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Oz

Son yillarda tumor-spesifik nano-yapih ilag salim sistemleri, timor bolgelerindeki
essiz birikim davraniglarindan dolayi kanser tedavisinde oldukga ilgi gekmektedir.
Dogal veya sentetik polimerlerden hazirlanan polimerik nanopartikuller yuksek
kararhliklari, endustriyel Gretim icin  uygulanabilirlikleri ve ileri ylzey
nanoyapilandirilabilme gibi Ozelliklerinden dolayr bu amagla kullaniimaktadir.
Polimer 6zellikleri ve ylzey kimyasi degistirilerek bu nanopartikiller hem kontrolll
ila¢ salimi, hem de timoér hedeflemesi amaciyla kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada
kanser tedavisinde kullanilmak Uzere reseptor aracili nanopartikillerin hazirlanmasi
ve karakterize edilmesi amaclanmigtir. Nanopartikullerin hazirlanmasinda PLA ve
karboksimetil kitosan gibi biyobozunur ve biyouyumlu polimerler kullaniimig ve
karakterizasyon calismalari yapilmistir. Nanopartikillerin ~ fizikokimyasal ve
morfolojik 6zellikleri; FTIR ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile belirlenerek;
karigtirma suresinin, hizinin ve stabilize edici ajan miktarinin partikal boyutu Uzerine
etkisi zeta boyut analizi ile incelenmigtir. Antioksidan ve anti-kanser ajan
Ozelliklerini tagiyan kuersetin, nanopartikullere yuklenerek ilag salim profilleri elde
edilmigtir. Kanser hucrelerinin  “aktif” hedeflenmesi amaciyla nanopartikuller
Bevacizumab ile modifiye edilmigtir. Calismanin son basamaginda sitotoksisite
caligsmalari gergeklestiriimistir. Elde edilen sonuclar Kuersetin yukli ve
Bevacizumab ile modifiye edilmis PLA/CMCh nanopartikullerin kanser tedavisi igin
biyouyumlu ve verimli bir yol sagladigini gostermigtir.
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ABSTRACT

Recently tumour-specific nano-structured drug delivery systems have received
much attention due to their uniqgue accumulation at tumour region. Polymeric
nanoparticles made from natural or synthetic polymers have drawn major attention
due to higher stability, maneuverability for industrial manufacture, and opportunity
for further surface nanoengineering. They can be tailor-made to achieve both
controlled drug release and tumor-targeting by tuning the polymer properties and
surface chemistry. Aim of this study was to to prepare and characterize
nanoparticles to use in receptor-mediated cancer therapy. Biodegradable
polymers such as PLA, carboxymethyl chitosan were used to prepare
nanoparticles. Physicochemical and morphological properties of nanoparticles
were determined by using FTIR and Atomic Force Microscopy (AFM). Effect of
stirring time, stirring rate and amount of surfactant on nanoparticle size were also
investigated by Zeta Size Analyser. Quercetin, an antioxidant and neoplastic
agent, was loaded into nanoparticles and drug release profiles were obtained. For
‘active’ targeting of cancerous cells; nanoparticles were modified with
Bevacizumab. At the last stage of the study cytotoxicity and targeting studies were
performed. Obtained results showed that quercetin-loaded and Bevacizumab-
modified PLA/CMCh nanoparticles provide a biocompatible and efficient means for
the treatment of cancer.
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1. GIRIS

Gunumuzde kanser, pek ¢ok gelismis ve Turkiye’nin de iginde oldugu gelismekte
olan ulkelerde o6lim sebeplerinin ilk siralarinda yer almaktadir. Erken teshisi ve
tedavisi mumkun olan bu rahatsizligin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi,
immunoterapi gibi birgok farkli yéntem siralanabilirken (Jain, 2001), son yillarda
Ozellikle nanoteknoloji alaninda gergeklestirilen gelismeler arasinda yer alan
nanotasiyici sistemler sayesinde devrim niteligi tasiyan 6nemli  asamalar

kaydedilmistir.

Geleneksel kemoterapdtik ajanlar kanser hiucrelerine kargi duyarli olmakla birlikte,
DNA ve mikrotibll hasarina neden olarak, hicre proliferasyonunu
durdurabilmektedir. Hastahdin baslangic evresinde tedavi olumlu yanit
verebilirken, 6zellikle metastaz s6z konusu oldugunda, kemoterapi ile tedavi
ihtimali azalmaktadir. Bu nedenle son yillarda kanserli hicrelerin tedavisinde
kullaniimak Uzere spesifik hedeflemeye yonelik yeni yontemler Gzerine ¢alismalar

yurutulmektedir (Klein ve Levitzki, 2006).

Hedeflendirilmis tedavi yontemlerinde kanserli hicrenin metabolik yollarini hasara
ugratan bircok farkh ajan kullanilmaktadir. Hedeflemenin getirdigi yontem
cesitliligi, bu konuda ortaya c¢ikabilecek birgok yeniligin habercisi olarak

gorulmektedir (Adjei ve Rowinsky, 2003).

Hedeflemede kullanilan tUmor-spesifik ajanlar sayesinde; nanoyapili ilag tasiyici
sistemler, tumorlu bolgeye secimli olarak gonderilebilmekte ve boylelikle saglikli
hicrelerin zarar gérmesi dnlenmektedir. Ayrica ilag tasiyici sisteme goruntlleme
ajani da dahil edilebilmekte ve bu sekilde ayni zamanda hem teshis hem de tedavi
muamkudn  kilinabilmektedir. Hem teshis (diyagnoz), hem de tedavi (terapi)

uygulamasini igeren bu yonteme ‘teragnoz’ adi verilmektedir (Gilham, 2002).

Klguk boyutlari ve biyobozunur ozellikleri nanopartikillerin bu uygulamalar igin
tercih edilme nedenlerini olusturmaktadir. Nano oOl¢ekli boyutlari sayesinde hiicre

icine alinmalari ve hedeflenen bdlgede secimli ilag birikimini saglamalar



kolaylastiriimaktadir (Desai ve ark.,1997; Panyam ve Labhasetwar, 2003; Panyam
ve ark., 2003b). Biyobozunur olmalari ise, vicut icinde birikme riskini ortadan
kaldirmakta ve ilag saliminin kontrolli olmasini saglamaktadir. Ornegin;
biyobozunur polimerler olan PLA ve PLGA kullanilarak hazirlanan nanopartikdiller
ile kontrollu ila¢ saliminin daha etkili oldugu saptanmistir (Barrera ve ark., 1993;

Davda ve Labhasetwar, 2002; Panyam ve Labhasetwar, 2003).

ilag tasiyici sistemlerde kullanilan biyobozunur polimerler arasinda olan polilaktik
asit, en cok toksikolojik ve klinik veriye sahip alifatik poliesterdir. Bu polimer
digerlerine gore vyuksek biyolojik uyumluluk, net olarak tanimlanabilen
biyodegradasyon kinetigi, kolay islenebilirlik ve degisik formlarda hazirlanabilme
gibi ustunliklere sahip olup, 6zellikle biyolojik olarak aktif maddelerin kontrollt

saliminda kullaniimaktadir.

Kitosan ise hicre hedefleme calismalarinda, ila¢ tasiyici sistemlerde ve diger
biyomedikal uygulamalarda biyobozunur ve kimyasal modifikasyona yatkin olmasi
gibi Ozellikleriyle tercih edilen polimerik bir malzemedir. Kitosanin sudaki sinirli
¢6zunurligu kimyasal modifikasyon ile giderilebilen bir problemdir (Jayakumar ve
ark., 2007). Bu modifikasyonlar ¢ozunurlik, antimikrobiyal aktivite ve diger
maddelerle etkilesim Ozelliklerini degistirmek amaciyla gergeklestiriimektedir.
(Singh ve ark., 2008). Ornegin karboksimetilleme ydntemi ile gergeklestirilen
modifikasyonlarda karboksimetil kitin ve kitosanin, N-asetil glukozamin iceren
orijinal yapilari biyouyumluluk, hidrofilisite, biyobozunurluk ve farkli formlar
alabilme o6zelliklerini arttirmaktadir (Muzzarelli, 1988). Farkli birgok spesifik
molekul, sahip olduklari amino, karboksil, primer ve sekonder hidroksil gruplari
sayesinde, karboksimetillenmis tlrevlerin nanopartikillerine baglanabilmektedir
(Sun, 2006). Bu malzemeler ila¢ tasinimi dahil olmak tzere cgesitli biyomedikal

uygulamalarda kullaniimak Uzere sentezlenmektedir (Shi ve ark., 2005).

Bu calismanin amaci, oncelikle biyobozunur polimerler olan polilaktik asit ve
karboksimetil kitosanin sentezlenmesi ve uygun yontemlerle karakterize edilerek

biyouyumlulugu yuksek ve ylzeyinde fonksiyonel gruplar bulunduran, uygun



boyutlarda nanopartikillerin hazirlanmasidir. Ayrica gunumuzde antioksidan ve
anti-kanser ajan olarak kanser tedavisinde henlz caligmalari devam eden
Kuersetin, model etken madde olarak secilmis ve nanotasiyicilarin

hazirlanmasinda kullaniimistir.

Hazirlanan nanopartikillerin yizeyi kanserli hlcrelere hedeflemede kullaniimak
Uzere, Uzerinde yogun calismalar yapilan ve FDA onayi almis insan kaynakl bir
monoklonal antikor olan Bevacizumab ile modifiye edilmistir. Karakterizasyon
asamasinda nanotasiyicilarin morfolojik 6zellikleri SEM, AFM gibi yontemlerle,
fizikokimyasal 6zellikleri ise FTIR kullanilarak degerlendirilmistir. Homojenizasyon
suresinin, hizinin ve stabilize edici ajan miktarinin partikil boyutu Gzerine etkisi
zeta boyut analizi ile incelenmistir. Daha sonra bu nanotasiyicilar Kuersetin iceren
ve Bevacizumab ile modifiye edilmis formlari hazirlanarak karakterize edilmigtir.
Calismanin bu asamasinda nanopartiklllere ligand baglanma verimliligi ve in vitro
ilac salim profilleri elde edilmigtir. Son basamakta ligand ve ilacin aktivitelerini
belirlemek amaciyla hedefleme ve sitotoksisite g¢alismalarn yapilarak

nanopartikiller, in vivo ¢alismalara hazir hale getiriimeye galisiimigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser ve Nanoteknoloji

Kanser gunumuzde 6lum nedenlerinin ilk siralarinda yer almakla beraber, son elli
yilda bildirilen raporlara gore hastaligin ortaya ¢ikma sayisi ve sebep oldugu 6lim
orani her gegen gun artmaktadir (Stewart ve ark., 2003). Bu sebeple klinisyenlerin
ve arastirmacilarin ¢ogu tarafindan kanser teshis ve tedavisi Uzerine yapilan

calismalar yogunlastiriimistir.

Kanser tedavisinde geleneksel olarak bircok tedavi yontemi (kemoterapi,
radyoterapi, immunoterapi, cerrahi yontemler vs.) uygulanmaktadir (Jain ve ark.,
2001). Fakat bu yontemlerde kullanilan ilaglarin sadlikli doku ve organlar Gzerine
yan etkiler gosterdikleri ve risk potansiyeli tagidiklari da bilinmektedir (Parmiani ve
ark., 2002). Varolan sitotoksisite riskini ortadan kaldirmak amaciyla genetik,
immunolojik yada manyetik yonlendirmelerle gergeklestirilen hedefleme
calismalari benzeri yeni stratejiler gelistiriimektedir (Guowei ve ark., 2007). Ayni
zamanda kullanilan yontemler teragnoz olarak adlandirilan, hastaligin teshis ve
tedavisinin ayni anda gerceklestiriimesini saglayan uygulamalari da beraberinde
getirmektedir (Bentzen ve ark., 2007). Ote yandan son yillarda nanoteknoloji ve
nanoteknolojinin saglik bilimlerindeki yansimasini olugturan nanotip uygulamalari
sayesinde kanser teshis ve tedavisinde yeni ufuklar agilmaktadir. Calismanin
bundan sonraki bolimlerinde; kanser, kanser teshis ve tedavisinde uygulanan
geleneksel yontemler, nanoteknolojinin kanser teshis ve tedavisine kazandirdigi

yenilikler alt basgliklar halinde agiklanmaktadir.

2.2. Kanser

Kanser, duzensiz buyuyen ve viucudun bagka bolumlerine dagilan hucrelerle
tanimlanmaktadir (Corner, 2001; Yarbro, Frogge and Goodman, 2005). Hucre,
canl sistemlerin tim yasam 6zelliklerini tagiyan ve uygun kosullarda yasamini tek
basina sirdirme yetenegine sahip temel yapi ve islem birimidir. Okaryotik
hicreler mitoz ve mayoz adi altinda iki farkli bolinme tipi ile ¢ogalma o6zelligi
gosterirler. Mitoz bolinme kromozom sayisi ana hucre ile ayni olan iki hucre
olusumuna vyol acgar. Daha kesin bir ifade ile hicre doéngusinin kalitsal

bilesenlerinin tam ve esit olarak, yavru hucreye bolundugu kismidir. Birgok hucre



bolinme ve bolinmeme arasinda surekli bir ardisgik ozellik gostermektedir. Bir
bolinmenin tamamlanmasindan bir sonraki bolunmeye kadar gegen olaylar hicre

dongusunu olusturur ve interfaz olarak adlandirilir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Hucre donglsu ve suresi

Hucre dongusltinde deoksiribonukleik asit (DNA) sentezinin oldugu S evresi, bu
evrenin oncesinde ve sonrasinda DNA sentezinin olmadigi, fakat yogun
biyokimyasal olaylarin gergeklestigi, sirasiyla G1 (gap 1) ve G2 (gap 2) evreleri
gozlenmektedir. G1 evresinin dnemi buyuktur. Cunkd G1’in ge¢ bir noktasinda,
batin hucreler iki yoldan birini izler. Hucreler ya donguden gikarak GO’daki bir
dinlenme evresine girer ya da DNA sentezini baslatarak dénguyu tamamlar. GO’a
giren hucreler canli ve metabolik olarak aktif kalirlar fakat gogalamazlar. Kanser
hicreleri, belirgin bir sekilde G0’a girmekten kacinirlar ve bu evreyi ¢ok hizli bir

sekilde gegerler.

Hucre dongusu sirasinda Ug¢ 6nemli kontrol noktasi saptanmistir (Sekil 2.2). Bu
noktalar, hucrenin bir sonraki donguye girmesinden 6nce kontrol edilip izlendigi
noktalardir. Bu genlerin birgogunun driinu cdc kinazlar adi verilen enzimlerdir. S6z
konusu enzimler, diger proteinlere fosfat ekler. Cdc kinazlar, ana Kkontrol
molekaulleri olarak gorev alirlar ve siklin adi verilen proteinlerle birlikte galisirlar. Bu
kinazlar siklinleri fosforile ederek bunlarin hdcre dongusunin kontrol

noktalarindaki aktivitelerini etkiler. Hlcre dongusundeki ¢ kontrol noktasindan



birincisi G1/S kontrol noktasi olup, bir énceki mitozu izleyen dénemde hicrenin
eristigi boyutu ve DNA'nin hasar gorup gormedigini kontrol eder. Eger hicre uygun
bir boyuta ulagmadiysa ya da DNA’si hasar gormusse, bu kosullar duzeltilene
kadar déngunun ilerleyisi durdurulur. Eger baslangicta her iki durum normal ise

kontrol noktasi asilir ve hiicre dongulnun S evresine geger.
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Sekil 2.2. Ug ana kontrol noktasi

ikinci ®énemli kontrol noktasi ise G2/M kontrol noktasi olup, burada mitoza
girmeden oOnce hicrenin fizyolojik kosullar tekrar gézden gegirilir. Eger DNA
replikasyonu ya da herhangi bir DNA hasarinin onarimi tamamlanmamigsa, bu
olaylar tamamlanana kadar hucre dongusu durdurulur. Son kontrol noktasi ise
mitoz iginde yer alan M kontrol noktasidir. Burada hem ig iplikleri sisteminin
basarili bir sekilde olusup olusmadigi, hem de sentromerlerle bir araya gelmis
kinetokorlara ig ipliklerinin tutunup tutunmadigi kontrol edilir. Eger uygun degilse,

mitoz durdurulur.

Hucre dongusu esnasinda kansere neden olan problem ise hicrede hasar tespit
edilmesine ragmen kontrol noktalarinda mitozun durdurulmayisidir. Bdylece

kanserlesmis hucreyi tanimlayan kontrolsiz bolinmeler dizisi baglayabilir.

Ornegin timér baskilayici gen olan p53 geni G1/M kontrol noktasinda
programlanmig htcre 6luminin gergeklestirildigi genetik islem olan apoptozun
duzenlenmesinde gorevlidir. Eger p53 geni mutasyona ugramig ve anormal
fonksiyonlu p53 geni urunu olugsmus ise, hasar gormus hucre kontrol noktasini
gecerek kontrolsiiz bir bicimde ¢ogalmaya devam eder. insan kanserlerinin biyuk
béliminde p53 geninin mutant oldugu goérulmustar. Bunlar arasinda kalin

bagirsak, gogus, akciger ve idrar kesesi kanser turleri sayilabilir.



Bir baska timor baskilayici gen olarak retinoblastoma (RB) geni érnek verilebilir.
Bu genin urdnleri, hicre dongusunun G2/M kontrol noktasinda ve S evresinde

fosforile edilir, fakat dongunin GO ve G1 evrelerinde fosforile edilemez.

Yukarida da belirtildigi gibi herhangi bir sebeple ortaya g¢ikan hasara ragmen
hdcrenin kontrolsuz bolinmesi, saglikli hucrelerin gerektigi yerde ve sayida Ureme
prensibini 6ngoren kontakt inhibisyon kuralinin ihlal edilmesi anlamina gelir.
Kontrolsuz bolinen kanserli hicreler gogalarak ve biraraya gelerek kitleler (tumar)
olustururlar. Olusan tumorler dokulari sikigtirabilir, igcine sizabilir, tahrip edebilir ya
da metastaz olarak adlandirilan kan veya lenf dolagsimi araciligiyla vicudun farkli

bolgelerine ulagabilirler.

Yillar boyunca kanser gelisiminin, saglikli hicrelerin asi hucrelere donusmesine
neden olan genetik degisimleri yansittigi ve ¢cok asamali bir sire¢ oldugu 6ne
surtlmastir. Hanahan ve Weinberg (2000) bir incelemelerinde bu degisimleri
hicrenin fizyolojisini kolektif sekilde habis gelisime slrlkleyen alti degdisiklik olarak

Ozetlemektedirler. Bu degisiklikler agagidaki gibidir:

Gelisme sinyallerinde kendi kendine yeterlilik: Saglikli hicreler ¢ogalmak icin
gelisme sinyallerine ihtiya¢ duymaktadirlar. Birgok kanser hicresi kendi gelisme
sinyallerini Uretme kabiliyeti kazanirlar, yani gelisme faktorlerini sentezleyebilirler
ve ayrica bunlara tepki verebilirler. Hucreler, buyudk bir organizmanin pargasi
olarak hareket etmek yerine badimsiz birer eleman olarak hareket etmeye
baslarlar. Bunun bir érnegi glioblastomanin PDGF Uretebilme yetenedine sahip

olmasidir (Hermanson et al., 1988).

Inhibitér (Anti-yayilma) isaretlerine karsi tepkisizlik: Hucreler kendi dig gevrelerini
kontrol ederek, codalma veya ¢ogalmama karari vermektedir. Birgok anti-cogalma
sinyali Rb proteini araciligiyla ¢alisir. Dolayisiyla, eder bu protein zarar gorurse
hicre dongusunun kontroli kaybedilir ve hucreler c¢ogalir. Bu durum
retinoblastoma kanserinde gorulmektedir. Cocuklugun erken donemlerinde Rb
geninin yok olmasi veya mutasyona ugramasi sonucunda bir gézde veya her iki

g6zde birden timor gelisebilmektedir.

Apoptozdan kaginma: Gegtigimiz on yilda vyapilan arastirmalar apoptotik

programin vucuttaki hemen her hucrede gizli gekilde mevcut oldugunu



goOstermistir. Ona direng gdstermenin, ¢godu ve belki tim kanserlerin karakteristik
Ozelligi oldugu gorulmektedir. Apoptozdan kaginmanin bir yolu, DNA’nin ugradigi
hasari algilayan bir duzenleyici olarak hareket eden p53'Un kaybi veya

mutasyonudur.

Sinirsiz ¢ogalma potansiyeli: Kultir hdcrelerinde yapilan arastirmalar saghkh
hacrelerin yalnizca 60-70 kez gogalabileceg@ini ve bundan sonra gelismeyi birakip
Oleceklerini 6ngormektedir. Kanser hicreleri ise, gogunlukla telomeraz adi verilen
bir enzime bagll olarak, sinirsiz ¢ogalma kapasitesi kazanmiglardir. Her
kromozomun sonunda telomer adi verilen ve birkag bin baz ¢ifti tekrarindan olusan
bir bolge bulunur. Her saglikli hicre ¢ogalmasi sirasinda telomerler, kromozomal
DNA'y1 koruyamayacak kadar kisalir ve bunu takiben hucre olur. Ancak, eger
telomeraz up-regule edilirse, telomerler kritik bir uzunlugun Gzerinde muhafaza

edilerek hucreler 6limsuz hale gelebilmektedir.

Strekli anjiyogenez: Anjiyogenez yeni kan damarlarinin olusturulmasidir. Bu
islemin suarekliligi tumor kitlesinde yer alan hucrelere besin ve oksijen saglanmasi
acisindan 6nemlidir. Goérunen odur ki, tumorler anjiyogenez indukleyicilerinin ve
inhibitorlerinin dengesini, gen ifadelerini degistirerek etkileyebilmektedirler. VEGF
(Vaskuler Endotelyal Buylume Faktorl) ekspresyonunun artiriimasi (Hanahan and

Folkman, 1996) ve sonucunda anjiyogenezin surekliligi ornek olarak verilebilir.

Doku invazyonu ve metastaz: Kanser olumlerinin buylk ¢ogunlugu birincil timor
kitlesinin vicudun diger bolgelerine yayilmasi sonucu olusur. Bu slreg, hicrelerin
sitoiskeletlerini yeniden duzenleyerek diger hucrelere eklenmelerini, diger hucreler
uzerinden veya etrafindan gecmelerini saglayarak baslar. Bir engelle
kargilastiklarinda, 6rnegin bazal lamina, kanser hucreleri engeli pargalamak igin
enzimler salgilarlar. Bu enzimlerin iginde ‘molekller makaslar’ olarak hareket eden
ve kanser hucrelerinin  gegisini engelleyen proteinleri kesen matrix
metalloproteinleri bulunur. Bazal laminayl gectikten sonra hucreler kan
damarlarinin igine girebilir ve vlcutta yerlesip ¢ogalmalarina uygun bir alan bulana
kadar dolasabilirler. Metastaza yol acan ve sik¢a karsilagilan bir degisim de
hlcrelerin birbiriyle iletigsimini saglayan bir molekul olan E-cadherin ile ilgilidir. Bu
molekulin hucreler arasinda cifttesmesi anti-blyume igaretlerinin iletiimesine

neden olmaktadir. Bu da invazyon ve metastazi bastirici bir etki yapmaktadir.



Epitelyal kanserlerin ¢ogunda gen mutasyonuna bagh olarak E-cadherin’in

fonksiyonunu yitirdigi bilinmektedir.

2.3. Kanser tedavisi

Kanser tedavisinde ginumuze kadar yaygin olarak kullanilan geleneksel tedavi
yontemleri; kemoterapi, radyoterapi, immunoterapi, hormon tedavisi ve cerrahi
girisimlerdir. S6z konusu uygulamalardan 6zellikle cerrahi girisimler kanserli organ
ve dokunun tedavisinde son derece belirgin ve erken donemlerde teghis edilmis
olan vakalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Diger uygulamalardan bazilari ile

ilgili ayrintilar izleyen alt bélimlerde sunulmustur.

2.3.1. Kemoterapi

“‘Kemoterapi” terimi kanser hucrelerinin geligsimini durdurmak veya yavaslatmak
icin ila¢ kullaniimasi anlamina gelmektedir. Cogu kanser ilaci DNA’'ya zarar verir
veya apoptozu saglayan kromozomal replikasyonu engeller. Yakin zamanda hucre
gelisiminde izlenen yollari engelleyen ilaclar gelistiriimistir. Sert kitle timorler igin
kemoterapi uygulamalari ilk olarak 1940’larda lenfoma tedavisinde hardal gazi
kullanilmasiyla baslamistir. Gegcen 60 yil icinde bir tumoérin dogal gelisimini
etkileyen yeni sitotoksik ilaglar gelistirilmistir. lyilesme olasiligi lenfoma ve germ
hlcre tumorleri gibi az sayidaki hastaliklarda ileri evrelerde dahi mevcuttur. Birgok
kemoterapi ajani, bakteri ve bitkilerden ¢ikarilan dogal bilesiklerdir. Ornegin vinca
alkaloids vinblastine ve vincristine Cezayir meneksesinden, paclitaxel pasifik
porsuk agacinin kabugundan elde edilmektedir. Diger ilaglar sitotoksik etkileri
sebebiyle &6zel olarak gelistirilen kimyasallardir. Ornegin cisplatin  platin
elektrotlarin olusturdugu bir elektrik alanina maruz kalan bakterilerin bolinmeyi

biraktiginin gézlenmesinden sonra geligtiriimigstir.

Palyatif tedavi: Kemoterapi goren hastalarin ¢ogu ileri metastatik asamadadir. Bu
hastalarda kemoterapiye karsi mevcut veya gelismekte olan direng ylzinden,
kemoterapi kanseri tamamen yok edemez. Palyatif kemoterapi genellikle
semptomlarda ve hayat kalitesinde onemli dlgide diuzelme saglar. Bazi kanser
turlerinde kurtulma sansini arttirir. Palyatif kemoterapi Uzerine klinik denemelerde
tedaviye yanit verme hizinin artiriimasi ve toksisite 6nemli dlgide yukseltiimeden

genel kurtulma sansinin artiriimasi tzerine odaklantilir.



Kuratif tedavi: Bazi kanser turleri sitotoksik kemoterapiye kargi asiri derecede
hassastir. Testis esasli tumorler, lenfoma, akut I6semi ve bir¢ok pediyatrik
malignanliklar kemoterapiye o kadar iyi yanit verir ki, hastaligin c¢ok ilerledigi
durumlarda bile iyilestirici olabilir. Kemoterapi iyilestirme amaciyla yapilmiyorsa
kisa vadeli toksisite daha kabul edilebilir bir yontem olarak gorulir ve bu nedenle
bu tedavilerin gogu asiri derecede toksiktir (Ornegin ylksek doz kemoterapi).
Gunumuzde serbest klinik denemeler sonugtan o6din vermeden toksisiteyi

azaltmay1 amaglamaktadirlar.

Adjuvant tedavi: Birgcok hasta ameliyat veya primer radyoterapiden sonra
hastaliklarindan kurtulabilmektedirler. Ancak, diger hastalarin durumunda gerileme
gorulmekte ve teshis sirasinda tespit edilemeyen mikro metastatik hastalik
nedeniyle hayatlarini kaybetmektedirler. Kemoterapi mikro metastazi éldirmek igin
primer terapiye yardimci olmaktadir. Adjuvant kemoterapi goégus kanserinin

tedavisinde rutin olarak kullaniimaktadir.

Neoadjuvant tedavi: Bazi klinik senaryolarda kemoterapi ameliyat veya
radyoterapiden 6nce uygulanmalidir. Bu neoadjuvant terapinin amaci geleneksel
goéruntileme cihazlarinda goérilemeyen mikrometastazi tedavi etmektir. Ayrica
tumoran ebatinin klgulmesini saglayarak ameliyat edilebilir hale getirebilir veya
daha az radikal olan yontemlerin uygulanmasina olanak saglayabilir. Neoadjuvant
kemoterapinin kullanildidi durumlara 6rnek olarak gogus kanserinde kadinlarin
mastektomi yerine genis lokal eksizyon yaptirmasina olanak vermesi gosterilebilir.
Ayrica yemek borusu kanserlerinde ve osteosarkom tedavisinde rutin olarak

kullaniimaktadir.

Kemoterapi ilaglarinin ¢gogu hidcre gelisim hizini distirmektedir. Bunu DNA ile
etkileserek (normal hicrelere oranla kanser hlcrelerinin onarmakta etkisiz oldugu
hasarlara yol acarak) veya hicre bélinmesine mudahale ederek yaparlar; bu da
hdcrenin daha fazla bolinmesini engellemekte ve genellikle apoptotik olusuma yol

acabilmektedir.

2.3.1.1. Kemoterapide Karsilasilan Olumsuzluklar

Kemoterapi almakta olan hastalarin ¢odu kolay vyorulabilen, ancak gunlik

aktivitelerinin buyuk kismini devam ettirebilen bir durumda hissetmektedir. Her kigi
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ve her tedavi birbirinden farklidir, bu nedenle herkes icin gecerli tek bir tablonun
tanimlanmasi gugtur. Fakat genel olarak gozlenen yan etkiler bulanti, kusma, sag¢
dokulmesi, kemik iligi ilgili problemler, enfeksiyon riski artigi, anemi, yorgunluk,
kanama, agiz-dis eti ve bogaz problemleri, istahsizlik, ishal ya da kabizlik olarak

siralanabilir.

Kemoterapi ile uygulanan ajanlarin, tedavi edilmesi gereken bdlgeye
ulagtirlmasindaki guglukler, tolere edilmeleri olduk¢a zor olan toksik ajanlarin
kullaniimasi, degisik yan etkiler, ilag direnci gelisimi ve gelisen timoral dokularin
heterojen dinamik biyolojik yapida oluglari gibi nedenlerle tedavideki basari verimi

oldukga dusik olmaktadir (Jang ve ark., 2003).

2.3.2. Radyoterapi

Radyoterapi, radyoaktif isinlarla tedavi anlamina gelmektedir. Radyasyon, cerrahi
mudahaleden O6nce kanserli bir timorin kugultilmesi igin, cerrahi mudahaleden
sonra geriye kalan kanser hucrelerinin buyumesinin durdurulmasi veya anti-kanser
ilaglari ile 6lumcul bir durumda olan tUmorun ortadan kaldirilmasi igin kullanilabilir.
Radyasyon 06zellikle lenf dugumleri veya ses tellerindeki habis tumarler gibi belli
lokalize kanser c¢esitlerinin tedavisinde etkilidir. Radyoterapi uygulamasina ait

sematik gosterim Sekil 2.3’te sunulmustur.

Radyasyon tedavisi, Co-60 ya da Lineer Hizlandirici gibi cihazlar aracihgiyla
vicudun disindan veya vicut bosluklari ya da doku igine radyoaktif maddelerin

yerlestiriimesi yoluyla vicudun igerisiden gergeklestirilir.
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Sekil 2.3. Radyoterapi uygulamasinin sematik gosterimi

Radyoterapide kanser hucrelerinin bolinmesini engellemek amaciyla yuksek
enerjili x 1gsinlart kullanilir. Absorbe edilen radyasyonun birimi ‘rad’ olarak
bilinmektedir ( 1 rad: 1 kg maddenin 0.01 J enerji sogurmasidir). Radyoterapi
gbren bir hasta tedavi slresine goére birka¢ yuz rad’lik radyasyona maruz kalir.
Ornegin modern bir mamografi cihazinda her x-1sini yaklasik olarak 0.1 ile 0.2 rad

arasinda bir enerji tagimaktadir.

Radyoterapi esnasinda, uygulanan bolgeye x isinlari ile belirli oranlarda ener;ji
verilmektedir. Hedef, hicrelerin genetik materyalinin molekiler yapisini bozarak,
bolinmelerini engellemektir. Radyasyonun kanserli hucrelerin yaninda saglikh
hicreleri de yok etmesine ragmen, saglikli hicreler kendilerini tamir ederek tekrar
fonksiyonel hale gelebilirler. Ameliyatlarda oldugu gibi radyoterapi de lokal bir
tedavi olmakla birlikte sadece uygulanan bolgedeki hucreleri etkilemektedir.
Radyoterapi cilt, beyin, meme, prostat ve rahim kanseri tedavilerinde etkin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica lenf ve kan kanseri tedavisinde de kullanildigdi

gorulmektedir.
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2.3.2.1. Radyoterapi Tedavisinde Karsilagilan Olumsuzluklar

Radyoterapinin amaci kanserli hiicreleri yok etmektir, fakat bu esnada tedavi alani
icinde kalan saglikli hucreler de etkilenmektedir. Bu sekilde ortaya ¢ikabilecek yan
etkiler cogu zaman hafif olmakla beraber, bazi hastalarda onemli sakincalar

yaratmaktadir.

Radyoterapi bazen kan yapici sistemin Urettigi hicreleri etkileyebilir. Erigkin bir
insanda kan hducrelerinin yapimi ozellikle kemik iligi dokusunda gerceklesir.
Dolayisiyla radyoterapi alani dahilindeki kemik dokusu hacmi arttikga (omurga,
kalca kemigi gibi) kanla ilgili yan etki riski de artmaktadir. Ayrica kemoterapi ile
birlikte giden ya da kemoterapiden hemen sonra baslayan radyoterapide kan ile

ilgili yan etkiler daha sik gorulmektedir.

Radyasyon tedavisinin uygulandigi her bdlgede cilde ait birtakim yan etkiler
gelisebilir. Bu yan etki riski, uygulanmasi planlanan toplam doz yukseldikge
artmaktadir. Yan etkiler daha ¢ok 5-6 hafta suren uzun sureli tedavilerde ve
tedavinin ileri donemlerinde gorulmektedir. Koltuk alti, boyun gibi cilt dokusunun
ince oldugu bolgelerde, anus bdlgesi, agiz i¢i gibi mukoza dokularinda bu tip yan
etki riski daha fazladir. Cilde ait yan etkiler, Gzerine basmakla solan glines yanigi

benzeri hafif kizarikliklarla baglayip ve sulu, agik yaralara kadar gidebilmektedir.

Radyoterapi sonrasinda hastada, uygulanan bdlgeye yakinligina goére yutma
zorlugu, bulanti, kusma igtahsizlik, ishal, oksuruk gibi gegici; bazen de uygulama
dozuna gore nefes darhgr ve akciger vyetmezligi gibi kalici hasarlar

olusabilmektedir.

2.3.3. immiinoterapi

Vucuttaki immuan sistem, ‘yabanci’ olarak adlandirilan maddelere kargi denetleyici
bir sistem olarak hareket etmektedir. Ornegin bir organ bagisgisindan nakledilen

organin varligina verilen immun yanit, bu organin reddedilmesi seklinde olabilir.

Kanser hacreleri de yabanci olarak kabul edilmektedirler. Uzun suredir
arastirmacilar kanser hucrelerine karsi dogal immun reaksiyonu arttirmaya
calismaktadir. Bu yontem tedavi amagli kullanildiginda, bu teknige immunoterapi

adi verilmektedir.
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Beyaz kan hucreleri (I6kosit) tarafindan normal olarak Uretilen ve lenfokinler olarak
bilinen biyolojik agidan aktif maddelerin kullanimi immunoterapiye dahildir. En iyi
kanitlanmis olan immunoterapi aktif maddesi, viral bir enfeksiyona cevap olarak

vucut tarafindan Uretilen interferonlardir.

Arastirmacilar yakin zamanda interferon alfa denilen bir interferon ¢egidi ile birkag
cesit kanserin kontrol altina alinmasinda basari elde etmislerdir (Tagliaferri ve ark,
2005). Ozellikle interferon, nadir gdriilen ve sagakh hiicreli ldsemi olarak bilinen
kanser rahatsizligi olan kigilerde dikkate deger gelismeleri ortaya ¢ikarmigtir. Bu,
ayni zamanda belli tipte lenf dokusu kanserleri karsisinda sinirli yararlari da ortaya

cikarmaktadir.

2.3.3.1. immunoterapi Tedavisinde Karsilagilan Olumsuzluklar

immiinoterapi sonrasi enjeksiyon yerinde, birtakim kizariklik ve sismeler
gozlemlenebilmektedir. Daha az gorulmekle birlikte, hiriltih solunum, burun ve
bogazda kasinti, burun tikanikligi ile/lya da burun akintisi, oksuruk, deride
kizariklik ve kasinti, nefes darligi, gdéguste sikisma duygusu, dudaklarda ve goz
kapaklarinda sisme ve yutkunma zorlugu gibi yan etkiler de bildirilmigtir (Parmiani
ve ark., 2005).

2.4. Kanser Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklagimlar

Yukarida so6zu edilen ve gunumuzde kanser tedavisi amaciyla Klinik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilan geleneksel tedavi ydntemlerinde
karsilasilan olumsuzluklarin giderilebilmesi ve ilaglarin hedefli olarak gerekli
bolgeye, gerekli oldugu kadar iletilebilmesi igin spesifik olarak tasarlanmig yeni
nesil ilag tasiyici sistemlerin gelistirimesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sekilde hem
tedavi etkinligini arttirmak hem de anti kanser ajanlarin sistemik toksisitesini
azaltmak mumkun olabilecektir. Bu nedenle s6z konusu sistemlerin hizla
geligtirilebilmesi, kanser hastalarinin yasamlarini surdurebilmeleri agisindan buyuk

onem tagimaktadir (Vasir ve Labhasetwar, 2005).

Taslyicilarin hem goéruntuleme hem de tedavi amagh kullanimini saglayan hedefli

etken madde tasinim stratejisi Sekil 2.4.’te 6zetlenmisgtir.
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Sekil 2.4. Kanser tedavisinde nanotasiyici etki mekanizmasi

Sekil 2.4.’de goruldagu gibi tasiyicilar tumoéral dokuya ulasan kan damarlari
yoluyla, hedeflenen bdlgeye yuzeylerinde bulunan tumore 6zgu fonksiyonel
Ozelliklere sahip ligandlar sayesinde tasinir. Hedeflenen bodlgeye ya da dokuya
ulasildiginda tasiyiciya yuklenen etken madde (6rnegin; antineoplastik ajan veya
diger biyomolekiller) kanser hicreleri tarafindan endositoz yoluyla alinir ve etken
madde etkinlik gostererek tedavi gergeklestirilir. Bir diger alternatif tedavi yontemi
ise, manyetik nanotasliyicilarla hedeflenen etken maddenin, tumor dokusuna
ulastiktan sonra (ki bu ulasim MRI sistemiyle kolaylikla teyid edilebilmektedir),
canli sisteme bir dis manyetik alan uygulanmasidir. Bu sayede, manyetik
nanotagiyicilar igerisinde yer alan birimlerin molekuler hareketi sonucu 1sil bir
degisim, yani lokal sicaklik artigi saglanabilmektedir. Buradaki sicaklik degisiminin
lokal olarak tumoér dokusunda 42-45°C’lik bir sicakliga ulasmasi durumunda
kanser hucrelerinin yok olmasi saglanabilir. Klinikte hipertermi tedavisi olarak
adlandirilan bu tedavi rejimi ile sadece kanser hucreleri yok edilmis, saglikli hicre

ve dokulara zarar veriimemis olacaktir.

Son yillarda kanser tedavisinde kullanilmak Uzere gelistirilen nanoteknolojik
yaklagimlar ve stratejileri; nanokureler, nanokapstuller, lipozomlar, insan kaynakl
ya da kimerik antikorlar, immunotoksinler ile anti kanser ajanlarin taginmasi

seklinde Ozetlenebilir.
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2.4.1. Nanosistemler

Yeni nesil tedavi edici uygulamalar nanoteknoloji Grlinu olan kolloidal ilag tasiyici
sistemler ya da akilli ilag tasiyici sistemlerle gergeklestirimektedir. S6z konusu
tasiyicilar genellikle uygun polimerik matrikslerden Uretilen nano Olgekli
partiktllerden olusan sistemlerdir. Bu sistemleri akilli kilan belirtilen tasiyicilarin
hazirlanmasindan sonra hedeflenecekleri timoral bdlgede yer alan uygun
reseptorleri taniyacak olan ligandlar ile donatilmis olmalaridir. Bu mantik ile
tasarlanan tasiyicilar hiucresel mekanizmayla hareket edecekleri igin 6zellikle
¢oklu ilag direnci gibi dnemli bir sorunun Ustesinden gelebilecek ve lokal tedavi
etkinligi ile saglikli hicre ve dokulara herhangi bir zarar vermeden etkinlik

gOsterebilecektir (Vasir ve ark., 2005).

Ote yandan burada soézi edilen nano tasiyicilarin uygun biyiklik ve ylizey
Ozelliklerine sahip olmasi da onlari akill kilan diger 6zellikler olacaktir. Kullanilan
nanopartikullerin her ne kadar boyutlari hicre spesifik yonlendirme ve hucre igine
alim prosedurlerinde dnemli rol oynasa da, bu islemi daha kolaylastiricak ve verimi
arttiracak bir diger 6nemli parametre de kullanilacak nanopartiklllerin yizeylerinde

elverigli fonksiyonel grup ve molekullerin barinmasidir.

Nanoparcgacik ya da diger deyigle nanopartikuller mikron olgegi altinda genellikle
biyobozunabilen cinste polimerlerden olusturulmus yapilardir. Nanopargaciklarin
siniflandiriimasinda nanokure ve nanokapsul olarak iki alt sinif sayilabilir (Sekil
2.5).

Bunlardan nanokapsul diye tabir edilen alt sinifta, ilag dis bir polimerik kabuk
tarafindan cevrelenmis olarak, 6zelliine gére yag ya da su igerisinde c¢ozelti
halinde yer alir. Nanokure olarak adlandirilan diger tipte ise, parcacik ¢ekirdekten
dis kabuga kadar ayni malzemeden olugsmustur ve ilag molekulleri bu polimerik
zincirler Uzerinde ya kovalent ya da fiziksel olarak baglanmis durumdadir
(Letchford ve Burt, 2007).
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Sekil 2.5. Nanokure ve nanokapsullerin sematik gosterimi

Nanoparcacik dizayninda kullanilacak polimer ve ilaglarin uygulama yontemi
onemli yer tutmaktadir. Tedavide ilaglarin ve tasiyici ajanlarin bozunmadan
hedeflerine ulasmalari ve yiksek verimli bir aktivite gostermeleri ancak uygun

dizayn edilmis bir sistemle mumkun olmaktadir.

Yuksek verimli bir basari elde etmek icin, uygun zaman araliklarinda ya da
uygulama basladiktan bir sure sonra, kullanilacak ila¢ molekullerinin
nanoyapilardan ortama difizyonu kontrol edilebilmelidir (Maeda, 2001). Tamorla
alandaki ilag salim hizi, nanopartikil yapisindaki polimerin molekul agirligi ve
capraz baglanma konsantrasyonu ile, ya da ila¢g molekuliunun pargaciga baglanma

sekli (kovalent ya da fiziksel adsorpsiyon) ile kontrol edilebilmektedir.

2.4.2. Lipozomlar

Lipozomlar hicre zarina benzer yapida keseciklerdir. Bas ve kuyruk gruplari
iceren fosfolipidlerden olusmus olup, bu keseciklerin i¢i ilag tasinim tedavilerinde
ilag tasiyicisi olarak kullanilabilmektedir. Bas kismi hidrofilik (suyu sever) bir
karaktere sahipken, kuyruk olarak adlandirilan kismi hidrofobik (su tarafindan
itilen) yapidadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.6. Lipozomun yapisi ve sematik gorunimu

Tumorlu dokulardaki kan damarlarinin endotelyal hlcreleri arasinda, saglikli bir
dokudaki kadar siki baglanti noktalari bulunmaz ve genellikle 400 nm’nin altindaki
lipozomal yapilar bu bosluklardan rahatlikla gegebilir. GUnimuzde Doxorubicin,
Camptothecin ve Daunorubicin gibi antikanser ilaglarinin tasinimi lipozomal

sistemlerde kullaniimaktadir (Chen ve ark ., 2008).

2.4.3. Monoklonal Antikorlar

Tumor huicrelerinde bulunan cgesitli hedef molekullere yonelik gelistiriimis olan
monoklonal antikorlar son yillarda kanser tedavisinin en etkin araclari arasina
girmistir. Yuksek duzeyde spesifite ve nispeten olumlu toksisite profilleri, bu

ajanlarin standart tedaviler icinde yer almalarini saglamistir.

2.4.3.1. Kimerik Proteinler

Kimerik proteinler, tUmor hucrelerini taniyan ve yok eden bazi kuguk sitokinler,
hormonlar ve buyume faktorleri gibi molekullerin dogal toksinlerle olusturdugu
konjugatlardir (Ben-Yehudah ve Lorberboum-Galski, 2004).
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Sekil 2.7. Kimerik antikorlarin sematik gosterimi

2.4.3.2. immiinotoksinler

Bir diger grup olan immunotoksinler, monoklonal antikorlarin bakteri veya bitki
toksinleriyle (Pseudomonas ekzotoksini veya Korinobacterium difteri toksini)
konjugat olusturulmasiyla elde edilmektedir. Bu dogal toksinler, spesifik olmayan
toksik 6zellikleri olmasina ragmen, mutasyonel eliminasyon yoluyla kendi
reseptorlerine baglanabilmektedirler. Ancak ylksek dozlarda énemli risk

potansiyeli tagirlar (Niv ve ark., 2001; Reiter, 2001).

Baglanti Bolgesi

4

+@ =

" antikor toksin immiinotoksinler

Sekil 2.8. immunotoksinlerin sematik gésterimi

2.4.3.3. Monoklonal Antikorlarin Etki Mekanizmalari

Monoklonal antikorlar, kanser hucreleri ylzeyindeki reseptorlere baglanarak

aktivasyon ya da inhibisyona neden olmaktadir. Ornegin, anti-CD 20 monoklonal
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antikoru apoptozisi indiklerken, EGF reseptoriu baglayan antikor, dogal ligandlarin

baglanmasini engelleyerek reseptor blokajina neden olmaktadir.

Monoklonal antikorun antijen baglayan boluminin diger ucunda Fc bolgesi yer
almaktadir. Cesitli mononukleer hicreler ve |okositler tasidiklari Fc reseptorleri
araciligiyla antikor ile kaplanmigs timor hlcrelerini fagosite ederek ya da olduricu
granullerini bogaltarak imha etmektedirler. 1IgG yapisinda monoklonal antikorlar
klasik kompleman kaskadini da aktive ederek inflamasyon yaniti olusturabilirler.
Sitokinler kemotaktik, opsonizasyon ve vaskuler gecirgenligi arttirarak monoklonal

antikorlarin timore gegisini kolaylastirmaktadir.

Monoklonal antikorlarin oldurtcu etkilerini 4 ana baslik altinda ele alinabilir:

Monoklonal antikor - antijen birlikteligi olugtugunda, antijenin kompleman
komponentleri aktive olur. Bu da kanser hucrelerinin opsonizasyonu ile
sonuglanir. Kompleman reseptorlerini agiga ¢ikaran fagositik hticreler timor

hlcrelerini direkt lizise ugratir.
- Antikor bagiml seluler sitotoksisite veya sitokinlerin salinimini saglarlar.

- Monoklonal antikorlar inhibitor Fc reseptorlerine baglanarak, hedef hicre

aktivasyonunu baskilamaktadirlar.

Monoklonal antikorlar direkt olarak blyime faktori reseptorlerine

baglanarak, kanser hucrelerinin dlumune neden olmaktadirlar.

2.4.3.4. Monoklonal Antikorlarin Klinik Kullanimi
2.4.3.4.1. Rituximab (MabThera)

Rituximab CD20 proteinine karsi olusturulmus kimerik bir monoklonal antikordur.
CD20 proteini B lenfositlerin yuzeyinde bulunan bir molekuldir ve preB lenfositten
B lenfosite kadarki htcrelerde bulunurken B lenfositlerden olusan plazma
hacrelerinin yuzeyinde bulunmaz. CD20 salinmaz, degistirimez ve hucre igine
alinmaz. CD20’nin kesin fonksiyonu bilinmemekle birlikte, hicre igine kalsiyum
salinimindan ve konsantrasyonunun devamliligindan sorumlu oldugu, bu sekilde
de B lenfositlerin aktivasyonunda rol oynadidi dustnitlmektedir. CD20 molekull B

lenfositlerden kaynaklanan kronik lenfoit I0semi ve lenfomalarda, kanser hucreleri
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tarafindan aciga cikarilmaktadir. Rituximab kanser hicrelerinin  ylzeyini
antikorlarla kaplamaktadir. Bu sekilde antikorla kapl hucreler NK hucrelerini
aktifler ve NK hucreleri antikor bagimli yikimi meydana getirirler. Bu yikim, antikor
badimli selller sitotoksiteye bagli olarak gelismektedir. Ayrica rituximab kanser
hicrelerinde bir takim degisikliklere neden olarak programli hucre olumine neden

olmakla birlikte, kanser hicrelerinin kemoterapiye duyarlihigini da arttirmaktadir.

Rituximab

Sekil 2.9. Rituximab aktivitesinin sematik gosterimi (Pescovitz, 2006)

Rituximab’in yan etkileri:
- Agir inflizyon reaksiyonu
- Kardiak arrest
- Tumor lizis sendromu
- Enfeksiyonlar: Hepatit B reaktivasyonu, diger viral aktivasyonlar
- Pulmoner toksisite
- Latent JC virUsu serebral aktivasyonu

- SLFE’li hastalarda 6lume neden oldugu bildirilmigtir.

Ayrica yeni CD20 monoklonal antikorlari da mevcuttur. Bunlardan ocrelizumab,
%90 insan kaynakli, ofatuzumab ise tamamen insan kaynakli CD20 monoklonal

antikorudur.
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2.4.3.4.2. Alemtuzumab (Campath — 1H)

CD52 olgun lenfositlerin yuzeyinde bulunan proteindir. Kék hicre yuzeyinde
bulunmamaktadir. Alemtuzumab, anti-CD 52 etkinlikte bir monoklonal antikor olup,
kronik lenfositik I6semideki basarisi ile kullanima girmistir. Ayrica T hucrel
lenfoma icin de endikasyon almistir. Bunlarin yani sira  bdbrek
transplantasyonlarinda da kullanimi yaygindir. Alemtuzumabin  malignensiler
disinda, otoimmun hastaliklardan multipl sklerozda da kullanilabildigi
bildiriimektedir. Hipotansiyon, ates, dokuntuler, kalp aritmilerine neden

olabilmektedir. Kalbe olan etkilerin 6lumcul olabildigi gozlenmigtir.

2.4.3.4.3. Trastuzumab (Herceptin)

Trastuzumab, insan kaynakli bir monoklonal antikor olup, her2/neu (erbB2)
reseptoru Uzerinde aktive olmaktadir. Asil kullanim alani her2/neu reseptoéru pozitif
olan meme kanserli olgulardir. her2/neu reseptori, erken meme kanseri

olgularinin %20-30’unda pozitif bulunmaktadir.

Trastuzumab’in etkinliginin ortaya c¢ikmasi ile ilgili ¢esiti mekanizmalar o6ne
surulmektedir:

- her2/neu reseptor blokaji

- Anjiogenezin inhibisyonu

- her2 reseptdr down regulasyonu

Meme kanseri hastalarinin yaklasik %30’unda asiri ekspresyonu go6zlenen
her2/neu ylzey reseptorine karsi geligtiriimis trastuzumab, reseptore
baglandiktan sonra antikora (ADCC) veya komplemana bagh (CDC) sitotoksisite
etkisinin yanisira, her2 dimerizasyonunun engellenmesi, reseptér dizeyinin
azalmasi, p27 proteininin induklenmesi ve yeni neoplastik damar olusumunun

engellenmesi gibi ¢esitli mekanizmalarla antitimor etki gostermektedir.

2.4.3.4.4. Cetuximab (Erbitux)

EGFR’nin (Endotelyal Buyume Faktdrli Reseptori) asiri ekspresyonu birgok solid
tumor tipinde sik rastlanan ve bu timodrlere oldukga agresif fenotip kazandiran bir
olusumdur. Hulcre yuzeyinde yer alan EGFR’ye yonelik monoklonal antikor

cetuximab, bas-boyun ve kolon kanserlerinde denenmis ve metastatik kolon
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kanserlerinin  tedavisinde ilaca duyarhligi arttirmasi nedeniyle kullanimi

onaylanmistir.

2.4.3.4.5. Bevacizumab (Avastin)

Tumor neoanjiyogenezisinde ¢ok onemli bir rol oynayan VEGF'ye (Vaskuiler
Endotelyal Blyume Faktorl) karsi gelistirilen bir monoklonal antikor olan
bevacizumab metastatik kolorektal kanseri icin FDA onay! almis ve birgok tUumor
tipinde caligsmalari suren bir ajandir (Culy,2005). Son yillarda yapilan benzer
calismalar bevacizumabin renal, ovaryum, akciger ve gogus gibi diger kanser

hastaliklarinda da etkin olma potansiyelini ispatlamaktadir (Ellis, 2005).

Bevacizumab anjiyogenez inhibitorlerinden olup, tumor hucrelerinde yeni damar
olusumunu engeller. Bu monoklonal antikor, timor hudcrelerinden yeni damar
olusumunu uyarmak igin salinan VEGF’ye baglanir. Becavizumab, VEGF’nin kan
damarlarinin endotel ylzeyinde bulunan reseptérine baglanmasini engeller.
VEGF reseptorlerinin aktivasyonu endotel hicrelerinin bliyimesi ve timor igin
besleyici yeni kan damarlarinin olusumuna neden olur ki, bu durum da tumor
olusumu icin temel unsurdur (Folkman, 1992). Bu buyime ve yeni damar
olusumunun engellenmesi, metaztazi engeller ve timor hicrelerinin sitotoksik

ilaclara duyarlih@ini arttirir.

2.5. Kuersetin

Flavonoidler, gunlik beslenmede yer alan meyve ve sebzelere, renk ve tat veren
bilesikler olup, flavonlar, flavonoller, flavononlar, antosiyanitler ve izoflavonlar
olmak Uzere alti ana baslik altinda toplanabilir. Kanser, kalp rahatsizliklari ve
ndrodejeneratif rahatsizliklar gibi birgok hastaiga ¢6zim getirdikleri 6ne

surulmektedir (Williams ve ark., 2004).
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Sekil 2.10.Kuersetinin kimyasal yapisi (3,3’,4’,5,7-pentahidroksiflavon).

Bir flavonoid olan kuersetin, meyve ve sebzelerde bulunmakla birlikte, gunlik
ortalama kullanimi 6 mg ile 31 mg arasindadir (Alia ve ark., 2006). Kanda glikozit
konjugati olarak bulunmasi ve yapisi sebebiyle, kuersetinin ulasabildigi yuksek
kan ve doku konsantrasyonu buylk dnem tasimaktadir. Cunkl bu 6zelligi, hicre
yanitinin artmasini saglamaktadir. Hayvan modelleriyle yapilan caligmalarda
kuersetinin gelecekte Ozellikle anti-kanser ajani olarak kullaniminin hizla artacagi
ongorilmekte (Elangovan ve ark., 1994) ve kolorektal, gogls, mide, ovaryum,
lenfoid kanser hicre hatlarinda proliferasyonu 6nleyebildigi bilinmektedir (De ve
ark.,1996; Larocca ve ark., 1996). Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalarda,
uygulanan dozla orantili olarak tumor buyumesinin baskilandigi bildiriimektedir
(Asea ve ark.,2001).

In vitro ¢alismalar kuersetinin ¢ok sayida farkli inhibisyon etkisine sahip oldugunu
g6stermektedir (Lamson ve ark., 2000). Ornegin; antioksidan aktivitesi ile hiicre
proliferasyonunda gorev alan protein kinaz C enzimi gibi sinyal proteinleri, tirozin
kinaz ve fosfoinositit 3-kinaz (PI-3 kinaz), anjiyogenesis, DNA hasari ve
apoptozisin inhibisyonu gibi koruyucu etkileri de bilinmektedir (Agullo ve
ark.,1997).

Kuersetine bagli apoptozisin, kaspazlarin aktivasyonu, mikrotibullerin bozulmasi
ve sitokrom c’nin mitokondriyal salimi, stres proteinlerinin indiklenmesinin sonucu

olarak gelistigi 6ne surulmektedir (Ong ve ark., 2004; Gupta ve ark., 2002).

Melanoma B16-BL6 hicrelerinde goérulen kuersetine bagli apoptoziste ilacin

mitokondri Uzerindeki zararli etkisi, Bcl-2 geninin ekspresyonunu azaltmasi ve



kaspaz-3 aktivitesini arttirmasi ile iligkilidir (Zhang ve ark., 2005). Hela
hacrelerindeki etkisi de sisplatine bagli apoptozis ile, kaspaz-3 aktivitesinin
indUksiyonu ve hem is1 soku proteinlerinin hem de ilaca direngli proteinlerin
inhibisyonu ile mumkuin olmaktadir (Jakubowicz-Gil ve ark., 2005). Bu yuzden
literature dayandirilarak ilacin dusuk dozda kullaniminin apoptozisi ve nekrozisi bir
Olclude azalttigi, fakat yuksek dozda hem apoptozisi hem de nekrozisi arttirdigi
sOylenebilir. Kuersetinin spesifik 0zellikleri adjuvan terapide kullanimini da
arttirmaktadir. Ornegin, Ewing timér hiicre hatti ile yapilan calismada hipertermi
uygulamasinda kullanilabilirligi ve 1s1 soku proteinlerinin ekspresyonunu
baskilayabilme 6zelligi ile éldurllen hicre sayisini arttirdigi gértlmasttr (Debes ve
ark.,2003).

Kuersetin Ozellikle epitel hlcrelerden kdken alan kanserli hlicreler olmak Uzere

bircok hucre hattinda etkinlik gostermektedir.

Cizelge 2.1. Kuersetinin etkin oldugu hicre hatlari

Hiicre hatlari Ktserse_tln Molekiiler Aktivitesi
ozaji
.. . CDC6, CDK4 and siklin D1, ekspresyonunun
Kolon kanser  hiicresi e " ot
5 uM inhibisyonu ,huicre dénglistnin bozulmasi
Kolon kanser hiicreleri 10 uM p21 onkojeni ekspresyonunun inhibisyonu
Akciger kanser hicre hatti (NCI- 10 uM DNA hasari
H209)
Osteoblast hiicreleri (MC3T3-E1) 10 uM TNF-a-bagimli sitotoksisite
insan Isemi hiicreleri(U937) 20 UM Kaspaz bagimli apoptozis induksiyonu
insan kronik miyeloid hiicreleri (K562) 25 uM Sitotoksisite
Hepatoma hiicreleri (HepG2) 25-50 uM G1 faz blokaiji
HepG2 hiicreleri 25-75 uM Kaspaz-3 ve kaspaz-ga?tlfzpresyon seviyelerinde
Kolon hicreleri (SW480) 50 uM B -Katenin/Tcf transkripsiyonel aktivitesi
Human non-small lung cancer cells 50-200 M Konsantrasyona bagli sitotoksisite
(A549)
Gastrik kanser hiicreleri 70 uM Hucre dogg”ﬁ?ﬂg; I:g:‘klgl bcl)onltjajl, Hucre
(HGC-27) H y Y
Hela hiicreleri 100 uM Hucre prollfere'lsy.or)u ve hucre déngusu
inhibisyonu
Meme kanseri hucreleri 248 UM
MDA-MB468 H Mutant p53 geninin down regulasyonu
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2.6. Polilaktik Asit

Laktik asit, asit (COOH) ve alkol (OH) fonksiyonel gruplarini birlikte iceren dogal
organik bir bilesik olup, a-hidroksi propiyonik asidin en yaygin olarak kullanilan
adidir. Suda ¢ozunebilir, zayif eksi tatta, sari renkli, kokusuz bir sividir ve non-
toksiktir. Bu nedenle yiyecek endustrisinde genis bir kullanim alani olan bir
bilesiktir.

ilk kez 1780 yilinda Carl Wilhem tarafindan bulunan ve siit asidi olarak
adlandirilan laktik asit st ve sut Urunlerinde, insan ve hayvan dokularinda
bulunmaktadir (William A. Smeaton, 1986). Insan viicudunda, karbonhidrat
metabolizmasinda ya ara Uriin ya da son iirlin olarak bulunmaktadir. insanlarda,
hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda L-, D- veya bunlarin degisik

oranlardaki karigimlari gseklinde gorulmektedir.

Laktik asit polimerleri  genellikle poliesterler, poli (a- hidroksi asitler) veya
poliglaktonlar olarak siniflandirilirlar ve genellikle polilaktik asit (PLA) seklinde
isimlendirilirler. YUksek molekul agirlikli laktik asit polimerleri polilaktat olarak da
adlandirihrlar, ¢unkd bunlar genellikle laktik asidin siklik diesterlerinden,

laktatlardan sentezlenmektedirler.

Laktik asidin bimolekuler siklik esterleri IUPAC tarafindan dilaktat olarak
adlandirmaktadir. Heterosiklik bir bilesik olan bu yapi 3,6- dimetil-1,4-dioksan- 2,5-
dion seklinde gosterilebilmesine karsin genellikle laktat olarak belirtiimektedir.
Yapidaki asimetrik karbon atomunun konfigirasyonuna gore laktatlar L-, D- ve

mezo seklinde adlar almaktadir. Sekil 2.10°da laktat izomerleri verilmigtir.

0 0
H o —g H MG O
HaC™ C:jioic<o43 H C:co:c<H Hac™ C\c:o/c<H

L-Laktat D-Laktat Mezo Lakt at

%50 %50

Rasemik karisim

Sekil 2.11. Laktat stereoizomerleri



Bu siklik dimerler genellikle iki kademeli kesikli bir yéntemle Uretilir. ilk basamakta
monomerden polikondenzasyon ile oligomerler elde edilir. ikinci basamakta ise bu
oligomer katalizor varliginda indirgenmis basing altinda isitilarak dimer elde edilir.
Yuksek molekdl agirlikh polimerler bu dimerlerin katalizor varliginda halka agilmasi

yontemi ile polimerlestiriimesinden elde edilir.

L-laktat dogal olarak bulunan izomerdir. DL-laktat ise, D-laktat ile L-laktat’in
karisimindan sentetik olarak elde edilir. L-laktat'in homopolimeri (LPLA) yari
kristalin bir polimerdir. Bu tip materyaller ylUksek gerilme direncine ve uzamaya
sahiptir. Bu 6zellikleri 6zellikle ortopedik uygulamalar ve ameliyat ipligi yapimi igin
cok o6nemlidir. Poli (DL-laktat) (DLPLA) laktik asit izomer formlarinin rastgele
dagihimindan dolayr amorf bir polimerdir. Bu materyal dusuk geriime direncine,
yuksek uzamaya ve daha hizli degradasyon zamanina sahiptir. Bu 6zelliklerde bu
materyalin ila¢c salim sistemleri i¢in ¢ok cazip olmasini saglar. Polilaktik asit, %37
kristalindir ve 175-178°C erime noktasina ve 60-65°C camsi gegis sicakligina
sahiptir (Horacek and Kalisek, 1994). LPLA'nin degradasyon zamani DLPLA'nin
degradasyon zamanindan daha yavastir ve tamamen absorbsiyonu 2 yil gibi bir
zaman alir (Gogolewski et. al, 1993).Polilaktik asit polihidroksi asitler grubuna ait
laktik asitten Uretilen biyobozunur bir poliesterdir. Polistirene benzer, iyi bir estetik
saglar, fakat kati ve kirilgandir. Bu nedenle uretimi sirasinda pratik uygulamalar

icin modifikasyona ihtiya¢c duyulmaktadir.

Cizelge 2.2. Polilaktik asitin bazi 6zellikleri

izomer L —laktat D —laktat D- ve L- karigimi
Tm 95°C 95°C 120-128°C
Polimer PLLA PDLA PDLLA
Tm 180°C 180°C -
Tg 58°C 58°C 57°C
Morfoloji Yari kristalin Yari kristalin Amorf
MW (kDa) 50-756 - 21-550
Viskozite (dL/g) 0.61-8.2 - 0.25-2.01
Yogunluk (g/cm?®) 1.25 - 1.29
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PLA canli doku tarafindan absorplanabilir, biyouyumlu, non-toksik ve immunolojik
olarak inaktif ve sentetik bir polimerdir. PLA'nin biyodegradasyonu yapisina ve
molekul agirhigina baghdir. Yuksek molekul agirlikh ve kristalin formdaki PLA daha
yavas biyodegredasyona ugrar. DLPLA'nin degredasyon zamani 12 ile 16 ay

arasinda degisirken LPLA’'ninki 24 aydan fazladir.

Laktik asidin dusuk molekul agirhigina sahip homo ve kopolimerleri isitma
prosesleri ile dogrudan sentezlenebilmektedir. Dugsuk molekdl agirhikh laktik asit
polimeri, laktik asidin dogrudan poliesterifikasyonu ile sentezlenmektedir.
Filachione ve Fisher (1946) tarafindan vyapilan c¢alismalarda reaksiyon
karisimlarindan suyun uzaklastirimasinin (kaynatilarak veya aromatik bir
hidrokarbon ¢6zucunun azeotropik distilasyonu ile) a-hidroksi karboksilik asitlerin
kondenzasyonuna etki ettigi gosterilmistir. 120°C’in  altindaki reaksiyon
sicakliklarinda reaksiyon hizi asit katalizli gerceklesirken bu sicakligin Gzerinde
genellikle suyun uzaklastiriimasi hiz sinirlayici faktordir. Bu sicakliklarda katalizor
kullanilmasi pek fayda saglamamaktadir. Bu yontemle hazirlanan polimerlerin
sayica ortalama molekul agirliklari genellikle 10.000’in altindadir. Ayrica laktik
asitin basit kondenzasyonu vyalnizca dusik molekdal agirlikli - polimerler
olusturabilmektedir. Laktik asitin kondenzasyon reaksiyonu Sekil 2.11°de

gosterilmistir.

H H

nHO — C—COOH > (0—C—CO ) +(n1)Hy0

CH3 CH3

Laktik asit Polimer

Sekil 2.12. Laktik asit kondenzasyonu

Yuksek molekul agirhkh polilaktat veya laktat/glikolat kopolimeri (PLA/PGA) ise
laktat ve glikolat dimerlerinden (laktik ve glikolik asidin siklik dimerleri ) zincir
acillmasi polimerizasyonlari ile sentezlenebilmektedir (Sipos ve ark., 1991). Bu
nedenle molekul agirhgr 40.000 dzerinde olan polilaktat polimerlerinin

uretiimesinde bazi katalizorlerin kullanildigi halka acilmasi polimerizasyonlari

28



tercih edilmektedir (Gilding and Reed, 1979; Kleine, 1959). Halka acilmasi

polimerizasyonunda kalay, antimon ve ¢inko katalizor olarak kullanilir.

9 H
N e " Katalizér ‘ . ‘ .
e IR !
H3C \
o CHg CHg
Laktat PLA

Sekil 2.13. Halka agilmasi polimerizasyonu

Halka acilmasi polimerizasyon yontemi oldukga avantajli bir yontemdir. Ornegin,
sistemden suyun uzaklastiriimasi gibi bir sorun yoktur. ikinci olarak, uretilen
polimerlerin sikliklestiriimis monomer ve dogrusal formlari, saflastirmaya misaade

edecek derecede farkl fiziksel ozellikler kazandirmaktadir.

Laktatlarin halka acgilmasi polimerizasyonlarinda basglatici olarak kullanilan
maddeler genig bir spektruma sahiptir. Bunlar arasinda en yaygin kullanima sahip
olan baslaticilar metalik ve organometalik maddeler, inorganik veya organik ginko
ve kalay, tetrafeniltin, dietil ginko, kalay ve ¢inko klordr, trialkil aliminyum ve tetra

alkil kalay, kalay klorur, ginko oksit, kalay oksit, ginko oktoat ve kalay oktoattir.

Bunun yanisira laktatin daha ilimh kosullarda ve erime sicakhginin Uzerindeki
sicakliklarda, yigin polimerizasyonu sonucu daha yuksek molekul agirlikh yapilari

sentezlenmistir.
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Biyoplastik olarak 6onemi gun gegtikgce daha iyi anlasilan ve her gun yeni bir
uygulama alani bulan PLA’nin uygulamalari bagliklar halinde su sekilde

Ozetlenebilir.

Tibbi uygulamalari;

v' Ameliyat iplikleri (Sutures)

v’ Protezler

v Kontrolli salim sistemleri
Paketleme;

v Perakende posetler

v Atilabilir basliklar

v Qiseler

v Zirai uygulama filmleri
Tekstil;

v Cesitli kiyafetler

v' Cocuk bezleri

Laktik asidin ameliyat ipligi olarak kabul edilmesi pek c¢ok tibbi ve farmasdtik
uygulamalarda, yara kapatici, dental tamirler, yapi katilastirmalarinda (kemik
tabakalar, vidalar, igneler ve catlaklar), bag onariminda, damar asilari ve sinir
tamiri gibi konularda cazip hale gelmesini saglamistir. ilag tasiyici sistemlerde
kullanilan biyobozunur polimerler arasinda laktik asit polimerleri, en ¢ok
toksikolojik ve klinik veriye sahip alifatik poliesterdir. Clinkl 6zellikle yirmi yildan
daha uzun bir suredir, laktik asit homo ve kopolimerleri yogun olarak biyomedikal
uygulamalar igin arastirimaktadir. Bu polimer digerlerine gore yuksek biyolojik
uyumluluk, net olarak tanimlanabilen biyodegradasyon kinetigi, kolay islenebilirlik
ve degisik formlarda hazirlanabilme gibi Ustlnltklere sahip olup, 6zellikle biyolojik

aktif maddelerin kontrolli saliminda kullaniimaktadir.

2.7. Kitosan

Kitosan, 6zellikle deniz kabuklularinin yapisinda yer alan ve kitin adi verilen dogal
polimerin deasetile edilmesiyle elde edilmektedir (Sekil 2.13). Yapi itibari ile kitin,
sellloz polimerinden sonra dogada en bol bulunan ikinci dogal polimer ya da

biyopolimerdir. Bu nedenle ekonomik olarak son derece ucuz ve yenilenebilir
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kaynaklardan elde edilebilmesi nedeniyle de oldukga tercih edilen bir
biyopolimerdir. Benzer sekilde kitosan da sahip oldugu bircok benzersiz
fizikokimyasal 6zellikten dolayi, 6zellikle biyomedikal uygulamalarda son yillarda

Uzerinde ¢alisilan énemli alternatiflerden biri olmustur (Kumar ve ark., 2000).

NHCOCH3

kitin

n

kitosan

Sekil 2.14. Kitosanin kimyasal yapisi

Kitosanin biyomedikal uygulamalara uygun bir polimerik yapi! olmasini saglayan
biyolojik 6zellikler sirasiyla Cizelge 2.3.’te 6zetlenmistir (Papadimitriou ve ark.,
2008).

Cizelge 2.3. Kitosanin Biyolojik Ozellikleri

biyolojik uyumlulugunun yliksek olmasi

e biyolojik olarak bozunabilmesi

¢ antifungal ve antibakteriyel etkisinin olmasi

e yag tutucu 6zelliginden dolayi kolesterol digurtcu ajan olmasi

e hemostatik 6zellige sahip olmasi
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Bunlarin yani sira, 0zellikle hicre hedefleme calismalarinda ve diger
uygulamalarda, kimyasal modifikasyona yatkin olmasiyla da o6nem tagiyan
polimerik bir malzemedir. Sunulan ¢alismada da bu Ustlin 6zelliklerinden dolayi
polimerik matriks olarak kullaniimistir. Kitosan polimerinin genel fizikokimyasal

Ozellikleri Cizelge 2.4.’te 6zetlenmistir (Crini ve ark., 1997).

Cizelge 2.4. Kitosanin Fizikokimyasal Ozellikleri

Katyonik poliamin

e Yulksek yluk yogunlugu (pH< 6.5)

o Negatif yuklu yuzeylere yapisma 6zelligi

¢ Polianyonlarla jel olusturabilme ozelligi

e Gecis elementleriyle selat olusturabilme 6zelligi

e Kimyasal modifikasyona yatkinlik 6zelligi

e Reaktif hidroksi ve amin gruplarinin varligi

2.8. Karboksimetil Kitosan

Kitosanin sudaki sinirli ¢éztnurlagu kimyasal modifikasyon ile giderilebilen bir
problemdir (Jayakumar ve ark., 2007). Bu modifikasyonlar ¢dzinurluk,
antimikrobiyal aktivite ve diger maddelerle etkilesim Ozelliklerini degistirmek
amaclyla gerceklestirimektedir. (Singh ve ark., 2008). Ornegin, karboksimetilleme

onemli bir kimyasal modifikasyon yontemidir.

H H
H NHCOCH, M O-CH2COOH H NH-CH,COOH
HO -0 HO \T/f7n
-~ |0 HO &/D H-D ~
H OH H LH K

H O-CH,COOH

Sekil 2.15. Karboksimetil kitosan (CMCh)'in kimyasal yapisi
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Karboksimetil kitin ve kitosanin N-asetil glukozamin igeren orijinal yapilari,
biyouyumluluk, hidrofilisite, biyobozunurluk ve farkl formlar alabilme 6zelliklerini

arttirmaktadir ~ (Muzzarelli, 1988). Bu  karboksimetillenmis  tlrevlerin
nanopartikulleri, ilag tasinimi gibi c¢esitli uygulamalarda kullaniimak Gzere

sentezlenmektedir (Shi ve ark., 2005).

2.9. Hiicre Kiiltiiri

Hucre kultird, kendiliginden olusan hicre gogu, mekanik veya enzimatik
parcalanma ile bir dokudan ayrilmis olan hucrelerin Uretilmesidir. Hicre kaltlra
baglica organ kultirl, doku eksplant kualturleri ve hucre kualturt olarak uce
ayrilabilir. Organ kadlturl, organlarin belirli sirelerde viacut disinda canli
kalmalarinin saglanmasidir. Doku eksplant kualturt ise, doku pargaciklarinin
canhliklarini in-vitro ortamda yurutilmesinin saglanmasidir. Hucre Kkalttrinin
tarihcesi 180010 yillara kadar dayanir. ilk olarak 1866 yilinda in vitro doku kiltiirii
calisiimig ve amfibi kan hicrelerinin 35 gun canli kalabilmeleri saglanmistir.

2.9.1. Hiicre Kiltiiriiniin Kullanim Alanlari

GUnumuzde hucre kulturindn kullanim alanlarn hizla artmaktadir. Hemen her
alanda bu tur galismalara rastlamak mumkundur. Bunlar su sekilde 6zetlenebilir:
e Viral asilar ve viral teshis amach kullanimi
e Monoklonal antikor, interferon, enzim, asl, buyume faktoru, interldkin gibi
immunoregulatorler, hormon, dretimi
e Somatik gen tedavisi
e Timor tedavisi
e Canli hacrelerinin farkli amaglarla kullanilmasi
v’ Eritrositlerin transflizyon amagli kullanimi
v Kemik iligi nakli
v Parkinson tedavisinde beyin hicrelerinin kullaniimasi
e Kompleks U¢ boyutlu dokular, yapay deri, kikirdak, karaciger ve yapay

pankreas
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2.9.2. Hucre Kultiura Kosullan

Hucre kualtar ortami, hicre ve kaltur tipine gore degismekle birlikte, hicrelerin
hayatta kalmasi ve c¢ogalmasi igin gereksinim duyacagl sartlari eksiksiz
saglamalidir.

Kaltur ortami, osmotik olarak dengelenmis enerji kaynagi, vitaminler, ko-faktorler,
inorganik tuzlar, eser elementler, blyume faktérl, minareller ve aminoasitlerden
olusmaktadir. Kultir ortamini etkileyen diger faktorler ise sicaklik, pH, nemlilik,
gaz fazi bilesenleri, ozmolarite ve isiktir.

Hayvan huacre kultir ortaminda fizikokimyasal olarak, optimum pH 7.2-7.5,
osmolarite 280-320 mosmol/kg, CO, %2-5, sicaklik da 35-37°C olmalidir.
Bikarbonat gibi tamponlayicilar (6zellikle toz vasat kullanildiginda), glutamin, kan
serumu ve antibiyotik ortama sonradan ilave edilmektedir. Farkli hicre kulturleri
igin farkh O6zelliklerde kultiir ortamlari gerekmektedir. Ornegin, memeli hayvan
hicre kiltirinde optimum pH 7.4 iken birgok deniz canlisinda 7.2-7.8, boceklerde
6-7.7, lepidopterlerde 6.2-7.6, bazi salyangoz turlerinde 7-7.9 arasinda
degismektedir.

2.9.3. Hiicre Kiltiir Sistemleri

Hucre kultarleri, kaynaklarina ve buylume bigimlerine gore siniflandirilirlar.

2.9.3.1. Kaynaklarina Gore Hiicre Kiiltur Sistemleri

Primer kdltirler; hayvan veya bitki hicreleri izole edildikten sonra kulture edilirse
primer kultur elde edilmektedir. Bu kosullarda hicre soyu sonludur, yani
pasajlamalar sonunda hucreler yaglanarak 6lur. Bu nedenle, primer hicrelerde
belirli sayida pasajlama yapilabildiginden, deneyleri bu dénemde yapmak
gerekmektedir. Primer hucreler pasajlamalar sonunda o6limsuz olabilirler. Bu
durumda bir hticre soyu elde edilmisg olur.

Hiicre soylari; primer hicrelerde spontan mutasyonlar sonucunda kendiliginden,
kimyasal ajanlar veya virlsler eklenerek insan eliyle olusturulmakta ve timor
dokularindan alinan hucrelerden de elde edilebilmektedirler. Primer kulturlerden
farklari, kulturde yuksek yogunluga ulasabilmeleri, buyume faktorine ve seruma
daha az ihtiya¢ duymalari, ¢cogalmak igin zemine tutunma ihtiyacglarinin daha az

olmasi ve sonsuz ¢odalma yetenegine sahip olmalaridir.
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2.9.3.2. Buyume Bigimlerine Gore Hiicre Kiiltur Sistemleri

Suspanse kultirler ve yuzeye tutunarak buylyen hucreler olarak
siniflandiriimaktadir. Kan, dalak, kemik iligi kaltlrleri ve olgunlasmamis hicreler

bu sekilde Uremektedirler.

Tutunarak buyulyen hicreler ektoderm ve endoderm kdkenli hicreler (fibroblast ve
epitel hicreleri) olmak Uzere, ekstraselller matriks olarak adlandirilan ve kollojen,
laminin, proteoglikanlar gibi makromolekdllerin bir karisimi olan kompleks bir yapi
Uzerinde, bu yapidaki molekuler membran reseptorleri (integrin a1p3, a1B5, a2p3

v.s.) araciligi ile etkileserek blyumektedirler.

2.9.4. Sitotoksisite Testleri

Hucre kulturd calismalarinda, hicre sayisinin belirlenmesi esastir. Bu nedenle
hicre sayiminda birgok yontem gelistiriimigtir. Sadece canli yada sadece O0lu
hucreler spesifik enzimler, substratlar veya boyalar kullanilarak sayilmaktadir.
Tetrazolium tuzlari (MTT, INT, NBT, TNBT, v.b.) bu boyalardan biridir. Lizozomal
enzimlerden olan hexoamidinaz da hucre sayiminda kullanilan enzimlerdendir.
Metilen mavisi, kullanilan boyalardan bir digeri olup, hucrede negatif gruplara
baglanmaktadir (nukleik asit, posfataz ve bazi proteinler gibi). Bu boyalara ilaveten

jenus yesili, tripan mavisi de hicre sayiminda kullanilan boyalar igerisindedir.

2.9.4.1. MTT Testi

MTT testi biyomalzemelerin  hlcreler Uzerindeki  sitotoksik  etkilerini
g6zlemleyebilmek igin tetrazolium tuzlari kullanilarak canli hicre sayisinin tespit

edilmesini kolorimetrik yontemle saglayan htcre kiltirt ¢alismalarindan biridir.

Sekil 2.16. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromar)
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Canli  hucrelerde mitokondriyal enzimlerin dehidrogenaz aktivitesi sonucu
formazan kristalleri meydana gelmesine, bu kristallerin ¢dzinmesi ve
spektrofotometrik yontemle absorbanslarinin belirlenmesi temeline dayanmaktadir.
Olu hicrelerde mitokondriyal aktivite gézlenemeyecegi icin tetrazolium tuzlari ile

sadece canli hicreler sayilabilmektedir.

NAD(P)H formazan kristallerinin olusumunda indirgeyici olarak c¢alismakta ve
tetrazolium tuzuna elektron ve hidrojen vermektedir. Bunun sonucunda da
formazan kristalleri olusmaktadir. Calismalarda monotetrazolium tuzlarindan
MTT(3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolium bromur), farkli biyomalzemeler
ve bu malzemelerin farkli konsantrasyonlari ile muamele edilen hucrelerin

canliliklari ve malzemelerin sebep oldugu sitotoksik etkiler incelenmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasallar

Yapilan galismalar esnasinda polimer sentezi amaciyla DL-laktat (DLLA) (Purac,
Hollanda) dimeri, katalizor olarak kalay oktoat (SnOc) (Sigma, ABD) kullaniimigtir.
Karboksimetil kitosan sentezi icin dusuk molekdl agirlikh kitosan (Fluka,
Germany), nanopartikillerin modifikasyonu icin Bevacizumab (Altuzan, Roche)

temin edilmistir.

Hucre kadltir deneyleri icin, Tripsin-EDTA (Tripsin-Etilendiamin tetraasetik asit),
DMEM F-12 (“Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium”) besiyeri ve Fetal Sigir
Serumu (FCS), DMSO (Dimetilsiilfoksit ) ve EZ-DNA Biological Industries (israil)
firmasindan, Tetrazolium Tuzu (MTT) Serva (ABD) firmasindan temin edilmis ve

herhangi bir igsleme tabi tutulmadan kullaniimigtir.

3.2. PLA polimerinin sentezlenmesi

Calismada polimer sentezi amaciyla DL-laktat (DLLA) (Purac, Hollanda) dimeri ile
katalizor olarak kalay oktoat (SnOc) (Sigma, ABD) kullanilarak yigin
polimerizasyonu yontemi ile DL-laktat dimeri polimerlestirilmigtir. Kullanilan DLLA
dimeri susuz toluen igerisinde ¢dzulup yeniden kristallendirilerek saflastirilirken,
katalizor ve kullanilan tim ¢ézuiculer alindigi gibi kullaniimigtir. Polimerizasyon igin
secilen dimer/katalizor orani agirlikga 1000 olarak belirlenmigtir. Polimerizasyon
cam balon reaktor kullanilarak vakum altinda gergeklestiriimistir. Sekil 3.1.'de

PDLLA polimerizasyon reaksiyonu gortlmektedir.

0
HC L CH; O
0 .|

O—CH— O—CH—C——
O
\H/LCH3
0
DL- Laktat PDLLA

Sekil 3.1. Laktat dimerinin polimerizasyon reaksiyonu
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Polimerizasyon icin segilen DLLA dimer-katalizor oranina gore miktari hesaplanan
katalizor, polimerizasyon reaktdrine yerlestirilmistir. Katalizor susuz toliende
¢o6zinmuUs halde eklenerek, tolienin tamami oda sicakliginda vakum ile
uzaklastirimistir. Reaktére bir sire azot uygulanmasinin ardindan, agzi
kapatilarak polimerizasyon sicakligina getirilmigtir. Sonrasinda 120°C sicakliktaki
etlve alinarak reaksiyon baslatiimigtir. Katalizorin homojen bir sekilde
karismasini saglamak amaciyla reaktor ilk iki saat suresince belli araliklarla
calkalanmistir. Yaklasik 30 saatin sonunda reaksiyonun tamamlanmasiyla birlikte
reaktor etuvden cikarilmis ve oda sicakhdinda sogumaya birakilmistir. Polimer
susuz kloroformda c¢ozulerek, soguk metanolde c¢okturilmas ve vakum altinda

etlivde kurutulmustur. Elde edilen polimer +4°C’de muhafaza edilmistir.

Polimerlerin molekul agirliklari GPC (Jel Gegirgenlik Kromatografisi) (Shimadzu,
Japonya) kullanilarak tayin edilmistir. Kalibrasyon islemi dar molekul agirligi
dagihimina sahip polistiren standartlar (Merck, Almanya) kullanilarak yapilmistir.
Kolon sicakhdi ve mobil faz akis hizi sirasiyla 25°C ve 1.0 ml/dk olarak segilmistir.
Kimyasal yapinin aydinlatiimasi igin FTIR spektrofotometre (Shimadzu DR 8101,
Japonya) kullanilarak numunenin FTIR spektrumu alinmigtir. Ayrica 400 MHz ve
13°C sabit sicaklikta ¢ahistirilan NMR-spektrofotometresi (Brucker UltraShield 400,
Almanya) kullanilarak polimerin H-NMR spektrumu kaydedilmistir. Numune CDCl;
icerisinde ¢Ozunerek (4 mg/ml), dahili standart olarak tetrametilsilan kullaniimigtir.

Kimyasal kaymalar ppm cinsinden verilmigtir.
3.3. Karboksimetil Kitosan Sentezlenmesi

2.0 g dusuk molekul agirhkh kitosan (Fluka, Germany) ve 20 ml izopropil alkol, 5
dakika sire ile mekanik karnigtirici ve ultrasonik banyo (Elma, Germany)
kullanilarak karnistirlmigtir. Sentez, deney ortami sicakhdr 25°C’nin altinda
tutularak gercgeklestiriimigtir. 10 N NaOH c¢Ozeltisi karigima dort dakikalik
araliklarla, 6 esit hacimde (6 x 0,84 ml) olmak Uzere eklenmis ve 45 dakika
karistirilmistir. Bir sonraki basamakta kloroasetik asit bes dakikalik araliklarla, bes
esit hacimde (5 x 0.48 g ) olmak lizere eklenmis ve ultrasonik banyoda isitilarak
reaksiyon sicakhgr 60°C’ye yukseltilmistir. Elde edilen ¢Ozelti dort saat boyunca

karismaya birakilmistir. 1.7 ml soguk distile su karisima eklenmis ve asetik asit
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ilavesi ile karisimin pH degeri 7.0’a ayarlanmistir. Filtre kagidi yardimiyla karigim
suzulmig ve 30 ml %30’luk metanol ¢ozeltisi icinde 30 dk sure ile karigtirnlarak
yikama yapimistir. Ucuincii yikamayi takiben, sentezlenen N,O-karboksimetil
kitosan 60°C sicaklik altindaki bir gecelik inkiibasyon sonucunda kuru olarak elde
edilmigtir (Ernest R. Hayes., 1986).

3.4. PLA/CMCh Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikullerin hazirlanmasinda emulsiyon buharlagtirma yontemi kullaniimistir.
50 mg PLA, 10 ml diklorometan icerisinde c¢oziulerek % 0,5'lik PLA c¢oOzeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozelti % 2 PVA (stabilize edici ajan) ve % 0,3 karboksimetil
kitosan (CMCh) iceren sulu c¢ozeltiye ilave edilmistir. Elde edilen emdulsiyon,
homojenizator (Ultra-Turrax T10, Cin) kullanilarak 30,000 rpm’de 15 dakika oda
sicakhginda kanigtiriimistir. Daha sonra organik ¢dzicunin uzaklastiriimasi amaci
ile emulsiyona su ilave edilmis ve 18-24 saat sure ile oda sicakliginda manyetik
karigtirici kullanilarak karistirlmistir.Son basamakta ¢o6zeltinin 12000 rpm’de 30
dakika sure ile santrifijlenmesinin ardindan elde edilen nanopartikiller deiyonize

su ile yikanarak etlivde kurutulmustur (Kumar ve ark.,2004).

Homojenizator PLA-CMCh Nanopartikiiller

f“‘%i

%0.5 PLA, %,
Diklorometan

% 2 PVA,
% 0.3 Karboksimetil kitosan,
Distile Su

Manyetik Kanstirici

Sekil 3.2. PLA/CMCh nanopatrtiktllerin hazirlanma proseduru
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3.5. Nanopartiktllerin Karakterizasyonu
3.5.1. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

PLA/CMCh nanopartiktllerin - morfolojik 6zelliklerinin  belirlenmesi amaciyla
taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
sistemlerinden yararlaniimistir. Bu amagla hazirlanan PLA/CMCh nanopatrtiktllerin
standart uygulama geregi ince bir altin film tabakasiyla kaplanarak 6érneklerin SEM
goruntuleri alinmig ve ornekler gerek sekil ve geometri, gerekse buyuklik dagilimi

yoninden degerlendirilmistir.

Fotodiot

Tip (prob)

Kantilever

Piezo hareketi

Tarayici

Sekil 3.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu’nun (AFM) sematik gorunimu

1980’li yillarda gelistiriimis olan atomik kuvvet mikroskobu, (AFM) nano boyuttaki
deg@erlendirmeleri yapabilmek igin goruntiler almaya yarayan taramali ug
mikroskoplarindan biridir (Binning,1986; Hoh,1992; Kim,2001). AFM sistemi, Sekil
3.3’te goruldugu gibi esnek bir kantileverin altina yerlestirilmig ince atomik ya da
molekiiler bir tipe sahiptir. Ornek yiizeyini tip tararken, lazer 1si1§1 kantilevere
carpar, sivri u¢ Yylzeyi tarar ve yuzey ile arasindaki kuvvet oOlgulur. Yizey
Uzerindeki tipin tarama esnasinda hem hizini ve yonunl ayarlamak, hem de
iletken AFM tipiyle substrat yuzeyindeki uygun voltaji uygulamak mumkin

olmaktadir.
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Sunulan tez kapsaminda gercgeklestiriien AFM calismalarinda ise, hazirlanan
nanopartikiller dogrudan dogruya AFM oOrnek tutucu Unitesine yerlestiriimis ve
Ozellikle érneklerin boy dagilimlarinin homojenitesi yéoninden incelenebilmesi igin

AFM gorintuleri alinmustir.

3.5.2. Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Karboksimetil kitosanin polilaktik asit yapisina katildiginin gosteriimesi amaciyla
FTIR calismalari yapilmistir. Ornekler KBr ile uygun oranlarda (6rnegin; agirlikga
% 1 olacak sekilde) karistirilarak 10 tonluk pres yardimiyla incelemeye hazir
diskler haline getiriimis ve FTIR (Schimadzu, DR8101, Japonya) spektrumlari
alinmigtir. Elde edilen FTIR spektrumlari degerlendirilerek hazirlanan 6rneklerin
beklenilen kimyasal yapiya ulasip ulasmadigi incelenmistir.

3.5.3. Nanopartiktl Boyut Analizi

Sentezlenen PLA/CMCh nanopartikillerin buytkltik dagilimlarini belirlemek ve
AFM caligsmalarinda elde edilen bulgular ile karsilastirimak Uzere Zeta-Sizer
(3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullanilmistir. Zeta-Sizer, Kkolloidal
cOzeltilerde partikillerin boyutunu ve zeta-potansiyelini bulmak ig¢in kullanilan bir
cihazdir. Dinamik ve elektroforetik 1sIk saciimasi ydntemleriyle calismaktadir.
Otomatik titratoruyle pH'ya gore partikiluin boyut ve ylzey yukundeki degisimler
g6zlenebilmektedir. Cihaz 6lgum yontemi olarak Dinamik Igik sagilmasi (DLS)
kullaniimaktadir. Dinamik 1si1k sagilmasi, mikro saniyenin onda biri ile mili saniye
zaman araliginda, 6rnek ¢ozeltinin kiglk bir kismindan sacgilan is1din zamanla
degisiminin Olgulmesidir. Sentez sonrasi yikanarak santrifijlenen nanopartikiller
deionize su ile seyreltilmis ve yaklasik 3 ml hacimli 6rnek ¢ozeltisi, polistiren kiivet
icerisine konulmustur. Deneyler 6rnek ¢ozelti igerisinden lazer 1s1ginin gegirilmesi

sonucu gergeklestirilmigtir.

3.6. Kuersetin Yikli Nanopartikiillerde ilag Yiikleme ve Salimi
3.6.1. ilag Yiikleme ve Enkapsiilasyon Verimliligi

PLA/CMCh nanopartikullere ila¢ yuklenmesi amaciyla, kuersetin etanol igerisinde
1/4, 1/8, 1/12 (gr polimer/gr ilag) oranlarinda ¢6zulmus ve hazirlanan ilag

cOzeltileri PLA-diklorometan c¢ozeltilerine ilave edilerek vorteks yardimiyla
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karigtinimistir. Ardindan bolum 3.4’ te detaylari verilen prosedur uygulanarak ilag

yukld nanopartikuller elde edilmistir.

PLA-CMCh nanopartikillere yuklenen kuersetin miktarini saptamak amaciyla
partikiller 24 saat suresince metanol icerisinde bekletilerek partikil icerisine ve
yuzeyine baglanan ila¢ molekulllerinin serbest ortama gegisi saglanmistir.
Sonrasinda 20000 rpm’de ultrasantrifij  uygulanarak  nanopartikiller
¢oktlrilmustir. Elde edilen c¢ozeltiden sUpernatan kismi alinarak, gerekli
seyreltmeler yapilmig ve hazirlanan orneklerden HPLC sistemi (Dionex P680,
ABD) kullanilarak UV dedektori (Dionex UVD170U, ABD) ile 274 nm
dalgaboyunda, pH 7.2 PBS-metanol (1:2 v/v) ¢ozeltisi mobil faz secilerek 2,250
mL/dk akis hizinda C18 (5um, 120A, 4,6x150 mm) kolonu (Dionex, Acclaim 120,

ABD) kullanilarak analizler gergeklestirilmistir.

Kuersetin yUkli nanopartikillerin  hazirlanmasi asamasinda ortama eklenilen
kuersetin miktari toplam ilag (Wt), partikillerden ¢ozicu etkisiyle disari alinan
kuersetin miktari ise yuklenen ilag (Wk) miktari olarak alinmigtir. Bu analizler
esnasinda kullanilan nanopartikul miktari ise toplam nanopartikal (Wn) miktari
olarak alinmistir. ila¢ enkapsiilasyon verimliligi (EV) ve ila¢ yikleme (iY) oranlari

Esitlik 3.1 ve 3.2 ‘de verilen esitliklere gore hesaplanmigtir.

WE{

EV (%) = x 100% Esitlik 3.1
Wl

: WE{

Y (%) = 5 x 100% Esitlik 3.2

n

3.6.2. ilag Salim Galigmalari

Farkli derisimlere sahip  kuersetin ¢odzeltilerinin 274 nm dalga boyundaki

absorbanslari HPLC (Schimadzu, UV Mini 1240, Japonya) kullanilarak &lgulmus
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ve standart kalibrasyon grafigi hazirlanmigtir. Elde edilen kalibrasyon grafigi Ek 1’

de verilmistir.

Kuersetin yukli PLA-CMCh nanopatrtikullerden ilag salim ¢alismalari Bolim 3.6.2’
de verilen HPLC parametrelerine bagh kalinarak diyaliz membrani yontemiyle
gerceklestiriimistir. Bu calismada 10 mg nanopartikul 5mL PBS icerisinde homojen
olarak dagitiimig ve diyaliz membranina (MWCO= 12kD) alinarak 45 mL PBS-
metanol (1:2 v/v) ¢ozeltisi iceren ve 37°C’de 100 rpm karisim hizina sahip salim
ortamina yerlestirilmigtir. Analiz edilmek Uzere belirli zaman araliklarinda alinan
orneklerin (100uL) yerine ayni miktarda PBS-metanol ¢ozeltisi eklenerek ortam

kosullar sabit tutulmustur.

3.7. PLA/CMCh Nanopariktllerin Bevacizumab ile Modifikasyonu

Bevacizumab (Sekil 3.3) insan kaynakh bir monoklonal antikor olmakla birlikte,
ticari olarak elde edilebilir bir anjiyogenez inhibitéraddr. Tamor icin yeni kan
damarlari olusumunu uyaran bir protein olan vaskuler endoteliyel buyime faktoru
(VEGF)'ne hedefleme yoluyla baglanmakta ve inhibe etmektedir. Bu sekilde kan
damarlari formasyonu engellenerek tumorin buyumesi durdurulmaktadir.

Gunumuzde kanser tedavisinde klinik kullanimi mevcuttur (Presta ve ark., 1997)
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Sekil 3.4. Bevacizumab’in yapisi (Magdelaine-Beuzelin ve ark., 2007)

Bu calismada Bevacizumab, PLA/CMCh nanopartiktllere karboksimetil kitosanin
sahip oldugu karboksil (-COOH) grubu uUzerinden baglanmaktadir. Burada
PLA/CMCh nanopartikuller glikoenzim olarak davranmaktadir. Kovalent baglanma

nanopartikilin karboksil (-COOH) ucu ile bevacizumabin amin (-NH») terminali
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arasinda olmaktadir. Nanopartikullerin ytzeyine ligandin kovalent baglanma

mekanizmasi agagida sematik olarak verilmigtir.

0 I
N

I
H—O —c\m/

Bevacizumab PLA - CMCh Nanopartikiil

Sekil 3.5. Bevacizumab’in baglanma mekanizmasi

5 mg PLA/CMCh nanopartikil 3 defa pH 5.2 MES tamponu ile yilkanmig ve ayni
hacimde suspanse edilmigtir. Aktive edilen nanopartiktller ile 25 mg/ml EDAC 30
dakika sureyle oda sicakhginda, sabit hizda donen rotatorda (SB1 Stuart
Scientific, Fisher, UK) karistirimis ve bdylelikle yapidaki amin gruplarinin 6zgin
aktif ara formunun olugsmasi saglanmigtir. Ortamdaki fazla EDAC, nanopatrtiktillerin
3 defa pH 5.2 MES tamponu ile yikanmasi vasitasiyla uzaklastiriimistir.
Nanopartikiller ayni hacimde MES tamponu ile tekrar stiispanse hale getirilmigtir.
200 pg/ml Bevacizumab sldspansiyonu MES tamponunda hazirlanmis ve
baglanma verimini belirlemek amaciyla sonradan yapilan oOl¢gimler igin ligand
suspansiyonundan 50 pl alinarak 950 pyl MES tamponunda ¢6zulmus ve toplam
ligand miktari olarak kullanilan “baglanma oncesi 6rnek” elde edilmistir. Kalan
ligand sUspansiyonu ile aktive nanopartikiller 24 saat siureyle oda sicakliginda
sabit hizda karistirlmigtir. 24 saatin sonunda nanopartikiller santriflij edilerek
ayrilmigtir. Elde edilen supernatan , baglanmayan ligand miktarinin elde edildigi
‘baglanma sonrasi o6rnek” olarak alinmigtir. 280 nm dalga boyunda UV
spektrofotometre  kullanilarak  asagida verilen  esitlikten  yararlanilarak

hesaplanmigtir. Baglanma oOncesi 6rnek ve baglanma sonrasi ornegin farki
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alinarak, nanopartikillerin ytzeyine baglanan miktar tayin edilmis ve bu sekilde
baglanma kapasitesi belirlenmigtir.

% Baglanma = Abs “Baglanma 6ncesi érnek” - Abs “Baglanma sonrasi érnek” x 100

Abs “Baglanma 6ncesi 6rnek”

Nanopartikiller 1 kez pH 5.2 MES tamponu ile yikanarak santrifijj ile ayriimis daha
sonra devam eden reaksiyonu durdurmak amaciyla ortama fazla amin kaynagi
olarak pH’si1 8.0 olan 1 M glisin ¢Ozeltisi eklenmis ve nanopatrtikuller 30 dk sureyle
oda sicakliginda sabit hizda donen karistiricida karistiriimigtir. Karistirma sonunda
nanokureler 12000 rpm’de 30 dk santriflj kullanimiyla ¢okturtlerek pH 7.4 fosfat
tamponu ile 3 defa yikanmis ve 2 ml fosfat tamponunda stspanse edilmigtir.
Boylelikle Bevacizumab ile modifiye edilmis PLA/CMCh nanopartikiller elde
edilmigtir. Elde edilen modifiye nanotasiyicilar sonraki kullanimlar igin +4°C’'de

saklanmislardir.

3.8. In vitro PLA/CMCh Nanotasiyici — Hucre Etkilesimleri

3.8.1. Sitotoksisite testleri (MTT)

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoluim bromide; Thiazolyl blue)
testi hdcre canhliginin ve bdylelikle sitotoksisitesinin  kolorimetrik olarak
Olculebildigi bir testtir (Denizot ve Lang, 1986; Hansen ve ark., 1989).

Emdlsiyon difizyon-buharlastirma yontemi ile elde edilen PLA/CMCh
nanopartikiller icin ligand olarak bevacizumab ve antikanser ajan olarak
Kuersetin kullaniimistir. Hazirlanan nanopartikillerin aktiviteleri ise HeLa ve L929

fare fibroblast hiicreleri tGizerinde test edilmistir.

Bunun icin HeLa (Henrietta Lacks’in servikal kanser hicrelerinden olusturulmus
hicre hatti) ve L929 fare fibroblast hicreleri 96 kuyucuklu plaga ekilmig, plak bir
gece etuvde inkibe edilmistir. 150-190 nm araliginda hazirlanan nanopartikiller
1mg/ml konsantrasyona fosfat tamponu ile seyreltilerek enjektor filtresi (0,2 pm
caph) ile steril edildikten sonra hicre kultlr vasati ile farkli konsantrasyonlarda (1,
10, 25 ve 50 pg/ml ) seyreltiimigtir. 96 kuyucuklu plaklardaki vasat atilp, farkh
konsantrasyonlarda nanopartikul iceren vasat, hicrelerin tzerine 200 pl olacak
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sekilde pipetlenmis ve bir gece 37°C'de %5 CO;’li etivde inkube edilmigtir.
Sonraki basamakta plaktaki vasat atilarak, kuyucuklara 100ul taze vasat ve 13pl
(5ug/ml, fenol-red icermeyen RPMI 1640 ile seyreltimis) MTT solisyonu
pipetlenmistir. Etivde 4 saat sureyle karanlikta inktube edildikten sonra,
kuyucuklardaki vasat ve MTT solusyonu dokulmis ve kuyucuklara 200ul’lik
miktarlarda 0,04M HCI iceren saf izopropanol ilave edilmistir. 30 dakika
bekletildikten sonra plak 570 nm’de ELISA okuyucusunda okutulmustur.

Yapilan g¢alismada kullanilan, HelLa hucreleri ve fare fibroblast hicreleri (L929)
Sap Enstitust Hucre Kultart Bankasr'ndan temin edilmis ve Cizelge 3.1'de verilen
kosullarda hucre kualtur ortamlarinda gogaltiimistir.  Hucreler hicre kualtir kabi
zeminini  kapladiklarinda, 1/3 pasaj yapilarak mantar ve bakteri

kontaminasyonlarina karsi her giin mikroskobik incelemeye tabi tutulmustur.

Cizelge 3.1. HelLa ve L929 fibroblast hucrelerinin hicre kualtir ortaminda

¢ogaltiimasi.

Hucre Taru: HeLa hucreleri (Human Cervix Carcinoma) ve fare
fibroblast hicreleri (L929)

Kultir kabu: 25 cm®lik polistren flask
(ylUzeyi hiicre tutunmasina uygun)

Kultur vasati: %10 Fetal sigir serumu iceren DMEM-F12; %1 penisilin
streptomisin.

Rutin sub-kultdr: 1/3

Kultiir ozelligi: Monolayer

Toplam hacim: 5ml

pH: 7,2-7,5

Sicakhik: 37+0,5°C

inkiibasyon ortami: % 5'lik CO, etiivii
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA
4.1. PLA Sentezi ve Karakterizasyonu

Sekil 4.1.’de PDLLA’ya ait 'H-NMR spektrumu goOrulmektedir. PDLLA yapisindaki
L-laktati temsil eden H atomuna ait karakteristik pik grubu 5.1-5.3 ppm bdlgesinde
gorulmektedir. Sekil 4.2 ’'de ise PDLLA icin FT-IR spektrumu verilmigtir.

Spektrumda farkli spesifik gruplara ait pikler gdsterilmistir ve polimerizasyonu
konfirme etmektedir.

il 1 M

T T
pom 7 B

Sekil 4.1. PDLLAya ait "H-NMR spektrumu
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Sekil 4.2. PLA’ya ait FT-IR spektrumu
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Jel Gegirgenlik Kromatografisi kullanilarak, bu calismada sentezlenen PDLLA
polimerinin molekual agirhgi belirlenmigtir. PDLLA polimerinin sayica molekdl
agirhigr 40000 kDa, agirlikga molekul agirhigr 38300 kDa ve heterojenlik indeksi
(HI) 1.556 olarak bulunmustur.

4.2. CMCh Sentezi ve Karakterizasyonu

Sentezlenen karboksimetil kitosanin karakterizasyonu amaciyla, kullanilan

kitosanin ve sentezlenen karboksimetil kitosanin FT-IR spektrumlari alinmigtir.

N/

% Transmittans

4000 3600 200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300 600 4504
Dalgasayisi enr!

Sekil 4.3. (A) Karboksimetil Kitosan ve (B) Kitosana ait FT-IR spektrumlari

Kitosan ve Karboksimetil kitosana ait FT-IR spektrumlari $ekil 4.3. ‘te
gOsterilmistir.  Kitosan igin karakteristik FT-IR absorpsiyon pikleri goyle
siralanmaktadir: 3455 cm™ (O-H gerilme), 2867 cm™ (C-H gerilme), 1598cm™
(N-H egilme), 1094cm™ (C-O gerilme) (Sekil 4.3.A). Karboksimetil kitosana ait
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3460 cm™de goriilen genis band ise N-H geriime bandidir (Sekil 4.3.B). Ayrica
1418 cm’ (~COOH), 1070-1136 cm™ (-C—O)'de gdriilen absorpsiyon pikleri
karboksimetil kitosanin karakteristik pikleridir (Sekil 4.3.B). 1621cm™de ve
1413cm™te sirasiyla COO" karboksilat iyonlari karakteristik asimetrik ve simetrik
gerilme bantlari gorulmektedir. Alinan spektrumlar kitosandan karboksimetil

kitosan eldesini konfirme etmektedir (Sun ve ark., 2003).

4.3.PLA/CMCh Nanopartikullerin Karakterizasyonu
4.3.1. Kimyasal Karakterizasyon
Calismanin  bu bodluminde modifikasyonu konfirme etmek amaciyla,

nanopartikiller FT-IR ile karakterize edilerek PLA ve karboksimetil kitosandan elde

edilen karakteristik pikler nanopartikillere ait pikler ile karsilastiriimistir.
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Sekil 4.4. (A)PLA, (B) CMC ve (C)PLA/CMCh nanopartikiul FT-IR spektrumu
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Sekil 4.4.’te (A) PLA, (B) karboksimetil kitosan ve (C) PLA/CMCh nanopartikile ait
FT-IR spektrumlari verilmistir. 2950 cm™ ve 3000 cm™ deki IR absorpsiyon pikleri
(C-H) gerilimini temsil etmekteyken, 1453 cm™, 1382 cm™ ve 1360 cm ™ taki pikler
(C-H) deformasyon titresimlerine aittir. 850 cm™ araligindaki pikler, (C-O) ve (C-C)
gerilme pikleridir. 1758 cm™de gériilen pik, karbonil (C=0) gerilim titresiminden
kaynaklanmaktadir (Singh ve ark., 2002). Karboksimetil kitosan igin karakteristik
absorpsiyon pikleri Sekil 4.4.B’de gosterilmis olup piklerin detaylari bir énceki
baslik altinda verilmigtir. Karboksimetil kitosanin amin gruplarindan kaynaklanan
3460 cm™de gorilen N-H gerilme bandi PLA nanopartikiillerin karboksimetil

kitosan ile modifikasyonunu konfirme etmektedir (Sekil 4.4).

4.3.2. Morfolojik Karakterizasyon

PLA/CMCh nanopartiklllerin  morfolojik degerlendirmeleri, Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak
gerceklestirilmigstir.
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Sekil 4.5. PLA/CMCh Nanopartikillerin AFM goéruntisu
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Sekil 4.6. PLA/CMCh nanopartikullerinin farkli baytutme oranlarinda SEM
goruntuleri
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Sekil 4.5 ve 4.6'dan goéruldigu gibi kiresel morfolojiye sahip nanopartikiller
yaklasik 200 nm boyutlarindadir. Ayrica Sekil 4.6’da verilen SEM goruntuleri

partikullerin dizgun ylzeye sahip olduklarini géstermektedir.

4.4. Nanopartikiil Boyut Analizi

Emdlsiyon difuzyon yonteminin ilk basamaginda polimeri iceren organik faz,
emulsiyon olusturmak Uzere stabilize edici ajan igceren sulu faza ilave edilmekte ve
homojenizator yada sonikator araciliiyla uygulanan dis enerji ile emdilsiyon,
nanodamlaciklara pargalanmaktadir. Bu nanodamlaciklar olduk¢a ugucu solventin
buharlasmasi sonucunda nanopartikllleri olusturmaktadir. Sonu¢ olarak,
nanopartikil olusumu, solventin hizli difizyonundan kaynaklanan  polimer
damlaciklarinin buydkligundeki azalma ile mimkan olmaktadir (Budhian ve ark.,
2007). Bu yontemin basarili olmasi i¢in en dnemli basamak prosesin ilk basamagi
olan organik fazin sulu faza ilave edildigi ve homojenizasyon isleminin
gerceklestigi basamaktir. Bu esnada olusan nanodamlaciklarin boyut ve
kararhliklar, elde edilecek olan nanopartikullerin boyut ve kararhliklari agisindan
buylk 6nem tasimaktadir. Bu sebeple emulsiyon-difizyon yontemi ile nanopartikul
hazirlama prosedirinde stabilize edici ajanin konsantrasyonu, homojenizasyon
hizi, homojenizasyon  suresi, kullanilan  polimerlerin  konsantrasyonu
nanopartikullerin boyutunu ve kararliigini belirleyen en 6nemli faktorler olarak
bilinmektedir (Kwon ve ark.,2001).

Yapilan c¢alismalar kapsaminda, suUspansiyon ortaminin homojenizasyon hizi,
homojenizasyon suresi, yuzduricu konsantrasyonu ve polimer miktari, PLA/CMCh
nanopartikullerin boyutuna etki eden parametreler olarak belirlenmis olup, elde
edilen sonuglar detaylariyla alt basliklar altinda verilmektedir. Yapilan deneysel
calismalar sonucu 200-600 nm boyut araliginda PLA/CMCh nanopartikuller

hazirlanmistir.

4.4.1. Homojenizasyon Hizinin Nanopartikiil Boyutuna Etkisi

Calismanin bu boéliminde homojenizasyon hizinin partikil boyutuna etkisini
incelemek amaciyla; homojenizasyon hizi 14500-30000 rpm arasinda

degistirilmigtir. Homojenizasyon suresi, PVA  konsantrasyonu, PLA
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konsantrasyonu, PLA:CMC orani; sirasiyla 10 dakika, 0,01 gr PVA/ml sispansiyon
ortami, % 0,5 (w/v), 5:1 (w:w) olarak sabit tutulmustur.
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Sekil 4.7. Homojenizasyon hizinin nanopartikill boyutuna etkisi

Sekil 4.7°den goruldugu Uzere slspansiyon ortaminin homojenizasyon hizi 14500-
30000 rpm araliginda arttirildiginda PLA/CMCh nanopartikdllerin  boyutlarinin
azaldigi gozlenmistir. Homojenizator hizi arttinldiginda birim zamandaki yuksek
kayma dayanimi nedeniyle damlaciklarin boyutlari azalmakta, buna bagli olarak
nanopartikullerin boyutu kuglUlmektedir (Lee ve ark., 2004). Homojenizatdr hizi
14500 rpm’den 30000 rpm’e yukseltiginde nanopartikullerin boyutlari ortalama
olarak 600 nm’den 360 nm’ye dusmausgtur.

4.4.2. Homojenizasyon Siiresinin Nanopartikil Boyutuna Etkisi

Homojenizasyon slresinin partikil boyutuna etkisini incelemek amaciyla
homojenizasyon suresi 5, 10 ve 15 dakika olarak degistiriimigtir. Homojenizasyon
hizi, PVA konsantrasyonu, PLA konsantrasyonu, PLA:CMC orani sirasiyla
30000 rpm, 0,01 gr PVA/ml stspansiyon ortami, % 0,5 (w/v), 5:1 (w:w) olarak sabit

tutulmustur.
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Sekil 4.8. Homojenizasyon suresinin nanopartikil boyutuna etkisi

Nanopartikll hazirlama prosedurtinde olusan nanodamlaciklarin buyuklugine etki
eden temel prensip, dis enerji kaynaginin nanodamlaciklarin olugsumu ile
sonuglanan organik faza kayma gerilimi saglamasidir. Nanodamlaciklarin
bayUkligu kayma gerilimi buyuklugu ile ters orantiidir. Kayma gerilimini azaltan
herhangi bir parametre degisikligi, nanodamlacik bayukligund ve dolayisiyla elde
edilecek nanopartikul boyutunu da arttirmaktadir. Birim hacime uygulanan ener;ji
miktar1 arttinldiginda, kayma gerilimi direkt olarak artmakta ve bu sekilde daha
verimli damlacik pargalanmasi saglanarak, nanodamlacik buyukliginde azalma
g6zlenmektedir. Sonug¢ olarak nanodamlacik buyukligundeki bu azalma, elde
edilecek nanopartikillerin boyutlarinin kiigtilmesine neden olmaktadir (Desgouilles
ve ark., 2003; Galindo-Rodriguez ve ark., 2004, Budhian ve ark., 2007).

Sekil 4.8'den goruldugu Uzere suspansiyon ortaminin homojenizasyon suresi 5-15
dakika arahginda arttinldiginda PLA/CMCh nanopartikullerin boyutlarinin azaldigi
gozlenmistir. Homojenizasyon suresinin arttirlmasi ile birim hacime uygulanan
toplam enerji miktari arttirlmig ve boylelikle emdulsifikasyon boyunca kayma
gerilimi arttirlarak daha kiguk boyutta nanodamlacik ve buna bagl olarak daha

klguk boyutta nanopartikul elde edilmistir.
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4.4.3. Stabilize Edici Ajan Konsantrasyonunun Nanopartikiil Boyutuna Etkisi

Emulsiyon difizyon yonteminde, damlaciklarin ve diffizyon prosesinden sonra
protonanopartikullerin kararli hale getiriimesi, birlesmenin ve yigin olusumunun
Onlenmesi acgisindan énem arz etmektedir. Stabilize edici ajanlarin olusan ara
yuzeye adsorpsiyonu sistemin enerjisini dusurmekte ve partikullerin
kimelenmesini dnlemektedir (Kwon ve ark.,2001). Bu amagla tween 80, jelatin,
dextran ve PVA gibi cesitli stabilize edici ajanlar kullaniimaktadir (Lourenco ve
ark., 1996).

Stabilize edici ajan miktarinin partikil boyutuna etkisini incelemek amaciyla PVA
miktari 0,01, 0,015 ve 0,02 gr (PVA/ml suspansiyon ortami) olarak degistirilmigstir.
Homojenizasyon suresi, homojenizasyon hizi , PLA konsantrasyonu, PLA:CMC
orani sirasiyla; 15 dakika, 30000 rpm, % 0,5 (w/v), 5:1 (w:w) olarak sabit

tutulmustur.
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Sekil 4.9. PVA miktarinin nanopartikil boyutuna etkisi
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Sekil 4.9°dan goruldigu Uzere suspansiyon ortamindaki PVA miktari 0,01-0,02 gr
(PVA/ml suspansiyon ortami) araliginda arttinldiginda beklenildigi  Uzere
PLA/CMCh nanopartikullerin boyutlarinin azaldid1 gozlenmistir (Rafati ve ark.,
1997).

Sonug¢ olarak nanopartikil hazirlama prosedurinde homojenizasyon suresi,
homojenizasyon hizi, PLA konsantrasyonu, PLA:CMC orani ve stabilize edici ajan
olarak kullanilan PVA konsantrasyonu sirasiyla 15 dakika, 30000 rpm, % 0,5
(w/v), 5:1 (w:w), 0,02 gr (PVA/mI suspansiyon ortami) olarak segildiginde en

dusuk nanopartikual boyutu olan 192 nm’ye ulagilimistir.

4.5. PLA/CMCh Nanopartikiillere Bevacizumab Baglanma Verimliligi

PLA/CMCh nanopartiklllerinin secimli olarak kanser hucrelerine hedeflenmesi
amaciyla ligand olarak kullanilan Bevacizumab ile modifikasyon c¢aligmalari
yapilmistir. Bu amagla, spektrofotometrik yontem kullanilarak, Bolim 3.7.'de
aciklandigi  Uzere asagida verilen egitlikten yararlanilarak PLA/CMCh

nanopartikullere Bevacizumab baglanma verimliligi hesaplanmistir.

% Baglanma = Abs “Baglanma 6ncesi 6rnek” - Abs “Baglanma sonrasi érnek” x 100
Abs “Baglanma oncesi 6rnek”

Elde edilen bulgular neticesinde, PLA/CMCh nanotasiyicilara Bevacizumab

baglanma kapasitesi ortalama % 82 olarak saptanmistir.

4.6. Kuersetin Yiiklii Nanopartikiillerde ilag Yiikleme ve Salimi

4.6.1. llag Yiikleme ve Enkapsiilasyon Verimliligi

llag enkapstulasyon verimliligi ve ilag yikleme deneyleri 274 nm dalgaboyunda UV
dedektord  kullanilarak  Bolum  3.6.1°de  belirtilen kosullarda HPLC ile

gerceklestirilmistir. Kuersetin etken maddesinin analizlerinde gergeklegtirilen
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kalibrasyon 6l¢cumlerinde 1ug/mL - 300ug/mL derigimleri arahginda korelasyon
katsayisi degeri (R?) 0,9990 olarak belirlenmistir (Ek 1). Hesaplamalar sonucunda
elde edilen ortalama yuzdece kuersetin enkapsulasyon verimliligi ve ortalama

yuzdece ilag¢ yukleme oranlari Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Nanopartikiillerin Enkapsilasyon Verimliligi ve ila¢ Yiikleme Oranlari

10 pug Nanopartikdl Enkapstlasyon
Hazirlanirken Kullanilan Verimliligi ilag Yukleme
Formilasyon Kuersetin Miktari (ng/mL) (%EV) Orani (%IY)
A 3 15,33 4,60
B 6 18,00 10,80
C 12 19,25 23,10

4.6.2. ilag Salim Calismalari

Bu c¢alismada serbest kuersetinin, kuersetin  yuklenmis PLA-CMCh
nanopartikullerden ayrilmasi amaciyla diyaliz membrani kullaniimistir. Kuersetinin
sudaki ¢ozunurligunin c¢ok duasuk (7,7 upg/mL) olmasi sebebiyle (Lauro ve
ark.,2002) PBS ortaminda aggregasyona ugrayarak diyaliz membranindan
gecemedigi gozlenmistir. Bu nedenle ila¢g salim ortami olarak PBS-metanol (1:2
v/v) ¢ozeltisi secilmis (Li ve ark., 2009) ve ortamda bulunan kuersetinin yeterli
¢6zunurligu saglanmistir. Bolum 3.6.2°de verilen ilag salim ortami kosullarinda ve
belirtilen analiz yontemleriyle kuersetinin  PLA-CMCh nanopartikillerinden

kumulatif ilag salimlar Sekil 4.10°da verilmigtir.
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Sekil 4.10. 50 mL salim ortami igerisinde 10 mg PLA-CMCh nanopartikilden
kimulatif Kuersetin salim profili. (Formulasyonlarin detaylari Tablo 4.1’. de

verilmigtir.)

4.7. PLA/CMCh Nanotasiyici- Hiicre Etkilesimleri

Calismanin son asamasinda hazirlanan Kuersetin yukli Bevacizumab ile modifiye
edilmis PLA/CMCh nanopartikullerin HeLa hucreleri (Henrietta Lacks’in servikal
kanser hucrelerinden olusturulmus hicre hatti) ile L929 fare fibroblast hucreleri
Uzerindeki etkinliginin saptanmasi amaciyla sitotoksisite ve hedefleme galismalari

gerceklestirilmistir.

4.7 .1. Sitotoksisite Calismasi

MTT testi huacre canlihdinin tespiti icin kullanilan bir testtir. Polimerik yapilarin
sitotoksik olup olmadiklari veya sitotoksisite oranlari bu test ile saptanabilir.
Yapilan MTT testinde, plagin ilk sutunundaki sekiz kuyucuk kontrol olarak
kullanilmig ve her bir farkli konsantrasyondaki PLA/CMCh nanopartikul sekiz
tekrarli olarak calisiimistir. Kontrol plagindan alinan absorbanslarin ortalamasi

%100 kabul edilerek, test kuyucuklarindan alinan absorbanslarin ortalamalar ile
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mukayese edilmis ve nanopartikillerin toksisiteleri hesaplanmistir. Ornegin, HelLa
hacreleri ile etkilestirilen 50ug/ml konsantrasyonundaki Bevacizumab ile modifiye
edilmis kuersetin yukli PLA/CMCh nanopartikultn hucrelerle etkilestigi kuyucuktan
alinan absorbans 0,211, kontrol kuyucuklarindan alinan ise 1,21 olarak
saptanmigtir. Buna gore;

1,21 %100

0,211 X

X: %17,4 canlihk orani tespit edilmigtir.

Dolayisiyla, 50ug/ml konsantrasyonundaki Bevacizumab ile modifiye edilmis,
Kuersetin yuklo PLA/CMCh nanopartiklllerin = %82.6 oraninda sitotoksik etkiye

sahip oldugu bulunmusgtur.

Bu c¢alismada 1, 10, 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlardaki PLA/CMCh
nanopartikul, Bevacizumab, Bevacizumab ile modifiye edilmis bos PLA/CMCh
nanopartikul, Kuersetin, Kuersetin yukli PLA/CMCh nanopartikil ve Kuersetin
yukli Bevacizumab ile modifiye edilmis PLA/CMCh nanopartikillerin HeLa ve

L929 hucreleri Uzerine olan sitotoksik etkileri ayri ayri incelenmistir.

Bunun icin HelLa ve L929 hiicreleri 10x10° hiicre/ml konsantrasyonda 96
kuyucuklu farkli plaklarda 1, 10, 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlardaki PLA/CMCh
nanopartikul, Bevacizumab, Kuersetin ve Kuersetin yukli Bevacizumab ile
modifiye edilmis PLA/CMCh nanopartikullerle Bolum 3.8.1.’de anlatildigi gibi
sitotoksisite testine tabi tutulmustur. Sonuglar Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3'de

verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore Kuersetin yukli Bevacizumab ile modifiye edilmis
PLA/CMCh nanopartikullerin HeLa hucreleri Gzerinde beklenildigi gibi daha yuksek
sitotoksisiteye sahip oldugu saptanmistir. Ornegin; 25ug/ml konsantrasyondaki
Kuersetin yukli Bevacizumab ile modifiye edilmis PLA/CMCh nanopartikuller ile
etkilesen HelLa hucrelerinin %47,7’si canli iken, ayni konsantrasyonda Kuersetin
ile etkilesen hucrelerin %84.9’u, Bevacizumab ile etkilesen hucrelerin %80,2’si,

Bevacizumab ile modifiye edilmis bos PLA/CMCh nanopartikiller ile etkilesen
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hicrelerin %88,5’i, sadece PLA/CMCh nanopartikiller ile etkilesen hucrelerin

%84,5°u, sadece kuersetin yukli PLA/CMCh nanopartikuller

hicrelerin %84,1’i canli kalmigtir (Cizelge 4.2.).

ile etkilesen

Cizelge 4.2. Hazirlanan PLA/CMCh nanopartikillerin HelLa hucreleri Uzerine

sitotoksik etkisi

Hazirlanan PLA/CMCh nanopartiktllerin HeLa hucreleri Gzerine sitotoksik etkileri

Ortalama 0
lihk
Absorbans +SD foCaniil
Kontrol 1,21+0.01
1ug/ml 0,991520.01 81,98347
PLA/CMCh 10pg/ml 1,027+0,01 84,87603
Nanopartikl 25ug/mi 1,023+0,04 84,54545
50pg/mi 1,003+0,02 82,89256
1ug/ml 0,95620,06 79,00826
PLA/CMCh 10ug/mi 1,048+0,03 86,61157
Nanopartikul-
50pg/mi 0,92820,01 76,69421
1ug/ml 1,10440,01 91,23967
PLA/CMCh 10pg/ml 1,111£0,05 91,81818
Nanopartikul-
Bevacizumab 25ug/mi 1,071£0,02 88,5124
50pg/mi 1,101+0,06 90,99174
1ug/ml 0,9760,02 80,66116
PLA/CMCh
Bevacizumab- 25ug/ml 0.578+0,04 47,7686
Kuersetin
50pg/ml 0.211+0,01 17,43802
1ug/ml 0,99+0,02 81,81818
10ug/ml 0,960,01 79,33884
Bevacizumab
25ug/mi 0,970520,02 80,20661
50pg/mi 1,035+0,06 85,53719
1ug/ml 0,982+0,01 81,15702
, 10ug/ml 0,96020,01 79,33884
Kuersetin
25ug/mi 1,0275+0,04 84,91736
50pg/mi 0,922+0,03 76,19835
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Cizelge 4.3. Hazirlanan PLA/CMCh nanopartiktllerin L929 fare fibroblast hiicreleri
uzerine sitotoksik etkileri

Hazirlanan PLA/CMCh nanopartiktllerin L929 fibroblast hicreleri Uzerine
sitotoksik etkileri
Ortalama o
hik
Absorbans +SD eCanih
Kontrol 1,15 100
1Tug/mi 0,991+0.05 86,17391
PLA/CMCh 10pg/ml 1,059+0.05 92,08696
Nanopartikdl 25ug/ml 1,0245+0.06 89,08696
50ug/ml 0,998+0.02 86,78261
1ug/mi 0,901+0.04 78,34783
PLA/CMCh 10ug/ml 0,9265+0.02 80,56522
Nanopartikil-Kuersetin 25ug/mi 1,0315+0.03 89,69565
50ug/mi 0,967+0.01 84,08696
1ug/mi 0,945+0.04 82,17391
PLA/CMCh 10pg/ml 0,974+0.05 84,69565
Nanopartikul-
Bevacizumab 25ug/ml 0,972+0.01 84,52174
50ug/mi 0,973510.01 84,65217
1Tug/mi 0,9415+0.01 81,86957
PLA/CMCh
Nanopartikiil- 10ug/ml 1,062+0.04 92,34783
Bevacizumab- 25ug/mi 0,988+0.05 85,91304
Kuersetin
50ug/ml 0,9795+0.01 85,17391
1ug/mi 0,949+0.01 82,52174
. 10ug/ml 0,9825+0.01 85,43478
Bevacizumab
25pg/ml 0,9265+0.01 80,56522
50ug/ml 0,9385+0.01 81,6087
1ug/mi 0,977+0.01 84,95652
_ 10ug/ml 0,9725+0.03 84,56522
Kuersetin
25ug/ml 0,997+0.01 86,69565
50ug/ml 0,829+0.01 72,08696
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Bununla birlikte, ayni konsantrasyonda Bevacizumab ile modifiye edilmis,
Kuersetin yukla PLA/CMCh nanopartikuller ile etkilestirilen L929 hucrelerinin
%85,9’'u, PLA/CMCh nanopartikuller ile etkilesen hucrelerin %89,0’1,
Bevacizumab ile modifiye edilmis PLA/CMCh nanopartikiller ile etkilesenlerin
%84,5'i, Kuersetin yukli PLA/CMCh nanopartikiller ile etkilesen hucrelerin
%89,6’s1, sadece Bevacizumab ile etkilesen hucrelerin %80,5’i ve sadece
Kuersetin ile etkilesen hucrelerin ise %86,6’s1 canli kalmistir (Cizelge 4.3).

Bu sonuca gore Bevacizumab ile modifiye edilmis, Kuersetin yikli PLA/CMCh
nanopartikullerin HeLa ve L929 hucreleri Uzerine etkisi karsilastirildiginda, HelLa
hiucreleri Uzerinde olduk¢a yuksek sitotoksisiteye sahip olduklari, dolayisiyla
kullanilan ligandin kanser hucrelerine yoneldigi ve sitotoksik etki gosterdigi, ancak
ligand olarak kullanilan Bevacizumab’in insan kaynakli bir antikor olmasi sebebiyle
nanopartikullerin L929 fare fibroblast hicreleri icine alinmadigi gdézlenmektedir.
Dolayisiyla Bevacizumab ile modifiye edilmis olan nanopartikillerle, modifiye
edilmemis nanopartikuller arasinda sitotoksik etki bakimindan anlamlh bir fark

bulunmamaktadir.

Ayrica L929 fibroblast hucreleri ile yapilan deneylerde elde edilen canlilik
oranlarinin  yuksek olmasi, PLA/CMCh nanopartikillerin tek baglarina

sitotoksisitelerinin duslk oldugunu goéstermektedir.

HelLa hucreleri ile yapilan galismalarda, Bevacizumab ile modifiye edilmis ve
Kuersetin yukli PLA/CMCh nanopartukuillere gore, Kuersetin yuklid PLA/CMCh
nanopartikullerin sitotoksisitesinin daha dusuk oldugu goértulmektedir. Bu durum,
Bevacizumab ile modifiye edilmemis olan nanopartikillerin hiicre igine alinmamasi
nedeniyle Kuersetinin hacreler uzerindeki etkisinin azalmasindan

kaynaklanmaktadir.
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SONUCLAR

Sunulan ¢alisma kapsaminda teragnoz amacgli fonksiyonel 6zelliklere sahip
nanopartikiller hazirlanmis ve elde edilen nanopartikuller karakterize edilmistir.

Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmektedir:

v Calismalarin ilk basamaginda DL-laktat dimeri kullanilarak yigin
polimerizasyonu yontemi ile Poli (DL-laktat) sentezlenmis olup, H-NMR ve

FTIR kullanilarak polimerizasyon konfirme edilmistir.

v Karboksimetilleme yontemi ile kitosandan karboksimetil kitosan eldesi

gerceklestiriimis ve FTIR spektrumlari alinarak sentez dogrulanmistir.

v Emdlsiyon difuzyon yontemi ile hazirlanan PLA/CMCh nanopartikullerin
kimyasal karakterizasyonu FT-IR, morfololojik karakterizasyonu SEM ve
AFM cihazlan kullanilarak gerceklestiriimigtir. Elde edilen FTIR bulgulari
sonucunda karboksimetil kitosanin polilaktik asit yapisina katildigi
dogrulanmigtir. Morfolojik incelemeler sonucu nanopartikillerin  ktresel

yaplya ve duzgun yluzeye sahip olduklari belirlenmistir.

v PLA/ICMCh nanopartikiillerin boyut analizi icin Zeta Boyut Analizi cihazi
kullaniimig; homojenizasyon hizi, homojenizasyon suresi ve stabilize edici
ajan konsantrasyonu nanopartikill boyutuna etki eden parametreler olarak
degerlendirilmigtir. Homojenizasyon hizi, homojenizasyon suresi ve
stabilize edici ajan konsantrasyonu arttirildiginda nanopartikil boyutunda
dusus gozlenmigtir. Optimizasyon c¢aligsmalari sonucunda 201 nm elde

edilen en dusuk nanopartikl boyutu olarak bulunmustur.
v PLA/ICMCh nanopartikillerin ~ Bevacizumab ile  modifikasyonu

caligsmalarinda, ylzde baglanma kapasitesi ortalama % 82 olarak

hesaplanmistir.
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v PLA/CMCh nanopartikilllere Kuersetin yiikleme calismalarinda, ilag

yukleme orani ortalama %20 olarak bulunmustur.

v llag salim calismalari sonucunda, farkl etken madde yilkleme oranlari igin

istenilen ila¢ salim profilleri elde edilmigtir.

v' Sunulan c¢aligmalar kapsaminda hazirlanan her farkli formilasyon
(Bevacizumab ile modifiye edilmemis ve Kuersetin yukli olmayan
PLA/CMCh nanopartikil, Bevacizumab ile modifiye edilmemis ve Kuersetin
yukli PLA/CMCh nanopartiktl, Bevacizumab ile modifiye edilmis ve
Kuersetin yukli olmayan PLA/CMCh nanopartikil, Bevacizumab ile
modifiye edilmis ve Kuersetin yukli PLA/CMCh nanopartikil) ile HelLa ve
L929 hicre hatlan kullanilarak yapilan htcre etkilesimi g¢alismalarindan
PLA/CMCh  nanopartikullerin ~ segimli  olarak  kanser hucrelerine

yonlendirilebildigi belirlenmisgtir.

v Sonug olarak gergeklestirilen tim c¢alismalar dikkate alindiginda elde edilen
sonuglar Kuersetin yukli ve Bevacizumab ile modifiye edilmis PLA/CMCh
nanopartikillerin kanser teghis ve tedavisi i¢in biyouyumlu ve verimli bir yol
saglayabilecegini gostermistir. Calismalarin bundan sonraki bdlimunde
kanserli hucreler ile saghkli hicreler ayni anda nanotagiyicilar ile
etkilestirilerek hedefleme etkinligi dogrulanacak ve ardindan hayvan

deneylerinin yer aldigi in vivo ¢calismalara gergeklestirilecektir.
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EK 1.

Kuersetin Kalibrasyon Verileri

Sample Name: Quercetin Injection Volume: 20
Vial Number: - Channel: Uv_VIS 1
Sample Type: standard Wavelength: 274
Control Program: Quercetin ilac salimi Bandwidth: 1
Quantif. Method: Quercetin ilac salimi Dilution Factor: 1
Recording Time: 19.8.2009 19:21 Sample Weight: 1
Run Time (min): 5 Sample Amount: 1

20 Querce Extern UV VI

“hrea [mAU*min]
159
104
+
50
ug
0 T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T T T T ‘ T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
Peak
No. Ret.Time | Name Cal.Type | Points Coeff.Det. | Offset Slope Curve
min %
1 0,82 | Quercetin | Lin 99,9025 0| 0,6182 0

Average: 99,9025 0 0,6182 0
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EK 2.

Fluoresceine ait kalibrasyon egrisi.

Abs (Absorbans)
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