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HEDEFLENDIRILMiIS KANSER TEDAVISI iCiN BiYOPOLIMERIK
NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

ESMA ALP

OZET

ilac veya biyomolekiilleri tasimak amaci ile kullanilan nanopartikiiler ila¢ tasiyici
sistemler son yillarda buyuk ilgi ¢cekmektedir. Gunumuzde kanser tedavisinde
kullanilan  gesitli  nanopartikiler sistemler mevcuttur.  Ozellikle  polimerik
nanopartikiller kanser tedavisinde; ilag salimi kontrold, ilag verimliliginde artis ve ilag
toksisitesinde azalma gibi avantajlarindan dolayi yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda tumor biyolojisinde elde edilen gelismelere paralel olarak nanoteknolojik
yaklasimlarin kullanildigi hedefli ilag tagiyici sistemler kanser tedavisi igin umut vaad
etmektedir. Bu calismada reseptor aracii kanser tedavisinde kullaniimak Uzere
nanopartikillerin ~ hazirlanmasi  ve  karakterize  edilmesi  amacglanmistir.
Nanopartikullerin hazirlanmasinda polihidroksialkanoatlar grubunun bir Gyesi olan
poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV), kullaniimis olup antineoplastik
ajan olarak kanser tedavisinde kullanilan etoposid secilmistir. Nanopartikillerin
fizikokimyasal ve morfolojik 6zellikleri; FTIR, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile belirlenerek; homojenizasyon hizinin, polimer
konsantrasyonunun ve stabilize edici ajan miktarinin partikil boyutu Utzerine etkisi
zeta boyut analizi ile incelenmigtir. Bir anti-kanser ajan olan etoposid
nanopartiklllere yiklenerek ilag salim profilleri elde edilmistir. Kanser hucrelerinin
“aktif” hedeflenmesi amaciyla nanopartikuller folik asit ile modifiye edilmis ve ligand
baglanma verimliligi arastinimistir. Calismanin son asamasinda nanotasiyicilarin
kanserli hicrelerle olan etkilesimleri incelenmigtir. Bu amagcla sitotoksisite ve
apoptosis/nekrosis c¢alismalari gergeklestiriimistir. Elde edilen sonuclar, etoposid
yuklu ve folik asit ile modifiye edilmis PHBV nanopartikillerin kanser tedavisi igin

biyouyumlu ve verimli bir yol sagladigini gostermistir.
Anahtar sdzcukler: PHBV nanopartikil, folik asit, etoposit, hedefli kanser tedavisi,
nanopartikdl ilag tagiyici sistemler

Danigman: Dog. Dr. Eylem Oztiirk Gliven, Hacettepe Universitesi, Nanoteknoloji ve
Nanotip Anabilim Dali



PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF BIOPOLYMERIC
NANOPARTICLES FOR TARGETED CANCER THERAPY

ESMA ALP

ABSTRACT

Nanoparticulate drug delivery systems which are nanometric carriers used to deliver
drugs or biomolecules have received great attention over the last decades. There are
a variety of nanoparticle systems currently being used for cancer therapeutics.
Polymeric nanoparticles have been widely investigated for both diagnosis and
targeted treatment of cancer because of their advantages, such as drug release
control, improvement of drug efficiency, drug targeting and reduction of drug toxicity.
Recently in paralel with developments in tumor biology, targeted drug delivery
systems seem promising for successful cancer treatment. Aim of this study was to
prepare and characterize nanoparticles to use in receptor-mediated cancer therapy.
A member of polyhydroxyalkanoates, poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate)
(PHBYV), was used to prepare nanoparticles. The antineoplastic drug selected in this
study was etoposid which can be used for the cancer treatment. Physicochemical
and morphological properties of nanoparticles were determined by using FTIR,
Scanning Electron Microscopy (SEM) and Atomic Force Microscopy (AFM). Effect of
homogenization time, polymer concentration and amount of surfactant on
nanoparticle size were also investigated by Zeta Size Analyser. Etoposid was loaded
into nanopatrticles and drug loading/drug release profiles were obtained. For ‘active’
targeting of cancerous cells; nanoparticles were modified with folic acid and ligand
binding efficiency was investigated. At the last stage of the study cytotoxicity and
apoptosis/necrosis studies were performed. Obtained results showed that Etoposid-
loaded and folic acid attached PHBV nanoparticles provide a biocompatible and

efficient means for cancer treatment.

Keywords: PHBV nanoparticle, folic acid, Etoposid, targeted cancer therapy,
nanoparticulate drug delivery systems.

Advisor: Dog. Dr. Eylem Oztiirk Giiven, Hacettepe University, Nanotechnology and
Nanomedicine Division
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1. GIRIS

Kanser, gunimuzin en o6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Sik goértlmesi ve
olim oraninin yuksek olmasi nedeniyle de bir halk saghg sorunudur. Ulkemizde
1970’li yillarda sebebi bilinen dlumler arasinda dorduncu sirada yer alan kanser, son

yillarda kardiyovaskuler sistem hastaliklarindan sonra ikinci siraya yukselmistir.

Saglkh vucut hacreleri (kas ve sinir hucreleri hari¢) bdlinebilme yetenegine
sahiptirler. Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin (viicut ici ve disindaki)
onarilmasi amaciyla bu yeteneklerini kullanmaktadirlar. Fakat bu yetenekleri
sinirhidir. Her hiicrenin hayati boyunca belli bir bélinebilme sayisi vardir. Ote yandan
kanser hucreleri herhangi bir sinirlama olmaksizin kontrolsiz bir sekilde bolinmekte,
¢ogalmakta ve komsu hucrelerin yerini almaktadirlar. Normal hlcrelerin ihtiyaci olan

beslenme kaynaklarini tiketerek bulunduklari organin iglevini bozabilmektedirler.

Kanser tedavisi birgok uzmanlik dalinin igbirligine ihtiya¢c duymaktadir. Cerrahi ve
radyoterapi lokal tedavi yontemleri olmakla birlikte kemoterapi ve immunoterapi gibi
sistematik tedaviler de devaminda uygulanmaktadir. ila¢ tedavisi yani kemoterapi
kanserin tedavisi amaci ile kimyasal ajanlarin kullanimina dayali bir yontemdir. Ancak
kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve kanserli hicrelerde beklenen yok edici
etkiyi gosteren etken maddelerin tedavi surecinde tercihli (veya secimli) olarak
kanserli hiicrelere ulasmak yerine normal ve saglikl dokulara-hlcrelere de ulagsmasi,
bu dokular-hicreler Uzerinde olumsuz etkiler yaratmasi (veya toksik etki gostermesi)
ve tedavi verimini azaltmasi kemoterapide karsilagilan en 6nemli problemlerden
biridir.

Son yillarda anti-kanser ajanlarini iceren nano-yapil ilag salim sistemleri tUmor
bolgelerindeki egsiz akimulasyon davranislarindan o6turu oldukga dikkat ¢cekmeye
baslamistir. Polimer konjugatlari, polimerik miseller, nanopartikiller ve lipozomlar
gibi cesitli nano-yapili tasiyicilardan gesitli anti-kanser ajanlarini pasif hedefleme
teknigi ile segimli olarak tumorlu bolgeye ulastirmak Uzere yararlaniimaktadir. Fakat
tumorlt bolgede ilag tasiyici nanopartikillerin kanser hucresinin igine alinmasini

arttirmak Uzere daha efektif ve aktif bir hedefleme sistemine gerek duyulmaktadir.



Hedeflendirmenin amaci, konvansiyonel tedavide gdzlenen olumsuzluklari en aza
indirgemek, hucresel duzeylere tagsinmayi arttirmak, ilaglarin dolagimda yada diger
biyolojik sivilardaki konsantrasyonunu ve farmokinetik ozelliklerini degistirmek, toksik
ve immunojenik Ozellikleri gidermek yada en aza indirgemek, ilaglarin kararlihigini
arttirmak ve vicudun diger bdlgelerinde herhangi bir etkilesime neden olmadan

hedef bolgede istenilen duzeyde farmokolojik yanit elde etmektir.

Kanser hucresi-spesifik reseptorlerine karsi c¢esitli hedefleme ligandlari nano-yapili
tasiyicilarin  ylzeyine immobilize edilerek bunlarin kanserli hicrelere reseptor
araciligi ile endositoz yoluyla gonderilmesi saglanmigtir. Bunlarin arasinda folik asit
(folat) cesitli anti-kanser ilaglari icin hedefleme ligandi olarak yaygin sekilde
kullaniimigtir.  Folat baglayici protein (folat reseptorl) tumodrlerde c¢ok fazla
bulunurken normal dokularda ¢ok az bulunmaktadir. Bu yltzden timorlt hicrelere
secimli olarak hedefleme icgin folik asit anti-kanser ilaclara ve nanopartikillere
(lipozomlara) kovalent olarak baglanmigtir.

Nanoteknoloji ile gelistirilen polimerik nanopartikiller ¢ézinebilir bir polimer matriks
icerisinde ilag tasiyabilen kolloidal sistemlerdir. Nanopartikullerin en 6nemli 6zelligi
doku hedeflemeyi basarabilmeleri ve ilaglarin hicre igine penetrasyonunu
arttirmalaridir. Hucre igine alim endositoz ile gergeklesir. Partikiller lizozomal
kompartmanda dusuk molekal agirhkh ¢oézinur bilesiklere donlserek bozunurlar ve
bosaltim sistemi ile vucuttan atilirlar. Boylece bodlgesel hedefleme sayesinde diger
organlarin etkilenmesi, ¢esitli aktif maddelerin toksik etkisi ve yan etkileri 6nlenmig

olur.

Sunulan c¢alismanin amaci, kanser tedavisinde kullaniimak Uzere yuzeyleri
biyokimyasal molekullerle modifiye edilmis nano boyutlu polimerik tasiyicilarin
hazirlanmasi ve bunlarin karakterizasyonudur. Nanopartikillerin hazirlanmasinda
polihidroksialkanoatlar grubunun  bir Oyesi olan poli(3-hidroksibitirat-ko-3-
hidroksivalerat) (PHBV) kullanilarak  emudlsifikasyon-difizyon  yontemiyle
nanopartikiller hazirlanmistir. Nanopartikullerin hazirlanmasi asamasindan sonra
nanopartikullerin morfolojik o6zelliklerinin belilenmesi amaciyla taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) teknikleri kullaniimigtir.

Partikullerin boy-boy dagilimlari ise zeta boyut analizi ile incelenmistir. Kanser
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hicrelerinin “aktif” hedeflenmesi amaciyla nanopartikiller folik asit ile modifiye
edilerek ligand baglama verimliligi arastinlmigtir. Bir anti-kanser ilag olan etoposid
tasiyiciya yuklenmis ve in vitro ilag yikleme/salim ¢alismalari yapiimistir. Daha sonra
sitotoksisite testleri gercgeklestiriimistir. Calismanin son asamasinda ise hazirlanan
nanopartikillerin osteosarkoma kanser hicre kdlturleri Uzerindeki apoptotik ve

nekrotik etkileri arastiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, tek bir hastalik olmayip, ortak ozellikler paylasan iki ylizden fazla hastaligi
kapsayan genel bir tabirdir. Kanserler duzensiz biyumeleri ve viacudun diger
bolumlerindeki hicrelere yayllmalariyla karakterize edilir (Corner, 2001; Yarbro,

Frogge ve Goodman, 2005).

insan trilyonlarca hiicrenin olusturdugu bir canlidir. Bazi hiicreler belli dokulara
ozgudir. Ornegin epitel hiicreleri gastrointestinal yol, mesane, akciger, vajina,
meme ve cilt dokularina has hicrelerdir. Bu grup hicreler kanserlerin yaklasik
%70’'inden sorumludur (Venitt, 1978; Corner, 2001). Ancak malign degisiklik
potansiyeline sahip her hicre kanserli bir yapiya onculuk edebilir. Kanserli doku
sadece lokal olarak buyume ve etrafindaki dokulara sizmalariyla sinirli 6zelliklere
sahip degildir. Bunlar lenf sistemi ve kan yoluyla viicudun ¢odu bélgesine yayilip
metastaza neden olurlar. Bu durum normal hicrelerin kontrol mekanizmalarinin

bozuldugu veya tamamen ¢oktugu zaman meydana gelir (Corner, 2001).

Kanserli hicrelerde meydana gelen degdisimler Hanahan ve Weinberg (2000)
tarafindan yapilan bir arastirma sonucu agiklanabilmistir. Buna goére kanserli
hdcreler saglikh  hucrelerin  aksine gelisme sinyallerini kendi Uretebilme
yeteneklerine sahip olabilmektedir. Bunun sonucu olarak kendi gelisme faktorlerini
sentezleyebilmekte ve bunlara tepki verebilmektedir. Bodylece hicreler
organizmadan badimsiz olarak hareket etmeye baslamaktadir (Hermanson ve
ark., 1988).

Hucreler cevrelerini kontrol edip ¢ogalma yada ¢odalmama karari alirlar. Rp adh
protein anti-cogalma sinyallerinin iletiimesinden sorumludur. Pb proteininde
meydana gelen mutasyon hucrelerin  anti-yayllma isaretlerine  karsi

duyarsizlagmasina neden olur.



Kanserli tim hicreler apoptoza karsi direng kazanir. DNA'nin ugradigi hasari
algilayan bir duzenleyici olarak hareket eden p53’Un kaybi veya mutasyonu

kanserli hticrelerin apoptozdan kagmasini saglar.

Kanserli hucreler, sinirsiz gogalma 0zelliklerine sahiptirler. Yapilan galismalar,
saglhkh huacrelerin sadece 60-70 kez ¢ogalabilecegini ve sonra gelismeyi birakip
oldiklerini belirlemiglerdir. Buna karsin kanser hucreleri telomeraz adi verilen bir

enzime bagl olarak, sinirsiz gogalma kapasitesi kazanirlar.

Surekli anjiyogenez (yeni kan damarlarinin olusturulmasi) kanserli hicrelerin bir
diger ortak 6zelligidir. Bu durumun surekliligi timor kitlesinde yer alan hicrelere
besin ve oksijen saglanmasi acgisindan o6nemlidir. TuUmoérler anjiyogenez
indUkleyicilerinin - ve inhibitorlerinin  dengesini, gen ifadelerini degistirerek

etkileyebilmektedirler.

Kanser olumlerinin baylk c¢ogunlugu, birincil timoér kitlesinin vicudun diger
bolumlerine yayilmasi sonucu gergeklesir. Bu durum, hicrelerin sitoiskeletlerini
yeniden duzenleyerek diger hicrelere eklenmelerini, diger hicreler Gizerinden veya
etrafindan gegmelerini saglayarak baslar. Kanser hicreleri karsilastiklari engelleri
ortadan kaldirmak igin bazi enzimler salgilarlar. Bu enzimlerin icinde, kanser
hacrelerinin gegisini engelleyen proteinleri kesen matrixmetalloproteinleri bulunur.
Hucreler, bazal laminay! asip kan damarlarinin igine girebilir ve vicutta yerlesip

¢ogalmalarina uygun bir alan bulana kadar dolasabilirler.
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Sekil 2.1. Iyi huylu ve kotii huylu kanser gelisimi a) iyi huylu tiimérler orijin aldig1 yerden
gelisirler ve bagka dokulara yayilmazlar. b) kotii huylu tiimorler orijin aldiktan sonra ¢evre
dokulara yayilarak metastaz 6zelligi gosterirler.

2.2. Kanser Teshis Ve Tedavisi

Kanser tedavisinde kullanilan belli bash yontemler cerrahi, radyasyon, kemoterapi,
immunoterapi, biyolojik tedavi, lazer tedavisi ve hipertermidir. Blylyen kanser
hicreleriyle savasmada viacudun immun sistemini kullanan bu yodntemler biyolojik

tedaviyle birlikte 6nemli rol oynamaktadir.
2.2.1. Cerrahi Tedavi

Bu metot, kanser tedavisinde en eski ve en basarili yaklagimlardan biridir. Kanserli
bolgenin guvenli bir sekilde kesilmekte ve sonugta geriye hastalik yaratacak
herhangi bir kesit birakmamak amaglanmaktadir. Cerrahi operasyonun

gerceklestirilebilmesi igin iki Gnemli sorunun cevaplanmasi gerekmektedir:



TUmorin bir bolgeye lokalize olup olmadigi énemlidir. Oncelikle kanser yayildiysa
cerrahi mudahale uygun olabilir veya olmayabilir.

Tumordn, hayati 6neme sahip organlara ve énemli fonksiyonel problemlere neden
olmadan uzaklastinimasi  6nemlidir.  Kanserli akciger veya  bobrek
uzaklastirilabilinir ¢inkd her birinin yedegi s6z konusudur. Fakat cerrahi iglemle

beynin dnemli pargasi ve tum karaciger kesilip ¢ikartilamaz.

iki cerrahi yaklagim vardir. Birinci basamak yaklagimda, anestezi altindayken
tanisal biyopsi esnasinda tumorin acil bir gekilde uzaklastiriimasi
gerekebilmektedir. Operasyon sonrasinda ek tedaviye gereksinim olup olmadigi

ve alternatif tedaviler arasinda en etkin metodun ne olacagi tartisiimahdir.

ikinci basamak yaklagimda, sadece biyopsi yapilir ve sonrasinda doktor ile sonug
tartisihir. Sayet biyopsi sonucu kétu huylu ise etkin olabilecek kanser tedavisi
tartisiimalidir.  Eger cerrahi iglem gerekiyorsa operasyonla timorin

uzaklastiriimasi gergeklestirilmelidir.

2.2.2. Radyasyon Tedavisi

Radyasyonun amaci tumoru azaltmak veya ortadan kaldirmaktir. Radyasyon,
tumor hucrelerinin genetik yapisina (DNA) zarar verir. Boylelikle tumor hucreleri
blyuyemez ve bdlinemez. Buradaki amag, radyoaktif materyalin tumorin igine
veya yakinina yerlestirimesiyle veya vicuttan belli uzaklikta bulunan yiksek
enerjili x-1sin1 cihazindan timoére x-1sIni, gama veya elektronlarin direkt olarak

Isinlanmasiyla tedavi gergeklestirilebilmektedir.

Radyasyon tedavisi esnasinda agri veya rahatsiz edici bir durum yoktur.
Radyasyon, sadece baz lokalize kanserlerin tedavisinde gerekli olabilmektedir

veya diger tedavi gesitleri ile birlikte kullanilabilmektedir.



2.2.3. Kemoterapi

Bu terim ¢odu zaman anlasilamamaktadir. Bu yontemde kimyasallar (ilaglar) ile
birlikte kanserin tibbi tedavisi gergeklestiriimektedir. Ornegdin kanserin 5-flurourasil

ile tedavisi bir kemoterapidir.

Kemoterapinin kanser ile iliskilendiriimesi ve tedavinin insanlar Gzerindeki dnemli
yan etkileri korku ve endise yaratmaktadir. Fakat ¢cogu zaman bu durum
gereginden cok abartiimaktadir. Ancak bazi insanlar bu kimyasal tedaviyi tolere
edemeyebilmektedirler. Kemoterapide pek cok ilag kullaniimaktadir ve bunlarin
hepsi 6nemli yan etkiler yaratmamaktadir. Bu yan etkiler mide bulantisini giderici

ilaclar veya diger ilag tedavileri ile kontrol edilebilmekte veya azaltilabilmektedir.

Cerrahi veya radyasyon yontemi, belirli bir bdlgede biytmekte olan kanseri tedavi
etmektedir (lokal tedavi). Oysaki kemoterapi, genellikle lenf sistemi veya kan
yoluyla vicudun pek ¢ok bdlgesini dolasan kanserin tedavisinde kullaniimaktadir
(sistemik tedavi). Gegcmiste kemoterapi, cerrahi veya 1sin tedavisinin uzun surel
etkin olmadigi durumlarda kullanihirdi. Fakat gunumuizde kemoterapi, cesitli
kanserlerin 06zellikle de lokalize kanserin tedavisinde cerrahi ve radyasyon

tedavisiyle birlestirilerek kullaniimaktadir.

2.2.4. immiinoterapi

immiinoterapi, viicut icerisinde bulunan herhangi bir yabanci maddeyi yikmak ve
elimine etmek icin tasarlanan insan immuin sistemi temeline dayanmaktadir ve

kanser hucrelerine hedefleme ve onlari 6ldirmede 6nemli bir rol oynamaktadir.

immunoterapinin basarisinda birtakim engeller vardir. Ustesinden gelinmesi
gereken en Onemli sey, immin sistemin daima kanser hucreleri veya yabanci
maddelere kargi tedavi edici olmadigidir. Normal insan hicrelerinde oldukga farkl
olduklarindan dolayr immin sistemin bakteri veya virusu tanimlamasi kolaydir.

Ancak tumar hicreleri ve normal hicreler arasindaki fark cok azdir.



Onemli birtakim bilimsel ilerlemeler sonucunda imminoterapi bazi kanserlerin
tedavisinde kullanilabilmektedir. Gunumuzdeki immunoterapi, sitokin  ve
antibadileri iceren immin sistem proteinleri ile birlikte tedaviyi kapsamaktadir.
Sitokin tedavisi, immun sistemi aktive etmek ve etkinligini arttirmak igin
tasarlanmistir. interfreon ve interleukin-2, bu sitokinlerin en iyi bilinenleridir.
Monoklonal antibadiler, kanser hucreleri Uzerine hedefleme sonrasinda
kullanilarak, vicudun antibadi versiyonu seklinde yapay olarak uretilmektedir
(Sekil 2.2.).

Makrofaj
| Anti-FITC
}&k \K‘:’ Antibadi ‘f/{
Folat-FITC
ola ) ) ErE] [ I [ Q _ i
Folat 'H 5 {] 5 ( -
L J O~
Reseptor [ Kompleman

aktivasyon

Tiimér Hiicresi

Sekil 2.2. Dogal katil hiicreler (NK), dendritik hicreler ve makrofajlar gibi folat
reseptorleri ile birlikte immin hiicreler tarafindan antibadi-kapli tiimor hiicrelerinin dogal
taninmasi. (Yingjuan Lu,2004)

Monoklonal antibadiler gesitli kanser proteinlerini hedeflemektedir. Ornegin gogiis
kanseri icin trastuzumab (herseptin); non-Hodgkin lenfoma icin rituksimab
(rituksan), ytrium Y 90 ibritumomab tiuksetan (zevalin) ve iyot I-131 tositumomab
(bekssar); akut miyelojen I6semi icin gemtuzumab ozogamisin (milotarg); kronik
lenfositik 16semi icin alemtuzumab (kampat); kolorektal kanser igin setuksimab
(erbituks) ve panitumumab (vestibiks); Bazi durumlarda monoklonal antibadiler
kemoterapi ilaglarina (kemoetiketli), radyoaktif pargaciklara (radyoimmunoterapi)

veya toksinlere (immunotoksinler) baglanmaktadirlar.

Kanser asilari, dogrudan kanser hiicrelerine 6zgudur. Bunlar ¢esitli metodlar ile

uretilmigtir. Bazilari nispeten non-spesifiktir iken bazilari direkt olarak kanser
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hiicreleri Gzerindeki proteinlere kargi spesifiktir. Cesitli enfeksiyon hastaliklarina
karsi kullanilan agilar, yabanci ajanlari (kanser hucreleri) yikmak ve saldirmak igin

Kisinin immun sistemini uyarmaya yonelik olarak tasarlanmiglardir.

2.2.5. Lazer Tedavisi

Lazer tedavisi, timor hucrelerini yikmak igin yuksek yogunluktaki isigin kullanimini
icermektedir. Habis tumorin tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Lazer
tedavisi, bazi hastalarda hastaligin erken asamasinda kanseri tamamen
yenebilmektedir. Fakat bu teknik baslica, cerrahi, radyasyon ve kemoterapi yoluyla
tedavinin gergeklestiriiemedigi kanama ve tikanmanin oldugu ilerlemis kanser
tiplerinde kullaniimaktadir. Ayrica kalp veya pulmonar hastalik, zayif beslenme ve
yasin oldukca ilerlemis oldugu kosullarda standart tedavilerin gecgerli olmadigi
durumlarda sik¢a kullaniimaktadir. Lazer tedavisi, iyilesme evresi esnasinda

normal dokunun yerini alan kansere dénusebilecek dokuyu yikabilmektedir.

2.2.6. Hipertermi

Tumord yok etmek igin 1s1 ile tedavi uzun suredir kullaniimaktadir. 1800’lU yillarda,
bazi hastalarda ylksek atesten sonra tUmorin kaguldigine dair bulgular rapor
edilmistir. Kanser hastalarinda hipertermiye ait klinik arastirmalar 1970’lerde
baglamigtir ve boylelikle yeni antikanser tedavi yontemi ortaya ¢ikmigtir.

Hipertermi genellikle radyoterapi ve kemoterapi ile birlestirilmistir. Bu tedavi tim
tumor cesitleri icin uygun degildir ve yaygin bir uygulama alani yoktur ancak belirli

tur kanserler icin umut verici bir tedavi yontemidir.

Hipertermi 102 ile 107°F (39 ile 42°C) sicaklik araliginda timore karsi vicudun
immin cevabini iyilestirebilmektedir ve tUmore karsi kan akisini arttirmakta ve
oksijen saglamaktadir, potansiyel olarak tumoéru radyasyon tedavisine kargi daha
hassas hale getirmektedir ve ayrica kemoterapi, immunoterapi veya tumore karsi
gen terapisinin uygulanabilirligini kolaylastirmaktadir. Sicakhk 106°F (41°C)
yukarisina c¢iktiginda hucreler zarar gérmeye baslamaktadir. Zararin miktari

sicaklida ve maruz kalma suresine baglidir. 122°F (50°C) Uzerindeki ¢ok ylksek
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sicakliklarda, tumorin ameliyatla cikartilmasi kontrolli bir gsekilde yapilmaldir.
Kanser tedavisi icin genellikle yaklasik bir saatlik strede 106 ile 113°F (41 ile
45°C) arasinda sicaklik kullaniimaktadir.

2.3. Kanser Tedavisinde ilag Tasiyici Sistemler

2.3.1. Mikrokapsuller

Sekil 2.3. Mikrokapsiiliin genel yapist

Bir ¢ekirdegin ¢eperle kaplanmasi sonucu olusan dozaj sekline mikrokapsul denir.
Mikrokapsulleme ise kati, sivi, ve gazin inert polimerik bir madde ile film seklinde
kaplanmasi iglemidir. Cekirdek maddeleri olarak proteinler, hormonlar, enzimler,

antibiyotikler, antihistaminikler, vitaminler kullanilmaktadir. Ceper maddeleri olarak

ise, dogal ve sentetik hidrofilik ve hidrofobik 6zellikteki polimerler kullanilir.

2.3.2. Lipozomlar

Lipozomlar dogal toksik olmayan fosfolipitler ve kolesterolden Uretilen kiresel
yapilardir. Lipozomlar kiigiik boyutlari, hidrofobik ve hidrofilik karaktere sahip
olmalar ve biyouyumluluklarindan dolayi ilag tasiyici sistemler i¢in buyuk umut
vaadetmektedir. Lipozomlarin yapisi igerdigi lipidin komposizyonu, boyutu, yizey
yukU ve hazirlanig metoduna gére degisir. Lipozomlar boyutlarina ve igerdikleri gift
katmanin sayisina gore siniflandinilir. Kuguk tek katmanh vesikuller (SUV) tek bir
lipit tabakasiyla cevrelenmis ve 25-50 nm c¢apindadir. Buyuk tek katmanh

vesikuller(LUV) de kuglk tek katmanlilara benzeyen heterojen yapilardir. Cok
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katmanh vesikuller (MLV) ise birbirlerinden sulu bir fazla ayrilmis birden fazla lipit

tabakasindan meydana gelen yapilardir.
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Sekil 2.4. Lipozomlarin olusum basamaklari

Negatif ve pozitif yidklerin varligi, lipozomlara bir ylzey yuklu saglamaktadir.
Lipozomlara yukli ilacin farmokinetik 6zellikleri ¢ozeltideki ilagtan ¢ok farkhdir.
Ayrica lipozomlar sistematik toksisitenin azalmasinda ve enkapsule edilen ilacin
biyobozunurlugunu 6nlemede buyuk yararlar saglamaktadir. Lipozomlar antikorlar

yada ligandlar baglanarak hedeflendirilmis ilag tedavisinde kullaniimaktadir.

2.3.3. Dedrimerler

Dendrimerler ilk olarak 1980 larin basinda kesfedilen,bir ¢ekirdek etrafinda
dallanmis yapida olan makro molekuillerdir (Tomalia, D.A. ve ark.,1985).
Nanometre duzeyindeki boyutlari, kolay hazirlanmalari ve islevsel olmalari,
biyolojik duzenlenme iglemini saglayan yuzey gruplarinin kopyalanma yeteneqgi
sergilemeleri dendrimerleri ilag tasiyici sistemler i¢in cazip kilmistir (Quintana.A.
ve ark., 2002). Dendrimerler kiguk bir molekll etrafinda veya lineer bir polimer
cekirdek etrafinda dallanmis birimler ve baglayicilar bulunan simetrik molekullerdir.

Dendrimerlerdeki u¢ birimler molekuler gevrelerindeki etkilesimleri belirleyici rol
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oynar. Dendrimerlerin sagladigi en Onemli katki tedavi edici ajanlarin
enkapsulasyonuna olanak vermesidir. ilaglar iceriye hapsedilebilecegi gibi, yiizey
gruplara da baglanabilmektedir. Dedrimerler biyolojik olarak aktif ajanlar icin
kaplama araci olup, ilaglarin vicudun belli bdlgesine hedefli tasinimini
saglamaktadir. Ornegin, anti-timor etkisi yiksek olan 5-Fluorouracil ilacinin
yuksek derecedeki toksik etkisi PAMAM dendrimerleriyle minimalize edilmektedir.

Sekil 2.5. Dendrimerlerin yapis1 ve sematik gorinimu

2.4. illag Tasiyici Sistemlerde Hedeflendirme

Hicre ve molekuler biyoloji alaninda son yillardaki gelismeler artik bircok
hastaligin patafizyolojisini daha iyi anlamamiza olanak vermektedir. Bu gelismeler
sadece ilag¢ kesfinde degdil ayni zamanda goruntuleme ve tedavide de daha fazla
yol almayi saglamaktadir. ilag tasiyici sistemlerde hedeflendirmede amaglananlar;
ilacin etkinligini artirmak ve toksisitesini farmokinetik 6zelliklerini degistirerek ve

biyoyayilimlarini sinirlandirarak azaltmaktir.
Hem dusuk molekdl agirlikh ilaglar hemde protein ve plasmid DNA’lar gibi

makromolekulleri iceren terapatik usul ve araclarin timinde hizli bir ilerleme

gozlenmektedir.
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2.4.1. Pasif Hedeflendirme

Pasif hedeflendirme ilacin veya ila¢ tasiyici sistemlerin fizikokimyasal ve
farmokolojik faktorlere gore belli bir bolgede birikmesidir. ilag ve ilag tasiyici
sistemler patofizyolojik ve anotomik olanaklari kullanarak pasif olarak
hedeflendirilir.

Nanopartikal

Enj eksiyonu

Sekil 2.6. lyilestirilmis gegirgenlik ve alikonma etkisi yoluyla pasif ila¢ hedeflemesi.
Polimerik nanopartikiiller tercihen kati tiimorde, yada sizinti seklindeki tiimor damari
bolgesinde ve etkin olmayan lenfatik drenaj sisteminde toplanmaktadir (Jae Hyung Park ve
ark. ,2008).

2.4.2. Aktif Hedeflendirme

Pasif hedeflendirmede yaklagimlarin sinirli olmasi ilag hedeflendirme alaninda
aktif hedeflendirmeye ydnelmeyi gerektirmistir. Aktif hedeflendirme, vicudumuzda
belli hiicre, doku ve organlara 6zglu baglanma 6zellikleri tasiyan ilag ve ilag tasiyici
nanosistemlerin modifikasyonunu aktif ajanlarla saglamaktadir (Nishioka, Y. ve
Yoshino, H. 2001). ilacin, hedef liganda direkt baglanmasi, baglanma kapasitesini
sinirlar. Ancak, ila¢c tasiyici nanosistemlerin liganda baglanmasi tam tersine

milyonlarca ilag molekulinUn reseptére baglanmasini saglamaktadir.
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ilac hedeflendirmesi, cesitli reseptérler, hiicre membranlari iizerindeki antijen-
proteinler ve lipit bilesenleri varliklari sayesinde gergeklesmektedir. Bazi
reseptorler ve ylzey antijenler normal hicrelere oranla hastalik tagsiyan hacreler

Uzerinde daha fazla bulunurlar.

Aktif hedeflendirme manyetik, ultrasonik ve ligand-reseptor aracili olmak Uzere 3’e

ayrilmaktadir.

2.4.2.1. Manyetik Hedeflendirme

Belirli bir boélgeye tedavi amaciyla manyetik partikiller génderildikten sonra
manyetik alan uygulanarak yonlendiriimesi ve yine manyetik alan yonlendiriimesi
ile manyetik alan altinda ilacin saliminin kontrol edilmesine dayanan

hedeflendirme yontemidir (Zhang J. ve ark., 2007).

2.4.2.2. Ultrasonik Hedeflendirme

Disaridan uygulanan ultrasonik dalga sayesinde ilacin hedeflenen bolgede
yogunlagsmasini ve salinimini kontrol eden sistemlerdir (Sheppard N.F, ve ark.,
1992).

2.4.2.3. Ligand-Reseptor Aracili Hedeflendirme

Hucre yuzeyindeki spesifik reseptérlere yonlendirilen tagiyici sistemler, hicre icine
alinma ligantin ve reseptorin yapisina bagli olarak reseptor aracili endositoz veya
transitoz ile gergeklesmektedir. Ligant-reseptor aracili hedeflendirmede kullanilan
belli bagh ligandlar; lektinler, monoklonal antikorlar, monoklonal antikor-enzim
konjugatlari, monoklonal antikor fragmanlari, vitaminler, sitokinler, peptid yapidaki
blyume faktorleri, glikoproteinler, viral proteinler, hiicre adezyon molekdlleri,
toksinler, apolipoproteinler ve glikoaminoglikanlar bulunmaktadir (Gursoy 2002).

Ligand dogrudan ilaca, polimer-ilag konjugatina kovalent baglanabildigi gibi,
lipozomal tasiyicilarda lipozom membranina veya ylzeyde kapli bulunan polimerin

dis ucuna da baglanabilmektedir (Eldem ve Speiser 1989, Vyas ve ark. 2001).
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2.5. ilag Hedeflendirmesinde Karsilagilan Engeller

ilagc hedeflendirmesinde, hedefin tanimlanmasinda hem fizyolojik hem
biyokimyasal sinirlamalar s6z konusudur. Nanosistemler i¢in uygun bir teknigin
geligtiriimesinde ise farmasotik engellerle karsilasiimaktadir. Karsi kalinan zorluk
sadece ilacin hedeflendiriimesiyle sinirli olmayip ilacin farmokolojik etkisini
timuyle saglamasi icin ilacin istenen sure etkilesimde kalmasini saglamaktir.
Nanosistemler icin en énemli engel endotel yapi ve bazal membrandir. Ayrica
plazma proteinleri de kandaki ilag tasiyici sistemlerin dagilimini etkiler.
Nanosistemlerin in-vivo dagilimini ve kandaki dolasimini, sistemlerin boyutu ve
yuzey karakteristikleri 6nemli derecede etkiler. Beyindeki endotel hiicreler, beyine
bircok ilacin girisini engelleyen kan beyin bariyerini (KBB) olustururlar. Fakat
vaskuler endotel yapir duzenli degildir. Tumorlerde degisen endotel yapi
makromolekillere ve ilag tasiyici gegisine artirlmis gecirgenlik sayesinde izin

Verir.

TUMLESIK KIMYA

_ GENOMIK IPROTEOMIK
YUKSEK GORUNTULEME HACMI
BARIYERLER
-Fizyolojik

: I% -Farmasétik g HEDEFLER ‘

ILACLAR
ANOSlSTEMLER/

BARIYER IHLALI
Hedefleme:
-Kateterizasyonlhedef organa direk enjeksiyon
-Timérlerde EPR etkisi
-RES organlan {ylzeyi degistiriimemis nanosistemler) ve
-Yiizeye aktif ligandlann baglanmasi ile mimkdndodir.
Terapi ve gordntlilemede kullanigh
Spesifik salim modelleri elde edilebilir
Ozellikle hiicre igi hedeflemeden sorumludur

Sekil 2.7. Nanosistemlerin ila¢ hedeflendirmesindeki rolii (Jaspreet K. Vasir ve ark. ,
2005)



2.6. Aktif hedeflendirme igleminde kullanilan hedefler ve liganlar

Hedefler

A) Reseptorler
Hdcre membranlari Uzerindeki reseptorler aktif hedeflendirme esnasinda sadece
hicrelerin ilag tasiyci sistemler ile spesifik etkilesimi degdil, ayni zamanda

endositoz ile hicresel alimi saglamaktadir (Rihova, B. 1998). Bu reseptorler;

¢ Folik asit resopterleri
e LDL Dusuk yogunluklu lipoprotein reseptorleri

o Peptit reseptorleri

Sekil 2.8. Hiicre yiizeyindeki ligand ve reseptorlerin sematik gorinimdi

B) Hucre Membranindaki Lipit Bilesenleri

C) Yuzey antijenleri/proteinleri

Ligandlar
Folik asit Peptitler
Sekerler Antikorlar
Lektinler Modifiye Albiminler
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2.7. Kanser Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklagimlar

2.7.1. Kuantum Noktaciklari

Kuantum noktaciklari 2-10nm arasinda boyutlara sahip kollaidal ve floresan
Ozellige sahip yari iletken kristallerdir. Kuantum noktaciklarin gekirdekleri periyodik
sistemin II-VI(CdSe, CdTe, CdS, PbSe, ZnS ve ZnSe) veya llI-V (GaAs, GaN, InP
ve InAs) grup elementlerinin kombinasyolarinin ZnS kaplamasindan olugsmaktadir.
Isiga kargi kararli yapida olan pargaciklardir (Medintz, I.L. ve ark., 2005). Canh
organizmalarda hicrelerin floresans mikroskobu ile kombine olarak yiksek
ayiricilikta takip edilmesinde kullanilabilmektedir. Bu nedenle kuantum noktalarin
organik floroforlara gére 6nemli avantajlari bulunmaktadir. Kuantum noktalar ile
isaretlenmis kanser hucreleri farelere intraven6z olarak verilmis ve akciger

dokusuna ekstravaze olurlarken takip edilmislerdir.

ns

Polimer Filmler

10-15 nm

Sekil 2.9. Bir kuantum noktaciginin yapisi

2.7.2. Manyetik Nanopartikuller

Manyetik nanopartikiller 10-20 nm boyutlarinda sentezlenebilen, disaridan
uygulanan bir manyetik alan ile istenilen sekilde hareket ettirilen ve canh
vilcudundaki uygulamalarinda hedeflenen yere génderilebilen partikiillerdir. Fe**
ve Fe** cekirdeklerinin genellikle dekstran veya PEG (polietilenglikol) molekiilleri

ile kaplanmasiyla olusturulmaktadir. Bu partikiller, basta tip olmak Uzere ilag
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hedefleme, NMR gibi pek ¢ok alanda genis bir uygulama alanina sahiptirler. Ayrica
yuzey fonksiyonlarinin modifikasyonu ile hem in-vivo hem in-vitro aktif
hedeflendirmeyle teshis olanadi vermektedirler (Lu, A.H. ve ark., 2007). Buyuk
yluzey alanlari ve kuantum etkilerinden dolayr manyetik nanopartiklller stper
manyetik  Ozellik kazanmaktadirlar (Goya, 2003). Sudperparamanyetik
nanopartikillerin uygulamalarindan bazilari su sekilde siralanabilir.

e Hucre izolasyonu;

e Kontrollu ilag salimi;

e Hipertermi;

e Manyetik rezonans goérunttleme (MRI);
¢ Gen transfeksiyonu;

e Doku muhendisligi (Ito A. ve ark., 2005).

Antibadi

f
oy ﬁ/ Dekstran F o
PEG kabuk erromanyeti

cekirdek

Sekil 2.10. Manyetik Nanopartikiliin sematik goriiniimii

2.7.3. Karbon Nanotupler

Karbon nanottipler, 100 nanometrenin altinda es-eksenli, silindirik yapidaki grafit
tabakasindan olusan flurenler kimesine ait yapilardir. Karbon nanotupler tek katl
ya da c¢ok kath olabilmektedirler. Bu yapilar Ustin derecede mukavemete,
elektriksel 0©zelliklere ve 1si iletimine sahiptirler. Metalik veya yariiletken

dogalarindan o6turt biyosensor olarak da kullanimlari s6z konusudur. Karbon
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nanotupler ylzey fonksiyonlarinin degisimi ile suda ¢ozunur hale getirilebilirler.
Bundan dolay ilag tasiyici sistemler ve doku iskeletleri olarak kullanilabilecegi
dusundlmektedir (Polizu, S. ve ark., 2006). DNA molekillerinin yarisi kadar bir
¢apa sahip olan karbon nanotlpler 0zellikle kanser mutasyonlarinin

belirlenmesinde kullanilmak Gzere arastirilmaktadir.

2.7.4. Altin Nanopartikiiller

Altin nanopartikuller metalik nanopartikullerin bir ¢egsididir; digerleri Au, Ni, Pt ve
TiO, nanopartiktllerdir. Altin nanopargaciklar (<50 nm) farkli geometrilerde
(nanokureler, nanokabuklar, nanoteller) hazirlanabilirler. Bu partikillerin 1s1k
altinda yuzey plasmon rezonans o6zelligi gosterdigi bilinmektedir. Rezonans
frekansinda agiga c¢ikan toplam salinim iletilen elektronlarin hareket etmesini
saglar. Bunun sonucunda absorplanan 1sik ve emilen fotonlar ayni frekanstadir.
Altin nanopartiktller elektrik iletkenligi, floresans ve optik absorbans gibi bircok
teknikle belirlenebildiklerinden dolayi biyosensdrler icin mtikemmel belirleyicidirler
(Huang, X. ve ark., 2007).

2.8. Polimerik ilag Tasiyici Sistemler

Kontrolli ilag tasiyici sistemler tasiyicinin 6zelligine goére su Ug¢ ana grupta
toplanir;

e Lipozomal sistemler
e Elektromekanik sistemler

e Polimerik sistemler (Santini JT, Cima MJ, Langer R, 1999)

Polimerik ila¢ tasiyici sistemlerde ilag polimerik bir matriksle birlegtiriimektedir.
Polimerik matriksten ilacin salimi bir gok parametreye bagli olarak degisir. Bu
parametreler; polimetrik matriksin dogasi, matriksin geometrisi, ilacin ozellikleri,
basta yuklenen ilag miktari ve ilag matriks etkilesimidir (Bae YH, Kim SW ,1998).
Polimerik matriksten istenen ilag salim profilinin elde edilmesi icin bu parametreler
optimize edilir. ilacin polimerik matriksten salim mekanizmalari mekanik ve

kimyasal olarak kontrol edilebilir. Fiziksel olarak kontrol mekanizmalari, difiizyon
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ve ¢Ozucu bazli mekanizmalar olarak siniflandirilir. Kimyasal olarak ise, ilacin
biyobozunur, polimer matriksten dagiim veya biyobozunur ilag polimer

konjugasyon mekanizmalari Gzerinden yurUr.

ILAC SALIMI
FOLIMER
DiIFUZYON DEGRADASYONU KOMBINASYON
ENZIMATIK
DEGRADASYON HIDROLIZ KOMBINASYON
YIGIN YUZEY
EROZYON EROZYON

Sekil 2.11 Polimerik ilag tastyici sistemler i¢in olasi ila¢ salim mekanizmalari

2.9. Polimerik Nanoterapo6tikler

2.9.1. Polimerik Nanopartikuller

Son yillarda biyobozunur polimerik nanopartikiller ila¢ tasiyici sistemler arasinda
etkili bir yer edinmigstir (Brigger,l, ve ark., 2002). Nanopartiktller boyutlari 10 ila
1000 nm arasinda degisen makromolekuller yapilardan olugsan kati ve kollaidal
parcaciklardir. ilag partikiiliin icerisinde ¢dziinmiis, matriks yap!i icine enkapsiile
edilmis veya yuzeye tutturulmus sekilde olabilir. Hazirlanis metodlarina goére
partiktller farkl o6zelliklere ve salim karakteristiklerine sahip nanokapsul veya
nanokire olusturabilir. ilag tasinim sistemi olarak kullaniminin avantaji kiigiik

boyutlarindan dolayi kapilerlerden daha kolay gecebilmelerdir.
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2.9.2. Polimerik Miseller

Amfifilik kopolimerler sulu ortamda kendiliginden dizenlenerek kiresel kolloidal
yapilar olan polimerik miselleri olustururlar (Kataoka, K.; Harada, A.; Nagasaki, Y,
2001). Polimerik miseller yeni ilag tasiyici sistemler olarak .ilaglarin yukleme
kapasitesini artirmalari, fiziksel kogullar altindaki kararhliklari ve farkl uygulamalar
icin modifiye edilebilmeleri gibi 6zelliklere sahiptirler ( Kwon, G.S.; Kataoka, 1995
ve Kwon, G.S.; Okano, T., 1996). Polimerik misellerin boyutlari genellikle 100 nm
nin altindadir. Hidrofilik yuzeyleri ilag tasinim sistemlerinde buyuk bir engel teskil
eden RES (retikiloendotelial sistem) in asilmasini saglar. Ayrica bu ozellikleri ile
tumorlerin hedeflendiriimesinde EPR (artan gecirgenlik ve retansiyon) etkisinin
etkili bir sekilde kullanimini saglar ( Kwon, G.S. ve ark., 1994). Polimerik miseller

hicreye 6zgu galigmalarda ligand-hedefe ydnelik fonksiyonlastiriliriar.

immiinomiseller, polimerik misellere antitimor antikorlarin  baglanmasiyla
olusturulurlar. Bunlarin, in-vitro c¢alismalarda c¢esitli kanser hicrelerine
baglandiklari gosterilmistir (Torchilin, V.P. ve ark., 2003). Ornegin polimerik
misellere yuklu, suda ¢dzinen bir anti-kanser ila¢ olan Taxol, farelerdeki kanser

hicreleri GUzerinde daha fazla yigilma gostermistir.
M'
# — —_—
o ﬁ‘ L]
Y’ /

—+p= Hidrofilik kKisim

—# Hidrofobik kisim

e llag

Sekil 2.12. Polimerik misellerin genel sematik gorinimu
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2.10. ilag Tasiyici Sistemlerde Kullanilan Polimerler

Biyobozunur polimerler ilag, makromolekdl, hiicre ve enzimleri tasimak amaciyla
sentezlenirler. Kullanilan polimerler, bunyesinde bulundurduklari ester, ortoester,
anhidrit, karbonat, amid, ure gibi gruplarin manipulasyonu ile biyobozunurluk
derecesininin belirlenmesi saglanir (Mao HQ ve ark., 1999) Biyobozunma bir ¢ok
faktore baglh olarak enzimatik, kimyasal ve mikrobiyal esasli olabilir. ilagc tasiyici

sistemlerde kullanilan dogal ve sentetik polimerler gizelge 2.1°de gosterilmigtir.

Cizelge 2.1 ilag tasiyici sistemlerde kullanilan dogdal ve sentetik polimerler

Sentetik Polimerler Dogal polimerler
1)Alifatik poliesterler Polisakkaritler
e poli(glikolik asit) Seliloz
o poli(laktik asit) Nisasta
¢ poli(kaprolakton), o _
e poli(laktit-ko-glikolit), Aljinik asit
e polidioksanon, Hyallronik Asit
e poliglikonat, " :
Kitin ve Kitosan
2) Poli-orto-esterler Proteinler
3) Polianhidritler Kollojen
4) Poli(alkil siyanoakrilatlar) Jelatin
5) Poli-aminoasitler AlblUmin
6) Poli-fosfozenler
7) Poli-fosfoesterler

2.11. Polihidroksialkanoatlar

Polihidroksialkonatlar (PHA), sahip oldugu c¢ok farkli yapisal farkliliklarindan ve
plastiklere benzerliklerinden otura bayuk ilgi gérmektedir (Reddy CSK ve ark.,
2003). Bu biyobozunur poliesterler gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler

tarafindan sentezlenirler.
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0 Kisa zincir uzunlubu

% /\)}} R=H, CHy CH3CH;
o nD Orta zincir uzuniugu
PH L R=(CHz)zCH zto (CHzlkCH3

||

Sekil 2.13. PHA’larin genel yapis1

PHA'lar biyobozunur ve biyouyumlu olduklarindan dolayl olduk¢a caziptirler.
Karakteristik Ozellikleri bakteri icerisinde Uretilmesi yoluyla basariimigtir, bu
sebeple biyobozunurluk ve biyouyumluluk igin gerekli olan tim stereospesifiklik
[R(-) konfigurasyon igerisinde catidaki 35 tum kiral karbon atomlari] temin
edilmistir. Bakteri c¢esidi ve buyume kosullari PHA'nin kimyasal bilesimini

belirlemektedir ve tipik olarak molekiil agirligr 2x10° ile 3x10° Da arasindadir.

PHA’lar normal olarak, karbon kaynaginin fazlasinda hucreler kulture edildigi
zaman ve sinirli besinle buyatildigd zaman sentezlenmektedirler (Witholt ve
Kessler, 1999). Kisa zincirli olanlar Ralstonia eutropha ve diger birgok bakteri
tarafindan, (Lenz and Marchessault, 2005) orta zincir uzunlugunda olanlar
Pseudomonas oleovorans ve diger pseudomonads sensu strictu tarafindan
uretiimektedir (Timm ve Steinblchel 1990). Fonksiyonel grup iceren organik
bilesikler Uzerinde buyutilen hicre, fonksiyonalize olmus PHA olusturmaktadir
(Fritzsche ve ark., 1990, Lenz ve ark., 1990, Lenz ve ark., 1993). Olefin (Preusting
ve ark., 1990), fenil (Fritzsche ve ark., 1990, Hazer ve ark., 1996), klorir (Doi ve
Abe, 1990.), bromir (Kim ve ark., 1992), florir (Abe ve ark., 1990, Kim ve ark.,
1996), fenoksi (Kim ve ark., 1996) ve siyanofenoksi (Kim ve ark., 1995) gibi
fonksiyonel gruplar iceren PHA'lar, fonksiyonel substrat Uzerinde buyUtilen
Pseudomonas putida veya P. oleovorans tarafindan elde edilmistir. Kisa zincirli
PHA’larin karakteristik Uyeleri poli(3-hidroksibitirat) PHB; poli(3-hidroksivalerat)
PHV; ve poli(3-hidroksibutirat-co-3-hidroksivalerat) PHBV kopolimeridir.

PHA’lar yuksek kristallige sahip, termoplastik ve suda ¢6ziinemeyen polimerlerdir.
Optik aktiflik, izotaktik ve piezoelektrik gibi 6zelliklere sahiptir. Ayrica biyobozunur,

toksik olmayan ve in-vivo uygulamalarinda minimal inflamatuvar etki gdsteririler.
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Kopolimerleri homopolimerlerinden daha hizli bir gsekilde bozunur. Aerobik kosullar
altinda karbondioksit ve suya parcalanirlar. PHB’ler biyouyumluluklari,
islenebilirlikleri ve bozunabilirlikleri gibi 6zellikleri sayesinde ilag taginim sistemleri
ve doku muhendisliginde kullanilirlar (Kassab AC ve ark., 1997). Piezoelektrik
Ozellikleri bu polimerleri 6zellikle ortopedik uygulamalar igin cazip kilmistir (Reddy
CSK ve ark., 2003).

Polihidroksialkonatlar grubundan olan Poli(3-hidroksibitirat-ko-3-hidroksivalerat)
(PHBV) kopolimeri bakteriyel poliester sinifindandir. Mikemmel biyobozunurluk ,

ve biyouyumluk 6zelliklere sahiptir.

—— O—HC CHAC O CH—CH.O

PHEV

Sekil 2.14. PHBV'nin kimyasal yapisi

2.12. Etoposid

Etoposid ( VP-16 olarak da bilinen) podofilotoksininin yari sentetik turevlerinden
olup bir ¢ok neoplastik hastaligin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Metanol ve
kloroformda yuksek ¢ozunurlige sahip olan etoposidin molekuler agirhgr 588.56

g/mol ve molekuler formull C,9H3,013 dir.
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Sekil 2.15. Etoposidin kimyasal yapisi

Etoposidin etkinligi, topoizomeraz-ll enzimi ile etkileserek veya serbest radikal
olusumunu saglayarak DNA zincirindeki kiriklarin indiklenmesine baghdir.
Terapotik konsantrasyondaki etkisi hiicre donemine 6zgudir ve en fazla S ve G2
donemine etkilidir. Etoposid diger kemoteropotik ilaglarla kombine olarak da

kullanilabilir.

2.13. Hiucre Kilturd

Hucrelerin kontrolli sartlar altinda yetistiriimesi surecidir. Pratikte hicre kalttri terimi,
¢cok hucreli okaryotlardan 0Ozellikle hayvan hicrelerinden kaynaklanan hicrelerin
kalture edilmesi icin kullaniimaktadir. Hucre kulturleriyle yapilan c¢alismalar
giinimiizde popiiler arastirma konularinda énemli bir kismi olugturmaktadir. Ornegin,
kanser gibi gesitli patolojik durumlarda belli bir maddenin etkilerini ya da bir hicre
veya dokuda uUretilen belli bir maddenin iglevlerini belilemek amaciyla hicre kualturleri
yapilabilmektedir. Hiucre kultarinde belirli bir hicre hattindan c¢ogaltilan hicrelerde
cesitli calismalar yapilarak canl ortaminda (in vivo) yapilamayan denemeler yapilabilir

ve buradan yola ¢ikarak sonuglara ulagilabilir.

Hucre kaltard, spontan migrasyon, mekanik veya enzimatik parcalanma ile bir
dokudan ayrilmig olan hucrelerin Uretilmesidir. Hlcre kultart bagslica; organ kalturd,

doku eksplant kultdrleri ve hlcre kultiri olarak Uge ayrilabilir. Organ kualtard,
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organlarin belirli surelerde vucut diginda canli kalmalarinin saglanmasidir. Doku
eksplant kudlturi ise, doku pargaciklarinin canhliklarini in-vitro ortamda
saglanmasidir. Hiicre kiltiriiniin tarihcesi 1800’1 yillara kadar dayanmaktadir. ilk
olarak 1866 yilinda in-vitro doku kultlirl c¢alisiimis ve amfibi kan htcrelerinin 35

gun canli kalabilmeleri saglanmistir.

2.13.1. Hicre kilturinin kullanim alanlari

GuUnUmiuzde hicre kultirinin kullanim alanlari hizla artmaktadir. Hemen her

alanda bu tur galismalara rastlamak mumkuanddr. Bunlar su sekilde 6zetlenebilir.

e Viral asilar ve viral teshis amagli

e Monoklonal antikor, interferon, enzim, asi, buyume faktora, interldkin gibi
immunoregulatorler, hormon, Uretimi

e Somatik gen tedavisi

e  TUmOr tedavisi

e Canli hacrelerinin farkli amaglarla kullaniimasi

e Eritrositlerin transfizyon amagli kullanimi

e Kemik iligi nakli

e Parkinson tedavisinde beyin hucrelerinin kullaniimasi

e Kompleks U¢ boyutlu dokular; yapay deri; kikirdak, karaciger ve yapay

pankreas

2.13.2. Hucre kulturu kosullar

Hucre kultir ortami; hicre ve kultlr tipine gore degismekle birlikte hicrelerin
hayatta kalmasi ve c¢ogalmasi icin gereksinim duyacagi sartlar eksiksiz
saglamahdir. Kultur ortami, osmotik olarak dengelenmis enerji kaynagi, vitaminler,
ko-faktorler, inorganik tuzlar, eser elementler, blyume faktorl, mineraller ve
aminoasitlerden olusur. Kultar ortamini etkileyen diger faktorler ise sicaklik, pH,
nem, gaz fazi bilesenleri, ozmolarite ve i1siktir. Hucre vasatlari farkli hucre tipleri

icin, amaca goére de degismekle birlikte farkli 6zellikler sergilemelidir. Hayvan
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hdcre kultir ortami fizikokimyasal olarak, optimum pH 7,2—-7,5; osmolarite 280—
320 mOsmol/kg; CO, %2-5; sicakhk 35-37 olmalidir. Bikarbonat gibi
tamponlayicilar (6zellikle toz vasat kullanildiginda), glutamin, kan serumu ve
antibiyotik ortama sonradan ilave edilir. Farkh hdcre kultir ortamlari igin farkl
dzelliklerde kiltir ortamlari gereklidir. Ornegin hayvan hiicre kiltirinde pH 7,4
iken bircok deniz canlisinda 7,2-7,8; insektelarda 6-7,7; lepitopterilerde 6,2-7,6,

bazi salyangoz turlerinde 7-7,9 arasinda degismektedir.

2.13.3. Hucre kiltur sistemleri

Hucre kultarleri, kaynaklarina ve buylime bigimlerine gore siniflandirilirlar.

A-Kaynaklarina gére:

Primer kulturler; hayvan veya bitki hicreleri izole edildikten sonra kultir edilirse
primer kulttr elde edilir. Bu anda hiicre soyu sonludur, yani pasajlamalar sonunda
hicreler yaslanarak olur. Bu nedenle, primer hucrelerde belirli sayida pasajlama
yapilabildiginden deneyleri bu donemde yapmak gerekir. Primer hucreler
pasajlamalar sonunda 6limstz olabilirler. Bu durumda bir hicre soyu elde edilmis

olur.

Hucre soylari; primer hicrelerde spontan mutasyonlar sonucunda kendiliginden,
kimyasal ajanlar veya virusler eklenerek insan eliyle olusturulurlar. Tumor
dokularindan alinan hucrelerden de elde edilirler. Primer kultarlerden farklart;
klltirde yuksek yogunluga ulasabilirler, buyime faktorine ve seruma daha az
ihtiya¢ duyarlar, gogalmak igin zemine tutunma ihtiyaglari daha azdir ve sonsuz

¢ogalma yetenekleri vardir.

B-Blyume bicimlerine gore:

Suspanse kudltarler ve tutunarak bayuyen htcreler olarak siniflandinlir. Kan, dalak,
kemik iligi kultarleri ve olgunlagsmamig hucreler bu sekilde Urerler.

Tutunarak buylyen hdcreler: ektoderm ve endodermden olusan hucreler
(fibroblast ve epitel hiicreleri), ekstraseliler matriks olarak adlandirilan ve kollojen,

laminin, proteoglikanlar gibi makromolekullerin bir karisimi olan karmasik bir yapi
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Uzerinde, bu yapidaki molekuller membran reseptorleri (integrin a1B3, a1p5, a233
v.s.) araciligi ile etkileserek buyurler.

2.13.4. MTT Testi

Hucre kultard galigmalarinda, hicre sayisinin belirlenmesi esastir. Bu nedenle
hicre sayiminda birgok yontem gelistirilmistir. Hlcreler, spesifik enzimler, tuzlar,
substuratlar veya boyalar kullanilarak sayilabilir.  Tetrazolium tuzlar
(MTT,INT,NBT,TNBT, vb.) bu boyalardan biridir. MTT testi canli hucrelerde
mitokondriyal enzimlerin dehidrojenaz aktivitesi sonucu sulu ortamda ¢6ztinmeyen
formazan kristalleri meydana gelmesine, bu kristallerin organik c¢o6ziculerle
cbzinmesine ve spektrofotometrik yontemle absorbanslarinin belirlenmesi
temeline dayanir. NAD(P)H formazan kristallerinin olusumunda indirgeyici olarak
caligir ve tetrazolium tuzuna elektron ve hidrojen verir. Bunun sonucunda da
formazan kristalleri olugur (Cardin GB ve ark, 2009). Oli hiicrelerde mitokondriyal
aktivite gozlenemeyecegi igin tetrazolium tuzlari ile sadece canli hucreler
sayilabilir. Lizosomal enzimlerden olan hexoamidinaz da hicre sayiminda
kullanilan enzimlerdendir. Metilen mavisi kullanilan boyalardan bir digeridir.
Metilen mavisi hicrede negatif gruplara baglanir (ntkleik asit, posfataz ve bazi
proteinler gibi). Bu boyalara ilaveten jenus yesili, tripan mavisi de hlicre sayiminda

kullanilan boyalar igerisindedir (Cabrera M. ve ark 2009).

Sekil 2.16. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromr)
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasallar

Ticari olarak Uretilen PHBV kopolimeri Sigma(USA) firmasindan temin edilmigtir.
Organik ¢ozucu olarak kullanilan kloroform Merck (Almanya) firmasindan satin
alinip  kullanilmigtir.  Dagiticit  ortam olarak Tween80 (Merck, Almanya)
kullaniimistir. Hicre sitotoksisite testleri igin, Tripsin-EDTA (Tripsin-Etilendiamin
tetraasetik asit), DMEM F-12 (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”) besiyeri ve
Fetal Sigir Serumu (FCS), DMSO (Dimetilsiilfoksit ) ve EZ-DNA Biological
Industries (israil) firmasindan, Tetrazolium Tuzu (MTT) Serva’dan (ABD) temin
edilmis olup herhangi bir isleme tabi tutulmadan kullaniimistir. RPMI 1640 medium
L-Glutamine(Bio. Ind),FCS (Bio.Ind.) Hoechst 33342 (Serva, israil) Propodium
lyodide ( Serva, Israil), Annexin-5 Flouos ( Roche, USA), Penisilin-streptomisin
Sol.( Bio.Ind, israil), Etil alkol (Merck, Almanya) hiicre kiiltirii deneylerinden
apaptoz ve nekroz indeks galismalarinda kullanilan kimyasallardir. Sigma (USA)
firmasindan temin edilen Folik asitin PHBV nanopatrtikillere ligand olarak
baglanmasinda kullanilan glisin, Fluka (isvigre) firmasindan satin alinmistir.
Kullanilan kimyasallar ek bir saflastirma islemine tabi tutulmadan direkt olarak

kullanilmistir.

3.2. PHBV Nanopartiktllerin Hazirlanmasi

PHBV nanopartikiller emidilsifikasyon-difizyon yodntemine gore hazirlanmigtir.
(Murakami ve ark., 1999). 10 mg PHBV, 10 ml kloroform icerisinde ultrasonik
banyo esliginde ¢ozulerek % 0,1'lik PHBV ¢ozeltisi hazirlanmistir. Dagitma ortami
olarak Tween80 ve distile su kullaniimigtir. Ultrason probu (Ultra-Turrax)
kullanilarak polimer ¢ozeltisi, 50 ml % 6’lik Tween80 icerisine enjekte edilmistir. Bu
esnada partikil boyutunun minimum olmasini saglamak amaciyla, polimer
cOzeltisi ultrason banyoda ve azot gazi esliginde puskurtulerek enjekte edilmigtir.
Daha sonraki basamak ise organik ¢ozucu olarak kullanilan kloroformun
uzaklastiriimasi basamag@idir. Kloroform iki saat sure ile oda sicakliinda manyetik
karigtirici  kullanilarak uzaklastiriimigtir. Son asamada ise c¢ozeltinin 185149

(12000 rpm) de 30 dakika sure ile santrifijlemesinin ardindan elde edilen
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nanopartikiller distile su ile 3 kez yikanarak etuvde kurutulmustur. Hazirlanan
deney dizenegi ve islem basamaklari Sekil 3.1’de verilmigtir.

Mekanik Kangtinci

Ultra-Turrax

%0.1 PHBV
fKloroform

Santrifij

(185149, 30dk)

Ultrasonik Banyo
Azot Gazi Tanki

Sekil 3.1. PHBV nanopartikiillerin hazirlanma prosediirii

3.3. PHBV Nanopartikullerin Karakterizasyonu
3.3.1. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) nanopartiktllerin morfolojik 6zelliklerinin
belilenmesi amaciyla taramal elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) kullaniimistir. Nanotasiyicilar ince bir altin film tabakasiyla
kaplanarak SEM goérintlst alinmis ve boylelikle érnekler geometri, sekil ve boy-
boy dagihm acgisindan degerlendiriimigtir. Nanotasiyicilarin ayrica boy-boy
dagihmlarini belirlemek ve AFM’den elde edilen verilerle karsilastirmak amaciyla
Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullaniimistir.
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Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), bir tir taramali u¢ mikroskobudur. Kuvvet-
mesafe prensibiyle calismaktadir. Yuzey topografisini angstrom (A°)
mertebesinden 100 mikrona (u) kadar gorunttleyebilen yeni nesil bir mikroskoptur.
Bu cihaz ile molekullerarasi kuvvetlerin dlgilmesi mimkin olmaktadir (Cinar ve
ark., National Symposium on Biomedical Engineering, 2005). AFM, yuzeyleri
taramak i¢in gezici bir uca sahiptir. AFM kantileverinin ucu, numune tzerindeyken
yuzey ile fiziksel etkilesim halindedir. Kantilever yiizeyi tarayarak ¢ boyutlu
gorunti  olusturabilir ve atomik seviyedeki kuvvetleri piko-newton (pN)
mertebesindeki hassasiyetle Olgebilir. En 6nemli avantaji, 6zel bir hazirlama iglemi
uygulamadan ©6rneklerin dogrudan ve hemen hemen her ortamda
goruntilenebilmesidir (Binning ve ark., 1986). AFM ile herhangi bir ylzey

karakterize edilebilmektedir, polimer ylzeylerin analizinde de kullanimi uygundur.

Nanopartiktllerin AFM (nanomagnetics, UK) gorintisund elde etmek icin mika
yluzey Uzerinde oda kosullarinda kurutulmus ve yine oda kosullarinda goruntisu
alinmistir. Goéruntileme igin rezonans frekansi 300kHz, kuvvet sabiti 40 N/m olan

silikon bir ug kullanilimistir.

Lazer

Lens

Kantilever

Fotodiot

Piezo Hareketi

Tip(prob)

Sekil 3.2. Atomik kuvvet mikroskobunun temel galisma prensibi.
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3.3.2. Kimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

Folik asitin PHBV yapisina katildiginin ve ila¢ enkapstlasyonunun gosterilmesi
amaciyla FTIR calismalari yapilmistir. Ornekler, FTIR calismalar icin KBr ile
uygun oranlarda (6rnegin; agirlikga % 1 olacak sekilde) karistirilarak 10 tonluk
pres yardimiyla incelemeye hazir diskler haline getiriimis ve FTIR (Schimadzu,
DR8101, Japonya) spektrumlari alinmistir. Elde edilen FTIR spektrumlari
degerlendirilerek hazirlanan 6rneklerin  beklenilen kimyasal yapiya ulasip

ulagmadigi incelenmistir.

3.3.3. Nanopartiktl Boyut Analizi

Nanotasiyicilarin boy-boy dagilimlarini belirlemek ve AFM’den elde edilen verilerle
kargilagtirmak amaciyla Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, Iingiltere) cihazi
kullaniimistir. Zeta-Sizer, koloidal c¢o6zeltilerde partikillerin boyutunu ve zeta-
potansiyelini bulmak igin kullanilan bir cihazdir. Dinamik ve elektroforetik 151k
saclimasi yontemleriyle calismaktadir. Bu ¢alismada cihaz 6lgim yontemi olarak
Dinamik Isik Saciimasi (DLS) kullanilmigtir. Yikanarak c¢okturtlen nanopartikiller
deiyonize su ile seyreltimis ve yaklasik 3 ml hacimli 6érnek ¢dzeltisi, polistiren

kivet icerisine konularak gerekli 6lcimler gerceklestirilmistir.

Yapilan galismalar kapsaminda, suspansiyon ortaminin homojenizasyon hizi,
polimer/¢ozicl orani ve emulsifier konsantrasyonu PHBV nanopartikillerin boy-

boy dagilimina etki eden parametreler olarak belirlenmigtir.

Nanopartikullerin boy-boy dagilimini etkileyen en o6nemli parametrelerden biri
dispersiyon ortamin karigstirma hizidir. 7000,15500 ve 24000 rpm karistirma hizlari
PHBV nanopartikillerin hazirlanmasi esnasinda kullaniimigtir. Diger (10 mg

polimer, 10 ml ¢dzici ve 5 ml emulsifier) tum parametreler sabit tutulmustur.

Boy ve boy dagihmini degistiren diger etkin parametre ise, dispersiyon ortaminda
polimerin vizkozite veya konsantrasyon farki igin ihtiyag duyulan ener;i
degisiminden dolayi polimer konsantrasyonudur. Bu polimer konsantrasyonunun

etkisini incelemek amaciyla;
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e (20mg PHBV/10 ml ¢ozici)
e (10mg PHBV/10ml ¢6zicl)
e (5mg PHBV/10 ml ¢6zicl)

seklinde hazirlanan farkh konsantrasyonlardaki polimer  ¢ozeltileri,
nanopartikullerin hazirlanmasi esnasinda dispersiyon ortamina puskuirtulerek
enjekte edilmigtir. Bu esnada diger (emdulsufier miktari ve homojenizasyon hizi)

parametreler sabit tutulmustur.

Polimer ve sulu ortam arasindaki yuzey gerilim farkini azaltmak icin kullanilan
emdulsifierin farkli konsantrasyonlarinin, nanopartikil boy-boy dagilimina etkisini

incelemek amaciyla;
e 1ml Tween80/100ml distile su
e 3ml Tween80/100ml distile su
e 5ml Tween80/100ml distile su

oranlarina sahip dagitma ortamlari  kullanilmigtir.  Ayni  sekilde diger

(polimer/gdzicu orani ve homojenizasyon hizi) parametreler sabit tutulmustur.

3.4. PHBV Nanopartikiillere ilag Yiikleme ve Salim Galigmalari

3.4.1. ilag Yiikleme Calismalari

Nanopartikiullere in-vitro ila¢g yukleme c¢alismalarinda antikanser ila¢ olarak
etoposid kullaniimigtir. Polimer c¢o6zeltisine 1/1, 1/0.5 ve 1/0.25 polimer/ila¢ (w/w)
oranlarinda ilag ilave edilerek, ilacin polimer ¢ozeltisi igerisinde homojen sekilde
dagilmasini saglamak amaciyla ultrason banyosu kullaniimigtir. Elde edilen
homojen c¢ozelti, Ultra-Turrax probu varliginda distile su ve tween80 iceren
dagiima ortamina puskurtulerek ilave edilip ilag yukli PHBV nanopartikillerin elde
edilmesi saglanmistir. Cozeltideki kloroformun uzaklastiriimasi amaciyla mekanik
karistirici ve ultrasonik banyo kullaniimistir. Son olarak elde edilen nanopartiktiller

uc defa distile su ile yikanip kurutulmustur.
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3.4.2. ilag Salim Galismalari

PHBV nanotaslyicilardan ilag salim g¢alismalarini yapabilmek amaciyla 6ncelikle
etoposid fosfot tamponu icerisinde (pH 7.4) farkli derigsimlerde ¢6zulmus ve
nanodrop (Thermo Scientific, Nanodrop 1000) kullanilarak 284 nm’de bu
¢Ozeltilerin absorbanslar olgulerek standart kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir. Elde
edilen kalibrasyon grafigi Ek 1’de verilmistir. Butin c¢alhsmalar 37+£1°C ve pH
7.4+0.2 gergeklestiriimistir.

Elde edilen ila¢ yukli PHBV nanopartikillerden salinacak ilag miktarini tayin
etmek amaciyla Sekil 3.3'de gorulen ilag salim dizenedi gelistirilmistir. S6z
konusu duzenegin ortasina sadece etoposid gegisine izin veren diyaliz
membrani yerlestiriimigtir (12-14 kDa araliginda). Duzenegin bir tarafina 2,5
ml fosfat tamponu, diger tarafina ise 2,5 ml fosfat tamponu ve ila¢ yuklu
nanopartikiller konulmustur. Belirli zaman araliklarinda (5.dak., 15.dak.,
30.dak. vb.) nanopartikul icermeyen hicre boluminden alinan drneklere ait
absorbanslar nanodrop kullanilarak okunmus ve kalibrasyon egrisi kullanilarak

salim ortamindaki ilag derisimleri belirlenerek grafige gegirilmistir.

Nanopartikiil yikleme Analiz igin érnek
girisgi alim girisi

S Etoposid yiikli \1

MNanadrop PHBY PBS
nanopartikiiller gozeltisi
Diyaliz Mebran

Sekil 3.3. PHBV nanopartikiillerden etoposid salim ve analiz diizenegi
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3.4.3. ilag Enkapsiilasyon Verimliligi

Etoposid yukli nanopartiktller 12000 rpm +10 °C'de 30 dakika boyunca
santrifijlendikten sonra elde edilen stpernatantdaki ilag miktari tespit edilmigstir.
Miktar tayini icin Bélim 3.4.2.” ilag Salim Calismalar” basli§i altinda anlatilan
Nanodrop yontemi kullaniimigtir.

llag yikleme etkinligi (% YE), asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

( Toplam llag Miktan —  Serbest ila¢ Miktan )
% YE=100x

Toplam Ilag Miktari
Esitlik 3.1

3.5. PHBV Nanopartikillerin Folik Asit ile Modifiye Edilmesi

PHBV nanopartikillerin modifikasyonu igin folik asit kullaniimistir. Folik asit, hiicre
ylzey reseptdri olarak yuksek affiniteye sahip olan timor hicrelerine
hedeflemede kullanilan bir liganttir. Kararli ve immunojenik olmayan bir
kimyasaldir. Folik asit iki adet karboksilik asit grubuna sahiptir. Bunlardan biri
sterik olarak bloklanmistir, diger karboksil grubu ise amid grubu yoluyla
nanopartikillere ve diger c¢esitli organik molekullere baglanabilmektedir (Zhang,
2008)

COOH
HZN\|4N Ny CH,
N A I
N~ e—N C—N—¢H
HZ
OH COOH

Sekil 3.4. Folik Asitin Kimyasal Yapisi

Tumor tedavisinde en etkili ligandlardan biri, timor-spesifik ila¢g salim sistemlerine
folat hedeflemesidir (Dube ve ark., 2002, Wang ve ark., 1997, Stella ve ark., 2000,
Lee ve ark., 2003, Christopher ve Philip, 2001) Folat, timéral hicrelerin yizeyinde
var olan folat reseptorle spesifik olarak baglanan dusuk molekal agirhkh (Mw= 441
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Da) vitamindir (Sudimack ve Lee, 2000, Turek ve Leamon, 1993). Folat reseptori
(FR), ovaryum, kolorektal ve gogus kanserleri gibi epitelyal habis durumunda
kanser hucrelerinin ylzeyinde gozlenmistir. Oysaki normal dokudaki duzeyi ¢ok
dusuktir (Campobell ve ark., 1991, Ross ve ark., 1994, Weitman ve ark., 1992).

Bu calismada folik asit, PHBV nanopartikillere, PHBV, EDC (1-Etil-3-(3-
Dimetilaminopropil) Karbodiimid) ile etkilestirildikten sonra ugtaki amin (-NH»)
grubu Uzerinden baglanmistir. Kovalent baglanma EDC’li nanopartikliin amin ucu

ile folik asitin karboksilik asit (-COOH) ucu arasinda olmaktadir.

Ny £, ¢ o . §
-] + C* e
g “oH TMN y + mw N\j: y
| KE)'\/J\

PHBY ED(C =,
nanocpartikiil '3:(: Folik Asit T *
[|] (=] (? S—1 5
" L jon.
Cs HiM OH (Cooi)
N AN il N/\_ I\E/N r“‘”
/ H H S

Sekil 3.5. Folik asitin PHBV nanopartikiillerine kovalent baglanmasi mekanizmasi

Nanotasltyicilarin aktive edilmesi amaciyla PHBV nanopartikiller ¢ defa pH 5.2
MES tamponu ile yikanmis ve suspanse edilmigtir. Daha sonra bu nanotasiyicilar
25 mg/ml EDC’la uygun hizda dénen karistirici ile 30 dakika sureyle karigtiriimis
ve boylelikle yapidaki ligandin amin gruplari ile 6zgln aktif ara formun olugsmasi
saglanmistir. Nanotasiyicilar ug sefer pH 5.2 MES tamponu ile yikanip, suspanse
edilerek ortamdaki fazla EDC uzaklastiriimistir. 1000 pug/ml folik asit stispansiyonu
% 0.1lik NaOH c¢ozeltisinde ¢o6ziunlip, MES tamponunda hazirlanmigtir ve
baglanma verimini belirlemek amaciyla ligand suspansiyonundan 50 pl alinarak
950 pyl MES tamponunda ¢ozilmus ve “baglanma oncesi ornek” elde edilmigtir.
Kalan ligand suspansiyonu ile aktive nanotasliyicilar 24 saat oda sicakliginda sabit
hizda karistinimistir ve sonunda suspanse edilerek Ustteki sipernatant “baglanma

sonrasi ornek” olarak test edilmistir. Nanodrop cihazi vasitasiyla
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spektrofotometrik yontem kullanilarak, Esitlik 4.1 den vyararlanilarak PHBV
nanopartikillere folik asit baglanma verimliligi hesaplanmistir.

Abs (Badlanma sonras) dmedin deden) - Abs (Badlanma dncesi drmedin deder)

% Baglanma = % 100
Abs (Baglanma sonras) drnedin deden)

Esitlik 3.2
3.6. In Vitro PHBV Nanopartiktl-Hucre Etkilegimleri
3.6.1. Sitotoksisite Testleri (MTT)
3.6.1.1. Hucrelerin Hazirlanmasi
Yapilan c¢alismada kullanilan, Osteosarkoma hucreleri Sap Enstitusu Hucre
Kalturt Bankasindan temin edilmigtir. Cizelge 3.1.’de verilen kosullarda hucre
kiltir ortamlarinda ¢ogaltiimistir. iki glinde bir hiicre kiltir vasati degistiriimistir.
Hucreler hicre kiltir kabi zeminini kapladiklarinda 1/3 pasaj yapiimistir. Mantar
ve bakteri kontaminasyonlarina karsi her gin mikroskobik incelemeye tabi

tutulmustur.

Cizelge 3.1. Osteosarkoma hiicrelerinin hiicre kiiltiir ortamiu.

Hucre Turu Osteosarkoma-2 / An1, Human bone osteosarcoma (insan)

HUKUK Kayit No (02111901

Kultir kabi 25 cm®liik polistren flask

Kultiir vasati %10 Fetal sigir serumu iceren DMEM-F12; %1 penisilin-streptomisin

Rutin sub-kdltar |1/3

Kultir ozelligi Monolayer
Toplam hacim 5ml

pH 7,2-7,5
Sicakhk 37+0,5°C

Inkiibasyon % 5’lik CO, etlivi
ortami
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MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoluim bromide; Thiazolyl blue)
testi hicre canlihiginin ve boylelikle sitotoksisitesinin  kolorimetrik olarak
Olcllebilecegi bir testtir. Bu ¢alismada PHBV nanopartiklllerini kanser hiicrelerine
hedeflemek amaciyla nanopartikiller folik asit ile modifiye edilmistir. Antikanser
ajan olarakta farkli polimer/etoposid oranlarinda (1/1, 2, 2 polimer/etoposid)
etoposid yuklenmistir. Elde edilen bu nanopartikillerin antiproliferatif etkileri
Osteosarkoma hucreleri Uzerinde test edilmistir. Bu amagla MTT testi
kullaniimistir. Etoposidin bdlinen hucreler Gzerine etkisinin incelenmesi igin farkli
formulasyonlarda hazirlanan nanopartikuller bir ve iki gun Osteosarkoma hticreler

ile inkiibe edilmistir. Sonuglar kontrol galismalari ile karsilastiriimistir.

Bu calisma icin Osteosarkoma hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 3x10° hiicre/ml
konsantrasyonda ekilmis ve plaklar bir gece etivde inkibe edilmistir.
Nanopartikuller UV 1sik altinda 30 dakika steril edildikten sonra hucre kultur vasati
ile farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 25 ve 50 pg/ml) seyreltiimistir. 96 kuyucuklu
plaklardaki vasat atilmis ve farkl konsantrasyonlarda nanopartiklller iceren vasat
hiicrelerin tzerine 200l olarak pipetlenmistir. Plaklar 1 ve 2 gun 37°C, %5 CO’li
etlvde inklbe edilmigtir. Daha sonra plaktaki vasat atilmis ve kuyucuklara 100pl
taze vasat ve 13ul MTT solusyonu (5ug/ml, fenol-red icermeyen RPMI 1640 ile
seyreltilmistir) pipetlenmistir. Plaklar 4 saat karanlikta, etlivde inkube edildikten
sonra kuyucuklardaki vasat ve MTT solusyonu dikkatlice dokilmus ve kuyucuklara
200ul 0,04M HCl iceren saf izopropanol pipetlenmigstir. 30 dakika oda sicakliginda,
karanlikta bekletildikten sonra plaklar 570nm’de Mikro plate okuyucuda

okutulmustur.

MTT testi, hacre canliiginin tesbiti igin kullanilan bir testtir. Antiproliferatif ajanlarin
sitotoksik olup olmadiklari veya sitotoksisite oranlari bu test ile saptanabilir.
Yapilan MTT testinde, 96 kuyucuklu plaklarin ilk sttunundaki sekiz kuyucuk
kontrol calismasi olarak kullaniimigtir ve hucreler herhangi bir aktif ajan ile
muamele edilmemigtir. Sadece hucre kultur vasati ile muamele edilmistir. Farkh
konsantrasyonlardaki nanopartikuller sekiz tekrarli olarak caligiimistir. Kontrol
plagindan alinan absorbanslarin ortalamasi %100 kabul edilmis olup, test

kuyucuklarindan alinan absorbanslarin ortalamalari ile mukayese edilmistir ve
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nanopartikillerin  sitotoksisitesi Esitlik 3.3 kullanilarak hesaplanmistir.  Jorg
Weyermann ve ark.,2005)

Hiicre canlilig1 (%) = (OD570(numune)/OD570(kontrol)) x 100 Esitlik 3.3

3.6.2. Etoposid yukla, folik asit ile modifiye edilmis PHBV nanopartikiillerin,

hicre kaltirinde Osteosarkoma hiucreleri lizerine etkisinin arastirilmasi

Normal saglikli hdcrelerde programli bir yagsam dongusu vardir. Bu dongu
tamamlandiginda hticre Olur. Bu olaya apoptosiz denir. Fakat kanser hiicrelerinde
bu dongu bozulur ve kontrolsiiz olarak ¢ogalirlar, yani apoptoza ugramazlar.
Apoptoza girmis hucrede belirli degisiklikler ortaya c¢ikar. En 6nemli belirtiler;
hiicre DNA’sinda parcalanmalarin olusmasi, ¢ekirdek vyapisinda sekilsel
bozukluklar, DNA’da yogunlasma, boyandidinda parlak gorulmesi ve hicre
memraninda vezikullerin olugsmasidir. Ayrica hicre zar yapisindaki fosfolipitlerin
zar dis yuzeyi ve i¢ yuzeyi dagihmi apoptotik ve saglikh hucrelerde farkllik
gostermektedir (Majno G., ve ark., 1995). Apoptoza girmemis bir hicrenin zar i¢
yluzeyinde anyonik fosfolipitlerin (fosfotidil serin) fazla iken, apoptoza girmis bir
hicre zarinin disg yuzeyinde de fosfotidil serin gibi fosfolipitler bulunmaktadir
(Katharine A. ve ark., 2007).

Hucreyi 6lume gotliren nedenlerden bir digeri ise nekrozistir. Nekrozis, hicre
sitoplazma membraninin c¢esitli kimyasal ajanlar (toksik kanser ilaglar gibi),
hormonal ve fiziksel etkiler sonucunda butinligunun bozulmasi ile kendini
gOsterir. Bu bozunma sonucunda hlcre madde aligverisi bozularak hucre
stoplazma igerigi disari ¢ikacagi gibi hicre icersine fazla miktarda ektraselller sivi
girerek hucre ve gekirdekte sisme goézlemlenir ve sonug¢ olarak hticre olur (Xinbo
Zhang ve Frederick Kiechle, 2001).

Calismanin bu kisminda; tek basina kanser ilaci (etoposid), tek basina PHBV
nanopartikiller, farkli oranlarda ila¢ yukli PHBV nanopartikiller ve kanser
hicrelerine hedefleyici amacgh folik asit takilmis ilag yUkli nanopartikiller
kullanilarak Osteosarkoma kanser hicre kiltirlerinde apoptotik ve nekrotik etkileri

arastinimistir.
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3.6.2.1. Hucre kalturd ve etoposid yukli PHBV nanopartikillerin hicrelerle
etkilegimi

Osteosarkoma tumor hdcreleri  kaltir ortaminda ¢ogaltilarak hacre hatlari
hazirlanmistir.  Hucreler 15% FCS, 1% antibiyotik iceren DMEM-F12 kalttr
ortaminda flasklarda 37°C’de karbondioksit etliviinde inkiibe edilmistir. Hiicreler
yeterli saylya ulasincaya kadar iki gun ara ile besi ortaminin vasati degistirilmigtir.
Belirli sayiya ulasan hicreler tripsin ile kaldinlarak 48 kuyucuklu platelere (10.000
hicre/kuyucuk) ekimi yapilmigtir. Hucreler belli bir sayiya ulagtiklarinda serum ve
antibiyotik iceren vasatlar serum ve antibiyotik icermeyen vasat ile degistirilmigtir.
TUmor hacreleri 0-50 pg/ml miktarlarindaki etoposid ile 24 saat slresince
muamele edilmistir. Diger taraftan ayni miktarda ila¢ iceren 1:1, 1:0.5, 1:0.25
polimer/ ila¢ oranlarindaki etoposid yukli PHBV nanopartikil, ayni oranlarda ila¢
iceren folik asitle modifiye edilmis etoposid yukli PHBV nanopartikil ve ayni
miktarlardaki ila¢g ylUklenmemis ve folik asit ile modifiye ediimemis PHBV
nanopartikiiller Osteosarkoma hiicreleri ile etkilestirilmistir. ilagc ve nanopartikiil
icermeyen ortam kontrol grubu olarak kanser hiicrelerine uygulanmistir. 2 saat
sonra hicre ortamlarina serum ve antibiyotik ilave edilmistir. Belirtilen sureler
sonunda asagida belirtilen yontemlerle nanopartikillerin hicreler tzerine etkileri

arastiriimistir.

3.6.2.2. ikili boyama ve Aneksin-5 floresan metodu ile Apoptozun ve

Nekrozun Belirlenmesi

3.6.2.2.1. ikili boyama metodu:

ilag yiiklenmis, folik asit ile modifiye edilmis, sadece ila¢ ve sadece nanopartikiille
etkilestirilmis kanser hucreleri falkon tipe toplanarak santrifij edilmis ve
stipernatanti atilmistir. Uzerlerine ikili boyama soliisyonu (RNAse(2ul/ml), hoechst
33342(2ul/ml), propidium iodide(2pl/ml) 10° hiicreye 100p! soliisyon) konulmus ve
20 dakika etuvde inkube edilmistir. Lam Uzerine damlatildiktan sonra lamelle
kapatiimis ve floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis ve
FITC (480-520 nm dalga boyunda) nekroza ugramis hlcrelerin degerlendiriimesi

yapilmigtir. Degerlendirme floresan mikroskop kullanilarak (Leica DMI70,
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Almanya) yapilmis olup, 10 farkli alan (yaklagik 1000 hticre) sayilarak ortalamasi
alinmigtir ve apoptotik indeks yiizde (%) olarak ifade edilmigtir. Degerlendirmede
normal, apoptotik olmayan hucreler, cekirdekleri sénik mavi, cekirdekte DNA
dagiimamig, hlicrede vezikuller olugsmamis olarak gortulmektedir. Apoptoza girmis
hicre cekirdekleri ise normal htcre cekirdeklerine gore c¢ok parlak, cekirdek
homojenligi kaybolmus, c¢ekirdek kenarlari duzgin degil ve DNA pargalanmis
parlak mavi gorinimiundedir. Kuiltur kabinda ylzeye tutunan hacreler
kaldirilmadan yukarida belirtilen floresan boyama soltiisyonu 100 pl/well hiicrelere
uygulanarak da inceleme yapilmistir. ikili boyama sonucunda apoptoza girmis
hiicrelerin gekirdekleri Hoechst 33342 floresan boyasi ile boyanmistir. ikili
boyamada kullanilan diger boya propodium iyodid (Pl) ise nekroza ugramis
hicreleri gostermek amaci ile kullaniimistir. Pl floresan boyasi normalde canli ve
hiacre zarlarinda hasar olmayan hucrelere girememekte ve bu hicreler Pl ile
boyanmamaktadirlar. Fakat hicre nekroza ugradiginda veya hicre zari hasar
gordagunde hicre igerisine girmekte ve c¢ekirdegi kirmiziya boyamaktadir.
Floresan 1sik (FITC veya kirmizi floresan 1sik) altinda bakildiginda nekroza

ugrayan hucrelerin gekirdekleri kirmizi renkte goérulmektedir.

3.6.2.2.2. Aneksin-V Floresein Yontemi:

Apoptoza girmemis hucrelerin membranlarinin i¢ yuzu fosfotidil serin gibi
fosfolipitlerden dolay1 anyonik ozelliktedir. Fakat apoptotik hucrelerin membran
yapisi degiserek membranin dis yluzinde de bu fosfotidil serin gibi fosfolipitlerin
yer almasindan dolayi anyonik bir 6zellik kazanmaktadir. Aneksin-V ortamda
kalsiyum iyonlar varliginda fosfotidil serine baglanabilmektedir. Fakat aneksin-V
apoptoza ugramamis hicrelerin zarlarina baglanmamaktadir. Bu 6zelligi apoptotik
hiicrelerin tespitinde kullanilmaktadir. Hucreler boyanmadan 6nce ¢alisma
solUsyonlari hazirlanmistir. 10mM Hepes/NaOH, pH 7.4'te, 140mM NaCl, 5mM
CaCl, den olusan inkibasyon tamponu hazirlanmistir. 20ul Aneksin-Vflorosein
1ml inktiibasyon tamponu icerisine ilave edilerek boyama solisyonu elde edilmistir.
ikinci olarak nekrotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan Propodium lyodid (PI)
stok solusyonu hazirlanmistir. 50ul Pl 1ml double distile su igerisine ilave edilerek
boyama solisyonu hazirlanmigtir. 20ul Aneksin-V florosein ve 20ul PI (stok

cOzeltiden) iceren 1ml boyama solisyonundan 100ul alinmig, hicreler PBS ile
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yikanip santrifiij edildikten sonra 10° hiicreye uygulanmistir. Kiiltiir tabagina
yapismis hucrelerde ise her bir kuyucuk igin 100 pl boyama soliisyonu ilave
edilmistir. Karbondioksitli inktibatorde 20 dakika inkibe edildikten sonra invert

floresan mikroskopta FITC filtrede incelenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1. PHBV Nanopartikillerin Karakterizasyonu

4.1.1. Morfolojik Karakterizasyon

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ve Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)
kullanilarak PHBV nanopartikullerin morfolojik degerlendirmeleri yapilmigtir. Elde
edilen SEM ve AFM goruntuleri Sekil 4.1. ve 4.2. de verilmistir.

Goruntulerden anlagilacagl uzere yaklasik 200-300 nm boyutlarina sahip olan PHBV

nanopartikiller kiresel ve dizgtin yapidadirlar. Ayrica elde edilen SEM goéruntdleri

nanopartikillerin oldukca dizgin yizeye sahip olduklarini géstermektedir (Sekil 4.2)

g
0oL
g

Sekil 4.1a. PHBV nanopartikillerin AFM goruntisi
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Sekil 4.2. PHBV nanopartikillerin SEM gorintasi
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4.1.2. Kimyasal Karakterizasyon

Calismanin bu bolimunde folik asit ile modifikasyonu ve ila¢ enkapsulasyonunu
kontrol etmek amaciyla, folik asit baglanmis ve etoposid yukli PHBV
nanopartikillerin FT-IR ile karakterizasyonu ile elde edilen pikler; PHBV, etoposid ve
folik asite ait karakteristik pikler ile karsilastirimigtir. Elde edilen FT-IR spektrumlari
Sekil 4.3,4.4,4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8 de verilmigtir.

1476-1695 cm™ dalga sayisi araliginda gériilen folik asite ait karakteristik piklerden
olan aromatik halka gerilim pikleri (piridin ve p-aminobenzoik asit icin) ile 2960 ve
2842 cm’dalga sayisinda gérilmekte olan C-H gerilim pikleri folik asit
modifikasyonunu dogrulamaktadir (Sekil 4.5). Ayrica 3334 cm™dalga sayisinda
ortaya c¢lkan vyeni pik folat ile PHBV arasinda olugsan amit bagindan
kaynaklanmaktadir (Sekil 4.5). Folik asitle yapilan literatir ¢caligmalarinda da benzer
degerler bulunmustur (Conroy S. ve ark, 2006).

Yapilan g¢alismalar kapsaminda sentezlenen etoposid yukli PHBV nanopartikillerin
FTIR spektrumlarina bakilarak ilag yuklenmesi tespit edilmistir. Etoposid yukla PHBV
nanopartikdllerin FTIR spektrumunda etoposide ait karakteristik pikler gozlenmisgtir.

3300 cm™ dalga sayisinda O-H gerilim piki gozlenirken, 2900 (C-H gerilimi) ve 1200
cm™ (C-O gerilimi) dalga sayisinda gérillen piklerde etken maddenin PHBV

nanopartikullere yuklendigini gostermektedir.
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4.1.3. Nanopartiktl Boyut Analizi

Yapilan calismalar kapsaminda, suspansiyon ortaminin homojenizasyon hizi,
emdulsifier konsantrasyonu ve polimer miktari, PHBV nanopartikillerin boyutuna etki
eden parametreler olarak belirlenmis olup, elde edilen sonuglar detaylaryla alt
bagliklar altinda verilmektedir. Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda 200-800 nm

boyut araliginda PHBYV nanopartikuller elde edilmistir.
4.1.3.1. Polimer Konsantrasyonunun Nanopartikil Boyutuna Etkisi

Polimer konsantrasyonu arttikga viskozite artisindan dolay! polimerin dispersiyon
ortaminda dagitilmasi zorlastigindan partiktl boyutunun artmasina neden olmaktadir.
Dolayisiyla Sekil 4.9 da da goéraldugu gibi ortamdaki polimer/gézicu orani arttikga

viskozite artacagindan dolayl nanopartikullerin boyutu da artmaktadir

Partikll boyutu(nm

Sekil 4.9. Polimer miktarinin partikiil boyutuna etkisi

50



4.1.3.2. Homojenizasyon Hizinin Nanopartiktl Boyutuna Etkisi

Homojenizasyon hizinin  partikil boyutuna etkisini incelemek amaciyla;

homojenizasyon hizi 7000-24000 rpm arasinda degistirilmistir.

54020

[
< 600
S 500
8 400
2 300
E 200

100

7000 15500
Homojenizasyon

Sekil 4.10. Homojenizasyon hizinin partikiil boyutuna etkisi

Sekil 4.10 dan goruldugu Uzere slUspansiyon ortaminin homojenizasyon hizi 7000-
24000 rpm araliginda arttirildiginda PHBV nanopartikillerin boyutlarinin azaldigi
gOzlenmigtir. Homojenizator hizi arttirildiginda birim zamandaki yuksek kayma
dayanimi nedeniyle damlaciklarin boyutlari azalmakta, buna bagh olarak
nanopartikillerin boyutu kugulmektedir (Lee ve ark., 2004). Homojenizatér hizi
7000rpm’den 24000rpm’e yukseltiginde nanopartikillerin boyutlari ortalama olarak
800 nm’den 232 nm’ye dusmustur.

4.1.3.3. Emulsifier Oraninin Nanopartiktl Boyutuna Etkisi

Emulsifier, sulu ortam ve polimer arasinda ihtiyagc duyulan ytzey gerilimini
saglamaktadir. Emiuilsifier konsantrasyonunun artmasi polimer ve sulu ortam
arasindaki yuzey gerilim farkinin azalmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle Sekil
4.11 den de goéruldigu gibi emdulsifier konsantrasyonu arttikga nanopartikillerin

boyutunun kuguldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.11. Tween-80 miktarinin partikiil boyutuna etkisi

4.2. PHBV Nanopartikillerin Folik Asit ile Modifikasyonu

4.2.1. PHBV nanopartikillere folik asit baglama verimliligi

Kanserli hucrelere ligand baglh partikillerin hedefleme c¢alismalari ve sitotoksite
testleri icin 1000 ug folik asit iceren 1/1 ilacgh, 1/0,5 ilagh, 1/0.25 ilagh nanopartikiller
hazirlanmigtir. Buna gdre nanopartikildeki ligand baglanma yuzdesi, 1/1 ilagh
nanopartikilde % 97; 1/0.5 ilagli nanopartikilde % 92 ve 1/0.25 ilagh nanopartikilde

ise % 90 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.12 .Etoposid yiiklii PHBV nanopartikiillerine folik asit baglanmasi

Elde edilen sonuglara goére , PHBV nanotasiyicilara folik asit baglanma kapasitesi

ortalama % 93 olarak saptanmistir.

4.3. PHBV nanopartiktllereilag yuklenmes vein-vitro ila¢ salimi

PHBV nanopartiklllere sirasiyla 1/1, 1/0.5 ve 1/0.25 (w/w) oraninda etoposid
yiklenmistir. ilag yiklii nanopartikiillerin 284 nm’de absorbanslari élgiilmustir. ilacin

kalibrasyon grafiginden elde edilen denkleme gdére nanopartikillere yiklenen etken

madde miktarlari hesaplanmigtir.

Cizelge 4.1. Ilag enkapsiilasyon verimi

Polimer/ilag(w/w) % hapsedilen ilag
1/1 %27
1/0.5 %29
1/0.25 %34
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Kullanilan ila¢g miktari azaldikga ylzde ila¢ hapsetme miktarinda artis gézlenmistir.
Bunun sebebi polimer matriks ve dis sulu faz arasindaki konsantrasyon gradienti
arttikga Uretim prosesinde ¢ok daha fazla ilag kaybi olmakta ve dolayisiyla kullanilan
ilac miktar artttkga nanopartikile ilag hapsetme etkinligi azalmaktadir (Yun Lu ve
ark., 2010).

Nanopartikullerden salinan ilag miktarlarini tayin etmek amaciyla absorbans olgumleri
nanodrop kullanilarak gergeklestiriimistir ve farkli slreler igin absorbans degerleri
elde edilmigtir. Etoposid icin elde edilen kalibrasyon egrisi, absorbans degerleri ve
yuzde hapsedilen ilag miktarlari kullanilarak salinan ilacin mikrogram cinsinden
degeri bulunmustur ve farkli konsantrasyonlardaki ilacin zamana karsi % kumdulatif

degerleri grafige gegcirilmistir

£

©
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Sekil 4.13. PHBV nanopartikullerden kimulatif etoposid salim grafigi

Sekil 4.13 ‘e baktigimizda 1/0.25 oranindaki nanopartikilin salim hizi en yuksek,

buna karsilik 1/1 oranindaki nanopartiktlin salim hizi ise en dusuktur. 1/1 oraninda
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ilach nanopartikiilde kullanilan ilag miktari en fazladir. ilag ylikleme icerigi arttikca
nanopartikile hapsedilen ilag miktari azalmaktadir. Clnkud, nanopartikule yuklenen
ilagtan dolay! partikildeki konsantrasyonla dis sulu faz arasindaki konsantrasyon
farki arttigindan dolayr daha fazla ilag partikilden salinmakta ve dolayisiyla 1/1
oranindaki nanopartikilden ila¢ daha c¢ok diflize oldugu icin daha az miktarda ilag
enkapsule olmaktadir. Sonugta diger ila¢ yukli nanopartikil oranlariyla
karsilagtirdigimizda 1/1’deki % hapsedilme miktari digerlerine gore azmig gibi
gorunse de aslinda daha fazla ilag kullanildigindan ilag ylUkleme etkinligi daha
fazladir. Dolayisiyla da $ekil 4.13 de goéruldugu gibi 1/1 oraninda ilag yukla
nanopartikildeki ilag miktari, 1/1 oranindaki partikilden fazla oldugu i¢in daha uzun
sureli salim s6z konusudur. 1/0.25 oraninda ilag igeren nanopartikilde bulunan ilag

miktari en az oldugundan dolayi en hizli salim gecgeklesmigtir.

4.4. PHBV nanopartiktl-Huicre Etkilegimleri

4.4.1. Sitotoksisite testleri

Bu calismada 5, 10, 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlardaki farkli formulasyonlara

sahip PHBV nanopartikillerin osteosarkoma hicreleri Uzerine sitotoksisiteleri

incelenmigtir. Sonuglar Cizelge 4.2; 4.3; 4.4; 4.5 ve 4.6 deki gibidir.

Cizelge 4.2. PHBV ve farkli polimer/etoposid oranlarinda hazirlanan PHBV-Etoposid
nanopartikillerin osteosarkoma hiicrelerine 24 saatlik sitotoksik etkisinin sonuglari1 (ortalama
formazan absorbans ve yiizde canlilik olarak verilmistir)

Konsantrasyon Orta{lj‘?)maformazan % Canhhk
sorbansi
(hg/ml) (570nm)+ STD +STD
Kontrol 0 0,4973+ 0,104 100

5 0,4825+ 0,028 97,082+ 5,701

10 0,496+ 0,099 99,799+ 9,914

PHBV NP 25 0,4916+ 0,071 98,919+ 4,200
50 0,4881+ 0,039 98,214+ 7,905

5 0,407+ 0,051 80,944+ 10,217

PHBV NP-1/1 10 0,396 0,069 79,745+ 3,935
Etoposid 25 0,389+ 0,041 78,270+ 8,245
50 0,380+ 0,044 76,499+ 8,846
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5 0,419+ 0,036 84,306+ 7,292
PHBYV NP- 10 0,417+ 0,011 83,781+ 2,159
1/0,5 Etoposid 25 0,415+ 0,015 83,451+ 3,097
50 0,388+ 0,100 78,001+ 10,081
5 0,421 + 0,033 84,622+ 6,624
PH]%’ 2’;‘ P- 10 0,436+ 0,035 87,676+ 6,994
Etoposid 25 0,439+ 0,035 88,229+ 7,117
50 0,416+ 0,058 83,783+ 10,701
120
]
t 100 rh ¥t Sug/ml
+ :5:5
g 80 —— e out B 3 10ug/ml
D 60 ] B
= = 25pg/ml
S 40 B
v = [B50pg/ml
S 20 ] —
I B
Kontrol pupy np PHBV NP PHB NP PHBV NP
1/1Eto 1/0,5Eto  1/0,25 Eto

Sekil 4.14. PHBV-NP ve PHBV-Etoposid nanopartikullerin osteosarkoma hucrelerine 24
saatlik sitotoksik etkisi

Bu sonuglara goére; PHBV nanopartikillerin hicreler Gzerine kayda deger bir
sitotoksisitesi yoktur. 1/1, 1/0,5 ve 1/0,25 polimer/etoposid oranlarinda hazirlanan
nanopartiklllerin sitotoksik etkileri incelendiginde 1/1 polimer/etoposid oraninda
hazirlanan nanopartikillerin  daha basarii  oldugu gorulmustar. 50 pg/ml
konsantrasyonda, 1/1 polimer/etoposid oraninda hazirlanan PHBV-etoposid
nanopartiklllerin, kontrol calismasi ile karsilastirildiginda %23,5+8,846 oraninda

sitotoksik oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.3. PHBV-Folat ve farkli polimer/etoposid oranlarinda hazirlanan PHBV-Etoposid-
Folat nanopartikillerin osteosarkoma hiicrelerine 24 saatlik sitotoksik etkisinin sonuglari
(ortalama formazan absorbans ve yiizde canlilik olarak verilmistir)

Konsantrasyon Ortalama for mazan % Canhhk
(ug/ml) absorbansi (570nm) = STD +STD
Kontrol 0 0,497+0,104 100

5 0,467+0,032 94,039+6,44
10 0,476+0,038 95,824+7,617
PHBV NP-Folat 25 0,471%0,033 94,797+6,682
50 0,481+0,028 96,861+5,615
5 0,410+0,031 71,886+5,463
PHBV-NP-1/1 10 0,407+0,018 70,913+3,173
Etoposid-Folat 25 0,384+0,041 66,913+7,056
50 0,357+0,035 62,202+6,129
5 0,393+0,017 79,074+3,497
PHBV-NP-1/0,5 10 0,368+0,016 74,144+3,246
Etoposid-Folat 25 0,388+0,065 78,068+3,145
50 0,381+0,065 76,836+10,147
5 0,453+0,049 81,146+9,766
PHBV-NP-1/0,25 10 0,414+0,018 83,299+3,703
Etoposid-Folat 25 0,413+0,098 83,148+1,981
50 0,409+0,027 80,360+5,492
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(]
5 100 T
D:\al‘ 80 % . I B 5ug/ml
s .
2 60 / — | B10ug/ml
- %
S a0 % | B25ug/ml
: .
S 20 % | | @50pg/ml
= %
Kontrol PHBV Np- PHBVNP- PHBV NP- PHBV NP-
Folat Folat Folat Folat
1/1Eto 1/0,5 Eto 1/0,25 Eto

Sekil 4.15. Folat takilmis PHBV-NP ve Etoposid yiiklii folat takilmis PHBV-NP’lerin
osteosarkoma hiicrelerine 24 saatlik sitotoksik etkisi

Bu grup calismada nanopartikdller ile hicreler 24 saat boyunca muamele edilmistir
ve folat ile yodnlendiriimis PHBV nanopartikillerin sitotoksik etkileri incelenmigtir.
Alinan sonuglara gore nanopartikullerin folat ile yonlendiriimesi sitotoksik etkilerini
yaklasik %3-12 oranlarinda artirmigtir. Folat ile yonlendirime; PHBV nanopartikullerin
sitotoksisitesini yaklasik %1-2 oranlarinda artirmistir. Etoposid yUklli nanopartiklllere
bakildiginda ise bu oran 1/1 polimer/etoposid oraninda etoposid yuklenmis

nanopartikillerde yaklasik %15’e gikmaktadir.

Cizelge 4.4. PHBV ve farkli polimer/etoposid oranlarinda hazirlanan PHBV-Etoposid
nanopartikillerin osteosarkoma hiicrelerine 48 saatlik sitotoksik etkisinin sonuglar1 (ortalama
formazan absorbans ve ylzde canlilik olarak verilmistir)

K onsantrasyon (ug/ml) Ortalama for mazan %  Canhhk
absorbans (570nm)=STD +STD
Kontrol 0 0,575+0,049 100,000
5 0,546+0,022 95,072+3,788
10 0,5246+0,102 91,234+7,777
PHBV NP 25 0,547+0,034 95,188+5,837
50 0,532+0,056 92,550+9,792
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5 0,343%0,07 69,039+4,142
PHBV NP-1/1 10 0,345+0,055 69,517+1,073
Etoposid 25 0,340+0,053 68,536+10,567
50 0,309+0,043 62,323+8,626
5 0,434+0,041 74.,985+7,057
PHBV NP- 10 0,425+0,047 73,937+8.164
1/0,5 Etoposid 25 0,410+0,023 71,329+3,961
50 0,424+0,052 73,804+9,051
5 0,445+0,044 77,434%7,598
PHl'?(\)’ 2';' P- 10 042640 102 74.086+7.716
Et Op'og d 25 0,42620,125 76,086+6,534
50 0,411+0,053 71,53629,213
120
]
= 100 .1
b §¢,§ N5pg/ml
E\S 80 : % § %T i B O Ug
B 6o = X7 % =fE] | @1opg/ml
E 20 % % B B25ug/ml
S % % B50ug/ml
g % = =1
0 = =!<
Kontrol PHBVNP  PHBV NP PHBV NP PHBV NP
1/1Eto 1/0,5Eto  1/0,25 Eto

Sekil 4.16 . PHBV-NP ve PHBV-Etoposid nanopartikillerin osteosarkoma hiicrelerine 48
saatlik sitotoksik etkisi

Bu grup calismada nanopartikiller ile hicreler 48 saat boyunca muamele edilmistir.

Alinan sonuglara bakildiginda nanopartiklllerin sitotoksisitesinin arttigi goéraimustar.
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Bu calisma sonucunda da 1/1 polimer/etoposid oraninda hazirlanan nanopartikillerin
daha basarili oldugu gorulmuastir ve 50 pg/ml konsantrasyonda 48 saat sonra
sitotoksisite, 24 saat’'e gore %14,17 artmigtir.

Cizelge 4.5. PHBV-Folat ve farkli polimer/etoposid oranlarinda hazirlanan PHBV-Etoposid-
Folat nanopartikillerin osteosarkoma hiicrelerine 48 saatlik sitotoksik etkisinin sonuglari
(ortalama formazan absorbans ve yiizde canlilik olarak verilmistir)

Konsantrasyon Ortalama formazan %  Canhhk
(ng/ml) absorbansi (570nm) )=STD +STD
Kontrol 0 0,575%0,049 100
5 0,539+0,020 93,782+3,409
10 0,534+0,032 92,913+5,566
PHBV NP-Folat 25 0,533+0,042 92,826+7,233
50 0,520+0,052 90,539+9,049
5 0,369+0,034 64,282+5,915
PHBV NP-1/1 10 0,370£0,048 64,5+8,404
Etoposid-Folat 25 0,342+0,044 59,630+7,81
50 0,326%0,025 56,804+4,388
5 0,389+0,0212 67,710+3,69
PHBV NP-1/0,5 10 0,363+0,035 63,173+6,095
Etoposid-Folat 25 0,369+0,030 64,286+5,251
50 0,353+0,0566 61,518+9,85
5 0,412+0,0373 71,718+6,485
PHBV NP-1/0,25 10 0,397%0,0577 69,095+10,043
Etoposid-Folat 25 0,396+0,0458 68,956+7,962
50 0,368+0,09 64,115+5,660
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o
= 100 T
+ Las=s @5ug/ml
x 80 =
~ = g . {& E'lrE 10pg/ml
Z o« = | fis TR [TE |ons
= = = = = ug/ml
1+ —] — —] —
o = = = =
s 0 = = = = @50pg/ml
S = = = =
z 2 = B 2| E

0 = = = =

PHBY Np- PHBVNP-  PHBV NP- PHBY NP-
Folat Folat Folat
1/1Eto 1/0,5 Eto 1/0,25 Eto

Kontrol
Folat

Sekil 4.17. Folat takilmis PHBV-NP ve Etoposid yiiklii folat takilmis PHBV-NP’lerin
osteosarkoma hiicrelerine 48 saatlik sitotoksik etkisi

Bu grup calismada nanopartikuller ile hicreler 48 saat boyunca muamele edilmistir
ve folat ile yodnlendiriimis PHBV nanopartikillerin sitotoksik etkileri incelenmigtir.
Alinan sonuglara goére nanopartikullerin folat ile yonlendiriimesi sitotoksik etkilerini
yaklasik %4-12 oranlarinda artirmistir. Bu calismada en yuUksek sitotoksisite 1/1
polimer/etoposid yuklenen PHBV nanopartikillerde gorulmustur. Folat ile
yonlendirme bu nanopartikullerde %5 ile sinirli kalirken 1/0,5 polimer/etoposid yuklu

nanopartikillerde %12’ye ¢ikmistir.
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Cizelge 4.6. Serbest etoposidin osteosarkoma hiicrelerine 24 ve 48 saat sire sitotoksik

etkisinin sonuglar1 (ortalama formazan absorban ve yiizde canlilik olarak verilmistir)

Ortalama for mazan o
K on(san/tr:l?)syon absorbans (570nm) £ A’fg?l[l)hk
Hd STD +
24 saat inktbasyon

Kontrol 0 0,497+0,104 100

1 0,207+0,068 41,716+3,879
Etoposid 2,5 0,200+0,07 40,382+4,175

5 0,214+0,014 43,058+2,845

10 0,191+0,016 38,564+3,404

48 saat inktibasyon

Kontrol 0 0,575+0,049 100

1 0,214+0,071 37,373+2,389
Etoposid 2,5 0,201+0,119 35,043+10,86

5 0,184+0,095 32,05746,559

10 0,137+0,032 23,91345,589

120
[m]
a
+l
g 1ug/ml
%n 2,5pg/ml
E B5ug/ml
E N
S B2 10ug/ml
= 7l
Kontrol 24 saat 48 saat

Sekil 4.18.Serbest etoposidin sitotoksisitesi

Bu calismada serbest etoposidin 24 ve 48 saat slUre ile osteosarkoma hicreleri
Uzerine sitotoksik etkisi incelenmistir. Calismada nanopartikullere enkapsule edilmig
etoposid oranlari g6z Onune alinarak serebst etoposid 1-2,5-5 ve 10 pg/ml
oranlarinda osteosarkoma hucreleri ile etkilestiriimistir. Sonuclarina bakildiginda
serbest etoposiddin nanopartikillere enkapsule edilmis etoposidden daha sitotoksik
oldugu gorulmustur. Bu da enkapsulasyonun basarili oldugu ve kontrollu ilag

saldigini géstermektedir.
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Hazirlanan farkli polimer/etoposid oranlarina sahip PHBV nanopartikillerin
osteosarkoma hucreleri Uzerine 24 ve 48 saat sitotoksisite sonuglarina bakildiginda
1/1 oraninda polimer/etoposid yuklli partikillerin sitotoksik etkilerinin daha fazla
oldugu gorulmustir. Bu sonuglar ilag salim ¢alismalari ile értismektedir. En yuksek
ilac yukleme orani 1/1 polimer/etoposid oranina sahip nanopartikullerde elde
edilmistir. Ayni  zamanda folat ile nanopartikillerin  yonlendirimesi de
nanopartikillerin sitotoksisitesini artirmistir. Bu sonuclar apoptotik ve nekrotik indeks
calismalari ile birbirlerini dogrulamaktadir. Etoposid yukleme oranlari apoptotik-
nekrotik indeks ve sitotoksisite calismaslari sonucunda kayda deger degisiklikler
yapmigtir. Sitotoksisite sonuglarina gore her bir polimer/etoposid oranina sahip
nanopartikillerin  toksisitesi kendi iglerinde degerlendirildiginde nanopartikil
konsantrasyonlarinin degil zamanin ve etoposid yukleme oranlarinin sitotoksisite
Uzerinde daha oOnemli oldugu gorulmustir. Yapilan 24 ve 48 saatlik sitotoksisite
calismalarinda, 48 saatlik calismada sitotoksisite oranlarinin 24 saatlige gore
yaklagik %15 daha fazla oldugu goérulmustir. Etoposidin genel olarak, ge¢ S
fazindaki ve erken G2 fazindaki hicrelere etki ederek hucrelerin Uretimini bloke

ediginin bilinmesi bu sonuglari dogrulamaktadir.

4.4.2 ikili boyama ve Aneksin-V florosein boyamas ile elde edilen apoptotik indeks

sonuclan

Apoptotik oran iki sekilde elde edilmistir. Birincisi hoechst 33342 boyama ile ikincisi
ise Aneksin-Vflorosein boyama metodu ile tesbit edilmigtir. Cizelge 4.7 de metodun
ortalamasi verilmigtir. Yapilan c¢alismadan elde edilen mikroskop fotograflari Sekil
4.19 da verilmistir Sekil 4.19 da hoechst 33342 ile boyanmis hucrelerin kontrol
grubunun fotografi goérulmekte olup hicre gekirdeklerinde morfolojik olarak farklilik
gorulmemektedir. Fakat Etoposid ilaci ve ilag yukli nanopartikiller folik asit ile
hedeflendiklerinde hiicre apoptotik hiicre c¢ekirdeklerinin parcalandidi apoptoza
ugramayan hucrelere gore daha parlak mavi renkte oldugu goralmustir (Sekil 4.19
b,c, d). Apotozun belirlenmesinde kullanilan bir diger yontem Aneksin-Vflorosein
boyama metodudur. Bu metotta kullanilan aneksin-V apoptotik hicrelerin zarlarini
boyar ve floresan mikroskopta FITC filtresi ile hicrelerin yesil gérunmesini saglar.

Yapilan galismadan elde edilen apoptotik sonuglara gore; Etoposid kanser ilacinin
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dusuk konsantrasyonda apoptotik etkilerinin disik oldugu tesbit edilmistir. Fakat ilag
konsantrasyonu artirildikga apoptotik etkininde artigi gézlenmistir. Ayni sonug ilag
yuklu nanopartikulerde ve folik asitle hedeflenmis ilag yukli nanopartiktllerde de elde
edilmistir (Cizelge 4.7). Etoposid PHBV nanopartikillere yuklenip kanser hiicrelerine
verildiginde apoptotik indeksin diisiik oranda yikseldigi gézlenmistir. ilac yUkli
partikillere kanser hucrelerine hedefleyici folik asit takildiginda ise ilacin kendisine
gore ve ilag yuklu hedeflenmemis nanopartikullere gore ise %5-10 arasinda apoptotik
etkinin arttigi gdézlenmistir. Ozellikle 1/1 oraninda ilag yikli folik asitle hedeflenmis
nano partikillerde bu etki en ylksek oranda elde edilmigtir. Farkh oranlarda ilag
yuklu nanopartikullerin apoptotik etkisi arasinda ¢ok fazla fark elde edilemezken,
folik asit ile hedeflendiginde apoptotik etkideki fark dikkat ¢ekicidir. En yiksek etki
1/1 oraninda folikasit ile hedeflenmis partikillerde elde edilmis olup %24 civarindadir.
Bu sonuc¢ bize folik asit ile ilac yukli partikillerin hedeflenmesinin ilacin kanser
hacreleri tarafindan daha yuksek oranda alindigini gostermektedir. Buna ilave olarak
partikuller ilaci kontrollu sekilde salinim yaptiklari igin serbest ilaca gore daha uzun
sure etkisini gosteriyor olmasi apoptotik etkinin artmasina neden olmustur. Bu etki
Sekil 4.21 ‘ye bakildiginda daha iyi anlasiimaktadir. $ekil 4.20 'de hedeflenmemis
ilag yukla partikullerde apoptotik (yesil renkte gériinen) hiicre sayisi duguk iken, Sekil
4.21’de ozelliklede Sekil 4.21 e 'de apoptotik hucrelerin(yesil rente) daha ¢ok sayida
oldugu gorulmektedir. Apoptotik etki hoechst 33342 boyama sonuglari ile paralel
elde edilmistir. Ozellikle folik asit takili ilag yukli nanopartikillerin uygulandigdi
kuyucuklarda apoptotik etki cok net olarak gorulmektedir. Ozellikle 1/1, 1/0,5 ve
1/0,25 oraninda 50ug/ml ilag igeren folik asit ile hedeflenmis partikullerin etkisi Sekil
4.21'de verilmigtir. Sekilde de goruldigu gibi kuyucuk tabanina yapismis hicrelerin
yesil renge boyandigi yani apoptoza girdigi tesbit edilmistir. Ayni zamanda apoptoza
ugramamig hucreler floresan ve normal isik altinda bakildiginda renksiz olarak Sekil
4.21 b, d, f ‘de gorulmektedir.
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Cizelge 4.7. Kanser ilac1 Etoposid(E), farkli oranlarda etoposid yiiklii nanopartikiiller(NP) ve
hedeflenmis nanopartikiillerin(PF)
osteokarsinoma kanser hiicre kiiltiirlerinde etkilestirilmeleri sonucu elde edilen % apoptotik

farkl

indeksleri gosteren cizelge.

oranlarda

etoposid  yiiklii  folik

asit ile

Etoposid
miktar1 E 1/0,25P [ 1/0,25PF| 1/0,5P | 1/0,5PF 1/1P 1/1PF
(Hg/ml)
0 1+1 1+1 1+1 1+1 2+1 2+1 1+1
5 2+1 2+1 2+1 5+1 8+1 4+1 8+1
10 611 4+1 6+1 8+1 12+1 7+1 13+1
25 9+2 6+1 8+2 12+1 18+2 1342 17+1
50 14+1 8+1 13+1 15+1 21+2 15+1 2442

Sekil 4.19. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen apoptotik hiice fotograflari; (A) Hoechst 33342 ile boyanmis ilag ve
nanopartikiillerle muamele edilmemis osteokarsinoma hicreleri(kontrol grubu);
Hicreler komplekslerle etkilestirilmediginden hucreler apoptoza ugramamis ve hiicre
cekirdekleri soluk mavi goriinmekte, ¢ekirdek sinirlart normal, ¢ekirdek par¢alanmamis,
(B); 1:0,250raninda Etoposid yiiklii NP (50ug/ml ilag) ile etkilestirilmis osteokarsinoma
hicreleri, (C) 1:0.5 oraninda Etoposid yiiklii folik ait ile hedeflenmis NP (50ug/ml ilag)
ile etkilestirilmis kanser hiicrelerinin goriintiisii, (D) 1:1 oraninda Etoposid yiiklii Folik
asit ile hedeflenmis NP (50ug/ml) ile etkilestirilmis osteokarsinoma hiicrelerinin
goruntust. Oklar apoptotik huclerlerden bazilarin1 gostermektedir. Apoptoza ugramis
hiicre cekirdekleri parlak, pargalanmis, apoptoza ugramayanlar soluk mavi
goriinmektedir. Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 400X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 20um mesafeyi gostermektedir.
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Sekil 4.20. Aneksin-V ve Pl ile boyama metodundan elde edilen Etoposid yukli NP
fotograflari; (A) 1:0,25 oraninda Etoposid yiiklii NP (50pg/ml) ile etkilestirilmesi
sonucu hiicrelerin bir kism1 apoptoza ugramis hiicreler yesile boyanmstir, (B) Fotograf
A’daki hiicrelerin floresan ve normal 151k altindaki fotograflari, apoptoza ugramayanlar
renksiz goriinmektedir. (C) 1:0,5 oraninda Etoposid vyiikkli NP (50ug/ml) ile
etkilestirilmesi sonucu  hiicrelerin bir kismi1 apoptoza ugramis hiicreler yesile
boyanmistir, (D) Fotograf C’daki hiicrelerin floresan ve normal 1s1k altindaki
fotograflari, apoptoza ugramayanlar renksiz goriinmektedir. (E) 1:1 oraninda Etoposid
yiiklii NP (50pg/ml) ile etkilestirilmesi sonucu hiicrelerin bir kismi apoptoza ugramis
hiicreler yesile boyanmistir, (F) Fotograf E’daki hiicrelerin floresan ve normal 151k
altindaki fotograflar1 apoptoza ugramayanlar renksiz goriinmektedir. Oklar apoptotik
hiiclerlerden bazilarin1 gostermektedir. Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu
ile 400X buyiitmede ¢ekilmistir. Olgek 20pum mesafeyi gdstermektedir.
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Sekil 4.21. Aneksin-V ve Pl ile boyama metodundan elde edilen Etoposid yukli folik
asit ile hedeflenmis NP fotograflari; (A) 1:0,250oraninda Etoposid yiiklii folik asit ile
hedeflenmis NP (50ug/ml) ile etkilestirilmesi sonucu hiicrelerin bir kismi apoptoza
ugramis hiicreler yesile boyanmistir, (B) Fotograf A’daki hiicrelerin floresan ve normal
151k altindaki fotograflari, apoptoza ugramayanlar renksiz goriinmektedir. (C) 1:0,5
oraninda Etoposid yiiklii folik asit ile hedeflenmis NP (50ug/ml) ile etkilestirilmesi
sonucu hiicrelerin bir kismi1 apoptoza ugramis hiicreler yesile boyanmistir, (D)
Fotograf C’daki hiicrelerin floresan ve normal 151k altindaki fotograflari, apoptoza
ugramayanlar renksiz goriinmektedir. (E) 1:1 oraninda Etoposid yiikli folik asit ile
hedeflenmis NP (50pg/ml) ile etkilestirilmesi sonucu hiicrelerin bir kismi apoptoza
ugramis hiicreler yesile boyanmustir, (F) Fotograf E’daki hiicrelerin floresan ve normal
151k altindaki fotograflar1 apoptoza ugramayanlar renksiz goriinmektedir.  Oklar
apoptotik hiiclerlerden bazilarim1 gostermektedir. Fotograflar Leica inverted floresan
mikroskobu ile 400X biiyiitmede cekilmistir. Olgek 20um mesafeyi gostermektedir.
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4.4.3. ikili boyama ve Aneksin-V florosein boyamasi ile elde edilen

nekrotik indeks sonuglari

ikili boyama metodunda ve Aneksin-V ile birlikte kullanilan bir diger boya ise
Pl(Propodiyum iyodid) floresan boyasi olup ila¢ ve ilag yuklu partikillerle
etkilestirilen kanser hicrelerin nekrotik orani tesbit edilmistir. Pl floresan boya
Olu ve plazma membrani hasarl hicrelerin zarlarindan gecgerek, ¢ekirdeklerin
floresan 1sik altinda kirmizi gérinmelerini saglar. Nekrotik olmayan hucreler
propodium iyodid ile boyanmazken, apoptotik ve nekrotik hicre ise yesil renkte
olup FITC floresan filitresi ile goruntulendiginde yesil renkte gorulmektedirler.
Bizim yaptigimiz g¢alismada nekrotik indeks saptanmasi 480-520 nm dalga
boyunda fuloresan 1sIk(FITC filitresi ile) altinda incelenmis ve bu dalga boyunda
ayni anda nekrotik htcrelerin ¢ekirdegi kirmizi ve hlcrelerin zarlari yesil renkte
gorunmektedir. Nekrotik htcreleri gosteren fotograflar Sekil 4.22 ‘de ve %
nekrotik indeksi Cizelge 4.8 de verilmigtir. Cizelge 4.8 de goruldugu gibi, dusuk
konsantrasyonlarda nekrotik indek ¢ok yuksek degildir. Fakat konsantrasyonun
artmasi toksisiteyi de artirdigi igin nekrozunda artmasina sebeb olmustur.
Ozellikle folik asit ile hedeflenmis ilag yUklli nanopartikillerin nekrotik etkisini
yuksek oldugu saptanmistir. Sekil 4.22 de de goruldugu gibi folik asit ile
hedeflenmis nanopartikillerin nekrotik etkisi(Sekil 4.22 c, e), hedeflenmemis
partiktllere goére daha vyuksektir.  Folik asit ile hedeflenmis ilag yUkli
nanopartiklllerin nekrotik etkisi ise yalniz ilag uygulanan orneklere gore ve
hedeflenmemis ila¢ yUukli nanopartiklilere gore ise %5-7 daha yuksek elde
edilmistir. En yuksek nekrotik indeks 1/1 oranda folik asit ile hedeflenmis

50ug/ml ilag tasiyan nanopartikullerden elde edilmis olup %25 civarindadir.
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Cizelge 4.8. Kanser ilact Etoposid(E), farkli oranlarda etoposid yukli nanopartikiller(P) ve
farkli oranlarda etoposid yiiklii folik asit ile hedeflenmis nanopartikiillerin(PF) osteokarsinoma
hiicre kiiltiirlerinde etkilestirilmeleri sonucu elde edilen % nekrotik indekleri gosteren gizelge.

Eteposid

miktar1 E 1/0,25P | 1/0,25PF | 1/0,5P 1/0,5PF 1/1P 1/1PF

(Hg/ml)
0 141 2+1 141 141 2+1 2+1 141
5 4+1 3%l 1£1 3%l 5+1 3%l 8+1
10 8+1 5+1 71 9+1 13+2 6+1 1141
25 1242 1241 1442 1141 16+2 1242 19+2
50 1743 1741 2142 1542 20+1 18+1 2512

m—

E F

Sekil 4.22. Aneksin-Vflorosein ve Propodium Iyodid(PI) floresan boya kullanilarak
elde edilen nekrotik hiicre fotograflar;; (A) Ilag ve nanopartikiillerle muamele
edilmemis osteokarsinoma hiicreleri(kontrol grubu); Hiicreler komplekslerle
etkilestirilmediginden hiicreler nekroza ugramamis ve hiicre ¢ekirdekleri kirmizi 1-2
hiicre goriinmekte(PI ile boyanmis) (B); 1-1 oraninda Etoposid yiiklii folik asit ile
hedeflenmis NP (50ug/ml ilag) ile etkilestirilmis kanser hiicreleri, (C) 1:0,5 oraninda
Etoposid yiikli folik ait ile hedeflenmis NP (50ug/ml ilag) ile etkilestirilmis kanser
hiicrelerinin goriintiisii, Nekroza ugramis hiicre ¢ekirdekleri kirmizi, hiicre zarlar1 ise
aneksin-V ile boyandigindan yesil gorinmektedir. (D) 1:0,5 oraninda Etoposid yukli
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folik ait ile hedeflenmis NP (50ug/ml ilag) ile etkilestirilmis hiicrelerinin Floresan ve
normal 1s1k altindaki goriintiisii, Nekroza ugramis hiicre ¢ekirdekleri kirmizi,
ugramamis hiicre ¢ekirdekleri renksiz goriinmektedir. (E) 1:1 oraninda Etoposid yiikli
folik ait ile hedeflenmis NP (50ug/ml ilag) ile etkilestirilmis kanser hiicrelerinin
gortintiisli, Nekroza ugramis hiicre ¢ekirdekleri kirmizi, hiicre zarlar ise aneksin-V ile
boyandigindan yesil gorinmektedir.(F) 1:0,5 oraninda Etoposid yiiklii folik ait ile
hedeflenmis NP (50pg/ml ilag) ile etkilestirilmis hiicrelerinin Floresan ve normal 11k
altindaki goriintiisii, Nekroza ugramis hiicre cekirdekleri kirmizi, ugramamis hiicre
cekirdekleri  renksiz  gorinmektedir. Oklar nekrotik hiiclerlerden bazilarini
gostermektedir. Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 400X bulyltmede
cekilmistir. Olgek 20pum mesafeyi gostermektedir.
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SONUCLAR

Bu tez calismasi kapsaminda hedefli kanser tedavisi amaciyla etoposid yuklu ve folik

asit ile modifiye edilmis nanopartikuler sistemler hazirlanmig ve karakterize edilmistir.

Elde edilen sonuglar agsagida maddeler halinde 6zetlenmisgtir.

Emdlsifikasyon-difizyon ydntemi ile hazirlanan PHBV nanopartikillerin
kimyasal karakterizasyonu FT-IR, morfolojik karakterizasyonu ise SEM ve
AFM cihazlarn kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen FTIR bulgulari
sonucunda nanopartikillerin  folik asit ile modifiye edildigi ve ilacin
nanopartikillere yuklendigi dogrulanmistir. Morfolojik incelemeler sonucu
nanopartikillerin genellikle kiresel yapiya ve dizgun yuzeye sahip olduklari

belirlenmistir.

PHBV nanopartikillerin boyut analizi icin Zeta Boyut Analizi cihazi kullaniimis
olup; homojenizasyon hizi, polimer konsantrasyonu ve emdulsifier
konsantrasyonu nanopartikil boyutuna etki eden parametreler olarak
degerlendiriimigtir. Homojenizasyon hizi ve stabilize edici ajan konsantrasyonu
arttinldiginda, nanopartikil boyutunda dusls gozlenmistir.  Polimer
konsantrasyonundaki artis ise daha buydk nanopartikil eldesi ile
sonucglanmigtir. Optimizasyon ¢alismalari sonucunda 210 nm elde edilen en

dusuk nanopartikll boyutu olarak bulunmustur.

PHBV nanopartikillere ilag yukleme c¢alismalarinda, kullanilan ila¢g miktar
azaldikga yuzde ilag hapsetme miktarinda artis gdzlendigi bulunmus olup
ylzde hapsedilen ila¢c miktari, kullanilan ila¢ miktarina bagli olarak ortalama %

27 ile % 34 degerleri arasinda hesaplanmistir.
PHBV nanopartikillerin ~ folik asit ile modifikasyonu c¢alismalarinda

nanopartikildeki ligand baglanma yuzdesi, kullanilan ila¢ miktarina badli
olarak % 90 ile % 97 arasinda bulunmustur.
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ilag salim galismalari sonucunda, farkl etken madde yiikleme oranlari igin ilag

salim profilleri elde edilmistir.

Sitotoksisite g¢alismalari kapsaminda, hazirlanan farkli formulasyonlar (Folik
asit ile modifiye edilmemis ve etoposid yukli olmayan PHBV nanopartikl,
Folik asit ile modifiye edilmemis ve etoposid yukli PHBV nanopartikil, Folik
asit ile modifiye edilmis ve etoposid yukli olmayan PHBV nanopartikil, folik
asit ile modifiye edilmis ve etoposid yukli PHBV nanopartikdl) ile
osteosarkoma hcreleri etkilestirilerek PHBV nanopartikillerin osteosarkoma
hicreleri Uzerine sitotoksik etkileri incelenmistir, Alinan sonuglara gore

nanopartikillerin folik asit ile yonlendiriimesi sitotoksik etkilerini artirmigtir.

Tez caligmasinin son bolumunde PHBV nanopartikillerin osteosarkoma
kanser hucre kulturlerindeki apoptotik ve nekrotik etkileri arastiriimistir. Folik
asit ile hedeflenmis ilag yukli nanopartikullerin nekrotik ve apoptotik etkisinin
yalniz ilag uygulanan Orneklere goére ve hedeflenmemis ila¢g yukll

nanopartikillere gore daha ylksek oldugu gézlenmistir,
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