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OZET

Meme Kanseri Tedavisinde Kullanilmak Uzere Genistein
Yiiklii Nanopartikiillerin Sentezi ve in vitro

Degerlendirilmesi

Gamze Melike BAKAR

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Doc. Dr. Aysegiil ERDEMIR USTUNDAG

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olarak bilinmektedir.
Meme kanserini tedavi etmek icin cesitli geleneksel yontemler bulunsa da bu
yontemlerin bircok zararli yan etkileri bulunmaktadir. Bu sebepten dolay:1 kanser
tedavisi icin flavonoid kullanimi gibi daha dogal yontemler aranmaktadir. Anti-
kanser etkisi bulundugu cesitli deneylerde gézlemlenmis olan flavonoidler, meyve
ve sebzelerde dogal olarak bulunan cesitli kimyasallardir. Soya iiriinlerinde bolca
bulunan genistein flavonoid ailesinin bir {iyesidir ve kanseri azaltici etkisi,
ozellikle meme kanseri {izerinde yapilan cok sayida calismada gozlemlenmistir.
Ancak genisteinin suda c¢oziiniirligii ¢ok diisiik olmasi gibi bir dezavantaji
bulunmaktadir. Bu durumdan dolay: ila¢ olarak islev gormesi icin ¢ok yiiksek
miktarlarda kullanilmasi ya da cesitli yontemlerle c¢oziintirliiglintin arttirilmasi
gereklidir. Bu tez calismasi ile genisteinin ¢oziintirliiglini artirmak icin polilaktik-
ko-glikolik asit (PLGA) polimeri kullanilarak genistein enkapsiile edildi. Genistein
yiiklii PLGA nanopartikiilleri (GenNP) iirerimi icin tekli emiilsiyon (o/w) ¢oziicii

buharlastirma yontemi kullanildi. Uretilen nanopartikiillerin partikiil boyutunu,

xiii



boyut dagilim indeksini (PDI) ve zeta potansiyel degerlerini belirlemek icin
Zetasizer Nano ZS kullanildi. Nanopartikiillerin yiizeyindeki fonksiyonel gruplari
incelemek amaciyla Fourier doniisimli kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi
kullanildi. Fizikokimyasal degerlendirme sonucunda ortalama GenNP boyutu
144,4+6,28 nm, PDI degeri 0,194+0,014 ve zeta potansiyeli -31,466+1,05 mV
olarak belirlendi. FT-IR spektroskopisinden elde edilen sonuclara gore olusan
nanopartikiiller PLGA o6zellikleri tasimaktadir ve genisteinin enkapsiile edilmesi
etkin bir sekilde gerceklestirilmistir. Uretilen nanopartikiil kapsiilleme verimi
%23,3, ila¢ yiikleme kapasitesi %13,86 olarak hesaplandi. GenNP’lerin ve
genisteinin, MCF-7 hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik aktivite MTT ile
belirlendi. MCF-7 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan genistein ve
GenNP’nin 48 saat inkiibasyon stiiresi sonrasinda ICs, degerleri serbest genistein
icin 5,924 ug/ml ve GenNP icin 3,784 ug/ml olarak saptandi. Ayni zamanda,
genisteinin ve GenNP’lerin, MCF-7 hiicreleri iizerindeki hiicre gociine etkisi
incelendi. 48 saatlik siirecin sonunda kontrol grubunda %89, sadece genistein
verilen grupta %65 ve GenNP verilen grupta ise %57 oraninda bir yara kapanmasi
gozlemlendi. Bu durum GenNP’lerin genisteinin etkisini arttirarak hiicre gociinii

azalttigini ortaya koymustur.

Bu tez calismasi ile meme kanserine karsi kullanilan klasik yontemlere gore daha
diisiik sitotoksisite elde edilmis, genisteinin c¢oziiniirligii arttirilarak meme

kanserine karsi daha etkili olmasi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Genistein, meme kanseri, nanopartikiil, anti-timor etki

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Xiv



ABSTRACT

Synthesis and In Vitro Evaluation of Genistein-Loaded
Nanoparticles for Breast Cancer Treatment

Gamze Melike BAKAR

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Aysegiil ERDEMIR USTUNDAG

Among the women around the world, breast cancer is the most common cancer
type. Even though there are conventional methods that are available to treat
breast cancer, they have a number of negative side effects. For these reasons, more
natural cancer treatments, such as flavonoids, are being sought. Flavonoids are a
type of chemicals found naturally in vegetables and fruits that has been linked to
prevention and treatment of various cancer. Genistein, found in soy products, is
one of these flavonoids that has been shown in numerous studies to reduce cancer
risk, particularly in breast cancer. Be that as it may, due to its exceptionally low
solubility, exceptionally expansive sums of natural product are required to get a
few flavonoids that can be utilized as a medication. In this thesis project, genistein
was injected into poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) nanoparticles to increase
genistein solubility. Single emulsion (o/w) solvent evaporation method is used to
produce genistein-loaded PLGA nanoparticles (GenNP). The particle size, size
distribution index (PDI), and zeta potential values of the generated nanoparticles
were determined using the Zetasizer Nano ZS. The functional groups on the
surface of nanoparticles were investigated using FT-IR spectroscopy. The mean

size of GenNP was determined by physicochemical analysis to be 144,466,28 nm,
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the PDI value was 0.1940,014, and the zeta potential was -31,4661,05 mV. The
encapsulation efficiency of the produced nanoparticles was found to be 23,3%,
and the drug loading capacity was determined to be 13,86%. Furthermore, FT-IR
spectroscopy demonstrates that the formed nanoparticles have PLGA properties
and that genistein encapsulation is effective. MTT was used to test the cytotoxicity
of GenNPs and genistein in the MCF-7 cell line. After 48 hours of incubation, the
IC50 values of genistein and GenNP applied to MCF-7 cells at different
concentrations were determined to be 5,924 g/ml and 3,784 g/ml, respectively.
Cell migration in MCF-7 cells was studied using genistein and GenNPs. Wound
healing rates of 89% in the control group, 65% in the group given only genistein,
and 57% in the group given GenNP were determined after 48 hours. This
demonstrated that GenNPs increased the effect of genistein while decreasing cell

migration.

When compared to traditional methods for treating breast cancer, this thesis
achieved lower cytotoxicity. By increasing its solubility, genistein became more

effective against breast cancer.

Keywords: Genistein, nanoparticles, breast cancer, anti-cancer effect

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kanser diinya capinda meydana gelen oliimlerin en biiyiik ikinci sebebidir ve
sebep oldugu yikim gitgide artmaktadir [1]. Meme kanseri ise Diinya Saglik
Teskilat1 (WHO) verilerine gore kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir.
Sebepleri tam olarak bilinmese de risk faktorleri arasinda aile ge¢misi ve kisinin
boyu, adet dongiisii, hormon seviyeleri gibi oOzelliklerini kapsayan genetik
faktorler, dogurma yas1 ve sikligi, emzirme, hormonal dogum kontrolii gibi
ozellikleri kapsayan tiireme faktorleri, icerisinde bireyin kilo alimini, fiziksel
aktivitelerini, yeme aligkanliklarini, alkol ve sigara kullanimini ele alan yasam
tarzi ve radyasyon gibi cevresel faktorler yer almaktadir [2], [3]. Meme kanseri
icin ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi gibi cesitli geleneksel tedaviler
kullanilmaktadir fakat bunlarin bircok yan etkisi bulunmaktadir. Radyoterapi
ciltte reaksiyon olusturarak tahris ve kizarikliga sebep olurken, kemoterapi sac
dokiilmesi, yorgunluk, kusma, agri, ishal gibi bireylerin yasam kalitesini oldukca
diisiiren yan etkilere sebep olmaktadir. Meme kanserinde yapilan mastektomi,
yani cerrahi yolla memenin tamamen ya da bir kisminin alinmasi enfeksiyon, agr1
ve rahatsizlik hissi gibi yan etkilere sebep olmaktadir. Bu giiclii yan etkilerden
dolay1 daha az seviyede toksisite ile daha az yan etkiye sahip baska yontemler
aranmaktadir [4]. Flavonoidler, cesitli bitkilerde ve yemek tiirevlerinde cesitli
miktarda bulunan dogal kaynakli yapilardir. Alt tiirleri arasinda izoflavonler,
flavonoenler, flavonlar, flavonoller, antosininler ve kankonlardir bulunmaktadir.
Bircok tiirtinlin anti-kanser etkiye sahip oldugu bilinmektedir [5]. Anti-kanser
etkiye sahip flavonoid alt tiirlerinden biri de izoflavonler alt tiiriine ait soya ve
tirtinlerinde bol bulunan genisteindir [6]. Ancak genisteinin oral uygulamada cok
yetersiz kalmasi, metabolizmadan hizli atilmasi ve suda diisiik ¢oziiniirliige sahip
olmasi gibi cesitli dezavantajlara da sahip olmasi1 onu kansere karsi tedavide

yetersiz kilmaktadir. Bu amacla genisteinin dezavantajlarim1 ortadan kaldiracak



bir yontem gelistirilmesi gerekmektedir. Sahip olduklar: yiiksek biyouyumluluk,
programlanabilir dis yiizeyi ile hedefleme imkani saglama, yiiksek seviyelerde
anti-kanser ilag tasiyabilme gibi 6zelliklerle, 1 ile 100 nm arasinda degisen kiiciik

molekiiller olan nanopartikiiller bu konuda olumlu sonuclar vermektedir [7].
1.2 Tezin Amac

Onerilen tez calismasinin amaci genistein molekiillerinin poli(laktik asit-ko-
glikolik asit) (PLGA) nanopartikiiler sistem icerisine enkapstile edilmesi ve insan
meme kanseri MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki hiicresel etkilerinin tespit edilmesidir.
Serbest genisteinin ve nanopartikiiler sistemde enkapsiile edilmis genisteinin
sitotoksik, antiproliferatif ve anti-migrasyon etkilerinin karsilastirmali olarak

arastirilmasi amaclanmastir.
1.3 Hipotez

Meme kanseri icin kullanilan geleneksel yontemlerin ¢ok sayida yan etkisinin
bulunmast biiyiik problemdir ve hastalarin hayat kalitesini oldukca
diistirmektedir. Bu sebeple meme kanseri tedavisinde yeni molekiillerinin anti-
kanser aktivitesinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Genistein gibi flavonoidler
tamamen dogal olarak bitkilerde bulunmaktadir, dogal olmasi sebebiyle canlilarda
kullanildiginda yan etkileri cok az olmaktadir ve biyouyumludurlar. Genisteinin
oral yollu kullaniminda, genistein de cogu besin gibi kana karisarak kan yoluyla
viicuda dagilmaktadir. Bu durum genisteini hedef bolgeye yonelik degil tiim
viicuda yayilan bir madde yapmaktadir. Bu da kanserli doku iizerinde etki elde
etmek icin ¢ok daha fazla genistein kullanilmasi gerekliligini ortaya cikarmaktadir.
Bu sebeple genisteinin nanoparcaciklara konularak belirli bolgelere hedef alinarak
kullanilmas: etkinligini arttirmak icin ¢6ziim olusturabilecektir. Fakat genistein
suda diisiik ¢ozlnitrliige sahip olmasi anti-kanser etkisini cok az seviyede
gozlemlenmesine neden olmaktadir. Bu durum genistein molekiilleri daha polar
olacak sekilde modifiye etmekle ¢oziimlenebilir fakat bu durumun olusturacagi
toksisite de arastirilmalidir. Bunun disinda yine nanoparcaciklar kullanilarak
genisteine ait ¢Ozlnirligin arttirllmasit hedeflenmektedir. Bu c¢alismada

genisteinin nanopartikiiler sistem igerisine enkapsiile edilerek, c¢oziiniirliigiiniin



artacagi ve beraberinde anti-kanser etkisinin de artarak meme kanseri tedavisinde

kullanima katki saglayacagi diisiintilmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, genlerde bir dizi mutasyon olusmasi sonucu ortaya c¢ikan hiicrenin
fonksiyonlarini degistirerek kontrolsiiz biiyiimesine ve cogalmasina sebep olan bir
hastaliktir. Kanserler, viicudun hangi dokusunda goriliirse, ismini oradan
almaktadir. Buna bagli olarak c¢ok cesitli dokularda goriilen 177°den fazla kanser

tird bilinmektedir [8].

Kanser hiicrelerini diger hiicrelerden ayiran sekiz tane temel 6zellik vardir. Kanser
hiicrelerinin hiicre o6liimiine direnmesi, sonsuz boéliinme kapasitesi olmasi,
proliferatif sinyalleri siirdiirebilmesi, biiylime baskilayicilara karsi gosterdigi
direnc, anjiyogenez ile yakindaki damar sistemlerine erisim saglamasi, doku
invazyonu ve metastazi aktive edebilmesi, hiicresel metabolizmay1 kendi
ihtiyaclarina gore yeniden programlayabilmesi ve son olarak ise hiicrenin tepki
olarak olusturdugu bagisiklik yikimindan kacinabilmesi bu sekiz yetenektir.
Olusan kanser hiicreleri benign veya malign tiirlinde tiimorler olusturabilirler. [9],
[10]. Benign tiimorler lokal olarak sadece olustuklar1 yerde kaldiklar1 ve
yayllmadiklar1 icin tamamen kurtulunmasi genellikle miimkiindiir. Malign
timorler ise cevredeki dokulara yayilma egilimi gosterirler. Kan ve lenf dolasim
sistemlerine girerek metastaz yaparlar. Yayildikca da tedavisi o kadar zorlasir. Bu
siniflandirmanin disinda kanserler ortaya c¢iktigi dokuya gore karsinoma ve
sarkoma olarak siniflandirilirlar. Karsinomalar epitel dokuda olusan kanserlerken,
sarkomalar bag ve kas dokuda olusurlar. Karsinomlarin gorilme sikligi
sarkomalara oranla daha fazladir. Lenfoma gibi bu iki tiire uymayan kanser

cesitleri de bulunmaktadir. Bunlar beyaz kan hiicrelerinden tiiremektedir [10].

Ayn1 zamanda kanser, diinya ¢apinda meydana gelen o6liimlerin en 6nde gelen

sebepleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Cinsiyet fark etmeksizin



bakildiginda akciger, mide, karaciger, meme ve kolon kanserleri en sik goriilen ve
en cok oOlime sebep olan kanser tiirleri arasindadir. Sadece kadinlar ele
alindiginda ise meme kanseri en sik goriilen kanser tiirii olmanin yani sira
oldiiriiciiliikte de ikinci sirada yer almaktadir [8], [11], [12]. Sekil 2.1 ve Sekil
2.2’ gosterilen Sekillerde, Tiirkiye Birlesik Veri Tabani'ndan alinan 2017 verilerine
gore olusturulmus tiim yas gruplarindaki erkekler ve kadinlar ayr1 olmak iizere
aralarinda en sik goriilen bazi kanserlerin yiizde dagilimlari verilmistir. Bu verilere
gore Tiirkiye’de erkekler arasinda en cok goriilen kanser tiirleri toplam %45,1
oran ile akciger ve prostat kanserleri iken, kadinlar arasinda en cok gozlemlenen

kanser tiirleri toplam %37,4 oran ile meme ve tiroit kanserleridir.

ERKEK

Trakea,Brong,Akciger
Prostat

Kolorektal

Mesane

Mide

Bobrek

Non-Hodgkin lenfoma
Tiroid

Pankreas

%

Larinks

Sekil 2.1 Tiim yas gruplarindan erkekler arasinda en sik goriilen cesitli

kanserlerin ytlizde dagilimlari [13]

KADIN

Meme
Tiroid
Kolorektal

25.5

Trakea,Brons,Akciger
Uterus Korpusu

Mide

Qver

%

Non-Hodgkin lenfoma
Uterus Serviksi
Pankreas

Sekil 2.2 Tiim yas gruplarindan kadinlar arasinda en sik goriilen cesitli

kanserlerin ylizde dagilimlar1 [13]



Kanser cesitli sebeplerden dolayr meydana gelebilmektedir. Cesitli kimyasal
maddeler bu sebepler arasinda yer almaktadir; 6rnegin sigara icen bireylerin
akcigerlerinde benzopiren adli bir kimyasalin biriktigi, bu kimyasalin da DNA'nin
yapisinda yer alan guanine baglandigi rapor edilmistir. Timin olarak algilanan
benzopirenin karsisina sitozin yerine adenin bazi gelerek DNA’da mutasyona
sebep olur. Bu mutasyonlar sebebiyle de akciger hiicrelerinde tiimor olusmasina
neden oldugu diistintilmektedir [14]. Cevresel kimyasal maddelerin dogrudan ya
da dolayli olarak genlerde mutasyona neden oldugu ve bundan kaynakli olarak
ise kanser dahil cesitli hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Viriisler, bakteriler

ve radyasyon da kansere sebep olan faktorler arasinda yer almaktadir [8], [15].

Kansere etki eden faktorler ne olursa olsun olustugunda hiicrenin hayati
genlerinin islevlerinde bozukluklara sebep olmaktadir. Bunu da cesitli
mekanizmalar1 devre disi birakarak ya da bazi mekanizmalarin ¢cok daha fazla
eksprese olmasini saglayarak gerceklestirmektedir. Proto-onkojenler, normal
kosullar altinda hiicre boliinmesini ve biiyiimesini kontrol ederek diizenleyen
yapilarken, kanser hiicrelerinde genetik mutasyona ugrayarak onkogen haline
gelerek fazlaca eksprese edilirler. Boylece kanser hiicrelerinin kontrolsiizce
biiyiimesine ve boliinmesine olanak saglarlar. Meme Kanserinde Insan Epidermal
Biiylime Faktorii Reseptorii 2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2;
HER2) geni normalde proto-onkogen olan ama meme kanseri hiicrelerinde cok
fazla eksprese edilerek hiicre yilizeyinde cok fazla HER2 reseptorii olusmasina
sebep olan ve sonucunda da kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve karsinojenize neden
olan onkogenlerden biridir. Onkogenlerin yani sira, cogu kanser hiicrelerinde P15,
P16, P21, P27 ve P53 gibi normalde tiimor baskilayici olan genler baskilanarak
eksprese olmasini engellenmektedir ve yoklugunda kontrolsiiz hiicre béliinmesine

sebep olmaktadir [8], [16].
2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri, diinyada oldugu gibi Tiirkiye’deki kadinlar arasinda en sik goriilen
kanser tiirtidir. Sekil 2.2’de gosterilmis oldugu gibi 25,5’lik bir yiizdeyle Tiirkiye
kanser siralamasinda kadinlar arasinda en cok goriilen kanser [13]. Calismalar

gosteriyor ki her sekiz kadin arasindan birinin meme kanseri riski bulunmakta.



Kansere yakalanma riskinin yani sira, meme kanseri, kansere bagl 6liimlerin 6nde

gelen nedenlerindendir [17], [18].

Meme kanseri hem genetik hem cevresel olmak iizere bircok sebepten
kaynaklanabilir. Genetik olarak aile ge¢cmisi meme kanserinde 6nemlidir, 6rnegin
BRCA1, BRCA2, PALB2, p53, RAD51C, CDH1 ve PTEN gibi gen mutasyonlari daha
once aile gecmisinde varsa daha sik gortilmektedir. Ayn1 zamanda kisilerin boyu,
erken yasta baslayan regl dongiileri, meme dokusu yogunlugu gibi bireysel
faktorlerde meme kanseri riskini degistirmektedir. Yasam tarzi da meme kanseri
iizerinde etkilidir. Ornegin obezite ve kilo alimi, yag dokusu en biiyiik dstrojen
kaynagi oldugu icin menopoz sonrast meme kanser riskini arttirmaktadir. Cok
egzersiz yapan bireylerde meme kanseri goriilme riski daha az iken sigara ve alkol
kullanan bireylerde risk artmaktadir. Ayni zamanda diyette meme kanserinde
etkilidir, 6rnegin soya gida firiinlerini erken yasta baslayarak diizenli olarak
tliketen bireylerde meme kanseri daha az goriilmektedir. [3], [19], [20]. Tam tersi
Bat1 tipi yiiksek yagl gidalarin tiiketilmesi ise riski arttirmaktadir [21]. Bunlarin
yani sira 35 yasindan once dogum yapmak riski azaltirken, hic cocuk sahibi
olmamak riski arttirmaktadir. Emzirmemek, uzun siire boyunca oral yollu
kontraseptif kullanim1 gibi faktorler de risk olusturmaktadir. Ge¢c menopoz, 55
yasindan sonra, daha uzun siire 6strojen ve progesterona maruz kaldiklari icin
riski arttirmaktadir. Radyasyon, cevresel kirlilik, gec saatlerde kadar calismak gibi
cevresel faktorler de meme kanseri riskini arttirmaktadir [3], [19], [20]. Bilindigi
gibi meme kanseri kadinlarda erkeklerden daha sik goriilmektedir. Bu durumda

cinsiyetin kadin olmas1 dahi riski arttiran bir faktérdiir [20].

1Gavde, kaburgalar (thorax)

z(ﬂgﬂs Kaslar: (pectoralis major + pectoralis
minor)

\ ‘ o Siit bezleri (Lobus glandulae 9
v b2 mammariac)
L
Y D 3 ¥
R, W7 J\Ieme ucu (papilla mammaria) \
3 -
. » )
8 . , . ﬂtl SZX SArcola 4 .
&£ 0 6Sit kanallari (ductus lactiferi) - —
| i \unmuk ag dokusu (corpus
_—

8
Deri (cutis) ‘""l osum mammac)

Sekil 2.3 Meme Anatomisi [22]
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Meme kanseri tiirleri cok cesitlidir. Oncelikle memenin farkli dokularinda ortaya
cikabilecegi bilinmelidir. Cikabilecegi dokular arasinda lobiiller yani siit bezleri,
duktuslar yani lobiillerden iiretilen siitii meme ucuna tasiyan kanallar ve bunlarin
arasinda kalan tiim dokular bulunmaktadir [20], [23]. Sekil 2.3’te 3 numarali

doku lobiilleri, 6 numarali doku duktuslar1 gostermektedir [22].

ER-/PR-/HER2+ ER—/PR—/HERZ—

Luminal A Luminal B HER2+ Triple Negatif

Sekil 2.4 Sirasiyla meme kanserinin molekiiler alt tiirleri olan Luminal A,
Luminal B, HER2 pozitif ve Bazal benzeri (Triple negatif) tiimorlerin histolojik

goriintiileri [19]

Histolojik olarak meme kanseri de ikiye ayrilir bunlardan meme epitelinde
gortilenler karsinoma iken memedeki diger dokularda olusanlara ise sarkomalar
denmektedir. Karsinomalar 5 farkli alt gruba ayrilmaktadir. Bu ayrim 3 farkh
reseptore bakilarak yapilmaktadir. Bu {i¢ reseptor oOstrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve son olarak ise insan epidermal biiyiime faktori
reseptorii 2 (HER2)’dir. Tablo 2.1 bu alt tiirler ve 6zellikleri verilmistir. Bunlara
bakilarak olusturulan 5 siniftan ilki Luminal A ve B olarak siniflandirilmaktadir,
bu sinif meme kanserinde ER pozitif tiimorler olusmaktadir [3]. Luminal A
tipindeki tiimorler goriilen meme kanseri vakalarinin %50-60‘n1 olusturmaktadir
[20]. Ikincisi ise HER2 pozitiftir. Adindan anlasildigi gibi HER2 geni fazla
ekspresyona ugrar. Uciinciisii normal benzeri olarak adlandirilir. Bu simiftaki
timorler normal-saglikli meme kanseri hiicrelerine benzedikleri i¢in bu sekilde
adlandirilmiglardir. Dordiincii sinif bazal-benzeri olarak adlandirilirlar, bu tip
tlimorler ‘triple negatif meme kanseri (TNBC)’ olarak da adlandirilirlar [3], [19],
[20]. Yas olarak daha geng¢ ve Afrika Amerika kokenli bireylerde daha cok

rastlanilmaktadir. En agresif tiirlerden bir tanesi olarak goriilmektedir. [24]-[26].



Son tiir ise klaudin disiiktiir. Bu tip tiimorlerde epitel hiicreden mezenkimal

hiicreye gecis (EMT) goriilmektedir [3], [19], [25].

Tablo 2.1 Meme kanserinin molekiiler alt tiirlerinin 6zellikleri [20]

Molekiiler Alt Tip Goriilme Siklig1 ER/PR/HER2

Luminal A 50-60% ER+ PR+ HER2-
Luminal B 10-20% ER+/- PR+/- HER2+/-
HER2 pozitif 10-15% ER- PR- HER2+
Normal benzeri 5-10% ER-/+ PR HER2-

Bazal benzeri 10 20% ER- PR- HER2-

Klaudin diisiik 12 14% ER- PR- HER2-

Amerika Birlesik Devletleri ele alindiginda meme kanserine sahip hasta sayisinda
oran 2000’lerin ortasindan beri her yil %0,5 artis gostermektedir. Buna karsilik
meme kanserinden hayatin1 kaybedenlerin sayis1 1989 yilinda en yiiksek
seviyelere ulagsmasina nazaran 2022 yilina gelindiginde bu sayidan %42 azalma
belirlenmistir. Bunda mamografi ile erken teshisin 6nemini biiyiiktiir. [27]. Erken
tani, yiikksek 6lim oraninin Ooniine gecmek icin meme kanseri tedavisi i¢in cok
onemlidir. Erken teshis edildikten sonra kullanilan tedavi yonteminin basarili
olma ihtimali cok yiiksektir. Fakat meme kanserinin tekrar etme olasilig1 cok
yliksektir. Tedaviden 15 yil sonra bile ortaya cikabilir, bu nedenle yasam boyu

rutin takip gerektirir [11].
2.3 Meme Kanseri Tani ve Tedavisi

Her kanserde oldugu gibi meme kanserinde de erken tani cok onemlidir. Meme
kanserinin tanisit icin kullanilan yontemler Kendi kendine meme muayenesi
(KKMM), Klinikte meme muayenesi (KMM) ve mamografi (MG) seklindedir [28],
[29]. 20 yas sonrasinda kadin bireyler tarafindan KKMM’nin diizenli olarak her 30
giinde bir yapilmasi, 20 ile 40 yas arasinda diizenli olarak 3 yil araliklarla KMM
yaptirilmasi, Tiirk Radyoloji Dernegi tarafindan yayinlanan rehbere gore 40 yas

sonrasinda yine kadin bireyler tarafindan her yol olacak sekilde MG ile kontrole
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baslanmasi tavsiye edilmektedir. 50 yas tizerine ¢ikildiginda ise, 69 yasa kadar MG
cektirilmesi yilda 2 kez tavsiye edilir [29], [30]. KKMM’de bireyler oncelikle
bakarak Sekil 2.3.’te illiistire edildigi gibi sekilde, bicimde ya da simetride bir
degisiklik olup olmadigini ayna karsisinda inceleyerek, bir farkliik olup
olmadigini gozlemlemeliler [28]. Sonrasinda 6ne eller yukar1 kaldirilip daha sonra
kalcaya konularak 2 farkli pozisyonda da meme derisi iizerinde bir degisme veya
cekilme var m1 ve meme baslar1 simetrisi nasil diye incelemeliler. En son olarak
ise kisiler yatay pozisyona gelerek oncelikle ellerden biri 6rnek olarak sag el basin
altina konularak diger elle sag meme muayene edilmelidir, sonrasinda ayni islem
diger meme icinde gerceklestirilmelidir. Klinikte yapilan muayene de ayni kendi

kendine yapilan muayene gibi gerceklestirilmektedir [31].

0d e fd

Bir memenin anormal

Memede kitle Memelerden birinde yekilde digerinden sarkik
anormal birylime olmas:
s P e o=
=
Sb/\:)} Sb/\*} Sb/\*’}
Meme cildinde Meme ucunda Meme ucundan
burusukluk gukurlagma kanh akint:
Y k=5 T - em
Sb/\Q} sb/\.ﬂ! sb/\:)}
Meme ucu renginde Meme komsu lenf Ust kolda anormal
degisiklik nodlannda biyime sislik

Sekil 2.5 Meme Kanserinin Uyarici Belirtileri [28]

Gliniimiizde meme kanserin tiirleri arasinda c¢ok fazla mutasyon bulunmasi,

epigenetik ve transkripsiyon tarafinda cesitli farkliliklarin olmasi, ayni1 zamanda
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tedavi icin kullanilan yontemlere diren¢ olusmasi ve hastalarin tedaviye farkl
yanitlar vermesi gibi sebeplerden dolay1 meme kanseri tedavi icin cesitli yontemler

gelistirilmis durumdadir [19].

Meme kanserinde tedavi yOntemi olarak ameliyat, kemoterapi, radyoterapi,
hormon terapisi veya biyolojik terapi yontemleri bulunmaktadir. Fakat bunlarin
cesitli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Meme kanseri hiicrelerinin bir kisminin
kemoterapi ilaclarina karsi direnc¢ gosterdigi bilinmektedir, bu da tedaviyi
zorlastirmaktadir. Ayrica bu klasik tedavi yontemlerinin bircok yan etkisi
bulunmaktadir. Etkileri kisa ya da uzun siireli olabilmektedir ve hayat1 hasta icin
oldukca zorlastirabilmektedirler. Bu sebeplerden dolay: da toksisite ve yan etkileri
en aza indirecek sekilde, daha dogal icerikli yeni tedaviler iizerine caligsmalar

yapilmaktadir [32], [33].
2.3.1 Lokal Tedavi

Lokal tedavi yontemleri cerrahi tedavi ve radyoterapiyi icermektedir. Bu iki

yontemde de tedavi sadece tiimorii iceren bolgeye yoneliktir [3].
2.3.1.1 Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi oncelikle biyopsi yapilarak yani olasi kanserli dokudan parca
alinarak tani yapilmasinda, sonrasinda kanserli doku metastaz yapmadiysa ve
yayllmadiysa tek basina kanser tedavisinde kullanilir. Boylece kanserli doku
alinarak viicuttan uzaklastirilir. Bunun yani sira kanser dokusu metastaz yapip
yayilmissa, bu durumda diger dokularda hasar olusturulmamas: imkan dahilinde
degilse, oncesinde kemoterapi ya da radyoterapi ile doku kiiciiltiildiikten sonra
cerrahi miidahale ile uzaklastirilir. Bilinen geleneksel acik ameliyat disinda cesitli
cerrahi miidahale yontemleri de mevcuttur. Ornegin, laparoskopik cerrahi
sayesinde kamera yardimiyla ufak boyutta acilan bir delik ile ameliyat
gerceklestirilir. Daha hassas ve ulasilmasi oldukca zorlu durumlarda ise robotik
cerrahiye bagvurulur [34]. Meme kanserleri i¢cin ¢ogunlukla tiimoriin etrafinda
bulunan saglam meme dokusu ile birlikte alindig1 meme koruyucu ameliyat veya
total mastektomi denilen tim meme dokunun alinmasi gerceklestirilmektedir
[35]. Total mastektomi sonucu bunu yasayan hastada oOzgiiven kaybi, estetik

kaygisi, onu bu duruma getiren durumdan dolay1 hastaliktan 6nceki yasam tarzi
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nedeniyle sucluluk duyma ve cezalandirilma korkusu gibi cesitli psikolojik yan

etkiler gozlenebilmektedir [36].
2.3.1.2 Radyoterapi

Iyonizan 1sinlar ile kanserli hiicrelerin o6ldiiriilmesini hedefleyen bir tedavi
yontemidir [34]. Bu isinlar iyonlar araciligiyla hiicrelerde yiiksek bir enerji
toplanmasina ve bu toplanan enerji de hiicrelerin genetik materyalleri olan
Deoksiriboniikleik asit (DNA)nin bir ya da birden fazla baginda kirilmaya sebep
olarak zarar gormesine, boliinme ve c¢ogalma islemlerini gerceklestiremez hale
gelmesine neden olur. Bunun sonucunda da hiicrelerin Olmesine sebep
olmaktadir. Radyoterapi hiicre 6liimiine direkt ya da indirekt olacak sekilde etki
edebilmektedir. Direkt etkide dogrudan DNA’ya hasar verirken, indirekt etkide
serbest radikallerin olusmasina sebep olur ve bu serbest radikaller DNA hasarina
sebep olur. Bunun yami sira radyoterapi bazi kanser tiirlerinde tek basina
kullanilsa bile meme kanseri icin genellikle kemoterapi ve cerrahi miidahale gibi
diger yoOntemlerle birlikte kullanilmaktadir. Cerrahi miidahale ile birlikte
kullanildiginda miidahaleden sonra kalan mikroskobik diizeyde tiimor
hiicrelerinin elimine edilmesi icin kullanilmaktadir. Radyoterapinin hemen hiicre
Oldiirmesi s6z konusu olmadig icin etkileri belirli bir siire daha devam ederek

hiicre o6liimiine terapi bitse dahi sebep olmaktadir [37], [38].

Yillar icinde cesitli radyoterapi yontemlerini gelistirilmistir. Yeni yontemlerin
gelistirilmesindeki amac¢ miimkiin oldugu kadar sadece kanserli hiicrelere en
yliksek diizeyde etki edip, saglikli hiicrelere en az diizeyde hasar verilmesidir.
Saglikli hiicreler radyoterapi sonrasinda kendilerini kanser hiicrelerine oranlara
daha hizli bir siirede normal hallerine dondiirebilirler. Bu sebeple tedaviden dolay1
olusabilecek sa¢ dokiilmesi, halsizlik durumu ve deride cesitli reaksiyonlar gibi
yan etkiler goriilse de kalic1 degildir [34], [37]. Fakat tedavinin yaklasik olarak 2.
veya 3. haftasi ortaya cikmaya baslayan deri reaksiyonlari hastanin yasam
kalitesine zarar vermektedir. Bu cilt reaksiyonlar1 arasinda eritem, agri, kuruma,

kasinma gibi durumlar gézlenmektedir [38].
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Bunun disinda radyoterapi alan kisilerde radyoterapinin depresyonun gelismesine
katki sagladig1 diistiniilmektedir. Cerrahi miidahaleden sonra uygulanan

radyoterapinin hastalarda korku ve endise yarattig: belirtilmektedir [36].
2.3.2 Sistematik Tedavi

Sistematik tedavi bicimleri kemoterapi, hormon terapisi ve biyolojik terapi
bagliklarina ayrilabilir. Bu tip tedavi bicimlerinde lokal tedaviden farkli olarak
viicudun tim Dbolgelerinde yer alan kanserli hiicrelerin tedavisinde
kullanilabilinmektedir fakat bunu yaparken viicutta yer alan saglikli hiicrelerin de
etkilenmesine sebep olurlar. Ayrica bu tedavi yontemlerinde toksik etki ve timor

direnci gibi problemler goriinmektedir [3].
2.3.2.1 Kemoterapi

Kemoterapi kanser hiicrelerini kemoterapotik ilaclar ile yok etmeyi
hedeflemektedir, kullanilan ¢esitli ilaclar degisik mekanizmalar1 hedef almaktadir
[34]. Meme kanseri icin hedeflenen bu mekanizmalardan bazilar1 DNA hasari,
apoptoz, mitotik inhibisyon, niikleik asit sentezi inhibisyonu, topoizomeraz
inhibisyonu seklindedir. Meme kanserinde kemoterapotik ajan olarak kullanilip
DNA hasarini hedefleyen kemoterapotik ajanlardan bazilari cisplatin, epirubisin
ve doksorubisindir. Fakat olasi yan etkiler arasinda, cisplatin i¢in nefrotoksisite,
doksorubisin icin biling kayb1 ve anemi, epirubisin i¢in ise kardiyotoksisite, anemi
ve gastrointestal toksisite gibi ¢ok gii¢lii yan etkiler bulunmaktadir. Apoptotik
hiicre 6liimii mekanizmasinda kullanilan siklofosfamid ise kilo alimina sebep
olmasinin yani sira pulmoner yan etkilere de sebep olabilmektedir. Mitotik
inhibisyonu hedefleyen dosetaxel ise pulmoner toksisiteye, kolit ve diyare gibi
etkilere yol acabilmektedir. Gemsitabin kemoterapotik ajani ise niikleik asit
sentezi intibasyon mekanizmasina etki ederken ayni zamanda gastrointestinal
toksisiteye sebep olabilmektedir. Bu gibi ciddi yan etkilerden dolay1 dogal

kaynakli, daha az toksik etkiye sahip madde arayis1 vardir. [39].

Kemoterapinin depresyon gelisimi iizerinde etkisi oldugu diistintilmektedir.
Ozellikle kemoterapi sonrasi olusabilecek infeksiyon kaynakli riskler nedeniyle
hastalar daha izole yasamaya mecbur kaldiklar1 igin psikolojileri kotii

etkilenmektedir, ayn1 zamanda kemoterapi alan ¢esitli gruplarda bu hastalarda
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anksiyetenin arttig1 goriilmektedir. Bunlarin yani sira meme kanseri nedeniyle
alinan kemoterapi ve ameliyattan sonra hastalarin yorulma siklig1 %4

seviyesinden %91 seviyesine ciktig1 gozlenmistir [36].
2.3.2.2 Hormon Terapisi (Endokrin Terapisi)

Oncelikle hormonlar endokrin sistem tarafindan {iretilen molekiillerdir.
Uretildikten sonra kana karisarak spesifik olduklar1 dokuya tasmrlar. Daha
sonrasinda dokunun icinde ya da iizerinde bulunabilen reseptorlere baglanarak
hiicrede hormonun gorevi dogrultusuna cesitli biyokimyasal reaksiyonlari
baslatirlar. Boylece hiicrenin islevi kontrol edilmis olur [40]. Viicutta dogal olarak
bulunsalar da gerektiginde disaridan hormon takviyesi saglanabilmektedir.
Hormonlarin bu o6zelligi onlar1 kanser tedavisinde hastaya disaridan takviye
edilmesi ile ila¢ olarak kullanilmasi imkanini olusturur. Meme kanseri icin de

hormon tedavisi mumkiindiir [34].

Hormon reseptor antagonistleri: Hormonlar reseptore baglanarak islevlerini

gerceklestirirler, hormon reseptor antagonistleri ise hormonlarin reseptorlere
baglanmasini engelleyerek calisirlar, bunu da o reseptore kendileri baglanarak
yaparlar. Boylece hormon baglanamaz [34]. Hormona rakip olarak calismis
olurlar [41]. Hormon reseptOr antagonistleri arasinda Ostrojenin etkisine karsi
koyanlar segici anti-Ostrojen reseptor modiilatorii (SERM) olarak adlandirilirlar.
Tamoksifen SERM’ler arasinda en yaygin olarak kullanilan ilaclardan bir tanesidir.
ER pozitif meme kanseri tedavisinde olumlu sonuclar goriilmiistiir [34]. Yapilan
calismalara gore 20 mg tamoksifeni bes yil boyunca her giin olacak sekilde
kullanan meme kanserine sahip bireylerde %49 seviyesinde gerileme
gozlemlenmistir. Fakat ER negatif meme kanserine sahip olan bireylerde etkisi
yoktur [41]. Fulvestrant ise SERM olarak kullanilan baska bir ilagtir [42].
Metastatik meme kanserine sahip bireylerin tedavisinde kullanilmaktadir [34].
Toremifen SERM olarak kullanilan ilaclardan bir digeridir, metastatik meme
kanserine sahip menopoz sonrasi kadin bireylerin tedavisinde kullanilmaktadir

[43].

SERM olarak kullanilan ilaclar yan etki olarak aniden gelen sicaklik basmasina,

vajinada kuruluk olmasina, miyalji ve artraljiye sebep olabilmektedir. Bunlar
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yaygin goriilen yan etkiler. Bunlarin disinda tamoksifenin rahim kanseri riskini
arttirdig1 bilinmektedir [44]. Ayn1 zamanda yine tamoksifenin kemik catlaklarina

sebep olabildigi raporlanmistir [41].

Hormon sentez inhibitorleri: Adindan da anlasildigi gibi hormonlarin sentezini
engellemektedir. Bunu yaparken hormonun iiretildigi yeri hedef alirlar. Bu
kategori iki ceside ayrilir. Bunlardan ilki aromataz inhibitorleri (AD)’dir [34].
Ostrojen ve androjen iiretimini durdurabilirler. Meme kanseri icin &strojen
tiretimini durdurmak hedeflenir. Menopoz sonrasi kullanilirlar. Tamoksifen’den
daha etkili ve daha az toksik olduklar1 bilinmektedir. Aromataz inhibitorlerinden
ilk olarak kullanilan aminoglutetimiddir fakat belirli bir bolgeye yonelik degildir
ve tiim viicuttaki ostrojen sentezini durdurabilmektedir. Bu sebepten dolay1 yan
etkileri ¢ok kotii olabilmektedir. Bu yiizden daha spesifik yeni nesil aromataz
inhibitorleri gelistirilmistir [41]. Temelde AT'ler ikiye ayrilmaktadir, bunlardan bir
kismu steroid bazh olurlar digerleri steroid bazli degildir. Ikinci grupta yani steroid
bazli AT'de yer almayanlara 6rnek olarak anastrozol ve letrozol verilebilir. Bunlarin
etkisi geri dontstiiriilebilirdir. Fakat ilk grupta yer alanlarin etkisi geri
dontistiiriilemezdir, kalic1 bir inaktivasyona sebep olurlar. Bu gruba 6rnek olarak

exemestan verilebilir. [45].

Hormon sentez inhibitorlerinde ikinci grup ise gonadotropin salgilayan hormon
(GnRH) anologlanidir [34]. Bu tedavi menopoz oOncesi kullanilmaktadir.
Hipotalamusta iiretilen @~ GnRH, GnRH reseptorlerine baglandiginda
yumurtaliklardan Ostrojen iiretimini saglayan luteinizan hormon (LH)nin
salinmasina sebep olmaktadir. GnRH anologlari ise hipotalamusta GnRH
liretiminin asag1 regiilasyonunu saglarlar [46]. Boylece kimyasal kisirlastirma
gerceklestirilmis olunur [34]. Kisirlastirilma ameliyat gibi cerrahi yontemlerle
gerceklestirilebilir fakat bunlarda geri doniis yoktur. GnRH analoglan ile
gerceklestirilen kimyasal kisirlastirmanin ise geri dontisii bulunmaktadir.
Bireylerde ila¢ kullanilma birakildiktan sonra iireme yetisi geri gelebilmektedir.
Buserin, goserelin, leupropelin ve triptorelin bu cesit kimyasal kisirlastirilma igin

kullanilan ilaglardan birkac tanesidir [46].
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Gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) anologlar ile tedavinin de cesitli yan
etkileri bulunmaktadir. Sik goriilen yan etkileri arasinda depresyon ve uyku
bozukluklar1 gibi psikolojik hastaliklar, bas agrisi, gecici bas donmeleri ve gecici
tat degisiklikleri gibi fiziksel semptomlar bulunmaktadir. Bunlarin yani sira
endokrin siteminin de GnRH analoglar1 tarafindan etkilendigi rapor edilmistir

[47].

Hormon Takviyesi: Hormon takviyesi ile temek amac¢ kanser hiicreleri {izerinde

sitotoksik bir etki olusturmaktir. Direk olarak hormonun iiretimi ya da hormonun
baglandig1 reseptore baglanmasini engellemek yerine viicuda hormon takviyesi
yapilarak hormon seviyeleri arttirilir. Boylece viicudun onu azaltmak icin baska
bir hormonun seviyesini arttirarak o hormonu azaltmasi beklenir. Meme
kanserinde Ostrojen dengesini saglamak icin progesteron hormonu
kullamilmaktadir [34]. Ostrojen ile birlikte kullanilan progesteronun uzun
donemde bazi kadinlarda kanama ve meme agris1 gibi yan etkiler olusturdugu
gozlemlenmistir. Kisa donemde ise bunlar goriilmemektedir fakat bu etkilerin kisa

donemde gecikip sonradan ortaya c¢ikabildigi soylenmektedir [48].
2.3.2.3 Biyolojik Terapi

Biyolojik terapide biyolojik maddelerin tedavi amacli kullanilmasi esas
alinmaktadir. Biyolojik tedavide anti-anjiyogenikler, anti-ttimorojenikler, bunlarin
yani sira cesitli kanser asilari, monoklonal antikorlar, interferonlar, interlokiinler
de kullanilabilir. Ayn1 zamanda gen terapisi de kanser tedavisinde kullanilan

biyolojik terapilerden biridir [34].

Pasif Immiinoterapi: Immiinoterapide yapilmak istenen bireylerin bagisiklik

sistemini aktive ederek onlarin kanserli hiicreler ile savagsmasini tesvik etmektir.
Aktive etme islemi bireylerin kendi bagisiklik sistemi kullanilarak ya da sentetik
olarak iiretilen monoklonal antikorlar yardimiyla gerceklestirilebilir. Bu tedavi
antikor tedavisi ve non-spesifik kanser immiinoterapisi olarak ikiye ayrilmaktadir

[34].

Meme Kanseri Asilari (Aktif Immiinoterapi): Alternatif olarak iiretilen tedavi

yontemlerinden biridir. Farkli materyaller kullanilarak asi iiretilebilinmektedir.

Kullanilanlar arasinda gen, viriis, bakteri, peptit ve hiicreler bulunmaktadir [19].
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Ilk olarak gen bazli asilarda amac hedefteki kanser hiicresine belirli bir aktif genin
verilmesidir. Bu gen kanser hiicresinin en temel fonksiyonlarini inhibe edecek
sekilde programlanabilmektedir. Yani kanser hiicrelerinin biiyiime baskilayicilara
kars1 gosterdigi diren¢ inhibe edilebilir, anjiyogenez vyapabilme 6zelligi
durdurulabilir, apoptoz indiiklenebilir, hiicre dongiisine devam etmesi
engellenerek boliinmesi engellenebilir, timor hiicre direkt olarak inhibisyona
ugratilabilir, ayn1 zamanda metastazi aktive etmesinin 6niine gecilebilir. Gen bazl
as1 tedavisinde genin hedef hiicrelere tasinilmasi gerekmektedir, bu amacgla da

virlis ve bakteriler gibi ajanlar kullanilabilir [19], [49].

Peptit bazli asilar ise belirli bir ya da daha fazla antijene kars1 bagisiklik tepkisi
olusturma amaciyla kullanilir. Hedefte tek antijen var ise tek degerlikli, birden

fazla antijen var ise de ¢ok degerlikli olarak adlandirilmaktadirlar [19], [49].

Son olarak ise hiicre temelli asilar meme kanseri tedavisinde kullanilabilir.
Hiicreler hastanin kendisinden alinabildigi gibi, baska bir donérden de alinabilir,
ya da tiimoriin modifiye edilmis hiicreleri kullanilabilir. Diger yontemlerde oldugu
gibi burada da ama¢ immiin sistemi aktive ederek kanser hiicrelerine karsi

calismasini saglamaktir [19], [49].

Meme kanseri tedavisinde kullanilan asilarin geleneksel yontemde kullanilan
kemoterapiye gore daha diisiik toksisiteye sahip oldugu ve viicut tarafindan
toleransinin daha yiiksek oldugu gozlemlense de sinirli seviyede kritik fayda
raporlanmistir. Sagladig1 immiin tepkileri kisa siireli oldugu i¢cin tek basina tedavi

yontemi olarak kullanilamamaktadir [49].

Kanser Biiyiime Inhibitérleri: Kanserli hiicrelerin biiyiimesini engellemek amaciyla

kullanilmaktadir [19].

2.4 Flavonoidler

Flavonoidler, OH grubu ile benzen halkalar1 iceren bitki kaynakli ikincil
metabolitlerdir. Meyve ve sebzelerde bulunmasinin yami sira tahillarda,
cikolatada, cay ve sarap gibi gidalarda da bulunmaktadir [50], [51]. Bu besin

ailesine ait 10.000'den fazla iiye vardir. Bu tirler alti ana tiir icinde
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toplanmiglardir; izoflavonoller, flavonoenler, flavonlar, flavonoller, antosininler

ve cankonlardir [51]-[54].

izoflavonlar: Flavonoidler saglik alaninda genis capli kullanimi ile 6ne cikar bir alt
tirtidiir. En bilinen izoflavonlar genistein ve daidzeindir [55], [56]. Yaklasik
olarak 1,2 ile 4,2 mg/g araliginda kuru agirliga sahip izoflavon iceren soya
fasulyesi temel izoflavon kaynagidir. Bunun disinda soya gidas tiirevleri, kirmizi
ve beyaz ti¢giil olarak adlandirilan cicek tiirleri ve yonca da izoflavon kaynagidir.
Ayrica az miktarda da olsa cesitli sebze ve meyveler ile yemisler de izoflavon
icermektedir [57]. 300’den fazla bitkide agirlikli olarak kok ve cekirdeklerinde
olmak iizere izoflavon tespit edilmistir [58]. Izoflavonlar saglik alaninda cesitli
calismalar yapimaktadir. Oncelikle izoflavonlarin &strojen reseptérlerine
baglanma yetenegi vardir [56]. Bu sebepten dolay: fito-Ostrojenler olarak da
adlandirilmaktadirlar [59]. Bu yetenek baz alinarak, 6 menopoz Oncesi kadin
bireyde, 9 ay boyunca giinliik 45 mg olacak sekilde izoflavon iceren soya bazl
sebze yedirilerek yapilan calismada belirli bir siire sonra adet dongiilerinin
diizenlendigi ileri siirtilmiistiir [60]. Soya fasulyesi ve tiirevleri disinda kirmizi
icgiilde yiiksek oranda izoflavon bulunmasi sebebiyle ek gida takviyesi olarak
kullanilmaktadir [59]. Dahasi, izoflavonlar genel olarak giiclii antioksidan etkileri
ile serbest radikallerin genetik materyale karsi sebep olabilecekleri hasar

onlenerek cesitli kanser risklerinin azaltilmasini saglayabilirler [61].

Flavanonlar: Flavanonlar, flavonoidlerin biiyiikk bir ¢ogunlugu narenciye
tlirlerinde bulunan alt tiiriidiir [62]. Flavanonlar, bulundugu bitki tiiriiniin yer
altinda ve yer tistiinde olmak iizere fark etmeksizin her parcasinda rastlanabilir
fakat en yiiksek oranda narenciye meyvelerinin kabugunda bulunur ve onlara aci
tad1 veren flavanonlardir [63]. Narincenin ve hesperitin bu alt en cok 6nem verilen
orneklerindendir [56]. Narincenine, narenciye meyveleri disinda diisiik oranda da
olsa domateste de rastlanilmistir. Flavanonlarin anti-kanser etkisi tam olarak
arastirllmamistir. Fakat disi fareler {izerinde meme kanseri hiicreleri asilanarak
yapilan calismada portakal suyu ve naragin kaynakli gidalarla beslenen farelerde
timor gelisiminin ertelendigi gozlemlenmistir. Bu sebeple flavanonlarin timor

gelisimine kars: etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlarin yaninda hesperitin
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ile yapilan alismalarda ucuk vb. viral hastaliklarda anti-viral etkisi oldugu ortaya

koyulmustur [63].

Flavonlar: Flavonlar, flavonoid alt tiirleri arasindaki en biiyiik tiirlerden biri olarak
bilinmektedir [61]. Flavonlar kereviz, kirmizi biber, portakal, sogan, maydanoz,
bugday filizi, cay, portakal, brokoli, havuc, lahana, elma, papatya ve nane olmak
lizere bircok meyve ve sebzede bulunmaktadir [50], [56], [61]. En cok calisilan
iki flavon apigenin ve luteolindir [61]. Apigenin bilinen flavonlar arasinda daha
az toksisiteye sahiptir [64]. Apigenin de antioksidan etkileri bulunmaktadir,
ozellikle pankreasta olmak tizere serbest radikallere karsi calismaktadir. Bunun
disinda enflamasyona etkisi arastirilmis ve kanser ile Kkardiyovaskiiler
hastaliklarda enflamasyonu diisiirebilecegi one siirilmiistiir [61]. Yine ayni

sekilde luteolinin de antioksidan etkileri oldugu bilinmektedir [56].

Flavonoller: Keton fonksiyonel grubunu igeren flavonoid alt tiiriidiir. Domates,
elma, sogan, lahana gibi gidalarin yiiksel flavonol kaynagi oldugu bilinmektedir.
Hakkinda en cok calisilan flavonollerin basinda kuarsetin, kamferol ve mirisetin
gelmektedir [50], [58]. Flovonollerin de ¢ogu flavonoid gibi giiclii antioksidan
etkileri oldugu bilinmektedir. Bu oOzellikleri onlarin serbest radikallerle
savasabilmesine, onlarin olusumunu engelleyebilmelerine ve viicuttaki var olan
antioksidan sistemi koruyabilmelerine olanak saglamaktadir. Kuarsetin ve
kamferoliin bu acidan yiiksek antioksidan ozelliklerine sahip olduklar
gozlemlenmistir. Bu sebepten dolayr da saglik alaninda odaklari iizerlerine
cekmislerdir [65]. Ayni1 zamanda kamferoliin kanser hiicrelerine Kkarsi
kullanilabilecegi cesitli kaynaklarda gosterilmistir [66]. Mirisetin ile yapilan bir
calismada karaciger yaglanmasina sahip bireylerin hayatta kalma oraninda artis

saglandig1 goriilmiistiir [67].

Antosiyanidinler: Bitkilerde birden fazla renkten sorumlu olan fitokimyasal

pigmentlerdir. Meyve ve sebzelerde bulunmasinin yani sira kuruyemislerde,
balda, ¢ayda, zeytinyag1 ve kakao gibi gidalarda, ayn1 zamanda kirmizi sarapta
bulunmaktadir. Saglik alaninda antosiyanidinleri cazip kilan bir¢ok o6zellikleri
vardir. Bunlar arasinda antioksidan olmalari, anti-kanser, anti-bakteriyel, anti-

diyabetik, sitotoksik olmalar1 gibi o6zellikleri bulunmaktadir. [56].
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Antosiyanidinler yapisal olarak stabil olmadigindan dolayr genellikler
glikolizlenmis halde dogada bulunmaktadirlar [61]. Bu glikolizlenmis forma
verilen isim ise antosiyanindir [68]. Bu isim yunanca ¢icek ve mavi anlamina gelen
antho ve kyanos kelimelerinden gelmektedir [69]. Bitkilerde, ciceklerde ve
meyvelerde renklerden sorumlu bir flavonoiddir [50]. Genellikle mavi, kirmizi ve
mor renklerinin sorumlulugu antosiyaninlere aittir [58]. Bugiline gelindiginde
300’den farkli antosiyanin cesidi oldugu belirlenmistir [68]. Yaban mersini,
kizileik, tiziim, bogiirtlen, ahududu ve cilek gibi meyvelerde bulunmasinin
yaninda domates, kirmizi lahana ve patlican gibi sebzelerde de bulunmaktadir
[50], [61]. Cesitli tiirevleri, gida sektoriinde gida boyasi olarak ve ayn1 zamanda
akilli paketleme denilen pH’a gore gida maddesi bozuldukca renk degistiren
antosiyanin boyalar1 olarak da kullanilmaktadirlar [70]. Bunlarin disinda
antosiyaninler giiclii antioksidanlar olmalarinin yaninda ayni zamanda girtlak,
meme ve prostat kanseri gibi bircok kanser tiiriinde anti-kanser etkisi oldugu

belirtilmistir [56].

Kankonlar: Acik zincirli bir flavonoid ailesidir. Bazi tiirleri arasinda arbutin,
philoridzin ve chalconaringenin bulunmaktadir. Domates gibi sebzelerde ve cilek
ile armut gibi meyvelerde bulunmaktadir [50]. Saglik alaninda antioksidan, anti-
bakteriyel, anti-viral ve anti-kanser gibi 6zellikleri bulundugu i¢in kullanim alani
genistir [61], [71]. Kankonlar dogal olarak bulunabilecegi gibi sentetik olarak
tiretimi de kolaydir ve sentetik hali saglik alaninda kullanilmaktadir. Sentetik
olarak tiizerlerine farkli fonksiyonel gruplar eklenerek farkli 6zellikler kazandirilip
kansere karsi kullanilmaktadir [72]. Ustelik ilk kez 18007erin sonunda

laboratuvarda iiretilmis, dogal hali 1910 yilina kadar izole edilmemistir [71].
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Sekil 2.6 Bes temel flavonoid yapilar1 ve bulunduklari bazi besin maddeleri [61],
[73]
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Kisacasi flavonoidler hiicre icinde bircok gorevde yer alabilmektedirler. Bu
gorevlerin arasinda hiicrenin hayatta kalmasini, biiyiimesini ve c¢ogalmasini
diizenleyen sinyal yolaklarinin diizenlenmesi vardir. Buna bagl olarak bazi
arastirmacilar, flavonoid tiiketmenin belirli kanserlerin olusma ve gelisme riskini
azalttigimi tespit etmislerdir. Bunu diizenlenmesinde gorev aldig1 farkli sinyal
yolaklar1 ile kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek ve hiicre dongiisi
tutuklamasini uyararak yapabildigi diisiiniilmektedir. Bircok farkli kanser tiiriinde
kanitlanmis anti-anjiyogenez ve anti-metastaz kabiliyetine sahiptirler. Ayni
zamanda dogal olduklar icin yan etkileri klasik kanser tedavilerinden ¢ok daha
diisiiktlir ve tiim bu sebeplerden dolay: flavonoidlerin kanser tedavisi i¢in umut

verici potansiyele sahip olduklar1 goriilmektedir [51], [52].
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2.5 Genistein

Genistein soya fasulyesi, soya gida tirtinleri ve bazi kurubaklagillerde bulunan bir
izoflavondur. Bunlarin yani sira farkli meyve ve yemislerdeki genistein ve daidzein
seviyeleri Olciilen bir calismaya gore kizilcik, hurma, incir, mango carkifelek gibi
meyveler ile findik, fistik ve kestane gibi yemislerde de Genistein tespit edilmistir

[74].

Genisteinin ilk kez izolasyonu 1899 yilinda gerceklesmistir [75]. Kimyasal
formiilii 4, 5,7-trihidroksiizoflavon ve kimyasal yapisi Sekil 2.3’te verildigi gibidir
[76], [77]. Insanlarda &strojenik aktivite gdsteren bir grupta yer aldig1 icin aym

zamanda fitoostrojendir [74].

OH
OH O

HO O

Sekil 2.7 Genisteinin kimyasal yapisi [77]

Genistein tiiketiminin Cin, Japonya gibi Asya {ilkelerinde bati iilkelerine gore cok
daha fazla oldugu ortaya konulmustur. Asya iilkelerinde yetiskin bireyler tarafindan
tliketilen izoflavon miktar1 25-50 mg arasinda belirlenirken, bu tiiketim miktar1 Bati
lilkelerindeki yetiskinler icin 3 mg'dan daha az olarak kaydedilmistir. Daha
sonrasinda yapilan epidomolojik ¢alismalar ise meme ve prostat kanseri basta olmak
izere cesitli kanser tiirlerinin Asya iilkelerinde daha az gézlendigini ortaya ¢ikarmistir
[76]. Bu sebepten dolay1 genisteinin antikanser etki gosteren bircok biyolojik
aktivitede yer aldigi inanilmaktadir. Bunlar arasinda protein tirozin kinaz
inhibisyonu, topoizomeraz II inhibisyonu, anjiyogenez inhibisyonu, metastazin
inhibisyonu, proapoptotik 0Ozellikleri, kanser hiicrelerinin farklilasmasinin
baslatilmasi, hiicre dongiisii modifikasyonu gibi aktiviteler bulunmaktadir.

Genistein'in hedef aldig1 en temel molekiiller arasinda B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2),
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Bcl-2 ile iligkili X proteini (Bax), niikleer faktor-kB (NF-«kB), bir NF-xB inhibitorii
bulunmaktadir. Bunlarin yaninda fosfoinositid 3, -kinaz/Akt (PI3K/Akt), hiicre dis1
sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK 1/2), mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
ve inflamasyon ve hiicre 6limii gibi siirecleri kontrol eden karpazlar gibi sinyal
yolaklar1 da genisteinin hedefleri arasindadir. Bunun yani sira meme kanserinin
olusumunda etkisi olan Ostrojen reseptorlerine karsi antagonistik aktivite de
gostermektedir. Ayn1 zamanda diger kemoterapétiklerle karsilastirildiginda diisiik
toksisiteye de sahip oldugu icin antikanser tedavisi icin umut vadeden 6nemli bir aday
haline gelmistir [76], [78]. Fakat genistein cesitli dezavantajlara da sahiptir. Bunlar
arasinda oral uygulamada cok yetersiz kalmasi, hizli sekilde metabolizmadan
atilmasi, kanser hiicrelerini hedeflemede yetersiz kalmasi ve suda diisiik ¢o6ziinme
orani bulunmaktadir [78]. Genistein suda ¢éziinmiiyor olsa da etanol gibi organik
¢oziiciilerde ¢ozlinmektedir. Bu 6zelligi kullanilarak ¢oziiniirliigliniin ve biyo-aliminin
arttirllmast miimkiindiir. Bunun disinda genisteinin nanopartikiil icine enkapsiile
edilerek kullanimi coziiniirliik ve metabolizmadan hizli1 atilmasi gibi problemlere

¢6zlim olmustur [79].

Genistein ile yapilan cesitli calismalar, genisteinin ayni1 zamanda obezite ve Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklar icin de umut verici olabilecegini gostermektedir [80].
Dahasi, diizenli olarak oral yolla genistein aliminin kardiyovaskiiler ve kemik

saglhigina da iyi geldigi bilinmektedir [81].

Genisteinin toksik acidan incelemesi yapildiginda testosteron dengesizligi, alerji gibi
etkileri olabilecegi goriilmiistiir. 12 erkek bireyde yapilan calismada, 4 hafta boyunca
56 gram genistein tiiketen bireylerde, calismanin sonunda testosteron seviyesinin
%19 oraninda arttig1 gbzlemlenmistir. Bunun yani sira genisteinin genellikle cocukluk
yaslarinda alerjiye sebep oldugu ama yasami tehdit eden boyutta olmadigi
raporlanmis. Alerji kaynakl kasinma, egzama, kusma, mide agis1 ve ishal gibi etkiler

gozlemlenmistir [82].
2.6 Genisteinin Meme Kanseri Uzerinde Etkileri

Meme kanseri vakalar1 Asya iilkelerinde Bati iilkelerine gore daha az seviyededir.
Asya iilkelerinde her giin tiiketilen izoflavon 25 ile 50 mg arasinda iken, bu oran
Batili iilkelerde 2 mg’dan daha az bir miktardadir. Cesitli epidemiyolojik

calismalar ile oral yol ile izoflavon tiiketiminin meme kanseri olusma riskini
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azalttig1 ve bu nedenle Asya iilkelerinde daha az meme kanseri vakasi oldugu
ortaya sunulmustur [57]. Daha 6nceki yillarda Singapurlu ve Cinli kadin bireylerle
yapilan calismada 420’si saglikli, 200’ meme kanseri tanis1 konmus bireyler
secilmistir. Bu epidemiyolojik calisma sonucunda soya tiiketimi ile meme kanseri
riskinin azalmasi arasinda pozitif bir iliski gézlemlenmistir [83]. Soya gidalarinin
cocukluk yaslarindan itibaren tiiketiliyor olmasinin meme kanserini 6nlemede ¢ok
daha etkili oldugu yapilan calismalarla ortaya konulmustur. Hatta 5-11 yaslari
arasinda yani ¢ocukluk doneminde soya tiiketiminin ergenlik yillarinda baslanan
soya tiiketimine oranla meme kanserine karsi iki kat daha koruyucu oldugu

raporlanmistir [84].

Fakat genisteinin meme kanseri tedavisi tiizerindeki etkileri tartismalidir.
Genisteinin bir fitoostrojen oldugu bilinmektedir ve degisen Ostrojenik etkileri
bulunmaktadir. Artan 6strojen seviyeleri meme kanseri riskini arttirmaktadir ve
genisteinin bazi durumlarda béyle bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir [82],
[85]. Fakat Dr. Shu ve arkadaslarinin soya gidalarinin tiiketilmesinin meme
kanserine etkisini inceledikleri calismada da soya gidalarinin giivenli oldugu,
O0lim ve hastaliginin tekrar etme oraninin soya gidalari tiiketimiyle azaldigi
belirtmiglerdir [81]. Genisteinin Ostrojen antagonist olarak da calisabilmektedir,
normal ostrojenler ER alfa’ya baglanirken genistein ER beta’ya baglanmaktadir.
Bu baglanmanin da normal Ostrojen baglanmasina goére daha zayif oldugu
belirtilmistir [80], [86]. Bu durumdan dolay1 da genistein, dogal SERM olarak
diisiiniilmektedirler [80]. Dahasi genisteinin, SERM olarak kullanilan ilaclardan

biri olan raloksifen ile ER’ye neredeyse ayni sekilde baglandigi1 gosterilmistir [87].
2.7 Kanser ve Nanopartikiiller

Gelisen yeni teknolojiler ile kanser tedavisinde nanoteknoloji kullanilmasini
kapsayan nano-onkoloji bolimii ortaya cikmistir. Altin nanopartikiiller nano
seviyede kanser teshisinde ve kanserin ilerleyisini kontrol etmekte kullanilirken,
ilac yiikli nanopartikiill sistemleri ise kanser tedavilerinde kullanilmaya
baslanmistir. Nanopartikiiller ile ila¢ verimliligi arttiriirken diisiik toksisite

ilaclarin yan etkilerinin azaltilmasini saglamaktadir [88], [89].
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Geleneksel kemoterapinin en biiyiik problemlerinden birinin kanser hiicrelerini
oldiiriirken ayni1 zamanda saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Bunun yani sira
kemoterapide kullanilan ilaglar diisitk ¢oziiniirliik, diisiik biyoyararlanim gibi
problemlerde barindirmaktadirlar. ilac tiim viicuda dagilirken kanserli bolgeye
ilacin sadece belli bir kismi1 gelmektedir. Tiimor cevresinin de asidik dogasi
nedeniyle ilacin etkinligi de diismektedir [90]. Nanopartikiillerin bu ilaclar
hedefteki kanser hiicreleri gotiirmek icin ilac tasiyici sistem olarak kullanilmasi da
kanser tedavisinde 6nemli bir adimdir [91]. Boylece ilaclarin diger hiicrelere olan
toksik etkisi diisiiriilmektedir [92]. Nanopartikiiller tiimor cevresinin etkilerini
atlatabilecek kapasiteye sahiptir. Bunun yani sira ilaci direkt olarak hedefe
tastyabilmekte; saglikli hiicrelerin etkilenmesinin 6niine gecebilmektedir [90].
Miseller, lipozomlar, dendrimer, karbon nanotiipler ve son olarak ise metalik
nanopartikiiller nano ilac tastyici sistemler (nano-DDS) olarak kullanilmaktadir

[93].

Miseller hem hidrofilik hem de hidrofobik ozellikler tasiyan, amfifilik
partikiillerdir. Bu 06zellikleri sayesinde sulu cozeltilerde kendi kendilerine
olusurlar. Boyutlar1 5 ile 100 nm arasinda degisebilmektedir. Miseller kabugu
hidrofiliktir, hidrofili seviyesi, yiikii ve buraya yapilan cesitli modifikasyonlar
misellerin kan dolasiminda ne kadar siire kalacaginin, stabilitesini,
biyouyumlulugunu ve ilacin nasil dagitilacag: gibi parametrelerin belirlenmesini
saglamaktadir. Ic kisminda ise hidrofobik ilac bulunur ve dis etmenlere karsi

korunmus olur [90], [94].

Lipozomlar da misellere benzer sekilde amfifilik olduklari icin kendi kendilerine
olusabilen, ortasinda icinde ilac olan sulu c¢oOzeltinin bulundugu
nanopartikiillerdir. Cift katmanli olduklar1 icin birden fazla fonksiyonu
gerceklestirebilme kapasiteleri vardir [95]. Birden fazla fonksiyonu ayni anda
yerine getirebilen nanopartikiiller de iki maddenin sinerjistik etkisini incelemeye
olanak sagladiklar1 icin kanser tedavisi arastirmalarinda tercih sebebidir [96].
Hem hidrofobik hem de hidrofilik ilaclar1 ayni anda tasiyabilirler [97]. Boyutlar
10 nm’den baslayarak birkac bin nm’ye kadar olabilmektedir [95]. Diger DDS gibi
biyouyumludurlar ve isleri bittiginde toksisite yaratmadan coziiniirler. Ayni

zamanda miseller gibi icerisine hapsedilen ilaclar1 korurlar, kemoterapotik
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ilaclarin toksisitesini azaltirlar, ilacin yavas yavas salinmasini saglayabilirler ve

hedefli ila¢ tasinimi1 yapabilirler [97].

Dendrimerler merkezinde bir cekirdek olan ve bu cekirdekten dallanan
partikiillerdir. Dallanmalarin arasinda i¢ bosluklar bulunurken, dallanmalarin ug
noktalarinda ise fonksiyonel gruplar yer almaktadir [93], [98]. Bu partikiillerde
yapisindan dolay: ilac enkapsiilasyonu biraz daha farklidir. Dendrimerlerin ic
kisminda bulunan bosluklar hidrofiliktik ve diger hidrofilik ilaclarla etkilesime
gecer, bunun yaninda yine bu bosluklarda olan nitrojen ve oksijen atomlari ile ilag
etkilesime gecerek hidrojen baglari olusturabilir ve boylece ila¢ dendrimerlere
yliklenmis olur. Kanserde kullanilan kemoterapi ilaclarinin basaril sekilde kanser
hiicrelerine iletimi gozlenmistir. Yiiklenen ilacin biyoyararlanimini arttirdigi

raporlanmistir [98], [99].

Metalik nanopartikiillerin boyutu 10 ile 1000 nm arasinda degisebilmektedir.
Ilaclar kovalent bag ile nanopartikiile baglanabilmekte ya da icerisine
hapsedilebilmektedirler. Kanser hiicrelerinin patofizyolojisini kullanarak ilaclarin
bu hiicrelere etkili bir sekilde tasinmasina olanak saglamaktadirlar [100]. Ayni
zamanda metalik nanopartikiillerden olan altin nanopartikiilleri de kanser tani ve

teshisinde kullanilmaktadir [88].

Nanopartikiiller kanser teshisinde kullanilabilir. Genis yiizey alani oranina sahip
olduklari icin lizerlerine istenilen ylizey maddeleri yerlestirerek hedeflenen kanser
molekiillerini tanimasi ve baglanmasi saglanabildigi gibi, teshis de konulabilir.

Nanopartikiiller ile daha hassas ve duyarl bir tani elde edilebilir [101].

Kanser tedavisi olarak kullanilan immiinoterapi de simdiye kadar yapilan
gozlemlerde etkinliginin ve basari oraninin diisiik oldugu gézlemlenmistir. Bunun
sebebinin kanserli hiicrelerin olusturdugu mikrogevreden kaynaklandig:
diistintilmektedir [102]. Nanopartikiillerin kanser tedavisinde immiinoterapi ile
birlikte  kullanilmasinin  avantajlari  olduk¢ca  coktur. Nanopartikiiller,
immiinoterapi amach kullanilacak olan antijeni ya da proteini viicuttaki cevre
sartlarindan  koruyarak, @ hedefe  ulasmadan  ©6nce  parcalanmasini
engelleyebilmektedir. Nanopartikiillerin yiizeyleri modifiye edilerek yiiksek

hedefleme elde edilebilmesi de bu avantajlardan bir digeridir [89].
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2.8 Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, kisaca NP’ler son donemlerde saglik alaninda ¢ok ilgi
cekmektedir. Bunun sebepleri arasinda bircok avantaji olmasi yer alir. Bu
avantajlardan bazilar1 boyut olarak cok kii¢iik olmalar ile kiiciik kapilerlerden
gecip hiicrelerin icine girebilme olanagina sahip olmalari, ila¢ saliminin kontrollii
yapilmasina imkan saglamasi, icerisinde ya da disarisinda yer alan ilag¢ veya diger
molekiilleri bulundugu ortamdan koruyabilme kapasitesi ve gelismis
biyoyararlanimdir. Ayni zamanda iiretimlerinin kolay olmasinin yani sira kullanim

sonrasi toksisite olusturmadan parcalanabilir [103]-[105].

ilk nanopartikiiller 19707l yillarda gelistirilmistir [106]. Morfolojilerine gére
birbirinden ayrilan iki tiir nanopartikiill bulunmaktadir [103]. Sekil 2.8'de
gosterildigigibi nanokiirelerde ilac ve polimer uniform olarak dagitilirken,
nanokapstilde polimer zincir kabuk olustururken ilac iceri hapsedilmektedir
[104]. Nanokiirelerin kati polimerik bir yapisi varken nanokapsiiller 5 nm
civarinda bir kalinlikta, ilac1 saracak sekilde bir zarf olusturmaktadirlar [103].
NP’ler 100 nm’den daha kii¢lik olarak tanimlansa bile calismalarda kullanilan
polimer ve ilaci kapsayan NP boyutlarinin 300 nm’ye kadar c¢iktig1 goriilebilir

[107].

Nanokiire Nanokapsil

Polimerik kabuk+Yagh veya
sulu govde

Polimerik matriks

Polimerik zincir

ilag molekald ®

Sekil 2.8 Nanokiire ve nanokapstil yapilari [104]

Nanopartikiil tiretiminde kullanilan polimerler dogal veya sentetik yapili
olabilmektedir [104]. NP’lerde sik kullanilan dogal polimerlere kitosan, dekstran,
heparin ve hiyaliironan polimerleri o6rnek verilebilir. Biyolojik olarak
¢oziinebilirler ve biyolojik uyumluluklar1 bulunmaktadir. Coziiniirliigii olan

sentetik polimerlere ise poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA), ve
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poli(laktik-ko-glikolid) (PLGA) ornekleri verilebilir. Ornekleri verilen sentetik
polimerler de dogal polimerler gibi biyouyumludurlar ve gorevlerini yaptiktan
sonra biyolojik olarak coziinebilirler. Bunun yani sira testler diisiik toksisite

gostermistir [103].

Medikal alanda kanser dahi olmak iizere bircok hastalik ile ilgili yapilan
calismalarda kullanilan sentetik polimerler arasinda cesitli avantajlarindan dolay1
PLGA'nin en ¢ok kullanilan tastyici sistemlerden biri oldugu bilinmektedir [108].
Sekil 2.9‘da gosterilen PLGA'nin yapisinda laktik ve glikolik asit bulundugu
goriilmektedir [109]. PLGA viicutta 6nce laktid ve glikolat monomerlerine, daha
sonrasinda ise karbondioksit ve suya metabolize edilir, bu yiizden toksisitesine
bakildiginda diisiik seviyededir [108], [110]. Ayn1 zamanda ABD Gida ve ilac
Idaresi (FDA) ve Avrupa Ilac Ajans1 (EMA) tarafindan insanlarda ilac tasima

sistemi olarak kullanilmasi onaylanmistir [108].

O

O H
HO O
X y

O

Sekil 2.9 PLGA’nin yapisi (%, laktik asit monomer sayisini temsil ederken; y ise

glikolik asit monomer sayisini temsil etmektedir) [109]

2.9 Meme Kanseri Tedavisinde Nanopartikiiller

Nanopartikiillerin meme kanseri {izerindeki etkileri altin ve polimerik

nanopartikiiller kullanilarak bir¢ok calismada incelenmis bulunmaktadir [96].

Altin nanopartikiillerinin serbest radikaller iireterek tiimorlii hiicrelerde apoptozu
tetikledigi gozlemlenmistir. Bu tetiklenme icin ise bir 1sik kaynagi kullanilarak
gerceklestirilmis. Altin nanopartikiilleri deri yoluyla ulasilabilir olan meme kanseri
kaynakli tiimore enjekte edilebilmekte ve tiimor dokularinda birikmesi
saglanabilmektedir. Burada sitotoksisite arttirilarak kanserli hiicrelerin olimii

tetiklenebilmektedir. Bu tetikleme islemi ise altinlarin 151k kaynagi etkisiyle serbest
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radikal iiretmesiyle, ya da icerisine enkapsiile edilen anti-kanser ilaclarini tagimasi
ve burada birikmesini saglamasi ile gerceklestirilebilmektedir. Ayni1 zamanda altin
nanopartikiiller, immiinoterapotik ilaclar1 tasiyacak sekilde de {iretilmistir,
boylece bu ilaclarin hedefe iletimi gerceklestirilmis, terapotik etkinligi arttirilmis

ve saglikli hiicrelere olan toksik etkileri azaltilmistir [96].

Polimer nanopartikiillere gelindiginde sadece meme kanseri degil genel olarak
kanser tiirleri ele alindiginda biyolojik olarak coziinebilir polimerler tercih
edilmektedir. Bunlar arasinda PLA ve PLGA’da bulunmaktadir. Bu polimerler
kontrollii salim, daha yiiksek coziiniirliik ve gecirgenlik gibi avantajlara sahiptir,
ayni zamanda biyoyararlanimi arttirir, daha az toksisiteye sebep olur ve ilac1 daha
iyi enkapsiile etmektedirler. Ayrica kanser hiicrelerini aktif olarak
hedefleyebilmeleri icin modifiye edilerek tizerlerine cesitli ligand eklenebilir [96].
Kontrollii salim iizerinde yapilan bir calismaya gore ise kemoterapi ilaci iceren bir
polietilen glikol-poli nanopartikiiliiniin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre

hattinda ila¢ salinimini 30 giin boyunca siirdiirdiigii raporlanmistir [111].
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Cihazlar
Bu calismada kullanilan cihazlar asagida verilen Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1 Kullanilan Cihazlar

Cihazlar Model/Marka

Invert Mikroskop Olympus CKX41

Ters Floresan Mikroskop ZEISS AxioVert01

CO, Inkiibatér Biosan ES20

Sonikator Bandelin Sonoplus

Peristaltik Pompa Masterflex Core Palmer

Zeta Sizer Malvern ZEN 3600 Nano ZS
FT-IR Thermo Scientific Nicolet iS10
Otoklav Hirayama

Liyafilizator Telstar Cryodos

Calkalayici Biosan Environmental Shaker ES20
Mini Santrifiij Cihaz1 Hermle Z 206 A

Sivi Azot Tanki International Cryogenics, Inc. 20R
Biyogiivenlik Kabini Hedlab XPROII

Elisa Reader BioTek PowerWave XS2

Hassas Terazi Shimadzu

UV-Vis Spektrofotometre Shimadzu UV- 1800

pH metre Hanna

Distile Su Cihazi Sartorius Arium Pro

Santrifiij Cihazi Beckman Coulter Allegra X-30 R
Ultrasonik Su Banyosu Bandelin Sonorex

Manyetik Karistirict Variomag Mono

Vorteks Velp Scientifica

. Thermo Scientific NanoDrop One Microvolume UV-Vis
Nanodrop
Spectrophotometers

Coklu Manyetik Karistirict IKA
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3.1.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

Bu calismada kullanilan sarf malzemeler asagida verilen Tablo 3.2'de

gosterilmistir.

Tablo 3.2 Kullanilmis Sarf Malzemeler

Malzemeler Model/Marka

Hiicre tireme flasklar1 (T25 ve T75) NEST

Thoma Lami ISOLAB

1000 pl pipet ucu ISOLAB L.005.01.003.500
200 pl pipet ucu ISOLAB L-002-R.0

0,22 pm steril filtre SE2M034199

Steril siringa Set Medikal

96 kuyulu mikroplaka Sunul Tissue Culture Plate
96 kuyulu PCR mikroplaka Agilent

24 kuyulu plaka ISOLAB 13485

15 ml'lik steril falkon tiipler NEST 601002

50 ml'lik steril falkon tiipler ISOLAB S.078.02.008.050
1, 2, 5, 10 ve 25 ml’lik steril tek kullanimlik pipetler SPL Life Science

Parafilm Bemis PM-996

Hiicre kryo (dondurma) tiipleri NEST 607001

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar, Kitler ve Enzimler

Bu calismanin nanopartikiil sentezi asamasinda kullanilan kimyasal maddeler

asagida verilen Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.3 Nanopartikiil Sentezi icin Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Nanopartikiil Sentezi i¢in Kullanilan Kimyasal Malzemeler Model/Marka

Genistein Sigma Aldrich G6776
Etanol Merck 64-17-5
Diklorometan Merck
Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) Sigma Aldrich 719870
Polivinil alkol Sigma Aldrich 363138
Steril siringa Set Medikal
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Bu calismanin hiicre kiiltiirii asamasinda kullanilan kimyasal maddeler asagida

verilen Tablo 3.4’te gosterilmistir.

Tablo 3.4 Hiicre Kiiltiirii i¢cin Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasal Malzemeler Marka

DMEM/F12 Besiyeri
Tripsin-EDTA
Penisilin/Streptomisin
FBS

L-glutamin (200 mM)
Disodyum Fosfat Dihidrat
Sodyum Kloriir
Monosodyum Fosfat
Sodyum Hidroksit
Hidroklorik asit

Tripan Mavisi

Thermo Scientific 11320033
Sigma Aldrich T4049
Sigma Aldrich P4333
PAN BIOTECH P30-1904
Gibco 1881732

Sigma Aldrich 04272
Sigma Aldrich 13423
Sigma Aldrich 04270
Sigma Aldrich 71690
Sigma Aldrich 30721
Sigma Aldrich T8154

3.1.4 Kullanilan Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

3.1.5 Farkli Konsantrasyonlarda Hazirlanan Genistein Cozeltileri

10 ml etil alkolde 1 mg genistein ¢Ozdiiriildii ve ana stok olarak 0,1 mg/ml’lik
genistein ¢Ozeltisi hazirlandi. 0,1 mg/ml’lik ¢cozeltiden seri diliisyonla seyreltilme
islemi gerceklestirilerek 0,009; 0,008; 0,007; 0,006; 0,005; 0,004; 0,003; 0,002;
0,001; 0,0009; 0,0008; 0,0007; 0,0006; 0,0005; 0,0004; 0,0003; 0,0002; 0,0001

mg/ml konsantrasyonlarinda genistein ¢ozeltileri elde edildi.
3.1.6 Polivinilalkol (PVA) Cozeltisi

Polivinilalkol (PVA) cozeltisi %0,1'lik ve %3’liik olmak {izere iki farkh
konsantrasyonda hazirlanmistir. %0,1’lik PVA ¢ozeltisi icin 0,1 gram, %3’liik PVA
¢ozeltisi icin ise 3 gram PVA hassas tart1 ile tartilarak 100’er ml distile su icerisinde
65 ile 75°C derece arasinda sicaklikta manyetik karistiricr ile karistirildi ve PVA

¢ozeltileri elde edildi.
3.1.7 0,01 mol/Llik PBS (pH=7,4 ve pH=5,5)

0,2922 g NaCl (sodyum Kkloriir), 0,5999 g NaH,PO, (monosodyum fosfat) ve 0,889
g Na,HPO,.2H,0 (sodyum fosfat dibazik dihidrat) hassas tarti ile tartildi ve bir
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behere alindi. Aymi islem tekrarlanarak, ayni miktarda malzemeler ikinci bir
behere konuldu. Uzerlerine 500 ml distile su eklendikten sonra manyetik
karistiric1 kullanilarak homojen PBS cozeltileri elde edildi. Cozeltiler istenen pH’a
gelene kadar HCl ve NaOH eklenerek bir beherde 7,4 ve bir beherde 5,2 olacak
sekilde ayarlandi. Son olarak, daha sonraki hiicre kiiltiirii caligmalarinda

kullanilmak amaciyla otoklavlandilar.
3.1.8 %10’luk DMEM/F12 Tamamlanmis Siv1 Besiyeri

Hazir sekilde alinmis DMEM/F12 siv1 besiyerine %1 L-glutamin ile 100’er pg/mL
miktarlarinda penisilin ve streptomisin eklendi. %90’t DMEM/F12 siv1 besiyeri,
%10’u PBS (Fetal Sigir Serumu) olacak sekilde alinarak %10’luk DMEM/F12
besiyeri elde edildi. Besiyeri +4°C’de gelecek hiicre kiiltiirii deneylerinde

kullanilmak tizere muhafaza edildi.
3.1.9 Hiicre Dondurma Soliisyonu

MCEF-7 hiicrelerinin daha sonra kullanilmak amaciyla dondurulmas: islemi icin
dondurma soliisyonu %90 FBS ile %10 DMSO kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan
soliisyon -20°C’de saklandi.

3.1.10 MTT Soliisyonu

6 mg MTT tetrazolyum tuzundan hassas tart1 da tartilarak, 10 ml PBS icerisinde
vorteks kullanilarak ¢6zdiiriildii. Daha sonra ¢ozelti 0,22 pm filtreden gecirilerek
kullanima hazir hale getirildi ve kullanima kadar +4°C sicaklikta ve 1s18a duyarlh

olmasi sebebi ile karanlik bir ortamda etrafi folyo ile sarilarak saklandi.
3.2 Yontem

3.2.1 Genistein Molekiiliine ait UV Standart Egrisinin Belirlenmesi

1 mg miktarinda genistein molekiilii 10 ml etanol icerisinde ¢ozdiiriildi. 0,1
mg/ml’lik ana stok ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanmis olan genistein ¢ozeltisi seri
dilisyon vyapilarak 0,01 mg/ml ile 0,0001 mg/ml araliginda 19 farkh
konsantrasyonda genistein cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan c¢ozeltilerin
spektrumu UV spektroskopisinde belirlendi. Elde edilen UV siddetleri kullanilarak

kalibrasyon egrisi olusturuldu. Dalga boyu olarak 264 nm kullanilmistir.
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3.2.2 Tekli Emiilsiyon Céziicii Ugurma Yontemi (o/w) Kullanilarak Genistein

Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Sentezi

3 mg genistein ve 75 mg PLGA hassas tart1 kullanilarak tartildi. Genistein, 1,5 ml
ethanol igerisinde, PLGA ise 1 ml diklorometan (DCM) icerisine konularak vortex
yardimi ile c¢ozdiirtildii. Daha sonra 2 c¢oOzelti birbirine karistirilarak tekrar
vortexlendi. Karisim, 4 ml miktarinda %3’liik PVA icerisine peristaltik pompa ile
dakikada 5 ml akis hizinda buz bulunan ortamda %80 Volt siddetinde 90 saniye
boyunca sonike edilerek aktarildi. Dis fazlarini olusturmak icin ise 35 ml %0,1’lik
PVA dakikada 2 ml akis hizi ile peristaltik pompayla, homojen olmasi icin
manyetik karistirici iizerinde karisimin icerisine eklendi. Daha sonra, karisim
¢oziiciiniin buharlasmasi amaciyla 700 rpm’de manyetik karistiric: tizerinde 4 saat
boyunca karistirildi. 4 saatin sonunda sulu nanopartikiilleri kat: hale getirmek ve
nanapartikiillerin yiizeyinde yer alabilecek kalintilar1 uzaklastirmak i¢in 6ncelikle
coktiirme ve ardindan 3 yikama islemi gerceklestirildi. Coktlirme, cozeltilerin
4°C’de ve 9000 rpm’de 40 dakika santrifiijlenmesi ile gerceklestirildi, tist faz ayr1
bir behere alinirken kalan alt faza yikama islemi i¢in her seferinde 35 ml distile su
eklenerek 4°C’de ve 9000 rpm’de 40’ar dakika olacak sekilde 3 kez santrifiijlendi.
Ust fazlar, gelecek hesaplamalar icin her defasinda ayni behere toplandi. 3 yikama
islemi sonunda elde edilen nanopartikiillere distile sudan 5 ml eklenerek homojen
hale getirildi. Homojen ¢ozelti liyafizator kullanilarak 2 giin kurutuldu ve daha
sonraki kullanimlar icin -20°C'de saklandi. Boylece genistein yiikli

nanopartikiiller (GenNP’ler) iiretildi.

3mg 75mg
Genistein PLGA
(Etken madde) (polimer)
‘ GenNP
-~ - o E (Genistein Yukli
- B— ﬂ.\ P = = = e 7 PLGA
; o ~ | | © O Nanopartikiilleri)
1 Karistirma —  Kanstirma Evaporasyon }J ) ‘; Ayristirma \) \)
- — ) 4 el 9 4 ve
Etanol DCM Sulu Gozelti Yag-Su (w/o) Emlsiyonu Saflagtirma
1,5ml Tmi I¢ Faz: 4 ml (%3) PVA

Dis Faz: 35 ml (%0,1) PVA

Sekil 3.1 Tekli emiilsiyon w/o ¢oziicii evaporasyon yontemi kullanilarak

GenNP’lerin tiretimi
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3.2.3 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin Reaksiyon Verimi, Enkapsiilasyon

Etkinligi ve Etken Madde Yiikleme Veriminin Hesaplanmasi

Elde edilmis genistein yiikli kati nanopartikiillerin reaksiyon verimi (RV),
enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve etken madde verimi (DL) nanopartikiillerin

karakterizasyonu amaci ile hesaplandi.
3.2.4 Reaksiyon Verimi (RV) Hesaplanmasi

Liyafizatorde 2 giin kurutularak -20 C’de saklanilan kati1 partikiiller ¢ikartildi ve
hassas tart1 ile tartilarak, iiretilen nanopartikiil miktar1 belirlendi. Elde edilmis
olan kat1 nanopartikiillerin reaksiyon verimi Ol¢iilen nanopartikiil miktar1 asagida

verilen esitlikte (3.1) kullanilarak hesaplandi:

Uretilen GenNP miktari (mg)

RV (%) = 100 (3.1)

Baslangi¢c PLGA miktari (mg)+Baslangi¢ Genistein miktar1 (mg) x
3.2.5 Enkapsiilasyon Etkinligi (EE) Hesaplanmasi

Uretilmis olan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi hesaplamasinda daha
once yapilan sentrifiijler sonucu beherde toplanan {ist fazla ile birlikte genistein
icin cizilen kalibrasyon egrisi kullanildi. 264 nm’de UV spektrum kullanilarak st
fazda bulunan genistein miktar1 ol¢iilen UV spektrum degerlerinden hesaplandi.
Hesaplanan bu yiiklenmemis madde miktari, baslangictaki toplam genistein
madde miktarindan ¢ikartilarak nanopartikiillerin igerisine yiiklenen genistein
miktar1 belirlenmistir. Daha sonra, EE hesaplamasi icin bu degerler, asagida

verilen denklik (3.2) {izerinde kullanilmistir:

Nanopartikiil icerisine yiiklenen Genistein miktar:1 (m
p ¢ y (mg) %100

EE(%) =

(3.2)

Kullanilan Genistein miktari (mg)
3.2.6 Etken Madde Yiikleme Veriminin (DL) Hesaplanmasi

Enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmasi sirasinda bulunan nanopartikiil icerisine
yliklenen genistein miktar1 ve iiretilmis olan toplam kati nanopartikiil miktari

asagidaki denklikte (3.3) kullanilarak etken madde verimliligi hesaplanmistir:

Nanopartikil icerisine yiiklenen Genistein miktar:1 (m
p ¢ y (mg) x100

EE(%) =

(3.3)

Sentezlenen toplam kat1 nanopartikiil miktar1 (mg)
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3.2.7 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Elde edilmis olan kati1 nanopartikiillerin boyutunu ve zeta potansiyelini 6l¢mek
icin ZetaSizer kullanilarak, kimyasal bag analizini yapmak icin ise FT-IR

kullanilarak fizikokimyasal karakterizasyon analizleri gerceklestirilmistir.
3.2.7.1 Boyut ve Zeta Analizi

Elde edilmis olan kati nanopartikiillerin boyut analizi dinamik 151k sacilmasi
yontemi ile, zeta potansiyeli 6lctimleri kapiler kiivetler kullanilarak faz analizi 151k
sacilmasi ile, ZetaSizer Nano Z (Malvern Instruments, UK) cihazi1 kullanilarak
yapilmistir.  Yapilan analizlerin tamami 25°Cde 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.
3.2.7.2 FT-IR Analizi

PLGA polimeri, serbest genistein ve GenNP'nin fonksiyonel gruplarinin saptanmast
amaci ile ii¢ tekrarl olacak sekilde FT-IR ile analizleri ATR ata¢gmani kullanilarak

gerceklestirilmistir.
3.2.8 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin In-vitro Salinimi

Sentezlenen genistein yiikli kati nanopartikiillerden hassas tart1 ile 2 ayr sekilde
3’er mg tartilarak, 2 farkli 3 ml PBS (pH:5,5 ve pH:7,4) icerisine konularak
¢ozdiiriildii ve sonrasinda 200 rpm ve 37°C’de yatay calkalayicida calkalanmak
{izere birakildi. Oncelikle 4 saat boyunca saat bagi, daha sonrasinda 30 giin
boyunca belli araliklarla olmak iizere 6rnekler, 9000 rpm’de 20 dakika boyunca
santrifiij edildi. Bu islem sonucunda elde edilen iist fazlar 264 nm’de UV
spektrumda oOlciildii. Pelletlerin {izerinde UV spektrumda yapilan 6l¢iimde
kullanilan PBS kadar taze PBS eklendi. PH:7.4 PBS kullanilarak yapilan 6l¢iimden
elde edilen olciim degerleri kullanilarak in vitro’da nanopartikiillerden salinan

genistein miktarlarinin hesaplamasi gerceklestirildi.
3.2.9 Insan Meme Kanseri Hiicre Hattinin (MCF-7) Kiiltiire Edilmesi

Yapilan hiicre kiltiri calismalari laminer hava akis steril kabin igerisinde
gerceklestirilmistir. MCF-7 hiicrelerinin biyiitiilmesi 37°C'de %5 CO, igeren
ortamda biiyiitiildii. Hiicrelerin icinde tutuldugu besiyeri olarak %10 FBS iceren

tamamlanmis siv1 besiyeri kullanildi.
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Tablo 3.5 insan meme kanseri hiicre hattinin 6zellikleri [112]

MCF-7(HTB-22™)

Organizma Homo sapiens, insan
Hiicre tipi Epitel hiicre
Morfoloji Epitel

Doku Gogils

Hastalik Adenokanser

Uriin formati Dondurulmug

3.2.9.1 Insan Meme Kanseri Hiicre Hattinin (MCF-7) Acilmasi

-80°C’'de saklanan MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti1 37°C’de bulunan steril
distile su icerisine alinarak cozdiiriildi. Coziilen hiicreler, hiicrelerin icinde
bulundugu DMSO’dan zarar gormesini engellemek adina hizli bir sekilde
izerlerine tamamlanmis besiyeri eklenerek falkon tiip icine alinmis ve sonrasinda
5 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Bu islem ile olusan siipernatant
kisim atilirken, pellet kismina bir miktar tamamlanmis besiyeri eklenerek pipetaj
yapilmistir. Buradaki hiicrelerin, hiicre sayimi sonrasi hiicre yogunluklar1 dikkate
alinarak uygun boyutta goriilen T25 ve T75’lik flasklara ekimleri yapilmis ve
ardindan hiicreler giin giin hiicre tutunma oranlar1 mikroskop ile izlenerek, 2 ile
3 gilin arasi siire ile 37°C’'deki %5 CO,li nem iceren inkiibatérde inkiibasyona
birakilmistir. Gozlem sonucu gerekli goriildiigiinde besiyeri degistirilmistir. Hiicre
biliyiimesi ve tutunmasi %70 ile %80 arasi yogunluga ulastig1 goézlemlendiginde

hiicreler pasajlanmistir.
3.2.9.2 Insan Meme Kanseri Hiicre Hattt MCF-7"nin Pasajlanmasi

Insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinin biiyiimesi ve tutunmasi %80-%90 arasi
yogunluga ulastiginda hiicrelerin pasajlama islemi gerceklestirilmistir. Oncelikle,
besiyerleri, pasajlanmaya hazir hiicrelerden uzaklastirilmis, daha sonrasinda
hiicreler, PBS kullanilarak yikanmis ve geriye kalmis olabilecek besiyeri ile olasi

hiicre artiklar1 da hiicrelerden iyice uzaklastirilmistir. Yikama isleminin ardindan,
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flasklara tutunmus olan hiicreler, {izerlerine 1x Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’de
olan inkiibator icerisinde yaklasik olarak 2-3 dakika bekletilerek, tripsin ile
hiicrelerin kalkmasi saglandi. Kalkma isleminin gerceklesip gerceklesmedigi
mikroskopla kontrol edilerek, gerekli durumlarda bekleme siiresi uzatildi.
Hiicrelerin kalkmasi saglandiktan sonra tripsin aktivitesini inaktive hale getirmek
adina eklenmis olan tripsin miktarinin en az 2 kati miktarda tamamlanmis %10
FBS iceren besiyeri hiicrelerin iizerine eklendi ve 15ml’lik falkon tiipler icerisine
aktarildi. 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda
olusan siipernatant kisim atildi, pellet {izerine ise yeni tamamlanmis besiyesi
eklenerek pipetajlandi. MCF-7 hiicreleri, hiicre yogunluklar1 g6z Oniinde
bulundurularak, homojen sekilde yeni T25 veya T75’lik flasklara aktarildi. Flasklar

37°C’de %5’lik CO, iceren inkiibator icerisine koyularak inkiibasyona birakilmistir.
3.2.9.3 Insan Meme Kanseri Hiicre Hattinin (MCF-7) Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi icin tripan mavisi testi kullanildi. Oncelikle hiicreler pasaj
asamasinda gerceklesen asamalardan gecirilerek, santrifiij sonrasi elde edilen
hiicre pelleti, lizerine taze besi yeri eklenerek hiicre stispansiyonu elde edildi. Bu
siispansiyondan 100 pl alinarak, 100 pl tripan mavisi ile karistirildi. Bu asamada
homojen dagilim saglanmasi icin pipetaj yapildi. Elde edilen karisimdan 100 pl
alinarak, Thoma lamina koyuldu. Thoma lamindaki 16 bolge arasindan rastgele
secilen 4 bolgedeki, triphan mavisi ile boyanmayan, yani canli olan hiicreler 151k
mikroskobu altinda 3 farkli gozlemci tarafindan sayildi. Toplam canli hiicre sayisi,
sayillan hiicre miktarlarinin ortalamasi, diliisyon faktorii (DF), pellet {izerine
eklenen toplam besiyeri hacmi (ml cinsinden), 10*ile ¢arpilarak bulundu. Yapilan
islem sirasinda, boya-hiicre karisimi olusturulurken 1:1 oraninda kullanimdan

dolayi islem sirasinda, diliisyon faktorii 2 olarak alindi.
3.2.9.4 iInsan Meme Kanseri Hiicre Hattinin (MCF-7) Dondurulmas:

MCEF-7 hiicre hattinin bir kism1 daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere stok
olusturmak amaciyla donduruldu. Dondurulma islemi icin %90 FBS ve %10
DMSO iceren dondurma soliisyonu hazirlandi. Flasklarda yer alan hiicreler,
pasajlanma asamasinda yer alan asamalardan gectikten ve santrifiij edildikten

sonra elde edilen pelletteki hiicreler ml bagina 10° hiicre olacak sekilde sayildiktan
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sonra, dondurma soliisyonu ile birlikte kriyotiiplere alindi. Sonrasinda kademeli
olarak dondurma gerceklestirildi. Kriyotiiplerin icinde olan hiicreler, oncelikle
icerisinde izopropanol bulunan sogutma kabina konularak 24 saat boyunca -
80°C’de bekletildikten sonra, -196°C’de olan siv1 azot tankina aktarilarak uzun

siireli saklama amaciyla depolandilar.

3.2.10 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin in vitro Biyolojik Etkinliginin

Arastirilmast

Uretilen genistein yiiklii kat1 nanopartikiillerin in vitro biyolojik etkinliginin
arastirilmasi icin MTT Assay gerceklestirildi. MTT ile birlikte serbest genisteinin
ve nanopartikiil icine enkapsiile edilmis genisteinin (GenNP), insan meme kanseri

hiicre hatt1 olan MCF-7 tizerindeki sitotoksik etkisi gozlemlendi.
3.2.10.1 MTT Assay

Insan meme kanseri hiicre hatt1 MCF-7 hiicreleri 96 kuyusu bulunan mikroplaga,
kuyu basina 10000 hiicre gelecek sekilde ekildikten sonra biiylimeleri ve kuyulara
tutunmalar1 amaciyla 24 saat boyunca 37°C’de %5 CO, iceren inkiibatérde
inkiibasyona birakildi. 24 saatin sonunda hiicrelerin besiyerlerinin taze besiyeri
ile degistirmelerinden ardindan, literatiirde kullanilan dozlar takip edilerek
belirlenen dozlarda serbest genistein ve GenNP, hiicrelerin {izerine uygulandi. Bu
uygulama sonucunda mikroplaga 48 saat boyunca 37°Cde %5 CO, igeren
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Belirlenen siirelerin sonunda mikroplaklardaki
her bir kuyuya 50 ul MTT soliisyonu eklenerek mikroplak 3 saat inkiibatore
birakildi. Bu siirenin sonunda MTT soliisyonlar1 kuyucuklardan uzaklastirilds,
sonrasinda her bir kuyuya 100 ul DMSO eklendi. Bu sayede hiicreler tizerinde
olusmus olan formazan kristalleri ¢ozdiiriildii. 570 nm dalga boyunda, ELISA
okuyucu ile hiicrelerin absorbans degerleri belirlendi. Bu degerler kullanilarak %
hiicre canliliklar1 ve ICs, degerleri hesaplandi. % hiicre canliliklarinin bulunmasi
icin 570 nm dalga boyunda olciilen deney grubunun absorbans deger
ortalamasinin kontrol grubunun absorbans ortalamasi degerine boliimiiniin 100
ile carpilmasi islemi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik ve ICs,

degeri Graphpad prism ile analiz edilmistir.
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3.2.10.2 Yara lyilesme Testi

MCF-7 hiicrelerinin 24 kuyucuklu mikroplakalar icerisine her kuyuda 75.000
hiicre olacak sekilde ekimi yapildi. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi, 24 saat
sonunda hiicre yogunlugu yaklasik olarak %80’e ulasinca hiicrelerin bulundugu
besiyerinde degisiklik yapilmadan 200 pl'lik bir sar1 pipet ucu ile mikroplakalarda
bulunan her bir kuyunun orta kismina iistten baslanarak asagi yone dogru ince ve
diiz bir ¢izgi cekildi ve hiicrelerin arasinda ince bir bosluk olusturuldu. Daha sonra
kuyular serumsuz besiyeri ile yikanarak yiizen hiicreler uzaklastirildi. Besi yeri
dikkatli bir sekilde yenisiyle degistirildi. 48 saatlik MTT ile belirlenen ICs, degeri
kullanilarak, uygulanacak serbest genistein hesaplandi ve hiicrelerin {izerine
eklendi. 0., 16., 24., ve 48. saatlerde hiicrelerin goriintiileri kaydedildi. Kaydedilen
goriintiilerdeki yara alanlar1 “ImageJ” programi kullanilarak 3 tekrarli olarak

Olciildii. Yara kapanma oranlari 3.4’te verilen formidil ile hesaplandi [113], [114].

Yara kapanma % ="=2"2=t".100 (3.4)

A;_on yara modeli olusturulduktan hemen sonra 6lciilen yara alanidir t = Oh
A.-an yara modeli olusturulduktan N h saat sonra o6lciilen yara alanidir t=Ah
3.2.10.3 istatiksel Analiz

Bu calismadaki her bir deney ii¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuclar istatistiksel anlamlilik icin GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, ABD) programi kullanilarak analiz edilmistir. iki bagimsiz
degiskenin bir bagimli degisken iizerindeki etkisinin degerlendirilmesinde iki
yonlii varyans analizi (two-way ANOVA) kullanilmistir. Deney gruplar arasindaki
farkin anlamli olup olmadigim1 belirlemek icin ise Tukey post hoc testi
kullanilmistir. Grafikte veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak
gosterilmistir. Kontrol ve tedavi gruplarn arasinda *p< 0,05lik bir p degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

40



4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Genistein Molekiillerine Ait UV-Vis Spektrumlar ve Kalibrasyon
Egrileri
4.1.1 Genistein Molekiiliine Ait UV-Vis Spektrumu ve Kalibrasyon Grafigi

1 mg miktarinda genistein molekiili 10 ml etanol icerisinde ¢ozdiiriildi. 0,1
mg/ml oraninda cozelti hazirlandi. Hazirlanmis olan genistein cozeltisi seri
diliisyon yapilarak 0,01 mg/ml ile baslanarak 0,0001 mg/ml’a kadar 19 farkl
konsantrasyona genistein ¢ozeltileri elde edilerek UV spektrofotometrik analizleri
gerceklestirilmistir. Dalga boyu olarak genisteinin pik verdigi absorbans degeri
olan 264 nm kullanilmistir. Elde edilen 19 farkli UV absorbans degerleri
kullanilarak Sekil 4.1’de yer alan kalibrasyon egrisi cizildi.

1 y = 185,25x
8 R? = 0,9999
16 -

1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 i T T 1
0 0,005 0,01 0,015

Absorbans (264 nm)

Konsantrasyon

Sekil 4.1 Genistein molekiiliiniin kalibrasyon egrisi [115]
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nm

Sekil 4.2 Genistein molekiilii 0.001 mg/ml konsantrasyonundaki UV-Vis

Spektrumu

4.2 Genistein Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Sentezi

Bu tez calismasinda kullanilmak {iizere secilen etken madde genisteindir.
Genisteinin secilmesinin nedenleri arasinda meme kanserinde apoptozu
indiikleyebilmesi ve kanser biiytimesini baskilamasi vardir. [116]. Genisteinin
sulu cozeltilerdeki diisiik ¢oziinme orami vardir [117]. Bu yilizden nanopartikiil
sistem icerisine enkapsiile edilmesine karar verilmistir. Nanopartikiil sentezi tekli
emiilsiyon coziici ucurma metodu (o/w) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
yontemin secilmis olmasinin amaci etken maddesinin suda diisiik ¢oziiniirliige
sahip olmasi ve bu calismadan kullanilmak iizere tek bir etken madde secilmis
olunmasidir [104]. PLGA kullanilmasinin sebebi ise biyolojik ¢6ziinme yetisi,
diisiik toksisiteye sahip olmasi, kontrollii ila¢ salinimi imkani saglamasidir [103],
[104]. PLGA'nin FDA ve EMA tarafindan insanlarda ilac tasima sistemi olarak

kullanilmas: onaylanmis olmasi da bu se¢imin yapilmasinda etkili olmustur [108].

Sonu¢ olarak, 3 mg genistein, 100 mg PLGA icerisine enkapsiile edilmistir.
Genistein yiiklii nanopartikiiller (GenNP’ler) iiretilirken stabilizasyon icin i¢ faz
olarak %31tk 4 ml PVA, dis faz olarak da %0,1’lik 35 ml PVA kullanilmistir.
Nanokapsiilleme islemi icin 80W’de sonikasyon gerceklestirilmis ve islem 90

saniye stirmistiir. Boylece GenNp’ler olusturulmustur.
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4.3 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin Reaksiyon Verimi,
Enkapsiilasyon Etkinligi ve Etmen Madde Yiikleme Verisi

4.3.1 Reaksiyon Verimi (RV)

1 mg genistein ile 100 mg PLGA kullanilarak gerceklestirilen enkapsiilasyonun

reaksiyon verimi (RV) %23,3 olarak hesaplanmistir.
4.3.2 Enkapsiilasyon Etkinligi (EE)

Bu calismada kullanilan nanopartikiillerin iiretilmesi sirasinda elde edilen iist
fazlar toplanmis ve UV absorbans degerleri 264 nm’de 6lciilmiistiir. Olciilen bu
degerler ile enkapsiile olmayan genistein miktar1 hesaplanmistir. Elde edilen
verilere gore, GenNP’lerde kullanilan 3 mg genistein maddesinden 2,523 mg
genistein enkapsiile edilmistir. Bu durumda, enkapsiilasyon etkinligi (EE) %84,1
olarak belirlenmistir. Wu ve arkadaslarinin karaciger kanseri lizerine yaptigi
calismada irettigi genistein yiiklii PLGA nanopartikiillerinde EE %82,78 olarak
belirlenmistir [118]. %82,78’lik sonuc, tez calismasinda elde edilen %84,1’lik EE
sonucuna oldukca yakin bir degerdedir. Tezde yapilan calisma literatiirle

uyumluluk gostermistir ve yiliksek seviyede %EE bulunmaktadir.
4.3.3 Etken Madde Yiikleme Verimi (DL)

Etken madde yiikleme verimi (DL) %13,86 olarak belirlenmistir. Wu ve
arkadaslarinin ~ yaptigt = calismada  rettigi  genistein  yikli  PLGA
nanopartikiillerinde DL %8,56 olarak belirlenmistir [118]. Yine tez ¢alismasinda
literatiirle uyumlu bir sonu¢ elde edilmistir. Literatiirde modifiye PLGA
cekirdekleri ile yapilan calismalarda ise daha yiiksek DL elde edilmis
bulunmaktadir. DL'nin daha yiiksek olma sebebinin yapilan bu modifikasyonlar ile
genisteinin hidrofobik 6zelligini kullanilarak daha yiiksek baglanma afinitesi elde
edilmesi oldugu diistiniilmektedir [118]. Bu durum modifiye edilmemis PLGA ile

genistein arasinda diisiik baglanma afinitesi oldugunu gostermektedir.

Yiiksek etken madde yiikleme verimi tercih edilmektedir. Bu durum yiiksek DL
oldugunda polimerlerin daha az kullanilabileceginden kaynaklanmaktadir [119].
Fakat deney sonucunda elde edilen diisiik DL sebebiyle bu konuda bir avantaj

saglanamamistir.
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4.4 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.4.1 Boyut Analizi ve Goklu Dagilim indeksi (PDI)

Galismada iiretilmis olan GenNP’lerin boyut analizi Zetasizer Nano Z cihaz
kullanilarak i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Nanopartikiillerin ortalama boyutu
144,4+6,28 nm olarak belirlenmistir. Yine Zetasizer Nano Z cihazi kullanilarak,

coklu dagilim indeksi (PDI), 0,194+0,014 olarak belirlenmistir.

Nanopartikiillerin boyutunun 6nemi biiyliktiir. Meme kanserinin tedavisinde
nanopartikiillerin kullanimi gibi uygulamalar icin en etkili boyutlarin 100 ile 200
nm boyut araliginda oldugu belirtilmistir [120]. 144,4+6,28 nm ortalama boyut

ile, calismada tretilen GenNP’ler ideal boyut araligindadir.

Sekil 4.3'te GenNP’lerin boyut dagilimi gosterilmektedir. Grafik incelendiginde
dagilimin dar bir alana yayildig1 ve en orta degerlerde daha yiiksek bir yogunluk
oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda PDI degeri oldukca diisiik olarak
gozlemlenmektedir. Daha biiyilik PDI degerleri, nanopartikiillerin boyutunun daha
genis bir skalada oldugu anlamina gelirken kiiciik PDI degeri nanopartikiillerin
boyutunun daha dar bir skalada ve homojen oldugunu gostermektedir [121]. Bu
duruma bakilarak bu calismada {iretilen nanopartikiillerin boyut dagiliminin dar

bir skalada ve homojen oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3 GenNP'nin boyut dagilim analizi

4.4.2 Zeta Potansiyel Analizi

Kanser tedavisinde zeta potansiyeli 6onemlidir ciinkii nanopartikiillerin yiizey
ylikiini gosterir. Pozitif degerler, pozitif yiiklii nanopartikiil yiizeyinin oldugunu
gosterirken, negatif yiizeyler negatif yiikli nanopartikiil yiizeyinin oldugunu
gostermektedir. Yiizey yiikii ise nanopartikiiliin viicuda girdiginde, tiimor icindeki

yoniini belirlemektedir [122].

Calismada tiretilmis olan GenNP’lerin zeta potansiyelleri kapiler kiivetler ile
Zetasizer Nano Z cihaz1 kullanilarak belirlenmistir. Nanopartikiillerin zeta
potansiyelleri -31,46+1,05 nm olarak olciilmiistiir. Sekil 4.4'te GenNP’lerin zeta

potansiyeli analizinden elde edilen grafik gosterilmektedir.

Calismada olusturulan nanopartikiillerin yiizeyinin PLGA polimeri ile kaplanmasi
beklenmektedir. Zeta potansiyelinin negatif cikmasi literatiire gére beklenen bir
sonuctur. Negatif degerin sebebinin PLGA polimerinde bulunan karboksil gruplari
oldugu diisiiniilmektedir [123]. Bu durum PLGA polimerleri ile enkapsiilasyonun

basarili sekilde gerceklestigini gostermektedir.
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4.4.3 FT-IR Analizi

PLGA polimeri, serbest genistein ve genistein yiiklenmis nanopartikiiliin
fonksiyonel gruplarinin saptanmasi amaci FT-IR ile analizleri gerceklestirilmistir.
GenNP'ye ait FT-IR spektrumu goriintiisii Sekil 4. 4’te verilmistir. Genistein, PLGA

ve GenNP'ye ait FT-IR spektrumlari ise toplu halde Sekil 4. 5’te gosterilmistir.

15 TWed Jun 30 11:50:18 2021 {GMT+12:00)
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Sekil 4.5 GenNP'ye ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.6 Genistein, PLGA ve GenNP'ye ait FT-IR spektrumlari

Sekil 4. 6‘da karsilasmali olarak GenNP, Genistein ve PLGA’ya ait olan FT-IR
spektrumlar1 incelendiginde, GenNP’de PLGA’yva ait karakteristik piklerin
degismezken, genistein molekiiliine ait diisiik miktarda bant gézlemlenmistir. Bu
durumda genisteinin PLGA tarafindan basarili sekilde enkapsiile edildiginde ve

PLGA yiizeyinde sadece eser miktarda genistein bulundugu gozlenilmektedir.
4.5 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin In Vitro Salim Analizi

iki farkli pH’a sahip PBS’ler (pH:5.5 ve pH:7.4) icerisinde cézdiiriilmiis olan
sentezlenen genistein yiiklii kati nanopartikiiller yatay calkalayici1 {izerine
birakilarak in vitro salim gerceklestirildi. Orneklerin in Vitro salimlari, éncelikle 4
saat boyunca saat basi, daha sonrasinda 30 giin boyunca belli araliklarla olmak
tizere UV spektrumda olciildii. Olciimlerden elde edilen o&lciim degerleri

kullanilarak Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'de verilen salim grafikleri olusturulmustur.

Elde edilen sonuclara gore 7,4 pH’1 olan PBS’te c¢ozdiiriilen nanopartikiiller 30
gilinlin sonunda kiimiilatif olarak %20 salim yaparken, 5,5 pH1 olan PBS’te

cozdiiriilen nanopartikiiller 30 giiniin sonunda kiimiilatif olarak %5,6 salim

yapmuistir.
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Sekil 4.8 GenNP'ye ait pH:5,5 ortamda kiimiilatif salim grafigi

iki salinim verisine gore de ilk 4 giinde toplam salinimin yaris1 gerceklesmistir. Bu
durumun nanopartikiillerin dis yiizeye yakin kisminda zayif sekilde kapsiillenmis
genisteinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir [118]. Bu sebepler hizli bir salinim
gerceklesmistir. Salinan genisteinin diger yaris1 geri kalan 26 giinde kontrolli
olarak salinmistir ve salinim 30 giin boyunca devam etmistir. Burada salinan
genisteinin iyi bir sekilde nanopartikiiliin cekirdegine tutunarak enkapsiile

edildigi diistintilmektedir [118].
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5,5 pH1 olan PBS’li ortamda toplam salinim 7,4 pH’1 olan PBS’li ortamdan daha
az olmustur. Kanin pH1 7,4 seviyelerinde iken kanser hiicrelerinin daha diisitk pH
ile daha asidik cevreye sahip oldugu bilinmektedir. Bu durumda kanser
hiicrelerindeki salimin daha yiiksek olmasi tercih edilmektedir [124]. Elde edilen
veriler ile genistein yiikli PLGA nanopartikiillerinde bu durumun tersi oldugu
gozlemlenmistir. Literatiire pH duyarli PLGA nanoparcacik yiizeyleri yapmak
lizerine calismalar bulunmaktadir. Yiizey yiikii modifiye edildikten sonra PLGA
asidik cevrede daha cok salim yaparken, pH:7,4’te daha az salim yapmaktadir. Bu
durumda sorun PLGA'nin yiizey yiikiinden kaynaklaniyor olabilirken,

nanopartikiile yiizey modifikasyonu yapmak c¢6ziim teskil edebilir [125].
4.6 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin In Vitro Aktiviteleri

Laboratuvarda tiretilmis olan genistein yiiklii PLGA nanopartikiillerinin (GenNP)
in vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan MCF-7 insan meme kanseri hiicre
hattinin invert mikroskop goriintiileri Sekil 4.9’da verilmistir. MCF-7 hiicre
kiltiirleri %10 FBS iceren DMEM besiyerinde %5 CO, bulunan 37°C’de olan

ortamda biiytiitiilmiistiir.

a.

Sekil 4.9 MCF-7 hiicrelerinin invert mikroskop gorintiileri (6l¢ek cubugu:
a= 200 um; b= 100 pum)
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4.6.1 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin Insan Meme Kanseri MCF-7 Hiicreleri

Uzerindeki Sitotoksik Aktivitesi

Uretilen GenNP’nin ve genisteinin MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik etkisini
gozlemlemek amaciyla MTT yontemi kullanilmis ve 48 saat sonunda sonuclar
alinmistir. Elde edilen sonuclara gore Sekil 4.10’da 48 saat boyunca uygulanan
Genistein ve GenNP’nin MCF-7 hiicrelerinin canliligina etkisi gosterilmektedir.
Genistein ve GenNP, ayr1 ayr1 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml,
25 pg/ml ve 30 pg/ml dozlarinda tcer tekrarli uygulanmis ve canlilik bu
tekrarlarin ortalamalar1 alinarak belirlenmistir. Bu sonuclara gore ise MCF-7
meme kanseri iizerinde GenNP’nin sitotoksik etkisinin genisteinden daha yiiksek
oldugu gozlemlenmektedir. Bunun sebebinin enkapsiile edilmis genisteinin
saliminin daha kontrollii yapilabilmesi ve biyo-yararlanimin artmis olmasina bagh
oldugu diistiniilmektedir [79]. Bunlara baglh olarak ise enkapsiile edilen
genisteinin anti-kanser etkisinin tek basina kullanilan genisteinden daha yiiksek

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.10 MCF-7 hiicrelerine 48 saat boyunca uygulanan Genistein ve

GenNP'nin hiicre canlili§ina etkisi (ortalama +=SD).

MCEF-7 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan Genistein ve GenNP’nin

48 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda ICs, degerleri serbest genistein icin 5,924
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wg/ml ve GenNP icin 3,784 ug/ml olarak saptanmistir. ICs, degerleri literatiirde
daha once MCF-7 hiicre hatt1 izerinde denenmis olan genisteinin ICs, degerlerine
yakin bir deger cikmistir, bu yiizden sonug literatiir ile uyumludur [126], [127].
GenNP'nin ICs, degeri genisteinden daha diisiik ¢ikmistir. Bu da GenNP’nin daha
diisiik konsantrasyonlarda genisteinden daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip

oldugunu gostermektedir.

4.6.2 Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin Insan Meme Kanseri MCF-7 Hiicreleri
Uzerindeki Hiicre Gogii Etkisi

Genisteinin ve GenNP’lerin, MCF-7 hiicreleri tizerindeki hiicre gociine etkisi yara
iyilesmesi deneyi yapilarak incelenmistir. Gozlem icin 0. saatte olusturulan yara,
16. saatte, 24. saatte ve son olarak ise 48. saatte ise olusturulan yaranin kapanmasi
gorlintiiler alinarak incelenmis ve Sekil 4.11°‘de paylasilmistir. Yiizde yara
iyilesmeleri Tablo 4.1‘de gosterilmektedir. Verilere gore kontrol grubunda yani
hem genisteinin hem de GenNP’nin verilmedigi grupta 16. saatte %53’lik, 24.
saatte %71’lik ve 48. saatte %89’1uk yara kapanmas goriiliirken, sadece genistein
verilen grupta bu oranlar daha azdir. Genistein grubunda 16. saatte %46’lik, 24.
saatte %6011k ve 48. saatte %68’lik yara kapanmasi goriilmiistiir. GenNP verilen
grupta ise yara iyilesmesi 16. saatte %35, 24. saatte %51 ve 48. saatte %57’dir.
Sonuc olarak genisteinin yara iyilesmesini geciktirdigi gozlemlenirken, enkapsiile
edilmis genisteinin yara iyilesmesini geciktirme 0Ozelliginde artis goriilmektedir.

GenNP’ler genisteinin etkisini arttirarak hiicre migrasyonunu azaltmaktadir.

Tablo 4.1 MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Genistein ve GenNP'nin hiicre gocii

lizerine etkisinin kiimiilatif % yara kapanma oranlari

Kontrol Genistein GenNP
16 h %53,24 %46,84 %35,94
24h %71,14 %60,58 %51,36
48 h %89,12 %68,22 %57,41

Temel olarak hiicre gocii, hiicreler icin cok 6nemlidir ¢iinkii fizyolojik gelisim,
dokularin onarilmasi ve yenilenmesi gibi ¢ok 6nemli islevler icin gereklidirler

[128]. Fakat kanser hiicrelerinde gerceklesen hiicre gocleri metastaza sebep
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olmakta ve kanser tiirlerinin 6liimcil olmasinin basta gelen sebepleri arasinda yer
almaktadir [128], [129]. Bunun yani sira cerrahi miidahale ile alinan meme
tiimorlerinde, miidahaleden sonraki 10 yilin icerisinde hastalarin yaklasik olarak
%30'unda baska dokulara metastaz gerceklesmektedir [130]. Bu sebeplerden

dolay1 kanser hiicrelerinde metastazi yani hiicre gociinii engellemek veya en aza

indirgemek onemlidir [128]-[130].

Kontrol Genistein GenNP

150
Bl Kontrol

3 Genistein
B3 GenNP

Yara Kapanma %

16h 24h 48 h

Zaman (saat)

Sekil 4.11 MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Genistein ve GenNP’nin hiicre gocii

tizerine etkisi (0lcek cubugu: 200 um; ortalama +SD, *p <0.05)
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SONUGC VE ONERILER

Yapilan tez calismasinda, meme kanserinde kullanilan geleneksel yontemlerin
yarattig1 yan etkilere sahip olmayan, meme kanserine karsi alternatif bir tedavi ve
onleme yontemi olarak genistein maddesi, PLGA polimeri icerisine tekli emiilsiyon
(o/w) coziici ucurma metodu kullanilarak enkapsiile edilmis ve bu sekilde
genistein yiiklii nanopartikiiller iiretilmistir. Amac genisteinin, normalde var olan
diisiik suda coziiniirliik ve diisiik biyoyararlanim dezavantajlarini, genisteini
nanopartikiil icerisine enkapsiile ederek ortadan kaldirip meme kanserine karsi
etkinligini gozlemektir ve deney boyunca gézlem MCF7 insan meme kanseri hiicre
hatt1 iizerinde gerceklestirilmistir. Gozlem ic¢in genistein nanopartikiillerinin
karakterizasyonu yapilmis, etken madde yani genisteinin nanopartikiillerden
salinimi o6lciilmiis, nanopartikiillerin sitotoksik etkileri ile hiicre gociline olan

etkileri incelenmistir.

Uretilen nanopartikiil reaksiyon verimi %23,3 olarak belirlenmistir. Kullanilan
genisteinin %84,1’i nanopartikiillerin icine enkapsiile edilmis ve bu oran
enkapsiilasyon etkinligi olarak kaydedilmistir. Etken madde yiikleme verimi
%13,86 olarak hesaplanmistir. Sonuclar literatiirde yer alan ¢alismalarla benzerlik

gostermistir.

GenNP’ler pH:7,4 ortamda 30 giiniim sonunda toplamda %20 salim yaparken
pH:5,5 ortamda 30 giliniim sonunda toplamda %5,6 salim yapmis bulunmaktadir.
Gelecek calismalarda salim GenNP’lere yiizey modifikasyonu yapilarak meme

kanserinde daha yiiksek olacak sekilde modifiye edilebilir.

Uretilmis olan genistein yiiklii nanopartikiillerin karakterizasyonu kapsaminda
partikiil boyutunu, boyut dagilim indeksini (PDI) ve zeta potansiyel degerleri
Zetasizer Nano ZS kullanilarak belirlenmistir. Genistein ytiklii nanopartikiillerin
ortalama boyutu 144,4+6,28 nm olarak ve PDI degeri 0,194+0,014 olarak
belirlenmis olup, meme kanseri hiicrelerine karsi kullanilabilir ideal boyut

araligindadir. Zeta potansiyeli -31,466+1,05 mV olarak belirlenmistir. Negatif
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zeta potansiyali, genisteinin PLGA polimerleri tarafindan basarili bir sekilde

enkapsiile edildigini gostermistir.

Genisteinin ve GenNP’lerin, sitotoksik aktivitesinin MCF-7 hiicre hattinda
belirlemek icin MTT kullanilmistir ve 48 saat inkiibasyon ardindan ICs, degerleri
genistein icin 5,924 ug/ml ve GenNP’ler i¢in 3,784 wg/ml olarak belirlenmistir.
Enkapdiile edilen genisteinin, genisteine kiyasla MCF-7 hiicreleri {izerinde daha
yiiksek sitotoksik etkiye sahip olmakla birlikte, daha diisiik konsantrasyonda bile

genisteinden daha etkili oldugu belirlenmistir.

Genisteinin ve GenNP’lerin, MCF-7 hiicreleri iizerindeki hiicre gociine etkisi yara
iyilesmesi deneyi yapilarak 48 saat boyunca farkli araliklarla incelenmistir. 48
saatlik stirecin sonunda kontrol grubunda %89, sadece genistein verilen grupta
%65 ve GenNP verilen grupta ise %57 oraninda bir yara iyilesmesi belirlenmistir.
GenNP’lerin genisteinin etkisini arttirirken ve hiicre migrasyonunu azalttig

gozlemlenmistir.

Sonug olarak meme kanseri kadinlar icin sik goriilen ve 6liim orani ¢ok yiiksek
olan bir sorundur. Tedavisi icin kemoterapi ve radyoterapi gibi klasik yontemler
bulunsa da bunlarin yan etkileri ¢cok fazladir. Bu sebeple de daha dogal, daha az
toksisiteye sahip ve daha etkili tedaviler aranmaktadir. Flavonoidler bu konuda
umut vaat etmektedir. Hem bitkilerde bulundugundan eldesi kolaydir hem de
dogal oldugu icin ¢ok daha az toksiktir. Meme kanserinde oOzellikle genistein
barindiran soya tiiketimi gibi basit adimlarla bu hastaligin goriilme riskinin biiyiik
oranda azaltilabilecegi goriilmektedir. Hastaliga yakanildigi takdirde bile yine
genistein gibi dogal olarak bitkilerden izole edilen flavonoid ile meme kanserinin
olusumuna ve gelisimine sebep olan c¢esitli yolaklar hedef alinarak bir tedavi
gelistirme umudu vardir. Fakat su anda var olan calismalar kiiciik oranlarda
oldugu icin daha tedavi niteligi tasimazlar ciinkii yeterince etkili degillerdir.
Calismalarin kiiciik 6lcekli olmasi genisteinin kiiciik dozda ¢oziinmesini yeterli
kilsa da biiyiik olgekli insan meme kanseri tedavisi icin cok daha etkili olmasi
gereklidir bu da ya baska ilaglarla kombine edilerek ya da ¢ok daha yiiksek
¢ozlinlirlik ile saglanabilir. Bu oOzelliklerin saglanilarak klinik deneylere

baslanilmasi gereklidir.
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