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OZET
KEMOTERAPI UYGULAMALARINDA KULLANILABILIR NITELIKTE
NANOBOYUTLU ILAC TASIYICI SISTEMLERIN GELISTiRILMESI ve MEME
KANSERI TEDAVISINDE KULLANABILIRLIGININ IN VITRO OLARAK
ARASTIRILMASI
Goksen Tosun, Nazan
Doktora Tezi, Biyomalzeme ve Doku Miihendisligi
Tez Danismant: Prof. Dr. Isa Gokge
Ikinci Danigsman: Prof. Dr. Cemil Alkan
Temmuz 2022, xii + 155 sayfa

Meme kanseri tedavisinde kullanilan geleneksel yontemlerden kemoterapi ve radyoterapi
direkt veya dolayli olarak tiimor bolgesini spesifik olarak hedef alan stratejiler olmadigi
icin saglikli doku ve hiicreler lizerinde meydana getirdikleri agir yan etkiler kanser
kaynakli 6liimlerin ardinda yatan ana sebebi olusturmaktadir. Son yillarda, bu agir yan
etkilerin iistesinden gelmek i¢in ilaglarin bir kapsiil icerisinde hedeflendirilerek timor
bolgesine gonderilmesi yeni ve umut verici bir yaklasim olarak ilgi ¢ekmistir. Meme
kanseri tedavisinde kullanilan ve kemoterapdtik bir ajan olan doksorubisini enkapsiile
edecek polimerik ilag tasiyict sistemler bu tez kapsaminda gelistirilmistir. Burada,
polyester grubu olan poliadipatlarin, pPAd, pBAd ve pEAd, mPEG-550 kullanilarak
PEGilenmesi  sonucu  sentezlenen  kopolimerlerden  metot  optimizasyonu
gerceklestirilerek, ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma yontemi ile {i¢ farkli yapida ilag
tagiyict sistem, PANPS, BANPs ve EANPs, ilk kez bu tez kapsaminda {iretilmistir.
Optimize edilmis metot ile {iretilen bu nanotasiyicilara DOX yliklenmis ve enkapsiilasyon
verimlilikleri sirasiyla %57, %58 ve %44.5 olarak hesaplanmistir. Serbest formdaki
DOX, ilag yiiklii olmayan nanotasiyicilar ve ilag yiiklii nanotasiyicilarin in vitro
sitotoksisite analizleri meme kanseri hiicre hatlarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231"de)
gerceklestirilmistir. Sitotoksite analiz sonuglari, lretilen nanopartikiillerin serbest
formdaki DOX’a kiyasla diisiik toksisite sergilediklerini ve ilag tasiyict sistem olarak
kullanilabileceklerini ortaya koymustur. Fiziksel, kimyasal ve hiicre kiiltiirii verileri
degerlendirildiginde, tez kapsaminda {retilen PANPS, BANPs ve EANPs
nanotastyicilarin, meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek yeni ilag tasiyict sistemler
olabilme potansiyeline sahip olduklari belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: ilag Tasiyic1 Sistem, Nanopartikiil, Meme kanseri, Poliadipat,
Doksorubisin



ABSTRACT
DEVELOPMENT OF NANOSIZED DRUG CARRIER SYSTEMS USABLE IN
CHEMOTHERAPY APPLICATIONS AND IN VITRO INVESTIGATION IN
BREAST CANCER TREATMENTS

Goksen Tosun, Nazan
Doctorate Thesis, Biomaterial and Tissue Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Isa Gokge
Co-Supervisor: Prof. Dr. Cemil Alkan
July 2022, xii + 155 pages
Due to those conventional methods like chemotherapy, and radiotherapy used in the
treatment of breast cancer were not directly or indirectly target the tumor area and serious
side effects of these strategies causing lethal health issue. Targeting drugs in capsules to
the tumor site has attracted considerable attention as a new and promising approach to
overcome the adverse severe side effects. Polymeric drug delivery systems to encapsulate
Doxorubicin, a chemotherapeutic agent used in the treatment of breast cancer, were
developed within the scope of this thesis. Here, three different structures of drug carrier
systems, PANPs, BANPs and EANPs, were produced by double emulsion solvent
evaporation method, by performing method optimization from the copolymers
synthesized as a result of PEGylation of polyadipates, pPAd, pBAd and pEAd using
mPEG-550. These nanocarriers produced with the optimized method were loaded with
DOX and their encapsulation efficiencies were calculated as 57%, 58% and 44.5%,
respectively. In vitro cytotoxicity analyses of free-DOX, non-drug-loaded nanocarriers,
and DOX-loaded nanocarriers were tested in breast cancer cell lines, MCF-7 and MDA-
MB-231. The results demonstrated that the nanoparticles exhibited low cytotoxicity and
could be used as a drug delivery system. Physical, chemical, and cell culture data showed
that PANPs, BANPs, and EANPs nanoparticles produced within the scope of the thesis
have the ability to be new drug delivery systems that may be used in breast cancer

treatment.

Keywords: Drug Delivery System, Nanoparticles, Breast Cancer, Polyadipate,
Doxorubicin
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2014 verilerine gdre meme kanseri, diinya genelinde
kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiliriidiir. Uluslararas1 Kanser
Arastirmalar1 Ajansi'nin 2018 raporuna gére, meme kanseri diinyada en sik goriilen
ikinci kanser (%11.6) olarak rapor edilmistir. Tiirkiye'de Saglik Bakanligi'nin 2015
verilerine gore, kadinlarda gortilen ilk 10 kanser tiirii arasinda meme kanseri birinci
sirada yer almaktadir ve insidans1 yiiz binde 52.5 olarak rapor edilmistir

(Karabulutlu ve ark., 2019).

Meme kanseri, diinya genelinde kansere bagli kadin 6liimiiniin 6nde gelen nedeni
olmaya devam etmekte ve yilda yaklasik yarim milyondan fazla kadin meme
kanserine yakalanmaktadir. Meme kanseri, tiimoriin reseptor durumuna, 6zellikle
Ostrojen reseptoriine (ER), progesteron reseptoriine (PR) ve insan epidermal
biiytime faktorii reseptor-2'ye (HER2) bagl olarak tedavi edilmektedir. Uyarlanmis
terapiler, ER-pozitif hastalik i¢in hormon terapileri (6rnegin tamoksifen ve enzim
aromataz inhibitorleri gibi) ve HER2-pozitif meme kanseri i¢in Trastuzumab
(Herceptin) gibi kemoterapi ilaglari bazi meme kanserlerinin tedavisinde énemli bir
basar1 saglamistir ancak bu terapilere karsi ilag direnci olduk¢a yaygindir (Holen ve
ark., 2017). HER-2’nin asir1 ekspresyonu meme kanseri tanili olgularin %30’unda
saptanmaktadir. HER-2 asir1 ekspresyonu genellikle daha agresif tiimor fenotipi,
daha kotii prognoz, daha kisa siirede yeniden niiks etmesi (relaps) ile iliskilidir.

HER2’nin asir1 ekspresyonun saptandigi mestastatik meme kanseri, genelde
Trastuzumab igeren kemoterapi yontemi kullanilarak tedavi edilmektedir.
Progresyonun gelismesi durumunda ikinci basamak olarak tekrar Trastuzumab
uygulanmasi ilaca karsi direncin gelismesine neden olabilmektedir (Kiiclikzeybek
ve ark., 2010). Meme kanserine yonelik kemoterapi, 151n tedavisi ve cerrahi
rezeksiyon gibi geleneksel terapi yontemleri, hasta ile uyumunun zay1f olmasi, kotii
doku seciciligi, ciddi toksisite ve ilag¢ direnci dahil olmak {izere biiyiik sinirlamalara
sahip olmasi tek bir tip terapdtik kanser tedavisine dayanan bu yontemleri yetersiz

kilmaktadir (Chengwei Zhang ve ark., 2017).



Terapotik etkiyi artirmak ve yan etkileri en aza indirmek i¢in ilag tastyici sistemlerin

kullanilmasi umut verici bir strateji olarak kabul edilmektedir.

DOX, FDA onayli kemoterapdtik ajanlardan biridir ve etki mekanizmalari, DNA
interlokasyonu ve serbest radikal olusumunu baglatarak DNA sentezini baskilamasi
olarak bilinmektedir. DOX genis bir neoplastik hastalik yelpazesinde yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, klinikte kullanilan DOX dozu, kemik iligi baskilanmasi,
doza bagli kardiyo-toksisite, karaciger fonksiyon bozuklugu ve artan ilag direnci
gibi ciddi yan etkilere neden olmasindan dolay1 olduk¢a sinirhidir (Chatterjee ve
ark., 2010) Antitiimor ilaglarinin saglikli dokularda olusturdugu agir yan etkilerin
azaltilmast ve tiimor bolgesindeki ilag etkinliginin artirilarak ilaca karsi olusan
direncin oniline gegilebilmesi i¢in farkli yaklagimlarla gesitli ilag tasiyici sistemler
uretilmektedir. Genellikle biyouyumlu polimerlerden {iretilen nano-tasiyicilarin,
istenilen Ozelliklere goére modifiye edilebilmeleri, boyutlarindan dolayr hem
fagosite olmaktan kaginmalart hem de tiimor bolgesinde birikebilmeleri, PEG ile
fonksiyonlandirma sayesinde kan dolasiminda stabil ve uzun siire kalmalari
polimerik nanopartikiilleri en ¢ok arastirilan ilag tasiyici sistemlerden biri haline

getirmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, meme kanseri tedavisinde kullanilmaya yonelik yeni
polimerik ilag tasiyici sistemler gelistirilmesi amaglanmistir. Bu sistemler,
biyouyumlu ve biyobozunur olan poliadipatlarin sentezlenmesi ve sentezlenen
poliadipatlarin mPEG-550 ile PEGilasyonu sonucu iiretilen kopolimerler
kullanilarak iiretilmistir. Hem hidrofilik hem hidrofobik o6zellik sergileyen bu
kopolimerlerden polimerik nanopartikiil tiretimi, metot optimizasyonunu takiben
iiretilmistir. PANPS, BANPs ve EANPs nanotasiyicilarina DOX yiiklenmis ve DOX
yikli nanotasiyicilarin, PADNPs, BADNPs ve EADNPs, enkapsiilasyon
verimlilikleri hesaplanmistir. Serbest-DOX, ilag yiiklii olmayan nanotasiyicilar
(PANPs, BANPs ve EANPs) ve DOX yiiklii nanotasiyicilarin (PADNPs, BADNPs
ve EADNPS) sitotoksisite analizleri meme kanseri hiicre hatlar1t MCF-7 ve MDA-
MB-231 {izerinde test edilmistir.



PANPs, BANPs ve EANPs nanotasiyicilarina fototerapi ajan1 ve ayni zamanda
floresans boya olan ICG (indiyosiyanin yesili) yliklenerek nanotastyicilarin meme
kanseri hiicre hatlar1 tarafindan hiicresel alimlart floresans mikroskop ile

gorlintiillenmistir.

Sonuglar olarak, bu tez kapsaminda sentezlenen amfipatik kopolimerler kullanilarak
iretilen nanopartikiillerin metot optimizasyonu yapilarak, meme kanseri
tedavisinde  kullanilabilecek  nitelikte  yeni  nanotasiyicilarin  {iretimi

gergeklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETLERI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL

BILGILER
2.1. Malign Tiimor

Malign tiimor, en yaygin bilinen adiyla kanser, genetik ve ¢evresel kosullarin etkisi
altinda malignant hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliiniip ¢ogalmasi sonucu
ortaya ¢ikan ve viicudun farkli bélgelerine yayilma veya viicudun farkli bélgelerini
istila etme potansiyeline sahip karmasik bir hastaliktir (Budak & Segmen, 2022).
DSO, 2018 Diinya Kanser Raporu’nda, diinya ¢apinda teshis edilen 18 milyon yeni
kanser vakasi ve kanser kaynakli §liim vakalarinin tahmini sayis1 10 milyon olarak
bildirilmistir. Kanser hastalarinin sayisi her gecen giin artmaktadir ve 2040 y1l1 i¢in
ongoriilen tahmini vaka sayisi diinya ¢apinda 29-37 milyon olarak bildirilmistir.
Kanserin tahmini kiiresel yillik yeni vaka sayis1 ve en énemli kanser tiirleri hem
diinya genelinde hem de erkekler ve kadinlar i¢in ayr ayr1 Sekil 2.1, Sekil 2.2 ve
Sekil 2.3’ de gdsterilmistir.
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(KADIN & ERKEK)

Diger
35%
Kolorektal
kanser
[0)
Mesane kanseri 10%
3%
Ozafagus Karaciger Prostatokanserl
3% Servis uteri kanseri Mide kanseri 870
4% 5% 7%

Sekil 2.1. DSO verilerine gore diinya genelinde toplam kanser vaka sayisinin kanser

tiirlerine gore dagilimi (McGuire, 2016'dan uyarlanmistir.)
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Sekil 2.2. DSO verilerine gore erkeklerde goriilen tahmini toplam kanser vakasi

sayisinin kanser tiirlerine gore dagilimi (McGuire, 2016'dan uyarlanmastir.)
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Sekil 2.3. DSO verilerine gore kadinlarda goriilen tahmini toplam kanser vakasi

sayisinin kanser tiirlerine gore dagilimi (McGuire, 2016'dan uyarlanmustir.)



Her iki cinsiyette de en yaygin goriilen bes kanser bolgesi, akciger (toplamin
%3.0'1), meme (% 11.9), kolorektum (% 9.7), prostat (% 7.9) ve mide (% 6.8) olup
bu bes kanser tiirii, genel kiiresel kanser yiikiiniin yarisin1 olusturmaktadir.
Erkeklerde akciger kanseri en yliksek insidans ve mortalite oranlarina sahip iken
kadinlarda ise meme kanseri, diger tiim kanser tiirlerinden ¢ok daha yiiksek bir
insidans oranina sahiptir (DeSantis ve ark., 2016). Cocuklarda ise 6zellikle 1-14 yas
arasinda, 16semi en yaygin goriilen tiirdiir (Hassanpour & Dehghani, 2017; Siegel
ve ark., 2013). Genetik yapi, ¢evresel kosullar, yasam tarzi, meslek grubu ve bazi
biyolojik faktorler farkli kanser tiirlerinin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir

(Friedman ve ark., 2009; Verma, 2004).

Kanser, ilgili hiicre veya doku tipine gore karsinoma (derideki neoplastik hiicreler
ve i¢ organlarin astarindaki dokularda meydana gelen kanser tiirii), sarkoma (kemik,
kikirdak, kan damarlar ve kaslar gibi bag dokularinda meydana gelen kanser),
16semi (kemik iliginde anormal kan hiicrelerinin olusumuna yol agan kanserli

hiicreler) ve lenfoma (bagisiklik hiicrelerinin kanseri) olarak siniflandirilabilir.
Tlimoriin biiylimesi ve metastazindan sorumlu on ayirt edici 6zellik:
e Siirekli ¢ogalma (proliferasyon) sinyali

e Biiylime karsit1 sinyallerden kaginma

e Bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmekten kaginma

e Sonsuz replikasyon potansiyeli

e inflamasyon

e Metastaz ve invazyon

e Anjiyogenez

e  Genetik mutasyon, stabil olmayan yapilar

e Apoptozdan kaginma

e Hiicre enerjilerinin de-regiilasyonu olarak sirlanabilir (Sekil 2.4) (Hanahan &
Weinberg, 2011; McNamara, 1923).



Tumor
Ayirt Edici
Ozellikler

ZpjsejaM

Sekil 2.4. Kanserin ayirt edici ozellikleri (Hanahan & Weinberg, 2011'den

uyarlanmustir.)

Siirekli cogalma (proliferasyon sinyalizasyonu

Normal hiicreler, biiylimeyi tesvik eden sinyalleri diizenleyerek c¢ogalma
homeostazin1 korumaktadirlar. Fakat kanserli hiicrelerde bu sinyaller siirekli bir
sekilde etkinlestirilmektedir ve bdoylece ¢ogalma ve ¢ogalma siiregleri uzun siire
devam etmektedir (Caon ve ark., 2020). Van Roosbroeck, CDK4 ve CDKG6 gibi
siklin bagimli kinaz (CDK) ailesinin protein kinazlarinin hiicre dongiisiinii ve hiicre
proliferasyonunu G1 fazinda kontrol ettigini bildirmistir. Kanser hiicresinin
genlerinde ve kinaz proteinlerinde meydana gelen anormal ekspresyonlar, CDK
sinyal yolunun diizensizligine yol agmaktadir (Caon ve ark., 2020). Benzer sekilde,
mitojenezin bir pargasi oldugu i¢in siirekli proliferatif sinyallesmeye yol acan PI3K-
Akt-mTOR veya MAPK yolaklarinin yeniden diizenlenmesi kanserlesmede 6nemli

rol oynamaktadir (Caon ve ark., 2020).



Biyiime karsit1 sinyallerin engellenmesi

Normal hiicrelerde, biliylime karsiti1 sinyaller olarak bilinen hiicrenin biiyiimesini

durduran bazi kontrol noktasi sinyalleri bulunmaktadir.

Tiimor hiicrelerinde bu anti-bliylime sinyalleri duyarsiz hale gelerek, tlimor
hiicrelerinin sinirsiz replikasyonu ile sonug¢lanan biiyiime mekanizmalarinin
kontroliiniin kaybina yol agmaktadir ve bu durum tiimoérlerin inhibe edilememesine

ve yaslanmalarinin 6nlenememesine sebep olmaktadir (Amin ve ark., 2015).

Immiin sistemden kacinma

Immiin gdzetim teorisi, tiim hiicrelerin ve dokularm, kanserli hiicrelerin erken
tespiti ile tiimor olusumunu ve yayilmasini engelleyen veya timdr olusumuna
dayanikli olan bagisiklik sisteminin kontrolii altinda ¢alistigin1 6ne siirmektedir
(Caon ve ark., 2020). Immiin gézetim ve immiino-diizenleme teorisine gdre, malign
hiicreler, immiin hiicreler tarafindan taninir ve elimine edilirler. Bununla birlikte,
timor hiicrelerindeki niceliksel ve niteliksel degisiklikler, bir kanser-bagisiklik
denge evresine ve ardindan immiin sistemden kacgis evresine yol agmaktadir
(Nakamura & Smyth, 2020). Bu nedenle immiin sistem hiicreleri kanserli hiicreleri
tespit edemez ve boylece kanser hiicreleri uzun siire immiin sistemden kaginarak
hayatta kalirlar. Tiimor hiicreleri T-hiicrelerinin fonksiyonunu bozarak, bagisiklik
sistemini degistirebilmesinin yansira bagisiklik baskilayici mediatorleri ve antijen
tespitini modifiye etmektedir (Vinay ve ark., 2015). Kobayashi, reseptor tirozin
kinazlarin, JAK-STAT yolagimin, MAPK yolaginin, Hippo, PI3K-AKT-mTOR
yolaginin ve Wnt bagisiklik yolaginin, kanserli hiicrelerde cogunlukla bozuldugunu
rapor etmistir (Vinay ve ark., 2015).

Apoptozdan kacinma

Kanser, genlerdeki mutasyonlardan veya tek bir hiicredeki epigenetik
degisikliklerden kaynaklanabilmektedir fakat hiicre ¢ogaldik¢a daha fazla genetik/
epigenetik degisiklik olusma riski ile kars1 karsiya kalmaktadir.



Hiicre 6liim mekanizmalar1 kusurlu olan veya programli hiicre 6liimiinii engelleyen
inhibitor seviyesi yiiksek olan hiicrelerin hayatta kalma sansi yiiksektir (Emdad ve
ark., 2020).

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii olarak ifade edilmekte ve bir dokuda hiicresel
homeostazi siirdiirmek icin siklikla gelisim ve yaslanma evrelerinde meydana
gelmektedir. Ek olarak apoptoz, DNA’s1 hasara ugramis veya mutasyon geg¢irmis
hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyerek organizmanin korunmasini bir gorev olarak
istlenmektedir. Kusurlu apoptoz programlart ise kanserin gelismesine ve
invazyonuna Onemli katkilarda bulunmaktadir. Kanser hiicreleri, apoptoz
indiiksiyonundan kacinma yetenegini gelistirme egilimindedir ve apoptozdan bu
kaginma, terapdtik ajanlara karsi direng kazanmakta 6nemli bir rol oynamaktadir
(Cree, 2011). Dogal olarak apoptoz, i¢sel ve digsal yolaklar, p53, BCL2,
endoplazmik retikulum stresinin neden oldugu apoptotik yolaklar ve nekroptoz
hiicre 6lim yolu ile gergeklestirilmektedir. Kanser, mikroRNA'nin ekspresyon
modelini degistirerek bu yollarin diizensizlesmesine ve apoptozdan kag¢inmaya

neden olmaktadir (Fernald & Kurokawa, 2013; Shirjang ve ark., 2019).

Doku invazyonu ve metastaz

Kanser hiicreleri komsu hiicreleri istila edebilmekte ve kan dolasimi veya lenfatik
sistem yoluyla dokularin yam sira diger hiicrelere de yayilabilmektedir. Doku
istilas1 ve metastaz, bir dizi karmasik biyolojik siiregten olugmaktadir. ilk olarak,
kanser hiicreleri yakin konumdaki yerel komsularin1 ve stromayi terk etmekte;
ardindan, hiicrenin disinda bulunan matrisin enzimatik olarak pargalanmasi ile
birlikte belirli bir yonde hareket etmektedir. Daha sonra, sirasiyla, kan veya lenf
damarlarinin infiltrasyonu (penetrasyon) ve timor embolisi (tiimor hiicresinin
metastazin meydana geldigi yere ve biliylime faktoriinlin temininde kolaylik
saglayana kadar kan dolagiminda yasamasi) hedef bolgede kan damart endoteline
tutunma ve kan damarmin ekstravazasyonu ve yeni nise adaptasyonun
saglanmasinin yani sira self invazyon ve yayilma igin yeni bir yer tedarigi asamalari

gerceklesmektedir (Nenclares & Harrington, 2020).



Tumor anjiyogenezi

Kanserli hiicrelerde veya kanserli bir bolgedeki kan damarlarinin gelismesine ve
sayilarinin artmasina timor anjiyogenezi denir. Tiimor hiicreleri biliyiimek icin
viicudun kan kaynagimi kullanmaktadir ve malign doniisiime ugrayan vaskiiler
hiicre kiimeleri olarak goériinmektedirler. Biyiiyen ve ¢ogalan kanser hiicreleri,
oksijen ve besinlerin alinmasini ve atik {irinlerin uzaklastirilmasini saglamak igin
yeni kan damarlarina ihtiyag duymaktadirlar. Kanser hiicrelerinin hizli ¢ogalmasi,
glikojenoliz tarafindan temsil edilen hipoksik bir ortam yaratmaktadir. Bu gevresel
baskilar anjiyogenezde degisikliklere neden olmakta ve tiimoral ¢evrede vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF), trombosit kaynakli bitytiime faktorii (PDGF),
temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF),
doniistiirticii bliylime faktorii (TGF) o ve B ve tiimor nekroz faktorii o (TNF o) gibi
anjiyogenezi destekleyen biiylime faktorleri salgilanmaktadir (Nenclares &
Harrington, 2020).

Timor kaynakl biiyiime faktorlerinin salgilanmasi, yakindaki kan damarlarindan
potansiyel endotel hiicrelerini uyaran, gelistiren ve bunlar1 kanser hiicrelerine
aktaran pro-anjiyogenik faktorler ile anti-anjiyogenik faktorler arasinda bir
dengesizlik olugmasina yol agmaktadir (Roudsari & West, 2016).

Replikasyon potansiyeli

Hayflick fenomenine gore, kanserli olmayan somatik hiicreler, hiicre biiylimesinin
tamamen durdugu GO fazina girmeden 6nce sinirlt replikasyon yetenegine sahiptir.
Replikasyon meydana geldikge, hiicre yasamini gdsteren ve molekiiler bir saat
gorevi goren telomerler zamanla git gide kisalmaktadirlar. Bununla birlikte, timor
hiicrelerindeki telomeraz enzimi asiri eksprese olarak telomer uzunluklarini
korumaktadirlar. Boylece 6liimsiiz hale gelen timdr hiicreleri sonsuz replikasyon

yetenegi kazanmaktadirlar.
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Hiicre enerjilerinin deregiilasyonu

Hiicresel enerjinin deregiilasyonu, kanserin ayirt edici ozelliklerinden biridir.
Malign tiimor hiicreleri, artan aerobik glikoliz gibi, tiimdér olusumuna ve
maligniteye katkida bulunabilecek, temel olarak degistirilmis hiicresel enerjiler
sergilemektedir. Malign doniisiimde daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyuldugu i¢in bu
temel hiicresel slirecin siirekliligi kanserin bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir
(Chunzhi Zhang ve ark., 2013). Proliferasyon igin gerekli olan yiiksek enerji
miktarini karsilamak i¢in kanser hiicreleri, glikoliz, oksidatif fosforilasyon, amino
asit, niikleotid, lipid sentezi, pentoz fosfat yolu, trikarboksilik asit dongiisi, -
oksidasyonu ve glutaminin bozulmasi yoluyla metabolik yolu yeniden
programlamak iizere metabolizmay1 koordine etmektedirler (Torresano ve ark.,
2020). Kanser hiicreleri, oksijen igeren kosullar altinda meydana gelen Warburg

etkisi araciligryla islev gérmektedir.

Kanser hiicreleri, metabolizmalarim1 laktik asit tretmek i¢in tercih edilen
glikojenoliz kullanimina gecirme egilimindedir. Bazi kanser hiicrelerinde, hipoksik
mikro ¢evre, ndoroendokrin farklilasmasini ve epitelyalden mezenkimal gogii
uyarabilmekte ve ayrica kanser kok hiicrelerini indiikleyebilmektedir. Bu siiregler,
kanser hiicrelerinin metastaz yapma egiliminin artmasiyla iligskilendirilmektedir (L.

Li & Li, 2015; Nenclares & Harrington, 2020).

Onkogenler ve timor baskilayici genler

Kanserde onkogenler aktif ve baskin gen grubu iken, tiimor baskilayici genler
(TSG'ler) inaktifdir ve kanser patogenezinde fenotipik olarak ¢ekiniktir.
Onkogenlerin aktivasyonu asagida siralandigi gibi ti¢ farkli yolla gergeklesmektedir
(Nenclares & Harrington, 2020).

o DNA kodunun mutasyona ugramasi

o Amplifikasyon isleminin fazlaligi, protein liretiminin artmasi
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J Bir DNA segmentinin bir kromozom {izerinde yeni bir pozisyona transferi,
biyolojik olarak oldukc¢a aktif flizyon proteininin olusumuna yol agmasi (Sekil

2.5)

Normal p53 Mutant p53

- -~ o ~.

’ DNA hasan \ > DNA hasan \
Hiicre dongiisli Hiicre ddngiisii
anormallikleri j anormallikleri /

o~ hipoksi ~ ™~ hipoksi e

| |

Tops3
|~
Hiicre donglsi durdurulur

l Hiicre donglisli devam eder

DNA onarimi gergeklesir l

Sagliklihiicreler kanser

Hicre déngtlist yeniden baglatilir hicresine dénlstr

Sekil 2.5 Onkogenler ve tiimor baskilayict genler (Shaikh ve ark., 2021'den

uyarlanmustir.)

TSG'ler, hiicre ¢cogalmasini dnleyen ve apoptoz siirecine yardimci olan hiicresel
genlerdir. Bu genler, bircok kanserin patogenezinde inaktive edilerek anormal

proliferasyona ve tiimor hiicrelerinin gelismesine neden olmaktadir.

Retinoblastoma proteini (Rb), kesfedilen ilk TSG'dir ve baskilanmasi sarkoma,
retinoblastom, meme, akciger ve mesane kanserine yol agarken bir bagka TSG olan
p53; beyin, kolon, meme, karaciger, yemek borusu ve akciger kanserlerinin yani

sira sarkoma, 16semi ve lenfoma ile iliskilendirilmektedir (Levine ve ark., 2008).
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2.2. Meme Kanseri

Malign tiimor hiicrelerinin gelisimiyle meydana gelen meme kanseri, kadinlar
arasinda en yaygin goriilen kanser tiirtidiir. Meme kanserlerinin ¢ogu ya kanallarda
ya da lobiillerde meydana gelmektedir. Hatta meme bolgesinin disinda kan
damarlar1 ya da lenf damarlart yoluyla diger viicut dokularina metastaz
yapabilmektedirler (Sekil 2.6). Meme kanseri, esas olarak lobiillerin ve kanallarin

i¢ tabakasini tutan bir tiir doku kanseridir (Sariego ve ark., 1995).

Patologlar meme kanserini, memenin etkilendigi bolgeyi (lobiil veya kanal) baz
alarak siniflandirmaktadirlar. Meme kanseri tiirleri arasinda duktal tiir (papiller,
mediiller, miisin veya tiibiiler), tim meme kanseri tiirlerinin %70-80'i olustururken

kalan yiizdeyi ise lobiiler meme kanseri olusturur (Chopra & Davies, 2020).

Yag dokusu

Lobiiler karsinoma

kanal

Normal meme Kanserli meme

Sekil 2.6. Normal meme ve lobiiler karsinoma olustugu meme

(https://smart.servier.com/ uygulamasi kullanilarak ¢izildi.)

Meme kanseri, yilda bir milyondan fazla yeni vaka ile kadinlar arasinda yaygin bir
malign neoplazm tiirii olup, 45-55 yas aras1 kadinlarda kanserle iliskili baslica 6liim

nedeni oldugu bilinmektedir.
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Kadinlarda goriilme sikligi 1/8 olup genellikle cerrahi miidahale ile dokunun
tamamen ¢ikarilmasi1 (rezeksiyon) veya kemoterapi, hormon terapisi, radyoterapi
gibi terapotik yontemlerle kanserli bolge tedavi edilmeye ¢alisiimaktadir (Ataollahi
ve ark., 2015).

Meme kanserine yol agabilecek risk faktorleri iizerinde calisilarak 6nlem
alinabilmektedir. Bu risk faktorleri degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri
olarak siniflandirilmaktadir. Degistirilemeyen risk faktorleri arasinda artan yas,
mutasyonlar, aile dykiisii, yogun gogisler, kisisel meme karsinomu veya kanserli
olmayan meme ile iliskili hastalik Oykiisii ve dietilstilbestrol (yapay Ostrojen)
kullanan kadinlar bulmaktadir. Ailesinde gii¢lii meme kanseri Oykiisii olan veya
BRCAT1 geninde ve BRCA2 geninde kalitsal degisiklikler olan kisilerin meme

kanserine maruz kalmasi muhtemel bir durumdur.

Asirt kilolu veya obez olmak, fiziksel olarak aktif olmamak, hormon alimi, tireme
faktorleri ve alkol-sigara tiiketimi ise degistirilebilir risk faktorleri arasinda yer
almaktadir (Nindrea ve ark., 2017). Saglikli kiloyu korumak, diizenli egzersiz
yapmak, alkol ve sigaradan kaginmak, hormon replasman tedavisi veya oral
kontraseptif alirken veya miimkiinse ¢ocuklar1 emzirirken dikkatli olmak bazi
onleyici yaklagimlardir (Kaminska ve ark., 2015). Bununla birlikte, meme kanseri

bir kez ortaya ¢iktiginda, onu yenmek i¢in tedavi sarttir.

2.2.1. Meme kanseri tiirleri

Meme kanseri, 6zellikleri ve igerigi bakimindan cesitlilik gostermektedir ve bu
nedenle, hormonla (genis anlamda), histolojik ve molekiiler olarak

siniflandirilabilmektedir.
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Histolojik olarak meme kanseri tiirleri

DSO tarafindan meme kanseri histolojik bakimdan invaziv ve noninvaziv olarak
siniflandiriimaktadir. Invaziv olmayan bir tip, lobiiler-duktal karsinoma in situ
(LCIS) veya duktal karsinoma in situ (DCIS) olabilmektedir. invaziv karsinoma
ayrica asagidaki alt siniflara ayrilabilmektedir (M Deshpande ve ark., 2017).

(@) Invaziv duktal karsinoma (IDC): En yaygin meme karsinomu tipidir,
DCIS varliginda veya yoklugunda stromal invazyon ile duktal malign
proliferasyona sahiptir, degisken morfolojik duktal farklilasma gosterir (Makki,
2015).

(b) Belirgin intraduktal bilesenli invaziv duktal karsinoma (IDCPIC): invaziv
olandan en az dort kat daha biiyiik bir intraduktal bilesenle miittefik bir IDC'nin
varlig1 ile karakterizedir, meme kanserlerinin %5'ini temsil eder (Sabatier ve ark.,
2016).

(c) Invaziv lobiiler karsinoma (ILC): Komsu dokulari istila eden ve kiimeler
halinde toplanmig monoton yuvarlak, kiigiik, disko hezif hiicreler ile karakterize

lobiiler karsinomdur (Z. Chen ve ark., 2017).

(d) Papiller karsinoma: Papiller karsinom, yeni meme kanseri vakalarinin
yaklasik %0.5'ini temsil eder, meme ucundan kanli akinti, anormal Kkitle,
radyografide  anormallikler, fibrovaskiiler c¢ekirdekler etrafinda  hiicre

proliferasyonunun diizenlenmesi, sinirl bir kitle olusumu ile tanilanir (S. K. Pal ve

ark., 2010).

()] Mediiller karsinoma: Nadir (< %5) goriilen, “mediiller 6zellikli
karsinomlar” dir (Limaiem & Mlika, 2021).

U] Miisindz karsinoma: Nadir goriilen alt tip (%2), hiicresellige bagh olarak
saf veya kanisik tip olabilir. Saf tipte, timoriin %90 sadece hiicre dist miisin
tiretirken, karigik tip ayrica infiltre edici bir duktal epitelyal bilesen igerir (Barkley
ve ark., 2008).

(9) Tiibiiler karsinoma: Nadir (invaziv olanlarin %1-2'si) goriliir ve liimen

acik, stroma ile birlikte tiibiiler yapilardan olusurlar (Nguyen & He, 2021).
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() Apokrin karsinoma: Karakteristik bir 6zelligi apokrin hiicrelerinin varlig

olan bir bagka nadir goriilen alt tiptir (Vranic ve ark., 2017).

Q) Sekretuar (juvenil) karsinoma: Bu alt tipin insidans1 ¢ok disiiktiir
(%0.015). Histolojik analiz, bol miktarda hiicre dis1 ve hiicre i¢i salgr materyali
gosterir (Joseph ve ark., 2017).

) Adenoid kistik karsinoma: Belirli bir biiyiime paterninde organize olmus
bir liimen ve bazaloid hiicre popiilasyonunun varlig: ile isaretlenen nadir goriilen

bir meme kanseri alt tipidir (Miyai ve ark., 2014).

(k) Metaplazili karsinoma: Yillik tani alan hastalarin %0,25-1'ini kapsar ve
skuamoz tip, ig benzeri, matris tireten, karsino-sarkoma, dev osteoklastik hiicreli

metaplastik olarak alt bolimlere ayrilabilir (D. R. Shah ve ark., 2012).

() Meme ucu paget hastaligi: Bu alt tip, meme ucu derisinin ve meme ucunu
cevreleyen daha koyu alanin her ikisinin de egzama benzeri hale geldigi nadir

goriilen tiirdiir (Karakas, 2011).

Meme kanserinin molekiiler siniflandirmasi

Molekiil seviyede inceleme, normal doku gelisimi ile kanser progresyonu
arasindaki dikkate deger benzerlikleri anlamamizi saglamaktadir. Normal hiicre
gelisimi karmagsik sinyal yolaklari tarafindan kontrol altindadir fakat kanser
hiicreleri veya kanser kok hiicreleri bunlarin ¢ogunu ya gasp etmektedir veya
diizensiz hale getirmektedirler. Sirasiyla proto-onkogenleri aktive ederek veya
timor baskilayicilart etkisiz hale getirerek, kritik negatif diizenleyicilerin hiper

aktivasyonuna veya ortadan kaldirilmasina neden olabilmektedirler.

ER sinyali, HER2 sinyali ve kanonik Wnt sinyali, memenin normal glandiiler
gelisimini ve kok hiicre fonksiyonlarini diizenleyen ana sinyal yolaklaridir (Feng ve
ark., 2018). Ancak kapsamli anlamda meme kanseri ER+, PR+ ve HER2+ veya tiglii
negatif (ER, PR ve HER2 yoklugu) tipte olabilmektedir (Ferrari ve ark., 2014).

Tedavi yontemi ayn1 zamanda meme kanserinin tiiriine de baglidir.
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2.2.2. Meme kanseri tedavisi icin onaylanmis/onaylanmamus ilaglar

FDA tarafindan onaylanmis kemoterapotik ajanlar ve hormonal hedefli ilaclar

Meme kanserini onlemeye yonelik ilaglar arasinda tamoksifen sitrat ve raloksifen
hidrokloriir bulunmaktadir. FDA tarafindan meme kanseri tedavisi ig¢in onaylanan
ilaglar kapesitabin, doksetaksel, doksorubisin hidrokloriir, epirubisin hidrokloriir,
siklofosfamid, eribulin mesilat, paklitaksel, 5-florourasil, everolimus, fulvestrant,
toremifen, gemsitabin hidrokloriir, gokserebelin asetat, gosserebilin asetat,

metotreksat, vinblastin siilfat, tiotepa ve letrozol’diir.

Bazi spesifik ilaglar arasinda hormonal ilaglar (tamoksifen sitrat (HR+ i¢in) (Ferrari
ve ark., 2014), anastrozol (HR+ igin), eksemestan (ER + i¢in)), lapatinib (HER2+
icin) (Moy ve ark., 2007), olaparib (BRCA mutasyon tasiyicilari igin) (Caulfield ve
ark., 2019), megestrol asetat (HR+ igin) (Bines ve ark., 2014), neratinib maleat
(HER2+ igin), pamidronat disodyum (osteolitik kemik metastazli meme kanseri)
(Kotecki ve ark., 2019), talazoparib tosilat (gBRCAm i¢in; HER2-) (Urbina-Jara ve
ark., 2019), toremifen (HR+ i¢in) (Vogel ve ark., 2014), ribociclib (HR+ i¢in) (A.
Shah ve ark., 2018) vb. bulunmaktadir.

Monoklonal antikorlar

Monoklonal antikorlar, kendi antikorlarimiz gibi belirli hedefleri de taniyabilen
sentetik proteinlerdir (Kimiz-Gebologlu ve ark., 2018; Weiner ve ark., 2010). Meme
kanserini tedavi etmeyi amaclayan bilinen baz1t FDA onayli monoklonal antikorlar
sunlardir: Trastuzumab (HER2 + meme kanseri i¢in), Pertuzumab (HER2+ meme
kanseri igin) (Sussell ve ark., 2022) , Atezolizumab (tiimérlerin PD-L1'i eksprese

ettigi yer) (Mavratzas ve ark., 2019).
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Diger kemoterap6tik ajan/fito bilesenler/ekstraktlar

Son zamanlarda, kurkumin (Atlan & Neman, 2019), quercetin (Kikuchi ve ark.,
2019) ve resveratrol (Vinod ve ark., 2015) de meme kanserine karsi bir miktar
potansiyel sergilemistir. Baz1 yaygin otlar veya bitki 6zleri (kurutulmus P. ginseng,
karayilan otu kokleri) (Shareef ve ark., 2016) ve ¢am ignesi esansiyel yaginin da

meme kanserine kars1 etkinlik gosterdigi bilinmektedir (Ren ve ark., 2018).

Meme kanserine karsi antikanser aktivite gosteren nanopartikiiller

[lag olarak kullamlabilme potansiyeline sahip olan bazi nanopartikiiller, fullerenler
(Bianco & Da Ros, 2007), grafen oksit (Mahanta & Paul, 2015), altin
nanopartikiiller (S. Jain ve ark., 2012), giimiis nanopartikiiller (Jeyaraj ve ark.,
2013), selenyum nanopartikiiller (Yazdi ve ark., 2012), platin nanopartikiiller
(Baskaran ve ark., 2017; Rokade ve ark., 2018), bakir oksit nanopartikiiller
(Ramaswamy ve ark., 2016), plasental dokudan kalsifiye edilmis nanobakteriler,
meme kanserine karsi belirli oranda bir aktivite gostermektedirler. Bununla birlikte,
bu nanopartikiillerin Klinik olarak uygulanabilirliklerinin halen tartisiliyor olmasi

onemli bir dezavantaj1 da beraberinde getirmektedir.

Gen terapisi Urlinleri

Bir gen terapisi iiriinii, in vivo yontemle veya ex vivo yontemle uygulanabilen temel
olarak profilaktik, tanisal veya terapotik olabilen niikleik asidin bir pargasidir.
(McCrudden & McCarthy, 2014). RNA interferansina dayali gen tedavisi (6zellikle
kisa enterferans yapan RNA'lar (siRNA'lar)) en biiyiik ilgiyi gormiistir.

Bununla birlikte, modifiye edilmemis siRNA'nin intravaskiiler instabilite, RNase A
tipi niikleaza duyarlilik, hizli renal klirens, kisa yar1 dmiir ve potansiyel toksisiteler

gibi sinirlamalar1 bulunmaktadir (Ngamcherdtrakul & Yantasee, 2019).
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2.3. Geleneksel Tasiyic1 Sistemler

Meme kanseri tedavisinde ilag tasimaya yonelik geleneksel yaklagimlar halen en
cok tercih edilenlerdir. Cogu meme kanseri terapdtikleri intravaskiiler yol (bolus
veya inflizyon) ile verilmektedir (Barzaman ve ark., 2020). Bazi ilaglar ise 6rnegin
hormonal: eksemestan (Barzaman ve ark., 2020), tamoksifen (Adam ve ark., 1980),
letrozol (Badawy ve ark., 2008; Rugo ve ark., 2019), anastrozol (Badawy ve ark.,
2008; Cuzick ve ark., 2020), megestrol asetat (Ibrahim ve ark., 2019) tablet seklinde
oral yol ile kullanilmaktadir. Palbociclib (Laderian & Fojo, 2017) ve talazoparib
(Hoy, 2018) kapsiil olarak mevcuttur.

Giintimiizde tabletler, kapsiiller de dahil olmak tizere geleneksel dagitim sistemleri,
kontrollii bir ila¢ dagitim sisteminden etkilenmekte ve bdylece farmasotik
maddelerin salmimi degistirerek ve farmakolojik eylemleri yeniden planlayarak

hastalara terapdtik avantajlar saglamaktadir (Ashique ve ark., 2021).

2.4. Meme Kanserinde Gelismis Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Geleneksel ilag tasiyict sistem yoluyla antikanser ilaglarin verilmesi, olumsuz veya
istenmeyen yan etkiler, diisiik terapotik indeksler, zayif biyoyararlanim, yliksek doz
gereksinimleri, ¢oklu ilag¢ direnci (MDR: multi drug resistance) gelisimi ve spesifik
olmayan hedefleme gibi baz1 temel dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle meme
kanserine kars1 bir formiilasyon gelistirmenin temel amaci, bu sorunlar1 dogru bir
sekilde ele almak ve ilact istenen bdlgelere tasimak, ayrica olumsuz yan etkileri
azaltmaktir (Senapati ve ark., 2018b). Geleneksel ilag tasiyict sistemlerin
olusturdugu bu sinirlamalarin iistesinden gelmek igin gelismis ilag tasiyici sistemler

tamimlanmustir (Bhagwat & Vaidhya, 2013).
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2.5. Meme Kanseri Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklasimlar

Nanoteknoloji, meme kanseri tedavisinde kullanilan terapdtiklerin geleneksel
temelli ilag tasiyici sistemlerle viicuda yetersiz dagilimi, bu terapdtiklerin
olusturdugu yan etkiler ve bu ilaglara karsi direncin gelismeye baslamasi, hasta
poptilasyonundaki biyolojik ¢esitlilik ve ¢oklu hastalik durumu gibi handikaplarina

makul ¢oziimler sunmaktadir (Tanaka ve ark., 2009).

Tiimor hiicreleri sinirsiz replikasyon 6zelligi ile hizla ¢ogalmalar1 ve anjiyogenez
ozellikleri ile diizensiz vaskiilarizasyon olusturmalar1 karmagik bir timor yapisini
ortaya koymaktadir fakat bu karmasik damarli sistemden nanopartikiillerin gegip
gitmesi gerekirken kan akisinin yavas olmasi ve kotli olusturulmus lenfatikler,

nanopartikiillerin timor bolgesinde birikmesine neden olabilmektedir.

Nanopartikiillerin tiimor bolgesinde birikmesi, nanoteknolojinin pasif hedefleme
stratejisini olusturmaktadir. Tiimor hiicrelerinin artan bir sekilde ihtiyag duydugu
bir molekiil veya bir ligand ile nanopartikiil yiizeyi modifiye edilerek tiimor
bolgesine ulasabilmesi aktif hedefleme stratejisini olusturmaktadir (Marta ve ark.,
2016).

2.6. Meme Kanserinde Nano Bazh Gelismis ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Klinik Oncesi arastirmalarda denenen bir¢ok nanotasiyici sistem umut verici
sonuclar bildirilmis hatta bazi ilag yiiklii nanotasiyicilar klinik diizeyde test edilmis
ve gelecek vaat eden sonuglar ortaya konulmustur. Bu nanotasiyicilar, polimer,
protein, polisakkarit, lipit veya inorganik malzemeler gibi ¢esitli malzemeler
kullanilarak iiretilmektedirler. Malzeme secimi, iiretilmek istenen nanopartikiiliin
boyutu, biyouyumlulugu, biyobozunurlugu, toksisitesi, yilizey oOzellikleri,
¢Oziiniirliigl, yiiklenecek ilacin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, ilag salim davranisi,
ylizey yiikii ve gegirgenlik gibi bir takim karakteristik 6zelliklerine baghdir (Vega-
Vésquez ve ark., 2020). Ilag tasiyict sistemlerden bazilart Sekil 2.7 resmedildigi
gibidir.
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Sekil 2.7. Ilag tasiyic1 sistemler (Greene ve ark., 2021'den uyarlanmustir.)

2.6.1. Vezikiiler ilac tasiyici sistemler

Vezikiiler ilag tasiyici sistemler, vezikiiler bir yapinin bir ilaci enkapsiile ettigi
sistemlerdir (Sailaja ve ark., 2010). Cok c¢esitli vezikiiler ila¢ tasiyict Sistem

bulunmasina ragmen, meme kanserinde arastirilan sinirli sayida tiir vardir.

Lipozomlar

Lipozomlar, dogal toksik olmayan fosfolipidler ve kolesterol kullanilarak kolaylikla
tiretilebilen yapay kiiresel vezikiillerdir (Akbarzadeh ve ark., 2013). Boyutlar1 25
nm ila 2,5 um arasinda degisebilen ve tabakalarina gore tek katmanli, gok katmanl

veya oligo katmanli olarak siniflandirilabilmektedirler (Olusanya ve ark., 2018).
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Lipozomlarda ¢ift katmanli fosfolipid tabakasi, kapsiillenmis aktif ilag formunun
timor dokusuna ulagsmadan pargalanmasini onlemekle birlikte saglikli hassas
dokunun ilaca maruziyetinin en aza indirilmesi saglanabilmektedir (Brown & Khan,
2012). Geleneksel lipozomlar, in vivo ilag toksisitesini azaltmasina ragmen, kan
dolagimindan hizli eliminasyon egilimlidirler, bu durum lipozomlarin terapotik
etkinligini sinirlandirmaktadir. Lipozomlarin stabilitesini iyilestirmek ve kandaki
dolasim siirelerini uzatmak i¢in sterik olarak stabilize edilmis lipozomlar
uretilmekte ve hem stabilite hem de kandaki dolasim siiresini arttirilmasinda
polietilen glikol (PEG) genellikle en uygun se¢im olarak ortaya cikmaktadir
(Sercombe ve ark., 2015).

Meme kanseri ilaglarinin gelistirilmesinde Doxil, Myocet, ThermoDox gibi
doksorubisin lipozomlari klinik diizeyde varliklarimi hissettirmistir (Bulbake ve
ark., 2017). Doxil, kolestrol igeren PEGilenmis bir lipozomken, Myocet kolestrol
iceren 150-250 nm boyutunda PEGilenmemis bir lipozomdur. Mononiikleer fagosit
sistemi, lipozomlar1 biiyiik boyutlar1 nedeniyle kolayca tanir ve bdylece normal
dokularda maruziyet olusturmalarin1 6nler (Bulbake ve ark., 2017; Kanter ve ark.,
1993). Bir ¢alismada, metastatik meme kanseri hastalarinda Myocet kullaniminin
kardiyak yan etkilerin/olaylarin olusumunu o6nemli Ol¢lide azalttigi ortaya
konulmustur (Bulbake ve ark., 2017; Harris ve ark., 2002)

Niozomlar

Niozomlar, esas olarak iyonik olmayan siirfaktanlarin ve ayni zamanda sulu bir
fazda dagilmis kolesteroliin kendi kendine birlesmesini kapsayan iki katmanl bir
yapidir (Harris ve ark., 2002). Yiizey aktif maddeler kolay tiirevlendirilebilen ¢ok
yonlii yapilari nedeniyle lipozomlardan daha gelismis kimyasal yap1 ve daha iyi
depolama 6zelliklerine sahiptir (Y.-Q. Xu ve ark., 2016). Tamoksifen sitrat yiiklii
niozomlar, Span 60: kolesterol orani 1:1 kullanilarak formiile edilmis ve bu
niozomlar MCF-7 hiicrelerinde hiicresel alimda 2.8 kat artis saglamislardir. In vivo
sartlarda serbest tamoksifen sitrata kiyasla tiimor hacminde azalma tespit edilmistir

(Shaker ve ark., 2015).
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Fitozomlar

Fitozomlar, fosfolipidin yani sira ¢cekirdek yapilar olarak biyoaktif bilesiklere sahip
olmalar1 bakimindan benzersizdir. Terpenoidler, flavonoidler ve tanenler veya bitki
O0zii gibi fito-bilesenlerin polar olmayan bir ¢6ziicii i¢inde fosfolipidlerin
konjugasyonu ile olusturulmaktadirlar (Babazadeh ve ark., 2018). Fitozomal
kurkumin, AMP-aktive protein kinazin yapisin1 bozarak E-cadherin pertiirbasyonu
yoluyla MCF-7 istilasin1 azaltti ve timor biiylimesini in vivo inhibe etmistir
(Hashemzehi ve ark., 2018). Luteolin nano-fitozomlari, MDA-MB 231 meme
kanseri hiicrelerinde biyoyararlanimi ve luteolin'in pasif hedeflemesini
iyilestirmistir. Doksorubisin ile birlikte kullanildiginda ise hiicre 6liim oraninda bir

artis gozlenmistir (Sabzichi ve ark., 2014).

Eksozomlar

Eksozomlar, hiicre dis1 vezikiillerin 6nemli bir sinifi olup meme kanserinin
ilerlemesinde 6nemli bir role sahip olmalarina ragmen, meme kanseri tedavisi i¢in
ilag tastyici sistem olarak da bir rolleri olabilecegi diistiniilmistiir (Mughees ve ark.,
2020). Eksozomlar, kiigiik molekiilli ilaglarin veya genlerin taginmasi igin ilag
yiikli nanotasiyicilar olarak kullanilabilirlikleri arastirilmaya baslanmistir.
Ekzosomlar, hedeflenen hiicre zarina baglanarak agilmakta ve yiiklerini alici
hiicreye ileterek bir¢ok isleme aracilik etmektedirler (Bunggulawa ve ark., 2018).
Bununla birlikte, eksozom alimi daha fazla arastirilmaya ihtiya¢ duymaktadir. Bir
tastyici olarak eksozomlar, miRNA'y1 (Let-7a miRNA, miR-379), diger Ra'y1 (Cas9
MRNA), proteinleri (MHC-1/peptid kompleksleri) ve meme kanseri tedavisi i¢in
doksorubisin gibi diger kemoterapatikleri iletmek igin hem in vitro hem in vivo
calismalarda kullanilmistir (Zhao ve ark., 2020). Pullan ve ark. insan meme kanseri
hiicrelerine karst hedeflenmis bir ilag tasiyici sistem olarak farenin olgunlasmamis
dentritik hiicrelerinden (imDC'ler) izole edilen eksozomlarina doksorubisin
yiiklemiglerdir. Doksorubisin yiiklii eksozomlar, memedeki tiimér hiicrelerinin
biiytimesini engellemis ve farelerde toksik bir etki olusturmamistir. Bununla birlikte
spesifik RGD peptitleri ile modifiye edilmesi, hedefleme yetenegi kazanmasini

saglamistir (Pullan ve ark., 2019).
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Polimerzomlar

Polimerzomlar, hidrofobik bir katman ve sulu bir ¢ekirdek olusturan giiglii fiziksel
etkilesimler nedeniyle suda bir arada tutulan amfifilik blok veya {i¢ bloklu
kopolimerlerden olusan kiiresel nano-vezikiiler sistemlerdir. Yiiklenecek ajana,
ajanin hedeflendigi bolgeye ve ortam sartlarina pH, sicaklik, 151k, enzimler veya
herhangi bir uyaran, uyum saglayacak sekilde tasarlanabilmektedirler (J. S. Lee &
Feijen, 2012; Onaca ve ark., 2009; A. K. Sharma ve ark., 2020). Lipozomlardan
daha stabildirler ve meme kanseri hedeflemesinin tedavisinde etkili bir sekilde
kullanilabilmektedirler (B. Yang ve ark., 2021). Bir ¢alismada, meme kanserine
kars1 doksorubisin yiiklii polimerzomlar kullanilmistir (Upadhyay ve ark., 2010).
Bagka bir ¢alismada, doksorubisin yiiklii redoks duyarli polimerzomlar, serbest
form doksorubisin ile gosterilen %42' nin aksine yaklasik %85 timor gerilemesi

saglamistir (A. Kumar ve ark., 2015).

2.6.2. Nanopartikiiler sistemler

Polimerik nanopartikiiller

Meme kanserinde yaygin olarak arastirilan polimerik nanopartikiiller, FDA (Food
and Drug Administration) onayli biyouyumlu olan ve genelde PLGA (Poly(L-
lactide-co-glycolide) polimeri kullanilarak ¢esitli yontemlerle sentezlenen
nanopartikiillerdir. PLGA nanopartikiilleri, kendi baslarina orta diizeyde MDRyi
tersine ¢evirme etkisine sahiptir ve biyolojik olarak pargalanabilir yani biyobozunur
ozellikteki nanopartikiillerdir. Katiyar ve ark. rapamisin ve piperin beraber
yiiklendigi PLGA nanopartikiillerini meme kanseri tedavisinde kullanmiglar ve
bunun umut verici bir yaklasim oldugunu bildirmislerdir (Katiyar ve ark., 2016).
PLGA disinda polimerik nanopartikiil liretiminde yaygin olarak tercih edilen diger
biyouyumlu polimer ise kitosan (Esfandiarpour-Boroujeni ve ark., 2017; Z. Liu ve
ark., 2013; Vivek ve ark., 2013) ve polikaprolaktondur (PCL) ve biyouyumlu
polimerlerin genellikle birlikte kullanildig: polietilenglikol (PEG) sayilabilmektedir
(Danafar ve ark., 2017; Shenoy & Amiji, 2005). Ek olarak literatiirde polimerik

nanopartikiillerin tiretildigi ¢ok sayida biyouyumlu polimerler bulunmaktadir.
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Polimerik nanopatikiiller genellikle kati formda olanlar nanokiireler ve i¢i bos
olanlar ise nanokapsiiller olarak smiflandirilmaktadir (A. K. Singh, 2016).
Nanokiireler ve nanokapsiiller, farkli yap1 ve morfolojiye sahiptirler. Nanokiirelerin
kapali paketlenmis matris sistemleri varken, nanokapsiiller, ilacin bir nanokabuk
tarafindan ¢evrelenen i¢ ¢ekirdekle birlestigi c¢ekirdek-kabuk yapilaridir
(Baghaban-Eslaminejad ve ark., 2017). Polimerzomlar, spesifik nanokapsiil
tirlerinden biridir (Zhu ve ark., 2014). Mevcut egilime gore, nanopartikiiller
genellikle istenen hedeflemeyi elde etmek icin islevsellestirilir. Meme kanserine
kars1 olumlu sonuglar gosteren, kalsiferol yiiklii nanokapsiiller, (Nicolas ve ark.,
2018) siRNA iletimi i¢in mezogdzenekli polimerik nanokiireler (Wu ve ark., 2019)

gibi bir¢ok 6rnek literatiirde mevcuttur.

Protein nanopartikiiller

Paklitakselin protein bazli nanopargacigi Abraksan sentezi, klinik diizeyde meme
kanseri arastirmalari i¢in bir umut 15181 olmustur (Miele ve ark., 2009). insan serum
albtimini (HSA (66.5 kDa)) insan serumunda ¢ok bol bulunan bir serum proteinidir
ve ¢esitli maddelerin sistemik dolasim boyunca tasinmasini kolaylastiran ¢ok yonlii
bir tastyicidir. Albiimine ilag baglanmasi, ilacin biyolojik dagilimini,
biyoaktivitesini ve metabolizmasini etkileyebilmektedir (J. E. Lee ve ark., 2018).
Albiimin nanopargaciklari lizerine arastirmalar halen devam etmektedir. Lee ve ark.
paklitakseli, kimyasal ¢apraz baglama veya yiiksek basing/kesme uygulamasi
kullanilmadan sadece film dokiimii ve yeniden hidrasyon yontemi kullanilarak
HSA-PEG nanopargaciklari ile birlestirmislerdir. HSA-PEG nanopargaciklarinin
(280 nm), ¢esitli meme kanseri hiicre hatlarinda Abraksana esdeger veya ondan
daha iyi sitotoksik etki sergilemistir. SK-BR-3 (insan meme adenokarsinom hiicre
hatt1) ksenograft fare modelindeki sistemik uygulamada daha fazla tiimor igi birikim
ve 96 saatten daha uzun sistemik bir sirkiilasyon sergilemistir (J. E. Lee ve ark.,
2018).
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Meme kanseri arastirmalarinda bazi olumlu sonuglar gosteren diger protein
nanopargactk  Ornekleri  sunlardir:  siklofosfamid tasiyan %7  gliadin
nanopargaciklari (Gulfam ve ark., 2012), doksorubisin tasiyan tiitiin mozaik viriisii
protein nanoparcaciklar: (Bruckman ve ark., 2016), likopen tasiyan peynir alt1 suyu
protein izolati protein nanoparcaciklart (A. Jain ve ark., 2018), resveratrol ve
eksemestan oral taginimi i¢in kabuk ¢apraz bagli zein nanokapsiilleri, (Elzoghby ve
ark., 2017) vb.

Kati lipid nanoparcaciklari ve nanovyapili lipid tasiyicilar

Kat1 lipid nanoparcaciklar1 (SLN; birinci nesil lipidik tasiyicilar) meme kanserine
karst umut verici bir yaklasimdir. Yapilan bir ¢alismada mitoksantron yiikli
SLN’lerin lenf nodu metastazlarini iyilestirdigi rapor edilmistir (Lu ve ark., 2006).
SLN’ler ayrica, adriamisin (Kang ve ark., 2010) ve tamoksifen (Guney Eskiler ve
ark., 2018) direngli meme kanserine karsi ilag direncini tersine ¢evirerek listesinden
gelebilmektedir. Bununla birlikte, SLN’lerin enkapsiilasyon verimliliklerin diigiik
olmasi ve ilag atim1 gibi dezavantajlarinin iistesinden gelmek igin ikinci nesil lipidik
nanotagtyicilar, yani nanoyapili lipid tastyicilar (NLC'ler) gelistirilmistir (Sun ve
ark., 2014). NLC'ler meme kanserine kars1 antimetastatik ve fototermal olmak iizere
cift islevli hale getirilebilir (H. Li ve ark., 2017). NCL’lerin adriamisine direngli
meme kanserine kars1 da etkili olduklar1 kanitlanmistir (X.-G. Zhang ve ark., 2008).
NLC'ler ayrica meme kanserine karsi sitotoksik etki gosteren yaglar (6rnegin Perilla
yag1) igin de iyi bir tagiyicidir (K. Kumar ve ark., 2018; Chandra B Tripathi ve ark.,
2020).

2.6.3. Miseller

Polimerik miseller temel olarak sulu bir ortamda hidrofobik ve hidrofilik bloklar
iceren amfifilik blok kopolimerlerden olusmaktadirlar. PEG en yaygin olarak
kullanilan hidrofilik bloktur. Hidrofobik bloklarin ¢ok yonlii se¢imi, polimerik

misellerin 6ngoriilen 6zelliklerde olmasini saglamaktadir (Cho ve ark., 2015).
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Genexol-PM, paklitaksel yiiklii kremofor EL igermeyen PEG-b- poli(d,I-laktik asit)
polimerik miseller (yanit orami %45.3-%72.3) metastatik  meme kanseri
hastalarinda geleneksel kremofor EL bazli paklitakselden (yanit orani %21-54) daha
olumlu etki sergilemistir (Cho ve ark., 2015; K. S. Lee ve ark., 2008). Amfifilik
polimer Pluronic F127 bazli polimerik miseller, Zileuton yiiklii bir i¢ ¢ekirdege
sahiptir ve tiimor bolgesinde biriktigi bildirilmekle birlikte karaciger ve dalakta da
bu birikim gozlenmistir (Gener ve ark., 2020). Bir diger ¢alisma, alendronat ile
modifiye edilmis dosetaksel yiiklii miseller, kemik metastazi olan meme kanserine

kars1 6nemli veriler ortaya koymustur (T. Liu ve ark., 2019).

2.6.4. Dendrimerler

Bu yiiksek oranda dallanmis polimerik makromolekiiller (Palmerston Mendes ve
ark., 2017), doksorubisinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine karsi
antiproliferatif aktivitesini nemli 6l¢iide gelistirmistir. EBP-1 ve TAT peptitleri ile
dendrimer modifikasyonunun EGFR'ye karsi avantajli oldugu ve beraber
fonksiyonel faydalar sagladiklar1 kanitlanmistir (C. Liu ve ark., 2019).
Dendrimerler yapilart nedeniyle, dendrimer-ilag konjugati olusturacak sekilde
kimyasal modifikasyonlar1 miimkiindiir (Castro ve ark., 2018). Kurkumin-
dendrimer konjugatinin, SK-BR-3 ve BT-549 meme kanseri hiicrelerinde etkili
oldugu kanitlanmistir (Debnath ve ark., 2013). Poliamidoamid dendrimerin
sisplatin ve doksorubisin ile birlikte olusturdugu konjugat ise nispeten diisiik
konsantrasyonlarda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde bir etki olusturmustur
(Guo ve ark., 2019).

2.6.5. Nanoemiilsiyonlar

Nanoemiilsiyonlar, nano boyut araligina sahip emiilsiyonlardir ve Y/S (su i¢inde
yag) emiilsiyon en ¢ok tercih edilen nanoemiilsiyon ¢esididir. Meme kanserine karsi
antikanser aktivite sergileyen yaglar, 6rnegin nane yagi gibi, nanoemiilsiyonlar
araciligiyla  kolaylikla tasinabilmektedir  (Periasamy ve ark., 2016).
Mikroemiilsiyonlar da nano boyuttadir ancak termodinamik stabilite

sergilemektedirler (Anton & Vandamme, 2011).
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Lipofilik ilaglar, nanoemiilsiyon olarak da taginabilmektedirler. Tripathi ve ark. a-
linolenik asit nanoemiilsiyonu gelistirmis ve doksorubisinin daha iyi aktivitesi igin

folik asit ile islevsel hale getirmistir (Chandra Bhushan Tripathi ve ark., 2018).

2.6.6. Nanofiberler

Nano/mikro liflerin genis yiizey alan1 ve ince gézenekli yapisi, ilaglarin bu nano
liflere kolaylikla entegre olmasini saglamaktadir. Elektro-egirme parametrelerinin
ardindan boyut ayarlamasi ve nanolif morfolojisinin degistirilmesi, nanoliflerden
kontrollii bir ilag salim modeli elde etmeye yardimer olabilmektedir (Banihashem
ve ark., 2020). Kurkumin ve krisin yiikli PLGA/PEG elektro-egirme nanolifleri,
miikemmel sinerjistik antiproliferatif aktivite ve T-47D meme Kkanseri hiicrelerine
kars1 miikemmel inhibitor etki sergilemisler ve meme kanserinin bolgesel niikstinii

azaltmada da ayn etkiyi siirdiirmiislerdir (Banihashem ve ark., 2020).

2.6.7. Cok katmanlh nanoparcaciklar

Katman katman (LbL) biriktirme, ¢ok katmanl ¢ekirdek-kabuk nanokapsiil formu
olusturan faydali bir tekniktir. Polielektrolitler, enzimler, lipidler, kolloidler,
viriisler veya diger aktif bilesikler gibi kabuk kismi icin cesitli bilesenler
kullanilabilmektedir. Cok katmanli filmler, ilaglarin tek bir tinitede “nano” diizeyde
birlestirilmesine izin vererek ¢ok islevli mimarileri ortaya ¢ikarmaktadirlar. Ayrica
ilaglara koruma ve daha yiiksek miktarda ilag yiikleme imkan1 saglamaktadir. Poli-
I-arginin ve siRNA'y1 doniisiimlii olarak biriktirerek olusan LbL nanopargaciklarin,
28 saatlik uzun siireli serum yari Omriine sahip oldugu ve tiimor hedef gen

ekspresyonunu %80'e kadar azalttig1 rapor edilmistir (Deng ve ark., 2013).

2.6.8. Manyetik ila¢ tasiyici sistemler

Onkolojideki sayisiz zorluk nedeniyle, ilaglarin istenen sekilde daha verimli salimi
ve kati tiimorlere ilag penetrasyonu i¢in manyetik nanopartikiiller (MNP'ler)

gelistirilmistir (Tran & Wilson, 2011).
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MNP'lerin benzersiz manyetik 6zellikleri, kanser lezyonlarini saptamak ve ilaglari
istenen hedefe ulastirmak i¢in kullanilmalarini saglamaktadir. Demir oksit, siiper
paramanyetik 6zelliklerinden dolay1 bu amag i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Manyetik alana maruz kalma, tiiméorlerin yok edilmesine yardimet olan 1s1 iiretimi
bu nanopartikiiller tarafindan gergeklestirilmektedir (Amin ve ark., 2015).
Violamisin B1 kapli demir oksit nanoparcaciklart MCF-7 hiicreleri iizerinde test

edildi ve daha verimli ve daha iyi bir tasinim sergilemistir (Marcu ve ark., 2013).

2.6.9. Hibrit nanopartikiiller

Hibrit nanopargaciklar genellikle tek bir nano-tabanli sistem olusturmak igin iki
veya daha fazla nanoparcacik sistemini birlestirmektedir. Metotreksat ve beta
karoten yiikli lipid polimer hibriti, MCF-7 hiicrelerine kars1 0,89 apoptoz indeksi
ile sonuglanmistir (A. Jain ve ark., 2017).

Psoralen yiiklii hibrit nanopartikiillerin ise doksorubisine benzer antitimor
yetenegine sahip oldugu; ancak, doksorubisinden daha diisiik toksisite sergiledigi
bilinmektedir. Dis lipid tabakasinin ise biyouyumlulugu artirdigi bildirilmistir
(Jadon & Sharma, 2019).

2.6.10. Diger tasiyici sistemler

Metalik nanopargaciklar (giimiis (Rasheed ve ark., 2019), altin (Teixeira ve ark.,
2018)), karbon nanotroplar (grafen oksit (Huang ve ark., 2016), karbon nanotiip (Al
Faraj ve ark., 2015) fullerenler (Raza ve ark., 2015)) ve seramik (mezogdzenekli
silika) (Meng ve ark., 2013) gibi ilact nanosistemlere bagladiktan sonra
tastyabilecek bagka sistemler de gelistirilmistir; fakat, baz1 dezavantajlardan dolay1

ilag tasiyici sistemler olarak kullanimlart sinirlidir.
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2.7. Nanotasiyicilarin Uretim Yontemleri

Kanser tedavisi i¢in 6nemli bir strateji olan kemoterapi, kanser terapdtiklerini timdor
bolgesinde lokalize etme 6zgiinliigiinden yoksundur, bu nedenle normal saglikli
dokular1 etkilemekte ve toksik yan etkilerin olusmasina neden olmaktadir.
Nanopartikiiller, pasif ve aktif hedefleme mekanizmalar1 sayesinde tiimor
bolgesinde birikebilmektedirler. Polimer bazli nanotip, kanser terapétiklerinin
etkinligini artirmak ic¢in polimerik nanopartikiillerin, polimer misellerin,
dendrimerlerin, polimerozomlarin, poliplekslerin, polimer-lipid hibrit sistemlerinin
ve polimer-ilag/protein konjugatlarinin kullanimini gerektiren ve genis capta
arastirilan bir alandir (Prabhu ve ark., 2015). Bu alan igerisinde yer alan polimerik
nanopartikiiller, kontrollii salim igin potansiyel kullamimlari, ilac1 ve biyolojik
aktiviteye sahip diger molekiilleri ¢evreye karst koruma yetenekleri, ilaca veya
hedeflenen bolgeye gore modifiye edilebilmeleri ve biyoyararlanimlari gibi
avantajlara sahip olmalar1 onlart en ¢ok tercih edilen ilag tasiyict sistemler
kilmaktadir (Zielinska ve ark., 2020). Polimerik nanopartikiiller, birgok farkli
teknikle {iretilebilmektedir. Uretim teknigi secimi pargacik boyutu, parcacik boyut
dagilimi, uygulama alan1 gibi bir dizi faktore baghdir (Rao & Geckeler, 2011).
Genel olarak, onceden olusturulmus polimerlerin dagilimi veya monomerlerin

polimerizasyonu olmak {izere iki ana strateji kullanilmaktadir.

2.7.1. Coziicii buharlastirma yontemi

Coziicii  buharlastirma, Onceden sentezlenmis bir polimerden polimerik
nanopartikiiller hazirlamak i¢in gelistirilen ilk yontemdir. Bu yontemde, baslangicta
bir su i¢inde yag (y/s) emiilsiyonunun hazirlanmasi gerekmektedir (Desgouilles ve
ark., 2003) ve bu da nanokiire olusumuna yol agmaktadir (Jose ve ark., 2014; Vieira
ve ark., 2019). Coziicii buharlastirma tekniginde ilk olarak, i¢inde polimerin
¢oOziildiigi bir polar organik ¢oziicliden olusan bir organik faz hazirlanir ve aktif

bilesen (6rnegin ilag), ¢éziinme veya dispersiyon yoluyla dahil edilmektedir.
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Diklorometan ve kloroform (Grumezescu, 2017) ve son zamanlara daha diisiik
toksisiteye sahip oldugu igin etil asetat, 6zellikle biyomedikal uygulamalarda,
yaygin olarak kullamilan organik polar ¢oziiciilerdir. Sulu faz, siklikla bir yiizey
aktif madde (6rnegin, PVA) igerecek sekilde hazirlanmistir (Bohrey ve ark., 2016).

Organik ¢ozelti, sulu fazda bir yiizey aktif madde ile emiilsifiye edilmekte ve daha
sonra tipik olarak yiiksek hizli homojenizasyon veya ultrasonikasyon kullanilarak
dagitilmakta ve nano damlaciklarin bir dispersiyonu halinde elde edilmektedir (N.
Sharma ve ark., 2016). Emiilsiyonun siirekli faz1 boyunca yayilmasina izin verilen
polimer ¢oziiciisiiniin  buharlagtirilmasiyla bir nanopartikiil silispansiyonu
olusturulmaktadir. Coziicii, ya oda sicakliginda siirekli manyetik karigtirma ile
(daha polar coziiciiler olmas1 durumunda) ya da diisiik basingta yavas bir islemle
(6rnegin, diklorometan ve  kloroform  kullanildiginda oldugu  gibi)
buharlastirilmaktadir. Coziicli buharlagtiktan sonra, katilasan nanopartikiiller
yikanabilmekte ve santrifiijleme ile toplanabilmektedir, ardindan uzun siireli
depolama i¢in dondurarak kurutma yapilabilmektedir. Bu yontem nanokiirelerin

olusturulmasina izin vermektedir (Szczgch & Szczepanowicz, 2020).

2.7.2. Emiilsifikasyon/Solvent Difiizyonu

Bu yontem, polimer ve ilag i¢eren kismen suyla karigabilen bir ¢oziicii ile bir yiizey
aktif madde ve sulu bir ¢ozelti arasinda bir y/s emiilsiyonunun olusturulmasindan
meydana gelmektedir (S. Kumar ve ark.,, 2012; Souto ve ark., 2019). Bu
emiilsiyonun i¢ fazi, oda sicakliginda her iki fazin bir baslangi¢c termodinamik
dengesini saglamak i¢in 6nceden su ile doyurulmus, benzil alkol veya etil asetat gibi
kismen hidro-karisabilir bir organik ¢6ziiciiden olusmaktadir (Esmaeili ve ark.,
2007). Daha sonra biiyiik miktarda su ile seyreltme, dagilmis damlaciklardan dig
faza ¢oziicli diflizyonunu indiiklemekte, bu da koloidal partikiillerin olusumuyla
sonuclanmaktadir. Genel olarak, bu nanokiire tiretmek i¢in kullanilan yontemdir,
ancak organik faza az miktarda yag (trigliseritler gibi: C6, C8, C10, CI12)

eklendiginde nanokapsiiller de elde edilebilmektedir.
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Son olarak, organik ¢dziiciiniin kaynama noktasina bagli olarak, bu son asama,
buharlastirma veya siizme yoluyla gerceklestirilebilmektedir (You ve ark., 2006).
Sonugta 80 ile 900 nm arasinda degisen boyutlarda nanopartikiiller elde etmek

mumkindiir.

Bu yontem, kolloidal dispersiyondan elimine edilmesi gereken yiiksek hacimli sulu
faz gereksinimine ve hidrofilik ilacin sulu faza difiizyon riskine ragmen, polimerik
nanopartikiil iiretimi i¢in siklikla uygulanmaktadir (Yilmaz & Yorgancioglu, 2019;
You ve ark., 2006).

2.7.3. Emiilsifikasyon/Ters Tuzlama

Emiilsiyonlastirma/¢oziicii difiizyon yoOntemi, emiilsiyonlagtirma/ters tuzlama
yonteminin bir modifikasyonu olarak diisiiniilebilir. Tuzlama yontemi, hidro-
karigabilir bir ¢6ziicliniin, nanokiirelerin olusumuna neden olabilecek bir tuzlama
etkisi yoluyla sulu bir ¢ozeltiden ayrilmasina dayanmaktadir (Y. Wang ve ark.,
2016). Bu yontemin temel farki, aseton veya etanol gibi suyla karisabilen bir
polimer ¢oziiciiden formiile edilen y/s emiilsiyonunun bilesimidir ve sulu faz bir jel,
tuzlama maddesi ve bir kolloidal stabilizator icermektedir (Lim & Hamid, 2018).
Uygun tuzlama maddelerinin Ornekleri arasinda magnezyum kloriir (MgCly),
kalsiyum kloriir (CaClz) veya magnezyum asetat [Mg (CH3COO)-] gibi elektrolitler
ve ayrica sakaroz gibi elektrolit olmayanlar yer almaktadir (S. L. Pal ve ark., 2011;
Pinto Reis ve ark., 2006). Aseton ve suyun karigabilirligi, sulu fazin doyurulmasiyla
azaltilmaktadir, bu da diger karigabilir fazlardan bir y/s emiilsiyonunun olusmasina
izin vermektedir (Kabanov & Gendelman, 2007; Vauthier & Bouchemal, 2009).
Y/S emiilsiyonu, yogun karistirma altinda oda sicakliginda hazirlanmaktadir. Daha
sonra emiilsiyon, organik ¢oziicliniin dis faza difiizyonuna, polimerin ¢okelmesine
ve sonu¢ olarak nanokiirelerin olusumuna izin vermek i¢in uygun hacimde
deiyonize su veya sulu bir ¢ozelti kullanilarak seyreltilmektedir. Kalan ¢oziicti ve
tuz ¢Oziicti madde ¢apraz akish filtrasyon ile elimine edilmektedir. Organik ¢6ziicii
ile su arasinda tam karisabilirlik kosulu sart degildir; ancak, uygulama siirecini

basitlestirmektedir (Krishnamoorthy & Mahalingam, 2015; Y. Wang ve ark., 2016).
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Bu yontemle elde edilen nanokiirelerin boyutlart 170 ile 900 nm arasinda
degismektedir. Ortalama boyut, i¢ fazin polimer konsantrasyonu/dis fazin hacmi
degistirilerek 200 ve 500 nm arasindaki degerlere ayarlanabilmektedir (Crucho &
Barros, 2017).

2.7.4. Nano-coktiirme

(Coziicii yer degistirme yontemi olarak da adlandirilan bu yontem, iki karisabilir
¢oziicii gerektirmektedir. I¢ faz, aseton veya asetonitril gibi karisabilir bir organik
¢oziicii i¢inde ¢ozilmiis bir polimerden olusmaktadir (Araujo ve ark., 2009;
Canadas ve ark., 2016; E Sanchez-Lopez ve ark., 2016; Elena Sanchez-Lopez, Egea,
ve ark., 2018; Elena Sanchez-Lopez, Ettcheto, ve ark., 2018). Suyla karisamamalari
nedeniyle buharlasma yoluyla kolayca uzaklastirilabilmektedirler. Bu teknigin
prensibi, organik ¢oziicilinlin lipofilik bir ¢ozeltiden sulu faza gegmesinden sonra
polimerin arayiizeyde birikmesine dayanmaktadir. Polimer, ara polariteye sahip
suyla karisabilen bir ¢oziicii icinde ¢oziiliir ve bu ¢ozelti, karistirma altinda
kontrollii ekleme hiziyla sulu bir ¢6zeltiye damla damla eklenmektedir. Polimer
cozeltisinin sulu faza hizli kendiliginden diflizyonu nedeniyle, su molekiillerinden
kaginmak i¢in nanopartikiiller aninda olusmaktadir (Salatin ve ark., 2017). Coziicii
nano damlaciklardan diflize olurken, polimer nanokapsiiller veya nanokiireler
seklinde ¢okelmektedir. Genel olarak, organik faz sulu faza eklenir, ancak protokol
nanopar¢acik olusumundan 6diin vermeden tersine ¢evrilebilmektedir (Martinez

Rivas ve ark., 2017).

Genellikle, nanopartikiillerin olusumunu saglamak i¢in varliklari gerekli olmasa da
kolloidal siispansiyonun stabilitesini garanti etmek i¢in siirece yiizey aktif maddeler
dahil edilebilmektedir. Elde edilen nanopargaciklar, tipik olarak, emiilsifikasyon
¢oziicii buharlastirma prosediirti ile tiretilenlerden daha iyi olan, iyi tantmlanmais bir

boyut ve dar bir boyut dagilim ile karakterize edilmektedir (Bilati ve ark., 2005).
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Nano-¢oktiirme, 170 nm boyutlarinda (Chidambaram & Krishnasamy, 2014)
polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir,
ancak ayn1 zamanda nanokiirelerin veya nanokapsiillerin (Guterres ve ark., 2007)
elde edilmesini de saglamaktadir. Aktif madde polimerik ¢6zelti iginde

¢ozildigiinde veya dagildiginda nanokiireler elde edilmektedir.

Nanokapsiiller, ilag daha 6nce bir yag i¢inde ¢oziildiigiinde elde edilir, daha sonra
i¢c faz emiilsiyonun dis fazinda dagilmadan once organik polimerik soliisyonda
emiilsiyon haline getirilmektedir (Martinez Rivas ve ark., 2017; Salatin ve ark.,
2017).

2.7.5. Diyaliz

Diyaliz, kiiciik, iyi dagilmis polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi igin basit ve
etkili bir yontem sunmaktadir. Polimer organik bir ¢oziicii iginde ¢oziilmekte ve
uygun molekiiler agirlik sinirina sahip bir diyaliz tiipiiniin i¢ine yerlestirilmektedir.
Diyaliz, onceki karigabilir ile c¢oziinmeyen bir karigabilene  karsi
gerceklestirilmektedir. Coziicliniin membran ig¢inde yer degistirmesi, ¢oziiniirliik
kayb1 ve homojen nanopargacik siispansiyonlarinin olusumu nedeniyle polimer

agregati olusmaktadir (Rao & Geckeler, 2011).

2.8. Kanser Tedavisinde Nanopartikiiller ve Hedefe Yonelik ila¢ Tasimimm

Hedefe yonelik kanser tedavisi, normal ve kanser hiicreleri arasindaki kiigiik
farkliliklar1 ayirt etmekte onemli faydalar saglayabilir. Hedefe yonelik tedaviler
genellikle diger geleneksel tedavilerden daha etkilidir ve daha az istenmeyen yan
etkiyle sonuglanmaktadir. Spesifik olmayan sistemik ilag tasinimi ilacin hizh
eliminasyonuna yol a¢tigindan, ilacin tolere edilebilir en yiiksek dozda kullanilmasi
genellikle yiiksek toksisite ile beraber ekonomik olmayan bir sonug¢ ortaya
koymaktadir. Son yillarda, nano boyutlu materyallerin timér hedefleme, teshis
(goriintiileme) ve tedavide sergiledikleri etkinlikler artan ¢aligmalarla gosterilmistir
(Farokhzad & Langer, 2009).
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Nanopartikiiller, ilaglari, goriintiileme ajanlarini ve genleri enkapsiile edebilen nano
boyutlu malzemelerdir (Petros & DeSimone, 2010). Nanopartikiiller, normal
hiicreleri atlarken yiiksek dozda terapotik faktorleri tiimor hiicrelerine
verebilmektedir. Nanopartikiiller, yap1 iskelesi, ilaglarin ve kontrast maddelerin
baglanmasini saglarken, yiizeyleri, timor biyo-belirteglerine baglanan ligandlarla
konjugasyon yoluyla biyolojik dagilimi ve spesifik iletimi kolaylastirmaktadir (J.
Zhang ve ark., 2010).

Nanopartikiiller, spesifik olmayan biyolojik dagilim, ilag direnci ve istenmeyen yan
etkiler dahil olmak iizere geleneksel kemoterapinin sorunlarinin {istesinden
gelebilme yetisi sergilemiglerdir. Nanopartikiillerin ilging 6zellikleri, son yirmi
yilda birka¢ nanopartikiil bazli terap6tik maddenin klinik olarak denenmesini
mimkiin kilmistir (Bombelli ve ark., 2014). Nanopartikiillerin gesitli 6zelliklerinin
modifiye edilebilmesi, onlar1 kanser tedavisi igin giiglii terapotik vektorler haline
getirmektedir. Nanotastyicilar, viicuttaki terapotiklerin dolasim yar1 Omriinii
arttirmakta ve kismen nanopartikiillerin nano boyutu ve diizensiz vaskiiler yap1 ve
arttirllmis gecirgenlik ve tutma (EPR) etkileri ile iliskili olarak tiimdr bolgesinde
birikimleri artmaktadir (Qi ve ark., 2014).

Nanotagsiyicilarin fizikokimyasal Ozellikleri, nanopartikiillerin yar1 omriinii ve
biyolojik dagilimini1 6nemli dlgtide etkilemektedir (Haley & Frenkel, 2008; Jadidi-
Niaragh ve ark., 2017). Nanopartikiillerin boyutu, pargaciklarin istenilen etkiyi
sunabilmesinde onemli bir faktordiir. Hidrodinamik ¢apta 7 nm'den kiiglik
nanopartikiiller renal filtrasyon ve idrarla atilima girerken (Najafi-Hajivar ve ark.,
2016; Soo Choi ve ark., 2007), 100 nm'den biiyiik nanomalzemeler genellikle
fagositik hiicreler tarafindan dolasimdan temizlenmektedir (Davis ve ark., 2008;
Decuzzi ve ark., 2008). Ayrica, partikiillerin yiizey pozitif yiikii kanser hiicrelerini

tarafindan alinabilmesini kolaylastirmaktadir.

35



PEG gibi bazi polimerlerin nanopartikiillere yiizey ilavesi de kismen
retikiiloendotelyal sistem tarafindan temizlenmenin 6nlenmesi ve tiimdr bolgesinde
partikiil birikiminin arttirilmasi yoluyla partikiillerin dolagim yar1 Omriinii
artirabilmektedir (Perrault ve ark., 2009). Nanopartikiillerin ylizey modifikasyonu
dolasim  siirelerini  iyilestirebilse =~ de  kanser  hiicrelerine  alimlarini
etkileyebilmektedir. Bu nedenle, nanopartikiillerin kanser hiicreleri tarafindan
alimlarim kolaylastiran nanopartikiillerin ylizeyine bazi tiimdre 6zgii ligandlarin

eklenmesi, aktif hedefleme olarak bilinir (Kim ve ark., 2010).

36



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Cihazlar

Bu tez ¢alismasi siiresince kullanilan cihazlar ve cihazlara ait markalar Tablo 3.1 de

verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihaz ve markalar1

Cihaz

Marka

Hassas Terazi

Radwag AS 82/220.R2

Manyetik Karistirici

VELP AM4

Sonikator

Bandelin Sonopuls HD 2070

Mikrosantrifij

HITACHI HIMAC CT15E

Masalsti santrifij (Sogutmal)

Nuve NF8OOR

Otomatik pipetler

Ependorf

FTIR Jasco FT/IR 4700

DLS HORIBA SZ-100V2
Geker ocak Fume Cupboard 120 cm
Etuv Memmert

Pipet tabancasi Greiner

Spin vortex

Biosan-Combi Spin FVL 2400N

Laminar Akisli Kabin (Steril kabin)

Esco Airstream

Sirkilatorli su banyosu

Nuve

Sogutmali santrifiij cihazi

Nuve

UV/VIS Spektrofotometresi

Denovix DS-11 FX+

Calkalayici inkiibator

Biosan-ES20
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Ters Faz Isik Mikroskop Olympus CKX41

COy'li inklibatér Esco

Otoklav HMC-Hirayama

Mikroplaka Elisa Okuyucu Tecan

Buzdolabi Vestel-GTP 455A
-80 °C Dondurucu Hettich

Ters Faz Floresan Mikroskop Olympus CKX53
Spektroflorometre DeNovix

3.1.2. Kimyasallar ve sarf malzemeler
Bu tez ¢aligmasi stiresince kullanilan baslica kimyasallar ve sarf malzemeleri Tablo

3.2 de verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan baslica kimyasallar ve sarf malzemeler

Kullamilan kimyasallar

Kullamilan kimyasallar

PVA RPMI 1640
DCM DPBS

DMF Gentamisin
HMDI DMEM HG
Sodyum hidroksit FBS

Etanol Tripsin-EDTA
Methanol L-glutamin
Kloroform DBTL
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3.2. Amfipatik Kopolimerin Sentezlenmesi
3.2.1. Polyesterlerin sentezlenmesi

Poliadipatlarin sentezi

Polimerik nanopartikiiller, taginacak ilaca ve uygulanacak bolgeye uygun sekilde
modifiye edilebilmeleri sebebiyle ilag tastyici sistemler olarak yaygin bir sekilde
aragtirtlmaktadir. Biyouyumlu ve biyobozunur polimerler arasinda en c¢ok

arastirilan ise PLGA dir.

PLGA’nin en biiyiik avantaji biyouyumlulugu olmasina ragmen, hidrofobik yapisi,
diisiik enkapsiilasyon verimliligi ve ilk salimin yiiksek oranda gerceklesmesi gibi
cesitli dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, biyouyumlu ve biyobozunur oldugu
bilinen ¢esitli amfifilik polyesterler ilag tasiyici sistemlerin tiretilmesi i¢in ilgi odagi
olmustur. Poliadipatlar ise bu biyouyumlu polyester arasinda yer alan dikarboksilik
asit ve c¢esitli alifatik diollerden sentezlenmektedir. PLGA’ nin o&zelliklerini
iyilestirmek yerine PLGA’ya alternatif olarak biyouyumlu ve biyobozunur ayni
zamanda ekonomik ve fizikokimyasal 6zellikleri modifiye edilebilen poliadipatlar,

bu tez kapsaminda sunuldu. (Nanaki ve ark., 2018).

Poliadipatlarin sentezi, herhangi bir katalizor veya solvent kullanilmaksizin, adipik
asidin erime sicakligi olan 152 °C -155 °C sicaklikta, 2-3 mmHg vakum altinda
kesikli bir cam reaktorde N2 gazi altinda gergeklestirildi. Poliadipatlarin sentezinde
tic farkli diol kullanilarak, 1,3 propandiol, 1,4 biitandiol ve etilen glikol, farkl
yapilarda ti¢ adet poliadipat, poli (propilen adipat) (pPAd), poli (biitilen adipat)
(pBAd) ve poli (etilen adipat) (pEAd) sentezlendi. Reaksiyon, adipik asit: diol mol
orant 1:1.2 olacak sekilde ayarlandi ve kesikli cam reaktor isiticili manyetik
karistirici tizerine yerlestirilip 500 rpm de manyetik bir balik yardimi ile 6nce adipik
asit karigtirilarak eritildi ve erimeyi takiben diol eklendi. Reaksiyon dort saat devam
ettirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra distile su, aseton ve etanol kullanilarak
saflagtirma asamas1 gergeklestirildi (Aydin, 2012). Poliadipatlarin reaksiyonlarina
ait sema Sekil 3.1 de verildi.
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Sekil 3.1. Poliadipatlarin kimyasal reaksiyonlarinin sematik gosterimi

Polisiiksinatlarin sentezi

Alifatik polyesterler, PLA, PCL ve alifatik polyesterlerden olusan bir kopolimer
olan PLGA, biyouyumlu ve biyobozunur 6zelliklerinden dolayi ticari olarak tip,
farmasdtik teknoloji, doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedir. Ilag
tasiyic1 sistemlerin liretilmesinde de yaygin bir sekilde kullanmilan bu alifatik
polyesterlere alternatif olarak 6zellikle poli (propilen) siiksinat PCL ‘den bile daha
hizl1 bir biyolojik bozunmaya sahip oldugu i¢in ilag tasiyici sistemlerin iiretiminde
kullanilmaya aday bir biyouyumlu polimerdir (Bikiaris ve ark., 2009). Bu sebeple

tez kapsaminda poliadipatlara alternatif olarak polisiiksinatlar sentezlendi.

Polisiiksinatlar, bir baska polyester grubu olup, adipik asit yerine dikarboksilik
asitlerden siiksinik asidin kullanilmasiyla sentezlendi. Polisiiksinatlarin sentezinde,
poliadipatlarin sentezlenmesinde izlenen prosediir takip edildi. Kisaca, sentez ¢eker
ocak altinda, 2-3 mmHg vakum uygulanarak, katalizor ve solvent kullanilmadan,
N2 gecirilmis ortamda, siiksinik asidin erime sicakligi olan 184 °C- 186 °C de,
manyetik bir karistirict iizerinde, kesikli bir cam reaktdrde gerceklestirildi. Siiksinik
asit: diol oram1 1:1.2 mol olacak sekilde ayarlanilarak, siiksinik asit tamamen

eridikten sonra dioller (1,3 propandiol, 1,4 biitandiol ve etilen glikol) eklendi.
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Reaksiyon tamamlandiktan sonra saflagtirma islemi uygulanarak nihai tiriinler, poli
(propilen siiksinat) (pPSu), poli (biitilen siiksinat) (pBSu) ve poli (etilen siiksinat)
(pESu), elde edildi (Aydin, 2012). Polisiiksinatlarin kimyasal reaksiyonlarina ait
sema Sekil 3.2 de gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.2. Polisiiksinatlarin kimyasal reaksiyonlarinin sematik gosterimi

Polioksalatlarin sentezi

Polioksalatlar, alifatik polyesterler olup emilebilen siiturlar olarak cerrahi de
kullanilan biyouyumlu ve biyobozunur polimerlerdir. Kolay sentezlenebilmeleri ve
hiicre i¢inde biyolojik olarak bozunabilmelerinin yan1 sira polioksalatlar hidrolitik
olarak toksik olmayan daha kiigiik molekiillere boliinebilmektedirler (Phromviyo ve
ark., 2014). Bu tez kapsaminda ilag tasiyici bir sistem olabilme potansiyeline sahip

olan polioksalatlar, poliadipat ve polisiiksinatlara alternatif olarak sentezlendi.
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Polioksalatlar, dikarboksilik asit tirlerinden oksalik asit ve dioller kullanilarak
sentezlenen polyester tiirii polimerlerdir. Polioksalatlarin sentezi poliadipatlar ve
polisiiksinatlara kiyasla daha yiiksek sicaklikta, 2-3 mmHg vakum altinda katalizor

ve solvent icermeyen ortamda gerceklestirildi.

Oksalik asidin erime noktas: 189 °C- 192 °C olup, polioksalatlar, kesikli bir cam
reaktdrde, poliadipat ve polisiiksinat reaksiyonlarinin gergeklestigi sartlar
saglanarak sentezlendi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra polioksalatlar, poli
(propilen oksalat) (pPOX), poli (biitilen oksalat) (pBOX) ve poli (etilen oksalat)
(PEOX), saflagtirildi. Polioksalatlara ait kimyasal sentez semasi Sekil 3.3 de verildi.
Esterifikasyon reaksiyonu her ii¢ grup i¢in de aym sartlar altinda, sadece
dikarboksilik asidin erime sicakligina bagli olarak sicakligin degistirilmesi ile

gerceklestirildi (Aydin, 2012).
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Sekil 3.3. Polioksalatlarin kimyasal reaksiyonlarinin sematik gosterimi
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3.2.2. Polyesterlerin PEGilasyonu

Nanotastyicilarin sahip olmasi istenilen 6zellikleri arasinda, stabil olmalarinin yani
sira dolasim yar1 Omriiniin uzun olmasi ve hiicresel alimlarinin gergeklesebilmesi
yer almaktadir. Hidrofobik nanopartikiiller, bilayerdaki lipid molekiilleri
dagiliminda heterojenlige sebep olurken membran sizintisina neden olmaz.
Amfifilik yapidaki nanotastyicilarin ise hiicresel alimi hidrofobik nanotasiyicilara
gore daha kolay olmaktadir. Cesitli zincir uzunluklarinda PEG’ler kullanilarak
sentezlenen amfifilik kopolimerlerden iiretilen nanotasiyicilar arastirilmis ve
PEG’lerin varlig1 nanotasiyicilar arasinda bir itici gli¢ olusturarak stabil olmalarin
saglarken, PEGilasyonun nanopartikiillerin dolasimda kalma siiresini birkag
dakikadan birkag saate kadar yiikselttigi bildirilmistir (Behzadi ve ark., 2017).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda tretilen amfifilik polyesterlerden {iretilen
nanotastyicilarin hem stabilitesini artirmak hem de hiicresel alimini giiclendirmek

icin polyesterler PEGile edildi.

PEGilasyon prosesinde ilag tasiyici sistemler ve doku miihendisligi ¢alismalarinda
kullanilan biyouyumlu ve lineer yiiksiiz bir yapiya sahip -OH ucundan kovalent
olarak bag olusturan mPEG polimeri kullanildi (Yamasaki ve ark., 1990). mPEG
polimerinin zincir uzunlugu, partikiil boyut ve boyut dagilimini etkileyen bir faktor
oldugu igin literatiirle uyumlu olarak mPEG-550 se¢ildi (Choi & Kim, 2007; Piazza
ve ark., 2018)

Adipik asidin erime sicakligi diger dikarboksilik asitlerin erime sicakligindan daha
diistiktiir dolayisiyla poliadipatlarin sentezi i¢in daha az 1s1 enerjisine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu durum poliadipatlarin sentezini daha ekonomik kilmaktadir. Bu
nedenle tezin bundan sonraki tiim asamalarinda poliadipatlar kullanilmistir.
Poliadipatlarin PEGilasyonu, oda sartlarinda N2 gazi ge¢irilmis agz1 kapali, 151k
gecirmeyen cam reaktorlerde, manyetik bir karigtirict yardimiyla ¢eker ocakta
gerceklestirildi.  Amfifilik  kopolimer  sentezinin  gergeklestirilmesinde,
polimerlestirici ajan olarak hekzametilen diizosiyanat (HMDI), ¢6zcii olarak, N,N-
dimetil asetamid (DMAC) ve katalizér olarak da dibiitiltin dilaurat (DBTL)
kullanildi.
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Kopolimer sentezinin gergeklesebilmesi ve hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara
baglanabilmesi i¢in Oncelikle HMDI’in mPEG-550’ye baglanarak hidrofobik
polimer ile hidrofilik polimer arasinda bir koprii olusturmasi saglandi. Sekil 3.4 de
sematik olarak gosterildigi gibi, 6ncelikle HMDI, icerisinde 25 mL DMAC bulunan
karisir haldeki cam balon igerisine eklendi ve manyetik bir balik yardimi ile
karistirildi. Daha sonra mPEG-550: HMDI mol orani 1:1 olacak sekilde mPEG-550,
HMDI karisimi {izerine damla damla ilave edildi ve DBTL katalizorii eklenip cam
balonun agz1 kapatilarak 48 saat reaksiyona birakildi.

MPEG-550-HMDI kompleksi, poliadipatlarin molekiiler agirliklarina gore her bir
adipat i¢in ayr1 ayr sentezlendi (Gong ve ark., 2009).

o
HaC OH
3 \C N
o + \N/\/\/\/ \C
X
n o

mPEG-550 HMDI

DMAC

48 saat
DBTL

o
F

\J
H
HsC. (¢] N\/\/\/\
M"W =
n
o

mPEG-550-HMDI

Sekil 3.4. mMPEG-550-HMDI reaksiyonunun sematik gosterimi

Poliadipat: mPEG-550-HMDI mol orami 1:2.5 olacak sekilde poliadipatlar cam
balonlar igerisine tartild1 ve sentezlenen mPEG-550-HMDI kompleksi poliadipatlar
iizerine damla damla ilave edildi. Daha sonra cam balonun agz1 kapatilarak, oda
sicakliginda 72 saat reaksiyona birakildi (Sekil 3.5.). Reaksiyon sonunda evaporator
yardimi ile DMAC buharlastirilarak uzaklastirildi ve elde edilen kopolimerlerin
saflastirilmasinda, kloroform ve soguk metanol kullanilarak, reaksiyona girmeyen

MPEG polimeri uzaklastirildi (Piazza ve ark., 2018).
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3.2.3. Polyesterlerin molekiiler agirhiklariin grup sonu analizi ile belirlenmesi
Grup sonu -OH olan polimerlerin molekiiler agirliklari, grup sonu analiz yontemi
ile belirlenebilmektedir (Chaudhary ve ark., 1997). Bu yontem kapsaminda basit
stokiyometrik esitlikler kullanilarak polimerin mol sayisi hesaplanabilir. Bu
analizde; piromelitik dianhidrit (PMDA) ve katalizor olarak immidazol kullanildi.
Reaksiyon susuz bir ¢oziicii ortaminda, dimetil formamid (DMF) gibi uguculugu az
olan bir ¢oziicii kullanilarak oda sartlarinda gergeklestirildi. Grup sonu analiz

yontemin basamaklar halinde Sekil 3.6 da 6zetlenmistir.

I ml 3 MIMDA

7~ o
,
0.20 g - 0.24 g polimer m-t\/ 10mL 0.2 MPMDA

30 dk. oda sartlarinda
karismava birak

Fenol kirnuzis indikaténi ekle

0.2 M NaOH 1ile titre et

P

Sekil 3.6. Grup sonu analiz yontem prosediirii
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Polyesterlerin uglari, esterifikasyon olarak bilinen bir reaksiyonla analiz edilebilen
alkol gruplardan olusmaktadir. Bir esterlestirmede -OH, bir organik asitle veya daha
yaygin olarak asidin daha reaktif bir tiireviyle reaksiyona girebilir. Bu nedenle bu
calismada yaygin olarak PMDA olarak bilinen 1,2,4,5-benzen tetra karboksilik asit
anhidriti kullanildi. Sekil 3.6 da gosterilen analiz, dolayli bir titrasyon prosediiriinii
ifade etmektedir. Prosediirde belirtilen miktarlar arasinda tartilan poliadipatlar ile
fazla miktarda PMDA karistirildi ve bu karisima IMDA katalizorii eklenerek 30
dakika reaksiyona birakildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, reaksiyona girmemis
anhidrit gruplarini asit formuna doniistiirmek i¢in su eklendi ve asit, standart NaOH
ile titre edildi. Harcanan NaOH miktar1 kullanilarak poliadipatlarin mol sayisi

formiil 3.1 de gosterildigi gibi hesaplandi.

0.2 mBg PDMA X 4 x 10 mL X 1L = 0.008 l—COOH
L M T000mL - o™
0.2 mol ] 1L
NaOH x (Harcanan NaOH hacmi)mL X ———— = N mol — COOH

1000 mL
(0.008 mol — COOH) — (N mol — COOH) = n mol

_ mg polimer

My = n mol
2

(3.1

3.3. Polimerlerin Kimyasal Karakterizasyonu

Tez caligmasinin sentez asamasinda {iretilen tiim polyesterlerin ve kopolimerin
kimyasal karakterizasyonu FTIR spektroskopi cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
Bu analiz sayesinde molekiiller tarafindan absorplanan isinlar, yakin veya uzak
infrared bolgeye bagli olarak molekiillerin titresimsel veya rotasyonel enerjileri
etkilenir ve bu etkilenme sonucu olusan spektrumlar sayesinde yeni sentez iiriiniin
yapist hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Calisma kapsaminda sentezlenen
triinlere ait FTIR spektralart incelenerek sentezin gergeklesip gerceklesmedigine

dair veriler elde edildi.
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3.4. Amfipatik Kopolimerlerden Nanopartikiil Uretim Optimizasyonu
Nanopartikiil liretim optimizasyonu, kullanilan yonteme bagli olarak, yontemin
icerdigi parametrelerin degisimi ile nano boyutta partikiil lretimi i¢in ideal
kosullara ulagmay1 saglayan birbirinden farkli bircok denemeyi kapsamaktadir.
Nanopartikiil tiretim yontemleri literatiir taramasi yapilarak, literatiirdeki bazi
yontemlerin modifikasyonu ile gergeklestirildi (Crucho & Barros, 2017).

Hem hidrofilik hem hidrofobik 6zellik sergileyen calisma kapsaminda iiretilen
kopolimerlerden nanopartikiil iiretimi, nano-¢oktiirme, tekli emiilsiyon ¢oziicii
buharlagtirma yontemi, hidrofilik o6zellik saglayan yapinin degistirilmesi, ¢ift
emiilsiyon buharlagtirma yontemi gibi yontemler denenerek nano boyutta,

monodispers 6zellikte ve stabil nanopartikiillerin tiretimi gergeklestirildi.

3.5. Optimum Kosullarda Uretilen Nanopartikiillere ila¢ Yiiklenmesi

Nanopartikiil {iretimi i¢in optimum kosullar belirlendikten sonra, {iretilen
nanopartikiillere ilag yiiklemesi yapildi. Ilag yiikleme asamasi da nanopartikiil
iretim asamast gibi birtakim optimizasyonlar gerektiren bir asamadir.
Nanopartikiile yiiklenecek ilacin hangi konsantrasyonda ne kadar yiiklenmesi
gerektigi, nanopartikiillerin ilacin ne kadarini enkapsiile ettigi ¢esitli optimizasyon

asamalari ile belirlendi (Pinto Reis ve ark., 2006).

3.6. Hayvan Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.6.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarimin Kkiiltiire
edilmesi

Meme kanseri arastirmalarinda, anti-kanser ilaglarla ilgili olanlar da dahil olmak
iizere, dlinya ¢apinda en yaygin kullanilan model hiicre dizisi MCF-7 hiicre hattidir.
MCF-7 meme kanseri hiicreleri ER (6strojen reseptorii) pozitif ve PR (progesteron
reseptorii) pozitif olup liimen A molekiiler alt tipine aittir. MCF-7, normalde diisiik
metastatik potansiyele sahip oldugu diisiiniilen, zay1f agresif ve invaziv olmayan bir

hiicre dizisidir (Comsa Ve ark., 2015).
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MDA-MB-231, ER ve PR ekspresyonunun yani sira insan HER2
amplifikasyonundan yoksun oldugu i¢in oldukca agresif, invaziv ve zayif
farklilagsmis Giglii negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hattidir. Diger invaziv kanser
hiicre hatlarina benzer sekilde, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonuna, hiicre dis1

matrisin proteolitik bozunmasi aracilik etmedir (Chavez ve ark., 2010).

Hormon reseptdr pozitif meme kanseri vakasinin goriilme orani %70-80 iken HER2
pozitif %10-%20 civarindadir (Chuaychai & Sriplung, 2022).
Bu nedenle MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 bu tez ¢alismasi i¢in model

meme kanseri hiicre hatlar olarak se¢ildi.

Tez calismas1 kapsaminda iiretilen nanopartikiiller, meme kanseri hiicre hatlari,
MCF-7 ve MDA-MB-231 iizerinde denenebilmesi i¢in Oncelikle meme kanseri
hiicre hatlarinin ¢dzdiiriilmesi, kiiltiire alinarak pasajlanmasi ve dondurulmast

islemleri gerceklestirildi.

Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi i¢in dncelikle her bir meme kanseri hiicresinin yasamini
ve ¢ogalmasini saglayan besi ortamlart hazirlandi. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti
icin %10 FBS (fetal sigir serumu), %0.1 gentamisin ve %1 L-glutamin igeren RPMI
1640 besi ortami hazirlandi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti i¢in %10 fetal
sigir serumu (FBS), %0.1 gentamisin ve %1 L-glutamin iceren DMEM High
Glucose besi ortami hazirlandi. Daha sonra -196 °C de s1v1 azot tankinda Kriyotiipler
icerisinde muhafaza edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 sirayla alinarak
37 °C deki sirkiilatorli su banyosunda ¢ozdiiriildii ve ¢oziinen hiicre slispansiyonu
iizerine 5-6 mL besi ortami ilave edilerek santrifiij tiipline alindi. Dondurma
asamasinda kullanilan DMSO’yu uzaklastirmak i¢in 800 rpm de, +4 °C de 5 dk
santrifiyj edildi. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra, pelet halindeki hiicreler hem
tiip duvarindan hem de birbirlerinden mekanik olarak ayrildi. Ardindan 6 mL besi
ortami ile siispanse edilip filtreli T75 flasklara alinip tizeri 12 mL'ye besi ortami ile
tamamlandi ve 37 °C de %5 CO:2 igeren inkiibatorde %90 konfluensiye ulasana
kadar inkiibe edildi. Bu siire boyunca iki giin araliklarla hiicrelerin besi ortami

yenilendi.
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Monolayer olarak ¢ogalan bu meme kanseri hiicre hatlart %90 konfluensiye
ulastiklarinda yasam alanlar1 kisitlandigi i¢in bir miiddet sonra yeterli alan ve besi
ortami olmadigindan apoptoza ugrayarak ylizeyden ayrilirlar. Bu nedenle %90
konfluensiye ulasan hiicrelerin pasajlanmasi gerekmektedir.

Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in Oncelikle T75 flask igerinde bulunan besi ortami
uzaklastirildi. Hiicreler, yiizeylerinde bulunan besi ortaminin uzaklastirilmasi i¢in,
1x DPBS (Dulbecco’s Phosphate- Buffered Saline) ile yikandi. Hiicreleri flask
ylizeyinden ayirmak i¢in Tripsin-EDTA kullanildi.

Tripsin, yiizeye bagimli hiicreleri flask yilizeyinden ayirmak i¢in kullanilan, peptid
baglarint hidrolize eden ve serin proteaz ailesinin bir iiyesi olan proteolotik bir
enzimdir. Tripsin hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinde bulunan yiizeye
bagimli proteinleri hidrolize ederek hiicreleri siispanse hale getirmektedir. Hiicre
kiiltiiriinde ise genellikle EDTA (Etilen di-amin tetra asetik asit) igeren tripsin
¢ozeltileri tercih edilmektedir (Kurashina ve ark., 2019). EDTA, Ca? iyonlarini
selatlayarak kalsiyuma bagli kaderin adhezyon molekiillerinin kirilmasi sonucu
hiicrelerin birbirinden ayrilmasimi saglamaktadir. Tripsin divalent Ca®* ve Mg?
iyon varliginda inhibe olmaktadir bu nedenle EDTA ilavesi ortamdaki Ca®* ve Mg?*
iyonlarini tutarak ayni zamanda tripsinin aktivitesini artirmaktadir (Schmidt ve ark.,
2016). Bu nedenle hiicre kiiltiiri galismalarinda EDTA’11 tripsin tercih edildi ve

Tripsin-EDTA 37 °C de aktif oldugu igin flaska eklendikten sonra flask 1-2 dk
inkiibatorde bekletildi ve ardindan mekanik bir kuvvet uygulanarak hiicrelerin
ylizeyden ayrilmasi saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicreler 8-10 mL besi ortami ile
toplanarak santrifiij tiipine alindi. Serum igeren besi ortami tripsini inaktive
etmesine ragmen, tripsinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 800 rpm de, +4 °C de 5
dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, pelet halindeki hiicreler
hem tiip duvarindan hem de birbirlerinden mekanik olarak ayrildi. Ardindan 6 mL
besi ortamu ile re-siispanse edilip ii¢ adet filtreli T75 flasklara alinarak tizerleri 12
mL'ye besi ortami ile tamamlandi. Hiicre kiiltiirii ileriki ¢alismalarinda kullanilmak
iizere hiicrelerin stoklanmasi ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle yeterli sayida

pasajlanan hiicrelerin dondurularak azot tanklarinda saklanmasi gerekmektedir.

50



Hiicrelerin dondurulmasi iglemi, hiicrelerin pasajlanmasi isleminde yer alan
tripsinizasyon asamasini igine almaktadir. Kisaca, %90 konfluensiye ulasan
hiicrelerin besi ortami1 uzaklastirildiktan sonra flask 1XDPBS ile yikandi. Ardindan
hiicreler tripsin-EDTA muamelesi ile yiizeyden ayrilarak besi ortami yardimi ile
toplandi. Santrifiij isleminin ardindan tripsin i¢eren slipernatant uzaklastirildi. Pelet
mekanik yontemle siispanse edildikten sonra %10 DMSO igeren FBS ile tekrar
stispanse edildi. -80 °C ve azot tankina dayanikli kriyotiipler igerisine 1 ml olacak
sekilde konularak agizlar sikica kapatildi. Kriyotiipler stok takibi agisindan, hiicre
hattinin adini, pasaj numarasini, donduruldugu tarih ve donduran kisinin adin1

iceren bilgiler ile etiketlendi.

3.6.2. Sitotoksisite analizi

Tez calismasinda iiretilen nanopartikiillerin, ilaglarin ve ilag yiiklii nanopartikiillerin
toksik etkilerinin belirlenmesi icin sitotoksisite analizi yapildi. Oncelikle T75
flasklarda kiiltiire edilen ve %90 konfluensiye ulasan hiicreler, tripsinizasyon
yoluyla ylizeyden ayrildi ve besi ortami ile toplandi. Besi ortamu ile toplanan ve iyi
bir sekilde siispanse edilen hiicrelerden bir miktar, hiicre sayimi i¢in, mikrosantrifiij
tiipline alindi. Hiicre sayimi tripan mavisi kullanilarak gerceklestirildi. Kisaca 100
pL hiicre slispansiyonu ve 100 pL tripan mavisi homojen bir sekilde karigtirildiktan
sonra, bir miktar1 otomatik pipet yardimiyla Neubauer Lami’na yiiklenerek, her bir
kuyucuga diisen hiicreler ters faz 1s1ik mikroskobu ile sayildi ve hiicre sayisi

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Diliisyonfaktori

h
Hicre kons. (ﬂ) = Toplam hiicre sayist x 10* x (3.2)

Kare sayist

Bu tez c¢alismasinda kullanimi tercih edilen sitotoksite analizi, 96 kuyucuklu
pleytlerde gerceklestirilen bir biyolojik aktivite analizi olup her kuyucukta ayni
sayida hiicre bulunmasii gerektirmektedir. Bu nedenle hiicre konsantrasyonu
hesaplandiktan sonra, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri i¢in her kuyucukta 100
uL 5x10* hiicre/mL olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanarak sekiz kanalli
mikropipet yardimi ile 96 kuyucuklu pleytlere ekildi ve 37 °C de %5 CO2 igceren
inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.
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Ardindan seri diliisyon yontemi ile hiicreler 100 pL serbest formdaki ilaglar, bos
nanopartikiiller ve ilag yiiklii nanopartikiiller ile muamele edildi ve 37 °C de %5
COz igeren inkiibatdrde 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiktan sonra pleyt inkiibatorden alinarak besi ortami1 uzaklastirildi ve 100
pnL %10 MTT (5 mg/mL) (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) igeren besi ortami eklenerek 3 saat 37 °C de %5 COz igeren etlivde inkiibe
edildi. Daha sonra MTT igeren bu besi ortami uzaklastiritlip canli hiicrelerin
mitokodrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi araciligi ile olusturulan
formazan tuzlarini ¢éziiniir forma getirmek i¢in 100 pL DMSO eklendi. Calkalayici
inkiibatorde 15 dk kadar formazanlarin tamaminin ¢ézlinmesi saglandiktan sonra,
UV mikropleyt okuyucu yardimi ile 570 nm dalga boyunda kolorimetrik okuma
gergeklestirildi. Hiicresel canlilik ve 1C50 degerleri, bu ham veriler kullanilarak

GraphPad 8.1 yazilimi ile hesaplandi (Kaplan ve ark., 2021).

3.6.3. In vitro hiicresel alhm analizi

Hiicrenin ihtiyag duydugu besinler, Oz ve diger malzemeler hiicre igine alinarak
hiicre i¢i biyolojik siirece dahil edilmektedir. Hiicre membrani ¢ift katmanl
fosfolipid tabakadan olusmaktadir ve bu membran hiicre igini dis ¢evreden ayirarak
hiicre igin zararli olan maddelerin hiicre i¢ine girmesini engellemektedir

(Foroozandeh & Aziz, 2018).

Bir maddenin hiicre igine alim1 pasif tasima ve aktif tasima ile gerceklesmektedir.
Pasif tasima, bir maddenin hiicre i¢i ve hiicre dis1 derisimine bagli olarak, ¢ok yogun
ortamdan az yogun ortama geg¢isi, difiizyon ile saglanmaktadir. Pasif tasima enerjiye
ihtiya¢ duymazken aktif tasima enerjiye ihtiya¢ duymaktadir. Aktif tasima ise
maddelerin endositoz yontemi ile enerji harcanarak hiicre igine alinmasidir (R.

Zhang ve ark., 2019).

Hiicre i¢i biyolojik siirece dahil olarak hiicreyi apoptoza ugratmayi hedefleyen

nanotastyicilarin hiicre i¢ine endositoz yontemleri ile alinmas1 umut edilmektedir.
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Fakat nanotasiyicilarin hiicre i¢ine alimi onlarin boyutuna, sekline ve yiizey yiikii
gibi bir ¢ok fizikokimyasal 6zelligine baglidir (Donahue ve ark., 2019)(Nelemans
& Gurevich, 2020). Partikiil boyutu 200 nm’nin tizerinde olan nanotasiyicilar hiicre
tarafindan yabanci madde olarak alinip fagosite olabilmektedir. Bu nedenle tiretilen
nanotagtyicilarin hiicresel alimi, nanotasiyicinin karakterizasyonunda dnemli bir

yere sahiptir (Behzadi ve ark., 2017).

Sitotoksite analizi ile IC50 degerleri belirlenen serbest formdaki ilaglar ve ilag yiikli
nanopartikiillerin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri tarafindan
almip almmadig: ters faz floresan mikroskobu ile belirlendi. Burada hiicrenin
nanopartikiilii alip almadigim gozlemleyebilmek icin nanopartikiil igerisine
floresan bir boya olan indiyosyanin yesili yiiklendi. Ik olarak, 12 kuyucuklu
pleytlere 1 mL 5x10* hiicre/mL konsantrasyonunda MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri ekildi ve 37 °C de %5 CO2 igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonu takiben kuyucuklardaki besi ortami uzaklastirild: ve hiicreler 1x DPBS
icerisinde 1C50 konsantrasyonunda hazirlanan serbest formdaki ICG ve ICG yiikli
nanopartikiiller ile muamele edildi ve pleytler 37 °C de %5 COz igeren inkiibatorde
4 saat inkiibe edildi. Daha sonra ters faz floresans mikroskop altinda alinan

goriintiiler kaydedildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Polyesterlerin Sentezlenmesi

Polyseterlerin sentezinde dikarboksilik asit olarak, adipik asit, siiksinik asit ve
oksalik asit; diol olarak, 1,3 propandiol, 1,4 biitandiol ve etilen glikol kullanilarak
9 farkli polimer, pPAd, pBAd, pEAd, pPSu, pBSu, pESu, pPOX, pBOX ve pEOX,
sentezlendi. Sentezler, ¢oziicli ve katalizor kullanilmaksizin vakum altinda kesikli
cam reaktorde yag banyosunda gerceklestirildi. Esterifikasyon reaksiyonlarinin

gergeklestigi reaksiyon ortamu Sekil 4.1 de verilmistir.

Sekil 4.1. Esterifikasyon reaksiyon kosullar1

Sentez sonunda elde edilen polyesterlere ait gériintiiler Sekil 4.2 de verilmistir. Hem
gorsel olarak hem de ¢oziiniirliik faktorii agisindan, tamamen hidrofobik, reaksiyona

giren kimyasallardan farkl: yeni Girinlerin elde edildigi fiziksel olarak sdylenebilir.

Sekil 4.2. Sentez sonu olusan polyesterlerin goriintiileri
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4.2. FTIR Spektroskopisi

Sentezlenen polyesterlerin kimyasal karakterizasyonu FTIR spektroskopisi analizi
ile gerceklestirildi. Analiz sonucu polyesterlere ait spektrum c¢iktilari, poliadipatlar
Sekil 4.3 de, polisiiksinatlar Sekil 4.4 ve polioksalatlar Sekil 4.5 de, verildi.

FTIR spektrast 4000-400 cm™ dalga sayis1 araliginda taranarak alindi ve
polyesterlere ait spektrumlar ve reaksiyon girdi maddelerinin de spektrasi alinarak
karsilagtirmali  olarak wverildi. Sonuglar degerlendirildiginde, poliadipatlar,
polisiiksinatlar ve polioksalatlarin hepsinde de diol’den gelen -OH piklerinin

1

kaybolmas1 ve 1730 cm™ civarlarindaki karakteristik ester piklerinin varligi

reaksiyonlarin basarili bir sekilde gergeklestiginin kanitidir.
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Sekil 4.3. pEAd, pPAd, pBAd’a ait FTIR spektrasi
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Sekil 4.4. pESu, pPSu, pBSu ait FTIR spektrasi
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4.3. PEGilasyon

Poliadipatlarin PEGilasyonu, Sekil 4.6 da resmedildigi gibi oda sartlarinda
gerceklestirildi. Baglangigta yogunlugu neredeyse suya yakin homojen bir karigim
olan mPEG-550-HMDI karisimi 48 saat sonunda, 6zellikle balonun cidarlarinda
goriilen jelimsi disiik molekiiler agirlikli PEG goriintiisii reaksiyonun ilk

asamasinin basaril bir sekilde gerceklestiginin fiziksel bir kaniti niteligindedir.

Sekil 4.6. PEGilasyon reaksiyonu

Bununla birlikte sadece fiziksel degil aynm1 zamanda kimyasal bir karakterizasyon
olan FTIR spektroskopisi ile kopolimerler 4000-400 cm™ araliginda tarandi.
PEGlenmis poliadipatlara (MPEG-pEAd-mPEG, mPEG-pPAd-mPEG ve mPEG-
pBAd-mPEG) ait FTIR spektrasi Sekil 4.7 de verildi.

FTIR spektroskopisi grafik verileri degerlendirildiginde 3330 cm™-3350 cm™ ve

1618 cm™ civarinda gériillen N-H amine pikleri reaksiyonun basarili bir sekilde

gerceklestigini gostermektedir.
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4.4. Grup sonu analizi ile molekiiler agirhg: tayini

Grup sonu analizi, dolayl bir titrasyon yontemidir. Bu yontemde oncelikle PMDA
¢ozeltisi 0.2 M konsantrasyonunda DMF ¢6ziiciisti kullanilarak hazirlandi ve belirli
miktarlarda tartilan poliadipatlarin {izerine 10 mL 0.2 M PMDA eklenerek
polimerin tamamen ¢6ziinmesi beklendi. Polimerler tamamen ¢6ziindiikten sonra
lizerine katalizor olarak 1 mL 3 M IMDA eklendi ve 30 dk reaksiyona birakildi.
Reaksiyon sonunda, reaksiyona girmeyen PMDA’lar1 asitlestirmek igin reaksiyon
ortamina distile su ve indikator olarak fenol kirmizisi eklendi. Hazirlanan karigim
0.1 N NaOH ile titre edildi. Cozelti rengi, renksiz formdan mor rengini alincaya
kadar titrasyona devam edildi. Harcanan NaOH hacmi not edilerek poliadipatlarin
sayica ortalama molekiiler agirliklart formiil (3.2) ye gore hesaplandi ve sonuglar
Tablo 4.1 de verildi.

Tablo 4.1. Poliadipatlarin sayica ortalama molekiiler agirliklar:

Poliadipat MA (g/ mol)
pPAd 2198
pBAd 2288
pEAd 2232

4.5. Nanopartikiil Uretim Optimizasyonu

4.5.1. Nano-coktiirme yontemi ile nanopartikiil iiretimi

Nano-¢oktiirme yonteminde nanopartikiiller, polimerin bir organik ¢o6ziiciide
¢oOziinerek hazirlanan ¢ozeltisinden belirli bir miktarda alinarak belirli bir hacimde
distile su igerisine damla damla eklendikten sonra, belirli bir siire vorteks veya
sonikatore tabii tutularak elde edilmektedir. Nanopartikiillerin boyut ve boyut
dagilimlari, kullanilan organik ¢dziiciiye, polimer ¢ozeltisi hacmi: distile su hacmi
arasindaki orana ve vorteks hiz ve siiresi gibi parametrelere bagli olarak
degismektedir (Y. Liu ve ark., 2020). ilk olarak MPEG-pEAd-mPEG, mPEG-pPAd-
mMPEG ve mPEG-pBAd-mPEG tri-blok kopolimerleri sirayla DMSO igerisinde

polimer konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde ¢ozdiirtilerek hazirlandi.
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Daha sonra hazirlanan kopolimer ¢ozeltileri distile su igerisine, toplam hacim 1500
ul olacak sekilde, damla damla ilave edildi.

Sulu faz/organik faz orani degistirilerek elde edilen siispansiyonlar 60 sn boyunca
yiiksek hizda vortekse tabii tutuldu. Cikti olarak, {iretilen nanopartikiillerin boyut
ve boyut dagilimlar1 baz alinip elde edilen veriler Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4

de sunuldu.

Tablo 4.2. mPEG-pEAd-mPEG kopolimerinden sulu faz/organik faz oranina bagh

nanopartikdil tiretimi

Polimer Kons.
Oran (pL/pL) Sure (sn) Boyut (nm) PDI
(mg/mL)
1 1400/100 60 1794.6 1.389
1 1300/200 60 908.3 0.566
1 1200/300 60 978.5 0.597
1 1100/400 60 2927.5 8.531
1 1000/500 60 854.0 0.363
1 900/600 60 2402.5 5.335
1 750/750 60 1001.0 0.103
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Tablo 4.3. mPEG-pPAd-mPEG kopolimerden sulu faz/organik faz oranina bagh

nanopartikdil tiretimi

Polimer
Kons. Oran (uL/pL) Siire (sn) Boyut (nm) PDI

(mg/mL)
1 1400/100 60 141.4 0.261
1 1300/200 60 177.9 0.239
1 1200/300 60 533.2 0.377
1 1100/400 60 466.5 0.501
1 1000/500 60 1920.8 0.728
1 900/600 60 1311.8 0.752
1 750/750 60 1818 0.534
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Tablo 4.4. mPEG-pBAd-mPEG kopolimerinden sulu faz/organik faz oranina bagh

nanopartikiil Giretimi

Polimer
Kons. Oran (uL/pL) Siire (sn) Boyut (nm) PDI

(mg/mL)
1 1400/100 60 2381.6 1.023
1 1300/200 60 758.3 0.439
1 1200/300 60 456.0 0.215
1 1100/400 60 481.0 0.114
1 1000/500 60 539.2 0.09
1 900/600 60 581.1 0.170
1 750/750 60 601.0 0.107

Ug farkli kopolimer igin sulu faz/organik faz oranina bagl optimizasyon galigmalart
sonucunda elde edilen partikiillerin boyut ve boyut dagilimlar1 nano 6l¢iide degil
mikro oOlgiilerde olup ayni zamanda bazilarinin polidispers bir boyut dagilimi
sergilemeleri bu partikiillerin ilag tasiyici sistemler olarak uygun olmadiklarini
gostermektedir (Donahue ve ark., 2019). Toplam hacim 1500 pL alinarak, sulu faz/
organik faz oranina bagli optimizasyon ¢alismasinda sadece mPEG-pPAd-mPEG
kopolimeri kullanilarak 1400/100 ve 1300/200 oranlarinda boyut: boyut dagilimlari
strastyla 141.4: 0.261 ve 177.1: 0.239 olarak 6l¢iildii. Fakat bu oranlar kullanilarak
tiretilen nanopartikiiller kisa siire sonra agregat olusturdu. Bu nedenle daha biiyiik
Olgeklerde toplam hacim 4500 pL olacak sekilde vorteks yerine sonikator
kullanilarak sonikasyon siiresine bagli optimizasyon yapildi. Bu optimizasyon

verilerine bagli boyut ve boyut dagilimi ¢iktilar1 Tablo 4.5 ve Tablo 4.6 da sunuldu.
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Tablo 4.5. mPEG-pPAd-mPEG kopolimerden sonikasyon siiresine bagl

nanopartikdil tiretimi

Polimer
Kons. Oran (uL/pL) Siire (sn) Boyut (nm) PDI

(mg/mL)
1 3900/600 60 459.0 0.516
1 3900/600 30 320.6 0.507
1 3900/600 27 290.0 0.421
1 4200/300 25 866.0 0.537
1 3900/600 15 1064.1 0.502

Toplam hacim 4500 pL olarak alindiginda, mMPEG-pPAd-mPEG kopolimerinden
sulu faz/organik faz orani: 3900/ 600 iken en iy1 boyut boyut dagilim sonucu 27 sn
sonikasyon siiresi ile elde edildi. Bu siirenin altina diisiildiiglinde ve su faz miktar1

arttirlldiginda boyut ve boyut dagilim degerlerinde yaklasik {i¢ kat artis goriildii.

R.Xu ve ark. tarafindan mPEG-PLGA kopolimeri kullanilarak iirettikleri
nanopartikiillerin boyutu 145.2 nm iken Yuan ve ark. meme kanserinde kullanilmak
iizere mPEG-PLGA kopolimerinden iirettikleri nanopartikiillerin boyutunu 105.3
nm olarak bildirmislerdir (R. Xu ve ark., 2020; Yuan ve ark., 2018). PEGile edilmis
kopolimerler  kullanilarak  iretilen bu  nanopartikiillerin ~ boyutlar1 ile
karsilastirildiginda elde edilen bulgular, partikiil boyutu agisindan literatiire gore ¢cok
daha biiyiikk ve boyut dagilimi polidisperdir. Bu nedenle metot optimizasyonuna
devam edildi.
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Tablo 4.6. mPEG-pEAd-mPEG kopolimerden sonikasyon siiresine bagh

nanopartikdil tiretimi

Polimer
Kons. Oran (uL/pL) Siire (sn) Boyut (nm) PDI

(mg/mL)
1 3900/600 27 383.8 0.273
1 3000/1500 40 418.1 0.118
1 3000/1500 60 618.6 0.434
1 3000/1500 120 4757.0 1.186
2 3000/1500 40 511.3 0.234

MPEG-pEAd-mPEG kopolimeri kullanilarak iiretilen nanopartikiillerin ¢iktilart
degerlendirildiginde, sulu faz/ organik faz orani: 3000/ 1500 iken sonikator siiresi
arttik¢a partikiil boyutu mikro boyutlara dogru artis gosterirken sonikator siiresi 40
sn tutuldugunda boyut dagiliminin monodispers oldugu goriildii. Fakat tiretilen
nanopartikiillerin boyutlart 200 nm’nin {stlindedir. Toplam hacim oran1 1500 pL’
den 4500 uL’ ye yiikseltildiginde nanopartikiillerin boyutlart arttig1 i¢in mPEG-
pBAd-mPEG kopolimerinden iiretilen nanopartikiillerin sonikasyon siiresine bagl
optimizasyonu toplam hacim 1500 pL baz alinarak yapildi. Sonuglar Tablo 4.7 de

verildi.
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Tablo 4.7. mPEG-pBAd-mPEG kopolimerden sonikasyon siiresine bagl

nanopartikdil tiretimi

Polimer
Kons. Oran (uL/pL) Siire (sn) Boyut (nm) PDI

(mg/mL)
1 1400/100 30 302.0 0.085
1 1300/200 30 351.0 0.276
1 1200/300 30 352.0 0.250
1 1100/400 30 302.7 0.384
1 1400/100 20 510.6 0.307
1 1400/100 40 317.1 0.216
1 1400/100 60 315.2 0.253

Sonikator siiresi 30 saniyenin altina disiiriildiiglinde partikiill boyut ve boyut
dagiliminda artig gozlendi. Fakat sonikator siiresi 30 ile 60 sn arasinda iiretilen
nanopartikiillerin boyutlar1 300 nm civarinda dl¢iilmiistiir. Nanopartikiil boyutu 200
nm iizerinde oldugu durumlarda hiicre tarafindan fagosite edilmelerinin daha kolay

olabildigi bildirilmistir (Behzadi ve ark., 2017)(Donahue ve ark., 2019).

Nano-¢oktiirme yontemi ile firetilen tiim nanopartikiillerin boyut ve boyut
dagilimlar1 degerlendirildiginde, partikiil boyutlarinin 200 nm’nin altinda
olmamasi, 200 nm altindaki degerlerin boyut dagilimlarinin yiiksek olmasi veya
stabilizasyon sorunlari nedeniyle nano-¢oktiirme yontemi bu kopolimerlerden
nanopartikiil iiretimi i¢in uygun bulunmamistir. PEGilenmis poliadipattlara
Risperidone yiiklenerek iiretilen partikiillerin boyutlar1 mikro boyutta olup, tez
kapsaminda {rettigimiz bu partikiiller nano boyutta olup literatiire bir katki

sunmaktadir (Nanaki ve ark., 2018).
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4.5.2. Tekli emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi

Amfifilik kopolimerlerden nanopartikiillerin hazirlanabilmesi i¢in dncelikle metot
optimizasyonunun  yapilmast  gerekmektedir. Bu  nedenle  polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan, atmosfer basinci
altinda gerceklestirilen kolay ve ekonomik bir yontem olmasi sebebi ile tekli

emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma metodu kullanildi (Suri ve ark., 2013).

Tekli emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yonteminde, belirli oranda yiizey aktif
madde igeren bir ¢ozelti igerisine, su ile karisabilirligi diisiikk ve kaynama noktasi
yiiksek olmayan bir ¢oziiclide ¢oziinmiis polimer soliisyonu damla damla ilave
edildikten sonra belirli siire sonikasyona tabii tutulmaktadir. Daha sonra ¢oziicii,
oda sartlarinda karistirilarak, buharlastirma yontemi ile uzaklastirilir. Bu metot
kullanilarak kopolimerlerden {iretilen nanopartikiillerin boyut ve boyut dagilimi,
¢oziiciiniin cinsi, kullanilan ytizey aktif maddenin orani, polimerin konsantrasyonu
ve sonikasyon siiresi gibi ¢esitli parametrelere baglidir ve bu parametrelere baglh

olarak kopolimerlerden nanopartikiil liretim optimizasyonu yapildi.

Yiizey aktif madde oraninin belirlenmesi i¢in yiizey aktif madde olarak %4 (w/v)
PVA (30 kDa) hazirlandiktan sonra filtre edildi (Kizilbey, 2019). Kopolimer tiiri,
polimer konsantrasyonu, siire ve amplitude sabit tutularak, PVA oran: degisiminin

partikiil boyut ve boyut dagilimi {izerine etkisi belirlenerek Tablo 4.8 de sunuldu.

68



Tablo 4.8. Metot optimizasyonunda PVA oraninin belirlenmesi

Polimer
Amplitude Boyut
Kons. PVA (%) Siire (sn) PDI
(%) (nm)
(mg/mL)
10 4 50 120 790 0.348
10 3 50 120 544.9 0.344
10 2 50 120 448.5 0.306
10 1 50 120 278.7 0.339
10 0.5 50 120 247.7 0.463

PVA konsantrasyonu azaltildiginda, partikiil boyutu kii¢iilmesine ragmen partikiil
boyut dagilimi yiikseldigi ve polidispers bir dagilimin meydana geldigi belirlendi.
PVA konsantrasyonu %1 iken partikiil boyut ve boyut dagilimi istenilen degere en

yakin olan degerlerdir.

Sonikasyon siiresinin partikiil boyut ve boyut dagilimi iizerine etkisini belirlemek
icin PVA konsantrasyonu %1 de sabit tutularak farkli sonikasyon siirelerinde
nanopartikiil iiretimi gergeklestirildi. Ciktilar boyut ve boyut dagilimi olarak Tablo
4.9 da sunuldu.
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Tablo 4.9. Metot optimizasyonunda sonikasyon siiresinin belirlenmesi

Polimer
Amplitude Boyut
Kons. PVA (%) Siire (sn) PDI
(%) (nm)
(mg/mL)
10 1 50 60 296.8 0.427
10 1 50 120 247.7 0.463
10 1 50 180 333.7 0.512
10 1 50 240 335.5 0.409

Sonikasyon siiresi arttik¢a partikiil boyutu artarken partikiil boyut dagilimi tizerinde
ciddi bir etki olusturmadi.

Partikiil boyutu ve partikiil boyut dagilimini etkileyen 6nemli parametreler arasinda
polimer konsantrasyonu bulunmaktadir. PVA konsantrasyonu %0.5 de, sonikasyon
stiresi 120 sn de sabit tutularak polimer konsantrasyonuna bagli partikiil boyut ve

boyut dagilimi Tablo 4.10 ve Tablo 4.11 de verildi.
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Tablo 4.10. mPEG-pPAd-mPEG kopolimerin konsantrasyonuna bagli boyut

optimizasyonu

Polimer
Boyut
Kons. PVA (%) Amp. (%) Siire (sn) PDI
(nm)
(mg/mL)
1 0.5 50 120 700.3 6.353
2 0.5 50 120 140.9 0.825
4 0.5 50 120 180.0 0.452
6 0.5 50 120 203.6 0.366
8 0.5 50 120 392.8 0.397
10 0.5 50 120 247.8 0.468

Tablo 4.11. mPEG-pEAd-mPEG kopolimerin konsantrasyonuna bagli boyut

optimizasyonu

Polimer
Boyut
Kons. PVA (%) Amp. (%) Sure (sn) PDI
(nm)
(mg/mL)
1 0.5 50 120 199.4 0.236
2 0.5 50 120 218.4 0.247
3 0.5 50 120 233.8 0.271
4 0.5 50 120 1307.8 2.640
6 0.5 50 120 1313.3 2.062
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PVA konsantrasyonu %0.5 ve sonikasyon siiresi 120 sn iken mPEG-pPAd-mPEG
kopolimeri konsantrasyonu arttirildiginda, partikiil boyutu kiiciiliirken, mPEG-
PEAdJ-mPEG kopolimeri konsantrasyonu arttirildiginda partikiil boyutunun
bliyiidiigii dagilimin ise polidispers oldugu belirlendi. mPEG-pBAd-mPEG
kopolimeri konsantrasyonuna bagli boyut ve boyut dagilimi1 Tablo 4.12 de verildi.

Tablo 4.12. mPEG-pBAd-mPEG kopolimerin konsantrasyonuna bagli boyut

optimizasyonu

Polimer
Boyut
Kons. PVA (%) Amp. (%) Siire (sn) PDI
(nm)
(mg/mL)
2 0.5 50 120 171.4 0.188
4 0.5 50 120 178.1 0.130
6 0.5 50 120 184.0 0.186
2 2 50 120 306.7 0.398
3 0.5 50 120 171.4 0.351

MPEG-pBAd-mPEG ve mPEG-pEAd-mPEG kopolimerleri ile yapilan denemeler
sonunda, nanopartikiillerin agregat olusturarak coktiikleri gézlemlendi. Stabilite
sorununun ¢ozimii olarak ilk oOnce, stabilite optimizasyonundaki en etkili
parametrelerden birinin yiizey aktif madde olmasi nedeniyle yiizey aktif madde

oraninin arttirilarak nanopartikiillerin stabil kalma stirelerini uzatilabilir.
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Tablo 4.13. Kopolimerlerin konsantrasyonuna bagli boyut optimizasyonu

Polimer
Kopolimer Boyut
Kons. PVA (%) Siire (sn) PDI
adi (nm)
(mg/mL)
mPEG-
pPAd- 2 1 120 228.1 0.248
mPEG
mPEG-
pPAd- 5 1 120 223.6 0.202
mPEG
mMPEG-
pBAd- 2 1 120 248.9 0.185
mMPEG
mPEG-
pBAd- 5 1 120 234.7 0.119
mMPEG
mPEG-
pEAd- 2 1 120 884.2 1.386
mPEG
mPEG-
pEAd- 5 1 120 991.4 0.847
mMPEG

Yiizey aktif madde oraminin artirilmasi stabilitenin artmasinda ciddi bir etki
gostermemekle birlikte, nanopartikiillerin boyutlarinda da 6nemli oranda artisa

sebep oldu.
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Sekil 4.8. Nanopartikiillerin stabilite problemi

Nano-¢oktiirme ve tekli emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemleri ile iiretilen tiim
nanopartikiiller stabilizasyon agisindan degerlendirildiginde, sentezlenen
kopolimerlerin gévdesinde yer alan hidrofobik kisimlarin molekiiler agirlig1 yiiksek
oldugu i¢in hidrofilik kisimlarin zincir uzunluklari merkez hidrofobik kisma gore
daha kisa kalmakta ve bu nedenle bu hidrofobik kisimlar etkileserek agregat
olusturma  egilimi  gostermektedirler.  Dolayisiyla yeni bir  yOntem
optimizasyonundan ziyade daha diisiik molekiiler agirhiga sahip poliadipatlar

sentezlenmelidir tezi ortaya kondu.

4.5.3. Diisiik molekiiler agirhklh poliadipatlarin sentezlenmesi

Diisiik molekiiler agirlikli poliadipatlar, ayni sartlar altinda sentezlendi. Poliester
reaksiyonu bir kondenzasyon polimerizasyonu oldugundan, polimerin zincir
uzunlugu zamana bagli olarak kontrol edilebilmektedir. Bu nedenle reaksiyon siiresi
kisa tutuldugunda zincir uzunluklar1 daha kisa olan polimerler sentezlenebilir. Bu
fikir ile yola ¢ikildiginda, katalizor ve solvent igermeyen ortamda, dikarboksilik
asit: diol mol oran1 1: 1.2 olacak sekilde hazirlanip kesikli bir cam reaktore alinarak
2-3 mmHg vakum altinda 2 saat reaksiyona birakildi. Burada ortam sicakliklari,
dikarboksilik asidin erime sicaklig1 baz alinarak ayarlandi ve reaksiyon siiresi %50

oranin da azaltildi.
Sentezlenen poliadipat ilk sentezlenen poliadipatla kiyaslandiginda, fiziksel olarak

oldukea farkliyd: (Sekil 4.9). i1k sentezlenen poliadipatlar kat1 halde iken, reaksiyon

stiresi diistiriildiiglinde diisiik yogunluga sahip jelimsi formda polimerler elde edildi.
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Sekil 4.9. Yiiksek molekiiler agirlikli pPAd goriintiisii B. Diisiik molekiiler agirlikli

pPAd goriintiisii

Fiziksel farklilik sentezin basarili bir sekilde gergeklestiginin bir kanit1 olmasinin

yani sira Kimyasal bir kanit ortaya koymak i¢in FTIR analizi yapildi.

FTIR analizleri sonucunda 1730 cm™ civarinda goriilen ester pikleri sentezin

basariyla gerceklestigini ortaya koydu. Sentezlenen poliadipatlarin molekiiler

agirliklar1 grup sonu analiz yontemi ile belirlenerek hesaplandi. Bulgular Tablo 4.

14 de ilk sentez tirtinleriyle karsilastirmali olarak verildi.

Tablo 4.14. Poliadipatlarin molekiiler agirliklar

Diisiik MA
Poliadipatin adi MA (g/ mol)
(g/mol)
pPAd 683 2198
pBAd 870 2288
pEAd 952 2232

Molekiiler agirligi analiz sonuglari, diisiik molekiiler agirlikli poliadipat sentezinin

basariyla gergeklestigini ortaya koymustur.
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Sentezlenen polimerler, yontem kisminda bahsedilen PEGilasyon yontemi ile
PEGillendi ve hidrofilik gruplarin baglandigi kopolimerler elde edildi. Bu
kopolimerlerin kimyasal karakterizasyonu FTIR spektroskopisi analizi ile

gerceklestirildi.

Basaril1 bir sekilde gerceklestirilen sentez asamasinin ardindan, nanopartikiil tiretim

yontemleri kullanilarak bu diisiik zincir uzunluguna sahip kopolimerlerden

nanopartikiil iiretim optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi. Ilk olarak tekli emiilsiyon

¢oziicli buharlastirma yontemi denendi. Kisaca:

e 4 mg mPEG-pPAd-mPEG tartilarak 2 mL DCM igerisinde ¢oziindii.

e 8 mL PVA ¢ozeltisi 1200 rpm de karistirilirken tizerine polimer ¢ozeltisi damla
damla eklendi.

e Tekli emiilsiyon, karisimin 120 saniye sonikasyona tabii tutulmasi ile
gerceklestirildi.

e 800 rpm de ¢oziicti karistirilarak buharlastirildi.

PV A konsantrasyonuna bagli degisim, partikiil boyut ve boyut dagilimi ¢ikt1 olarak

aliip elde edilen bulgular Tablo 4.15 de verildi.

Tablo 4.15. PVA konsantrasyonuna bagli partikiil boyut ve boyut dagilimi

Konsantrasyon Boyut
PVA (%) Siire (sn) | Amp. (%) PDI
(mg/mL) (nm)
2 1 120 50 437.3 0.599
2 2 120 50 598.9 0.564

PVA konsantrasyonu arttirildiginda boyut artarken, boyut dagiliminda anlamli bir
azalma meydana gelmedi. Partikiillerin boyut ve boyut dagilimlarinin istenilen
aralikta olmamasi ve sonuglar arasinda ciddi bir fark bulunmamasindan dolay1 PVA
konsantrasyonu, boyutun en kiigiik oldugu %1 orani sabit tutularak, polimer
konsantrasyonu bagli tekli emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma yontemi ile bir seri

deneme daha yapildi ve sonuglar Tablo 4.16 da verildi.
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Tablo 4.16. Polimer konsantrasyonuna bagli partikiil boyut ve boyut dagilimi

Konsantrasyon Boyut
PVA (%) | Sire(sn) | Amp. (%) PDI
(mg/mL) (nm)
1 1 120 50 203.0 0.888
2 1 120 50 238.9 0.519
3 1 120 50 244.3 0.415
4 1 120 50 258.1 0.383

Polimer konsantrasyonu arttik¢a partikiil boyutunun arttig1 fakat boyut dagilim
indeksinin azaldig1 yani monodispers bir dagilhim elde edildigi goriildi. Bununla
birlikte, PVA ve polimer konsantrasyonuna bagli boyut ve boyut dagilimi indeksi
degerlendirildiginde, polimer konsantrasyonu 1 mg/mL iken partikiil boyutu kiigiik
olmasina ragmen partikiil boyut dagiliminin ¢ok yiiksek olmasi diger yandan PVA
orani arttikga partikiil boyutunun artmasina ragmen diisiik PVA konsantrasyonun
PDI degeri cok yiiksek olmasi farkli bir parametreye bagli degisimlerin
degerlendirilmesi gerekliligini gosterdi. Bu nedenle, sonikasyon siiresinin partikiil
boyut ve boyut dagilimina etkisi géz oniinde bulunduruldu ve farkli sonikasyon

stirelerindeki degisimler Tablo 4.17 de verildi.

Tablo 4.17. Sonikasyon siiresine bagli boyut degisimi

Konsantrasyon Boyut
PVA (%) Sire (sn) | Amp. (%) PDI
(mg/mL) (nm)
2 2 120 50 367.8 0.727
2 2 180 50 354.7 0.690
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Bulgular, partikiil boyut ve boyut dagiliminda sonikasyon siiresinin ciddi bir etki
olusturmadigini ortaya koydu ve son olarak amplitude oranina bagli boyut ve boyut
dagilim degisimi degerlendirildi. Bulgular Tablo 4.18 de verildi.

Tablo 4.18. Amplitude oranina bagli boyut degisimi

Konsantrasyon Boyut
PVA (%) | Sure(sn) | Amp. (%) PDI
(mg/mL) (nm)
2 2 180 50 472.0 0.580
2 2 180 100 293.0 0.300

Diisiik molekiiler agirlikli pPAd iceren amfifilik kopolimer kullanilarak {iretilen
partikiillerin boyut dagilimi 0.7°nin altinda olanlarin askida kollodial halde stabil
kaldig1 ve agregat olusturmadiklar1 gézlemlendi. Buna ragmen, tekli emiilsiyon
¢coziicii buharlastirma yontemi ile istenilen boyut ve boyut dagilimima sahip
partikiiller tiretilemedi. Burada partikiil boyutunun biiyiik olmasinin birgok sebebi
olabilir. 1lk ¢6ziim Onerisi olarak, diisiik molekiiler agirhkli poliadipat
kullanilmasina ragmen sentezlenen kopolimerin zincir uzunlugu sebebi ile partikiil
boyutunun belirli bir boyutun altina diisemedigi tezi ortaya kondu ve hidrofobik
polimere MPEG-550 baglamak yerine katyonik bir polimer olan PEI’nin farkli
yontemlerle ile polimere hidrofilik bir 6zellik kazandirmasi hedeflenirken ayni
zamanda katyonik O6zelligi sayesinde hiicreye girisini kolaylastiracak bir ilag

tastyict sistem liretilebilecegi diisiiniilmektedir (Xia ve ark., 2009).

4.5.4. Poliadipatlara PEI eklenmesi ile nanopartikiil iiretimi

PElI ilavesi ile nanopartikiil tiretiminde kullanilan y6ntem modifiye edildi (J. Wang
ve ark., 2010). Buna gore ilk 6nce bir cam beher igerisine 1 mg PEI tartildi ve 20
mL %2 PVA c¢ozeltisinde ¢ozdiirildii. Hazirlanan bu ¢o6zelti 1500 rpm de
karistirilirken {izerine 16 mL DCM igerisinde ¢oziinen ve son konsantrasyonu 2

mg/mL olan diisiik molekiiler agirlikli pBAd ¢6zeltisi damla damla ilave edildi.
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Karigim, ¢oziiclinlin buharlagsmasi i¢in oda sicakliginda 900 rpm de karigmaya
birakildi. Coziicii buharlagtiktan sonra olusan partikiillerin ¢oktiigii gozlemlendi. Bu
nedenle farkli bir yontem denendi (Ding & Zhu, 2018). Sekil 4.10 da gosterildigi
gibi, ilk 6nce 16 mg pBAd, 10 mL DCM de ¢oziindii. Bu ¢6zelti 4 mg PEI {izerine
eklenerek, PEI ¢oziiniip pBAd ile homojen bir karisim olusturana kadar karistirildi.
Bu karisim, 40 mL %2 PVA igeren ¢oOzelti ilizerine, ¢ozelti 1500 rpm de
karistirilirken, yavas yavas eklendi. Emiilsiyon, elde edilen karisimin %100 Amp.
de 120 sn sonikasyona tabii tutulmasi ile gergeklestirildi. Coziicii, 800 rpm de oda
sicakliginda yaklasik 2 saat de buharlastirildi. Nanopartikiillerin boyutu 190 nm,
boyut dagilimi 0.869 olarak olciildii. Boyut dagilimi iiretilen nanopartikiillerin
polidispers bir dagilim sergiledigini oldugunu gostermektedir. Polidispers hal,

nanopartikiillerin kollodial halde stabil kalamayacaginin bir gostergesidir.

10 mL 16 mg
DCM ! l pBAd

4 mg
PEI

40 mL %2 PVA

Sekil 4.10. Tekli emiilsiyon c¢oziicii buharlastirma yontemi ile pBAd: PEI

karisimindan nanopartikiil sentez semasi

Nanopartikiillerin stabilizasyonu PVA oranina bagli olarak degismektedir. Bu
nedenle bu protokolde sadece PVA orami degistirerek elde edilen sonuglar Tablo

4.19 da verildi.
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Tablo 4.19. PVA oranina bagl olarak pBAd: PEI yapidaki nanopartikiillerin boyut

degisimi
pBAd:
PVA Toplam Boyut
PEI _ PDI
(%) Hacim (nm)
(mg/mg)
I 1 4:16 40+10 559.3 0.342
; 2 4:16 40+10 291.0 0.659
3 4:16 40+10 319.0 0.920

Sonuglar gosteriyor ki, PVA konsantrasyonu arttikga partikiil boyutunda belirli bir
oranda kii¢lilme olmasina ragmen, boyut dagilimi indeksi ¢ok yiikselerek kabul
edilebilir sinirlarin tizerine ¢ikt1 ve partikiil boyut dagilimi polidispers bir hal aldi.
Karistirma hizinin partikiil boyutu tizerindeki etkisi gz oniine alinarak, karistirma
hizi 1500 rpm yerine 2200 rpm’e yikseltilip, PEI: pBAd’nin farkli oranlar
kullanilarak elde edilen sonuglar Tablo 4.20 de verildi.

Tablo 4.20. Nanopartikiillerin PEI/pBAd oranina bagli boyut degisimi

PVA pBAd Boyut
PEI (mg) PDI
(%0) (mg) (nm)
2 | 15 5 2855.3 1.049
2 l 12 8 4533.6 1.334
2 10 10 5686.6 2.633

Bulgular, karigtirma hizinin artirilmasi ile birlikte PEI miktarinin arttirilmasi
partikiil boyutunun biiylimesine ve polidispers bir partikiill boyut dagiliminin
olustugunu gosterdi. En yiiksek degerlere pBAd: PEI 1:1 oraninda kullanildiginda
ulagildi. Sonug olarak bu yontemle elde edilen partikiillerin boyutlar1 mikro
seviyede olup istenilen aralikta degildi. Bu asamaya kadar farkli parametreler
degistirilerek, tekli emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma metot optimizasyonu
yapilmaya c¢alisilmis fakat bu metotla istenilen boyut ve boyut dagiliminda stabil

bir nanopartikiil iiretilemeyecegi sonucuna ulasiimistir.
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Nano-¢oktiirme ve tekli emiilsiyon ¢dziicii buharlagtirma yontemlerinden farkli bir
yontem olarak ¢ift emiilsiyon ¢oziicli uzaklastirma yonteminin denenmesine karar
verildi. Bu yontem farmakolojik nanopartikiillerin tiretiminde daha etkin olabilen
ve enkapsiilasyon verimini artiran bir yontem olmasi ve son seyreltme basagi ile
birlikte partikiillerin nanoboyutta olma ihtimali g6z 6niinde bulundurularak tercih
edildi (Jenjob ve ark., 2019). Bununla birlikte, farkli molekiiler agirliklarina sahip,
30 kDa ve 27 kDA, PVA kullanim1 boyutta ciddi bir kiiclilme saglamadig1 i¢in daha
diisiik molekiiler agirlikli, 6 kDa, PVA kullanildi.

Cift emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma yontemi ile S/Y/S (su i¢inde yag i¢inde su)
emiilsiyon olusturma basamaklar1 asagida siralandig: gibidir (Sekil 4.11). Kisaca:

* 40 mg pBAd ve 10 mg PEI 10 mL’lik cam beher igerisine tartildi ve 5 mL DCM
icerisinde ¢oziindil.

 Karigim 2200 rpm de karistirilirken 1 mL distile su damla damla ilave edildi.

« Ik emiilsiyon, S/Y, karisim %100 Amp. de 60 sn sonikasyona tabii tutularak
gerceklestirildi.

* 25 mL'lik beher i¢erinde 10 mL %1.2 PVA ¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozelti 1200
rpm de karistirilirken, iizerine elde edilen ilk S/Y emiilsiyonu damla damla ilave
edildi.

« Ikinci emiilsiyon, S/Y/S, karisim %100 Amp. de 180 sn sonikasyona tabii
tutularak gergeklestirildi.

* S/Y/S emiilsiyonu, 100 mL cam beher igerisinde bulunan 40 mL %0.1 PVA
cozeltisine eklenerek seyreltildi.

* Coziicti 500 rpm de yaklasik 2 saat karistirtlarak buharlastirildi (Abamor ve ark.,
2019; Bivas-Benita ve ark., 2004).
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10 mg 40 mg ﬁ 1 mLdH,0

PEI l i pBAd
2200 rpm karistirilarak
5 mL ¢6zUndi N
DCM
60 sn %100 Amp.
| sonikasyon
v
180 sn %100 Amp.
sonikasyon
10 mL
1.2% PVA
v
1200 rpm

40 mL 0.1%
PVA

1000 rpm

Sekil 4.11. Cift emiilsiyon ¢6ziicli buharlagtirma yonteminin sematik gosterimi

Cift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma  yontemi  kullanilarak  iiretilen
nanopartikiillerin boyutu 150.1 nm ve boyut dagilim indeksi 0.286 olarak 6l¢iildii.
Fakat 24 saat sonra nanopartikiillerin ¢oktiigii gézlemlendi. Denenen tiim yontemler
arasinda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde c¢ift emiilsiyon ¢doziicii
buharlastirma yontemi ile nanopartikiil iiretiminin gerceklestirilebildigi ortaya
kondu. PEI kullanilmadan sadece pBAd kullanilarak, cift emiilsiyon ¢oziicii
buharlagtirma yontemi ile hidrofobik o6zellikte nanopartikiiller sentezlendi.
Buradaki amag, stabilite sorununun sebebinin PEI: pPAd orani olup olmadigina

karar vermekti.

Baslangicta 50 mg pBAd 5 mL DCM de ¢ozdiiriildiikten emiilsiyon olusturma
basamaklar1 ¢ift emiilsiyon ¢0ziici buharlagtirma yonteminde oldugu gibi
gerceklestirildi. pBAd nanopartikiillerinin boyutu 140.1 nm ve boyut dagilimi 0.122
olarak o6l¢iildii ve uzun siire stabilitesini korudu. Bu nedenle diger PEI: poliadipat
karisimlarindan da ayni yontem ile nanopartikiil sentezi yapilarak elde edilen

sonuclar Tablo 4.21 de verildi.
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Tablo 4.21. Cift emiilsiyon yontemi ile poliadipat: PEI karisim tiiriine bagli olarak

boyut ve boyut dagilim degisimi

poliadipat: Zeta pot.
Boyut (nm) PDI
PEI (mV)
pEAd: PEI 35.5 1.883 +20.0
pBAd :PEI 158.9 0.180 +129
pPAd :PEI 151.3 0.191 +15.1

pEAd: PEI karisimindan elde edilen partikiilin boyut dagilimi yiiksek, yani
polidispers bir dagilim sergiledigi igin 6l¢iilen partikiil boyutu anlamli degildir. Bu
nedenle pEAd: PEI karisimi kullanilarak elde edilecek nanopartikiiller igin hem
PVA hem de pEAd: PEI oranlar degistirilerek ¢esitli metot optimizasyon
denemeleri yapildi. DLS cihaz ile dlgiilen degerler ¢ikti olarak Tablo 4.22 de

verildi.

pEAd:PEI hari¢ diger kompleksler kullanilarak elde edilen partikiillerin boyut ve

boyut dagilimlar literatiir ile uyumludur (Bivas-Benita ve ark., 2004).

Tablo 4.22. pEAd: PEI ve PVA oranina bagli partikiil boyut ve boyut dagilimindaki

degisim
PVA pEAd: PEI Siire Boyut .
(%) (mg/mg) (sn) (nm)
2 80:20 60 23.5 0.466
2 40:10 60 17.1 0.554
0.1 40:10 60 6621.7 8.788
1.2 40:10 120 13.4 0.855
4 40:10 60 44.3 0.262

Ayni1 kosullar altinda poliadipat/PEI karisim tiirii degistirilerek, pEAd: PEI yerine
pPAd: PEI kullanilarak bir seri deneme daha yapilip elde edilen veriler Tablo 4.23

de verildi.
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Partikiil boyut dagilim indeksinin yiiksek olmasi polidispers bir dagilimi yani
nanopartikiillerin birbirleri ile ayni boyutta olmadigin1 géstermektedir (Wilson &
Prud’homme, 2021).

Tablo 4.23. pPAd: PEI ve PVA oranina bagl partikiil boyut ve boyut dagilimindaki

degisim
PVA pPAd: PEI Siire Boyut oD
(%) (mg/mg) (sn) (nm)
2 40:10 60 141.0 0.183
2.5 40:10 60 133.4 0.178
3 40:10 60 132.8 0.161
4 40:10 60 131.0 0.191

PVA oraninin arttirilmasi pEAd: PEI karisimindan iiretilen partikiillerin boyutunun
artmasina ve partikiil boyut dagiliminin ise monodispers olmasini saglarken, pPAd:
PEI karisimindan elde edilen partikiillerin boyutunda ¢ok az oranda kiigiilmeye
sebep oldu. poliadipat: PEI arasindaki oran hem partikiil boyutunu hem de firetilen
nanopartikiillerin stabilitesini etkileyen dnemli parametrelerden biridir. Bu nedenle
pPAd: PEI arasindaki oranin partikiil boyutu tizerindeki etkisini degerlendirmek ve
en ideal orani belirlemek i¢in bir seri deneme yapildi ve elde edilen Tablo 4.24 de

verildi.
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Tablo 4.24. pPAd: PEI oranina bagl partikiil boyut ve boyut dagilimindaki degisim

PVA (%) pPAd: PEI Boyut oD
(mg/mg) (nm)
2 5:45 3187.3 4.540
2 10:40 39.0 0.781
2 15:35 55.3 0.539
2 20:30 64.1 0.349
2 25:25 80.3 0.276
2 30:20 88.7 0.300
2 35:15 1111 0.243

Bulgular, pPAd: PEI karisimindaki pPAd orani arttik¢a partikiil boyutunun arttigi
ve partikiil boyut dagiliminin monodispers 6zellik sergiledigi gosterdi. pPAd: PEI
karisimindan {iretilecek nanopartikiiller i¢in en ideal kosul ‘%3 PVA (6 kDa) ve
pPAd: PEI 40:10’ olarak belirlendi.

Poliadipatlara PEI ilavesi ile gergeklestirilen karisimlardan {iretilen
nanopartikiillerin boyut ve boyut dagilimlar1 hiicre kiiltiirii analizleri i¢in uygun
olmasina ragmen stabilite sorunun ¢oziilememesi bagka bir yontemin denenmesi

gerekliligini ortaya koydu.

4.5.5. PEI kaplama yontemi ile nanopartikiil iiretimi

PEI ile poliadipatlart kaplama yontemi Sekil. 4.12 de resmedildigi gibi kisaca,
belirlenen miktardaki pPAd, DCM de ¢6ziindii. Elde edilen polimer ¢ozeltisi, 20
mL belirli oranda PVA ve PEI iceren ¢ozelti lizerine, ¢ozelti 1800 rpm de
karistirtlirken, damla damla ilave edildi. Elde edilen karisim, %100 Amp. de 180 sn
sonikasyona tabii tutuldu. Daha sonra ¢ozici 500 rpm de karigtirilarak
buharlastirildi ve iiretilen partikiillerin, partikiil boyut ve boyut dagilim1 DLS cihaz1
ile 6l¢iilerek elde edilen sonuglar Tablo 4.25 de verildi (Niza ve ark., 2020).
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mg
pBAd

1800 rpm karistirilarak

5 mL ¢ozlindi
DCM
v
20mL
%PVA +
mg PEI
1800 rpm

v

180 sn %100 Amp.
sonikasyon

Sekil 4.12. PEI kaplama yontemi

Tablo 4.25. PEI kaplama metot optimizasyonu

Konsantrasyon
PVA (%) PEI (mg) Boyut (nm) PDI
(mg/mL)
40/5 1 24 195.9 0.318
40/5 1 12 292.5 0.235
40/5 2 12 171.3 0.222
25/5 2 12 175.1 0.299
50/5 0.2 30 192.8 0.059
50/5 0.2 30 3590.2 2.111
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PEI kaplama yontemi ile istenilen partikiil boyut ve boyut dagilim1 elde edilmesine

ragmen, bu yontem kullanilarak da stabilite sorunu ¢oziilememistir.

Sonug olarak PEI ekleme veya PEI kaplama stratejisi partikiil boyut ve boyut
dagilimi sorununa bir ¢ézliim iretirken, stabilite sorunu ic¢in bir ¢dziim ortaya
konulamamuistir. PEGilasyonun nanopartikiil stabilitesine artirdigi yoniindeki
calismalar degerlendirildiginde, PEGilasyon orani diisiiriilerek hem daha kii¢iik
boyutlarda hem de stabil olabilen nanopartikiillerin {retilebilecegi fikri ortaya

konuldu (Logie ve ark., 2014)(Mosqueira ve ark., 2001).

4.5.6. Diisiik PEGilasyon oram ile sentezlenen kopolimerlerden nanopartikiil
iiretimi

Diisiik molekiiler agirlikli sentezlenen poliadipatlarin (pPAd, pBAd ve pEAd)
PEGilasyon orani %100 oranindan %10 oranina diisiiriildii (C. Yang ve ark., 2018).
PEGilasyon yontemi, metot kisminda anlatildig1 gibi uygulandi fakat poliadipat:
MPEG -550 oran1 1: 0.1 olarak ayarlandi. Sentezlenen kopolimerlerin, PA, BA ve
EA, fiziksel goriintiisii 1:1 oraninda sentezlenenlerden daha farkli idi. Kimyasal
karakterizasyonlar1 i¢in yapilan FTIR analiz sonuglari, sentezlerin basariyla
gerceklestigi kanitladi. Sentezlenen bu kopolimerlerden PA kullanilarak hem tekli
emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma hem de ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma
yontemleri ile nanopartikiil sentezi gergeklestirildi (Abamor ve ark., 2019).

Nanopartikiillerin boyut ve boyut dagilimi Tablo 4.26 da verildi.
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Tablo 4.26. PA kopolimerinden sentezlenen nanopartikiillerin boyut ve boyut

dagilimlar
konsa nI:?asyonu F(’:/i? Metot Size PDI
(mg/mL)
2 2 TE 190.3 0.430
2 4 TE 240.3 0.255
10 2 CE - -
10 4 CE 185.0 0.146

Bulgular gosteriyor ki en ideal partikiil boyut ve boyut dagilimi ¢ift emiilsiyon
¢Oziicli bulastirma yontemi ile elde edildi. Fakat bu yontemde PVA oraninda ne
kadar etkili oldugu bir kez daha gosterilmis oldu. Bu tez c¢aligmasinin bundan

sonraki nanopartikiil {iretim asamalarinda kullanilacak nihai prosediir Sekil 4.13 de

gosterildi.
17 1 mLdH,O |-
50 mg b}
kopolimer | |
T 1 2020 rpm kanistirilarak
SmL __ sozundd o® .. 1. Emiilsion (S/Y)
DCM ®s0
r— mm— |

| \ 60 sn %100 Amp.
M sonikasyon

180 sn %100
Amp.
Sonikasyon
——— II. Emiilsiyon

(s/¥/s)

10 mL
1.2%
|L_PvA |

Sekil 4.13. Nanopartikiil i¢in belirlenen nihai prosediiriin sematik gosterimi
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Sekil 4.13 de gosterilen prosediir ile PA, BA ve EA kopolimerlerinden iiretilen
nanopartikiillerin boyutlari, boyut dagilimlar: ve zeta potansiyel verileri Tablo 4.27
de verildi. Herhangi bir ilag¢ yiiklii olmayan bu nanotasiyicilar, PA kopolimerinden
tiretilen “PANPs”, BA kopolimerinden iiretilen “BANPS” ve EA kopolimerinden

uretilen “EANPs” olarak isimlendirildi.

Tablo 4.27. Optimize edilmis metot kullanilarak sentezlenen kopolimerlerden

iiretilen nanopartikiillerin yikama prosediirii oncesi boyut ve boyut dagilimlari

Nanopartikiil ad Boyut (nm) PDI
PANPs_YO 180.6 0.178
BANPs_YO 146.1 0.199
EANPs_YO 150.9 0.575

Cift emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma yonteminin modifiye edilmesiyle iiretilen
nanopartikiil sispansiyonlari, ylizey aktif maddenin (PVA’nin) uzaklastirilmasi i¢in
oncelikle 10 000 rpm de 6 dk santrifiij edildiler ve ardindan distile su ile iki kere
yikandiktan sonra DLS ile boyut ve boyut dagilimlari zeta potansiyelleri 6l¢iildii.
Boyut dagilim ve zeta potansiyellerine ait grafikler Sekil 4.14 ve boyut, PDI ve zeta

potansiyel verileri Tablo 4.28 de sunuldu.

Tablo 4.28. Optimize edilmis metot kullanilarak sentezlenen kopolimerlerden

iiretilen nanopartikiillerin yikama prosediirii sonrasi boyut ve boyut dagilimlar

Zeta

Nanotayisici adi Boyut (nm) PDI pot.
(mV)

PANPs 169.2 0.088 -33.1
BANPs 164.9 0.170 -20.2
EANPs 197.6 0.310 -11.3
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Nanotasiyicilarin hiicre tarafindan alimi énemli bir biyolojik siire¢ olup, partikiiliin
hiicre zarina yapisma siireci ve partikiiliin hiicre i¢ine alimini igeren bu biyolojik
siire¢ icin partikiil boyutu partikiiliin hiicre zarina yapismasini etkileyen énemli
faktorlerden biridir. Nanopartikiil boyutunun 200 nm’nin {izerinde oldugu
durumlarda partikiil, hiicre tarafinda fagosite edilebilirken 100-200 nm araligindaki
partikiillerin hiicresel alim sonuglarinin en ideal olarak bildirilmekte ve daha kiigiik
boyuta sahip nanopartikiillerin hiicresel alim1 igin esik deger 50 nm olarak rapor

edilmistir (Banik ve ark., 2016; Behzadi ve ark., 2017).

Bu bilgiler 1s18inda elde edilen bulgular, EA kopolimerinden {iretilen
nanopartikiillere gore, BA ve PA kopolimerlerinden {iretilen nanopartikiillerin
boyutlarinin daha kii¢iik, boyut dagilimlarinin ise daha ideal oldugunu ortaya
koydu.

Polimerik nanopartikiil sentezinde, partikiil boyutunu etkileyen en Onemli
faktorlerden biri de polimerin molekiiler agirhigidir. Burada EA kopolimerinin,
hidrofobik govdesini olusturan pEAd’in molekiiller agirliginin digerlerinden daha

yiiksek olmasinin bir etki yarattig1 sdylenebilir (Mittal ve ark., 2007).
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Sekil 4.14. PA, BA ve EA kopolimerlerinden elde edilen nanopartikiillerin boyut
dagilimi ve zeta potansiyel grafikleri A: PANPs boyut dagilimi ve zeta potansiyeli,
B: BANPs boyut dagilimi ve zeta potansiyeli, C: EANPs boyut dagilimi ve zeta

potansiyeli

Sekil 4.14 de verilen boyut dagilimina ait grafiksel veriler, nanopartikiillere ait PDI
verilerinin 0.7’ den kiigiik olmas1 nanotasiyicilarin monodispers bir yapiya sahip
oldugunu, zeta potansiyel verileri ise nanotasiyicilarin kollodial yapida stabil

olduklarini ortaya koymustur (Khorrami ve ark., 2018) (Kaplan ve ark., 2021).

4.5.7. Kemoterapotik ajanmin belirlenmesi
Metot optimizasyonu gerceklestirildikten sonra, iiretilen ilag tasiyici sistemlere
yliklenmek tizere iki farkli ila¢ belirlendi. Bunlar kanser hiicresinin apoptoza

ugramasinda farkli 6liim mekanizmalarina sahip ticari ilaglardir.
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Yenil nesil HSP90 1s1 sok protein inhibitorii olan, Debio-932 ve meme kanseri
tedavisinde ve in vitro/in vivo calismalarda referans olarak kullanilan DOX ile
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda 6n deneme yapildi (Ozgiir
ve ark., 2021).

MCF-7 MDA-MB-231

100
751

50

Cell Viability (%)
Cell Viability (%)

251

0 T T T *— 0 T T T *
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Log Debio-0932 Concentration (pM) Log Debio-0932 Concentration (uM)
24h -1C4,: 30.28 % 2.15 gM 24h -IC,: 44.35% 4.03 gM
48h -1C;,: 6.19 % 0.32 gM 48h -1C;,: 10.66 % 0.52 gM

Sekil 4.15. Debio-0932 ile muamele edilmis MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinin 24 ve 48 saatlerdeki 1C50 logaritmik egrileri

MCF-7 DOX MDA-MB-231 DOX
o 48s 100% - 48s
BN 2
5 - 728 5 & 72s
o O 50
g g
%] (2]
=] 3
I I
L 0 - ——
0 1 2 3
log(Konsantrasyon)(ng/mL) log(Konsantrasyon)(ng/mL)
48 s IC5p = 267.8 + 0.006 48 s IC5 = 332.6 + 0.001
72 s IC5 = 27.46 + 0.006 72 s IC5=103.2 £ 0.007

Sekil 4.16. DOX ile muamele edilmis MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 48
ve 72 saatlerdeki IC50 logaritmik egrileri

Referans olarak kullanilan DOX’un Debio-932’ye gore daha uzun siirede daha
diisiik konsantrasyonlarda etkili olmas1 nedeniyle, ileriki ¢alismalarda ila¢ olarak

DOX’un kullanilmasina karar verildi.
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4.5.8. Enkapsiilasyon verimliligin hesaplanmasi

Nanotagtyicilara yiiklenecek kemoterapdtik ajan ‘DOX’ ve hiicresel alim
deneylerinde kullanilmak iizere, floresans 6zelliginden faydalanilacak olan boyar
madde °‘ICG’ olarak belirlenmistir. Bu calismada Doksorubisin’e esdeger
Doksorubisin hidroklorit (DOX HCI) kullanildi. DOX HCI ve ICG floresan 6zellige
sahip olduklar i¢in karakteristik eksitasyon ve emisyon dalga boylarina sahiplerdir.
Bu 6zelliklerinden faydalanarak nanotastyicilarin DOX HCI ve ICG enkapsiilasyon

verimlilikleri spektroflorometre cihazi ile belirlendi.

DOX HCT’ in sudaki ¢oziintirliigii literatiirde 50 mg/10 mL olarak bildirilmektedir.
DOX HCI ayn1 zamanda DMSO ve DCM gibi polar solventlerde de belirli oranlarda
cOziinebilmektedir. Bu nedenle enkapsiilasyon verimliligi belirlemek i¢in o6ncelikle
DOX HCI suda c¢oziinerek elde edilen nanotasyici sistemin enkapsiilasyon
verimliligi hesaplandi. DOX HCI enkapsiilasyon prosediirii kisaca asagidaki sekilde

Ozetlendi.

e 1.95mg DOXHCI, 1 mL dH20 (distile su) de ¢6ziindii. Bir mikrosantrifiij tiipti
igerisinde hazirlanan ¢6zeltinin 1s1ktan korunmasi ig¢in ependorf tiip aliiminyum
folyo ile sarildi.

e 50 mg kopolimer bir cam beher igerisine tartilarak 2020 rpm de 5 mL DCM de
¢Ozilindii.

e 195 mg/mL konsantrasyonundaki DOX HCI’ den 1 mL 0.5 mg/mL
konsantrasyonundaki ¢ozelti seyrelterek elde edildi. Ardindan bu 1 mL 0.5
mg/mL konsantrasyonundaki ¢ozelti, karisir durumdaki PA ¢6zeltisi icerisine
damla damla ilave edildi.

e llk emiilsiyon, karisim %100 Amp. de 60 sn sonikasyona tabii tutularak
gerceklestirildi.

e 10 mL %4 PVA (polivinil alkol) iceren ¢dzelti igerisine, bu ¢ozelti 1200 rpm
de karisirken, ilk emiilsiyon damla damla ilave edildi.

e ikinci emiilsiyon, karistm %100 Amp. de 180 sn sonikasyona tabii tutularak

gerceklestirildi.
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e Son olarak elde edilen bu karisim, 40 mL %0.1 PVA igeren ¢ozelti igerisine
yavag yavas eklenerek seyreltildi.

e (oziicl, oda sartlarinda 2 saat 500 rpm karistirilarak uzaklastirildiktan sonra
nanopartikiil siispansiyonundan 2 mL alinip mikrosantrifiij tiipline aktarildi ve
10 000 rpm de 6 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant kisminda kalan DOX HCI kapsiillenmeyen miktar1 ifade
etmektedir. Stipernatant kismindan alinan 6rnek spektroflorometre (Sekil 4.17)
de kullanilarak absorbans verileri 6l¢iildii.

DOX HCI ve ICG ye ait eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 Tablo 4. 29 da verildi.

Tablo 4.29 DOX HCI ve ICG’ nin eksitasyon ve emisyon dalga boylari

Madde Eksitasyon dalga boyu Emisyon dalga boyu
adi (nm) (nm)

DOX HCI ~ 480 ~ 590
ICG ~ 789 ~ 814

QFX Fluorometer | |

Sekil 0.17. Spektroflorometre cihazi
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Spektroflorometre cihazinin 6zellikleri Tablo 4.29 da verildi ve buna gére DOX
HCI olgtimleri i¢in Mavi eksitasyon filtresi kullanilip, 2. kanaldaki bulgu
kullanilirken, ICG olgiimleri i¢in kirmizi eksitasyon filtresi kullanilip, bulgu 3.

kanaldan elde edildi.

Tablo 0.30. Spektroflorometre cihazinin 6zellikleri

Eksitasyon Filtreleri Emidilsiyon Filtreleri
Mavi (442-497 nm) 1.Kanal 514-567 nm
Yesil (490-558 nm) 2.Kanal 565-650 nm
Kirmizi (613-662 nm) 3.Kanal 665-740 nm
UV (361-389nm) -

Tiim bu bilgiler 1s181nda enkapsiilasyon verimliligi asagidaki formiil ile hesaplandi.

A
% EE = (1 — A—X) g (11 SRR €% )
T

%EE: Enkapsiilasyon verimliligi
Ax: X maddesinin kapsiillenmeyen miktarinin absorbans degeri

Art: Baglangicta eklenen miktarin absorbansi
Enkapsiilasyon verimliligi formiil 4.1 deki esitlige gore hesaplandi.

49601.127

%EE = (1 ——
& 49778.412

) x 100 = %0.36

Enkapsiilasyon verimliligi ¢ok diisiik oldugu icin DOX HCI, DMSO da ¢6ziinerek
kapsiile edildi. Kisaca:

e 50 mg kopolimer bir cam beher igerisine tartilarak 2020 rpm de 5 mL DCM de

¢Ozilindii.
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%EE =

10 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde DOX HCI, DMSO kullanilarak
hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 50 pL alinarak PA ¢ozeltisine eklenip,
kapsiilasyonun gerceklesmesi i¢in 25 dk boyunca 2020 rpm de karistirildi.
Ardindan 1 mL dH20, karisir durumdaki PA ¢ozeltisi igerisine damla damla
ilave edildi.

[lk emiilsiyon, karisim %100 Amp. de 60 sn sonikasyona tabii tutularak
gergeklestirildi.

10 mL %4 PVA igeren ¢ozelti igerisine, bu ¢ozelti 1200 rpm de karisirken, ilk
emiilsiyon damla damla ilave edildi.

Ikinci emiilsiyon, karistm %100 Amp. de 180 sn sonikasyona tabii tutularak
gerceklestirildi.

Son olarak elde edilen bu karisim, 40 mL %0.1 PVA igeren ¢ozelti igerisine
yavas yavas eklenerek seyreltildi.

Coziicl, oda sartlarinda 2 saat 500 rpm karistirilarak uzaklastirildiktan sonra
nanopartikiil slispansiyonundan 2 mL aliip ependorf tiipe aktarildi ve 10 000
rpm de 6 dk santrifiij edildi.

Siipernatant kismindan alinan 6rnek spektroflorometre kullanilarak absorbans

verileri 6l¢ildi.

( 49870.411

— — 0
71071.562) x 100 = %30

Son olarak DCM de ¢oziilen DOX HCI kullanilarak enkapsiilasyon verimliligi

hesaplandi.

Kisaca:

50 mg kopolimer bir cam beher icerisine tartilarak 2020 rpm de 5 mL DCM de
¢Oziindii.

10 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde DOX HCI, DCM kullanilarak
hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 50 pL alinarak PA ¢ozeltisine eklenip,
kapsiilasyonun gergeklesmesi icin 60 dk boyunca 2020 rpm de karistirildi.
Ardindan bu 1 mL dH20, karisir durumdaki PA ¢ozeltisi igerisine damla damla
ilave edildi.

96



e ilk emiilsiyon, karistm %100 Amp. de 60 sn sonikasyona tabii tutularak
gerceklestirildi.

e 10 mL %4 PVA igeren ¢ozelti icerisine, bu ¢ozelti 1200 rpm de karisirken, ilk
emiilsiyon damla damla ilave edildi.

e Ikinci emiilsiyon, karisim %100 Amp. de 180 sn sonikasyona tabii tutularak
gerceklestirildi.

e Son olarak elde edilen bu karisim, 40 mL %0.1 PVA igeren ¢bzelti igerisine
yavas yavag eklenerek seyreltildi.

e (0Ozict, oda sartlarinda 2 saat 500 rpm karistirilarak uzaklastirildiktan sonra
nanopartikiil siispansiyonundan 2 mL alinip mikrosantrifiij tlipiine aktarildi ve
10 000 rpm de 6 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant kismindan alinan 6rnek spektroflorometre kullanilarak absorbans

verileri 6l¢tildi.

18969.007

%EE = (1 e
% 32431.758

) x 100 = %415
DOX HCI’ in DCM de ¢oziinerek, kopolimer ¢ozeltisi ile 60 dk muamele edildigi

prosediir ile en yiiksek enkapsiilasyon verimliligine ulasilmistir.

4.5.9. Nanotasiyicilarin karakterizasyonu

En yiiksek enkapsiilasyon verimliligi saglayan prosediir ile elde edilen nihai
nanotastyicilar, DOX HCI yiiklii olanlar, “PADNPs, BADNPs ve EADNPs” olarak
adlandirilirken, ICG yiikli olanlar “PAINPs, BAINPs ve EAINPs” olarak
adlandirildi. PA, BA ve EA kopolimerlerinin DOX HCI ve ICG enkapsiilasyon
verimlilikleri Tablo 4.31 de verildi.
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Tablo 4.31. DOX HCI ve ICG ajanlarinin enkapsiilasyon verimlilikleri

DOX HCI %EE ICG %EE
PADNPs 57 PAINPs 47
BADNPs 58 BAINPs 46
EADNPs 44.5 EAINPs 41.2

Bulgular, BA kopolimerinin en yiiksek DOX HCI enkapsiilasyonuna sahipken EA
kopolimeri en diisiik enkapsiilasyon verimliligi sergiledigini gostermektedir.
Ayrica her ti¢ nanotasiyict DOX HCI” 1 ICG’ye gore daha yiiksek oranda enkapsiile
etmektedir.

DOX HCI ve ICG yiiklii nanopartikiiller ile bos nanopartikiillerin optimize edilmis
tiretim metotlar1 ile {iretilen nanotayigicilarin grafiksel tasarimi Sekil 4.18 de

gosterildigi gibi resmedildi.
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mPEG-pA

SIY S/Y/S
Emiilsiyon

+ +PVA
mPEG-pA
SIY S/Y/S
Emiilsiyon
+ +PVA
mPEG-pA
S/Y S/Y/S
Emiilsiyon Emiilsiyon

Sekil 4.18. Ilag yiiklii ve ilag yiiklii olmayan nanotasiyicilarin grafiksel tasarimi

DLS cihazi kullanilarak, DOX HCI ve ICG enkapsiile edilmis nanotastyicilarin,
boyut, boyut dagilim ve zeta potansiyelleri 6l¢iildii ve elde edilen grafikler Sekil
4.19 ve Sekil 4.20 de DLS yazilimi tarafindan hesaplanan ortalama degerler ise
Tablo 4.32 de sunuldu.
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Tablo 4.32. DOX HCI ve ICG yiikli nanotasiyicilarin ortalama boyut, PDI ve

ortalama zeta potansiyel degerleri

Nanotastyici Zeta pot.
Boyut (nm) PDI

adi (mV)
PADNPs 178.5 0.110 -24.6
BADNPs 162.6 0.109 -18.5
EADNPs 179.3 0.381 -10.5
PAINPs 172.5 0.168 -24.3
BAINPs 158.2 0.114 -20.2
EAINPs 234.6 0.554 -12.4
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Sekil 4.19. PA, BA ve EA kopolimerleri ile iiretilen DOX HCI enkapsiile
nanotasiyicilarin boyut dagilim ve zeta potansiyel grafikleri. (A): PADNPs’nin
boyut dagilimi ve zeta potansiyeli; (B): BADNPs’nin boyut dagilimi ve zeta
potansiyeli; (C): EADNPs boyut dagilim1 ve zeta potansiyeli
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Sekil 4.20. PA, BA ve EA kopolimerleri ile diiretilen ICG enkapsiile
nanotastyicilarin boyut dagilim ve zeta potansiyel grafikleri. (A): PAINPs’nin boyut
dagilimi ve zeta potansiyeli; (B): BAINPs nin boyut dagilimi ve zeta potansiyeli;
(C): EAINPs boyut dagilimi1 ve zeta potansiyeli

DOX HCI ve ICG yiiklii nanotastyicilarin, boyut ve boyut dagilimlari ile ilag ytikli
olmayan nanotastyicilarin boyut ve boyut dagilimlar1 arasinda farkliliklar vardir.
PANPs nanotasiyicilara ilag yiiklendiginde boyutunda bir artis meydana gelirken,
BANPs’lere ilag yiiklenmesi ile nanotasiyicilarin boyutunda bir kii¢iilme meydana
geldi. EANPs yiiklenen ilaca gore degisim gosterdi. EANPs DOX HCI
yiiklendiginde partikiil boyutu kii¢iiliirken, ICG yiiklendiginde partikiil boyutunda
bir artis gozlendi.

Nanotastyicilara DOX HCI ve ICG yiiklenmesi, enkapsiilasyon verimliligi ve DLS

cihazi ile karakterize edildi.
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Meme kanseri tedavisine yonelik in vitro arastirmalarda kullanilacak olan DOX
yiiklii nanopartikiiller, UV 1s1k altinda floresan 1s1ma yapma ve FTIR ¢iktilari ile de
ek karakterizasyon analizleri yapildi (Sekil 4.21).

i —— DOX
A [ 300 — PADNPs C
— BADNPs

_WW—'—MY\V“W EADNPs

200 W
100 W

2 R

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga boyu (cm'1)

Sekil 4.21. (A): DOX vyiiklii nanotasiyicilarin iiretimi (B); DOX yiikli
nanotastyicilarin UV 1g1k altinda floresan 1s1ma gostermesi (C); DOX, PADNPSs,
BADNPs ve EADNPs nanotastyicilarinin FTIR spektrasi

DOX HCI kendine 6zgii turuncu rengi ile hem iiretim asamasinda hem de tiretim
sonrast yapilan yikama asamalarindan sonra, nanotasiyicilarin UV 1s1k altinda
yaptig1 1is1ma ile fiziksel olarak varligi kanitlandi. Ayni1 zamanda FTIR spektrum
verileri kimyasal olarak DOX HCI’ in enkapsiilasyonun gergeklestigini ortaya
koydu.

PA, BA ve EA kopolimerleri kullanilarak sentezlenen nanotasiyicilara DOX HCI
basar1 ile enkapsiile edildi ve sentezlenen nanopartikiiller in vitro ¢alismalarda
kullanima uygunluklar1 fiziksel ve kimyasal karakterizasyon yontemler ile

kanitlandi.
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4.4. Hiicre Kiiltiirii Analizleri

4.4.1. Sitotoksisite Analizi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlari, sirasiyla %10 FBS, %1 L-
glutamin ve %0.1 gentamisin igeren RPMI 1640 ve DMEM HG besi ortamlarinda

cogaltildilar.

Sekil 4.22. MCF-7(10X) ve MDA-MB-231(4X) hiicre hatlarinin ters faz 1s1k

mikroskop goriintiileri

Serbest haldeki DOX HCI ve ICG, herhangi bir madde yiiklii olmayan
nanotastyicilar (PANPs, BANPs ve EANPs), DOX HCI yiikli nanotasiyicilar
(PADNPs, BADNPs ve EADNPs) ve ICG yiikli nanotasiyicilarin (PAINPs,
BAINPs ve EAINPs) MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanserleri hiicre hatlar
tizerindeki varsa sitotoksik etkileri ile hiicreler lizerindeki antiproliferatif etkileri
MTT analizi ile belirlendi.

MTT analizi kolorimetrik bir analiz yontemi olup hiicre canliligi, DMSO da
¢Ooziinmiis formazan tuzlarimin 570 nm’ deki absorbansi kullanilarak
hesaplanabilmektedir. Oncellikle, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari, serbest
haldeki DOX HCI ve ICG’nin 1250 ng/mL-19.5 ng/mL araliginda ardisik
seyreltme ile elde edilen farkli derisimleri ile muamele edildi. Konsantrasyona
karst % canlilik siitun grafikleri (Sekil 4.23) 24 saat, 48 saat ve 72 saatlik
inkiibasyon sonunda elde edilen veriler kullanilarak GraphPad 8.1 yazilimi ile

olusturuldu.
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Sekil 4.23. A: DOX HCI’in farkli konsantrasyonlarda MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlar iizerinde 24 s, 48 s ve 72 saat sonundaki % canliliklari. B: ICG’nin
farkli konsantrasyonlarda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 izerinde 24 s, 48

s ve 72 saat sonundaki % canliliklar.

Bulgular, DOX HCT’in her iki hiicre hattinda da 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
daha diisiik konsantrasyonlarda daha etkili oldugunu yani uzun siirede daha giiclii
antiproliferatif etki sergiledigini ortaya koydu. Ayn1 zamanda MDA-MB-231 hiicre
hattinin MCF-7 hiicre hattina gére DOX HCI’e karsi daha direngli oldugu
goriilmektedir. Burada fototerapi tedavisinde kullanilan ICG’nin karanlik
antiproliferatif deneyleri sadece hiicre alim asamasinda kullanilacak dozu
belirlemek amaciyla gergeklestirildi. Her ne kadar 1sik ile uyarilmadiginda
sitotoksik bir etki sergilemedigi bilinse de her maddenin toksik bir dozunun oldugu

etkin doz degeri olmasi1 nedeniyle ICG i¢in hiicre canlilik analizi yapildi.
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Sonuglar, uzun siirede toksisitenin artmadigini aksine 72. saat de etkin doz

miktarinin yiliksek konsantrasyonlara ulagtigin1 gosterdi.

“IC50” olarak ifade edilen etkin doz miktari, yani hiicrelerin %50’sinin 6liimiine

neden olan deger, GraphPad programi ile hesaplanarak Tablo 4.33 de verildi.

Tablo 4.33. DOX HCI ve ICG’nin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki
IC50 degerleri

Hiicre hatti IC50 (ng/mL)
/
inkiibasyon Madde
24 s 48 s 72 s
suiresi Adi
> 267.8 £ 27.46 t
MCEF-7
1250 0.006 0.006 DOX
MDA-MB- > 332.6 + 103.2 + A
231 1250 0.001 0.006
>
MCF-7 > 1250 > 1250
1250
ICG
MDA-MB- >
> 1250 > 1250
231 1250

Etkin doz belirleme analizi ile elde edilen bulgular, ICG’nin analizde kullanilan en
yliksek konsantrasyonda dahi toksik etki gostermedigini yani etkin dozun IC50
degerinin 1250 ng/mL’ den daha biiyiik oldugu belirlendi. DOX HCI’in 72. saat de
MCEF-7 hiicre hatt1 igin IC50 degeri 27.46 ng/mL olarak hesaplanirken, yine 72. saat
de MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in IC50 degeri 103.2 ng/mL olarak hesaplandi.
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Tez kapsaminda c¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile sentezlenen
polimerik nanotasiyicilar, PANPs, BANPs ve EANPs, biyouyumlu olan
poliadipatlarin yine biyouyumlu olan mPEG-550 ile PEGilasyonu sonucu iiretilen
kopolimerler kullanilarak elde edildi. Bu nanotasiyicilarin MCF-7 ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hatlarindaki olasi sitotoksik ve antiproliferatif etkileri
baslangic konsantrasyonu 40 pg/mL alinarak seri diliisyon ile yedi farkli
konsantrasyondaki hiicre canliliklar1 MTT analizi ile belirlendi. Bulgular,

logaritmik konsantrasyona bagli % canlilik grafikleri halinde Sekil 4. 24 de sunuldu.
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Sekil 4.24. PANPs, BANPs ve EANPs nanotasiyicilarinin MCF-7 ve MDA-MB-

231 hiicre hatlarinda 24 s, 48 s ve 72 s deki antiproliferatif etkilerine ait logaritmik
grafikleri

Sekil 4.24’te sunulan veriler incelendiginde, ii¢ farkli kopolimerden iiretilen
nanotastyicilarin hiicre canliliklar tizerindeki etkilerinin birbirinden ¢ok farkl
olmadigi goriilmektedir. Ancak, PA kopolimerinden iiretilen nanotasiyicilarin, BA
ve EA kopolimerlerinden iiretilen nanotasiyicilara gore her iki hiicre hattinda da az

da olsa daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi sonucuna varilabilir.
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Bununla birlikte her iki hiicre hattinda da en diisiik sitotoksik etkiye EANPs
nanotagtyicilarinin sahip oldugu belirlendi. Bu sonuglara goére tez kapsaminda
iiretilen PANPs, BANPs ve EANPs nanotasiyicilarinin biyouyumlu oldugu ve ilag

tasiyici sistem olarak kullanilabilecekleri belirlendi.

DOX HCI yiiklii nanotastyicilarin, (PADNPs, BADNPs ve EADNPs) MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindaki antiproliferatif etkilerini
belirlemek i¢in ilag yiiklii nanotasiyicilarin konsantrasyon araligi 40 ug/ mL- 0.625
ug/ mL olarak belirlendi ve hiicre canliliklar1 24 s, 48 s ve 72 s de MTT analizi ile
test edildi. GraphPad 8.1 programi yardimi ile PADNPs, BADNPs ve EADNPs

nanotastyicilarina ait logaritmik grafikler ¢izildi ve Sekil 4.25 de sunuldu.
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Sekil 4.25. DOX HCI yiiklii PADNPs, BADNPs ve EADNPs nanotastyicilarinin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 24 s, 48 s ve 72 s deki antiproliferatif
etkilerine ait logaritmik grafikleri

Bulgular, PADNPs ve EADNPs nanotasiyicilarinin 72. saat de daha yiiksek
antiproliferatif etki gosterirken BADNPs’in 48. saat de en yiiksek antiproliferatif
etki sergiledigini ortaya koydu.
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Sekil 4.26. ICG yiiklii PAINPs, BAINPs ve EAINPs nanotastyicilarinin MCF-7 ve

MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 24 s, 48 s ve 72 s deki antiproliferatif etkilerine ait
logaritmik grafikleri

Hiicresel alim analizlerinde, nanotasiyicilarin hiicre igine girip girmediklerini

kanitlamak i¢in nanotasiyicilara floresan boya olarak genellikle ICG

yuklenmektedir.
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Bu tez kapsaminda {iretilen nanotasiyicilara da ICG yiiklenerek, ICG yiikli
nanotastyicilarin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindaki 24. s,
48. s, ve 72. s’deki sitotoksik etkileri hiicresel alim deneylerinde kullanilmak amaci

ile hesapland1 ve sonuglar logaritmik egriler halinde Sekil 4.26 da verildi.

[lag yiiklii ve ilag yiiklii olmayan nanotasiyicilarin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda gergeklestirilen MTT analizi sonucu mikropleyt okuyucu ile dlgiilen
veriler kullanilarak 24 s, 48 s ve 72 s deki IC50 degerleri GraphPad 8.1 yazilimi ile
hesaplandi. Bulgular, MCF-7 igin Tablo 4.34 de, MDA-MB-231 i¢in ise Tablo 4.35

de verildi.
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Tablo 4.34. Madde yiiklii olmayan nanotasiyicilar, DOX HCI yiiklii nanotasiyicilar
ve ICG yiiklii nanotasiyicilarin MCF-7 hiicre hattinda, 24 s, 48 s ve 72 s deki IC50

degerleri
MCF-7 IC50 (ng/mL)
Nanotasiyici
24s 48 s 72s
adi
3230+ 3128 + 1514 +
PANPs
0.006 0.006 0.007
2787 1773 1759+
BANPs
0.008 0.009 0.005
5277 5116 + 5809 +
EANPs
0.007 0.006 0.006
4450 + 2915+ 1789
PADNPs
0.008 0.006 0.007
2757 + 1509 1243 +
BADNPs
0.008 0.004 0.005
1874 + 1778 £ 656.4 +
EADNPs
0.006 0.005 0.006
6628 + 3772 + 2318 +
PAINPs
0.006 0.007 0.008
1424 + 594.1 + 1073
BAINPs
0.007 0.005 0.006
4006 + 2648 + 2417 +
EAINPs
0.006 0.007 0.009
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Tablo 4.35. Ilag yiiklii olmayan nanotastyicilar, DOX HCI yiiklii nanotasiyicilar ve
ICG yiiklii nanotastyicilarin MDA-MB-231 hiicre hattinda IC50 degerleri

MDA-MB-
IC50 (ng/mL)
231
Nanotasiyici
24s 48 s 72s
adi

2721+

PANPs 3787 £ 0.008 1975 £ 0.006
0.007
3907

BANPs 6879 + 0.008 2788 + 0.005
0.007
5410 +

EANPs 8521 + 0.005 5488 + 0.001
0.002
2000

PADNPs 2419 + 0.006 1403 £ 0.006
0.002
2717

BADNPs 3528 + 0.007 2965 £ 0.002
0.005
1515+

EADNPs 2008 + 0.007 1230 £ 0.009
0.006
3776

PAINPs 5243 + 0.008 1912 £ 0.004
0.009
3875+

BAINPs 6002 + 0.006 2698 + 0.008
0.009
2320

EAINPs 2882 + 0.009 1694 £ 0.008
0.009
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[lag yiiklii olmayan nanotasiyicilarin ve DOX HCI yiiklii nanotastyicilarin MCF-7
ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindaki zamana bagli IC50 dozlarinin
degisimi Sekil 4.27 de grafiksel olarak 6zetlenmistir. Buna gore, ilag yiiklii olmayan
nanopartikiillerin MCF-7 hiicre hattinda zamana bagl antiproliferatif etki degisimi
keskin olmamakla birlikte de 72. saat de etkin doz miktarinda az bir diisiis meydana
gelirken EANPs de 72. saat de bir yiikselme oldugu belirlendi. MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda ise PANPs ve BANPs ‘nin IC50 dozu zamana bagl
olarak azalirken EANPs’in IC50 dozunda once lineer bir azalma ve bu azalmayi
takiben 72. saat de ihmal edilebilecek diizeyde hafif bir yiikselme oldugu gézlendi.
DOX HCI yiiklii nanotastyicilarin her biri kendine 6zgli zamana baglh bir IC50 doz

degisimi sergiledi.

MCEF-7 hiicre hattinda PADNPs’in IC50 dozlar1 zamana bagli olarak dogrusal fakat
keskin bir azalma gosterirken, BADNPs’in IC50 dozu, baslangigta dogrusal bir
diisiis ve ardindan ihmal edilebilecek seviyede hafif bir azalma gosterdi ve EADNPS
ise baslangicta neredeyse ihmal edilebilecek bir azalmanin ardindan keskin bir
diisiis ile 72. saat de en diisiik IC50 dozuna ulastig1 gézlemlendi. MDA-MB-231
hiicre hattinda, PADNPs ve EADNPs’in IC50 dozlar1 zamana bagli dogrusal bir
azalma sergilerken, BADNPs’in IC50 dozunda baslangigta lineer bir azalma ve

ardindan ¢ok hafif bir artis oldugu goriildii.
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Sekil 4.27. IC50 degerinin zamana bagli degisimi. A: Ila¢ yiikli olmayan
nanotastyicilarin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindaki
zamana bagli IC50 degisimi. B: DOX HCI yiiklii nanotastyicilarin MCF-7 ve MDA-

MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindaki zamana bagli IC50 degisimi.
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Sekil 4.28. Ilag yiiklii olmayan nanotastyicilar PANPs, BANPs ve EANPs ile DOX
HCI yiiklii PADNPs, BADNPs ve EADNPs nanotastyicilarinin MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicre hatlarinda 48 s antiproliferatif etkilerine ait logaritmik grafikleri

PADNPs, BADNPs ve EADNPs nanotastyicilart her iki hiicre hatti iizerinde
PANPs, BANPs ve EANPs nanotasiyicilarindan daha yiiksek antiproliferatif etki
sergilediler. S6z konusu bulgular, kapsiillenmis DOX HCI sayesinde daha yiiksek
dozlara daha az yan etki (ilag direnci, sistemik toksisite, vb.) ile ¢ikilabilecegini ve
dolayisiyla kanser tedavisinde klinik anlamda avantaj saglanabilecegini

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.29. 48 saat boyunca serbest DOX HCI ve DOX HCI yiiklii NP'lerle muamele
edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin farkli konsantrasyondaki % hiicre

canliliklarinin degerlendirilmesi (p<<0.005)
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Bu veriler 15181nda, ilag yiiklii olmayan nanotastyicilar (PANPs, BANPs ve EANPS)
DOX HCI yiikli nanotastyicilar (PADNPs, BADNPs ve EADNPs) ile serbest
formdaki DOX HCI’in 48. s deki dort farkli derisimlere bagli % hiicre canlilik

verileri karsilastirmali olarak Sekil 4.29 de sunuldu.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri DOX HCI yiiklii nanotastyicilara kars1 farkli
davranislar sergiledi. Bununla birlikte serbest haldeki DOX HCI ile DOX ytiklii
nanotastyicilarin  hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri birbirleriyle uyumlu
sonuglar ortaya koydu. Her iki hiicrede DOX HCI ile muamele edildiginde, MDA-
MB-231 hiicre hatti MCF-7 ye gore daha direncli iken DOX HCI yiikli
nanotastyicilar ile muamele edildiklerinde de MDA-MB-231 daha fazla direng
sergiledi. Serbest formdaki DOX HCI daha diisiik dozlarda antiproliferatif etki
sergilerken, nanotasiyicilar tarafindan enkapsiile edildiginde daha yiiksek dozlarda
antiproliferatif etki sergilemektedir. Dolayisiyla, tez kapsaminda iiretilen
nanotagtyicilar, tlimor bolgesine daha yiliksek miktarda DOX HCI saglikli
hiicrelerde herhangi bir yan etki olusturmadan tasiyabilir ve boylelikle yiiksek doz
ilag kullanimindan kaynaklanan ilag direnci olusumunu da engelleyebilen

nanotastyicilar olabilme potansiyeline sahiptirler.

4.4.2. In vitro hiicresel alim analiz bulgular:

Nanotastyicilarin hiicresel alimlarini degerlendirmek i¢in floresan boya olarak ICG
kullanild1 ve elde edilen sonuglari anlamlandirmak i¢in negatif kontrol olarak
herhangi bir maddenin uygulanmadigit MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin
floresan mikroskop goriintiileri ile serbest halde ICG ile muamele edilen hiicrelerin
floresan mikroskop goriintiileri ve ICG yiiklii nanotastyicilarin floresan mikroskop

goriintiileri Sekil 4.30 da verildi.
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Sekil 4.30. Nanotastyicilarin MCF-7 ve MDA-MB- 231 hiicre hatlarinda hiicresel

alimlarinin floresan mikroskop ile degerlendirilmesi

Hiicresel alim analizi, meme kanseri hiicre hatlarinin PAINPs, BAINPs, EAINPs ve
ICG’nin 48. saatteki IC50 dozlarim igeren DPBS ile 4 saat inkiibe edilmelerini
takiben alinan floresans mikroskop goriintiilerinin kaydedilmesiyle gergeklestirildi.
Burada floresans mikroskop altinda yesil renkte 1s1ma yapan hiicreler igerisine
nanopartikiillerin alindigim ifade etmektedir. Sekil 4.30” a gore negatif kontrolle
karsilastirildiginda PAINPs ve BAINPs nanotasiyicilarinin hiicresel alim oram
EAINPs’lara kiyasla ¢ok daha yiiksektir. Serbest haldeki ICG’nin hiicresel alimi
orani ise en diisiik olandir (S. Chen ve ark., 2018). Burada elde edilen sonuglar,
nanotastyicilarin partikiil boyut ve boyut dagilimlari ile dogru orantilidir. EAINPS
partikiil boyutunun diger nanotasiyicilardan yaklasik %27 daha biiyiik olmasinin ve
partikiil boyut dagilimmin diger nanotasiyicilarin boyut dagilimindan yiiksek
olmasinin hiicresel alim oraninin daha diisik olmasmma neden oldugu

diisiinilmektedir.
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SONUC ve ONERILER

Meme kanseri vakalarinda, son bes yil igerisinde hayatta kalma orani hala %25’in
altindadir ve bu durum meme kanseri tedavisinde yeni ve etkili terapétik stratejilere
duyulan ihtiyac1 gozler Oniine sermektedir. Geleneksek meme kanseri tedavi
secenekleri arasinda cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyasyon terapisi veya bu
seceneklerin bir kombinasyonu bulunmaktadir. Konvansiyonel kemoterapi,
oncelikle hizla biiyiiyen ve boliinen kanser hiicrelerinin dliimiine yol acan DNA
sentezi ve mitozuna miidahale ederek calismaktadir. Kemoterapi yonteminde
kullanilan ajanlar, se¢ici olmamalar1 nedeniyle saglikli normal dokulara zarar
verebilmektedir. Ayni zamanda bu ajanlarin kan dolasiminda hizli eliminasyona
ugramalar1 yiiksek dozlarda kullanimi gerektirmektir. Yiiksek dozda kullanilan
kemoterapotik ajanlar hem saglikli dokularda ciddi toksik etki olusturmaktadirlar,
iistelik kisa siirede kanser hiicreleri ilaca bir diren¢ gelistirmektedir. Bulant1 ve
istahsizlik gibi beklenmeyen ve istenmeyen olumsuz yan etkilere de neden

olabilmektedirler (Costa ve ark., 2020).

Aslinda, kemoterapétik ilaglarin saglikli dokular ve organlar iizerinde meydana
getirdigi agir yan etkiler, kanser hastalarinin yiiksek 6liim oranlarinin arkasindaki
ana nedenlerden biridir. Bu ilaglarin timor bolgesine biyo-erisebilirliginin zayif
olmasi, daha yiiksek dozlarin kullanimimi gerektirmektedir ve bu durum normal
saglikli dokularda ve hiicrelerde toksisitenin ve ¢oklu ila¢ direncinin artmasina
neden olmaktadir (Damyanov ve ark., 2018). Bu nedenle, tiimér hiicrelerini hedef
alabilen, terapotik etkiyi artirirken, olumsuz yan etkileri azaltan yeni nesil

yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Nanoteknolojinin ortaya ¢ikisi ile birlikte son yirmi yilda yapilan ¢alismalar genel
olarak klinik terapdtikler iizerinde derin bir etki olusturmustur. Geleneksel
kemoterapotik ajanlarla karsilastirildiginda, nano o6lgekli ilag tasiyicilar, aktif
hiicresel alim, arttirllmis gecirgenlik ve tutma etkisi tiimorlerdeki yliksek selektif
birikim gibi 6zelliklerinden dolay1r normal hiicrelerde olusan toksisiteyi onleyip
tedavi etkinligini artirarak bu zorluklarin bazilarini asabilme potansiyeli oldugunu

gostermistir (Senapati ve ark., 2018a).
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Kanser terapisindeki bagarisiz vakalarin ¢ogundan sorumlu olan kanser kemo-
rezistansi baglangigta bir antikanser ilaci tarafindan baskilanan kanser hiicrelerinin,
belirli bir siire sonra bu ilaca kars1 direng gelistirdigi bir olgudur. Bu nedenle, kanser
olusumunu 6nleme, yan etkilerin baskilanmasi ve kanser kemoterapisine bagli agri
yonetiminde daha iyi hedefleme yetenegine sahip yeni ilag tasiyici sistemler

gerekmektedir (Senapati ve ark., 2018)

Giliniimiizde nano Olgekli ilag¢ tasiyicilar, kanser terapétiklerin gelistirilmesi
amaciyla, sentetik polimerler, proteinler, lipitler ve organik ve inorganik bilesikler
kullanilarak olusturulmaktadir. Kemoterapoétik ilaglarin dogrudan uygulanmasi ile
karsilastirildiginda, bir tastyici igerisinde ilacin kapsiillenmesi, kan dolasimindaki
bozulmaya kars1 koruma, daha iyi ilag ¢Oziiniirliigii, arttirllmis ilag stabilitesi,
hedefli ila¢ dagitimi, azaltilmis toksik yan etkiler ve gelistirilmis farmakokinetik ve
farmakodinamik ilag 6zellikleri gibi bir dizi avantaj sunmaktadir (Rajan ve ark.,
2016).

Polimerik nanopartikiiller, nano o6l¢ekli boyutlarda, biyouyumlu, kolloidal ve
cogunlukla biyobozunur sistemlerdir. Polimerik nanopartikiiller, kolay
sentezlenmeleri ve nanopartikiil igerisinde istenen 6zelliklerin insa edilebilmesini
saglayan kolay yapisal modifikasyonlarin olusturulmasi gibi 6zelliklerinden dolay1
nanotip uygulamalarinda en yaygin kullanilan materyallerden biridir (Aghebati-
Maleki ve ark., 2020).

Polimerik nanopartikiiller, sentetik polimerler, 6rnegin PLA, PCL, PLGA, HPMA
ve SMA gibi kopolimerler veya jelatin, dekstran, guar zamki, kitosan ve kollajen
gibi dogal polimerler kullanilarak iiretilebilmektedir (Chaturvedi ve ark., 2019).
Ilaglar polimer matrisinde dispersiyon yoluyla veya polimer molekiillerine

tutunma/konjugasyon yolu ile kolay bir sekilde kapstillenebilmektedirler.

Sentetik polimerlerden iiretilen nanopartikiillerin siirekli ila¢ salim siiresi giinler,
haftalar gibi uzun bir periyoda sahipken dogal polimerlerden iiretilen
nanopartikiillerin ila¢ salim stirelerinin ¢ok daha kisa olmasi, dogal polimerler i¢in

bir dezavantaj olusturmaktadir.
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Siirekli ilag salim periyodunun uzun olmasit yaninda organik ¢dziiciilerin
kullanilmas: ve kapsiilleme i¢in gerekli olan genel kosullarin kolay bir sekilde
saglanabilmesi gibi avantajlarindan dolayi, FDA onayli PLA ve PLGA gibi
biyobozunur polimerik nanopartikiillerin klinik ¢alismalarini da igeren, polimerik
nanopartikiiller, ila¢ tasiyict sistemler olarak son yillarda aragtirmalarda yaygin

olarak kullanilmaktadir (Fan ve ark., 2019).

Dogal bir polimer olan dekstran ile kemoterapotik bir ilag olan DOX konjuge
edilmis ve mikroemiilsiyon teknigi kullanilarak hidrojel icine kapsiillenmistir. Bu
sekilde ilacin kapsiillenerek uygulanmasi, ilacin kati tiimor iizerindeki terapotik
etkinligi artirdig1 ve ayn1 zamanda yan etkileri de azalttigi rapor edilmistir (Mitra
ve ark., 2001).

Tamoksifen (Tmx) gomiilii PLGA nanopartikiilleri (PLGA-Tmx), Dalton lenfoma
asit (DLA) hiicreleri ve MDA-MB231 meme kanseri hiicreleri kullanilarak daha
iyi DNA bdliinme potansiyelini, sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in hazirlanmis
ve hazirlanan PLGA-Tmx nanoparcaciklarinin siirekli salim kinetigi, gelismis DNA
boliinme potansiyeli ve niikleer pargalanma yoluyla ¢cok daha iyi antikanser etkinligi
gosterdigi rapor edilmistir (Pandey ve ark., 2016). Bununla birlikte etkili bir kanser
tedavisi i¢in nanopartikiillerden ilag saliminin kapsami ve seviyesi, ilag/ polimer
orani, molekiiler agirlik ve polimerin dogas1 dikkatli bir sekilde manipiile edilerek

ayarlanmalidir.

Amfifilik blok kopolimerlerin sulu bir ¢ozelti i¢inde kendiliginden
katlanabilmesiyle elde edilen, hidrofobik bir ¢ekirdek ve hidrofilik bir kabuk ile
olusturulan kiiresel veya kiire seklinde kolloidal nano 6lg¢ekli polimerik
nanopartikiiller polimerik miseller olarak tanimlanmaktadir. Miseller, belirli

sicakliklar altinda kendiliginden olusabilen bir amfifilik kolloid grubuna aittir.
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Hidrofobik ¢ekirdek, hidrofobik ilaglar i¢in bir rezervuar gorevi goriirken hidrofilik
kabuk, hidrofobik ¢ekirdegi stabilize eder ve ayn1 zamanda hem polimeri hem de
hidrofobik ilaglar1 suda ¢oziiniir hale getirerek intravendz uygulamalar i¢in uygun
bir aday haline doniistiirmektedir.

Ilaglar, fiziksel, kimyasal veya elektrostatik etkilesimler yoluyla polimerik bir misel

icine dahil edilebilmektedir (Park ve ark., 2008).

MPEG-PLGA blok kopolimer vezikiilleri, meme kanseri tedavisi igin terapdtik
miktarda DOX tasimak iizere gelistirilmistir. DOX yiiklii nanopartikiiller pH
gradyan yontemiyle hazirlanmistir. DOX yiiklii nanopolimerzomlarin antitimdor
etkinligini ve biyolojik dagilimini degerlendirmek icin BALB/c farelerinde murin
meme tiimorleri olusturulmus ve in vivo calismalar yapilmistir. Elde edilen
sonuglar, hazirlanan ilag tastyici sistemin bir murin meme kanseri tiimor modeline
kars1 oldukea etkili oldugunu ve gelismis bir gecirgenlik ve tutma mekanizmasi
yoluyla timdr bolgesinde basarili bir sekilde biriktigini gostermistir. Ayrica in vivo
calismalar DOX yiiklii nanopolimerzomlarin kan dolasiminda stabil oldugunu

ortaya koymustur (Alibolandi ve ark., 2015).

Bir baska calismada, ilag tasiyici sistem, farkli molekiiler agirliklara sahip PPAd ve
MPEG kopolimerizasyonu ile sentezlenen yeni polimerik malzemeler kullanilarak
cekirdek-kabuk nanoparcaciklari seklinde hazirlanmis ve paklitaksel yiiklii mPEG-
PPAd nanoparcaciklarinin HepG2 ve HeLa kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik
etki sergilemistir. Ayrica farkl sicakliklardaki etkileri degerlendirildiginde, termo-
duyarli antikanser ila¢ dagitim sistemlerinin gelistirilmesi i¢in mPEG-PPAd
nanoparcaciklarinin  potansiyel kullanmighliga sahip olduklar1  bildirilmistir

(Karavelidis ve ark., 2015)

Katyonik 1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum propan/ mPEG i¢ine DOX kapsiillenerek
olusturulan ve intravendz uygulama olarak kullanilmasi amaglanan misellerin

mesane kanserine karsi bir antikanser etki gosterdigi rapor edilmistir (Jin ve ark.,

2016).
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Kolesterol ile modifiye edilmis mPEG-PLA misellerine (mPEG-PLA-Ch)
kurkumin yiiklenerek serbest formdaki kurkuminin anti-kanser etkinligi ile
kiyaslanmustir. Kurkumin yiikli mPEG-PLA-Ch miselleri murine melanoma
(B16F10) kanser hiicrelerinde ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda
daha yiiksek bir sitotoksik etki sergilemelerinin yani sira serbest formdaki
kurkumine kiyasla B16F10-ksenograftli tiimdr tasiyan farelerde tiimor hacminde

daha yiiksek oranda azalma gostermistir (Kumari ve ark., 2017).

Nanopartikiillerin tiretimi  slireci, nanotastyicinin verimliligini, giivenligini,

biyolojik dagilimini ve nihai kullanilabilirligini etkileyen 6nemli bir faktordiir.

Nanoemiilsiyon yontemi ile polimerik nanopartikiillerin tasarimi, giivenli ve ¢ok
yonlii bir teknik olarak dikkat ¢cekmektedir. Nanoemiilsiyonlar, tipik olarak 20—200
nm araliginda damlacik boyutlarina sahip emiilsiyonlardir. Nanopartikiil
boyutunun, sistemin igsel fizikokimyasal 6zellikleri ile kontrol edildigi diisiik
enerjili emiilsifikasyon yontemleri kullanilarak hazirlanmasi, daha kii¢iik ve daha

tiniform damlaciklarin olusumuna izin vermektedir (Y. Singh ve ark., 2017).

Polimerik nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlardan, ya dagilmis fazdaki in situ
monomer polimerizasyonu yoluyla ya da nanoemiilsiyonun dagilmis fazi olarak
onceden olusturulmus bir polimer ¢ozeltisinin su fazi iginde dagitilarak ardindan
¢oziici buharlastirmas1 ile elde edilebilmektedir. Onceden olusturulmus
biyouyumlu polimerlerin kullanilmasi, baslatici veya yan {iriin gibi reaktif
maddelerin varligindan kaginilarak sistemin biyouyumlulugunun arttirilmasi ve
saflagtirma asamasinin azaltilmasini sagladigi i¢in in situ monomer polimerizasyon

yontemine gore daha avantajlidir (Fornaguera ve ark., 2015).

Nano Olgekli ¢ift emiilsiyonlar, nanotip alaninda, hidrofilik molekiillerin

hedeflenmis olarak verilebilmesi gibi 6nemli zorluklar ¢6zebilmektedir.
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Sulu siirekli fazda (6rnegin ¢ogu farmasotik formiilasyonda) bir nanopartikiil
dispersiyonu hedeflendiginde, ¢ift emiilsiyonlar su i¢inde yag i¢inde su tipi (Y/S/Y)
olacak sekilde formiile edilmektedir ve bu sistemler tek basamakli veya iki

basamakli bir yontem ile yapilabilmektedir.

Tek basamakli yontemde, i¢ ve dis su fazlar1 ayni1 bilesime sahiptir ve bu yontem ek
bir kiitle saflastirma asamasi (6rnegin, nanoboyutlu tasiyicilar durumunda bir tuz
giderme kolonu yoluyla) gerektirebilir. Iki basamakli yontemde i¢ ve dis su fazlari
farkl1 bilesime sahiptir. S1/Y/S2 emiilsiyonlart hem hidrofilik hem de hidrofobik
bilesiklerin birlikte kapsiillenmesini saglayabilen tasiyici sistemlerdir, ancak sinirl
bir kararliliga sahiptirler. Birincil emiilsiyonun su/yag ara yiiziinde bir silika
membran sentezi ile ¢ift emiilsiyonlar stabilize etmek i¢in yenilik¢i bir yaklasimla
i¢ su i¢indeki hidrofilik malzemelerin etkin bir sekilde kapsiillenmesini
saglanmistir. Bu yenilik¢i yaklagim, yalnizca kararli mikrometrik ¢ift emiilsiyonlar
(yaklagik 10 pm) olusturmay: degil, ayn1 zamanda c¢ap1 <130 nm olan ¢ift nano

damlaciklar1 da formiile etmeyi miimkiin kilmistir (Akram ve ark., 2019).

HER2’yi asir1 eksprese eden meme kanseri hiicreleri i¢in, 151n ve kemoterapinin
birlikte kullanildigi, bir ¢esit anti-HER2 ICG-DOX yiiklii PEI kapli perflorokarbon
¢ift nanoemiilsiyonlar iiretilmistir. Cift nano-emiilsiyon yontemi ile olusturulan
nanopartikiil dis su fazindan sonra PEI ile kaplanarak stabilize edilmistir. Uretilen
nanoemiilsiyonlar, azaltilmig kemotoksisite ile HER2 gogiis kanseri terapisinde
kullanim i¢in yiiksek bir potansiyel sergilemistir ve esit miktarda serbest ICG ve /
veya DOX ile karsilastirildiginda gelismis ICG stabilitesi, baglanma 6zgiilliigii ve
arttirtlmis antikanser etkinligi gosterdigi rapor edilmistir (Y. H. Lee & Ma, 2017).

Nanotasiyicilar igine terapotik molekiillerin (6rnegin, kiiclik molekiil inhibitdrleri,
kemoterapi, RNAI, vb.) enkapsiilasyonu, terapotik molekiillerin ¢oziiniirliiklerinin
ve biyoyararlanimlarinin artmasini ve biyolojik dagilimlarini degistirmesinin yani

sira hedef hiicreye girisini de kolaylastirabilmektedir.
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Gelismis gecirgenlik ve tutma (EPR) etkisini kullanan “pasif” hedefli
nanotastyicilar, kanseri sistematik olarak hedeflemek igin en kapsamli arastirilan
stratejidir. Pasif hedefleme yaklasimi biiyiik terapotik potansiyele sahip olmasina
ragmen EPR etkisinin heterojenligi ve bununla iliskili fizyolojik engellerle

sinirlanmaktadir.

Nanotastyicilarin tiimor lokalizasyonunu iyilestirmek icin pasif olarak hedeflenen
nanotastyicilart tamamlayict bir strateji olarak aktif hiicresel hedefleme
gelistirilmistir. Aktif hedefleme stratejisi ile nanotasiyicilarin ylizeyine hedef
hiicreye 6zgii ligandlar ve antijenler dahil edilerek hedefleme verimliligi ve hedef
bolgedeki alikoymalar artirilmaktadir. Aktif olarak hedeflenen nanotasiyicilar,
hematolojik malignitelerin tedavisinde biiylik avantajlar sunabilmektedir. Aktif
hedefleme stratejileri pasif yaklasimlardan ¢ok daha karmasiktir. Fizyolojik
engeller ve tiimdr heterojenligi ile ilgili zorluklara ek olarak, bu sistemlerin
karmagik tasarimi1 ve miihendisligi, ilag iiretimini ve iyi iiretim uygulamalarini ve
tedavinin maliyetini 6nemli dl¢iide arttirabilecek 6nemli bir zorluktur (Rosenblum
ve ark., 2018).

Bu tez kapsaminda meme kanseri tedavisinde kullanilan ve kemoterapétik bir ajan
olan doksorubisin’i enkapsiile edebilecek polimerik ilag tasiyict sistemler
gelistirilmistir. Boylelikle, s6z konusu ilacin etkinligini arttirma, yan etkilerini
azaltma ve hedeflenebilme 6zelligi kazanmasini saglama gibi terapotik avantajlar
elde etme amaglanmistir. Ilgili amaclar dogrultusunda yiiriitiilen deneysel siireg
sonunda, asagida 6zetlenen bulgulara ulasiimistir.

e Polimerik nanopartikiillerin iiretiminde amfifilik kopolimerler kullanildiginda,
ozellikle hidrofobik polimerler PEGilendiginde kan dolasiminda kalma
stirelerinin uzadig: bilinmektedir (L. Zhang ve ark., 2013). Dolayisiyla tez
stireci bu ¢ercevede sekillendirilmistir.

e Hidrofobik polimer olarak, biyouyumlu ve biyobozunur oldugu bilinen
poliesterlerden poliadipatlar, polisiiksinatlar ve polioksalatlar ¢oziicii ve

katalizor kullanilmadan vakum altinda sentezlenmis ve basari saglanmistir.
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Sentezlenen poliadipatlarin, pPAd, pBAd ve pEAd, mPEG-550 kullanilarak
PEGilenmesi sonucu kopolimerler elde edilmistir.

Nano-¢oktiirme ve tekli emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma metodu ile {iiretilen
partikiillerin hem nano boyutta olmadiklart hem de stabil 6zellik gostermedikleri
belirlenmistir.

Stabilizasyon sorununun nedeni olarak amfifilik kopolimerlerin govdesini
olusturan hidrofobik poliadipatlarin molekiiler zincir uzunlugu, mPEG-550
hidrofilik polimerin molekiiler zincir uzunlugundan ¢ok daha biiyiik olmasi,
hidrofobik gruplarin bir araya gelerek agregat olusturmus olmalar
diistiniilmektedir. Bu nedenle, ilerleyen deneysel basamaklarda, zincir uzunlugu
daha kisa yani molekiiler agirligi kiiciik olan poliadipatlarin sentezlenmesine
karar verilmistir.

Poliadipatlarin polimerizasyonu, kondenzasyon polimerizasyonu oldugu i¢in
molekiiler agirligi zamana baglh olarak ayarlanabilmektedir. Polimerizasyon
stiresi kisaltilarak molekiiler agirlig: diisiik poliadipatlar sentezlenmistir

Diisiik molekiiler agirlikli poliadipatlarin PEGilasyonu sonucu sentezlenen
kopolimerlerden tekli emiilsiyon yontemi ile iiretilen polimerik partikiillerin
stabilizasyon sorunu ¢o6ziilmesine ragmen partikiillerin boyutunun istenilen
diizeyde olmadig1 goriilmiistiir.

Nano boyutta partikiiller iiretebilmek icin cesitli ¢oziim Onerileri ortaya
konulmus ve bunlardan biri olan mPEG yerine nanopartikiillerin ylizey yiikiinii
pozitif kilacak PEI kullanilmas: ile nanopartikiil olusturulmasina Kkarar
verilmistir.

poliadipat:PEI karisimindan nano-¢oktirme ve tekli emiilsiyon ¢oziici
buharlagtirma yontemleri ile elde edilen nanopartikiillerin nano diizeyde
olmalarina ragmen stabil olmamalar1 nedeniyle baska bir yontem olan PEI
kaplama yontemi denenmistir.

PEI kaplama yonteminde, PEI kullaniminin arzu edilen nanotasiyicilarin
iretilmesine izin vermedigi tespit edilmistir. Burada poliadipat:PEI
karistmindan nanopartikiil iiretiminde c¢ift emiilsiyon ¢0Ozilicii buharlastirma

yontemi kullanilarak istenilen boyutta nanopartikiillerin olugmasi saglanmustir.
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e PEGilasyon orani nanopartikiillerin stabilitesini ve boyutunu etkileyen bir
yontem olup PEGilasyon orani arttik¢a boyut biiyiirken stabilite artmaktadir
(Suk ve ark., 2016). Bu bilgi 1s181nda, diisiik molekiiler agirlikli poliadipatlarin
PEGilasyonu sonucu elde edilen kopolimerlerden {iretilen nanopartikiillerin
boyutlarini nano diizeye ¢ekmek igin PEGilasyon orani %10’ diistiriilm{istiir.

e PEGilasyon orani diisiik kopolimerler, PA, BA ve EA, kullanilarak c¢ift
emiilsiyon ¢0ziicii buharlagtirma yontemi ile iiretilen nanotasiyicilarin, PANPS,
BANPs ve EANPs boyutlar sirasiyla 169.2 nm, 164.9 nm ve 197.6 nm olarak
DLS cihazinda ol¢iilmiistiir.

e DOX yikli nanotasiyicilarin enkapsiilasyon verimi ise spektroflorometre
kullanilarak gergeklestirilmistir. DOX yiiklii nanotasiyicilarin PADNPs,
BADNPs ve EADNPs enkapsiilasyon verimi sirasiyla %57, %58 ve %44.5
olarak hesaplanmistir. Burada en diisiik molekiiler agirliga sahip poliadipatin
enkapsiilasyon veriminin en yiiksek oldugu belirlenmistir. DOX’un ilag tastyici
sistemler tarafindan enkapsiile edilebildigi UV 1s1k altinda alinan gériintiiler ve
FTIR analiz sonuglar1 ile kamtlanmistir. Bu siiregte tiretilen nanaopartikiiler
yapilarin floresan 6zellige sahip olmasindan faydalanilmistir.

e Serbest formdaki DOX, ila¢ yiikli olmayan nanotastyicilar ve ilag yiiklii
nanotastyicilarin in vitro antiproliferatif analizleri meme kanseri hiicre
hatlarinda, (MCF-7 ve MDA-MB-231) gergeklestirilmistir.

e Antiproliferatif aktivitenin analiz edildigi deneylerin verileri incelendiginde, PA
kopolimerinden liretilen nanotasiyicilarin, BA ve EA kopolimerlerinden iiretilen
nanotastyicilara gore her iki hiicre hattinda da (MCF-7 ve MDA-MB-231) daha
yiiksek antiproliferatif etki sergiledigini ortaya koymustur. Bu sonug, PA
kopolimerinden {iretilen nanopartikiillerin HER2 agisindan bir spesifite
gostermedigini, dolayisiyla c¢esitli meme kanseri tiirlerinde yaygin olarak
kullanilabilecek nitelikte oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte her iki
hiicre hattinda da en diisiik antiproliferatif etkiye EANPs nanotastyicilarinin

sahip oldugu belirlendi.

e Serbest formdaki DOX HCI’in, PADNPs, BADNPs ve EADNPs

nanotastyicilarina gore daha toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Serbest haldeki
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DOX HCI ile PADNPs, BADNPs ve EADNPs nanotastyicilarinin hiicreler
tizerindeki antiproliferatif etkileri birbirleriyle uyumlu sonuglar ortaya
koymustur. Her iki hiicre de DOX HCI ile muamele edildiginde, MDA-MB-231
hiicre hatt1 MCF-7 ye gore daha direncli iken ayn1 sekilde PADNPs, BADNPs
ve EADNPs nanotasiyicilar ile muamele edildiklerinde de MDA-MB-231 daha
fazla direng sergilemistir.

e PADNPs, BADNPs ve EADNPs nanotastyicilarinin PANPs, BANPs ve EANPs
nanotasiyicilarina kiyasla daha yiiksek anti-proliferatif etki sergiledikleri
belirlendi. S6z konusu bulgular, kapsiillenmis DOX HCI sayesinde daha yiiksek
dozlara daha az yan etki (ilag direnci, sistemik toksisite, vb.) ile ¢ikilabilecegini
ve dolayisiyla kanser tedavisinde klinik anlamda avantaj saglanabilecegini
diisiindiirmektedir.

e Hiicresel alim analizi i¢in ICG yiikli PAINPs, BAINPs ve EAINPs
nanotasiyicilar1 kullanildi. Hiicresel alim analizi sonuglari, PAINPs ve BAINPs
nanotagtyicilarinin ICG’nin serbest formuna gore hiicreye girisinin daha yiiksek
oranda oldugu floresan mikroskop goriintiileri ile ortaya konulmustur.

Hiicresel alim sonuglar1 ayn1 zamanda DLS sonuglart ile uyumludur yani daha

kii¢iik boyutlu nanotastyicilarin hiicresel alim orani1 daha yiiksektir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda iiretilen DOX yiiklii PADNPs, BADNPs ve
EADNPs nanotastyicilarin  fiziksel, kimyasal ve hiicre kiiltiirii c¢iktilar
degerlendirildiginde, bu nanotastyicilarin  meme  Kkanseri  tedavisinde
kullanilabilecek yeni ilag tasiyici sistemler olabilme niteligi tasidiklar1 ortaya
konulmustur. ICG enkapsiile edebilmeleri ve hiicresel alimlar1 degerlendirildiginde,
tez kapsaminda iiretilen bu nanotasiyicilarin fotodinamik terapide de kullanilabilme
potansiyeline sahip oldugu agiktir. Bununla birlikte bu tez kapsaminda iiretilen
nanopartikiiller modifiye edilebilme o0zellikleri sayesinde farkli hedefleme
yontemleri kullanilarak gelecekte iiretilebilecek hedeflendirilmis nanotasiyicilar

icin alt yap1 niteligi tasimaktadir.
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