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OZET

DOKSORUBISIN YUKLU HYALURONIK ASIT
NANOPARTIKULLERIN SENTEZI KARAKTERIZASYONU VE
FARKLI KANSER TURLERINDE IN VITRO
UYGULANABILIRLILIGININ ARASTIRILMASI

BOZKAYA, Ummiihan Fulden

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Senay SANLIER
06.08.2018, 57 Sayfa

Kanser, Diinya Saghik Orgiitii’niin verilerine gore diinyada ¢apindaki
oliimlerin ikinci sebebidir. Giiniimiizde kanser tedavisine yonelik c¢esitli terapi
stratejileri gelistirilmektedir. Yaygin olarak kullanilan tedavi yontemlerinin neden
oldugu yan etkiler ve kisitlamalar yeni tedavi yontemlerin gelistirilmesine dnctlik
etmektedir ki bu amacla ilag tasiyici sistemlere ihtiyag duyulmaktadir.

Bu calismada ilag tasiyici sistem olarak hyaluronik asit nanopartikiillerin
sentezi ve karakterizasyonu gerceklestirilmis olup, antikanser dzellik gostermesi
amaciyla bu nanopartikillere doksorubisin yiiklenerek farkli kanser hiicre
hatlarinda sitotoksik etkisi incelenmistir. Yalnizca hyaluronik asit kullanilarak
olusturulan nanopartikiiller yeterli verimde, yeterince hizli ve kolay tretilemedigi
icin kitosan ile modifiye edilerek hyaluronik asit nanopartikiiller hizli ve basarili
bir sekilde olusturuldu. Olusturulan nanopartikiiller i¢cin optimum hyaluronik asit
konsantrasyonu 0.01 mg/mL, optimum ilag ylkleme pH’1 8 ve konsantrasyonu 1.5
mg/ml olarak belirlendi. SKOV-3 ve A549-Luc hiicre hatlar1 i¢in nanopartikiiler
sistemin ICso degeri sirasiyla 48 ve 72 saat i¢in 0,002 + 0,00265 pg/ml ve 0,00078
+ 0,00066 pg/ml ve 0,84 + 0,69 ug/ml ve 0,29 + 0,066 ug/ml olarak tespit edildi.

Sonu¢ olarak, hyaluronik asit nanopartikiillerin farkli kanser hiicre

hatlarinda doksorubisin tagiyicisi olarak potansiyele sahip oldugu diisliniilmektedir.

Anahtar SoOzcukler: Hyaluronik asit nanopartikiil, Hedeflendirilmis

Kanser Tedavisi, Ila¢ Tastyic1 Sistem, Doksorubisin






ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF DOXORUBICIN LOADED
HYALURONIC ACID NANOPARTICLES AND IN VITRO STUDIES OF
THEIR APPLICATION FOR DIFFERENT CANCER TYPES

BOZKAYA, Ummiihan Fulden

Master of Science Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Senay SANLIER
06.08.2018, 57 pages

According to World Health Organization data, cancer is the second cause of
deaths worldwild. Nowadays, lots of different and modern cancer therapy strategies
are being developed. Even though current therapy strategies are usually used, they
cause too much adverse effects and had restrictions during treatment, thus, new
methods for therapy needs to be developed, thus drug delivery systems are also built
up.

In this study, synthesis and characterization of hyaluronic acid nanoparticles
aimed at targeted cancer therapy were carried out and its anticancer properties were
provided with loading doxorubicin which is antineoplastic agent. Afterwards,
cytotoxicity of synthesized doxorubicin loaded hyaluronic acid nanoparticles was
evaluated by performing in vitro studies with different cancer cell lines. Hyaluronic
acid nanoparticles couldn’t be prepared with enough yield and quick, thus
nanoparticles were synthesized via hyaluronate-chitosan combination. Optimum
pH value of prepared chitosan combined hyaluronic acid nanoparticles was found
8. ICso values of doxorubicin loaded chitosan combined hyaluronic acid
nanoparticles were 0.002 + 0.00265 pg/ml and 0.00078 + 0.00066 pg/ml, and 0.84
+ 0.69 pg/ml ve 0.29 + 0.066 pg/ml for 48 and 72 hours for SKOV-3 and A549-luc
cell lines respectively.

As a result, it is considered that doxorubicin loaded hyaluronate
nanoparticles would have a potential for being drug carrier for different cancer cell
lines.

Keywords: Hyaluronic Acid Nanoparticle, Targeted Cancer Therapy, Drug

Delivery System, Doxorubicin
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Diinya Saglik Orgiitii’niin yaptig1 tanimlamaya gére, kanser viicutta bulundugu
yere bitisik dokulara yayilabilen ya da diger organlara sigrayabilen anormal hiicre
cogalmasiyla karakterize edilen biiyiik bir hastalik grubunu ifade etmektedir. Y okus
ve Cakir (2012), kanseri bliylime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimi
olarak tamimlamaktadir. Kanser multifaktoriyel bir hastaliktir. Kalitimsal ve
cevresel faktorler, kimyasala maruz kalim, baz1 viriisler ve radyasyon kansere yol
acabilmektedir (Yokus ve Cakir, 2012). Sinirsiz sayida bolinme ozelligi ve
boliinmenin biiylime faktorlerinden ve niitrientlerden bagimsiz olarak devaml
artis1, genetik olarak heterojen yap1, kontakt inhibisyonun kayb1 ve metastaz kanser
hiicrelerinin essiz 6zelliklerindendir (Lowitz and Casciato, 2010).

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2015 yili istatistiklerine gore kanser ikinci &liim
sebebidir ve diinyada kanserden olen kisi sayis1 8.8 milyondur. Bununla birlikte
Tiirkiye Halk Saghg1 Kurumu’nun Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gére de
2014 yilinda erkeklerde en sik goriilen kanserler trakea, akciger ve brons, daha
sonrasinda sirayla prostat, kolorektal, mesane, mide ve digerleri iken kadinlarda ek
sik goriilen kanserler, meme, tiroid, kolorektal, uterus korpusu, akciger, mide ve

digerleridir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2017).

1.2.TUmor Mikrogevresi

Tumor mikrogevresi normal dokuya gore vaskuler anomaliler, oksijenlenme,
perflizyon, pH gibi birgok agidan farklilik gostermektedir.

1-2 mm?3 boyutundaki solit timorler oksijeni ve besinleri cevresinden basit
difiizyonla alabilir. Ancak timor boyutu 2 mm? e ulastiginda ya da gectiginde
hiicresel hipoksi baslar ve bu durum anjiyogenezi baslatir. Anjiyogenez mevcut
damarlardan yeni bir kan damarinin olusturulmasi olarak tanimlanir ve aktivatorler
ve inhibitorler tarafindan siki kontrol altindadir. Anjiyogenez bes fazla
aciklanabilir: 1. Endotel hiicre aktivasyonu, 2. Taban membran olusumu, 3 endotel

hiicre gog¢ii, 4. Damar olusumu ve 5. Anjiogenik yeniden modellenme. Bu yeniden



modellenme ile diizensiz bi¢imlenmis, aralikli ve tortiyoz timoér damari olusumunu
meydana getirmektedir (Danhier et al., 2010).

Tumor dokusundaki kapiller endoteller, aralikli siralanimi sayesinde normal
doku endotellerine gore cok daha gecirgendir. TUmorin lokasyonuna gore
endoteller arasi bosluklar 100-800 nm civarinda olabilmektedir. Bu durum
nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler ile ilag taginimina olanak tanimaktadir. Ayrica
timor dokusundaki lenfatik direnaj eksikligi de ilacin burada birikimine olanak
tanimaktadir. Bu duruma artan gecirgenlik ve alikoyma (EPR-enhanced
permeability and retention) etkisi denir (Ak, 2010). Her ne kadar EPR etKkisi
kemoterapotik ajanlarin nanotasiyicilar ile tasimmasi icin etkili bir sekilde
kullanilabiliyor olsa da bu etki bazi kisitlayicilarla karsilasmaktadir. TUmor
dokusundaki doku arasi sivisinin olusturdugu basing nano tastyicinin timor
dokusuna penetre olmasina 6énemli bir bariyerdir. Bu basing plazma sivisinin ve
proteinlerin kapillerlerden ¢ikisi ile olusur ve dokular arasindaki bu yiiksek protein
icerigi kandan herhangi bir makromolekiiliin girisini engelleyecek kolloidal
basincin gelismesine neden olmaktadir. Ayrica tiimor hiicrelerinin hizlica biiyiiyor
olusu lenf damarlarina baski yaparak dokular aras1 s1vi drenajinin diismesine ve sivi
basincinin artmasia yol agar. Bunlarm yani sira tlimér dokusunun heterojenik bir
yapiya sahip olusu da nanotasiyicilar i¢in bir giicliik olusturabilmektedir. Ciinkii
nanotasiyicilarin akimdulasyonu tiimor kok hiicrelerinin bulundugu kisimlarda
hipovaskiilarizasyondan kaynakli EPR etkisinin zay1flig1 nedeniyle ¢ok daha azdir
(Kumari et al, 2015).
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Sekil 1.1. EPR etkisi (Saymer ve Comoglu, 2016).



Normal dokudaki ve kanser dokusundaki hiicreler arasi stvinin pH s1 birbiriyle
ayni iken, tiimor dokusunda hiicreler arasi sivinin pH s1 normal dokudan daha
diisiiktiir. Timor dokusunun hiicrelerarasi sivisinin pH s1 bulundugu cevreye gore

degisebilmekle birlikte ortalama olarak 6-7 civarindadir (Danhier et al., 2010)
1.3. Kanser Tedavisi

Mevcut kanser tedavileri genellikle kanserli dokunun c¢ikarilmasi seklinde
gerceklestirilen ameliyati, kanser dokusunu kii¢liltmek amaciyla bu ameliyatin
oncesinde veya bu ameliyatin sonrasinda uygulanan kemoterapiyi ve radyoterapiyi
icerir (Brannon-Peppas and Blanchette, 2012). Diinya Saglik Orgiitii de kanser
tedavisi yontemlerini ameliyat, radyoterapi ve sistemik terapi olarak
tanimlamaktadir.

Gelencksel kemoterapide ajanlar spesifik olmaksizin hem kanserli hem de
normal dokulara dagilmaktadir ki bu durum ajanin kanserli dokuya uygun dozda
ulagsmasini engellemektedir. Bunun yan1 sira normal dokularda da toksisiteye yol

agmaktadir (Cho et al., 2008).

1.4. Ila¢ Hedefleme

Ilag hedefleme (akilli ila¢ tasima) etken maddenin istenen bolgede viicudun
diger bolgelerine oranla daha fazla birikmesini saglayan tedavi yontemidir. Bu
sekilde tedavinin etkinliginin artmas1 ve yan etkilerinin azaltilmas1 saglanmaktadir
(Mishra et al., 2016).

Kanser tedavisinde gelismeler devamli olarak stirmektedir. Hedeflendirilmis
kanser tedavilerinin ¢ogu heniiz deneyseldir ve diger kanser tedavi yontemleriyle
beraber kullanilmaktadir (Kanser Dairesi Bagkanligi, 2017). Klinik arastirmalar
gOstermektedir ki hastalar yasam omriinii ve kalitesini artiracak hedeflendirilmis
terapi gibi yeni yontemlere aciktir.

Hedeflendirilmis kanser tedavisinin etkinligi dogrudan hedeflendirmeye ve
kanser hiicrelerini Oldiiriirken saglikli hiicrelere miimkiin olan en az zarari
vermesiyle iliskilidir (Brannon-Peppas and Blanchette, 2012).

Hedefleme igin kullanilan iki temel strateji sunlardir: pasif hedefleme ve aktif

hedefleme.



Pasif hedeflendirme ilacin istenilen bdlgeye tasinmasi i¢in kanserli doku ile
normal doku arasindaki anatomik farkliliklardan yararlanir (Celik, 2014). Bu
hedefleme EPR etkisi ile nanopartikiiler ilag tasiyict sistemler yardimiyla ilacin
istenilen bolgeye ulasmasini saglar. Bu ilag tastyici sistemler anjiyogenezle olusan
damarlardan tumor htcrelerine konveksiyon (biyiik molekiillerin gegisi) ve pasif
difiizyonla (kiigiik molekiillerin gecisi) taginir. Pasif hedeflendirmeyi etkileyen bazi
faktorler sunlardir: partikiil boyutu, yiizey 6zellikleri, etken madde yiiklenmesi,

etken madde salimi.

Partikiil Boyutu

Kiguk yapidaki tasiyici sistemin yuzey alani-hacim orani diisiikk oldugu igin
yapisinda bulunan ilag yiizeye daha yakindir. Bu nedenle ila¢ daha biyuk olanlara

gore daha hizli salinmaktadir.

Yiizey Ozellikleri

Hidrofobik yapida yilizeye sahip tasiyici sistemler kan dolasiminda hizla
opsonize edilmektedir. Bu nedenle sistemin kan dolagimindaki sirkiilasyon
siiresinin de artirilmas1 amaciyla ylizeyin hidrofilik gruplar icerecek sekilde

modifiye edilmesi gerekmektedir.

Etken Madde Yikleme

Etken madde yilikleme kapasitesi tagiyici sistemin matriks kompozisyonuna,
molekiil agirligina, ilagla etkilesimine, bulundurdugu fonksiyonel gruba vb.

baghdir.

Etken Madde Salimi

Etken maddenin salim1 maddenin ¢oziiniirliigline, ylizeye adsorbe olmus ilacin
desorpsiyonuna, tastyici sistemin matriksinden difiizyona, matriksin degredasyonu
ya da erozyonuna baglidir. Ilacin ani salimi diger bir degisle “burst effect” biiyiik
yiizeye sahip sistemlere zayif bir sekilde bagli ya da adsorbe olmus ilacin neden

oldugu bir etkidir.



Ayrica pasif hedeflendirmede hedeflenen maddenin tiimorlii dokuya ulagiminda
tiimor damarlanmasi ve dokular aras1 basing etkilidir (Saymer ve Comoglu, 2016).

Hedeflendirmede kullanilan diger bir yontem aktif hedeflendirmedir. Bu
yontemde hedefleme ligandi ilag tasiyici sisteme tutturulur. Ligand hedeflenmek
istenen bolgede asir1 ekprese olan ya da normal dokuda ekprese edilmeyen
reseptoriin ligand1 olarak segilir. Hedeflenen reseptoriin hedef kanser hiicrelerinde
homojen olarak eksprese ediliyor olmas1 6nemli bir kriterdir. Hedefleme ligandlari,
monoklonal antikorlar, antikor fragmentleri ya da antikor olmayan ligandlar
(peptidik ya da digerleri) olabilir ve hedef dogrudan tiimor hiicresi olabildigi gibi
timoral endotel de olabilir (Danhier et al., 2010).

flag Tas1y1c

Ligand

Timor hiicresi Reseptor

Sekil 1.2. Aktif Hedefleme (Tumor-Seeking Nanoparticles, 2018).

Aktif hedeflendirmeyi etkileyen bazi faktorler sunlardir: ligand yogunlugu,
tasiyict biiyiikligi ve sekli, yiizey ve ligand yiikii.

Ligand Yogunlugu

Ligand dizilisinin diizensizligi, komsu molekiillerin sterik engellemeleri,
reseptore baglanmak i¢in yarigmalar1 vb. gibi durumlar ligandin reseptore

afinitesini degistirebilmektedir.



Taswict Biiviikliigii ve Sekli

Kiiresel yapidaki tasiyicilarda kiiclik boyuttakiler yiizeyde daha fazla

kavislenme gosterdigi i¢in ligandin baglanmasi1 zorlagabilmektedir.

Yiizey ve Ligand YUk

Pozitif yiiklii yiizeye sahip tasiyicilarin negatif yiiklii hiicre membrani ile
spesifik olmayan etkilesimi alimi artirmaktadir. Ligandlar da yiiklii molekiiller
oldugundan ligand yogunlugu ve materyali tasiyici sistemin formiilasyonunu da
etkilemektedir (Sayiner ve Comoglu, 2016).

Pasif ve aktif hedeflendirmenin yani sira, hedefleme uyarici duyarl olarak da
yapilabilmektedir. Uyarici1 duyarli hedeflemeler sunlardir: pH duyarli hedefleme,
sicaklik duyarli hedefleme, manyetik hedefleme, 151k duyarli hedefleme, ultrason

aracili hedefleme ve enzim duyarli hedefleme.

pH Duyarli Hedefleme

Timor doku igi sivisi yiiksek aerobik ve anaerobik glikolizden dolayi
normal dokuya gore ¢cok daha diisiikk pH’ ye sahiptir. Normal doku pH” si 7.4 iken
timor dokusunun pH’ si yaklasik 6.6 civarindadir. Bu durum ilag tasiyici sistemin
ilac1 tiimorli dokuda salmasi i¢in bir avantaj olarak kullanilabilmektedir. Bunun
yani sira hiicre i¢ine alinan tasiyici sistem ya da tasiyici sistemden salinan ilag
konjugatlar1 lizozomlardaki daha diisiik pH 6zelliginden (yaklagik 4.5-5) dolay
kolaylikla kirilabilir. pH duyarl ilag tasiyicilar fizyolojik pH’ de stabil iken diisiik

pH’ lerde bozunup yiiklii olan ilaci salabilmektedirler.

Stcaklik Duyarli Hedefleme

Sicaklik duyarl tasiyicilar genellikle hidrojellerden ve polimerlerden
olusmaktadir ve birgok hidrofobik gruba sahiplerdir. Bu tasiyicilarin
¢Ozilinlirliigliniin sicakliga bagli olarak degismesi ve ilact salimi s6z konusu
olmaktadir.

Kanser tedavisinde hipertermi timdr gecirgenligini  ve birgok

biyomolekiiliin tiimdr i¢ine alimi i¢in kullanilan bir tekniktir. Ancak hiperterminin



kendisinin sitotoksik 6zelliginin bulunmasindan dolay1 tiimdrlii bélgenin yerinin

kesin tespit edilmis ve ulasilabilir bir noktada olmas1 gerekmektedir.

Manyetik Hedefleme

Manyetik alan duyarl tasiyicilar kemoterapotik ajanlar1 hedeflenen bolgeye
manyetik alan uygulanmasi suretiyle tasiyabilmektedir. Manyetik tagicilar temel
olarak demiroksit gibi manyetik materyallerden yapilmaktadir: magnetit,

maghemit.

cksternal manyetik alan

manyetik alan duyarl ajan - ’ \

hedeflenen tiimér bolgesi

Sekil 1.3. Manyetik ila¢ Hedefleme (Douziech-Eyrolles et al., 2014).

Ancak bu inorganik yapidaki nanopartikiiller diisiik ylikleme kapasitesi ve zorlu
ilag salim gibi kisitlamalara sahiptir. TUmor dokusunun eksternal manyetik alanin
yeterli olamayacagi kadar i¢ kisimda olmasi gibi durumlarda internal magnet
implantlarinin ~ cerrahi  operasyon ile  yerlestirilmesi gibi  ¢dziimler

Uretilebilmektedir.

Isitk Duyarli Hedefleme

Tasiyic1 olarak lipozomlar, polimerler ve hidrojeller ultraviyole ya da
goriiniir bolge 151k duyarh olarak tiretilebilmektedir. Bu tasiyicilar ucuz, giivenli,
kolay ulasilabilir ve kolaylikla manipiile edilebilir olmas1 dolayisiyla oldukca

yararhdir.



Ultrason Aracili Hedefleme

Bu hedeflemede tiimor dokusuna ultrases maruziyeti ile tasiyici sistemin o
bolgede sinirlandirilmast ve tasinan ilacin tam salimmin gergeklestirilmesi
saglanmaktadir. Bu yontem non-invaziv olmasina karsin viicudun derinlerine kadar
niifuz edebilen ve bdylece frekansin, giic yogunlugunun, uygulanma siiresinin ve
dongiisiinlin kontrol edilmesi suretiyle ilag tasima isleminin gerceklestirilmesine
olanak tantyan bir hedefleme yontemidir.

EPR etkisi ile pasif hedeflendirmenin ardindan uygulanan ultrases hiicre
membraninin gecirgenliginin degisimi ile yapmin hiicresel alimini saglar ve

tagtyicinin parcalanmasi ile de ila¢ salimimni indiikler.

Enzim Duyarli Hedefleme

Bu hedefleme tiimoér dokusunda overeksprese olan enzimlerin kullanilarak
tasiyici sistemin degrade olmasi ve dolayisiyla terapdtik ajanin salinmasi prensibini

temel almaktadir (Arias, 2011).

1.5. ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Ilag tasiyict sistemler terapdtik ajanlarin hedeflendirilmis ya da kontrollii
tasinmas1 amaciyla hazirlanan sistemlerdir (National Institute of Biomedical
Imaging and Bioengineering, 2016).

Yeni bir ilag molekiiliiniin gelistirilmesi olduk¢a pahali ve zaman alict bir
yontemdir. Mevcut ilaglarin yeni yontemlerle iyilestirilmesi ile kontrollii, yavas ve
hedefli tasinim saglanabilir. Tlag tastyic1 sistemler temel olarak etkinligin artirilmasi
ve/veya antikanser ajanlarin toksisitesinin azaltilmasini saglayabilir (Tiwari et al.,
2012). Bunun yani sira gelistirilen ilag tasiyict sistemler sayesinde saglanan
kontrollii ilag salinimi ilacin yar1 omriiniin uzamasia, hedefe yonelik olusu
etkinliginin artmasma ve dolayisiyla hastanin tedavisi siliresindeki refahinin
artmasina olanak taninir. Ayrica kullanimda olan birgok ila¢ hedef hiicrelere ulasma
asamasinda kan-beyin bariyeri gibi bazi bariyerleri asma giigliigii ya da hidrofobik
yap1 ve diisiik ¢Oziliniirliik dolayisiyla istenen etkinligin saglanamamasi gibi bazi
kisitlamalara sahiptir (Tiiylek, 2017). ilag tasiyic1 sistemler ile bu gibi sorunlar

¢Oziilmeye calisilmaktadir.



Tasiyicilarin genellikle boyutlart nanometre ya da mikrometre civarinda

olmakla birlikte kanser tedavisinde kullanilan nanopartikiillerin boyutu 1-1000 nm

arasinda degisebilmektedir. Nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin avantajlar1 su

sekilde siralanabilir:

Yikli kemoterapdtik ajanin terap6tik indeksinin konvensiyonel
dozaj formuna oranla artirilmasi

Uzun siireli kararli yapr ile ila¢ etkinliginin daha genis periyoda
uzatilabilmesi

Kontrollii ilag salimi ile toksisitenin azaltilmasi ve ilacin
cOziinlirliigiiniin ve stabilitesinin artirilmas1  dolayisiyla ilag

farmakokinetiginin artirilmasi

Bunun yani sira nano tasiyicilar boyutlarindan dolayr EPR etkisi ile timor

hedeflemeye, ¢esitli yiizey modifikasyonlarina, birden fazla sinerjistik etki gosteren

ilacin taginimina uygundur.

En sik kullanilan nano tasiyicilar sunlardir: polimerik nanopartikuller, miseller

ya da dendrimerler, lipozomlar, kati lipid yapililar, altin nanopartikiiller, karbon

nanotipler, hidrojeller ve manyetik nanopartikuller (Khadobandehloo et al., 2016;
Kumari et al., 2015).
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Sonlanma noktasi

Dallanma noktasi

Emiilsifiye edici ajan
(fosfolipidler)

llag

Lipozom

Sekil 1.4. Bazi nano tastyicilarin sematik gosterimi. A) Dendrimer yapisi
(Arseneault et al., 2015). B) Nanotip yapisi (Cumar, 2015). C) Kat1 lipid
nanopartikiil yapis1 (Lin et al., 2017). D) Lipozom ve misel yapisi (Manokaran,
2016).

Polimerik Nanopartikiller

Dogal ya da sentetik polimerlerden olusan ve ilacin nanopartikiliin icine
hapsedilmesi, tutturulmasi ya da adsorblanmasi gibi yontemlerle yiiklenmesiyle
elde edilen yapilardir (Khadobandehloo et al., 2016). Biyobozunur ya da
biyobozunmaz yapida olabilirler. Polimerik nanopartikiiller —genellikle
immiinojenik reaksiyonlarin azaltilmasi amaciyla iyonik olmayan siirfaktanlarla
kaplanir. Biyobozunur yapidaki polimerik nanotasiyicilar viicutta hidrolize edilerek
metabolit monomerlere doniistiiriilebilirler (Wilczewska et al, 2012).

Polimerik nanopartikiillerin iki tipi vardir: nanokapsiiller ve nanokiireler.
Nanokapstiller vezikiiler yapidaki sistemlerdir. Ila¢ sulu olan ya da sulu olmayan
haldeki s1v1 i¢ kisma hapsedilirken ¢evresi kat1 haldeki polimerik kilifla kaplanir.
Ote yandan nanokiireler polimerik kiiresel kiitleler olarak tanimlanabilir. lag kiire

merkezine tutuklanabilir ya da kiirenin diginda polimere adsorblanabilir.
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Sekil 1.5. Polimerik Nanopartikiil Cesitleri: Nanokapsiil ve Nanokiire (Kumari et
al., 2010).

Polimerik nanopartikiillerin olusturulmasinda en cok kullanilan dogal
polimerler jelatin, kitosan, aljinat, albiimin vb. dir. Bunun yani sira en g¢ok
kullanilan sentetik polimerler ise; polilaktit (PLA), polilaktit koglikolit (PLGA),
poliglikolit (PGA), polimetil metakiralit (PMMA), poliakirilamid (PAM),
polietilenglikol (PEG) vb. dir.

Polimerik nanopartikullerin avantajlar1 su sekilde siralanabilir:

e Kiiciik partikiil boyutundan dolay1 kiigiik kapillerlerden gecerek hiicrelere
almirlar.

e Biyobozunur polimerlerin uzun haftalar stiren periyotlarda etkin madde
salimi gergeklestirebilmeleri miimkiindiir ve bu yapidaki nanopartikiller
ilaglarm, peptit ya da diger yiiklii maddelerinin stabilitelerinin artmasin
saglarlar.

e Kolaylikla sterilize edilebilirler.
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¢ Fizyolojik ortamda pargalanabilirler ve parcalanma tirtinleri toksik degildir.

e Etken madde yikleme kapasiteleri yuksektir.

e Polimerik yapilar1 sayesinde etken maddenin hedeflendirilmesi, salim1 ve
kontrolt mimkdnddr.

e Biyolojik sivilarda diger kolloid tasiyici sistemlere gore daha yiliksek
stabiliteye sahiptirler.

e Nanopartikiil dispersiyonlar1 ekstra bir ¢oziiciiye ihtiyag duyulmaksizin
parenteral yollarla kolayca uygulanmaya olanak tanir.

e  Uretim teknikleri genellikle kolaydir (Derman vd., 2013).
Dendrimerler

Dendrimerler yapt ve boyut bakimindan iyi tanimlanmig ¢ok dallanmis
yapilardir. Dentritik yap1 biyolojik sistemlerde sik¢a gdzlenen bir yapidir: glikojen,
amilopektin vb (Kumari et al., 2015).

Dendrimer yapis1 lineer bir polimerin aksine cekirdek, dendron ve aktif
yiizey gruplarini igerir. Cekirdek iki veya daha fazla fonksiyonel gruba sahip bir
atom ya da molekiil olabilir ki dendronlar (dendrimer kollart) buraya tutturulur.
Dendrimerin biyouyumlu olup olmadigir ya da fizikokimyasal ozellikleri aktif
yiizey gruplarinca belirlenir. Cekirdek, dendron ve yiizeydeki fonksiyonel gruplarin
secimi dendrimerin medikal uygulamalarda kullanilabilirliligini etkilemektedir.
Ayrica dendrimerin sitotoksitesi ve polivalanst da biyomedikal uygulamalarla
iligkilir. Polivalans terimi dendrimer yiizeyindeki aktif gruplar1 ifade eder.
Dendrimerin sitotoksitesi ¢ekirdek materyaline ve dendrimer yiizeyine baghdir.
(Wilczewska et al, 2012).

Katyonik yapidaki dendrimerler genellikle hemolitik ve sitotoksiktir. Bu
yapilarin toksisitesi jenerasyon sayisina baglhdir ve ylizey grubu sayisi arttikga
artar. Katyonik dendrimerlerin kan dolagimindan hizla temizlendigine dair
gostergeler olmasina karsin anyonik dendrimerlerin daha uzun sirkiilasyon
strelerinin oldugu bilinmektedir. Daha az jenerasyon sayisina sahip anyonik
dendrimerler kan dolasiminda daha uzun siire kalmaktadirlar (Khodabandehloo et

al., 2016).
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Miseller ve Lipozomlar

Miseller, amfifilik siirfaktan konsantrasyonu, pH, sicaklik ve iyon siddeti
gibi parametreleri kapsayan uygun kosullar altinda kendiliginden olusan tek
tabakali, hidrofobik bir cekirdek ile hidrofilik kabuktan olusan nano boyutlu
sistemlerdir (Kumari etl al., 2015). Hidrofobik 6zellikli ¢ekirdek kismina lipofilik
molekiilleri yiikleyebilme o6zelliginden dolayr suda ¢Oziniirligli diisiik olan
ilaclarin ¢oziniirliigiini artirma amacli kullanilabilirler (Khodabandehloo et al.,
2016). Misel yapisinin hidrofilik karakterli kabuk kismi miseli suda ¢6ziiniir hale
getiren kismi olugturmaktadir (Singh and Jr. Lillard, 2008).

Lipozomlar, katmanli fosfolipidlerden meydana gelen sulu faz igeren
yapilardir (Yurdakul ve Atav, 2007). Yapisal olarak biyolojik membranlara
benzemektedirler ve kiresel yapilidirlar. Temel yapilarinin hiicre membranina gok
benzemesi nedeniyle in vitro ¢alismalarda model membran olarak ve ilag tasiyici
sistem olarak kullanilabilmektedirler (Bozkir ve Kogyigit, 1995). Lipozomlar ¢ap1
20 nm’den 20 um’ye kadar degisebilen boyutlarda olan bir veya birden fazla ¢ift
tabakali katmanlar halinde bulunabilen yapilardir. Lipozomlara enkapsiile edilen
ajanlarin i¢inde bulunduklar1 sistemle etkilesimlerinin kesilmesi sayesinde
gerceklesebilecek bozulma reaksiyonlarinin engellenebilmesi ve aktif ajanlarin
kontrollii saliminin gerceklestirilebildigi gézlenmistir.

Lipozomlarin kullaniminda bazi kisitlamalar meydana gelebilir. Lipozomlar
cok kivrimli olmadiklar1 durumlarda daha diisiik enerjili olduklar1 i¢in biraraya
gelip birlesme ve kivrimlar1 azaltma egilimine girerler. Bu da partikiil boyutunun

zamanla artmasia ve ¢dkelmelerine neden olur (Kirtil ve Oztop, 2014).

Kan Lipit Yapililar

Kat1 lipit nanopartikiiller 50-1000 nm boyutlarinda oda sicakliginda kati
halde bulunan ve fizyolojik lipitlerden olusan tasiyicilardir. Oda sicakliginda kat1
halde bulunmalarindan dolayr bu tasiyicilar igerdikleri ilaglarin hareketliligini
azaltir ve kontrollii ila¢ salimi saglarlar (Mihlen et al., 1998). Kati lipit
nanopartikiiller lipofilik bilesenlerin ¢oziiniirliigiinii artirabilir, immiinojenik

degildir ve biyobozunurdur (Venishetty et al., 2013).
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Altin Nanopartikiiller

Altin tasiyicilar, tiyol (-SH) gruplariyla fonksiyonellestirilebilen altin
atomlarindan olusan cekirdegi icerir. Altin tastyicilar tiyol iceren gruplarin altin
atomlar1 ¢evresinde belirli bir altin/tiyol sitokiyometrik oranit dogrultusunda ve
NaBH4 kullanilarak altin tuzunun indirgenmesine dayali olarak da iiretilebilir

(Khodabandehloo et al., 2916).

Karbon Nanotiipler

Karbon nanotipler yapisal olarak benzen halkalarindan olusan fulleren
ailesinin bir Uyesidirler (Khodabandehloo et al., 2016). Hiicre i¢ine ignemsi bir
sekilde penetre olup molekiilleri sitoplazmaya tasir. Yapisal olarak bu tasiyicilar
grafen tabakalarinin yuvarlanip tlip olusturmus hali gibi goriilebilir. Yapidaki
grafen tabakalarinin sayisina bagli olarak tek duvarl ya da ¢cok duvarl olabilirler
(Kumari et al., 2015) ve biyouyumluluklar1 yiizeyin kimyasal modifikasyonuyla
artirilabilir (Wilczewska et al., 2012).

Hidrojeller

Hidrojeller, suyla yiiksek oranda sisen polimer aglaridir. Bazi arastirmacilar
hidrojelleri suda sisen, bir ya da birden fazla monomerden olusan capraz baglanmis
polimerik aglar olarak tanimlarken, bazilar1 da sisme kabiliyetine sahip ancak suda
¢oziinmeyen polimerik materyal olarak tanimlamaktadir. Hidrojelin su absorblama
kabiliyeti, polimerik iskelete bagli hidrofilik fonksiyonel gruplardan
kaynaklanirken ¢oziinme direnci de ag zincirlerindeki c¢apraz baglanmalardan
kaynaklanmaktadir (Ahmed, 2015). Hidrojellerin pordz yapisi ilag yiiklenmesine
ve salimina olanak tanimaktadir. Hidrojelden ilacin salimi birkag farkli yolla
gerceklesebilir: kontrollii difizyon, kontrollii sisme, kimyasal yapisinin kontrolii ve

¢evre duyarli salim (Calo and Khutoryanskiy, 2015).

Manvyetik Nanopartikiller

Manyetik nanopartikiller ila¢ tasinmasinda olduk¢a 6nemli rol oynayan

yapilardir. Eksternal manyetik alanla kontrol edilebilir oluslari, aktif ve pasif
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hedeflemeye uygun oluslari, MRI (Magnetic Resonance Imaging) ile kolaylikla
goriintiilenebiliyor oluglar1 bu ilag tasinimi i¢in kullaniliyor olmalarinda 6nemli
faktorlerdendir. Manyetik 6zelliklerine gore saf metaller (kobalt, nikel, demir vb.)

ve onlarin alagimlar1 ve oksitleri seklinde ayrilirlar (Wilczewska et al., 2012).

1.6. Hyaluronik Asit

1.6.1. Hyaluronik Asit Yapis1 Ve Ozellikleri

Hyaluronik asit (HA, hyaluronan, sodyum hyaluronat) ekstraseltler matriksin
ve sinoviyal sivinin temel bilesenidir. N-asetil-D-glukozamin ve D-glukuronik
asidin B-(1—»4) ve B-(1—3) glikozidik baglarla baglanmasi sonucu olusan

disakkarit birimlerin tekrarlanmasi sonucu olusur (Kogan et al., 2007).

H OH n

Sekil 1.6. Hyaluronik asitin tekrarlayan disakkarit birimlerinin yapisi

(Kogan et al., 2007).

HA biyobozunur, biyouyumlu olan, immunojenik ya da toksik olmayan ve
bu sebeplerle birgcok  biyomedikal uygulamada  kullanilabilen  bir
glikozaminoglikandir. Kiitlece ¢cok genis bir aralikta (20-4000 kDa) bulunabilir. Bu
genis  aralik  farmakolojik  formiilasyonlarda  kullaniominda  avantaj
saglayabilmektedir. HA oldukca hidrofilik olup cevresindeki su molekiilleriyle

hidrojen bag1 yapar ve sulu ¢ozeltisinde rastgele coil olusumu s6z konusudur. Bu
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konformasyonel degisiklikler ozellikle yiiksek molekiiler kiitleli olmasiyla
iliskilidir ve sulu ¢ozeltisi oldukca viskoz ve elastiktir.

Yapisinda bulunan karboksil gruplarinin pKa degeri 3-4 civarindadir ve
fizyolojik kosullarda yani pH 7.4’te iyonize haldedir ve polianyonik yapidadir.
Ayrica yapisinda bulunan bu karboksil ve hidroksil gruplar1 sayesinde capraz

baglama reaksiyonlarina elverislidir (Tripodo et al., 2015).

1.6.2. Kanserde Hyaluronik Asit

1970 lerde yapilan bir ¢calismaya gore (Toole et al., 1979) HA ile timor
invazyonu arasinda bir iligski oldugu tespit edilmistir. Buna gore invasiv tiimorlere
bitisik olan dokulardaki HA konsantrasyonu invaziv olmayan timorlerin
yanindakilere gore ¢cok daha yiiksek tespit edilmistir. Bazi tiimorlerde, bu anormal
HA artisinin komsu kanser hiicrelerle etkilesen fibroblast hiicrelerindeki asirt HA
iiretiminden kaynaklandigi bulunmustur. Bunun yani sira kanser hiicreleri kendisi
de HA’y1 asir1 miktarda tretebilmektedir. Bu nedenle mesane kanseri gibi bazi
kanser tlrleri igin HA marker olarak is gormektedir. HA Uretimindeki az miktarda
artigin timor gelisimini destekledigi buna karsin agirt HA Uretiminin ise tumor
bliyiimesini  baskiladigi  goriilmiistir. Endojen HA ile hicre ylzey
glikoproteinlerinin etkilesimi ve yikilmasi bir¢ok intraseliiler sinyal yolagini
indiikleyebilmektedir. Ozellikle HA - protein baglanmalaridaki karisikligin timor
biliylimesini ve metastazi inhibe ettigine dair kanitlar vardir. Diisiik molekiil
agirlikli (LMW) HA oligomerleri hyaluronik asit-protein baglanmasini bozabildigi
icin, LMW HA tedavisi melanoma, glioma gibi bazi kanser tiirlerinde biyime ve
metastazi onlemektedir. Ancak LMW HA fragmentlerinin (20-30 sakkarit birimi
iceren) tiimdr anjiyogenezini indiikleyebildigi tespit edilmistir. Buna karsin yiiksek
molekul kutleli (HMW) HA molekillerinin ise anjiyogenezi durdurdugu
goriilmiistiir. Kisacast HA’nin tiimor gelisimine olan etkisi molekiil kiitlesiyle

iligkilidir (Choi et al., 2011).
1.6.3. Hyaluronik Asit Reseptoru: CD44

CD44 hematopoetik hiicrelerde, fibroblastlarda ve bir¢ok kanser hiicresinde
bulunan hiicre yiizey glikoproteinidir. i1k kez gp85 olarak tanimlanmis ve plasenta

hiicrelerinde hyluronik asit reseptorii olarak is yaptig1 goriilmiistiir. CD44’ iin HA
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baglama bdlgesi olan amino-terminali her zaman HA baglamayabilir. CD44’ iin
HA baglamasi hiicre spesifiktir ve CD44’iin aktivasyon durumuna baghdir. CD44°
un yedi adet domaini bulunur: ekstraseliler, membran ici ve sitoplazmik
Ektraseliiler kisimda, korunmus bir dizi basit artik bulunduran iki bolge vardir ve
bu bolgeler HA baglanmasinda sorumlu motifi olusturur. Bu motif de RHAMM’ 1
da iceren HA baglama proteinlerini bulundurur. Bu motifteki s6z konusu iki bdlge
arasindaki distilfit kopriileri HA baglanmasinda 6nemli rol oynar.

CD44’iin HA ile etkilesimi i¢in Oncelikle aktive edilmesi gerekmektedir.
Genellikle CD44 reseptorii kiiciik boyuttaki HA fragmentleriyle etkilesmesine
ragmen, ekstraseliiler matriksteki HMW HA’nin par¢alanmasiyla olusan kiiciik HA
fragmentleri de CD44’ e baglanabilmektedir. Aktiflenmis CD44 reseptorii solit
timorlerde overeksprese edilmektedir. CD44’iin aktif olmayan formdan HA
baglayan aktif forma gegebilmesi i¢in ekstraseliiler domainin glikozilasyonu ya da
sitoplazmik domaninin serin artiklarinin fosforilasyonu gibi posttranslasyonal
modifikasyona ihtiyag vardir.

Malign kolon, prostat ve meme hucrelerinde HA-CD44 etkilesimi bir¢ok
reseptOr tirozin kinazi aktive eder. HA-CD44 etkilesimi ile reseptor tirozin kinaz
aktivasyonu anti-apoptotik hiicre yasam proteinlerinin aktivasyonu Uzerinde
etkilidir. Ayrica HA-CD44 baglanmasi ilag tagiyicilarinin ekspresyonunu diizenler
(Misra et al., 2015).

1.6.4. Hyaluronik Asidin Ila¢ Tasiyic1 Sistem Olarak Kullanim

HA-lac Konjugatlart

Genel olarak polimer-ilag konjugatlar1 kicuk bir ilag molekullyle suda
¢oziinebilir polimerin kirilabilir baglayicilarla kovalent olarak konjuge edilmesiyle
olusturulur. Bu konjugatlar olusturularak ¢oziiniirliik, farmakokinetik profil ve yar1
omiir artirilir. Konjugasyonu saglayan baglayicilar kan dolagiminda stabil olmasina
karsin hedeflenen bolgeye geldiklerinde hidrolizle ya da enzimatik degredasyonla
kirilir. Bu konjugatlar EPR etkisini kullanilarak timor bolgesinde akiimiile
olabilirler.

Polimer-ilag konjugatlarmin olusturulmasi i¢in polimerde yeterli diizeyde

fonksiyonel grup olmasi gerekmektedir. HA iskeletinde mevcut olan birden fazla
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karboksil ve hidroksil grubuyla bir ila¢ ile kimyasal olarak modifiye edilmeye
uygundur.

Luo ve Prestwich, 1999, oldukca hidrofobik bir anti kanser ila¢ olan
paclitaxeli, adipik asit dihidrazit kullanarak HA ile konjuge etmis ve bu konjugatin
sitotoksisitesini HA reseptoriiniin overeksprese edildigi kanser hiicre hatlarinda

secici olarak arastirmig ve bu hiicre hatlarinda sitotoksik oldugunu gérmiistiir.

HA Temelli Kendiginden Olusan Nanopartikiiller

Amfifilik yapidaki polimerler kendiliginden nanopartikiiler form
olusturmalar1 ve bdylece kabuk-cekirdek yapisina sahip olmalar1 dolayisiyla ilag
tasimada biiyiik dikkat cekmektedir. i¢ kisimda kalan hidrofobik ¢ekirdek non-
kovalent ila¢c enkapsiilasyonu i¢in kullanilabilmektedir. Hidrofobik kisimlarin
artirtlmasi partikiil boyutunun kiiciilmesini saglamaktadir. Dista kalan hidrofilik
kabuk ise spesifik olmayan baglanmalarin ve hiicre i¢ine alimlarin ve istenmeyen

protein adsorbsiyonlarmin 6nlenmesinde etkilidir (Choi et al, 2012).

HA Modifikasyonu ile Elde Edilen Mikro ya da Nanopartikiller

HA modifikasyonu dogal ya da modifiye HA ile reaksiyona girebilme
ozelligine sahip bir¢ok farkli ajanla gergeklestirilebilir. Bir¢cok ajan arasinda adipik
hidrazit (ADH), karbodiimitlerce baslatilan karboksil gruplarina baglanma
reaksiyonunda oldukca etkindir. Bazi arastirmacilar hyaluronik asidin sodyum
tuzunu, adipik hidraziti ve surfaktan kullanarak hyaluronik asit mikropartikuller
tiretmislerdir. Bunun yani sira Hu et al, 2006, surfaktan kullanimi olmaksizin
nanocOktirme yontemiyle nanopartikul Gretiminin patentini almistir. Buna gore
suda ¢oziinmiis HA, aseton ile iki adimda ¢oktiiriilmektedir. Bu yontemde ADH ve
karmodiimit kimyas1 kullanilarak HA’nin ¢apraz baglanmasi gergeklestirilmistir.
Nanogoktirme yonteminde polimer konsantrasyonu (<%2 olmali), organik ¢6zgen-
polimer-su miktar1 gibi parametreler nanopartikiil olusumunda 6nemli kriterlerdir

(Bicudo and Santana, 2012).
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HA Temelli Nanokompleksler

Yiiksek negatif yiikiinden dolay1 HA kolaylikla pozitif yikli polimerlerle
iyonik nanokompleksler olusturabilir (Choi et al, 2012). Ilag tastyic1 sistem olarak
kullaniminda HA ile beraber kullanilan baz1 polimerler sunlardir: kitosan, PEG,
polilaktit, poliakiralitler vb. (Tripodo et al., 2015).

1.7. Kitosan

Kitosan kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen, katyonik yapili ve asidik
ortamda ¢6zUnur formda olan olan polimerdir. Kitin ise poli ( B-(1—4)-N-asetil-D-
glukozamin) yapidaki dogal polisakkarit polimeridir. Bu biyopolimer biiyiik
Olcekte yasayan organizmalardan elde edilmektedir (Rinaudo, 2006). Kitin dogada
genellikle deniz yosunlari, tek hiicreliler, eklembacaklilar, halkalilar, solucanlar,
mantarlar, bocekler, bazi bitkiler vb. de bulunmaktadir. Kitosan da kitin gibi
kabuklu hayvanlarin ve mantarlarin hiicre duvarlarinda kendiliginden bulunabilen
bir bilesendir. Her ne kadar ¢cok bulunsa da kitosan sudaki ¢oziiniirliigiiniin diisiik
olmasindan dolay1 az ¢alisilmigtir. Kitosan, formik asit, asetik asit ve laktik asit gibi
bazi asit ¢ozeltilerinde ¢oziiniir ve polikatyonik bir polimer haline getirilir (Gokge,
2008).

Kitosan, dogal, toksik olmayan, biyobozunur ve polikatyonik yapida bir
polimerdir. Farkl yiizdelerde kitin deasetilasyonu ile elde edilen kitosan yapisinda
bulunan primer amin gruplar1 ile sahip oldugu pozitif yiik dolayisiyla negatif yike
sahip farkli molekiillerle farkli oranlarda elektrostatik etkilesime girmektedir

(Gwak et al., 2012).
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Sekil 1.7. Kitin ve Kitosanin Yapisi (Ergiin vd., 2017).

1.7.1. Biyomedikal Uygulamalarda Kitosan Temelli Sistemler

Kitosan mikro-nanopartikiiller

Kitosan zararsiz organik ¢ozgenlerle partikiil yapilabilmesi, aktif ajanlarin
kontrollii saliminin yapilabilmesi, sulu asidik c¢ozeltilerde kolayla ¢6ziinebilir
olmasi gibi bir¢ok avantaja sahiptir. Bu nedenle kitosan yiiksek oranda ilag tasiyici
sistem gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Kitosan partikiillerin olusturulmasinda
farkli yontemler kullanilabilmektedir. Bu yontemler partikiil boyutu, termal ve
kimyasal stabilite, yeniden iiretilebilirlik, ila¢ salim kinetigi gibi parametreler goz
Oniline almarak sentezlenmektedir ve su sekilde siralanabilir: emiilsiyon ¢apraz
baglama, koaservasyon/presipitasyon, piiskiirtmeli kurutma, emiilsiyon-damlacik
koalesans metodu, iyonik jelasyon metodu, ters miselar metod, eleme metodu.

Kitosan partikillere ilag yiiklenmesi iyi metodla olmaktadir: partikiillerin
yapimi asamasinda ilacin ortama konmasiyla, partikiiller olusturulduktan sonra
ilacin partikiillerle inkiibe edilmesiyle. Bu yontemlerle hem suda ¢6ziinebilir ilaglar

hem de suda ¢oziiniirliigii olmayan ilaclar partikillere yiklenebilir.
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Kitosan hidrojeller

Hidrojeller yiiksek oranda su absorblayan 3 boyutlu polimer aglarmdan
olusmaktadir. Bu yapilar yumusak ve islak yapidaki materyallerdir. Kitosan
hidrojeller farkli yontemlerle olusturulabilir. Her ne yontem kullanilirsa kullanilsin
temel olarak kitosan hidrojeli olusturmak iizere polimer aglariyla fiziksel olarak

etkilesir ya da kimyasal olarak ¢apraz baglanir (Dash et al., 2011).

1.7.2. lyonik Jellesme Yontemiyle Kitosan Nanopartikiillerin Olusturulmasi

NaOH (10N) tripolifosfat
pH 4748 arttinlw (TPP)
1. Adim ﬂ ﬂ 2. Adim
[e e
e o |
kitosan ¢ozelisi ,// i \\\
Vv
- 4 ,
L
kangtrma

Sekil 1.8. Iyonik jellesme yontemiyle kitosan nanopartikillerin

olusturulmasi (Gokge, 2008).

Kimyasal capraz baglayicilar yerine kitosan ile elektrostatik etkilesim
sonucu tersinir fiziksel baglanan bir ¢apraz baglayici kullanilarak nanopartikiillerin
olusturulmas1 temeline dayanan ydntemdir (Gokge, 2008). Kimyasal c¢apraz
baglayicilar kullanilmadigindan dolay1 bu kimyasallarin potansiyel zararlar1 da
diistiriilmektedir. Polianyon olan tripolifosfat (TPP) ile polikatyon olan kitosan
arasindaki etkilesim buna &rnektir. Iyonik jellesme yontemi icin kitosan asidik
ortamda ¢6zUnur hale getirilir ve polianyon olan TPP ¢ozeltisi damla damla kitosan
cozeltisine ilave edilir. Zit yliklerin komplekslesmesi reaksiyonu kitosanin iyonik
jellesmesine ve kiiresel partikiillerin olusmasina olanak tanimaktadir (Dash et al.,

2011).
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1.8. Hyaluronik Asit ve Kitosan

HA ve kitosan beraber bir¢ok ilag tasiyici sistemin gelistirilmesinde
kullanilmistir. HA ve kitosanin yiik 6zelliklerinden dolay1 elektrostatik etkilesime
girmesi lizerinden ¢esitli polielektrot kompleksler olusturularak bunlarin
biyomedikal alanda kullanilmasi ¢alisilmistir (Tripodo et al., 2015). Ornegin Li et
al.,, 2013, pH duyarh ila¢ tasiyici sistem olarak paklitaksel tasinimi icin HA
amfifilik hale gelecek sekilde hidrofobik bir ajanla konjuge edilmis ve
kendiliginden nanopartikiil olusumu saglanmistir. Sonrasinda ise pH duyarlilik i¢in
kitosan ile kombine edilerek polielektrolit kompleks nanopartikiiller elde edilmistir.
Ramasamy et al., 2014, HA ve kitosanin beraber kullanimina baska bir 6rnek olarak
yine bir ilag tastyici sistem tasarlamiglardir ve HA-kitosan kombinasyonu ile EPR
etkisi temelli bir ila¢ hedefleme ¢alismiglardir. Yao et al., 2014, kanser tedavisinde
HA- kitosan kombinasyonunu tek duvarli karbon nanotiipler ile beraber kullanarak
ilag tastyict sistem hazirlamislardir. Kitosan yapinin suda ¢oziiniirligini ve
biyouyumlulugunu artirirken HA da CD44 reseptoriine aktif hedeflema amaciyla
kullanilmistir. Goriildiigii gibi HA ve kitosan bir¢ok biyomedikal uygulamada
yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.9. Doksorubisin

Doksorubisin sitotoksik antrasiklin grubu bir antineoplastik aktivite gosteren
bir antibiyotik ve interkalasyon ajanidir (drugbank.ca, doxorubicin). DNA’ daki
baz ciftlerinin arasina interkalasyon yaparak DNA’nin replikasyonunu ve boylece
protein sentezini dnler. Ayrica doksorubisin topoizomeraz 2 enzimini inhibe ederek
DNA replikasyonu sirasinda enzim-DNA kompleksinin artigina neden olur ve ¢ift
zincir kirtlmasinin ardindan niiklotid zincirinin ligasyonunu onler. Doksorubisin
serbest oksijen radikalleri olusturarak  hiicre membran1i lipidlerinin
peroksidasyonuna yol acarak sitotoksisite yaratir (pubchem, doxorubicin

hydrochloride).
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Sekil 1.9. Doksorubisinin kimyasal yapis1 (Drugbank, Doksorubisin).

Doksorubisin solid tiimorler ya da yumusak doku kanserleri gibi malign
timorlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak kullanimi kardiyak miyopati gibi
ciddi yan etkilerden dolay1 kisithidir (Dhamecha et al., 2015). Doksorubisinin ciddi
kardiyotoksisitenin yani sira yarattig1 yan etkilere 6rnekler sunlardir: kellik, kusma,
16kopeni ve agiz iltihabi. Ilag etkisini azaltmadan yan etkileri azaltabilmek igin
doksorubisin ilag tastyici sistemlere yliklenerek secici olarak hedef bolgelere

taginabilmektedir (Wu et al., 2013).

1.10. Hucre Kulttra

Hucre kaltard, hucrelerin bir dokudan mekanik yolla ve proteolitik enzimlerle
ayristirtlarak in vitro olarak ¢ogaltilmasi islemidir.

Hucre kiltiirii; as1, monoklonal antikor, enzim ve hormon uretimi, DNA ve
RNA replikasyonu arastirmasi, protein sentezi, enerji metabolizmasinin
arastirilmasi, g¢esitli ilaglarin hiicre siklusuna etkisi, sinyal iletim mekanizmas1 ve
hiicre haberlesmesi, hiicrenin beslenme 6zellikleri, enfeksiyon arastirmalari, viral

transformasyon, kimyasal transformasyon, hiicre popiilasyon kinetigi, sitogenetik
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analiz, genetik manipulasyon ve immortalizasyon, sitotoksisite denemeleri gibi
cesitli amagclarla yapilmaktadir.

Hiicre kiiltiirii galismalar1 ekonomik olmasi, 6rnek homojenitesi, fizyolojik ve
kimyasal gevrenin kontroli ve in vivo ortamin in vitro modellenmesi agisindan
avantaj saglamaktadir (Tiryaki M. K., 2010).

Hiicre kiiltiirii i¢cin hiicrelerin canliligimi siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan
maddeleri igeren besi ortaminin kullanilmasi gerekmektedir. Hucrelerin ¢abuk
biliylimesini saglamak i¢in genellikle serumla birlikte kullanilmakla birlikte ortam
icerisinde esansiyerl aminoasitler, vitaminler, mineraller, seker, tuz, glukoz, serum
ve antibiyotikler bulunmaktadir (Kiling A., 2016).

Hicre kiiltiirleri tek tabaka yapisan ya da stispansiyon halinde Uretilen hiicre
kiiltiirleri olarak calisilmaktadir. Siispanse hiicreler besiortaminda asili olarak
bliytirler. Kiiltiir kabina baglanmadan yasayip ¢ogalirlar. Bunlar kan, dalak, kemik
iliginden alinan hiicrelerdir. Yapigik hiicreler tek kat halinde kiiltiir kabina
baglanarak biiyiirler. Endodermal ve ektodermal embriyonik hiicre katmanlati bu
sekilde biiytirler fakat buna fibroblastlar ve epitel hiicreler dahil degildir. Ankoraj
bagimli hiicreler ¢ogalma icin vir yiizeye ihtiya¢c duyarken, ankoraj bagimsiz
hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyine zayif olarak tutunur ve biiyiime i¢in yilizeye ihtiyag
duymaz (Ozdag H., 2008).

Farkli kiiltiirlerden elde edilen hiicre kiiltiirleri; primer, sekonder ve devamli

olmak dizere (¢ grupta toplanir.

Primer Hicre Kiltirleri

Organizmadan dogrudan dogruya alinan organ, doku ya da hucrelerden elde
edilen ilk kiltiirdiir. Dokunun fizyolojik durumunu dogrudan yansitmaktadir. Bu
kiiltiirlerde hiicre soyu genellikle sonludur yani pasajlamalar sonrasinda hiicreler

yaslanarak Oliir.

Sekonder Hiicre Kiltliri

Primer kiltirden sonra hticreler ortalama 40-50 pasaj siiresince fenitipik ve
genotipik ozellikleri degigsmeden sabit bir oranda ¢ogalarak devam ettirilebilir. Bu
donemdeki kulttire diploid hiicre kultir ya da sekonder hicre kiltirt denir. Bu
kultirdeki hiicreler alindiklart dokunun karyotipini %85 oraninda korumasina

karsin genellikle 30-40 pasaj sonunda spontan bir farklilasma gézlenmeye baslar.
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Devamli Hiicre Kiiltiirleri

Primer hucre kultiriinden spontan mutasyonlar sonucu ya da kimyasal ajanlar
vb. ile olusturulan kiimelerdir. Primer hiicre kiiltiiri transformasyona ugradiginda
siiresiz olarak boliinme yetenegi olusturur. Bu hiicreler daha hizli ve daha kolay

blyirler ve genelde anormal kromozomlara sahiptirler.

1.10.1. Hiicre Kiiltiir Kosullari

Kiiltiir kosullar1 her hiicre i¢in farklilik gostermesine karsin bazi temel
ihtiyaglar1 igerir. Bunlar; amino asitler, karbohidratlar, vitaminler, minareller,

blyume faktorleri, Oz ve CO2 gazlari, uygun pH , osmotik basing ve sicakliktir.
Besiortami

Kiltir i¢in diizenleyici pH ve osmotik basincin yani sira gerekli besin
maddelerini ve biiyiime faktorlerini i¢erir. Hiicrenin ihtiyacina gore serum ilavesi
icerebilmektedir.

Serum bazal besiyerindeki hicrelerin kiltir( icin blylime ve adhezyon
faktorlerinin, hormonlarini lipidlerin ve minerallerin kaynagi olarak oldukga

onemlidir. Serum ayni zamanda hiicre membran gecirgenligini de saglamaktadir.
Karbondioksit

pH degisiklerine karsin kiiltliriin biiylime besiyerinin ve tamponun pH sini
diizenler. Genellikle HEPES veya bikarbonat tamponu kullanilir. Cogu hiicre
kultira yonteminde %5-7 oraninda CO2 kullanilmaktadir.

Sicaklik

Uygun sicaklik genellikle izole edildigi konagin vuciit sicakligina baghdir.
Fazla sicaklik az sicakliga gore hiicre kiiltirlinde daha ciddi bir problem
olabilmektedir. Cogu insan ve hayvan hiicre hatt1 i¢in uygun sicaklik 36-37 °C
araligindadir (Kiling A., 2016).
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1.10.2. Hiicre Bakimi

Kiiltiir ortamimin pH si 7° den 6.5 e diiserse bir¢cok hticrenin blytmesi durur
ve pH 6-6.5 arasinda 6lmeye baglarlar. Ortamin pH’ s1 diistiiglinde indikator olan
fenol kirmizisinin rengi dnce turuncuya sonra sartya doner. Bu durumda besiyeri
degistirilmelidir.

Klturde yiiksek hiicre konsantrasyonu varsa besiyeri daha ¢abuk tiikenir. Bu
durumda ya sik sik besi yeri degistirilmeli ya da hiicreler pasajlanmalidir.

Kontaminasyona kars1 koruyuculuk saglanmasi i¢in kiiltiir ortamina genellikle
penisilin-streptomisin antibiyotikleri sik sik ilave edilir.

Hiicre pasajlama islemi; flasklarda tek tabaka halinde bulunan hiicre dizilerinin
zarar verilmeden ylizeyden tripsin enzimi ya da hiicre kaziyic1 yardimiyla kaldirilip
sivi i¢inde slispanse ederek baska ortamlara aktarilmasi prensibine dayanir.
Aktarilan ortam yine % 5 CO2’li etiivde 37° C’ de hiicreler tam tabaka olana kadar
inklbe edilir (Tiryaki M. K., 2010).

1.10.3. Hicre Kiltlirinde Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite hiicresel aktivitenin geri doniisiimsiiz olarak durdurulmasi ve
hiicresel yapmin onarilamaz bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Sitotoksisite
testleri test maddesinin hiicre Uzerindeki etkisinin negatif ve pozitif kontrol
kullanilarak degerlendirilmesi amaciyla yapilir.

Sitotoksisite testleri tekrarlanabilir olmali, uygulanan konsantrasyonlar i¢in
doz-cevap egrisini vermeli, hiicre sayis1 ve test cevabi arasinda dogrusal iligki
olmali ve veriler in vivo kosullara yorumlanabilmelidir.

Cok sayida ornegik kisa zamanda ve ekonomik olarak incelenmesi, kantitatif
sonuglara ulagilabilir olmasi, test yontemlerinin standardize edilebilir olmas1 vb. in
vitro sitotoksisite testlerinin avantajlar1 iken, her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmasi,
kiltar hicrelerinin konak hiicrelerden farklilik géstermesi ve kiiltiir ortamimda doku
koruyucu mekanizmalarin olmamasi1 da dezavantajlarindandir.

Hiicre kiiltiirtinde %50 oraninda hiicre 6liimiine neden olan konsantrasyon ICso
olarak ifade edilir ve sitotoksisitenin gosterilme bicimidir.

Cogunlukla kullanilan sitotoksisite testleri; MTT , XTT, WST, nétral kirmizisi

ve laktat dehidrogenaz testidir.
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MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] Testi

Testin prensibi MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin canli hiicrelerde
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimiyle formazona diinlismesidir. Sar1
renkli MTT, enzim aktivitesi sonucu suda ¢oziinmeyen koyu mor renkli formazon
tuzuna doniislir. Canli ve mitokondriyal aktivitesi bozulmamis hiicreler mor
formazon tuzu olustururken, 6li hiicreler formazon {iriiniinii olusturamaz. Olusan
tuz DMSO (dimetilsiilfoksit)  ¢oziindiiriilerek  olusa  rengin  siddeti
spektrofotometrik olarak tayin edilir (Kiling A., 2016).
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2. MATERYAL ve METOT

LMW HA (0.5-1.3 MDa) ve HMW HA (1.8-2.5 MDa) SK Bioland’ den, adipik
asit dihidrazit (ADH), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC), aseton
(>%99) Sigma’dan, kitosan (asetilasyon derecesi: > %90) Marine Bio Resources’
tan ve doksorubisin hidroklorit Chemos’tan temin edildi. Isitmali orbital ¢alkalayici
Heidolph ve spektrofotometre Perkin FElmer markadir. Hiicre kiiltiiri
calismalarinda A549-luc ve SKOV-3 hiicre hatlar1 kullanilmistir.

2.1. Hyaluronik Asit Nanopartikullerin Sentezlenmesi

Hyaluronik asit nanopartikiller Hu ve arkadaslari, 2009, tarafindan gelistirilen
ve Fakhari ve arkadaslari, 2013 tarafindan adapte edilen yontem kullanilarak
hazirlandi. Yontemde kullanilan ¢apraz baglayicilar ile HA arasindaki reaksiyon
sekil 2.1. de goriilmektedir. 200 mg HMW HA 20 ml distile suda t¢ giin boyunca
oda sicakliginda ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 8 g tartilarak 80 ml su ile seyreltilir. 136.71
ml aseton HA ¢6zeltisi tizerine yavasca eklendi ve 25 °C deki su banyosunda 2 saat
boyunca karistirildi. Ardindan 80 mg EDC ve 40 mg ADH 2 ml suda ¢0zilerek
reaksiyon ortamina eklendi ve 24 saat boyunca karistirmaya birakildi. Siire sonunda
131.64 ml aseton yavas yavas eklendi ve 20 saat boyunca karistirmaya birakildi. 20
saatin sonunda elde edilen nanopartikiller 9000 rpm de 25 dakika olacak sekilde
santrifiijlenerek ayrildi ve 2 kez distile suyla yikama yapildi. Elde edilen
nanopartikiillerin SEM analizi yapild1.

Nanopartikiillerin sentezlenmesi esnasinda en uygun organik solvent ve ¢apraz

baglayici miktar1 denendi.

2.1.1. Organik Solvent Miktar1 Optimizasyonu

Organik solvent miktar1 denemesi i¢in Hu ve arkadaslarinin, 2009, belirttigi
aseton-su orani goz Oniinde bulundurularak nanopartikiil olusumun gerceklestigi
asama olan ikinci aseton ilavesindeki aseton miktar1 degistirildi. Buna gore, 2.1. de
anlatilan prosediir aynen gergeklestirilmekle birlikte ikinci aseton ilavesinde
151,29; 167,29; 183,29 ve 199,29 ml aseton eklenerek nanopartikiil olusumu
gergeklestirildi. Elde edilen nanopartikiillerin SEM analizi yapildi.
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2.1.2. Capraz Baglayic1 Miktar1 Optimizasyonu

Capraz baglayici miktar1 denemesi i¢in Pouyani and Prestwich’in, 1994,
belirttigi HA-ADH-EDC oranlar1 géz 6niinde bulundurularak 2.1.1 de belirtilen
yontemde 2. aseton ilavesi icin 167.29 ml secilerek ADH-EDC miktarlar1 0,16-
0,32; 1,6-0,32; 0,4-0,8; 4-0,8 g-g olacak sekilde nanopartikiill sentezi
gerceklestirildi.

Elde edilen nanopartikiillerin SEM analizi yapildi.

A o
oH + N=C=N N'H

EDC

=0

HA

H2N N
N

Q M - O 2 -
A oA Adipic dihydrazide HA” ~N-N NH,
—
H

HA" O HH 0o

. HA-ADH
O-acyl-isourea

Sekil 2.1. HA’nin EDC ve ADH ile ¢apraz baglanmasi reaksiyonu (Schante et
al., 2010).

2.2. Kitosan ile Kombine Edilmis HA Nanopartikullerin Sentezlenmesi

HA-kitosan nanopartikiller Oyarzun-Ampuero et al, 2009, Deng et al., 2014,
ve Selvi Gunel., ve arkadaslar1 2016, tarafindan gelistirilen yontemler adapte
edilerek ve gelistirilerek hazirlandi. % 0,11°lik (% w/v) kitosan ¢ozeltisi %1 lik
asetik asit ¢oOzeltisi icerisinde kitosanin ¢oziinmesiyle hazirlandi. Kitosan
¢Ozeltisinin pH’1 4.7-4.8 olacak sekilde 10 N NaOH ile ayarlandi. 14 ml kitosan
cOzeltisi tzerine 0,05; 0,1 ve 0,2 mg/ml LMW HA ve 0,44 mg/ml TPP iceren sulu
¢Ozeltinin 14 ml si orbital karistiricida karigtirma altinda oda sicakliginda damla
damla ilave edildi ve 20 dakika boyunca karigmaya birakildi. Siire sonunda olusan
nanopartikiiller reaksiyon ortaminin 9000 rpm de 30 dakika santrifiijlenmesi ile
ayrildi ve 2 kez distile su ile yikama yapildi. Elde edilen nanopartikullerin SEM,
FTIR ve Zeta-Boyut analizi yapild1.
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2.3. Kitosan ile Kombine Edilmis HA Nanopartiktllere Doksorubisin
Y uklenmesi

HA-kitosan nanopartikillere doksorubisin yiiklenmesi adsorpsiyon yontemiyle
gerceklestirildi. 2.2. baglikli yontem ile sentezlenen nanopartikiller 2 ml 0,5 mg/mi
doksorubisin ile disperse edildi ve nanopartikiller 16 saat 37 °C de inkibe edildi.
Doksorubisinin yiiklenmesinin gerceklestirilecegi en uygun pH ve doksorubisin
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla pH ve ila¢ miktar1 optimizasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen nanopartikiillerin SEM, FTIR ve Zeta-Boyut analizi
yapildi.

2.3.1. pH Optimizasyonu

[lag adsorpsiyonu i¢in en uygun pH’nm bulunmasi amaciyla pH 6 asetat, pH 7
PBS, pH 7,4 PBS, pH 8, 8,5 ve 9 Tris tamponlarinda 0,5 mg/ml doksorubisin
cozeltileri hazirlandi. Her bir pH’daki ilacin 2 ml si ile disperse edilen
nanopartikiiller 16 saat 37 °C de inkube edildi. Sure sonunda santrifij
gergeklestirilerek nanopartikiiller ayrildi ve 2 kez su ile yikama yapilarak
adsorplanmayan ila¢ miktar1 480 nm de spektrofotometre yardimiyla dl¢tildii.

Nanopartikiillere yiiklenen ilag miktar1 ve adsorpsiyon verimi asagidaki verilen

1 ve 2 no’lu denklemler kullanilarak hesaplandi:

Adsorplanan ilag miktart (ug) = Baslangig ilag Miktari(ug) —
Adsorblanmayan ila¢ Miktar: (ug) 11

Adsorplanan ila¢ Miktari (ug)

% Adsorpsiyon Verimi = x 100 [z

Baslangig llag Miktari (ug)

2.3.2. Tla¢ Miktar1 Optimizasyonu

[lag adsorpsiyonu igin en uygun baslangi¢ doksorubisin konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla pH 8 Tris tamponunda hazirlanan 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5 ve
2,5 mg/ml konsanstrasyonlarindaki doksorubisin ¢ozeltilerinin 2 ml si ile disperse
edilen HA-kitosan nanopartikiller 16 saat 37 °C de inkibe edildi. Sire sonunda
santrifiij gerceklestirilerek nanopartikiiller ayrildi ve 2 kez su ile yikama yapilarak

adsorplanmayan ila¢ miktar1 480 nm de spektrofotometre yardimiyla 6l¢tildii.
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Nanopartikiillere yiiklenen ilag miktar1 ve adsorpsiyon verimi 1 ve 2 no’lu

denklemler kullanilarak hesaplandi.

2.4. In vitro Tla¢c Salim

[lag salimi igin 2.3. te belirtilen ydntem ile doksorubisin yiiklii
nanopartikuller elde edildi. 1 mg/ml ilag iceren nanopartikiiller pH 7,4 PBS’te ve
pH 5,5 asetat tamponunda dagitild1 ve seliiloz diyaliz membranina (MWCO 18 000
Da) alindi. Ayn1 zamanda 1 mg/ml pH 7,4 PBS’te ve pH 5,5 asetat tamponunda
hazirlanan serbest ila¢ da diyaliz membranina alindi. Her bir 6rnek ilgili tamponun
10 ml’ sinde 37°C’deki calkalamali su banyosunda salim1 izlemek tizere birakildi.
Belirlenen araliklarla reaksiyon kabindaki tiim hacim alinarak yerine 10 ml taze
tampon eklendi. Alinan 6rneklerin doksorubisin icerigi 480 nm dalga boyunda
spektrofotometrede belirlendi. Hesaplamalar asagida verilen 3 no’lu formiille

hesaplandi.

Salinan ila¢ Miktart

Salinan llag Yiizdesi % = x 100 [3

Baslangig ila¢ Miktart
2.5. Hucre Kulttria ve In Vitro Sitotoksisite Testi

Hiicre kiiltiiri ¢aligmalar1 CD44 reseptoriiniin asir1 tiretildigi kiigiik hiicre dis1
akciger kanseri hiicre hatt1 A549-luc ve over kanseri hiicre hattt SKOV-3 lizerinde
yapildi. Hiicreler % 5 COz2 ‘li inkiibatérde 37 °C de kulture edildi. A549-luc hticre
hatt1 i¢in % 10’luk FBS iceren DMEM besiyeri, SKOV-3 i¢in ise yine % 10’luk
FBS iceren Mc Coy’s 5A besiyeri kullanildi.

Hiicreler pasajlanip yeterli sayiya ulastiktan sonra 96 kuyucuklu plakalara
kuyucuk basma 5000 hiicre ekilerek bir giin plakaya yapismas1 beklendi. Hiicreler
plakaya yapistiktan sonra serbest doksorubisin igin 1- 0,015625 upg/ml,
doksorubisin yiiklii kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiller i¢in 20- 0,3125
ug/ml ilag konsantrasyonu olacak sekilde ve ayni oranda yapilan seyreltmeyle bos
nanopartikiiller uygulandi. Ornek uygulamalarindan 48 ve 72 saat sonra MTT testi
icin kuyucuklardan 6rnekler uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pl sar1 renkli MTT
¢ozeltisi uygulandi. MTT uygulanan hiicreler 37 °C’de inkiibatorde 4 saat inkiibe
edildi. inkiibasyonun ardindan MTT ¢bzeltisi uzaklastirildi. Olusan formazon tuzu
100 ul DMSO eklenerek ¢ozildi. MTT testi canli hiicrelerdeki mitokondriyal
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enzim aktivitesi sonucu MTT bilesigindeki tetrazolyum tuzunun formazon tuzuna
doniistliriilmesi temeline dayanmaktadir. Hiicre canliligina bagl olarak olusan mor
renkli ¢ozeltinin siddeti degisiklik gosterecektir. Olusan mor rengin siddeti 540 nm
de goriiniir bolgede spektrofotometre yardimiyla okundu.

Higbir etken maddenin uygulanmadigi kontrol grubu temel alinarak hiicrelerin
her bir etken madde ve konsantrasyonu i¢in canlilik yiizdeleri hesapland:. ki hiicre

hatt1 i¢in de ICso degerleri GraphPad yazilimi ile hesaplandi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Hyaluronik Asit Nanopartiktllerin Sentezlenmesi

Surfaktan ya da yag kullanmaksizin ¢apraz baglayicilar ile hyaluronik asit
nanopartikiil sentezlenmesi, hyaluronik asitin karboksil gruplarinin EDC ile aktive
edilip ardindan ADH ile g¢apraz baglanmasi temeline dayanmaktadir. Aseton
ilavesiyle -COOH gruplariyla su arasindaki hidrojen bagi kirilip daha sonra EDC
ile 0-acil izoiire ara iriiniiniin olusumu saglanmaktadir ki burada EDC ¢apraz
baglama reaksiyonu i¢in katalist gorevi gormektedir. ADH ile amid bag:
olusturulup ¢apraz baglama saglanmaktadir. Ardindan ikinci aseton ilavesi yapilip
capraz baglanmis HA yapisinin yine HA zinciriyle su arasindaki gii¢lii etkilesimin
kirilmasi suretiyle nanopartikiiler forma gegmesi saglanmaktadir. Santrifiij yapilip
coktlrllen nanopartikiller su ile yikanarak asetonun, reaksiyona girmeyen EDC,
ADH’ 1n uzaklastirilmasi saglanmaktadir (Hu et al., 2009).

Sekil 3.1. A) Reaksiyon siiresi sonunda agik mavi renkteki nanopartikiiller, B)

Elde edilen nanopartikillerin SEM gorintus.

Fakhari et al., 2013 ve Hu et al., 2009, ikinci aseton ilavesine kadar reaksiyon
ortaminin renginde herhangi bir degisiklik olmadigini bununla birlikte ikinci aseton
ilavesinden sonraki 20 saatin sonunda rengin agik maviye dondiigiini

belirtmektedir (Sekil 3.1. A). Olusturulan yapinin SEM goriintiisii gostermektedir
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ki (Sekil 3.1. B) elde edilen nanopartikiiller 50-80 nm civarindadir. Ancak HA

zincirleri ¢ok diisiik oranda nanopartikiil olusturma egilimindedir.

Sekil 3.2. Aseton denemesine ait SEM goruntileri A) 151.29; B) 167.29; C) 183.29
D) 199.29 ml aseton ilavesi.

Sekil 3.2. de goriildigi gibi 151,29 ve 167,29 ml aseton ilavesi ile
olusturulan sistemlerde nanopartikiil olusum orani bir miktar daha artmakta ancak
yine de polimerin nanopartikuler forma ge¢cme orani diisiik kalmaktadir. 167,29 ml
aseton ilavesi ile olusturulan sistemde Sekil 3.2.” de de gorildiigi {tzere
nanopartikiil olusumu daha belirgindir. Ancak aseton miktar1 arttikca HA
zincirlerinin herhangi bir nanopartikiil yapis1 olusturmadigi goriilmektedir. Bicudo
and Santana, 2012, su molekiillerinin organik solvent molekiilleriyle karigmasi
nedeniyle HA zincirlerinin asir1 doymus hale geldigini ve stabil olmayan globiiler
yapilar meydana getirdigini sdylemektedir. Bununla birlikte HA zincirlerinin
nanopartikiiler forma gelmesinin ¢apraz baglayicilar ile reaksiyonun gergeklesmesi
sonucu oldugunu séylemektedirler. Bu nedenle 167,29 ml aseton miktar1 tizerinden

capraz baglayici miktar1 optimizasyonu yapilmistir.
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-

Sekil 3.3. Capraz Baglayict Miktar1 Optimizasyonu. A) 0,16-0,32 g-g (ADH-EDC)
ve B) 1,6-0.,2 g-g (ADH-EDC) ile olusturulan yapilara ait SEM goriintiileri C) 0,4-
0,8 g-g (ADH-EDC) ve D) 4-0,8 g-g (ADH-EDC) ile olusturulan yapilarin

reaksiyon sonu gorintuleri.

Sekil 3.3. ‘te ADH-EDC optimizasyonuna ait gorunttler verilmektedir.
Sekil 3.3. C ve D ‘de goriildiigli iizere HA:ADH:EDC (w/w/w) oram1 1:5:10 ve
1:50:10 oldugunda polimer agregatlasarak ¢oktii. Bu nedenle herhangi bir ileri
analiz gergeklestirilemedi. HA:ADH:EDC (w/w/w) oram1 1:2:4 ve 1:20:4 olan
sentezlerde agregatlasip ¢okme az gozlendi. Bu nedenle ileri analiz olarak SEM
analizi gerceklestirildi. Sekil 3.3. A ve Sekil 3.3.B ‘de goriilmektedir ki yliksek
oranda capraz baglayici eklenmesi polimer zincirinin kendi arasinda ¢ok fazla
capraz baglanmasina yol agmaktadir. Schante et al., 2011, asir1 ADH eklenmesiyle
capraz bag olusumunun yerine dihidrazit baglarmin ve tek koldan
fonksiyonlagsmanin oldugunu vurgulamaktadir. Bu nedenle homojen nanopartikiil

yapilar1 olusmak yerine rastgele amorf yapilar olugsmaktadir.
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3.2. Kitosan ile Kombine Edilmis HA Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Oyarzun-Ampuero et al., 2009, Gwak et al., 2012 ve Deng et al., 2014, HA
nanopartikiillerin kitosan ile olugturulmas1 yonteminde negatif ytiklii polimer olan
HA ile ¢apraz baglayici olan TPP yi, pozitif yiiklii polimer olan kitosan {izerine

damlatmak suretiyle hazirlamaktadir. Damlatma islemi sayesinde negatif yiikler ile

pozitif yiikler etkilesmekte ve polimerler nanopartikiil yapisini olusturmaktadir.

Sekil 3.4. Kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiillerin HA optimizasyonuna
ait SEM gorantuleri A) 0,05 mg/ml; B) 0,1 mg/ml ve C) 0,2 mg/ml HA ile

olusturulan nanopartikiiller.

Sekil 3.4.°te HA 0,05; 0.1 ve 0,2 mg/ml HA ile olusturulan kitosan temelli
HA nanopartikillerinin SEM gorintust gorulmektedir. 0,05 mg/ml HA ile yapilan
sentezde herhangi bir nanopartikiil olusumu goézlenmemektedir. Bu durumun
sebebi olarak HA konsantrasyonunun az olmasi diisiiniilmektedir. Nitekim HA
konsantrasyonu 0,1 ve 0,2 mg/ml’ye ¢ikarildiginda nanopartikiil olusumu oldugu
gortlmektedir. SEM analizi sonuglarma gore 0,1 mg/ml HA ile olusturulan
nanopartikillerin boyutunun yaklagik 80-100 nm oldugu, 0,2 mg/ml HA ile
olusturulan nanopartikiillerin boyutunun ise yaklasik 110-120 nm oldugu tespit
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edilmistir. Bu nedenle optimum HA konsantrasyonu olarak 0,1 mg/ml HA
secilmistir.
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Sekil 3.5. A) Kitosan, B) Hyaluronik Asit ve C) Kitosan ile kombine edilmis

hyaluronik asit nanopartikillere ait FTIR spektrumu.



38

Sekil 3.5’te kitosan(A), hyaluronik asit(B) ve kitosan ile kombine edilmis
hyaluronik asit nanopartikdillere (C) ait FTIR spektrumu gorulmektedir. Sekil 3.5.A
da 3300-2500 cm araligindaki ve hyaluronik asit yapisinda bulunan karboksilik
aside ait O-H gerilme piki ve 1400 cm deki yine karboksilik aside ait O-H biikiilme
piki goriilmektedir. Sekil 3.5.°B de, 3500-3400 araligindaki kitosanin yapisinda
bulunan primer amin grubuna ait iki bantli N-H gerilme piki gorilmektedir. Sekil
3.5.C’ de ise karboksilik aside ait O-H bikilme pikinin ve primer amin grubuna ait
N-H gerilme pikinin kayboldugu go6zlenmektedir. Bu durum nanopartikiil
olusumuna neden olan hyaluronik asit yapisinda bulunan karboksilik asit ile
kitosana ait amin grubu etkilesiminin gergeklestiginin bir kanitidir. Sonug olarak,
FTIR spektrum verileri gostermektedir ki kitosan ile kombine edilerek olusturulan

hyaluronik asit nanopartikiiller basarili bir sekilde elde edilmistir.

14 ........... ...A... ............... ...................... e e e .,
T P A R ITRRRY ., ST L SR Y :
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Sekil 3.6. Kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiillere ait boyut dagilim
grafigi

Sekil 3.6 ‘da kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiillerin boyuta gore
yiizde dagilim grafigi verilmektedir. Buna gore elde edilen nanopartikiillerin

boyutu 327,6 nm olarak 6l¢uldu.
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3.3. Kitosan ile Kombine Edilmis HA Nanopartikiillere Doksorubisin
Y uklenmesi
Kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiillere doksorubisin adsorpsiyonu
icin pH optimizasyonu denemesinde pH arttikga adsorpsiyon veriminin arttigi
gozlendi (Sekil 3.7.). HA’nin yapisinda bulunan -COOH gruplarmin, kitosana ait
amin gruplarinin ve doksorubisine ait amin gruplarinin pKa degerinin sirasiyla 3-
4, 6,5 ve 8-8,4 oldugu bilinmektedir. Buna gore pH arttik¢a doksorubisinin amin
gruplar1 pozitif yiiklenecek, HA’nin -COOH gruplar1 ise negatif yiiklenecek ve
etkilesim artacaktir. Bu nedenle pH arttikca HA- doksorubisin etkilesimin artmasi

beklenen bir durumdur.

% Adsorpsiyon Verimi
= N w S 93] o)) ~ o] Xe)
(9] wv w (9] wv w (9] (9] wv

(9]

5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
pH

Sekil 3.7. Kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiillere doksorubisin
yiiklemesinde pH’ a bagli adsorpsiyon verimi

Doksorubisinin diisiik pH’larda daha stabil oldugu pH arttikca stabilitesini
yitirdigi Sunar, 2014 tarafindan belirtilmektedir. Sekil 3.8.” da da goriildigi gibi
doksorubisinin spektrum taramasinda pH 8’ de (A) 480 nm civarinda en yiiksek
absorbans degerini almaktadir. pH 8,5 (B) ve 9 (C) da ise pik degerleri 500 nm
civarina kaymaktadir. Bu durum da 480 nm de okunan degerlerle yapilan
hesaplamada her ne kadar adsorpsiyon verimi artiyor goriinse de ilacin yapisinin
bozulmasi sebebiyle hataya yol agtigin1 gostermektedir. Bu nedenle optimum pH

olarak 8 secilmistir.
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Sekil 3.8. Doksorubisine ait A) pH 8 B) pH 8.5 ve C) pH 9 spektrum taramasi

sonuglari

flag miktar1 optimizasyonu denemesinde de yiiklenen ilag miktarmin

baslangi¢ ilag miktar1 arttikca arttigi tespit edilmistir. Ancak ilag miktar1 1,5 mg/ml
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nin tizerine ¢ikarildiginda yilikleme veriminin daha fazla artmadigi goriilmiistiir
(Tablo 3.1). Bu nedenle optimum ilag miktar1 1,5 mg/ml, adsorbsiyon verimi de
%389.8 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.9. Doksorubisin yiiklii kitosan ile kombine edilmis hyaluronik asit
nanopartikillere ait A) SEM gorintisi, B) Boyut dagilim grafigi.

Doksorubisin yiiklii kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiillere ait
zeta boyut analizi sonuglarina gore ilag yuklu nanopartikillerin boyutu 286,6 nm
olarak 6lculdi (Sekil 3.9-B). Buna gore ilag yiikleme isleminden sonra nanopartikiil
boyutu kii¢iilmiistiir. Bu durumun doksorubisinin yapisindaki amino gruplar1 ve
HA’nin yapisindaki karboksil gruplarinin iyonik etkilesiminden dolay1 oldugu
sOylenebilir. Sekil 3.9-A, doksorubisin yiiklii kitosan ile kombine edilmis HA



42

nanopartikillere ait SEM gorintlisune aittir ve tastyict sistemin beklendigi gibi

kiiresel yapida oldugu gozlenmektedir.

Tablo 3.1. Doksorubisin adsorpsiyonunda ilag miktar1 optimizasyonu. Baslangi¢
ilac konsantrasyonuna bagli adsorplanan ve adsorplanmayan ila¢ miktarlar1 ile

adsorpsiyon verimi.

%
Doksorubisin Baslangig Adsorblanan )
i Adsorblanmayan ) Adsorpsiyon
konsantrasyonu ilag ilag o
ila¢c miktari(pg) verimi
mg/ml miktari(png) miktari(ng)
2,5 5336,4 1294.67 4041,73 75,73
1,5 3235,84 329,91 2906,02 89,81
1 1543,58 271,46 1272,12 82,41
0,75 1434,58 235,08 1199,49 83,61
0,5 871,68 197,87 673,80 77,28
0,25 423,58 174,79 248,78 58,72




43

e e e e e e LA o e i e e e o e e B e e e e B I B e e e e e e |
3880 3380 2880 2380 1880 1380 880 380

o) iy

120 4

100 ]

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

95 -
85 3
80 3

L e e o S S S S (S S S S LA I e e e e i e e e e e
4000 3500 3000 25 2000 1500 1000 500

an?

Sekil 3.10. A) kitosan ile kombine edilmis hyaluronik asit nanopartikiillere, B)
doksorubisine ve C) doksorubisin yiiklii kitosan ile kombine edilmis hyaluronik asit

nanopartikillere ait FTIR spektrumu.

Doksorubisine ait aromatik halkalara ait 1400-1600 cm™ araligindaki C=C
titresim bandi nanopartikiiler sisteme ait FTIR spektrumunda (Sekil 3.10.) 1530
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cm? civarinda kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiillere ait pikler arasinda
yerlesmis olarak gézlenmektedir. Bu da doksorubisinin nanopartikiiler ilag tasiyict

sisteme basariyla yiiklendigini gostermektedir.

3.4. In vitro ila¢ Salim

In vitro ilag salim1 sonuglarina gore olusturulan nanopartikiillerin pH 5,5 ta
ilac1 ¢ok daha hizli saldig1 buna karsin pH 7,4’ te salimin daha yavas oldugu tespit
edilmistir. Bu durum sentezlenen nanopartikiiler yapinin ilaci dolasimda ve saglikli
dokularda salma egiliminin kanserli dokuda salma egilimden ¢ok daha az oldugunu
gosterir ki bu durumun da ilacin yan etkilerinin azaltilmasinda etkili olabilecegi
diistiniilmektedir.

Sekil 3.11. A ‘da da goriildiigli gibi nanopartikiillerden salinan ilag miktar1 pH
7,4 te ilk 6 saatte % 44,6 kadar iken pH 5,5 ‘ta aym saatte yaklagik %61 e
ulagmistir. Bununla birlikte serbest ilacin salim denemesi gostermektedir ki serbest
ilaglar nanopartikiler forma gore ¢ok daha kolay difiize olmaktadir. Sekil 3.11.
B’de de gorildigi gibi 90. Dakikada pH 7,4’te %37.3’ liik bir ilag salim1 varken
ayni dakikada pH 5,5’ta %74’liik bir salim s6z konusudur. Bu durum da hazirlanan
nanopartikiillerin ilaci kontrollii bir sekilde saldigin1 ayn1 zamanda da asidik

ortamda fizyolojik pH’a gore daha fazla ilag salim1 oldugunu gosterir.
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Sekil 3.11. In vitro ilag Salim1 A) Kitosan ile kombine edilmis HA nanopartikiillere

ait salim grafigi B) Serbest doksorubisine ait salim grafigi.

3.5. Hiicre Kiltird ve In Vitro Sitotoksisite Testi

A549-luc ve SKOV-3 hiicre hatlar1 iizerinde gergeklestirilen 48 ve 72 saatlik
sitotoksisite testi sonucglarina gore ilag yliklii olmayan kitosan temelli hyaluronik

asit nanopartikiillerin herhangi bir toksik etki yaratmadigi tespit edilmistir.
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Tablo 3.2. 48. Ve 72. Saat icin A549-luc ve SKOV-3 hiicre hatlarinda serbest
doksorubisinin ve doksorubisin yiiklii kitosan ile kombine edilmis HA

nanopartiklllerin sitotoksisite testi sonucu elde edilen 1Cso degerleri.

ICs0 48. saat 72.saat
Degerleri
(ng/ml) [lag tas1yict .
Serbest dox sistemde Serbest dox I.lag taglyém
dox sistemde dox
Hiicre Hatlar1
A549-Luc 0,60 +0,1 0,84 + 0,69 0,54+0,5 | 0,29+ 0,066
0,16 + 0,00203 + 0,12 + 0,00078 +
SKOV-3 0,00007 0,00265 0,00061 0,00066

Tablo 3.2. ‘de goriildiigii lizere, 48. ve 72. saat sonunda yapilan sitotoksisite
testi sonucuna gore serbest doksorubisinin 1Cso degeri sirasiyla SKOV-3 hiicre hatti
icin 0,16 + 0,00007 pg/ml ve 0,12 + 0,00061ug/ml, A549-luc hiicre hatti i¢in 0,60
+ 0,1 pg/ml ve 0,54 £+ 0,5 pg/ml bulunmustur. Bununla birlikte doksorubisin ytikli
kitosan ile kombine edilmis hyaluronik asit nanopartikiillerin 48. ve 72. saat igin
ICso degerleri SKOV-3 hiicre hattr i¢in 0,00203 + 0,00265 ug/ml ve 0,00078 +
0,00066 pg/ml, A549-luc hiicre hatt i¢in 0,84 £+ 0,69 pg/ml ve 0,29 + 0,066 pg/ml
bulunmustur. Buna gore hazirlanan ilag¢ tasiyict sistem AS549-luc hiicre hatt1 icin
serbest doksorubisine gore 72. saatte 1,86 kat daha sitotoksik iken, SKOV-3 hiicre
hatt1 i¢in ayn1 saatte 153,8 kat ve 48. Saatte 78,8 kat daha sitotoksiktir.

Platt and Szoka, 2008 tarafindan yapilan derlemede hem AS549-luc hicre
hattinin hem de SKOV-3 hiicre hattinin CD44 reseptoriinii asir1 eksprese ettigi
belirtilmektedir. Ancak CD44 reseptoriine hedeflemede A549-luc hiicre hatt1 igin
HMW HA kullanilirken, SKOV-3 hiicre hatt1 icin LMW HA kullanilmas1 s6z
konusudur. Sentezlenen yapida LMW HA kullanilmis olmas1 ve sitotoksisite testi
sonuglarma gore SKOV-3 hiicre hattinda A549-luc hiicre hattina gore daha fazla
toksisite yaratmis olmasi yapimnin aktif hedefleme yoluyla CD44 reseptorii ile

etkilesip ilacin daha etkin bir sekilde hiicre 6liimii yaratmasini miimkiin kilmigtir.
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Sekil 3.12. MTT sitotoksisite testine gore 48. saat % canlilik grafikleri A) Serbest

doksorubisin B) Doksorubisin yiiklii ilag tagiyici sistem
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Sekil 3.13. MTT sitotoksisite testine gore 72. saat sonunda % canlilik grafikleri A)
Serbest doksorubisin B) Doksorubisin yiiklii ilag tasiyici sistem

Sekil 3.12. ve sekil 3.13’te A549-luc ve SKOV-3 hiicre hatlarinda serbest ve
ilag tastyici sistemde yliklii doksorubisinin MTT sitotoksisite testine gore sirasiyla
48. saat ve 72. saat sonunda analizlenen canlilik oranlari yiizdesel olarak verilmistir.

72. saat sonunda her iki hiicre hattinda da hem serbest ilacta hem de ilag tastyici
sistemde yiiklii olan ilag uygulamasinda 48. saate gore 6liim oraninin daha fazla
oldugu goriilmektedir.

Serbest doksorubisin uygulanan her iki hiicre hattinda da her iki siire i¢in de
canlilik ilag tasiyici sisteme gore daha fazladir. Ilag tasiyici sistem serbest ilag

formiilasyonuna gore daha fazla toksisiteye sebep olmustur.
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Doksorubisin ¢zellikle over kanseri tedavisi i¢in kullanilmaktadir. % canlilik
verileri ve 1Cso degerleri de buna paralel sonuglar vermistir. SKOV-3 hiicre hattinda
hem serbest ila¢ icin hem de nanotasiyici sistemde yiiklii ilag i¢in canlilik oranlar1
belirgin oranda A549-luc hiicresine gore daha disiiktir. Bu durum hem
doksorubisinin over kanseri iizerinde kullanilmasindan hem de yine SKOV-3
hiicresinin sahip oldugu CD44 reseptorii ile LMW HA etkilesiminden
kaynaklanmaktadir.

Tiim bu veriler goz oniine alindiginda doksorubisin yukli kitosan temelli
hyaluronik asit nanopartikiillerin bu hiicre hatlar1 i¢in potansiyel bir ilag tasiyici

sistem olabilecegi sdylenebilir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Mevcut antikanser ajan olan ve aktif olarak kanser tedavisinde kullaniimakta
olan doksorubisin ilacinin yol a¢tig1 yan etkilerin azaltilmasi, terapotik indeksin
artirilmas1 amaciyla bu ajanin bir hedefli olarak kanser dokusuna taginmasi
amactyla ila¢ tastyici sisteme yliklenmesi c¢alisilmigtir. Hazirlanan bu sistemin
farkl1 kanser tiirlerindeki etkinliginin arastirilmasi amaciyla iki farkl kanser hiicresi
tizerinde in vitro sitotoksisite denemeleri yapilmistir.

Yalnizca hyaluronik asit ile olusturulan nanopartikillerin yeterli verimde ve
homojen olarak olusturulamamasi ve ayni zamanda yavas bir yontem olmasi
nanopartikiler sistemin hyaluronik asit-kitosan kombinasyonuyla ve ¢ok daha hizli
bir yontem olan iyonik jellesme yontemiyle olusturulmasina Onciiliik etmistir.
Iyonik etkilesim temeline dayanarak olusan kitosan ile kombine edilmis hyaluronik
asit nanopartikiillere antineoplastik ajan olan doksorubisin ilact basariyla
yiiklenmistir.

Sentezi ve karakteriazyonu gerceklestirilen ilag tasiyci sistemin ilag salim
verilerine gore nanopartikiiler sistemin ilact serbest ila¢ formiilasyonuna kiyasla
kontrollii olarak saliyor oldugu goriilmiistiir. Buna gore tasiyici sistem ile uzun
stirede etkin doz miktarinda kalinmasi miimkiin olacaktir. Bununla birlikte
olusturulan ilag tasiyici sistemin ilaci tiimor mikrogevresine ait ve fizyolojik pH’tan
diisiik olan asidik pH’ta fizyolojik pH’a oranla daha hizli saldig1 tespit edilmistir.
Bu durumda sistem ilac1 kan dolasiminda ¢ok az salacak ancak kanser dokusuna
ulastiginda bu bolgede daha fazla salacaktir. Bu sayede normal dokuya olan
toksisitenin azaltilabilecektir.

Hazirlanan nanopartikiillerin 250-300 nm civarindaki boyutu sayesinde yap1
EPR etkisi ile hedeflenebilecektir. EPR etkisinin kullanilmas1 sayesinde
nanopartikiiller saglikli dokuda birikmek yerine tiimor ¢evresindeki endotellerden
timor dokusuna gecerek bu bolgede birikecektir.

Farkli kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etkisi incelenen ilag yikli olmayan
sistemin toksisite yaratmadigi, ilag yUklu olan tasiyici sistemin ise bu hiicre hatlar
tizerinde etkin toksisitesi oldugu tespit edilmistir. Ozellikle SKOV-3 over kanseri
hiicre hattinda A549-luc hiicre hattina oranla daha fazla toksisite yaratmis olmasi
sistemin bir diger hedefleme mekanizmasinin da ¢alistigin1 gostermektedir. SKOV-

3 hiicre hattinda asir1 iiretilen CD44 reseptoriiniin ligandi olan ve sentezde
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kullanilan LMW HA ile etkilesimi, yapinin diger hiicre hattina oranla daha yiliksek
sitotoksik etki yaratmasina olanak tanimistir.

Sonu¢ olarak hazirlanan kitosan ile modifiye edilmis hyaluronik asit
nanopartikiillerin farkli kanser hiicre hatlarinda kontrollii salim, terapotik indeks

artig1 ve toksisite azaltilmasina yonelik potansiyele sahip olabilecegi sdylenebilir.
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