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OZET

GOKLU iLACA DIRENGLi KANSER HUCRE HATTINA
NANOPARTIKULLERLE iLAG AKTARIMI

Sema TUNCER
Yuksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR
Es Danismani : Dog. Dr. Mustafa TURK
Agustos 2014, 101 sayfa

Disiplinlerarasi bir bilim olan Nanoteknoloji ve Nanotip uygulamalari giderek
yayginlagarak geleneksel tedavilerin yerini almaya baglamistir. Bilindigi Uzere
kemoterapi, radyoterapi ve/veya cerrahi yontemlerle iyilestiriimeye caligilan kanser
gibi pek¢ok hastalik tedavinin basarisini ve etkinligini son derece azaltmaktadir.
Klasik kemoterapi ilaglarinin vicutta istenen bdlgeye gidememesinin yanisira,
kanserli  hicrelerde terapdtik dozlara da ulagsilamamaktadir. Bdylece
nanoteknolojinin 6nemli ¢alisma alanlarindan olan biyouyumlu tagiyicilardan
(nanopartikullerden) yararlanilarak kanser teshis ve tedavisinde ciddi calismalar
yapilmaktadir.

Bu tez calismasinda, bir kanser ilacinin (doksorubisin) polimerik nanopartikullere
yuklenmesi ve saliminin belirlenmesi, ila¢ direngli Kuguk Hucreli Akciger Kanser
Hicresi (KHAKH) ve Kuguk Hucreli Olmayan Akciger Kanser Hucresi (KHOAKH)
hattinda (H69AR ve H1299); nanopartikul ile birlikte hlcrelere verilerek apoptoza
ugrayan hucre oraninin, hucre proliferasyonunun ve sitotoksisitesinin belirlenmesi,
son olarak ortamda kuersetin (bir biyoflavonoid) varliginda ilag yukla partikullerin
hicrelere verildiginde apoptoz, proliferasyon ve toksisitesinin karsilastirmali olarak

tespit edilmesi amacglanmaktadir.



Tez calismasinda kuersetin ile ilag direngli kuguk hucreli akciger kanser
hdcrelerinde ilag direncinin yikilarak ve nanopartikillerle bu hicrelere etkin dozda

ilag aktariminin saglanarak apoptoza yonlendiriimesi hedeflenmektedir.

Bu amacgla, calismanin ik kisminda kitosan nanopartiklllerin sentezi,
karakterizasyonu ve ila¢ salim galismalar gerceklestiriimistir.

Bunun igin dncelikle distik molekul agirlikli kitosan polimerinin, bir zayif asit olan
asetik asit icerisinde ¢bzinmesi saglanmig, daha sonra uygun pH’ya ayarlanarak
kitosanin c¢apraz baglayicisi olan Tripolifosfat (TPP) ile etkilegtirilmis, boylelikle
kitosan nanopartikuller elde edilmigtir.

Hazirlanan nanopartiktllerin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla boy
dagihmi, parcacik ylizey yukl analizlerine bakilmis ve morfolojik &6zelliklerinin
belirenmesi amaciyla AFM (  Atomik Kuvvet Mikroskobu) tekniginden
yararlaniimigtir.

Elde edilen nanopartikullerin optimizasyonu saglandiktan sonra doksorubisin kanser
ilaci, in-vitro salim profilinin belirlenmesi amaciyla partikullere yuklenmis ve ilag
saliminin zamana bagl olarak kontrolli salim grafigi ¢cikariimistir.

Calismanin ikinci agsamasinda ise, hazirlanan ilagli nanopartikullerin kuersetin ile
birlikte hicreye verilerek, hucrelerdeki sitotoksisite, proliferasyon oranlari
karsilastiriimal olarak incelenmistir. Olen hiicrelerin morfolojik degerlendirmelerinin
yapilmasi amaciyla ikili boyama metodu kullanilarak hucrelerin apoptotik-nekrotik
indeksleri cikartiimigtir. Ve hucre proliferasyonlarinin zamana bagli degisimleri
RTCA (Tam Zamanl Hucre Analizi) sistemiyle desteklenmigtir. Elde edilen sonuclar
kuersetin yuklu ilagh nanopartikiliun kanser tedavisinde olasi bir kemoterapotik

secenek oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler : kitosan nanopartikul, doksorubisin, c¢oklu ilag direngliligi,

kuersetin, kanser nanoterapi, apoptozis



ABSTRACT

DRUG DELIVERY WITH NANOPARTICLES TO MULTI-DRUG
RESISTANCE CANCER CELL LINE

SEMA TUNCER

Master of Science, Department of Nanotechnology and

Nanomedicine

Supervisor: Prof. Dr. MEHMET ALi ONUR
Co-advisor: Dog. Dr. Mustafa TURK
August 2014, 101 pages

Nanotechnology and Nanomedicine applications are interdisciplinary sciences that
began to take the place of traditional treatments increasingly widespread. As is
known, chemotherapy, radiotherapy and / or surgical methods extremely reduce the
success and effectiveness of the treatment of many diseases like cancer. Classical
chemotherapy drugs are incapable of reaching the desired site in the body, also
they can not achieve to therapeutic doses in cancer cells. So novel studies is
focused on cancer diagnostic and treatment utilizing biocompatible carrier (of

nanoparticles) which are important study fields of nanotechnology.

In this thesis, loading of a cancer drug (doxorubicin) into polymeric nanoparticles
and determination of its releasing studies, treating the drug-resistant Small Cell



Lung Cancer Cells (SCLC) and Non-Small Cell Lung Cancer Cells (NSCLC)
(H69AR and H1299) with these nanoparticles and evaluation the apoptotic cell rate,
cell proliferation and cytotoxicity and finally comparative apoptosis, proliferation and
toxicity studies of the drug-loaded particles in the presence of quercetin (a
bioflavonoid) were aimed.

Moreover, it was intended to direct the cells to apoptosis reducing the resistance of
the drug resistant Small Cell Lung Cancer Cells via quercetin and releasing the
drug at effective dose to cells via nanopatrticles.

For this purpose, in the first part of the study, synthesis and characterization of
chitosan nanoparticles and the drug release studies were performed.

Firstly dissolution of the low molecular weight chitosan polymer in a weak acetic
acid was achieved, and then interaction of chitosan with tripolyphosphate (TPP)
which is a crosslinker was carried out adjusting the appropriate pH of chitosan
solution, and finally chitosan nanoparticles were obtained.

For purpose of determining of physicochemical properties, size distribution, particle
surface charge analysis of prepared nanoparticles were evaluated and for
determination of morphological properties, AFM (Atomic Force Microscopy)
techniqgue was utilized. After optimization has been accomplished, cancer drug
doxorubicin was loaded into the resulted nanoparticles for in vitro release profile
and the graphic of time-dependent controlled release was obtained. In the second
part of the study, prepared drug loaded nanoparticles with quercetin were interacted
with cells then the cytotoxicity and the proliferation rates were assessed
comparatively. For morphological evaluation of dying cells, the apoptotic-necrotic
index of cells have been obtained using the double staining method. And the time-
dependent changes in cell proliferation in the RTCA (Real-Time Cell Analyzer)
system have been analysed. Obtained results show that drug loaded nanoparticles
with quercetin is a possible chemotherapeutic option for cancer therapy.

Key Words: chitosan nanoparticles, doxorubicin, multi drug resistance, quercetin,

cancer nanotherapy, apoptosis
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1.GiRiS

Dunyada en sik rastlanan 6lum nedenlerinden biri olan kanser, Ulkemizde 1970’li
yillarda sebebi bilinen dlumler arasinda dordincu sirada yer alirken, son yillarda
kardiyovaskuler sistem rahatsizliklarindan sonra gelmektedir [1-4].

En 6limcil kanser tiplerinden biri olarak bilinen akciger kanseri, bugin kanserli
Olimlerin basinda yer almaktadir [1-5].

Gunumuzde cerrahi yontemler, kemoterapi veya radyoterapi kombinasyonlari
yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak kanser hucreleri c¢esitli kemoterapotik
ajanlara karsi direnc kazanabilir ve kemoterapi, “ Goklu ilag Direngliligi ”
mekanizmalari nedeniyle basarisiz olabilir. Bu nedenle Klinik uygulamalardaki
basarinin 6nudndeki en 6nemli engellerden biri, tedavi sirasinda ‘ilaca direncli
hicre populasyonu’'nun seleksiyonudur. Bu popullasyon baslangicta ¢ok dusik
oranlarda olsa bile tedavi esnasindaki seleksiyon sonucu kisa siurede dominant
hicre populasyonu, direngli hiicre grubu’ ndan olusacaktir. Klinik uygulamalarda
bu durum ‘edinsel diren¢’ seklinde karsimiza ¢ikmaktadir [6-8].

Bu direng; hicre iginde ilag birikimini sinirlandiran, membran lipitlerini etkileyen,
ilaclarin hicre disina atigini hizlandiran degisikliklerle sonuglanir ve tum bu
degisiklikler cogu antikanser ilacinin aktive ettigi apoptozu, DNA hasari tamirini,
ila¢c detoksifikasyonu mekanizmalarini ve hicre dongusundeki degisiklikleri bloke
eder [9-11].

Son dénemlerde yapilan gcalismalar, apoptoz 6nleyici faktérlerin kanser direncinin
olusumunda ¢ok 6nemli oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla apoptozu onleyici
faktorleri ortadan kaldirarak direnci ortadan kaldirmak kanser tedavisinde yeni bir
umut 1191 olugturmaktadir [22,23].

Akciger kanserinde gorulen ilag direnci, tedavinin d6nundeki en 6nemli engellerden
biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Ozellikle son yillarda kemoterapétik ajanlar ve bitkilerden elde edilen flavonoidlerin
birlikte kullaniimasiyla yapilan ¢galismalarda 6énemli basarilar elde edilmigstir[12-16].
Kuersetin (3,3',4°,5,7-pentahydroxyflavone), dogada yaygin olarak bulunan
(6zellikle elma, sogan, cilek, kiraz, brokoli ve kirmizi sarapta) flavonoidlerden
biridir [12,13]. Flavonol grubunun bir Uyesi olan kuersetin toksik olmamakla
birlikte hucre fizyolojisi agisindan da pekgok onemli fonksiyona sahiptir.

Kuersetinin anti-proliferasyon, anti-oksidan, anti-Ulser, apoptoz induklenmesi



protein kinaz C inhibisyonu, hucre siklusu duzenlenmesi, anjiyogenez inhibisyonu,
anti-alerjik ve anti-kanser 6zellikleri bulunmaktadir.

Kuersetinin MDR ailesi uyelerini (P-gp, MRP1, BCRP) inhibe ettigi gdsterilmistir.
Kuersetin, MDR proteinlerinin ATPaz bdlgelerini tanimaktadir. Hucre i¢i serbest
radikalleri ortadan kaldirabilecegi ve c¢esitli molekdllerin  oksidasyonunu

engelleyerek in vivo ve in vitro antioksidan aktivite gosterebilecegi belirtimektedir.

Sunulan calismada, kanser tedavisinde kullanilmak Gzere gelistirilen ilag yuklu
tasiyicinin, bir flavonoid olan kuersetin varliginda hucrelere verilerek tUmorlu
hicrelerin apoptoza yonlendirilmesi ve sonugta kuglk hucreli ve kuguk hucreli

olmaya akciger kanseri hiicre hatlarinda ilag direncinin yikilmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser; vucuttaki bir hicre grubunun farklilasarak, asirt ve kontrolsliz sekilde
cogalmasidir. Bu durum kromozomal, genetik ve epigenetik dedgisiklikler
sonucunda ortaya c¢ilkan ¢ok basamakli bir sure¢ olup, hdcre bdolinmesi,
farkhlasmasi, apoptoz, DNA tamiri gibi temel hicresel iglevleri de etkilemektedir
[17,18].

Kanser kelimesinin kokeni Latince’de ‘yengeg¢’ anlamina gelen ‘cancer’ kelimesine
dayanmaktadir. ilk kez, Yunanli hekim Hipokrat, kanserin ilerledigi safhalarda
tumor yakinlarindan gegen damarlari yengecin bacaklarina benzer uzantilara
benzettigi icin bu terimi kullanmistir [26].

Kanserler baslangi¢ yaslarina, biyime oranlarina, yayillimlarina, evrelerine ve
tedaviye verdikleri tepkilere gore cesitlilik gostermektedirler. Buna ragmen tum

kanserler molekuler seviyede ortak karakteristik 6zellik gdsterirler [19].

Sekil 2.1. Tipik bir kanser hiicresinin sematik gérinimu [27].

Tum kanser hucreleri iki temel 6zelligi paylagirlar:
1) Anormal hucre buyumesi ve boélunmesi (hlicre gogalmasi)

2) Hucrelerin vicudun diger bolumlerine yayilmasi ve istilasi (metastaz)



Kanser hucrelerini tehlikeli yapan baglica faktorler; denetlenemeyen hicre

cogalmasi ve metastatik yayilmalardir [19].
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Sekil 2.2. Tumoérin basamaklar halinde kan damarlari yoluyla yayilmasi [103]

Bir hicre, hucre buyumesi Uzerindeki genetik kontrolinl kaybederse, ¢ok hucrel
bir yigin, iyi huylu timor (benign tlimor) olabilir. Benign timaorler, cogunlukla bir
kapsul ile gevrilidir [20]. Bu tip bir tumor ameliyatla alinabilir. Uygun tedavi
edilmedikleri takdirde bulunduklari yerde tekrarlayabilir. Kistler, sigiller, polipler iyi

huylu timorlere drnektir [21].

Buna ragmen, eger timordeki hicreler bu yapidan kurtulabilme, kan dolasimina
girebilme, diger dokularl istila edebilme ve ikincil tumdrler bicimlendirebilme

(metastaz) yetisini ele gegirmiglerse o zaman koétu huylu tiumor, tehlikeli timor



(malign tuamorler) olurlar. Malign timorlerin tedavileri zordur ve hayati tehlike

olusturabilirler [19].

Benign (iyi huylu) Malign (kotii huylu)

Sekil 2.3. iyi huylu ve kéti huylu tiimorlerin karsilastiriimasi (NCI)

2.1.1. HUCRE DONGUSU VE KANSER

Canh vucudunda gerceklesen her turli degisiklige karsi var olan dengenin
korunmaya calisiilmasi homeostasis olarak adlandiriimakta ve bu i¢c denge; hicre
¢ogalmasi, blydmenin durdurulmasi ve apoptozis (programli hlicre 6limu) ile
surdurulmektedir [24,25].

Bir hidcre bolinmesinden bir sonrakine kadar gecen siregte meydana gelen
hicresel olaylar hiicre dongtlisunii olusturur. Normal hticrelerde, hiicre dénguisu
sureci siki bir sekilde duzenlenmistir. Hlicre dongusunt kontrol eden basglica

evreler ve kontrol noktalari bulunmaktadir.

GO evresi: istirahat fazi olarak da bilinir. Hiicre burada metabolik olarak aktiftir;

fakat bir bélinme sinyali almadiklar stirece bélinemezler. GO fazi normalde hiicre



dongusu igerisinde bulunmayan, dongusunu tamamlayarak ¢ikan hucrelerin

bekledikleri uzun ve sessiz bir evredir. Kanser hicreleri bu evreyi hizlica atlarlar.

G1 evresi: Bu evrede hicre, DNA’sinin kopyalanmasi igin gerekli olan enzim,

protein ve molekulleri biriktirerek DNA sentezi igin hazirlik yapar.

Hucre BoyUmesi

DNA
Sentezi

S Evresi

Sekil 2.4. Bir vucut hucresinin hayat devri: Temelde interfaz ve mitoz evrelerinden
olusur. G1, S ve G2 evreleri interfazi olustururken; karyokinez ve sitokinez
asamalari mitoz bolinmeyi olusturur [28].

S evresi: DNA sentezinin gergeklestirildigi evredir.

G2 evresi: Hlcre buyimeye ve mitoz boélinmeye hazirlanir. Bunun igin gerekli
olan RNA ve protein sentezine devam edilir.

M evresi: Cogalmis olan kromozomlar yogunlastiriir, es kromozomlar kutuplara

ayrilir ve hicre ikiye bolinar (mitoz).

Hucre ¢ogalmasi, tim gelisim ve doku onarimi igin gerekli olan hicre buyime ve
bélinme slrecidir. Hucrelerin buyumesi ve farkllasmasi kesin bir gsekilde
duzenlenmelidir; aksi takdirde organlarin ve dokularin butinligu uygunsuz hucre
tipleri ve hiicre miktarlar tarafindan bozulabilmektedir.

Hucre ¢ogalmasi Uzerindeki normal dizenleme, hiicre dongusu asamalarini, hicre
olumlerinin programlanmasini ve asiri blUyume sinyallerine karsi hucrelerin

cevaplarini kontrol eden c¢ok sayidaki gen ve urunlerinin varhgini gerektirir.



Kanserli hicrelerde, bu islevleri kontrol eden birgok gen mutasyona ugramigtir ya

da yanlis ifade edilirler ve kontrol edilemeyen hicre gogalmasina yol acarlar [49].

2.1.2. Kanserle iliskilendirilen Gen Siniflar

Kanser hucrelerinde proto-onkogenler ve tumor supresor (baskilayict) genler
olmak uzere iki genel gen kategorisi mutasyona ugrar ya da yanlis ifadelenir
(Cizelge 2.1.).

Proto-onkogenler, blyumeyi uyaran, hicre blylimesi ve bdlinmesini ilerleten
genlerdir. Bu gorevlerini; diger genlerin ifadelerini uyaran transkripsiyon faktorlerini
kodlayarak, hucre boluinmesini uyaran sinyal iletim molekullerini ya da hucrenin
dongu boyunca ilerlemesini saglayan hucre dongusu duzenleyicilerini kodlayarak
yaparlar [49,50]. Bir proto-onkogen; mutasyona ugradiginda ya da hatali ifade
edilerek kanser gelisimine katkida bulundugunda onkogen (kansere sebep olan
gen) olarak bilinir. Kontrol edilemeyen hicre bliyumesini uyarabilmesi icin sadece
bir proto-onkogenin allel'inin mutasyona ugramis ya da yanls ifade edilmis olmasi
gerekmektedir. Bu yuzden onkogenler, baskin bir kanser fenotipine sebep olurlar.

Onkojen 6zelligi kazanmis genlerin Urlnlerine de onkoprotein denir. [50,51]

Cizelge 2.1. Baz proto-onkogenler ve timor baskilayici genler [49]

Proto-onkogen Normal Fonksiyonu Kanserdeki Degisiklik
c-myc Transkripsiyon faktérd, hiicre Translokasyon, nokta mutasyonlar
dongusi ve apoptozisi diizenler amplifikasyon
c-kit Tirozin kinaz, sinyal iletimi Mutasyon
Ha-ras Sinyal iletimini yapan molekil Nokta mutasyonlari
GTP ve GDP’ye baglanir
Siklinler CDK'lara baglanir, hlcre Gen gogalimi ve asiri ifade

déngusunu diuzenler

CDK2, 4 Siklin  bagimli  kinazlar, hicre Asiri ifade, mutasyon
dongusu fazlarini diizenler

MDM2 p53’e baglanir ve inaktive eder Gen ¢ogalimi ve agiri ifade




Tumor Baskilayicilar

Normal Fonksiyonu

Kanserdeki Degisiklik

p53

Rbl

Bcl2
APC
BRCA2

Hucre déngusu kontrol
noktalari, apoptozis
Hucre déngusu kontrol

Noktalari, E2F’ye baglanir

Apoptozis diizenlenmesi
Hucre-hlcre etkilesimi

DNA tamiri

Mutasyon, viral  onkogenlerin

ardnleri ile inaktivasyon

Mutasyon, delesyon, viral
onkogenlerin arunleri ile
inaktivasyon

Asiri ifade apoptozisi durdurur
Mutasyon

Nokta mutasyonlari

Tumor baskilayici genler, Urlnleri hiicre déngusu kontrol noktalarini dizenleyen
ve apoptozis slrecini baslatan genlerdir. TUumoér baskilayici genler mutasyona
ugradiklarinda ya da inaktive olduklarinda; hucreler, hicre doéngusu kontrol
noktalarina yanit verme ya da DNA hasari arttiginda olum programina gegme
yeteneklerini kaybederler. Bu da sonucgta, mutasyonlardaki bir artisa, hlcrenin
hlcre dongusunu terk edebilme ve sessiz doneme girme yetisinin yitiriimesine yol

agar.
2.1.3. Kanser hiicrelerinin temel ozellikleri
Kanserle iligkili genlerin hicre fizyolojisini ‘malign fenotip’e ilerletmesinde ortaya

konan temel degisiklikler su sekilde 6zetlenebilir:

1) Biiyiime Faktérii__Uretiminde Kendi_Kendine Yeterlilik: Saglikli hicreler

cogalmak igin buylime faktorl, ekstraselliler matriks bilesenleri ve hicre-hicre
adezyon molekulleri gibi buyime sinyallerine ihtiya¢c duyarlar. Tumor hacreleri
ise aktif proliferasyon durumuna gecgebilmek ve surekli gogalmak icin gelisme
sinyallerini kendileri Uretirler ve bagimsiz birer hucreye donusurler. Normal
biyolojik igleyiste buylime faktorleri dokulardaki farkli kdkenli hicreler
tarafindan Uretilir ve salgilanir (heterotipik sinyalizasyon). Gé¢ yolu ile gelen
inflamasyon hucreleri ve stromada yer alan fibroblastlar bu mekanizmada aktif
rol alirlar. Kanser hicrelerinin kendi biyime faktdrlerini normal gereksiniminin
Otesinde Uretip sonra da bu wuyarilara kulak vererek buyime ve

proliferasyonlarina 6rnek olarak bazi glioblastoma ve sarkomalarin asiri



2)

3)

4)

miktarda PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) ve TGFa (Transforming
Growth Factor a) Uretmeleri verilebilir [52,53].

Hiicre _Yiizeyi Biiyiime Faktorii__Reseptorlerinde Degisiklikler: Hucre

membraninda yer alan ve ¢ogu sitoplazmik kisimdaki tirozin kinaz aktivitesine
sahip (RTK) bluyume faktori reseptorleri bircok kanserde degisikliklere
ugramaktadir. Bu reseptor degisiklikleri sayesinde kanser hucreleri
cevrelerindeki duslik blUyume faktéri konsantrasyonlarini bile algilayarak
nikleusa proliferasyon ve blyume sinyali olarak iletebilmekte ya da ‘ligand
etkisinden bagimsiz’ uyarilar olusturabilmektedir [52].

Hiicre ici Sinyal ileti Zincirleri Proteinlerinde Degisiklikler: Hlicre membranindan

algilanan sinyallerin  sitoplazma boyunca hucre nukleusuna iletilmesini
saglayan zincirde yer alan proteinlerin mutasyonlari kanser hucrelerinin en
erken saptanan nitelikleri olarak sayilabilir. Hicre gogdalmasini yoneten ‘proto-
onkogen’ genlerinin bu fonksiyonlarinin abartili boyut kazanmalarina neden
olan (gain-of-function) mutasyonlari hemen her malign transformasyona
ugramis hicrede gozlenir. Hiicre ylzeyinden mitojenik sinyalleri ras-raf-MAPK
yoluna aktarmada Kkilit bir rol oynayan ras proteini epitelyal kanserlerin
%25’inde mutasyona ugrar ve proliferasyon hizinin dnemli dlgide artmasina
neden olur (Bu artmis bolinme hizi vitesi ‘besinci viteste takili kalmis bir
otomobile’ benzetilebilir). [52-54].

Biiyiime inhibitorii (anti-biiyiime) Uyarilarina Duyarsizlik: Bir anlamda timor

baskilayici gen ‘loss-of-function’ mutasyonlari olarak da bilinmektedir. Buyime
ve cogalmayi tesvik eden sinyallerin yanisira hicreler, bu fonksiyonlari
durdurucu sinyaller de alirlar. Bu sinyaller, hicre proliferasyonunu iki farkl
mekanizma ile engeller. A) Hucreleri GO istirahat fazina sokarak; B) Hucrelerin
proliferatif niteliklerinin tUmuyle kaybina neden olacak, sadece 6zel iglevleri
gerceklestirilecek farklilasmaya yoénlendirerek (terminal diferansiyasyon). Bu
inhibitdér uyarilarinin sonlanim noktasi Retinoblastoma Proteinidir (pRb). pRb,
fizyolojik kosullarda G1 fazindan S fazina gegcisin, yani geri donilemez hiicre
boélinmesi agamasinin en dnde gelen kontrolidur. pRb inhibitdér yolunun en iyi
bilinen uyaricisi TGFB (Transfoming Growth Factor-Beta) dir. TGFB cesitli
sekillerde pRb fosforilasyonunu engelleyerek antiproliferatif etki gosterir.
Kanser hucrelerinin TGFB blokajindan kurtulmalarini saglayan mekanizmalara

su ornekler verilebilir, TGFB uyarilarinin sitoplazmik taslyicisi olan Smad
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proteinlerinin mutasyonel kaybi (6r. Smad 4 mutasyonlar) veya p15
inhibisyonundan etkilenmeyen mutant CDK proteinleri (6r. CDK4 mutasyonlart)
[51-54].

5) Apoptozise Direnc: Programlanmis hucre dlumune kargi gelisen edinsel direng

6)

7

hemen hemen tum kanser hucrelerinin ortak Ozelligidir. Eger DNA
replikasyonu, DNA onarimi ya da kromozom duzenlenmesinde hata ya da
sapma olursa; hucreler, dongudeki ilerlemelerini kosullar duzelinceye dek
durdururlar. Buna ragmen, eger DNA hasari ya da kromozomal hasar onarimi
imkansiz derecede ciddi ise, hucre apoptozise yonlendirilir. DNA hasari,
hipoksi ve yetersiz sag kalim faktoru gibi intraseltler olumsuzluklar p53 tumor
baskilayici proteini tarafindan saptanir. Bcl-2 protein ailesi adi verilen bir dizi
proteinlerin ekspresyonu p53 proteini tarafindan dizenlenir. p53 proteini
hicresel hasara yanit olarak Bax proteininin ekspresyonunu artirarak
apoptozisi induklerken, artmis Bcl-2 proteini dlzeyleri apoptozise karsi dnemli
bir direnci destekler. Bunun yanisira p53 proteininin etkisini ortadan kaldiran
p53 mutasyonlari hemen tim kanserlerin yaridan fazlasinda gézlenir.

Sinirsiz_Replikasyon Potansiyeli: Normal hdcreler, belirli sayida bir mitotik

bdlinmenin 6tesinde bolinemezler. Bunun nedeni de kromozomlarin sonunda
‘telomer’ olarak adlandirilan 6 baz giftinden olusan ve ardisira birkag bin kez
tekrarlayan birimlerin varligidir. Her mitotik bélinme sonucu 50-100 baz
ciftinden olusan bir DNA bolimua kayba ugrar ve kromozomlar her bolinme ile
kisalir. Bu kisalmanin nedeni, DNA polimeraz enziminin kromozomlarinin 3
ucunu tamamiyla sentez edememesidir. Birgcok kanser hucresi, bu kisitlamayi;
bu birimlerin sentezini gergeklestirebilen ‘telomeraz’ enzimini surekli eksprese
ederek asar ve sinirsiz bolunebilme yetenegine kavugur. Telomeraz
ekspresyonu, klinikte gozlenen kanser c¢esitlerinin %90’indan fazlasinda
g6zlenmektedir [52,53].

Tiimor Anjiogenezisi: Bir tumor kitlesi belli bir gapin 6tesinde buylUyebilmekte

ve besin-oksijen gereksinimlerini karsilayabilmek i¢cin mutlaka damarsal alt
yaplya gerek duyar. Damar endotel proliferasyonu doku hasari ve yaralanmis
dokularin rejenere olmasi esnasinda aktive olur. Ote yandan, oksijen eksikligi
icerisine giren tumdr dokusunda, hipoksiyi algilayan HIF (hypoxia-inducible
factor) proteininin  etkisiyle olusan bir dizi reaksiyon, glgli anjiyogenik

faktorlerin salimina yol agar. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) bu
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aracilarin en onemlilerindendir. Damar endotel yuzeylerinde bulunan
reseptorlerine baglanarak tirozin kinaz aktivitesi ile endotelyal proliferasyonu ve
damar gecirgenligini aktive eder. VEGF duzeyleri ile timorlerin saldirganhidi ve
metastatik potansiyeli arasinda direkt bir baglanti oldugu hem laboratuvar hem

de klinik olarak gosterilmistir [52-54].

8) Doku Iinvazyonu ve Metastaz: Belli bir buylklige erisen timor kitleleri

gevrelerindeki stromayi asip uzak dokulara yayllmayi gerceklestirecek oncu
hicreleri olustururlar (invazyon ve metastaz). Invazyon ve metastaz
gelisiminde kanser hucrelerini komsu aldiklari stroma ve bag dokusuna
baglayan hucre-hucre ve hucre-stroma baglantilari buyuk onem tasir. Bu
iligkiler, dokularin statik yapilarini olusturmanin ¢ok otesinde bireysel hucre
fonksiyonlarini denetleyen sinyal kaynaklaridir. Epitelyal timorlerin invazyonu
ve metastazinda temel rol oynayan mekanizmalardan biri e-kaderin kaybidir.
Yapilan calismalarda mobilite kazanan timor hicrelerinde, hiicresel adezyonu
saglayan kaderin ailesinin bir Uyesi olan e-kaderin ekspresyonun azaldigi
bildirilmistir [55-57]. Invazyonun gergeklestiriimesinde ise ekstraseliiler proteaz
ekspresyonlari da rol oynar. Bu enzimler araciligiyla ekstraseluler matriks ve
bag dokusu eritilerek kanser hucrelerinin stromada ilerlemesi gergeklesir [52-
55].

2.1.4. Kanserde Diren¢g Mekanizmalari

Kanserde direng mekanizmalari adi altinda pek c¢ok kuramsal temel One
surtlmastir. Sitotoksik ajanlara karsi tiumoér hucresinin gelistirdigi ilag direng
mekanizmalari su sekilde siralanabilir; P-glikoprotein (P-gp) ya da multi-drug
resistance protein (MDR-1) [58]. MDR-related protein (MRP), Breast-cancer
resistance protein (BCRP) ve lung resistance-related proteinleri (LRP) [59] gibi ila¢
tasima proteinlerinin aracilik ettigi mekanizma bunlardan ilkidir. Bir digeri tumor
hicrelerinde sitotoksik etkenler ve radyasyon tarafindan indiklenen apoptoza
direncle ilgilidir.

ilk defa 1976’da 170 kDa’luk hiicre membran proteini olarak tanimlanan P-
glikoproteinin (P-gp) hucre igi ilag birikimini azalttigi saptanmis ve bu artistan
yedinci kromozom Uzerinde bulunan MDR-1 geninin fazla ifadesi (ekspresyonu)

sorumlu tutulmustur. Birgcok kanser hucresi bu proteini tasimakla birlikte, daha
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sonra yapilan galismalarda sadece P-gp’nin sorumlu olmadigi, ¢oklu ila¢ direncine
sebep olan ve ksenobiyotiklerin tasinmasinda goérevli ATP bagimli tasiyici

proteinlerin (ABC proteinleri) sorumlu oldugu saptanmistir [60].

ilaca direng
(MDR)

influks azalmasi
(Absorptif tastyicilar) Yetersiz

Tedavi

Sekil 2.5. ABC tasiyici proteinlerinin asiri ekspresyonu ve ilaca direng

mekanizmasinin gelisimi [63]

2.1.4.1. Tastyici Protein Aileleri

2.1.4.1.2. ABC Taslyici Ailesi

Tasiyici proteinler, ¢cok sayida tasiyiciyi icerisinde barindiran ¢ok genis bir ailedir.
insanda; ATP bagimli tasiyicilar, iyon kanallari, sekonder tasiyicilar ve
siniflanmamis tagsiyicilar olmak tzere dort ana grup tasiyici protein bulunmaktadir
(Cizelge 2.2. ve 2.3.) Yaklagik 49 gen tarafindan kodlanan ABC tasiyici ailesi,
sekans benzerliklerine gére ABCA (12 uye), ABCB (11 uye), ABCC (13 lye),
ABCD (4 uye), ABCE (1 Uye), ABCF (3 lUye), ABCG (5 uye) olarak 7 alt aileye
ayrilmistir [64,65]. Bunlarin igerisinde 14 tanesinin ilag tasinmasinda gorevli
oldugu bilinmektedir. Bu proteinlerin membrana baglandidi bdlge “transmembran
bolgesi”; sitoplazmik ATP’nin hidrolize oldugu bdlgeler ise “ATP-baglanma
bolgeleri” diye adlandirilir [66,67].

ABC tasiyicilari, hidcre membraninda lokalize olan ve substratlarini

membranlardan pompalayan, ATP’ye bagimh olarak ¢alisan primer aktif tagiyicilar
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olup cesitli ilaglarin, ksenobiyotiklerin ve endojen bilegiklerin, membranlardan
tasinmasini saglayan proteinlerden olugsmaktadir. ABC proteinleri, saglikli
dokularin yani sira birgok timoér dokusunda eksprese olmaktadir. Bu tasiyicilar,
antineoplastik ilaglari timoér hicrelerinden disari atarak, ilacin timdér dokusunda
toplanmasini engellemekte ve bdylece uygulanan kemoterapinin basarisiz
olmasina yol agmaktadir [63]. ABC tasiyici proteinleri, antineoplastik ilaglara karsi
gelisen ilag direncinde gorev almalari nedeniyle ve ila¢g farmakokinetigini degisik
asamalarda etkiledigi icin dikkat ¢ekici olmustur. Coklu ilag direnci (MDR; multipl
drug resistance) olarak tanimlanan bu sure¢ sebebiyle antineoplastik ilaglar timor

hdcrelerinin digina itilmekte ve ilaglarin hedef yerde toplanmalar azaldigi icin

dusuk aktivite gostermektedirler.

NABC tasivicilari (ATP-binding Cassette)

Cizelge 2.2. insanda tasiyici proteinler [61]

Cizelge 2.3. ABC Tasiyici Proteinleri ve Uye Sayilari [61]
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Asagida bazi tasgiyici protein ailesi Uyelerinden s6z edilmigtir:

2.1.4.1.2.1. P-glikoprotein (P-gp, ABCB1, MDR1, Coklu ilag Direnci Proteini 1)
Hlcre membraninda tasiyici protein olarak tanimlanan P-gp, yedinci
kromozomdaki (7g21) MDR-1 geni tarafindan kodlanmakta olup 170 kDa
blayukligline sahiptir. P-gp enerjiye bagimh olarak g¢aligir ve hucre igine giren
ilacin disari pompalanmasini saglayarak, htcre ici ilag konsantrasyonunu
azaltmaya calisir. P-gp artigi ile hidrofobik olan doksorubisin, daunorubisin,
etoposid, taxol, vinkristin, vinblastin gibi birgok kemoterapdétik ilaca kargi direng
gelisebilmektedir [62]. P-gp, ila¢ ve diger ksenobiyotikleri vicuttan uzaklastirarak
dogal bir savunma mekanizmasi islevi gérmektedir. P-gp’nin anatomik
lokalizasyonu ve efluks fonksiyonu g6z onune alindidinda ilaglarin emilimi,
dagilimi ve eliminasyonunda énemli rol oynadigi gorulmektedir.

Kanser hastalarina uygulanan kemoterapinin basarisiz olmasinin  temel
nedenlerinden biri P-gp araciligi ile gelisen ¢oklu ilag direncidir. Kanserin etkili
kimyasal tedavisinde bir engel olarak ortaya c¢ikan P-gp aracil ¢oklu ilag direncini
yenmek ve antikanser ilaglarin timor hicrelerinde birikmelerini saglamak amaciyla
P-gp iglevini bloke eden molekuller elde etmeye yonelik birgok ¢alisma yapiimistir
[68]. P-gp’yi inhibe eden moleklller, P-gp modulatérleri olarak da
adlandiriimaktadir. P-gp ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin modulasyonunun,
kanser tedavilerinde P-gp substrati olan antikanser ilaglarin farmakolojik profillerini

gelistirmek adina yararl bir strateji olabilecegi ileri striImustir [69,70].

2.1.4.1.2.2. MRP-1 (ABCC1, Goklu ilag Direnci ile iliskili Protein 1)

MRP-1 (Multidrug Resistance Associated Protein 1), ABC tasiyici ailesinin ABCC
alt ailesine dahil bir Gyesidir. Bu protein, 16. kromozom tarafindan kodlanmakta ve
190 kDa buyuklagune sahipti. MRP-1’in asiri ekspresyonu sonucu vinka
alkaloidleri, doksorubisin, daunorubisin ve epirubisine karsi belirgin direng

olusturulmaktadir [71]. MRP’ler genel olarak organik anyonik ilaglari tagsimaktadir.

2.1.4.1.2.3. BCRP (Meme Kanseri Diren¢ Proteini)
4. kromozom tarafindan kodlanmakta olan BCRP; P-gp ve MRP’ler gibi ATP

bagimli tasiyici protein ailesinden olup, bu proteinin asiri ekspresyonu hicre igi

14



ilag konsantrasyonunu azaltir ve dolayli olarak ila¢ direncine sebep olur. ABC
protein ailesinden oldugu icin ABCG2 olarak da isimlendirilmistir [Cizelge 2.3.].

2.1.4.1.2.4. LRP (Akciger Direng Proteini)

Ilk defa Scheper ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda ¢oklu ilag direnci saptanan
akciger kanseri hucre dizisinde varhgi ispatlanan LRP, tasiyici proteinlerin bir
dyesidir. Fakat ATP bagmli tasiyici protein ailesinden degildir. 110 kDa
agirhgindadir ve 16. kromozom tarafindan kodlanmaktadir [71]. LRP, ¢oklu ilag
direncinden sorumlu bir molekul olup, bircok farkli ilaca karsi dirence neden
olmaktadir. LRP ekpresyonu diger molekullere kiyasla direncin daha fazla
oldugunu ve MDR ile iligkili olmayan ilaglara karsi da direng gelistigini

gOstermektedir [6].

P.glikoprotein

MRP1,2,3

Hiicra digi

Hucre gt

Sekil 2.6. ABC ailesindeki bazi taslyici proteinlerin molekuler yapisi [63]
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2.1.5. Akciger Kanseri

Tum kanser turleri arasinda en 6limcll kanser tird olan akciger kanseri tim
dinyada kanser tirleri arasinda, erkeklerde en sik 6lume neden olan birinci,
kadinlarda ise ikinci kanser taradur [104].

Akciger kanseri, akciger dokularindaki hucrelerin kontrolsuz ¢ogaldigi bir hastalik
olup; bu kontrolsiiz ¢ogalma, hucrelerin ¢cevredeki dokulari istila etmeleri veya
akciger disindaki organlara yayilmalari ile sonucglanabilir. Akcigeri ddseyen
hucrelerden biri kanserlestiginde, vucut bu hlcrenin gogalmasini Onleyemez.
Normal hucrelerin kanserlesmesi bir dizi mutasyon (genetik sifrenin bozulmasi)
sonucu olur. Hicrenin mutasyonlar sonrasi kanserlesmesi igin belli bir slrecten
gecmesi gerekir (Sekil 2.7.). Once i¢ ylizeyi déseyen hicreler (epitelyum hiicreleri)
normal olmayan bir sekilde cogalmaya baslarlar (hiperplazi) daha sonra bu
hicreler normalin digsinda blylime &zellikleri (displazi) goésterirler ve sonugta
kanserlesirler. Bu kanserlesme olduktan sonra bile, hucrelerin normal
Ozelliklerinde degisme, sifrelerinde bozulma (mutasyon) devam eder. Bu

mutasyonlardan iki tanesi 6nemlidir.

Baslangic
Normal hiicre Birinci mutasyon .
-
o A AT
Normal epitel —» - 5
Gelisim epitel Hiperplazi -+ Hatif displazi
ikinci mutasyon Uiginc mutasyon
@ @ Mmy 1
ilerleme Orta siddette displazi
Kanser hicreleri siddetli cisplazi — —s
Dérdinci mutasyon |

Sekil 2.7. Kanserlesme surecini gosteren sematik goruntuler [107]
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- Birinci Mutasyon:

Bu mutasyonla kanser hucresi, kdken aldigi yerin disina c¢ikip, vucudun diger
kisimlarina yayllma (metastaz) 6zelligi kazanir. Akcigerden koéken alan kanser
hicreleri, bu mutasyondan sonra genellikle kemik, beyin, karaciger, bobrekustl
bezi ve lenf bezlerine yayilirlar. Kanser akcigerden farkli organa yayildiginda
hastalar yanliglikla oranin kanseri oldugunu duagunurler, ama bu tamamen farkli bir
durumdur. Ornegin; beyin kanseri ile beyne metastaz yapmis akciger kanseri farkli
hastaliklardir ve tedavileri de farkh sekilde olur, bunlarin karistirimamasi gerekir
[105].

- ikinci Mutasyon:

Bu mutasyonla kanser hlcresi tedaviye direngli hale gelir. Bunun nedeni, ilaglarin
zarar verdigi kanser hucrelerinin, normal hucrelere oranla ¢ok daha hizli tamir
olabilme 6zelligine sahip olmalaridir. Verilen ilaglar, hem kanser hicrelerini hem
de normal hicreleri etkilediginden, kanser hlcrelerinin bu 6zelligini bozacak dozda
ila¢ verilmesi, normal hicreleri daha fazla etkileyeceginden mumkun degildir. Bu

duruma “ilaca direng gelismesi” adi verilir [106].

Hiicrelerin mikroskop altindaki goériintiilerine dayanarak baslica iki tip akciger

kanseri mevcuttur:

2.1.5.1. Kigiik Hucreli Akciger Kanseri (KHAK)

En saldirgan seyirli akciger kanseri tipi olan kuglk hucreli akciger kanserinin
gorulme sikhgi %16.8'dir. Bu grup timor hucreleri, akcigerlerdeki hormonal
hucrelerden kdken alirlar ve ¢ok hizla baylyen tumorlerdir.

Akciger kanseri turleri igerisinde tedavisi en zor olan kuguk hicreli akciger kanseri,
kisinin bronslarindaki ¢ok kuguk hucrelere mudahale etmek zor oldugundan
oldukca tehlikeli bir yapida gelisir. Ayrica akciger kanserinin en buyuk tehlikesi,
diger organlara ¢ok hizli bir sekilde yayilabilmesidir. Uzak-yakin fark etmeden
hemen hemen her organa sigrayabilen akciger kanseri, genellikle beyne
gecmektedir. Hekimler igin tedavisi ¢ok zor olan ve fazla bilgi sahibi olmadiklari
beyin Uzerinde gelisen kanser, kisinin tedavisinin daha da zor bir hal almasina
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neden olur. Bu timor grubu siklikla kemoterapi ve/veya radyoterapi ile tedavi edilir
[105,107,108].

Kugik hiicreli
akciger kanseri

Sekil 2.8. Kuguk Hucreli Akciger Kanseri [107]

2.1.5.2. Kiguk Hucreli Olmayan Akciger Kanseri (KHOAK)

Tum akciger kanserlerinin yaklasik %80’ini kigluk hucreli olmayanlar olusturur.
Kuguk hacreli olmayan akciger kanserinin 3 ana tlrd bulunmaktadir (Skuamoéz
Hucreli Karsinom, Adenokarsinom, Buyuk Hucreli Karsinom). Bu alttur htcreleri,
mikroskop altinda bakildiginda boyut, bicim ve kimyasal yap! agisindan farkhlik
gOsterir. Ancak, tedavi yaklasimi ve prognoz (seyri) ¢gok benzer oldugundan birlikte

gruplandiriimiglardir.

18


http://tr.wikipedia.org/wiki/Radyoterapi

BUyUk hicreli
akciger kanseri

Sekil 2.9. Buyuk Hucreli Akciger Kanseri [107]

2.1.6. Kanser Tedavisinde Kullanilan Geleneksel Yontemler

2.1.6.1. Cerrahi Girigim

Kanser tedavisinde uygulanan geleneksel yontemlerden en eski ve en basaril
yaklagimlardan biri olan cerrahi tedavide temel amag, kanserli bolgenin guvenli bir
sekilde kesilip gikartilmasi ve g¢evresinin temizlenmesidir. Tumorla dokunun, hayati
oneme sahip organlara sigramadan ve 6nemli fonksiyonel problemlere neden
olmadan uzaklagtiriimasi dnemlidir.

Kanser tedavisinde cerrahi girisim tek bagina uygulanabilecegi gibi kemoterapi ve
radyoterapi ile birlestirilerek de uygulanabilir. Oncelikle timoral kitlenin iyi veya
kotd huylu olup olmadigi ogrenilir, ardindan kitlenin kesilip ¢ikartilmasi ve

tamaminin alinamamasi durumunda kemoterapi ve radyoterapiye basvurulur [72].

2.1.6.2. immiinoterapi

Vicuttaki immian sistem (bagisiklik sistemi), yabanci madde olarak adlandirilan
maddelere karsi (patojenler, timorli hicre, ksenobiyotikler gibi) savasan, bu
maddeleri taniyarak vicuttan elimine etme rolu Ustlenen bir savunma sistemidir.
Bu sistem antijen-antikor iligkisine dayali olarak islev gortr. Normal kosullarda bir

insanin vucudunda yasami boyunca olusan kanser hucreleri immuin sistemin
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hacreleri tarafindan algilanip ortadan kaldirilarak kanser olusumu engellenir; fakat
immuan sistemdeki gecici bir duraksama ya da zayiflk kanser hucrelerinin
bagisiklik sisteminden kagarak ¢ogalmalarina ve tUumor olusumuna neden oluyor.
Yapilan bir arastirmada, immidn sistemi zayiflatiimis farelerin timor olusumuna
daha duyarli oldugu gosterilmistir [73].

Gunumuzde immuanoterapinin temel stratejileri, hastalara sitokin (interferon,
interlokin-2) ve antikorlari iceren immun sistem proteinlerinin birlikte verilerek
hastanin kendi anti-timér yanitini uyarmayi amaclar. Kemoterapi ve radyasyon
tedavisinin aksine immun yanitin son derece 6zgul olmasi nedeniyle hastaya zarar
vermeden segici olarak tumaoriun yok edilmesi amaglanmaktadir [74].

immiinoterapi de diger geleneksel tedavi ydntemleri gibi eksik basamaklara

sahiptir. Bu durum, kanser tedauvisi icin yeni yontemlere yonelmeye tesvik etmistir.

2.1.6.3. Kemoterapi

Herhangi bir hastaligin tedavisi icin kimyasal ajanlar (ilaglar) kullanilarak
gerceklestirilen tedavi seklidir. Kanser kemoterapisinde amag, kanser hucrelerinin
buyume ve cogalmalarini dnlemek ve yok edilmelerini saglamaktir.

Cerrahi veya radyasyon yontemi, belirli bir bolgede bliyumekte olan kanseri tedavi
etmekte iken (lokal tedavi); kemoterapide genellikle lenf sistemi veya kan yoluyla
vicudun pek ¢ok bdlgesini dolasan kanserin tedavisinde kullaniimaktadir (sistemik
tedavi). Gegmiste kemoterapi, cerrahi veya i1sin tedavisinin uzun sireli etkin
olmadidi durumlarda kullanilirdi. Fakat ginimuzde kemoterapi, g¢esitli kanserlerin
Ozellikle de lokalize kanserin tedavisinde cerrahi ve radyasyon tedavisiyle
birlestirilerek kullaniimaktadir. Kanser tedavisinde de, diger bazi hastaliklarin
tedavisinde oldugu gibi iki veya daha fazla ilag kombinasyonlari kullaniimaktadir.
Bunlar, toksik etkileri farkli olan sitotoksik ilaglar ve etkilerini farkl bolgelerde, farkli
mekanizmalarla goOsteren ilaglar olup, kanserli hastalarda daha guclu etki
gOstermeleri amaciyla uygulanirlar [75].

Kanserli hucreler bir ya da daha fazla kanser ilacina kargi istenilen yaniti
vermeyebilir veya baslangicta yanit verdigi halde sonradan ilaca kargi direng
kazanabilirler. Hicrede meydana gelen direng, daha ¢ok kanser hucrelerindeki
mutasyonlar sonucu olugsmaktadir. Kanserli hicrelerin membran transportundaki
aktivitenin azalmasi veya ilacin hiucrede etki etmesini saglayan proteinlerde

meydana gelen mutasyonlar ilag direncinin olusmasini saglar [76]. Tedavi
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etkinligini kisitlayan bu turden olumsuz sonuglar, kanser tedavisi igin yeni

yaklasimlara yonelmeyi zorunlu kilmigtir.

2.1.6.4. Radyoterapi

Diger adiyla 1g1in tedavi olarak bilinen bu yontemde, kanser hucrelerini tahrip
etmek veya yok etmek amaciyla x-1ginlari, gama isinlari, elektron veya protonlar
gibi yuksek enerjili parcaciklar veya dalga akimlari kullanilir. Hedef, olusturulacak
iyonizasyonlarla hlcrenin genetik materyalini (DNA) bozarak boélinmelerini
engellemek ve apoptozis yolu ile hicre olumune yol agmaktir. Radyoterapi,
hastaya distan (eksternal) ve icten (internal) olmak Uzere iki sekilde uygulanir.
Eksternal terapide radyasyon isini disaridan hedeflenen timér dokusuna
génderilir. internal radyoterapide (brakiterapi = i¢ 1sin terapisi) radyoaktif madde
kapsul ya da tel seklindeki bir implanta yerlestirilerek ya da direk radyoaktif madde
(iyot, fosfor) hastaya agizdan veya kan damarindan enjeksiyon yoluyla verilir.
Radyoterapide radyasyon isini belirli doz ve araliklarla verilmektedir. Cok ylksek
dozdaki radyasyon kanserli hucreleri oldurarken saglikli  hucrelere geriye
donulmez sekilde zarar verebilir. Bundan dolayr uygulanan radyasyonun dozu
saglkh hucrelerin radyasyona gosterdikleri toleransa, tumorin vyeri ve
blayukligline, hastanin fizyolojik 6zelliklerine gore belirlenir. Ayrica saglikh
dokulara kendilerini tamir etmeleri icin gerekli streyi saglamak adina tedavi belirli

aralklarla uygulanir [77].

2.2. Nanoteknolojinin Dogusu

“Nano” sodzcuk olarak, bir fiziksel buyUkligin bir milyarda biri anlamina gelir. 1
nanometre igine, yan yana ancak 2-3 atomun dizilebildigi dugunulurse, yaklasik
100-1000 atom bir araya gelerek nanoodlgeklerde bir nesneyi olusturdugu
sOylenebilir. Bildigimiz bircok molekll de bu nanoyap! tanimina girmektedir [78].
Nanoteknoloji, atomik ve molekuler boyutlardaki yapilarin ticari bir amaca hizmet
edebilecek sekilde duzenlenmesidir. Bu amagla nanoteknoloji; nanometre
Olcegindeki malzemelerin tasarimi, Uretimi, montaji, karakterizasyonu ve bu
malzemelerden elde edilmis minyatur fonksiyonel sistemlerin uygulamalarini
inceleyen ve hizla gelisen disiplinler arasi arastirma-gelistirme faaliyetlerinin

tumund temsil etmektedir diyebiliriz.
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Sekil 2.10. Nanoteknoloji ile etkilesimde olan diger disiplinler [142]

Nanotipta Kilometre Taslari;

» 1905 , Einstein seker molekulinin yaklagik 1 nm boyutunda oldugunu
hesapladi.

» 1931, Max Knoll ve Ernst Ruska nanometre boyutunda goruntileme
yaratan elektron mikroskopi teknigini gelistirdiler.

» 1959, Feynman’in Unlu “Asagida daha ¢ok yer var” baglikl konugsmasi

» 1974, Aviram ve Rattner tarafindan ilk molektler elektronik ¢alismalarinin
baslamasi

» 1974, Norio Tanaguchi tarafindan “Nanoteknoloji” teriminin ortaya atilmasi

» 1979, immunositokimya ve elektron mikroskop calismalarinda elektronca
yogun problar olarak kolloidal altin nanopartikullerin kullanimi

» 1981, Enzim ve ribozom analoglari olarak molekuler makinelerin
tasarlanmasi fikri (Drexler)

» 1984, ilk defa poli amidoamin molekull ile dendrimer tipi yapilarin sentezi
(Tomalia vd.)

» 1985, Fullerenlerin (Buckyballs) kesfi (Smalley, Curl ve Kroto)
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» 1986, Yaradihigin Makineleri (Engines of Creation) yayimlanmasi ve
molekuler mekanik ile ilgili ilk galigsma (Drexler)

» 1987, Monoklonal antikor kapli nanopartikiller ile kanser hedeflemesi
(Douglas vd.)

» 1988, Supramolekuler kimya ile birbiriyle etkilesebilen yapay bilesiklerin
sentezi (Lehn)

A\

1990, Taramali Tunellemeli Mikroskop ile atomlarin IBM Zurich
Laboratuvarlarinda ilk defa goérintilenmesi (Eigler ve Schweizer)

1991, Karbon nanotuplerin kesfi (lijima)

1994, Nanopartikul temelli ilag taginim sistemleri (Kreuter)

1995, Doxil (Doxorubisinin liposomal formulasyonu) FDA tarafindan onayi
1997, ilk molekuler nanoteknoloji sirketinin kurulugu, Zyvex.

1998, Biyolojik etiket olarak nanokristallerin kullanimi (Bruchez vd.)

1998, DNA-jelatin nanokurelerin kullanimi (Truong-Le vd.)

1998, “Nanotip”, teriminin kullanimi (Freitas)

2000, NNI'in kurulusu

2004, NIH, Nanoteknoloji Yol Haritasr’ni yayinlamasi

YV V.V V V V V V V VY

2005, Meme kanseri icin geligtirien nanoilag — Abraxane — in FDA

tarafindan onaylanmasi

Ulusal Nanoteknoloji Birligi (NNI)’nden yapilan tanimlamaya gore ‘nanoteknoloji’
adi altinda yapilan ¢alismalarda su 6zellikler aranmaktadir:

» Yaklasik 1-100 nm boyut skalasinda madde ile kontrol edilebilir bir
bicimde arastirma gelistirme faaliyetlerinde bulunmak,

» Nanoboyutlu yapisi sayesinde yeni Ozellikler kazanmis yapilar, cihazlar,
sistemler meydana getirmek ve kullanmak ya da var olanlarin
isleyislerini anlamak,

» Maddenin bu boyuttaki ozelliklerinden istifade etmek amaciyla Uzerinde
goruntileme, 6lgme, modelleme ve isleme yapiimasi,

» BUtin bu Ozellik ve fonksiyonlarin kontrol edilebilir sistemler olarak

nano boyuttan makroskopik skalaya tagsinmasi gerekmektedir.
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Sekil 2.11. Cesitli yapilarin nano boyuttaki yerlerinin sematik gosterimi [142]

2.2.1. Kanser Nanoteknolojisi

Kanser nanoteknolojisi; biyoloji, kimya, muhendislik ve tip gibi disiplinlerin kanser
teshis ve tedavisi i¢cin nanodlgekteki uygulamalar ile ortak kesisme noktasini
olusturan disiplinlerarasi bir alandir. Nanoteknolojinin kanser uygulamalari
Nanoonkoloji olarak adlandiriimaktadir. Nanoonkolojide, kanserin teshis ve
tedavisi amaciyla, nanokabuk, lipozomlar, dendrimer, fuleren, karbon nanotup,
kuantum noktalar  (Q-Dots), nanogozenekler, nanoteller, polimerik
nanoparcaciklar, nukleik asit bazli nanoparcgaciklar, nanogozenekler, manyetik

nanopargaciklar gibi gok gesitli malzemeler kullaniimaktadir.

Nanomateryaller, c¢esitli molekuller ile etkilesim gseklinde ortaya c¢ikan
fizikokimyasal 6zelliklere ve hacimsel oranda genis ylzey oranina sahip olup diger
esdeger materyallerden farkhdir. Ulusal Kanser Enstitiisii, kanser 6lUm oranini
azaltmak icin nanoteknolojinin gelisimi acgisindan alti farkh alani kapsayan

imkanlar tanimlamistir. Bunlar: (1) hastaligin gelisiminden sorumlu molekuler
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degisimin bulunmasi, (2) hastaligin teshisi ve tanimlanmasi, (3) ilag salimi ve
terapi, (4) terapdtik ve teshis uygulamalarini birlestiren gok fonksiyonlu sistemler,
(5) terapatik ajanlarin in vivo etkinligini kaydeden cihazlar, (6) temel aragtirmalari

ve bilimsel gelismeleri hizlandiracak teknolojiyi saglayacak nanodlgeklerdir [79].

Gunumuzde kanser tedavisinde kullaniimaya baslanan onaylanmis iki Grln
mevcuttur, bunlar; (1) Doxil (Doksorubisin igeren lipozomal bir formulasyon); (2)

Abraxane (Paklitaksel igeren nanopartikil formulasyonu) isimli ilaglardir.

2.3. Kontrollii ilag Salim Sistemleri

Son yillarda, farmasoétik alanda yapilan gelismelerin en o6nemlilerinden biri,
kontrollU ilag tasiyici sistemler Uzerine yapilan galismalardir. Uzun zamandir ilag
alanindaki calismalarin baslica amaci, cesitli hastaliklari tedavi edici yeni bir
molekul gelistirmek olmustur. Ancak bu arastirmalarin uzun zaman almasi ve her
zaman beklenilen sonucu vermemesi alternatif araglarin dogmasina sebep
olmustur. Bu arayiglardaki amag, hastaligin tedavisinin yanisira hastanin yagsam
kalitesini arttirmaktir [80]. ila¢ dozunu azaltma, dozlama aralgini uzatma, yan ve
zararh etkilerden arindirma, kokuyu ve tadi maskeleme, cevre kosullarindan
koruma ve hatta ilaci hedef bolgeye gonderme ¢alismalari bu amaca yoneliktir ve
bu beklentilere en iyi yanit veren sistem, kontrolli salim sistemleridir [80]. Etken
maddeyi hemen salan, aligiimis dozaj sekillerine karsin (konvansiyonel yontem),
salim iglemini daha uzun bir stregte yapan dozaj sekillerine Kontrolltii Salim Dozaj
Sekilleri adi verilmektedir. Bilindigi Uzere her etken maddenin kendine 6zgu bir
farmakokinetik davranisi vardir; kimi etken maddenin biyolojik yari 6mrUu birkag
dakika iken (nitrogliserin), kimininki de bir haftadan fazla (220 saat, fluoksetin)
olmaktadir [81]. Diger taraftan her etken maddenin etkili oldugu bir plazma arahgi
vardir ki, buna terapétik pencere adi verilir. Kan duzeyleri bu pencere iginde
kaldigi surece tutarli ve yararl bir tedavi s6z konusudur [82]. Dozaj seklinden
salim olayl hizli veya yavas oluguna gore, etken madde derigimleri bu pencere
icinde olabilir, tasabilir veya yetersiz kalabilir. Hazirlanan preparatin
gerceklestirmesi gereken hedef parametreler belirlendikten sonraki yapilan
kontrolli salim sistemi ile; hasta daha az siklikla ila¢ alacak, kagirdigi dozlar

azalacak veya ortadan kalkacak; kan duzeyi, dozlamalar arasinda etkisiz bdlgeye
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dusmeyecek ve surekli pencere iginde kalacaktir. Diger taraftan, kan duzeyi asiri

doruklara da ¢ikmayip, istenmeyen yan etkiler de olusmayacaktir [83].
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Sekil 2.12. ilac aliminin ardindan kandaki ila¢ diizeyinin zamana bagl degisimini
gOsteren grafik

2.3.1. Kontrollii Salim Sistemlerinde Kullanilan Polimerler

Kontrolli salim sisteminin en temel konularindan biri de polimerlerdir. Polimerler,
¢ok sayida ayni veya farkli atomlarin kimyasal baglarla baglanarak olusturdugu

uzun zincirli (yiksek molekul agirhkh) bilesiklerdir [80].

Vucuda yerlegtirilen etkin madde tasiyan polimer sistemlerde bulunmasi istenen
Ozelliklerin basinda biyolojik uyum gelir. Biyolojik uyum, polimerin vucutta kaldigi
surece bulundugu yerde olumsuz etki yapmamasini ifade eder. Kontrolli salim
sistemlerinde kullanilan polimerlerin se¢iminde, kullanihg yolu, etken maddenin
cinsi, dozu ve salim suresi dikkate alinir. Polimerleri genel bir siniflandirmaya tabi
tutarak baslica iki gruba ayirabilirizz a) Biyoparcalanan Polimerler ve b)

Biyopargalanmayan Polimerler (Cizelge 2.4.).
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Cizelge 2.4. Biyopargalanan ve biyopargcalanmayan polimerler [80]

Biyopargalanan Polimerler Biyopargalanmayan Polimerler

o Poli (laktik asit)

e Poli (glikolik asit) e Hidrojeller

e Poli (kaprolakton) - PHEMA

e Poli (ortoester) - PVA

e Poli (aminoasitler) - PEG

e Polianhidrit - PEGA

e Poliamit e Hidrofob Polimerler

e Poliliretan - Silikonlar

- Poli (etilen vinil asetat)

e Pektin
e Dekstran - Poli (dimetil siloksan)
e Kitosan

2.3.1.1. Biyopargalanan Polimerler

Biyoparcalanan polimerler suda ¢dzinmezler; fakat biyolojik sivilarla temas edince
kimyasal ve fiziksel degisime ugrarlar. Biyolojik parcalanmada Ozellikle yigin
parcalanmada iki asama vardir. Birinci asama, molekuler baglarin rastgele
kopmasidir; bunun sonucunda degisen molekul agirhgr polimerin  mekanik
dzelliklerinde ve morfolojisinde degisimlere neden olur [84]. Ikinci asamada
polimerin molekul agirhgi iyice azalir ve yapidan koparak ¢dzinen en kuguk birim
oligomerler olusur. Bu oligomerler en yakin dokuya difize olacaklarindan biyolojik
olarak uyumlu olmalar istenir [Cizelge 2.4]. Polimerlerin pargalanmasi, hidrolitik
veya enzimatik mekanizmalarla veya her ikisiyle birden olabilecegi gibi
parcalanma, bu mekanizmalardan biri ile baslayip digerine donusebilir. Bu
parcalanma sonucu olusan Urlnler vicut tarafindan tekrar absorbe edilir veya

normal biyolojik yoldan elimine edilir [80, 85].
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2.3.1.1.1. Kitosan

Dogada bulunan kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen bir biyopolimer olan
kitosan, canllara kargi toksik 0Ozelliginin olmamasi, biyolojik olarak
parcalanabilirligi, biyouyumlulugu, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimindan diger
biyopolimerlere gore Ustun 6zellikler gdstermesi nedeniyle birgok alanda uygun bir

madde olarak karsimiza ¢ikmaktadir [88].

Kitin, dogada selllozdan sonra en fazla bulunan, N-asetil-D-glukozaminden
olusmus onemli polisakkaritlerden biridir. Kitinin deasetillenmis bir tlrevi olan
kitosan, katyonik bir polisakkarittir ve 3- (1,4)- 2-asetoamido-2-deoksi-D-glikoz ve
B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glikoz Unitelerinin bir kopolimeridir. Kitosan da yapi

olarak seliloza benzemektedir ve sellloz gibi bir fiberdir [29, 89].

Sekil 2.13.’te kitin, kitosan ve selllozun kimyasal yapilari verilmis olup gorualdugu
Uzere, kitosan ve seluloz arasindaki tek fark C-2 pozisyonundaki hidroksil grubu
(-OH) yerine amin grubunun (-NH;) bulunmasidir. Kitin ile sellloz arasindaki tek
fark ise; C-2 pozisyonundaki hidroksil grubu yerine asetamido (NHCH3CO)
grubunun bulunmasidir [93]. Kitosan suda c¢6zinmez, ancak asidik ortamda
(pH<6.5) oldukga iyi ¢dzunur. Formik, tartarik, sitrik ve asetik asitin seyreltik
¢Ozeltilerinde iyi ¢cozundr. Kitosanin; kitin ve selllozdan farkl olarak sahip oldugu
amin gurubu, ¢ézinme sirasinda protonlanir ve bundan dolayi da kitosan pozitif
yuklenmis olur [91]. Bu 6zelik, kitosanin katyonik bir polisakkarit oldugunu gosterir.
Diger polimerlerin aksine kitosan, pozitif yuklu (zayif bazik gruplardan dolayi)
hidrofilik bir polimerdir [92]. Sahip oldugu bu Ozeliklerden dolayi, negatif yuklu

polimerlerle, makromolekullerle, polianyonlarla vs. etkilesme yetenegine sahiptir.
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Sekil 2.13. Seliloz, kitin ve kitosanin kimyasal yapilari [90]

Genel olarak bakildiginda kitosan asagida belirtilen 6zeliklerden dolay! birgok

endustriyel uygulamada kullanima sahiptir;

yenilenebilir 6zeliktedir, bol miktarda bulunmaktadir,

toksik degildir, biyouyumludur ve biyobozunurdur,

asit giderici, antitumor, antioksidan, antibakteriyel gibi biyoetkileri vardir,
¢bzunmesi icin zararl organik ¢ozucullere gerek duyulmaz,

katyonik polimer olup negatif yuklu yluzeyler ile kolayca etkilesir,

vV V.V V V VY

gucll elektrostatik 6zellik ve uygun biyoadhesif 6zellikler gosterir.
2.3.1.2. Biyopargalanmayan Polimerler

Biyoparcalanmayan polimerler, biyolojik ortamda parcalanmazlar. Bunlar hidrofil
ya da hidrofob yapida olurlar. Hidrofil polimerler hidrojeller olarak adlandirilirlar,
suda ¢6zinmez ama suda siserler. Hidrofob polimerler ise suda ¢6zinmez ve
sismezler (Cizelge 2.4.) [86, 87].

2.3.2. ilag Tasiyici Partikiiler Sistemler

llag taslyici sistemler, bir bilesenin bir bagka kimyasal ile, bir ilag uygulama aygiti

ile salim hizini kontrol eden sistemler olarak tanimlanirlar [80]. Konvansiyonel
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urinlerin ya da yeni molekullerin guvenlik ve etkinligini artirmak, yan ve
istenmeyen etkileri azaltip, biyoyararlanim ve terapdtik indeksi artirarak hasta
uyuncunu artirmak ila¢ tasiyici yeni sistemler Uzerinde c¢alisma nedenlerinin

basinda gelmektedir.

Partikul buyuklukleri 1-100 nm arasinda degisen ¢ozunmus, hapsedilmis veya
adsorbe haldeki etkin maddeyi kontrollu olarak acida ¢ikaran, dogal ya da sentetik
yapidaki polimerlerle hazirlanan kati kolloidal polimerik partiktler sistemlere
“nanopartikul” adi verilmektedir. Nanopartikller ila¢ tasiyici sistemler, uygulanan
hazirlama yontemine bagh olarak kendi icinde “nanokdreler” ve “nanokapsuller’
olarak ikiye ayrilirlar. Nanokiireler, etkin maddenin polimerik matriks yapi iginde
¢ozuindugu, disperse oldugu ya da kismen adsorbe edildigi sistemler iken
nanokapsiiller etkin maddenin polimerik bir membran tarafindan ¢evrelenmis

sulu veya yagli bir ¢cekirdek i¢cinde bulundugu vezikuler sistemlerdir ve rezervuar

Enkapsiile
edilmis ilag

/ Nanokapsiil '@

Yiuzeye adsorbe

sistem olarak da tanimlanmaktadirlar [94]. (Sekil 2.14.)

Polimer Cesitli ydntemlerle ettirilmis ilag
-+ »
ilac nanoformiilasyon
\ / Enkapsiile
edilmis ilag

Nanokiire \O

Ylzeye adsorbe
ettirilmis ilag

Sekil 2.14. Nanokure ve nanokapsullerin yapisi [94]
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Etken madde tasiyici sistem olarak hazirlanan ve kullanilan polimerik

nanopartikuller sahip olduklari c¢esitli avantajlar ile diger nano-boyutlu tasiyici

sistemlerden ayrilmaktadirlar. Bunlar;

>

Yuksek etken madde yukleme kapasitesine sahiptirler. Bu gekilde, etken
maddenin intraselller dagilimi artar [95].

Polimerik partikuler yapi kati matriks igine hapsedilmis etken maddeyi
degredasyondan korur. Boylece etken maddenin hedef dokuya ulagsma
olasiligi artar [95,96].

Nanopartiktllerin polimerik yapilari etkin maddenin hedeflendiriimesini,
saliminin kontrolinU ve surduralmesini temin ederler. Hedeflenen bdlgede
uygulamayi takiben gunler hatta haftalar siren bir etkin madde salimina
imkan verirler [97,98].

Nanopartiklllerin ylzey Ozellikleri ¢esitli ajanlarla kaplama yapilimak
suretiyle degistirilerek nanopartikillerin retikliloendotelyal sistem (RES)
makrofajlari tarafindan taninmasi engellenir. Bu sekilde nanopartikillerin
hedef bolgeye ulasilabilirligi artirihr [99].

Diger kolloidal tasiyict sistemlerle  kiyaslandiklarinda  polimerik
nanopartikuller biyolojik sivilarda ¢ok daha yUksek stabiliteye sahiptirler
[96].

Tasidiklar etkin maddenin hedef bdlgede salimina imkan sagladiklari igin
etkin maddenin sistemik toksisitesini azaltirlar [100].

Etkin maddenin vicuttaki dagilimini ve terapdétik etkinligini dizenlerler.

ilk defa 1970’li yillarda Birrenbach ve Speiser tarafindan gelistirilen nanopartikiiler

ilag tastyici sistemler baslangigta agi ve antineoplastik etkin maddeler igin tagiyici

sistemler olarak tasarlanmiglardir. Ginimuizde nanoteknoloji ve nanomedikal

alanda Ozellikle hedefleme mekanizmalari yardimiyla kanser tedavisinde

kullanimlari agirlik kazanmistir.

Nanopartikuler ila¢ tagiyici sistemlerin kanser tedavisindeki 6nemini vurgulayan

arastirmalar, ozellikle antikanserojen etkin maddelerin nanopartikuler ilag tagiyici

sistemler seklinde uygulandiklarinda, hedef neoplastik dokudaki antitimoral
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etkinliklerinin arttigini, doku ve hucre dagilim profillerinin de kontrol edilebildigini
gostermektedir [94].

Nanopartikil hazirlamada kullanilan dogal ve sentetik polimerler Cizelge 2.5.’te

sunulmustur.

Dendrimer

Magnetic nanoparticle Micelle Nanogel

© Drug A @ DrugB ¥ Magnetic probe

Sekil 2.15. Cesitli yapilardaki ilag tagiyici partikuler sistemler [101]
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DOGAL POLIMERLER SENTETIK POLIMERLER |

Agar Akrilik polimerler
Albumin Alifatik poliesterler
Aljinat CMC
Arap zamki PEG
Dekstran Poli amitler
Gluten Poli orto esterler
Hiyaluronik asit Poli tretanlar
Jelatin Poli lizin
Kazein Poli stiren
Kitosan Poli aminoasitler
Kollajen Poli fosfozenler
Nisasta Poli fosfoesterler
Seluloz PVA
Mum PVP
Pektin Silikonlar
Zein Sellak

Cizelge 2.5. Nanopartikuler sistemlerde kullanilan dogal ve sentetik polimerler [80]

2.4. Kanser Tedavisinde Kullanilan Etken Maddeler
2.4.1. Doksorubisin

Antrasiklin bir antibiyotik olan doksorubisin, en genis kullanim alanina sahip
ve gerek tek bir ajan gerekse kombinasyonlu bigimde intravendéz olarak
hastaya uygulanan antikanser ilaglardan biridir. Diger tum antrasiklinler gibi DNA
icine interkalasyon yapar. Basta over kanseri olmak Uzere, meme, akciger,
tiroid kanseri vs., bazi yumusak doku sarkomalari ve bazi tir l|6semilerin
tedavisinde kullanilir. Genis spektrumlu ve etkin bir antineoplastik olmasina karsin
oldukga toksiktir. Sekil 2.6.’"da gosterildigi gibi yapisinda tetrasiklin halkasi ve
bu halkaya glikozidik bagiile bagh daunozamin sekeri igerir [102].
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Sekil 2.16. Doksorubisin’in kimyasal yapisi [102]

Sekil 2.17. iki doksorubisin molekuliiniin DNA igerisine interkalasyonunu gdsteren
sematik goérinim [124]
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2.5. Flavonoidler (Kuersetin)

Flavonoidler bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan, ¢gicekli bitkilere renk
veren, bitkinin blyume, gelisme ve savunmasinda rol alan bitkilerin ikincil
metabolitlerindendir. Antikanserojen ve diger yararli 6zellikler iceren bu bilesikler
diyetsel antioksidanlar olarak da adlandiriimaktadir [118]. Onlarin koruyucu
etkisinin en dnemli nedeni antioksidan aktiviteye sahip olmalari ve serbest radikal
yakalama kapasiteleri yuzundendir. Bu fitokimyasallarin antioksidan &zelliklerinin
yaninda, anti-inflamatuar, anti alerjik, anti platelet, anti timoral, anti viral gibi
biyolojik aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Sayilari 4000'in Gzerinde oldugu tahmin
edilen flavonoidler c¢ay, elma, sogan, baklagiller, domates ve kirmizi garapta
bol miktarda bulunmaktadir [119-121].

Flavonoidlerin son yillarda Uzerinde en ¢ok calisilan ozelliklerinden biri de kanser
hicrelerinin godsterdigi coklu ilag direncinin (MDR) oOzelliklerini degistirmesidir.
Kanser hucrelerinde birgok ilaca kargi gelisen direng nedeniyle kemoterapdtik
ilaglarin tedavi etkinligi zayiflamaktadir. Flavonoidlerin, hucresel direncin

kirilmasinda énemli rollerinin oldugu artik bilinmektedir [122, 123].

Kuersetin (3,3’,4°,5,7-pentahydroxyflavone), dogada yaygin olarak bulunan
flavonoidlerden biridir. Flavonol grubunun bir Uyesi olan kuersetin, toksik degildir
ve hucre fizyolojisi acgisindan birgcok 6nemli fonksiyona sahiptir. Kuersetinin,
antiproliferasyon, antioksidan, antitlser, apoptoz indiklenmesi, protein kinaz C
inhibisyonu, lipooksijenaz inhibisyonu, hicre siklusu dizenlenmesi, anjiyogenez
inhibisyonu, anti alerjik ve antikanser ozellikleri bulunmaktadir [125].

Kuersetinin MDR ailesi Uyelerini (P-gp, MRP1, BCRP) inhibe ettigi bildirilmistir
(Scambia ve ark. 1994, Van Zanden ve ark., 2005). Kuersetin MDR proteinlerinin
ATPaz bolgelerini tanimaktadir. Hlcre ici serbest radikalleri ortadan kaldirabilecegi
ve cesitli molekullerin oksidasyonunu engelleyerek in vivo ve in vitro antioksidan

aktivite gosterebilecegi belirtiimektedir [126].
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Sekil 2.18. Kuersetinin molekdler yapisi [127]

Kuersetin’in anti-timor etki mekanizmasi su basliklar altinda degerlendirilebilir;
a) Hucreler arasi iletisimi artirmakla,

b) Ornitin dekarboksilazi ve timidinin DNA'nin yapisina katilmasini inhibe etmek

suretiyle hicre proliferasyonunu inhibe ederek,
c) ilgili reseptorleri bloke ederek antiproliferatif etki gostererek,
d) Laktat transportunu inhibe ederek,

e) Kalmodulini inhibe ederek vaskuler dokunun endotelyumundaki nitrikoksit (NO)

sentezinin regulasyonunu dizenlemek suretiyle antitimor etkisi gosterir [118, 143]
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalar baslica su kisimlardan olusmaktadir:

. Kitosan nanopartiklllerin sentez asamasinda iyonik jelasyon ydntemi
kullanilmigtir. Elde edilen nanopartikillerin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin
degerlendiriimesi amaciyla AFM, Zeta-Sizer ve SEM tekniklerinden
yararlaniimistir.

. Hazirlanan nanopartikillerin  optimizasyonu sadlandiktan sonra, kanser
tedavisinde siklikla kullanilan etken maddelerden biri olan doksorubisin,
nanopartiklllerde tutuklanarak, in vitro salim g¢alismalari yapilmistir.

. Elde edilen ila¢ yuklu kitosan nanopartikullerin ylzeyine, ila¢ direncini kirmaya
yardim eden bir flavonoid (kuersetin) baglanmistir.

. Doksorubisin ve kuersetin yUkli kitosan nanopartikillerin in-vitro kanser hlcreleri
ile etkilesimlerinin degerlendiriimesi amaciyla, sitotoksisite ¢alismalari (WST-1
testi), ikili boyama metodu ile apoptoz ve nekroz oranlarinin tayini, gercek

zamanli hiicre analiz sistemi ile hlicre proliferasyonu belirlenmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

Dustk molekll agirhgina sahip kitosan (Sigma-Aldrich, ABD), %100 ultra saf
asetik asit (Riedel-de Haén, Almanya) kitosan ¢ozeltilerini hazirlamak amaciyla
kullaniimistir. Capraz baglayici olarak Tripolifosfat (TPP; Sigma, ABD) kullaniimis
olup ¢dzeltinin pH’sini ayarlamak icin Sodyum hidroksit (NaOH; Fluka, isvigre)
kullaniimistir. Hazirlanan kitosan nanopartikullerinin ylzeyine, antikanser ajan
olarak siklikla kullanilan Doksorubisin Hidroklorir (Adrimisin; 10 mg) uygulanmis

ve Kuersetin (Sigma Q0125) ile etkilestirilmigtir.

Hiicre kiiltiiri calismalari icin, Coklu ilaca Direncli Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri
Hicre Hatti (ATCC, H69AR CRL-11351); Doksorubisin’e Direngli Kugik Hucreli
Olmayan Akciger Kanseri Hucre Hatti (H1299) ve Fibroblast L929 hicreleri
segilmistir. H1299 hiicreleri Uludag Universitesi Biyokimya Anabilim Dali Prof. Dr.
Engin Ulukaya tarafindan hediye edilmistir. Fibroblast L929 hicreleri ise Sap
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Enstitusi’nden temin edilmigtir. Hucrelerin komplet (tam) kultir ortami olarak
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640; ATCC), Fetal Bovin Serum
(FBS; ATCC 30-2020), L-glutamin, Penisilin/Streptomisin, 2-merkaptoetanol ve
Sodyum piravat kullanilmistir.  Hucrelerin - bulundugu  kultir  kaplarindan
uzaklastiriimasi Tripsin—EDTA (Tripsin—Etilendiamin tetraasetik asit) ile yikamalar
Fosfat tamponu (PBS) ile gergeklestiriimistir. Hucrelerin sayimi, tripan mavisi
kullanilarak gergeklestiriimigstir. Sitotoksisite testinde bir tetrazolyum tuzu olan
WST-1 kimyasalindan yararlanilarak hiicre canhhi tespit edilmistir. ikili boyamada
Riboniikleaz-A, Propidyum lyodir (Serva, israil), Hoechst 33342 (Serva, Israil)
kullanilarak apoptoz/nekroz oranlari belirlenmistir. Hlcre kultir g¢alismalarinin
tamami, kadltir kaplari ve c¢oklu kuyucuklu plakalarda (Corning, ABD)

gerceklestiriimistir.

3.2. Kitosan Nanopartikillerinin Hazirlanmasi

Kitosan nanopartiklllerin hazirlanmasi i¢in disuk molekul agirlikh kitosan (30 mg
%0.3 w/v) oncelikle sulu asetik asit ¢ozeltisinde (%1 v/v) ¢dzilmis ve boylece
kitosan, katyonik hale getirilmistir. Hazirlanan bu kitosan ¢ozeltisinin pH’si, 1 M
NaOH kullanilarak 4.6 - 4.8 araligina ayarlanmistir. Daha sonra bu kitosan
cOzeltisinden 10 mL alinarak maksimum hiza ayarli (1200 rpm) manyetik karistirici
zerine konulmustur. Uzerine kitosanin capraz baglayicisi olan Tripolifosfat (TPP)
¢Ozeltisi (%0.055) 12 mL olacak sekilde damla damla ilave edilmis, bdylece
kitosan nanopartikiller olusturulmustur. Bu karisim oda sicakhginda yaklasik 1
saat kadar bekletilmigtir. Olusan stspansiyon, 12000 rpm ve 4°C’de 30 dakika
santrifijlenmistir. Coken kismin Gzerindeki sipernatan atilmistir, kalmis olabilecek
NaOH’I uzaklastirmak amaciyla Uzerine distile su ilave edilip tekrar santrif(j
yapilmigtir. Boylelikle kitosan nanopartikiller karakterizasyon islemlerinin

yapilabilmesi i¢in hazir hale gelmistir.
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Sekil 3.1. Iyonik jellesme ydntemiyle hazirlanan kitosan nanopartikiillerin sematik

gosterimi [29].

Sekil 3.2. Doksorubisin yuklu kitosan nanopartikullerinin self assemble olusumu
[117]
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3.3. Kitosan Nanopartikuillerin Karakterizasyonu
3.3.1. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Kitosan nanopartikdllerinin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Atomik
Kuvvet Mikroskobu (AFM) (Nanomagnetics, UK) ve Taramal Elektron Mikroskobu
(SEM) (FEIl, Quanta 200 FEG, ABD) tekniklerinden vyararlaniimigtir.
Nanopartikullerin AFM goruntulerinin elde edilmesi igin, hazirlanan 6rnekten 10 pL
alinmis ve mika yluzey uzerine damlatilarak azot gazi altinda kurutulmustur.
Kurutulan partiktller, dogrudan AFM ornek tutucu Unitesine yerlestirilerek
partiktllerin oda kosullarinda goruantuleri alinmistir. Bunun yaninda, kitosan
nanopartikiller ince bir altin film tabakasiyla kaplanarak SEM gérintileri alinmis,

boylelikle dérnekler sekil, geometri ve boyut dagilimi agisindan degerlendirilmistir.

3.3.2. Fizikokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi
3.3.2.1. Boyut ve Yiik Analizi

Sentezlenen kitosan nanopartikullerin ve ila¢ yuklu partikillerin boyut dagilimlarini
belirlemek ve AFM c¢alismalarinda elde edilen bulgular ile karsilastirmak amaciyla
Zeta Sizer (Malvern, ingiltere) cihazi kullaniimistir. Zeta Sizer, bir ¢ozelti icindeki
parcaciklarin boyut dagilimini ve zeta potansiyellerini dlgmekte kullanilan bir teknik
olup Dinamik Isik Sacilimi (DLS) prensibine gore c¢alismaktadir. Dinamik Isik
Sacihmi metodu, seyreltik ¢ozelti icerisindeki kliglk parcaciklardan sagilan 1s1gin
siddetinin ve degisiminin olcllmesi temeline dayanir. Sacilan 1s1§in siddetindeki
degisim, parcacigin hareketine; buna baglh olarak da parcacigin buyukligune,

ortamin vizkositesine ve sicakliga baghdir.
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Sekil 3.3. Dinamik Isik Sacgilimi mekanizmasinin sematik goésterimi [30].

Sentez sonrasi ylkanarak ¢okturulen nanopartikuller, deiyonize su ile seyreltilmis

ve yaklasik 2 mL hacimli 6rnek ¢ozeltisi, polistren kuvet icerisine konularak gerekli

Olcimler gergeklestirilmistir.

3.4. Nanopartikillere Etken Madde Yiiklenmesi ve Salim Calismalari

3.4.1. ilag Yiikleme Galismalari

Kitosan nanopartikullere ila¢ yukleme calismalarinda antikanser ajan olarak
doksorubisin kullaniimistir. Polimer ¢ozeltisine 10/2, 10/1, 10/0.5 mg polimer/mg
etken madde oranlarinda doksorubisin ylklenerek ilacin polimer ¢ozeltisi
icerisinde homojen sekilde dagilmasi i¢in 1 gin boyunca rotatorda bekletilmistir.
Polimer icerisine adsorbe edilemeyen ilaglarin gideriimesi i¢in nanopartikuller 3
defa distile su ile yikanarak her yilkamada disari ¢ikan ilag miktari hesaplanarak

polimer igerisine yuklenen toplam ilag miktari hesaplanmistir.
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3.4.2. ilag Salim Galigmalari

Kitosan nanopartikullerden ila¢ saliminin yapilabilmesi amaciyla oncelikli olarak,
doksorubisin etken maddesi farkl derisimlerde ¢oézulmus ve 488 nm’de bu
gOzeltilerin absorbanslari Olgllerek standart kalibrasyon egrisi hazirlanmistir.
Cozeltilerin  absorbanslari  Nano-drop (Thermo Scientific, Nanodrop 1000)

kullanilarak olgulmustar.
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Sekil 3.4. Doksorubisin yUkli kitosan nanopartikullerin salim ve analiz dizenegi

Doksorubisin yukli kitosan nanopartikillerden salinacak etken madde miktarini
tayin etmek amaciyla Sekil 2.6.’da gorulen ilag salim deney dizenegi kurulmustur.
Dizenegin orta kismina nanopartikillerin gecisine izin vermeyen  diyaliz
membrani yerlestiriimistir (12-14 kDa agirhdinda). Sistemin bir tarafina sadece 2
mL fosfat tamponu (PBS), diger tarafina ise 2 mL fosfat tamponu icerisinde
dagitilmis ilag yukli partikiller konulmustur.  Sistem, 37°C c¢alkalamali su
banyosunda sabit hizda inkube edilmigtir. Belirli zaman araliklarinda (0.5.sa, 1.sa,
3.sa, 5.sa, 24.sa, 48.sa, 72.sa, 96.sa) olgumler alinarak, salim ortamindaki ilag
derisimleri hesaplanarak grafige gegcirilmistir. TUm olgUmlerin absorbans degerleri

nanodrop kullanilarak okunmustur.

42



3.4.3. ilag Tutunma Verimliligi

Doksorubisin yUkli kitosan nanopartikiller 12000 rpm +4°C’de 30 dakika
santrifujlendikten sonra baglanmayan ila¢ miktari supernatandan olgim alinarak
tespit edilmistir. Partikiller 3 defa yikanip her defasinda supernatandaki
doksorubisin miktari Olgulerek belirlenmigtir. Baslangigta polimer igerisine
kattigimiz ilag¢ miktari, toplam oOlgulen supernatandaki ilag miktarlarindan

cikarilarak ilag tutunma etkinligi hesaplanmigtir.

> llag tutunma etkinligi (% TE), asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

(Toplam ilag miktari—Serbest ilag miktari)

%TE = X 100 Esitlik 3.1.

Toplam ilag¢ Miktart

3.5. ilag Yiiklii Kitosan Nanopartikiillere Kuersetin Baglanmasi

Doksorubisin yuklU kitosan nanopartikullere hapsedilen ilag verimi hesaplandiktan
sonra, bu kompleks 1mg/mL derisiminde kuersetin ile muamele edilerek bu kez
kuersetin etken maddesinin ilag ile etkilestirimesi ve nanopartikilli yapida
tutuklanmasi saglanmistir. Bunun igin kuersetin yuklenmis nanopartiktl bir gece

boyunca oda sicakligindaki rotatorda inktbe edilmigtir.

Partikil icerisine hapsedilen kuersetin miktarini  bulmak amaciyla UV
spektrofotometrede 370 nm dalga boyunda, “baglanma o&ncesi 0Ornek” ve
“baglanma sonrasi o6rnek” seklinde olgulen absorbans degerleri farkindan
yararlanilarak kuersetin etken maddesinin nanopartikullere baglanma kapasitesi

yuzde baglanma seklinde hesaplanmistir.
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3.6. Hiicre ile Etkilesim Caligmalari
3.6.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan HG69AR ilaca direncli kanser hicreleri, ATCC (American Type
Culture Collection) firmasindan temin edilmistir. H1299 hucreleri Uludag
Universitesi Prof. Dr. Engin Ulukaya tarafindan hediye edilmis olup, Fibroblast
L929 hucreleri ise Sap Enstitisi’nden temin edilmigtir. HG9AR hcreleri, Cizelge
3.1.de verilen hicre kiltar ortaminda ¢ogaltilmis ve iki glinde bir hlcre kultir
ortami degistirilerek tazelenmigtir. Hucreler, hicre kultir kabi zeminini
kapladiklarinda pasajlanarak yeni kaplara aktarilmigtir.  Herhangi  bir
kontaminasyon riskine karsi her giin mikroskobik incelemeye tabi tutularak kontrol

edilmistir.

Cizelge 3.1. HG9AR kanser hucre hatti igin kullanilan kaltir kosullari

Hucre TurG H69AR (Coklu ilaca Direncli Kiiciik Hicreli
Akciger Kanseri Hucre Hatti)

Kaltir Kabi 25 cm?liik polistren flask

Kultur Vasadi %10 Fetal sigir serumu iceren RPMI1640 ; %0.5

penisilin-streptomisin, 4 mM L-glutamine, 50 mM
2-merkaptoetanol, 1 mM sodyum piruvat

Rutin sub-kaltar 1/3

Kaltar Ozelligi Monolayer
Toplam Hacim 4 mL

pH 7.2-7.4

Sicakhk 37+ 0.5°C
Inkiibasyon Ortami %5’lik CO; etlivii

Coklu ilaca direngli kiguk hucreli akciger kanser hucreleri (H69AR), %89’luk
RPMI, %10’luk fetal bovin serum, %0.5’lik antibiyotik, 4 mM L-glutamine, 50 mM 2-
merkaptoetanol ve 1 mM sodyum piruvat kullanilarak dretilmigtir. Klasik hucre
kultir metodlariyla hazirlanan  besiyeri ortaminda HG69AR hucrelerinin

¢ogalmasinin oldukga yavas oldugu ve antibiyotik kullanilmamasi durumunda da
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kontaminasyona ugradigi gorulmustur. Bu nedenle daha dusik oranda antibiyotik
kullaniminin yanisira besiyeri ortamina sodyum piruvat ve 2-merkaptoetanol

kimyasallari ilave edilerek ¢ogaltiima yoluna gidilmistir [113,114].

Sekil. 3.5. H69AR hucrelerinin morfolojik goruntisu; (A) yuksek yogunluk; (B)
dusuk yodunluk; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X
blyitmede cekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.

Kualtur ortaminda, normal hucreler komgu hucrelere yapisarak iligkilerini devam
ettirirler. Bu yapisma (adhezyon) noktalarinda hicrelerde elektronca yogun bir
plak olusur. Bununla birlikte, hdcrelerin ameboid uzantilarinda yavaslama ve
durma gorulir. Bu olaya kontak inhibisyon denir. Bu sekilde, hicre bolinmesi
kontrol edilir. Deneysel olarak, normal hucreler bir kultur ortaminda kendilerine
saglanan ortam sartlari ne kadar iyi olursa olsun kontak inhibisyon nedeniyle tek
tabaka olusturduktan sonra daha fazla cogalmazlar. Cunku, bolinme sinirli sayida
olur. Fakat, kanser hucreleri surekli ¢ogalarak birka¢ tabakali dizensiz kitleler
olustururlar. Bu da kanser hucrelerinde kontak inhibisyon kaybi oldugunu

gOstermektedir [48].

Calismada H1299 hicre hatti ve L929 fibroblast hicreleri de deneysel ¢alismalara
tabi tutulmustur. Kiguk htcreli olmayan kanser hicre hatti H1299, temin edilen
yerden alinan raporda, 48 saat doksorubisin muamelesinden sonra %100 canl

olarak tesbit edildigi ibaresi yer almaktadir. Sadece tek bir ilaca direngli olan
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(doksorubisine direngli) H1299 kanser hicre hattinin, H69AR hucre hattinin ¢oklu
ilaca direncli olmasi ozelligi ile karsilastirmali degerlendiriimesi yapilmig ve bu iki
hicre hattinin uygulamaya verdigi yanittan yola c¢ikarak bir 6n bakis agisi
kazanilmasi amaclanmistir. Bu iki hicre hatti ile yapilan uygulamalar es zamanlh

olarak saglkli hucrelerde ( L929 Fibroblast) de uygulanmistir.

Sekil 3.6. H1299 ve L929 fibroblast hiicrelerinin morfolojik géranimda; (A) H1299
kanser hucreleri; (B) L929 Fibroblast hiicreleri; Fotograflar Leica inverted floresan
mikroskobu ile 200X biyitmede c¢ekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gdstermektedir.

Cizelge 3.2. H1299 kanser hicre hatti igin kullanilan kulttr kosullari

Hucre Turu H1299 (Kuguk Hucreli Olmayan Akciger Kanseri
Hlcre Hatti)

Kiltir Kabi 25 cm?liik polistren flask

Kaltur Vasadi %10 Fetal sigir serumu iceren RPMI1640 ; %1
penisilin-streptomisin, 200 mM L-glutamine

Rutin sub-kultar 1/3

Kultir Ozelligi Monolayer

Toplam Hacim 4 mL

pH 7.2-7.4

Sicaklik 37+ 0.5°C

Inkiibasyon Ortami %5’lik CO; etuvi
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Cizelge 3.3. L929 Fibroblast hucreleri igin kullanilan kultar sartlar

Hlcre Taru L929 Fibroblast hucreleri

Kaltur Kabi 25 cm®liik polistren flask

Kultar Vasadi %10 Fetal sigir serumu iceren DMEM-F12 ; %1
penisilin-streptomisin

Rutin sub-kultar 1/3

Kltar Ozelligi Monolayer

Toplam Hacim 4 mL

pH 7.2-7.4

Sicakhk 37+ 0.5°C

Inkiibasyon Ortami %5’lik CO; etlivii

3.6.2. Hiuicre Canlilik ve Proliferasyon Testi (WST-1)

Kolorimetrik yontem icin kullanilan temel parametre canl hucrelerin metabolik
aktiviteleri olup bunun igin hucreler cogunlukla bir kolorimetrik substrat ile inkibe
edilir (MTT, XTT, INT, WST-1 gibi).

WST-1  [2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium]
substrati kullanillarak canli veya apoptozun erken evresindeki hucrelerin
mitokondrileri araciligiyla olusturdugu reaksiyonda, sollisyonlarda bulunan
tetrazolyum halkasi hlicre mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince
parcalanarak renkli formazan kristallerini olusturur [31]. Formazan olusumu,
yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canh hucrelerde gorulmektedir. Bu da
hdcre canlihdinin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak

belirlenen deger, yasayan hicre sayisi ile iliskilendiriimektedir [32].
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Sekil 3.7. Tetrazolyum tuzunun formazan kristaline dontsumuinin sematik

gOsterimi [31].

Hazirlanan ornekler (bos nanopartikil, doksorubisin yUklu kitosan nanopartikil,
serbest ilag, ilag-kuersetin kompleksi, ilag-kuersetin yuklu kitosan nanopartikil ve
serbest kuersetin) H69AR, H1299 ve fibroblast hiicreleriyle inkiibe edilerek WST-1
hdcre canlilik testine tabi tutulmustur.

Bu amacgla 1x10* hiicre/mL derisiminde hazirlanan hiicreler 96 kuyucuklu
plakalara ayri ayri ekilerek 24 saat inkUbasyona birakilmistir. Bu strenin sonunda
hazirlanan oOrnekler besiyeri ile farkh derisimlerde (50, 25, 12.5, 6.25 ug/mL)
seyreltilmistir. Taze besiyeri eklenip Uzerlerine de WST-1 ¢ozeltisi (10uL) ilave
edilerek etivde 4 saat boyunca inklUbasyona birakiimistir. Sidre sonunda
kuyucuklardaki sivi kisimlar temiz baska bir plaka icerisine alinarak 440 nm ELISA
mikro-plaka (Biotek, ingiltere) okuyucuda okutulmustur.

Elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalari alinip, hidcre canliigi asagidaki

Esitlik 3.2. ile hesaplanmistir.

absorbans 440 (6rnek)

HUG hhigi (%) = 1 Esitlik 3.2.
cre Canlilgr (%) absorbans 440 (kontrol) x 100 sitlik 3
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Sekil 3.8. Calismalarda kullanilan otomatik hiicre sayim cihazi

iv )

m‘ rlfqlllil

Sekil 3.9. Hucre ile etkilesim dncesi hazirlik agamalari

3.6.3. Hucre Proliferasyonunun xCELLigence RTCA ile Belirlenmesi
xCELLigence sistemi, hiicre gogalmasini gergek zamanli olarak analiz edebilen bir

hicre sayim cihazi olup e-plakalarinin zeminine yerlestirilmis mikro-elektrodlar
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sayesinde elektriksel empedans 6lgme teknigine dayanmaktadir [33]. Empedans
Olcumu, hucre kalitesi, proliferasyonu, adezyonu, canlihgi, sitotoksisitesi,
morfolojisi ve hareketi dahil olmak Uzere hucrelerin biyolojik durumu hakkinda
kantitatif bilgiler verir [34-36].

Bilindigi Uzere hicre membrani birgok protein igeren cift tabakali lipit yapisindadir
ve lipit molekullerinin polar gruplar akuatik c¢evreye bakarken, hidrofobik
hidrokarbon zincirleri membranin i¢c kismina bakmaktadir. Hlcrenin ic kismi
kompleks bir yapiya sahip olup pekgok membranla gevrili partikul icermektedir
(mitokondri, vakuol, nukleus v.b.) Bu sebeple hicre membrani yuksek olarak
yalitkanken hucrenin i¢ kismi iletkendir [37]. Huicreler buylme esnasinda,
ortamdaki ylUkslz veya zayif yukli maddeleri ylksek yuUkli maddelere
donustirerek iletkenligi artirir ve bu iletkenlik ortamla iligkili olan elektrodlarla

Olcllerek empedans hesaplanir [38].

Computer and Software i

\
: Gold Microelectrode
Plate Reader(RTCA SP) Covers 80% of Well Area
(in CO2 incubator)

Analyzer

www.aceabio.com

Sekil 3.10. Gergek Zamanli Hicre Analiz Sistemi (RTCA)
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Sekil 3.11. Gergcek Zamanh Hicre Analiz Sistemi Uygulamasinin 3 Adimda
Sematik Gosterimi (1) Hucrelerin Ekimi, (2) Toksik Ajanin Eklenmesi, (3) Otomatik
Goruntuleme [39].

Mikro-elektronik sensor Uzerindeki hlcre deteksiyonu prensibi:  (A)HUcrelerin
ekimi yapilmadan o6nce htcre indeksi (Cl) degeri sifirdir; (B) Hucrelerin varligi
elektrot veya ara-ylzey empedansindaki lokal iyonik ortami etkiler, boylelikle
elektrot empedansinda ve hicre indeksinde artisa yol acar; (C) Kontrol hiucreleri
[m] devamli olarak c¢ogalir ve elektrotlara daha fazla hicre tutunursa elektrot
empedansinda daha ¢ok artis olur ve daha buyuk hicre indeksi degerine neden
olur; (D) Hucreler, toksik ajana maruz kalmasi sonucu o6ldukleri zaman hucre

indeksi degeri azalir [4 ] [39].

Calismada kullanilacak olan hicrelerin (H69AR, H1299 ve L929 Fibroblast)
hazirlanan formulasyonlarla muamelesi sonucu proliferasyonunu incelemek igin
gercek zamanh hicre analiz sistemi (RTCA SP instrument, Roche, Almanya)
kullaniimistir. Bu amagla altin kaph 96 kuyucuklu e-plakanin her bir kuyucuguna
100 pL besiyeri konur ve e-plaka etlv igerisinde bulunan RTCA cihazina
yerlestirilir. Plaka ile cihazin ayni sicakliga gelmesi i¢cin 10 dakika beklenir. Daha
sonra e-plaka cihazdan cgikarilarak kuyucuklara htcrelerin ekimi yapilir. (10000
hicre/kuyucuk) E-plaka tekrar etlive yerlestirilerek 10 dakika bekletilir ve 10 dakika

sonunda okuma baglatilir. Hucrelerin e-plaka’ya tutunmasi ve c¢ogalmasi igin
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yaklasik 12 saat bekletilir. 12 saat sonunda hucreler buyime fazina gectigi esnada
farkh oranlarda nanopartikil, serbest ilag, serbest ilag/kuersetin, ila¢ yuklu
nanopartikil, serbest kuersetin ve ilag yukli nanopartikul/kuersetin formulasyonlari
hicrelerin Uzerine ilave edilir. Plaka etlve yerlestirilir; Sistem, 10 dakika ara ile
gercek zamanh empedans Olcumu alinacak sekilde ayarlanip 120 saat slre
boyunca kulturt yapilmak Gzere birakilir. Sonug olarak hlcrelerin zamana bagh

proliferasyonunu gosteren bir grafik elde edilir.

3.6.4. ikili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Eski bir Yunan terimi olan apoptoz, kelime anlami olarak yapraklarin agagtan,
petallerin cicekten dogal olarak dismesi anlamina gelmektedir. Dolayisiyla
apoptozis, fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hicre olimuyle iligkilendirilir [40].
Apoptozis; tek bir hicrede buzisme ve ¢evre hicrelerle olan temasin kaybolmasi
ile karakterizedir. Hucresel buzismenin nedeni, Na, K, CI tasiyici sisteminin
durmasi nedeniyle hicre ici ve digi arasindaki sivi hareketinin olmamasidir
[41,42]. Apoptoza ugramis hucrelerde, hlicrenin kromatini nikleus membraninin
cevresinde toplanir ve yogunlasir. Hicre membrani intakt yapisini korumakla
birlikte Gzerinde kuguk cepgikler olusur. Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir
ve degisen miktarlarda nukleus veya diger hucre ici yapilari igerir. Apoptozisde
apoptotik hiicre veya cisimcikler, komsu hucreler veya makrofajlar tarafindan

fagosite edildiklerinden inflamasyon gorulmez [43-45].

Nekroziste ise, apoptozdan farkli olarak hlcresel bluzisme yerine sisme olur;
apoptozun organizmaya genelde yararl etkileri olurken nekrozun etkileri her
zaman zararl ve o6lumculdur [46]. Nekrozis; hicre tarafindan genlerle program-
lanmayan ve gesitli dis etkenlerle gerceklesen (enfeksiyon, toksinler veya hicresel
bilesiklerin kontrolsiiz yikimina sebebiyet verecek travmalar gibi) olaylar sonucu
meydana geldigi icin patolojik hucre olumu seklinde de anilir. Ayrica hicreyle
birlikte mitokondirilerde de sisme gdzlenir, diger organeller ise plazma iginde
dagilir. Sisme sonucunda hucre zari patlar ve batinluguni kaybeder, proteolitik
enzimler iceren plazma, hucreler arasi bosluga sizar, doku c¢evresinde

inflamasyon ile birlikte zedelenme olusturur [41, 47].
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Hicre buzugmes:
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Apopeotk caairwk

Sekil 3.12. Apoptoza ugrayacak hedef hiicrede gorilen morfolojik degisiklikler
[128]

Sekil 3.13. Apoptoz ve Nekrozun Morfolojik Gorintisi [31]
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4.DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1. Kitosan Nanopartikiller
4.1.1. Morfolojik Degerlendirmeler

Bu kisimda iyonik jelasyon yontemi ile hazirlanan kitosan nanopartikuller
sentezlenmistir. Elde edilen nanopartikillerin morfolojik degerlendirmelerinin
yapilabilmesi amaciyla AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) goruntisunden
yararlaniimigtir. Sekil 4.1.’de kitosan nanopartikullerinin  AFM gorantileri
sunulmustur. Buna gore, AFM ile alinan goruntulerde boyutlarin 45-170 nm

araliginda oldugu gorulmastar.

Crossection

Sekil 4.1. Hazirlanan kitosan nanopartikullerin AFM goruntusu

4.1.2. Boyut ve Yiik Analizi

Hazirlanan nanopartikillerin  Zeta-Sizer ile yapilan olgimler sonrasinda

boyutlarin 150- 370 nm arahdinda oldugu gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Size {d.nmj: % Humber Width (d.nm):
Z.Average (d.nm): 3690 Peak 1: 196,3 983 41,25
Pdk: 0570 Peak 2: 7541 17 1451
Intercept: 0,872 Peak 3: 0.000 0.0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Number

M (%)

Sekil 4.2. Hazirlanan kitosan nanopartikillerin Zeta-Sizer'da hacimce

boy dagihmi grafigi

Grafige bakildiginda nanopartiklllerin sayica %98.3’Unun 196 nm buyukliginde
oldugu, %1.7’sinin ise 754 nm oldugu anlagiimaktadir. Bu durum, partikillerin
zamanla agregasyona ugrayarak topaklasma yaptigini ve partikil boyutunun
bliylUmesine yol actigini gostermektedir [129]. Bu da ortalama partikdl

bayuklugune etki ederek ortalamanin 369 nm olarak gorinmesinde etkili olmustur.

Kitosan nanopartikillerinin zeta-potansiyellerinin (ylzey yliku) hesaplanmasi igin

yine Zeta-Sizer cihazindan yararlaniimistir. Sonuclar Sekil 4.3.” te sunulmustur.
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): 244 244 100,00 537
Zeta Deviation (mV): 5,37 0.00 0.0 0,00
Conductivity (mSicm): 0.00366 0.00 0.0 0.00

Result quality :

Zata Pobential Dsbriuton

&=
&=
=1
=
=

Tatal Counts

Sekil 4.3. Bos kitosan nanopartiklllerin zeta-potansiyeli grafigi

Elde edilen zeta-sizer sonuglarina gore, bos nanopartikilin zeta-potansiyeli 24.4
mV olarak olgulmuastur (Sekil 4.3.) Sonuglar, kitosan nanopartikullerinin ylzey

yukunun beklendigi Uzere pozitif yuke sahip oldugunu gostermektedir [115,116].

4.2. Nanopartikiillere Etken Madde Yiiklenmesi ve Salimi

4.2.1. llag Yiikleme Calismalari

Kitosan nanopartiktllere doksorubisin etken maddesinin yuklenmesi amaciyla
oncelikle doksorubisine ait bir kalibrasyon grafigi cikarilmistir (Sekil 4.4). Bunun
icin oncelikle Uv/Vis. Spektrofotometre (Nanodrop) kullanilarak 488 nm’de
doksorubisinin  maksimum absorbans verdigi saptanmig ve 50-1000 ug/mL
araliginda  doksorubisin etken maddesi kullanilarak  her araliktaki

konsantrasyonlarda dalga boylari saptanmistir.
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Sekil 4.4. Doksorubisine Ait Kalibrasyon Grafigi

Etken maddenin kalibrasyon grafiginden yararlanilarak partikillere yuklenen

madde miktarlari hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkh derigimlerdeki etken maddenin nanopartikullere yiklenme

oranlari
Polimer/ilag (w/w) % Hapsedilen ilag
10/0.5 % 25.6
10/1 % 50.0
10/2 % 74.3

2 mg/ml

1 /. i |
Tmg/mi

Yiikleme Verimliligi (%)

C (mg/mL)

Sekil 4.5. Farkl dozlardaki doksorubisin derisiminin yukleme verimliligine etkisi
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Sunulan ¢alismada, sabit miktarda polimer (10 mg) kullanihp farkli miktarlarda
doksorubisin etken maddesi yuklenerek (0.5, 1 ve 2 mg/mL) hazirlanan
nanopartikillerde ilacin tutunma verimleri incelendiginde; 0.5 mg/mL derisimine
sahip doksorubisinin partikile tutunma verimi % 25.6; 1 mg/mL derisimine sahip
doksorubisinin tutunma verimi % 50.0 ve 2 mg/mL derigimine sahip doksorubisinin
partikile tutunma verimi % 74.3 olarak hesaplanmigtir. Goruldugu gibi partiktle
eklenen ilag miktarinin derisimi arttikca yuklenme verimliliginin de ayni oranda

arttigir saptanmistir [109, 110].
4.2.2. llag Salim Galismalari

Sunulan c¢alismada, etken madde salim Kkinetiklerinin degerlendirilebilmesi
agisindan kitosan nanopartikillere polimer miktari her birinde sabit tutulmak Gzere,
10/0.5, 10/1 ve 10/2 mg polimer/mg doksorubisin oranlarinda hazirlanan
nanopartikullerden salinan ila¢ miktarlarini tayin etmek amaciyla absorbans
Olcimleri nanodrop kullanilarak gergeklestiriimistir ve farkli sireler igin absorbans
degerleri elde edilmigtir. Doksorubisin icin elde edilen kalibrasyon egrisi,
absorbans degerleri ve yuzde hapsedilen ila¢g miktarlari kullanilarak salinan ilacin
mikrogram cinsinden degeri bulunmustur ve farkli konsantrasyonlardaki ilacin

zamana karsi % kumdulatif degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 4.6.)

2}
(e}

(€]
D

C, 40 { :
- 1 =¢=0.5 mg/ml
© 20
% - =1 mg/ml
& 2 mg/ml
5
L

-20 0 20 40 60 80 100 120

salim araliklari (saat)

Sekil 4.6. Kitosan nanopartikullerden kimdulatif salinan ila¢g miktarinin zamanla

degisimini gésteren grafik
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llag yikli kitosan nanopartikiillerin ilag salimlari 96 saat siireyle (4 gin) takip
edilmigtir. Sekil 4.6.’"da goruldugu gibi kitosan nanopartikillerden birim zamanda
salinan etken madde miktari partikillere ylklenen oran ile dogru orantili olarak
degismektedir. 2 mg/mL oraninda hazirlanan partikillere yuklenen etken madde
miktari 0.5 mg/mL oraninda hazirlanan partikillerden fazla oldugu igin, 2 mg/mL
oraninda hazirlanan partikullerden salinan etken madde miktari daha yuksektir.

14

Salim Verimliligi (%)

Sekil 4.7. Kitosan nanopartikillerden % salinan ila¢g miktarinin zamanla degisimi

Salim profilleri incelendiginde, kumulatif salinan ila¢ miktarinin nanopartiktle
yuklenen ilag miktariyla dogru orantili oldugu gibi % salinan ilag miktarlariyla da
dogru orantiidir. Sekil 4.7.'ye bakildiginda; 2 mg/mL derisimindeki ila¢ yuklu
nanopartikillerden salinan ilag verimliligi %11.26; 1 mg/mL derisimine sahip
partikulden salinan ilag verimliligi % 7.21 ve 0.5 mg/mL derisimindeki
nanopartikillerden salinan ilag verimliligi % 5.73 olarak hesaplanmistir. Goéruldigu
gibi partikdllerin ilag tutunma verimliligi yuksek iken (Sekil 4.5.) %salinan ilag

miktarinin oldukga dusuk olmasi dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.8. ilag yukli nanopartikiiller ile serbest ilacin salim kinetiklerinin

karsilastiriimasi

Doksorubisin yuklu partiktllerin zamana bagli salim profillerini serbest ilag salimi
ile kargilastirmak amaciyla doksorubisinin partiktle hapsedilmemis haliyle (serbest

ilagc formunda) salim kinetigi incelenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8.’deki grafikten anlasilacagi Uzere, nanopartikul igerisine hapsedilmeyen
serbest doksorubisinin yaklasik 9 saat icerisinde ortama verilerek saliminin
gerceklestigi, ancak nanopartikll icerisine hapsedilen doksorubisin saliminin 96
saat sure ile gercekleserek kontrolli ve uzun sureli salim yaptigi gorulmektedir
[111]. Bu durum, etken maddenin hemen salindigi turlere gére emilim olayinin

uzamas! ve ilacin biyolojik etkisinin de artmis olmasi bakimindan 6nem arz

etmektedir [112].

4.2.3. llag Yiiklii Kitosan Nanopartikiillere Kuersetin Baglanmasi

Doksorubisin yuklu kitosan nanopartikullere hapsedilen ilag verimi hesaplandiktan
sonra, bu kompleks 1mg/mL derisiminde kuersetin ile muamele edilerek kuersetin
etken maddesinin ilag ile etkilestirimesi ve nanopartiktlli yapida tutuklanmasi
saglanmistir. Bunun igin dncelikle kuersetine ait bir kalibrasyon grafigi ¢ikariimistir
(Sekil 4.9). Uv/Vis. Spektrofotometre (Nanodrop) kullanilarak 370 nm’de

kuersetinin maksimum absorbans verdigi saptanmis ve 25-200 pg/mL arahginda
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kuersetin etken maddesi kullanilarak her araliktaki konsantrasyonlarda dalga

boylari saptanmistir.
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Sekil 4.9. Kuersetine Ait Kalibrasyon Grafigi

Partikil icerisine hapsedilen kuersetin miktarini  bulmak amaciyla UV
spektrofotometrede 370 nm dalga boyunda, “baglanma &ncesi 06rnek” ve
“‘baglanma sonrasi o6rnek” seklinde olgulen absorbans degerleri farkindan
yararlanilarak kuersetin etken maddesinin nanopartikillere baglanma kapasitesi

yuzde baglanma seklinde hesaplanmistir.

Yapilan deneysel calismalar sonunda doksorubisin yuklu kitosan nanotagiyicilara
ortalama kuersetin baglanma kapasitesi yaklasik olarak %57 olarak

hesaplanmigtir.

4.3. Hucre ile Etkilesim Galigmalari
4.3.1. Hucre Canlilik ve Proliferasyon Testi (WST-1)

Calismanin bu bélimunde farkh derisimlerde hazirlanan bos kitosan nanopartikdil,
ilacl nanopartikul, saf ilag, ilagli kuersetin, kuersetin yukla ilagh nanopartikil ve saf
kuersetin seklindeki formulasyonlarin H69AR, H1299 ve L929 Fibroblast hicreleri

uzerine sitotoksik etkileri incelenmistir.

Bunun icin hiicreler, éncelikle 96 kuyucuklu plaklara 7x10° hiicre/ mL derisiminde
ekilmigstir, 24 ve 48 saat olmak Uzere ayri ayri ekilip etlivde inkibe edilmigtir. Hlcre
canhliginin kontrolU igin WST-1 testi yapilmistir. Plaklar 37°C, %5 CO’li etivde

inkUbe edildikten sonra kuyucuklardaki vasat atilip yerine taze besiyeri ve Uzerine
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WST-1 ¢Ozeltisi eklenmigtir. Daha sonra bu plaka 4 saat karanlikta , etivde inkube
edilmek Uzere bekletilmistir. Bu 4 saat sonunda kuyucuklardaki vasat alinarak 440

nm’de absorbans 6lgimu yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.2.’deki gibidir.

Cizelge 4.2. Hazirlanan bos nanopartikdl, ilagl nanopartikul, saf ilag, ilacl
kuersetin, kuersetin yukla ilagl nanopartikil ve saf kuersetinin HG9AR hucreleri
Uzerine 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkileri

(24sa) H69AR (48sa) H69AR
hicreleri hucreleri %canlilik
Derigim %canlilik Std +Std
(Mg/ml)

Kontrol 0 100 100
50 102.5:1.4 98.4612.7
25 97.58%3.7 101.9%3.0
Bog Np 125 105.1%1.9 99.58+2.8
50 34.13+2.3 33.733.2
_ 25 71.84+1.5 50.81£3.5
llagh Np 125 96.20+2.7 5717+1.4
50 38.34+3.2 13.8125.4
_ 25 32.65+4.1 2153%4.7
Saf llag 125 20.10+2.5 32.41+5.8
50 33.34+4.8 12.0321.9
_ 25 33.73+5.9 20.3624.8
llagh Kuersetin 125 33.84+4.8 90.64+7.2
Kuersetin Yuklu 50 38.52+4 1 21.71+5.0
flagh Np 25 43.88+2.5 36.27+2.9
125 73.89%3.2 48.67+1.7
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50 97.5415.8 95.4822.9
25 103.5¢4.7 103.9:3.7
Saf Kuersetin 125 105.8£3.8 103.89:2.8

Bu calismada 50, 25 ve 12.5 pg/mL derigsimlerinde bos nanopartikul, ilagl
nanopartikil, saf ilag, ilagh kuersetin, kuersetin yUkll ilagh nanopartikil ve saf
kuersetin formulasyonlari H69AR hucreleri (zerine uygulanarak sitotoksik etkileri
incelenmigtir. Cizelge 4.2.de goruldugu gibi bos kitosan nanopartikuller ile
etkilesen H69AR hucrelerinin % 102.5’i canli kalmistir. Bu da kullanilan kitosan
polimerinin hucreler igcin herhangi bir toksik etkisi olmadigini gdstermektedir

[115,130-132]. (Diger sonuglar apoptotik/nekrotik indeks degerleriyle birlikte

acgiklanmigtir).
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% Canlilik Degerleri
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W 48.saat

Sekil 4.10. Bos nanopartikl, ilagh nanopartikil, saf ilag, ilagl kuersetin, kuersetin

yuklU ilagl nanopartikil ve saf kuersetin formilasyonlarinin HG9AR hucreleri

uzerine 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkileri
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Sekil 4.11. llagl nanopartikil, saf ilag, ilagli kuersetin, kuersetin ve ilagl
nanopartikil formualasyonlarinin HG9AR hlicreleri GUzerine sitotoksik etkileri

Yapilan deneyler neticesinde kuersetin yukli ilagl nanopartikullerin HG9AR kanser
hdcrelerinin canlihdini énemli Olgide dusurdigu gorulmektedir. 24 saatlik etki
sonucunda htcre canlihdr %38’lerde iken, 48 saatin sonunda bu etkinin %21’lere
dustugu gorulmustur. Bu noktada yapilan degerlendirmede kuersetin ve ilacin
kombine edilerek nanopartikile yiklenmesi ve bu sekilde hlcrelere uygulanmasi
birbirleriyle sinerjistik etki yaptigi fikrini dogurmustur [101]. Cunkd ilagh
nanopartikalin hucrelere tek basina verilip ardindan kuersetin uygulanmasi
sonucunda, benzer etkinin gorulmedigi saptanmistir. Bu gekilde yapilan bir dizi
deney sonucunda hucre canlihdinin hep %90’larin Gzerinde oldugu, kontrolle
hemen hemen ayni oranda oldugu gorulmugtir. Yani nanopartikullerin icerisine
kuersetin ve doksorubisinin ayni anda yuklenerek hucrelere verilmesi ile hucre
canlihgr 48 saatin sonunda %21 iken ayri ayri verilmesi durumunda ise bu oran

%94 duzeyinde oldugu gozlenmigtir [101,134].
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Cizelge 4.3. Bos nanopartikdl, ilacli nanopartikul, saf ilag, ilach kuersetin,
kuersetin yuklu ilagli nanopartikil ve saf kuersetin formulasyonlarinin H1299 ve
L929 hicreleri Uzerine sitotoksik etkileri (48 saatlik)

H1299 Hucreleri

L929 Fibroblast

Derigim (ug/ml) %Canlilik £ Std Hucreleri
%Canlilik £ Std
Kontrol 0 100 100
50 98.56+1.5 104.1242.5
25 96.25+2.9 105.25£3.8
Bog Np 125 101.2+35 99.33:2.3
50 22.25+4.8 83.12+2.1
_ 25 54.65+3.8 86.4524.1
llagh Np 125 64.1412.4 91.11453
50 16.14+1.9 17.14%5.2
_ 25 25.45%2.5 16.452.8
Saf llag 125 10.47%3.6 11.48%35
50 15.41%2.8 14.25+4.9
_ 25 17.143 1 16.18%5.2
llagh Kuersetin 125 17.47+2.9 19.2622.7
Kuersetin YUuklu 50 27.25+1.4 74.41+1.4
ilagl Nanopartikil 25 54.78+2.5 75.45+1.9
125 73.71£3.0 81.87+4.3
50 102.25+1.3 103.45%2.5
25 105.40+4 .5 106.25+4.9
Saf Kuersetin 125 104.45%1.7 108.26%3.5

65




120

40

100

]

5 80 50 ug/mL
¢

2 60 M 25 ug/mL
% m12.5 ug/mL
©

Q

X

20

ilagh Kuers.yiikli  Saf

Kontrol
kuers. ilagh np kuers.

Bos Np ilaghNp  Safilag

Sekil 4.12. Bos nanopartikdil, ilagh nanopartikil, saf ilag, ilaglh kuersetin, kuersetin
yuklu ilagli nanopartiktil ve saf kuersetin formulasyonlarinin H1299 hcreleri
Uzerine 48 saatlik sitotoksik etkileri
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Sekil 4.13. Bos nanopartikl, ilagh nanopartikil, saf ilag, ilagh kuersetin, kuersetin
yuklU ilagl nanopartikil ve saf kuersetin formilasyonlarinin L929 Fibroblast
hlcreleri Uzerine 48 saatlik sitotoksik etkileri
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Yapilan bu c¢alismada, 50, 25, 12.5 ug/mL derisimlerde hazirlanan bos
nanopartikul, ilagli nanopartikal, saf ilag, ilagh kuersetin, kuersetin yukla ilagh
nanopartikil ve saf kuersetinden olusan formulasyonlarin H1299 ve L929
Fibroblast hicreleri Uzerine olan sitotoksik etkileri incelenmistir. Bunun i¢in H1299
ve L929 hiicreleri 7x10° hiicre/mL derisimde 96 kuyucuklu plaklara ekilmis ve bir
gece 37°C, %5 CO; etuvde inkube edildikten sonra bolum 3.6.2."de anlatildig:
uzere WST-1 testi yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.3.’teki gibidir.

Bu sonuglara gore, H1299 ve L929 hucrelerine uygulanan farkh formualasyonlarin
kargilastiriimasi yapilmistir. Ornegin, 50 pg/mL derisimdeki ilagli nanopartikiil ile
etkilesen H1299 hucrelerinin  %22.25'i canli iken, ayni derisimdeki L929
hicrelerinin %83.12’si canli kalmistir. Ayni sekilde 50 pg/mL derigsimdeki saf ilagla
etkilesen H1299 hucrelerinin @ %16.14’4G canli iken ayni derisimdeki L929
hicrelerindeki canliik orani %17.14 olarak gorulmuastar. Bu iki karsilastirmadan
yola ¢ikarak ilagh nanopartikilin H1299 hucreleri Uzerine sitotoksisitesi oldukca
yuksek iken L929 hicreleri Uzerindeki sitotoksik etki oldukga duistlk olarak
g6zlemlenmistir. Yine ayni sekilde 50 ug/mL derisimindeki kuersetin yukla ilagh
nanopartikul ile etkilesen H1299 kanser hucrelerinin %27.25’i canh iken ayni
derisime sahip L929 hicrelerindeki canlihk orani %74.41 olarak goérulmustar.
Burada nanopartikll icerisinde hapsolmus olan ilag ve kuersetinli ilag
formulasyonunun kanserli hiicrelerde %canlilik degerini oldukga dusurdugu; ancak
fibroblast hucrelerinde bu degerin kanser hicrelerine gore oldukga yuksek oldugu

gorulmektedir.
4.3.2. ikili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

ikili boyama metodunda kullanilan Hoechst 33342 floresan boyasi canli hiicrelerin
zarlarindan gecerek cekirdedi boyar ve floresan mikroskopta DAPI filtresi ile
cekirdeklerin  mavi gorunmesini saglar. Ayrica c¢ekirdek morfolojisinin
degerlendirimesi de bu ydntemle anlasilir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hucrenin kromatini dolayisiyla nukleusu gorunur hale gelir.
ikii boyama metodunda kullanilan, 6lii ve/veya plazma membrani hasarli
hicrelerin  zarlarindan gecerek c¢ekirdeklerin floresan 1sik altinda kirmizi
gorunmelerini saglayan bir diger boya propidyum iyodur (Pl) boyasidir. Bu boya

membrani saglam olan (canli) hicreleri boyamagi i¢cin canli hicre ile yagsayan
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hdcrenin ayirrmina olanak tanirlar. Saglikli ve apoptotik hicre cekirdekleri mavi
renkte olup FITC floresan filtresi ile goruntulendiginde yesil gorunurlerken, nekrotik
hucreler Pl boyasi ile boyandiklarindan kirmizi gérunarler. Yapilan nekrotik indeks
calismasinda 480-520 nm dalga boyunda inceleme yapilmis olup bu dalga
boyunda ayni anda nekrotik hucrelerin gekirdegi kirmizi; apoptotik veya saglkh

hacrelerin gekirdekleri yesil olarak elde edilmistir.

Sekil 4.14. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen apoptotik hiicre fotograflari (24 saatlik etki); (A) 10/2 mg polimer/mg etken
madde oraninda ilagh nanopartikil ile muamele edilmis H69AR hucreleri, (B)
Yalniz ilag (doksorubisin) ile muamele edilmis H69AR hiicreleri, (C) ilagl kuersetin
ile muamele edilmis H69AR hucreleri, (D) Kuersetin yuklu ilagh nanopartikullerin
H69AR hicreleri ile etkilesimi, (E) Yalniz kuersetin ile etkilestirlen H69AR
hicreleri, (F) ilag, kuersetin ve/veya nanopartikiillerle muamele edilmemis H69AR
hicreleri (Kontrol Grubu), hicreler komplekslerle etkilestiriimediginden hucreler
apoptoza ugramamis, cekirdek sinirlari normal ve c¢ekirdek parcalanmamis
goOrulmektedir. Oklar apoptotik htcrelerden bazilarini gostermektedir. Apoptoza
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ugramis hucre c¢ekirdekleri parlak, pargcalanmig, apoptoza ugramayanlar soluk
mavi gorinmektedir. Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X
blayutmede cekilmigtir. Olgek 50 ym mesafeyi gdostermektedir.

Sekil 4.15. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen apoptotik hicre fotograflar (48 saatlik etki); (A) Saf ilag (doksorubisin) ile
etkilestiriimis H69AR hcreleri, (B) Saf kuersetin ile etkilestiriimis H69AR hucreleri,
(C) 10/2 mg polimer/mg etken madde oraninda ilagli nanopartikil ile muamele
edilmis H69AR hucreleri (D) Kuersetin yukli ilagh nanopartikul ile etkilestirilen
H69AR hiicreleri, (E) ilach kuersetin ile muamele edilmis H69AR hiicreleri, (F) ilag,
kuersetin ve/veya nanopartikillerle muamele edilmemis H69AR hicreleri (Kontrol
Grubu); Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X buyltmede
cekilmistir. Olgek, 50 ym mesafeyi géstermektedir.
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ikili boyama ile elde edilen apoptotik/nekrotik indeksler Cizelge 4.2.’de ve floresan
inverted mikroskopta cekilen fotograflar Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.'te; 24 ve 48
saatlik etkileri olarak verilmistir.

Buna gore, dugsuk derigsimlerde nekrotik indeks c¢ok yuksek degildir; ancak
derisimin artmasi toksisiteyi de artirdigi icin nekrozun da artmasina sebep
olmustur. Ozellikle saf ilacin kullanilarak hiicreye uygulandi§i 6rnekler nekrotik
indeksin en fazla géruldigu érnek grubu olup, 6rnegin 24 saatlik etki sonunda 50
pg/mL derigimine sahip drneklerde yaklasik nekrotik indeks degeri %34.1 olarak
bulunmustur. Cizelge 4.2."den de anlasilacagi uzere nekrotik indeksin en diguk
oldugu o6rnek gruplari ise bos nanopartikul, saf kuersetin ve kuersetin yuklu ilagli
nanopartikillerin oldugu gruplardir. Ornegin, kuersetin yikli ilagh nanopartikuillerin
nekrotik indeks degeri 50 pyg/mL olan 6rnek gruplarinda %2.5 olarak saptanmis
olup, bos nanopartikilin ayni derisimdeki nekrotik indeks degeri % 1.0 ve saf
kuersetinin oldugu o6rnek grubunda yine bu deger %2.4 olarak bulunmustur.

Yapilan sitotoksisite testi ve ikili boyama sonuglari birbirleriyle uyumludur.

Cizelge 4.4. H69AR hicrelerinde bos nanopartikdil, ilagch nanopartikil, saf ilag,
ilacli kuersetin, kuersetin yuklu ilagh nanopartikil ve saf kuersetin uygulamalarinin
24 saatlik etkilestiriimeleri sonucu elde edilen apoptotik/nekrotik indeks sonuglari

Derig Bos flagh Saf flagh Kuersetin Saf
im Nanopartikul Nanopartikul yukla ilagh
(Mg/ ilag kuersetin nanopartikil kuersetin
mi) %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek
toz roz toz roz toz roz toz roz toz roz toz roz
0 12 0 2.3 1.5 0.8 1.6 25 1.4 3.2 4.2 15 1.8
50 4.1 1.0 15.4 4.1 8 34.1 6.5 27.2 31.2 25 5.2 2.4
25 3.8 0 7.8 21 4.8 29.2 4.5 21.5 25.7 2.3 4.1 2.7
125 | 1.2 0 4.3 1.4 5.2 19.1 4.1 223 | 17.2 1.7 25 3.6
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Cizelge 4.5. H69AR hicrelerinde bos nanopartikil, ilagh nanopartikil, saf ilag,
ilagli kuersetin, kuersetin yukla ilagh nanopartikil ve saf kuersetin uygulamalarinin
48 saatlik etkilestiriimeleri sonucu elde edilen apoptotik/nekrotik indeks sonuglari

Derig Bos flagh Saf flagh Kuersetin Saf
im Nanopartikul Nanopartikul yukla ilagh
(Mg/ ilag kuersetin nanopartikiil kuersetin
mi) %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek
toz roz toz roz toz roz toz roz toz roz toz roz
0 0.2 0 1.3 1.5 0.8 0.6 15 1.4 1.2 0.2 2.5 2.8
50 53 5.0 23.4 6.1 9 54.1 7.5 32.2 35.2 35 6.5 3.9
25 8.8 2.4 9.8 2.5 7.6 12.2 6.5 11.6 23.7 4.3 51 3.7
12.5 3.2 0 7.1 2.4 4.2 9.1 4.3 22.3 17.5 1.9 1.6 2.7
45
40
8 35 | ]
<
£ 30
-
s 25
o
< 20 T B %apoptoz
=
% 15 H %nekroz
)
2 10 -
>
= ii
«
X o0 J+
-5 - Saf i Saf 1
Np Np ilag Kuers. ilaghi Np kuers.
-10

Sekil 4.16. 50 pg/mL derisimindeki 6rneklerle muamele edilmis HG9AR
hicrelerinde 24 saatlik % apoptotik-nekrotik degerler
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Sekil 4.17. 50 pg/mL derisimindeki 6rneklerle muamele edilmis H69AR

hicrelerinde 48 saatlik % apoptotik-nekrotik degerler

Sekil 4.15. ve 4.16.daki grafiklerde, sitotoksisite ve ikili boyama sonucu elde

edilen % apoptotik/nekrotik indekslerden elde edilen bulgulara gore hicrelerde en

etkin dozun 50 pg/mL derigimine sahip érneklerde oldugu gorulmustar. Grafiklerde

de bu dozdaki derisim Uzerinden degderlendirme yapilmigtir.

72



Sekil 4.18. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen nekrotik hucre fotograflan (48 saatlik etki); (A) Kuersetin yuklu ilagh
nanopartikuller ile muamele edilmig HG9AR hucreleri, (B) Yalniz ilag (doksorubisin)
ile muamele edilmis H69AR hiicreleri, (C) ilaglh kuersetin ile muamele edilmis
H69AR hicreleri, (D) 10/2 mg polimer/mg etken madde oraninda ilacgh
nanopartikil ile muamele edilmis H69AR hucreleri, (E) Yalniz kuersetin ile
etkilestirilmis HB69AR hiicreleri, (F) ilag, kuersetin velveya nanopartikiillerle
muamele edilmemis H69AR hucreleri (Kontrol Grubu); Fotograflar Leica inverted
floresan mikroskobu ile 200X buyitmede cekilmistir. Olgek, 50 pym mesafeyi
gOstermektedir.
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Cizelge 4.6. H1299 hucrelerinde apoptotik/nekrotik indeks sonuglari

Derig Bos flagh Saf flagh Kuersetin Saf
im Nanopartikul Nanopartikul yuklu ilagh
(no/ ilac kuersetin nanopartikiil kuersetin
mi) %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek
toz roz toz roz toz roz toz roz toz roz toz roz
0 1.2 0 2.3 0.5 1.8 2.6 1.5 1.4 3.2 3.2 25 2.8
50 6.3 5.0 43.4 4.1 45 46.1 35 35.2 37.3 3.9 10.5 8.4
25 7.8 14 18.8 25 1.6 32.2 45 28.5 13.9 1.3 8.4 3.1
12.5 5.2 0 9.3 1.4 17 18.1 3.3 12.3 11.5 14 1.9 3.6

ikili boyama yéntemi ile yapilan H1299 kanser hiicrelerinde ve L929 fibroblast
saghkh hucrelerdeki apoptotik/nekrotik indekslerin sonuglarina bakildiginda; 50
pg/mL derigsiminde kuersetin yUklu ilagli nanopartikiller ile etkilesen H1299 kanser
hucrelerinin %37.3'U apoptotik; %3.9’u nekrotik etki gostermistir. Oysaki ayni
derisimde saf ilacin H1299 kanser hucreleri ile etkilesimi sonucunda htcrelerin
%4.5'i apoptotik; %46.1°i nekrotik etki gdstermistir. Dolayisiyla kuersetin yukli
ilach nanopartikillerin doksorubisin direncli H1299 kanser hucrelerini apoptoza
yonlendirme oraninin saf ilaca gore oldukga yuksek oldugu goérulmektedir. Saf ilag
ile etkilesen kanser hucrelerinin buyuk ¢ogunlugunda nekrotik etki gozlenirken,
kuersetin yukla ilach nanopartikillerde bu oran oldukgca dusuktir. Elde edilen
sonuglardan hareketle kuersetin yukla ilagh nanopartikilin kanser tedavisinde
olasi bir kemoterapodtik segcenek oldugu fikri uyanmaktadir [135]. Bununla beraber,
L929 fibroblast saglikh hucrelerdeki apoptotik/nekrotik etkiye bakildiginda; 50

Mog/mL  derisimine sahip kuersetin ylUki ilagh nanopartikillerin  fibroblast
hicreleriyle etkilesimi sonucunda apoptotik etki %3’lerde ve nekrotik etki %0’larda
g6zlenmigtir. Saglikli  hucrelerdeki apoptotik ve nekrotik degerler dikkate

alindiginda, kuersetin yukli ilagh nanopartiktllerin fibroblast hlcreleri Gzerindeki
sitotoksik etkinin dusuk olmasi oldukga onem arz etmektedir; ¢gunklu bu durumda
saglikli hacreler herhangi toksik etkiye maruz kalmayacagindan olasi yan etkilerin

olusturacagi pekg¢ok zarardan da kaginmis olacaklardir.
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Cizelge 4.7. L929 fibroblast hicrelerinde apoptotik/nekrotik indeks sonuglari

Derisi Bos llagh Saf flagh Kuersetin Saf
m Nanopartikl Nanopartikul yuklu ilagh
(Mg/ ilag kuersetin nanopartikdil kuersetin
mL) %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek | %apop | %nek
toz roz toz roz toz roz toz roz toz roz toz roz
0 0.2 0 1.3 15 2.8 1.6 0.5 1.4 2.2 1.2 25 0.8
50 2.3 1.0 4.4 3.1 8,12 53.2 7.5 34.2 5.2 15 4.5 3.9
25 1.8 14 4.8 15 4.6 31.2 5.5 21.6 4.6 13 5.2 2.7
12.5 0.2 0.7 1.1 0.4 4.5 19.1 2.4 225 3.3 1.7 1.9 0.7

Sekil 4.17. ve 4.18.’deki grafiklerde 50 pg/mL derigsimine sahip 6rnek gruplarinin
H1299 ve L929 Fibroblast hlcreleri Uzerindeki 48 saatlik % apoptotik/nekrotik
degerleri verilmistir. Yine burada da H69AR hicrelerinde oldugu gibi 50 pg/mL

derisimindeki dozun sitotoksisite ve apoptotik-nekrotik indekslerden elde edilen

bulgulara gore hucreler Gzerindeki en etkin doz oldugu tesbit edilmigtir.
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Sekil 4.19. 50ug/mL derisimindeki 6rneklerle muamele edilmis H1299 hiicrelerinde
48 saatlik % apoptotik-nekrotik degerler
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Sekil 4.20. 50ug/mL derisimindeki 6rneklerle muamele edilmis L929 hucrelerinde
48 saatlik % apoptotik-nekrotik degerler
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Sekil 4.21. (A) Kuersetin yuklu ilagli nanopartikillerin H1299 kanser hicreleri ile
etkilesimini gosteren apoptotik hucre fotografi, (B) Kuersetin yUkla ilagh
nanopartikillerin  H1299 hdcreleri ile etkilesimlerinin nekrotik fotografl, (C)
Kuersetin yukli ilagli nanopartikillerin  L929 Fibroblast saglikli hucreler ile
etkilesimini goOsteren apoptotik hucre fotografi, (D) Kuersetin yukli ilagl
nanopartikillerin fibroblast hlcreleri ile etkilesimleri sonucundaki nekrotik hicre
fotografi, (E) Hicbir aktif ajan ile muamele edilmemis H1299 hicreleri (Kontrol
grubu) (F) Hicbir aktif ajan ile muamele edilmemis L929 fibroblast hicreleri
(Kontrol grubu) Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X
blyitmede cekilmistir. Olgek, 50 ym mesafeyi gostermektedir.

4.3.3. Hiicre Proliferasyonunun XCELLigence RTCA ile Belirlenmesi

Hucrelerin zamana baglh olarak c¢ogalmalarini gbézlemlemek amaciyla

XCELLigence RTCA sisteminden yararlaniimistir; sistemin igleyisi Sekil 3.5. ve
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3.6.’da gosterilmistir. Bunun igin hicreler altin kaph 96 kuyucuklu e-plakanin her
bir kuyucuguna 10000 hucre/kuyucuk olacak sekilde hicre ekimi yapilmistir. E-
plaka etlve yerlestirilerek 10 dakika bekletilmis ve 10 dakika sonunda okuma
bagslatiimistir. Hlcrelerin e-plaka’ya tutunmasi ve ¢ogalmasi igin yaklasik 12 saat
bekletilmistir. 12 saat sonunda hucreler buyume fazina gectigi esnada farkl
oranlarda nanopartikul, serbest ilag, serbest ilag/kuersetin, ilag yukli nanopartikul,
serbest kuersetin ve ilag yUkli nanopartikil/kuersetin formtlasyonlari hicrelerin
Uzerine ilave edilmis ve plaka etlive yerlestiriimistir. Sistem, 10 dakika ara ile
gercek zamanh empedans Olgumu alinacak sekilde ayarlanip 120 saat sure
boyunca kultart yapilmak Uzere birakilmigtir. Sonug¢ olarak hicrelerin zamana

badli proliferasyonunu gosteren grafik elde edilmistir.

Grafikte (Sekil 4.22.) kontrol gruplari hi¢bir aktif madde ile etkilestiriimemis olup

yaklagik 3.5 gun suren proliferasyon egrisi gorulmektedir.
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Sekil 4.22. Kontrol grubu hicrelerinin (H1299, H69AR ve L929 fibroblast)
proliferasyonunu gosteren grafik
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Sekil 4.23. Farkl derisimlerdeki bos kitosan nanopartikillerin L929 fibroblast
hicreleri Gzerindeki proliferatif etkisi

Sekil 4.21.de farkli derisimlerdeki bos kitosan nanopartikillerinin L929 Fibroblast
hicreleri Uzerindeki proliferatif etkisine bakildiginda, hicreler kontrolle paralel
buyume egrisi gostermekte ve hucre canliligi indeksinde kayda deger herhangi bir
sekilde canlih@l azaltici yonde etki goriimemektedir. Bu da bize tasiyici polimer
olarak kullandigimiz kitosanin hucrelerde ¢ogalmayi engelleyen bir etkisinin

olmamamasi yanisira sitotoksik olmadiginin da bir kanitidir [130,131].

Sekil 4.24.’te farkli derigsimlerdeki serbest ilacin L929 Fibroblast saglkh hucreler
uzerindeki proliferatif etkisi gorulmektedir. Serbest ila¢ saglikli hicrelere 50, 25 ve
12.5 pg/mL dozlarinda verildiginde hicre indeksi egrisinde dnemli oranda dusus
gOzlenmigtir. Buradan hareketle serbest halde verilen ilacin saglhklh hucrelerde
toksik etki yaptigi ve hucre proliferasyonunu azalttigi soylenebilir. Sonuglar,
sitotoksisite (WST-1) ve ikili boyamada elde edilen bulgularla paralellik

gOstermektedir.
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Sekil 4.24. Farkh derisimlerdeki saf ilacin L929 fibroblast hlicreleri Gzerindeki
proliferatif etkisi
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Sekil 4.25. Farkl derisimlerdeki kuersetin yuklu ilagh nanopartikillerin L929
fibroblast hicreleri Gzerindeki proliferatif etkisi
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Sekil 4.23.’te Fibroblast hucreleri Uzerine uygulanan farkli dozlardaki kuersetin
yukli ilagli nanopartikil formualasyonlarinin  hicre canhh@r Uzerine etkileri
goOrulmektedir. 50 pg/mL derisimine sahip érnekteki sitotoksik etki en fazla olup bu
durum WST-1 testi ile de uygunluk gdstermektedir. Ayrica ikili boyama
sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde de en fazla apoptotik etkinin gozlendigi

ornek grubudur.
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Sekil 4.26. Saf ilag, kuersetin yuklu ilagli nanopartikdl, ilagh kuersetin, bos
nanopartikul ve saf kuersetin formulasyonlarinin L929 Fibroblast hiicreleri Uzerine
proliferatif etkisi

Fibroblast hucrelerinde gerceklestirilen RTCA analiz sonuglarinda goéruldugu
uzere, bos kitosan nanopartikul formulasyonunun uygulandigi hucrelerde, canhlik
kontrole yakin bir ¢ogalma edrisi seklinde karsimiza c¢ikmaktadir. Bu durum,
kullanilan polimerin sitotoksik olmadigini ve vicutla uyumlu bir biyopolimer
oldugunu destekler niteliktedir [115,133]. Tek basina uygulanan kuersetinin de
yine gogalmayi azaltici yonde herhangi bir etkisinin olmadigi ve sitotoksik olmadigi
gorulmektedir. Bu durumun normal saglikli hucrelerde kullaniminin herhangi
olumsuz bir yan etkiye sebebiyet vermemesi yonunden onem arz etmektedir.
Kuersetin yuklu ilagli nanopartikil formulasyonunun ise, ilacin serbest formda
kuersetinle birlikte ve tek bagina verildigi 6érnek gruplariyla kargilastirmali olarak

degerlendirildiginde kuersetin yuklu ilagh nanopartikulun saglikli hucrelerdeki
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canllik yuzdesi daha yuksek oranlarda seyretmektedir. Serbest halde verilen ilacin
saglikli hucreler Gzerindeki olumsuz etkisinin oldukca fazla olmasi dolayisiyla bu
durum, ilacin biyouyumlu bir polimer igerisinde verilerek olasi etkinin en aza

indirgenmesi seklinde 6nune gecilebilecedi fikrini uyandirmaktadir [135].
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Sekil 4.27. Kuersetin yuklu ilagl nanopartikullerin H1299 kanser hicreleri Uzerine
proliferatif etkisi
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Sekil 4.28. Bos kitosan nanopartikil, saf kuersetin, kuersetin yuklu ilagh
nanopartikil ve saf ilacin H1299 hicreleri Gzerine proliferatif etkisi
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H1299 kanser hucreleri, doksorubisine direngli hucrelerdir. Yapilan RTCA analizi
sonuglarina bakildiginda, kuersetin yukla ilagli nanopartikillerinin bu htcreler ile
etkilesmeleri sonucu kontrol grubuna goére H1299 hicrelerinde direncliligin onemli
Olcude kinldigint ve % canhlik dederinin azaldigini gérmekteyiz. Doksorubisine
direncli H1299 kanser hucrelerinin, ¢oklu ilaca direngli HG9AR kanser hucreleriyle
karsilagtinimasi yapildiginda kuersetin yUkla ilagh nanopartikullerin  H1299
hicrelerindeki hucre indeksi degerinin oldukga asagilara c¢ekildigi gozlemlenmistir.

Bu durum HG69AR hucrelerinde beklenenden ¢ok daha ust seviyelerde kalmigtir.

50 ug/mL = 12.5ug/mL

.'.-.

w— :ilagll np :
© (farkh dezlar)

Time {in Hour)

Sekil 4.29. Farkh derisimlerdeki ilagh nanopartikll formulasyonunun HE9AR
kanser hucreleri Uzerine proliferatif etkisi

HG69AR hucreleri, ¢oklu ilaca direngli hlcreler oldugundan, pekc¢ok antrasiklin
analoglariyla (daunomycin, epirubicin, menogaril, mitoxantrone, etoposide gibi)
capraz direng gosterme egilimindedir. Bu durumda baslangigta ¢oklu yolaklari
etkileyen ‘tekli ilag inhibitorleri’ (single drug inhibitor-SDIs) kullanilarak direng
kirllmaya c¢alisiimak istenmistir. Ancak bu durumun H69AR hicrelerinde yeterince
efektif olmadigi saptanmigtir. Bu durumda kombinasyonel ve/veya birbirleriyle

sinerjistik etki olusturan ‘goklu ilag inhibitérleri’ (multi-drug inhibitor-MDIs) kullanimi
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neticesinde bu etkinin gok daha anlamli oranlara ulagilacagi yonunde galismalar
mevcuttur [136-139]. Kanser tedavisinde giderek artan bir 6nem kazanan
sinerjistik ilag kombinasyonlari, sadece tek bir yolagi hedefleyen ila¢ tedavilerine
gbre ¢ok daha avantajli durumdadir. Kanser hicrelerinde mevcut olan spesifik
kinazlari inhibe etmek igin ‘rasyonel ilag tasarimi’ geligtirime ¢abalari bu yonde

atilmasi gereken oncelikli adim olmahdir [136, 137, 140].

H1299 hucreleri sadece doksorubisine direngli hicreler oldugundan deneyde
kullandigimiz ila¢g formulasyonunun etkisi H69AR hucrelerine gore ¢ok daha
anlamh bulunmustur. Uygulanan kuersetin yuklu ilagh nanopartiktlin hicre
canhligini 6nemli élglide azalttigini ve hicrelerin cogunu apoptoza yénlendirdigini
gormekteyiz (Sekil 4.28). Bu hulcrelerdeki etkinin HG9AR hucrelerine gbre daha
fazla olmasi, H1299 hucrelerinin sadece doksorubisine direncli olmasi ve bizim de
etken madde olarak sadece doksorubisini kullanmig olmamiz yorumuna
ulasilabilir. Zira bu hucreler bagka antrasiklin tuarevleriyle c¢apraz direng
gOstermemektedir. Dolayisiyla HG69AR hicrelerine  yonelik ¢oklu  hedef
inhibitorlerinin kombine kullanimi ve bu hicrelerin gapraz direng gosterdigi ilaglarin
da sinerjistinden faydalanilarak vyeni, akilli ilag-inhibitdér tasarimlari hayata
gegcirilebilir [136, 141].
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5. SONUGLAR VE ONERILER

Sunulan tez kapsaminda elde edilen bulgular ve sonuglar asagida maddeler

halinde 6zetlenmisgtir.

» Calismanin ilk kisminda iyonik jelasyon yontemiyle hazirlanan kitosan

nanopartikullerin fizikokimyasal ve morfolojik karakterizasyonu yapilmigtir.

» Kitosan nanopartikullerin boyut ve yuk analizinin belirlenebilmesi i¢in Zeta-
Sizer cihazi kullaniimigtir. Optimizasyon galismalari sonucunda elde edilen
kitosan nanopartikullerin boyutlari 196-360 nm araliginda bulunmus olup
Yine Zeta-sizer cihazi ile yapilan zeta-potansiyel analiz sonuglarina goére

partiktllerin ylzey yukl +24.4 mV olarak bulunmustur.

» AFM’de alinan gorUntller neticesinde partikal blydklaginin 47-170 nm

araliginda oldugu gorulmastur.

» Kitosan nanopartiklllere etken madde yukleme c¢alismalarinda, partikule
yuklenen ila¢ miktarinin derigimi arttikca yuklenme verimliliginin de ayni
oranda arttigi saptanmigtir. Farkh dozlardaki doksorubisin derigiminin
yuklenme verimliligine etkisi incelendiginde 0.5, 1 ve 2 mg/mL
derisimlerinde etken madde kullanimi sonucuna bagli olarak en yuksek
verimliligin 2 mg/mL derisiminde oldugu gozlenmistir. Buna goére, 10 mg
polimer igerisine yuklenen 2 mg/mL derisimine sahip etken maddenin

partiklle tutunma verimi %74.3 olarak hesaplanmistir.

» Kitosan nanopartikillerden etken madde salim ¢alismalari sonucunda farkl
derisimlerde etken madde yukleme oranlarina bakilarak salim profilleri elde
edilmigtir. 0.5, 1 ve 2 mg/mL oranlarinda partikillere ylklenen etken
maddenin 96 saat slire boyunca salim profilleri takip edilmistir. Kimulatif
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salinan ila¢g miktarinin nanopartikille yuklenen ilag miktariyla dogru orantili
oldugu gibi % salinan ilag miktarlariyla da dogru orantih bilgisine

ulasilmistir.

» Kitosan nanopartikullerin kuersetin ile etkilestiriimesi ¢alismalarinda
nanopartikile tutuklanan kuersetin baglanma kapasitesi %57 olarak

bulunmustur.

» Hucre ile etkilesim galismalarinda, hucre canliliginin ve proliferasyonunun
incelenmesi amaciyla WST-1 testi yapiimistir. Bu amacla H69AR (Coklu
llaca Direngli Kigik Hucreli Akciger Kanseri Hicre Hatt)), H1299
(Doksorubisine Direngli Kuguk Hucreli Olmayan Akciger Kanseri Hulcre

Hatti) ve L929 Fibroblast saglikli hicreler kullaniimistir.

» Yapilan WST-1 sitotoksisite testi ile 50, 25, 12.5 pg/mL derisimlerde
hazirlanan bos nanopartikll, ilagli nanopartiktl, saf ilag, ilacl kuersetin,
kuersetin  yUkli ilagh  nanopartikil ve saf kuersetinden olusan
formulasyonlarin H69AR, H1299 ve L929 Fibroblast hiicreleri lizerine olan
sitotoksik etkileri incelenmistir. En yuksek sitotoksik etkinin 50 pg/mL
derisiminde oldugu goérulmastir. Kullanilan formualasyonlardan  bos
nanopartikul ve saf kuersetinin saglikh veya kanserli hucrelerde hucre
canlihgini azaltici yonde herhangi bir etkisinin olmadigr gozlenmistir.
Bununla birlikte saf ilacin hudcrelerdeki sitotoksik etkisi hem kanserli
hicrelerde hem de saglikli hdcrelerde en dusuk dizeyde oldugu

gorulmustar.

» Apoptotik ve nekrotik indeksler ikili boyama metodu ile tesbit edilmistir. 50
pMg/mL derisimindeki 6rneklerle muamele edilmis H69AR, H1299 ve L929
Fibroblast hicrelerinde % apoptotik —nekrotik dederler incelenmigstir. Buna
gore kuersetin yuklu ilagh nanopartikillerin H69AR kanserli hucreleriyle
muamelesi sonucunda apoptotik indeks %35.2 iken nekrotik indeks %3.5

olarak bulunmustur. Ayni sekilde saf ilagla muamele edilen H69AR
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hacrelerindeki apoptotik oranin %9 ve nekrotik oranin ise %54.1 oldugu
saptanmigtir. Goruldugu gibi, kuersetin yuklu ilagh nanopartikillerin kanser
hicreleri Uzerindeki apoptotik etkisi saf ilaca gore ¢ok daha fazladir. Saf

ilagtaki etki ise nekrozisin artmasi yoninde kendini gostermigtir.

Hucrelerin zamana bagl proliferasyonlarini  gozlemlemek amaciyla
XCELLigence RTCA sisteminden vyararlaniimistir. Bu amagla hucrelerin
(H69AR, H1299 ve L929 Fibroblast) E-plate Uzerine ekimi yapildiktan sonra
Uzerlerine bos nanopartikdl, ilagli nanopartikil, saf ilag, ilagli kuersetin,
kuersetin yukll ilagli nanopartikil ve saf kuersetin formilasyonlari
uygulanarak htcreler, yaklasik 120 saat boyunca kultire alinmistir. Elde
edilen bulgular degerlendirildiginde, H1299 kanser hucrelerine uygulanan
kuersetin yUklG ilaglh nanopartikiller, zamanla hudcre proliferasyonunu
onemli d6lgude dusururken, L929 Fibroblast hucrelerinde bu etki ¢ok daha
Ust dizeyde kalmistir. Bununla birlikte saglikli hlcrelere saf ilacin
uygulanmasi durumunda hdcre canlihdinin oldukga azaldidi gorulmuastar.
H69AR hucrelerinde ise kuersetin yukld ilagh nanopartikil uygulanmasi
hicre canlihginda énemli bir dlisis meydana getirmemistir. Yine burada da
hicre canlhihgindaki 6nemli dusltsun saf ilag formullasyonunda oldugu

gozlenmisgtir.

ONERILER

Kuersetin yUkllU ilagh nanopartikuller ile etkilestirilen H1299 doksorubisine
direncli kanser hucrelerindeki sitotoksisitenin ve proliferasyonun anlamli
degerlerde bulunmasi neticesinde; calismanin daha da netlik kazanmasi
amaciyla bu hucrelerin  membranlarinda mevcut olan P-gp (MDR-1)
proteininin buyukligundeki azalisinin western-blot analizi ile gosteriimesi
calismayil daha da efektif hale getirecektir. Hatta, yine bu proteine yonelik
olan genin ifade dizeylerindeki azalisin Real-Time PCR sistemi ile

ispatlanmasi sonucunda ¢aligsma tam anlamiyla netlik kazanacaktir.
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Kuersetin yuklu ilagh nanopartikullerin H69AR hucreleri ile etkilestiriimeleri
sonucunda bu hicrelerde anlamh bir proliferasyonun gézlenememesi
dolayisiyla, H69AR hucrelerinin birden fazla ilaca direng gosteren hucreler
olmasi hasebiyle (daunomycin, epirubicin, vincristine gibi ilaglarla ¢apraz
direng) bu noktada birden fazla ilag kombinasyonlarinin kullaniminin
etkilerine bakilarak ilag direncinin kirihp kirilmadigi test edilmelidir. Tekli
ilag/inhibitér  kullaniminin  ¢oklu ilag/ inhibitér kullanimiyla birlikte
karsilastiriimasi yapilarak daha makul bir gikarimda bulunabilmesi yoluna

gidilebilir.
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