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OZET

ELEKTRO-PUSKURTME YONTEMI ILE PLA ICINE KAPSULE
EDILEN Tamarindus indica EKSTRELERININ MEME KANSERI
HUCRELERININ CANLILIGI UZERINE ETKILERI

Meme kanseri, kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir. Bu giincel
arastirmada, bitkisel ilac tercih etmemizin nedeni kemoterapide kullanilan ilaglarin halsizlik,
istahsizlik, kusma, saglarin dokiilmesi gibi olumsuz yan etkilerinden dolay: bitkisel tedavi
iizerinde durulmustur. Farmakolojik agidan 6nemli bir bitki olan Tamarindus indica'nin anti
inflamatuar, anti oksidan, anti viral, anti kanser, anti bakteriyel ve anti diyabetik aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir. Tamarindus indica bitkisinin meme kanseri basta olmak iizere bir¢cok
kanser hiicrelerinde etkisi gosterilmistir. Fakat elektrosprey yontemiyle kapsiile edilerek kanser
hiicrelerine etkisi bakilmamistir. Bu ¢alismada amacimiz elektrosprey ile Tamarindus indica
ekstrelerini PLA ile kapsiile ederek meme kanseri hiicrelerinde , hiicre canliligli ve
proliferasyonu {lizerine etkisini modellemektir. Tamarindus indica ekstrelerinin PLA ile
kapsiillenmesi hem indirgeyici hem de stabilize edici bir madde olarak hareket ettigi, cevre
dostu oldugu, steril ortam olmadan ¢aligilabilmesi, toksik olmayan sentetik nanopartikiil oldugu
bilinmektedir. Kapsiilayonun nedeni, PLA'nin biyouyumlu bir polimer olmas1 ve hiicreler i¢in
toksisitesi olmamasidir. Tamarindus indica ekstrelerinin direkt verilmesi yerine partikiil igine
alinarak hiicreye verilmesi kanser hiicresine ve normal hiicrelere de zarar vermeden kontrollii
bir sekilde salmim gerceklestirdigi gosterilmistir. Kanser tedavilerinde kullanilan
kemoterapdtik ilaglarin yan etkilerinin yan1 sira normal dokularda ¢ok fazla hasara yol acgtigi
bilinmektedir. Bu anti tiimor ilaglar olarak gelistirilecek yeni bilesiklerle ilgili ¢alismalarin
artmas1 gerektiginden farmasotik ajan olarak Tamarindus indica kullanilmistir. Halk arasinda
demirhindi agaci olarak bilinen Tamarindus indica, Leguminosae (Fabaceae) familyasina ait
olup geleneksel tipta kullanilan meyve agaci tiirlerinden biridir. Tamarindus indica'nin anti-
tiimor ve antioksidan etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu calismada PLA ile kapsiile edilmis
Tamarindus indica ekstrelerinin zamana bagli apoptotik hiicre oliimiinii indiikledigi meme
kanseri hiicre hatlarinda bakilmistir. PLA'nin normal hiicrelere kars1 toksisitesi olmadigi hiicre
canliligr testiyle test edilmistir. PLA ile kapsiile edilmis Tamarindus indica ekstreleri
dokularmin fizikokimyasal ve kimyasal karakterizasyonu, taramali elektron mikroskop (SEM),
Fourier doniistimlii  kizilotesi  spektroskopi (FTIR) kullanilarak arastirilmistir. UV-
spektrofotometre kullanilarak insan viicudunda ilacin ne kadar siirede salindig1 gdsterilmistir.
Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile kimyasal reaksiyonda veya fiziksel degisimde agiga

cikan 1stya bakilmstir.



ABSTRACT
EFFECTS OF Tamarindus indica EXTRACTS ENCLOSED IN

PLA BY ELECTROSPRAY METHOD ON THE VITALITY OF
BREAST CANCER CELLS

Breast cancer is the second leading cause of cancer-related death among women. In this
current study, herbal treatment was emphasized because of the negative side effects of
drugs used in chemotherapy such as fatigue, loss of appetite, vomiting, and hair loss.
Tamarindus indica, a pharmacologically important plant, is known to have anti-
inflammatory, anti-oxidant, anti-viral, anti-cancer, antibacterial and anti-diabetic
activities. The effect of Tamarindus indica plant has been shown in many cancer cells,
especially breast cancer. However, it was encapsulated with the electrospray method
and its effect on cancer cells was not examined. In this study, our aim is to model the
effect of encapsulating Tamarindus indica extracts with PLA by electrospray on cell
viability and proliferation in breast cancer cells. It is known that the encapsulation of
Tamarindus indica extracts with PLA acts as both a reducing and stabilizing agent, is
environmentally friendly, can be worked without a sterile environment, and is a non-
toxic synthetic nanoparticle. The reason for encapsulation is that PLA is a biocompatible
polymer and has no toxicity to cells. It has been shown that Tamarindus indica extracts
are given into the cell by taking them into particles instead of giving them directly, and
it releases them in a controlled manner without harming the cancer cell and normal cells.
It is known that chemotherapeutic drugs used in cancer treatments cause a lot of damage
to normal tissues as well as their side effects. Tamarindus indica has been used as a
pharmaceutical agent since studies on new compounds to be developed as these anti-
tumor drugs should increase. Tamarindus indica, popularly known as tamarind tree,
belongs to the Leguminosae (Fabaceae) family and is one of the fruit tree species used
in traditional medicine. Tamarindus indica has been shown to have anti-tumor and
antioxidant effects. In this study, it was investigated in breast cancer cell lines that
Tamarindus indica extracts encapsulated with PLA induced time-dependent apoptotic
cell death. It has been tested by cell viability assay that PLA has no toxicity to normal
cells. Physicochemical and chemical characterization of PLA-encapsulated Tamarindus
indica extracts tissues were investigated using scanning electron microscope (SEM),
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). How long the drug is released in the
human body has been demonstrated using UV-spectrophotometer. The heat released in
the chemical reaction or physical change was examined with the differential scanning

calorimeter (DSC).
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SEMBOLLER

°C : Santigrad derece

ng : Mikrogram

ul : Mikrolitre

pm : Mikrometre

pM : Mikromolar

cm : Santimetre

ml : Mililitre

mm : Milimetre

nm : Nanometre

mg : Miligram

ml/h: Mililitre/saat

V : Volt

Tg : Camsi gegis sicakligl

Tm : Ergime sicaklig1
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KISALTMALAR

ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

DiOC6 : 3, 3’-diheksiloksakarbosianin iyodiir

DAPI : 4',6-diamidino-2-fenilindol

DSC : Diferansiyel taramali kalorimetre

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

FBS : Fetal sigir serumu

FTIR : Fourier doniistimlii kizil6tesi spektroskopisi

MTT : Metiltiazol difeniltetrazolyum bromiir

PLA : Poli laktik asit

PBS : Fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

RPM : Dakikadaki devir sayist

SEM : Taramali elektron mikroskobu

UV : Ultraviyole

ROS : Reaktif oksijen tiirevleri

Tripsin-EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

PLA: Poli Laktik Asit
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1. GIRIS

Kanser, genetik gibi birgok faktore sahip karmasik bir hastaliktir; epigenetik, ¢evre ve
yasam tarzi kanser siirecinde giiclii bir sekilde etkilesime girer. Baslica kanser tedavi
stratejileri kemoterapi, radyoterapi ve cerrahiyi igerir ve bazi durumlarda eklem stratejileri
kanser sagkalimini iyilestirmek i¢in en iyi sonuglar1 gdstermistir. Bununla birlikte, kanser
hiicrelerinin yliksek heterojenligi nedeniyle, hangi hiicrelerin tedaviye cevap verecegini
tahmin etmek son derece zordur, bu da tedaviye direncin hastalar i¢cin énemli bir sorun
oldugunu gostermektedir [1]. Kanser hiicreleri i¢in ¢oklu ilag direnci (MDR), anti kanser
ilaclarin terapétik etkisini sinirlar ve kanser tedavisinin 6niindeki 6nemli bir engeldir. Coklu
ilaca direngli hiicreler, tiimor gelisimi i¢in farkli metabolik yollar1 hedefleyen karmasik
adimlart igerir. En klasik MDR diren¢ mekanizmalarindan biri, detoksifikasyon
enzimlerinin seviyelerinin artmasi, ila¢ alimi ve akisindaki degisiklikler ve apoptoz
yolaklarinin deaktivasyonudur [2]. Bitki kokenli polifenoller veya sentetik tiirevleri,
nispeten diisiik toksisiteye sahip redoks-aktif molekiiller olarak tanimlanmistir. Anti-
inflamatuar, anti-mutajenik ve anti-kanserojen etkiler de dahil olmak iizere ¢ok cesitli
yararl etkilere sahiptirler [3]. Tamarindus indica L. esas olarak gida ve sekerlemede
kullanilan tropikal bir bitkidir. Diinyanin geleneksel bitkisel ilaglarindan biridir. Bitki
tohumlar1 genellikle kirillgan ve zevkli 6zelliklerinden dolayr atitk madde olarak bertaraf
edilir; ancak, besleyici olarak bol miktarda bulunurlar. Tohum ekstraktlarinin giiclii
antioksidan potansiyele ve anti-strese sahip oldugu bulunmustur. Tamarindus indica yaprak
ekstrakti anti-apoptotik etkilere sahipken, tohum c¢ekirdeginden tiiretilen ve kattan elde
edilen tam tohum ekstraktlar1 antioksidan, sitotoksik ve bagisikliga sahiptir [4]. Tamarindus
indica; Son derece ticarilestirilmis sifali bitkilerden biri olan giiclii anti-inflamatuar
aktiviteleri ile bilinir. Bu tropikal agag, geleneksel tipta iltihaplanma, mide agrisi, bogaz
agrist ve romatizmayi tedavi etmek i¢in kullanilmigtir. Bitki ayrica yara iyilesmesi, ishal,
dizanteri, paraziter, istila, ates, sitma, solunum kosullari, helmint enfeksiyonlari, kabizlik,
hiicre sitotoksisitesi, bel soguklugu, goz hastaliklar1 ve afrodizyak dahil olmak tizere sayisiz
diger hastalik durumunu yonetmek i¢in kullanilmistir ve ayrica bir gida takviyesi olarak da
oldukea degerlidir [5]. Cok sayida ekonomik ve saglik yarar1 nedeniyle, Tamarindus indica
diinya capinda yaygin olarak islem gormektedir. Aslinda, Tamarindus indica 'nin tibbi
aktiviteleri ve geleneksel halk tibbinda kullanimi, flavonoidler, alkaloidler, tanenler,
fenoller, triterpenoidler, yag asitleri, saponinler ve steroidler dahil olmak iizere bitkinin

farkli kisimlarinda fitokimyasallarin varligina atfedilir [6].



Biyomalzemeler saglik alaninda ve yasam kalitesinin arttirilmasinda 6nemli bir etken haline
gelmistir. Biyomalzemeler gen dizileme ,biyosensor, tibbi malzemeler, implantlar, doku
miihendisligi gibi birgok uygulama alninda kullanilmaktadir. Biyomalzemeler 4 alt baslikta
toplanir :metaller, seramikler ,kompozitler ve polimerlerdir [7]. PLA karbonhidratlardan
elde edilen yenilenebilir , cok yonlii, biyolojik olarak pargalanabilen biyouyumlu lineer
alifatik bir polyesterdir [8]. Aym1 zamanda PLA laktitilerin polimerazasyonu ile
hazirlanabilir. Karbonhidratlarin fermantasyonu sonucunda da elde edilir [9]. PLA,
polietilen tereftalat (PET) ile benzeyen bir polimerdir ayn1 zamanda geri doniistiiriilebilir

polimerdir [10].

TEZIN AMACI

Bu tez ile amacimiz, MCF-7 ve MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hattinda PLA(poli laktik
asit) ile kapsiillenmis 7amarindus indica bitki 6zlerinin hiicre canliligi ve g¢ogalmasi

uzerindeki etkisinin incelenmesidir.



1.1.KANSER

Kanser, viicutta homoestasiyi bozan hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla meydana gelen
anormal hiicre toplulugudur. Genetik olarak yatkinlik ,epigenetik faktorler, sinyal
yolaklarimin bozulmasi gibi faktorler rol oynar. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden
ayirt edilememesi, ge¢ tani ve tedavi yontemlerinde yetersizlik gibi etkenler kanserin
ilerlemesine neden olur. Kanser 6liimlerinin %90" metastazdan kaynaklanir. Bunun altinda
yatan nedenle ise tedavide kullanilan yontemlerin metastazi yonetmede etkili olamamasidir.
Son zamanlarda bitkilerden izole edilen polisakkaritlerin hi¢ yan etki gostermeden anti

tiimor-anti metastatik aktivite sergilemesi bu tedavi yontemler i¢in umut olacaktir [11].
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SEKIL 1.1. Kanserli hiicrede matris yapisi [ 12].



Hiicre dis1 matris (Sekil 1.1' de) viicudun doku ve organlarin tamaminda bulunan hiicre
icermeyen boliimdiir. Hiicre dis1 matrisler organizmanin gelismesi, biliylimesi, onarimu,
korunmasi ve hemoestasi gibi bircok dnemli faaliyeti yerine getiren ve diizenleyen yapi
birimidir. Normal hiicrelerin matrisine gore kanser hiicrelerinin matrisi daha diizensizdir.
Timor hiicrelerine bakildiginda daha diizensiz ve homoestasi kaybi yasandigi goriiliir.
Tiimor hiicreleri matrisin birikmesine ve yeniden sekillenmesine neden olurlar. Son
zamanlarda matrisin kansere olan etkisinin arastirilmastyla tiimoriin baglamasi, ilerlemesi
ve metastatik yayilmasini etkilemektedir [12].

Kanser, saglikli bir hiicrenin kisitlamalardan kurtuldugunda kontrolsiiz bir sekilde
boliinmesiyle baglar. Proto-onkogenler dedigimiz genler hiicre boliinmesinde gorev alan
genlerdir. Bu genler hiicre boliinmesini uyararak gerekli proteinlerin {iretilmesini saglar.
Proto-onkogenler meydana gelen mutasyonla proteinler asir1 aktif hale gelerek hiicrenin
kontrolsiiz boliinmesine neden olur. Tiimor baskilayici genler ise tam tersi isleve sahiptirler.
Hiicre bdliinmesini inhibe eden proteinlerine kodlarlar. Mutasyonlar bu genler iizerinde
etkili olunca gerekli kisitlamalarin yapilamaz ve hiicre kontrolsiiz biiyiimeye devam eder.
Viicudumuz da bulunan bazi yapilarin onkogenleri ; platelet (trombosit) kaynakli bliyltime
faktorii olarak adlandirilan (PDGF) Glioma hiicrelerinize birikime neden olarak beyin
kanserine neden olur. Epidermal biiyiime faktorii geni erb-B Glioblastomalarda ve meme
kanserinde etkili gendir. Ki-ras genleri yumurtalik, kolon ve pankreas kanserinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bcl-1 PRADI olarak taninan gen meme kanserinde etkilidir. Tiimor
baskilayic1 genler sitoplazmadaki proteinler i¢in NF-1 Ras proteinini baskilar genelde
cevresel sinir sistemi ve losemi ile ilgilidir. Bu genlerden en ¢ok taninan p53 geni hiicre
boliinmesini durduran protein sentezler ve bircok kanserin nedenidir. BRCA1, BRCA2

meme kanseriyle ilgilidir [13]



1.1.2. Kanser cesitleri ve prevalansi

Kanser, Yunanca ‘da karkinos kelimesinden gelmektedir. Hipokratmn (MO460-370)
karsinom tiimorlerini agiklamak i¢in verdigi isimdir. Kanserin daha da eskilere dayandigi
sdylenmektedir. ilk teshis edilen kanserin meme kanseri oldugu Misir'da yazitlara
kaydedilmistir. Kanser viicudun doku ve organlarinda saglikli olan hiicrelerin kontrolsiiz
boliinmeye baslamasiyla gelismektedir. Farkli kanser tiirleri bulunur bunlardan bazilar
meme kanseri, kolon kanseri, akciger kanser, cilt kanseri, pankreas kanseri ve yemek borusu
kanseridir. Kanser hiicreleri zamanini1 doldurunca 6lmek yerine bolinmeye devam eder.
Boliinmenin sonucunda biiyiimeye devam eder. Kanser hiicreleri genellikle kati timorlerdir.
Fakat baz1 kanser tiirleri tiimdr olusturmaz. Kan kanserini (16semi) bu duruma 6rnek olarak
verebiliriz. Baz1 kanser tiplerinde viicudun dolasim sistemine girerek biitiin viicuda
yayilabilir buna metastaz denir. Ne kadar viicuda yayilsa da hangi kanser tiiriiyse o kanser
tiirli olmaya devam eder. Kanserin nedenleri genetik veya ¢evresel faktorlerden geligebilir
[14]. Diinyada genelinde en fazla 6liime neden olan kanser insanlar i¢in biiyiik sorun teskil
etmektedir. Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi (IARC) verilerine gore yilda 8 milyondan
fazla insan kanserden 6lmektedir. Bu veriler 2012 yilinda 8,2 milyon kisi oldugunu ve 2030
kadar bu saynin 13 milyona kadar yiikselmesini beklemektedirler. Bu rakamlarin kanser
tiirlerine gore dagilimi; % 20 akciger kanseri, %9 karaciger kanseri, %9 kolon kanseri,%9
mide kanseri, %7 meme kanser ve %46 diger kanserlerden ortaya ¢ikan 6liim ytizdeleridir
[15]. Kadinlarda goriilen meme kanserinin 2020 yilinda akciger kanserinin oniine gecti.
Prostat kanseri li¢iincii, cilt kanseri dordiincii ve kolon kanseri besinci sirada yer alirken
ardindan mide karaciger ve rektum kanserleri takip etmistir. 2020'de mide kanserinden
dolay1 6liim oran1 14.000 vaka azaldig1 sonucuna ulasilmistir. 14 kanser tiirlinden en fazla
meme kanserine bagli 6liimlerin oldugu gorilmiistiir[ 16].

Kanser diinya genelinde insanlar1 etkileyen ciddi bir sorundur. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde ikinci 6lim sebeplerinden biridir. Korona viris 2019 ( Covid -19)
salginindan dolay1 saglik kurumlarinin kapasitesinin dolu olmasi, istihdam ve saglik
sigortalarinda yaganan problemler ve Covid-19' a yakalanma korkusundan dolay1 kanserin
teshis ve tedavisinde aksamalara neden olmustur. GLOBACAN,2020 verilerine gore tablo

1 'de tiim kanserlerin risk oranlar1 ve dagilimi verilmistir [17], [18], [19].



Kanser ‘ Sayi ‘ Diinya Genelinde ‘ Risk
Melanom kanseri hari¢ tim kanserler 18094716 190 36.52
Meme 2261419 48 7.97
Akciger 2206771 22 6.08
Kolorektum 1931590 19 =
Prostat 1414259 31 9.27
Mide 1089103 11 3.03
Karaciger 905677 10 2.20
Rahim agzi 604127 13 1.82
Ozafagus 604100 6 1.52
Tiroit 586202 7 0.87
idrar Kesesi 573278 6 1.88
Hodgkin Olmayan Lenfoma 544352 6 1.35
Pankreas 495773 5 1.63
Lésemi 474519 5 1.07
Bobrek 431288 5 1.06
Korpus uteri 417367 9 1.61
Dudak, agiz boslugu 377713 4 0.79
Melanomaofskin 324635 3 0.86
Yumurtalik 313959 7 1.18
Beyin, merkezi sinir sistemi 308102 4 0.61
Girtlak 184615 2 0.42
Multipil myeloma 176404 2 0.52
Nazofarenks 133354 2 0.21
Safra kesesi 115949 1 0.35
Orofarinks 98412 1 0.20
Hipofarenks 84254 0.90 0.18
Hodgkin lenfoma 83087 0.98 0.13
Testis 74458 1.8 0.17
Tukuruk bezleri 53583 0.57 0.12
Vulva 45240 0.85 0.25
Penis 36068 0.80 0.21
Kaposi Sarkomu 34270 0.40 0.05
Mezotelyoma 30870 0.30 0.10
Vajina 17908 0.36 0.08

Tablo 1: Diinyada Kanser Cesitlerinin Dagilmu [17] , [18], [19].




1.2. MEME KANSERI

Kanserler ortaya ¢iktig1 bolgenin adini alir. Meme kanseri meme dokusunda bulunan
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesiyle ortaya ¢ikar. Meme yapisi siit lireten bezler ve siit
kanallarindan olugsmaktadir. Bu yapilar glandiiler doku ve stromal doku olarak adlandirilir.
Stromal dokusunda ise yag ve lif dokular1 bulunur. Genellikle meme kanserleri kanallarda
bulunan hiicrelerde baslar bu tiir kanserlere duktal karsinoma, lobiillerde meydana gelirse
lobiiler karsinoma denir. Dokuda meydana gelen kanser ¢evresinde bulunan yag ve bag
dokularma yayilmadan kanal i¢inde kaldiysa bu duruma Ductal karsinoma in situ denir
(DCIS). Bu hiicreler ¢cogalarak kanal disina ¢ikarak yag ve bag dokularina yayilirsa invaziv
duktal karsinoma adini alir. Lobiiler karsinoma in situ (LCIS) ileride meme kanseri olma

riskini tagir [20].

Areola
Nipple

Collecting Ducts

= Fatty Connective Tissue

SEKIL 1.2. Ductal karsinoma ve Lobiiler Karsinoma Kanser Olusum Semasi [20].



Meme kanseri, diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiridiir. Meme kanserinde
gelisen metastaz, kansere bagli 6liimlerin %90'1m1 kapsamaktadir. Yapilan ¢aligmalara gore
meme kanseri hastalarinin %30-60"inda kemikte, %21'i taramalarda, %15'1 gelismede ve
%10'u beyinde metastaza neden oldugu saptanmistir. Meme kanseri yiiksek derecede karisik
metabolik programlar icerir. Bu programlar1 dort ana baslikta inceleriz: Luminal A, luminal
B, HER2-pozitif ve iiclii negatif meme kanseri (TNBC)'dir. Her alt tip farkli proliferasyona
ve metastaza neden olur [21].

Meme kanseri morfolojik olarak farklilik igeren kanser c¢esididir. Bu gen ekspresyon
profillerinden en agresifleri TNBC alt tipidir. Yapilan ¢aligmalarda glikoz metabolizmasinin
tiimor metabolizmasindaki rolii ¢cok dnemlidir. Glikoz metabolizmasinda meydana gelen
degisimler glikolitik enzimlerin ve glikoliz metabolik yoluyla iligkilendirilir. Glikoz
metabolizmasindaki degisimle glikoz aliminin artmasi, hiperaktif glikoliz, azalmis oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS) bileseni ve laktat birikimi sonucunda meydana gelir. Glikotik
enzim yolaklar1 ashekzokinaz, laktat dehidrogenaz ve enolaz gibi enzimlerle diizenlenir,
sisplatin, paklitaksel, tamoksifen ve doksorubisin gibi ilaglara diren¢ kazandirilir. Buna
bagli olarak yeni ila¢ tasarimlartyla ve bitkilerde bulunan dogal bilesiklerle glikoliz iliskili
boliimlerin baskilanmasiyla kanser hiicrelerinin yok edilmesini amaglamaktadir [22]. Meme
kanseri 52-71 yaslarinda goriilme siklig1 artar. Meme kanseri i¢in kemoterapi ve
tedavilerinden yararlanilir. Gelismis tilkelerde meme kanseri tedavi yontemleri sayesinde
hastalarin sayisinin azalarak her 8 kadindan biri kansere yakalanacagi sdylenmistir [23],

[24].



1.2.1 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Kanser, 6liim sebeplerinin 6nde gelen unsurlarindan birisidir. 2008 yilinda yapilan
caligmalara gore kansere baglh 6liimlerin 8 milyona ulastigi kaydedilmistir. 2030 yilina
kadar toplam Gliimlerin 11 milyona ulagmasi beklenmektedir. GLOBACAN'm 2020 yilinda
yaptig1 calisma raporuna gore toplam kanser vakasi 19,3 milyondu ,bu say1 i¢inden 10
milyon kisi kanserden 6ldiigii rapor edilmistir. Bu ¢aligmaya gore 2040 yilina kadar bu
saymin 28,4 milyona ulagmasi bekleniyor. Diinya ¢apinda meme kanserine yakalanma
akciger kanserine gore daha fazla oldugu bulunmustur. Kansere bagli 6liimlerin dagilimina
bakildiginda akciger kanseri 1,8 milyon 6liimden %18'inden sorumlu oldugu kolorektal
%?9,4"int, karaciger %38,3"linli, mide %7,7'sini ve kadin memesi %6,9'unu olusturmaktadir.
Erkeklerde akciger, prostat ve kolorektal kanser tiirleri yayginken, kadinlarda meme,
kolorektal ve akciger kanseri daha yaygin oldugu goriilmiistiir. Meme kanseri kadinlarin en
sik yakalandig1 ve goriilme riskinin e fazla oldugu kanser tipidir. Yakalanma riski ne kadar
yiiksek olsa da bazi faktédrler bu riski indirgeyebilir. Ornek olarak gelismislik seviyesi
yiiksek olan bolgelerde kadinlarin meme kanserine yakalanma riski gelismislik diizeyi
diistik olan tiilkelere gore orani daha dugiiktiir. Kisinin yasadig1 yerin niifus yapisi, yasam
tarzi, genetik faktorleri, ¢evresel faktorleri gibi diger faktorlerde siralanabilir. Bu da meme
kanseri prevalansi etkilemektedir[25], [26]. Meme kanseri toplam kanserlerin %10,4'liik
oranini kapsamaktadir. 20-50 ile yas aralifinda kansere yakalanma riski bulunmaktadir. Cin
ve Japonya gibi Asya iilkeleri Amerika ve Avrupa iilkelerine gore daha diisiik risk
tagimaktadir. Kadinlarda kansere bagli oliimlerin %30 meme kanseri olustururken, %23'i

akciger kanseri, %8'i kolekteral kanseri olusturmaktadir [27].



Kanser | Kanser | Niifus Ulke Cinsiyet | Tip | Yil ASR (Diinya) Ham oran
kimligi | cesidi | kimligi
14 Meme | 10000 Bulgaristan | 2 0 |2012 |55.20039362 101.8943387 3821
14 Meme | 11200 Belarus 2 0 |2012 |44.80785653 75.04068322 3802
14 Meme | 12400 Kanada 2 0 |2012 |78.34905535 131.292628 17638
14 Meme | 15200 Sili 2 0 |2012 |30.4293218 41.23948132 79
14 Meme | 15600 Cin 2 0 |2012 |50.84165139 87.84696857 6110
14 Meme | 17000 Kolombiya | 2 0 |2012 |43.05840059 50.69172915 607
14 Meme | 19100 Hirvatistan | 2 0 |2012 |63.38355732 117.436303 2594
14 Meme | 20300 Cekya 2 0 |2012 |66.98378486 123.7198677 6617
14 Meme | 20800 Danimarka | 2 0 |2012 |91.57993749 161.7613269 4555
14 Meme | 21800 Ekvador 2 0 |2012 |44.1564925 43.03275361 371
14 Meme | 23300 Estonya 2 0 |2012 |54.46998792 100.4899772 709
14 Meme | 25000 Fransa 2 0 |2012 |95.63809997 157.4798115 3941
14 Meme | 27600 Almanya 2 0 |2012 |91.18772892 173.2903899 2468
14 Meme | 35200 izlanda 2 0 |2012 |92.44596838 134.6367001 215
14 Meme | 35600 Hindistan |2 0 |2012 |36.07900106 38.21141482 893
14 Meme | 3600 Avustralya |2 0 |2012 |88.36846597 134.4776396 15358
14 Meme | 37200 irlanda 2 0 |2012 |89.49314118 123.7890414 2867
14 Meme | 37600 Israil 2 0 |2012 |86.28586931 104.0213841 4155
14 Meme | 38000 Italya 2 0 |2012 |91.89312107 175.69544 2423
14 Meme | 41000 Kore 2 0 |2012 |47.13324113 70.10124927 8085
14 Meme | 41400 Kuveyt 2 0 |2012 |59.96647208 41.22092775 251
14 Meme | 42800 Letonya 2 0 |2012 |53.17832462 99.12805369 1094
14 Meme | 44000 Litvanya 2 0 |2012 |52.39898941 94.25579496 1519
14 Meme | 47000 Malta 2 0 |2012 |80.18151245 143.3344724 302
14 Meme | 52800 Hollanda |2 0 |2012 |101.0014846 173.1117755 14645
14 Meme | 55400 Yeni 2 0 |2012 |89.96856954 134.5423806 3032
Zelanda
14 Meme | 57800 Norveg 2 0 |2012 |73.27662747 117.4246225 2937
14 Meme | 61600 Polonya 2 0 |2012 |45.39759176 74.94551507 489
14 Meme | 70500 Slovenya |2 0 |2012 |69.49791519 124.5610522 1294
14 Meme | 75200 isveg 2 0 |2012 |82.37551008 146.4167195 7043
14 Meme | 75600 isvigre 2 0 |2012 |85.02162551 151.9326639 2002
14 Meme | 7600 Brezilya 2 0 |2012 |52.70271764 56.89627251 397
14 Meme | 76400 Tayland 2 0 |2012 |26.1759004 37.22170285 1075
14 Meme | 79200 Tirkiye 2 0 |2012 |44.89467208 55.71122249 1694
14 Meme | 80000 Uganda 2 0 |2012 |36.5458028 12.91795455 165
14 Meme | 80400 Ukrayna 2 0 |2012 |42.87734236 73.28809959 17914
14 Meme | 82610 ingiltere 2 0 |2012 |87.7196542 149.0227586 40475
14 Meme | 82620 iskogya 2 0 |2012 |88.96872055 159.2203065 4357
14 Meme | 82630 Kuzey 2 0 |2012 |84.85092403 136.9087469 1272
Irlanda
14 Meme | 84000 ABD 2 0 |2012 |83.66700433 128.6293821 25782
14 Meme | 84002 ABD:Siyah |2 0 |2012 |86.76618395 114.6956188 2895
14 Meme | 84001 ABD:Beyaz | 2 0 |2012 |84.89709427 135.4023339 19644

Tablo 2. Diinya'da 2012 Yilina Ait 100.000 Basina Diisen Yasa Gore Belirlenmis

Oran (Erkekler ve Kadinlar) [25], [26].
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1.2.2 Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri yakalanma riskini arttiran ¢ok¢a faktor agiklanmistir. Bu faktorleri 2 alt
baslikta incelenmistir. Birinci grup yas, cinsiyet, etnik kdken, genetik faktorler(aile oykiisii)
gibi dogal faktorlerdir. Ikinci grup ise yasam tarzi (obezite, asir1 alkol tiiketimi, fiziksel
aktivite) ya da tedavilerde goriilen mutasyonlara maruz kalma gibi dissal faktorleri
igermektedir [28].

1.2.2.1 Kalitsal faktorler (Aile Hikayesi)

Kanser genlerde mutasyon sonucu anormal ve kontrolsiiz hiicre biiylimesine neden olan
hastaliktir. Bu mutasyonlar sonucu homoestasiyi etkileyen genlerde meydana gelir. Kalitsal
faktorlerin aragtirilmasiyla hiicrelerde meydana gelen kanser genlerinin aragtirilmasiyla
kanser tedavileri i¢in 6ncii olmustur. 1800'lerin sonuna dogru kanserin kalitsal faktorlerden
dolay1 gerceklestigini bildiren bir rapor yayinladi.1900'lerin basinda Thedor Boveri
kanserin yanlis kromozom kombinasyonlarindan dolay1 gergeklestigini One siirmiistiir.
DNA dizilimi ile ilgili kesiflerle insan genomunun ¢oziilmesiyle beraber 518 kinaz kodlayan
genlerden meme kanseriyle ilgili hiicre dizilerinde 76 sessiz olmayan mutasyon meydana
geldigi bulunmustur. Diger bir calismaya gore meme kanserinde 13.023 geni siraland1 519
mutasyona ugramis gen bulmustur [29].

Meme kanserinin diger biri aile ykiisiiyle ilgilidir. Kisinin anne veya kiz kardesinde meme
kanseri goriilen kisiler bu hastaliga yakalanma riskleri vardir. Meme kanserine olan
yatkinhk BRCA1 ve BRCA2 genlerde goriilen mutasyonlardan dolayr oldugu
sOylenmektedir. Birinci dereceden yakinlarinda meme kanseri teshisi konulan kadinlarin
diger kadinlara gore yakalanma riski iki kat daha fazla oldugu belgelenmistir. Meme kanseri
teshisi koyulan kadinlarin %5-10'u aileden miras kalan genlerle ilgilidir. BRCA1, BRCA2
genlerinde mutasyon riski tagiyan kadinlarin hayati boyunca yakalanma riski %55-65'tir. Bu
genlerde mutasyona sahip bir kadinin 80 yasia kadar meme kanserine yakalanma riski

yaklastk %70'tir [30], [31].
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1.2.2.2 Yas, Cinsiyet ve Etnik Koken

Ulkelerin gelismislik diizeyine gore kanser oranlar1 degismektedir. Tedavide eksiklik, geg
tan1 koyma ve biitce yetersizligi gibi faktorlerden dolayr 6liim oran1 daha yiiksektir. Meme
kanserine neden olan birgok faktor incelenmistir. Bunlardan en 6nemlisi yas ve cinsiyet
faktoriidiir. Meme kanserine yakalanma riski yasin ilerlemesiyle artar ve 50 yasinda zirveye
ulagir. Yumurtalik hormonlarinin ergenlikten menopoza kadar meme bezleri lizerinde etkisi
vardir. Bu nedenle kadinlarda menopoz yasinin kanser iizerinde etkileyebilmektedir. Erken
menars ve menopoz baslangict meme kanserinin gelismesinde dnemli bir etkiye sahiptir.
Cinsiyet prevalansi erkeklere oranla kadinlarda 6nemli bir faktér oldugu bilinmektedir.
Yapilan aragtirmalara goére Asyali ve Hintli Amerikali kadinlarin meme kanserine

yakalanma riski beyaz ve siyah Amerikali kadinlara gore daha diistiktiir [32].

1.2.2.3. Yasam Tarz1

Kadinlarda asir1 alkol alimi, sigara icme, yagl beslenme gibi modern yasam ayak uydurma
meme kanseri riskini artmasina neden olur. Fazla alkol tiiketimi, kanda bulunan dstrojen
diizeyini arttirabilmektedir. Dogum yapan kadinlara gore hi¢ dogum yapmamis kadinlarin
meme kanserine yakalanma riski daha fazladir. Klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalara gore,
prolaktin, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) ve 10 yildan daha uzun siire kullanilan
oral kontraseptiflerin(dogum kontrol hapi) tiimii meme kanseri i¢in risk faktorii teskil
etmektedir [32], [33]. Obezitenin kanserle iligkisi olsa da meme kanseri ile ilgisi hala
aragtirtlmaktadir. Obezite sitokin/adipokin diizeylerini indiikler. Bu diizeyler insiilin
diizeyini, insiilin biiyiime faktorii(IGF) I, steroid igeren hormonlart etkiler. Obezitenin
neden oldugu degisikler meme kanserinin epitel doku hiicrelerinde ve c¢evre hiicrelerde
dogrudan veya dolayl: etkisi olabilmektedir. Aksine dengeli beslenme bu durumun tersine
neden olabilmektedir [34]. Kadinlarda menars (ilk adet gdrme) yasi, ilk gebelik yasi, parite
(dogum sayisi), menapoz yasi, adet dongiisii sayisi, kilo alimi, hormon tedavisi, erken
yaslarda kontraseptif kullanimi gibi faktorler meme kanserini etkileyebilmektedir. Menapoz
oncesi radyasyona maruz kalma, iireme ve genetik faktorler onemliyken, obezite menapoz

sonrasi etki eden faktorlerdir [35].
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1.3. Meme Kanseri Stmflandirilmasi

Meme kanserinde kotii huylu hiicreler gelistigi bolgeden disariya tasmiyorsa buna 'in situ'
denir. Lobiiler karsinom in situ (LCIS), memede bulunan siit kanallarinda bulunan
hiicrelerin sayisinda ¢okca artmasiyla ortaya ¢ikan durumdur. Duktal karsinom in situ
(DCIS), invaziv olmayan meme kanseri tiiridiir. Kanal ile sinirlidir. Mediiller karsinom,
normal doku ile tiimdrlii doku arasinda olusan invaziv 6zellikte bir kanser tiiriidiir. Miisinéz
karsinom, mukus iireten kanser hiicrelerinin olusturdugu nadir bir meme kanser tiirtidiir.
Tiibiiler karsinom, kanser hiicre olusumu meme dokusundaki lenf damarlarini veya siit
kanallarinin ~ tikamasiyla olusan kanser tiriidir hizli yayildigi bilinmektedir.
Mediillerkarsinom, miisindz karsinom, tiibiiler karsinom nadir goriilen kanser tiirleridir[36].
Meme kanseri ¢oklu histolojik yapiya sahip karmasik bir kanser c¢esididir. Histolojik
cesitlerine gore invaziv duktal karsinom (IDC)ve invaziv lobiiler karsinom (ILC) ikiye
ayrilmaktadir. IDC daha yaygin tiirken, ILC sadece meme kanserinin ¢ok az bir kismint
olusturmaktadir. IDC meme kanserinde daha baskin oldugu bulunmustur. IDC ve ILC
arasinda histolojik olarak farkliliklar bulunmaktadir. ILC' nin teshisi zordur [37]. 2017
yilinda Amerika'da yapilan arastirmalara gore kadinlarda 6liime neden olan invaziv duktal
karsinom tipi oldugu bulunmustur. Bu kanser tiiriinde, hiicreler kanallarda c¢ogalarak
zamanla c¢evre dokuya yayilir [38]. ILC meme kanserinin en sik goriilen ikinci alt tipidir.
Yapisal olarak IDC den farklilik gosterir. E-kaderin genin ¢alismamasindan dolay1 ortaya
cikan meme kanseri tiiriidiir. ILC' nin biiyiik bir cogunlugu e-kaderin geni islev gormez.
ILC 'ler IDC' ye gore diger dokulara yayilma oran yiiksektir [39].

Duktal karsinoma in situ (DCIS), kotii huylu hiicrelerin meme kanallarindan bazal
membranlarin i¢ine tutundugu evredir. DCIS dokunun daha diistik dereceli bozulma halidir.
Fakat ilerlemesi durumunda invaziv meme kanserine doniisebilmektedir [40].

DCSI invaziv olmayan kanalin iginde kalan meme kanseri ¢esididir. Tarama sonucunda
bulunan meme kanserlerinin %12-25"ini olusturmaktadir. DCSI' nin tedavisinin avantaji

kanserin niiks etmesini engeller [41].
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1.3.1.Meme Kanseri Alt Tipleri
1.3.1.1. Luminal A

Luminal A meme kanserinin en yaygin tiriidir. Liimenlerde meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanir. in situ lobiiler karsinoma vakalarinin tiimii, infiltratif lobiiler
karsinomlarin ¢ogunda oldugu gibi, limen A tiimdrleridir. Luminal A immiino histokimya
(IHC) profili, ER, PGR, Bcl-2 ve sitokeratin CK8/18 ekspresyonu, HER2 ekspresyonunun
olmamasi, Ki67 mekanizmasindan anlasilmaktadir. Bu tiir kanser tiirline yakalanan
bireylerin hayatta kalma sans1 ytiksektir [42].

1.3.1.2. Luminal B

Luminal B alt tipi meme kanserine yakalanan bireylerin yaklasik %10-20'sini olusturur.
Hayatta kalma oranm1 ¢ok diisliktiir. Bu iki alt tipin farki Ki67 mekanizmasinin olmasidir.
Luminal B, A ya gdre daha koétii prognoza sahiptir [42].

1.3.2.Tedavi Yontemleri

Metastatik meme kanseri tedavisinde dnemli olan hastaligin daha fazla yayilmadan kiginin
yasam kalitesini iyilestirmek ve yagamini uzatmaktir. Bu nedenle hasta i¢in segilecek tedavi
yontemi, hastanin 6zelliklerine bakilarak secilmelidir. Tedaviler birbirini takip edebilir.
Ornek olarak tedavi icin kullanilan hormon reseptdrii sonucunda hastalik tekrar ederse sirali
kemoterapi veya kombinasyon kemoterapisi kullanilabilir. Meme kanserinde birgok tedavi
mevcuttur bunlart siralarsak; endokrin tedavisi, kemoterapi, nano terapi, radyoterapi ve
cerrahi yontemlerdir [43].

1.3.2.1.Nanoterapi

Kanser tedavilerinde yeni bir yontem olan ila¢ hedefli salim sisteminde kullanilan
Nanopartikiiller ilaclar kanser tedavisinde hizla geligmekte ve umut verici olmaktadir. Nano
parcgaciklar biyouyumlu olup, saglikli hiicrelere zarar vermeden ilag molekiillerini hedef
bolgeye yavasga ulastirir. Nanopartikiillerle kanser ilaglariyla kombine edilerek yan etkileri
en aza indirgeyerek kullanim saglamaktadir. NP'ler silika, lipozomal, polimer, metal, karbon
ve protein bazli olabilirler [44]. Meme kanseri tedavisinde sik kullanilan kemoterapdtik
ilaclar ER ve HER2 tedavilerinde etki gosterirken, TNBC hiicrelerinde etki gostermezler bu
nedenle bu agresif hiicreler i¢in yeni yaklasimlar denenmektedir. Nano teknoloji sayesinde
TNBC hiicrelerine etki saglandig1 goriilmiistiir. Bilim insanlar1 geleneksel terapilerin etkisiz
kaldig1 noktada nanopartikiille kaplanmis ilag sistemleriyle (nano ilaglar) denemektedirler.
Bulgular sonucunda nanopartikiillerin biyouyumlu olmasiyla kanser hiicreleri tarafindan

hiicre i¢ine alinmustir.
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TNBC tedavisi i¢in kurkumin poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA) kaplanarak hiicreye
verilmistir. Sonuclarda membranin bozuldugu ve apoptozun indiiklendigi gézlemlenmistir
[45].

1.3.2.2. Cerrahi Yontemler

Mastektomi ve lumpektomi olmak iizere iki gesittir. Matektomi'de meme dokusunu
neredeyse tamami ¢ikarilir. Kaslar korunur. Lumpektomi de ise meme korunarak tiimor
bolgesi alinir [46].

1.3.2.3. Kemoterapi ve Radyoterapi

Kemoterapi meme kanserinin erken ve gec evrelerinde de kullanilmaktadir. Kemoterapi
hizl1 biiyiiyen hiicrelerde daha etkili olmaktadir. Kemoterapi kanser hiicreleri i¢in anti-
kanser ajan olarak kullanilir. Calismalara gore kanserin biitiin evrelerinde etkili oldugu
gozlemlenmistir. Radyoterapi, normal hiicrelere verilen hasar1 en aza indirgeyerek yiiksek
enerjili 1gmlarmi kullanarak yapilan tedavi yontemidir. Genellikle kemoterapi ve cerrahi
yontem kullanildiktan sonra gerceklestirilir. Kemoterapi ve radyoterapinin avantaji oldugu
kadar dezavantaji da kemigin yapisim1 bozarak bagisiklik sistemine ciddi zararlar
vermektedir. Sonug olarak fiziksel ve zihinsel olarak hastay1 yipratmaktadir [47].

Kanser tedavilerinde en siklikla rastlanilan yontemlerden biri kemoterapi ve radyoterapidir.
Radyoterapi kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya kontrolsiizce ¢ogalan kanser hiicresini
kontrol altina almak amaciyla 151n radyasyonuyla yapilan tedavi yontemidir. Radyoterapi
tek basina kullanilabilir ancak g¢ogunlukla cerrahi yontemlerle veya ila¢ tedavisiyle
desteklenir. Radyoterapi Rontgen tarafindan bulunan X isinlarinin, Becquerel'in dogal
radyoaktivitenin bulmasi ve Curie'nin radyumu kesfetmesiyle hizla gelismeye baslamistir.
Radyoterapi tedavisiyle ¢ogu insanin kurtulma orani artmasinin yansira oldukga
ekonomiktir. Kanser tedavisine engel olan Radyoterapi direnci hastalarin tedavisine engel
olarak kanserin niiksetmesine neden olur [48]. Kemoterapi, kanserde kullanilan 6nemli
tedavi yontemlerden biridir. Kemoterapide kullanilan ajanlar normal hiicreler igin toksiktir.
Bu nedenle arastirmalar daha dogal yontemlerle elde edilen ajanlar gelistirerek normal
hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicreleri indirgemektir. Son yillarda bir¢ok bitkiden elde
edilen polisakkaritler izole edilerek farkli yontemlerle hiicreler de ki toksisitesine

bakilmistir.

16



Tamarindus indica yaygin adiyla demirhindi bitkisinden elde edilen polisakkaritler ajan
olarak hiicreler iizerinde test edilmektedir. Demirhindi(T.indica) , Orta ve Gliney Hindistan
da ve ayrica diger Giineydogu Asya {ilkelerinde bol miktarda yetisen ¢ok yaygin ve ticari
acidan biiyiik 6nemi olan, yaprak dokmeyen bir agactir. Demirhindi iirlinleri, Asya'da ve
Afrikanin baz1 bolgelerinde yaygin olarak geleneksel tipta ve endistride cokca
kullanilmaktadir [49].

1.4. MEME KANSERI MOLEKULER MEKANIZMASI

Transkripsiyon faktorleri (TF) genlerin promotor bdlgelerinin DNA'sina baglanan
prtoteinlerdir. TF geni meme kanserinin gelisiminde rol oynayan gendir. Bu gen ailelerinden
biri STAT ‘tir. Bu gen ailesi yedi iiyeden olusur ve birbirlerine yapisal olarak benzerler.
STAT3 'iin kesfedilmesiyle beraber kanserin ilerlemesi metastazi ¢ogalmasi ve ilag
direncine odaklanilmistir.STAT3 yolaklar: biiylime faktorleriyle aktive edilmektedir. Bu
faktorler karsiik gelen uyaricilara baglanarak Janus kinaz (JAK) aktivasyonunu
gerceklestirir. Fosforillenen STAT3 ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda sinyal aligverigini
baglatir. PSTAT3, p68 koaktivatorle kompleks olusturarak transkripsiyonu etkinlestirmek
icin promotor bolgelere baglanirlar. STAT3'lin meme kanserinde apoptozu baskilamak icin
siklinD-1,c-myc ve bcl2 regiile edebilmektedir. IL6/JAK yolu tarafindan aktive edilen
STAT3,Bax/Bcl-2 apoptozu inhibe edebilir. Arastirmalara gore mi RNA’larin STAT3/IL-6
yolaklarini inhibe ettigini bulmuslardir [50]. Insan epidermal biiyiime faktérii reseptorii-2
(HER2), meme kanserinde fazlaca eksprese edilir. HER-2 epidermal biiyiime faktorii
reseptorli (EGFR) ailesinin iiyesidir. EGFR ailesinde dort reseptér bulunur. Bunlar HER-1,
HER-2, HER-3 ve HER-4'tiir. HER-2 meme kanserinin ilerlemesinde ve hayatta kalmasini
saglayan reseptordiir. HER-2 diger EGFR' lerle heterodimerizasyonu hiicre i¢i korunmus
tirozin kalintilarinin fosforilasyonunu indiikleyerek diger sinyal yolaklar1 olan ekstraseliiler
iliskili MAPK/ERK1/2 ve fosfatidilinoditol PI3K yolaklarin1 diizenler [51]. Ostrojen,
progesteron ve HER2 reseptorlerini yoklugu ile iliskilendirilir. Bu yolaklardan en riskli
olan1 TNBC (ii¢lii negatif meme kanseri)'dir. Gogiis kanserine neden olan yolaklarin %75'i
hormon reseptdrii (HR), %15'1 HER2 + ve %10'u TNBC'den kaynaklanmaktadir. Hormon
tedavisi HR icin kullanilan yontemlerden biridir. TNBC hastalar i¢in kemoterapi almalari

gerekmektedir fakat yeni tedavi yontemleri gelistirmek gereklidir [51].
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Meme kanserinde iki molekiiler mekanizma tanimlanmistir. Biri invaziv meme kanserinde
goriilen Ostrojen reseptorii (ERa) alfadir. ERo meme kanseri hiicrelerinde bulunan steroid
hormon ve transkripsiyon faktorii olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda bu reseptore bagh
Progesteron reseptorii (PR) bulunmaktadir. Tiimor hiicrelerinde bu faktdrlerden en az biri
bulunuyorsa HR + olarak adlandirilir. Bu tarz tlimorlerde endokrin terapi kullanilabilir.
Meme kanserinde iki molekiiler mekanizma tanimlanmistir. Biri invaziv meme kanserinde
goriilen Ostrojen reseptorii (ERa) alfadir. ERo meme kanseri hiicrelerinde bulunan steroid
hormon ve transkripsiyon faktorii olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda bu reseptore bagh
Progesteron reseptorii (PR) bulunmaktadir. Tiimor hiicrelerinde bu faktdrlerden en az biri
bulunuyorsa HR + olarak adlandirilir. Bu tarz tiimdrlerde endokrin terapi kullanilabilir [52].
TNBC meme kanserinde metastaz ve niiks etme orani en fazla olan hiicre alt tipidir. Akciger
kanseri en sik niiks ettigi kanser ¢esididir. TNBC'nin agresifligi timor nekrdz faktorii (TNF)
a ve interlokin (IL)-1 P ile olan iligkisinin diizensiz olmasindan kaynakladigi
gozlemlenmistir. TNBC ve p53 arasinda iligki oldugu bulunmustur. TNBC tedavisinde
diger PIBK/AKT/mTOR (PAM), RAS/MAPK, poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP), 6nemli
faktorlerdir [53]. Bazal benzeri tiimorlerin niiks derecesi oldukga yiiksektir. Bu tiimdrler
Duktal karsinomlar1 invaziv durumuna getirebilirler. Bu timoriin 6zelliklerinden biri meme
kanserinde HER2, ER ve PGR'nin baskilanmasidir. TNBC ve bazal tiimorler birbirinin
yerine ifade edilir ancak ayni durum degildir. Bazal tiimorler, yliksek derecede p53
mutasyonu gecirir. Bu nedenle kotii prognoza sahiptirler. BRCA1 de goriilen mutasyon
cesitleri de bu grupta yer alir. Mutasyon sonucunda BRCA1 genini de islevsel bozulmalar
meydana gelir. Bu durum ER ekspresyonun baskilanmasina nenden olur.BRCA1 DNA’nin
onariminda 6nemli role sahiptir. Bu genlerde olusan mutasyonlar DNA'nin olusan hatalarin
artmasina ve olusan proteinlerin birikmesine neden olur. Bu tiimoérler poli-ADP riboz-
polimeraz -1 (PARP)inhibitorleriyle kontrol altina alinir. DNA’nin sarmalinda meydana
gelen hasarlar1 onarmada gorev alir. PARP-1 BRCA1 tarafindan baskilanmasiyla DNA'
sarmalinda hatalar ¢ogalir bunun sonucun da hiicre 6liime dogru gider. Meme kanserinde
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 iizerinde ¢alisiimaktadir [42]. Kanser hiicreleri hayatta
kalabilmek i¢in normal bir hiicre gibi boliinme ve yayilma 6zelliklerine sahiptir. Timor
baskilayici genlerin inaktif olmasiyla kanser hiicreleri bu 6zellikleri kazanirlar. Bu genler
bozulmasi durumunda hiicrede hatalar ¢ogalir ve islev kaybina neden olur. BRCA1-2 ve
PARP arasinda bu durumu 6zetleyen orneklenendir. BRCA1 genin ¢aligmamasiyla PARP

islevini yerine getiremez ve DNA da hatalar birikir.
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Hiicre zarinda bulunan reseptor proteinlerin yapisinda meydan gelen mutasyonlar sinyaller
serbest birakilabilir. Meme kanserinde HER2 3 ana sinyal yolagini aktif hale getirir. Bunlar
Ras/Raf/MAPK, JAK/Stat ve PI3K/AKT/mTOR yolaklaridir. Bu sinyal yolaklar1 hiicrenin
biiylimesi ve gelismesi, hiicrede gd¢ olaylarini kontrol etme ,apoptoz gibi hiicrenin hayatta
kalmas1 i¢in Onemli olaylari kontrol ederler. HER2'de olusan mutasyonlar kanserin
gidisatin1  kotii  etkilemekteydi. Adjuvan ortamda kemoterapi ve trastuzumabin

kesfedilmesiyle vakalarda 6liim oranini %50'den %30'a diisiirmiistiir [42].

Glucose
aminoacids
Receptor Tirosine kinase Viare e

mTOR-raptor

PROTEIN SYNTHESIS
METABOLISM CELLSURVIVAL CELLGROWTH

SEKIL 1.4. PI3K/AKT/mTOR ve AMPK yollar1. [42]




HER ailesi ve IGFIR membran tirozin kinaz reseptdrlerini (RTK) aktive eder. AKT, PI3K
yolagiyla aktif hale gelir. RTK'da meydana gelen aktivasyon MAPK, STAT3 ve diger
yolaklar1 da aktif hale getirerek hiicrenin yasam dongiisiinde 6nemli faaliyetleri yerine

getirirler [42].
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1.5. Tamarindus indica

Dogada buluna bitkilerden ele edilen ilaglar farmakolojik anlamda gii¢liidiir. Bir¢ok ilacin
yan etkisi viicutta kotii sonuglara yol agmaktadir. Fakat bitkilerde elde edilen ilaglarin yan
etkisi ¢ok az olmasi hatta hi¢c olmamasi bitkileri arastirmalarin odagi haline getirmistir.
Tamarindus indica giiglii bir antioksidan oldugu kanitlanmistir. Indica’nin meyve dzlerinin
ates diiriicli, bagirsak diizenleyici oldugu goézlemlenmistir. Tamarindus indica 'nin 6z safra
sorunlarina, bogaz iltihaplarina, romatizma tedavisinde, giines c¢arpmalarinda, alkol
zehirlenmeleri gibi bircok hastalikta iyilestirici etkisi oldugu bulunmustur. Tamarindus
indica tropik ve subtropik bolgelerde yetisen genis dagilima sahip bir tiirdiir. Hindistan,
Sudan, Nijerya, Banglades ve tropikal iilkelerin ¢ogunda geleneksel tipta kullanimi
yaygindir. Gida, kimya, ilag ve tekstil {iriinleri gibi birgok alanda kullanimi vardir.
Tamarindus indica tohumlar fenolik bilesikler, polimerik tanenler, yag asitleri, glikozitler
gibi bir¢ok kimyasal acisindan zengin bilesikleri igerir. Tamarindus indica (Demirhindi)
'nin kabugu yaralart tlserleri deride olusan kabuklara iyi geldigi i¢in losyonlarda ve
yemeklerde de kullanilmistir. Dis eti iltihaplarinda, goz iltihaplarinda, diyabet hastalarinda,

astim hastalarinda tedavi edilmektedir [54].

SEKIL 1.5 Tamarindus indica Bitkisi [54].
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Tamarindus indica'min gesitleri vardir ve bunlar asitli ve tath olmak iizere ikiye ayrilir.
Asidik cesitler cogu iilkede yaygindir, tatl tiiriin ¢esitleri yaygin bulunmaz bu nedenle ¢ok
sayida galisma yoktur [55]. Bitkisel ilaglarin anti inflamatuar, anti oksidan, anti viral, anti
kanser, anti bakteriyel ve anti diyabetik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir [56].

Kanser hiicrelerinin ¢oklu heterojen yapiya sahip olmasi nedeniyle tedavisi zordur. Kanser
hiicrelerinin yapisinda bulunan ¢oklu ila¢ direnci tedavileri daha da zor hale getirmektedir.
Coklu ila¢ direnci mekanizmasinda bulunan enzimler apoptoz yolaklarmi devre dist
birakmaktadir. Bitki kokenli polifenollerin  kullanilmasi MDR etkisini azaltarak
kemoterapinin etkinligi arttirmaktadir [57].

1.5.1 Tamarindus indica Y apisinda Bulunan Fenoller

Tamarindus indica sifalt bir bitki oldugu bilinmektedir. Sifali bitkiler geleneksel tip da
olduk¢a 6nem tagimaktadir. Sentetik ilaglara gére maliyetinin diisiik olmasi ve yan etkisinin
olmamasindan dolay1 tibbi bitkilerle ilgili arastirmalarda kullanilir. Fito kimyasallarin ve
esansiyel amino asitlerin ¢ogu bulunur ve bu nedenle anti-diyabetik, anti-mikrobiyal, anti-
sitma, anti-oksidan, anti-astim ve anti hiperlipidemik aktiviteye sahiptir. Tohumlarindan
elde deline ekstreler antioksidan enzime sahiptir, indiiksiyon 6zellikleri ve kanserle ilgili
cesitli sinyal yolaklar1 bloke eder [58]. Serbest radikallerin oksidatif hasari, kanser ve kalp
hastaliklar1 basta olmak {izere bir¢ok hastaligin nedeni olmaktadir. Viicutta serbest
radikallerin artmasiyla oksidatif stres ¢ogalmaktadir. Antioksidanlar bu oksidatif hasara
kars1 hiicreleri korumaktadir. Bitkilerde antioksidan kaynagi bakimidan zengin olduklari
icin hastaliklarin tedavilerinde kullanilmaktadirlar [59].Fenolik bilesikler biyolojik agidan
birgok etkiye sahiptir. Canlilarda mutajenez, karsinojenez, yaslanma ve aterosklerozla
iliskili lipit metabolizmasindan kaynakli oksidatif hasarin azaltilmasinda etkilidir. Bitkide
bulunan flavonoidler gibi bilesikler oksido-rediiktazlarin inhibisyonu ile reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) temizleyicileri olarak bilinir [60].

1.5.2. Tamarindus indica Anti-inflamatuar Ozelligi
Tamarindus indica fito kimyasallar bakimindan ¢ok zengin bir bitkidir. Giliglii anti-
inflamatuar 6zelligi vardir. Bu 6zellik sayesinde ¢esitli kinaz enzimlerinin aktivitesini bloke

ederek enfeksiyonlarin azalmasina neden olur [61].
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1.5.3. Tamarindus indica Anti diyabetik Aktivite

T. indica tohum kabugunun, fito bilesenleri sayesinde giiclii hipoglisemik etkiye sahip
oldugunu ve diyabet i¢in bitkisel bir ilag olarak kullanilabilecegi bulunmustur [54].
Gelismekte olan ve gelismis iilkelerde seker hastalig1 tedavisinde tibbi bitkilere olan ilgiyle
beraber aragtirmalarin sayis1 da artamaya baslamistir. Bu bitkiden elde edilen ekstrelerin
hipoglisemik 06zelligi oldugu ve viicuttaki karbonhidratlarin kiiciik molekiillerine
parcalanmasinda gorevli olan enzimlerin inhibe ederek sindirimin uzamasini saglar. Sifali
bitkiler, diyabet veya diyabetle iligkili oksidatif stres, metabolik hastaliklar gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde yan etkisi daha az oldugu i¢in tercih edilmektedir. Bu bitkiler, anti
diyabetikler ve antioksidanlar gibi terapdtik amaglar i¢in yararlt olabilecek fito kimyasal
bilesenler igermektedir. Tamarindus indica sifal bitkiler kategorisine girmektedir. Bu bitki
giiclii bir antioksidan ve anti diyabetik 6zellik gdsterir [62]. Diyabetin kontrolii i¢in dogal
anti-diyabetik ajanlar onemli hale gelmistir. Hipoglisemiyi kontrol etmek i¢in kullanilan
ilaclarin yerine dogal ajanlar kullanim1 artmaya baslamistir. 7.indica igeriginde bulunan
fenolik bilesikler sayesinde hipoglisemik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [63].
1.5.4. Tamarindus indica'nin Steroid Hormonlarma Etkisi

Steroid hormon yapisina sahip Ostrojen ve progesteron meme kanserine yakalanma
sebeplerinden biridir. Fito-Ostrojenler, bir fenolik halkaya sahip olan ve dstrojen reseptdriine
baglanabilen bitki tiirevli bilesiklerdir, memelilerde bulunan B estradiole benzer olduklari
icin Ostrojen genlerinin ekspresyonunu etkilemektedirler [64].

1.5.5. Bitkilerden elde edilen Ekstraksiyonu Nanoteknoloji de Kullanimi

Bitki 6zleriyle nanopartikiil sentezi son zamanlarda ¢ok ¢alisma yapilan bir konudur. Bitki
Ozlerinin partikiillerle kaplanmasiyla istenilen ajanlar elde edilmektedir. Biyouyumlu
olmasiyla nanoparcaciklar biiylik Olciide fayda saglamaktadir. Metal partikiiller, dogal
partikiiller ,sentetik partikiiller bu alanda kullanilmaktadir. Ayrica Nanopartikiiller,
hedeflenen bolgeye ilag olarak verildiginde kontrollii salinim yaparak normal hiicrelere
zarar vermemektedir. Nanopartikiiller normal hiicrelere toksisite gostermezken kanserli
hiicreler icin oldukga toksisite saglamaktadir. Timor hiicrelerini baskilayarak anti-timor
ajanlar olarak goreve yaparlar [65].Glimilis nanopartikiille kapsiile edilmis demirhindi
tohumunun kansere kars1 anti timor ve antioksidan aktivite sergiledigi bulunmustur [66].
Nanoteknolojide mikroorganizmalar, enzimler ve bitki Ozleri kullanilarak temiz,
biyouyumlu, toksik olmayan ve ¢evreye zarar vermeyen yontemler dnem kazanmaktadir.
Bitki ekstrelerinde bulunan fitokimyasallar nanopartikiil sentezinde Onemli rol

oynamaktadir [67].
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1.5.4. Tamarindus Indica'min Anti-Kanser Etkisi

Yapilan ¢alismalara gore Tamarindus indica MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda giimiisten
elde edilen nanopartikiiller denenmistir. Nanomalzemelerin anti kanser ajan olarak
kullanilmas: kanser tedavileri i¢in yapilan umut verici yaklasim oldugu sonucuna
vartlmistir. Nanoteknolojiyi kullanmanin avantajlarindan birisi biyouyumlu malzemeler
elde ederken diger yandan kontrollii bir sekilde salinim gerceklestirmektir. Literatiirde
yapilan calismaya gore Tamarindus indica meyve kabugu ekstresi giimiis nanopartikiille
birlikte MCF-7 kanser hiicresinde bakilmistir. Kanser hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi
goriilmustlir. Tamarindus indica meyve kabugundan elde edilen giimiis nanopartikiillerin
ROS ve RHOI123 aktivitesini baskilayan potansiyel terapdtik ajan oldugu gorilmistiir.
Yapilan caligmalara gore glimiis nanopartikiillerin doza bagli hiicre deneylerinde MCF-7

hiicrelerinin canliligini azalttig1 ve anti kanser etkisi oldugu gézlemlenmistir [68].
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1.6. BIYOMALZEMELER

Giliniimiizde kullanilan ¢ogu plastik ambalajlar fosil kaynaklidir. Cevreye atildiklarinda
bozunmasi olduk¢a zaman almaktadir. Geri doniisiimii zor olan bu bilesikler giiniimiiz ve
gelecek icin 6nemli derecede sorun teskil etmektedir. Bu nedenle ¢evrede daha ¢abuk
coziinen ve dogaya daha az zarar veren malzemeler iiretilmelidir. Fosil kaynakli
malzemelerin yenilenemeyen oOzellikte olmasi cabuk tiikkenmesine yol ag¢maktadir.
Stirdiiriilebilirlik agisindan glinlimiizde petrol bazl elde edilen iiriinlerin yerine sentetik ve
bozunmayan biyomalzemelerin kullanimi 6nem kazanmistir. Biyomalzemelerin, bir¢ok
elde edilme yontemi bulunmaktadir. Bunlardan biri polisakkaritlerden elde edilmektedir.
Proteinlerden elde edilebilir. Biokiitlelerden elde edilebilmektedir. Polisakkartilerden elde
edilen polimerle suda ve plastiklerde ¢oziinebilirken, proteinden olusan polimerler ise
dogada bulunur ve uyumludur, ¢éziinmesine gerek kalmadan veya ayrigmadan topraga
karigabilirler. Bu polimerler aym1 zamanda ila¢ endiistrilerinde kapsiilasyon igin
kullanilmaktadir [69]. Biyomalzemeler ve doku miihendisligi yapay doku ve organlara artan
ilgiyle beraber son yillarda ¢alismalarin hizini arttirmistir. Biyoaktif seramikler ve dokuda
par¢alanan biyouyumlu polimerler tipta kullanimi gelistirilerek tasarlanmigstir. Polimerler
ilag salimimi hedefleyen ajanlar olarak davranirlar. Ideal tastyicilar belirli siire igerisinde
belli bir oranda istenen seviyeye tastyabilmelidir [70]. Biyomalzemeler kendi arasinda dogal
ve sentetik olmak {lizere ikiye ayrilir. Dogal biyomalzemeler normal hiicrelere zarar
vermeden dokuya uyum saglarken, yliksek bozunma 6zelligi olumsuz yoniidiir [71].

Biyomalzemeler viicutta bulunan herhangi bir dokunun veya organin islevine yardimeci
olmak, tedavisinde kullanilma gibi biyolojik sistemlerde kullanilan malzemelerdir. Tip
alninda kullanilmaktadir. ik kullanimlar1 Misir da dislerde implant olarak kullanilmustir.
Biyomalzemeler kimya, tip, biyoloji, doku miihendisligi malzeme miihendisligi gibi bircok
alan da kullanilmaktadir. Biyomalzemeler dogadan elde edilebilir veya metaller alagimlar
polimerler seramikler kompozit malzemelerden iiretilebilir. Bu malzemelerden elde edilen
bilesikler kalp kapak¢igi kornea kemik dokularinda cerrahi yontemlerde ila¢ dagitiminda

olmak iizere bir¢ok alanda islev gérmektedir [72].
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1.6.1. Biyomalzemelerin Simiflandirilmasi

Biyomalzemeler saglik alaninda ve yasam kalitesinin arttirilmasinda 6nemli bir etken haline
gelmistir. Biyomalzemeler gen dizileme ,biyosensor, tibbi malzemeler, implantlar, doku
miihendisligi gibi bir¢ok uygulama alninda kullanilmaktadir. Genis bir simf olan
biyomalzemeler 5 alt baslikta toplanir :metaller, seramikler ,kompozitler, polimerler ve

dogal malzemelerdir [73], [74].

1.6.1.1. Metal Biyomalzemeler

Metalik malzemeler yiik tasima kapasitesi yiiksek oldugundan dolayr dokuda tasiyici
sistemlerde kullanilmaktadir. Ornek olarak kalga protezlerinde, diz eklemi protezi, dis
imalatlarinda, tipta kullanilan bir¢ok cihaz ve aletlerin yapisinda da bulunmaktadir. Metalik
biyomalzemeler yiiksek ¢ekme 0zelligi, cabuk bozulmama metalik biyomalzemeler
kullanilmaktadir. Metalik biyomalzemelerin dezavantaji dokuda kimyasal tepkimeye

girerek dokulara zarar verebilmektedir [74],[75].

1.6.1.2. Seramik Biyomalzemeler

Seramikler metalik 6zellik gdstermeyen basinca dayanikli ve biyolojik inertlige sahiptir.
Genellikle seramikler yiiksek basinca dayanikli olmalari nedeniyle sert dokular icin
kullanilir. Dezavantaj olarak kirilgandirlar. Ornek olarak aliimina, zirkonya, trikalsiyum

fosfat verilebilir. Ozellikle kemik dokuda biiyiime ve onarim rolii iistlenebilmektedir [74].

1.6.1.3. Kompozit Biyomalzemeler

Kompozit iki veya daha fazla bilesigin birlesmesi anlamina gelmektedir. Kompozit
biyomalzemeler siirekli ve siireksiz evreleri bulunmaktadir. Stirekli fazin molekiil agirligi
ve tane boyutu, siireksiz fazin sekli, boyutu ve dagilimi kompozit yapilar etkilemektedir

[74].

1.6.1.4.Dogal Malzemeler
Dogal malzemeler cogunlukla tipta kullanilan polimerlerdir. Kolajen ve glikozaminoglikan
gibi polimerler 6rnek verilebilir. Viicutta fazlaca bulunan polimerlerdir. Dokularla uyumlu

ve toksik etkisi yoktur [74].
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1.6.1.5. Polimerler

Polimerler, biyomalzemelerin énemli bir diger sinifidir. Cok sayida monomerin bir araya
gelmesiyle polimerler olusturulur. Dogal ve sentetik olmak iizere kendi arasinda
ayrilmaktadir. Polimerler optik ve elektriksel o6zellik gosterebilmektedir. Kolay
sentezlenmesi, cesitli kompozitler olusturabilmesi avantajlarindan olup; sterile etme
zorlugu, su toplama o&zelligi, bazi dezavantajlarindandir. Dogal biyomalzemelerin
biyouyumluluk seviyesi yiiksektir. Hiicreye kolayca yapisabilme 6zelligi sayesinde doku
miithendisliginde kullanilmaktadir. Sentetik biyomalzemelerin ise bozunma orani diisiik

olmaktadir [71],[74].
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1.7. PLA (Polilaktik Asit )

SEKIL 1.7. PLA Polimerinin (Poli Laktik Asit) Yapisi :a: PLA Polimeri, b: PLA
Molekiiler Yapisi, ¢: PLA 3 Boyutlu Molekiiler Yapis1 [115].

PLA karbonhidratlardan elde edilen yenilenebilir , ¢ok yonlii, biyolojik olarak
parcalanabilen biyouyumlu lineer alifatik bir polyesterdir [76].Ayn1 zamanda PLA
laktitilerin polimerazasyonu ile hazirlanabilir. Karbonhidratlarin fermantasyonu sonucunda
daelde edilir [77]. PLA, polietilen tereftalat (PET) ile benzeyen bir polimerdir ayni1 zamanda
geri doniistiiriilebilir polimerdir [78]. PLA biyolojik olarak ¢oziinebilen, yeniden
kullanilabilir, dayanakli ve yiiksek verimlilige sahiptir [79]. PLA polilaktik asit endiistriyel
iiretimi karbonhidrat fermantasyonun sonucudur. Kimyasal ve ekonomik olarak uygundur
ve saf laktik asit tiretimini saglar. Laktik asitin halka bi¢cimi dimer laktik halka agma
polimerazasyonu yiiksek molar kiitleli PLA iiretiminde kullanilir. Laktik asit. L-laktit, D-
laktit ve D-L laktit 3 farkli bicimde bulunur [80]. Cevresel sorunlar i¢in kemik cerrahisinde
veya ilag¢ saliniminda parcalanabilir polimerler kullanilmaktadir. Biyobozunurluk agisindan
umut verici malzemeler ester baglarmin kimyasal hidrolize kars1 duyarlilifi nedeniyle
polyesterlerdir .Bu polimer ailesinde laktik asit 6rnek verilebilir [81]. Son zamanlarda
biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerin malzemeler yapiminda kullanimi
arastirtlmaktadir. Bu polimerlerden biri laktik asitten iiretilen alifatik polyester poli laktik
asittir (PLA). PLA molekiilii ilk olarak Carothers tarafindan 1932 yilinda sentezlenmistir.
PLA iretmek i¢in iki fakli yontem gelistirilmistir. Kimyasal sentez ve karbonhidrat
fermantasyonuna dayanmaktadir. Datta ve Henry’nin ¢alismalar1 sonucunda L ve D laktik

asitin kimyasal yolla da tiretilebilecegini gostermislerdir [82].
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Polilaktik asit (PLA), misir ve seker pancart gibi %100 yenilenebilir kaynaklardan elde
edilen, ¢ok yonlii, biyolojik olarak pargalanabilen, alifatik bir polyesterdir. PLA, birgok
alanda umut vaat ediyor PLA, laktik asidin dogrudan yogunlastirilmasiyla ya da siklik laktit
dimerin halka agma polimerizasyonuyla hazirlanabilmektedir [76].

[lag yiiklii tasiyicilarla, hedefe yonelik tedavi klinik uygulamalarda kullanimi artmugtir. Tlag
yiiklii partikiiller organik ¢oziictiler igermektedir PLA'nin L-formunun igeriginde oynamalar
yaparak erime sicakligini (Tm) ve camsi gecis sicakligini (Tg) ayarinin yapilmasin
kolaylastirir. Saf L-PLA formunun yiiksek kristalligi sonucundan dolay1 ilag endiistrisinde
ilgi odagim artirmigtir. PLA da dogal yollarla meydana gelen bozunma hidroliz veya
enzimatik reaksiyonlarla ester baglarini kirmaktadir. Bu sayede nanotipta ilaglarin
tastyiciligia yapabilme oOzelligine sahip olur. Yiiksek elastikiye ve gerilme kuvveti
sayesinde doku miihendisliginde ve replasmna cihazlarinda kullanilir. Laktik asitin glikolik
asitle eslesmesiyle PLA'nin kopolimer tiirevi PLGA olusmaktadir. PLA ve PLGA in vivo
ve in vitro sistemler de biyouyumluluk, biyobozunurluk, partikiil boyutu morfoloji ilag
salim 6zellikleri sayesinde ila¢ salim sistemlerinde kullanilmaktadirlar [83]. Kemoterapotik
ilaclar bagisiklig1 baskilayarak kanser hastalarini enfeksiyonlara karsi gii¢siiz hale getirir.
Viicutta kanserin hizli yayilmasinin sebeplerinden biri tedavi stirecinde kullanilan ilaglarin
bagisiklik faktorlerinin baskilamasidir. Farmasotik ilaglarin kullanimi tedavilerde umut
haline gelmektedir. Tamarindus indica (Ti) igeriginde bulunan c¢esitli polisakkaritlerin
antioksidan, anti tiimor, immiinomodiilator, anti mikrobiyal, anti {ilser gibi farmakolojik
etkisinin oldugu gozlenmistir. Icerigindeki bu farmotik ajanlar bagisikliga karsi olumlu
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Tamarindus indica igerigindeki polisakkaritlerin modern
tipta yapay gozyasi, kanser caligmalarinda daha bir¢ok tip alaninda yaygin kullanilmaktadir.
Tamarindus indica ekstratlarinin g¢esitli partikiillerle kombine ederek yapilan ¢alismalarda
tiimorlerde in vivo ve in vitro sitotoksisteye ve anti kansere neden olmustur [84].Polilaktik
asit (PLA), tip, biyoloji, kimya, miihendislik alanlarinda ve endiistriyel sektorlerde de
kullanimi yaygindir. PLA termoplastik alifatik polyesterdir. Biyouyumluluk, sertlik
termoplastisite 6zellikleri bulunmaktadir. Bu nedenle geride doniistiiriilebilir malzemelerde
kullanim1 denenmistir. Daha bircok alanda kullanimi mevcuttur. Yenilenebilir ve
stirdiiriilebilir bir kaynak olarak PLA ekonomik kalkinma agisindan oOnemlidir.
Yenilenebilir ambalaj {iretiminde aritmada gida alaninda kozmetikte kullanimi

bulunmaktadir [69].
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PLA polimerinin olumlu yonleri varken olumsuz yonleri de bulunmaktadir 6rnek olarak
kristallesme hiz1 yavagtir, kirilgan olmasi ve yirtilma gibi 6zelliklerdir [85]. PLA
biyokomiinikasyon 0zelligi sayesinde insan viicudun da pargalanabilir. PLA o6ncelikle
hidroliz yoluyla bozunmaya baslar [86]. Protein yiiklii nano partikiil ila¢ salinim sistemleri
biyolojik olarak parcalanabilen ve biyolojik olarak uyumlu olan polimerler sprey ve
dondurarak kurutma, koaservasyon, polimerazasyon, buharlastirma gibi tekniklerle elde
edilmektedir [87]. PLA kullanilmadan once sitrat esterler, poli etilen, gliserol gibi
bilesiklerle plastiklestirilmektedir [88]. PLA toksik olmayan biyolojik olarak uyumlu ve

dokulara zarar vermeden pargalanabilen polimerdir [89].
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1.7.1. ELEKTROSPREY

Geleneksel yontemlerle elde edilen nanopartikiillerin tiretimini uzun siirmesi, kaynasma,
taneciklerin homojen olmamasi gibi sorunlar1 elektrosprey ortadan kaldirir. Elektrosprey
yiiksek molekiiler agirliktaki polimerleri diisiik maliyette ve kisa siirede liretmeyi saglar.
Elektrosprey, elektriksel alan altinda siringa ve tiipler yardimiyla yiiksek potansiyele
gecirilerek monodispers damlaciklarin olusturuldugu islemdir. Elektrosprey sayesinde
yogunlugu farkli birgok ¢ozeltiden degisik boyutlarda ve sekillerde iiretim saglanabilir.
Belirli parametlerle voltaj ve akis hiz1 ayarlanarak farkli soliisyonlardaki ¢ozeltilerin atis
saglanabilir. Uretilen partikiillerin kiigiik olmas1 homojen dagilmas1 ve topaklanma oranimin
diisiik olmasiyla medikal uygulamalarda c¢okca kullanilmaktadir. Elektrosprey diger
yontemlere gore hidrofilik ve hidrofobik kapsiilleme 6zelligi bulunmaktadir. Elektrosprey
yonteminde polimerler elektriksel alan(voltaj), akis hiz1 (flow rate), iletkenlik, yogunluk
gibi 6zelliklerden etkilenebilmektedir. Bu yontemle partikiillerin boyutu akis hizi rahatga
kontrol edilerek istenilen parametler edilir ve o parametlerle atis saglanir. Kolay ve basit
uygulanabilir [90].Elektrosprey (ES) sec¢ilen malzemelere onemli derecede esneklik
saglar.ES ayn1 zamanda farkli bilesiklerin c¢esitli dokularda ve boyutlarda iiretimini
saglamaktadir [91]. Elektrospreyleme yonteminde belli bir degere ulasan bilesikler yiizey
gerilimini yenerek nano boyutuna bdliinerek olugsmaktadir. Damlaciklar toplayiciya hareket
ederek ¢oziicli icindeki buharlagan yapilardan kurtulan parcaciklar katilagarak lam tizerinde
toplanir [92]. Koaksiyel elektrospreyler geleneksellere gore yiiksek kapsiilleme ve homojen

boyut dagilimina sahiptir [93].
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Toplayici

Siringa pompasi

SEKIL 1.7.1. Elektrosprey Boliimleri
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1.Hiicre Kiiltiirii

Tez kapsaminda kullanilan tiim hiicreler %10 sigir fetal serum (FBS) ve 10 p/ml
penislin/streptomisin antibiyotigi iceren DMEM besiyeri icerisinde %5CO; ve 37 °C olan
inkiibator de etiiv edilmistir. Hazirlanmis olan besiyeri hiicre kiiltiirii ile uyumlu 0,22 pM
filtreden gegirilerek steril hale getirilerek 50 ml'lik falkonlarda +4 °C saklanmistir. Hiicreler
25 ve 75 cm?lik hiicre kiiltiirlerde biiyiitiilmiistiir. Protein izolasyonu i¢in 60 mm'lik ,
Colony Assay ve Growth Assay i¢in 6 kuyucuklu MTT Assay icin 96 kuyucuklu hiicre

kiiltiirii petrilerine ekim yapilmistir. Hiicreler tutunma siirelerine gore bekledikten sonra

ilaglar uygulanmustir. Inkiibator (%5CO,, 37°C) icinde deneye gére siireleri belirlenerek
beklenilmistir. Hiicre pasajlama icin hiicrelerin yogunlasmasi i¢in beklenen siire sonunda
ilk 6nce 25 mm' lik hiicre kiiltiirli petrisindeki besiyeri uzaklastirilmistir. Daha sonra 3 ml
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanmistir. Bu islemden sonra PBS

uzaklagtirilmigtir. Petri kabi icerisine 1 ml tripsin EDTA (etilen diamin tetra asetik asit

%0,25 ) eklenerek inkiibatére (%5 COz, 37°C) kaldinlmistir. 3 dk beklendikten sonra
hiicreler kalkar sonra tripsin aktivitesini durdurmak i¢in 2 ml besiyeri (DMEM +)
eklenmistir. Inkiibatdrden aldigimiz petri kabina 2 ml besiyeri eklenmistir. Petri igerisindeki
besiyeri 15 ml'lik falkona alinmistir. 2500 rpm'de 5 dk siire santrifiije kaldirilmistir.
Santrifiijden gelen falkondan siipernatant atilmistir. 1 ml besiyeri girilerek homojen hale
gelene kadar pipetaj yapilmistir. Bu islemden sonra hiicre sayimmi i¢in hemositometri' ye

(Neubauer) 10 pl ytiklenmistir. Hiicre sayimi i¢in hemositometri de bulunan kare i¢indeki

hiicrler sayilarak 10% ile carptlmistir. 25 cm?'lik petri kabina ekilmistir.

2.1.1. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Meme kanseri hiicre hatlarmin kuyu bagina 1x10" olarak 96 kuyucuklu petriye ekilmistir. 1
giin inkiibatore birakilmistir. 24 saat sonunda kuyuculardaki besiyeri hiicrelerden
uzaklastirllmistir. Doza bagli hiicre canliligin belirlenmesinde 5 pg/ml 12,5 pg/ml, 25
pg/ml, 37,5 pg/ml ve 50 pg/ml olmak iizere 5 farkli konsantrasyon uygulanmustir.
Uygulama sonrasinda 24 saat inkiibatore birakilmistir. 24 - 48 saat siireyle ilagli 96'lik plaka
inkiibe edilmistir. MTT ajan1 uygulanarak 4 saat inkiibe edilmistir ve dimetil siilfoksit
(DMSO) ile formazan tuzlar1 ¢6ziindiiriiliip, absorbans degeri 570 nm dalga boyunda
konfokal goriintileme mikroplaka (BioTek ,Cytation™ C10) okuyucusunda oOl¢iim
yapilmustir.
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2.1.2. Koloni Olusumunun Kristal Viyole ile Gosterilmesi

6 kuyucuklu petriye 5 x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat siire sonunda ilag
ile muamele yapilmistir. 24 saat ilag uygulamasinin sonunda hiicrelerin normal medya ile
degisimi yapilmistir10-14 giin sonunda medya uzaklastirilmistir. Kuyucuklar 2 X PBS ile
yikama yapilmistir. 3 ml %100 methanol, 1 ml asetik asit ile 5 dakika inkiibe edilmistir.
Kristal viole yiizeyi saricak miktarda eklenip 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmigstir. Bir kaba ¢esme suyu alinarak petrilerler 10 dk boyunca daldirilip ¢ikartilmastir.
Kurumaya birakilmistir. Cekimi yapilarak kaldiril.

2.1.3. Hiicre Biiyiimesinin Tripan Mavi ile Boyanmasi

Optimize ettigimiz degerler 25 5 pg/ml diliisyon orani kullanarak ekim yapilmistir. 1 x10°
hiicreyi 6 kuyucuklu petri kabina ekilmistir. Hiicreler yapistiktan sonra 24-48-72 saat siire
sonlarinda kontrol medyalari atilmistir. Ilagh medyalar ependorflara alinmistir ve 4°C
sogutmali santrifiije kaldirilmistir. Sogutmali santrifiijde 12.000 rpm de 4°C 5 dk. santrifiij
edilmistir. Santrifiijden gelen ependorflardan iist faz atilmistir. Kuyucuklar 500 ul PBS ile
yikanmistir. 500 pl tripsinle kaldirilmistir. 3 dk. 37 C inkiibatore kaldirilmigtir. 500 pL
medya eklenmistir. Ilagh kuyucuklar eski ependorflara alinmistir kontrol olanlar yeni
ependorflara alinmigtir Santrifiij edilmistir. Temiz medya girerek pipetaj yapilmistir. Tripan
Blue ile boyanmustir. Canlilar daha parlak renkte gortiliirken 6lii hiicreler boyanarak daha

koyu renkte goriilmiistiir. Canli hiicreler sayilarak yasam egrisi ¢izilmistir.
2.1.4. Dioc6 ve DAPI Floresan Boyama

Meme kanseri hiicreleri 1000-5000 hiicre / kuyucuk olacak sekilde uygun kiiltiir besiyeri
icinde 96'lik kuyucuklara ekilmistir. 24 saatlik hiicre yapismasinin beklenmesinin ardindan
Tamarindus indica ekstreleri uygulanmistir.0-24-48 saat hiicreler 37 °C inkiibe edilip,
DioC6, DAPI boyamasi 15 dk., konfokal goriintiilleme mikro plaka okuyucu ile goriintiilleme
yapilmustir.

2.1.5. istatistiksel Analiz

Yapilan hiicre canliligi deneyi GraphPad Prism 6 kullanilarak istatistiksel olarak
analiz edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli kabul edilen p degerleri sirasiyla *
p<0.05, **p< 0.01, ****p<0.001 olarak verilmistir. MTT hiicre canlilig1 analizi ii¢

kez tekrarlanan deney ortalamasina goére belirlenmistir.
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2.2.Hiicre Kiiltiirii ve Nanopartikiil Sentezi I¢in Tamarindus indica

Ekstrelerinin Hazirlanmasi
2.2.1. Tamarindus indica Meyve Kabugu Ekstraksiyonu

Tamarindus indica preslenmis bir sekilde Tiirkiye, Kocaeli’nde bulunan bir aktardan satin
alimmistir. Tamarindus indica kabugu elle ¢ekirdeginden ayrilarak 10 g olacak sekilde
tartilmistir. Tartilan kabuk saf su ile yikanmistir. Beher i¢cine 100 ml distile su eklenerek
kabuklar su banyosunda 60-80 C 25 dk. kaynatilmistir. Filtre kagidinda siizme islemi
yapilmistir. Bu siizme islemi yeni filtre kagidiyla tekrar yapildiktan sonra 50'lik falkonlara
alinmigtir. Hiicrelere uygulanmadan 6nce UV altinda 15 dk. bekletilmistir [68].

SEKIL 2.2.1. Tamarindus Indica Meyve Kabuklarindan Elde Edilen Ekstre
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2.2.2. Nanopartikiil Sentezinde Kullamilan Tamarindus indica Cekirdek Ekstraksiyonu

Preslenmis, Tamarindus indica’nin meyve kabugundan cekirdekleri elle ayrilarak satin
alinan aktarda bulunan degirmenden gegcirilmistir. Istenilen biiyiikliige ulasmasi icin
havanda doviilmiistiir. Daha kii¢iik parcalara ayrilmasi i¢in elekten gecirilmistir. Kahve tozu
haline gelmesi saglanmis ve 5 mg ¢ekirdek tozu i¢in 1000 ul DMSO eklenmistir ve meme

kanseri hiicrelerine uygulanmadan 6nce UV altinda 15 dk. bekletilmistir.

-

SEKIL 2.2.2.Tamarindus indica havanda déviilerek toz haline getirilme asamas
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2.2.3.PLA Partikiilii Sentezi Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Malzemeler %3 CEKIRDEK | EKSTRAT KLOROFORM | DMSO
PLA

% 3 PLA 0,3g | Yok Yok 10 ml Yok

%3 0,3g | Yok 1 ml 9 ml Yok

PLA+EKSTRAT

%3 03g |1,7mg Yok 9 ml 1 ml

PLA+CEKIRDEK

Tablo 3:Kullanilan malzeme miktarlari
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2.2.4. %3'liik PLA Soliisyonu

0,3 g tartilan PLA 10 ml kloroform iginde ¢oziinmesi i¢in manyetik karistiricida (Wise
Stir®, MSH-20A, Wertheim, Almanya ) 200 rpm'de sicaklik olmadan 1 saat boyunca
tamamen homojenize olana kadar karistirilmistir. %3'liik hazirlanan soliisyon hiicreler i¢in
toksisitesini 6lgmek i¢in elektrosprey cihazinda (NS24,Inovenso Co, Tiirkiye) 9 V(voltaj),
pompanin (NE-300, New Era Pump Systems, Inc.,USA) akis hizi (FR) 0,4 ml/h ayarlanarak
(Flow rate) biriktirilmigtir. Daha sonra hiicrelere uygulanmak icin kiiclik ependorflara

alinmistir.

SEKIL 2.2.4. PLA'min Hassas Terazide Ol¢ciim Asamalari
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2.2.5. Tamarindus indica Cekirdek Ekstresi Soliisyonun Hazirlanmasi

1,7 mg Olclilen Tamarindus indica cekirdekleri havanda doviilerek iyice toz haline
getirilmistir.1000 ul DMSO (dimetilsiilfoksit) ile karistirilarak manyetik karistiricida 500
rpm ‘de 1 saat boyunca karigtirilmigtir. Onceden hazirlanan %3'liik PLA ile karistirilarak
tekrar manyetik karistiricida 1 saat boyunca karistirilmistir. Hazirlanan soliisyon
elektrosprey cihazinda (NS24,Inovenso Co, Tiirkiye) 12-12,8 V (voltaj), pompanin (NE-
300, New Era Pump Systems, Inc.,USA) akis hiz1 (FR) 1.0 ml/h (Flow rate) ayarlanarak
lamelde biriktirilmistir. Biriktirilen partikiiller kazitilarak toz haline getirilmistir. Daha

sonra tartilarak ependorflara alinmistir.
2.2.6. Tamarindus indica Meyve Kabugu Ekstresi Soliisyonun Hazirlanmasi

Meyve kabuklarindan elde edilen ekstreden 1000 pl alinmis ve daha dnceden ¢ozdiiriilmiis
%?3'lik PLA soliisyonuna eklenmistir. Manyetik karistiricida 500 rpm' de 1 saat kadar
karistirilmistir. Hazirlanan soliisyon elektrosprey cihazinda (NS24,Inovenso Co, Tiirkiye)
26,5 V (voltaj), pompanin (NE-300, New Era Pump Systems, Inc.,USA) akis hiz1 (FR) 1.0-
2.0 ml/h(Flow rate) ayarlanarak lamelde biriktirilmistir. Biriktirilen partikiiller kazitilarak

toz haline getirilmistir. Daha sonra tartilarak ependorflara alinmistir.

SEKIL 2.2.6. Demirhindi (Meyve Kabugu) Soliisyonun Hazirlanma Asamalar
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2.2.7. Elektrosprey Cihazinda Nanopartikiil ile Kaplanms Tamarindus indica

Ekstrelerinin Sentezi

Hazirlanan PLA ve PLA ile kapli ekstre soliisyonlar1 'NS24,Inovenso Co', Tiirkiye markali
elektrosprey ve giic pompast 'NE-300, New Era Pump Systems, Inc., USA' markali
cihazlardan atig i¢in belli parametler denendikten sonra, partikiil boyutu i¢in en iyi
parametler belirlenmistir. PLA i¢in 9 voltaj(V), 0,4 ml/s akis hiz1 parametresi belirlenmistir.
PLA ile Tamarindus indica c¢ekirdeginden hazirlanan soliisyon atislarinda 12-12,8
voltaj(V), 1.0 ml/s akis hiz1 belirlenmistir. PLA ve demirhindi meyve kabugunda elde edilen
ekstrat 26,5 voltaj(V), 1.0-2.0 ml/s olarak belirlenmistir. Elektrosprey cihazinin atis uzakligi

17 cm olarak belirlenmistir. Gii¢c pompasinda akis hiz1 mililitre/saat olarak ayarlanmistir.

SEKIL 2.2.7. Elektrosprey Boliimleri
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2.3.PLA ve PLA ile Kapsiile Edilmis Ekstrelerin Karakterizasyonu

2.3.1. PLA ve PLA ile Kaph Tamarindus indica Ekstrelerin Kimyasal Analizi

PLA ve PLA ile kapli T.indica ekstrelerinin kimyasal karakterizasyonu ve molekiiler yapisi

Fourier doniisiimlii kizil 6tesi spektrofotometre (FTIR, 4700 Jasco, Japonya) uygulanarak
4000-400 cm™! tarama araliginda ve 4 em’! ¢Oziiniirliikte analiz islemi standart Ge/KBr

detektor kullanilarak gerceklestirilmistir. Olgiilen dalga boylari, SpectraManager®
cihaziyla kaydedilmistir.

SEKIL 2.3.1.Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrofotometre (FTIR)
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2.3.2. PLA ve PLA ile Kaph Tamarindus indica Ekstrelerin Termal Ozelliginin Analiz

Edilmesi

PLA ve PLA ile kapli Tamarindus indica ekstrelerinin termal davranigini belirlemek i¢in
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) kullanilarak analiz edilmistir. 25 °C ila 300 °C
arasinda degisen bir sicaklikta bir aliiminyum pinlere yerlestirildikten sonra yapilarmin
termal cam gecis noktasi (Tg), erime noktast (Tm) ve 1s1 davranislarint Shimadzu DSC-
60Plus cihaziyla tespit edilmistir. Daha sonra tarama hiz1 dakikada 25 °C olan ve 1s1sal

analizleri elde edilen tiim veriler bilgisayar yazilimi ile grafige dontistiirilmiistiir.

|

R —

SEKIL 2.3.2. DSC (Diferansiyel Taramah Kalorimetri) Cihaz
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2.3.3. PLA ile Kaph Tamarindus indica Ekstrelerin In -Vitro Ortaminda fla¢c Salinimin

incelenmesi

Tamarindus indica ekstreleri ana stok ¢ozeltileri meyve kabugundan elde edilen ekstrat i¢in
100 ml distile su igerisinde 1 ml ekstrat eklenerek manyetik karigtiricida 1 saat ¢ozlinmiistiir.
Tamarindus indica g¢ekirdegi 1 mg c¢ekirdek tozu tartilarak 100 ml DMSO igerisinde
manyetik karistiricida 1 saat ¢oziinmiistiir. Farkli oranlarda Tamarindus indica ekstreleri
iceren ilag, saliniminin incelenmesi i¢in viicut ortamina benzer thermo ¢alkalayici inkiibator
(BIOSAN TS-100) sicaklig1 37 °C’ye ve calkalama hiz1 ise 400 rpm olarak ayarlanmigtir. 5
mg tartilan Tamarindus indica ekstreleri 2 ml fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) iceren
eppendorf tiiplere eklenmistir ve farkli zamanlarda sivi ¢ozelti karigimi alinarak salinim
incelenmistir. Suare olarak 15 dk., 30 dk., 60 dk. ve her bir saat artan araliklarla 6l¢timler
UV-1280 spektrofotometre ile 190 ve 1100 nm araliklarinda gerceklestirilmistir. Her 6l¢tim
sonrasi ekstrelerin {izerine yeni 2 ml PBS soliisyonu eklenerek, yeni dl¢limler i¢in thermo
calkalayict inkiibatore yerlestirilmistir. Konsantrasyonlar1 belirleyebilmek icin standart
kalibrasyon egrisi kullanilmistir ve standart kalibrasyon egrisini ¢izebilmek igin
Tamarindus indica ekstreleri karisimi 5 farkli oran (0,1, 0,5, 1, 1,5 ve 2 pg/ml) olacak

sekilde stok ¢ozeltiden hazirlanmistir.

SEKIL 2.3.3. UV-1280 Spektrofotometre ve Thermo Calkalayici Inkiibator BIOSAN
TS-100
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2.4. %3 PLA ve %3 PLA ile Kapsiile Edilmis Ekstrelerin Taramah
Elektron Mikroskobu (SEM) Cihaziyla Goriintiillenmesi

PLA ve PLA ile kapsiile edilmis ekstrelerin SEM ’de, yiiksek enerjili elektronlar ile

etkileserek elektron ve foton sinyalleri olusturularak goriintii elde edilmistir.

SEKIL 2.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)



3.SONUC

3.1. Tamarindus indica Meyve Kabugu Ekstrelerinin Doza Bagh Meme Kanseri Hiicre
Canlihg Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

Tamarindus indica meyve kabugu ekstresi (0-50 ng/ml) MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hattina 24 - 48 saat uygulanmigtir. Meyve kabugundan elde edilen ekstrenin hiicre
canliligina etkisi doza baglt MTT testi kullanilarak belirlenmistir. Bu dozlar 5 pg/ml 12,5
pg/ml 25 pg/ml , ve 50 pg/ml olarak 4 doz belirlenmistir. MDA-MB 231 dogal tip meme
kanseri hiicre hattinda, 24 saat 5 pg/ml meyve kabugu ekstresinin uygulamasi hiicre
canliligma %13 ket vurmustur (p<0.2019). 24 saat meyve kabugu ekstresinin 12,5 pg/ml
dozu %23 canliliga ket vurmustur (*p<0.0176). 24 saat meyve kabugu ekstresinin 25 pg/ml
dozu % 32 canliliga ket vururken,% 68 hiicre canliligi goriilmiistiir( **p<0.0058). 24 saat
meyve kabugu ekstresinin 50 pg/ml dozu % 50 canliliga ket vururken, %50 hiicre canliligi
gorilmistir(***p<0.0009). 48 saat 5 uM meyve kabugu ekstresinin uygulamasi hiicre
canliligma %24 canliliga ket vururken %76 hiicre canlilig1 goriilmiistiir (*p<0.0191). 48
saat 12,5 pg/ml meyve kabugu ekstresinin uygulamasi hiicre canliligina %35 canliliga ket
vururken %65 hiicre canliligl goriilmiistiir.( **p<0.0029). 48 saat 25 pg/ml meyve kabugu
ekstresinin uygulamasi hiicre canliligia % 50 canliliga ket vururken %50 hiicre canliligt
gorilmistlir(**p<0.0012 ). 48 saat 50 pg/ml meyve kabugu ekstresinin uygulamasi hiicre
canliligma % 68 canliliga ket vururken %32 hiicre canlilig1 goriilmistiir( ***p<0.0002 ).

Sekil 3.1.'te gosterilmistir.
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SEKIL 3.1.Tamarindus indica Meyve Kabugu Ekstrelerinin MDA-MB- 231 Meme
Kanseri Hiicre Hattinda Doza Bagh Hiicre Canlih@1 Uzerine Etkisinin MTT Testi ile
(p verileri ***p<0.001'dir **p<0.01 ve *p<0.05).

3.2. Tamarindus indica Cekirdek Ekstresi Meme Kanseri Doza Bagh Hiicre Canlilig:
Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

Tamarindus indica ¢ekirdek ekstresi (0-50 pg/ml) MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hattina 24 - 48 saat uygulanmistir. Cekirdekten elde edilen ekstrenin hiicre canliliina etkisi
doza bagli MTT testi kullanilarak belirlenmistir. Bu dozlar 5 pg/ml 12,5 pg/ml 25 pg/ml ,
ve 50 pg/ml olarak 4 doz belirlenmistir. MDA-MB 231 dogal tip meme kanseri hiicre
hattinda, 24 saat 5 pg/ml ¢ekirdek ekstresinin uygulamasi hiicre canlilifina %18 ket
vurmustur (¥*p<0.0053). 24 saat ¢ekirdek ekstresinin 12,5 pg/ml dozu %12 canlilia ket
vurmustur (*p<0.0170). 24 saat c¢ekirdek ekstresinin 25 pg/ml dozu %11 canliliga ket
vururken,% 89 hiicre canlilig1 goriilmiistiir( *p<0.0147). 24 saat ¢ekirdek ekstresinin 50
pg/ml dozu canliliga ket vurulmadigi goriilmiistiir (p<0.4302). 48 saat 5 uM cekirdek
ekstresinin uygulamasi hiicre canliligima %19 canliliga ket vururken %81 hiicre canliligi

goriilmistir (*p<0.0191).
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48 saat 12,5 pg/ml ¢ekirdek ekstresinin uygulamasi hiicre canliligma %21 canliliga ket
vururken %79 hiicre canliligi goriilmistiir.( **p<0.0029). 48 saat 25 pg/ml ¢ekirdek
ekstresinin uygulamasi hiicre canliligina % 20 canliliga ket vururken %80 hiicre canlilig1
goriilmiistir(**p<0.0012 ). 48 saat 50 pg/ml cekirdek ekstresinin uygulamasi hiicre
canliligma % 17 canliliga ket vururken %83 hiicre canlilig1 goriilmistiir( ***p<0.0002 ).

Sekil 3.2.'te gosterilmistir.
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SEKIL 3.2. PLA ile kapsiile Edilmis Tamarindus indica Cekirdek Ekstresi MDA-MB-
231 Meme Kanseri Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisinin MTT Testi ile Gosterilmesi (p
verileri ***p<0.001'dir **p<0.01 ve *p<0.05).

3.3. Tamarindus indica Cekirdeginin MDA MB-231 Meme Kanseri Hiicresinde
Floresan Boyama Yontemi Kullanarak Gosterilmesi

25 ug/ml ¢ekirdek ekstresi MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanmistir. Daha sonra DioC6 ile
24 ve 48 saat boyanmustir. DioC6boyamasina gore 24 saat uygulamasi mitokondriyel
membran potansiyeline ket vurdugu gozlemlenmistir. Bu etki 48 saat sonunda daha fazla
olarak gosterilmistir.25 ug/ml ¢ekirdek ekstresinin MDA-MB-231 hiicrelerine zamana gore
niikleer kondenzasyon iizerine etkisi DAPI boyamasiyla gerceklestirilmistir. 25 ug/ml
cekirdek hiicrelerde niikleer kondenzasyona neden oldugu tespit edilmistir. Bu etki 48 saatte
daha fazla olarak gosterilmistir. Boylece 48 saat ¢ekirdek uygulamasi hem mitokondriyel
hiicre membran potansiyeli diislirdiigii hem de niikleer kondenzasyon arttirdig1 tespit

edilmistir. Floresan boyama 24 ve 48 saat olarak sekil 3.3' de gosterilmistir.
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DioC6
Boyamasi

DAPI
Boyamasi

SEKIL 3.3. PLA ile Kapsiile Edilmis Tamarindus indica Cekirdeginin MDA-MB 231
Kanser Hiicrelerinde 24-48 Saat Floresan Boyama ile Gosterilmesi, (a: 24 Saat
Kontrol, b:24 Saat Cekirdek Ekstresi ; c:48 Saat Kontrol , d: 48 Saat Cekirdek
Ekstresi).

3.4. PLA ile kapsiile Edilmis Tamarindus indica Cekirdek Ekstresinin Meme Kanseri
Hiicre Canlihg Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

PLA ile kapsiillenmis Tamarindus indica ¢ekirdek ekstrelerinin MDA-MB 231 kanser hiicre
hattina uygulanmistir. PLA ile sentezlenen c¢ekirdek ekstresinin doza baglit MTT testi
kullanilarak hangi doz uygulanacagi secilmistir. Bu doz 25 pg/ml olarak belirlenmistir. 24
saat MDA-MB 231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda 25 pg/ml PLA'nin hiicre
canliligmma ket vurmadigi goriilmiistiir. Kontrol gibi hiicre biiylimesi gerceklesmistir.
PLA'nin hiicre iizerinde toksisitesi olmadig1 goriilmiistiir (p<0.9490). 24 saat 25 pg/ml
cekirdek ekstresi uygulamasi %8 canliliga ket vurmustur (*p<0.0172). 24 saat 25 pg/ml
PLA + ¢ekirdek ekstresi uygulamasi %18 canliliga ket vurmustur (**p<0.0019). 24 saat 25
pg/ml uygulamasi PLA'ya kiyasla c¢ekirdek ekstresi p degeri *p<0.0127 degerini
gostermistir. 24 saat 25 pg/ml uygulamasi PLA'ya kiyasla PLA+ ¢ekirdek ekstresi p degeri
**p<0.0016 degerini gostermistir. 24 saat 25 pg/ml uygulamasi ¢ekirdek ekstresi' ne kiyasla
PLA + ¢ekirdek ekstresi p degeri *p<0.0127 degerini gdstermistir. 48 saat 25 pg/ml PLA
uygulamasi hiicre canliligina ket vurmadigi goriilmistiir (***p<0.0002).48 saat 25 pg/ml

cekirdek ekstresi uygulamasi %24 hiicre canlilifina ket vurmustur (***p<0.0008).
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48 saat 25 pg/ml PLA + cekirdek uygulamasi %45 hiicre canliligina ket vurmustur
(***p<0.0001). 48 saat 25 pg/ml uygulamas: PLA'ya kiyasla ¢ekirdek ekstresi p degeri
*#%%p<0.0001 degerini gdstermistir. 48 saat 25 pg/ml uygulamasi1 PLA'ya kiyasla PLA+
cekirdek ekstresi p degeri ****p<0.0001 degerini gostermistir. 48 saat 25 pg/ml uygulamasi
cekirdek ekstresi' ne kiyasla PLA + cekirdek ekstresi p degeri **p<0.0014 degerini
gostermistir. Sekil 3.4' de gosterilmistir.

MDA-MB-231
Bl 24 saat
150 +
Bl 48 saat
100 J *%
——

3

50 |

Bagil Hiuicre Canhihigi (%)

Kontrol PLA Cekirdek Ekstresi PLA + Cekirdek Ekstresi

SEKIL 3.4. PLA ile Kapsiile Edilmis Tamarindus indica Cekirdek Ekstrelerinin MDA-
MB- 231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Doza Bagh Hiicre Canliig Uzerine Etkisinin
MTT Testi ile Gosterilmesi (p verileri ***p<0.001'dir **p<0.01 ve *p<0.05).

3.5. PLA ile kapsiile Edilmis Tamarindus indica Meyve Kabugu Ekstresinin Meme
Kanseri Hiicre Canhlig: Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

PLA ile kapsiillenmis Tamarindus indica meyve kabugu MDA-MB 231 kanser hiicre
hattina uygulanmistir. PLA ile sentezlenen ¢ekirdek ekstresinin doza baglhh MTT testi
kullanilarak hangi doz uygulanacag secilmistir. Bu doz 25 pg/ml olarak belirlenmistir. 24
saat MDA-MB 231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda 25 pg/ml PLA'nin hiicre
canliligmma ket vurmadigi goriilmiistiir. Kontrol gibi hiicre biiylimesi gerceklesmistir.
PLA'nin hiicre iizerinde toksisitesi olmadig1 goriilmiistiir (p<0.7618). 24 saat 25 pg/ml
meyve kabugu uygulamasi %4 canliliga ket vurmustur (*p<0.0455). 24 saat 25 pg/ml PLA
+ meyve kabugu uygulamasi %5 canliliga ket vurmustur (*p<0.0277). 24 saat 25 pg/ml
uygulamasi PLA'ya kiyasla meyve kabugu p degeri *p<0.0277 degerini gostermistir.
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24 saat 25 pg/ml uygulamasi PLA'ya kiyasla PLA+ meyve kabugu p degeri **p<0.0180
degerini gdstermistir. 24 saat 25 pg/ml uygulamasi meyve kabugu kiyasla PLA + meyve
kabugu p degeri *p<0.7618 degerini gostermistir. 48 saat 25 pg/ml PLA uygulamasi hiicre
canliligma ket vurmadig1 goriilmistiir (****p<0.0001).48 saat 25 pg/ml meyve kabugu
uygulamasi hiicre canliligina ket vurmadigi goriilmiistiir (**p<0.0049). 48 saat 25 pg/ml
PLA + meyve kabugu hiicre canlilifina ket vurmadig1 goriilmustiir (p<0.1606). 48 saat 25
pg/ml uygulamasi PLA'ya kiyasla meyve kabugu p degeri ***p<0.0002 degerini
gostermistir. 48 saat 25 pg/ml uygulamasi PLA'ya kiyasla PLA+ meyve kabugu p degeri
***%p<0.0001 degerini gdstermistir. 48 saat 25 pg/ml uygulamasi meyve kabugu kiyasla
PLA + meyve kabugu p degeri *p<0.0123 degerini gostermistir. Sekil 3.5' de gosterilmistir.

Il 24 saat

MDA-MB-231 S

) Tk

50

Bagil Hucre Canlihig (%)

Kontrol PLA Meyve Kabugu Ekstresi PLA + Meyve Kabugu Ekstresi

SEKIL 3.5. PLA ile Kapsiile Edilmis Sivi Ekstratin MDA-MB 231 Meme Kanser
Hiicre Hattinda Hiicre Canlihi@inin MTT Testi ile Gosterilmesi 24-48 saat (p verileri
***p<0.001'dir **p<0.01 ve *p<0.05).

3.6. PLA ile Kapsiile Edilmis Tamarindus indica Meyve Kabugu Ekstrelerinin Meme

Kanser Hiicrelerinde Hiicre Biiyiimesinin Tripan Mavi Boyama ile Gosterilmesi

PLA kapsiilli Tamarindus indica meyve kabugu ekstraktinin MDA-MB-231
hiicrelerinin hiicre bliylimesi iizerindeki etkisi, tripan mavisi dislama deneyi ile
gergeklestirilmistir (Sekil 3.9). 25 pg/ml Tamarindus indica meyve kabugu ekstresi
hiicre biiylimesini inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica, Tamarindus indica ekstraktlar

PLA ile kapsiillendiginde baskilayici etki arttig1 gdzlenmistir.
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MDA-MB 231 kanser hiicresini 6 kuyucuklu petrilere (TPP, Isvicre) 1 x10° yogunlukta
ekildi ve 72 saat i¢inde 25 ug/ml Tamarindus indica bziitleri ile islendi. Ilk énce hiicreler

tripsinize edildi (Tripsin EDTA (%0,25), (Gibco), MDA-MB-231 hiicreleri 6 kuyulu

plakalara (TPP, ABD) 1 x10° yogunlukta ekildi ve santrifiijlendi. Daha sonra hiicreler
%0,4'e maruz birakildi. (w/v) Trypan Blue (Gibco, ABD) (50 pl) ve Isvigre) ve 72 saat
icinde 100 nM PTX ile islenmistir. 11k olarak, hiicreler 1:1 oraninda tripsinize edilmistir.
(Tripsin EDTA DMEM (50 pl) 1:1 oraninda eklenmistir. Bundan sonra, 10 pl hiicre,
0,1 mm derinliginde (%0,25), (Gibco, ABD) cift hazneli bir cihazla sayild1 ve
santrifiijlenmistir. Daha sonra hiicreler %0,4 (a/h) Tripan Mavisine (Gibco, Neubauer
gelistirilmis hemositometreye) maruz birakilmistir. Canli ve tripan mavisi ile boyanmig
cansiz hiicreler kaydedilmistir. Hiicre siispansiyonu (50 pul) ve DMEM (50 pl) 1 :1 oran
Daha sonra 10 pL hiicre ¢ift odacikli canli hiicre bazinda sayilarak, bir grafik
olusturulmustur. Elde edilen veriler hiicre i¢in 0,1 mm derinliginde Neubauer
gelistirilmis hemositometre grafigine ¢izilmistir. Canli ve tripan mavisi -boyanmis

cansiz hiicre sayis1 (y ekseni) ve zaman (x ekseni) gdstermektedir.

-5~ Kontrol
400 -

Meyve Kabugu Ekstresi

-

300 - PLA

A= PLA + Meyve Kabugu Ekstresi
200 -

100

Hucre Sayisi (x103)

0 24 48 72
Saat (s)

SEKIL 3.6. Tamarindus indica Meyve Kabugu Ekstrelerinin Meme Kanser
Hiicrelerinde Hiicre Biiyiimesinin Tripan Mavi Boyama ile Gosterilmesi, Canl ve
Tripan Mavisi - Boyanmis Cansiz Hiicre Sayis1 (y ekseni) ve Zaman (x ekseni)

gostermektedir
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3.7. Tamarindus indica PLA ile Kapsiile Edilmis Cekirdek Ekstrelerinin Meme Kanser

Hiicrelerinde Hiicre Biiyiimesinin Tripan Mavi Boyama ile Gosterilmesi

PLA kapsiillii Tamarindus indica ¢ekirdek ekstraktinin MDA-MB-231 hiicrelerinin
hiicre biiylimesi {lizerindeki etkisi, tripan mavisi dislama deneyi ile gerceklestirilmistir
(Sekil 3.10). 25 pg/ml Tamarindus indica ¢ekirdek ekstresi hiicre biiyiimesini inhibe
ettigi goOrilmistlir. Ayrica, Tamarindus indica c¢ekirdek ekstraktlart PLA ile

kapsiillendiginde baskilayic1 etki arttigi gozlenmistir MDA-MB-231 meme kanseri
hiicreleri, 6 kuyucuklu plakalara (TPP, Isvigre) 1 x10° yogunlukta ekildi ve 72 saat

icinde 25 25 pg/ml Tamarindus indica 6ziitleri ile islendi. ilk dnce hiicreler tripsinize
edildi (Tripsin EDTA (%0,25), (Gibco), MDA-MB-231 hiicreleri 6 kuyulu plakalara
(TPP, ABD) 1 x10’ yogunlukta ekilmistir ve santrifiijlenmistir. Daha sonra hiicreler
%0,4'e maruz birakildi. (w/v) Tripan Blue (Gibco, ABD) (50 pl) ve Isvigre) ve 72 saat
icinde 100 nM PTX ile islenmistir. 11k olarak, hiicreler 1:1 oraninda tripsinize edilmistir.
(Tripsin EDTA DMEM (50 pl ) 1:1 oraninda eklenmistir. Bundan sonra, 10 pl hiicre,
0,1 mm derinliginde (%0,25), (Gibco, ABD) cift hazneli bir cihazla sayild1 ve
santrifiijlenmistir. Daha sonra hiicreler %0,4 (a/h) Tripan Mavisine (Gibco, Neubauer
gelistirilmis hemositometreye) maruz birakilmistir. Canli ve tripan mavisi ile boyanmig
cansiz hiicreler kaydedilmistir. Hiicre siispansiyonu (50 pul) ve DMEM (50 pl) 1 :1 oran
Daha sonra 10 pl hiicre ¢ift odacikli canli hiicre bazinda sayilarak, bir grafik
olusturulmustur. Elde edilen veriler hiicre i¢in 0,1 mm derinliginde Neubauer
gelistirilmis hemositometre grafigine ¢izilmistir. Canli ve tripan mavisi -boyanmis

cansiz hiicre sayis1 (y ekseni) ve zaman (x ekseni) gostermektedir.
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SEKIL 3.7. Tamarindus indica PLA ile Kapsiile Edilmis Cekirdek Ekstrelerinin Meme
Kanser Hiicrelerinde Hiicre Biiyiimesinin Tripan Mavi Boyama ile Gosterilmesi Canh
ve Tripan Mavisi Boyanmis Cansiz Hiicre Sayis1 (y ekseni) ve Zaman (x ekseni)
gostermektedir

3.8.PLA ve PLA ile kapsiile edilmis Tamarindus indica Cekirdeginin MDA-MB 231
Meme Kanser Hiicresinde Koloni Olusumunun Gosterilmesi

MDA-MB 231 meme kanseri hiicresinde Tamarindus ekstrelerinin koloni olusumunda
etkisine bakilmistir. Tamarindus ekstrelerinin koloni {izerinde baskilayici etkisi oldugu
gozlemlenmistir.PLA ile kapsiile edilmis Tamarindus ekstreleri daha uzun siirede daha fazla

etki gostererek koloni iizerinde baskilayict etki gostermistir.

Kontrol Cekirdek Ekstresi PLA PLA+ Cekirdek Ekstresi

1 3

SEKIL 3.8. PLA ve PLA ile kapsiile edilmis Tamarindus indica Cekirdeginin MDA-
MB 231 Meme Kanser Hiicre Hattinda Koloni Olusumu 72 Saat
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3.9. Tamarindus indica Cekirdeginin MCF-7 Meme Kanser Hiicre Hattinda Koloni 24-
48 Saat Koloni Olusumunun Gosterilmesi

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda Tamarindus indica ¢ekirdeginin koloni olusumunda
etkisine bakilmistir. Tamarindus indica ekstrelerinin koloni {izerinde baskilayici etkisi
oldugu gozlemlenmistir.PLA ile kapsiile edilmis Tamarindus ekstreleri daha uzun siirede

daha fazla etki gostererek koloni tlizerinde baskilayici etki gostermistir.

Kontrol Cekirdek Kontrol Cekirdek

24 saat 24 saat 48 saat 48 saat

SEKIL 3.9. Tamarindus indica Cekirdeginin MCF-7 Meme Kanser Hiicre Hattinda
Koloni 24-48 Saat Koloni Olusumu
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3.10. Tamarindus indica Cekirdek Ekstresinin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
24 Saat Floresan Boyama ile Gosterilmesi

25 ug/ml Tamarindus indica cekirdek ekstresi MCF-7 meme kanseri hiicrelerine
uygulanmistir. Daha sonra DioC6 ile 24 saat boyanmigtir. DioC6éboyamasina gore 24 saat
uygulamasi mitokondriyel membran potansiyeline ket vurdugu gézlemlenmistir. 25 pg/ml
cekirdek ekstresinin MCF-7 hiicrelerine zamana gore niikleer kondenzasyon tizerine etkisi
DAPI boyamasiyla gergeklestirilmistir. 25 pg/ml cekirdek hiicrelerde niikleer
kondenzasyona neden oldugu tespit edilmistir. Boylece 24 saat ¢ekirdek uygulamast hem
mitokondriyel hiicre membran potansiyeli diisiirdiigi hem de niikleer kondenzasyon

arttirdig1 tespit edilmistir. Floresan boyama 24 saat uygulama sekil 3.9' da gosterilmistir.

DioC6
Boyamasi

DAPI

SEKIL 3.10. Tamarindus indica Cekirdek Ekstresinin MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda 24 Saat Floresan Boyama ile Gosterilmesi (a: Kontrol 24 saat, b: Cekirdek
Ekstresi 24 saat , ¢ : Kontrol 24 saat d: Cekirdek Ekstresi 24 saat 4X Biiyiitme)
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3.11. Tamarindus indica ekstrelerinin FTIR Sonu¢ Analizi

Tamarindus indica tohum ekstresinin en yliksek 2923 | 1646, 1623, 1517, 1375, 1241, 1037
degerlerinde goriilmiistiir.%3 PLA ile kapsiillenmis tohum ekstraktinin pikleri.3390 tepe
degeri OH bandia karsilik gelir. 1751 C=0 bandina, 1646 CH-OH bandina ,1452-1267 ,
CH 1182, CO 1128 CO-O /C-OH, 1085 CO-O/ C-OH, 1014 CO-O/ C-OH, 950.73: CC, 867
CC, 671 CH3 [94],]95].%3 PLA parcaciginda olusan zirveler 1741 C=O0 titresimi, 1452 CH3
asimetrik kayma band1,1380, 1366, 1267, 1180, 1126, 1081 C-O ve C-O—C igin ¢ekme
band1 ,1043,956-865-754-701 C —COO gergi band1 goriildii. Sivi1 ekstrat pikleri, 3303 OH
alkol ,1635 doruklari, C=C alken baglarina karsilik gelir. %3 PLA 1747 COOH,1452 C=C-
C,1382 CH,1079 C-0O-C,1043 C-O-C ile kapsiillenmis siv1 6ziitiin tepe noktalar1 ve ilgili

bantlar elde edilmistir [94].%3 PLA ait 1741, 1081 cm!' de C=0 titresim bandi, CH3

asimetrik, -CH3 simetrik ve C-O ig¢in karakteristik germe frekanslar1 gdosterir. -CH3
asimetrik ve CH3 simetrik i¢in biikme frekanslar1 sirasiyla 1452 em! ve 1366 cm™! de
tamimlanmistir. 1043 cm™! 'de C-CH3 germe bandi goriilmektedir. 1180 em l'de C-O

asimetrik germe ve CH3 burulma, 1081cm'de C-O-C esneme, 1043 em ! C-CH3 esnemesi,
865'de C-COO germe bandi goriilmektedir. %3 PLA ile kaph ilag ekstrelerinin verdigi
pikler , %3 PLA pikleriyle ortiismektedir [90], [96], [97]. %3 PLA ile kapsiile edilmis

cekirdeklerin verdigi pik degerleri 3390 em ™!, 1751 ecm™1, 1646 cm™!, 1452 cm™1,1267
cm_1,1182 cm_l, 1128 cm™! 1085 cm_l, 1014 cm_l, 950 cm~! ve 867 cm™! noktalarinda
pik degerleri vermistir. Bu pikler 3390~ OH bandina, 1751 cm™! C=0, 1646 cm™! CH-OH,
1452-1267 cm™! aras1 pik degerleri CH bandina, 1182 cm™! CO bandina, 1128 cm™! CO-O
/C-OH, 1085 em ™! CO-0/ C-OH,1014 cm™! CO-O/ C-OH, 950 em™! C-C, 867 em™! C-C
bagi, 671 cm’! CH3 baglarma denk gelmektedir [98],[94].Sadece Tamarindus indica
¢ekirdeginin verdigi pikler ise 2923 cm™! yiiksek pikler, 1646 cm™1, 1623 cm™!, 1517 em ™,
1375cm™1 | 1241 cm™1,1037 em™! pik degerleri vermistir. Bu pik degerleri 2923 cm™! CH
bandina, 1646 cm™! CH-OH bandina,1623 cm™! CH-OH bandima, 1517 cm™! N-H / C-N

bantlarina ,1375 cm™! N-H/C-N bantlarina, 1241 cm™! C-OH bandina, 1037 cm™! C-OH
bandina karsilik gelmektedir [99], [100].
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Sadece siv1 ekstratin verdigi pik degerleri 3303, 1635 seklindedir. 3303 noktasindaki pik
degeri OH bandina denk gelmektedir. 1635 cm™! C=C bandina denk gelmektedir.%3 PLA

ile kapsiile edilmis siv1 ekstrat ise sadece %3 PLA'nin verdigi piklerle ortiismektedir. Bu
degerler ; 1747 cm™ ! COOH, 1452 cm™! C=C, 1382 cm™! CH,1361-1265 cm™! C-O germe
band1,1180 cm™! / 1079 cm™! C-O-C band: seklindedir [94].

300
—
a) WM
b)
200
7 t Ve—c-0Cc
%T C=0 titresim band: nsiﬁ;(t)rik germe
-—\_V_‘ch\/\ﬂ
d
100 )
e)
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4000 2000 1000 400

Wavenumber [cm-1]

SEKIL 3.11. a) %3 PLA ile Kapsiile Edilmis Tamarindus indica Cekirdekleri, b) %3
PLA ile Kapsiile Edilmis Meyve Kabuklarindan Uretilen Siv1 Ekstrat, ¢) Sadece %3
PLA Partikiilii icermektedir. d) Tamarindus indica Cekirdekleri icermektedir, e)
Tamarindus indica Meyve Kabuklarindan Elde Edilen Siv1 Ekstrat icermektedir.
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3.12. %3 PLA ile Kapsiile Edilmis Tamarindus indica Ekstrelerinin Termal Analizi

Hiicrede kullanilmasi i¢in iiretilen saf PLA, PLA ile kapsiile edilmis ekstreler ve saf
malzemelerin etkilesimleri ve baglarin olusturacagi termal yapilarina DSC kullanilarak
bakilmistir. Saf PLA, saf Tamarindus indica ekstreleri ve PLA ile kapsiile edilmis
ekstrelerin termal Ozelliklerine bakilmigtir. DSC sonuglar1 Sekil 3.12. 'de gosterilmistir.
Elde edilen grafik sonucuna gore Tamarindus indica ekstreleri ve saf PLA'nin erime
sicakligr (Tm) ve camsi gecis sicakligi (Tg) degerleri belirlenmistir. Sekil 3.12. sonuglara
gore saf PLA'ya eklenen ekstreler sonucunda Twm ve Ty noktalari saga kaymistir. Saf
ekstrelerin (¢ekirdek ve sivi ekstrat) T ve Ty degerlerinde PLA dan uzak degerler ¢ikmustir.
PLA ile kapsiile edilmis ekstrelerin Tm ve Ty degerleri PLA degerlerine yakin ¢ikmuistir.

Sonug olarak degerler de diisme meydana gelmistir [101].

DSC
mwW

10.00

0.00-

-10.00r

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

SEKIL 3.12.%3 Pla ve %3 Pla ile Kapsiile Edilmis Tamarindus indica Ekstrelerinin
DSC Termogramlari: Saf Sivi Ekstrat (a), Saf Cekirdek (b), %3 Saf PLA (c), %3
PLA+ Ekstrat (d), %3 PLA + Cekirdek (e).
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3.13. %3 PLA ve Tamarindus indica Ekstrelerinin SEM Analizleri

Bu caligmada tiretilen mikro partikiillerin SEM goriintiileri Sekil 3.13. 'de verilmistir. Sekil
(a), %3 PLA mikro pargaciklarinin SEM goriintiileri verilmistir. %3 PLA sirastyla mikro
partikiillerinin sirastyla 500 X, 3KX ve SKX boyutlarinda biiyiitmeleri verilmistir. Sekil (b)
% 3 PLA + Ekstrat mikro partikiillerinin sirasiyla 500 KX, 3 KX ve 5 KX boyutunda
bliylitmeleri verilmistir. Sekil (c) %3 PLA+ Cekirdek mikro partikiillerinin sirasiyla 500
KX, 3 KX ve 5 KX boyutlarin da biiylitmeleri verilmigstir. Uzak (500 KX) goriintiilemede
partikiillerin homojen dagildig1 goriilmistiir. Daha yakinlaginca partikiillerin kiiresel sekil
aldig1 goriilmektedir. Tamarindus indica ekstrelerinin eklenmesiyle birlikte PLA partikiili
kiiresel form olugturmaya devam etmistir. Deney sonucunda PLA partikiiliinde kiiresel form
olusturdugu goriilmektedir SEM goriintiilerinde en iyi partikiilleri elde etmek i¢in farkli
parametreler denenmistir. PLA i¢in en iyi parametre 9 voltaj ve 0,4 akis hiz1 olarak
belirlenmistir. PLA ile kapsiile edilmis ekstrat (s1v1) i¢in 26,5 voltaj ve 1.0 ml/s-2.0 ml/s
akis hiz1 olarak belirlenmistir. PLA ile kapsiile edilmis ¢ekirdek partikiilleri i¢in 12 - 12,8
voltaj, 1.0 ml/s akis hiz1 belirlenmistir. Bu parametrelerde istenilen partikiil boyutu elde

edilmistir.
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SEKIL 3.13. %3 PLA 500 X biiyiitmedeki SEM goriintiileri, %3 PLA 3KX
bilyiitmedeki SEM goriintiileri, %3 PLA SKX biilyiitmedeki SEM goriintiileri (a), %3
PLA + Ekstrat 500 X biiyiitmedeki SEM goriintiileri, %3 PLA+ Ekstrat 3KX
biiyiitmedeki SEM goriintiileri, %3 PLA + Ekstrat SKX bilyiitmedeki SEM
goriintiileri (b), %3 PLA + Cekirdek 500 X bityiitmedeki SEM goriintiileri, %3 PLA+
Cekirdek 3KX biiyiitmedeki SEM goriintiileri, %3 PLA + Cekirdek 5KX
bilyiitmedeki SEM goriintiileri (c).
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3.14 Ekstre Ve Cekirdegin Partikiillerden Salim Davranisinin Incelenmesi

Sekil 3.14 (a) siv1 estratin farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 1.5, 2 ml) hazirlanip UV-
spektrometre ile elde edilen absorbans degerlerinden olusan kalibrasyon egrisini temsil
etmektedir. Sekil 3.14 (b), kalibrasyon egrisinin maksimum pik noktasindan (224 nm) elde
edilen lineer absorbans grafigini gostermektedir. Sekil 3.14 (c) ise PLA partikiillere eklenen
ekstratin belli zaman araliklarinda partikiillerden salim davramigini temsil etmektedir.
Grafige bakildiginda, ilk 15 dk igerisinde ekstratin sadece %9 unun salindigi
goriinmektedir. Bir saatlik inkiibasyon sonrasi bu miktar %24.73 olarak bulunmustur. 12

saatlik inkiibasyon sonrasi kiimiilatif salim degeri %56.62’ye ulagsmis ve 5. giinde (7200 dk)

N R
%100’de bitmistir.
a) 1 b) 0,35
0,9 3 —o01ml 0,3 ]
08 3 05ml ’ y=0,1337x-0,0011 1
07 ] " 0,25 ] R?=0,9794 e
2 o6 S 02 /
& s ok
-g 05 3 5 015 ] il
Q o4 2
2 < 0,1 4 /
< 03]
02 ] 005§ s
01 ] 0 I
0 0 0,5 1 1,5 2 2,5

200 250 300 350 400 450
Dalga boyu (nm)

c) 120
100

Konsantrasyon (ug(ml)

80

[}
o
L

Kiimulatif salim
(%)
8

N
o
L

o

0 2000 4000 6000 8000
Zaman (dk)

SEKIL 3.14. Tamarindus indica Meyve Kabugundan Elde Edilen Sivi Ekstratn
Kalibrasyon (a) ve Absrobans (b) Egrileri, Ekstratin Partikiilden Kiimiilatif Salim Grafigi
(c). Sekil 3.15 (a) saf ¢ekirdegin farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 1.5, 2 ml) hazirlanip
UV-spektrometre ile elde edilen absorbans degerlerinden olugan kalibrasyon egrisini temsil
etmektedir. Sekil 3.15 (b), kalibrasyon egrisinin maksimum pik noktasindan (278 nm) elde
edilen lineer absorbans grafigini gostermektedir. Sekil 3.15 (c) ise PLA partikiillere eklenen
saf ¢ekirdegin belli zaman araliklarinda partikiillerden salim davranisini temsil etmektedir.
Grafige bakildiginda, ilk 15 dk igerisinde ekstratin %11.3’{linlin salindig1 goériinmektedir.
Bir saatlik inkiibasyon sonras1 bu miktar %34.95 olarak bulunmugtur. 12 saatlik inkiibasyon

sonrasi kiimiilatif salim degeri %80.74’e ulasmis ve 2. giinde (2880 dk) %100’de bitmistir.
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SEKIL 3.15. Tamarindus indica Elde Edilen Saf Cekirdegin Kalibrasyon (a) ve Absrobans
(b) Egrileri, Cekirdegin Partikiilden Kiimiilatif Salim Grafigi (c).
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4. TARTISMA

Fenolik bilesikler kaynak, biyolojik fonksiyon ve kimyasal yapiya gore kategorize
edilmistir. Aromatik halkalarin sayisina ve farkli bilesiklere baglanma afinitelerine bagh
olarak flavonoid ve flavonoid olmayan (6rnegin, fenolik asitler, fenolik alkoller ve tanenler)
olmak tizere iki ana sinifa ayrilabilirler [102]. Flavonoidler, heterosiklik halkanin
oksidasyon derecesine bagli olarak farkli alt siniflara ayrilabilir: antosiyaninler, flavonoller,
flavanlar, flavanol, flavonlar ve izoflavonlar [103]. Fenolik ve flavonoid bilesikler,
GST'lerin aktivitesini ve / veya ekspresyonunu modiile etme potansiyeline sahiptir. GST'ler
tizerindeki bu etki, bilesime, konsantrasyona, uygulama uzunluguna ve ayrica GST
izoformuna ve kokenine baglidir [104].Baz1 fenolik bilesikler, klorojenik asit, ellajik asit,
quercetin, curcumin, tanenler ve stilben gibi GST aktivitesini inhibe etme yetenegine
sahiptir, bu da MDR'nin iistesinden gelmek ve kemoterapinin etkinligini artirmak i¢in umut
verici bir hedef olarak goriilmiistiir [105] Fenolik bilesikler pro-oksidan ve sitotoksik etkiye
sahip olabilir. Bu tiir bilesiklerin pro-oksidan ozellikleri, fenolik smif, oksijen veya gecis
metal iyonlarinin varhigi, alkali pH, konsantrasyonlari ve ¢oziiniirlitk 6zellikleri [106], dahil
olmak iizere cesitli degiskenlere baghdir. Ornegin, fenolik pro-oksidan davranis iizerine
yapilan ¢alismalarin ¢cogunda, bakirin oksidatif reaksiyonlar i¢in gii¢lii bir katalizor oldugu
diistiniilmektedir. Fenolik pro-oksidan aktivite hiicresel lipit peroksidasyonuna, DNA
hasarina neden olabilir [107]. Tamarindus indica meyve kabugundan elde edilen giimiis
nanopartikiillerin ROS ve RHO123 aktivitesini baskilayan potansiyel terapotik ajan oldugu
goriilmiistiir. Yapilan caligmalara gore giimiis nanopartikiillerin doza bagli hiicre
deneylerinde MCF-7 hiicrelerinin canliligimi azalttig1 goriilmiistiir. Yapilan diger
caligmalarda ise ; 0-120pg/ml konsantrasyonu denenmistir. [68]. Baz1 polifenollerin pro-
oksidan potansiyeli, kemoterapinin sitotoksik etkilerini se¢ici olarak tesvik ettikleri ve
normal hiicreleri etkilemeden kanser hiicrelerini segici olarak yok etme yeteneklerine
dayanarak bazi kanser tiirlerinin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynadiklari i¢in kemoterapotik

adjuvanlar olarak kurulmustur [108].
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Yapilan ¢alismalara gore bitkilerden elde edilen polisakkaritler kanser hiicrelerine dolayli
yoldan etki ettikleri goriilmektedir. Anti tiimor etkilerini farkli immiin yolaklarini aktive
ederek gerceklestirmektedirler. Literatliirde yapilan ¢alismalara gore Tamarindus indica
bitkisinde elde edilen PST001 polisakkaritin anti tiimor etkisinin oldugu gézlemlenmistir.
Yapisinda bulunan bu polisakkaritin yasam siiresini arttirdifi ve tiimor biiylimesini
engelledigi goriilmiistiir [109].

Diger bir ¢alismaya gore Tamarindus indica ekstraktt HT-29 kanser hiicre hattina karsi
hiicre biiylimesini azalttig1 gézlemlenmistir. Bununla birlikte ROS/RNS, hiicre dongiisiiniin
durdurulmas1, kaspaz aktivasyonu gibi bircok etkisinin oldugu gdsterilmistir. iginde
bulunan polifenolik bilesikler sayesinde tedavi edilen hiicre hatlarinda belirli bir dereceye
kadar etki ettigi gorilmiistiir [110]. Tamarindus indica tohumu antioksidan etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Tohumda bulunan polifenol bilesikler kanser ilgili sinyalleri bloke
ettigi gdzlemlenmistir. Antioksidan 6zelligi sayesinde oksidatif hasarlar1 ortadan kaldirdigt
gosterilmistir. Bu nedenle antioksidan o6zellige sahip oldugu kanitlanmistir [111].
Tamarindus ekstrelerini nanopartikiil ile kaplandiginda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin
baskilanmasinda ve tiimdr biiytimelerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir. Polisakkaritlerin
terapotik etkisi sayesinde ve bu etkinin nanopartikiille birlestirilmesiyle beraber istenilen
tiimor ve kanser hiicrelerini hedeflemekte 6nemli bir yaklagim olmaktadir. Boylece kanser
icin umut verici bir yaklagim sergilemektedir. Nanopartikiillerin toksisitesinin olmamasi iyi
hedefleme 06zelligi sayesinde hiicreler i¢in uygun ila¢ oldugunu gostermektedir. Bu tez
calismamizda Tamarindus indica ¢ekirdekleri ve meyve kabugunda elde edilen ekstrelerin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda 0-50 pg/ml konsantrasyon degerleri denenmistir.
Bu degerler arasindan 25 pg/ml konsantrasyonu en etkili se¢ilmistir. PLA ile kapsiile edilen
konsantrasyonlarin saf konsantrasyonlara gore daha etkili oldugu saptanmistir. Literatiirde
oldugu gibi bu ¢alismamizda da Tamarindus indica ekstrelerinin etkisinin nanopartikiil ile

kapli ekstrelere kiyasla daha az etki gosterdigi hiicre testlerinde gdsterilmistir.
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Yapilan ¢aligmalara gore biyouyumlu olan nanopartikiilleri kanser tedavisi i¢in suda
coziinmesi zor olan ilag¢ tedavilerini kolaylagtirmaktadir. Tamoksifen ilacin1 kapsiillii elde
edilerek SEM goriintiilerine bakilmigtir. Nanopartikiil boyutlar1 57 ile 159 verileri elde
edilmistir. Yapilan bu calismada elde edilen partikiil bu tez ¢alismasinda oldugu gibi
antikanser etkisi ve sitotoksisitesini arastirmistir. MCF-7 kanser hiicre hattinda tamoksifen
nanokapsiilerinin sitotoksisitede artis oldugu bulgular1 saptanmistir[112]. Bu tez
calismasinda elde edilen nanopartikiil SEM goriintiilerinde sadece partikiil olusumuna
bakilmistir. Bu tez ¢alismasinda PLA ile kapsiile edilen Tamarindus indica ekstrelerinin
meme kanseri hiicreleri hattinda hiicre sitotoksisitesini arttirdigi ve antikanser etkisinin
oldugu gozlemlenmistir.

Diger ¢aligmaya gore PLA ile 3D teknolojisiyle polimerik iskeleler elde edilmistir. Bu
calismada %12 ve %]15'lik PLA c¢ozeltisi hazirlanarak 12kV ve 7,5 ml/saat atis hzu
belirlenerek elektrospin yontemi kullanilarak yapilmistir. TNBC hastalarinda EGFR gen
ifadesine bakilmistir. 3D katmanli PLA polimerinin yapilan ¢alismalara gére EGFR gen
ifadesinde 6nemli bir azalma oldugu sonucuna varmiglardir[113]. Bu tez ¢aligmasinda ise
%3'lik PLA ¢ozeltisi hazirlanarak elektro ptiskiirtme yontemiyle parametreleri PLA i¢in 9
voltaj(V), 0,4 ml/s akis hizi parametresi belirlenmistir. PLA ile Tamarindus indica
cekirdeginden hazirlanan soliisyon atislarinda 12-12,8 voltaj(V), 1.0 ml/s akis hiz1
belirlenmistir. PLA ve demirhindi meyve kabugunda elde edilen ekstrat 26,5 voltaj(V), 1.0-
2.0 ml/s olarak belirlenmistir. Tiim meme kanseri hastalarinin %70 'i kaninda &strojen orani
yliksektir. Bu nedenle 0strojen baskilayici yontemlerle tedavi gelistirilmektedir. Bunlar anti-
ostrojenler ve Al'ler meme kanserini hem adjuvan hem de ilerlemis hastalig1 inhibe ederek
Ostrojen lretimini engeller. Tiimdr biiylimesini engeller. Yapilan bu ¢aligmada aromataz
inhibitorii PLA-PEG-PLA ile kapsiillenerek ila¢ salinimina bakilmis. Calismaya gore ilacin
144 saat boyunca stirekli salindig1 bulgularin1 kaydetmislerdir. Bu uzun siire salim polimer
ile ila¢ arasinda afiniteden kaynakli oldugunu veya polimerin ilacit kendisine katmasinda
dolay1 oldugu bulgularini elde etmislerdir. Onceki ¢alismalardan bakildiginda hidrofobik

ilaglarin hidrofilik ilaclara gore daha diislik salim gosterdigi bulunmustur.
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Bu ¢aligmada ilacin hiicresel alim, floresan yontemiyle MCF-7 hiicrelerinin sitoplazmasina
girmesiyle kaydedilmistir. MCF-7 hiicrelerindeki c-MYC, MAPK3 (ERK1) ve MCL-1
genlerinin gen ekspresyon davraniglart rapor edilmistir. Bu genler, dnceki ¢aligmalarin
ANS'nin bu apoptotik genlerin ekspresyonu iizerinde bir etkiye sahip oldugunu gdsterdigi
bulunmustur[114]. Bu tez c¢alismasinda PLA ile kapsiile edilen Tamarindus indica
ekstrelerinden, meyve kabugu ekstresi ilk 15 dk igerisinde ekstratin sadece %9’ unun
salindigin1 gozlemledik. Bir saatlik inkiibasyon sonrasi bu miktar %?24.73 olarak
bulunmustur. 12 saatlik inkiibasyon sonrasi kiimiilatif salim degeri %56.62’ye ulasmis ve
5. glinde (7200 dk) %100’iiniin bittigi kaydedilmistir. PLA ile kapsiile edilmis ¢ekirdek
ekstresinin ilk 15 dk icerisinde ekstratin %11.3’linlin salindig1 goériinmektedir. Bir saatlik
inkiibasyon sonrasi bu miktar %34.95 olarak bulunmustur. 12 saatlik inkiibasyon sonrasi
kiimiilatif salim degeri %80.74’e ulasmis ve 2. giinde (2880 dk) %100 {iniin bittigi
kaydedilmistir.
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EKLER

EK-1 Polimer Uretiminde Kullanilan Cihazlar

Soliisyonlarin ve ekstrelerin homojen olarak karisip hazirlanmasi i¢cin manyetik karistirict

(Wise Stir®, MSH-20A, Wertheim, Almanya) kullanilmistir.

Tiim tartim islemlerinde hassas terazi (Precisa XB 220A SCS, Almanya) kullanildi. PLA ile
kapsiile edilmis Tamarindus indica ekstrelerinin morfolojik yapilarini incelemek icin optik
mikroskop (BX51M, Olympus, Japonya) ve taramal1 elektron mikroskop (SEM) (EVO MA-
10, Carl Zeiss, ABD) kullanimistir.

Morfolojik yap1 incelenmesi dncesi tiim numuneler piiskiirtmeli kaplama cihazi (Quorum
SC7620, ABD) kullanilarak elektron mikroskop cihazinda goriintiillenmistir.
PLA ile kapsiile edilmis Tamarindus indica ekstrelerinin kimyasal yapisin1 ve tiim kimyasal
baglarini detayl incelemek adina Fourier doniisiimlii kiziltesi spektroskopisi (FTIR, 4600

Jasco, Japonya) kullanilmistir.

Tamarindus ekstrelrinin termal davranislarini incelemek icin diferansiyel taramali
kalorimetre cihaz1  (DSC60-Plus, Shimadzu, Japonya) kullanilarak &lglimler
gerceklesmistir.

Tamarindus ekstrelrinin salinimi incelemek amaciyla spektrofotometre cihazi (UV- VIS

Shimadzu UV-1280, 190 nm-600 nm) kullanildi.

Viicut bulunan sivilarin hareketini ve sicakligina ayarli, Tamarindus ekstrelerinin
saliniminin incelenmesinde ve biyobozunum calismalarinda thermo calkalayict inkiibator

(BIOSAN TS-100) kullanildu.
Nanopartikiil tiretmek i¢in Elektrosprey cihaz1 NS24,Inovenso Co, Tiirkiye kullanildi.

Nanopartikiil akis hizin1 ayarlamak i¢in Elektrosprey giic pompast NE-300, New Era Pump
Systems, Inc., USA kullanildi
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EK-2 Hiicre Deneylerinde Kullanilan Cihazlar

Tablo 4: Hiicre Deneylerinde Kullanilan Cihazlar

CIHAZ ADI FIRMA ADI
Santrifiij Niive
Santrifiij(biiytik) Niive
Mikropipet(0,5 pl-10 pl) Thermo
Mikropipet(20 pl-200 pl) Thermo
Mikropipet(200 nl-1000 pl) Thermo
Inkiibator ESCO Celculture
Laminar flow ESCO Celculture
Sogutmali santrifiij SIGMA/3- 30KS
Mikroskop Zeiss AXIO
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Tablo5: Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Malzemeler

ADI FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri TPP

6 kuyucuklu petri TPP

96 kuyucuklu petri TPP

25cm  hiicre  biiylitme | TPP

kaplar1

Fetal Bovine Serum Gibco
DMEM Medium Gibco

MDA-MB-231 hiicreleri | ATCC

hemastometre Neubauer
Laminar flow Thermo
Pipet uclar1 Thermo
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