 pL PBS ile degistirildi ve floresan yogunlugu, sirasiyla 485 ve 528
nm'lik uyarma ve emisyon dalga boylarinda Varioskan multi plate okuyucu (7hermo,
Waltham, ABD) ile 6l¢iildii. ROS olusumunun kalitatif analizi, MTT hiicre canlilig1

sonuglar1 ile normalize edildi ve karsilastirmali olarak yapildi [162].
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3.4.4.6 Nanopartikiil hiicre icine giris analizi

Nano enkapsiile kurkumin ve serbest kurkuminin hiicre igerisine girigini
karsilastirmak formiilasyonun etkinligini gostermesi agisindan énemlidir. Bu nedenle
kurkuminin nano enkapsiile ve serbest halde LoVo-Luc kolorektal kanser hiicreleri
tarafindan farkli zaman araliklarinda hiicre igine alimi floresan mikroskop (Zeiss, Axio
Observer Z1) ile incelenmis ve kurkumin’in kendi oto-floresan 6zelliginden
yararlanilmstir.

Nanopartikiil hiicre igerisine alim ¢alismalarinda kullanilmak tizere PLGA-kurkumin
NP, CurPD4 NP ve %0.2 DMSO iginde ¢oziilmiis (25 mg/mL) serbest kurkumin
hazirlandi. LoVo-Luc hiicreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi ve 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan toplam 2250 pL besi yeri ilave edildi. Hiicrelere her biri 250
puL olacak sekilde tiim nano formiilasyonlar ve esit konsantrasyonda %0.2 DMSO
icinde ¢0zlinmiis kurkumin ilave edildi. Hiicreler 6, 24 ve 48 saat inkiibasyondan sonra
PBS ile iki defa yikandi ve PBS igerisinde bekletildi. Kurkumin emisyonunu

gbzlemlemek icin canli hiicreler floresan mikroskop altinda incelendi.

3.4.5 istatiksel Analiz

Istatistiksel analiz yapmak i¢in GraphPad Prism Yazilim1 (siiriim 5.0) kullanildi. Hata
cubuklar1 ortalamanin standart hatasini temsil eder. Veri setleri, two-way ANOVA
ve/veya Student t- test kullanilarak karsilastirildi. Farkliliklar istatistiksel olarak ( * )
p<0.05, ( ** ) p<0.01, ( *** ) p<0.001, ( **** ) p<0.0001 olarak degerlendirildi.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kurkumin Yiikli PLGA-DSPE Hibrit Nanopartikiillerin Sentezi ve
Karakterizasyonu

Kurkumin yiiklii PLGA - DSPE hibrit nano misellerin kanser ila¢ direncini 6nlemede
kemoterapi ajani ile kombine olarak intravendz (i.v.) uygulanmasi planlanmaktadir.
Bu nedenle biyolojik dagiliminda ve tiimor penetrasyonunda nanopartikiillerin boyut
aralig1 kritik oneme sahiptir. Formiilasyonu optimize ederken partikiil boyutlarinin
monodispers ve kabul edilebilir aralikta (100-200 nm) olmasi birincil sart olarak
belirlenmigtir. Partikiil boyutlar1 nanopartikiillerin hiicreye tutunmasi, fagositoz ve
dokuda tutulumunda son derece dnemlidir. Bu nedenle yogunluk, hacim ve sayica
partikiillerin boyut dagilimi degerleri goz 6niine alinmig ve formiilasyon bilesenlerinin
miktarinda belirleyici olmustur [128]. Ayrica sifira yakin PDI degeri, parcaciklarin
yiiksek diizeyde tek dagilimli (monodispers) oldugunu gosterir.

Tez ¢alismasinda elde etmek istedigimiz genel hedefimiz, yliksek miktarda kurkumin
yiiklii PLGA - DSPE hibrit nano miseller hazirlamak ve karakterize etmek, daha sonra
bu nano partikiilleri KK tedavisinde siklikla kullanilan bir kemoterapi ilac1 olan 5-FU
ile kombinasyon halinde kolon kanseri hiicrelerine (LoVo-Luc) uygulamaktir. Bu
sayede yiiksek doz ve hedefe yonelik uygulanan kurkumin’in kemoterapi ilaci ile
kombinasyon tedavisindeki anti kanser etkinin artis1 incelenmistir. Kurkumin
miktarindaki artis 6nceki calismalarimizda kullandigimiz formiilasyona gore en az iki
kat daha fazla ila¢ yliklenmesi ile ortaya konacaktir [16]. Nitekim bahsi gecen
calismada direng ile iliskili NF-xB proteininin bes farkli alt biriminde anlamli bir diisiis
gozlenememis ve bu durumun kurkumin dozuna bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Boylece
kurkumin miktarindaki artisla birlikte kolon kanserinde 5-FU direncinin azalmasinin

hiicrelerdeki sitotoksik etki araciligi ile incelenmesi amaglanmastir.

4.1.1 Kurkumin yiiklii ve bos hibrit nanopartikiil 6n ¢calismalari

Nano formiilasyonlarin karakterizasyonu i¢in ortalama partikiil boyutu, partikiil boyut
dagilimi1 (PDI) ve zeta potansiyeli Dynamic Light Scattering (DLS) (Zetasizer Nano
ZS, model ZEN 3600; Malvern Instrument, Inc, Londra, Ingiltere) cihaz ile 25 °C'de
dinamik 151k sa¢ilim metodu kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Karakterizasyon ¢aligmalarinda
yogunluk, hacim ve sayica partikiillerin boyut dagilimi degerleri ve monodispers

olmalar1 gbéz Oniline alinmig ve formiilasyon bilesenlerinin miktarinda belirleyici

67



olmustur. Sayica dagilim, farkli boyuttaki parcaciklarin ortamdaki sayisini; hacimce
dagilim, farkli boyuttaki parcaciklarin ortamdaki toplam hacmini; yogunluga goére
dagilim ise, farkli boyutlardaki pargaciklar tarafindan ne kadar 151k sagildigin1 gosterir
[163]. Buna gore en yiiksek kurkumin tasima miktarina ve kabul edilebilir
polidispersite indeksine (PDI) sahip olan formiilasyonlar optimize nanopartikiil olarak
kabul edilmistir.

Ik olarak ydntem belirlemek amaciyla 6n calismalara baslandi. PLGA nano
partikiilleri hazirlanirken hidrofobik molekiillerin enkapsiilasyonunda en sik tercih
edilen yontem olan emiilsifikasyon-solvent evaporasyon yontemi kullanildi [142].
Organik faz olarak PLGA kullanilarak solvent evaporasyon yontemi ile 5 mg
kurkumin yiiklenmis bir formiilasyon hazirlandi ve PLGA nanopartikiillerinin tek
basina bu miktar1 tasityamadigi gosterildi. Hazirlanan formiilasyonun fiziksel
goriinlimiinde agregat olugsmus ve bu durum Sekil 4.1°de gosterilen DLS grafikleri ile
de teyit edilmistir. Sayica ortalama boyut dagilimi 51,18 nm (%100) olmakla birlikte
PDI (0,646) kabul edilemez seviyede yiiksek bulunmustur. Hacimce ortalama boyut
dagilim sonuglar1 da beklenenden ¢ok daha kii¢iik (69,5 nm, %68,9) ve biiyiik (5016
nm, %4.7) partikiillerin birlikte bulundugunu gostermistir. Buradan anlasildig tizere
tek basina PLGA polimeri kullanilarak klasik yontem ile hazirlanan nanopartikiil
yiiksek miktarda kurkumin tagimada basarili olamamstir (Sekil 4.1).

Kurkumin yilikleme miktarimi arttirabilmek i¢in klasik hazirlama yontemi ile devam
edilmis ancak hidrofobik kapasiteyi arttirmak ic¢in lipid yapili DSPE eklenmis ve
birbiri ile daha iyi karisan sivilar oldugu icin asetonitril ve metanol kullanilmistir.
Buna gére PLGA asetonitril i¢erisinde, DSPE ve kurkumin ise metanol igerisinde ayr1
ayr1 ¢Oziindiiriiliip daha sonra bir araya getirilerek organik fazi olusturmaktadir.
Hazirlanan NP’lere (CurPD1) 5 mg kurkumin yiiklenmis ancak formiilasyonda birkag
saat icerisinde agregat olusumu ve PDI degerinde kabul edilemez artis gézlenmistir.
Buna karsin sayica boyut dagilimi sonuglar1 6nceki formiilasyondan ¢ok daha iyi bir
partikiil oldugunu gdstermektedir. PDI (0,262) oOnceki formiilasyona gore daha
diisiiktiir. Sayica boyut dagilimi monodispers ve istenilen boyut araliginda (165,7 nm,
%100) bir partikiil oldugunu gosterir, ancak hacim ve yogunluga gére boyut dagilimi
sonuglarindan agregat olustugu anlasilmaktadir (Sekil 4.2).
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Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): Peak 1: 101.7 556 as.71
Pal: g Peak 2: 5420 39.1 257.1
Intercept: 0.949 Peak 3: 4693 5.3 790.5

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

ensty Pecent

I— szgg:g gi- Blgiliﬁiﬁﬂﬁllﬁ §§g§ :g ; Record 60: pilga+curcumin 22 03 .19 zl
Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 135 5 Peak 1: 51.18 1000 17.46
Pal: 0548 Peak 2: o.000 oo o.ocoo
Intercept: 0.949 Peak 3: o.000 oc.o o.coo

Result quality Good

Size Distribution by Number
=2
=3
-
=
5
=
Size (d.nm)
————— Record 59: plga+~curcumin 22.03.19 1 ——— Record 60: piga~curcumin 22.03.19 2|
——— Record 61: plga+curcumin 22.03.19 3
Results
Size (d.nm): Yo Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 135 5 Peak 1: 69.65 62 9 22.94
Pdil: 0.6 = Peak 2: 762.5 26 .4 339.2
Intercept: 0. 949 Peak 3: 5016 4.7 873.6

Result quality Good

Size Distribution by Volume

Volume (Percent)

Record 59: plga+curcumin

3 Record 60 piga+curcumin 22 03 19 2
————— Record 61: piga~curcumin 2

Yogunluga gore % Sayica % boyut Hacimce % boyut

PDI boyut dagilimi dagilimi dagilimi

0,646 101,7 £ 45,71 51,18 17,46 69,65 +32,94

Sekil 4.1: Emiilsifikasyon- solvent evaporasyon yontemi ile hazirlanan PLGA —
kurkumin NP’e ait DLS diyagramlar1 ve boyut dagilimi sonuglari.
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Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): Peak 1: 318.3 94.7 186.4
Pdil: B Peak 2: 4158 5.3 1046
Intercept: 0.965 Peak 3: 0.000 o.o 0.000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)
l Record 17: PDKFE 3. tekrar 1 Record 18: PDKF 3. tekrar 2]
Record 19 PDKFE 3_tekrar 3
Results
Size (d.n... “e Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): Peak 1: 165.7 100.0 82 .49
Pdi: 0.262 Peak 2: 0.000 c.0 0.000
Intercept: 0.965 Peak 3: o.000 o.0 o0.000

Result quality Good

Size Distribution by Number

20 B
= 15 <
8 3
& :
= 1o :
2 %
£ :
= o =
o+ :
o.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
[——— Recora 17: PDKF 3. tekrar 1 Record 18: PDKFE 3_tekrar 2
———— Record 19: PDKF 3. tekrar 2
Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): = Peak 1: 4287 0.6 306.0
Pdi: Peak 2: 4657 o4 1090
Intercept: 0965 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Volume (Percent)
o

Size Distribution by Volume

10 100 1000
Size (d.nm)

Record 17: PDKF 2 tekrar 1 Record 18: PDKF 3. tekrar 2
Record 19: PDKF 2. tekrar 3

PDI

0,262

Yogunluga gore %

- Hacimce % boyut
o
boyut dagrhmi Sayica % boyut dagilimi

dagilim

318,3+186,4 165,7+ 82,49 428,7+306,0

Sekil 4.2: Emiilsifikasyon- solvent evaporasyon yontemi ile hazirlanan PLGA-

DS

PE-kurkumin hibrit NP’e (CurPD1) ait DLS diyagramlar1 ve boyut
dagilimi1 sonuglari.
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Dipte ¢oken maddeler filtre kagidi kullanarak ayrilmis ve FT-IR spektroskopisi
c¢ekildiginde DSPE ve kurkumin igerdigi anlasilmistir. Bu durumda nanopartikiil i¢ine
bir miktar DSPE yerlestigi ancak yerlesemeyen DSPE nin siispanse haldeki kurkumini
de kendi ile ¢oktiirdiigii diistiniilmiistiir.

Bunu takiben tasarlanan nano ila¢ tasiyict sistemde, laboratuvarimizda en sik
kullanilan yontemde optimizasyon yapilarak rasyonel bir tasarim uygulanmistir.
Kurkumin yiiklii PLGA-DSPE hibrit nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in dnceki
klasik yontemden farkli olarak, DSPE’nin sulu ortamda hizla agregat olusturmasindan
dolayi, hazirlanma esnasinda nanopartikiiller olusuncaya dek ortama lipidin camsi
gecis sicakliginin iizerinde 1s1 uygulanmistir. Bu sirada fosfolipid yapidaki DSPE nin
sicakligin etkisiyle siv1 faza gectigi ve hidrofobik kurkumin ile PLGA nin hidrofobik
kisimlar1 arasinda tiglii etkilesim meydana getirdigi diisiiniilmektedir. Is1 uygulanmasi
sayesinde lipidin uzun karbon zincirlerinin ag¢ildigi, polimer ile kolayca birlestigi ve
nano tastyicinin hidrofobik ila¢ tasima kapasitesini arttirdigr gozlenmistir. Yapilan
calismalarda sulu faz ve organik fazin silire¢ boyunca sabit sicaklikta (60 °C)
tutulmasinin agregat olusumunun 6nlenmesi i¢in olduk¢a 6nemli oldugu anlagilmstir.
Buradan yola ¢ikarak oncelikle ilag yliklenmeden PLGA-DSPE hibrit nanopartikiil
(PD2) 1s1 uygulanarak ve sabit sicaklikta solvent buharlastirilarak hazirlanmistir.
Sunulmus olan DLS sonuclarma gore (Sekil 4.3) PDI degeri kabul edilebilir araligin
yiiksek sinirlarinda (0,301) belirlenirken sayica boyut dagilimi 136.2 nm civarindadir.
Ancak yogunluga ve hacme gore boyut dagilim araliklar1 (sirasiyla 217,1 ve 216,3)
200 nm tizerinde oldugu i¢in partikiil basarisiz kabul edilmistir.

Emiilsifikasyon — solvent evaporasyon yontemine 1s1 uygulamasi eklenerek hazirlanan
ayni NP’e daha sonra 5 mg kurkumin yiiklenmis (CurPD2) ve boyut dagilimi
Ol¢iilmiistiir. Buna gére PDI degeri 0,393 ve sayica boyut dagilimi 81,46 + 24,64 nm
olarak belirlenmistir. Yogunluga gore ve hacimce boyut dagilimlari 100 nm iizerinde
ve partikiil boyutu dagilimi polidispers bulunmustur. Kurkumin yiiklii NP de bos
haline kiyasla boyut dagiliminin distiigli ancak PDI degerinin degismedigi
gozlenmistir (Sekil 4.4). Bunun iizerine ayn1 yontemde sonucu iyilestirebilmek adina

lipid miktarin1 degistirerek optimizasyon ¢alismasi yapilmasina karar verilmistir.
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Results

Bire {d.n_.. e Intensity: St Dew (d.no._
Z-Awerage (d.nml: 211.4 Peak 1: 2171 1.3 20.46
Pdi: 0301 Peoak Z: Eral:] T.a 1099
Iintercept: J.845 Peak 3: 1377 o= 248.8

Result quality Good
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Results
Sire (d.n.._ %o Mumber: St Dew (d.._.
E-Average (doem): 211.4 Peak 1: 136 2 100010 51.04
Pl 0,301 Peak Z; 1287 0.0 2979
Intercept: 0945 Peak X .00 oo 0,000

Result gquality Good

25 - = [y
; 15 T
z
5 - :
= L N SE R
o a :
. 1 1o ple] 1000 1 O
Sizes fdonmy
Results
Size o nem): % Wolurme: St Dew (donemg:
Z-Hwerage {d.nm]l: 2114 Peak 1: 2163 TEE 1043
Pdi: 0301 Peak Z2: ATE2 15.8 1023
Intercepts OUB4S Peak 3: 1434 5.8 209

Result quality Good

Size Destritasteon by Vol

£ ol . .
2 1 - . .

PDI Yogunluga gbre % Sayica % boyut dagilimi ~ Hacimce % boyut dagilimi
boyut dagilimi

0.301 217.1 £90.46 136.2+51.04 216.3£104.3

Sekil 4.3: Emiilsifikasyon- solvent evaporasyon yontemine 1s1 uygulamasi eklenerek
hazirlanan bos PLGA-DSPE hibrit NP’e (PD2) ait DLS diyagramlar1 ve
boyut dagilimi sonuglari.
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Results

Size (d.n... Y INtensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 280 1 Peak 1: 127.6 100.0 39.85
Pdl: 93 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0965 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Inensiy (Percent)

Size (d.om)

[ Record 38: PDKF 10 1 Record 39: PODKF 10 2 Record 40: PDKF 10 3]
Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 2301 Peak 1: 81.46 100.0 24 .64
Pdi: 0.393 Peak 2: 0.000 oo ©0.000
Intercept: 0.965 Peak 3: 0.000 o.0 ©.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Number
25
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g s
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=
5
o+
o
Size (d.nm)
[ Record 38: PDKFE 10 1 ————— Record 39: PDKF 102 ———— Record 40: PDKF 10 3]
Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 280 1 Peak 1: 108.2 100.0 40.64
Pdi: 0.392 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0. 965 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Volume

Volume (Percent)

Size (d.nm)

[—— Recora 32" PDKF 10 1 Record 39: FDKF 10 2 Record 40. PDKF 10 3]

Yogunluga gore % Sayica % boyut Hacimce % boyut

PDI boyut dagilimu dagilimi dagilimi

0,393 127,6 = 39,85 nm 81,46 £ 24,64 108,2 + 40,64

Sekil 4.4: Emiilsifikasyon- solvent evaporasyon yontemine 1s1 uygulamasi eklenerek
hazirlanan PLGA-DSPE-kurkumin hibrit NP’e (CurPD2) ait DLS
diyagramlari ve boyut dagilimi1 sonuglart.
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Hibrit NP’lerin sentezinde kullanilan lipit-polimer orani optimize edilmelidir, ¢linkii
fazla miktardaki lipitler polimerik ¢ekirdege sahip olmayan miseller ve lipozomlar
olusturabilir [164]. Amfifilik lipitler, yag-su (O/W) emiilsiyonundaki yag
damlaciklarini stabilize ederek yiiksek ila¢ kapsiilleme verimliligine sahip kararli bir
kat1 ¢ekirdek olusturabilir. Literatiirde benzer bir ¢calismada Liu ve ark. emiilsifiye
edici bir lipit olan DLPC*nin (1,2-dilauroyl-sn-glycero-3- phosphocholine) miktarini
PLGA c¢ekirdegini esit sekilde kaplamak i¢in optimize etmistir. Ciinkii optimum
seviyenin iizerindeki lipitlerin daha diistik enkapsiilasyon etkinligi ve yetersiz hiicre
ici dagitimla sonucglanacak olan lipid vezikiillerinin olusumuna yol ag¢tigini
gostermistir. Bu nedenle c¢alismamizda optimize DSPE ve kurkumin miktarinin
belirlenmesi i¢in ¢ok sayida calisma yapilmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda PLGA
ve kurkumin miktarlar1 sabit tutularak DSPE miktarinda (0-10 mg araliginda)

degisiklikler yapilmis, bu tekrarli calismalarin sonuglar1 Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1: Emiilsifikasyon- solvent evaporasyon yontemine 1s1 uygulamasi
eklenerek hazirlanan CurPD?2 ait boyut dagilim1 sonuglari,
Formiilasyondaki lipid miktarinin PDI ve partikiil boyutu dagilimina etkisi.

Yogunluga gore

Kullanllarian?nl(; 1 Sayica k()l(;}:lllltlml Hacme gordea?ﬁﬁ boyut PDI
3y £ & dagilimi
PLGA (50 mg) 56,56 £ 15,75 70,89 + 23,69 88,30 + 26,50 0,362
PLGA (50 mg)
DSPE 81,46 + 24,64 108,2 + 40,64 127,6 + 39,85 0,393
(20 mg)
PLGA (50 mg)
DSPE (10 mg) 95,29 + 30,53 133,0 + 54,90 150,7 + 52,64 0,173
PLGA (50 mg)
DSPE (8 mg) 99,81 + 25,58 119,8 + 35,37 130,7 + 33,14 0,046
PLGA (50 mg)
DSPE (6 mg) 147,9 + 40,52 180,4 + 52,07 183,1 + 46,74 0,082
PLGA (50 mg)
DSPE (4 mg) 150,6 + 38,92 178,5 + 47,62 180,5 + 42,26 0,031

*Her formiilasyon 20 mL’de 5 mg kurkumin eklenerek hazirlanmistir.
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DSPE miktarindaki degisime bagl olarak yapilan karakterizasyon ¢aligmasinda 20,
10, 8, 6 ve 4 mg DSPE diger parametreler esit tutularak karsilastirilmig ve 8 mg DSPE
de yeterince diisiik PDI degeri (0,046) ve diisiik partikiil boyutu dagilimi (sayica %
boyut dagilimi: 99,81 + 25,58) elde edilmistir (Sekil 4.5). Buna gore 50 mg PLGA i¢in

kullanilmasi gereken optimum DSPE miktar1 8 mg olarak belirlenmistir.

200 0,6
180
0,5
160
140 = =
= = 0,4
120 = =
100 - = = 03
- 0= E B E
= = = E =
: = = = = 0,2
= 60 = = = = =
0 = = = = =
= = = = = 01
20 = = = =
0 f % = = = 0
mg mg
DSPE DSPE 8 mg DSPE 6 mg DSPE 4 mg DSPE
=== sayica % 81,46 95,29 99,81 147,9 150,6
yogunluga gore % 88,3 165,4 131 185,5 183,3
e PD] 0,393 0,173 0,046 0,082 0,031

Sekil 4.5: DSPE miktarindaki artisla birlikte hazirlanan formiilasyonun boyut
dagilimi ve PDI degerlerinin degisimi.

Nano tastyict hazirlanmasinda siklikla kullanilan bir diger yol da film olusturma -
rehidratasyon metodudur [165]. Nano formiilasyon hazirlamada daha sonra bahsi
gecen metot ile solvent evaporasyon - rehidratasyon metodu birlestirilmistir. Film
olusturma islemi i¢in DSPE ve kurkumin 500 mL’lik cam balon igerisinde 15 mL
kloroform ile ¢oziilmiis ve tam ¢éziinme elde edilene kadar vorteks ve ultrasonik ses
dalgas1 uygulanmistir. Bu sayede lipid ve ilacin balonun ¢eperinde tek tabaka halinde
dizildigi 6ngoriilmektedir (Sekil 4.6). Daha sonra bu filmin 5 mL asetonitril: metanol
(3:1) igerisinde ¢oziilmiis 50 mg PLGA c¢ozeltisi ile rehidrate edilip %0,025 Tween 80
igeren ve 60 °C sicakliktaki deiyonize sulu faza (20 mL) manyetik karistirict altinda
damla damla eklenmesi ile CurPD3 hazirlanmistir. Ayn1 yontemde tek basina DSPE
ile film olusturup kurkumin kullanilmadigi durumda ilag tasimayan PD3

hazirlanmigtir. Birbirinden farkli zamanlarda hazirlanmis nano formiilasyonlara ait
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boyut dagilimi sonuglar1 tablolarda (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3) ve DLS diyagrami
sonuglari sekilde (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8) gosterildigi gibidir.

b)

Sekil 4.6: Rotary evaporator ile 125 mmHg vakum altinda 50 °C'de ve 150 rpm'de
kloroformun ugurulmasi ile elde edilen a) DSPE ve b) DSPE-kurkumin film
tabakasi.

Film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan CurPD3 NP diisiik PDI ve
yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelligi ile basarilidir. Ayrica sayica ortalama boyut dagilimi
BosPD3 i¢in 167,74 nm, CurPD3 i¢in 175,3 nm bulunmustur (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3).
Ancak tekrarli hazirlanan NP’lere ait partikiil boyutlar1 hacme ve yogunluga gore
bakildiginda 200 nm’den daha biiyiik (yogunluga gore ortalama 243,06 nm ve hacme
gore 248,36 nm) bulunmustur. Bu durumda formiilasyon, hiicre i¢ine giris ve kanser
bolgesinde birikim 6zellikleri agisindan dezavantajli olacagindan formiilasyonun ileri
karakterizasyon ¢aligmalar1 ve in vitro deneyler i¢in elenmesine karar verilmistir.
Film hazirlama yontemi ile hazirlanan diger NP ise CurPD4 olarak adlandirilmistir.
Evaporator ile daha once anlatildigi gibi olusturulan DSPE- kurkumin filminin
onceden hazirlanmis PLGA nanopartikiil ile rehidrate edilmesi (siddetli vorteks ve
sonikatdr uygulamasi) ile CurPD4 NP hazirlanmistir. Bu yontemde kullanilan PLGA
NP, 50 mg PLGA ’nin asetonitril: metanol (3:1) igerisinde ¢oziiliip %0.025 Tween 80
iceren deiyonize sulu faza (20 mL) manyetik karistirict altinda damla damla eklenmesi
ve bir gece boyunca ¢oziicii karisiminin ugurulmasi ile olusturulmustur. Birbirinden
farkli zamanlarda hazirlanmis nano formiilasyonlara ait boyut dagilimi sonuglar
tablolarda (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5) ve DLS diyagrami sonuglar1 sekilde (Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10) gosterildigi gibidir.
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Tablo 4.2: Film olusturma — PLGA ile rehidratasyon yontemi ile hazirlanan PD3
NP’e ait tekrarli hazirlanan formiilasyon boyut dagilimi sonuglari.

PD3 Yogunluga gére  Sayica Hacimce  PDI % Dagilim

1 240,6 179,7 2454 0,128 100%

2 224.9 155,7 225,1 0,092 100%

3 209,1 168,8 209,4 0,212 98%

4 224,7 166,5 226,3 0,119 100%

5 212,6 168 213 0,148 100%
Ortalama 222,38 167,74 223,84  0,1398 99%
S. Sapma 12,41 8,53 14,13 0,05 0,01

Tablo 4.3: Film olusturma — PLGA ile rehidratasyon yontemi ile hazirlanan CurPD3
NP’e ait tekrarli hazirlanan formiilasyon boyut dagilimi sonuglart.

CurPD3 Yogunluga gore Sayica Hacimce  PDI % Dagilim

1 226,3 170,5 228,3 0,149 100%

2 216,9 165,9 217,6 0,176 98%

3 270,9 192,2 2827 0,214 97%

4 236,3 156,6 239,7 0,152 100%

5 264,9 191,3 273,5 0,144 100%
Ortalama 243,06 1753 248,36 0,167 0,99%
S. Sapma 23,79 15,83 28,44 0,03 0,01
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm}:

Z-Average (d.nm): 219.7 Peak 1: 2406 100.0 7911
Pdi: 0.128 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.951 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity
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Pdi: 0.128 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.951 Peak 3: 0000 0.0 0.000

Result quality : Good
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Pdl: 0128 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.951 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by “Yolume
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Size (d.nm)

Yogunluga gore % boyut Sayica % boyut Hacimce % boyut

PDI dagilimi dagilimi dagilimi

0,128 240.6 +79.11 nm 179,74 59,61 nm 245.4 + 88,65 nm

Sekil 4.7: Film olusturma — PLGA ile rehidratasyon yontemi ile hazirlanan bos PD3
hibrit NP’e ait DLS diyagramlar1 ve boyut dagilimi sonuglari.
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Size (d.nm): %% Intensity: St Dev {d.nm}:
Z-Aaverage (d.nmj): 211.3 Peak 1: 2263 100.0 7114
Pdl: 0.149 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.965 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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Result quality : Good
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Intercept: 0.955 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
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Size (d.nm)

Yogunluga gore %

PDI boyut dagilimi

0,149 226,3 £71,14 nm

Hacimce % boyut

Sayica % boyut dagilim dagilimi

170,5 + 55,22 nm 228,3+ 79,19 nm

Sekil 4.8: Film olusturma — PLGA ile rehidratasyon yontemi ile hazirlanan CurPD3
NP’e ait DLS diyagramlar1 ve boyut dagilimi sonuglari.

Film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan nano formiilasyona ait boyut

dagilimi  sonuglar1

optimize edilmistir.

Buna gore PLGA nanopartikiil ile
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rehidratasyon yapilan yontemde (PD4) ortalama boyut dagilimi, organik ¢oziicii ile
¢coziinmiis PLGA ile rehidratasyon yaparak su fazina damlatilan yonteme (PD3) goére
daha diisiik bulunmustur. PD4 NP’{in sayica ortalama boyut dagilimi 141,3 nm iken
CurPD4 NP’iin 126,52 olarak hesaplanmistir. Yogunluga ve hacme gore boyut dagilim
sonuclarinin da hem ilag yiiklii hem de bos NP icin (PD4 ve CurPD4) 200 nm altinda

oldugu anlasilmistir.

Tablo 4.4: PD4 NP’e ait tekrarli hazirlanan formiilasyon boyut dagilim1 sonuglari.

PD4 Yogunluga géore  Sayica Hacimce PDI % Dagilim

1 140,7 109,9 131,8 0,227 97%

2 199,7 154,8 198,1 0,166 100%

3 198.,3 152,1 196,3 0,153 100%

4 201,8 151,1 199,6 0,08 100%

5 189,4 138,6 184,6 0,071 100%
Ortalama 185,98 141,3 182,08  0,1394 99%
S. Sapma 25,75 18,63 28,72 0,06 0,01

Tablo 4.5: CurPD4 NP e ait tekrarli hazirlanan formiilasyon boyut dagilimi

sonuglart.

CurPD4 Yogunlugggre Sayica  Hacimce PDI % Dagilim

1 171,8 100,3 154,4 0,182 100%

2 184,7 106,2 169,8 0,147 100%

3 196,5 156,6 195,0 0,076 100%

4 1974 132,2 191,4 0,102 100%

5 192,7 137,3 187,7 0,235 100%
Ortalama 188,62 126,52 179,66 0,148 100%
S. Sapma 10,65 23,20 17,13 0,06 0,00
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Size (d.mm): % Intensity: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 1932 Peak 1: 199.7 100.0 57.70
Pdl: 0.166 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.955 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report
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0,166 199,7 + 57,70 nm 154,8 + 46,35 nm 198.1 + 63,83 nm

Sekil 4.9: Film olusturma / NP ile rehidrate etme yontemi ile hazirlanan bos PD4
NP’e ait DLS diyagramlar1 ve boyut dagilimi sonuglari.
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm}): 1825 Peak 1: 196.5 100.0 52.57
Pdl: 0076 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.927 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
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PDI dagilimi

0,076 196,5 + 52,57 nm

Sayica % boyut
dagilimi

156,6 £ 45,03 nm

Hacimce % boyut
dagilimi

195,0 + 58,34 nm

Sekil 4.10: Film olusturma/ NP ile rehidrate etme yontemi ile hazirlanan 5 mg

kurkumin yiiklii CurPD4 NP’e ait DLS

diyagramlar1 ve boyut dagilimi

sonuglart.

4.1.2 Optimize formiilasyona ait partikiil boyutu ve zeta potansiyeli sonuclari

Nanopartikiillerin boyutu, ¢ap1 ve yiizey kimyas1 kan damarlarinda, akcigerlerde ve

gastrointestinal sistemdeki biyo dagilimlarini etkiledigi gibi immiin sistemi aktive

etme olasiliklarin1 da etkiler [166]. Kii¢iik boyutlu (200 nm'nin altinda) nano
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partikiillerin kan dolagiminda daha uzun siire varligin1 siirdiirdiigii, ayrica EPR etkisi
yoluyla tiimor bolgesinde birikim yaptigr iyi bilinmektedir. Buna karsin, optimum
etkinlikteki ila¢ dagitim sistemi fagositik hiicreler tarafindan uzaklastirilmayacak
bliyiikliikte olursa en list diizeyde verimlilik gosterebilir [63]. 100 nm'den kiigiik
nanopartikiiller kan damarlarint endotel hiicreleri yoluyla terk ederken,
mikropartikiiller karacigerdeki Kupffer hiicreleri tarafindan alimir veya kilcal
yataklarda fiziksel olarak tutulur. Ayrica, 200 nm'nin altindaki nanopargaciklar, klatrin
aracili yoldan hiicre i¢ine alinabilirken, 500 nm'nin {izerindeki nanoparc¢aciklar ancak
kaveola aracili yoldan alinabilir [167]. Nanopartikiillerin timor gevresinde birikimi
kan dolasim siiresi ile dogru orantilidir. Kan dolasim siiresinin ve timor igerisinde
birikiminin 100 ila 160 nm cap araliginda optimum oldugu ve captaki artisla birlikte
arttig1 bulunmustur. Yapilan bir ¢aligmada zenograft modele intravendz uygulanan
100 nm misellerin 30 nm misellerden 10 ila 20 kat daha fazla tiimérde birikebildigi
gosterilmistir. Ancak biiyiik boyutlu nanotastyicilara gore kiigiik olanlarin daha fazla
tiimdr penetrayonuna sahip oldugu bilinmektedir [168]. Bundan 6tiirii ilag¢ birikimini
ve tiimore penetrasyonu dengeleyen optimal bir boyut elde edilmesi, yani uzun
dolasim siiresine sahip olacak kadar biiylik ama tlimore penetre olabilecek kadar kiigiik
olmasi, nanopartikiiliin yiiksek terapotik etkinligini gelistirmek igin kritik 6neme
sahiptir.

NP'lerin yilizey modifikasyonunu incelemek icin birgok teknik gelistirilmis ve
kullanilmistir. Yiizey modifikasyonunun etkinligi, yiizey yiikii, fonksiyonel gruplarin
yogunlugu veya yiizey hidrofilik 6zelligindeki artis tahmin edilerek dl¢iilebilir. Teorik
olarak, zeta potansiyelinin pozitif veya negatif degerleri slispansiyonlarin kararliligini
belirler [169]. PLGA NP’lerinin yiizey yiikii dogal olarak negatiftir ve plazma zar1 ile
hiicre i¢i ortamin da negatif yiiklii olmas1 pargacik endositozunu engelleyebilmektedir.
Bu nedenle literatiir, n6tr ve pozitif yiizey yiikiine sahip parcaciklarin hiicreler ve DNA
ile gelismis etkilesim sergiledigini bildirmektedir. PLGA polimerlerindeki pozitif
yiizey yiikii ¢esitli ligandlarla (poli(etilen glikol)/PEG, poli(etilen oksit)-poli(f-amino
ester)/PEO-PbAE, polietilenimin/PEI) modifikasyonu sonucu elde edilebilir [170].
Ancak elektrostatik reaktivite nedeniyle, pozitif yiiklii partikiiller, kanda bulunan
hiicreler ve proteinlerle agregatlar olusturma egilimindedir ve akabinde agregasyon
organlarda birikmektedir. He ve ark. yapmis oldugu deneyin sonucuna gore katyonik
kitozan NP’lerinin akcigerde tutuldugu goézlenmistir [171]. Ayrica yaklasik -15 mV
zeta potansiyeline sahip 150 nm boyutunda NP'lerin biyolojik dagiliminin, daha
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negatif veya pozitif partikiillere kiyasla tiimor bolgesinde daha yiiksek birikim ve
kanda daha uzun siire kalma egilimi gosterdigi acik¢a gosterilmistir [170]. Spesifik
olmayan yiizey etkilesimini azaltmak i¢in, kii¢iik boyuta sahip nispeten daha az negatif
yiiklii anyonik (neredeyse notr) polimerik NP'ler, genis bir biyolojik spektrum igin
katyonik yiiklii parcaciklardan daha akilc1 olabilmektedir. Zhang ve ark. tarafindan
tek-asamal1 nano presipitasyon yontemi ile kendi kendine birlestirme yoluyla lipid
polimer hibrit nanopartikiil sentezlenmis ve hidrofobik PLGA ¢ekirdegi, hidrofilik
PEG kabugu ve ara yiizde bir lipit (lesitin) tek tabakasi olustugu karakterizasyon
caligmalari ile kanitlanmistir. Sonugta uygun boyut (70-80 nm) ve zeta potansiyeline
sahip (-35 mV) nanopartikiiller elde edildi [172].

Yapilan 6n calismalar ve deneyler sonucunda en diisiik boyut dagilimi ve
polidispersite indeksine sahip ve stabilite yoniinden basarili formiilasyon optimize
nanopartikiil olarak belirlenmistir. Optimize nanopartikiil asagida belirtilen (Tablo

4.6) hazirlanma kosullar1 ve 6zelliklere sahiptir.

Tablo 4.6: Optimize nano formiilasyona ait hazirlanma kosullari.

PLGA DSPE Kurkumin S1v1 ortam Solvent Siirfaktan
5mL
asetonitrilmeta
50 mg 8 mg 5mg dH,O nol /15 mL % 0,025 T80
kloroform

Optimize formiilasyona ait hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyelini belirlemek i¢in
DLS analizi yapildi. Buna gore polidispersite indeksi 0,063 olmak iizere sirasiyla
sayica, hacimce ve yogunluga gore partikiil boyutu dagilimlar1 161,5 nm, 119,8 nm ve
153,0 nm olarak belirlendi. Formiilasyonun zeta potansiyeli yapilan 6l¢iimler sonucu
genellikle orta derecede negatif (-9,40 mV) olarak bulundu. Bu negatif degerin,
polimerin karbonil (-COOH) u¢ gruplarindan kaynaklandig1 diisiintilmektedir. Elde
edilen degerler, NP'lerin siispansiyonunun orta tistii derecede kararli oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.11°de gosterildigi gibi, partikiiller dar bir boyut araligindadir

ve agregat olusumu goézlenmemektedir.
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Sekil 4.11: Optimize nano formiilasyona (CurPD4) ait % boyut dagilim1 sonuglar1 ve
zeta potansiyeli sonucu.

4.1.3 Kurkumin’in NP icerisindeki ¢oziiniirliigii

Kurkumin, zerdecal bitkisinden elde edilen baslica kurkuminoid olan polifenolik bir
molekiildiir. Molekiil yedi karbonlu bir baglayici zincir u¢ kisimlarinda B-diketon
parcas1 ve aromatik O-metoksi-fenolik grup tasir. Organik ¢oziiciilerde enolik formda
ve suda ise keto formunda bulunan bir diketon tautomeridir [173]. Deneysel verilere
gore DMSO’da 25 mg/mL, etanolde 10 mg/mL ¢oziiniirken asidik ve notr pH'daki
suda ¢6ziinmez olarak bildirilmistir [174].

Tiim formiilasyonlar 20 mL sulu faz igerisinde 5 mg kurkumin tasiyacak sekilde
hazirlanmaktadir. Sekilde goriildiigii gibi, kurkumin nano formiilasyonu kararl ve
homojen dagilmis bir sistem olusturdu. Buna karsin %0,025 Tween 80 igeren
deiyonize su ile karistirtlan ve ultrasonik banyoda bekletilen esdeger miktardaki
kurkumin stlispansiyonunda ¢ok sayida kurkumin kristali dibe ¢6kmiis halde

goriilmektedir (Sekil 4.12). Kurkuminin nano formiilasyon igerisindeki yliksek
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¢Oziiniirligl (250 pg/mL) ise, kurkuminin suda ¢oziintirliigiiniin nano enkapsiilasyon

ile 6nemli dlgtide iyilestirildigini gdstermektedir.
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Sekil 4.12: Nano enkapsiilasyon ile kurkumin sulu ortamda tamamen dagilirken
serbest kurkumin ¢ok az ¢oziiniir ve gozle goriilebilen parcaciklar olusturur.

4.1.4 Kritik misel konsantrasyonu (KMK)

Polimerler diisiik konsantrasyonda tekli zincirler halinde bulunurken, kritik misel
konsantrasyonuna (KMK) ulastig1 noktada misel olusturur. Bunun sebebi polimerin
hidrofobik zincirinin bir araya gelebilmesi ve hidrofilik kisminin sulu ortama tamamen
entegre olmasidir. Canli sistemlerde ilag tasiyict sistem olarak kullanilan polimerik
miseller intra vendz uygulama sonrasi kan dolasimina dogrudan katilir ve dagilma
durumuna gelebilir. PLGA nano partikiillerinin DSPE ile hibrit hale getirilmesi ile
yeni bir formiilasyon ortaya kondugu i¢in 6nemli miktarda seyreltmeden sonra bile
cozeltilerdeki misellerin varligim1 dogrulamak i¢in KMK 6l¢iilmiistiir. CurPD4 icin
hesaplanan KMK degeri 7,57% 10 mg/mL olarak bulunmus ve bu da érnek bir KMK
degeri olarak degerlendirilmistir. Polimerik misel ¢ozeltisinin konsantrasyonunun
logaritmik degeri (mg/mL) ile 1s1ma miktarindaki degisim grafigi Sekil 4.13°te
sunulmustur. Bu deger, formiilasyonun in vitro veya in vivo olarak seyreltilmesi
lizerine parcaciklarin bir arada kalmasmi saglayarak ilac1 istenmeyen salim

olasiliklarindan korur.
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Sekil 4.13: PD4 NP’e ait kritik misel konsantrasyonu degerinin hesaplanmasi igin
kullanilan konsantrasyon-emisyon orani diyagrami.

4.1.5 Formiilasyona yiiklenen kurkumin miktar tayini

Mevcut ¢alismada PLGA-DSPE miseline dahil edilen ila¢ miktarini incelemek ve
salim sonuglarii takip etmek i¢in HPLC cihazi ile kurkumin 6l¢limiine yonelik
analitik bir yontem gelistirildi. NP’lerin sulu ¢ozeltileri oda sicakliginda bir gece
inkiibe edildikten sonra 3:1 (v/v) oraninda asetonitril: metanol ile 40 kat diliie edilerek
dagitildi ve vortekslenerek icerigindeki kurkumini tamamen salmasi saglandi.
Ardindan filtreden siiziildii ve her 6l¢lim {i¢ tekrarli olacak sekilde kosullar1 6nceden
belirlenmis olan HPLC sistemine enjekte edildi. Kurkumin stok soliisyonu ile
hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak NP igerisindeki kurkumin miktar1 analiz
edilmistir. Yontemin se¢iciliginin tayini amaciyla, HPLC cihazinda yapilan analizler
sonucunda kurkumin pikinin retensiyon zamaninda ortamdaki kirliliklerden kaynakli
herhangi bir girisim olmadig1 saptanmistir. Hazirlanan 6l¢ii egrisinin 0,25-10 pg/mL
konsantrasyonda 6 tekrarli yapilan analiz sonucunda y = 485677x - 9025,8 olarak 6lcii
egrisi denklemi bulunmustur (Sekil 4.14).

Kurkuminoidler dogal floresana sahip oldugundan, UV/VIS tespit yontemine ek
olarak, 10 kat daha hassas oldugu bildirilen PDA dedektdr ile floresan (FL) tespit
yontemi de kullanildi [175]. HPLC sisteminde floresans dedektor i¢in eksitasyon ve
emisyon dalga boylari sirastyla 425 nm ve 520 nm; PDA dedektor i¢in 425 nm olarak
belirlendi (Sekil 3.1).
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Sisteme verilen ve NP igerisine yiliklenen kurkumin {i¢ analogdan yani kurkumin,
DMC ve BDMC’den olusmaktadir. Analiz siiresinin 17 dakika oldugu sistemde
belirlenen kromatografik kosullarda kurkuminin retensiyon zamani 15,2. Dakika
olarak belirlenmistir. Mevcut olan standart madde kurkuminoid seklinde oldugundan
kromatogramda kurkuminin yani sira bisdemetoksikurkumin ve demetoksikurkumin
de tespit edilmistir. Bisdemetoksikurkumin (BMC) ve demetoksikurkuminin (DMC)
saf standart maddeleri ile retensiyon zamanlar1 sirasiyla 11,73. ve 13,39. dakika olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.15a). Kurkumin analoglar1 420 nm de tepe noktasi olusturmus
buna karsin bos PD4 NP HPLC analizinde aym1 dakikalarda tepe noktasi
gostermemistir. Buna gore olusan tepe noktasinin NP igerisindeki bilesenlerden
kaynaklanmadigi kanitlanmistir (Sekil 4.15b).

Yontemin tekrarnabilirligi i¢in yapilan ¢aligmalarda ayni giin i¢inde RSD (Bagil
standart sapma) degerleri %0,18-0,36 araliginda hesaplandi. Farkli giinlerde {i¢
konsantrasyonun yapilan analizlerinde elde edilen RSD degerleri %1,01-1,11
araliginda hesaplandi. Mobil faza ait HPLC kromotograminda ise herhangi bir pik
gbzlenmemistir (Sekil 4.15c¢).

Olcii Egrisi
y = 485677x - 90258
6000000 el
5000000 .
_ 4000000
=]
=
< 3000000
E o
2000000
1000000 et
.
o o
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.14: Serbest kurkumine ait 6l¢ii egrisi denklemi.
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Sekil 4.15: a) CurPD4 NP, b) Bos PD4 NP ve c¢) mobil faza ait HPLC kromatogram
sonugclari.
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4.1.6 Formiilasyon enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ yiikleme yiizdesi

Nanopartikiil icerisine ila¢ yiiklemek i¢in iki temel yontem mevcuttur. Bunlar ilacin
nanopartikiil sentezi esnasinda eklendigi yontem ve ilacin nanopartikiil igerisine
sentezden sonra absorbe edildigi yontemdir [117]. Bu ¢alismada DSPE ve kurkumin
birlikte film olusturuldugu i¢in yiiklenmesi amaglanan ilacin sentez esnasinda dahil
edildigi ve akabinde nanopartikiillerin kendiliginden bir araya geldigi
distiniilmektedir.

Kapsiilleme verimliligi bircok faktérden etkilenir. Ornegin organik fazdaki polimer
konsantrasyonunun arttirilmasi ile enkapsiilasyon etkinliginin arttigi gosterilmistir.
Yapilan bir ¢alismada, polimerin konsantrasyonu %20’den %32,5'e yiikseldiginde
kapsiilleme verimliligi %53,1'den %70,9'a yiikselmistir [176]. Polimerin organik
solvent igerisinde ¢oziinme diizeyi de polimerin solidifikasyon hizini belirledigi i¢in
enkapsiilasyon etkinligi ile dogru orantilidir. Bunlar disinda ilag ve polimer arasindaki
etkilesim de kapsiilleme verimliligini artirmaya katkida bulunur. Eger hidrofobik
etkilesim, ila¢ ve polimer arasinda baskin bir giicse, PLGA gibi nispeten hidrofobik
polimerler, kapsiilleme verimliligini artirmada avantajiidir [177]. Ilacin dis sulu
fazdaki ¢oziintirliigii organik fazdakinden daha yiiksekse, ila¢c bu asamada kolayca dis
faza difiize olur. Ornegin, kinidin siilfatin kapsiillenme etkinligi, ¢oziinemedigi alkalin
dis stirekli fazda, kolaylikla ¢oziindiigii notr siirekli faza gore 40 kat daha yiiksek
bulunmustur [178].

Klippstein ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada yiiklenen kurkumin miktarin
artirmak i¢in, ilagla birlikte farkli yag 6zlii malzemelerle (hint yagindan elde edilen
doymus bir triagilglisero vb.) nano kapsiil yapisi sentezlenmis ve timor olusturulan
zenograft fare modellerinde tiimor hiicreleri tarafindan ilacin alimi gosterilmistir
[179]. Bu calismada kullandigimiz kurkumin etken maddesinin de hidrofobik
karakterde olmasi, dis sulu ortama diflize olmasini yavaslatmaktadir. Bu ¢alismada
kapsiilleme verimliliginin formiilasyonda lipid (DSPE) kullanimi ile arttirilmasi
amaclanmustir.

Optimize formiilasyonun yiizde enkapsiilasyon etkinligi (% EE) onceki bdliimde
verilen denklem (3.1) kullanilarak ve {i¢ tekrarli yapilan 6l¢timlerin ortalamasi alinarak
% 92,006 olarak hesaplanmistir. Optimize edilmis formiilasyonun yiikleme kapasitesi
(%DL) 6nceki boliimde verilen denklem (3.2) kullanilarak ve ii¢ tekrarli 6lglimlerin

ortalamast alinarak % 7,301 olarak tespit edilmistir. Secilen optimize edilmis
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formiilasyon, %100 dagilimla diisiik bir PDI’e sahip oldugu ve yiiksek yiizde
enkapsiilasyon etkinligi de gosterildigi i¢in bu ¢aligmada hedeflendigi gibi yiiksek

miktar kurkumin tasidigi kabul edilmistir.

4.1.7 Optimize formiilasyonun stabilite sonu¢lar1

Ilag tastyici sistemlerin stabil olmasi ilacin piyasada kullanimi agisindan &nemlidir.
Fiziksel stabilitesi bozulmus formiilasyonda ilk olarak faz ayrimi ve agregat olusumu
gozlenir. Bu durum vezikiillerin agregasyonu veya flizyonu nedeniyle olabilir. Ayrica
nanopartikiilden dis ortama ilag sizintis1 nedeniyle formiilasyonun enkapsiilasyon
miktarinda azalma gozlenebilmektedir [180]. Nitekim hidrofobik ilaclar miselin
¢ekirdeginde tamamen ¢oziindiigiinde, misel sollisyonu berrak olmalidir. Ancak ilag
misel ¢ekirdeginin disinda kaldiginda bulaniklik goriiliir ve ¢okelme meydana gelir
[119]. Bu durum da formiilasyonun boyut dagiliminda ani ve biiyiik 6l¢ekte degisim
gbzlenmesi ile sonuglanabilir. Tablo 4.7’ de gosterildigi gibi hem PD4 hem de CurPD4
nano partikiillerinde 15 giinliik siire igerisinde boyut degisiminde anormal bir artis ya
da azalis olmamustir. ilag yiiklii olmayan formiilasyonun boyutu zaman icerisinde
neredeyse ayni iken kurkumin yiiklii formiilasyonda zamanla partikiil boyutunda
yavas bir bliylime gozlenmistir. Buna karsin partikiil boyutu dagiliminin monodispers

oldugunu ve zamana bagli olarak bu niteligini korudugu gézlenmistir.

Tablo 4.7: Taze hazirlanan PD4 ve CurPD4 formiilasyonlarinin zamana bagh sayica
% boyut ve PDI degerleri.

1.glin 3.glin 4.giin 7.glin 15.glin

Boyut 121,8 123,5 118,5 96,23 1112

Bog S Sapma 37,34 33,31 37,90 28,99 32,04
PD4 PDI 0,079 0,054 0,099 0,100 0,067
Zeta P. _16,0 -19,8 118 _18,0 18,8

Boyut 74,93 79,42 93,37 110,5 1151

CuP  S.Sapma 25,25 25,44 27,08 34,64 37,69
PDI 0,137 0,109 0,079 0,084 0,102

Zeta P. 17,51 13,3 17,5 -20,4 18,3
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4.1.7.1 Santrifiij edilen formiilasyonun stabilitesi

Hazirlanan PD4 NP ve CurPD4 NP’ler uzun siireli saklama amaciyla santrifiij edildi
ve daha sonra esit hacimde distile su ile rehidrate edildi. Yeniden sulandirilan
formiilasyon, 0,22 um filtre ile siiziildiikten sonra DLS cihaz ile partikiil boyutu ve
PDI agisindan kontrol edildi. Elde edilen sonuglara gore santrifiij sonrast PD4 NP’de
PDI degeri agisindan olumsuz yonde bir degisim goézlenmezken CurPD4 NP’de PDI
degeri ylikselmistir. Buna karsin formiilasyonlarin boyut dagilimlart hem PD4 NP hem
de CurPD4 NP’de santrifiij 6ncesi boyut dagilimina yakin bulunmustur. PDI degeri

de taze hazirlanan optimize formiilasyonun sonuglarina yakindir (Sekil 4.16).

4.1.7.2 Liyofilizasyon sonrasi formiilasyonun stabilite sonuc¢lar:

Nano ilag tasiyict sistemlerin sulu ortamdaki zayif stabilitesi, klinik kullanimina kars1
bir engel olusturmaktadir. Dondurarak kurutma (liyofilizasyon), koloidal nano
pargaciklarin uzun vadeli stabilitesini gelistirmek icin iyi bir teknik olarak kabul
edilmistir [181]. NP'lerin liyofilizasyonu, yalnizca numune saklama ig¢in yeterli
kosullar1 saglamak i¢in bir ara¢ olarak islev gormez, ayni zamanda buharlagtirma
isleminden sonra partikiillerde kalmis olabilecek artik solvent kalintilarini en aza
indirir. Liyofilize edilen PD4 ve CurPD4 formiilasyonlar1 ayni miktar deiyonize su ile
sulandinldiginda formiilasyonun o6nceki haline geldigi ve homojen bir c¢ozelti
olusturdugu goriilmektedir. Formiilasyonlarin liyofilizasyon Oncesi ve sonrasina ait

resimleri sekilde (Sekil 4.17) yer almaktadir.
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Size (d.nm}: % Number: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 1548 Peak 1: 116.1 100.0 36.21
Pdl: 0.151 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.967 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Number

Mumber (Percent)

1000 10000
Size (d.nm}
- -
Yogunluga gore % Sayica % boyut Hacimce % boyut
a) d0) boip dagilimi dagilimi
dagilimi g &
0,151
165,4 + 51,82 116,1 + 36,31 155,2 + 56,32
Size (d.nm}: % Number: St Dev (d.nm}):
Z-Average (d.nm): 2G65.1 Peak 1: 1M1.3 100.0 48.30
Pdl: 0.542 Peak2:  0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.894 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
Size Distribution by Number
e I S s R :
go20f .................. ................. ................ .................
E AGF .....................................................................
Bl TR UURIUURRUNY A5 SO TR TN SUTEUURIOPI
E :
20 SRR S YOO
0 ; . :
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm}
< < . o
PDI Yogunluga %g;it/o Sayica % boyut Hacimce % boyut
b) dagilimi dagilimi dagilimi
0542 156245221 111,3 £ 48,30 143,5 % 53,96

Sekil 4.16: Santrifiij sonrasi sulandirilan a) PD4 ve b) CurPD4 NP’lere ait DLS
diyagrami vesayica % partikiil boyutu dagilimi sonuglari.
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Taze formiilasyonlar Liyofilize formiilasyonlar sulandiritmis formiilasyonlar

Sekil 4.17: Optimize nano formiilasyonun taze ve liyofilizasyon sonrasi
sulandirilmis haline ait gorseller.

4.1.7.3 Formiilasyonun saklama kosullarindaki stabilitesi

Saklama kosullarindaki stabilitesi, herhangi bir ila¢ tasiyict sisteminin basarisini
gosteren Onemli bir parametredir. Kurkumin nano formiilasyonunun uzun siireli
saklama kosullarindaki fiziksel stabilitesini degerlendirmek i¢in taze formiilasyonlar
60 giin boyunca +4 °C ve +25 °C'de ayr1 ayr1 saklanmig ve partikiil boyutu dagilimi
ve PDI ile stabilitesi degerlendirilmistir. Formiilasyonun fiziksel kararlilik sonuglar
Sekil 4.18’de sunulmustur.

Ne oda sicakliginda (25 °C) ne de +4 °C'de saklanan formiilasyonlarin fiziksel
goriiniimde ve renginde herhangi bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.18a).
Formiilasyonlar 25 °C'de saklandiginda, kurkumin nano pargaciklarinin boyutunda ve
PDI degerinde belirgin bir degisim gozlenmemistir. Stabilite siiresinin sonunda 25
°C'de saklanan CurPD4 NP’iin sayica % boyut dagilimi1 82,32 + 25,97 (PDI: 0,104)
nm iken 104,7 +42,31 (PDI: 0,157) olarak degismistir. Buna karsin +4 °C'de saklanan
formiilasyonda sayica ortalama ¢ap 30 giinliik depolamanin ardindan 119,7 £+ 40,26
nm'ye (PDI: 0,256) ¢ikmistir (Sekil 4.18b). Bu durum, kurkumin nano misellerinin 25
°C'de saklandiginda daha kabul edilebilir fiziksel stabiliteye sahip oldugunu

gostermistir.
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60. giin / +25 °C ! 60. giin / +4 °C I

o

-

Size (d.nm): % Number: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 121.1 Peak 1: 82.32 100.0 25.97
Pdi: 0.104 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.961 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Number

PDI: 0.104
82.32 £25.97

Size (d.nm)
Size (d.nm): % Number: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1645 Peak 1: 1047 100.0 4231
Pdl: 0.157 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.963 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

25 °C
I PDI:0.157 1
04.7+42.31

Number (Percent)

Size (d.nm)
Size (d.nm): % Number: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 180.3 Peak 1: 19.7 100.0 40.26
Pdl: 0.256 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.949 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good
+4°C

PDI: 0256 Size Distribution by Number
119.7+40.26 e : .

Number (Percent)

Size (d.nm)

Sekil 4.18: CurPD4 NP’lerin 4 °C ve 25 °C'de 60 giin saklama siiresince a) fiziksel
goriiniimi, b) PDI degeri ve sayica % boyut dagilimi sonuglari.
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4.1.7.4 4.1.5.4 Besi yeri i¢cerisinde formiilasyonun stabilite sonuglar:

Formiilasyon, in vitro deneyler esnasindaki stabilitesini gdstermek ig¢in, besi yeri

igerisinde 37 °C'de 72 saat inkiibe edilmis, ardindan partikiil boyut dagilim1 ve PDI

acisindan kontrol edilmistir (Sekil 4.19).

Hacme gore % boyut dagilimi

b=
2 10
<
£
2
3'.
See fdnmy
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 164.9 Peak 1: 1775 100.0 7312
Pdl: 0123 Peak 2: 0.000 0o 0.000
Intercept: 0.954 Peak 3: 0.000 00 0.000
24 Result quality: Good

Sayica % boyut dagilimi
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H e (T
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Infercept: 0954 Peak 0000 00 0.000
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Yogunluga gore % boyut dagilimi
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Z-Average (d.nm): 164.9
Pdi: 0123
Intercept: 0964
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Saeidrm

Size (d.nm):
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1000
0o

0o

1000

ty:  StDev{dnm):
56,46
0.000
0.000
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£
i
£
i
o1
Size {d.nm)
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
48 Z-Average (d.nm): 1776 Peak 1: 195.8 100.0 80.48
Pdl: 0.160 Peak 2: 0.000 0o 0.000
Intercept: 0.964 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Sayica % boyut daglhml

1000

Size (d.nm): % Number: St Dev (d.nm):

Z-Average (dnm): 1776 Peakt: 1310
Pdl: 0.160 Peak2  0.000
Intercept: 0.964 Peak3:  0.000

Result quality : Good

Yogunluga gore % boyut dagilim

Z-Average (dam). 177.6
Pdl:

Intercept: 0.964
Result quality : Good

0160

Peak 1:
Peak 2:
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"o wanng,
2018
0.000
0.000

100.0
00
00

St Dev (d.nm):
7249
0.000
0.000

1000 4820
0.0 0000
0.0 0.000

Sekil 4.19: Besi yeri igerisinde diliie edilmis CurPD4 NP’e ait 24, 48 ve 72 saatlik
boyut dagilimi sonuglari.
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Intensity (Percent)

01 1 10 10 100 10000

Size (d mm)

Size (d.nmy): % Intensity:  StDev(d.nm):

Z-Average (d.nm): 439.1 Peak1: 1380 63.6 649.6
Pdl: 0.585 Peak2: 2505 326 99.93
Intercept: 0.955 Peak3: 7401 a7 12.89

Result quality : Good

Sekil 4.19 (devam): Besi yeri icerisinde diliie edilmis CurPD4 NP’e ait 24, 48 ve 72
saatlik boyut dagilimi sonuglari.

Elde edilen sonucglara gore formiilasyon, hiicre kiiltlirii deneylerinin yapildig:
kosullarda 48 saat boyunca boyut dagilimi agisindan stabildir. Buna karsin 72 saatte
PDI degerinin kabul edilemeyecek kadar yiikseldigi ve partikiil boyutunun arttig

gorilmiistiir.

4.1.8 Formiilasyondan kurkumin salim sonug¢lar:

Nano ilag¢ tastyici sistemlerden salim mekanizmasinin anlagilmasi dnemlidir zira
polimerin gézenek boyutu, sekli, ilag ve tasiyici arasi etkilesim, polimer bozunma hizi
vb pek c¢ok degisken tarafindan belirlenir. Matematik modelleri, ila¢ diflizyon
katsayisin1 belirleyerek salim kinetiginin anlasilmasini saglar. Ayrica yiiklenen
maddenin hidrofobisite derecesi nano tasiyici igerisinden salinmasinda belirleyici bir
faktordiir. Yiiklenen malzemenin suda ¢oziiniirliigii diisilk oldugunda, NP'lerden
citkma ve sulu ortamla temas etme egilimi diisiiktir [177]. Aym sekilde nano

tastyicinin ihtiva ettigi malzemelerin ilaca olan afinitesi de salimi etkiler.
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PLGA polimer matriksinin erozyonu ile ilact salmasi miimkiindiir. Bu nedenle pH ve
sicakligin da PLGA bozulmasi lizerinde onemli bir etkisi oldugu g6z ardi
edilmemelidir. PLGA'nin hidrolizi asidik ve/veya alkalin pH'larda hizlanir, bu sayede
partikiiller fizyolojik kosullarda (pH 7.4) daha kararlidir, ancak asidik PH’lara sahip
tiimdr dokularinda bozunma artar (pH 5.5) [41].

Salim deneyi i¢in optimize edilmis formiilasyon kosullari ve hazirlanma yontemi
kullanilmistir. Film olusturma — rehidratasyon yontemi ile hazirlanan optimize
formiilasyon (CurPD4) klasik yontem ile hazirlanan kurkumin yiiklii PLGA NP ile
karsilastirilmistir. Her {i¢ kurkumin formu i¢in de (kurkumin, DMC, BDMC) nano
enkapsiile kurkumin ile standart kurkumin 6rneklerinin retansiyon zamanlar1 ayni
bulunmustur. Ayrica 24 saat boyunca in vitro salim kosullar1 altinda HPLC
sonuclarinda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Bu durum in vitro salim
kosullarinda kurkuminin yapisinda bozulma olmadigini gostermektedir.

Kurkumin’in salim verileri matematiksel olarak farkli kinetik modellere
uydurulmustur. Bunlar ila¢ salim mekanizmasini belirlemek i¢in siklikla kullanilan
sifir dereceli, birinci derece, Hixson Crowell ve Korsmeyer-Peppas modelleridir (Sekil
4.20). Ortaya konan grafiklere gore her iki formiilasyonun da Korsmeyer—Peppas
(CurPD4 icin 1’=0.9338 ve PLGA NP i¢in 1’=0.8331) denklemlerine diger
denklemlerden (sifir derece, birinci derece ve Hixson Crowell) daha iyi uydugu
goriilmiistiir [178]. Bu da salim mekanizmasmin su emiliminin ve dolayisiyla
polimerik nano-tagiyicinin sismesi ile kontrol edildigini gostermektedir. Yani
difiizyon mekanizmast (Fickian diflizyonu) salim mekanizmasinda baskin olan

mekanizmadir (Sekil 4.20¢)

4.1.9 Formiilasyonun yapisal karakterizasyonu

4.1.9.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopi sonuclar:

Fourier Doniisimliic Kizilotesi Spektroskopi (FT-IR) analizi ile kurkumin
molekiiliinliin nanopartikiil icerisine basariyla dahil edilip edilmedigini dogrulamak
amaglanmistir. Liyofilize edilmis nanopartikiillerin yiiklenen ilag ve diger
formiilasyon bilesenleri ile arasindaki etkilesim Ol¢iilmiistiir. Toz halde kurkumin,
DSPE (fosfolipid) ve PLGA polimerine ait FT-IR spektrumlar: sirasiyla Sekil 4.21°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.20: CurPD4 NP ve Kurkumin yiiklii PLGA NP’lere ait (a) % salim grafigi,
(b) sifirinct derece, (c) birinci derece, (d) Hixson Crowell modeli ve (¢)
Korsmeyer-Peppas modeli salim profilleri.
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Kurkumin, 3524 cm™! de (fenolik O-H germe titresimi), 1626 cm™ de (aromatik C=C
gerilmesi), 1597 cm™! de (benzen halkasi germe titresimleri), 1509 cm™ de (C=0 ve
C=C titresimleri), 1428 cm de (olefinik C-H egilme titresimleri), 1278 cm™ de
(aromatik C—O esneme titresimleri) ve 1024 cm™! de (C—O—-C esneme titresimleri)
kendi karakteristik piklerini gostermektedir [182]. Kullandigimiz kurkumine ait FT-
IR spektrumunda da fenolik hidroksil grubunun titresimine bagli 3500 cm™ de genis
O-H band1 gézlenmistir (Sekil 4.21a).

Fosfolipidler karakteristik piklerini 2900 ve 2850 cmlerde (CH2 gerilme
titresimleri), 1737 cm™'de (simetrik C=0 germe titresimi), 1648 cm™'“de ve 1249 cm
"de (PO4 antisimetrik germe bantlar1) gostermektedir. NP hazirlamada kullandigimiz
fosfolipid, DSPE’ye ait FT-IR spektrumunda da 2917 cm™ ve 2850 cm™'de CH2
gerilmelerine bagli cift pik Sekil 4.21b ‘de gdsterilmistir [183].

PLGA’ya ait FT-IR spektrumu ise 1750 cm™'de C=0 gerilimine bagl absorpsiyon
bandini tek bir uzun pik olarak gosterir. Alifatik poliesterlerde bulunan C-O gruplari
da 1165 cm™'de ve 1083 cm''de goriiliir [184]. Ayrica 2980 cm™!'de ve 2949 cm''de
goriilen simetrik ve asimetrik pikler CH2 ve CH3 gruplarimin gerilmesiyle ilgilidir.
PLGA polimerine ait CH2 ve CH3'lin asimetrik deformasyon bantlar1 ise 1350 -1450
cm! arahiginda goriiliir. Kullandigimiz PLGA polimerinde 1750 cm™’deki karbonil
piki ve CH2-CH3 gerilmesine bagli asimetrik pikler Sekil 4.21¢’de gosterilmistir.
Kurkumin’in nanoformiilasyon igerisine enkapsiile edilmis hali ve ilag yiiklii olmayan
nanoformiilasyonlara ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.22°de gosterilmektedir.
Kurkumin nanopartikiil igerisine dahil edildiginde, 2918 cm™ ve 2850 cm™deki (CHa
titresim absorpsiyonu) pik konumu ve sekli fosfolipid ve polimere benzer sekilde
goriilmiistiir. Paramera ve ark. gore nano enkapsiile kurkumin spektrumundaki 3508
cm’! zirvesinin kaybolmasi, kurkuminin fenolik —~OH'sinin fosfolipid ile biiyiik
olasilikla hidrojen bagi yoluyla etkilesimini gosterir [185]. Bu nedenle kurkumine
6zgii 3300 cm™ de goriilen genis ~OH pikinin kurkumin yiiklii nano formiilasyonda

kayboldugu Sekil 4.22b ve Sekil4.22d’de gosterilmistir.
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sonugclari.
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Sekil 4.22: Nano formiilasyonlara ait FT-IR spektroskopi sonuglari; a) BosPD3, b)
CurPD3, c¢) BosPD4, d) CurPD4.
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Sekil 4.22 (devam): Nano formiilasyonlara ait FT-IR spektroskopi sonuglari; a)
BosPD3, b) CurPD3, c) BosPD4, d) CurPDA4.

PLGA polimerine ait spektrumda 1750 cm™ de gériilen C=0 bagindan kaynakli pikin
nanoformiilasyonda varligin1 koruyacagi 6ngoriilmiistiir. Sekil 4.22a, Sekil 4.22¢ ve
Sekil 4.22d’de goriilebilecegi gibi hem BosPD4 ve BosPD3 hem de CurPD4 nano
partikiillerinde PLGA'nin C=0 ve C-O ile ilgili 1745 cm™, 1165 cm™ ve 1083 ¢cm’!
bantlart mevcuttur. PLGA'da ester grubuna ait C=0 (karbonil) bagina iligkin pik 1750
cm’! de DSPE ‘de aym pik 1741 cm™ de ortaya ¢ikmus, nitekim PLGA-DSPE ilgili
pik'in 1751 cm™! de gériilmesi dis yiizeyde PLGA polimerinin hidrofilik kisimlarmin
bulundugunu diisiindiirm{istiir.

Nano formiilasyon ile kurkumin'in karakteristik piklerinde kayma veya siddetinde
azalma gozlenmistir. Bu durumda kurkumin molekiillerinin NP i¢ine yerlestirildigi,
dolayisiyla spektrumdaki "imzalariin gizlendigini" belirtmistir [203]. Buna karsin
PLGA ya ait piklerin siddetinde artma veya ayn1 kalma durumu s6z konusudur. Sekil
4.23’te karsilagtirmali1 gorseli paylasilan FTIR spektrumlarina dayanarak, kurkumin’in

PLGA DSPE hibrit nanopartikiile basariyla yiikledigi gosterilmistir.
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Sekil 4.23: PLGA, kurkumin ve kurkumin yiiklii NP’e ait FT-IR spektroskopisi.
4.1.9.2 DSC analizi

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (Differential Scanning Calorimetry, DSC) kristal
ve amorf yapidaki numunelerin 6zelliklerini karakterize etmek i¢in kullanilir. DSC
yontemi bu calismada ila¢ molekiilleri yiiklenmis olan ve olmayan polimer ve
fosfolipid katmanlarinin faz gecislerini incelemek icin kullanilmistir. Bu yontem ile
elde edilen sonuglar (Sekil 4.24 ve Sekil 4.25) kurkumin’in PLGA-DSPE misellerine
dahil edildigini gostermistir.

Kurkuminin erime noktasi 180,6 °C'de ve entalpi degisimi (AH) 106,57 J/g diir (Sekil
4.24a). Yiiksek sicakliktaki bu keskin erime noktasi, kurkuminin kristal yapisindaki
ikincil bag kuvvetlerinin pargcalanmasindan kaynaklanmaktadir. DSPE ile iligkili pik
1se 59,87 °C'de, AH 72,041 J/g ile olugsmaktadir (Sekil 4.24b). Yapilan analiz sonucu
PLGA polimerinin erime noktas1 52,69 °C olarak belirlenmistir (Sekil 4.24c).
Laktit/glikolit oran1 ve molekiil agirligt PLGA'nin camsi gecis sicakligini (genellikle
40 ila 60 °C araliginda) etkiler; bu sicaklik, laktit igeriginin ve molekiiler agirligin
azalmasiyla azalir [186]. Bu calismada kullanilan PLGA polimeri laktit:glikolit
(50:50) dir.
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Sekil 4.24: (a) Kurkumin, (b) DSPE ve (c) PLGA'ya ait DSC termogramlari.
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Sekil 4.25: (a)Bos PLGA DSPE NP (PD4), (b) Kurkumin yiiklii PLGA NP ve (c)
CurPD4 nano misellerine ait DSC termogramlari.

Sekil 4.25’te misel olusumu sonrasi liyofilize edilen Bos NP, Kurkumin yiiklii PLGA
NP ve Kurkumin yiiklii hibrit NP’e ait DSC termogramlart 6énemli sonuglar ortaya

koymustur. Misel olusumu sonrasi liyofilize edilen DSPE-PLGA NP’lerde DSPE’ye
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ait 59,87 °C'deki erime pikinin kayboldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.25a). Bunun
sebebi DSPE’nin amorf yapist nedeniyle liyofilize halde erime sicakligi gostermemesi
veya polimer tabakasi ile ¢evrelenmesinden dolay1 pik olusturmamasi ile agiklanabilir.
Ayn sekilde kurkumin yiiklii hibrit nano partikiile ait termogramda da DSPE piki
goriilmemistir (Sekil 4.25¢).

PLGA ile olusturulan nano misellerin hepsinde PLGA’nin Tg’si belirgin olarak
gorilmektedir ancak liyofilize edilmis misellerdeki Tg degeri (PLGA Tg: 41,69 °C
iken PLGA-DSPE NP’lerde Tg: 42,44 ve 45,59 °C’ye) iist alanlara kaymistir (Sekil
4.25b).

Kurkumin yiiklii veya bos PLGA DSPE hibrit NP’iin (CurPD4) DSC diyagramu,
kurkumin ile karsilastirildiginda, kurkumin'de gdzlenebilen keskin pik (Tg: 180,6 °C
ve AH 106,57 J/g) fark edilememistir. Bu, kurkumin’in polimerin amorf yapisinda
dagildigini, misel icerisine hapsoldugunu ve artik kristalize bir forma sahip olmadigini
gostermektedir. Buna kargin Kurkumin yiiklii PLGA NP’e ait DSC termograminda
163,80 °C ve 176,46 °C’lerde iki adet keskin pik olustugu gozlenmistir. Bu durumun
yalnizca PLGA ile olusan miselin hidrofobik ilacti tamamen enkapsiile

edememesinden kaynaklanmis olabilecegi diisiniilmiistiir.

4.1.9.3 TEM analizi

Partikiil boyutu ve morfolojisi tasarlanan nano tasiyicinin fonksiyonunu etkileyecegi
icin son derece Onemlidir. Nano yapilarin (birkag nanometre veya daha diisiik
boyuttaki) karakterizasyonunda kullanilan tekniklerden biri de yiiksek rezoliisyon ve
biiyiitme ile nano partikiilleri goriintiilemeyi saglayan TEM analizidir. Bu teknik,
malzeme ile etkilesime giren ve bdylece goriintli liretimi i¢in bilgi elde eden bir
elektron 1s1minin numune boyunca iletilmesini igerir [187]. Elektronlar karbon gibi
hafif atomlarin bulundugu bdlgeye carptiginda sagilma zayif olacaktir. Ote yandan,
agir atomlar daha yiliksek sacilma ile sonucglanacaktir. Bu nedenle sagilmayan
elektronlar numuneden gecer ve kamera tarafindan kaydedilir. Aydinlik alan yiiksek

iletim bolgesini, karanlik alan ise diistik iletim bdlgesini temsil etmektedir.
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Sekil 4.26: CurPD4 ve PLGA-Kurkumin NP’lere ait TEM analizi sonuglart.

Nano partikiillere ait kiiresel ve tek boyutlu sekil TEM goriintiilerinde (Sekil 4.26)
gozlenebilmistir. Ayrica partikiillerin agrege olmadigi aksine ayrik oldugu
bildirilmistir. Partikiil boyutlar1 genellikle ayn1 ortalama ¢ap ile dagilmistir. Bu durum
daha once taze formiilasyonlarin DLS sonuclar ile de gosterilmistir (Bolim 4.1.2).
Taze formiilasyonlarin goriintiileme Oncesi kurutma ve grid iizerine kaplanmasi
esnasinda gozlenen c¢okmeler koyu renkli noktalar olarak sekilde goriilmiistiir.
CurPD4 NP ve Kurkumin yiiklii PLGA NP karsilastirildiginda, hibrit nanopartikiile
ait boyut dagiliminin daha tekdiize oldugu gozlenmistir. Nitekim DLS sonuglarinda
(Bolim 4.1.2) PDI degerinin CurPD4 i¢in daha diisiik olmasi da bu sonucu
desteklemektedir.

4.2 Bilgisayar Destekli Modelleme Calismalar:

Nano ilag tasiyict sistemlerde PLGA polimeri ilag yiiklenen matriks olarak siklikla tek
basina kullanildig1 gibi  yardimc1 malzemeler ile etkinliginin arttirildigr da
bilinmektedir. Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), uygun toksik profil, yiiksek ilag
tasima etkinligi ve sulu ortamda 200 nm’den daha kii¢iik boyutlarda kiiresel partikiiller
iiretme yetenegi gibi diger amfifilik malzemelere gore iistiin 6zellikleri ile bilinen en
popliler polimerik malzemelerden biridir. Calismamizda amfifilik bir malzeme olan
PLGA ile, lipid yapidaki DSPE’nin kullanilmasi ile nano tasiyicinin hidrofobikligi

arttirilmis ve boylece hidrofobik ilag yiikleme kapasitesi arttirilmasi amaglanmastir.
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Bunun i¢in laboratuvar calismalarinin yani sira DSPE ve polimer matriksin
nanotastyicidaki rolleri bilgisayar simiilasyonu diizeyinde de aydmlatilmistir.
Malzemenin karakteristifine bakacak olursak hidrofobik ila¢ molekiillerinin,
polimerin laktik asit kisimlarinin yani sira lipid yap1 ile de etkilesime girip ayri
kiimelesmeler olusturmasi s6z konusudur. Bu nedenle ilag-polimer matrisinin mi
yoksa ilag-lipid etkilesimlerinin mi daha Oncelikli olustugunun anlasilmasi
gerekmektedir. Bu sorular1 cevaplamak i¢in mevcut ¢alismamizda kuantum kimyasal
(QC) kiime hesaplamalar1 ve DFTB+ adi verilen yogunluk fonksiyonel tabanli siki
baglama modeli hesaplama araglar1 kullanilmistir.

QC hesaplamalar yiiksek dogrulukta sonug verir ancak kiigiik sistemler i¢in daha
elveriglidir, 6te yandan MD c¢ok biiytik sistemleri ¢ok daha diisiik dogrulukla simiile
edebilir [ 150]. Her iki yaklasimin da bazi sinirlar1 oldugundan, daha gercekei sonuglar
elde etmek i¢in birlestirilmis bir yaklasim (QC-MD) kullanilmasi planlanmistir. QC-
MD yaklagimlarinin birlikte kullanilmasi ile kurkuminin NP bilesenleriyle nasil
etkilesime girdiginin ve DSPE’nin roliiniin netlestirilmesi amaglanmistir. Projenin
hesaplamali kismi i¢in hedeflenen yaklagim, iki yontemin de avantajli kisimlarindan
yararlanmak adina hem kuantum kimyasal hem de molekiiler dinamik hesaplamalarin
yapip, sonuglari bir biitiin olarak incelemektir. Bu sayede elimizdeki sistemle ilgili iki

yontemin de tek basina saglayabileceginden ¢ok daha detayl: bir bilgi elde edilmistir.

4.2.1 Kuantum kimyasi (QC) kiime modelleri

Kuantum kimyasal kiime modellemelerinde sistem boyutu sinirlidir. Bu nedenle {i¢
molekiilden daha karmasik yapisal konfigiirasyonlari analiz etmek i¢in geometri
optimizasyonlarini gergeklestirirken SVP temel setine sahip B97-D fonksiyoneli
kullanilarak sistem boyutu adim adim artirllmistir. Baslangicta, ¢esitli yonlere sahip
cok sayida kiime modeli dikkate alinirken yalnizca minimum baglanma enerjisine
sahip olanlar sunulmustur. Baglanma enerjileri B97-D/SVP/TZVP teori seviyesi
kullanilarak degerlendirilmistir. Onceki calismalar, B97-D/TZVP kullanilarak
gerceklestirilen etkilesim enerjisi hesaplamalarinin, karsilastirilabilir sistemler i¢in
MP2, SCS-MP2 ve B2PLYP-D ile uyumlu oldugunu gdstermistir [206].

Kuantum mekanik kiime hesaplamalar ilag-ilag, ilag-DSPE, ilag-PLGA ve poli-
(glikolik asit) (PGA) ve poli-(laktik asit) (PLA) gibi ¢esitli ikili sistemler, farkli
konfigiirasyonlarda yerlestirilerek kuantum kimyas:1 kiime hesaplamalarina tabi

tutulmustur. Bunun i¢in kurkuminin hem enol hem de keto formu kullanilmistir. Bu
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hesaplamalar ile hem en diisik enerjili geometrik yapilar (iki molekiiliin
olusturabilecegi en kararli ii¢ boyutlu hali), hem de molekiillerin birbirleriyle olan
etkilesim enerjileri elde edilmistir. Bu ikili sistemlerdeki molekiiller arasi
etkilesimlerin giiglerini hesaplamak i¢in dispersiyon diizeltmesi de dikkate alinmistir.
Tim  sistemler vakum  ortaminda B97-D/SVP  seviyesinde  geometri
optimizasyonlarina tabi tutulmus ve daha sonra optimize edilmis geometriler
kullanilarak ayni seviyedeki etkilesim enerjileri hesaplanmistir. Yalnizca PLGA-
DSPE-ila¢ senaryosu, ii¢lii-yap1 etkilesiminin daha ayrintili bir resmini gérmek i¢in
B97-D/TZVP diizeyinde etkilesim enerjileri hesaplamasina tabi tutulmustur.

Sonug olarak ortaya ¢ikan etkilesim enerjileri ve BSSE-diizeltilmis etkilesim enerjileri
Tablo 4.8’de listelenmistir. Sekil 4.27°de etkilesim enerjileri listelenmis optimize
edilmis yapilar gosterilmektedir. Mavi cizgiler, giiclii hidrojen baglarin1 ve Angstrom

cinsinden uzunluklarini gostermektedir.

Sol: DSPE-Kurkumin (enol), Sag: DSPE- Kurkumin (keto)

Sekil 4.27: Optimize edilmis yapilarin etkilesim enerjileri.
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DSPE-LASGAS

DSPE-LAS5SGAS- Kurkumin (enol)

Sekil 4.27 (devam): Optimize edilmis yapilarin etkilesim enerjileri.
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Tablo 4.8 ve Sekil 4.27°den goriildiigii gibi, ilag ve DSPE ile polimer ve DSPE
arasinda gii¢lii bir baglanma etkilesimi vardir. Ayrica kurkuminin enol formu, keto
formuna kiyasla polimer ve DSPE ile daha giiclii bir etkilesime sahiptir. Trimer
durumunda (DSPE-LA5GAS- Kurkumin (enol)), ilag molekiilii hem DSPE'ye hem de
polimere gii¢lii bir sekilde baglanmistir. Verilen geometrik konfigiirasyon i¢in, DSPE
ile ilag arasindaki baglanma etkilesimi (-118,416 kJ/mol), polimer ve ilag arasindaki
etkilesimden (-98,264 kJ/mol) biraz daha giiclii goriinmiistiir (Tablo 4.8). Sekil
4.27°de polimer-DSPE dimer, polimer ve DSPE arasinda gii¢lii bir bag oldugunu
gosterirken, kurkumin molekiilii trimer durumunda polimer ve DSPE arasina
yerleserek bir duvar gibi davrandigindan, aralarindaki etkilesim enerjisi (-22,785 kJ/
mol) diismiistiir. Ayrica ayn1 nedenle {i¢lii-yap1 etkilesiminin itici bir karaktere sahip

oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.8: Sekil 4.27°de gosterilen yonelimler i¢in hesaplanan CP-diizeltilmis ve
CP-diizeltilmemis etkilesim enerjileri [kJ/mol].

Sistem CP diizeltilmis CP diizeltilmemis
Kurkumin (enol)-DSPE -133.63043 -208.36039
Kurkumin (keto)-DSPE -120.73123 -188.81635
Kurkumin (enol)-LASGAS -157.00631 -254.7416
Kurkumin (keto)-LASGAS -148.58561 -220.88645
DSPE-DSPE -154.12096 -243.90718
DSPE-LASGAS -155.69397 -264.43332
Kurkumin (enol)-DSPE-LASGAS -236.2868 -260.06331

Kuantum kimyasal (QC) kiime hesaplamalarindan elde edilen sonuglar, bu iig¢
molekiiliin birbirleri arasinda gii¢lii hidrojen baglar1 yapma egiliminde oldugunu ve bu

nedenle bir arada kaldiklarin1 gosteriyor.

112



4.2.2 Periyodik DFTB+ hesaplama sonuc¢lari

Kuantum kimyast kiime modeli hesaplamalar1 yararli olsa da, 6zellikle biiyiik ve
karmasik sistemlerle ugrasirken sonlu sistem boyutu gibi sinirlamalart vardir.
Hesaplama acgisindan pahali bir model kullanmaktan kaynaklanan sorunlardan
kacinmak ve daha biiyiikk sistemleri incelemek igin, Slater- Koster siki baglama
yaklagimindan yararlanan yogunluk fonksiyonel teorisinin (DFT) basitlestirilmis bir
versiyonu olan DFTB+ (Yogunluk Fonksiyonel-tabanli Siki1 Baglama) yiiriitilmiistiir.
DFTB+, molekiiller, katilar, yiizeyler ve nano yapilar dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli
sistemlerin kuantum mekaniksel simiilasyonlarin1 gergeklestirmek i¢in kullanilan
hesaplamal1 bir yazilim paketidir. Elektronik yapiy1 hesaplamak i¢in basitlestirilmis
bir siki baglama yaklasiminin avantajint kullanan yontem, geleneksel DFT
yontemlerinden 6nemli 6l¢lide daha hizli hesaplamalara izin verir [151].

DFTB+’nin dogruluk ve hesaplama verimliligi arasinda bir denge saglamasi, onu bu
calismanin odak noktasi olan biiyiik ve karmasik sistemleri incelemek i¢in uygun bir
secim haline getirmistir. Bu nedenle, DFTB+ programinda uygulandig:i gibi daha
biiyiik sistemler i¢in yap1 optimizasyonu ve tek nokta enerji hesaplamalar1 yapilmaistir.
Hesaplamalar vakum ortaminda ve dispersiyon diizeltmesinden yararlanilarak
yapilmistir.

Sekil 4.28, DFTB+ ile analiz edilen ila¢ ve lipid molekiillerini i¢eren iki senaryonun
optimize edilmis yapilarin1 gdstermektedir. Sekil 4.29 ise ilag, polimer ve DSPE

molekiillerine ait ilk ve optimize edilmis yapilar1 gostermektedir.
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Senaryo 1: Kurkumin (enol)-DSPE (Toplam etkilesim enerjisi= -215.34 kJ/mol).

Senaryo 2: Kurkumin (enol)-DSPE (Toplam etkilesim enerjisi= -282,82 kJ/mol)

Sekil 4.28: DFTB+ analizi, ilag ve lipid molekiillerini igeren iki senaryonun optimize
edilmis hali.
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Kurkumin (enol)-DSPE-LA15GA15
Ust: ilk yapi, Alt: Optimize edilmis yapi

Sekil 4.29: Ilac, polimer ve DSPE molekiillerinin ilk ve optimize edilmis hallerine
ait yapilar.
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Kurkumin (enol)-DSPE-LA15GA15
Ust: 1k yap1, Alt: Optimize edilmis yap:

Sekil 4.29 (devam): Ilac, polimer ve DSPE molekiillerinin ilk ve optimize edilmis
hallerine ait yapilar.
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Sekil 4.29°da goriildiigii gibi ilag ve DSPE molekiillerinden olusan senaryolar, ilag
molekiiliinin DSPE molekiillerinin kollarina dik kalmaya kiyasla paralel kalmay1
tercih ettigini gostermistir. Birinci senaryonun toplam etkilesim enerjisi -215,34
kJ/mol iken, ikinci senaryonun enerjisi -282,82 kJ/mol'diir. Ek olarak, ikinci durumda
ilag ve DSPE molekiilleri arasinda giiclii bir hidrojen bagi goriilmiistiir (Sekil 4.29).
Bu nedenle, ikinci konfigiirasyon, PLGA zincirleri de dahil edilerek daha ileri ve
bliyiik sistemlerde kullanilmistir.

Yukaridaki DFTB+ sonuglari, Sekil 4.29'da goriildiigii gibi, ilag molekiiliiniin hem
polimer hem de DSPE ile giiclii hidrojen baglar1 kurdugunu agik¢a gostermistir. Ilag
molekiiliiniin DSPE'nin kollarina yakin ve paralel durmayi tercih ettigi ve polimerin
ila¢c ve DSPE molekiillerinden olusan ¢ekirdegi sarma egiliminde oldugu gortilmiistiir.
Ustteki senaryoda (Sekil 4.29a), ilag molekiilii, komsu DSPE molekiilleri ile en giiclii
baglanmaya sahiptir. [lag ve DSPE molekiilleri arasindaki baglanma enerjileri sirasiyla
-87.39 kJ/mol (saga dogru donen DSPE igin) ve -59,45 kJ/mol (saga dogru donen
DSPE igin) olarak belirlenmistir. Bunu -44,39 kJ/mol ile ilag ve iist polimer arasindaki
etkilesim izlemistir. Ikinci durumda (Sekil 4.29b) ise, ilag molekiilii yine komsu DSPE
molekiilleri ile en giiclii sekilde baglanmistir. Sagdaki ve soldaki DSPE molekiilleri
icin baglanma enerjisi sirasiyla -79,47 kJ/mol ve -92,40 kJ/mol'diir. Ila¢ ve polimer
molekiilleri arasindaki etkilesim, mesafeleri nedeniyle diisiik kalmstir. {lag molekiilii
ile en yakin polimerin (alttaki) etkilesim enerjisi -14,82 kJ/mol'diir. Ote yandan,
toplam etkilesim enerjileri ilk senaryo i¢in -731,70 kJ/mol (Sekil 4.29a), sonraki
senaryo i¢in -876,28 kJ/mol (Sekil 4.29b) olarak bulunmustur. Bu, hem polimerler ve
DSPE molekiilleri arasindaki hem de DSPE molekiillerinin kendi aralarindaki
etkilesimlerin, her iki senaryonun toplam etkilesim enerjisinin 6nemli bolimiinii
doldurdugu anlamina gelmektedir.

Sonug olarak, DFTB+ sonuglari, ilag ile formiilasyondaki diger iki molekiil arasinda
giiclii baglanma etkilesimleri oldugunu ve biiyiik PLGA zincirlerinin bir arada kalmak
icin tiim sistemi destekledigini gostermistir. Bu sonuglar, kuantum kimyasal kiime

modellerinin sonuglariyla uyumludur.

4.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Bu tez caligmasinda emiilsiyon-solvent evaporasyon (w/o/w) ve film olusturma -

rehidratasyon yontemi birlikte kullanilarak 250 ug/mL kurkumin yiiklii PLGA-DSPE
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hibrit nanopartikiil optimize edilmis ve formiilasyon (CurPD4) hazirlanmistir.
Karakterizasyon c¢alismalart ile, FT-IR, DSC ve TEM analizi kullanilarak, PLGA-
DSPE hibrit nano misellerine kurkuminin basariyla yiliklendigi ortaya konmustur.
CurPD4 nano partikiilleri 120-160 nm boyut araliginda bulunmustur. Nanopartikiil
kapsiilleme etkinligi %92 ila¢ yiikleme etkinligi %7,3 olarak belirlenmistir.

Karakterizasyon ¢alismalart tamamlanan kurkumin yiiklii nanopartikiil ve 5-
flourourasil (5-FU) ile kombinasyon uygulamasinin kolon kanseri hiicreleri ve saglikli
hiicrelerdeki etkinligini incelemek amaciyla kolon adenokarsinoma LoVo (CCL-
229™) hiicre hatti ve deri fibroblast CCD-1072Sk (CRL-2088™) hiicre hatti
kullanilmmustir. Calisma kapsaminda, kurkumin yiiklii nanopartikiil ve 5-flourourasil
(5-FU) ile kombinasyon uygulamasinin LoVo-Luc ve CCD-1072Sk hiicreleri
tizerindeki 24, 48 ve 72 saatteki sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla MTT
canlilik analizi, apoptotik etkinliginin belirlenmesi i¢in Anneksin V-FITC deneyi ve
akridin oranj/etidiyum bromiir deneyi gerceklestirilmistir. Ug tekrarli yapilan
deneylerde kontrole gore deney gruplar1 karsilagtirilmis ve hiicrelerin % canlilik ve %

apoptoz oranlar1 belirlenmistir.

4.3.1 Hiicre morfolojisi ve biyoliiminesans goriintiilenmesi

LoVo (kolon kanseri) ve CCD-1072Sk (saglikl fibroblast) hiicre hatlar1 deneyler i¢in
kullanilmadan 6nce en az iki defa pasajlanmis ve konflue olmasi beklenmistir. Higbir
madde ile maruziyet uygulanmamus hiicrelere ait invert 151k mikroskobu goriintiileri
Sekil 4.30’da sunulmustur (Sekil 4.30a ve Sekil 4.30b). Transgenik hiicre hatt1 olan
kolon kanseri hiicreleri deneylere baslamadan Once transfeksiyonun mevcudiyeti
acisindan kontrol edilmistir. Ayrica hiicrelerin daha sonra hayvan deneylerinde
kullanilabilmesi i¢in D-lusiferin uygulamasimin ardindan biyoliiminesans 1s1ma

yaptig1 gosterilmistir (Sekil 4.30c).
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a) Lovo-Luc b) CCD1072

¢) D-lusiferin uygulanmis LoVo-Luc hiicreleri

Sekil 4.30: Tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlarinin morfolojileri a) LoVo-Luc
b) CCD-1072Sk ¢) LoVo-Luc hiicre hattinin biyoliiminesans 1s1masi.

4.3.2 Hiicre canlihiginin belirlenmesi

4.3.2.1 5-FU IC50 dozunun belirlenmesi

Kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU’in antikanser etkileri 1y1 bilinmektedir. Bir pirimidin
analogu olan 5-FU hiicrelerin i¢inde florodeoksitiridin monofosfat (FAUMP), floro-
deoksitiridin trifosfat (FAUTP) ve florouridin trifosfat (FUTP) gibi farkl sitotoksik
metabolitlere doniisiir. Bu tiirevler DNA ve RNA'ya dahil olarak hiicre 6liimiine yol
acar [21].

Literatiirde yer alan caligmalar incelendiginde kolon kanseri hiicre hatlarinda 5-
FU’nun yari inhibitdr konsantrasyonlarinin (ICso) HCT116 i¢in 13,72 uM ve HT29
hiicreleri i¢in 106,8 M oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada 5-FU’in endotel hiicreler
ve kardiyomiyosit hiicrelerinde toksisitesi incelenmis ve saglikli hiicrelerdeki
sitotoksik dozun ¢ok daha diisik (HUVEC i¢in 3,832 uM ve HCM i¢in 4,866 uM)
oldugu belirtilmistir [86].
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Kombinasyon tedavisinde hiicrelere uygulanacak 5-FU dozunun belirlenmesi igin
oncelikle 5-FU stok soliisyonu (10° pM) hazirlanmis ve besiyeri ile seyreltilerek
hiicrelere 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700 uM
dozlarinda 5-FU uygulanmistir. Hiicrelerin 24, 48 ve 72 saatlik % canlilik grafikleri
LoVo-Luc hiicre hatt i¢in Sekil 4.31 ve CCD-1072Sk hiicre hatt1 i¢in Sekil 4.32°de
sunulmustur. Sitotoksik etkinin tiim hiicrelerde doza ve maruziyet zamanina bagl
olarak arttig1 ve canliligin azaldig1 gézlenmistir.

Hiicrelere 400 uM dozunda 5-FU uygulandiginda CCD-1072Sk hiicrelerinde 24, 48
ve 72 saatlik canlilik orani siras1 ile %81,36, %61,41 ve %52,43; buna karsin LoVo-
Luc hiicrelerinde ayn1 dozda canlilik orani sirast ile %102,05, %86,77 ve %55,73
olarak hesaplandi. Bu durumda kanser hiicreleri ile saglikli hiicreler arasinda 5-FU
ilacinin seciciliginin olmadigini ve kemoterapi ajaninin saglikli hiicreler {izerinde de
toksik etkisinin yiiksek oldugu bilgisi dogrulanmistir [6]. Buna karsin kanser
hiicrelerinin ilaca karsi gosterdigi hassasiyet daha diisiik olarak bulunmustur.
Maruziyet zamanlar1 arasindaki farka bakildiginda 24 saat ve 48 saat ile 24 ve 72 saat
arasinda 400 pM dozunda anlamli bir fark (p<0.001, ***) bulunmustur. Buna karsin

ayni1 dozda 48 ve 72 saat arasindaki farklilik anlamli bulunmamistir (p>0.05, ns).

Canhilik- LOVO

150;
~ 24 h

5 48 h

£ 100- T reh

©

(&

0

S

2 50

2

0 : : : .
0 200 400 600 800

5-FU (uM)

Sekil 4.31: LoVo-Luc hiicre hattinda 5-FU’nun (0-700 uM) MTT hiicresel canlilik
grafigi (*p<0.05; **p<0.01; **%*).).; ***p<0.001).
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Sekil 4.32: CCD-10728k hiicre hattinda 5-FU’nun (0-700 uM) MTT hiicresel
canlilik grafigi (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).
MTT canlilik testi sonucunda elde edilen konsantrasyona bagli % canlilik degerleri
kullanilarak uygulanan maddelerin her birine ait ICso degerleri tiim maruziyet
zamanlari i¢in hesaplanmis ve Tablo 4.9’da sunulmustur. Kemoterapoétik bir ajan olan
5-FU’in kanser hiicrelerindeki 1Cso degerleri saglikli hiicrelere gore daha yiiksek
bulunmustur. Nitekim 48 saat icin LoVo-Luc hiicrelerindeki ICso oran1 440,9 + 0,0303
uM iken CCD-1072Sk hiicrelerinde 140,3 + 0,04434 uM olarak hesaplanmigtir.

4.3.2.2 Serbest kurkumin ve kurkumin nano formiilasyonun hiicre canlihigina
etkisi

Kurkumin, p53 aracili apoptoz vb. ¢ok sayida yolak ile kolon kanseri hiicreleri
tizerindeki anti kanser etkileri indiikler. p53 aracili yolak, siklin bagimli kinaz (Cdk)
inaktivasyonu ile sonuglanir ve bu da hiicre dongiisiiniin G1-S fazinda durmasina yol
acar [188]. Yapilan bir ¢alismada, kurkumin tagiyan PLGA nano partikiillerinin, MCF-
7 meme kanseri hiicre hattinda G2/M evresinde hiicre dongiisiinii durdurdugu
gosterilmigtir [189].

Kurkumin’in gesitli farkli kanser tiirleri i¢in terapotik potansiyele sahip oldugu yapilan

cok sayida calisma ile gosterilmistir [190]. Zayif suda c¢oOziintirliigl, disiik
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biyoyararlanimi ve hizli metabolize olmasi nedeniyle, oral veya iv. kurkumin
uygulamasi in vivo kosullar i¢in sinirlidir [ 191]. Bu sorunlarin iistesinden gelmek igin,
hidrofobik dogal iiriiniin farkl tiirde nano formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Shaikh ve
ark. sunmus oldugu bir calismada 264 nm boyutunda ve %76,9 kapsiilleme
verimliligine sahip kurkumin ytiklii PLGA nanopartikiilleri ile oral biyoyararlanimin
9 kat arttigin1 6ne slirmiistiir [17]. Mirakabad ve ark. ise kurkumin yiiklii PLGA-PEG
nanopartikiillerinin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti {izerinde serbest
kurkuminden daha yiiksek, ayrica doza ve zamana bagli bir inhibitor etkiye sahip
oldugunu ortaya koymustur [148]. Bunlar gibi ¢esitli calismalarla etkinligi kanitlanan
ve biyoyararlanim problemi ortaya konan kurkumin’in kanser hiicrelerinin bulundugu
sulu ortamda ¢oziintirliigiinii arttirmak i¢in bu tez ¢alismasinda PLGA-DSPE nano

miselleri hazirlanarak in vitro deneylerde kullanilmistir.

Tablo 4.9 : 5-FU ve serbest kurkumin’in IC50 degerleri.

I1Cso (uM)
Maruziyet Zamani
CCD-1072Sk LoVo

24 saat 239,0 £ 0,0407 495,5 +0,01935
5-FU 48 saat 140,3 + 0,04434 4409 + 0,03031

72 saat 101,4 £ 0,0754 208 +0,02384

ICso (ug/mL)
24 saat 24,15 £ 0,08945 21,79 £ 0,02275
Serbest Kurkumin
48 saat 14,55+ 0,05208 12,96 + 0,03631

LoVo kolorektal adenokarsinom hiicrelerine 0-100 pg/mL konsantrasyon araliginda
serbest kurkumin 24 ve 48 saatlik tedavi seklinde uygulanmistir. Hiicre canliliginin,
6,25 pg/mL tizerindeki dozlarda konsantrasyona bagli olarak azaldigi goriilmiistiir.
Ancak diisiik dozlarda kurkuminin (06,25 pg/mL) hiicreleri prolifere ettigi
gosterilmistir. Kontrol grubuna gore kurkumin uygulanan kanser hiicrelerinde 25
png/mL ve tizeri dozlarda hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli (p<0.005, **) diisiis
gozlenmistir (Sekil 4.33). Bu nedenle hiicrelere bundan sonra uygulanacak kurkumin

dozu 25 pg/mL olarak belirlenmistir. Saglikli hiicrelerde ise kurkuminin diisiik
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dozlarda hiicreleri prolifere ettigi ancak 25 pg/mL ve lizeri dozlarda anlamli hiicre
Olimiine (p<0.005, **) yol actig1 anlasilmistir (Sekil 4.34) Kurkuminin kanser
hiicrelerindeki ICso dozu saglikli hiicrelerde kanser hiicrelerine gore daha ytiksektir
(Tablo 4.9).
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Sekil 4.33: Serbest kurkuminin (0-100 pg/mL) LoVo-Luc hiicrelerindeki MTT
hiicresel canlilik grafigi (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).
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Sekil 4.34: Serbest kurkuminin (0-100 pg/mL) CCD-1072Sk hiicrelerindeki MTT
hiicresel canlilik grafigi (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Kurkumin yiiklii hibrit nanopartikiil uygulanan LoVo-Luc hiicreleri iizerindeki
ortalama canlilik oranlar1 24 saat i¢in %60, 48 saat i¢in %40 ve 72 saat i¢in %25 olarak
hesaplanmistir. Saglikli hiicre ve kanser hiicreleri kendi aralarinda karsilastirildiginda
24 saatte LoVo hiicrelerini CCD1072 hiicrelerine kiyasla daha c¢ok oldiirdiigi
goriilmistir (***p<0.001). Hiicrelerde 48 ve 72 saatte goriilen hiicre Sliimiinde 24

saate gore anlamli bir fark bulunmustur (***p<0.001) (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35: CurPD4 NP’iin LoVo ve CCD-1072Sk hiicreleri tizerindeki 24, 48 ve 72
saatlik canliliga etkisi.

4.3.2.3 Kombine tedavi uygulamasinin hiicre canhihgina etkisi

Kolorektal kanserde 5-FU temelli tedavi yaklasimi uzun yillardir tek bagina veya baska
ilaclar ile kombine protokoller olarak tercih edilmektedir. Her ne kadar lekdvirin,
oksaliplatin ve irinotekan ile kombinasyonlar1 sayesinde tedavide iyilesme saglansa da
KRK’lerin yaklasik yaris1 5-FU bazli kemoterapiye direnclidir [192]. Tedaviye ilk
yanitt olumlu olan hastalarda dahi hastalifin niiksetmesi ihtimalinden dolayz,
kemoterapi sonrasi hastaligin rekiirrensini durduran hedefe yonelik tedavilere ihtiyag
duyulmaktadir [193].

Kurkumin p53 yolag: ile 5-FU ise sitotoksik metabolitlerin aracilik ettigi yolaklarla
kanser hiicresi 6liimiine yol agar. Bunun disinda Kurkumin, kolon kanserinde COX-2

mRNA / protein ekspresyonlarini inhibe edebilir ve bu da 5-FU'nun anti kanser
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etkinligini iyilestirmeye yardimci olur. Daha once yapilan ve HT-29 kolon kanser
hiicreleri kullanilan birka¢ ¢alismada kurkumin ve 5-FU'nun birlikte kullaniminda anti
kanser etkinligin artmasi [194], kurkumin araciligiyla COX-2'nin mRNA ve protein
diizeyinde inhibisyonu yoluyla agiklanmistir [103, 195]. Mukerjee ve Vishwanatha,
tasarladiklar1 kurkumin yiiklii PLGA partikiillerini kullanarak, kurkumin’in prostat
timdrlerinde adjuvan tedavi olarak yiiksek potansiyele sahip oldugunu One
stirmiislerdir [196].

Literatiir ile uyumlu olarak yapilan ¢alismanin sonuglara gore kombine tedavideki
(CurPD4 + 5-FU) sitotoksik yamitin tekli tedavilere gore daha etkili oldugu
gosterilmistir. Kontrol grubuna gore hem saglikli hiicrede (Sekil 4.36a) hem de kanser
hiicresinde (Sekil 4.36b) istatistiksel olarak anlamli diisiis gozlenmistir (p<0.001,
*#%). Saglikli hiicreler ve kanser hiicreleri kendi aralarinda karsilastirildiginda tiim
saatlerde kurkumin yiiklii nano miselin LoVo hiicrelerinde daha yiiksek hiicre
6limiine neden oldugu gosterilmistir. LoVo hiicrelerinde yalnizca CurPD NP ile
kombinasyon uygulamasi (500 uM 5-FU ve flizeri dozlarda) karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli diisiis gozlenmistir (p<0.001). Benzer sekilde saglikli
hiicrelerde de 5-FU ile kombinasyon tedavisinin tek basina nano misel

uygulanmasindan daha yiiksek hiicre 6liimii sagladig1 anlagilmistir.

4.3.2.4 Formiilasyonun toksik etkisi

Projede kullanilacak olan PLGA FDA onayhidir. DSPE ise FDA onayli DOXIL
formiilasyonunun bir bilesenidir. DOXIL, doxorubicin HCl’'un lipozomal
formulasyonudur ve yapisinda PEG konjuge DSPE kullanilmistir. Bu yiizden bu proje
kapsaminda hazirlanacak DSPE-PLGA hibrit nano ila¢ tasima sistemi etkin miktarda
kurkumin tagidig1 takdirde, diizenleyici merciler tarafindan taninan bilesenler ile
endiistriyel iretime uygun partikiiller iiretilmis olacaktir.

Sentezi ve karakterizasyonu tamamlanan ila¢ yiiklenmemis nano formiilasyonun
toksisite ve aktivite ¢alismalar1 in vitro hiicre kiiltiiriinde (LoVo-Luc kolon kanser
hiicre hattinda ve CCD-1072 saglikl1 kolon epitel hiicrelerinde) karsilastirmali olarak
yapilmistir. Buna gore film olusturma - rehidratasyon yontemi ile hazirlanan ilag yiikli
olmayan PD4 nano misellerinin kolon kanseri hiicrelerinde toksik olmadig, saglikli
hiicrelerde ise %91.40 canlilikla sonuclandig1 gézlenmistir. Buna gore igerigindeki
malzemelerin toksik olmadigi, etkinligin ise ila¢ tasinmasi ile saglandigi

dogrulanmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.36: CurPD4 ve 5-FU (0-700 uM) kombine tedavi uygulamasinin a)CCD-
1072Sk ve b) LoVo-Luc hiicrelerinde canlilik {izerine etkisi (*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001).
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Sekil 4.37: CurPD4 ve CurPD3 nanopartikiiller ve kurkumin yiiklii olmayan
hallerinin CCD1072Sk ve LoVo-Luc hiicrelerindeki 24 saatlik toksisite
sonuclariin karsilastirilmasi.

4.3.3 Nano formiilasyonlarin apoptoz iizerine etkisi

Anormal hiicre proliferasyonunu kontrol etmekten sorumlu mekanizmalar, apoptoz,
nekroz veya otofaji ile tetiklenebilen hiicre 6liim programlaridir. Kanser hiicrelerinin
bu hiicre oliimii mekanizmalarma direnebilmeleri ayirt edici 6zelliklerindendir.
Kurkuminin, hiicre dongiisiiniin durmasinmi indiikleyen ¢oklu sinyal yolaklarini
hedefledigi ve kurkuminin neden oldugu temel hiicre 6liimii mekanizmasinin apoptoz
oldugu gosterilmistir [197]. Kurkumin nano partikiilleri ile yapilan ¢calismalar, in vitro
ve in vivo sulu ortam kosullarinda serbest kurkumine gore PLGA nanopartikiillerin
kanser hiicrelerini inhibe etmede ¢ok daha 1y1 etki gosterdigini ve apoptozu arttirdigini
kanitlamistir [ 198, 199].

Genel olarak, apoptozda ii¢ ana tip biyokimyasal degisiklik gdzlemlenebilir: Bunlar 1)
kaspazlarin aktivasyonu, 2) DNA ve protein parcalanmasi ve 3) zar degisiklikleri ve
fagositik hiicreler tarafindan taninmadir. Kaspazlar olarak adlandirilan sistein proteaz
ailesine ait bir grup enzimin aktivasyonu, bir¢ok hayati hiicresel proteini yok eder,
niikleer yapiyr ve hiicre iskeletini pargalar. Ayrica niikleer DNA'y1 daha da bozan
DNAaz1 aktive ederler. Bunun ardindan DNA'nin 50 ila 300 kilobazlik biiyiik
parcalara karakteristik bir sekilde parcalanmasi gerceklesir. Daha sonra, DNA
endoniikleazlar tarafindan 180 ila 200 baz ¢iftinin katlar1 halinde oligoniikleozomlara
boliiniir. Apoptozun sonraki asamasinda goriilen morfolojik 6zelliklerden bazilari,

zarda blebler olusmasi, sitoplazmik organellerin ultrastriiktiirel modifikasyonu ve zar
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biitiinliigliniin  kaybin1 igerir. Genellikle fagositik hiicreler, apoptotik cisimler

olusmadan 6nce apoptotik hiicreleri yok eder.

4.3.3.1 AKkridin turuncusu (AO) / etidyum bromiir (EB) cift boyamasi

Akridin oranj boyasi hem canli hem de 6lii hiicreleri boyarken etidyum bromdir boyasi
ise sadece membran biitlinliigiinii kaybetmis hiicreleri boyar. Deney sonucunda bu
nedenle canli hiicreler homojen yesil goriinmiistiir. Erken apoptotik hiicreler yesil
boyanmis ancak kromatin yogunlagsmasi ve niikleer par¢calanmanin bir sonucu olarak
cekirdeklerde parlak yesil noktalar bulundurmustur[157]. Geg¢ apoptotik hiicreler
ayrica etidyum bromiir igerecek ve bu nedenle turuncuya boyanacaktir, ancak nekrotik
hiicrelerin aksine, ge¢ apoptotik hiicreler yogunlasmis ve siklikla parcalanmis
cekirdeklere sahiptir. Nekrotik hiicreler kirmizi renkte boyanir ancak yogunlasmig
kromatin icermeyen canli hiicrelere benzeyen bir niikleer morfolojiye sahiptir [200].
Sekilde LoVo hiicresi iizerinde uygulanan 5-FU, kurkumin, CurPD4 ve kombine
tedavilerinin apoptoz iizerine etkisi floresan mikroskop goriintiileri ile ortaya kondu.
Muamele edilmis hiicreler, kontrollere kiyasla apoptoz ozelliklerini, yani niikleer
parcalanma ve sitoplazmik kesecik olusumu sergilemistir (Sekil 4.38).

Her bir deney grubunda 100 hiicre sayilarak hiicreler canli, apoptotik veya nekrotik
olarak belirlenmistir. Her bagimsiz deney i¢in normal (tekdiize yesil), apoptotik
(yogun kromatin yogunlasmasi igeren yesil/sar1 veya turuncu) ve nekrotik hiicrelerin
(tekdiize turuncu/kirmizi) yiizdesi Olcililmiis, 3 tekrarin ortalama + standart hatasi
hesaplanmistir. Boylece yar1 kantitatif bir degerlendirme yapilmis ve sonuclar1 Sekil
4.39’da sunulmugstur. Kontrol grubunda goriilen yesil renkle boyanmis yuvarlak
cekirdekler canli hiicreleri gostermektedir. Kurkumin + 5 FU uygulanmis hiicrelerde
gbzlenen yesilimsi sar1 ¢ekirdekler ise erken apoptoz varligina isaret eder. Yogun
sekilde turuncu/kirmizi gézlenen ¢ekirdekler CurPD4 ve 5-FU uygulanmis hiicrelerde
goriilmistiir ve bunlar ge¢ apoptotik hiicrelerdir. Tamamen kirmizi renkli hiicreler ise
CurPD4 +5 FU uygulamasina ait gorselde bulunmustur ve 6li hiicreleri gosterir.
Nekrotik hiicrelerde belirgin olmayan bir dis hat goriilmiis ve par¢alanmaya yakin
hiicrenin hacmi artmistir [200]. Bos nanopartikiil uygulanmis, tedavi edilmemis
hiicrelerde, parlak yesil olarak sunulan, hiicrenin merkezinde esit olarak dagilmis

dairesel normal ¢ekirdekler ortaya ¢ikmistir.
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Sekil 4.38: Akridin oranj/etidyum bromiir boyasi ile boyanan ve BosPD4, 5-FU,
Kurkumin, Kurkumin + 5-FU ve CurPD4 +5 FU uygulanan LoVo
hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri.
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Sekil 4.38 (devam): Akridin oranj/etidyum bromiir boyasi ile boyanan ve BosPD4,
5-FU, Kurkumin, Kurkumin + 5-FU ve CurPD4 +5 FU uygulanan LoVo
hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri.

Kurkumin, 5-FU ve nanopartikiil kombinasyonlar1 ile muamele edilen hiicreler,
kromatin yogunlagmasi, niikleer parcalanma, apoptotik cisimciklerin varligi ve
vakuollerin olusumu gibi karakteristik apoptoz 06zellikleri gostermistir. Gorsel
tizerinde oklar ile isaretli kisimlar apoptotik hiicre morfolojisine ait 6zelliklere dikkat
cekmektedir (Sekil 4.38). Gorsel anlatim disinda yar1 kantitatif analiz sonuglar1 da
degerlendirildiginde kombinasyon gruplarinda apoptoz oraninin artmis oldugu ortaya
konmustur (Sekil 4.39).

AO/EB ¢ift boyamasi sonuglarina gére CurPD4 +5 FU kombine tedavisinde rastlanan
canlilik oran1 (%24.13) kurkumin, 5-FU ve kurkumin yiikli NP’iin tek tek
uygulanmasina gore (sirast ile %37.38, %71.42 ve %25.84) daha yiiksektir. Ancak
CurPD4 ve CurPD4 + SFU uygulanan hiicrelerdeki yiizde canlilik degerleri arasindaki
fark istatiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0.05) ylizde apoptoz degerleri
arasindaki fark (p<0.01) anlamli bulunmustur. Buna ek olarak serbest kurkumin
(%62.61) ile CurPD4 NP (%74.15) uygulanan hiicrelerde ylizde apoptoz orani
(p<0.05) nanopartikiil uygulamasinda daha yiiksektir (Sekil 4.39) Elde edilen sonuglar
daha once yapilan MTT hiicre canliligi testinde elde edilen sonuglar1 destekler

niteliktedir ve hiicre 6liim seklinin apoptoz oldugunu kanitlamistir.
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Sekil 4.39: LoVo hiicre hattinda 5-FU (500 uM), kurkumin, CurPD4, Kurkumin + 5
FU ve CurPD4 +5 FU uygulamasinin neden oldugu canlilik ve apoptoz

yiizdelerinin istatistiksel olarak karsilastirilmast (*p<0.05; **p<0.01;
**%p<0.001).

4.3.3.2 DAPI boyama ve floresan mikroskop

DAPI boyasi, hiicrelerin ¢ekirdek DNA'sina baglanir, bu nedenle bir mikroskop
araciligiyla hiicre g¢ekirdeklerinin goriintiilenmesi amaciyla kullanilmistir. Kolon
kanser hiicreleri kiiltiir kaplar1 igerisinde konflue olana kadar beklenmis ve ardindan
tedavi (CurPD4) uygulanmistir. Kontrol grubu ve tedavi grubu 48 saat inkiibasyonun
ardindan %4 PFA ile fikse edilmistir. Daha sonra hiicreler 1 X AO ve DAPI ile boyand1
ve inkiibasyon stiresinin ardindan 1XPBS ile yikanmistir. Hiicreler floresan filtreli bir
mikroskop araciligiyla (Zeiss, Axio Observer Z1) goriintiilenmis ve morfolojik olarak
incelenmistir.

Nanopartikiil uygulanan hiicreler kontrole gore morfolojik degisiklikler gostermistir.
Hiicre sekli bozulmus ve boyut olarak daha kii¢iik bir hale gelmistir. Hiicrelerin
cekirdekleri yuvarlak, biiyiik ve homojen mavi renk ile boyanmistir. Sekilde ¢izilen
oklar, niikleer biiziilme ve kromatin yogunlagsmasinin belirtilerini gostermektedir

(Sekil 4.40).
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ontrol LoVo

urPD4 LoVo

Sekil 4.40: LoVo-Luc hiicre hattinda 48 saat CurPD4 uygulamasi sonras hiicre
morfolojisini degerlendirmek i¢in yapilan AO ve DAPI boyama sonuglari.

4.3.3.3 Annexin V-FITC ve PI boyama

Apoptotik etkinin analizinde kullanilan yontemlerden biri de Anneksin V-FITC/PI
akis sitometri yontemidir. Bu nedenle kurkumin ve 5-FU tedavisinin, kurkumin yiikli
nanopartikiilin ve bunlarin eszamanli kombinasyonunun LoVo hiicre hattinin
hiicresel 6liimii tizerindeki etkilerini incelemek i¢in 48 saatlik tedaviden sonra hiicreler
FITC baglt Annexin-V ve PI boyasi ile isaretlenmis ve akis sitometrisi kullanilarak
analiz edilmistir. Akis sitometrisinde hiicreler FITC-/PI- ise canli, FITC+/PI- ise erken
apoptotik, FITC+/PI+ ise ge¢ apoptotik ve FITC-/PI+ ise nekrotik olarak kabul edilir.
Deneyde ticari olarak satin alman Annexin V-FITC/PI kiti (EBioscience)
kullanilmistir. Hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve epenporf tiipler igerisinde kit
protokoliine uygun sekilde boyanmistir. Numuneler akis sitometrisi cihazinda (Becton
Dickinson, FACS Canto II) (Aexc\Aem:488/525 nm) analiz edilmistir. Elde edilen
veriler Sekil 4.41 ve Sekil 4.42°de sunulmustur.
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Sekil 4.41: LoVo-Luc hiicrelerinde 48 saatte a) Kontrol, b) Serbest kurkumin, c)
CurPD4, d) BosPD4, ¢)5-FU, f) CurPD4 + 5-FU uygulamasinin apoptotik
etkisini gosteren Anneksin V-FITC/PI analizi sonuglari.

Annexin V-FITC/PI boyama ve akis sitometrisi, apoptotik hiicrelerin ylizdesinin,
CurPD4, 5-FU ve kombinasyon tedavileri ile 48 saatlik inkiibasyondan sonra, kontrol
grubu hiicrelere kiyasla 6nemli 6l¢iide arttigini gostermistir (Sekil 4.41). Kontrol
grubunda 6nemli bir apoptoz oranina rastlanmamis ve canli hiicrelerin tiim hiicrelere
orani % 96.5 olarak saptanmistir. Ayrica nanopartikiil toksisitesi ile ilgili sunulan MTT
sonuclarint destekleyecek nitelikte BosPD4 NP’iin canlilik ve apoptoz oranlari
arasinda kontrole gore fark bulunamamistir (p>0.05, ns). Bu da formiilasyonun tek
basina apoptozu indiiklemedigini ve hiicre dliimiine yol agmadigin1 géstermistir. Elde
edilen sonuglara gore CurPD4 NP + 5-FU kombinasyonu diger gruplara gore daha
yiiksek bir apoptoz oranim1 (%34.6) indiiklemistir. Ayrica kurkumin yiikli
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nanopartikiil (CurPD4, % 32.0) ile karsilastirildiginda serbest kurkumin (% 4.5) ve 5-
FU’in (%19.1) daha az apoptotik hiicre olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Sekil
4.42).

Anneksin V-FITC / PI
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Sekil 4.42: LoVo-Luc hiicre hattinda 48 saat serbest kurkumin, CurPD4, BosPD4, 5-
FU ve CurPD4 + 5-FU uygulamasinin canlilik, erken ve ge¢ apoptoz
yiizdelerinin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi.

4.3.4 Waestern blot ile protein ekspresyonlarinin hesaplanmasi

Western blot total protein karigimi igerisinden belirli bir proteinin miktarini kantitatif
tayin edebilmeyi saglayan hizli ve hassas bir yontemdir. Bu ¢aligmada western blot
analizi pro-apoptotik p53 proteininin ekspresyonunu belirlemek amaciyla
kullanilmistir.

[lk olarak 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarmna ekilen LoVo hiicrelerine 250 ug/mL
serbest kurkumin, CurPD4, BosPD4, 500 uM 5FU, 250 pg/mL Kurkumin + 500 uM
SFU ve CurPD4+ 500 uM 5FU uygulanmis ve 48 saat boyunca 37 °C sicaklik ve %5
CO; atmosferinde nemlendirilmis ortamda inkiibe edilmistir. Bradford (Commasie
blue G250) metodu ile proteinlerin miktar tayini yapilmistir. Bunun i¢in 595 nm’de 0-
2000 pg/mL BSA standart soliisyonlarinin absorbansi 6l¢iilmiis ve absorbansa karsilik
gelen protein konsantrasyonlarinin grafigi cizilmistir. Sekil 4.43°te sunuldugu gibi

grafige ait R? degeri 0,968 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.43: Bradford 6l¢iimii i¢in kullanilan BSA standart grafigi.

Standart egri grafigi kullanilarak hesaplanan kontrol ve tedavi gruplarina ait ekstrakte
edilen protein konsantrasyonlari tablo 4.10’da sunulmustur. Bdylece jeldeki her bir

kuyucuga ka¢ pL protein karigimi yiliklenecegi belirlenmistir.

Tablo 4.10: LoVo-Luc hiicrelerinden ekstrakte edilen kontrol ve tedavi gruplarina
ait protein konsantrasyonlari.

Protein (ug/mL) Std.sapma
Kurkumin 25 ug/mL 0,8177 +0,0025
Kontrol 0,7815 +0,0073
S5FU 500 uM 0,8190 +0,0108
Kurkumin + 5-FU 0,8174 +0,0179
BosPD4 0,9083 +0,0370
CurPD4 0,8741 +0,0025
CurPD4 + 5-FU 0,8404 +0,0318

Bradford absorbans Sl¢limiine gore konsantrasyonlart hesaplanan proteinler, SDS-
PAGE jel elektroforezi i¢in 6nceden hazirlanan jelin yiikleme jeli kismina her biri esit
miktarda olacak sekilde kuyucuklara yliklenmistir. Elektroforez tankina yerlestirilen
jeller 1X yiiriitme tamponu varliginda yiiriitiilmiis, bdylece proteinlerin boyutlarina
gore ayrilmasi saglanmistir. Jel PVDF membrana aktarildiktan sonra farkli zamanlarda

tabloda (Tablo 4.11) belirtilen primer antikorlar ile gece boyunca muamele edilmis,
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ardindan uygun sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat ¢alkalayicida tutulmustur.

Housekeeping protein olarak B-aktin anti mouse primer antikoru kullanilmistir.

Tablo 4.11: Western blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Primer Antikor Diliisyon Oran Sekonder Antikor Diliisyon Oran
p53 1:500 Goat anti mouse IG-g HRP 1:1000
B-aktin 1:1000 Goat anti mouse IG-g HRP 1:1000

Membranlar antikorun kemi liiminesans sinyal olusturmasmi saglayan ECL stok
soliisyonlar1 karisiminda karanlikta 5 dakika bekletilmis ve bant goriintiileri (Vilbert
Laumart Fusion Fx5) almmustir (Sekil 4.44). Housekeeping protein ve hedef
proteinlerin bant yogunlugunu o6lgmek ve karsilastirmak i¢in Image J (Image J,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) goriintilleme analizi
programi kullanilmigtir. Kontrole gore madde verilen gruplarin normalizasyonu ve
anlamlilik hesaplamalart GraphPad prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) programu ile yapilmistir (Sekil 4.45).

" 53 kDa
po3 o =

B-aktin 37 kDa

e Wl R . ——

Sekil 4.44: p53 ve B-aktin protein ekspresyonlarina ait western blot bantlari.

Western blot bantlarinin analizi sonucundan p53 protein ekspresyonunun kontrole
gore tiim deney gruplarinda arttif1 gosterilmistir. Ayrica NP ile 5-FU kombinasyon
uygulamasi sonucu protein ekspresyonu yalnmizca NP uygulamasina goére anlamli

olarak artmistir (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45: In vitro tekli ve kombine madde uygulamalar1 sonrast LoVo hiicrelerinde
gozlenen normalize edilmis p53 protein ekspresyonu.

Yabanil tip p53 kanserde saptanamayacak seviyede diisiik, genellikle inaktif ve protein
kompleks halindedir. Ancak hiicre genotoksik strese maruz kaldiginda cesitli post
translasyonel modifikasyonlar ile protein kompleksinden ayrilir ve hizlica aktive olur
[201]. Kanserde basarili tedavi yontemlerinin artmasina ragmen, ila¢ direnci gelisimi
kanser tedavisinde hala 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Coklu ilag¢ direnci
(MDR), tedavide basarisizliga yol agarak kanserin ilerlemesine ve kotii prognoza
sebep olur. Timor ila¢ direncinin mekanizmalari, ATP baglama kaseti (ABC)
tastyicilarinin  (6rn. efflux) asir1 ekspresyonu, hatali apoptotik mekanizmalar,
interstisyel sivi basici ve asidik/ hipoksik tiimdr mikro cevresi gibi hiicresel ve
fizyolojik faktorleri igerir. Apoptotik yoldaki hata, genellikle BCL-2 ve NF-xB’nin
diizenlenmesi ile ortaya cikar ve kanser hiicrelerinin apoptozdan kagma ve hayatta
kalma oranini arttirarak kanserde ila¢ direnci olusumuna vesile olur. BCL-2 kanserde
asir1 eksprese olan anti-apoptotik bir proteindir ve ilag direncinde etkili olmasi
nedeniyle hedef protein olarak arastirilmaktadir. Oyle ki BCL-2 siRNA ve
kemoterapotik ilacin birlikte yiiklii oldugu PLGA NP tasarimlari kanser ilag direncini
geriletmede basarili olmustur [202]. Ayrica kurkumin gibi NF-kB inhibitorleri NP
icerisine yiiklenerek kombinasyon tedavilerinde siklikla kullanilmistir. Direngli
overyum kanseri timorlerinde kurkumin ve paklitaksel yiiklii polimerik misellerin ilag
direncini sinerjistik olarak tersine ¢evirerek anti tiimor aktivite gosterdigi belirtilmistir
[203]. Anti-apoptotik proteinlerin inhibisyonu yaninda, pro-apoptotik proteinlerin

aktivasyonu yoluyla da ila¢ direncine kars1 tedavi arayiglar stirdiiriilmektedir. Yapilan
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calismalar 6nemli bir tiimor baskilayict olan vahsi tip p5S3 proteini ekspresyonunun
seramid ile geri kazanilmasinin ilaca direngli timdr modelleri ve ksenograftlarinda

terapotik etkinligi arttirdigini gostermektedir.

4.3.5 Hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) kombine tedavi ile artisi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) canli hiicreler iizerinde kanitlanmis hasarlara neden olur.
Buna ragmen her hiicrede belirli miktarda ROS iiretimi vardir ancak kanser
hiicrelerinde 6zel olarak yiliksek ROS diizeyi goriiliir. Bununla birlikte kemoterapi
ilaglarinin pek ¢ogu, hiicrelerdeki ROS diizeyini arttirarak hiicresel DNA hasarin1 ve
kanser hiicrelerinin apoptoza yonelmesini saglamaktadir. Yani oksidatif dengesizlik
hem kanser hiicrelerini 6ldiirmede kullanilir hem de 6nemli hiicresel protein ve lipid
yapilarini hedef alarak mutasyona ugrama riskini arttirir [204].

Antioksidan molekiiller (disaridan alinan) ve antioksidan enzimler (endojen) hiicresel
ROS diizeyini azaltic1 yonde islev gosterirler. Ancak genellikle eksojen antioksidan
olarak bilinen fitokimyasal bilesikler yiiksek dozlara ¢ikildiginda ve ortamda serbest
demir / bakir varliginda pro-oksidan 0Ozellik gostermektedirler. Hiicrelerdeki
antioksidan mekanizmalar ve iiretilen serbest radikaller arasinda oksidanlar yoniine
dogru bir dengesizlik olmas1 durumunda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmis oldugu
gozlenir. Asirt ROS kolayca H>O»'ye doniistiiriiliir, bu da hiicreler aras1 zarlara kolayca
yayilir ve demir katalizli fenton reaksiyonu yoluyla yliksek oranda reaktif ve toksik
hidroksil radikaller {iiretir. Hidroksil radikalleri hiicreler ve diger biyomolekiiller
tizerinde, sonug olarak da organizmada olumsuz etkilere yol agmaktadir [205].
Kurkumin, DNA ve membran hasarindan sorumlu olan hidroksil radikalleri dahil
olmak iizere ROS olusumunu engelleyen fenolik bir antioksidan maddedir. Ancak
yiikksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterir. Bu secici anti proliferatif
aktivitenin sebebi olarak ROS aracil1 pro-oksidan etki ortaya konmaktadir [204]. 2',7'-
diklorofloresein (DCF) ve tiirevleri, hiicre bazli deneylerde ROS olusumunun floresan
gostergesi olarak siklikla kullanilir. Buna karsin, hiicre i¢i mikroskobik analiz i¢in
DCEF problarmin kullaniminda fotostabilite ve probun digar1 atilmasi gibi ¢ok sayida
zorluk s6z konusudur. Floresan problar ile ROS saptanmasi i¢in mikroskopi, plaka
spektroskopisi veya akis sitometrisi kullanilabilir, buna karsin mikro plaka ile yapilan
analizler verim, maliyet, optimizasyon ve analiz siiresi acisindan avantajlidir [206].
Bu ¢aligmada kolorektal kanser hiicre hattinda ortaya ¢ikan hiicre i¢i ROS diizeyleri

degerlendirilmistir. ROS diizeylerini karsilastirabilmek i¢in indirgendiginde floresan
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Ozellik gosteren hiicre gecirgen bir prob (H2DCFH-DA dikloro fluoreskein diasetat)
kullanild1 [162]. Hiicreler lizerine degisen konsantrasyonda 5-FU ve kurkumin yiikli
nanopartikiil uygulandi. Daha sonra 24 ve/veya 48 saat inkiibasyonun ardindan
floresan 6l¢iim alindi. H2DCF-DA, ROS olusumu ile yiiksek oranda yesil floresan
diklorofloreseine (DCF) indirgenmektedir. Bu nedenle yiizde H>DCFHDA
inhibisyonu sonuglart MTT hiicre sag kalimi sonuglariyla oranlanip hiicre basina

relatif floresan olacak sekilde hesaplanmis ve Sekil 4.48, Sekil 4.49°da sunulmustur.

Hiicre ici ROS

3.0

Rolatif floresan

200 400 600 800
5-FU (uM)

Sekil 4.46: Kolon kanseri hiicrelerinde 24 saat uygulanan artan 5-FU konsantrasyonu
(0-700 uM) ile hiicresel ROS olusumu artmaktadir.

Rolatif floresan kanser hiicrelerinde 5-FU maruziyetinden sonra istatistiksel olarak
anlaml sekilde artmis (0-700 uM, p<0.001) ve ROS iiretimini konsantrasyona bagli
bir sekilde indiiklenmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.47: Kolon kanseri hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik ROS miktari: PLGA DSPE
hibrit nanopartikiil i¢erisine enkapsiile edilen kurkumin miktarinin artmasi
ile hiicre i¢i ROS diizeyleri artmaktadir.

Farkli dozlarda kurkumin uygulanan kolon kanser hiicrelerinde doza bagli ROS
tiretiminde artis gézlenmektedir. Maruziyet siireleri karsilagtirildiginda 48 saatteki

ROS olusumu 24 saate gore belirgin sekilde yilikselmistir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.48: Kurkumin yiiklii nanopartikiil (CurPD4) ve ¢esitli dozlarda 5-
Fluorourasil kombinasyon tedavisinin kanser hiicreleri iizerindeki ROS
olusumuna etkisi.
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Kolon kanseri hiicre hattina 24 saat boyunca kurkumin yiiklii PLGA-DSPE hibrit
nanopartikiil ve farkli dozlarda 5-FU uygulamasinin ardindan kontrole gére ROS
iiretiminde artis gozlenmistir. Buna gére 500 uM 5-FU ve iizeri dozlarda, CurPD4

NP’e oranla anlamli sekilde rolatif floresan artig1 gézlenmistir (Sekil 4.50).

4.3.6 Nanopartikiillerin hiicre icine giris iizerine etkisi

Kiiciik molekiillerin hiicrelere girmesinin ana yollarindan biri pasif difiizyondur.
Lipofilik bir ilag¢ olan kurkumin de kolayca hiicre membranindan difiize olabilir ancak
in vivo sulu ortam kosullarinda biyoyararlanimi son derece diisiiktiir. Ancak
kurkumin’in hiicresel toksisitesi ve hiicre i¢i yolaklara etki edebilmesi, hiicresel alimi
ile iligkilidir. Bu nedenle nanopartikiiller kullanilarak, hedef bdlgede ilag salimi
ve/veya temas edilen hiicrelere dogrudan ilag transferi yoluyla hedef hiicrede ilag
birikimi saglanmas1 amaglanmaktadir [207].

Farkli nano formiilasyonlarin karsilastirildig: hiicre icine alim ¢aligmasinin sonucuna
gore en yiiksek hiicre ici ilag seviyesinin lipozom ve polimerik nanopartikiiller ile
saglandigr ancak bu nano tasiyicilarin klatrin aracili endositoz ile hiicre igerisine
alinmadig1 6ne siiriilmektedir. Ancak bu sonucglar degerlendirilirken kullanilan tiim
nano tastyicilarin 200 nm iizerinde bir partikiil boyutu dagilimina sahip oldugu goz
ard1 edilmemelidir. Sonug¢ olarak yeni tasarlanan PLGA-DSPE hibrit nano tasiyici
sistemin hiicre i¢ine alim ve hiicre i¢i kurkumin birikiminin gosterilmesi 6nemlidir.
Kurkumin yiiklii PLGA nano partikiillerinin, meme kanseri ve ovaryum kanseri hiicre
hatlar1 tarafindan hiicre i¢ine alimi serbest kurkumine kiyasla sirasiyla 6 ve 2 kat
arttirdig1 gosterilmistir [199]. Bunun i¢in hiicre i¢ine alimi karsilastirmak amaciyla
serbest kurkumin, PLGA-kurkumin NP ve CurPD4 uygulanan hiicrelerde inkiibasyon
stirelerinin ardindan olusan floresan emisyonun yogunlugu karsilagtirildi. PLGA-
kurkumin NP’lerini HeLa servikal kanser hiicrelerinde uygulayan bir ¢aligmada Nair
ve ark. suda veya DMSO’da ¢6ziilen kurkumine kiyasla NP igerisindeki kurkumin’in
hiicresel aliminin daha yiiksek oldugunu gdéstermistir [198]. Bu bulgular in vivo
kurkumin iletimi i¢in nanopartikiil stratejisinin etkili oldugunu ve organik ¢dziicii
kullanimma kiyasla kurkumin'in diigiik biyoyararlanimini daha fazla arttirdigini
gostermektedir.

Kurkumin hiicresel alim profillerini incelemek icin kullanilabilen belirli dalga
boylarinda dogal bir floresan 1simaya sahiptir [208]. Bu oto floresan ozellikten

yararlanilarak kurkumin ve nano enkapsiile kurkuminin hiicre igine girisleri gorsel
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olarak degerlendirildi ve kalitatif olarak karsilastirildi. Hiicreler %80 konfluansa
ulastiginda madde uygulamasi yapildi ve inkiibasyona birakilmistir. Serbest kurkumin
250 pg/mL olacak sekilde %1 DMSO ile ¢oziiliip besi yeri ile seyreltilirken, CurPD4
igerisine 250 upg/mL  kurkumin yiiklenmistir. Buna karsin PLGA-kurkumin
nanopartikiiliin maksimum kurkumin tagima kapasitesi 125 pg/mL dir. Farkli zaman
araliklarinda (4, 24 ve 48 saat) inkiibe edilen hiicreler dPBS ile iki defa yikandi ve
floresan mikroskop (Zeiss, Axio Observer Z1) kullanilarak floresan 1simalari
incelendi. Kurkumin ve nano enkapsiile kurkuminin LoVo hiicrelerindeki kademeli
alim mekanizmas1 ve lokalizasyonu hakkinda toplanan sonuglar Sekil 4.51°de
sunulmustur.

DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen serbest kurkumin lipofilik bir ila¢ oldugundan pasif
difiizyon yoluyla hiicre membranindan gecerek hiicre igerisine iletilmektedir. Buna
karsin nanotastyicilarda kapstillenmis ilaglarin, klatrin aracili endositoz yoluyla
hiicrelere alindigi bildirilmistir [208]. Endositoz yolu, pasif difiizyon yoluna gére daha
diisiik ve daha yavas ilact hiicrelere verme giiciine sahiptir [207]. Bu nedenle serbest
kurkumin uygulamasinin ardindan florasan 1518in 4 saat sonra hiicre zarinda
yogunlastigr ve 24 saat sonra hiicrelerin i¢ boliimlerine ve hiicre zar1 gevresine
yerlestigi gozlenmistir (Sekil 4.51). Floresan yogunlugun 24 saatte 6zellikle hiicre
membrani ¢evresinde lokalize halde doygunluga ulastig1 ve 48 saat sonunda 1s1manin
azaldigr gozlenmistir [209, 210]. Sonug olarak kurkumin’in daha yiiksek hiicresel
alima sahip oldugu ancak floresan 1simanin daha hizli kayboldugu goézlemlendi.
Bunun aksine Ucisik ve Kupcu [210] tarafindan da bildirilen sonuglar1 destekleyecek
nitelikte nanopartikiil ile muamele edilen gruplarda floresan yogunlugun zamanla
yiikseldigi ve 48 saatte hi¢ solma olmadigr gozlemlenmistir. Bu durum nano
tagtyicinin benzer sekilde lipid i¢ kisimina dahil edilen kurkuminin kademeli salimi ile

aciklanmugtir [211].
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a) Kurkumin 250 ug/mL

4 saat 40X

24 saat 40X 48 saat 40X

b) CurPD4 NP

4 saat 40 X 4 saat 20X

Sekil 4.49: a) Serbest kurkumin, b) CurPD4 ve ¢) PLGA-kurkumin NP uygulamasi
sonrasi LoVo hiicreleri tarafindan kurkumin’in hiicre i¢ine alimu.
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24 saat 40X | 48 saat 40X

¢) CurPLGA NP

24 saat 40X

Sekil 4.49 (devam): a) Serbest kurkumin, b) CurPD4 ve ¢) PLGA-kurkumin NP
uygulamast sonras1 LoVo hiicreleri tarafindan kurkumin’in hiicre i¢ine
alima.
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5 SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma halen kemoterapi yan etkileri ve direng gelisimi gibi nedenler ile tam bir
basar1 saglanamayan kolon kanserine yonelik yenilik¢i tedavi yaklasimlarinin bir
ornegidir. Anti kanser etken madde kurkuminin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
getirdigi sinirlamalarin iistesinden gelmek i¢in 6zgiin bir hedefe yonelik nano ilag
tagiyict sistem gelistirilmis ve basariyla hazirlanmistir. Bunun i¢in FDA onayli PLGA
polimeri ve nano tasiyicinin hidrofobisitesini arttiracak lipid yapili DSPE (1,2-
Distearoil-sn-glisero-3-fosfotidiletanolamin) ~ molekiilii  kullanilarak  kurkumin
yiikleme kapasitesinin artacagi hibrit bir nano-partikiil formiilasyonu elde edilmistir
[125, 212]. PLGA polimeri ve lipid yapili DSPE’den olusan hibrit nano misel, hedefe
yonelik ila¢ dagitim sistemleri arasinda hem lipid hem de polimerik nano pargaciklarin
ozelliklerini birlikte karsilamasindan o6tiirii yarar saglar. Bu nedenle yapilan ¢aligma
ile hedefe yonelik kanser tedavisinde iistiin 6zelliklere sahip ancak fiziksel kisithiliklar
nedeniyle hedefe yeterli dozda ulasamayan ve maksimum verimlilik gosteremeyen
kurkumin molekiiliiniin kolon kanseri timdr bdlgesinde biyolojik etkinligini
gbzlemleyebilmek i¢in mevcutta siklikla kullanilan polimerik miselin ila¢ yiikleme
kapasitesi arttirilmistir.

Tez caliymasinin ilk kisminda yiiksek miktar kurkumin tasiyan ve hedef bolgeye
ulastiran, 300 nm’den kii¢iik, monodispers ve stabil polimer-lipid hibrit nano ilag
tagtyict sistemin hazirlanmast ve karakterizasyonu i¢in en uygun yontem
belirlenmigtir. Formiilasyon bilesenlerinin se¢iminde hesaplamali molekiiler
modelleme caligmalar1 ve literatiir arastirmasi belirleyici olmustur. Buna gore
kurkumin ile PLGA ve DSPE arasinda giiclii baglanma enerjileri oldugu ve PLGA
zincir molekiillerinin bir arada kalmay tercih ettigi gosterilmistir. Istenilen partikiil
boyutu (<300nm), negatif yiizey yiikii ve % 92 oraninda enkapsiilasyon etkinligine
sahip oldugu karakterizasyon ¢alismalari ile belirlendikten sonra, formiilasyonun lipid
film olusturma - d6nceden hazirlanmis PLGA nanopartikiil ile rehidrate etme teknigi
kullanilarak hazirlanmasina karar verilmistir. Nitekim elde edilen karsilagtirmali
sonuclara gore PLGA tek basina, DSPE ile birlestirilmeden 5mg kurkumin
tagtyamamis, agregat olusumu ve polidispers partikiil boyutu ile karsilagilmistir. Buna
karsin hibrit nano partikiil igerisine yiiklenen 5 mg kurkumin pargacik boyutunda ve
PDI’da belirgin bir degisiklige yol agmamistir. Elde edilen yapisal karakterizasyon
sonuclarina gore (DLS, FT-IR ve DSC analizleri) kurkumin yiikli hibrit
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nanopartikiiliin amfifilik bir polimer olan PLGA’nin (Poli (laktik-ko-glikolik asit))
hidrofobik kisimlarindan meydana gelen ¢ekirdek igerisinde etken maddeyi tasidigi
gosterilmistir. Lipid yapidaki DSPE’nin de sulu ortamda miselin ¢ekirdedi ve
cevresinde birikim gosterdigi ve hidrofobik ilacin tutulma yiizeyini arttirdigi tahmin
edilmistir. Yeni hazirlanan polimer - lipid miselin kritik misel konsantrasyonu (7.57 %
10 mg/mL) in vitro veya in vivo olarak seyreltilmesi durumunda pargaciklarin bir
arada kalmasini saglayabilecek ornek bir deger olarak bulunmustur. Stabilite
caligmalar1 ile hibrit nano misellerin enkapsiilasyon oraninin 7 giin iginde belirgin
olarak diistigli ancak liyofilize edilen formiilasyonda rehidratasyon sonrast madde
miktarinin degismedigi belirlenmistir (p>0,05, ns). Bu nedenle yeni hazirlanan PLGA-
DSPE misellerinin istenen raf dmriinii saglamada en uygun yontemin liyofilizasyon
ve rehidratasyon oldugu sonucuna varilmistir. Kurkumin ile nano tasiyici arasinda
kuvvetli bir birlesme oldugunu gosteren bir diger durum da kurkumin yiiklenmesi ile
-19,7 mV olan yiizey yiikiiniin -9,40 mV’a, pargacik boyutunun ise 154,8 nm’den
119,8 nm’ye diismiis olmasidir. Ayrica polimerin hidrofobik kismu ile etkilesen lipid
zincir yapidaki DSPE i¢ kisima yerlesmekte ve nanopartikiilden ila¢ salimim
etkilemektedir. Film olusturma- rehidratasyon yontemi ile hazirlanan hibrit nano
miselin salim kinetigi PLGA nano misel ile ayn1 bulunmustur. Elde edilen grafiklere
gore her ikisi de Korsmeyer—Peppas modeline en ¢ok uymakta yani polimerik nano
miselin su alarak sismesi ila¢ salimii kontrol etmektedir. Nitekim hazirlanan
formiilasyon bu 6zelligi ile de hedefli kanser tedavisinde kullanilmaya uygundur.

Hibrit nano partikiile ait tahmini yap1 Sekil 5.1°de sematik olarak gosterilmistir. En dis
katmanda PLGA polimerinin hidrofilik kisimlar1 ¢ekirdek disarisina ¢ikmistir ve
nanopartikiiliin stabilizasyonuna hizmet etmektedir. Buna karsin solvent evaporasyon
yontemi ile yalnizca PLGA ile olusturulan nano miseller daha gevsek bir yapidadir ve

daha hizli ilag salim1 yapmaktadir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Kurkumin yiiklii PLGA NP ve Kurkumin yiiklii PLGA-DSPE hibrit NP’iin
kendiliginden bir araya gelerek olusumunun sematik gosterimi.

Tezin ikinci kisminda hazirlanan ve karakterizasyonu tamamlanan nano
formiilasyonun in vitro hiicre kiltiirii ¢alismalar1 ile kolon kanseri hiicrelerindeki
sitotoksik, apoptotik ve 5-FU ile kombinasyon halindeki sinerjistik etkinligi
incelenmistir. Sentezlenen PLGA-DSPE nano misel ile daha 6nceki formiilasyonda
taginan kurkumin miktar iki kat (250 ug/mL) arttirilmistir. Boylece viicutta dagilan
ve tiimor bolgesinde tutulan kurkumin miktarinin yiiksek olmasi saglanmistir [10].
Kurkumin yiiklii nano misel uygulanan kolon kanseri hiicrelerinde canliligin basarili
sekilde distiriildigii ve saglikli hiicrelere kiyasla hedef hiicrelerin daha yiiksek
hassasiyete sahip oldugu gosterilmistir.

Uygulanan nano malzemelerin ve hazirlama yaklagiminin 6zellikleri, sonucta ortaya
c¢ikan nano partikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini sadece boyutlari, stabilitesi, ilag
kapsiilleme ve salimlar1 degil, ayn1 zamanda bir ilag tasiyicisi olarak biyolojik
performanslar1 a¢isindan yonetir. Bu nedenle, dikkatli nano parcacik tasarima, giivenli
ve etkili ilag dagitiminin istenen hedeflerine ulasmanin anahtaridir. Hazirlanan hibrit
sistem kurkumin’in kanser tiimor bolgesinde yiiksek dozda birikmesini saglamis
boylece intravenoz uygulama yoluyla kanser hiicrelerinin kemorezistansin1 azaltma

potansiyeli gostermistir. Yapilan in vitro deneyler neticesinde kurkumin yiiklii nano
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partikiil ile kemoterapi ajani 5-FU kombinasyon halinde kullanildiginda apoptoz
olusumunun ve ROS iretiminin tekli tedavi gruplarina gore yiiksek oldugu
belirlenmistir. Kurkumin, kanser hiicrelerinde kemoterapi ajanlar1 tarafindan arttirilan
niikleer Faktor kappa B (Nf-kB) seviyelerinin inhibe edilmesi de dahil olmak {izere
cok yonlii biyoaktivitelere sahip dogal bir molekiildiir. Bizim ¢aligmamizda ise hiicre
kiiltiirii deneyleri ile 5-FU kullanimi sonucu olusan p53 ekspresyonlarindaki artigin
kurkumin yiiklii nano misel ile nasil baskilandig1 basarili sekilde gosterilmistir. Her ne
kadar in vitro sonuglar hibrit nano formiilasyonun basaris1 hakkinda fikir olusmasini
saglasa da biyolojik sistemdeki davranisini Ongorebilmek i¢in in vivo hayvan

deneyleri ile calismanin desteklenmesi planlanmaktadir.
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