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Akciger kanseri halen giinlimiizde en sik karsilasilan ve en yiiksek 6liime sebep olan
kanser turlerinden biri olarak goértlmektedir. Hiperisin (HY), Hypericum perforatum
bitkisinden elde edilen hidrofobik, dogal bir anti-kanser bilesendir. HY gibi 1sikla
duyarli maddelerin kullanimia dayanan fotodinamik terapi (FDT), siklikla tercih edilen
alternatif tedavi yaklasimlardan biri olmaktadir. HY, fotoreaksiyon ile oksijen bagimli
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasiyla hiicre oliimiine sebep olmaktadwr. HY
nispeten biiylik molekiiler bir yapiya sahiptir ve tek basma kiimelesme gdstermektedir,
bunun yani sira alimmnm smirli olmas: ve fizyolojik ortamda degredasyona ugramasi
olusturacagi cevabi etkilemektedir. Bu sebeplerden dolayr hidrofobik ilag¢ tastyici
sistemlerinin onemli bir parcasi olan nanopartikiiller (NP) kullanilarak HY nin suda

¢oziinebilir hale getirilmesi acisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir.



HY ile gorulmesi beklenen anti-kanser etkinin, NP’ler sayesinde daha 6zgiil ve daha

uzun siireli bir tedavi yaklagimi saglamasi hedeflenmistir.

Nanopartikiiliin polimerik yapisini olusturan Kitosan, kitinden elde edilen dogal bir
bilesen olmakla birlikte biyouyumlulugu, sinirli sitotoksisiteye sahip olmasi ve kolayca
¢oziinebilir olmasi nedenleriyle 6ne ¢ikmaktadir. Kanser ilaglar1 ile tiimor dokularmin
hedeflendirilmesiyle potansiyel bir anti-kanser araci olarak goriilmektedir. Tez
kapsaminda, A549 akciger kanseri hiicre hattinda HY ile ve/veya HY igeren kitosan
yukli nanopartikiller (HY-NP) kullanilarak FDT uygulanmistir ve anti-kanser 6zelligi
degerlendirilmistir. Kitosan NP’ler iyonik jelasyon yontemi ile sentezlenmis ve taramali
elektron mikroskobunda (SEM) yapisi incelenmistir. Belirlenen degerlerdeki HY
dozlar1 (200 nM, 400 nM, 600 nM) NP’lerin sentezi sirasinda eklenmis ve hiicrelere
uygulanmustir. 24 saat sonrasinda 6 lux/J cm? dozunda 30 dk 1s1ma yapilmustir. Isima
stiresinin bitiminden 24 saat ve 48 saat sonra ise hiicresel analizler gergeklestirilmistir.
3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit (MTT) canlilik analizi,
DCFDA (2’,7’-dikloroflorosein diasetat) ile hiicrede olusan reaktif oksijen tiirlerinin
miktar1 Ol¢iiliirken, AO/PI floresan boyamasi ile hiicre 6liim tipi degerlendirilmistir.
FITC (Fluorescein isothiocyanate) ile NP’lerin hiicresel alimi ve TumorTac kiti ile
apoptoz olusumu incelenmistir. Tiim deney gruplar1 arasinda NP igeren gruplarinda
hiicre Oliimiiniin daha ¢ok artmasiyla, HY’nin hlcresel alimmin arttigi sonucuna
vartlmistir. MTT analizinin sonucunda 48 saatte HY-NP 600 nM grubunda hiicre
canliliginda %56’ya kadar diisiis goriiliirken, nanopartikiil gruplar1 icerisinde HY
konsantrasyonunun artmasi ile doza bagli canliliktaki azalmanin da arttig1 tespit
edilmigtir. Hiicre o6lim tipi AO/PI floresan boyalar1 ile degerlendirildiginde ise
hiicrelerin biiyiik kisminda nekroz olusumu goriilmiistiir. Olusturulan NP’lerin
karakterizasyon caligmalar1t SEM analizleri ile gerceklestirilmistir. Kitosan NP’lerin
gelistirilerek kanser hiicrelerinde etken maddenin aliminin arttirilabilecegi ve ilaglarin
yerine bitkisel bilesenlerin kullanilarak yan etkilerin azaltilabilecegi dngorulmektedir.
Kitosan NP kullanilarak gerceklestirilen HY aracili FDT’nin akcier kanserinin

tedavisinde umut vaad ettigi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, Hiperisin, Kitosan, Nanopartikiil, Fotodinamik

terapi
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Lung cancer is still continues to be one of the most common types of cancer today and
is the leading cause of cancer death. Hypericin (HY) is a hydrophobic, natural anti-
cancer component derived from the plant Hypericum Perforatum. HY is one of the
preferred molecules in photodynamic therapy based on activation by light. HY causes
cell death by the formation of oxygen-dependent reactive oxygen species (ROS) by
photoreaction. HY has a relatively large molecular structure and shows clustering alone,
as well as limited uptake and degradation in the physiological environment, which
affects the response it will create. For these reasons, it is crucial to make HY water-
soluble by using nanoparticles (NP), which are an important part of hydrophobic drug
carrier systems. It is aimed that the anti-cancer effect expected to be seen with HY will

provide a more specific and longer-term treatment approach by the virtue of NPs.



Chitosan, which forms the polymeric structure of the nanoparticle, is a natural
component obtained from chitin, but it stands out because of its biocompatibility,
limited cytotoxicity, and easy solubility. It is seen as a potential anti-cancer tool by
targeting tumor tissues with cancer drugs. Within the scope of the thesis, the anti-cancer
property of A549, lung cancer epithelial cell, was evaluated, by direct HY and loaded
with chitosan nanoparticles. The ionic gelation method was preferred for the synthesis
of chitosan nanoparticles; its structure has been studied in scanning electron microscopy
(SEM). HY concentrations of the determined values (200 nM, 400 nM, 600 nM) were
added during synthesis and applied to cells. After 24 hours incubation, cells were
exposed to light for 30 minutes at a dose of 6 lux/J cm?. Analysis was carried out after
24 hours at the end of the PDT period. Cell viability analysis was measured with MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) agent and the amount
of reactive oxygen species formed was evaluated with DCFDA (2°,7°-
Dichlorodihydrofluorescein diacetate) while cell death type was specified with AO/PI
fluorescent staining. Cellular uptakes of NPs were imaged wih FITC (Fluorescein
isothiocyanate) fluorescent dye and apoptosis formations with Tumortac kit have been
studied. Among all experimental groups, NP groups were seen to increase the uptake of
HY as targeted, with more increasing cell death. As a result of MTT analysis, up to 56%
decrease in cell viability was observed in the HY-NP 600 nM group within 48 hours,
while increasing the HY concentration in nanoparticle groups also increased the
decrease in dose-related viability. When cell death type AO/PI was evaluated with
fluorescent dyes, necrosis was observed in most cells. Characterization studies of the
generated NPs were carried out by SEM analysis. By developing chitosan NPs, it has
been suggested that the uptake of the active ingredient in cancer cells can be increased
and side effects can be reduced by using herbal ingredients instead of drugs. It is

promising for tumor tissues formed in lung cancer.
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1. GIRIS
Kanser giinlimiizde halen en sik rastlanan hastaliklardan biridir. Kullanilan tedavi
yontemlerinin diginda alternatif tedaviler arastirilmaktadir. Glnimazin alternatif kanser
tedavi yontemlerinden biri olan fotodinamik terapi (FDT), dogal bilesenlerin 151k ile
aktiflesmesi sonucu radikaller olusturmasi ve bu radikallerin hiicre ic¢i toksisite
nedeniyle 6liime sebep olmasi yoluyla etki gostermektedir. Bu terapide 1s18a duyarh
maddeler kullanilir ve bu maddelerden biri Hypericum perforatum bitkisinden elde
edilen Hiperisin’dir (HY). HY aracili uygulanan FDT ile kanser hiicrelerinde
sitotoksisite, antiproliferatif ve antitiimor etkilerin olustugu bilinmektedir. HY nin sulu
ortam igerisinde kiimelenmesi, suda ¢oziinebilirliginin ve segiciliginin zayif olmasi
sebepleriyle nanopartikiil gibi tasiyici sistemlerle birlikte kullanilmasi son yillarda

tercih edilmektedir.

Nanoteknoloji maddenin atomik ve molekiiler diizeyde kontroliinii saglayan bir bilim
dahdir. Nanoteknoloji ve nanomateryallerin gelisimi biyolojik sistemlerde tasiyici
olarak kullanimlarinin Oniinii agmustir. Biyolojik nano boyutlu yapilarin 6nemli bir
parcasit olan nanopartikiiller (NP) ise ila¢ salim sistemlerinde en ¢ok tercih edilen
materyallerden biridir. Cok fonksiyonlu nano salim sistemlerinin ilerlemesiyle, es
zamanl goriintiileme ve terapi yontemleri gelistirilerek kanser erken asamada teshis

edilebilmekte ve tedavi siirecine katki saglanabilmektedir.

Tez calismasinda HY ile yuklenen NP’ler hazirlanarak A549 akciger kanseri hiicre
hattinda HY’nin hiicresel aliminin sitotoksik etkisindeki degisiklik arastirilmistir.
Hicreler HY igeren NP’ler ile muamele edilmis ve FDT uygulanmistir. NP’lerin
karakterizasyon islemlerinin yapilmasimdan sonra hiicre analizleri gerceklestirilmistir.
MTT analizi ile hiicre canliligi degerlendirilerek uygun HY konsantrasyonlari
belirlenmistir. Hiicredeki HY’ye bagli olusan reaktif oksijen tiirlerinin miktarlari
Olcilmiis ve apoptoz tayini yapilmistir. Hiicresel alim Fluorescein-5-isothiocyanate
(FITC) ile isaretlenen NP’lerin floresan isimasi sayesinde inverted mikroskopta
goriintillenmistir.  HY’nin NP’ler ile birlikte hiicrelere uygulandiginda HY’nin
alinimimin arttirilarak diren¢ mekanizmasmimn asilabilecegi, diisiik dozlarda dahi anti-

kanser etkinin goriilebildigi, dogal bilesenler iceren potansiyel tedavi arac1t sunulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerdeki blyiimeyi duzenleyen genlerde benzersiz mutasyonlara sahip olan ve
bu sebepten dolay1 kontrolsiiz ¢gogalarak metastaz yapan hiicrelerin neden oldugu, genetik
bir hastaliktir. Hiicrenin kansere doniismesine sebep olan genetik mutasyonlarmn basinda
timor baskilayici ve proto-onkogenlerdeki mutasyonlar bulunmaktadir. Tiimor baskilayici
genler hiicre boliinmesinin gerektigi yerde durdurulmasini saglarken, proto-onkogenlerin
onkogen haline gelmesiyle hiicrede siirekli bolinme sinyali olusmaktadir. Kanser
hicreleri, bolinme ve biyume kapasiteleri sayesinde normal hiicrelerle oksijen, glukoz ve
amino asitler icin basaril1 bir sekilde yarisir ve normal hiicrelere kiyasla daha fazla enerji

tuketirler. Besin maddelerini daha fazla alabilmek icin yeni damarlar olustururlar [1].

Kanser hiicreleri ile yapilan ¢aligmalar giiniimiizdeki en fazla 6nem arz eden ve en sik
caligilan alanlarin basinda gelmektedir. Bunun sebebi olusan vaka sayisinin yiiksek
olmasidir. 2018 yilinda 9,6 milyon ile kanser, diinya ¢apinda en fazla 6lime sebebiyet
veren ikinci hastaliktir. 2025 yilina kadar ise 19,3 milyon yeni vakanin olusacagi tahmin

edilmektedir [1].

Kanser hematolojik kanser (kan hiicreleri) ve kat1 tiimor kanseri (organlar ve dokular)
olmak iizere 2 ana grupta smiflandirilmaktadir. Hiicre tiirline gore ise karsinom, sarkom,
miyelom, 16semi, lenfoma ve karisik tipler olacak sekilde 6 ara baslikta bulunurlar. Kanser
tiplerinin %85°1 epitelyal hiicrelerden olusur ve karsinoma olarak gruplandirilir.
Mezoderm hiicrelerinden olusan kanserler sarkoma, bez dokusundan gelisenlere ise
adenokarsinoma denmektedir. Farkli kokenlerden gelisen kanserler farkli ozelliklere
sahiptirler [2]. Bunun yani sira kanserin olusumunu gosteren belirtiler 6 madde ile

siralanabilmektedir;

1. Anjiyogenez

2. Invazyon ve metastaz

3. Sinirsiz replikasyon potansiyeli
4. Apoptozdan kagma

5. Buyume inhibitor sinyallerinden kagma



6. Buylme sinyali otonomisi

Guntmuzdeki kanser tedavileri igin ameliyat, radyoterapi, kemoterapi, hormon terapisi ve
immiinoterapi gibi segenekler bulunmaktadir. En sik yararlanilan tedavi yontemi olan
kemoterapide, kullanilan ilaglarin kanser hiicrelerini 6zgiil olarak hedefleyememesi
nedeniyle tedavinin biiyiik kismi saglanamamaktadir. Tedavi yontemleri gelistirilirken yeni
bir ilag gelistirmek yerine, var olan ilaglarda maksimum hedeflemeyi saglamaya
calisiimaktadir. Bunun i¢in hiicreye hedeflendirilen ilaglar ¢aligmalarin merkezinde

bulunmaktadir. Hiicreye alinan ilag, organellere kadar yonlendirilebilmektedir [2].

2.2. Kanserin Nedenleri

Baslica kanser nedenleri arasinda, sigara ve alkol kullanimi, uzun siire giines altinda
kalma, kanserojen kimyasal maddeler, radyasyon, kotli beslenme ve genetik faktorler
(mutasyonlar) bulunmaktadir. Gen mutasyonlarinin yani sira, gen ifadelerindeki degisimler
de kanser gibi hastaliklara sebebiyet verebilmektedir. Cevresel faktorlere karsin gelisen
histon modifikasyonu ve DNA metilasyonu gibi degisimler hiicrelerin kansere

doniismesine neden olmaktadir.

Kanser hiicrelerinin 6zellikleri:

*Smirsiz ¢ogalabilirler; sahip olduklar1 mutasyonlar ile replikatif yaslanmadan kagiirlar,

telomeraz aktiviteleri azalmak yerine arttirirlar.

«Buyume sinyallerine gereksinim duymazlar; kontakt inhibisyona sahip degildirler.

«Biyimeyi engelleyici  sinyallere ve apoptoza direnc gosterirler;  denetim

mekanizmalarinin bozuk olmasindan 6tiirii hiicresel hasara ragmen 6liim yoluna gitmezler.

*Mikrogevrelerini kendileri diizenleyebilirler; yeni damar olusturarak ekstra beslenmelerini

saglarlarken, matriks proteinlerinin baglantilarmi degistirirler.

*Genetik acgidan kararsizdirlar; boliinmelerinin  hizli olmasindan 6tiirii mutasyonlar

onarilmadan siirekli artmaya devam ederler.

*Metabolik ozellikleri farklilagmistir; hem aerobik hem de anaerobik kosulda glikoliz

yaparlar. Glikoliz sonucu daha az olusan enerji i¢in gevreden de glukoz alirlar. Ayrica

normal hiicrelere gore daha fazla laktat tretirler.



*Kanser hiicreleri yiiksek miktarda saperon {iretirler; saperonlar sayesinde ile protein

kinazlarin ve hiicre biiyiimesinde rol alan transkripsiyon faktorlerinin kararli hale

getirebilir ve p53 araciligiyla hiicre dongiisiiniin kontroliiniin saglayabilirler [3].

2.3. Akciger Kanseri

20.yy’m baglarinda akciger kanseri bilinmeyen kanserlerden biriyken, son zamanlarda hizli
oranlarda artig gostererek diinyadaki en yaygin kanser tiirline doniismiistiir. 2000 yilinda,
diinya ¢apmda 1 milyondan fazla insan akciger kanseri nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. 5
yillik sag kalim siiresinin orani sadece % 5°te kalmaktadir [4]. Avrupa’da 2015°te goriilen
oliim sayis1 erkekler i¢in 164,743’ bulurken, kadinlarda 72,145°1 bulmustur. 2021°e kadar
beklenen Olim sayisi ise erkeklerde 164,600, kadinlarda ise 83,500 olarak tahmin
edilmektedir [5]. Ulkemizde ise, 100.000°de 15.78’lik bir oranla goriilme sikhig1 ile kanser

tiirlerinin basinda gelir [6].

Akciger kanserinde belli risk faktdrleri bulunmaktadir. Tiitlin kullanimi basta gelirken,
asbest, hava kirliligi, akciger hastaliklari, kalitim ve gen mutasyonlarmin da etkileri vardir.
Yiizde olarak tiitliin kullanimina bagh gelisen kanser 6liimleri %22’yi bulurken, viriis gibi
enfeksiyonlara bagli olimler %25’1 bulmaktadir. Bunun yani sira selenyum eksikligi,

antioksidan etkisinden dolay1 kansere yol agmada buytk role sahiptir [5].

Akciger kanserinin gelisimi, bazi mutasyonlarin art arda olugmasi ile ortaya ¢iksa da
genetik mekanizmalarin ¢ogu halen bilinmemektedir. Bu anormallikler anjiyogenik
faktorlerin ifadesinde, proteozom regllasyonundaki apoptozda ve tirozin Kkinaz
reseptorlerinde gorulebilmektedir [7]. Dort evresi bulunan akciger kanserinin yayilma

evreleri asagidaki gibi siralanabilmektedir;
1.Evre: timoriin tek bir akcigerde bulundugu, lenf bezlerinde goériilmedigi evredir.
2.Evre: tiimoriin bulundugu lenf bezlerinde de yayilmanin basladig: evredir.

3.Evre: 2 farklh tipi bulunan 3. Evre, Illa ve IIIb olarak ayrilmaktadir. Illa’da kanser,
tiimoriin bulundugu akcigerle ayni taraftaki lenf bezlerine yayilmistir. I1Ib’de ise kanser

her iki taraftaki lenf bezlerine de yayilmistir.
4.Evre: kanserin metastaz yaparak viicudun diger kisimlarina yayildig: evredir.

Akciger kanserinde iki farkli hiicre tipi goriiliirken, bu kanserli hiicrelerin dortte tigii kiigiik
olmayan hucre kokenlidir. Kuglk htcreli olmayan akciger kanseri ise kendi ig¢inde 4’e

ayrilmaktadirlar;



*Adenokanser; hiicrede baglayarak alveole uzanan ve mukus benzeri madde yapan kanser

formudur. Sigara i¢enlerin arasinda en sik gdriinen tipidir.

«Skuamoz hicreli kanser; ince ve duz yapida olan akcigerin iginde bulunan kanser

formudur.

*Buyuk hticreli kanser; hizli biiylimesi ve yayilmasindan 6tiirii tedavi edilmesi zor olan

kanser tirudur.

«Karma tip kanser; diger farkl: tipteki kanser tiirlerinin bulundugu gruptur.

2.3.1. Kugluk Hicreli Olmayan Akciger Kanseri

Goriilen vakalarm %85’1 bu gruptan olugsmaktadir. Genellikle, iki gii¢lii anti-kanser ilacinin
birlikte verilmesi ile tedavi uygulanmaktadwr. Cerrahi tedaviden kaginilmaya
calisilmaktadir ¢linkii birgok hastada tespit edilememis hastaliklar goriilebilmektedir. Bu

sebeple kisisellestirilmis veya hedeflendirilmis tedaviler daha biiyiik 6nem arz etmektedir.

Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri ise gorunir birincil timor olusumu olmadan metastaz
yapabilen, hizli biiyliyen tiimor tipidir. Tiimor yumusak, beyaz bir goriiniim olustururken

cok sayida nekroz sergilemektedir [7].

2.3.2. A549 Hiicre Hatt1

A549 hiicre hatt1 hipotriploid alveolar bazal hiicre hattidir. Ilk olarak DJ Guard ve ark.
tarafindan 1972’de, Katkas 58 yasindaki bir erkege ait tiimOriin pulmoner karsinom
dokusunun ayristirilmasi ile kiiltiire edilmistir. Lesitini sentezleyebilen hiicre hatti ayni
zamanda yiiksek miktarda doymamis yag asitleri icerir. Hiicre ikilenme zamani 22 saattir.
Adenovirlis iiretimi, hastalilk modellemesi, ilag gelistirme, enzimatik ¢aligmalarda tercih

edilmektedir. A549 hiicresinin temel bilgileri asagidaki tabloda gosterilmistir;

Cizelge 2.1. A549 Akciger kanseri hiicre hattinin temel 6zellikleri.

Elde edildigi organizma Insan
Ahlnan doku Akciger
Cinsiyet/yas/irk Erkek/58/Kafkas
Hucre tipi Epitel
Hastalik Karsinoma
Hiicre 6zelligi Adherant




2.4. Kanserin Tedavi Yontemleri

Son yillarda kullanilmakta olan bir¢ok tedavi yontemi bulunmaktadir. Buna ragmen
miimkiin oldugu durumlarda tedavi i¢in cerrahi islem halen en tutarli ve basarili yontem
olarak kalmay siirdiirmektedir [8]. Birinci ve ikinci evreye sahip hastalarda ameliyat tercih
edilse de Uglincu ve dorduncl seviyede ameliyat tercih edilmemektedir. Kemoterapi ise

ozellikle akciger kanserinde siklikla tercih edilen ikinci segenek olarak dikkat cekmektedir.

2.4.1. Kemoterapi

Hastalarin yaklasik olarak %70’1 kanserin ileri seviyesinde ve metastaz asamasinda oldugu
icin  kemoterapi ilk basvurulan yOontemdir. Geleneksel kemoterapotik ajanlarin
kullannminda doruk noktasina ulasildig1 i¢in potansiyel terapdtik arayislara baslanmistir.
Kanser biyolojisinin anlasilmaya baglanmasi ile EGFR (Epidermal Biiyiime Faktor
ReseptOru), sinyal iletimi ve anjiyogenez gibi farkli mekanizmalar hedef haline
gelmektedir [8].

Akciger kanseri, gec teshis edilebilme ve yiiksek yayilma riskine ragmen kemoterapiye
kars1 olduk¢a duyarhidir [4]. Kemoterapi metastatik hastaliklar i¢in faydaliyken, akciger
kanserinin {i¢iincli evresinde radyasyon ile eszamanli yonlendirilmektedir. Fakat normal
doku toksisitesi, kemoterapi ile radyasyon birlikte verildigi zaman Onemli seviyeye

gelmektedir.

Ug farkli tip kemoterapi uygulamasi bulunmaktadir. Ilki olan adjuvan kemoterapisi, niiks
riskini diistirmek i¢cin kullanilmaktadir. Neoadjuvan tedavide lokal ileri hastalikta
kullanilmaktadir. Palyatif kemoterapi ise ileri evreye sahip hastalarin yasam siiresini

uzatmak ve yasam kalitesini arttirmak i¢in kullanilmaktadir [9].

Kemoterapide kullanilan ilaglara kars1 gelisen direng en biiyiik engeli olusturmaktadir. ilag
direnci ile iliskili olan ve dikkat ceken tedavilerden biride Platinum bazli tedavidir.
Platinum bazl ilag¢ tedavisi, iki sitotoksik etkiye sahip ilacin birlikte kullanilarak etkili
sonu¢ vermesinden dolayi kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde standart tedavi olarak
uygulanmaktadir. Platinum bazli kemoterapiye diren¢ olusturan diger bir mekanizmada
DNA onarmmidir. DNA onarimi daha az olan tiimor hiicrelerinin tedaviye daha olumlu

sonug verdigi disiiniilmektedir [8].



2.4.2. Tlac¢ Tedavisi

Yillardir gelistirilen ve terapotik etkisi kanitlanmis birgok kanser ilact bulunmaktadir. Bazi
durumlarda, diger hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglar kanser tedavisinde iyi
sonuclar verebilmektedir. Bunun 6rnegi olarak insiilin direnci igin kullanilan Metformin
ilaci, tip-2 diyabet hastalar1 i¢in gelistirilmis olsa da kanser igin de etkili oldugu

anlagilmstir [10].

Siklikla karsilasilan ilag direnci, kemoterapinin basarisiz olmasina sebebiyet vermektedir.
Farmakogenetik calismalar ¢esitli ilag metabolizmalarindan sorumlu olan ¢oklu gen

varyasyonlarini esas almaya baglamigtir [8].

2.4.3. Radyasyon Tedavisi

Radyasyon tedavisinde, goriintiileme yontemlerinin gelismesiyle oldukga ilerleme
kaydedilmistir. Bu ilerlemeler ile tiimor hedeflemesinin dogrulugunu iyilestirmesi ve
tedaviye bagl yan etkileri en aza indirilmesi beklenmektedir. Cerrahiden sonra uygulanilan
radyoterapi, tamamen alinamayan veya lenf bezlerinde rastlanan kanser i¢in kullanilir.
Giiniimiiz kanser tedavilerinde farkli radyasyon terapileri kullanilmaktadir. Iyonlastiric
radyasyon, ileriki asamada olan kanser igin bilinen tedavilerden biri iken, iyonlasabilen
atomlarin enerjisinin  kullanildigi elektromanyetik bir radyasyon turidiur ve DNA

kiriklarma sebep olmaktadir [9].

Erken evre kanser tedavisinde, avantajlarindan dolay1 Stereotaktik viicut radyoterapisi
(SBRT) olarak adlandirilan 6zel bir radyoterapi tedavisi de tercih edilmektedir. Yeri tam

belirlenemeyen kigik timarler igin kullanilabilmektedir [9].

2.4.4. Hedefli Terapi

Tiimor hiicrelerinin genetik ve molekiiler 6zelliklerinin dgrenilerek kisiye 6zgii tedavi
sunulmasi hedefli terapi olarak adlandirilmaktadir. Tiimoriin DNA’sindan yapilan analizler
ile kanserli hiicredeki mutasyonlar teshis edilebilir. Bu mutasyonlardan bazilar1 epidermal
blytme faktor reseptérii mutasyonu, ALK (Anaplastik Lenfoma Kinaz) yolu mutasyonu,
ROSI1 gen mutasyonu seklindedir. Heniiz yeni bir tedavi yontemi olan bu alana her giin
yeni ajanlar eklenmektedir. ALK, akciger kanser hiicresinin yiizey reseptorlerinden biri

olup, genin bir kisminin bagka gen ile birleserek olusmast ile ortaya ¢ikan mutasyondur.

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarmin ¢ogunda epidermal buytme faktori

reseptorii (EGFR) asir1 ifade edilmektedir ve bu durum teshisi zorlagtirmaktadir. Bu



sebepten dolayr EGFR inhibitorleri gelistirilmektedir. Bunun yani sira vaskiiler endotelyal
buyume faktorl reseptorleri de hedeflendirilerek kemoterapi ile birlikte uygulanmaya
caligilmaktadir [11].

Molekiiler profilleme kiiglik olmayan kanser hicresi igin tedaviyi yonlendirebilmektedir.
Mikrodizilim teknolojileri ayni anda ¢ok sayidaki gen ekspresyonunu profilleyerek

kanserin heterojenligini kiiresel ¢apta gosterebilmektedir [11].

2.4.5. Immiinoterapi

Immiinoterapi, viicudun kendi bagisiklik sisteminin uyarilmasi veya baskilanmasi yoluyla
yOnetilen bir tedavi turadur. Birgok timor immin sistemden kacabilmektedir. Bunlardan
bazilari, kanser hiicrelerinde immiin baskilayici sitokinlerin seviyesinin artmasi, T-hicresi
aktivasyonu icin gerekli uyarict molekiillerin eksikligi ve tiimdr antijenlerinin miktarinin
asir1 artmasi olarak siralanabilmektedir. Hastalardan alinan 6rneklerden goriildiigii tizere
tiimor hiicrelerine karsi antikor ve hiicre bazli immiin cevap olusabilmektedir. Fakat bazi

hastalarda ise zayif bagisiklik sistemi bulunmaktadir [12].

Immiin sistemin daha fazla anlasilabilir hale gelmesiyle immiin terapi kanser hiicrelerine
karst kullanilmaya baglanmistir. Monoklonal antikorlar, immiin kontrol noktasi
immiinoterapiler ve kanser asilar1 immiinoterapi ¢esitlerini olusturmaktadir. Monoklonal
antikorlar daha Once tanmmamayan kanser hiicrelerinin bulunmasini saglarken, immiin
kontrol noktasi immiinoterapiler dendritik hiicreleri ile T hiicrelerinin aktiflestirilmesini

saglayarak gorev alirlar [12].

2.5. Fotodinamik Terapi (FDT)

Fotodinamik Terapi’nin (FDT) ortaya ¢ikmasi 1901 yilina kadar uzanmaktadir. Oscar Raab
isimli arastirmacinin, Akridin isimli boya ile Paramecium hiicrelerini incelemek i¢in
boyadiginda, belli bir siire sonunda 151k alan hiicreler oliirken, digerlerinin canliligmin
korundugunun fark edilmesi iizerine FDT ile ilgili olarak ilk fikir ortaya ¢ikmustir. Isik alan
hiicrelerde kullanilan maddenin, 151k sayesinde toksisite yarattig1 goriilmiistiir. 1970’lerde,
FDT’nin kanser tedavisinde de kullanilabilecegi 6ne siiriilmiis ve 1995 yilinda FDA (Food
and Drug Administration) tarafindan bazi boyalarin tedavide kullanilabilecegine izin

verilmistir [13].

FDT, kemoterapi ve radyoterapinin yaptig1 yan etkileri, lokalize terapi saglayan kars1 etkili
bir yontem olarak 6n plana ¢ikarmaktadir. Hedef bdlgeye, Isiga Duyarli Madde’leri (IDM)



kullanarak belli dalga boyundaki termal 1518in verilmesi, tiimorde secici hasara neden
olmakta ve radyoterapinin sadece DNA’da hasar olusturmasmin aksine, bu maddeler
hiicrenin diger kisimlarmi da etkileyebilmektedir. ilave olarak, ila¢ ve radyasyon, direncli
timori de o6ldurebilmektedir [14]. Bu terapi yonteminin kullanilmasi normal hiicrelerde
hasara yol agmadan etkisini gosterdigi icin yan etkileri engelleyerek hedefleyici bir yontem

sunmaktadir. Bu sebeple in vitro ve in vivo kullanimi arttirilmak istenmektedir.

FDT iki adimli bir siiregtir. Fotonlarin absorbe edilmesinden sonra IDM, en diisiik enerji
seviyesinden iigiincii enerji seviyesine c¢ikmaktadir. Uciincii seviye 3 farkli yol ile
reaksiyon gosterebilir; birinci yolda (Tip | reaksiyonu) oksijen ile elektron ve hidrojen
atom transfer reaksiyonlar: ger¢eklesir; ikinci yolda (Tip 11 reaksiyonu) enerjisini oksijenin
en diisiik enerjisine aktarmaktadir; tiglincii yolda ise oksijen rol oynamazken, IDM’nin

substrat ile etkilesimde oldugu bir reaksiyon olusmaktadir [15].

FDT’nin klinik uygulamasinda IDM hastanin tiimor bdlgesine enjekte edildikten sonra,
IDM’nin viicuttan atilip, tiimoér bdlgesinde birikmesi icin belli bir siire beklenir.
Avantajlarindan biri de, tedavinin immiin sistemini harekete gec¢irmesidir. Isik
uygulamasinin da tropik olarak uygulanmasiyla hiicre igerisinde reaksiyonlar indiiklenmis
olur. FDT tarafindan tiimor dokusunda hasar olusmastyla, debris temizlenir ve homeostazis
saglanir. Lipid membranindaki hasar ise bagisiklik sitokinlerinin (IL6, IL-1p, TNFa)

ekspresyonunu arttirir ve hiicreden tiimore karsi islemler baslar [16].

FDT’nin hastalara uygulama sekli IDM’nin enjekte edilmesi ve dolasima karigsmasi
seklindedir. Sadece kanser bulunan bolgeye 151k uygulamasi yapilmaktadir. Klinik olarak
kullanildiginda tedavi edilen bolgeye kan akis1 damar hasarina sebebiyet verir. FDT nin
IDM maddeleri disinda hastalara boya enjekte edilerek kullanildigi da bilinmektedir.
Boyalar 15181n enerjisini oksijene aktararak yiikseltgeyebilirler. Bu uygulamada dikkat
edilmesi gereken noktalardan birisi de, 151k rengi ile boyanin renginin birbirine uyumlu

olmasidir [13].

2.5.1. Isiga Duyarh Maddeler ve Hiperisin

Isiga duyarlh maddeler (IDM) ozellikle tiimorler tarafindan almabilen floresan
bilesenlerdir. Bu sebeple, kanser teshisinde floresan tekniklerin kullanimiyla biyomarker
gorevi olusturulabilmektedirler. Optik teshisler, literatiirde fotodinamik teshisler seklinde

s0z edilmektedir. Kanserde fotodinamik teshisin kullanimi klinikte de yaygindir [17].



IDM’lerin secici olarak tiimor hiicreleri tarafindan alinma nedenleri bulunmaktadir. Bu
nedenler; timorli bolgede dokular arasi sivi hacminin daha fazla olmasi, daha fazla
miktarda makrofaj igermesi, hiicre dis1 pH’in daha diisiik olmasi, lipoproteinler i¢in daha
fazla sayida reseptor igermesi, mikro damar aginin daha genis olmasi ve daha fazla matriks

proteinleri icermesi olarak siralanabilmektedir [18].

Isiga duyarli maddeler, FDT de kullanilmak iizere molekiiler kontrast ajani olarak
kullanilma potansiyeline sahiptirler. Optik goriintiileme sayesinde kanserde teshis
yapilabilir [17]. Aktivasyon i¢in goriinebilir 151gm kullanimi ikinci bir malignansinin
olusma riskini de engellemekle beraber, UV 1s1§min kullanildig1 baska FDT’lere de
siklikla kargilagilmaktadir [1].

Bir¢ok IDM, lifofilik oldugundan, parenteral uygulamalarda zorluklarla karsilasilmakta
ve sistemik uygulamalar1 sonucunda 1s18a hassasiyet gosterebilmektedir. Kisitlamalarin
oniine gecebilmek i¢cin IDM’ler, suda ¢Oziinebilen polimerlere veya nanopartikiillere
kapsullendirilebilirler. Hidrofobik 6zelliklerinden kaynaklanan sorunlar bu sekilde

cozllebilmektedir.

FDT’de birgok IDM kullanilmaktadir. Bunlardan biri olan Hiperisin, Hypericum
Perfaratum L. (St. John’s wort) cinsine ait bitki tiirlerinde bulunan 400 maddeden biridir
(Sekil 2.1.). Uzun bir 6mre sahip olan ve iilkemizde de yaygin olarak kullanilan bitki, sar1
kantaron adiyla bilinmektedir. 2000 yil1 agkin siiredir tipta kullanildigindan dolay1 bitkisel
ilag olarak ge¢mektedir. Medikal Ozelliklerinden dolay1r antik yunan zamanindan beri
kullanilmaktadir. Hiperisin, (HY) bitkinin ¢icek ve yapraklarinda kuru agirligmimn % 0.03’i
ile % 0.3’ arasindaki oranlarda bulunmaktadir [20]. HY konsantrasyonu, bitkiye, bitkinin
biiyiidiigli yere ve ekstrakte edildigi yere gore degismekle birlikte tiim bitkide bulundugu
oran %0.46’a kadar ulasabilmektedir. HY ticari olarak almabilirken, kimyasal olarak da

sentezlenebilir [19].
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Sekil 2.1. Hypericum perfaratum (Sar1 kantaron) bitkisi

Hiperisin’in kimyasal 6zellikleri asagida maddeler halinde siralanmistir;

Renk: Koyu mor

Erime Noktasi: >320 °C (methanol)

Cozundrlik: Metanol, aseton, piridin ve dimetil siilfoksit’te ¢ozdiirebilmektedir.
CAS 1,3,4,6,8,13-Hexahydroxy-10,11-dimethyl-phenanthro-[1,10,9,8-
opgra]-perylene-7,14-dione

Molar Kutlesi: 504,44 g/mol

ismi:

Kapal Formiilii: C30H160s
Maximum Absorbans: DMSO’daki HY, maksimum spektrumunu 545 nm’de
verirken kirmizi-turuncu fluoresan emisyon spektrumu maksimum 594 ve 640

nm’de vermektedir [21].

HY’nin molekiiler formiilii Sekil 2.2°deki gibidir;

OH O OH

Sekil 2.2. HY ’nin kimyasal yapisi.
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Hiperisin’in 6zellikleri asagidaki gibi siralanabilir;

e Anti-kanser; kanser hiicrelerinde fototoksisite olusturmanin yanisira serbest

radikaller Uretebilmekte ve timor dokusunda birikim yapabilmesi sayesinde
antikanser 0zellik kazanmaktadir.

e Anti-depresan; bu etkisini seratonin, ndéroepinefrin, dopamin, GABA ve L-

glutamat gibi uyaricilarin alinimint engelleyerek gosterdigi diistiniilmektedir

(pherma).

e Anti-viral; HY, DNA ve RNA viriislerinin aktivasyonlarmin yok edilmesi i¢in de
kullanilabilmektedir. Bu viriisler arasinda HIV(insan immiin yetmezligi viriisii),
Hepatit C ve herpes simpleks viriisii de bulunmaktadir.

e HY’nin fotoaktivasyonu viriis ve bakterilerde foto-oksidasyona sebep olarak
6limiine sebep olmaktadir [22].

e Anti-bakteriyal; farkli suslar ile yapilan ¢alismalarda etkili oldugu gériillmektedir.

e Antineoplastik; kanser hiicrelerinde apoptoz, nekroz ve otofaji indiiklemektedir

e Yara iyilestirici; yara iyilesmesinde ve T hiicre aracili hastaliklarin tedavisinde bir

potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Fibroblast go¢iinii hizlandirdigi, kollajen
depolanmasimi arttirdigi, daha iyi epitelizasyona neden oldugu kanitlanmaktadir
[20].

Eski zamanlardan beri kullanilmakta olan HY ’nin birgok 6zelligi bulunurken, siklikla 1s1k
ile ortaya ¢ikan ozelliklerinden dolay1 da kullanilmaktadir. Isik ile aktive olabilen HY,
fototoksiktir ve oksidan hizlandirici ajan olarak davranabilmektedir. HY ’nin fototoksisitesi
oksijen bagimlidir, hipoksik kosullar altinda bu etkiler goriillememektedir. Isik uygulandigi
zaman, ilk olarak hiicrede mitokondriyel hasar olusur ve mitokondrinin i¢ zar gegirgenligi
artmaktadir [19]. Hicrede iritasyon olmadan toksisiteyi indiklemektedir ve 2 mg kadar
gunlik olarak alinabilmektedir [23]. Yiiksek dozlarda ise kan basmcmin izlenmesi

gerektigi bildirilmistir [19].

HY tUimor hiicrelerine de bir¢ok sekilde hasar verir. Kanser hiicrelerinde hiicre 6limiinii
indlkleyen anti-anjiyogenik 6zelligi bulunmaktadir. HY, timér hiicrelerince alindiktan
sonra hidrofobik bilesen olmasindan otiirli organellerin zarlarinda birikebilmektedir.
Dokuda birikmesi ise kanser hiicrelerinin diger hiicrelerden ayrilmasini saglayarak tedaviyi

kolaylastirmaktadir. Anti-proliferatif etkisiyle anti-tumor etkisine katki olmaktadir [24].
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HY ile yapilan ilk in vivo calismalar, 1990°da Nevada Universite’sinde Thomas ve
arkadaslar1 tarafindan farelerden alinan meme kanseri hiicreleri ile gerceklestirilmistir.
Lazer 1smlariyla timor bolgesinde hasar olusturmayr bagsarmiglardir [25]. HY, lipofilik
molekiill olmasindan dolayi, kanda dolagirken lipoproteinlere baglanmaktadir. Viicut

icerisinde tastyici olarak kullandigi molekdl ise serum albimindir.

2.5.2. HY’nin Hucreye Etki Mekanizmasi

Protein kinaz C'yi, telomeraz1 ve ters transkriptazi inhibe eder. Ayrica zar lipidlerinin
peroksidasyonu, matriks metalloproteinaz-1’in islevinde azalmaya neden olmaktadir.
Katalaz, Glutatyon Peroksidaz ve Superoksit dismutaz enzimlerinde artisa, Glutatyonda ise

azalmaya sebep olmaktadir [19].

HY’nin en 6nemli hiicre hedeflerinden biri HSP 90 saperonu’dur. HY’nin HSP 90
saperonuna baglanarak onu okside edebildigi bilinmektedir. Okside olan HSP 90, inaktive
olarak hizli bir degredasyona ugramaktadir. HSP 90 bir dizineden fazla bilinen
kofaktoriiyle protein kompleks aginin merkezindedir. HSP 90 ile birlikte iligkili olan
proteinler de islevlerini kaybetmektedir. HY, protein stabilizasyonu ve transferini
saglarken kanser hiicrelerinin yayilmasina sebep olan HSP 90’1 tedavi i¢in hedef

molekiillerden biri yapmaktadir.

HY’nin ¢evresinde yarattigi 151k bagimli asidifikasyonu, proton transferi araciligiyla hiicre
ici pH’1in azalmasina neden olur. Bu durum pH bagimli olan yapisal proteinler de de

degisiklige sebep olmaktadir [26].

HY, 600 nm dalga boyunda aktive edildigi zaman DNA veya proteinlere zarar vermeden

daha kii¢iik birimlere ulasabilmektedir [26] .

2.5.3. HY nin Hiicre I¢indeki Dagihm

HY’nin hiicreye giris mekanizmasi tam aydinlatilamamis olsa da sicakliga baglh difiizyon
yolu ile girdigini belirten ¢aligmalar1 bulunmaktadir [24]. In vivo ve in vitro verilere gore
HY’nin su kanallar1 yoluyla hiicreye girebildigi ve bu sonucun HY ile birlikte kullanilan
suda c¢oOziinebilen tiirevleri ile gerceklestigi tespit edilmistir. Hiicreye almiminda e-

kaderin’in de 6nemli rol oynadigi bildirilmistir [17].

HY’nin endoplazmik retikulum ve golgi’de birikim yapabildigi gosterilmistir. HY nin

zarlarda birikim yapabilmesi, timor hicrelerindeki apoptoz agisindan 6nemli bir roldiir.
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ER’de birikim yapan HY, FDT sonucunda Ca*2ATPaz 2 proteininin kayb1 ile kalsiyum

dengesinin bozularak hiicre 6liimiine gitmesine sebep olmaktadir [19].

HY’nin hiicre i¢i tasiniminda diffiizyon ile birlikte endositozun da katki yaptigi ileri
stirtilmiistiir [17]. Isik ile uyarildiktan sonra mitokondriyal solunum zinciri ile etkilesime
girerek mitokondriyal hasar olusturdugu ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna sebep
oldugu bilinmektedir. Olusan ROS’lar endojen piridin niikleotidleri okside ederek

mitokondriyal membran porlarmin a¢ilmasina neden olmaktadir [27].

2.5.4. HY ve Reaktif Oksijen Turlerinin Olusumu

HY ile yiiklii hiicrelerin 1518a baglh yikima ugramasi i¢in oksijene ve belli araliktaki dalga
boyuna sahip 1s18a gereksinimi vardir. HY, oksijeni yikseltgeyerek reaktif oksijen turlerin
(ROS) olusumuna neden olmaktadir. Serbest radikal anyonlarinin olusmasi tip I
reaksiyonlarinin meydana gelmesini saglar ve hiicrenin kendi DNA’sina hasar vermesine
sebep olur. Hicrede buylk zarara neden olan ROS’lar; siiperoksit radikali, Hidrojen
peroksit (H202) ve Hidroksil radikali’nden olusmaktadir ve kalsiyum homeostazisini
bozmaktadir. Tekli oksijenlerin tercih ettikleri hedefler doymamis yag asitleri, membran

kolesterolii ve proteinlerdeki belirli amino asitlerdir [28].

2.5.5. HY ile FDT’nin Hiicresel Etkileri

HY, ¢ok giicli ve dogal bir 1s1ga duyarli madde (IDM) olmasi nedeniyle onkolojik
hastaliklarin Fotodinamik terapisi’nde (FDT) kullanilmaktadir. HY’nin biyolojik
molekdller ile kompleks olusturmasimin yani sira, 1s1ma gostermesinden dolay1 ultraviyole
(UV) veya 15tk yayan diyot (LED) ile 1sik verilerek, FDT’de kansere karsi
kullanilabilmektedir. Isik verildiginde fototoksik 6zelligi ortaya ¢ikan HY, sinyal iletim
yolundaki buyime faktorlerine de etki ederek apoptoz, nekroz, otofaji gibi hicre
Olimlerinin gorlilmesine sebep olur. Molekiiler mekanizmasini, glutatyonu ile
metalloproteinaz-9 aktivitesini azaltarak ve kalsiyum homeostazin1 bozarak gostermektedir
[29].

HY-FDT’nin hiicre i¢i Glutatyon ve Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimlerini inhibe ettigi
ve de, niikleotid eksizyon tamiri yolaginda kritik role sahip iki enzimi (ERCC1 ve XPF)
down regiile ettigi bilinmektedir [30].
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HY aracili FDT’nin en bilinen etkilerinden biri, hiicre dénglsunii durdurmasidir. Yapilan
analizlerde genellikle Go/M fazinda durdurabildigi gozlemlenmistir. Bazi hiicrelerde

mitokondriyal membran potansiyelinin kaybini indiikledigi goriilmistiir.

2.5.6. Kanser Teshisinde Kullanimi

HY kanserli dokuda birikebilmektedir. Normal hiicrelere gore kanser hiicreleri tarafindan
HY’nin alim1 daha fazlayken, doku seviyesinde secici birikime katki yapan bagka faktorleri
de olabilecegi baska calismalar ile bulunmustur. Birikim yapabilmesi ve fluoresan 6zelligi
sayesinde Fotodinamik teshiste ¢esitli onkolojik hastaliklarin kesfedilmesinde yardimci
olabilmektedir [17].

Hiperisin’in tekli oksijen olusturmasi serbest oksijenin DNA hasarma sebep olarak

nekroz ve apoptozu indiiklenmesiyle son bulur.

HY’nin nekrotik dokulara karsi glclii afinitetik etkiye sahip oldugu kesfedilmistir.
Neoplastik dokuda birikimi diger dokulara gore daha fazladir. Bu sebepten dolayi, HY

timor nekrozunu hedeflemede potansiyel biyomarkerlar olarak kullanilabilmektedir.

2.5.7. Karanhkta Hiperisin

HY’nin siklikla 151k ile calismalarma yonelinmis olunsa da, karanlikta sahip oldugu
Ozelligi de onem arz etmektedir. In vitro ¢alismalarda 1s1k ile aktif edilmemis HY’ nin
sitotoksik olmayan etkileri gosterilmistir. In vivo’da ise antimetastaz ve antiproliferatif
aktiviteye rastlanmistir. Kanser hiicrelerinde fotositotoksik aktivasyonu icin gereken
konsantrasyonda toksik olmadigi diisiiniiliirken, yeni yapilan ¢aligmalarda karanliktaki
toksisitenin konsantrasyona bagli oldugu diisiiniilmektedir. Blank ve ark.’nin yaptigi
calismada HY, fare gogiis adenokarsinoma hiicresinde canliligin azaltilmasini ve in
vivo’da tiimor biiyiime inhibisyonunu saglamistir. Ayni ¢alismada akcigere metastaz
yapan kanserde, 72 saat sonrasinda sonug¢ alinmistir. Tek HY dozun hayatta kalabilmeye
yeterli gelmediginden, dozun devamli verilmesiyle basar1 saglanmistir. Bunun yani sira

karanlikta HY indiiklii apoptoz olustuguna dair kanit bulunmamaktadir [24].

Karanliktaki redoks aktivitesi, diisiik redoks potansiyeline katki saglamaktadir. Redoks
aktivitesi HY’yi hem yiikseltgeyen hem de indirgeyen ajan yapmaktadir. Redoks
potansiyeli elektron zincir sistemlerinde alici olarak davranmasmi saglarken, elektronlar1

yukseltgemeye ve ROS olusturmaya izin vermektedir [31].
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2.6. Kanserde Proteozom inhibitorleri

Hucresel proteinlerin yikimi karmasik basamaklar icermektedir. Homeostazi saglamada ve
diger hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde biiyilkk Oneme sahiptirler. En bilinen
proteozomlardan olan 26S proteozomu kisa omiirlii proteinlerin yikimmdan sorumlu olan
ATP-bagimli bir proteazdir. Proteazlarin diizglin ¢alismamasi sonucu hasarli proteinlerin
geri dontistiiriilememesi ile sinyal iletimi bozulur ve hiicre 6liime gider. Sinyal iletiminin
kesilmesi amacglanan anti-kanser ilaglarin bazilarinda antitiimér etkisi i¢in 26S proteozomu

hedef alinmistir. Bu sekilde proteozom inhibitorleri gelistirilmektedir [32].

Proteozom inhibitorleri, proteozomlari islevsiz hale getirirken, proteinlerin ifade edilmesini
ve ¢oklu sinyal iletimini engeller. Kanser hiicrelerinin, normal hucrelere gore proteozom
inhibisyonuna daha hassas oldugu bilinmektedir. Ubikitin proteozom yolagi hiicre i¢i
proteinlerin degredasyonundaki ana yolaklardan biridir. Bu yolak, hiicre buyumesi ve
Olimii arasinda dengeyi saglarken kanser hiicrelerindeki ilag direnci gelisimi gibi

mekanizmalar igerisinde de rol oynadigi bilinmektedir [33].

Proteozom fonksiyonunun inhibe edilerek kanser tedavisinde sonug¢ alinabilmesi lizerine
proteozom inhibitorlerinin terapdtik ajan olabilecekleri g6z ©nunde bulundurulmaya
baslanmustir. 1k yapilan arastirmalarda hiicrelerde apoptozu, tiimdrde ise anjiyogenezi

indiikleyebildigi goriilmiistir [32].

2.7. Kanser ve Apoptoz

Apoptoz’un asil amaglarindan biride kanseri engellemektir. Kanserde apoptozu engelleyen
bircok neden olsa da genel olarak i¢ yolagin islevsizlesmesi apoptozu inhibe etmektedir.
Apoptotik kontroliin kaybolmasi kanserde anjiyogenezi uyarmasi ve mutasyonlarin

olugmasi agisindan zaman kazanilmasini saglamaktadir [34].

Genellikle kanser hicresinin apoptoz hiicre 6lim yolaklar1 arasindan apoptozu tercih
etmedigi bilinse de aslinda hiicreler onkolojik olaylar ile iligkili apoptotik yolaklardan
kaginmaktadirlar. Bunun yani sira normal hiicreler apoptozu indiikleyen sinyallere sahip
degilken, kanser hiicreleri normal hiicreler gore apoptoza daha fazla hassasiyet gosterirler.
Bunu sebebi hiicrelerin ¢evresinin hipoksik olmasi ve besin acisindan fakir durumda
bulunurken, kanser hicrelerinin  normal hucrelerin aksine aktif kaspazlara sahip

olmasindandir.
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P53 proteini, hiicrenin apoptoza ya da onarima gidecegini belirleyen Onemli bir
molekiildiir. Genom stabilitesini siirdiirmede rol oynar. Tiimor baskilayic1 gen olmakla
birlikte pek ¢ok kanserde farkli mutasyonlarina rastlanmistir. Kanser vakalarinda en ¢ok

mutasyona sahip gendir [35].

2.7.1. Apoptoz ve Kanser Tedavisi

Kanser tedavilerinin g¢ogunlugunda mitokondriyal apoptotik yolak kullanilmaktadir.
Geleneksel anti-kanser ilaglarinin biiyiik ¢cogunlugu apoptotik proteinler olan BCL-2/BAX
bagimli mekanizmayr kullanmaktadir. Bu mekanizmanin c¢alismamasi ilaglarin

basarisizligina sebep olmaktadir [34].

ARF ve p53’e bagh apoptoz, hiicre i¢i sinyal yolaklarini diizenleyerek hiicreleri

kanserlesmeye kars1 korurlar.

Kanser ajanlarmin in vivo’da apoptozu indiikleyebildigini géstermek zor olabilmektedir.
Tiimor hiicreleri nekroz ile de 6lebilirler. Apoptotik 6liim diger 6liim tiplerine gore daha az
imminojeniktir. In vivo’da daha hizli ve kesin sonug¢ alinabilen hiicre 6lumu apoptozdur.
[35].

TNF ailesinden olan Trail ligand1 (TNF iliskili apoptozu indiikleyen ligand), secici olarak
kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklediginden dolay1 kaspaz bagimsiz tedavilerde hedef
haline gelmektedir. Bu sebepten o6tlrd Trail reseptdri antagonistler anti-kanser

calismalarda kullanilmaktadir [36].

2.7.2. FDT Indiiklii Apoptoz

FDT apoptoz’un etkili bir indiikleyicisi olmasindan 6tiirli farkli hiicre hatlar1 ve IDM’ler
ile birlikte ¢alisilmaktadir. FDT indiiklii apoptoz hiicre dongiisiinde herhangi bir zamanda

olusabilir.

Bircok IDM temel olarak mitokondriyi hedef alirken, por kompleksinin geg¢irgenliginde
degisiklige sebep olmaktadir. Mitokonriyal membran hasar1 sonucunda ise kisa siirede
sitoplazmada sitokrom-c salinimi goriilmektedir. Baz1 IDM’ler endoplazmik retikulumu
(ER) da hedeflerken, kalsiyum pompalarina hasar vererek Cat+2’un sitozole ve
mitokondriye salmmmasini neden olurlar. Lizozom organelinde birikim yapan IDM’ler ise

lizozomal membrana hasar vererek Bid gibi apoptotik molekdllerin aktivasyonuna neden
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olurlar. Bunun sonucunda mitokondriyal apoptoz uyarilir. Salinan membran reseptorlerinin

ligandlarin salinimindan plazma membrani da etkilenebilmektedir [37].

Apoptozu indikleyen dozlardan daha yiiksek dozlar kullanildiginda ise nekroz

indiiklenebilmektedir.

Sekil 2.3’te apoptozun FDT ile uyarilmasi sonucu i¢ ve dis yolak mekanizmalarinda olusan

iki farkl yol gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Apoptoz olusumuna giden yolakta FDT aktivasyonu sonucu goriilen
biyomarkerlar [38].

2.8. Kanser Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklasimlar

Nanoteknoloji, yaklasik olarak 1 ile 1000 nanometre boyutundaki materyal ve cihazlarin
uygulamasina ve kontroliine dayanan bir miihendislik alamidir. Ilk kez modern tanimi
1959°da Feynman tarafindan yapilmistir. 1980’lerde atom seviyesinde goriintli alinmasini
saglayan Taramali Tiinelleme Mikroskobu’nun (TTM) kesfedilmesi ile nanoteknolojiye
Kars1 ilgi olugsmaya baslamstir [39].

Nanoteknolojinin gelismesiyle nanomateryallerin ¢esitliligi artmaya baglamistir ve
sektordeki genis kullanim alanlar1 sayesinde ¢evrede daha fazla rastlanmaya baslanmistir.
Nanomateryaller bir¢ok farkli bilesenlerde olabilirken, her bir bilesende farkli boyuta,
sekle, kaplamaya ve isleve sahip olabilirler. S1v1 siispansiyonda, toz halde veya gaz olarak
bulunabilirler. Dogada da bulunabilen nanomateryallere, insanlar farkinda olmadan

kiyafetlerin, yiyeceklerin ve kozmetik iiriinlerin igerisinde maruz kalmaktadir [ 23].
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Son 20 yil igerisinde nanoteknoloji diinyasina diger bilim alanlarinin da dahil olmastyla
onemli gelismeler yasanmistir. Bu alanlar ile farkli yan dallarm olusmasi ve calisma
alanlarinin genislemesiyle birlikte, nanoteknolojinin tip bilimi ile birlesmesi sonucu
nanotip teknolojisi olusmustur. Nanotip alani ise nanoteknolojinin daha hizli teshislerde,
gelismis goriintilleme ve ¢esitli klinik vakalarm olusumunu engellemede kullanilmaktadir.
Hastaliklarin insidanslarinin artmasiyla daha erken ve hizli teshislerin yapilabilmesi ve
yeni ilaglarm gelistirilebilmesi i¢in yeni teknolojilere olan gereksinim artmaktadir. Nanotip
tirtinleri olan biyoajanlar tip diinyasi icerisinde Umit vaat etmektedir [40]. Hazir halde ve
kullanilmakta olan nano-ilaglar ise secicilikleri ve de diisiik yan etkileri sayesinde 6zellikle
kanser tedavilerinde tercih edilmektedir. Kemoterapide goriilen sistemik toksisiteye karsin

etkili bir alternatif olarak dikkat cekmektedirler.

Bircok nano-ilag, enjeksiyon veya soluma yoluyla verilebilecek sekilde gelistirilmistir. Bu
yontemlerle ilacn verilmesi, ilacin protein ve lipid kompleksleri ile muameleye ugramasi
sonucu hedefe kadar etkinliklerinin azalmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle ilk olarak
peptit, niikleik asit ve hormon gibi kiiciik yapilar ile nanomateryaller araci olarak

kullanilmaya baslanmaistir.

2.8.1. Kanser Tedavisinde Kullamlan ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Farmakolojik ajanlarin ve enzimlerin tesliminde kullanilan tasiyicilarin gelistirilmesinde
son 10 yilda énemli ilerlemeler kaydedilmistir. Ilag tasiyic1 sistemler yeni ve geleneksel
olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Geleneksel sistemlerde oral, dilalt1 ve intravendz yolla ilaglar
verilirken, doz yonetimi yapmak gerekmektedir. Tedavide terapotik ajanlarin
konsantrasyonunun siirekli degismesi devamli olarak takip gerektirmektedir. Ila¢ viicuda
ilk alindiginda kanda bulunan derisimi ¢ok yliksek olurken, ilacin diger dozunun alimina
kadar gecen siirede seviyesi cok diismektedir. Ila¢ tasiyicilarnin kullanim yararlar1 bu
sirada ortaya ¢ikmaktadwr. Hedefli bolgeye ilaci tasiyarak kontrollii bir sekilde hizla

salimini saglarlar [39].

[lag tastyicilarin formu da ilacin kendisi kadar dnem tasimaktadir. Ilag tasiyicilar icerisinde
lipozomlar, nanopartikiilller (NP’ler), miseller, mikrokapsiiller ve dendrimerler 6nemli
paya sahiptirler. Ilaglarin araci molekiiller ile tasmmasinda ¢dziiniirliigiin ve maruziyet
sliresinin arttirilmasi, ilacin birakilacagr bolgeye karsi secici gegirgenlik ve gelismis

terapotik indeks gibi avantajlardan yararlanilmaktadir [41].

19



Kanser hicrelerinde ila¢ salimi1 ¢aligmalarinda sentetik polimerler, proteinler ve lipozom
gibi Dbilesenler kullanilirken yeni c¢aligmalar da c¢ogunlukla NP’lere yodnelmeye
baslanmustir. Son 20 y1l igerisinde NP’lerle ila¢ salim vezikiilleri farkli boyutlarda ve farkl
yiizey kimyasina sahip olarak sekillendirilmistir [42]. NP’ler boyutlarindan dolay1 in
vitro’da kullanimi dikkat ¢ekerken, kanser tedavisinde peptidler, antikorlar ve de kiigiik
molekiillii ilaglar NP’ler tarafindan teslim edilmektedir [43]. flacin yan etkilerin azaltilmasi
ile daha giivenli bir tedavi saglayabilmekte ve biyoyararlanimini arttirmaktadirlar. Ayrica
uygulanan alanin se¢ici olmasindan dolayr in vivo’da da etkisi olmaktadir. Kan
damarlarindan gegerek sirkiilasyona karisabilirler. Stabilitesinin ve raf Omriiniin uzun

olmasindan 6tlr( saklanarak uzun siire ¢alisilabilmektedir [44].

2.8.1.1. Nanopartikuller

Bircok sayidaki NP-bazli ilaglarin kanser gibi kronik hastaliklarda tedavi olarak
kullanimlarina izin verilmistir. Daha kompleks tasarimlar ile olusturulan NP’ler
kigisellestirilmis ve 6zel kanser tedavileri i¢in gelistirilmeye devam etmektedir [40]. Farkli
tipteki NP’ler istenilen islevsel gruplar1 ile birlestirilerek klinik uygulamalarda
kullanilabilmektedir. Ideal nano tastyict bulabilmek i¢in bilim insanlar1 yapisal olarak
karmagik kopolimer molekiiller kullanmaya baslamislardir, fakat kopolimerlerin sentezi
zordur ve immin sistemi reaksiyonlarma sebep olabilmektedir [45]. Bu nedenle

biyog¢oziinebilir NP’ler tercih edilmeye baslanmistir.

Biyogoziinebilir NP’ler, hedeflendirmeyi arttirmasi ve kullanilan maddenin etkili
tasmimmdan dolay1 kanser terapisinde bir¢ok avantaja sahiptir. Ozellikle antikanser
ilaclarinin saliminda 6zgiin yapisal ve fiziksel 6zelliklerinden dolay1 dikkat ¢ekmektedirler.
NP’ler kemoterapdtik ajanlarin veya terapdtik genlerin saglikli hiicrelerinden kaginirken
malignant hiicrelerde etkili olmasi i¢in tasarlanmaktadirlar. Yiikleme kapasiteleri yiiksek
olmakla birlikte tasidiklar1 maddeyi degredasyondan korurlar. Boyutlarinin kiigiik
olmasindan dolay1 hiicrelere girmekte zorlanmazlar [46]. Antikorlar ile islevlendirilerek
0zgul olarak hiicrelere baglanabilirler. Vicutta ise 10 nm’den kiigiik NP’ler renal bosaltim
ile hemen viicuttan atilabilirken, 100 nm’den biiyik NP’ler makrofajlar tarafindan
bulunarak viicuttan atilmaktadirlar. 10 ile 100 nm arasindaki NP’ler ise tiimorlerin
olusturdugu damarlara girebilmektedir. TUmOr bolgelerinde birikim gosterebilmeleri

gelismis gegirgenlik ve tutunma etkinliklerinden (GGTY) kaynaklanir.
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Pasif hedeflemede farkli tipteki NP’ler viicuttaki farkli dokularda ve organlarda birikim
yapabilmektedirler. Normal doku ile timér dokunun cevresinde farklar bulunmasi

sayesinde NP’ler pasif hedefleme ile kendiliginden tiimor ¢evresine yonelebilmektedir.

Timor vaskiiler yapisinin zayif olmasi ve lenfotik bosluklardan dolayr NP’ler uzun sure
orada kalabilirler. Lenfotik yapmin zayif olmasi ¢evreden merkeze dogru basing olusturur

[47].

Endotel hiicrelerde normal dokularin arasindaki bosluk bulunmazken, tiimoér dokularinin
arasinda 100 ile 400 nm boyut araliginda bosluk bulunmaktadir. Hedeflendirilmeyen
NP’ler GGTY etkilerinden dolayr tiimér dokularinin igerisine, hiicrelere ise spesifik

olmayan yuzey adsorbsiyonu ile girebilir [48].

NP’lerin farkli polimer bilesenleri ile olusturulmasiyla kontrollii salinim yaparak istenilen
miktarda doz yiiklenebilmektedir. Bu sayede saglikli hiicrelere verilen ila¢ minimalize
edilerek, antikanser ajanlarin timordeki sitotoksisiteyi artirmasi ve yan etkilerin cogundan
kagmmasi saglanir. Polimer yapisi, NP’lerin yiizey islevsellestirilmesi ve partikiillere aktif
hedefleme 6zelligi kazandirmasinin yani sira birgok ilaca karsi gelisen direncin iistesinden

gelmeye ve sitotoksik ilaglarmn terapotik etkilerini gelistirmeye katki saglamaktadir [46].

Nanopartikiiller organik ve inorganik olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar. Organik NP’ler
lipid, polisakkarit, protein ve polimer gibi bilesenlerden olusurken diisiik toksisiteye sahip
olmanm avantajina ve birgok c¢esitte ilaci tasiyabilme yetenegine sahiptirler [14].
Nanoskopik  boyutlarindan  Gtiirii timoriin -~ etrafindaki ~ zayif ~ damarlardan
gecebilmektedirler. Inorganik NP’ler ise hidrofilik ve organik materyallere kiyasla Gok
daha stabil bilesenlerdir. Quantum noktalari, altin NP’ler, superparamagnetik demir oksit
NP’ler inorganik NP’lerin orneklerindendir. Isig1 emen cihazlarda yari iletken olarak

kullanilirken, biyotip ve kataliz alanlarinda giderek artan rollere sahiptirler [49].

2.8.1.2. Akciger Kanserinde Ila¢ Yiiklii Nanopartikiillerin Kullanim

NP’lerin boyutlari, kimyasal yapilari, ilag kapsiilleme etkinlikleri akciger kanserinde
kullanimi i¢in dikkat edilmesi gereken noktalardir. Lipozom ve lipid bazli NP’ler oksidatif
yikima daha hizli ugrarken ilacin etkinligini de diistirmektedirler. Ancak gelistirilen NP’
lerin akcigerin tiim dokularina niifuz edebilmesi i¢in daha uzun bir zaman dilimine ihtiyag
duyulmaktadir, bu sebeple tasarlanan NP’lerin stabilitelerinin korunmasi akciger

kanserinde kritik bir role sahiptir [50].
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NP’ler normal hiicreler arasindan gegerek, malignant hiicreleri hedefleyebilirler. Akciger
kanserinde genellikle akciger epitelinde tiimor olusumu gozlendigi i¢in, NP’ler alternatif
tedavi yontemleri arasinda sayilmaktadir. Bu sebepten akciger nanomateryallerin hedef
organi olarak goriilmektedir. 5 pm boyutunun altindaki mikromolekiiller periferik akciger
alveoline ulasabilirken, 1 pm’in altindaki NP’lerin alveollere difiizyon ile gecebildigi

bildirilmistir [51].

2.8.2. Polimer Bazh Nanopartikiiller

TUmoru hedeflerken kan dolasim sistemlerinde NP’lerin uzun siire bulunmasi istenirken,
partikiil boyutu ve yilizey modifikasyonlar1 dagilimlarinda kilit 6zellikler olarak
degerlendirilmektedir [52]. Bunun yani sira segilen polimerin kolay sentezlenebilir, ucuz,
suda ¢oziinebilir ve biyouyumlu olmasi biiyilk onem tagimaktadir. NP’lerin sentezinde
kullanilan polimerler sentetik veya dogal olabilmektedirler. Kitosan, seliiloz, aljinat ve
jelatin dogal en sik tercih edilen polimerler arasindadir. Calismada polimer olarak in vitro

ortamindaki biyouyumlulugu nedeniyle kitosan tercih edilmistir.

2.8.2.1. Kitosan

Kitin 1811°de Henri Braconnot tarafindan mantarlarin incelenmesi sirasinda kesfedilmistir.
1859°da kitinin alkali ile birlesimi sonucu asitlerde ¢ozinebilen kitosan ise kitinin kismi
deasetilasyonu sonucu olusturulan modifiyeli bir biyopolimerdir. Deasctilasyon ve
molekiiler agirligi kitosana ¢esitlilik saglarken, polimerin kalitesini de etkilemektedir [53].

Sekil 2.4°de kitin ile Kitosanin arasindaki kimyasal fark goriilmektedir.

Kitosan ¢ok az miktarda sadece belli mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunmaktadir. N-
asetil glukozamin ve glukozamin birimlerinden olusmaktadir. Beyaz, sert, elastikiyeti
olmayan bir polisakkarittir. Toksik olmamasi, biyog¢ziinebilirligi ve antimikrobiyal
ozelliklerinden dolay1 biyomedikal alanda, genetik miihendisliginde ve cevresel kirlilik

kontrollerinde kullanilmaktadir [54].

Caligmalarda siklikla ilaglar ile kullanilan kitosan, FDA tarafindan doku miihendisligi ve
ilag tesliminde kullanilabilecegi onaylanmistir. Diger polimerler arasindan katyonik
karaktere sadece kitosan sahiptir. Katyonik karakteri sayesinde, epiteldeki sik1 baglantilar1

acarak penetrasyonu arttirabilirken niikleik asitlerinde iyi bir tagiyicis1 olmaktadir [55].

Hemostatik (kan dondurucu), fungisidal, anti-timdéral ve immun sistemi destekleyici

ozelliklere sahiptir. Kitosan’m kilo kayb1 ilaglarinin yapiminda da kullanimi ¢ok tercih
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edilmektedir. Sebebi ise kitosanin yag asitleri ile kompleks yaparak yag hidrolizinin
inhibisyonunu kolaylastirmastyla viicuttan atilmasina bagldir. Ozellikleri agismndan en

dikkat ¢eken, ilag tastyici olarak kullanilmasidir.

Kitosana kimyasal modifikasyonlar ile farkli ozellikler kazandirilabilmektedir.
Modifikasyonlarin polimerin ana zincirini igermemesiyle ile kendi 0Ozelligini
kaybetmesinden kacinilabilmektedir. Yapilan hidrofobik modifikasyonlar ise farkli

ilaglarm kullanimi i¢inde umut vaat etmektedir [56].
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Sekil 2.4. Kitin’in deasitilasyon agamas1 sonucu kitosan’a doniisiimii ile degisen molekiiler
yapinin agik formiiliiniin gésterilmesi [57].

2.8.2.2. Kitosan Nanopartikuller

Dogal bir materyal olan kitosan, farkli fizikokimyasal 6zelliklerinden 6tlrl ¢evre dostu
olmakla birlikte insanlar icin de gilivenlidir. Karakteristik 6zellikleri terapétik ila¢ tasmim

sistemlerinin gelistirilmesinin Oniinii agmistir. Sonug olarak, doku miithendisliginde, kanser

teshisinde, ilag tesliminde, enzim immobilizasyon desteginde kullanilmaktadirlar [53].

Kitosan nanopartikiillerin (Ki-NP) sentezi i¢in bircok farkli uygulama olmakla birlikte
bunlar su sekilde siralanabilir; iyonotropik jelasyon, mikroemulsiyon metodu, ters miseller
metodu, emulsifikasyon solvent difiizyon metodu ve polielektrolit kompleks. Tez galigmasi
icin iyonotropik jelasyon yontemi kullanilmistir. Bu metot, kitosanin pozitif amin gruplari

ile tripolifosfatin (TPP) negatif yiiklii polianyon grubunun arasindaki elektrostatik
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etkilesime dayalhdir. Sekil 2.5’te de goriildiigii iizere KI-NP’ler sadece ilag, baglayici ve
polimerik iskeletten olugmaktadir.

[lag salim1 ve NP teslim sistemlerinde kullanimi ise iyonik etkilesimleri ile
gerceklestirmektedir. Tyonik etkilesimler diisiik pH’ta serbest amin gruplar1 protonlayarak,
polimer zincirleri arasinda elektrostatik ¢ekim kuvveti yaratir. Kitosan asetik asit i¢erisinde
¢oziinebilirken, polianyonun eklenmesiyle oda sicakliginda mekanik karigtrma ile
kendiliginden nanopartikiilii olusturabilmektedir. Boyut ve yiizey yiikii ise kullanilan
kitosan oranma gore degismektedir. Kullanilan kitosan konsantrasyonu arttik¢a boyutun da

arttig1 bilinmektedir [54].

Bu sayede jelimsi yapida polimer soliisyonu olusur. Serbest amin ve hidroksil gruplar1
hidrojen bag1 araciliiyla farkli molekiillerin baglanmasina olanak saglamaktadir. Kitosan
ile NP olusumunu baglatan kimyasallar ise ¢apraz baglayicilar olarak adlandirilmaktadirlar.
Kitosan’a ¢apraz baglayici olarak birgcok ajan kullanilabilir. Gluteraldehit, Genipin ve TPP
ajan olarak kullanilanlar arasindadir. Iyonik capraz bagli NP’ler sik tercih edilmektedir.

Bunun nedeni hazirlanma kolaylig1 ve organik ¢oziiciiler olmadan olusturulabilmeleridir
[58].

Tez ¢alismasinda kullanilan kitosan ise IDM’lerin enjekte edilebilir hale getirilmesi i¢in
tercih edilmistir. Kitosan’in amino gruplar1 hafif asidik kosullarda protonlanmaktadir, bu

sayede kitosan pH hassasiyetli NP’lerde sik tercih edilmektedir [58].

ilag .

Baglayici

Polimerik iskelet

Sekil 2.5. Tlag bagli polimer bazli NP’lerin sematik gdsterimi [59].

2.8.2.3. Kitosan Nanopartikiiller’den fla¢ Salimi

Kitosan NP’lerden ila¢ salim1 bir¢ok sekilde gerceklesebilir. Bunlar arasinda absorbe ilacin

difuzyonu, polimetrik matriksden ila¢ difiizyonu, polimerin degredasyonu ¢rnek olarak
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siralanabilir. ilacin ilkin salim ise, polimerin sismesi veya polimerin yiizeyinden ilacin
difiizyonu ile ger¢eklesmektedir. Kitosan NP’ler, pH bagimli ila¢ salimi sergilemektedir.
Kullanilan kitosan tiirevi ise ilacin salinma hizin1 etkileyerek salimin kontroliinii saglarken,

ilacin farmakokinetik profilini de etkilemektedir [60].

2.8.3. Nanopartikil’lerin Hiicre ile Etkilesimleri

NP’ler hiicreye endositoz ile girerken, endositoz yollar1 olan fagositoz ve pinositoz denilen
2 ana yolu kullanmaktadir. Fagositoz da 500 nm’den biiyiik partikiiller alinirken, pinositoz
ile daha kiigiik partikiiller alinmaktadir. Pinositoz’da klatrin-bagimli ve klatrin-bagimsiz
olmak {iizere iki farkli yol ile hiicreye alim gerceklesmektedir. Fagositoz’da ise temel
olarak notrofil ve makrofajlardan yararlanilmaktadir. Bunun yam sira bazi ¢aligmalarda
kiiciik NP ve molekiillerin plazma membranmi pasif diflizyon yolagi ile gecebilecegi

bildirilmistir [61].

NP’lerin hiicreye alinmasinda sekil, boyut, yiizey kimyas1 gibi faktorlerin rol aldigina
inanilsa da heniiz tam olarak ac¢iklanamamistir. Bunun yani sira bazi yolaklarin kullanildigi

bilinmektedir.

NP’lerin hiicreye giris asamalarmin hiicre hattina gore farklilik gésterdigi bilinmektedir.
Baz1 ¢alismalarda A549 hiicrelerinin klatrin-bagimli yolu tercih ettigi goriiliirken, bagka
caligmalarda ise klaveolin-bagimli yolu tercih ettigi bildirilmektedir [62]. Klatrin bagimli
endositoz, hiicrelerin besinlerin yani sira plazma zarimin bilesenlerini de hiicre icine aldig:
ana yoldur. Klatrin proteini, hiicre dis1 vezikiillerin belli bir sekli alabilmesinde rol
oynamaktadir. Adaptor proteinler ise zarin sitoplazmaya bakan yiliziinde bulunurken, farkli

tasinan maddeleri tanir ve sinyalleri duzenlerler [63].

Epitel hiucrelerde de fagositoz olsa da temel olarak fagosit hicrelerde gorilmektedir.
Fagositozda genellikle NP’lere baglanmasma aracilik eden proteinlerle, spesifik ligand
reseptor iliskileri olusturulur. Baglantiyr saglayan fagosit reseptorleri arasinda Fc

reseptorleri, tamamlayici reseptorler, fruktoz reseptorleri bulunmaktadir [64]

Misel veya kati lipit NP’ler, timor hiicrelerinde p-glikoprotein pompasindan endositoz ile
ilacin gecmesine aracilik etseler de, ilag ekzositozdan kacamamaktadir. Ilacin
endozomlardan kagabilmesi i¢in asidik endozomal pH’a cevap verebilen ve daha hizli
salim yapabilen NP’ler gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. NP’lerin endozomal zara hasar

vererek, ilacin sitozole saliminin saglanmasi istenmektedir [64].
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NP’lerin hiicreye alinmasindaki énemli 6zelliklerinden biride yiizey yiikleridir. NP’lerin
pozitif yiiklii ylizeyleri ile negatif yiikli mukoz tabakanin arasinda kuvvetli bir
elektrostatik kuvvet olusmaktadir [65].

receplor \,

nanoparticle @&

Sekil 2.6. Nanopartikiillerin hiicreye giris mekanizmalari ile hiicre igerisinde izledigi
yollarin gosterilmesi [22].

2.9. Nanoteknoloji ve Fotodinamik Terapi

FDT’nin kullaniminin sinirli olmasinin bir takim nedenleri vardir. Optimum dalga boyunda
bile 151k dokunun sadece birka¢ mm’sinin altina erisebilmektedir. Baska bir faktor ise
timorlerin gelistigi hipoksik kosullarda FDT, inhibe olmaktadir. Ayrica normal dokularda
dahil olmak tizere FDT, hiicresel oksijen seviyesini diisiirerek kendi terapotik etkisini de
olumsuz etkilemektedir. Bu sebeplerden 6tiri istenilen bdlgeye kontrollli mekanizmalarla

tekli oksijenlerin uygulanmasi, sorunlarin istesinden gelinmesini saglayabilir [65].

Nanoboyuttaki tastyicilar yiiksek yiikleme kapasitesi, degredasyondan koruma, uzun
dolasim siiresi gibi avantajlara sahiptir. FDT nin etkisinin arttirilmasit nanotasiyicilara

ylizey modifikasyonlarinin yapilmasiyla saglanabilmektedir [14].

2.9.1. Nanopartikiil Bazh FDT Sistemleri

FDT sistemleri, umut verici sonuglarina ragmen bir takim problemlere de sahiptir. En
biiylik sorun IDM’lerin segici birikim gdsterememeleridir. Bunun sonucunda hastalarin
giinese maruz kalmasi ile deri hasari olusma riski olusmaktadir. Tastyic1 molekiillerin

kullanilmasiyla bu soruna ¢oziim getirilebilmektedir.
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Isik algilayict maddeler (IDM), NP’lere kapsiile edilmek disinda kovalent veya non-
kovalent etkilesimlerle yiizeylerine de baglandirilabilirler. IDM’ler ile NP’lerin
kullanilmas1 IDM’lerin hidrofobik 6zelliginin ortadan kalkmasmi saglarken, hedefleme
potansiyelleri sayesinde istenilen bélgede IDM konsantrasyonlar: artar ve normal dokulara
kars1 hasar1 azaltir. Sabit miktarda IDM’leri serbest birakmasi ile bolgedeki doz miktar1 da
ayni diizeyde kalabilmektedir [14].

NP’ler formiillerine gore FDT’ye kars1 farkli cevaplar olusturmaktadir. Altin ve giimiis

NP’ler organik IDM’lere gore daha yiiksek soniim katsayisina sahiptirler [66].

2.9.2. Nanopartikuller ile Hiperisin Kullanimi

HY ’nin hidrofobik 6zelligi tedavide kullanimini da kisitlamaktadir. Cozliniirliigiinin iyi
olmamasi1 yardimci maddeler ile tasinimmi gerektirmistir. HY yi kullanwrken c¢oziicii
kimyasal maddelerden yardim alisa da, in vivo ortamda kimyasallar kullanilamayacagi
icin tastyict maddelerden yararlanilmaktadir. HY nin tasmmiminda lipozomlar, kat1 lipid

NP’ler, miseller, emiilsiyonlar ve mikropartikuller tercih edilmektedir [67].

HY’nin NP’ler ile kullanimi serbest kullanimina gore bir¢ok avantaja sahiptir. NP’ler,
diisik konsantrasyon ile kullanima izin vererek 1s18a hassaslik olugmasimin Oniine
gecebilmektedir. Tek basina kullanilan HY’nin ¢oklu ilag direnci olusturabildigi
bilinmektedir. NP’ler, hedefleme yetenekleri sayesinde ¢oklu ila¢ direncinin Ustesinden
gelebilmektedirler. NP’ler, tiimor bolgesindeki hipoksik ortama karsin HY’yi koruyarak

hiicreye girig yapabilmesini de saglamaktadir.

HY’nin hidrofobik yapismi asmak icin bir¢ok ¢6ziici kullanilmistir. Fakat son
calismalarda kanserin fluoresan yontemlerle teshisini saglamak {izere yeni formiller
gelistirilmistir. Bunlarin arasindan PVP (polivinil prolidon) ve siklodekstrinler en sik

kullanilanlaridir [17].

Calismalarda tiimor hedefli NP’lerin hidrofobik molekiillerle tasarlanmasi tavsiye
edilmektedir. Hidrofobik molekiiller, tek basmma kullanildiginda suda agregatlarin
olusmasma sebep olur ve bu durum oksijen olusumunun azalmasi gibi foto-fiziksel

ozelliklerini etkilediginden dolay1 kapsiillendirilerek verilmesi daha uygundur [26].

2.9.3. Fotodinamik Terapi ile Hiicre Oliim Mekanizmasi

Aktif dis kaspazlar dlen hiicrelerde gozlemlenen ve karakteristik degisimlere yol acan

maddeleri ayirirlar. Cekirdegin laminasi pargalanir ve kromatin yogunlasir. Bu sebepten
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dolay1 ¢ekirdekte biiziilme gOrulur. Kaspaz aktifli DNA inhibitoriide parcalandigi igin
DNA parcalanir [13]. Zardaki fosfolipitlerin peroksidasyonu FDT’nin ilkin amacini

olusturmaktadir.
2.10. Hiicre Canhhk Testleri

2.10.1. MTT Analizi

MTT analizi, hiicre canlilik testlerinin baginda gelen kolorimetrik bir dlglim testidir.
MTT nin endoistoz ile alinmasiyla, enzimatik indirgenmesi sonucu mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz tarafindan katalize edilen MTT formazanlar1 olusur. Mor formazanlar1 igin
¢ozme soliisyonu kullanilir ve bunun sonucunda renkli soliisyon olusur. Renkli soliisyon
belirli dalga boyunda (500 nm-600 nm) spektrofotometre tarafindan Olgiilebilmektedir.
Analiz, mitokondriyal solunuma bagli oldugundan otiiri hiicrenin enerji kapasitesini
degerlendirmede kullanilabilmektedir. Hiicre proliferasyonunun hassas ve sayisal teshisini
yapabilmektedir. Hiicre aktivitesi ile absorbansi arasindaki dogrusal iliski sayesinde

biiyiime hizin1 gosterebilmektedir [68].

2.10.2. Tumor Tac ile Apoptoz Tayini

TumorTACS™ Kit ile kanser hiicrelerindeki apoptoz belirlenebilmektedir. Kitin Tunel
bazli sistemi apoptotik hiicrelerdeki c¢ift zincirli DNA’y1 isaretlemektedir. Metil yesil
boyasi ile ise apoptotik olmayan hiicrelerin goruntiilenmesi saglanmaktadir. Apoptoza
Ozgii parcalanmis niikleer kromatin iceren hiicrelerde ise ¢ekirdegi kahverengine sahip

olmasindan dolay1 kahverengi goriinen hiicrelerin apoptotik oldugu anlasilmaktadir.

2.10.3. AO/PI Boyasi ile Hiicre Olum Tipinin Belirlenmesi

Akridin Oranj (AO) ve Propidyum Iyodit (Pl1) boyalar: ¢ekirdegi boyayabilen floresan
boyalardir. Hiicre 6liim yolunun belirlenebilmesi i¢in kullanilmaktadir. Akridin Oranj
hiicrelerin membranindan gegerek yesil goriinlim vermesine sebep olurken, apoptotik
olumin gorulebilmesini saglamaktadir. Propidyum Iyodit ise kirmizi renk olusumuna
sebep olurken, saglikli hiicrelerin membranindan gecemedigi i¢in sadece nekrotik hiicreleri

goriiniir kilarak 6lii hiicrelerin boyanmasini saglamaktadir.
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2.10.4. Oksidatif Stres Tayini

Hucredeki ROS miktarlarini 6lgebilmek i¢in gesitli floresan ajanlar kullailmaktadir. 2°,7” —
diklorofluorescein diasetat (DCFDA) probu siklikla tercih edilen ajanlardan biridir.
Gegirgen fluoresan prob (DCFHDA), membranlardan gegerek hicreye girdikten sonra
enzimler sonucunda fluoresan olmayan DCFH’ye doniismektedir. Hiicrede ROS bulunmasi
durumunda DCFH yiikseltgenerek yiiksek floresanli DCF’ye ¢evrilmektedir. Hiicredeki
DHF olusumu floresan spektroskopisi 1ile teshis edilerek hiicre oksidasyonu

belirlenebilmektedir.

2.10.5. LDH Sitotoksisite Testi

Plazma membrani hasarini 6l¢ebilen testlerden biri de LDH testidir. Hiicrelerdeki laktat
dehidrogenaz (LDH) sitoplazmik enziminin membrandan slipernatana ge¢mesine
dayanmaktadir. Bu sayede nekrotik, apoptotik ve diger hiicresel hasarlar
gosterilebilmektedir. Laktatin piruvata doniisiimii sirasinda tiretilen NADH’ in sayesinde
Olciim yapilabilmektedir. Sar1 tetrazolyum tuzunun NADH tarafindan kirmizi, suda

¢ozlnebilen formazana doniistirken 492 nm’de absorbans vermektedir [69].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler

Calismada kullanilan Hypericin (56690, %95 saflikta, Sigma) firmasindan temin
edilmigtir. Dimetil siilfoksit HY’nin ¢ozdiriilmesinde ve hiicrelerin dondurulma
asamalarinda kullanilmigtr. MTT (Sigma, 475989) ile hiicre canlilik analizleri
yapilmistir. ROS 6l¢timiit DCFHDA (Abcam, ab113851) ile 6lctlirken, apoptoz dlgimi
TumarTac kiti (Trevigen, 4815-30K) ile yapilmistir. Hiicre sayimi i¢in Tripan Mavisi
(Hyclone, Logan, UT) kullanilmistir. Akridin oranj (Sigma, A6014-10G) /Propidyum
iyodit  (Applichem, 01A2261,0025) floresan boyalar1 hiicre 0lim tipinin
belirlenmesinde kullanilmistir. FITC (Sigma, 124546) ile nanopartikillerin hicresel

alimi degerlendirilmistir.

3.2. Istma Cihaz

Isima cihazi igerisinde 12 adet L18W/30 floresan lambadan olusmaktadir ve tizerindeki
yar1 seffaf plak sayesinde direk 1518 etkisini engellerken gerekli 1s1k kuvvetinin
gecisine izin vermektedir. Lambalarin gosterdigi yayilim araligit HY nin maksimum
absorbans degerinin de oldugu 590-600 nm arasindadir. Cihazin 1simmmasmin
engellenmesi amaciyla 3 tarafinda 8 adet fan bulunmaktadir. Kullanilan 1s1k siddeti
ltks/cm? birimidir.

Isima uygulamasi i¢in deney gruplar1 ile 24 saat inkiibasyon sonrasinda besiyeri
degistirilmektedir. Isima cihazinin 45 dk ¢alistirilmasindan sonra 151k kuvveti litksmetre
ile olgiilmektedir. Istenilen joule/cm? degeri icin gereken siire hesaplandiktan sonra
pleytler cihazin istiine yerlestirilmektedir. Siirenin bitiminde ise hucreler %5 CO> ve 37

"C’de inkiibasyona birakilmaktadir.

3.3. Hiicre Kulturu

Calismada insan kanser akciger epitel hiicresi kullanilmistir. A549 (Katalog no. CCL-
185) hiicre hatti American Type Cultural Collection (ATCC) firmasindan temin
edilmistir. Hiicre hatt1 %10 fotal sigir serumu (FBS) ve %1 Penisilin/streptomisin i¢eren
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) besiyerinde (Cegrogen Biotech, Almanya) %5
CO; iceren etiivde 37 C°’de inkiibe edilerek tiretilmistir.
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3.4. Hiicre Hattinin Uretilmesi ve Pasajlanmasi

A549 hicreleri konfluent hale geldikten sonra, tripsinize edilerek yilizeyden ayrilmalari
saglanmistir. 25 cm?’de flasktaki hiicreler Tripsin/EDTA eklenmesiyle etiive
kaldirilarak birka¢ dakika bekletilmistir. Tripsin/EDTA’nin iizerine hacimsel olarak en
az 3 kat1 olmak iizere besiyeri eklenerek pipetaj yapilmustir. Ugte biri almmak iizere

yeni flaska aktarilan siispansiyon besiyeri ile pipetaj yapilarak karigtirilmigtir.

3.5 Ureme Egrisi ve Ikilenme Zamaninin Hesaplanmasi

A549 hicresine ait tireme egrisi olusturularak ikilenme siiresi hesaplanmis, bulunan
siire calismalar igin kullanilmistir. Ureme egrilerinin ¢ikartilmasi i¢in asagidaki islemler

yapilmistir:

1. A549 hiicrelerinin baslangig sayis1 5x10% hiicre/ml olacak sekilde 40 ml hiicre
stispansiyonu hazirlanmistir.

2. 10 giin boyunca 2 tekrar yapmak amaciyla 20 adet 3 cm?’lik hiicre kiiltiirii
petrilerine 2 ml/petri olacak sekilde hiicre siispansiyonu paylastirilmigtir. 37 C
ve % 5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmislardir.

3. 2 saat sonrasinda 2 petri i¢in besiyeri uzaklastirildiktan sonra 1 ml tripsin/EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit) (Hyclone Logan, UT, USA) eklenerek hiicreler
yiizeyden kaldirilmistir. Hiicre saymmi yapilarak 2 petrinin ortalamasi alinmis ve
bu say1 t0 olarak kaydedilmistir.

4. Her gilin ayn1 saatte ayni islemler yapilmigve hiicre sayilar1 kaydedilmistir. Excel

programu ile lireme egrisi ¢izilmis ve ikilenme siiresi hesaplanmastir.

3.6. Mikoplazma Testi

Hicrelerin analizlere baglamadan oOnce sterilitesinin kontroliiniin yapilmasi igin
mikoplazma testi yapilmaktadwr. Hiicreler 3 kez antibiyotiksiz besiyeri ile
pasajlandiktan sonra hiicre sayis1 6 x10° ml olacak sekilde 6 gzlii plaklara ekilmistir. 2
glin inkiibasyonun sonunda besiyeri uzaklastirilir ve asetik asit/metanol soliisyonu ile 10
dk muamele edilir. PBS ile yikama yapildiktan sonra 300 nM olarak hazirlanan DAPI
boyasi PBS ile hazirlanarak 15 dk hiicreler ile karanlikta bekletilmistir.

DAPI boyasininda uzaklastirilmasi ile mounting medium her goze 1 damla damlatilarak

goriintiiler alinmaktadir.
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3.7. Hiperisin’in Cozdiiriilmesi ve Stoklarimin Hazirlanmasi

1 mg Hiperisin (HY) saflik >%95 HPLC (Sigma Aldrich Chemical co., Germany), 1 ml
Dimetil Siilfoksit (DMSO) ile ¢6zdiirtilmiistiir. Hazirlanan ana stoktan serumsuz RPMI
ile ara stoklar hazirlanmistir. Ara dozlar hazirlandiktan sonra 0,22 puM filtreden

gegirilerek steril hale getirilmistir. Hazirlanan dozlar -80°C’ye kaldirilmistir.

Deney plan1 Sekil 3.1.°de, calismadaki gruplar Cizelge 3.1°de verilmistir.

1 SAAT
KARISTIRMA
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Sekil 3. 1. Deney planmin gosterimi
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Cizelge 3 1. Deney Gruplarinin Gosterilmesi

3.8. Nanopartikullerin Sentezi

HY
Grup HY/NP konsantrasyonu Isyma

Grup 1 (Kontrol) - - +
Grup 2 (DMSO) - - +
Grup 3 HY 200 nM +
Grup 4 HY 400 nM +
Grup 5 HY 600 nM +
Grup 6

(Istma Kontrol) HY 600 nM -
Grup 7 NP - +
Grup 8 NP 200 nM +
Grup 9 NP 400 nM +
Grup 10 NP 600 nM +
Grup 11 NP 600 nM -

3.8.1 Hiperisin Yukli Nanopartiktllerin Sentezi

Kitosan (0.5 w/v) 20 ml %1 asetik asit icerisinde ve TPP (0.7 mg/ml) olacak sekilde
¢OzUlmiistiir. Ilkin olgiilen Kitosan c¢ozeltisi pH 4.0 iken, pH NaOH ile 4.6’ya
getirilmistir. Belirlenen 3 HY konsantrasyonu (200 nM, 400 nM, 600 nM) eklendikten
sonra TPP 1666 ul olacak sekilde damla damla eklenmistir. TPP’nin eklenmesiyle
Kitosan nanopartikiiller iyonik jelasyon yontemi ile sentezlenmistir. TPP sonrasi
magnetik karistiricida 600 rpm’de 60 dk boyunca inkiibe edilmistir. Santrifdj icin 5 °C,

30 dk ve 9000 rcf ayarlanmistir. Santriflyj ile elde edilen nanopartikuller t¢ kez saf su

ile yikanmustir [70].

3.8.2. Nanopartikiillerin Hiicre ile Inkiibasyonu

1-

Santriftj edildikten sonra ¢oken peletin Ustine serumsuz besiyeri eklenerek

toplam hacim 5 ml olacak sekilde pipetaj yapilmustir.

Siispanse olan karigim 0,45 uM porlu siringa filtresinden gegirilmistir.

Her doz grubu 100 pl/gdz olacak sekilde dagitilmis ve %5 CO2’li etiivde 24 saat

inkiibasyona birakilmistir.
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3.9. Nanopartikiil’lerin Karakterizasyonu

Kitosan nanopartikiilllerin morfolojik 6zelliklerinin anlasilabilmesi i¢in odaklanmig
Iyon Demeti-taramali elektron mikroskobu (FIB-SEM) (GAIA 3, Tescan) ile
gorintiileri alinmistir. NP’ler metal stap tizerine 10 pl eklenmis ve kurutulmustur. Altin

kaplama yapildiktan sonra goriintiiler alinmistir.

3.10. Kitosan Nanopartikiiller’in Hiicresel Alimi

Fluorescein-5-isothiocyanate (FITC) boyasi ile kitosan inkiibe edilerek NP’lerin hiicre
icine alinmalar1 gosterilmistir.
e FITC konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde 10 mg hassas terazide Olgiilerek
PBS ¢ozeltisi igerisinde karistirilir.
e 10 ml kitosan ¢ozeltisi 60 dk magnetik karistiricida 600 rpm’de karistirilmistir.

e Kitosan:FITC oran1 10:1 (v/v)’a karsilik gelecek sekilde FITC soliisyonu kitosan
solusyonuna eklenir.

e FITC-kitosan soliisyonu pH degeri 9.50°a 10 N NaOH ile yiikseltilir.
e 3 saat karanlikta magnetik karistiricida bekletilir.
e FITC baglh kitosanin ¢okeltilmesi i¢cin 3000 g’de 10 dk santrifiij edilir.

e Siipernatant uzaklastirilir ve yerine distile su eklenerek berrak renk olusana
kadar yikama yapilir.

e Cokelti halinde gece boyunca karanlikta +4 C’de birakilir.
e Siispansiyon %1 asetik asit ile 10 ml’ye tamamlanir ve vortekslenir.

e NP deney prosediirii ayn1 sekilde uygulanir.

3.11. MTT Analizi

MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] testi sitotoksisite
testlerinin arasmnda en sik tercih edilmesinin yanmi sira hiicre proliferasyonu ile
mitokondriyal hasarmn arastirilmas: igin kullanilmaktadir. Ilag yiikli NP’lerin ICso
dozlarinm belirlenmesi igin uygulanmustir. Ik olarak hiicreler 96 kuyucuklu plaklara
6x10*/ml olacak sekilde ekilerek, 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ortamdaki besiyeri
uzaklastirildiktan sonra, belirlenen dozlarda HY ve HY-NP konsantrasyonlar1 serumsuz
besiyeri ile hazirlanarak hiicreler ile 24 saat muamele edilmistir. Isik uygulamasindan
sonraki inkiibasyon siiresinin sonunda her kuyucuga 13 pl/kuyucuk olacak sekilde MTT
¢ozeltisi eklenmistir ve 3 saat karanlikta bekletilmistir. Formazan Kkristallerinin
cozlnmesi i¢cin 100 pl/kuyucuk olmak iizere DMSO/Amonyak kullanilmistir.
Absorbans degerleri mikroplak okuyucuda (BIO-TEK pQUANT) 6lglilmiistiir.
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Veriler elde edildikten sonra hesaplama;

Doz grubu OD ortalamasi X 100
Kontrol grubunun OD ortalamasi seklinde yapilmistir.

3.12. TumorTac ile Apoptoz Tayini

TumorTac Kkiti (Cat no:4815-30-K) ile hucrelerin cekirdeklerindeki kromozomal
kiriklara bagl apoptoz olusumu goézlemlenebilmektedir. Bunun igin hiicreler 4 well
chamber slide’lara 10 x 10%ml olacak sekilde ekilmistir. Isimadan sonraki 24. saatte
hiicrelerden besiyeri uzaklastirilarak paraformaldehit ile fikse edilmistir. Fiksasyonun
ardindan PBS ile yikama yapilmis ve enzimi ve niikleotidleri iceren isaretleyici buffer
ile inkiibe edilmistir. Reaksiyonu durdurmak icin sollisyon eklendikten sonra Strep-
HRP enzim kompleksi ile DAB enzimi baglandirilir ve niikleotidlerin etiketlenerek

goriintiilenebilmesi saglanir.

3.13. AO/PI Boyasi ile Hiicre Olum Tipinin Belirlenmesi

AO/PI boyamasi hiicrelerde goriilen Olim tiplerinin hangi oranlarda oldugunu
belirlemek icin kullanilmistir. Canli hiicrelerde yesil renk ve c¢ekirdek biitlinliigii
goriilirken, apoptotik hiicrelerde ¢ekirdek pargali gériinmektedir. Apoptozda hicreler
biiziildiigiinden dolay1 kiigiiliirken, nekrozda daha biiyiik hiicreler goriiliir. Nekroz ve
sekonder nekrozda hiicreler kirmizi goriilirken, sekonder nekrozun c¢ekirdegide
parcalidir. A549 hiicresi 24 gozlii plaklarda 5x10%/ml olacak sekilde ekilmistir. HY-NP
ve 151k uygulamasindan 24 saat sonra hiicreler 1:1 oraninda hazirlanan AO/PI (AO 25
pug/ml: PI 25 pg/ml) ile 30 sn bekletildikten sonra inverted mikroskopta (Olympus
IX71, Japonya) incelenmistir.

3.14. Oksidatif Stres Tayini (ROS Olgiimii)

Hiicre i¢indeki hasara bagl olusan reaktif oksijen tiirlerinin 6l¢iimii floresan problar ile
yapilabilmektedir. Bu ¢alisma igin 2',7'-dikhlorodihidrofluorescein diasetat probu tercih
edilmistir. Calisma igin DCFDA testi (ABCAM Cat No:113851) kullanilmistir.
Hiicreler 96 kuyucuklu plaklara 10 x 10* hiicre/ml olacak sekilde ekilmistir. Uygulama
gruplarinin uzaklastirilmasmdan sonra 1x PBS ile yikama yapilmistir. HY ve 151k
uygulamasindan sonraki 23. saatte 40 uM DCFDA soliisyonu eklenerek 37°C’de 45 dk
bekletilmistir. 1x PBS ile ortamdaki boya uzaklastirilmstir. Biotek Synergy hl Hibrit
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Reader’da fluorimetrik olarak eksitasyon 485 nm ve emisyon 535 nm’de okunmustur.

Sonuglar 6lgiilen floresan yogunlugu gore kat bazinda hesaplanmistir.

3.15. LDH Sitotoksisite Testi

LDH analizi icin hiicreler 6 x10*/ml 96 gozlu plaklara 24 ve 48 saat igin ekilmistir. 1
gun inkube edildikten sonra, uygulama icin belirlenen konsantrasyonlar ile 24 saat
muamele edilmistir.  Isik uygulamasindan sonraki inkiibasyon siiresinin sonunda
plaktaki her gozden 50 pl alinarak yeni bir plaga aktarilmistir. Reaksiyon karisimindan
50 ul/gdéz eklenerek oda sicakliginda karanlikta 30 dk bekletilmistir. Durdurma
solisyonunun da 50 pl/gdz eklenmesiyle 490 nm ve 680 nm’de spektrofotometrede

okutulmustur.

3.16. istatiksel Analiz

Tiim deneyler 3 kez tekrar edilmis ve verilerin ortalamalar1 alinmustir. Istatiksel analiz
icin Statistica (TIBCO Statistica 8) kullanilmistir. Grup igerisindeki ikili
karsilagtirmalar Tukey testi ile yapilmistir. P <0.05 anlamlilik derecesi olarak kabul

edilmistir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Tez calismast kapsaminda A549 akciger kanseri hiicrelerine kitosan nanopartikiiller
araciligiyla HY aracili FDT uygulanarak HY’nin olusturacagi anti-kanser cevap
arastirilmigtir. Tezin amaci HY’nin nanopartikiil i¢inde veya tek basina hiicreye
uygulanmast sonrasi hiicresel cevapta olusabilecek farkliliklar1 gostermektir. Bu
dogrultuda olusturulan nanopartikiiller, hiicre ile inkiibe edilmis ve FDT kapsaminda
HY aktivasyonu i¢in 1s1ma uygulanmustir. Isima siiresi itibariyle 24 saat sonunda
hiicresel analizler uygulanmistir. Tez kapsaminda olusturulan nanopartikiillerin
karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmis ve sonrasinda A549 akciger kanser hiicrelerinde

hicre 6ltm yollar1 aragtirilmistir.

4.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

A549 hiicreleri iki gunde bir pasajlanarak hicre kultirinde surekli olarak devam
ettirilmistir. Tim deneylerde 18-25. pasajlar kullanilmistir. Sekil 4.1°de goriilen
hiicreler adherent 6zellige sahiptirler. Hizli proliferasyonlarindan dolayr deneylerde
kullanilan hiicre sayis1 diisiik aralikta (2-6 x 10*ml) tutulmustur. Hiicrelerin ikilenme
zamani 22 saat olarak bulunmustur. A549 hiicrelerinin 24. pasajma ait htcrenin resmi

asagida verrilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. A549 hiicrelerine ait inverted mikroskop gérintusu.
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4.2 Mikoplazma Tayini

A549 hiicresi i¢in ¢aligmalara baslanmadan 6nce sterilite testi olarak mikoplazma tayini
yapilmistir. Asagidaki Sekil 4.2.°de  DAPI ile ¢ekirdekleri boyanan hiicreler

gosterilmigtir.

Sekil 4.2. A549 hiicrelerinde DAPI boyamasinin inverted mikroskop goriintiisU.
Mikoplazma tayini yapilan hiicrelerde floresan DAPI c¢ekirdek boyamalari

degerlendirildiginde mikoplazmaya rastlanmamastir.

4.3. HY Standart Grafiginin Olusturulmasi

Hazirlanan konsantrasyonlarinin OD degerlerinin alinmasi ile ¢calismalara baslanmadan
once dozlarm konsantrasyonlar1 dogrulanmistir. Dozlar 100 pM’lhik hazirlanan
derisimden ultra saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir. HY 'nin spektrofotometre’de 590
nm’de okutulmas: ile alinan sonuglar Sekil 4.3.’de goriildiigii {izere R?’si 0,9971’ye

ulagmistir. Doza bagli olarak OD degerinde artis olmustur.
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Sekil 4 2. HY nin 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda
hazirlanan HY ’nin standart grafigi.

4.4. Nanopartiktllerin SEM ile Morfolojik Analizi

Hiperisin yiiklii NP’ler ve bos NP’ler taramali elektron mikroskobu (SEM) ile analiz
edilmistir. Alman SEM gorintileri sonucunda bos NP, HY-NP 200 nM gruplarina ait
mikrograflar Sekil 4.19°da verilmistir. SEM analizi i¢in, santrifiij sirasinda ultra saf su
ile yikama yapildiktan sonra Ornekler siispanse edilmis ve belli oranda seyreltilerek

hazirlanmistir.
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Sekil 4.3. SEM goriintiileri. A: Bos NP, B: HY- NP

Goriintiiler incelendiginde partikiillerin kiiresel ve nano boyutta oldugu anlagiimaktadir.
Her resim ayni biiyiitmede sunulurken, boyutlari SEM goriintiileri {izerinden
degerlendirilmistir. Bos NP nin boyutu 150-200 d.nm arasinda Olculirken, HY-NP’nin

boyutu ise 250-300 d.nm arasinda bulunmustur.

Kitosan konsantrasyonunun partikiiliin hidrodinamik yarigapina 6nemli etkisinin oldugu
bilinmektedir. Daha yliksek deasitilasyon degerlerinde etkinin daha da giiclendigi
bildirilmistir [82]. Bu sebepten 6tiirii ¢alismada %75-85 deasitilasyon derecesine sahip

kitosan kullanilmustir.

4.5. Kitosan Nanopartikiiller’in Hiicresel Aliminin Gosterilmesi

FITC boyasi kitosan NP’lere baglandiktan sonra 24 saat boyunca hiicreler ile inkiibe
edilmis ve inverted mikroskopta goriintiiler incelenmistir. Kontrol grubundaki
hlcrelerde yesil boyanma olmadigindan goriintiilerinin almabilmesi i¢gin DAPI ¢ekirdek
boyamasi1 yapilmistir. Kontrol grubu, HY-NP 200 nM, HY-NP 400 nM ve HY-NP 600

nM gruplarina ait goriintiiler Sekil 4.18.’de verilmistir.
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Sekil 4.4. FITC-KIi-NP’lere ait floresan atasmanli inverted mikroskop goriintiileri. A:
Kontrol, B: HY-NP 200 nM, C: HY-NP 400 nM, D: HY-NP 600 nM gruplar1

Yapilan 6n ¢alismalardan sonra, Kitosan:FITC oran1 10:1 ml olarak kullanilmasma ve

inkiibasyon siiresinin 1 saatten 3 saate cikarilmasina karar verilmistir.

Floresans boyanin hiicreye daha iyi alinabilmesi i¢in hiicreler Tween 20 iceren fiksatifle
muamele edildikten sonra boyanmustir. Kontrol grubu ile HY-NP gruplar1 arasindaki
fark Sekil 4.5°de gorulmektedir. NP gruplarindaki hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yesile
boyanmasi ile NP’lerin hiicreye alinmasmin yam sira Ki-NP’lerin ¢ekirdek zarmdan
gecebildigi de gosterilmistir. FITC nin 6 saat hiicre ile inkiibasyonu sonucunda ¢ekirdek

zarindan gegebildigi bilinmektedir.

KI-NP’lerin hiicrede izlenebilmeleri igin floresan isaretleme yapilmaktadir. Isaretleme
yapilan molekiiller arasinda FITC gibi amin reaktif bilesenler bulunmaktadir. Yapilan

modifikasyonun kitosanin fizikokimyasal yapisini etkilemedigi de kontrol edilmektedir.
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Tez caligmasinda da hiicresel alimin gosterilmesi igin FITC ile kitosan oOnceden
baglanarak NP sentezlenmistir. DAPI boyamasi sonucunda kontrol hiicreleri ile

kiyaslandiginda Ki-NP’lerin hiicreye alindi1g1 goriilmiistiir.

FITC ile isaretlenen NP’ler hiicrelerin isaretlenmesinde tercih edilmektedir. Ki-NP’lerin
hiicresel aliminin FITC ile gosterildigi birgok ¢aligma bulunmaktadir. Huang ve ark.’lar1
[80], yaptiklar1 ¢alismada FITC bagl kitosan nanopartikiillerin A549 hiicresi tarafindan
alimmi incelemislerdir. Hiicresel alimin sicaklik ve konsantrasyon bagimli oldugu ve
kitosan nanopartikiillerinin alimimnin kitosana gore 1.8 kat fazla oldugu gorilmiistiir.
Sonug olarak KI-NP’ler istenilen maddenin tasmiminda ve hiicrelerin isaretlenmesinde

etkili yollardan biri olarak kullanilmaktadir.

4.6. MTT Analizi Sonuglan

A549 hiicrelerinde 6 j/cm? 1s1ma ile HY aktivasyonundan 24 ve 48 saat sonra inverted

mikroskop goriintiileri Sekil 4.6°de verilmistir.

Sekil 4.7.’de HY ve HY-NP uygulama gruplar1 ile 24 ve 48 saat sonundaki hiicre
canliliginda azalma goriilmiistiir. Artan dozlar ile orantili olarak azalma oldugu
goriilmektedir. Yapilan SPSS probit analizi sonucunda ICso degeri 24 saat i¢in 640 nM

olarak hesaplanmustir.

Tdm HY ve HY-NP dozlar ile 1simayla aktive edilmeyen karanlik kontrol gruplari
olusturulmus ve MTT analizi yapilmistir. Karanlikk kontrol gruplar1 ile HY
uygulanmayan kontrol grubu arasinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gorilmemistir. Isima ile aktivasyonu yapilan gruplar arasinda ise kontrol ve HY
gruplar1 arasinda anlaml fark bulunmamistir. Ayrica bos NP ve HY iceren NP gruplari
istatistiksel olarak karsilastirilmis olup, gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir.

Tiim gruplar degerlendirildiginde NP gruplarindaki hiicre canliliginin azalmasinin HY
gruplarma gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu sonucun nanopartikiiller ile

HY ’nin hiicre i¢ine daha ¢ok alinmasi sayesinde olustugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.5. A549 hucrelerinin inverted mikroskop gorintisi. A: HY 200 nM, B: HY-NP
200 nM, C: HY 400 nM, D: HY-NP 400 nM, E: HY 600 nM, F: HY-NP 600 nM

Sekil 4. 7°de de goriildiigii gibi 24 saat sonunda % canlilik HY-NP 200 nM’de %76
iken, 48 saatin sonunda %59’a kadar diismiistiir. HY-NP 600 nM’de ise 24 saatte %59
ve 48 saatte %56 sonuglar1 goriiliirken yakin degerlere sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 4. 6. A549 hiicrelerinde MTT testinin hiicre canlilik analizi sonuglari. a: Kontrole
gore, b: HY-200 nM’ye gore, ¢c: HY-NP 200 nM’ye, d: HY-NP 600 nM’ye gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0,05).

Sekil 4. 7°deki grafikte 24 ve 48 saatlik HY ve HY-NP gruplarinin uygulanmasi ile elde
edilen veriler istatiksel olarak degerlendirilmistir. HY-NP’nin tiim gruplar1 kontrole
gore anlamli iken, HY gruplar1 kontrole gore anlamli bulunmamistir. HY-NP 200 nM
grubunda HY 200 nM’ye gore de fark bulunmustur (p<0,05). HY-NP 600 nM grubunda
ise diger NP gruplar1 haricindeki tiim gruplar 24 ve 48 saat i¢in anlamli bulunmustur.
Akciger kanserleri ile yapilan kitosan NP iceren galigmalar az olsa da, A549 hiicre hatt1
ile yapilmis HY aracili FDT ¢alismalar1 bulunmaktadir. Penjweini ve ark. yaptiklari
calismada [71], HY ile Poli (vinilpirolidon) ile baglayarak A549 ve HLF (insan akciger
fibroblast hiicresi) hiicreleriyle farkli siirelerdeki 1s1ma uygulamasi sonucu hiicresel
Oliim oranlarim karsilastirmistir. Isik kuvveti ve uygulama siiresi arttirildiginda, dlen
hiicrelerin ytlizdesi A549 hiicrelerinde %6°dan %39’a yiikselirken ayn1 kosullarda HLF
hlcresi %1-13 arasinda kalmistir. HY’nin floresan igimasmin oSlglilmesiyle, A549

hicresinde HY ’nin daha yogun bulundugu gortlmektedir.
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Hucrenin hangi Olim yolunu tercih edecegini IDM’nin birikim yaptig1 yer
belirleyebilmektedir. HY hiicre igerisinde mitokondri ve lizozom organellerinin zarinda
birikim yapabilmektedir. Penjweini ve ark.’nin yaptigi ¢alismada [71], PVP-HY nin
A549 hicrelerindeki birikim yaptigi bolgeler arastirilmigtir. Calismanin sonucunda,
sitoplazmada en yogun bulunurken, zardaki lipidlerin polar kisimlarinda daha yogun
bulundugu gorilmiistiir. Spesifik olarak mitokondriyi boyayabilen floresan bir boya
olan MitoTracker Green sayesinde A549 hiicresinin mitokondrisinde de HY nin yogun

olarak bulundugu kanitlanmistir.

HY doz gruplarinda hiicre 6limiinin NP iceren gruplara oranla daha az gorulmesinin
nedeninin HY ’nin hiicreye girememesi oldugu diisiiniilmektedir. HY ’nin hiicresel alimi
ve hicrede birikiminin lipofilisitesi tarafindan veya serum liproteinleri tarafindan
etkilenebilecegi  bildirilmistir [24]. Bu sebeplerle HY, nanopartikiiller ile
calisgilmaktadir.  Mihleisen ve ark. yaptigi ¢alismada [72], HY demir oksit NP’lere
yuklenerek HT-29 kolon karsinoma hiicresinde serbest HY ’ye gore daha kisa siirede
hiicreye alindigim1 ve ROS’un arttigin1 belirtmislerdir. Zeisser-Labouebe ve ark. [26],
HY’nin FDT etkilerinin polilaktik asit ile kapsiillendirerek in vitro etkilerine
baktiklarinda, HY-NP gruplarinin serbest HY ye gore tiimor hiicrelerinde daha etkili

oldugunu gézlemlemislerdir.

Kitosanin diisiik toksisitesini gosteren bircok calisma bulunmaktadir. Caligma siiresince
yapilan MTT testlerinin sonucunda bos NP gruplarinin OD degerlerinin kontrol grubuna
gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonucun kitosanin hiicrede liziz olmasi
sonucu hiicrede protein kaynagi olarak kullanilmasma baglanmistir. Bazi ¢alismalarda
ise kitosan nanopartikiillerin toksisitesinin diigliriilmesi ve yavas ila¢ salimi
olusturabilmek icin kullanilmaktadir. Guo ve ark. [73], kitosan kapl altin
nanopartikilleri A549 hiicresinde ve in vivo kosulda ¢alismistir. NP’lerin pH bagimli
davranis sergiledigini, pH 5.5 degerinde 2 saat igerisinde %701 salmirken, pH 7.4’te 24

saatte %75 inin salinmas1 sonucu kanitlayabilmislerdir.

Kitosanin suda c¢doziinebilen bir polimer olmasi nedeniyle hidrofobik ilaglar ile
calismalar halen slrmektedir. Duse ve ark., yaptiklar1 c¢alisgmada [74], Kitosan
nanopartikiillere hidrofobik yapis1 bilinen zerdecgal yiikleyerek 1sik ile aktivasyonu
sonucu A549 hiicresinde etkinligini arastirnuslardir. ilacin kitosana yiiklenmesini
capraz baglayicimin soliisyonuna ekleyerek arttirabilmislerdir. NP’lerin hiicrenin

cekirdeginin yakiminda lokalize oldugunu ve inkiibasyon siiresi uzatilsa bile bos NP’ nin
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hiicrede ROS artigina sebep olmadig1 goriilmiistiir. Calismanin sonunda zerdegalin sahip
oldugu yiiksek anti-kanser etkinin kontrol edilebilir sekilde uygulanabilir hale getirildigi

sunulmustur.

HY’nin hiicreye alim ¢aligmalar1 ile iligkili olarak zar proteinleri de aragtirilmaktadir.
Akciger kanserine sahip birgok hasta platinum ila¢ olarak adlandirilan, hemen hemen
tiim kat1 tiimorlerde etkili olan ilaglar ile tedavi gérmektedir. Ilaglarin kuvvetli etkisine
ragmen hiicrelerde direng gelisimi gOrulebilmektedir. Bunun sebebi olarak hicre
zarinda bulunan proteinler (ABC tasiyicilar1) goriillmektedir. ABC proteinleri birgok
caligmada direng¢ mekanizmalar1 ile iliskilendirilmektedir. Vargova ve ark. [75],
yaptiklar1 calismada HY ve A549 hiicresinin etkilesimini arastirmig ve ABC transport
proteinlerinden olan BCRP’nin (gogiis kanseri direng proteini) ifadesi ile HY ’nin iliskili
olabilecegini 6ne siirmislerdir. HY’nin BCRP ekspresyonunu arttirabilirken, BCRP
inhibitorlerini hiicreye uyguladiklarinda HY nin birikimininde arttigini bildirmislerdir.
Bu etkinin yiiksek dozlarda daha etkili goriilebilecegi ve A549 hiicresi i¢in ¢ok sayida

caligma yapilmasina ihtiyag oldugu vurgulanmustir.

4.7. TumorTac Kiti ile Apoptoz Sonuglar

Kullanilan TumorTac apoptoz kiti ile DNA hasarma bagli olusan apoptoz gosterilmek
istenmistir. Terminal deoksinikleotidil transferaz dUTP uc etiketleme (TUNEL)
metodu olarak adlandirilan deneyde apoptoz sonucu olusan DNA fragmentlerinin
Deoksiniikleotidil transferaz enzimi (TdT) ile baglanmasiyla, enzim DNA’nmn kirik
bdlgelerine nikleotidleri eklemektedir. Biyotinli niikleotidler streptavidin-fragmentlerin
goriinmesini saglar. Cekirdek boyasi olan Metil green ile DNA hasari olmayan

hiicrelerin boyanmasi sayesinde karsilastirma yapilabilmektedir.

DNA hasar1 olan hiicreler kahverengiye boyanirken, sitoplazmanin da kahverengi
goriinmesi ge¢ apoptoz veya nekroz ile agiklanmaktadir. Sekil 4.8.-4.15°te gruplara ait

resimler gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. A549 hiicresi kontrol grubu, 151k mikroskop goriintiisii. Biiyiitme: X10.

Saglikl hiicrelerin ¢ekirdekleri metil green sayesinde yesil goriinmektedir.

Sekil 4.8. A549 hiicresinin pozitif kontrol grubu, 151k mikroskop goriintiisii. Biiyiitme:
X10, Kitin igeriginde bulunan niikkleaz enzimi ile biitiin hiicrelerde apoptozun

gosterilmesi.
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Sekil 4.10. HY 200nM grubu, 151tk mikroskop goriintiisii. Biiyiitme:X10. Apoptotik

hiicreler (kirmiz1 ok) goriilmektedir.

Sekil 4.9. HY 400 nM grubu, 151k mikroskop goriintiisii. Biiylitme: X10. Apoptotik

hiicreler (kirmiz1 ok) goériilmektedir.

48



Sekil 4.10. HY 600 nM grubu, 151k mikroskop goriintiisii. Biiylitme:X10. Apoptotik

hiicreler (kirmiz1 ok) goriilmektedir.

Sekil 4.13. HY-NP 200 nM grubu, 151k mikroskop goriintiisii. Biiylitme:X10. Apoptotik

hiicreler (kirmizi ok) gorilmektedir.
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Sekil 4.11. HY-NP 400 nM grubu, 151k mikroskop goriintiisii. Biiylitme:X10. Apoptotik

hiicreler (kirmizi ok) ile goriilmektedir.

Sekil 4.12. HY-NP 600 nM grubu, 151tk mikroskop gorinttsu. Buylitme:X10. Apoptotik

hiicreler (kirmizi ok) ile goriilmektedir.
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HY-NP gruplarinda kahverengiye boyanan hiicrelerin (apoptotik hucreler) daha fazla
oldugu gorilmektedir. HY gruplarinda ise hiicrelerin ¢ogunlukla metil green ile

boyandigi gorilmektedir.

Apoptotik hiicrelerde olusan DNA fragmentler, etken maddenin hiicrede olusturdugu
hasar sonucu olusabilirken Ki-NP’lerin hiicre cekirdegine girmesi sonucunda da
gerceklesebilir. KI-NP’ler ¢ekirdek zarindan girebildigi i¢in gen tasmimminda da
kullanilmaktadir. Mao ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada [76], kitosan-DNA
nanopartikiillerin karakterizasyonu ile transfeksiyon etkinligini degerlendirmislerdir.
Etidyum bromiir (EtBr) DNA’nin baglanma bdlgelerini iggal ettiginde floresan olarak
gorintilenmesini saglamaktadir, bu dzelligini kullanarak EtBr boyas: ve KI-NP’nin
DNA ile muamele edilmesi sonucu floresan 1simasi karsilastirilmistir. Kitosan DNA’ya
baglandiginda floresan 1simanin azalmasi ile EtBr’iin yerini aldigi anlasilmistir.
Tumortac analizinde apoptotik hiicrelerin HY gruplarina gére daha fazla sayida
goriilmesinin KI-NP’lerin hiicre cekirdegine alinmasi ile HY’nin DNA iizerinde

apoptotik etki olusturmus olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.8. AO/PI ile Hiicre Olum Tipinin Belirlenmesi

Uygulama gruplarmin hiicrelerde hangi 6liim yolagini olusturdugunu ve hangi oranlarda
oldugunu belirleyebilmek icin AO/PI floresan boyasi ile hiicreler goriintiilenmistir.

Gruplara gore olusan hiicre tipinin ylizdeleri Sekil 4.16°de verilmistir.

Hiicrede olusan sekonder nekroz ile nekrozun apoptoza oranla daha yiiksek oldugu
goriilebilmektedir. Ozellikle sekonder nekrozun &ne ¢iktig1 goriiliirken, dozlara gore
gruplar arasinda artis oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.1°de deney gruplarinda goriilen

olum tiplerinin ylzdeleri belirtilmistir.

Sekil 4.14°deki sonuclar ile uyumlu olarak tiim gruplarda en fazla sekonder nekroz
gorilirken, en az apoptoz gorilmektedir. HY-NP ile muamele edilen hiicrelerin AO/PI
floresan boyama ile alinan goriintiileri Sekil 4.15’te verilmistir. Sekil 4.15’te gorilen
resimlerde HY gruplarinda daha fazla saglikli hiicre goriilirken, HY-NP gruplarinda
nekrotik ve apoptotik hiicre sayis1 artmustir. Hiicre sayisindaki azalmada HY-NP
gruplar1 arasinda dikkat gekmektedir. HY-NP 600 nM grubuna ait olan goéruntiide
nekrozu gosteren sari-turuncu ve kirmizi renkteki hiicreler diger gruplara gore daha

yogun olusmustur.
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Sekil 4.13. AO/PI boyamasina gore olusan hiicre 6liim sekillerinin yiizde oranlar.

Cizelge 4.1. Deney gruplarinin nekroz, sekonder nekroz ve apoptoz oranlari.

Hucre Olum Tipi/Gruplar Sekonder Nekroz Apoptoz
Nekroz

Kontrol % 2,14 % 4,28 % 3,10

HY-200 nM % 8,20 % 4,10 % 3,07

HY-400 nM % 3,80 % 5,23 % 2,85
HY-600 nM % 15,33 % 10 % 2

HY-NP 200 nM % 14,28 % 13,33 % 5,71
Hy-NP 400 nM % 12 % 6 % 4
HY-NP 600 nM % 20 % 15 % 5

HY gruplar1 ile HY-NP gruplar karsilastirildiginda ise, toplam hiicre 6liim yiizdeleri

artmus olsa da, goriilen 6liim tipinin oranlar1 benzer goriilmektedir.
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Sekil 4. 14. AO/PI boyamast yapilan hiicrelerin inverted mikroskop goriintiileri. A:
Kontrol grubu, B: H202 (pozitif kontrol grubu), C: HY 200 nM grubu, D: HY 400 nM
grubu, E: HY 600 nM grubu, F: Bos NP grubu, G: HY-NP 200 nM grubu, H: HY-NP
400 nM grubu, I: HY-NP 600 grubu.

Literatiir taramalarinda 1 ile 16 j/cm? arasinda 151k dozlarmin tercih edildigi
goriilmiistiir. Bu nedenle calismamizda yaptigimiz 6n c¢aligmalar sonucunda tiim

gruplar1 i¢in FDT uygulamasinda 6.0 j/lcm? 1s1ma dozu kullanilmaya karar verilmistir.

HY’nin yiiksek dozlarinda hiicrelerin apoptozdan nekroza gecis olabilecegi literatiirde
belirtilmektedir. Calismamizin sonunda A549 hiicresinde nekrozun apoptozdan daha
cok olustugu gorilmistiir. Ali ve Olivo’nun yaptig1 ¢alismada [77], nazofarinks
kanserinde HY’nin hiicresel alim kinetigini ve hiicre Oliim tipini arastirmiglardir.
Uygulanan 1s1k dozunun arttirilmasiyla apoptozdan nekroza yonelim oldugunu
belirtmislerdir. Bu bilgiye dayanarak nekroz olusumunun uygulanan 1sik dozu ile dogru

orantili oldugu diisiiniilmektedir.

Baz1 hiicre hatlarinda (HT-29 gibi) hiicre 6liimii olarak nekroz birincil 6liim sekli olarak
goriilebilmektedir. Bu durum farkli FDT dozlar1 ve anti-apoptotik genlerin varliginda
olugabilmektedir. Bunun yan 1sira 1gima sonrasit c-Jun NH2- terminal kinase ailesi
(JNK) ve mitojenle aktiflesen protein kinaz (MAPK) yolaklarinin da aktif hale gelerek
HY aracili apoptoza direnci arttirabilecegi bildirilmektedir [78].

Nekroz veya apoptoz olusumu hiicreye gore farklilik gdstermesinden Otiirli hiicrenin
kullandig1 yolaklarin anlasilabilmesi i¢in molekiiler seviyede caligmalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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Cizelge 4.1°de sekonder nekroz ve nekroz oranlarmin gruplar igerisinde daha yiiksek
oldugu goriiliirken, HY-400 nM ve HY-NP 400 nM gruplarinda daha diisiik yiizdeler
gorulmektedir. Bu sonucun HY’nin bitkisel bir madde olmasindan Gtiirii
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bitkisel igerikli maddelerin belli derigimlerde
daha az etki gosterdigi goriilebilmektedir.

4.9. Oksidatif Stres Tayini

Hiicrelerde apoptozda goriilen serbest radikal fiiretimi gruplar arasinda DCFDA
metoduyla degerlendirilmistir. Sekil 4.18.°de HY ve HY-NP gruplarmin hiicreye
uygulanmast sonucu olusan ROS oranlar1 gosterilmistir. Hiicrede olusan ROS’un uzun

inkiibasyon siirelerinin sonunda azaldigi tespit edilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesinde kontrol grubuna gore olusan floresan 1s1ma, uygulama
gruplarindaki 1s1maya gore kat artisi/azalmasi seklinde yansitilmigtir. HY-NP
gruplarindaki artisin, HY gruplarindakilere kiyasla daha fazla oldugu goriilmektedir. NP
gruplarinda HY konsantrasyonunun artmasiyla ROS olusumunda istatistiksel olarak
onemli bir artis oldugu goriilmektedir. HY-NP 600 nM grubundaki ROS miktari

kontrole gore 1.6 kat daha fazla olusmustur.

ROS Andlizi
1.8 v
1.7 ¢
16
5
§15
o
v
S 14+
v
e ——
oo
.
g a
12+ 7(“" ab
= 7 )
&2 v 7
o ] A
11 7 77
7 7%
10} -
' /0 4 /o
% A W
0 9 ,/./ X A sy S
KONTROL HY-400 nM HY-NP 200 nM HY-NP 600 nM
HY-200 nM HY-600 nM HY-NP 400 nM 24 SAAT
Gruplar

55



Sekil 4.15. ROS analiz sonuglari. a: Kontrole gore istatistiksel farklidir (p<0,0002), b:
HY-NP 600 nM’e gore anlamli farklilik, c¢: HY-200’den anlamli farklilik, e: HY-
400’den anlamli farklilik, f: HY-NP 200°den anlamli farklilik.

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde tiim gruplarda, kontrole gore anlamli fark
bulunmustur. HY-NP 600 nM grubu ise HY-600 ve HY-NP 400 nM grubu haricindeki

tiim gruplara gore anlamli bulunmustur.

HY’nin kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyebildigi bilinmektedir. Ali ve ark
yaptiklar1 ¢alismada [77], HY’nin indiikledigi apoptoz mekanizmasini incelemistir.
Kolon kanserinde sitokrom-c salimi, kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivasyonu ve

DNA fragmentasyonu oldugu goriilmiistiir.

FDT’de apoptoz, 1sik dozu ve kullanilan maddeye gore degisse de en sik goriilen
etkilerden biridir. ROS olusumunun goriilmesiyle hiicrenin apoptoza gidebildigi
bilinmektedir. Penjweini ve ark. [71], A549 hiicresi ile yaptiklar1 ¢alismada hiicreleri 50
MM PVP-HY ile muamele ederek farkli 1sik dozlar1 uygulamislardir. Annexin-V-
FLUOS analizi ile apoptotik olim yiizdeleri karsilastirildiginda,
1=6.34 mW/cm? oranindaki 1s1ma sonucu hiicrelerin %80’ininde apoptoz, %?2,5’inde
nekroz goriilmiistiir. Calismanin sonucunda 1518a muamele edilme siiresinin ve

kuvvetinin olusacak 6liim tipini belirledigini bildirmislerdir.

4.10. LDH Sitotoksisite Testi

HY ve HY-NP gruplar1 i¢in, LDH sitotoksisite kiti kullanilarak hiicre zar1 hasari tespit
edilmis ve sitotoksisite yiizdeleri hesaplanmistir. Sekil 4.19.’da sonuglar verilmistir.
Istatiksel olarak degerlendirildiginde tiim gruplarda kontrole gére fark bulunmustur. 24

saatin HY-NP 600 nM grubunda ise HY-NP 200 nM haricindeki tim gruplara gore

anlaml1 bulunmustur.

Sekil 4.19.°da 24 ve 48 saat sonunda uygulanan LDH analizi ile gruplarin arasindaki
hiucre membran hasarma dayali hiicre 6liim oranlar1 karsilagtirilmigtir. HY-NP gruplari
arasinda sitotoksisite, HY gruplarma gore daha yiiksek goriilirken, HY gruplari
arasindaki farkin daha az oldugu da tespit edilmistir. 24 ile 48 saat arasindaki fark ise
belirgin sekilde goriilirken, 24 saatteki toksisitenin 48 saatte azalmasi dikkat
cekmektedir. HY-NP 400 nM grubunda LDH analizine gdre sitotoksisitedeki azalma

diger analizlerle uyumlu bulunmustur.
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Sekil 4. 16. A549 hiicrelerinin 24 ve 48 saatlik LDH sitotoksisite sonuclari. a: Kontrole

grubuna gore anlamli farkhilik (p<0,05).

LDH testi ile plazma zarindaki hasar sonucu sitoplazmaya salinan laktat dehidrogenaz
enzimi 6lgllebilmektedir. Plazma zarmdaki hasarin nekroz ile iligkili olmasindan 6tiirii
sadece nekrotik hiicreler agisindan fark gruplar agisindan gosterilmistir. HY nin
nekrotik 6liim olusturdugu baska kanser hiicreleri de ¢alisilmaktadir. Huntsova ve ark.
[79], glioblastoma (U87) hiicre hattin1 500 nM HY ile HY-LDL (diisik yogunluklu
lipoprotein) ile 1, 3, 6, 24 saat inkiibe etmistir. 4 j/cm? ile aktive edilen hiicreler 24 saat
sonrasinda akis sitometride degerlendirilmistir. 1 saat sonunda %20 nekrotik Olim
goOrulirken, uzun inkiibasyon siirelerinde yiizdeler artmustir. LDL-HY gruplarinda ise 1

saat sonunda %27 nekrotik hiicre 6liimii ger¢eklesmistir.

Nekroz olusumunun daha ¢ok goriilmesi inkiibasyon siiresi ile iliskilendirilebilmektedir.
Nekrotik hucreler ge¢ apoptoz sonucunda gorilebilmektedirler. 24 saat inkiibasyon
sureleri ge¢ apoptoza sebebiyet vermis olabilir. Bunun yani sira HY ’nin bazi hiicre

hatlarinda nekroz olusturduguda bilinmektedir.
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Du ve ark.’lart [82], nazofarenks kanser hicresinde Hiperisin ile fotodinamik terapi
uygulamasi sonucunda nekrotik hiicre olusumlar1 gozlemlemislerdir. Hiicre-membran
gecirgenliginin  bozulmasi sonucunda sitoplazmik vakuoller olustugu elektron
mikroskobu ile goriintiilenmistir. Lipid peroksidasyon sonucu tiimor nekrozunu HY ile

indUklenebildigi gosterilmistir.
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5.YORUM

Tez calismasi kapsaminda akciger kanseri hiicresi ile bitkisel bir ekstrakt olan
Hiperisin’in yiiklendigi kitosan nanopartikiillerle anti-kanser cevabin arastirilmasi
hedeflenmistir. Tez ¢aligmasinin hipotezi dogrultusunda Hiperisin’in nanopartikiillerle
hiicreye alimmin arttirilmasi ve mitokondri zarinda olusturdugu hasar yoluyla apoptotik
ve nekrotik Oliimleri indiiklemistir. HY nin NP’lerle kullanilmasmin bir¢ok sebebi
bulunmaktadir; in  vivo ortama HY direk verildiginde biyodegredasyona
ugrayabilmektedir; yiiksek dozlarda kullanildiginda fototoksik deri reaksiyonuna sebep
olabilmektedir ve de 1s1ga maruziyetinin azaltilmasiyla etkisi hedef bdlgeye ulasana
kadar korunabilmektedir. Bu sebeplerle biyouyumlulugu sayesinde tercih edilen kitosan
nanopartikiillere, HY vyiiklenerek olusan cevap hiicresel olarak incelenmistir. Ilk
asamada bos NP olusturarak karakterizasyonu gergeklestirilmistir ve aliman SEM
goriintiilerinin - sonucunda NP  formiilasyonuna karar verilmistir. Prosediiriin
belirlenmesinden sonra MTT analizi ile segilen HY dozlar1 NP soliisyonuna eklenerek,
dozlar kararlastirilmistir. Tim analizler icin HY ve HY-NP gruplar1 ayr1 olarak

uygulanmistir. Yorumlar asagida 6zetlenmektedir;

e HY’nin mitokondri zarinda olusturdugu hasar sonucu hiicreye sitokrom-c salimi
ile kaspazlarin aktive olduguna ve apoptozun olusabildigi bilinmektedir. Bu
bilgiden 6tiiri MTT analizi gergeklestirilmistir. MTT testi sonucunda HY ’nin
A549 hicresinin  proliferasyonunu  HY-NP gruplarinda durdurabildigi,
mitokondriyal hasar olusturabildigi ve canliligi en yliksek HY konsantrasyonu
iceren NP grubunda 24 saatte %59, 48 saatin sonucunda %56’ya kadar
diisiirebildigi goriilmiistiir.

e TumorTac apoptoz kiti ile alinan sonuglarda HY gruplarinda apoptotik hiicre
cok az gorulurken, HY-NP gruplarinda belirgin sekilde artmistir.

e AO/PI floresan ¢ekirdek boyalar1 ile HY 'nin indiikledigi hiicre 6liim yollarinin
oranlar1 karsilastirilmistir. Deneyin sonucunda nekrotik 6liim yolunun apoptotik
Oliim yoluna gore daha ¢ok indiiklendigi ortaya konmustur.

o LDH sitotoksisite testi ile HY 'nin plazma zarinda yarattig1 hasar incelenmis ve
NP gruplarinda artig gosterilmistir.

e FITC ile isaretlenen NP’lerin hiicresel alimlarini gostermek i¢in floresan
mikroskoptan alinan goriintiiler incelenmis ve alinan goriintiiler sayesinde HY

iceren NP gruplarinin etkili bir sekilde hiicreye alindig1 gosterilmistir.
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Alman SEM goriintiileri ile nano boyutta olusan bos ve HY-NP’ler
gorilintiilenmis ve boyutlart dogrulanmugstir.

Calismanin sonucunda literatiirde A549 hiicreleri i¢in kullanilan HY derigsimleri
daha ylksek olurken, NP’ler sayesinde 1 uM’mn altindaki dozlarda bile etkili
azalmanin olusturulabilecegi gosterilmistir.

Nanoteknoloji ile olusturulan ilag salim sistemi Orneklerine FDT’nin de dahil
oldugu bir in vitro model test edilmistir.

Nanoteknoloji biiyiik adimlarla genisleyen bir bilim dali olsa da akciger teshis
ve tedavisinde eksiklikler oldugu diistiniilmektedir. Nanotoksisite probleminin
asilmasi i¢in akciger kanseri ile ¢alismalar devam etmektedir, bu calisma ile bu
alana katki saglanmasi beklenmektedir. Calisma sayesinde kitosanin toksisite
profili kanser hiicresi tizerinde gosterilmistir.

Tez ¢aligmasinin literatiirden farkli kilan yonti, literatiirde Hiperisin yliklenmis
kitosan nanopartikiiller araciligiyla A549 akciger kanser hiicrelerinde yapilan
FDT igeren bir ¢alisma olmasidir. Sadece HY igeren gruplara oranla, HY-NP
iceren gruplarda toksistenin artmasi, A549 hiicresi gibi tedaviye yliksek direng
gosteren bir hiicre hattinda gdsterilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Sonuglarin
literatiire katki saglayacag diistiniilmektedir.

Bu c¢alisma ile hedefli terapiye yonelik olarak gelistirilen NP’ler, IDM’lerin
hiicreye ve hedef bolgeye iletilmesini saglayarak Ornek sunmustur. HY nin
direk verilmesi ile karsilastirilarak fark ortaya konmustur.

Calismanin  gelistirilmesi  i¢in  kitosan nanopartikiillere modifikasyon
yapilabilmektedir, bu sayede ilacin daha etkili enkapsiile edilmesi saglanabilir.
Kitosan, alkil gruplar eklenerek hidrofobik karakteri gelistirilebilmektedir. Bu
sayede hidrofobik ilaglarin kapstillendirilmesi arttirilabilmektedir.

Tez 6nerisinde bulunan Carfilzomib ilaci ile ¢aligma yapilmis olmakla birlikte,
MTT analizi sonucunda hiicre canliliginda beklenen azalma goriilmemistir.
Bunun sonucunda Carfilzomib ile ilgili gruplar ¢ikarimustir.

Hicrelerde goriilen etkinin yanisira in vivo etkinin gosterilmesi de 6nem
tasimaktadir. Bunun igin NP’lerin kanser hiicrelerine in vivo ortamda secicilik

gostermeleri adina NP’lere glukozidik baglar eklenebilmektedir.
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e Yapilan yeni bir ¢aligmada HY, A549 hicreleri Uzerinde uygulandiginda
paraptotik hiicre 6limii olustugu belirtilmistir. Endoplazmik retikulumda 1s18a
bagli olusan hasar paraptozu baslatabilecegi bildirilmistir. Bununla iligkili

olarak ER hasarina dayanan paraptotik 6liim yolu arastirilabilir.
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