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YESIL KIMYA YONTEMIYLE BAKIR NANOPARTIKULLERIN
OLUSTURULMASI, EPIGALLOKATESIN iLE KOMBINASYONUN PLGA
NANO-TASIYICILARINA YUKLENMESI VE MEME KANSERI
UZERINDE ANTIi-TUMOR ETKILERININ IN VITRO VE IN VivO
ARASTIRILMASI

OZET

Fitokimyasal bilesikler genelde antioksidan 6zellige sahip olmakla birlikte, serbest
demir ve bakir varliginda Fenton reaksiyonu geregi pro-oksidan etki gosterdiklerinden
kanser  tedavisinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, fitokimyasallarin
biyoyararlanimlarinin  diisiik olmasi, terapdtik dozlarinin  yiiksek olmast  ve
selektivitelerinin istenilen diizeyde olmamasi kanser tedavisinde kullanimlarimi
zorlagtirdigindan, biyoyarlanimlarin1 artirici, daha diisiik dozlarda etkinligini
artirmaya ve hedefe yonelik fitokimyasal tedavi yontemleri gelistirmeye yonelik
calismalar 6nem kazanmistir. Son yillarda yapilan ¢calismalar ile, metalik serbest bakir
ve demir varliginda antioksidan fitokimyasallarin, Fenton reaksiyonu olarak bilinen
redoks reaksiyonu geregi pro-oksidan etki gosterdikleri, dolayisi ile kanser hiicrelerini
DNA hasar1 yolu ile dldiirme potansiyeline sahip olduklar1 gdsterilmistir. Ozellikle
bakirin, kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore daha yiiksek konsantrasyonlarda
olmasi, fitokimyasallarin kanser hiicreleri iizerinde selektivitesini de artirmaktadir.
Dolayisi ile hedeflenen fitokimyasal bilesiklerin bakir ile birlikte nano teknolojik
yontemlerle hedef dokuya tasinmasiyla, hem fitokimyasal bilesigin pro-oksidan
etkinliginin artirilmast hem de saglam dokulara zarar vermeden sadece kanser
dokusunda etkili olmasmin saglanmasi disliniilmistiir. Amacimiz, yesil kimya
yontemi ile olusturulan bakir nano-partikiillerini yesil ¢cayda fazla miktarda bulunan
ve 6nemli bir antioksidan fitokimyasal olan epigallokatesin ile birlikte nano-tasyicilara
yiikleyerek epigallokatesinin (EGC) hedef kanser dokusuna taginmasi ve anti-tiimor
etkinliginin artirilmasidir. Biyo-sentezlenmis Cu nano-konjugatlar uzun siire oldukca
kararlt ve in vitro ve in vivo sistemlerde biyouyumlu oldugu bulunmustur. Anti-
oksidan fitokimyasal olarak EGC kullanilirken, bakir, yesil kimya yontemi ile metalik
nano- partikiillere dontistiiriilmiis ve her ikisi de poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
nano misellerinin igine yiliklenmistir. Bunun igin, oncelikler in vitro ortamda, yesil
Kimya ile fretilen nano-bakir ile EGC PLGA nano-partikiilinin farklh
konsantrasyonlarinin meme kanser hiicreleri (4T-1) tizerine genotoksik, apoptotik ve
sitotoksik  etkileri analiz  edilecek ve saglam meme hiicreleri ile
karsilastirilastirtlmistir. EGC ‘nin 1C50'si DMSO ve PLGA-EGC-Cu’da 72 saat
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icerisinde sirasiyla 2,89 mg + 1,8757; 7,37 mg + 12,129 iken, serbest nano bakirin
IC50'si 4,70 mg =+ 0,3596 olarak bulunmustur. PLGA’daki epigallokatesin,
DMSO'daki epigallokatesine kiyasla hiicrelerin % 50'sinde 6liime neden olabilmesi
i¢cin daha yiiksek bir konsantrasyona ihtiya¢ duymustur. Ayni zamanda PLGA-EGC-
Cu formiilasyonunun 24 saat icerisinde 4T-1 hiicrelerini 6ldiirdiigii, canli hiicrelerin
48 ve 72 saat igerisinde proliferasyona ugradigimi géstermektedir. In vitro ortamda
etkin doz tespit edilmis, sonrasinda ayni kompleks in vivo ortamda deney hayvanlarina
verilerek anti-tiimor etkinligi arastirilmistir. 4T-1 tiimorli nude farelerde, serbest EGC
ve serbest nano bakira gore PLGA-EGC-Cu kombine tedavi ile en iyi sonuglar
vermistir. Timor hacmi, tedavi edilmeyen grup, nano Cu, PLGA-EGC-Cu ve PLGA-
EGC tedavi gruplan ile karsilastirildiginda yaklasik 15 kat, 3,5 kat ve 2.86 kat
azalmistir. PLGA nano tasiyicis1 FITC isaretli olacagindan, farelere uygulanan
nanopartikiilerin timoérde tutulumu IVIS goriintiileme cihazi ile takip edilebilmistir.
Boylece, hem fitokimyasalin pro-oksidan etkisi artirilarak tiimor hiicreleri iizerine
daha diisiik dozlarda etkili olmasi, hem de kanser dokusuna yogunlastigindan saglam
hiicrelere zarar vermesi 6nlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Dogal Antioksidanlar, Hedefli Kanser Tedavisi, Bakir, ROS,
Pro-oksidan , Kombin Terapi ,Yesil Kimya
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PRODUCTION OF COPPER NANOPARTICULES BY THE GREEN
CHEMISTRY METHOD, LOADING OF EPIGALLOCATECHIN
COMBINATION ON PLGA NANO-CARRIERS AND INVESTIGATION OF
THEIR IN VITRO AND IN VIVO ANTI-TUMOR EFFECTS ON BREAST
CANCER

SUMMARY

Although phytochemical compounds generally have antioxidant properties, they are
used in cancer treatment because they show pro-oxidant effect due to Fenton reaction
in the presence of free iron and copper ions. However, since the bioavailability of
phytochemicals is low, their therapeutic doses are high and their selectivity is not at
the desired level, making it difficult to use them in cancer treatment, studies to increase
their bioadjectivity, increase their effectiveness at lower doses and develop targeted
phytochemical treatment methods have recently gained importance. In recent studies,
it has been shown that antioxidant phytochemicals in the presence of metallic free
copper and iron have a pro-oxidant effect due to the redox reaction known as the
Fenton reaction, and thus have the potential to kill cancer cells by DNA damage. In
particular, the fact that copper is at higher concentrations in cancer cells than normal
cells increases the selectivity of phytochemicals on cancer cells. Therefore, by
transporting the targeted phytochemical compounds together with copper to the target
tissue by nano-technological methods, it has been thought to increase the pro-oxidant
activity of the phytochemical compound and to ensure that it is effective only in cancer
tissue without damaging healthy tissues. Our aim is to transfer the epigallocatechin
(EGC) to the target cancer tissue by loading the copper nanoparticles formed by green
chemistry method with epigallocatechin, which is an important antioxidant
phytochemical in green tea, to the target cancer tissue and to increase the anti-tumor
activity. Bio-synthesized Cu nano-conjugates have long been found to be highly stable
and biocompatible in in vitro and in vivo systems. While EGC was used as anti-oxidant
phytochemical, copper was transformed into metallic nanoparticles by green chemistry
method and both were loaded into poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanomelles.
For this purpose, the genotoxic, apoptotic and cytotoxic effects of different
concentrations of nano-copper produced with green chemistry and EGC PLGA nano-
particle on breast cancer cells (4T-1) will be analyzed and compared with intact breast
cells. The IC50 of EGC was 2.89 mg + 1.8757 in DMSO and PLGA-EGC-Cu within
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72 hours, respectively; While it was 7.37 mg + 12,129, the IC50 of free nano copper
was found to be 4.70 mg + 0.3596. Epigallocatechin in PLGA required a higher
concentration to cause death in 50% of cells compared to epigallocatechin in DMSO.
It also shows that the PLGA-EGC-Cu formulation kills 4T-1 cells within 24 hours, and
living cells proliferate within 48 and 72 hours. The effective dose was determined in
vitro, and then the same complex was given to experimental animals in vivo to
investigate anti-tumor activity. In nude mice with 4T-1 tumors, PLGA-EGC-Cu
combined treatment yielded the best results compared to free EGC and free nanofiber.
Tumor volume was reduced approximately 15-fold, 3.5-fold, and 2.86-fold compared
to the untreated group, nano Cu, PLGA-EGC-Cu, and PLGA-EGC treatment groups.
Since the PLGA nanocarrier will be FITC labeled, the uptake of the nanoparticles
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applied to mice in the tumor could be followed by an IVIS imaging device. Thus, the
pro-oxidant effect of the phytochemical was prevented from being effective on tumor
cells at lower doses and damaging intact cells as it concentrated on cancer tissue.

Keywords: Natural Antioxidants, Targeted Cancer Therapy, Copper, ROS, Pro-
oxidant, Combination Therapy, Green Chemistry
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, giiniimiizde tiim diinya tilkeleri i¢in biiyiik sorun teskil eden hastaliklarin
basinda gelmektedir. Diinya Saghk Orgiitine (WHO) bagh Uluslararast Kanser
Aragtirmalart Kurumunun (IARC) 2030 y1li i¢in 6ngoriisii, kanserin 6lim nedenleri
arasinda birinci sirada olacagi yoniindedir [1] . Giiniimiizde ilaglarin etken
maddelerinin nano- ilag tasima sistemlerine yiikleyerek, etkilerini arttirmak, yan
etkilerini azaltmak ve hedefli ve kontrollii salinimlarim1 saglamak farmasotik
arastirmalarin en sicak ve giindemde olan konularindan biridir. Bu dogrultuda sayisi
yiizleri bulan dogal ve/veya polimerik nano ilag tasima sistemi kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin baslica ¢alisma prensibi ilag etkin maddesini, 200 nm’ den daha kiiciik
boyuttaki ila¢ tasima sistemine yiiklemekten ibarettir. Timor bolgesinde, damar
endotelleri arasindaki bosluk yaklasik 200 nm” dir. Bu boyuttan daha kiigiik olan ilag-
tagtyict  kompleksler, tiim viicutta dolasirlar ve sadece tiimoér bolgesinde bu
araliklardan damar ceperini geg¢ip tiimor bolgesinde yigilirlar. 200 nm’den kiiciik
boyut, nano formiilasyonun tiimor bdlgesinde birikmesini sagliyor iken, ayn1 zamanda
icinde tasidig1 anti-kanser ilacinin stabilitesini de saglamaktadir.
Katesinler (C), polifenoller grubunda yer alan ve meyvelerde ve c¢ay, sarap gibi
iceceklerde ve cikolatada bulunan flavanollerdir. Bu grup flavanoller major olarak
katesin, epikatesin (EC) ve epigallokatesin (EGC) alt gruplarin1 igermektedir.
Katesinler, dogal antioksidan aktiviteleriyle bilinirler ve bitkilerdeki bu polifenoller
vaskiiler, viral, gastrointestinal ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar
[2].
Taze ¢ay filizinde bulunan katesinler ve oranlar1 (%, kuru verim):

e Epigallokatesingallat (EGCG) %9-13,

e Epikatesingallat (ECG) %3-6,

e Epigallokatesin (EGC) %3-6,

e Epikatesin (EC) %]1-3.

e Gallokatesin (GC) %3-4

e Katesin(C) %1-2



Katesinler yesil ¢cay yapraklarindaki ana biyoaktif bilesenleri olusturur ve bir bardak
yesil ¢ayda 100-200 mg katesin bulunmaktadir [3]. Cay katesinlerinin antioksidan
aktiviteleri biiyiikten kiiglige dogru gallat>epigallokatesin>epikatesin
gallat>epikatesin seklinde siralanmaktadir [4].

Alfa-, Beta- ve gama-hidroksi asitlerin poliester ve kopoliesterleri son 20 yilda en
yaygin olarak kullanilan sentetik biyopargalanabilir polimerlerdir. Parcalanmalari
zaman, sicaklik, diisiik molekiil agirlikli safsizliklar ve katalist konsantrasyona
baglidir. Poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit) (PGA) ve bunlarin kopolimeri olan
poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA) ila¢ tasimnmasinda tasarimlart ve
performanslari yoniiyle en iyi tanimlanmis polimerlerdir. PLGA “altin standart” olarak
kabul edilmektedir. PLA yiiksek kristal yapist nedeniyle oldukca serttir, PGA ise
diistik kristal yapisi nedeniyle yumusaktir. PLGA nin par¢alanma siiresi birkag giinden
birkag yila kadar degisebilmektedir. Bu polimerin molekiil agirligina ve laktik asit-
glikolik asit kisimlarina baglidir. Laktik asit birim sayis1 arttikga, molekiil agirligi ve
kristal yap1 artar ve bunun sonucunda pargalanma yavaglar. PLGA, FDA tarafindan
onayli bir polimerdir, ancak heniiz diinya piyasasinda onayli bir nanosistem mevcut
degildir.

Nano ilag¢ tasima sistemleri, terapdtik molekiilleri direk kanser timor bolgesine
tagidiklari icin az dozda yiiksek etki saglamaktadirlar. Bunun yani sira nano ilag tagima
sisteminin i¢ine hapsedilen aktif molekiillerin sudaki ¢oziiniirliigli de artmakta ve en
onemlisi stabilite kazanmaktadirlar. En 6nemli nano-ilag tasima sistemlerinden bir de
misellerdir. Miseller 6zellikle son yillarda ilag ve genlerin tasinmasinda biiyiik onem
kazanmistir [5]. Miseller bir ucu hidrofob (sudan kagan) diger ucu hidrofil (suyu
seven) tek zincirli ya da dallanmis materyallerin (amfifilik materyallerin) sulu ortamda
bir araya gelmesinden olusan kiiresel yapilardir [6]. Suyu sevmeyen kisimlar sulu
ortama girince sudan kacgarak birbirine tutunurlar ve suyu seven kisimlari suya maruz
birakirlar, boylelikle kiiresel yapilar olusmus olur. Bu misellerin  merkez
(core=¢ekirdek) kismi hidrofobik ve kabuklari (Shell =dis kismi) hidrofiliktir [7].
Sudaki ¢oziiniirliigli az olan ilaglar bu sisteme dahil edildiginde, misellerin suyu
sevmeyen kisimlarina yakinlagacaklarindan, miselin iginde fiziksel olarak tuzaga
diiseceklerdir. Misellere yiiklenen ilacin inflamasyon bdlgesini hedeflemesi Gelismis
Gegirgenlik ve Alikonma Etkisine (Enhanced Permeability and Retention (EPR)

dayanmaktadir. EPR hedefli ilag formiilasyonlarinin en bilinen fenomenidir [8].



Oksidatif stresin canli hiicrelere zararli oldugu bilinen bir gergektir. Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) birgok hastaligin baglangici ve gelismesinde biiyiik bir 6neme sahiptir.
Kanser bu hastaliklarin en Onemlisidir. Antioksidan molekiiller, vitaminler veya
antioksidan enzimler organizmalar1 ROS etkisinden koruyabilirler. Dolayis1 ile,
antioksidanlar ~ kanserin  6nlenmesinde  6nemlidirler. Kanser hiicrelerinin
oldiirilmesinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi yontemlerinin temel
etki mekanizmasi ise, fazla miktarda ROS {iretimi yolu ile DNA hasar1 sonucu
hiicrelerin apoptozis yolu ile 6ldiiriilmesidir. Tedavide kanser hiicrelerinin normal
hiicrelere gore daha fazla 6ldiiriilmesin esas nedeni, kanser hiicrelerinden kaynaklanan
endojen ROS ve antineoplastik ilag nedeniyle olusan eksojen ROS un kiimiilatif
etkisidir.

Fitokimyasal etken maddeler genelde antioksidan 6zellige sahip olup, diisiik dozlari
canlida antioksidan etki gosterirken, yiiksek dozlar1 serbest demir ve bakir varliginda
pro-oksidan etki gostermektedir [9].  Fitokimyasal etken maddelerin kanser
tedavisinde kullanimini  sinirlayan en 6nemli nedenlerden biri, genelde
biyoyararlanimlarinin diisiik olmasi nedeni ile oral yoldan terapotik dozlara
ulasilmasinin ¢ok zor olmasidir. Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilan kiirkiimiin
ve C vitamini gibi etken maddeler i¢in intravenoz kullanim tercih edilmektedir.

Son yillarda bakirin antioksidan bilesikler ile birlikte kanser tedavisinde
kullanimimiyla ilgili ¢alismalar artmistir [10]. Bu noktadan hareketle ¢alismamizda
dogal irlinler arasinda en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu bilinen
epigallokatesin bakir ile birlikte PLGA nanopartikiillere yiiklenecektir. Bakar,
misellere yiiklenmeyecek kadar kiigiik bir atom oldugundan ayrica iyonik halde son
derece suda ¢Oziinlir oldugundan metalik sifir degerine indirgenerek PLGA’ya
yiiklenecektir. Bunun i¢in yesil kimya yonteminden yararlanacaktir.

Giiniimiizde polifenolik bilesiklerin pro-oksidan etkilerinden yararlanilarak kanser
tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak bu tiir etken maddelerin yar1 maksimum inhibitor
konsantrasyon (IC50) degerlerinin ¢ok yiiksek olmasi kanser tedavisinde kullanimini
zorlagtirmaktadir. Arastirmanin 6nemi, hem bakir nanopartikiil olusturarak, hemde
polifenolik bir bilesik olan epigallokatesin ile kombine ederek ve nanotasiyiciya
yukleyerek etken maddenin pro-oksidan aktivitesini artirmak ve hedef dokuya

taginmasini saglamaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kanser

Kanser, viicudun diger bolgelerine yayilma veya istila etme potansiyeli olan anormal
hiicre biiylimesini igeren bir genetik bozukluklar sinifidir. Protein bilesenlerinin
genetik kodlamasini etkileyen mutasyonlar veya epigenetik degisimler nedeniyle,
normal hiicrelerin biiyiimesini kontrol eden yolaklarda deregiilasyon meydana

gelebilir ve kanser gelisimine yol agabilir (Sekil 2.1 ) [11].

Iki gen smifi (yani, "proto-onkogenler" ve "tiimor baskilayict genler") kanserin
indiiklenmesinde kritik rol oynar. Bu iki gen kiimesi, hiicre ¢ogalmasini ve bilyiimesini
etkileyen cok sayida protein tiiriinii kodlar. Bu iki gen siifindaki her tiirlii mutasyon
kanser gelisimine katkida bulunur . Insan genomundaki mutasyonlar, toplam gen

setinin yiizde biri kadarinda, farkl kanser tiirlerinin olusumunu tetikleyebilir [12].

Olast belirti ve semptomlar arasinda bir yumru, anormal kanama, uzun siireli oksiirtik,
aciklanamayan kilo kaybi1 ve bagirsak hareketlerinde bir degisiklik yer alir. Bu
belirtiler kansere isaret ederken bagka nedenleri de olabilir. 100'den fazla kanser tiirti

insanlari etkiler.

Kanser diinya ¢apinda ciddi bir sorundur ve ABD gibi bazi iilkelerde baslica 6liim
nedenlerinden biridir. [13] Kanser, yiiksek niikks oranina sahip heterojen bir dizi
hastalik olarak bilinir. Her yastan, irktan veya sosyoekonomik durumdan insanlar

etkiler.

Tiitiin kullanimi, kanser 6liimlerinin yaklagik % 22'sinin sebebidir. Diger % 10'u ise
obezite, kotii beslenme, fiziksel aktivite eksikligi veya asir1 alkol kullanimindan
kaynaklanmaktadir [14]. Diger faktorler arasinda belirli enfeksiyonlar, iyonlastirici
radyasyona maruz kalma ve g¢evresel kirleticiler yer alir [15]. Gelismekte olan
diinyada kanserlerin % 15'i Helicobacter pylori, hepatit B, hepatit C, insan papilloma
viriisii enfeksiyonu, Epstein — Barr viriisii ve insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) gibi
enfeksiyonlara baglidir. Bu faktorler, en azindan kismen, bir hiicrenin genlerini

degistirerek etki eder. Tipik olarak, kanser gelismeden 6nce bir¢ok genetik degisiklik
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gereklidir. Kanserlerin yaklasik % 5-10'u kisinin ebeveynlerinden kalitsal genetik
kusurlardan kaynaklanmaktadir. Kanser, belirli belirti ve semptomlar veya tarama
testleri ile tespit edilebilir. Daha sonra tipik olarak tibbi goriintiileme ile daha fazla

arastirilir ve biyopsi ile dogrulanir.

Sigara igmemek, saglikli kiloda kalmak, ¢ok fazla alkol almamak, bol sebze, meyve
ve tam tahil tiiketmek, baz1 bulasict hastaliklara kars1 as1 yapmak, ¢ok fazla islenmis
ve kirmizi et yememek veya kacinmakla ve ¢ok fazla giines 1s181na maruz kalmama

bazi kanserlerin gelisme riski azaltilabilir [16].

Kanser genellikle radyasyon tedavisi, cerrahi, kemoterapi ve hedefe yonelik tedavinin
baz1 kombinasyonlariyla tedavi edilir. Agr1 ve semptom yonetimi, bakimin énemli bir
parcasidir.  Palyatif bakim, ilerlemis hastaligi olan kisilerde 6zellikle dnemlidir.
Hayatta kalma sansi, kanserin tiirline ve tedavinin baslangicindaki hastaligin
derecesine baglidir. Tan1 aninda 15 yasin altindaki ¢ocuklarda, gelismis diinyada bes
yillik sagkalim orani ortalama % 80'dir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki kanser igin

ortalama bes y1llik sagkalim oran1 % 66'dir.

Normal —>» Hyperplasia — Dysplasia — Cancer

Sekil 2.1 Normal hiicrenin kanser hiicresine doniisiim asamasi.



2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda diinya ¢apinda kanserden 6liimlerin ikinci 6nde gelen
nedenidir. 2015 yilinda yaklasik 570.000 6liime karsilik gelmektedir. Tiim diinyada
her yi1l 1,5 milyondan fazla kadina (kanserli tiim kadinlarin % 25'i) meme kanseri tanisi
konulmustur [17]. Amerika'da 2017'de kadinlar arasinda tiim yeni kanser vakalarinin
% 30'unun (252.710) meme kanseri oldugu tahmin edilmektedir [18]. Meme dokusu,
siit tiretmek i¢in lobiillerden, lobiillerden meme ucuna siit tasimak i¢in kullanilan
kanallar ve bag ve yag dokularindan olusan stromadan olusur. Meme kanseri
bahsedilen bu ii¢c dokudan herhangi birinde meydana gelebilir, ancak genellikle
tiimoriin kaynagi ya “kanallar1 kaplayan hiicreler (duktal karsinom) ya da bezlerdir
(lobiiler karsinom)” (Sekil 2.2) [19]. Diger bazi durumlarda, tiimér lobiillerde ve
stromada nadir durumlarda olugsmaya baslar. Kanser hiicreleri istilac1 hale gelirse, lenf
diigiimleri veya kan akisi yoluyla viicuttaki diger dokulara yayilir ve metastatize

olurlar.

Meme kanseri metastatik bir kanserdir ve genellikle kemik, karaciger, akciger ve beyin
gibi uzak organlara gecebilir, bu esas olarak tedavi edilemezliginden sorumludur.
Hastaligin erken teshisi, iyi bir prognoza ve yiiksek bir hayatta kalma oranina yol
acabilir. Kuzey Amerika'da, meme kanseri hastalarinin 5 yillik bagil sagkalim orant,
bu hastaligin zamaninda tespiti nedeniyle % 80'in iizerindedir [20]. Mamografi, meme
kanserinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan bir tarama yaklagimidir ve 6lim
oranin etkili bir sekilde azaltmaya yardimci oldugu kanitlanmistir. Mamografiden
daha hassas olan Manyetik Rezonans Goriintileme (MRI) gibi diger tarama
yontemleri de son on yilda uygulanmis ve calisilmistir [21]. Cinsiyet, yaslanma,
Ostrojen, aile Oykiisii, gen mutasyonlar1 ve sagliksiz yasam tarzi gibi meme kanseri
gelisme olasiligini artirabilecek ¢ok sayida risk faktorii vardir [22] . Gogilis kanseri ile
ilgili BRCAI1 / 2, HER2, Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR), c-Myc,
Rasgibi birgok gen tanimlanmistir. Hem onkogenlerin hem de anti-onkogenlerin
mutasyonlart ve anormal biiylimesi, timor baslangicit ve ilerlemesi siireglerinde
anahtar rol oynar. Cogu meme kanseri kadinlarda goriiliir ve vaka sayis1 kadinlarda
erkeklere oranla 100 kat daha fazladir [18]. Amerika'da meme kanseri goriilme orant
her gecen yil artmasina ragmen, erken taramalarin yayginlasmasi ve gelismis tibbi
tedaviler nedeniyle oliim oram1 azalmaktadir. Biyolojik tedaviler son yillarda

gelistirilmis ve meme kanserine faydali oldugu kanitlanmigtir.
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he breast is composed of glandular and stromal tissue. Glandular tissue includes the ducts and lobules.
stroma comprises area between lobes.
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Sekil.2.2 Meme kanseri ve patogenezi.

2.3 Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanseri teshisi konmus kadinlar igin ¢esitli tedavi se¢enekleri bulunmaktadir.
Bu hastaligin cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve endokrin tedavisi gibi geleneksel
tedavi yaklasimlari, son yillarda lokal olarak ilerlemis veya metastatik meme kanseri
olan hastalar i¢in daha verimli hale gelmesine ragmen, bu tedavi yontemleri, yanit
siklig1 ve i¢sel ve edinilmis direncin gelisimi ile ilgili olarak hala genis sinirlamalara
sahiptir. Tedavi segenekleri birlestirildiginde, kanseri tamamen ortadan kaldirma
sans1 bilyiik Olclide artar. Tam meme 1sinlamasi veya hizlandirilmis kismi meme
1sinlamasi ile eslestirilmis cerrahi, meme kanseri olan bireylerde hayatta kalma
oranlarini artirmak ic¢in kanitlanmig bir yontemdir. Tiim meme 1sinlamast ile birlikte
cerrahi, meme koruyucu kanser tedavilerinin standardidir. Hizlandirilmis kismi meme
radyasyonu, go6gilis kanseri hastalarina 6nemli 6l¢iide daha diisiik radyasyon dozu
saglayabildiginden, tiim meme 1sinlamasina kabul edilebilir bir alternatiftir. Bu
tedavilerin temel amaci kanseri sonlandirmak, metastaz olusumunu ve niksi
onlemektir. Bu tedavilerin her biri tedavi sdz konusu oldugunda biraz etkili olabilir,
ancak daha etkilidirler ve birden fazla terapi kullanildiginda remisyon sans1 bilyiik
Olciide azalir. Ayrica meme kanserinin tipine ve diizeyine gore yukarida belirtilen
tedavilerden bazilarini iceren harmanlanmis bir terapi de kullanilabilir [11].

Radyasyon tedavisinde kanserli bolgeyi hedef almak i¢in rontgen ve gama 1sinlar1 gibi
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0zel radyasyon kullanilir. Ancak radyasyonun ciltte tahris, yakindaki dokulara zarar
verme ve yorgunluk gibi yan etkileri de vardir.

Ostrojen veya progesteron reseptdrleri icin pozitif test yapan tiimérlerin ¢ogunlugu
icin hormon tedavisi, fonksiyonel bir tedavi yontemi olarak kabul edilir. Bu tiir
tiimdrler, gelisimlerini hizlandirmak i¢in hormon kullanirlar. Hormon tedavisi tek
basina veya adjuvan veya neoadjuvan kemoterapi sonrasi kanserin niikksetmesini veya
meme kanserinden oliimii Onleyebilir. Bazi durumlarda hormon tedavisi, tiimor
boyutunu kiicliltmek ve ameliyati daha kolay hale getirmek i¢in ameliyattan once
kullanilir. Bu uygulama neoadjuvan hormonal tedavi olarak bilinir. Diger bazi
durumlarda, meme kanserinin niiksetme riskini azaltmak i¢in ameliyattan sonra
hormon tedavisi kullanilir. Bu yaklasim, adjuvan hormonal tedavi olarak adlandirilir.
Bununla birlikte, hormonal tedavinin hormon reseptor negatif meme kanseri tiirlerine
kars1 etkili olmadigi burada belirtilmelidir.
Yiiksek verimli teknolojilerin uygulanmasina dayali olarak, meme kanserinin
molekiiler ve immiinolojik fenotipinin daha iyi anlasilmasi, bu heterojen hastaligin
farkl alt tiplerinin tanimlanmasina ve karakterizasyonuna yol agcmistir. Dahasi, bu,
daha yiiksek 6zgiilliik ve daha diisiik toksisite ile direnci ortadan kaldiran veya en aza
indiren immiinoterapiler de dahil olmak {izere daha bireysellestirilmis, hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesine yol agmustir. Bununla birlikte, meme kanserindeki
immiinoterapilerin klinik etkililigi su ana kadar beklendigi kadar yiiksek degildir.
Tlmorler ve bagisiklik sistemi arasindaki dinamik etkilesime iligkin artan bilginin, bu
hastalikta gelismis immiinoterapilerin tasarimi i¢in anahtar bir sorun oldugu
varsayillmaktadir. Breast Care'in 'Meme Kanseri Immiinoterapisine' odaklanan giincel
sayisi, meme kanserindeki en son teknolojiyi ve timor immiinolojisi /
immiinoonkolojisinin  baglica  konularini, ayni zamanda bireysellestirilmis
immiinoterapilerin temelini de temsil eden molekiiler ve immiinolojik profillemenin

kullanimiyla vurgulamaktadir [12].
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Sekil 2.3: Risk faktorlerinin sematik diyagrami piramit tarzi bir yapida tasvir
edilmigtir. Piramit ¢izelgesinde gosterilen yas, aile dykiisii, iireme faktorleri, Ostrojen
ve yagsam tarz1 meme kanserinin bes 6nemli risk faktoriidiir. Gogiis kanserini
onlemek i¢in tarama (mamografi ve MRI), kemoprevansiyon (SERM'ler ve Al'ler
ile) ve biyolojik dnleme (Herceptin ve pertuzumab kullanilarak) su anda
kullanilmaktadir. PD1 / PDL1 inhibitorleri, immiinoterapi ilaglaridir ve TNBC

tedavisinde umut verici stratejiler olabilir [13].

2.4 Kanser Tedavisinde Antioksidanlar ve Pro-oksidasyon (Fenton

Reaksiyonunun Onemi)

Insanlar, UV radyasyonu, mikroplar, alerjenler ve viicutta reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu artirabilen artmis ozon, sigara dumani ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar gibi cesitli kirleticiler de dahil olmak iizere cesitli gevresel stres
faktorlerinin varliginda yasarlar.[14-18]. ROS, siiperoksit anyonlart (O2 ¢ -) gibi
oksiradikaller (yani oksijen merkezli serbest radikaller) igeren eslestirilmemis bir
elektron igeren veya igermeyen ara oksijen tasiyan metabolitler olarak tanimlanabilir.
Hidroksil radikalleri (OH *), alkoksil radikalleri (RO ¢) ve peroksiradikaller (ROO ),
hipoklordz asit (HOCI), hidrojen peroksit (H202) gibi radikal olmayanlar ve tekli
oksijen (O2), diger bilesenleri oksitleyebilir ve bunlar1  serbest radikallere
dondiirebilir, cogu zaman ¢ok sayida yeni radikal olusumuna yol agan bir zincirleme
reaksiyona neden olur [19-21]. Radikal zincir reaksiyonu tipik olarak sistem anaerobik

hale gelinceye veya substrat [6rn., Membran yag asitleri (LH)] tilkkenene kadar devam



eder; ancak zincir reaksiyonu, iki radikal radikal olmayan iiriinler olusturdugunda veya
zincir kirict antioksidanlarin (6rn., E vitamini ve polifenoller) varligiyla durdurulabilir
[22]. Akut aerobik, anacrobik ve yogun kapsamli egzersiz gibi fiziksel stres faktorleri
asir1 reaktif oksijen iretimine neden olabilir [23]. Bu baglamda, oksijenin
monoelektronik indirgenmesinden kaynaklanan siiperoksit radikalinin (O2 ¢ -) OH,
RO, ROO « ve H;0; dahil ROS'un énciisii oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin,
siiperoksit radikali (O2 * -) azot merkezli bir radikal olan nitrik oksit (¢ NO) ile
reaksiyona girebilir, yiiksek derecede reaktif bir molekiil, peroksinitrit anyonu
(ONOO-), reaktif oksijen ve azot tiirleri ( RONS), DNA par¢alanmasina ve lipit
oksidasyonuna neden olabilir[19, 21]. Hayvan deneyleri, immobilizasyon stresi ve
uyku yoksunlugu gibi stresli durumlarin, bu tiir toksik oksijen metabolitlerinin asir1
tiretimini tegvik ettigini gostermistir [24]. Duygusal stres ve depresif ruh hali de biiyiik
bir serbest oksijen radikal olusumu ile iligkilidir [25, 26]. Oksijenden tiiretilen radikal
tiirlerin agir1 liretimi, yag ve karbonhidratlarda asir1 diyetlerden kaynaklanabilir ve
antioksidan vitaminlerde nispeten eksiktir [19, 27]. Oksidatif stresi tercih eden ROS
olusumunu artirabilecek diger durumlar veya yollar arasinda alkol veya farmakolojik
ajanlarin metabolizmasi, terapétik (x-1sin1) radyasyonu, hipertermi, inflamasyon ve
asir1 demir yiikii bulunur. Bu nedenle, antioksidan sistemimizin, giinliik hayatimizda
rutin olarak meydana gelebilen, oksidatif stresin baslamasindan kacinan,
kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), kanser, ve norodejeneratif hastaliklar,
muhtemelen toplamda 100'den fazla iliskili hastalik gibi kronik komplikasyonlar dahil
bir dizi insan hastalig1 i¢in nedensel veya iligkili bir risk faktorii olusturan bu stresli
kosullara kars1 etkili olmas1 gerekir [19, 28, 29]. Ayrica, C vitamini, E vitamini,
karotenoidler ve polifenoller gibi ekzojen indirgeyici bilesikler olmadan eksik olan
antioksidan sistemimiz, NAD(P)H oksidaz ve ksantin oksidaz tarafindan katalize
edilen islemler ve mitokondriyal solunum siirecindeki gibi molekiiler oksijen
kullanarak normal hiicresel metabolizma sirasinda tiretilen fazla oksijen tiirevi reaktif
tirleri bastiracak roliine sahiptir ( burada solunan oksijenin% 85'i metabolize edilir)
[25].

In vitro ¢alismalar polifenol ve karisimlart gibi bitki besin bilesenlerinin sitoprotektif
aktivitesini ve oksidatif stres kaynakli hiicre oliimiine karst Onleyici etkilerini
vurgulamistir [30]. Bu nedenle, fitokimyasallarin antioksidan aktivitesi iyi bilinmesine
ragmen, ayrica yiiksek dozlarda veya metal iyonlarinin varliginda belirli kosullar

altinda pro-oksidan aktiviteleri gosterebilirler. Pro-oksidan veya antioksidan aktivite
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biiyiik dl¢lide konsantrasyonlarina baglidir. Bu baglamda, hiicre modellerini kullanan
son ¢aligmalar, kuersetin, epikatesin ve epigallokatesin-3-gallat (EGCG) ve gallik asit
gibi antioksidanlar olarak bilinen birka¢ polifenoliin pro-oksidatif aktivitesini
vurgulamistir [31-36]. Ornegin, yiiksek dozlarda, kuersetinin (50 uM) izole
mitokondri ve kiiltiirlenmis hiicreler iginde siiperoksit radikali (O ¢ -) iiretimini
giiclendirebildigi gosterilmistir [32]. Baska bir ¢alismada, kuersetinin antioksidan
aktivitesi diisiik dozlarda (0.1-20 uM) gézlemlenirken, daha yiiksek konsantrasyonlar
(> 50 uM) hiicre sagkalimini ve canliligini, tiyol icerigi, total antioksidan kapasitesini
ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon S-transferaz aktivitelerini
azaltmaktadir [33]. Diisiikk konsantrasyonlarda (10-25 uM) flavonoidlerin (kuersetin
ve fisetin) sigan H4IIE hiicrelerini H2O; ile indiiklenen sitotoksisiteye, DNA iplik
kopmalarma ve apoptoza karst korudugu, ayrica yiiksek konsantrasyonlarin (50-250
uM) sitotoksisiteye, DNA hasar ve apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Yiiksek
konsantrasyonlardaki flavonoidlerin, otoksidasyon (6rn., Mirisetin ve quercetagetin)
ve redok dongiisii ile (6rn., Kuersetin) ile ROS firetebildigi de gosterilmistir [37-39] .
Antioksidan konsantrasyonuna ek olarak, metal iyonlarinin varliginin énemli bir rol
oynadigr bildirilmistir. Gegis metallerinin varliginda EGCG'nin izole ve hiicresel
DNA'da oksidatif hasara neden oldugu ortaya ¢ikmistir. [34]. Fenolikler gibi diyet
antioksidanlari, kapasitelerinin azaltilmas1 ve bitkilerde bu bilesiklerin 6nemli
ozellikleri olan demir ve bakir ge¢is metalleri gibi selat olusturmalari nedeniyle metal
iyonlarinin varliginda pro-oksidan aktivite sergileyebilirler [34]. Bununla birlikte,
antioksidanlarin giiclii indirgeme giicii, metal iyonlarmi, dzellikle Fe® - ve Cu?~'y1 da
etkileyebilir ve Fenton reaksiyonu yoluyla peroksitlerden kaynaklanan yiiksek
derecede reaktif hidroksil radikal konsantrasyonlari, potansiyel olarak zararli
radikaller olusturma yeteneklerini arttirir [19].

Antioksidan (AH) - Fe > (veyaCu?) — A +-Fe? (veyaCu’) - H

H, O - Fe? (or Cu™) — " OH -~ OH - Fe* (or Cu?)

Bu kosullar hemokromatoz durumunda oldugu gibi demir tarafindan asir1 yiiklenmis
organizmalarda sorun yaratabilir. Sonug olarak, ¢esitli fenoliklerin metal selatlama
aktivitesi, metal iyonlarinin pro-oksidan kapasitesinin azalmasima neden olabilir,
bununla birlikte fenolikler, metalleri katalitik aktivitelerini koruyacak veya arttiracak
sekilde selatlayarak pro-oksidanlar olarak da islev gorebilirler [40]. In vitro olarak,
pH'n, fenolik bilesiklerin oksidorediiksiyonlarin1 etkiledigi, biyolojik dokularin

pH'imin, fenoliklerin antioksidan / proksidan aktivitelerini ve selatlama aktivitesini
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etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin, pH'da bir azalma, muhtemelen
komplekslerin ¢oziiniirliigliniin artmas1 nedeniyle fenoliklerin demire karsi1 daha az
selatlama etkisine neden olur. Bununla birlikte, pH etkisi cesitli fenolikler i¢in farkli
olabilir. PH 7.4'te baz1 fenolikler, diisiik pH'da (5.8) antioksidan 6zelliklere (Or. P-
resorsiklik asit) sahip oldugu bildirilen proksidan aktiviteler sergilerken, digerleri
antioksidan aktiviteler (6rn., Hidrobenzoik asit) sergilemistir [40] [41]. Antioksidan
fenolikler, serbest radikalleri temizlerken, aromatik halka c¢evresindeki eslenmemis
elektronlarin delokalizasyonu ile stabilize edilen daha az reaktif fenoksil radikalleri
olusturabilirler. Bununla birlikte, bu radikaller nispeten stabil olmalarina ragmen,
hiicresel hasari indiikleyen pro-oksidan aktiviteler de sergileyebilirler. Son zamanlarda
yapilan bir derlemede, bireysel diyetopolifenollerin pro-oksidan aktivitesi ve
mitokondriyal disfonksiyon ve sonug olarak apoptozu indiikleme yetenekleri olas1 bir
antikanser mekanizmasi olarak Onerilmistir [34]. Dogal bilesiklerin yararli veya
zararli etkilerinin, yakin iligkili olan nitrojen ve dikarbonil metabolizmalari,
enflamatuar stireclerin dahil oldugu (anti-) oksidatif 6zelliklerinden bagimsiz olarak
da meydana gelebilecegini belirtmek gerekir [42]. Aslinda, iltihaplanma, nitrozatif
stres (reaktif nitrojen tiirlerinin asir1 {iretiminden kaynaklanan) ve karbonil stresi
(reaktif dikarbonil bilesiklerinin asir1 birikmesinden kaynaklanan) oksidatif stresi
siddetlendirebilir veya provoke edebilir ve bunun tersi de gegerlidir [19].
Antioksidanlarin oksidatif metabolizma iizerindeki iki fazli etkilerinin yan1 sira, dogal
bilesiklerin enflamatuar reaksiyonlar ilizerinde cift tarafli etki gosterebildigi de
bildirilmistir. Ornegin, diisik dozlarda Beta-karoten, insan HL-60 hiicrelerinde
antioksidan ve anti-enflamatuar ozellikler sergilerken, oysaki yiiksek dozlarda pro-
oksidan aktivite ve pro-enflamatuar etkiler [pro-enflamatuar mediyatérlerinin
tiretiminde bir artig, timor nekroz faktorii-a (TNFa) ve interlokin-8 (IL-8)] rapor
edilmistir [43, 44].
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Sekil 2.4 : Ekzojen antioksidanlarin oksidatif, nitrozatif ve dikarbonil
metabolizmalari ve potansiyel olarak konsantrasyonlarina bagli olarak enflamatuar
stirecler gibi diger yollar dahil hiicresel tepkiler lizerindeki ¢ift tarafli etkileri:
fizyolojik dozlar yararl etkilere yol agarken, yliksek dozlar zararli etkilere neden

olabilir.

2.5 Dogal Antioksidanlar

Antioksidanlarin insan yasami ve sagligi iizerindeki temel rolii ve medyada ilginin
artmasi, genel popiilaritesi nedeniyle, bu bilesiklere genel halk tarafindan talep son
zamanlarda artmaktadir. Antioksidanlar, oksitlenebilir bir bilesige (6rnegin DNA,
proteinler, lipitler veya karbonhidratlar) kiyasla diisiikk konsantrasyonlarda
bulundugunda, ROS varligindan kaynaklanan oksidatif hasar1 geciktiren veya 6nleyen

maddeler olarak tanmimlanmistir [45]. Yiiksek dozlarda ROS zararli hale gelir,
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patofizyolojik etkiler gosterirken, diisiik dozlarda normal fizyolojik etkiler i¢in yararl
olabilirler [19, 46, 47]. Antioksidan savunma sistemimiz, SOD, CAT, glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon (GSH) gibi endojen (enzimatik ve enzimatik olmayan)
antioksidanlar1 ve C vitamini, E vitamini gibi eksojen antioksidanlarla ana diyet
kaynagi olan karotenoid ve polifenolleri igerir (Tablo 2.1) [25, 48-50]. Endojen ve
ekzojen antioksidanlar, membran akiskanligin1 ve membran proteinlerine zarar
verebilen, reseptorleri, enzimleri ve iyon kanallarini inaktive ederek, hiicre 6liimiiyle
sonug¢lanan membran biitlinliigiinii bozan lipid peroksidasyon siireclerini 6nlemek icin
GSH veya C vitamini ile E vitamininin rejenerasyonu sirasinda oldugu gibi redoks
homeostazini koruma veya yeniden kurmaya (6rn. Sinerjik olarak) etki eder [26].
Katesinler membran yiizeylerinin yakininda hidrofilik radikalleri selatlayarak E
vitamini tiiketimini Onleyebilirken, E vitamini serbest radikal zincir reaksiyonlarini
(zincir kirict antioksidan) durdurmak icin hidrojen verici olarak lipit peroksil
radikallerini (LOO ¢) temizler [22]. Besinler (6rn. Vitaminler) ve fitokimyasallar (0r.
Polifenoller) dahil olmak iizere dogal olarak olusan antioksidanlar acisindan zengin
gidalarin alinmasi, “bes giinliik kampanya” gibi bir¢ok saglik kurulusu tarafindan
yaygin olarak onerilmistir. Aslinda insanlar bu antioksidan bilesikleri kendiliginden
(de novo) sentezleyemezler; ve bitki besinleri (6r. elma, erik, muz, domates, patates,
sogan, brokoli, vb.) bu antioksidanlarin dogal kaynagini olusturur [51]. Gidalardaki
dogal olusumlarina ek olarak, takviye, izole bilesenlerle takviye ve biitillenmis
hidroksianisol (BHA) gibi sentetik antioksidan katki maddelerinin alimi, biitillenmis
hidroksitolien (BHT), tert-butil hidrokinon (TBHQ) ve propil, oktil ve dodesil
gallatlar (baslangicta islenmis gidalarin korunmasini saglamak ve islenmis gidalarin
raf omriini arttirmak i¢in kullanilir) baska antioksidan kaynaklar1 olusturur [52, 53].
In vitro calismalar, polifenoller ve karigimlar gibi bitki besin bilesenlerinin
sitoprotektif aktivitesini ve bunlarin oksidatif stresin neden oldugu hiicre 6liimiine
kars1 onleyici etkilerini vurgulamistir. Hayvan deneylerinde, elma, zeytinyagi ve bal
gibi baz1 dogal gida maddelerinin uzun stireli aliminin, beyinde oksidatif stres, biligsel
bozulma ve anksiyete dahil yaslanma ile iligkili cesitli yan etkileri tersine ¢evirdigi
gosterilmistir.  Ayrica izole edilmis polifenollerin (6rn. Kuersetin, rutin ve
epigallokatesin-3-gallate), sican modellerinde belirli kosullar (6rn. Farmakolojik
tedavi, iskemi-reperfiizyon) tarafindan indiiklenen oksidatif stres toksisitesini tersine
cevirebildigi de gosterilmistir [54]. Bitkisel gidalardan 6zgiin antioksidanlar,

digerlerinin yani sira, kemirgenlerde antidepresan ve anksiyolitik etkiler gibi
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sitoprotektif aktiviteler ve ilging farmakolojik Ozellikler sergilemistir. Eksojen
antioksidanlarin tiiketici saglig1 tizerindeki potansiyel olumsuz etkileri, muhtemelen
ilk olarak, yiiksek konsantrasyonlarda pro-oksidatif ozelliklerden kaynaklanan,
kemirgenlerde ve maymunlarda daha yiiksek dozlarda kanserojenlik ve toksisitelerinin
ardindan BHA ve BHT dahil sentetik antioksidanlar ile ilgilidir [55]. Sasirtic1 bir
sekilde, BHA'nin hayvan modellerinde ¢esitli kanserojenlere karsi antikanserojenik
aktivite sergiledigi de rapor edilmistir. Bu anlagsmazlik, uygulanan dozlarla ve belki de
tedavi siiresiyle aciklanabilir.

Diinyanin belirli bolgelerinde, insanlarin giinlik BHA ve BHT dozlar yakl. 0.1 mg /
kg arasindadir. Bu sentetik antioksidanlarin 2.000 mg / kg ‘nin yaklagik LDS50
(6ldiirticii doz) ‘i ¢cogu hayvan i¢in rapor edilmis ve bu katki maddelerinin kronik
maruziyette insan sagligi {lizerindeki toksisitesi hakkindaki soruyu giindeme
getirmistir. Ilging bir sekilde, gida maddelerinde bulunan BHT ve BHA gibi yiiksek
antioksidan konsantrasyonlari, pro-oksidan aktivitelerden dolayr uzun raf omrii
sonucundan ziyade, gida maddelerinin bozulmasini artirabilir [56]. Sonug¢ olarak,
tilketici tarafindan muhtemelen giivenlik ve kabulden dolayi, gida ve farmasotik
preparatlardaki sentetik antioksidanlarin yerini dogal antioksidanlarla degistirme
egilimleri ortaya ¢ikmustir [53].

Insanlarla ilgili olarak, antimutajenite, antikarsinojenite ve yaslanmay1 geciktirme
dahil olmak iizere diyet bilesenlerinin sagliga yararl islevlerinin ¢ogu, antioksidan
ozellikleriyle iliskili olarak tartisilmistir. Epidemiyolojik arastirmalar, dogal olarak
olusan antioksidanlar agisindan zengin diyetlerin hastalik gelisimi ve ilerlemesi
tizerindeki Onleyici etkisinin aragtirllmasinda anahtar rol oynamistir [57]. Gergekte,
diizenli meyve ve sebze tiikketiminin, muhtemelen kanser veya kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi oksidatif stresle baglantili kronik insan hastaliklarinin gelismesine
kars1 bitkisel besinlerin sagladigi korumadan dolayi, diisiik 6liim oraniyla ters iliskili
oldugu gosterilmistir [58]. Bununla birlikte, belirli gida maddelerinin, 6rnegin elma ve
soganin, akciger kanseri ve koroner kalp hastaligina karst koruma sagladig
varsayllmistir. Epidemiyologlar, elma ve soganin akciger kanserine karsi sagliga
yararli etkilerinin in vitro ve in vivo hayvan ¢alismalarinda karsinojenlere kars1 gii¢lii
kemopreventif aktivitesi sayesinde birka¢ hatta kuersetin gibi tekil bilesenlere
atfedilebilecegini 6ne siirmiislerdir [59].

Bununla birlikte, bitkisel besin tiiketiminin saglik agisindan avantajli etkilerinin belirli

bir bilesige degil, fitokimyasal ve besin komplekslerinin ilave veya sinerjist
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faaliyetlerini takiben biitiin meyve ve sebzeye atfedilebilecegine dair artmaya devam
eden kanitlar vardir. Daha Onceki epidemiyolojik ve gozlemsel caligmalar, artan
karotenoid aliminin, sindirim sistemi kanseri veya akciger kanseri gibi belirli kanser
tiirlerini gelistirme riskinin azalmas1 ve KVH belirtegleri riskinin azalmasiyla birlikte
olabilecegini One siirerken, insanlarda yapilan birgok bireysel takviye denemesi,saglik
acisindan yararl etkilerle sonuglanmazken, antioksidan bilesiklerin, yliksek dozlarda
veya sinerjik bilesiklerin bulunmadig1 gibi belirli kosullar altinda toksik olabilecegi
one siiriilmiistiir [60]. Ornegin, birkac y1l boyunca tek basina beta-karoten (20 mg /
giin), beta-karoten ve retinol (30 mg / giin beta-karoten ve 25.000 1U retinilpalmitat)
takviyesi, sigara igenlerde akciger kanseri insidansini artirmistir.

Bununla birlikte, 6zellikle saglikli deneklerde beta-karoten kullanan bazi takviye
denemelerinin kansere bagh 6liim oranlarinda artis bulmadig: da belirtilmelidir veya
azalmis kanser insidansina bagli olarak genel 6liim oraninin azaldig1 bile bulunmustur.
Dogal antioksidan kaynaklari ile uzun vadeli takviye ¢alismalari neredeyse hig¢ yoktur;
bununla birlikte, karotenoidler gibi dogal antioksidan kaynaklarini kullanan kisa siireli
destekleme calismalari, oksidatif stres belirteclerinin azaldigini ve kan lipidlerinin
iyilestigini gostermistir [61].

Ozgiin antioksidanlarin yararli aktivitelerinin yoklugu ve hatta toksik etkileri bu
bilesenlerin dogal matrikslerinin disinda sergiledikleri doza bagli davranisla
aciklanabilir, bu da diyet lifi ve flavonoidler, fenolik asitler, birka¢ karotenoid,
besleyici 6zelligi olmayan fitokimyasallar, temel elementleri i¢eren biitiin gidalar gibi
(vitaminler, mineraller) kompleks karigimlarin 6nemli 6zelliklerini vurgulayabilir
[62]. Birkag ¢alisma, izole edilmis C vitamini, E vitamini veya beta-karoten formlari
ile takviyenin yararli etkileri olmadigini gostermistir. Ornegin, 30 saglikli bireyin
diyetlerini yliksek dozlarda C vitamini (500 mg / giin) ile takviye etmek, yliksek
dozlarda pro-oksidatif etkilere isaret ederek, lenfositlerden DNA'da oksidatif hasar
artisina neden olmaktadir. Baska bir caligmada, E vitamini ve C vitamini takviyesi,
sigara i¢enlerde oksidatif DNA hasarini azaltmada basarisiz olmustur. Buna karsilik,
C vitamini yoniinden zengin meyve ve sebzeleri tiiketen saglikli goniilliiler tizerinde
yapilan bazi arastirmalar, oksidatif DNA hasar1 seviyelerini diisiirmiistiir. Fizyolojik
kosullarda, C vitamininin antioksidan 6zelliklerinin olas1 pro-oksidan aktivitesine agir
bastig1 one siiriilmiistiir [62]. In vitro ¢alismalar, C vitamini ve E vitaminin hizla
tiiketilmesinin oksidatif strese neden oldugunu gosterdi. Bunun tersine, E vitamini

eksikliginin de transgenik sicanlarda oksidatif stres bozukluklarina neden oldugu
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gosterilmistir. Bu nedenle, C vitamini ve E vitamini arasindaki sinerjik eylemler, lipid
peroksidasyonuna kars1 dnleyici faaliyetlerde 6nemli goriinmektedir [19].

Dozu ayarlamanin saglik tizerindeki 6nemini gdsteren bir baska Ornek, yesil ¢ayda
bulunan bir antioksidan olan EGCG, oksidatif strese kars1 onerilen 6nleyici etkinligi
nedeniyle baska preparatlarda da pazarlanmaktadir. Farmakolojik dozlarda (30 ve 60
mg / kg) EGCG'nin farelerde anksiyeteyi ortadan kaldirdigi kanitlanmistir; bununla
birlikte, bu cay polifenolii farelerin 24 saatten daha kisa bir siirede dliimiine (% 100
6liim) neden olmustur, bunun nedeni muhtemelen 100 mg / kg'in {izerinde fark edilen
yiiksek hepatotoksisitesidir [35]. Yesil ¢ay katesinleri arasinda, daha yliksek dozlarda
en sitotoksik olanin, aynt zamanda en bol ¢ay katesini olan EGCG oldugu ortaya
cikmustir [35]. Ilging bir sekilde, yesil cay kanser gelisimine [63] karsi kemopreventif
potansiyele sahip saglikli bir icecek olarak goriilmesine ragmen, ¢ok sik tiiketildiginde
(> 1 L/ giin) ¢ay, kuzey Iran veya Hindistan gibi baz iilkelerde artan yemek borusu
kanseri insidansi ile iliskilendirilmistir. Bunun sicak ¢ay tiiketimine bagli oldugu
tartisilmis olsa da, ayrica yesil ¢ayin agiz boslugunda H2O: iiretebildigi gosterilmistir
[64].

Genel olarak, antioksidanlar diyet takviyeleri olarak verildiginde konsantre formda
izole edilmis (sentetik veya konsantre) bilesikler icerir. Ornegin, tipik bir vejetaryen
diyet, piyasada bulunan bu antioksidanin pek ¢ok takviyesinin tek bir dozundan 20 kat
daha az kuersetin icerir. Izole edilmis karotenoid, EGCG ve C vitamini
konsantrasyonlari da yaygindir . Ornegin, karotenoid takviyeleri gogunlukla B-karoten,

likopen veya lutein ve ksantin icerir ve genellikle tipik bir giinliik alimin ¢esidini igerir.

Tablo 2.1: Insan antioksidan savunma sistemleri, endojen (enzimatik ve enzimatik

olmayan) ve diyet eksojen antioksidanlari igerir.

Endojen Antioksidan Ekzojen Antioksidan
Enzimatik Antioksidan Meyve,sebzelerdeki  bashca  diyet
antioksidanlari ve tahillar
e Siiperoksit dismutaz (SOD): e Vitaminler: C vitamini, E vitamini

stiperoksit radikalini detoksifiye
eden enzim (02 -)
o Katalaz (CAT) ve glutatyon e Eser elementler: ¢inko, selenyum

peroksidaz (GPx): peroksitlerin

detoksifikasyonunda rol oynayan

enzimler (H202'ye kars1t CAT ve

H202 hem de ROOH'a karsi

GPx)
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Tablo 2.1: insan antioksidan savunma sistemleri, endojen (enzimatik ve enzimatik

olmayan) ve diyet eksojen antioksidanlari igerir (devamu).

Glutatyon rediiktaz: glutatyon
rejenerasyonunda rol oynayan
enzim

Tioredoksin rediiktaz: protei
oksidasyonuna kars1t korumada
yer alan enzim

Glikoz-6-fosfat  dehidrojenaz:

NADPH'nin  rejenerasyonunda
rol oynayan enzim
Enzimatik olmayan

antioksidanlar (temel hiicre ici
indirgeme ajanlari)

Glutatyon (GSH), tirik asit, lipoik
asit, NADPH, koenzim Q,
albiimin, bilirubin

Karotenoidler: b-karoten, likopen,
lutein, zeaksantin

Fenolik asitler: klorojenik asitler,
gallik asit, kafeik asit vb

Flavonoller: quercetin *,
kaempferol *, myricetin *

Flavanoller:
ve katesinler

proantosiyanidinler

Antosiyanidinler: siyanidin * ve
pelagonidin *

Izoflavonlar: genistein *, daidzein
* ve glisitin *
Flavanonlar:

naringenin *

eriodictyol * ve hesperetin *
e Flavonlar: luteolin * ve apigenin *

* ve glukozitleri.

Tablo 2.2 Meyveler, sebzeler ve piyasada bulunan mevcut antioksidan

konsantrasyonu ornekleri.

Diyet
antioksidanlari
C vitamini

Kuersetin
Karotenoidler

EGCG
Selenyum

E vitamini

[zoflavonoidler

Zengin diyet Gidalarda Takviyelerde
kaynaklari konsantrasyon konsantrasyon

(mg /100 g) Fhx

(mg / kapsiil)

Dolmalik  biber, 10-170 100-1000
turunggiller
Elma,sogan 4-46 100-800
Yaprakli sebzeler, 0.2-10 5-15
erik, ~ domates,
karpuz,
havuclar
Yesil ¢ay 5-450* 25-360
Balik (st 1-150* 0.07-0.20
iiriinleri, patates,
piring)
Balik, et, yaprakli 0.2-10 400 1U**
sebzeler
Soya, fasulye, yer 0.1-155 50-150

fistig1

*ug /100 g; # mg / fincan (yaklasik 225 mL ¢ay icecegi); ** 1 IU alfa tokoferol = 0.667 mg; ***

Internet verileri
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2.5.1 Epigallokatesin (EGC); antikanser mekanizmasi

Son zamanlarda, ¢cay (Camellia sinensis) katesinleri, sayisiz saglik yararlar1 nedeniyle
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Cay, diinyada en cok tiiketilen igeceklerden biridir
ve zengin bir polifenol kaynagidir [65]. Cayin deneysel karsinogeneze karsi inhibe
edici etkisi, akciger, deri, yemek borusu, karaciger ve mide kanserlerini iceren bir¢ok
hayvan modelinde gosterilmistir . Dahasi, son epidemiyolojik arastirmalar, yesil ¢ayin
akciger, kolon, mesane ve prostatta tiimor gelisimini engelledigini gostermektedir .
Yesil ¢ay tiiketiminin artmasi, insan meme kanserinin prognozunun iyilesmesi ile de
iligkilidir [66]. Poli-fenoller, yesil ¢ay ekstraktinin (GTE) ana bilesenleridir ve toplam
bilesiminin yaklasik% 90'in1 olusturur. GTE'de bulunan en bol bilesen, toplam fenolik
icerigin yaklasik% 40-55'ini olusturan EGCG, ardindan (-)yaklasik% 10-20'lik bir
katki ile EGC’ dir (Sekil.2.5) [67]. Bu polifenol bilesiklerinin, radikal siipirme ve
metal selatlama fonksiyonlarinin yani sira antimutajenik aktiviteleri nedeniyle
antioksidatif aktivitelere sahip olduklar1 bilinmektedir [68]. Son yillarda, yesil cay
polifenollerinin, 6zellikle de EGCG'nin kanser terapotik potansiyeli giderek daha fazla
takdir edilmektedir. EGCG'nin hiicre biiyiimesini inhibe ettigi ve normal hiicreler
tizerinde ¢ok az etkisi olan veya hi¢ etkisi olmayan ¢esitli insan kanser hiicrelerinde
apoptozunu indiikledigi gosterilmistir . EGCG ile indiiklenen apoptozun, H2Oz iiretimi
[69] ve transkripsiyon faktorii NFkB inhibisyonu araciligiyla oldugu gosterilmistir.
Diger yesil ¢ay polifenoliinde, EGC'nin biiyiimesini engelledigi bildirilmigtir. MCF-7
meme kanseri hiicreleri ; ancak, etki mekanizmasi iyi bilinmemektedir. Meme kanseri
hiicrelerinin bilylimesinin engellenmesi, hiicre dongiisii ilerlemesinde herhangi bir
degisiklik olmaksizin bir apoptoz indiiksiyonundan kaynaklanmaktadir. Dahasi, meme
kanseri hiicrelerinde EGC ile tetiklenen apoptoz, Fas'a bagimli yollar igerir [70].
EGC'nin meme kanseri hiicreleri MCF-7 ve MDA-MB-231'in biiyiimesini gii¢lii bir
sekilde inhibe ettigi, EGC'de bulunan {igiincii fenolik fonksiyona sahip olmayan
EC'nin ise meme kanseri hiicrelerinin bilylimesi iizerinde higbir etkisi olmadigin
gosterilmistir. Bu sonug, daha once akciger kanseri hiicreleri PC-9 ve kolon kanseri
hiicreleri HT-29 [71] 'te bildirildigi gibi polifenol bilesiklerinin biiylime inhibitor
etkisinde trifenolik yapiya ihtiyag duyulacagini gostermektedir. Burada EGC'nin
ozellikle gogiis kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelledigini, ancak normal gogiis

epitel hiicreleri (NBEC) iizerinde hicbir etkisi olmadigidir. Meme kanserlerinin
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yaklasik% 20-50'sinde mutant p53 ve p53 mutasyonlar1 siklikla kotii prognozla iligkili
oldugundan [72], EGC ilerlemis meme kanserleri igin tamamlayici bir tedavi sunabilir.
Yabani tip p53'e sahip hiicrelerin genel olarak radyasyona veya kemoterapotik ajanlara
duyarli oldugu, buna karsin dogal tip p53 geninden yoksun hiicrelerin hala apoptoza
ugradig1 ancak nispeten daha yliksek dozlara ihtiya¢ duydugu bildirilmistir. EGC'nin
apoptozu indiikleyerek meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigini
gosterilmistir. Bu apoptoz indiiksiyonu Fas ve Bcl-2 proteinlerini igerir ve hormonal

ve p53 ‘ten bagimsizdir.
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Sekil.2.6 Yesil ¢ay ekstresinden elde edilen EGC’nin zar akigkanligina etkisi.

2.6 Nano ila¢ Tasima Sistemleri (NiTs)

NiTS'ler, en az bir boyutun nanometre lgegi (1-100 nm) araliginda oldugu veya ii¢
boyutlu uzayda temel birimler olarak bunlardan olusan malzemeyi ifade eder [73].
[lag dagitimin1 optimize etmenin etkili bir yolu olarak NITS'ler, eczacilik ve modern

biyotip alaninda bir arastirma etkin noktasi haline gelmistir [74]. NITS'lerin
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aragtirtlmasi, 40 yildan fazla bir siiredir bir nano-ilag tastyici kitlesi yaratmaktadir.
Malzemelerin bilesimine gére NIiTS'lerde kullanilan nanomalzemeler organik,
inorganik ve kompozit malzemeler olarak ayrilabilir.

NIiTS'lerin hedeflenen tasarimi, gelisimin erken asamalarinda kanserin teshisi ve
tedavisine odaklanir, ancak son arastirmalar, lezyon hiicrelerin hedeflenebilecegini,
hatta birden c¢ok fizyolojik engele sahip tiimor dokularindan daha kolay
hedeflenebilecegini savunmaktadir.

Geleneksel preparatlar karsilastirildiginda, nano tasiyici ilaglarin kan dolasimindaki
metabolik siiresi uzayabilir. PH degeri , sicaklig1 , 15181 , ultrason veya biyolojik
enzimi, hedeflenen nanotransporter ilaglarin oraninin daha uzun siire ¢aligmasi igin

kontrol edilebilir.

2.6.1 Pasif hedefleme

Pasif hedefleme durumunda, nanopartikiiller (NP) sistemleri, tiimor doku
biyolojisinden yararlanilarak kanser tedavisi i¢in basariyla gelistirilmistir. Normal
doku vaskiiler biyolojisi organize bir yapiya sahipken, tiimor vaskiilatiirii diizensiz
dallanmig ve diizensizdir [75]. Tiumorlerde ayrica yiiksek vaskiiler yogunluk, artmis
vaskiiler gecirgenlik ve bozulmus lenfatik drenaj vardir, bu kat1 tiimoérler ve iltihapl
dokuya baglidir [76]. Bu 6zellikler birlikte, NP'lerin tiim6r dokusunda tercihli olarak
birikmesine izin veren EPR etkisi olarak bilinir. NP'ler, timo6r dokusunda daha uzun
tutulma siirelerine sahiptir, bu da diger dokulara gore daha yiiksek konsantrasyonlara
neden olur. Bu pasif hedefleme siirecine aracilik eden &zellikler arasinda partikiil
bilesimi, boyut, sekil ve yiizey 6zellikleri bulunur [77]. Boylece, NP'ler fizikokimyasal
ozelliklerini optimize ederek belirli bir doku veya hiicreyi daha iyi hedefleyecek

sekilde tasarlanabilir.

2.6.1.1 Yiiksek gecirgenlik ve yiiksek tutma etkisi (EPR effect)

Pasif hedefli tagima, esas olarak EPR etkilerinden yararlanir (Sekil 2.7) [78]. EPR,
bazi molekiillerin veya partikiillerin tiimoér dokularinda birikme egiliminde oldugu
gercegini ifade eder [79]. Normal dokudaki mikrovaskiiler endotel hiicre boslugu
yogun ve saglamdir ve genellikle yiiksek molekiiler agirhikta ilag yiiklii NITS'lerin
vaskiiler duvardan ge¢mesi kolay degildir. Tiim6r dokusu kan damarlar1 agisindan
zengindir ve yapisal biitiinliik a¢isindan zayiftir [80]. Yiiksek molekiiler agirliktaki ilag

yiiklii NITS'ler segici olarak vaskiiler duvardan gegebilir ve tiimdr dokusunda kalabilir.
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Cok sayida ¢aligma, partikiil boyutu <100 nm olan nano-ila¢ tasiyicilarinin EPR ile
kat1 tiimor dokularina yerlestirilebilecegini ve hedeflenebilecegini gostermistir.
Dogrudan uygulama yontemiyle karsilastirildiginda, nano ilag tasiyici, ilacin timor
dokusunda birikmesini 10 kattan fazla artirarak biyoyararlanimi biiyiik 6lciide
artirabilir [81]. Vaskiiler endotelyal gecirgenlik, NiTS'lerin liimen tarafindan plagn i¢
kismina iletilmesi i¢in etkili bir ara¢ saglar. Dolasima giren nano ilag tasiyicilari ayrica
enflamatuar hiicreler (monositler veya makrofajlar) tarafindan yutulur ve bu ilag
tastyan hiicreler plak enflamasyonuna gegerek ilaglarin bagka bir yolla verilmesine izin

Verir.

H. Maeda et al. | Advanced Drug Delivery Reviews 65 (2013) 71-79
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Sekil.2.7 Gelismis gecirgenlik ve tutma (EPR) etkisi [81]

Nanomalzemelerin bir kisminin boyutu ve yiizey Ozellikleri nedeniyle, intravendz
enjeksiyon sirasinda kandan hizla temizlenir, bu da nanomalzemeleri uzun dongi
stireleri gerektiren ilaglar igin uygunsuz hale getirir. Bu durumda nano kaplama
teknolojisi, belirli bir gizleme i¢in nano sisteme uygulanabilir ve kaplama maddesinin
uygulama hiz1 da kontrol edilebilir ve ayarlanabilir. NITS'ler {izerindeki gelistiriciler,
parcacik tasariminda poli (etilen glikol) (PEG) kullanmistir. Aslinda PEG, yiizeye
asilandiginda hidratlanmis bir katman olusturabilen esnek bir hidrofilik polimerdir ve

yiizeydeki proteinlerin adsorpsiyonunu etkin bir sekilde azaltir [82].
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2.6.2 Nanopartikiiller (NP)

Nanopartikiiller (NP'ler), bir boyutu en az 100 nm'den kiigiik olan partikiil maddeleri
igeren genis bir malzeme sinifidir [83]. Genel sekle baglh olarak bu malzemeler 0D,
1D, 2D veya 3D olabilir . Arastirmacilar, boyutun bir maddenin fiziksel-kimyasal
ozelliklerini, ornegin optik Ozelliklerini etkileyebilecegini kesfettiklerinde, bu
malzemelerin 6nemi anlagilmistir.
NP'ler (Sekil 2.8) basit molekiiller degildir ve bu nedenle ii¢ katmandan olusur;
(a) Cesitli kiiciik molekiiller, metal iyonlari, ylizey aktif maddeler ve polimerler ile
islevsellestirilebilen ylizey tabakasi.
(b) Her yonden ¢ekirdekten kimyasal olarak farkli olan kabuk tabakasi ve
(c) NP'nin esasen merkezi kismi olan ve genellikle NP'nin kendisini ifade eden
¢ekirdek [84]. Bu tiir istisnai ozellikleri nedeniyle, bu materyaller multidisipliner
alanlardaki aragtirmacilarin biiyiik ilgisini ¢ekmistir.
Nano 06lgekli malzemelerin {iretimi, tarim, gida ve tekstil gibi endiistriyel alanlar
olumlu ydnde etkilemistir. Ozellikle, nanopartikiillerin tibbi uygulamalarinda
olaganiistli ilerleme kaydedilmistir. Ayrica, ¢oziiniirliigiin iyilestirilmesi ve topikal
uygulama imkan1 gibi fonksiyonel ve gorsel avantajlar1 nedeniyle nanopartikiillerin
kozmetik sektoriinde kullanimi giderek yayginlasmaktadir [85].
Ilag dagitimi amaciyla nanoteknoloji ve nano tastyicilarm kullanilmasi asagidaki
avantajlara sahiptir:
A: Tlag 6zelliklerinin gelistirilmesi:
-Coziiniirliigh ve kararliligr artirmak [86]
-Hedeflenen ila¢ dagittiminin bir sonucu olarak biyolojik dagilimin ve
biyoyararlanimin artirilmasi [87]
B: Doza bagh 6zelliklerin gelistirilmesi:

- Uygulanan dozun azaltilmasi

-Istenmeyen yan etkileri azaltmak veya hatta ortadan kaldirmak.
Nanopartikiillerin hazirlanmasinda genellikle iki farkli yaklagim benimsenir:
yukaridan asagiya ve asagidan yukartya. Yukaridan asagiya yontemde mikron
boyutundaki biiyiik malzemeler 6giitme, homojenizasyon ve sonikasyon gibi farkl
yontemler kullanilarak nano boyuta doniistiiriiliir. Ancak asagidan yukariya yontemde
amag, ¢Ozeltilerde kimyasal sentez ve kendiliginden birlesim gibi ¢esitli yontemlerle

molekiiler diizeydeki maddelerin nanometre boyutuna yiikselmesini saglamaktir [85].
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Sekil 2.8: Kanser tedavisi i¢in ilag tastyici olarak kullanilan bazi nanopartikiiller.

2.6.3 Nanopartikiillerin Hiicresel Alinim

NP'lerin hiicresel aliminin boyutlari, sekilleri ve ylizey yiikleri ve kimyalar1 dahil
fizikokimyasal Ozelliklerinden etkilendigi bildirilmistir [88]. “NP'ler, plazma
membraninin pasif penetrasyonu ile de hiicrelere girebilir” [89]. NP'lerin penetrasyon
ve yapisma verimliligi, boyut, ylizey yiikii ve bilesim gibi fiziksel ozelliklerine
baglidir. Daha kiigiik ve pozitif yliklii NP'lerin hiicre zarlarindan gegtigi ve yirttig1 ve
onemli sitotoksik etkilere yol actig1 belgelenmistir [113]. 500 nm'den biiyiik ¢aplara
sahip parcaciklarin bile hiicre zarlarina niifuz ettigi ve deforme ettigi gézlenmistir.
Yiizey yapisinin ve sarj seviyesinin dikkatli tasarimi, membranin bozulmasini
azaltabilir veya oOnleyebilir [90]. "Hiicrelerin iginde bulunan hedef molekiil ilaglar,

biyolojik etkilerini gdstermeden 6nce hiicre zarina girmeli ve endozomdan kagmalidir"

[91].

2.7 Misel nanopartikiilleri

Miseller, polimerik veya lipid bazli amfifilik molekiillerin harici bir enerji
gerektirmeden sulu ortamda kendiliginden birlesmesiyle olusan kii¢iik boyutlu (5-100
nm) pargaciklardir. Sferiyodlarin i¢ kismi hidrofobiktir ve yagda ¢oziinen ilaglar i¢in
bir tastyic1 gorevi goriir ve dis kisim hidrofiliktir [92]. Hidrofobik bolgeden olusan
cekirdek, bir rezervuar gorevi goriir ve ilacin ¢éziinmesini onler, hidrofilik kabuk ise

esas olarak misel yapiya sulu ¢oziiniirliik ve sterik stabilite verir (Sekil 2.9). Bu
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teknikle, paklitaksel ve dosetaksel gibi ¢oziilmeyen ilaglar, hidrofilikliklerini arttirmak
ve nihai olarak biyoyararlanimlarini kolaylastirmak i¢in suda ¢6ziinen bir tabaka ile
kaplanabilir. Hidrofilik kabuk, in vivo koruma saglar ve dolasimi uzatir, artirilmis

gecirgenlik ve alikoyma (EPR effect) saglar.
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Sekil 2.9: Polar ¢oziiciide bir misel 6rnegi.

Amfifilik molekiiller Belli bir konsantrasyona ulastiktan sonra yalnizca sulu ortamda
misel olusturur, bu siiregte kiimelenme meydana gelebilir, boylece sistemin serbest
enerjisi azalir. Bu esik konsantrasyon degeri, kritik misel konsantrasyonu (CMC)
olarak adlandirilir ve amfifilik molekiillerin yapisina bagh olarak farklilik gosterir.
Diisiik CMC'ye sahip sistemler seyreltmeye daha direnglidir. Misel igeren disperse
sulu sistem su ile seyreltildiginde, sistemde monomer olarak bulunan amfifilik
molekiillerin konsantrasyonu azalir ve misel, konsantrasyonu CMC degerine geri
dondiirmek i¢in gereken miktara boliiniir. Bu durumda, misellere yiiklenen ila¢ da sulu
ortamda salinir. Enjeksiyondan ve biiyiik kan hacmiyle temastan sonra, yiiksek CMC'li
miseller, ilacin aniden salinmasiyla ¢okelmeye neden olabilir ve bu da emboli ile
sonuglanabilir. Bu nedenlerden dolay1 tedavilerde diisik CMC degerleri tercih
edilmektedir.

Miseller, kolay hazirlanmalari, yiliksek miktarda ilag tasiyabilmeleri, yapilarinda
oldukca stabil olmalar1 ve farkli amaglara hizmet etmek iizere degistirilebilir olmalari
nedeniyle tercih edilen ila¢ tastyicilaridir. Ek olarak, fosfolipidlerle hazirlanan
miseller, kabul edilebilir bir toksisite profili sergiler [85]. Genexol-PM ve Nanoxel-
PM, Giiney Kore'de onaylanmis misel formiilasyonlaridir.

Misel nanopartikiiller bir ¢ekirdek ve bir kabuk yapisina sahiptir. PEG genellikle
hidrofilik bir kabuk olarak kullanilir; hidrofobik alanlara sahip kabuklar arasinda PLA,
PLGA [93], polistiren, poli (siyanoakrilat), poli (vinilpirrolidon) ve polikaprolakton

bulunur. Bu kopolimerler, dogal biyobozunurluklari ve biyouyumluluklarinin yani sira
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hidrofobik ilaglar1 hapsetme yeteneklerinden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir.
Paklitaksel (Genexol-PM) ile yiiklenmis bir birincil mPEG-PLA polimerik misel
(Sekil 2.10), 2007'de FDA tarafindan onaylanmustir [94]. Serbest Taksol formiilasyonu
ile ylklenmistir ve asir1 duyarlilik reaksiyonlari, hiperlipidemi ve periferal néropati
gibi toksik etkilerin siddetini azalttig1 gosterilmistir.

Tibbin yiikselisiyle birlikte, misel nanopartikiiller pasif hedefli kanser tedavisi igin
giderek daha 6nemli hale gelmistir. Misel yiizeyindeki peptit modifikasyonu, hassas
hedefleme i¢in etkili bir sekilde kullanilabilir. Miselle kovalent baglara sahip integrin
baglayici sekans peptitleri, tiimdrleri aktif olarak hedefleyebilir [95].

Biyolojik olarak parcalanabilir ilag verme sistemlerinin en biiylik yarari, ila¢ ytlikiiniin
belirli bir bolgeye kontrollii salim1 ve metabolik yollarla viicuttan atilmasi i¢in toksik

olmayan maddelere indirgenmesidir [96].
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Sekil 2.10: Kendiliginden katlanmayla olusan polimerik misel.

2.8 Poli laktik- ko- glikolik asit (PLGA)

Polimer bazli NP'ler ilag biyoyararlanimini artirir ve olumsuz yan etkileri en aza indirir
[97]. PLGA, ilag tasima sistemlerinde kullanilmak iizere sunulan bir polimerdir ve
genellikle biyouyumlu NP'leri tasarlamak igin kullanilir. PLGA, ilag tasima
sistemlerinde kullanim igin en iyi arastirilmig polimer olarak bilinir ve ilag tasima
sistemlerinde kullanilmak iizere biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerin "altin
standard1" olarak adlandirilir. Bugiine kadar PLGA, kontrollii ilag tagima sistemlerinde
en yaygin kullanilan polimerdir. Bu sentetik polimerin basarisinin nedeni, biyolojik
olarak pargalanabilirligi, biyouyumlulugu ve uygun salim kinetigidir. PGA ve PLA ile
birlikte PLGA, 1960'larda cerrahi dikisler olarak kesfedilmistir. PLGA, dogurganlig

diizenleyen hormonlar, biiyiime hormonlari, steroid hormonlari, anti-enflamatuar
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ilaglar, sitokinler, kemoterapdtikler, antibiyotikler, narkotik antagonistler, insiilin ve
asilar dahil olmak tizere ¢esitli "kiiciik molekiilli ilaglar, peptitler ve proteinler"
salinmasi i¢in kullanilmistir [98]. Diger polimerlerle karsilastirildiginda, PLGA'nin
enjekte edilebilir mikrokiireler veya nanokiireler gibi ¢esitli bi¢imlerde tasarlanmasi

daha kolaydir.

2.8.1 PLGA’nin fiziksel, kimyasal, biyolojik 6zellikleri ve ila¢ tasima

sistemlerinde uygulanmasi

PLGA, ila¢ tasima sistemlerinde kullanilmak {izere sunulan bir polimerdir ve
genellikle biyouyumlu NP'leri tasarlamak i¢in kullanilir [12]. PLGA, viicuttan atilan,
toksik olmayan iiriinlere (H20 ve COz2) ayrisan en iyi karakterize edilmis biyolojik
olarak parcalanabilir kopolimerlerden biridir. Polimerik NP'si, ester baglarinin
monomerik anyonlarina (laktat ve glikolat) hidrolizi yoluyla in vivo bozunur. D-
Laktat, atilmadan 6nce daha fazla metabolize edilmezken, L-laktat, akcigerler yoluyla
atilan CO'ye doniistiiriiliir ve Krebs dongiisiine giren piruvata doniistiiriiliir. Ote
yandan glikolat, ya dogrudan bobrek sistemi yoluyla atilir ya da daha sonra glisin, serin
ve piruvata doniistiiriilen glioksilata oksitlenebilir. Ikincisi tekrar Krebs déngiisiine
girebilir ve CO2 ve H>O'ya metabolize edilir [99, 100]. Tipik olarak PLGA, LA ve
GA'nin katalize edilmis bir halka agma kopolimerizasyonu ile tretilir (Sekil 2.11)
[101]. PGA, suda ¢oziiniirligii diisiik ve fizyolojik kosullar altinda hizli bozunma orani
olan kristalin hidrofilik bir polimerdir. Aksine, PLA, diisiik mekanik mukavemete
sahip sert ve hidrofobik bir polimerdir. Her ikisinin de bir kopolimeri olarak PLGA,
polimerik icerigin, monomerlerinin kendine 6zgii 6zelliklerini miras alarak, LA / GA
oranina ve molekiiler agirligina dayali olarak, bozunma oranini giiglii bir sekilde
etkiler . Ornegin, LA / GA oraninda bir artisla, genel PLGA hidrofobikligi artar, bu da
daha diisiik bozunmaya ve dolayisiyla daha yavas ilag salim hizina yol agar [102].
Ayrica, polimerin nihai molekiil agirligi, elde edilen formiilasyonlarin
degradasyonunu ve ilag salim kinetigini de etkiler; yani, molekiiler agirhginda bir
azalma ile hem bozunma hem de ila¢ salim oranlar1 artar [103]. Akabinde, bozunma,
salim kinetigi ve molekiiler agirligt NP'lerin formiilasyonunun ayni zamanda
boyutuyla iligkilidir. Bunlar, PLGA NP'lerin terapétik performansi i¢in ¢ok dnemli
faktorlerdir.

Daha biiylik boyutlu formiilasyonlarin daha yiiksek ila¢ ylikleme potansiyeline

ragmen, daha diisiik bir nano boyut aralifina ulagmak, NP'lerin biyolojik engellerin

27



istesinden gelme ve hastalik bolgesine ulasma yetenegi i¢in esasen onemlidir. Artan
molekiiler agirlik ile, PLGA NP'lerin degradasyonu ve ilag salimi, sirasiyla% 95, 66,
50 ve 23"in 18. giiniinde fizyolojik kosullar altinda yiik salimz1 ile azalmistir. LA / GA
orani, bozunma siiresinin ve ila¢ salim hizinin uyarlanmasinda etkili bir parametredir.
GA igerigi ne kadar yiiksekse, ortaya ¢ikan bozulma orani o kadar hizlidir [103].
Bunun tersine ilag salimi, LA igerigindeki artisla uzar (LA / GA: 50/50, 75/25,
100/0'dan daha hizli salim kinetigi gostermistir) [104]. Bu nedenle, bu polimerik
Ozellikler ve bunlarin boyutlari, PLGA formiilasyonlarmin hidrofobikligini, ilag
yiikleme etkinligini ve farmakokinetik profilini uyarlamak i¢in 6nemlidir.

Kanser tedavisinin sonucunu etkileyen bir diger onemli faktér, PLGA NP'lerin
seklidir. Bugiline kadar, c¢ubuk- [105], igne [106] ve silindirik [107] NP'ler
sentezlenmis ve hiicresel alim, internalizasyon, biyolojik dagilim ve kan yar1 6mrii ile
ilgili en sik kullanilan kiiresel sekilli PLGA NP'lerle karsilastirilmistir. Ornegin, igne
seklindeki PLGA NP'ler, endotel hiicre membranlarin1 daha verimli bir sekilde gecer
ve siRNA'y1, kiiresel sekilli analoglarina kiyasla hiicresel sitoplazmaya (in vitro) iletir.
Allm mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilmamistir, ancak ii¢ olas1 Yyola
daraltilmistir: Endositoz, dogrudan uygulama ve / veya olasi zar bozulmasiyla birlikte
zar boliimil. Internalizasyon, kiiresel benzerliklerine kiyasla ii¢ kat artirilmis etki ile
%150 daha yiiksektir [106]. Bununla birlikte, igne seklindeki PLGA NP 6nemli 6lgiide
sitotoksisiteye neden olabilir. Endositozdan sonra igne seklindeki pargaciklar, lizozom
membranina zarar verebilecekleri lizozomlardadir ve bu sayede apoptoz sinyal
yollarini aktive eder ve sonunda hiicre apoptozunu indiikler [108].

PLGA NP'lerin 6zgiin ozelliklerinin yaninda, yiizey modifikasyonlar1 hedefleme
stratejisi, biyouyumluluk ve kandaki yar1 mrii agisindan énemli bir rol oynar. Ornegin
PEG (PEGilasyon) ile ylizey modifikasyonu, opsonizasyonu ve mononiikleer fagosit
sistemi tarafindan alimini Onleyerek artirilmis kan dolasimi siiresi ve gelistirilmis
farmakokinetik ile gizli bir partikiil veren formiilasyonun hidrofilikligini artirir [109].
Bununla birlikte, ayn1 nedenlerden otiirli, hedef hiicreler tarafindan hiicresel alim
(tedaviye bagli olarak zorunlu olabilir) da azaltilabilir ve bu partikiillerin hedefleme
yetenekleri, yiizeyin tam kimyasal bilesimine biiyiik dl¢iide baglhdir. Ornegin Khalil
ve ark. tek emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma teknigi ile PEGilasyonlu ve
PEGilasyonsuz kurkumin (CUR) yiikli PLGA NP'leri sentezlenmis ve her iKi
formiilasyonu da serbest ilagla karsilastirarak PEGilasyonun ilacin ve PLGA

partikiiliiniin farmakokinetik 6zelliklerini iyilestirebilecegini gostermistir.
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Sekil 2.11: PLGA nin molekiiler yapisi. X ve y, her birimin tekrarlama sayisini

gosterir (x = laktik asit birimi sayisi, y = glikolik asit birimi sayisi).

2.9 Yesil Kimya ve Metal Nano Partikiillerin Hazirlanmasi

Yesil nanoteknoloji, nanomalzemelerin iiretim ve uygulamasinin olumsuz etkilerini
azaltmak ve nanoteknoloji risklerini azaltmak i¢in miikemmel bir ¢dziimdiir [110].
Yesil kimya sektoriiniin esas yonii, tasarim veya iiretim ve kimyasal iirlinlerle ilgili
olarak tehlikeli madde kullanimini veya iiretimini diisiiren veya ortadan kaldiran bir
grup 6gelerin kullanilmasidir. Yesil nanoteknoloji, mevcut ¢evresel sorunlar1 ortadan
kaldirdig1 anlamina gelen kirliligi ortadan kaldirarak veya azaltarak nanomateryaller
veya lirlin tasarimi tizerinde girisimei bir etkiye sahiptir.

Metal nanopartikiiller (MNP'ler) ve metal oksit nanopartikiiller (MONP'ler) ¢cok sayida
alanda kullanilmaktadir. Yeni nano tabanli varliklar giicli bir sekilde iiretiliyor ve
endiistriyel ve imalat sektorlerini etkilemek icin giinliik kisisel bakim {iriinleri,
kozmetikler, ilaglar, ilag dagitimi ve giysilere dahil ediliyor, bu da nanomalzemelerin
ticarilestirilmesi ve nano destekli cihazin siirekli olarak biiyiiyecegi anlamina geliyor.
Yesil sentez ve geleneksel kimyasal sentez yontemleri gibi bir¢cok ydntemle
hazirlanabilirler. Bitkilerin biiyiik bir cogunlugu mikroorganizma ve enzimlere kiyasla
stirdiiriilebilir ve yenilenebilir 6zellik tagimaktadirlar, 151k enerjisinin neredeyse %
75'ini kimyasal enerjiye dontistiiriir, antioksidanlar ve seker gibi kimyasallar igerirler
ve nanopartikiillerin iretiminde temel rol oynarlar [111]. Bitkiler, MNP ve
MONP'lerin yesil sentezi i¢in ana fabrika olarak kabul edilmektedir ve simdiye dek
bunlar1 incelemek i¢in farkli bitki tirleri kullanilmistir, ancak bu hazirlig:
gerceklestirmek igin belirlenen kosullar dikkate alinmalidir. Indirgeyici bilesiklere
sahip bitkiler, soy metallerin sentezi i¢in tercih edilen segenektir. Altin (Au), glimiis
(Ag), platin (Pt) ve paladyum (Pd) gibi asil metaller ve bakir (Cu) ve nikel (Ni) gibi
diger metaller optik, elektronik, mekanik, manyetik ve kimyasal 6zellikler, farkl

teknolojik uygulamalara yol agar. Cok ¢esitli indirgeyici maddeye sahip bitkiler, soy
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MNP'lerin iiretimi i¢in uygun adaylardir. Daha yesil biyomalzemelerin {iretimi i¢in
miitkemmel kaynaklar bitkilerdir ve biyoteknoloji ve gen transferi gibi bir¢ok alanda
onemli ilerlemeler saglanmistir. Uretilen biyolojik nanomateryaller, ilag endiistrisinde
yeni ilag hazirlama, ila¢ tasima gibi harika bir uygulamaya sahiptir. Organik ¢oziictiler
ve kimyasal reaktifler, MNP'ler hazirlanmasinda kullanilmaz.

MNP'lerin ve MONP'lerin yesil sentezi, biyolojik sistemler kullanilarak yesil kimya
ilkelerine bagli olan alternatiflerden biri olarak kabul edilir [112]. MNP'lerin ve
MONP'lerin  yesil  sentezi  prokaryotik veya  Okaryotik  organizmalar
(mikroorganizmalari, bitkileri ve hayvanlari igeren) veya bunlarin pargalarini
kullanarak gergeklestirilir ve hiicre igi [113] veya hiicre dis1 olarak gerceklesebilir.
Bitkilerin birincil ve ikincil metabolitleri, Sekil 2.12'te gosterildigi gibi bir hedef metal
iyon azaltimi gergeklestirerek MNP'ler ve MONP'ler iiretmek icin kullanilir. MNP'ler
ve MONP'lerin hazirlanmasi ve 6zellikleri, sicaklik, pH ve reaktif konsantrasyonu gibi
farkli kosullarla ayarlanabilinir [111]. Bilim adamlari, MNP'lerin ve MONP'lerin yesil
sentezini gerceklestirmek icin bitkilerin organ / doku Oziitlerini veya biitiin
organizmalarin1 [114, 115] kullandilar (Sekil 2.12). Yapraklar, tohumlar, kabuklar,
kokler ve meyveler gibi cesitli bitki parcalari, farkli 6zelliklere sahip nano nesne
tiretimi igin bir fabrikadir [116] , ancak arastirmacilar 6zel fitokimyasal profili dikkate
almalidir. Metalik eslerinin varligt ve MNP'lerin ve MONP'lerin ylizeyinin
stabilizasyonu nedeniyle amino asitler, sitrik asit , flavonoidler , fenolik bilesikler
[117], terpenoidler, heterosiklik bilesikler [118], enzimler , peptidler, polisakkaritler ,
saponinler ve tanenler gibi primer bilesikler metal iyonlarinin indirgenmesinden

sorumludur.
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Sekil 2.12: Bitki 6zleri kullanilarak MNP sentezinin iki sematik 6zelligi [119]
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Sekil 2.13: Bitki ekstrelerindeki mevcut fitokimyasallar tarafindan indirgenen metal

iyonlarinin stabilize edici ajan tarafindan nanopartikiil hale getirilmesi [111].

Bitkilerin ¢ogu, 1s1k enerjisinin yaklasik % 75'ini glinesten alip kimyasal enerjiye
doniistiirme kabiliyetine sahip olduklar1 i¢in mikrop ve enzimlere kiyasla
stirdiiriilebilir ve yenilenebilir kaynak ozelliklerine sahiptir, bu da pahali {iretim
yontemleri gerektirir [120]. Ayrica bitkiler, antioksidanlar ve sekerler gibi kimyasallar

igerir ve nanopartikiillerin tiretiminde 6nemli rol oynarlar [121]. Proteinler ve
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karbonhidratlar, indirgeyici ajanlar olarak gorev yapan ve MNP'lerin olusumundan ve
metal iyonu indirgenmesinden sorumlu olan bitki 6zlerinin 6nemli bilesenleridir . Bitki
Ozlerindeki fonksiyonel amino gruplari ve proteinler, metal iyonunun indirgenmesinde
onemli bir rol oynar [108]. Huang vd.-C-0O-C- -C-0-,-C=C-ve-C=0 -
gibi alkaloidlerin, flavonlarin ve antrasenlerin fonksiyonel gruplarinin MNP sentezine
yardimet oldugunu tartismiglardir. Kesharwani vd. , metal iyonu indirgemesinin bitki
yapragi ekstraktinda bulunan kinonlar ve plastohidrokinon molekiilleri yardimiyla
gergeklestirilebilecegini 6ne siirmiis ve bu da hiicre dist MNP sentezinin bitkilerdeki
biyomolekiiller ve heterosiklik bilesikler tarafindan yapilabilecegini gostermektedir.
Bitkileri kullanarak MONP sentezinin tam vizyonu simdiye kadar tam olarak
anlagilmamis olsa da, bitkilerin fitokimyasallart MNP gibi MONP {iretimine yol
acmistir.

Ik olarak, bitki ekstresindeki fitokimyasallar metal indirgemesinden sorumludur.
Atmosferden veya bozunmus fitokimyasallardan {iretilen oksijen, indirgenmis metal
iyonlarint birbirine baglar. Elektrostatik c¢ekim, metal oksit iyonlarin1 birbirine
baglayacak ve nanopartikiillerin olusumuna yol agacaktir. Aralarinda agregasyonu
onleyen fitokimyasallarla stabilize edilirler. Stiperoksit-kaynakli Fenton reaksiyonu,
ROS’un [120] ana kaynagidir ve bitkilerin karboksil ve hidroksil gruplari ile fenolik
bilesikler tarafindan bastirilir.

Siirec asagidaki adimlarla 6zetlenebilir:

(1) Bakir, glimiis, altin, ¢inko, titanyum, demir ve nikel gibi metaller, fitokimyasallar
ile metal oksitlerin olugsmasina neden olur.

(2) Fitokimyasallar kullanilarak metal iyonlar1 biiyiime ve stabilizasyon asamalarindan
gececektir.

(3) Oksijen, fitokimyasallarin bozunmasi ile veya atmosfer tarafindan ve biiyiime ve
stabilizasyon asamalarindan once, Sekil 2.13'te belirtildigi gibi metal iyonuna
baglanacaktir, bu da MONP {iretim mekanizmasinin literatiirde agiklanan farklh

yontemlerle de yiirtitiilebilecegini agiklamaktadir [111].
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Sekil 2.14: Nanopartikiillerin yesil sentezi i¢in kaynak olarak bitkilerin sematik bir

i

gosterimi, nanopartikiillerin 6zellikleri ve biyomedikal uygulamalari (47).

Flavonoidler, MNP ve MONP sentezi i¢in temel bir ajan olarak kabul edilir.
Flavonoidler, bir grup fenolik bilesik olarak kabul edilen antosiyaninleri,
izoflavonoidleri, flavonolleri, kalkonlari, flavonlari ve flavanonlar1 [114] igerir.
Aglikonlar flavonoidlerin ana yapisidir. Benzen halkasinin varligi, flavonollerin,
flavanonlarin veya bunlarin hidro tiirevlerinin kategorize edilmesine dayanir. C2 - C3
cift bag1 ve 3-pozisyonundaki hidroksil grubu, favonolleri flavanonlardan ayirir [139].
I¢ mekanizma; flavonoidlerde keton karboksilik aside déniisiimii; karbonil gruplar
veya m-elektronlar [114] ile Fe?* Fe** Cu?*, Zn?" AIP* Cr3*, Pb?* ve Co?* gibi metal
iyonlarinin olusumuna yol agar. Kisaca flavonoidler; biiyiime, kiiresel yapilasma
(spherical) ve stabilizasyon yoluyla nanopartikiil tretmek i¢in selasyon ve
indirgemeden sorumludur. Flavonoidler igeren bitki yapragi oOzleri, diger
fitokimyasallara gore daha etkilidir, ¢linkii flavonoidler nano kompozisyon
toksisitesini azaltir ve stabilize edici bir ajan gorevi goriirler. Metal oksitlerden iiretilen
ROS, antioksidan aktiviteleri nedeniyle flavonoidler tarafindan azaltilabilir [151,152].
Flavonoidler hepatoprotektif [153], antikanser [154,155] ve antiviral [156 - 159]

ozelliklere sahiptir.
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2.9.1 Bakar (Cu* <> Cu?) Kompleksleri

Bakair, tiim yasam formlar1 boyunca korunan, yasam siireglerinde yer alan temel bir
mikro besindir. Bakirin, istemeden ROS’un {iretimine yol agabilen oksidasyon-
indirgeme (redoks) reaksiyonlarini katalize etme yetenegi, viicut i¢indeki bakirin siki
bir sekilde homeostatik diizenlenmesini gerektirir. Pek cok kanser tiirii, artmis
intratiimoral bakir ve / veya degismis sistemik bakir dagilimi sergiler. Bakirin biiyiime,
anjiyogenez ve metastaz dahil olmak iizere tiimor ilerlemesinin birgok yonii igin
sinirlayict bir faktor olarak hizmet ettiginin anlasilmasi, bu siire¢leri inhibe etmek i¢in
terapiler olarak bakira 0zgii selatorlerin gelistirilmesine yol agmistir. Baska bir
terapotik yaklasim, hiicre i¢i bakir seviyelerini artirmak i¢in hiicrelere bakir veren
spesifik iyonoforlari kullanir [122]. Hiicre i¢i bakir zorla arttirildiginda normal ve
kanserli hiicreler arasindaki terapotik pencere, antikanser ozelliklere sahip bakir-
iyonoforlarin gelistirilmesinin temelidir. Ayrica su anda kemoterapi olarak kullanilan
koordinasyon komplekslerinde platinin  yerine bakirin  kullanilmas1  da
arastirilmaktadir . Platin temelli ilaglarla karsilagtirildiginda, umut verici bakir uyumlu
kompleksler, normal hiicrelere kars1 daha az toksisite ile daha gii¢lii antikanser ajanlari
olabilir ve tekrarlayan platin tedavisi ile iligkili kemo-direnci potansiyel olarak
atlatabilirler.

Farelerde bakirin kanser gelisimi {izerindeki etkisini arastiran g¢alismalar geliskili
sonuclar vermistir. Uzun siire 6nce, 10 giin boyunca kolloidal bir ¢ozelti seklinde
giinliik olarak uygulanan bakirin (0.75 mg) fare karsinom modelinde kanser
biiyiimesini geciktirebildigi gosterilmistir. Ek olarak, 26 hafta boyunca subkutan
enjeksiyonla uygulanan bakir asetat (haftada kg basma 2 mg), sicanlarda kimyasal
(dimetilnitrozamin) indiiksiyonunun neden oldugu karaciger karsinojenezinin
baglamasini 6nemli 6l¢lide azaltmistir. Bu bulgular, oral gavaj yoluyla giinliik olarak
uygulanan bakirin (CuSOa4) (14 hafta boyunca 42.6 mgkg?), kimyasal olarak
indiiklenen bir sigan modelinde meme tiimoriintin biiylimesini arttirdig1 yeni bir
caligma ile tam olarak tezat olusturmaktadir [123]. Benzer sekilde, pankreas adacik
hiicresi karsinomu (RIP1-Tag2 modeli) gelistirmek i¢in genetik olarak tasarlanmis
farelerin igme suyuna 20 mM bakir (CuSOgs) eklenmesi kanser biiytimesini
hizlandirmistir[124]. BRAFY®%%F kaynakli akciger kanseri tasiyan farelerde , yiiksek
seviyelerde bakir (125 mM CuSOg) ile desteklenmis i¢me suyu saglandiginda da

hizlanmis kanser biiylimesi gozlenmistir [125].
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Bakirin anjiyogenez, kanser biiyiimesi ve metastazi desteklediginin farkina
varilmasiyla birlikte kotli huylu dokulardaki yiiksek bakir, antikanser tedavileri i¢in
bakir  koordinasyon  bilesiklerinin  gelistirilmesine  yol  acmustir.  Bakar
biyoyararlanimin1 azaltmak i¢in bakir selatlama, birden fazla kanser tiirii igin
anjiyogenezi inhibe etme stratejisi olarak klinik calismalarda arastirilmistir ve
arastirilmaya devam etmektedir (6rn., Clinicaltrials.gov id # NCT00003751,
NCT00176800, NCT01837329, NCT02068079, NCT00405574) . Tanim geregi, bakir
selatorler bakir iyonlarini viicuttan uzaklastirir ve bu nedenle terapdtik 6nermeleri,
kanser ilerlemesini sinirlamak i¢in bakira bagl habis siirecleri engeller [122]. Hiicre
ici bakir seviyelerini yiikselten bakir-iyonoforlar ve dogrudan sitotoksik etkiler
uygulayan diger bakir kompleksleri, ayni zamanda yogun aragtirma ve klinik
caligmalarin odak noktasidir. Bu bilesikler mekanik olarak bakir selatérlerinden
farklidir ve bakirin ¢ikarilmasi yerine hiicre i¢i bakir seviyelerini yiikseltir ve / veya
yeniden dagitir.

W copper
bicavailability

Inhibition of
cell proliferation

VVEGF, FGF2 \J1 ¢
“ IL-1q, IL-6, IL-8

Inhibition of <
angiogenesis

Apoptosis

0.
¥/ copper Caspase inhibition
lonophore % » bioava"abimy_‘omam stress ¢

P w UPR

Sekil 2.15: Kanser hiicrelerini hedef alan bakir koordinasyon bilesikleri. Selatorler
bakira el koyarak, anjiyogenez, metastaz ve timor biiylimesini i¢in kullanilamaz
hale getirir. Buna karsilik, iyonoforlar, hiicrelere bakir girisini kolaylastirir ve
genellikle biyolojik olarak kullanilabilir hiicre i¢i bakir saglar. Farkli bakir

koordinasyon bilesikleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak iizere, proteazom
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inhibisyonu, ROS iiretimi, DNA etkilesimleri, topoizomeraz inhibisyonu, paraptoz

ve apoptoz dahil olmak {izere atfedilen sayisiz antikanser aktivitesi vardir. ( COX =
sitokrom c oksidaz, Ctrl = bakir tasiyic1 1, FGF2 = fibroblast biiytime faktorii 2, IL-

la = interlokin-1a, LOX = lisil oksidaz, MEK1 / 2 = mitojenle aktive olan protein
kinaz, NF-kB = niikleer faktor-kappa B, UPR = katlanmamis protein yaniti, VEGF =

vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, XIAP =X'e bagli apoptoz inhibitorii ) [122].

Sisplatin ve karboplatin gibi platin bazli terapotiklerin g¢esitli kanser tiirleri i¢in
tedavilerdeki basaris1 yan etkileri azaltmak ve kemo direncin iistesinden gelmek
amaciyla DNA'y1 hedefleyen baska metal koordinasyon bilesiklerinin gelistirilmesine
yol agmistir. Bu amagla, birgok bakir koordinasyon bilesigi sinifi in vitro olarak
tasarlanmis ve karakterize edilmistir, ancak klinik Oncesi hayvan modellerinde
yalnizca birka¢i degerlendirilmistir [126, 127]. Platin bazli terapétikler, etkilerini,
transkripsiyon igin gerekli proteinlerin baglanmasina miidahale eden bitisik DNA
bazlar1 {izerindeki nitrojenlere baglanarak gosterir. Son zamanlarda, bir grup
arastirmaci, niikleazlar gibi metaloenzimler i¢in aktif bolgeler saglayan DNA
omurgasindaki iki komsu fosfati hedefleyen iki bakir merkez igeren yeni kompleksler
gelistirmislerdir [128]. Bakir iceren bu bilesikler, DNA sentezini inhibe eder ve
sisplatinden ¢ok daha yiiksek etkili ¢oklu kanser hiicre tiplerinin hiicre Sliimiini
indiikler. Sisplatin ile gézlenen kemorezistenin listesinden gelmek i¢in ¢aba sarf eden
Pivetta ve arkadaslar1 (2015), sisplatin ile ikili kombinasyonda kullanilan bir veya iki
1,10-fenatrolin molekiilii igeren 1i¢ bakir koordinasyon bilesiginin etkisini
degerlendirmistir [129]. Kombinasyon terapisinde sisplatine direngli oldugu belirlenen
hiicrelere kars1 bile net bir sinerjistik etki gozlenmistir. Tesvik edici olan da,
kombinasyon halinde uygulandiginda her ilacin tek ajan olarak kullanildiklarina
kiyasla daha diisiik bir dozda kullanilabilinmesidir.

Alkol bagimhiligini tedavi etmek i¢in kullanilan distilfiramin (DSF), cesitli malign
tiimdrlerde anti-kanser etkileri oldugu bir¢ok klinik olmayan ¢alismada bildirilmis ve
meme kanseri hastalar1 igin klinik denemeler yapilmistir [10]. Son zamanlarda, DSF
bir antikanser ajan olarak yeniden tasarlanarak bakir iyonlartyla (Cu?)
birlestirildiginde miikemmel antikanser aktivite gostermistir [130]. Elde edilen
veriler, DSF'nin in vitro sitotoksisitesinin bakira bagl oldugunu gostermektedir [4, 9].
DSF ve bakir reaksiyonu, ROS olusturur. DSF / Cu'nun, niikleer protein lokalizasyon
4 (NPL4) proteinini hedefleyerek proteazom / poli-Ub protein degredasyon
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basamaklarini inhibe ettigi gosterilmistir. DSF / Cu ayrica kanser kok hiicrelerini
inhibe edebilir [131] ve direngli kanseri, P-gp'yi inhibe ederek kemoterapi ilaglarina
duyarli hale getirebilir. DSF / bakirin antikanser aktivitesi biiylik olglide aktif
metabolit olan bakir dietilditiokarbamat (Cu (DDC) 2) olusumuna baglidir.

Serumda, DSF, iki dietilditiokarbamat (DDC) molekiilii olusturmak igin hizla
indirgenir. DDC, baslica bakir (II) (Cu) ve ¢inko [132-134] olmak iizere iki degerlikli
gecis metal iyonlarinin ¢ok giiglii bir selatortidiir. Elde edilen veriler, DSF'nin in vitro
sitotoksisitesinin bakira bagl oldugunu gostermektedir [134] . Bakir destegi olmayan
serumsuz ortamda DS, kanser hiicre dizilerindeki sitotoksisitesini tamamen kaybeder.
Cu, redoks reaksiyonlarinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. DDC, Cu ile temas ettiginde,
aralarindaki kenetleme reaksiyonu, DNA, protein ve lipidlere zarar veren ve kanser
hiicresi 6liimiine yol agan ROS [135] olusumunu tetikler. ROS, yiiksek kimyasal
reaktiviteleri nedeniyle ¢cok kisa dmiirlii son derece gegici tiirlerdir ve dokularda ancak
cok kisa mesafelere niifuz edebilir . Kanser hiicrelerini hedeflemek i¢in, DSF ve Cu
reaksiyonu kanser hiicrelerinin i¢inde veya yakininda gergeklesmelidir.

DDC ve Cu reaksiyonundan iiretilen ROS' a ek olarak, DDC ve Cu reaksiyonundan
tiiretilen son tirtin olan bio (N, Ndiethyldithiocarbamato) bakir (II) (Cu-DDC), kanser
hiicrelerinde de sitotoksiktir. DSF / Cu ayrica kanser kok hiicrelerini inhibe edebilir ve
direncli kanseri, P-gp'yi inhibe ederek kemoterapi ilaglarina duyarli hale getirebilir.
Bu nedenle, 6nceden olusturulmus Cu (DDC)2 kompleksi uygulanmasinin, daha
yuksek aktif ila¢ konsantrasyonlar1 ve daha 1yi antikanser etkinligi elde etmek i¢in
daha etkili bir yaklasim olmasi beklenmektedir. Cu (DDC)2'nin suda diisiik
¢ozlnlirliigli nedeniyle, Cu (DDC). ¢oziiniirliigiinii arttirmak ve bdylece onu klinik
kullanim i¢in kabul edilebilir hale getirmek i¢in tasarlanmis bir formiilasyon
gelistirmeye biiyiik ihtiyag vardir [136]. Cu (DDC)2 ‘nin iletilmesi i¢in nanoteknoloji
tabanli  yaklasimlar  kullanilmistir.  Onceki  calismalarda, Cu(DDC)2' nin
nanopartikiillere (NP'ler) dogrudan ytiklenmesi (Sekil 2.16) sadece diisiik ilag ylikleme
etkinligi ve diisiik ila¢ konsantrasyonu saglamistir. Yakin zamanda, enjekte edilebilir
bir Cu (DDC). formiilasyonu hazirlamak i¢in Metaplex teknolojisi veya PRCosomes
gelistirilmistir [137]. Bu ¢igir acan teknoloji lipozomlari, lipozomlarin hidrofilik
cekirdegi igindeki bakir iyonlarindan (Cu®) ve dietilditiokarbamattan (DDC—) Cu
(DDC)2 NP'leri sentezlemek igin bir nano-Ol¢ekleme kabi olarak kullanilmistir.
Olusturulan Cu (DDC)2 NP'ler lipozomlarin i¢ine dahil edilerek lipozom membranlar

tarafindan stabilize edilmistir.
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' pDC- 6’ PLAPEG [ cu* * PEG-PLA/Cu(DDC),

Sekil 2.16: SMILE Yo6ntemi ile Cu (DDC)2 NP'nin Hazirlanmasi [10].

Nanoteknoloji alani, modern malzeme bilimindeki en aktif arastirma alanlarindan
biridir. En az bir boyutta boyu yaklasik 1 nm'den 100 nm'ye kadar uzanan boyuta
sahip parcaciklar olarak adlandirilan nanopartikiiller, boyut, dagilim ve morfoloji gibi
belirli 6zelliklere dayali olarak tamamen yeni veya gelistirilmis 6zellikler sergiler.
Nano 6l¢ekli malzemelerin ve yapilarin uygulanmasi, nanobilim ve nanoteknolojinin
gelismekte olan bir alanidir. Nanopartikiiller, giines enerjisi dontisiimil, kataliz, ilag ve
su aritma alanlarindaki teknolojik ve ¢evresel zorluklara ¢oziimler saglar. Ozellikle
bakir nanopartikiiller, makro 6l¢ekte benzerlerine kiyasla siklikla benzersiz ve dnemli
oOlclide degistirilmis fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler sergiledikleri i¢in biiyiik
onem kazanmigtir [138]. Bakir nanopartikiiller, benzersiz fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ve diisiik maliyetli hazirliklar1 nedeniyle son zamanlarda biiytik ilgi
gormiistiir. Bakir nanopartikiillerin 1s1 transfer sistemleri , siiper gii¢lii malzemeler ,
sensorler ve katalizorler gibi ¢esitli uygulamalar1 vardir. Antimikrobiyal aktivite,
dezenfekte etme Ozelligi ve matrise bagli partikiiller olarak stabilite gibi diger
ozellikleri, hastane ekipmanlarim1 kaplamak i¢in duvar boyalarinda ve sivalarda
kullanim i¢in daha fazla kullanilabilir. Bakir nanopartikiillerin  sentezi,
nanoteknolojide akademik ve daha da dnemlisi uygulama arastirmalarinin aktif bir
alanidir.

Caligmalarda, hem indirgeyici hem de stabilize edici ajan olarak islev goren dogal
mevcut tibbi bitkilerin ektraksiyonlar1 kullanilarak altin nanokonjugatlarin sentezi i¢in
yesil kimya yaklasimina basvurulmaktadir. Bununla birlikte, nanokonjugatlar,

bitkilerin ekstraktlarinda anti-kanser ilaglarinin (6rnegin flavonlar ve polifenoller)
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varligina bagli olarak kanser hiicrelerine karsi sitotoksiktir. Sonuglar, in situ
biyosentezlenmis nanokonjugat bazli ilag verme sistemlerinin kanser tedavisi ve diger
biyomedikal uygulamalara yonelik gelecekteki terapotik uygulamasini tamamen

desteklemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec¢

3.1.1 Cihazlar

Tezde kullanilan cihazlar asagidaki verilmistir.

Cihaz Ad1
In Vivo Goriintilleme Sistemi (IVIS)
Hiicre Kiiltiirti Kabini (Class II)
Karbondioksit Inkiibatorii
Multiplaka Okuyucu
Sogutmal1 Santrifiij

Derin Dondurucu (-20°C / -80°C)

Buzdolabi (-4)
Hassas Terazi
Deiyoize su cihazi
Vorteks
Otomotik Pipetler
Manyetik Karistirici
Sicak su banyosu
Buz makinasi

Marka
Perkin Elmer
Safe Fast Classic Faster Air
ESCO - Panasonic
Thermo Varioskan
Hermle
Ugur / Haier

Ugur
Mettler Toledo
Sartorius Stedim
Stuart
Eppendorf
Biocote, Stuart CB162
Hellma Analytics
Maestrogen Inc

Liyofilizator
Diferansiyel taramali kalorimetri
5 ml tek kullanimlik kiivet
Dinamik Isik Tarama Modeli
96 kuyucuklu diiz tabanl polistiren doku
kiiltiirti plakalar:
4T1 (ATCC® CRL-2539 ™) hiicre hatt1

LABCONCO FreeZone. 25 plus
DSC 250 TA Instruments Inc.
Sartorius stedim Biotech
Zetasizer Nano ZSP (Malvern Instruments

ATCC (American Type Culture Collection)

FT-IR Bruker alpha

Tablo.3.1 Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar.

3.1.2 Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kat1 ve s1vi kimyasal maddeler agagida belirtilmistir.
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Kimyasal Adi Marka

Poli (D,L-laktik-ko-glikolik) asit Sigma-Aldrich
(PLGA) (50:50, mol wt 30,000-60,00);
FITC isaretli PLGA PHOSPHOREX 25221
Epigallokatesin Chem Faces, No.:.CFN97549
Copper (I1) Sulfate Pentahyd Merck. 102790
Aseton Merck,

Trizma baz T1503- sigma Lot # SLBN7135V
Trikloroasetik asit Sigma
Sulfirhoradamin B Sigma

Asetik asit Sigma-Aldrich Lot # SZBD2130V

Dimetil sulfoxide (DMSO) Sigma Lot #SHBC3313V
Trypsin-EDTA Gibco-Invitogen, USA, Lot # 1697439
Phosphate Buffered Saline, Gibco-Invitogen, USA ,Lot#20031084R
20031084R

Tablo 3.2: Tez ¢alismasinda kullanilan kat1 ve s1vi kimyasal maddeler.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitki Yapraklarimin Toplanmasi

Camellia sinensis (yesil ¢ay) yapraklari, Dogu Karadeniz Bolgesi, Rize’den son
stirim toplama vakti olan Eyliil ay1 gibi toplanmistir. Toplanan yapraklar sikica
paketlenerek ardindan laboratuvara aktarilmstir. Daha sonra iki kez distile su ile
yikanmis ve iki hafta boyunca oda sicakliginda karanlik halde tutulmustur. Kurutulan

yapraklar, blender kullanilarak toz haline getirilmistir.

3.2.2 Bitki Yaprag Ekstraktinin Hazirlanmasi

Camellia sinensis yapraginin tozu 5 gr tartilarak 100 ml distile su i¢erisinde 50° C ‘de
20 dakika siireyle kaynatilmistir. Ekstrakt, Whatmann No1 filtre Kagidu ile filtre edilir.
Siiziintii, daha sonra kullanilmak {izere 4 © C'nin altinda siki bir sizdirmaz paket i¢inde

saklanmustir.
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3.2.3 Bakir Nanopartikiillerin Sentezi

20 ml Camellia sinensis ekstresi reaksiyon icin 80ml 1mM CuSOs karisima
eklenmistir. Blank, 20ml Camellia sinensis ekstresine 80ml distile su ilave edilerek
hazirlanmistir (Sekil.3.1). Cu* indirgenmesi , acik renkten koyu renge dogru renk
degisimi ile olmustur. Gece boyu bekletilen karisim, ertesi giin 10.000 rpm, 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijleme ile slipernatant ¢okelek’ten armdirilmistir.

Cokelek nano bakirin kendisidir.

Sekil.3.1 Bakir nanopartikiillerin sentezi acik renkten koyu renge dogru kendini

gosterir.

3.2.4 FITC isaretli PLGA nanomisellerin hazirlanmasi ve Epigallokatesinin

yiiklenmesi

PLGA nano partikiilleri yag-su emiilsiyon yontemi ile hazirlanmistir. Kararh
ve tek dagilimh bir formiilasyona yol acabilecek optimize edilmis
epigallokatesin miktarim1 bulmak icin farkh miktarlarda epigallokatesin
kullamlmistir. 50 mg PLGA-2,5 mg FITC ve 15 mg epigallokatesin ayr1 ayri
2,5ml asetonda ¢oziinmiistiir. PLGA ve epigallokatesin ¢ozeltileri karistirilip,
0,05 mP’lik nano enjektorlerle 19 ml su ve siirfaktan olarak 1 ml 0.05 (v/v)
homojenize T80 (polyoxyethylene-polyoxypropylene) (F68; w/v) iceren 20 mI’lik
suya damlatilmistir. Tween 80 kullanim amaci suyun yiizey gerilimini

azaltarak sulu ortama verilecek PLGA’nin daha rahat niifuz etmesini
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saglamaktir. Ayrica amfifilik o6zellige sahip PLGA’nin acik zincir halinde
daha uzun siire kalmasina yardimeci olacaktir. Agregat olusumunu engellemek
veya istenilen partikiil boyutunu yakalayabilmek i¢cin ¢ozeltiyi yavasca ve Kiigiik
hacimli enjektorle eklemek 6nemlidir. 12 saat (veya daha uzun) aseton tamamen
ucuncaya kadar, genis beherde magnetik karistiricida 250 rpm’de
karistirllmistir. Bu esnada, aseton icinde molekiiler seviyede olan polimerik
tasiyici, asetonun u¢masiyla sulu ortamda toplanarak kiirecik olusturacak ve
molekiiler seviyedeki saf bilesigi ve nano bakiri icinde tuzaga diisiirecektir.
NP’leri iceren sonug siispansiyon distile su ile 20 ml'ye tamamlanmistir ve daha
sonraki degerlendirmeler icin 25 ° C'de tutulmustur [139]. Dinamik Isik
Sacilmasi (DLS), birkag¢ giin icinde ¢okelmeyi kontrol etmenin yani sira
cozeltilerde herhangi bir agrega olup olmadigin1 kontrol etmek i¢in

kullanilmastir.

3.2.5 FITC-PLGA- EGC-Nano Cu birlesimi

PLGA-EGC iiretimi sirasinda nano-Cu, 19 ml su ve siirfaktan olarak 1 ml 0.05 (v /v)
homojenize T80 (polyoxyethylene-polyoxypropylene) (F68; wi/v) igeren 20 ml’lik
suya eklenerek, PLGA-EGC nano-tasiyicinin iginde tuzaga diiserken, Cu

nanopartikiilerinin de onlarla birlikte tuzaga diismesi saglanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Floresans 6zellikli FITC yiikli formiilasyonlar nanopartikiillerin olugsmast
i¢in aseton tamamen uguncaya kadar bir gece boyunca genis beherde magnetik

karistiricida 250 rpm’de karistirilmistir.

3.2.6 Dondurarak kurutma

Endiistriye bir formiilasyon getirilmesi durumunda, malzemenin saklama yontemini
vurgulamak onemlidir. Dondurarak kurutma, malzemeyi dondurarak ve ardindan
donmus suyun dogrudan kati fazdan gaz fazina siiblimlesmesini saglamak icin
cevredeki basinc diigiirerek ¢alisan bir dehidrasyon islemidir [140]. Formiilasyonlar,
gece boyunca vakum altinda kurutulmak {izere Liyofilizaztore yerlestirilmeden dnce
gece boyunca -80 ° C'de dondurulmustur [141]. Suyu ugurulmus toz madde edilmesi,
DSC, FTIR cihazlarinda karakterize edilmesi maksadiyla liyofilizatore konulmustur.
Numuneler 0.407 Bar, -118F sicakliginda 24 saat liyofilizatérde kalmistir. Liyofilize

numuneler 4-8 hafta siiresince buzdolabinda (-20° C) tutulur.
3.2.7 Dinamik isik sa¢ilimi kullanarak formiilasyonun karakterizasyonu

3.2.7.1 Dinamik 11k dagilimi (DLS) boyutu

Dinamik 151k sagilimi, partikiillerin boyutu, sekli ve esnekligi hakkinda bilgi
saglamanin yam sira, partikiil ve ¢evresi arasindaki etkilesimler hakkinda fikir verir
[140]. Nanopartikiillerin partikiil boyutu tek kullanimlik kiivetle lazer sagan 1sikla
Zetasizer Nano ZSP'yi kullanarak 6l¢iilmiistiir. (Malvern Instruments Ltd, Malvern,
Birlesik Krallik) Olgiim y&ntemi olarak belirli standartlar girilmektedir. Numunenin

tiiri polimer, her bir kiivet i¢in 25 © C'de, 5 okuma 3’er dakika seklindedir.
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3.2.8 Diferansiyel taramah kalorimetri (DSC) kullamlarak formiilasyonun

karakterizasyonu

DSC, bir numunenin ve referansin sicakligini artirmak i¢in gereken 1s1 miktarindaki
farkin sicakligin bir fonksiyonu olarak 6l¢iildiigii termoanalitik bir tekniktir. Hem
numune hem de referans, deney boyunca neredeyse ayni sicaklikta tutulur. Genel
olarak, bir DSC analizi i¢in sicaklik programi, numune tutucu sicakliglr zamanin bir
fonksiyonu olarak dogrusal olarak artacak sekilde tasarlanmistir. Referans numune,
taranacak sicaklik aralig1 iizerinde iyi tanimlanmis bir 1s1 kapasitesine sahip olmalidir.
DSC, biyomakromolekiillerin termodinamik 6zelliklerini incelemek i¢in saglam bir
teknik olarak bilinir. Proteinler, poliniikleotidler ve lipid diizeneklerinde agilma veya
faz gecislerini izleme yetenegi, yalnizca bu 6nemli molekiiller i¢in termodinamik
stabilite hakkinda veri saglamaz, ayni zamanda agilma siireclerinin ayrintilarini
incelemeyi ve biyopolimerlerin erimesine dahil olan ara durumlarin 6zelliklerini analiz
etmeyi mimkiin kilmistir [142]. En iyi sekilde, nanopartikiil bilesenlerinin iliskisinin
incelenmesi sulu sistemde misel formunda yapilmalidir. Bununla birlikte, PBS tuzlari
ve en Onemlisi suyun kendisi de dahil olmak tizere sistem bilesenleri, toplam sistem
kiitlesinin ¢ok yliksek bir oranini kaplar ve ilag ve tasiyict miktarini nispeten diisiik
birakir. Bu yiizden sulu sistemde onemli ve iyi pikler gozlemlemek zordur. Bu
zorlugun Ustesinden gelmek ve liyofilizasyondan sonra formiilasyonun stabil oldugu
gosterildiginden, liyofilize formiilasyonlarin, ilagsiz formiilasyonlarin ve diger
bilesenlerin DSC'si, 5°C / dakika hizinda DSC 250 TA tipi diferansiyel taramali

kalorimetre diisiik dinamik nitrojen (20 ml / dakika) kullanilarak 6l¢iilmiistiir .

3.2.9 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) kullanilarak

formiilasyonun karakterizasyonu

PLGA, nano bakir ve epigallokatesin etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in FTIR c¢aligmasi
yapilmistir. Epigallokatesin iceren ve icermeyen her bilesenin ve formiilasyonun IR
spektrumlari elde edilmis ve karsilastirilmistir. Ornekler direkt eklenmis ve 6l¢iimler
oda sicakliginda 400 ile 4000 cm™ arasinda 25 tarama ile yapilmistir. Kizilétesi (IR)
spektroskopisi, organik veya inorganik bilesliklerin karakterize edilmesinde kullanilan
bir aractir [143]. IR spektrumu, maddeyi olusturan atomlar arasindaki baglarin
titresimiyle olusan frekanslarna karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile 6rnegin parmak

izini gostermektedir [144]. Her maddenin kendine has bir spektrumu vardir. Bunun tek
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istisnas1 optik izomerlerdir. Organik madde spektrumlarmin 6zellikle de 2000 cm™ den
sonra gelen kismi1 daha ayrintilidir. Bu bolgeye parmak izi bolgesi denir ve spektrumu
iki kat genisleterek alinir. Bdylece madde hakkynda daha ayrintili bilgi elde
edinilmektedir. Veri, farkli molekiiler baglardan kaynaklanan farkli titresim
frekanslarint temsil eder. Yiizey alani nanopartikiillerin yilizey 6zelliklerinin ¢ok
biiyiik bir rol oynadigi ve ayrintili olarak anlasilmasi gerektigi anlamina gelir.
Nanopartikiillerin teknolojideki potansiyelini artirmak istiyorsak bu énemlidir. Buna
ek olarak, nanopartikiil yiizeyinin islevsellestirilmesi ve kontrol edilmesi de dnemlidir
clinkii bu, arastirmacilarin 6zelliklerini belirli uygulamalar icin 6zellestirmelerine
olanak tanir. Fourier dontisiimii kiziltesi (FT-IR) spektroskopisi, bir dizi avantaj
saglayan bir yontemdir. FT-IR spektroskopisi, ilgili kimyasal baglarin titresim
frekanslarin1 Olgerek, sistemde bulunan farkli fonksiyonel gruplara iligkin degerli
bilgiler saglar. FTIR, fonksiyonel gruplarin nanopartikiiller iizerindeki ylizey
adsorpsiyonunu arastirmak i¢in arayiizlerin yerinde analizini saglar [145].
Molekiillerin titresim uyarma enerjisi, kizildtesi radyasyona karsilik gelen 103-1024
Hz araligindadir [146]. Bu, IR spektroskopisinin nanopartikiil yilizeylerine uyum
saglamig, kendiliginden birlesmis fonksiyonel gruplarin titresim gegislerini
gozlemlemek igin kullanilabilecegi ve hem nicel hem de nitel analizlerin
gerceklestirilebilecegi anlamina gelir. Kullanicilar bu teknikle elde edilen molekiiler
verilerle, nanopartikiillerin yiizeyinde kendi kendine bir araya gelen diizenleyici
fonksiyonel gruplarin yapisal ve konformasyonel degisiklikleri saptamalarini saglar .
FTIR spektroskopisi, UV-Vis ve NMR spektroskopisine ¢ok iyi bir tamamlayic1 olarak
hizmet edebilir ve cogu analitik yontem gibi, diger tekniklerle birlestirildiginde en iyi

sonucu Verir.

3.2.10 Nanopartikiillerin 4T-1 iizerindeki antikanser etkisinin arastirilmasi

Bu deneyde, epigallokatesin (EGC), nano bakir (Cu), PLGA, PLGA-EGC, PLGA-
EGC-Cu, nanopartikiilleri 4T-1 insan meme kanseri hiicre hattina kars1 antikanser
aktivitesi incelenmistir. 4T1, BALB / ¢ fare susunun meme bezi dokusundan tiiretilen
bir meme kanseri hiicre soyudur [158]. 4T1 hiicreleri epitelyaldir ve 6-tiyoguanine
direnclidir [158]. Klinik 6ncesi arastirmalarda, 4T1 hiicreleri akciger, karaciger, lenf

diiglimleri, beyin ve kemige metastaz yapabildikleri i¢cin meme kanseri metastazini
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incelemek i¢in kullanilmistir [ 159]. Hiicrelerin canli dokularda oldukga agresif oldugu

bilinmektedir [160].

3.2.10.1 Hiicre Hazirlama

Hiicreler ¢oziinmesi igin 37° C'de su banyosuna yerlestirilmistir. C6ziindiikten sonra
icerik, 5 ml taze medium igeren steril santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Hiicreler, toksik
DMSO'yu uzaklagtirmak i¢in santrifiijlenmistir. Hiicreler, santrifiijlemeden sonra taze
ortamda siispanse edilmistir. Hiicreler,% 60-70 oraninda biiyiitiiliip, bu noktada ortam
degistirilerek hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler daha sonra iki kez PBS (10-
20 mi) ile yikanmistir. Daha sonra 2 ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 37° C'de 5
dakika inkiibe edilmistir. Hiicreler, ayrildiklarinda ¢ozelti i¢inde yuvarlak ve ylizer
goriintim almisglardir. Tek bir hiicre siispansiyonu elde edildiginde, ortam hacmi olarak
10 kat tripsin eklenmistir. Hiicre slispansiyonu, steril bir 15 ml konik santrifiij tlipline
aktarilarak, hiicreler, oda sicakliginda santrifiijde 1500 rpm'de 5 dakika siireyle
dondiiriilmiistiir. Stipernatant atilmis ve pellet alinmistir. Hiicreler, 1 ml taze ortam
icinde yeniden siispanse edilmis ve vortekslenmistir. Bir hemositometre kullanilarak
hiicre sayisin1 saymak icin vortekslenmis hiicre ¢ozeltisinden 15 ul alinmistir. Hiicre

konsantrasyonu, 90 ul medium i¢inde 1x104 hiicrelik konsantrasyonuna ayarlanmistir.

3.2.10.2 Hiicre kiiltiira

96 kuyucuklu plakalara 90 ul ortam uygulanmistir. Optimize edilmis formiilasyon ve
seyreltilmis formlar1 hazirlanmistir. Cozeltilerin seyreltilmesi, dort ardisik ¢ozeltide
konsantrasyon %50 azaltilarak gergeklestirilmistir. Paklitaksel en yiiksek
konsantrasyonlarinda kontrol olarak kullanilmistir. Olgiimler 24, 48 ve 72 saatlerde

yapilmis ve her biri 3 kez tekrarlanmustir.

3.2.10.3 Yar1 Maksimal Inhibitér Konsantrasyonunun (IC50) Belirlenmesi

Tiim numuneler 96 kuyucuklu plakalarda ticlii tekrar seklinde 10 ul uygulanmis ve 90
ul 4T-1 hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra hiicreler,
100ul / kuyucuk soguk % 20 (w / v) trikloroasetik asit ilave edilerek sabitlenmis,
4°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. Siipernatanlar ¢ikarilmis ve kuyucuklar soguk
distile su ile yikanip geker ocakta kurutulmustur. Hiicreler daha sonra % 1 asetik asit

icinde % 0.4 (w / v) siilforhodamin B ile her bir kuyucuga 100 ul konularak boyanmis
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ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra fazla boya 5 kez
% 1 asetik asit ile yikanmis ve kuyucuklar ¢eker ocakta kurutulmustur. Baglanmis
boya 200 ul / kuyucuk tris bazt (10 mm) ile pH 10'da 5 dakika siireyle
¢ozindirilmistir. Optik yogunluk, ELISA kuyucuk okuyucu [187], [188]

kullanilarak 515 nm'de 6l¢tilmiistiir.

3.2.10.4 Sitotoksisite Taramasi icin Sulforhodamine B Kolorimetrik Test

Sulforhodamine B (SRB) deneyi, hiicresel protein igeriginin dlglimiine dayali olarak
hiicre yogunlugunun belirlenmesi ic¢in kullanilir. Burada tarif edilen yoOntem,
bilesiklerin 96 kuyucuklu bir formatta yapisan hiicrelere toksisite taramasi i¢in
optimize edilmistir. Bir inkiibasyon siiresinden sonra, hiicre % 10 (agirlik / hacim)
trikloroasetik asit ile sabitlenir ve 30 dakika boyanir, ardindan fazla boya, tekrar tekrar
% 1 (hacim / hacim) asetik asit ile yikanarak ¢ikarilir. Proteine bagli boya, bir
mikroplaka okuyucu kullanilarak 510 nm'de optik yogunluk (OD) belirlemesi igin 10
mM Tris baz soliisyonunda ¢oziindiiriiliir. Sonuglar, 20 kat hiicre sayis1 araliginda
dogrusaldir ve duyarlilik, florometrik yontemlerle karsilastirilabilir. Y6ntem, yalnizca
birkag giin i¢inde ¢ok sayida numunenin test edilmesine izin vermekle kalmaz, ayni

zamanda yalnizca basit ekipman ve ucuz reaktifler gerektirir [147].
3.2.11 In vivo hayvan ¢alismalari

3.2.11.1 Meme kanseri indiiksiyonu
4T-1 Hiicre Bakimi ve Enjeksiyona Hazirhk

4T-1 hiicreleri,% 10 1s1yla inaktive edilmis fetal sigir serumu (FBS), 50 birim / mL
penisilin ve 50 mg / mL streptomisin ile nemlendirilmis% 5 CO02 ortami altinda
desteklenen RPMI 1640 kiiltiir ortaminda muhafaza edilmis ve kiiltiirlenmistir.
"Enjeksiyon i¢in hiicre siispansiyonlarini hazirlamada, yapisan hiicreler dnce fosfat
tamponlu salin, pH 7.4 (PBS) ile calkalanmis ve ardindan tripsin-etilendiamin
tetraasetik asit ile kisaca inkiibe edilmistir (tripsin-EDTA,% 0.25 /% 0.038) "[197].
Hiicreler siispanse edildikten sonra enzimatik sindirim FBS ile inhibe edilerek,
hiicreler peletlenmis ve PBS i¢inde ii¢ kez yikanmistir. Hiicreler, daha once 4T-1
hiicreleri igin tarif edilen ayn1 yontemle sayilarak ve her fareye enjekte edilecek 190
ul PBS i¢inde 250000 hiicre olarak boliinmiistir.
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Hayvan modelleri

Medipol iiniversitesinden nude disi fareler satin alinmistir. Hayvanlar, yiyecek ve suya
serbest erisimle 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiide barindirilmigtir. Timor
modeli yapmak i¢in 7-9 haftalik disi fareler sec¢ilmistir. Tim deney gruplarindaki
fareler, 150 ul steril PBS i¢inde siispanse edilmis 250000 hiicre ile asilanmistir (Sekil
3.3). 4T-1 hiicreler farelerin sag sirtlarinin bobrek {stii hizasina subkutan olarak
enjekte edilmistir. Yaklasik 3 haftalik bir siire boyunca kat1 tiimdrlerin olusmasina izin
verilmigtir. Tiimdr tasiyan hayvan gruplari, teste devam etmek igin dort gruba
ayrilmustir; test, timorleri, pergeller kullanilarak deriden 6l¢iildiigii iizere, ana eksen

boyunca 5-7 mm'lik bir ortalama ¢apa ulastiginda baslatilmistir.

Sekil 3.3 : Hiicre enjeksiyonu.

3.2.11.2 Meme kanseri fare modeline hedeflenen serbest nano bakir,

epigallokatesin yiiklii nanopartikiiller

Tiimor boyutu 5-7 mm'ye ulastiginda, tedaviye, nano Cu, PLGA-EGC ve PLGA-EGC-
Cu’m bes kisilik ii¢ fare grubuna uygulanmasiyla baslanmistir. Bes fareden olusan

baska bir grup, tedavi olmaksizin kontrol grubu olarak tutulmustur. Kuyruk veninden

49



uygulanan enjeksiyon miktari her formiilasyondan 190 ul idi (Sekil 3.3). Tiimérlerin

boyutu iki hafta i¢inde giin asir1 6lgiildii.

Sekil 3.4: Formiilasyonun kuyruk enjeksiyonu.

3.2.11.3 In Vivo Goriintilleme

Goriintiileme, Haziran 2015 Living Image® 4.5.1 Software ile PerkinElmer tarafindan
donatilmis IVIS® Spectrum kullanilarak yapilmistir. Goriintiileme diizenegi, 150 W

halojen lamba ile donatilmis, 151k gegirmez bir kutudan olugmaktadir.

3.2.12 Biyokimyasal analizler

In vivo sonlandirilmasiyla lityum heparinli tiipe alinan hayvan kan 6rnekleri 3000
rpm’de 10 dakika santrifiijjden sonra plazmalarina ayrilmistir. Plazma 6rneklerinden
karaciger ve bobrek fonksiyon testleri, total antioksidan kapasite, total oksidan

kapasite ol¢lilmiistiir.
3.2.12.1 Total antioksidan kapasite (TAS) ol¢iimii

Formiilasyonlarin plazma total antioksidan kapasite diizeyleri, Erel (2004) tarafindan

gelistirilen yontem ile ¢alisilmistir. Testin prensibi ABTS- radikalinin olusturdugu
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mavi-yesil rengin ortama ilave edilen ornekteki antioksidanlar ile azalmasi esasina
dayanmaktadir. ABTS (2,2’-azinobis-3- thylebenzothiazoline-6-sulfonate), ABTS-
radikalini olusturmak tizere bir peroksidaz olan metmiyoglobin (HX-Fe- ) ve H202 ile
inkiibe edilmistir. Olusan ferrilmiyoglobin ABTS ile ABTS- radikalini olusturmak
lizere reaksiyona girer. ABTS- radikali kismen stabil, mavi-yesil renktedir. ilave
edilen ornekteki antioksidanlarin oranina gore renk olusumu inhibe olur. Bu renk
degisimi Varioskan Multimode Reader (Thermoscientific) ile 600 nm’lik dalga
boyunda Ol¢iilmiistiir. TAS hesaplanmasinda bir anti-oksidan olan Vitamin C

(askorbik asit) standart olarak kullanilmistir.

3.2.12.2 Total oksidan kapasite (TOS) dl¢iimii

Formiilasyonlarin plazma total oksidan diizeyleri (TOS) Erel (2005) tarafindan
gelistirilen yontem ile belirlenmistir. Test, asidik ortamda c¢esitli oksidan tiirlerin
varliginda demir iyonunun demir iyonuna oksidasyonuna ve demir iyonunun ksilenol
turuncu ile Olglilmesine dayanir. Bu yontemde, oksidanlar demir-o-dianisidin
kompleksini demir iyonuna oksitler. Uretilen ferrik iyon, renkli bir ksilenol turuncu-
ferrik iyon kompleksi yapar. Renk yogunlugu, numunenin oksidan miktari ile iligkili
olacaktir. Bu renk degisimi Varioskan Multimode Reader (Thermoscientific) ile 530
nm’lik dalga boyunda 6lgiilmiistiir. TOS hesaplanmasinda h H202 standart olarak
kullanilmastir.

3.2.12.3 Karaciger ve bobrek fonksiyon testleri

Alinan serum Ornekleri biyokimya otoanalizorlerinde c¢alisilmistir. Karaciger
fonksiyon testlerinden alanin aminotransferaz (ALT), aspartataminotransferaz (AST);

bobrek fonksiyon testlerinde ise, tire, kreatinin degerleri 6lgtilmistiir [148].
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4. BULGULAR

4.1. Hazirlanan serbest nano bakir, epigallokatesin-PLGA, epigallokatesin-
nano bakir yiiklii PLGA nanopartikiillerinin DLS Sonuclari

Genel hedeflerimiz, epigallokatesin ve nano bakir yiikli miselleri hazirlamak,
karakterize etmek, in vitro ve fare modellerinde 4T-1 hiicrelerine kars1 biyokimyasal
olarak degerlendirmekti. NP'lerin hedefi intravenéz bir formiilasyon olarak
kullanilmasi, bu nedenle optimize edilmis formiilasyonun tamamen monodispers
olmasi ve enjekte edilebilir NP'ler i¢in kabul edilen bir boyut olmasi1 gerekir. Parcacik
boyutu, in vivo NP'lerin kaderini belirleyen ana parametredir. Malvern Zetasizer Nano
ZSP ile hacim, say1 ve sagilma yogunlugu ile ilgili gesitli bulgular elde edilmistir.
“Say1 dagilimi, farkli boyuttaki kaplardakl partikiil sayisin1 ortaya ¢ikarir. Hacim
dagilimi, farkli boyutlu kaplardaki toplam partikiill hacmini gosterir. Yogunluk
dagilimi, farkli boyuttaki kaplardaki parcaciklar tarafindan ne kadar 151k sagildigini
tanimlar ” [149].

[k asamada 7 mg epigallokatesin, 50 mg PLGA’ya yiiklenmistir. DLS sonucunun
(Sekil.4.1.a,b,c) gosterdigi gibi, nanopartikiiliin sayiya gére boyutu 111,9 nm'de
miitkemmeldir. Hacimce boyut dagilimi, partikiillerin % 100°niin 160.9 nm, yogunluga

gore boyut dagiliminda, 173.5 nm oldugudur.

a) Sayiya gore boyut dagilimi

Size Distribution by Number

Number (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

b) Hacime gore boyut dagilimi
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Size Distribution by Volume
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c) Yogunluga gore boyut dagilimi

Size Distribution by Intensity
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Sekil.4.1 7 mg epigallokatesin PLGA-EGC-Cu DLS sonuglari a) boyut dagilim sayzsi,
b) boyut dagitim hacmi ve ¢) boyut dagilim yogunlugu

Nano tastyicinin ilag tasima kapasitesini gozlemlemek ayni zamanda tedavide
cikabilecegimiz en yiiksek dozu optimize etmek amaglar arasindaydi. Bu nedenle bir
sonraki adimda, yiiklenen epigallokatesin ila¢ miktar1 15 mg’ a ¢ikarilmistr.

Say1, hacim ve yogunluga gore boyut dagilimi, sirasiyla 136.9 nm, 181.1 nm, 186.3
nm’de monodispers (% 100) bir pik gostermistir (sekil 4.2. a,b,c).
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a) Sayiya gore boyut dagilimi

Size Distribution by Number
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b) Hacime gore boyut dagilimi

Size Distribution by Volume
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.2: 15 mg epigallokatesin FITC-PLGA-EGC-Cu DLS sonuglar1 a) boyut
dagilim sayisi, b) boyut dagilim hacmi ve ¢) boyut dagilim yogunlugu

Bir sonraki formiilasyon, 20 ml Camellia sinensis ekstresi reaksiyon i¢in 80ml 1mM
CuSOg4 karisima eklenmis, yesil kimya yontemiyle elde edilmis indirgenmis serbest
nano bakir partikiilleridir. Sayica dagilim 9% 99.1 ‘de 86.54 nm, hacimce dagilim %

46.6 ‘da 100.7 nm iken yogunluk dagilim1 % 40.9 ¢ da 111.5 nm boyutlarindadir
(Sekil 4.3).

a) Sayiya gore boyut dagilimi

Size Distribution by Number
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b) Hacme gore boyut dagilimi
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Size Distribution by Volume
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c) Yogunluga gore boyut dagilimi
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Sekil 4.3: Nano Cu “m DLS sonuglar1 a) boyut dagilim sayisi, b) boyut dagilim
hacmi ve ¢) boyut dagilim yogunlugu

Bir sonraki formiilasyon, optimize edilmis ila¢ miktarina doniisen 15 mg
epigallokatesin 50 mg PLGA igermektedir. Tiim boyut dagilimlarinda tamamen tek tip

pikler (% 100) gostermistir (Sekil 4.4). Say1, hacim ve yogunluk pikleri sirasiyla 138.6
nm, 200.3 nm ve 204.5 nm seklindedir.
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Size Distribution by Intensity

20T

- -
(=] w

Intensity (Percent)

w
+ +

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.4: 15 mg PLGA- EGC DLS sonuglar1 a) boyut dagilim sayisi, b) boyut
dagilim hacmi ve c) boyut dagilim yogunlugu

Parcacik boyutu, parcaciklarin dagilim, yuvarlanma, baglanma ve diger sistemlerle
olan etkilesiminde rol oynayan 6dnemli bir faktdrdiir [198]. Ek olarak, partikiil boyutu

NP'lerin yapismasini ve birikmelerini ve fagositozunu etkiler.

4.2 Dondurarak kurutma

Liyofilizasyon veya kriyodezikasyon olarak da bilinen dondurarak kurutma, {iriiniin
dondurulmasini, basmncin disiiriilmesini ve ardindan siiblimasyon yoluyla buzun
cikarilmasini igeren diisiik sicaklikta bir dehidrasyon islemidir . Islemde kullanilan
diisiik sicaklik nedeniyle rehidre edilen iirliniin kalitesi miikemmeldir ve {riiniin
orijinal sekli korunur [150]. Dondurarak kurutmanin birincil uygulamalari arasinda
biyolojik (6rn., Bakteriler ve mayalar), biyomedikal (6rn., Cerrahi transplantlar), gida
isleme (0rn., Kahve) ve koruma yer alir.

Formiilasyonlar, vakum altinda gece boyunca kurutma icin liyofilizore
yerlestirilmeden 6nce gece boyunca -80 ° C'de dondurulmustur. Sekil 4.5, liyofilize

formiilasyonun fiziksel goriinlimiinii géstermektedir.
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Sekil 4.5 Liyofilize formiilasyonlar

4.3 Diferansiyel tarama kalorimetrisi sonuglari

Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), ekli ve ekli olmayan ilag molekiilleri ile ¢ift
katmanli fosfolipidlerin faz gecislerini incelemek i¢in kullanilir. Burada bu yontem,
epigallokatesin ve nano bakirin, PLGA tasiyicilarina dahil edilmesini géstermek igin
kullanilir.

Sulu ortamda buluna PLGA, nano bakir, PLGA-EGC, PLGA-EGC-Cu
nanopartikiilleri onceden tanimlnamis dondurark kurutma prosediirii ile hazirlanmas,
DSC analizi i¢in hazir hale getirilmis ve termogramlari elde edilmistir.

PLGA, 47.94° C'de bir erime sicakligi gostermistir (Sekil 4.6). Bununla birlikte,
PLGA-EGC’nin misel olusumu ve liyofilizasyondan sonra erime termogrami
kaybolmus gibi goriinmektedir. Muhtemelen, EGC PLGA’nin yapisin1 bozmus,
etrafinda dagilmig olmali Ki, yeni yapr1 amorf bir hale gelerek herhangi bir pik
vermemistir (Sekil 4.7).

PLGA nano bakir ile konjuge edildiginde bu erime sicakligr 50.11 © C'ye yiikselmistir
(Sekil 4.8). EGC nin bozdugu PLGA yapisi, bakirin sisteme girisiyle stabilite
kazanmistir. Demek oluyor ki bakir nano tastyicinin merkezine dogru yerlemistir .

PLGA-EGC-Cu 69.95° C'de bir erime sicakligi gostermistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.6: PLGA termogrami.
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Sekil 4.7: PLGA-EGC termogramu.
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Sekil 4.8 : PLGA-Cu termogrami.
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Sekil 4.9: PLGA-EGC-Cu termogrami.
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4.4 FT-IR sonuglar

Sentezlenen formiilasyonun ve bilesenlerinin IR karakterizasyonu igin bir Alpha
platinum ATR cihazi kullanilmistir.

Serbest PLGA nanopartikiilleri i¢in FTIR spektrumu (Sekil 4.10),—~CH3 gerilimi (1375
cm™!),~CH2 gerilimi 1450 cm™ !, karbonil —C = O gerilimi (1745 cm™ '), C— O gerilimi
(1083-1165 cm™ ') ve —OH gerilimi (3200-3600cm ™ !) seklinde polimerin karakteristik
bantlarin1 géstermektedir [151].

\\Uﬁ‘ g .

Sekil 4.10 : PLGA IR spektrumu.

Saf epigallokatesin icin FTIR spektrumu (Sekil 4.11), -C=0 gerilimi (1691 cm ~ 1), O
— H gerilimi (3482 cm® ve 3357 cm™) karakteristik bantlar1 sergilenmistir. Aromatik
halka i¢in karakteristik pikler (1200-1000 cm™ ') seklindedir. 1348 cm™ , 1222 cm'?
O-C=0 gerilimi, 1148 cm™ ve 1097 cm™ O-H egilimi, 1041 cm™ C-O-C egilimi,
853.35 cm™ , 825.38 cm™ aromatik C-H gruplarini gdstermektedir.
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Sekil 4.11: Saf EGC IR spektrumu.

Sentezlenmis bakir NP'ler i¢in FTIR 6l¢iimleri, indirgeme ve kapatma ajanlari olarak
islev goren olasi biyomolekiillerin belirlenmesine yardimci olan sekil 4.12' de
verilmistir. Nano bakir i¢in FTIR spektrumu (sekil 4.12), saf epigallokatesin FTIR
spektrumu ile oldukca benzerdir. Nano bakir, yesil kimya yontemiyle yesil cay
tarafindan indirgendiginden, bu benzerlik bakirin etrafinin fenolik bilesikler tarafindan

sarildiginin aslinda bir ispatidir.

2023—
4

Sekil 4.12: Nano Cu IR spektrumu.

PLGA-Cu nanopartikiilleri i¢in FTIR spektrumundaki ilk pik (Sekil 4.13), CH3-CH:
gerilimi 1375-1450 cm™ bandina karsilik gelmektedir. Ancak bu pik, serbest PLGA
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nanopartikiilleri spektrumunun ilk piki (Sekil.4.10) ile karsilastirildiginda daha
kisadir. PLGA’nin hidrofobik yapisindan dolayr CH3-CH2 ‘ler i¢ tarafta
konumlanmustir. Kapsiile olan bakir i¢ tarafta CH2-CH3’ler tlizerinde kalir, IR 1511

bakiri tam olarak goremez ve pik kiigiik kalir.

—

Sekil 4.13: PLGA-Cu IR spektrumu.

Epigalloatesin yiiklii PLGA nanopartikiilleri (Sekil 4.14) FTIR spektrumu -OH
gerilimi 3482 cm™ ve 3357 cm? bandina karsilik gelmistir. Ek olarak, bu FTIR
ol¢limii, saf epigallokatesin spektrumu (Sekil 4.11) ile benzemektedir. Bu da, PLGA
nanopartikiilleri i¢inde epigallokatesinin kapsiillenmedigini, EGC’nin PLGA

ylizeyinde oldugunu dogrulamaktadir.

\_,/\\/f/'

Sekil 4.14: PLGA-EGC IR spektrumu.
Epigalloatesin ve bakir yiikli PLGA nanopartikiilleri (Sekil 4.15) FTIR spektrumu,
epigalloatesin  yiikkli PLGA nanopartikiil (Sekil 4.14) spektrum sonucuna
benzemektedir. Metaforik olarak, bakir igeride aga takilan bir balik gibi kalmstir.
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Sekil 4.15 : FITC-PLGA-EGC-Cu IR spektrumu.

4.5 4T-1 iizerindeki nanopartikiillerin hiicre Kiiltiirii incelenmesi sonuclari

Asagidaki grafikler 5 farkli konsantrasyonda, her bir konsantrasyonun ii¢ tekrari
seklinde nano Cu, EGC, PLGA, PLGA-EGC, PLGA-Cu, PLGA-EGC-Cu ve
paklitaksel sitotoksitesini 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca kontrollerle birlikte

gostermektedir.

24 h

percentage of viability
IR
YL
bo—
SE88E

093 187 3,75 15 15

concentration mg/ml

Sekil 4.16: 24. saatin sonunda formiilasyonlarin sitotoksik aktivitesi.
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Sekil 4.17: 48. saattin sonunda formiilasyonlarin sitotoksik aktivitesi.
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Sekil 4.18: 72. saattin sonunda formiilasyonlarin sitotoksik aktivitesi.

Yukaridaki tim grafikler (Sekil 4.16-18), li¢c bagimsiz deneyin ortalama miktarina
gore cizilmistir. Daha Once belirtildigi gibi, her durumda epigallokatesin ve bakir
miktar1 aynidir. PLGA'daki epigallokatesin ve PLGA-Cu, serbest epigallokatesin ve
serbest bakir ile karsilastirildiginda hiicrelerin % 50'sinde 6liime neden olabilmek i¢in
daha yiiksek bir konsantrasyona ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu muhtemelen PLGA-

epigallokatesin ve PLGA-Cu’1n salim siiresinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil.4.17°de goriildiigii gibi 48. saatteki sitotoksik aktivitede PLGA-EGC-Cu
formiilasyonu antioksidan etki gostererek canlilik yiizdesini en diisiik konsantrasyonda
arttirmis, konsantrasyon miktari arttik¢a pro-oksidan etki gostererek kararli bir sekilde
canlilif1 azaltmistir. Serbest epigallokatesin ve serbest bakir ikinci konsatrasyonda
ayn1 davranigi gostererek kesismis, serbest epigallokatesinin bu konsantrasyonundan

sonra hiicrelerin % 50'sinde 6liim gozlemlenmistir.

4.6 Invivo hayvan ¢alismalar:

4.6.1 Hayvan modelleri

Sekil 4.19°da, 4T-1 hiicrelerinin agilanmasindan iki hafta sonra ortaya ¢ikan tiimdriin

bir 6rnegini gosterir.

Sekil 4.19: Asilamadan iki hafta sonra ortaya ¢ikan tiimorlerin kumpasla ¢ift yonlii

Ol¢limii.

4.6.2 Formiilasyonlarm biyolojik dagilimi

Sekil 4.20, IVIS cihazinda goriintii alabilmek amaciyla, floresans 6zellikli bir nano
tastyict olan FITC’ye yiiklenmis formiilasyonlarin tiimor bolgesindeki birikimlerini
gostermektedir. Tiimor bolgesi hayvanin sirt kisminda siyaha yakin renkte bir ¢ukur

olarak goziikmektedir. Tiimor bolgelerinin disinda gozlemlenen floresan, hayvanin
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yiyeceklerinin kaynaklanmaktadir. Gelecek ¢aligmalarda floresans icermeyen diyetler
kullanmak siireci daha kolaylastiracaktir.

Tedavi sirasinda kullandigimiz ilaglarin  farmakinetik Ozellikleri g6z Oniine
alindiginda, IVIS goriintiileri enjeksiyondan 15. dakika, 30. Dakika, 3. ve 24. saat
sonrasinda goriintiilenmistir. Nano tasiyicilarin = Sekil.4.20°de goriildigi  gibi
maksimum birikimi FITC-PLGA-EGC-Cu ve ardindan FITC-PLGA-EGC’de

olmustur. EPR etki teorisi ile tamamen uyumludur.

FITC-PLGA-EGC-Cu FITC-PLGA-EGC Kontrol

Sekil.4.20 Formiilasyonlarin tiimdr bolgesindeki tutulumlarinin IVIS goriintiileri

430-580 nm araliginda alimustir.

4.6.3 Farelerde meme kanserine karsi farkh formiilasyonlarin in vivo etkinligi

Ciplak fareler, kanserojenezin ve kemoterapotik ajanlarin etkinliginin arastirilmasinda
model olarak kiiresel olarak kullanilmaktadir [152]. Sekil 4.21, farkli tedavilerin yanit
profillerini temsil etmektedir. Tim olgularda tiimor hacmi ilk gilinlerde yaklagik iki
kat artarken, ikinci giinden sonra tedavi edilmeyen gruptaki timor hacmi, diger
gruplarda tedavinin ilk giiniine kiyasla deneyin sonunda yaklagik 4 kat artmis, aday
formiilasyon PLGA-EGC-Cu grubundaki tiimor hacmi, diger iki gruba oranla

neredeyse 1,5 kat daha kiigiilmiistiir.

Sekilde acgikca goriildiigii gibi, 15 mg / kg epigallokatesin igeren formiilasyonlarla
tedavide onemli farklar elde edilir. FITC-PLGA-EGC formiilasyonu ile serbest nano
bakir grubu nerdeyse benzer davranis gostermislerdir. FITC-PLGA-EGC-Cu grubu
ile tedavi en 1yi sonuglar1 gostermistir. Tiimoér hacmi, tedavi edilmeyen grup, FITC-
PLGA-EGC-Cu , nano Cu ve FITC-PLGA-EGC ile tedavi edilen gruplara kiyasla
sirastyla yaklasik 15 kat, 3,5 kat ve 2.86 kat azalmistir.
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Sekil 4.21: Farelerde meme kanserine karsi formiilasyonlarin in vivo etkinligi.

Tedavileri tamamlanan, tiimor boyutlar1 gibi in vivo etkinlikleri tamamlanmis
fareler sakrifikasyona tabi tutulmustur. Farelerin kanlari, tiimdr , karaciger ve bobrek

dokular1 biyokimyasal ve immiinohistokimyasal analizler i¢in ayrilarak kaldirilmistir.

4.7 Oksidatif Stres Ol¢iimleri

Oksidatif stres gostergelerinden olan, total antioksidan kapasite ve total oksidan
kapasite fotometrik metotlarla 6l¢iilmek iizere, hayvan kanlar1 sakrifikasyon sirasinda
jel igeren biyokimyasal tiiplere alinmig, kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra ayrilan serum orneklerinde oksidatif stres indeksi (TOS/TAS ) elde

edilmistir.
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Sekil 4.22 : Serum oksidatif stres indeksi.

TOS’un TAS’a orani, oksidatif stres derecesinin bir gdstergesi olan oksidatif stres
indeksini (OSI) vermektedir. Sekil 4.22°de goriildiigii gibi nano Cu, PLGA-EGC ve
kombine tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirdiginda, bir nano tasiyici tarafindan
enkapsiile olmayan dolayisiyla kanda siirekli sirkiilasyonda olan serbest nano bakirin
oksidatif stres indeksindeki en yiiksek artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Nano bakir tek basina olduk¢a oksidan iken, kombine tedavide oksidatif stres

diismiistiir.

4.8 Karaciger ve Bobrek Fonksiyon Testlerinin Diizeyleri

Intrakardiyak hayvan kanlari jelli biyokimya tiipiine almip 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra bobrek fonksiyon testleri ( Ure, Kreatinin) ile karaciger
fonksiyon testleri (AST, ALT) rutin biyokimya otoanalizérlerinde ¢alisilmistir (Sekil
4.23-4.24).
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Fonksiyon Testleri
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* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & - = p<0,05; -- = p<0,01; --- = p<0,001

Sekil 4.23: Karaciger ve bobrek toksisite testi.

Kontrol grubuna gore karaciger enzimlerinden ALT degeri, nano Cu grubunda anlaml
bir sekilde artmig, kombine formiilasyonlardan PLGA-EGC’de bu deger kontrol
grubundan bile disiik seyrederken, PLGA-EGC-Cu kombinasyonunda nispeten
anlamli bir yiikselis gozlemlenmemistir. AST degerleri ALT sonuglarina gore ciddi
bir artis gostermis ancak kombine tedavi yine tekli tedaviye gore sonuglarda
istatistiksel olarak daha anlamli ve etkili olmustur. Sonuglar kontrol grubundaki
degerler gibi normale yaklasamamistir ancak hepatotoksik hasar1 bir miktar

diizeltmistir.
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Sekil 4.24: Bobrek toksisite testi (kreatinin).

Sekil 4.23’te gorildiigli lizere iire, kreatinin gibi bobrek fonksiyon testleri
incelendiginde, kontrol grubuna gore tiim formiilasyonlar hemen hemen ayni degerde
yiikselirken, PLGA-EGC-Cu kombinasyonu diger gruplara nispeten daha az toksik
etki gostermistir. Sekil 4.24°te  kreatinin fonksiyon test sonucunda PLGA-EGC
kombinasyonu kontrol grubuyla ayni degerdeyken, nano bakir tiim degerlerde oldugu
gibi bir artis sergilemistir. PLGA-EGC-Cu kombine tedaviyle birlikte artan deger

istatistiksel olarak anlamli degildir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, yesil ¢ayin (Camellia sinensis) bilesiminde bulunan insan sagligini ve
hastaligini etkileme potansiyeli nedeniyle temel arastirma kapsaminda bir polifenol
olan epigallokatesin (EGC), PLGA nano tastyicilarina yiiklenmistir. Epigallokatesin
zayif emilim gosterir aynt zamanda plazma yar1 dmiirleri kisadir. Coziiniirliik diisiik
oldugunda, minimum etkili dozu elde etmek icin daha yliksek miktarlarda ilag
kullanilmalidir ve sonug olarak yan etkiler artacaktir. Ote yandan ilag, misellerin igine
hapsedildiginde viicudun sert ortamindan korunabilir ve viicutla daha az temas yan
etkileri azaltir.

Basit, hizli, temiz, verimli, ¢evre dostu ve ekonomik olarak ucuz yesil kimya
yontemiyle yesil ¢ay ekstrakti kullanarak biyo-sentezlenmis bakir nano-partikiillerin
(nano Cu®) tasarladik ve iirettik (Sekil.5.1). Yesil cay 6ziitii, bakir nano-partikiillerin
olusumundan, stabilizasyonundan ve bakirin etrafinin sarilmasindan (capping)
sorumluydu. Camellia sinensis ekstresi kullanilarak 1 mM bakir siilfat ¢ozeltisi ile
bakir nanopartikiillerin yesil sentezi, 3 ila 4 saat iginde orta biiyliklikte
nanopartikiillerin olusumunda iyi verim vermistir. Biyo-sentezlenmis bakir nano-
konjugatlar uzun siire oldukga kararli ve in vitro ve in vivo sistemlerde biyouyumlu
oldugu bulunmustur. Calismalar, hem tek ajan olarak hem de diger tedavilerle
kombinasyon halinde antikanser tedavileri olarak bakir kombinasyonlarinin kapsamli
arastirmasini hak edecek kadar kanit hazirlamistir. Bununla birlikte, bakirin kanser
etiyolojisi ve patogenezinde oynadigi rolii daha iyi anlama ve bakir1 hedef alan veya
kullanan tedaviler i¢in hangi kanser tiirlerinin uygun oldugunu tanimlama ihtiyaci da

onemlidir [122].
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Sekil 5.1: Yesil kimya yontemiyle yesil cay ekstrakti kullanarak biyo-sentezlenmis
bakir nano-partikiilii (nano Cu®).

EGC, radikalleri temizleme ve metal iyonunu selatlama konusunda dikkate deger bir
potansiyele sahiptir. Bu, A halkasi, B halkasi ve D halkasinda dihidroksi ve trihidroksi
gruplarinin varligina baglanabilir (sekil 5) [153]. Bu yetenek sayesinde nano bakiri
selatlamig ve bir hibrit olusmus, PLGA’ya yiiklenerek farkli kombinasyonlarda
formiilasyonlar elde edilmistir.

Formiilasyonun farkli stabilite ¢aligmalarinda stabil oldugu bulunmustur. Bunlar
arasinda liyofilizasyon, formiilasyonun ticari kullanimi durumunda en olas1 se¢im
olabilir. Formiilasyonlarin ve bilesenlerinin FT-IR ve DSC ile karakterizasyonu,
epigallokatesin ve nano bakirin PLGA ile iligkisini dogrulamistir. DSC sonucuna gore
yapiy1 olduk¢a bozmus, etrafinda dagilmis PLGA-EGC, ayn1 zamanda saf EGC FT-
IR sonucuna benzeyerek aslinda EGC’nin amfifilik bir materyal olan PLGA miselinin
etrafinda oldugunu gostermistir. Sekil.4’te membran akiskanligini saglayan ve ¢ift
katl1 yap1 arasinda kalan EGC bu sonucu bir kez daha dogrulamaktadir.
Epigallokatesinin IC50'si DMSO ve PLGA-EGC-Cu’da 72 saat igerisinde sirastyla
2,89 mg + 1,8757; 7,37 mg £+ 12,129 iken, serbest nano bakirin IC50'si 4,70 mg +
0,3596 olarak bulunmustur. PLGA’daki epigallokatesin, DMSQO'daki epigallokatesine
kiyasla hiicrelerin % 50'sinde Olime neden olabilmesi i¢in daha yiiksek bir
konsantrasyona ihtiyag duymustur. Bu muhtemelen epigallokatesinin ihtiyag duydugu

salim  siliresinden  kaynaklanmaktadir.  Aym1  zamanda  PLGA-EGC-Cu
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formiilasyonunun 24 saat igerisinde 4T-1 hiicrelerini 6ldiirdiigii, canli hiicrelerin 48 ve
72 saat icerisinde proliferasyona ugradigini gostermektedir. Bu, 72 saat igerisinde aday
formiilasyonun IC50 miktarmin artmasinin nedenlerinden biri olarak gosterilebilir.
Serum ve tiimor dokusundaki bakir konsantrasyonu, saglikli deneklerinkinden 6nemli
6l¢iide daha yiiksektir [154]. Tiimdr tedavisi i¢in uygulanan formiilasyonlarin i¢erdigi
bakir pro-oksidatif bir ajan olarak kullanilmis, saglikli hiicrelere gore daha yiiksek
seviyelerde reaktif oksijen tiirlerine (ROS) sahip kanser dokusunda ROS’u daha da
indiikleyerek oksidatif stres durumlarini hizlandirmis ve 24 saat igerisinde etkili bir
sekilde agresif 4T-1 meme kanseri hiicrelerini 6ldiirmistiir.

Nano bakir , PLGA-EGC-Cu formiiliinii PLGA-EGC’den daha etkili hale getirmistir.
4T-1 tiimorli nude farelerde, serbest EGC ve serbest nano bakira gére PLGA-EGC-
Cu kombine tedavi ile en 1yi sonuglar1 vermistir. Tiimo6r hacmi, tedavi edilmeyen grup,
nano Cu, PLGA-EGC-Cu ve PLGA-EGC tedavi gruplar ile karsilastirildiginda
yaklagik 15 kat, 3,5 kat ve 2.86 kat azalmistir. Bu sonuglar birlikte, biyosentezlenmis
bakir nano partikiil bazli ilag¢ tasima sistemlerinin yakin gelecekte kanser terapotikleri
icin alternatif bir ilag olarak faydali olabilecegini gostermektedir.

Yukarida bahsedilen a¢iklamalara dayanarak, bu projenin ilk amaci, PLGA ile yapilan
epigallokatesin ve indirgenmis bakir yiikli stabilize edilmis nanomiselleri tasarlamak
ve karakterize etmektir. Bir sonraki adimda, bu partikiillerin 4T-1 kanser hiicreleri
tizerindeki in vitro etkinligi aragtirilmistir. Bu nano ilacin in vivo etkisi, projenin bu
boliimiiniin nihai amact olarak nude fare iizerinde test edilmistir.

Projenin bu boélimiinde amag, epigallokatesinin stabilitesini ve biyoyararlanimini
PLGA yayiikleyerek artirmaktir. Daha 6nce yayimlanan optimize edilmis verilere gore
hazirlanan formiilasyonun Kkarakterizasyonundan sonra nano-epigallokatesin ile
birlikte uygulamada nano-bakirin in vitro antikanser etkisi arastirilmistir. Calismanin
ikinci boliimiinde in vivo ¢alisma, elde edilen in vitro sonuglar1 daha giivenilir hale
getirir.

Epigallokatesin (EGC) onemli cay katesinlerindn biri olmasina ragmen literatiir
gecmisi zayiftir dolayisiyla EGC hakkinda sinirli miktarda veriye ulagilabilmektedir.
Yapilan calismalar yiizdesel olarak ¢ayda major polifenolik bilesik epigallokatesin
gallat (EGCQG) iizerinde yogunlasmis ve Sekil 5.2’de oto-oksidasyon, mitokondriyal

ROS ve gecis metalleri (Cu? ,Fe=vs.) varliginda pro-oksidan etkileri gdsterilmistir.
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Sekil 5.2 EGCG’nin pro-oksidan etkileri[155].

Hiicre kiiltiirii calismalarina dayali olarak EGCG'nin antikanser aktivitesindeki pro-
oksidan etkisinin rolii, insan meme kanseri MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde denenmistir. 10-50 ug/mL. EGCG
konsantrasyonu 48. saat sonunda kaspaz-9’u aktive ederek hiicre biiylimesi
inhibisyonu ve apoptoz indiiklerken [156], 10-400 uM konsantrasyonun 6. saati
sonunda olay farkli seyretmis ve hiicre nekroza gitmistir [157]. Diisiik dozlarda JNK,
kaspaz-9 ve kaspaz-3'iin aktivasyonuyla indiiklenen apoptoz, yiikksek dozlarda ise ROS
tretimi ve ATP seviyelerindeki farkliliklar ile ilgili olan nekrozu indiiklemektedir.
Calismanin ana amaglarindan biri literatiirde yeterli veriye ulasilmayan
epigallokatesinin pro-oksidan dozla insan meme kanseri 4T-1 hiicrelerinde apoptoza
neden olmastydi.

Genel olarak, tipik hiicre kiiltiirii kosullar1 altinda, EGCG'nin (i) hiicre kiiltiirii
ortaminda otooksidatif reaksiyon yoluyla hiicre dis1t ROS, (ii) hiicresel mitokondride
ROS ve (iii) hiicre girisi tlizerine Fenton reaksiyonu yoluyla hiicre i¢ci ROS iirettigi

bilinmektedir (Sekil.5.3).
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Sekil 5.3: EGCG'nin hiicre kiiltiiriinde prooksidan etkileri [155].

Bu ii¢ yol, kanser hiicrelerine farkli sekilde katkida bulunur, ancak sonunda hiicre
hasarina ve Oliime neden olur. Kanserin baslamasi ve ilerlemesi genellikle birkag
asamaya ayrilir. EGCG bir antioksidan gorevi gordiiglinde, kanser 6nleme asamasinda
antioksidan kapasitesini daha etkili bir sekilde artirabilir, EGCG bir pro-oksidan olarak
davrandiginda, timor biiylime asamasini baskilamada daha kritik olabilir [155].
Hiicrelere pro-oksidan etkisi, DNA ve lipidler dahil olmak {izere hiicre yapilarina
oksidatif hasar olarak belirlenmistir. Bu oksidatif hasar, EGCG tarafindan iiretilen asir1
ROS'tan kaynaklanmaktadir. EGCG'nin bir ROS iiretimini nasil indiikledigi
yaklasimlar1 arasinda, otooksidasyon islemler, gecis metallerinin varligt ve
mitokondriyal ROS vardir. Bir yandan, EGCG'nin prooksidan etkileri, yararl etkiler
sergiler, yani kanser hiicresi apoptozunu indiikler, adiposit farklilagmasini inhibe eder
ve bakterisidal etkiye neden olabilir. Yiiksek doz EGCG, ROS'u asir1 Uiretir ve viicutta
antioksidan savunmanin zarar gormesine neden olur. Kismi organlar, 6zellikle de
karaciger, farkli boyutlarda hasarlanmalara dahil olabilir.

Hayvan deneylerinde, EGCG'nin neden oldugu toksisitenin ciddiyeti doz, uygulama
yolu ve tedavi siiresi ile iligkilidir [158, 159]. Biyokimyasal ve histopatolojik analiz,
farelerin karaciger Orneklerinin farkli derecelerde karaciger hasari sergiledigini
gosterdi. Plazma alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)

aktivitesinin karaciger fonksiyon indeksleri doza bagli olarak artmistir [155].
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Sekil.4.23 toksisite grafigi, hepatotoksisitenin uygulama yoluyla organik olarak
baglantili oldugunu gostermis, serbest bakirin neden oldugu toksisiteyi, PLGA-EGC

azaltmustir.

Oksidasyon ve antioksidasyon arasindaki denge (redoks dengesi), saglikli bir biyolojik
sistemin siirdiiriilmesinde kritik 6neme sahiptir. Bitkisel besinlerin faydalarina iki ana
faktor yatkinlik yaratiyor gibi goriinmektedir: (1) bu dogal gida matrislerinde besin ve
besin olmayan maddelerin genel olarak diisiik konsantrasyonu ve (2) fitokimyasallarin
ve besin maddelerinin kompleks karigim profillerinin ilave veya sinerjik etkileri
seklindedir.

Bir hiicrenin redoks durumu ve salinimi hiicresel isleyisini belirler. Diisiik dozlarda
ROS, hiicresel sinyal, gen ekspresyonu, immiin yanitlarin diizenlenmesi ve
antioksidatif savunma mekanizmalarinin tesvik edilmesi gibi bircok fizyolojik
fonksiyonda énemli bir role sahiptir [19, 46]. Ornegin, memeli hiicrelerinde H-O; ile
en az 40 farkli genin aktive edilebilecegi gosterildi. Bu nedenle, yiiksek dozlardaki
antioksidanlar, pro-oksidanlar olarak hareket etmelerine ragmen, optimal hiicresel
islev i¢in gerekli olan fizyolojik konsantrasyonlarda bulunan ROS ile etkilesim
potansiyellerini takiben redoks dengesini bozarak hiicresel disfonksiyona yol agabilir

[46] .

Yiiksek konsantrasyonlarda, ROS, lipid peroksidasyonuna ve proteinler ve DNA gibi
diger hassas biyomolekiillerin oksidasyonuna yol acan toksik bilesiklerdir [28]. Bu
durum ortaya ¢iktiginda, hiicreler oksidan iiretimi ve antioksidan koruma arasindaki
dengesizlik ile karakterize edilen oksidatif stres durumuna girerler. Oksidatif stres,
Oornegin gen ekspresyonunda, protein ekspresyonunda, hiicresel sinyallemede,
membran akigkanlhiginda degisikliklere neden olarak hiicresel islev bozukluguna neden

olabilir ve potansiyel olarak hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir [160].

EGC'nin in vitro ve in vivo ¢aligmalara dayanan pro-oksidan ve antioksidan dozla
birlikte olusacak potansiyel toksisitelerini gosterecek az klinik arastirma vardir. Bu
tezde yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalar, uygun dozun belirlenmesi literatiire ve
ilerleyen ¢alismalara faydali olacaktir. EGC’nin antioksidan ve prooksidan

potansiyeli, doz seviyelerine ve kanser bolgesinin biyolojik ortamiyla baglantildir.
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Bu dozlar bazi durumlarda toksik olabilir. Dahasi, Fenton reaksiyonu nedeniyle, gecis
metal seviyeleri Onemli Olgiide yiiksek oldugunda, pro-oksidan etkileri ortaya
¢ikarmak i¢in gereken dozu 6nemli Glglide daha diisiik olacaktir [161]. Bu nedenle,
minimum olumsuz etkilerle saglikli etkiler sunmak i¢in dozaji optimize etmek igin

daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir.
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