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Kanser insan sağlığı için daima önemli bir tehdit oluĢturmuĢtur.  
Kanser tedavisinde kullanılan kemoterapik ajanlar normal hücrelere de zarar 
verebilmektedir. Günümüzde en fazla dikkati çeken alan nanoteknolojik 
yöntemlerle kemoterapik ilaçların taĢınması ve yan etkilerinin azaltılmasıdır. 
Nanoteknoloji yöntemleri ile nanoparçacıklar kullanılarak ilaçların veya 
proteinlerin kararlılıklarında artıĢ sağlanmakla birlikte, hedef bölgede 
kontrollü ilaç salınımı da amaçlanmaktadır.   

 
Bu çalıĢmada, Süper Paramanyetik Polimetilmetakrilat (PMMA) 

lateksin potansiyel ilaç taĢıma sistemi olarak kullanılabilirliği araĢtırılmıĢtır.  
ÇalıĢmamızın konusunu oluĢturan, Polimetilmetakrilat (PMMA) lateksin 
sentezi sırasında Superparamanyetik parçacıklar  eklenmiĢ ve yapısal ve 
manyetik karakterizasyonları yapılmıĢ olan SP-PMMA nanaparçacıklara 
model ilaç olarak  Cisplatin™ yüklenmiĢtir. Yüklenen ilaç etkinliği 
spektroskobik ve yapısal FT-IR analizi ile belirlenmiĢtir.  

 
SP-PMMA, Cisplatin™ ile üç farklı metotla yüklenmiĢtir. Bunlar 

arasında, hidroksilleme ile yapılan yüklemede yaklaĢık %30 oranında 
yüklenme tespit edilmiĢtir. Ayrıca çalıĢmada kullanılan PMMA ve SP-PMMA 
ve Cisplatin™ ayrı ayrı HEP3B hücreleri üzerine etkisi farklı 
konsantrasyonlarda ve zaman aralıklarında yapılmıĢtır. PMMA ve SP-PMMA 
nın biyouyumlu olduğu tespit edilmiĢtir. Hisroksilleme metodu ile Cisplatin™ 
yüklemiĢ SP-PMMA‟nın insan hepatoma hücre hattı olan Hep3B 
hücrelerindeki sitotoksik etkileri değerlendirilmiĢtir.  Ġlaç yüklü SP-PMMA‟nın 
da kontrol olarak seçilen Cisplatin™ uygulamasına göre doza bağımlı olarak 
sitotoksisite gösterdiği ve 72 saatlik zaman diliminde daha fazla 
sitotoksisiteye neden olduğu belirlenmiĢtir.    

Anahtar Kelimeler: süperparamanyetik lateks, Hep3B hücre hattı, ilaç 
yüklenmesi, MTT tekniği.   
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EFFECTS ON HUMAN HEPATOMA CELL LINES (Hep3B) 
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Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology 
 

(Master Thesis / Supervisors: Associate.Prof.Dr. Feray Köçkar, 
Assistant Prof.Dr. Hatice YILDIRIM) 

 
Balikesir-Turkey, 2011 

 
 

Cancer has always been a threat to the health of human beings.  The 
most common treatment of tumors is the administration of suitable 
chemotherapeutic agents.  However, chemotherapy can also damage normal 
cells.  Although there is a great effort to reduce the side-effects of 
chemotherapy, nanoparticles are the most focusing area.  Nanoparticles are 
as important as they are offering advantages of increase in stability of drugs 
or proteins and controlled release of the drugs in the corresponding region.   

 
In this work, superparamagnetic poly(methyl methacrylate) (PMMA) 

latex was tested for using as a potential drug carrier system.  A novel 
method, loading magnetite nanoparticles to PMMA latex during the 
polymerization process, was used for sythesis of superparamagnetic PMMA 
(SP-PMMA) latexes.  After the physical, chemical and magnetic 
characterizations were done for SP-PMMA, Cisplatin™ was used as a model 
drug.  SP-PMMA was loaded with Cisplatin™ using different methods and 
drug loading efficiency was determined by spectroscopically and FTIR 
analysis. 

  
SP-PMMA was loaded with Cisplatin™ by three different methods.  

From this methods, approximately 30% drug loading efficiency was 
determined by the hydroxylation method.  Also the cytotoxic effects of 
PMMA, SP-PMMA, Cisplatin™ and drug loaded SP-PMMA were evaluated 
using human hepatoma cell lines, Hep3B.  It was defined that PMMA and 
SP-PMMA are biocompatible with Hep3B cell line.  The cytotoxic effects of 
Cisplatin™ loaded SP-PMMA on human hepatoma cell lines was also 
studied.  Compared to the control groups, it was seen that the loaded SP-
PMMA is effective due to the drug consantration and is more effective for 72 
hours.   
  Keywords: superparamagnetic latex, Hep3B cells, drug loading, MTT 
assay.   
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1. GĠRĠġ 

 

1.1  Kanser 

 

Günümüzün en önemli sağlık sorunlarından biri olan kanser vücut 

hücrelerinin kontrolsüz bir Ģekilde üremesi ve çoğu zaman komĢu dokuları 

iĢgal etmesi sonucu oluĢur.  Kanser, dünyada bilinen ölüm nedenlerinin ilk 

sıralarında yer almaktadır.  Günümüzde, insanların beĢte biri kanser 

yüzünden hayatını kaybetmektedir [1].  Ülkemizde 1970‟li yıllarda sebebi 

bilinen ölümler arasında 4. sırada yer alan kanser, son yıllarda 

kardiyovasküler sistem hastalıklarından sonra 2. sıraya yükselmiĢtir.   

 

Kanser, sadece tek bir hastalık olmayıp, ortak özelliklere sahip 200‟den 

fazla hastalık için kullanılan genel bir terimdir.  Kanser, hücresel kontrolün ve 

normal geliĢim mekanizmasının azalması veya tamamen kaybolması ile 

karakterizedir [2].   

 

Kanser, bir hücrede sürekli meydana gelen moleküler değiĢimlerin 

birikimi sonucu oluĢur.  Proto-onkogenler ve tümör baskılayıcı genlerde 

meydana gelen değiĢimler kanserin oluĢumunda büyük rol oynarlar.  

Geçtiğimiz yıllarda, çok sayıda proto-onkogen ve tümör baskılayıcı gen 

bulunmuĢtur.  Oldukça fazla sayıda gen keĢfedilmiĢ olmasına rağmen halen 

kanserojen özellikte veya tümör baskılayıcı aktiviteye sahip genler 

keĢfedilmeye çalıĢılmaktadır [3].   

 

Teorik olarak çekirdeği olan her hücre çoğalabilme kabiliyetinde ise de 

vücudumuzdaki hücreler çoğalma özelliklerinden dolayı üç ana gruba 

ayrılırlar.  Birincisi; kök hücreler, kemik iliği ve gastrointestinal sistemin epitel 

hücreleri gibi sürekli ama kontrollü bir Ģekilde kendini yenileyen hücreler, 

ikincisi; karaciğer, periferal lenfosit ve makrofajlar gibi uyarıldığı zaman 
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çoğalan hücreler, son grup ise; sinir sistemi ve gözün bazı hücrelerinde 

olduğu gibi yaĢam boyu bir kez çoğalan hücrelerdir [4,5].   

 

Kanser hücreleri kaynaklandıkları normal hücrelere göre daha kısa 

zamanda ölmelerine rağmen yeni hücre oluĢumu o kadar hızlıdır ki, sonuçta 

hücreler devamlı birikir.  Bu dengesizlik (aĢırı hücre birikimi), hem kanser 

hücrelerindeki genetik anormalliklerden hem de organizmanın bu hücreleri 

tanımada ve yok etmedeki baĢarısızlığından dolayıdır [6].  

 

Kanser hücreleri, çok hücreli organizmalarda oluĢturulmuĢ ve yerleĢmiĢ 

olan tüm hücresel davranıĢların en temel kurallarını yıkarlar ve bu kuralları 

yıkabilmek için her türlü imkandan faydalanırlar.  Kanser hücrelerinin iki 

kalıtsal özelliği bulunmaktadır: (1) Kanser hücreleri hücre büyüme ve 

bölünmesindeki normal baskılanmaya karĢı koyar ve ürerler.  (2) Kanser 

hücreleri diğer hücreler için ayrılmıĢ olan bölgeleri iĢgal eder ve bu 

bölgelerde kolonileĢirler [1].   

 

Hücre biyolojisi alanında birçok temel araĢtırma kanserle mücadeleye 

fayda sağlamıĢtır.  Proteinlerin fonksiyonlarındaki anormallikler kontrolsüz 

büyümeye, bölünmede artıĢa, hücre ölümlerinde azalmaya veya kanser 

hücrelerinin baĢka anormal özelliklerine neden olacağından, birçok yeni 

protein keĢfedilmiĢtir.  Bunların arasında, DNA tamirinde, hücresel 

sinyallerde, hücre döngüsünde ve hücre büyümesinde, apoptosiste ve doku 

oluĢumunda görev alan proteinler bulunmaktadır [1].   

 

Kanserin teĢhisi yalnızca ne tip bir tümör oluĢturduğuyla değil aynı 

zamanda yayılma Ģekli ve tedaviye gösterdiği hassasiyetle de belirlenir.  

Tümör hücreleri sadece çevrelerindeki dokulara yayılmazlar aynı zamanda 

lenf sistemi ve kan dolaĢımı yoluyla vücudun diğer bölgelerine de yayılarak 

“metaztas” yapabilmektedirler.  Normal hücre kontrol mekanizması zarar 

görür yada tamamen bozulur.  Kanser hücrelerinin mikroskobik olarak 

yayılmalarından dolayı, cerrahi olarak tümörün vücuttan uzaklaĢtırılması, her 

zaman baĢarılı sonuç vermemektedir.  Malign tümörler genelde Ģekil olarak 
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tam tanımlanmamıĢ sınırlara sahiptirler.  Mikroskobik yayılma, dokuda 

hastalıktan etkilenmemiĢ gözüken bölgenin de çevrelenmesi ile sonlanır.  Her 

ne kadar patolojik incelenmesi sonucu malign tümörün varlığı tespit edilip, 

vücuttan uzaklaĢtırılsa da, kalan tek bir hücre bile yeniden kanser 

oluĢabilmekte ve muhtemelen yeniden yayılabilmektedir.  Genellikle, kanser 

ne kadar erken teĢhis edilirse, metaztas oluĢturma riski o kadar azalır ve 

hastalığın ilerleyiĢi hastanın lehine geliĢir [2].   

 

Dünyada her yıl 12 milyon kiĢiye kanser tanısı konuyor ve 7.6 milyon 

kiĢi kanserden yaĢamını yitiriyor.  Önlem alınmazsa dünya genelinde 2030'da 

26 milyon yeni kanser vakasına ve 17 milyon ölüme ulaĢılacağı tahmin 

ediliyor.   

 

2004 yılında yayınlanan istatistiklere göre Türkiye‟de sebebi bilinen 

ölüm nedenleri arasında kanser 2000 yılında %13.6 ile 2003 yılında ise 

%12.9 ile ikinci sırada yer almıĢtır (Tablo 1.1).   

 

Cinsiyete göre değerlendirildiğinde, 2000 yılında kadınlarda %24.96 ile 

en fazla görülen kanser türü meme kanseridir (Tablo 1.2).  Erkeklerde ise, 

%26.96 ile akciğer kanseri birinci sırada yer almaktadır (Tablo 1.3).   

 

YaĢ gruplarına göre değerlendirildiğinde kansere yakalanma oranı 

kadın ve erkeklerde özellikle 45‟li yaĢlardan sonra artıĢ göstermektedir (Tablo 

1.4).   
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Tablo 1.1 Türkiye'de yıllara göre ölüm nedenleri (1999-2003) [7]. 
 

 

 

2000  2003  

 

Ölüm Nedenleri      Sayı        Yüzde      Sayı 
     
Yüzde 

 
DolaĢım Sistemi Hastalıkları 78.666 45.1 89.077 48.3 
Kanserler 23.681 13.6 23.775 12.9 
Ġyi Tanımlanmayan Haller 17.025 9.8 17.815 9.7 
Perinatal Mortalite 7.336 4.2 6.433 3.5 
Enfeksiyon Hastalıkları 5.516 3.2 5.595 3.0 
Kazalar 6.267 3.6 4.095 2.2 
Konjenital Anomaliler 3.496 2.0 2.673 1.5 
Endokrin Hastalıklar 3.757 2.2 2.389 1.3 
Sindirim Sistemi Hastalıkları 2.877 1.7 2.163 1.2 
Ġntihar ve Benzeri Durumlar 1.574 0.9 1.863 1.0 
Solunum Sistemi Hastalıkları 2.754 1.6 1.642 0.9 
DıĢ Sebepler 464 0.3 544 0.3 
Sinir Sistemi Hastalıkları 349 0.2 178 0.1 
Hemopoetik Sistem Hastalıkları 161 0.1 108 0.1 
Ürogenital Sistem hastalıkları 78 0.0 62 0.0 
Diğer 20.297 11.6 25.917 14.1 
     
TOPLAM 174.315 100.0 184.330 100.0 
     

 
 
 

Tablo 1.2 Türkiye‟de kadınlarda görülen kanser olgularının görüldüğü organa 
göre dağılımı (%), (2000) [8]. 

 
 

Organlar 

 

Sayı 

 

Yüzde(%) 

 
Meme 

 
3.354 

 
24.96 

Mide 836 6.22 
Deri 797 5.93 
Akciğer 692 5.15 
Yumurtalık 634 4.72 
Kolon 572 4.26 
Beyin 536 3.99 
Endometriyum 432 3.22 
Serviks 417 3.10 
Rektum 417 3.10 
Diğerleri 4.750 35.35 
   
TOPLAM 13437 100.0 
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Tablo 1.3 Türkiye‟de erkeklerde görülen kanser olgularının görüldüğü organa 
göre dağılımı (%), (2000) [8]. 

 

 

Organlar 

 

Sayı 

 

Yüzde(%) 

 
Akciğer 

 
5.387 

 
26.96 

Mide 1.493 7.47 
Mesane 1.359 6.80 
Prostat 1.152 5.77 
Larenks 1.086 5.43 
Deri 1.035 5.18 
Beyin 754 3.77 
Kolon 737 3.69 
Rektum 660 3.30 
Kemik iliği 646 3.23 
Diğerleri 5.673 28.39 
   
TOPLAM 19.982 100.0 
   

 
 

Tablo 1.4 Kanserin yaĢ gruplarına göre dağılımı (2005) [9]. 
 

 
 
 
1.2  Hücre Döngüsü ve Kanser 

 

Hücre çoğalması ve hücre döngüsünün ilerlemesi büyümenin 

kontrolünde rolü olan genlerin ekspresyonu ile bağlantılıdır.  Normal 

dokularda, çoğalan hücre sayısı organizmanın ihtiyacına göre belirlenir.  
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AzalmıĢ hücre çoğalması veya artmıĢ ölüm hızı herhangi bir aĢırı artıĢı önler.  

Ökaryot hücre döngüsü Mitoz (M), Gap1 (G1), Sentez (S) ve Gap2 (G2) 

fazlarından oluĢmaktadır.  ġekil 1.1‟de gösterildiği gibi hücre döngüsünde 

G1–S geçiĢinde, G2–M geçiĢinde ve metafaz-anafaz geçisinde kontrol 

noktaları bulunmaktadır.  Hücre döngüsü siklin bağımlı kinazlar (cdk, katalitik 

altbirim) ve siklin (cyc, düzenleyici altbirim) proteinleri tarafından kontrol 

edilmektedir.  Hücre homeostazisi hücre çoğalması, büyümenin durdurulması 

ve apoptozis ile sürdürülmektedir.  Hücre döngüsünün düzenlenmesindeki 

hatalar hücre bölünmesinin kontrolunun bozulmasına neden olur.   

 

Hücre döngüsünde biribirini takip eden olaylar ve kontrol eden 

etkileĢimler çok sayıda ve komplekstir.  Tümör baskılayıcı fonksiyonun ve 

programlı hücre ölüm yolaklarının anlaĢılması yönünde ilerlemeler olmasının 

yanı sıra çözümlenmemiĢ çok sayıda soru vardır.  Kemoterapi için hücre 

döngüsü kontrol noktaları büyük potansiyele sahip hedeflerdir.  Kemoterapi 

ve radyoterapi sonrası kanser hücrelerinin yaĢaması onarım yollarındaki 

hasarlara bağlı olabilir.  Hücre döngüsü kontrol noktalarında ve DNA onarım 

yollarındaki moleküler bileĢenlerin daha iyi anlaĢılması için in vivo ve in vitro 

çalısmalar klinik çalısmalarla da desteklenmelidir [10].   

 

Hücrenin kendine benzer iki hücreye çoğalması dıĢ uyarılar sonucu 

biyokimyasal olarak baĢlatılan bir seri fazlardan geçer ve hem dıĢ hem de iç 

büyüme faktörleri tarafından düzenlenir.  Bazı onkogenler ve hücre 

döngüsüne özgü proteinler hücre döngüsü boyunca senkronize bir Ģekilde 

aktifleĢtirilir ve ardından inaktifleĢtirilirler.   

 

ġekil 1.1 Hücre döngüsünün fazları [11].   
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G0 fazında, hücreler genellikle spesifik bir iĢlevi görmek üzere 

programlanırlar.  G1 fazında, spesifik hücre fonksiyonları için gereken 

proteinler ve ribo nükleik asit (RNA) sentezlenir.  Geç G1 fazında bol miktarda 

RNA sentezlenir.  Ayrıca, DNA sentezi için gereken birçok enzim üretilir.  S 

fazında hücre içindeki DNA‟nın miktarı ikiye katlanır.  G2 fazında DNA sentezi 

durur, protein ve RNA sentezi devam eder, mitotik “iğ iplikleri”nin 

mikrotübüler öncülleri üretilir.  M fazında protein ve RNA sentez hızı aniden 

yavaĢlar, genetik materyal oluĢan iki yeni hücreye dağılır.  Mitozu takiben 

oluĢan yeni hücreler ya G0 ya da G1 fazına girerler.   

 

Hücre döngüsünün çeĢitli fazlarını aktive eden spesifik proteinler 

bulunmaktadır.  Bunlara siklinler denilmektedir.  Hücre döngüsünde çeĢitli 

fazlarda çeĢitli siklinler sentezlenir ve düzeyleri senkronize bir Ģekilde 

döngünün çeĢitli fazları boyunca azalır ya da artar.   

 

Bölünme yeteneğine sahip çoğu normal hücre büyüme faktörleri, bazı 

hormonlar ve hücre yüzey reseptörlerini etkileyen diğer uyarılara karĢı yanıt 

olarak bölünür.  Bu hücre yüzey reseptörleri alınan sinyali iletir ve hücre 

bölünür.  Tirozin kinazlar, hücredıĢı büyüme faktörlerinden nükleusa kadar 

olan bir kaskad Ģeklinde ilerleyen proliferatif sinyal sürecinin çok önemli bir 

parçasıdır.  Siklinler, kendilerine spesifik olan ve siklin-bağımlı kinazlar olarak 

adlandırılan tirozin kinazlarla kombine olurlar, onları aktifleĢtirirler, ve 

etkilerini düzenlerler.  Normal hücre populasyonunun küçük bir miktarı 

ölümsüz (sınırsız sayıda çoğalabilen), hücrelerdir.  Bu hücreler organizmanın 

diğer kısımlarından gelen sinyallerin etkisiyle kendilerini yenileyebilirler.  

Ayrıca bu hücreler organizmanın gerekli fonksiyonlarını görmek üzere 

farklılaĢabilen yeni hücreler oluĢturma yeteneğine sahiptirler.  Sadece bir kaç 

doku tipi farklılaĢmasına rağmen, çoğu hücre tipi farklılaĢırken canlılıklarını 

kaybederler, yaĢlanıp istirahat fazına girerler, ve sonunda ölürler.   
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Ökaryotlarda aĢağıdaki gibi 4 hücre populasyonu bulunur.   

 EĢey hücreleri: Sınırsız sayıda çoğalabilme yetenekleri vardır.  Bunun 

nedeni olasılıkla, mayozila bölünmeleridir.  Kanser hücrelerinin aksine, 

bu hücreler ölümsüz hücre dizisi oluĢturmak üzere mayoz bölünmeye 

girmelidirler.   

 Kök hücreleri: Ġki iĢlevleri vardır, birincisi, tekrar oluĢmak ve ikincisi ise 

diferansiye olmak ve böylece organizma için gerekli özgün iĢlevleri 

yerine getirmek.  Kanser hücrelerinin aksine, bu hücrelerin tekrar 

oluĢmak üzere girdikleri döngü sayısı sınırlıdır.   

 Kısmen farklılaĢmıĢ hücreler: Bunlar da sınırlı sayıda çoğalma 

kapasitesine sahiptir ve kendilerinden oluĢan yeni hücreler sonunda 

tam farklılaĢma ve çoğalma yeteneği olmayan hücreler haline gelirler.   

 Tam olgunlaĢmıĢ özelleĢmiĢ hücreler: Bunlar bir daha çoğalamazlar 

[6].   

 

 

1.3  Kanser Tedavisinde Kullanılan Yöntemler 

 
Her hastalıkta olduğu gibi kanser tedavisinde de en önemli önlem ve 

tedavi bağıĢıklık sisteminin kuvvetlendirilmesidir.  Bunun yanında hastalığın 

erken tanısı da kanserin tedavisinde baĢarı oranını arttırmaktadır.  Kanser 

tedavisinde farklı yöntemler vardır.  Bazıları yalnız baĢına yada kombine 

olarak beraber uygulanırlar. 

Kanserde erken tanıda en iyi doktor kiĢinin kendisidir.  Ancak kanserin 

yol açtığı Ģikayetler, birçok hastalığın Ģikayetleri ile benzerdir.  Her organın 

kanseri değiĢik belirti verir.  Örneğin idrar yolları ile ilgili kanserlerde ağrı, 

kanlı idrar yapma gibi Ģikayetler görülebilir.  Ancak basit bir idrar yolu 

enfeksiyonu da aynı Ģikayetlere yol açabilir.  Önemli olan nokta özellikle uzun 

süren Ģikayetleri önemseyip doktora baĢvurmaktır [4].   
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ġekil 1.2‟de de Ģematize edildiği gibi kanser tedavisinde uygulanan dört 

temel yöntem vardır.   

1. Cerrahi Müdahele 

2. Radyoterapi 

3. Modern Tedavi Yöntemleri 

4. Kemoterapi 

 

Tedavi yöntemlerinden hangisinin tedavi için en uygun olduğu, 

tümörün tipine ve geliĢim safhasına bağlıdır.  En önemli tedavi Ģeçeneği olan 

kemoterapi tek baĢına uygulabildiği gibi diğer tedavi seçenekleriyle birlikte de 

uygulanabilmektedir.   

 

 
ġekil 1.2 Kanser olgularında hastalığın teĢhisi ve tedavisinde izlenen 

yol [2]. 
 

 
1.3.1 Cerrahi Müdahale 

 
Kanserli dokuyu ve çevresindeki invazyon riski taĢıyan bir miktar 

sağlıklı dokuyu alıp çıkartmaktır.  Bazı durumlarda kanserli dokuyu cerrahi 

müdahale ile çıkartmak imkansız olabilir.  Bu durumda radyoterapi veya 

kemoterapi uygulanır.   
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1.3.2 Radyoterapi  

 

Uygun dozda iyonlaĢtırıcı radyasyon kullanılarak kanser hücrelerinin 

öldürülmesi ve küçültülmesini amaçlar.  Kobalt-60'ın yaydığı gamma ıĢınları 

ya da lineer hızlandırıcılardan elde edilen X-ıĢınları en sık kullanılan 

iyonlaĢtırıcı radyasyonlardır.  IĢın tedavisinin amacı, hastalıklı dokuya en 

yüksek dozu verirken hastalıklı dokuyu çevreleyen sağlam dokuya en az 

radyasyon vermektir.  IĢın tedavisinin baĢarısı, ıĢınım kaynağına ve tümör 

tipinin ıĢınıma karĢı duyarlılığına bağlıdır.   

 

 

1.3.3 Modern Tedavi Yöntemleri 

 
Kanser tedavisinde kullanılan, radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi 

müdahale yöntemlerine yardımcı olarak, son dönemde kanser oluĢumunu 

durduran ya da yavaĢlatan modern tedavi yöntemleri geliĢtirilmiĢtir.  Bu 

yöntemlerden özellikle gen tedavisi, immünoterapi, antikor tedavisi ve kanser 

aĢıları kanser terapisi için umut verici tedavi yöntemlerindendir.   

 
Ġmmünoterapi, bağıĢıklık tedavisi anlamına gelmektedir.  BağıĢıklık 

sistemi, hücre ve organlardan oluĢan ve vücudu enfeksiyon ve hastalıklara 

karĢı koruyan bir sistemdir.  BağıĢıklık sistemi normal ve kanserli hücreler 

arasındaki farkı ayırt edebilir.  Ġmmünoterapide, bağıĢıklık sistemini, kanserle 

savaĢma yönünde çalıĢmaya özendiren ilaçlar kullanılmaktadır.  

Ġmmünoterapi, ağızdan, damardan ya da deri altından iğne yoluyla 

uygulanmaktadır ve çoğunlukla „grip‟ benzeri yan etkilere sebep olmaktadır.  

KiĢilerde üĢüme, terleme, yorgunluk, baĢ ağrısı, kas ağrısı, mide bulantısı, 

kusma ya da ishal görülebilir.   

 

Bazı kanser türlerinin (prostat ve bazı göğüs kanserleri) geliĢebilmesi 

için vücut tarafından salgılanan hormonlara ihtiyaçları vardır.  Hormon 

tedavisinde ilaçlar yardımıyla vücudun bu hormonları üretmesi engellenebilir 

yada hormonları üreten bez/organ ameliyatla alınabilir.  Tedavi kanserin 

türüne bağlı olarak değiĢir.  Hormon tedavisinin yan etkileri, iĢtah artıĢı, ödem 
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ve kilo almayı kapsayabilir.  Bazı durumlarda kiĢinin ruh durumu ve cinsel 

isteği de etkilenebilir [12].   

 

Antikor tedavisinde ise belirli tümör hücrelerine karĢı çok özel 

antikorlar geliĢtirilip, daha sonra bunlarla kanser hücrelerini öldürmek 

amaçlanmaktadır.  Kanser aĢıları, kansere karĢı bağıĢıklık oluĢturmayı 

amaçlayan aĢılardır ve henüz deney aĢamasında olan ilginç tedavi 

yöntemlerindendir.  Bu yöntemde önce tümör dokusundan antijenik özelliğe 

sahip moleküller alınır.  Bu antijenler hayvana verilip bağıĢıklık sistemi aktif 

hale geçirilir ve B hücreleri çok miktarda antikor salgılar.  Bu antikorlar özel 

yöntemlerle toplanarak, hastanın kan dolaĢımına verilir.  Bu antikorlar tümör 

dokusuna ulaĢtıklarında kanser hücrelerine yapıĢırlar.  Antikor bağlanan 

kanser hücreleri hastanın bağıĢıklık sistemi tarafından daha kolay algılanır.  

Kanser hücresi üzerindeki antikora bağlanan bazı moleküllerde bir dizi 

reaksiyon sonunda kanserli hücreyi parçalarlar [4].   

 

 

1.3.4 Kemoterapi 

 

Kemoterapi, "ilaçla tedavi" anlamına gelmekle birlikte, daha çok 

kanser hücrelerini etkileyen kanser ilaçları kullanılarak yapılan tedavi için 

kullanılan terimdir.  Bunun için kullanılan ilaçlara "antikanser" ilaçlar da 

denmektedir.   

 

Kemoterapi tek baĢına kullanılabileceği gibi radyoterapi ile birlikte, 

ameliyattan önce ya da sonra uygulanabilmektedir.  Kemoterapide bir çok 

değiĢik ilaç kullanılmaktadır.  Tedavide tek bir ilaç kullanılabileceği gibi bir 

kaç ilaç birlikte de kullanılabilir.   

Kemoterapinin kullanım amaçları Ģunlardır:  

 Hastalığı tedavi etmek  

 Hastalığın yayılmasını önlemek  

 Ameliyat sonrası nüks olasılığını azaltmak  

 Ameliyat veya radyoterapi öncesi hastalığı küçültmek  
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 Radyoterapiye duyarlılığı arttırmak  

 Hastalığa bağlı rahatsızlıkları/Ģikayetleri azaltmak  

 

Kemoterapi sistemik bir tedavi Ģeklidir, baĢka bir deyiĢle, kan dolaĢımı 

aracılığı ile vücudun tüm bölgelerine yayılır, vücuttaki tüm doku ve organları 

etkiler.  Bu açıdan kemoterapi, ameliyat ve radyoterapi gibi yerel tedavi 

amaçlayan tedavilerden farklıdır [4,13].   

Kanser hücrelerinin normal hücrelere göre hızlı büyümesi ve 

çoğalması nedeniyle antikanser ilaçları hızlı bölünen hücreleri tahrip etmeleri 

için geliĢtirilmiĢtir.  Kanser tedavisinde kullanılan kemoterapi ilaçlarının ortak 

özelliği kanser hücresi ve normal hücreler arasında ayırım yapmaksızın hızla 

büyüyüp çoğalan hücrelere zarar vermeleridir.  Vücudumuzdaki diğer hızlı 

bölünme yeteneğindeki hücreler de bu nedenle kemoterapiden 

etkilenmektedir.  Bu durum çoğunlukla geçici olan yan etkilere neden olabilir.  

Bu yan etkiler en fazla saç kökü, mide-barsak sistemi ve kemik iliği hücreleri 

gibi hızlı bölünen normal vücut hücrelerinde görülmektedir.  Tedavinin 

sonlandırılmasıyla birlikte bu yan etkiler ortadan kalkar. 

 

Kemoterapide sıklıkla kullanılan bazı kemoterapi ilaçları 5-fluorouracil 

(5FU), Ebataxel, Campto, Mitoksantorin, Etoposide, Cisplatin ve Adriamisin‟ 

dir.   

 

 

1.3.4.1 5FU 5-fluorouracil(5FU) 

 

5-fluorouracil (5FU), akciğer, gastrointestinal sistem, baĢ ve boyun 

malign tümörlerinin düzenlenmesinde yaygın olarak kullanılan bir pirimidin 

analoğudur.  Esas olarak 5FU‟nun sitotoksik etkisi, floro-deoskiuridin‟in 

monofosfata dönüĢümü ile timidilat sentetazı inhibe etmesinin yanı sıra ilacın 

ribonükleik aside katılmasını sağlamaktadır [14].   
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5FU hücrelerde iki ayrı metabolik yolla katılmaktadır.   

1. Katabolik yol; ilacın %80 kadarı karaciğerde inaktive edilerek 5-

fluoro-5, 6-dihydro-uracil (5-FUH2) metabolitine dönüĢtürülür.   

2. Anabolik yol; ilaç, 5-fluorouridine-5‟-monophosphate (FUMP), 5-

fluorouridine (5-FUrd), 5-fluoro-2‟-deoxyuridine (5- FdUrd)‟e dönüĢtürülerek; 

5FU, tümör hücreleri ve diğer hücrelerde sitotoksik etki gösterir [15].   

 

ġekil 1.3 5FU‟nun kimyasal yapısı.   

 

 

Bu ilacın hem hafifletici hem de tedavi edici olarak birçok karsinoma 

için özellikle akciğer, barsak ve deri kanserlerinde uzun bir kliniksel tarihi 

bulunmaktadır.  5FU‟nun toksik etkisi alıĢıldık değildir fakat nadiren kemik iliği 

baskılanması, mukoza iltihabı ve çok daha nadir olarak serebral sendrom 

görülebilir [16].  ġekil 1.3‟de kimyasal yapısı verilmiĢ olan 5-fluorouracil, suda 

çözülebilen, asidik, hidrofilik bir ilaçtır [17].  Beyin tümörlerinin dokular arası 

tedavisinde kullanılan hidrofilik ve antimetabolik bir ilaç olan 5-fluorouracil 

kan beyin bariyerini aĢmayan etkinliği, uzun süreli kullanımlarda arttırılabilen 

antikanser etkinliği nedeniyle özellikle tercih edilmektedir [18].   
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1.3.4.2 Cisplatin™ 

 

Cisplatin™ (cis-Dichlorodiamminoplatinum (II)), yaygın olarak 

kullanılan ve en fazla kemoterapik potansiyeli olan antikanser ilaçlarından bir 

tanesidir (ġekil 1.4).  Cisplatinin, tümörler üzerinde olağanüstü aktivite 

gösterdiği belirlenmiĢtir.  Hem aktif hem pasif hücresel alınımdan sonra 

cisplatin, uzantı oluĢturmak ve hücresel apoptosis geliĢtirmek amacı ile 

DNA‟da bulunan Guanin bazının 7. azot atomuna bağlanır [19].  Bu 

bağlanma ile DNA-protein ya da DNA-DNA zincirlerarası ve zincir içi çarpraz 

bağları kurulur ve cisplatinin sitotoksik etkisini göstermesi bu mekanizma ile 

sağlanmaktadır [4] (ġekil 1.5).   

Pt

Cl

ClH3N

H3N

 

ġekil 1.4 Cisplatin™‟in kimyasal yapısı.   
 

 

Cisplatin™, en etkili antikanser ilaçlarından biri olmasına rağmen 

kullanımı, ağır yan etkilere neden olmasından dolayı sınırlanmıĢtır [20].  

Yüksek dozlarda uygulandığında gastrointestinal problemler, ototoksisite, 

nefrotoksisite ve görmede anormallikler gibi sistemik yan etkilere neden 

olmaktadır.  Bu toksik yan etkileri azaltmak amacıyla cisplatinin hedef 

kanserli bölgeye yönlenmesini sağlayan yeni ilaç taĢıma mekanizmaları 

merak uyandırmaktadır.  AzaltılmıĢ toksisite, arttırılmıĢ aktivite, kolay tolare 

edilebilirlik gibi çeĢitli özellikleri ile cazip hale gelen polimerik taĢıma 

sistemleri farklı tipteki biyoaktif maddelerin taĢınımında kullanılmıĢtır.  Bu 

biyoaktif maddelere örnek küçük moleküller, aĢılar, proteinler, DNA ve RNA 

olarak sayılabilir [19].  Kanserli hücrelere spesifik ve daha seçici bir cisplatin 

ilacı geliĢtirmek için literatürde birçok çalıĢma bulunmaktadır.  Bu çalıĢmalar, 

cisplatinin sistemik uygulama formları olan, polikarboksilat, 

poli(amidoaminler), poliamidoamin dendrimerleri ve N-(2-hidroksipropil) 
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metakrilamid bileĢikleri veya peglenmiĢ lipozomlar, poli(aspartik)asit-

poli(etilen glikol) miselleri ve poli(kaprolakton)-poli(etilen glikol) veya 

poli(kaprolakton)-poli[2-(N, N-demetilamin)etil metakrilat] miselleri gibi 

kolloidal taĢıyıcılar formundaki ilaç-polimer solüsyonlarını kapsamaktadır 

[20].   

 

 

ġekil 1.5 (A) Guanin ile cisplatinin ĢelatlaĢması (B) Cisplatin-DNA ve 
cisplatin-protein bağlanması. (C) Cisplatin-DNA zincir içi çarpraz bağları (D) 

Cisplatin-DNA zincirlerarası çarpraz bağları [4]. 
 

 

1.4  Nanoparçacıklar ve Ġlaç TaĢınım Sistemleri 

 

Etkili bir ilaç taĢıma sistemi olarak biyobozunabilen nanoparçacıkların 

geliĢtirilmesi büyük ilgi odağı olmuĢtur.  Özellikle polimerlerin ilaç taĢıma 

sistemi olarak kullanılmalarına yönelik çalıĢmalar yapılmıĢtır.  Amaç, etkili bir 

Ģekilde ilacı hedef bölgeye taĢımak ve tedavi edici etkiyi arttırırken, yan 

etkileri azaltan polimerler geliĢtirmektir [21].  Ġlaçların nanokapsüllenmesi, 

büyüklükleri 1 ile 1000 nm. arasında değiĢen ilaç yüklü parçacıkların 

oluĢturulmasını sağlamaktadır.  Nanoparçacıklar katı olarak tanımlanmıĢ, 

mikrondan daha küçük boyutta, biyouyumlu olan veya olmayan, polimer 

esaslı kolloidal yapılardır.  Nanoparçacık terimi, hem nanosfer hem de 

nanokapsüllenme için ortak bir isimdir [22].  Kollaidal yapıdaki diğer 

taĢıyıcılarla karĢılaĢtırıldığında, polimerik nanoparçacıklar biyolojik sıvılarla 
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bir araya geldiklerinde daha kararlıdırlar, polimerik yapıları daha kontrollüdür 

ve sürekli ilaç salınımı sağlarlar.  Ġlaç taĢıma amacı ile kullanılacak 

nanoparçacıklar, biyouyumlulukları parçacığın büyüklüğü, toksisitesi, yüzey 

yükü, ilaç adsorbsiyon kapasitesi, yüzey hidrofobisitesi, yüklenme oranı, 

salınım kinetiği ve kararlılığı gibi fizikokimyasal özellikler açısından 

değerlendirilmektedir [23].  Son yıllarda özellikle biyobozunabilen polimerik 

nanoparçacıklar, ilaç salınımındaki uygulanabilirlikleri, organ veya dokulara 

hedeflenebilmeleri, ve gen terapisinde DNA taĢıyıcısı olarak kullanılabilmeleri 

açısından ilaç taĢıma sistemi olarak dikkati çekmektedirler [21].   

 

Kanser kemoterapisinde en önemli problem ilaçların kanser hücreleri 

üzerindeki düĢük seçicicilik özellikleri nedeniyle normal hücreleri de 

etkileyerek birçok yan etkiye neden olmalarıdır.  HedeflendirilmiĢ ilaç taĢıma 

sistemleri bu nedenle öncelikli olarak çalıĢılmıĢtır.  Biyobozunabilen 

polimerlerden oluĢturulan ilaç yüklü nanoparçacıklar, kemoterapide 

karĢılaĢılan bu çok önemli problemin çözümü için potansiyel oluĢturmaktadır.  

Hedefe spesifik yönlendirilme, nanoparçacık yüzeyine kanser hücrelerini 

tanıyan spesifik ligandların yerleĢtirilmesi ve bu ligandlar ile kanser hücreleri 

arasında ligand-reseptör etkileĢiminin sağlanmasıyla oluĢturulmaktadır [24].  

Ayrıca hedeflenen bölgede sürekli ilaç salınımını sağlamasıyla, sadece ilacın 

tedavi edici etkisini arttırmakla kalmayıp aynı zamanda uygulanan ilaç 

miktarını ve istenilmeyen yan etkilerin azaltılmasını sağlamaktadır.   

 

 

1.4.1 Polimetilmetakrilat (PMMA) Lateks 

Nanoparçacıklar genellikle damar içi, kas içi veya deri altına 

enjeksiyon ile veya ağız yolu ile uygulanmak üzere geliĢtirilmiĢlerdir [25].  

Polimetilmetakrilat (PMMA); metil metakrilat monomerinin polimeridir.  Akrilik 

asitten derive edilen, metakrilik asit metil esterinin, ek polimerizasyonuyla 

elde edilir.  PMMA; hafif, berrak, stabil bir maddedir.  ÇeĢitli PMMA formları 

ticari olarak mevcuttur [26].  Polimetilmetakrilat (PMMA) ortodonti ve 

ortopedide protezlerde sıklıkla kullanılan bir polimerdir.  Bu polimerlerin 
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konakçı dokulara uyumunu belirlemek için in vivo ve in vitro‟da birçok 

biyouyumluluk testi yapılmıĢtır.  Biyomateryallerin yüzey özellikleri, bitiĢik 

hücrelere tutunma sürecinde kritik rol oynamaktadır.  Bu özelliklerin bir kısmı, 

hücre kültürü çalıĢmalarında in vitro olarak çalıĢılmıĢtır [27].  PMMA‟lar 

Amerikan Yiyecek ve Ġlaç Denetleme Kurumu (Food and Drug Administration 

,FDA) tarafından birçok biyomedikal malzemede kullanımı kabul görmüĢ 

polimerlerdir [28].   

 

Her ne kadar nanoparçacıklar, manyetik rezonans görüntüleme netlik 

ajanı ve kanser hücrelerinin hipertermik tedavisinde kullanılıyor olsa da, 

hedeflenmiĢ ve kontrollü ilaç taĢınımındaki kullanımları hala kısıtlıdır.  Bunun 

bir nedeni saf demir oksitlerden yapılmıĢ manyetik nanoparçacıkların 

kontrollü salınım için ilaçla yüklenememeleridir.  Bu nedenle, manyetik 

nanoparçacıkların polimerler ve poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA), polistiren, 

hyaluronik asit ve kitosan gibi diğer biyouyumlu materyallerle kullanılarak 

biyouyumlulukları ve kontrollü ilaç taĢınımında kullanımları sağlanmıĢtır [29].   

 

 

1.4.2 Süperparamanyetik Demir Oksit Nanoparçacıklar   

 

Süperparamanyetik demir oksit nanoparçacıklar, manyetik rezonans 

görüntülemesinin katalitik ve ayrım prosesinde, kök hücre ve tümör 

geliĢiminin in vivo izlenmesinde, hücre ve DNA sınıflandırmasında, ilaç 

taĢınımı ve hipertermia gibi biyolojik uygulama ve medikal görüntüleme 

çalıĢmalarında kullanılmaktadır.  Bu uygulamaların bir çoğunda, yüksek 

magnetizasyon özelliği, biyouyumluluk, suda çözünebilme ve kararlılık için 

manyetik nanoparçacıkların süspansiyon halde olması tercih edilmektedir.  

Bununla birlikte, uygun yüzey karakteristiği ile manyetik nanoparçacıklar 

birçok in vivo ve in vitro çalıĢmalar için büyük potansiyele sahiptirler [30].  

Manyetik ilaç hedeflemesi -manyetik bir alan etkisinde manyetik bir materyale 

immobilize edilmiĢ olan ilacın hedeflendirilmesi- önemli bir ilaç taĢıma 

tasarımı oluĢturmaktadır.  Tedavi edici moleküllerin taĢınmasında kullanılan 

süperparamanyetik demir oksit nanoparçacıklar, klinik uygulamalar için büyük 
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potansiyel oluĢturmaktadır çünkü Ģu anda kullanılmakta olan ilaç taĢınım ve 

gen transfeksiyon tekniklerinden çok daha üstün özellikler göstermektedirler.  

Manyetik alan, süperparamanyetik demir oksit nanoparçacıkları hedef organ 

ya da dokuya çekebilir ve bu noktada biyobozulabilen taĢıyıcı maddenin 

yıkılması ve ilacın, DNA plazmitlerinin veya biyoaktif maddelerin çevre 

dokulara salınması sağlanır.  Bu sayede Ģu an uygulanmakta olan ilaçla 

tedavi metodlarındaki, sağlıklı hücreleri etkileyen ilaç toksisitesi ve 

istenmeyen yan etkiler gibi bir çok problem ortadan kaldırılabilmektedir.  Ġdeal 

olanı; ilaç, peptid ya da genin, manyetik olarak güçlü parçacıklara 

bağlanması ve vücudun savunma sistemine karĢı koyabilecek bir materyal ile 

parçacığın sarılması ile ilacın zamanından önce parçalanmasını önlemektir.  

Demir oksitler gibi manyetitler, parçacık sentezinde sıklıkla kullanılan 

bileĢiklerdir çünkü düĢük oksitlenme yapısında olan demir mıknatıssal 

materyaller, kalıcı manyetik cevap oluĢumu sağlamaktadırlar.  Eğer ilaç yüklü 

nanoparçacıklar, antikorlar, lektinler, proteinler, hormonlar, yüklü moleküller 

veya düĢük moleküler ağırlıklı ligandlar gibi hedef bölgeyi tanıyıp 

bağlanabilecek maddelerle konjuge edilirlerse nanoparçacıkların hedeflenme 

özellikleri daha da geliĢtirilebilir.  Bu parçacıklar bir yandan ilacın taĢınım 

sırasında erken inaktivasyonuna engel olurken, kanser hücreleri gibi bazı 

spesifik hücrelere de hedeflenmelerini sağlarlar [31].   

 

Süperparamanyetik nanoparçacıkların sentezi ve bunların 

dispersiyonlarının hazırlanması üzerine çalıĢmalar son 30 yıla dayanırken, 

manyetik polimerik boncukların sentezi üzerine çalıĢmalar yeni olup yaklaĢık 

son 10 yılı kapsamaktadır [32-35].  [32,33,34,35].   

 

Ġlk olarak biyolojide ve daha sonra da tıp alanında biyokimyasal 

ürünlerin ve hücrelerin manyetik ayrılmasında ve spesifik ilaç taĢınımında 

parçacık sistemlerinin manyetik yol göstericisi olarak kullanılabilmesi ve güçlü 

manyetik özellikleri nedeniyle manyetit (Fe3O4) sentezine güçlü bir ilgi vardır 

[36-41].  [36,37,38,39,40,41].   

 
 



19 

 

1.5 Amaç 

 

Bu çalıĢmanın amacı, antitümör aktivitesi hakkında herhangi bir bilgi 

olmayan yeni sentezlenmiĢ PMMA ve SP-PMMA nanoparçacıklarının ve 

kemoterapi ilacı olan Cisplatin™‟in sitotoksik aktivitelerini belirlemektir.  

Ayrıca sitotoksik etkileri belirlenmiĢ olan PMMA ve SP-PMMA‟nın Cisplatin™ 

ile yüklenme oranlarının belirlenmesidir.   

Bu anlamda yapılacak olan çalıĢmalar üç alt baĢlık halinde sıralanabilir.   

 

I) Polimerin, manyetik nanoparçacıkların ve kemoterapi ilaçlarının ( 

PMMA, SP-PMMA, 5FU ve Cisplatin™ bileĢiklerinin) hücre 

kültüründe hepatoma hücre hattı (Hep3B) MTT (3 - ( 4, 5 – 

dimethylthiazolyl – 2 ) - 2, 5 - diphenyltetrazolium bromide) sistemi 

kullanılarak antitümör aktivitelerinin zamana ve konsantrasyona 

bağlı etkilerinin belirlenmesi.   

II) Sitotoksik etkilerini belirlediğimiz PMMA ve SP-PMMA 

nanoparçacıklarının farklı yükleme teknikleri kullanılarak 

kemoterapi ilaçları ile yüklenmelerini sağlamaktır.   

III) Ġlaç yüklenmiĢ SP-PMMA‟nın sitotoksik etkilerinin belirlenmesi.   
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2 MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1 Materyal 

 

2.1.1 Kimyasallar 

 

ÇalıĢmada kullanılan kimyasallar, Merck ve Sigma Aldricht‟den temin 

edilmiĢtir.  Doku kültürü için kullanılan medyumlar ve diğer kimyasallar Sigma 

ve Biochrom AG firmalarından sağlanmıĢtır.   

ÇalıĢmada kullanılan PMMA ve SP-PMMA lateksler, Balıkesir 

Üniversitesi Kimya bölümünde,Yrd. Doç. Dr. Taner TANRISEVER ve Prof. 

Dr. Hakan KÖÇKAR tarafından yönetilen Yrd. Doç. Dr. Seda CAN BEYAZ‟ın 

doktora çalıĢması sırasında sentezlenmiĢ ve karakterize edilmiĢtir.   

 

 

2.1.2 ÇalıĢmada Kullanılan Laboratuvar Gereçleri 

 

Tablo 2.1 ÇalıĢmada kullanılan laboratuvar gereçleri 

Kullanılan Gereç Modeli 

CO2 'li inkübatör Nuair 

Laminar Air Flow Telstar BIOII, Ġspanya 

Ġnverted Mikroskop Nikon 

-80oC ultralow freezer Sanyo, Japonya 
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Buzdolabı Arçelik, Türkiye 

Yatay çalkalayıcı Gesellschaft Für Labotechnic 

Etüv WTB, German, Nüve, Türkiye 

Otoklav Hırayama, Japonya 

pH Metre  WTW, Almanya 

Saf su cihazı 

Destilasyon 3.1(Comecta Sa, 

) 

Santrifüj 

Sigma laborzentrifugen, 

Almanya 

Sıcak su banyosu Consort, Ġngiltere 

Isı kontrollü çalkalmalı inkübatör GFL, Almanya 

UV visible spektrofotometre Heios α (Unicam), Metro Lab 

Vorteks Elektromag, Türkiye 

Hassas Terazi Sartorius 

Kuyucuklu plaka okuyucu spektrofotometre BIO-TEK 

Otomatik pipetler Finnpipette 

**Tablo 2.1‟in devamı. 

 



22 

 

 

2.2  Yöntem 

 

2.2.1 ÇalıĢmada kullanılan ortamın ve malzemenin temizliği ile 

sterilizasyonu 

 

Isıya dayanıklı malzemeler, pipet uçları, ependorflar, santrifüj tüpleri, 

121 oC' de 20 dakika (1, 02 atm basınçta ) otoklavda steril edildi.   

 

Doku kültürü laboratuvarı her hafta periyodik olarak virkon içeren 

sıvılarla temizlendi.  Oda kullanılmadığı zamanlarda UV lamba kullanılarak 

odanın havasının sterilizasyonu sağlandı.  ÇalıĢmaya baĢlamadan en az 

yarım saat önce laminar flow açılarak çalıĢma ortamının sterilizasyonu 

sağlandı.   

 

 

2.2.2 Hücre Kültürü Deneyleri  

 

2.2.2.1 Hücre Kültüründe Kullanılacak Malzemelerin Hazırlığı 

 

2.2.2.1.a Hücre Kültürü Medyumunun Hazırlanması 

 

Hücre kültürü medyumu DMEM (Dulbecco‟s Modified Eagles Medium) 

içine L-Glutamine son konsantrasyonu 0.2 mM ve fetal calf serum (FCS) son 

konsantrasyonu %10 olacak Ģekilde ilave edilmiĢtir.  Tüm bileĢenler 0.22 µm 

steril filtreden süzülerek steril edildi.   

 

 

2.2.2.1.b Fetal Calf Serum (FCS) Hazırlanması 

 

FCS (Fetal Calf Serum) –20 oC‟de saklanır ve taĢınması soğuk zincirle 

yapılır.  Stok serum ilk kullanımdan önce 56 oC 1 saat ısı ile inaktive edilir.  

0.22 µm filtre ile steril edilir ve tekrar -20 oC de saklanır.   



23 

 

 

2.2.2.1.c PBS (Phosphate-Buffered Saline) Tampon Çözeltisinin 

Hazırlanması 

 

Tablet Ģeklinde temin edilen PBS (Dulbecco's phosphate-buffered 

saline ), her tableti 100 ml ddH2O ile hazırlanmıĢ ve otoklav edilmiĢtir.  2-8 

oC‟da saklanmıĢtır.   

 

 

2.2.2.1.d MTT ((3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide) Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

 

Toz halinde temin edilen MTT ((3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-

diphenyltetrazolium bromide) konsantrasyonu 5 mg/ml olacak Ģekilde steril 

PBS içinde bir gece boyunca magnetik karıĢtırıcıda karıĢtırılarak 

hazırlanmıĢtır.  0.22 µm filtre ile steril edilerek kullanılmıĢtır.  2-8 oC‟da 

saklanmıĢtır.   

 

 

2.2.2.1.e Ġsopropanol Çözücü Solusyonun Hazırlanması 

 

MTT testinde oluĢan formozan kristallerini çözmek için kullanılan 

isopropanol son konsantrasyonu 0.004 M HCl içerecek Ģekilde hazırlanmıĢtır.   

 

 

2.2.3 Hücre Kültürü Teknikleri  

 

2.2.3.1 ÇalıĢmada Kullanılan Hücre Soyları  

 

ÇalıĢmada tek bir hücre hattı kullanılmıĢtır.  Ġnsan karaciğer kanserli 

hücre hattı (Hep3B) ATTC‟den satın alınmıĢtır.  Hücre hattının karakteristik 

mikroskop görüntülsü aĢağıda verilmiĢtir (ġekil 2.1).   
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ġekil 2.1 Karaciğer kanserli hücre hattının (Hep3B hücrelerinin) 
mikroskop görüntüsü (M.B:40x10) 

 

 

2.2.3.2 Hücre Soyunun BaĢlatılması 
 

Uzun dönemde -80 °C‟de saklanan hücre hatlarının büyütülmesi için -

80°C‟den çıkarılan hücreler 37 oC sıcaklığındaki su banyosuna alınır ve 

hızlıca çözünmeleri sağlanır.  Çözünen hücreler %10‟luk FCS içeren 

medyuma alınır, alt üst edilir ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifüj edilir.  

Süpernatant uzaklaĢtırılır, oluĢan pellet medyum ile çözülür ve flasklara ekim 

yapılır.  Flasklar etiketlenir ve 37 oC, %5 CO2 içeren inkübatöre konulur.   

 

 

2.2.3.3 Hücrelerin Büyütülmesi 

 

Hücreler 15 ml medyumda 75 cm2 flasklarda, içerisinde 0.2 mM L-

Glutamine ve % 10 FCS içeren DMEM medyumu içerisinde haftada 2 kez 

rutin pasaj yapılarak üretildi.   

 

 

2.2.3.4. Hücrelerin Pasajlanması 

 

Hücreler bulundukları yüzeyi %80-90 oranında kaplayınca, içerisindeki 

medyum uzaklaĢtırılır.  Hücreler 2 kez steril PBS ile yıkanır ve 75 cm2 flasklar 

için 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapılır.  Hücreler yüzeyden ayrılınca 

medyum eklenir ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifüj ile hücreler çöktürülür.  
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Süpernatant uzaklaĢtırılır, pellet medyum ile çözülür ve flasklara ekim yapılır.  

Flasklar etiketlenir ve 37 oC, %5 CO2 içeren inkübatöre konulur.   

 

 

2.2.3.5 Canlı Hücrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hücre 

Sayımı 

 

Toplam hücre süspansiyonun mililitresindeki hücre sayısı hesaplamak 

için, üzeri 25 küçük kareye ayrılmıĢ, 1 mm2 alan, 0.1mm derinliği olan ve 

böylelikle toplam hacmin hesaplanabildiği hemositometre (ġekil 2.2) lamı 

kullanılır.  Canlı ve ölü hücreleri ayırt etmek için 10µl hücre süspansiyonu eĢit 

hacimde trypan blue (1:1 dilusyon oranında) ile 3-5 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edilir.  Ölü hücreler mavi boyanırken canlı olanlar boyanmazlar ve 

sayım yapılır.   

 

 

ġekil 2.2 Hemositometre 

 

Süspansiyonun mililitresindeki toplam hücre sayısı aĢağıdaki formülle 

bulunur.   

Toplam canlı hücre sayısı/ml = hemositometre sayım sonucu x 2 x 104 

 

 



26 

 

2.2.3.6 Hücrelerin –80 oC’de Saklanması 

 

Hücreler bulundukları yüzeyi %80-90 oranında kaplayınca, içerisindeki 

medyum uzaklaĢtırılır.  Hücreler 2 kez steril PBS ile yıkanır ve 75 cm2 flasklar 

için 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapılır.  Hücreler yüzeyden ayrılınca 

medyum eklenir ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifüj ile hücreler çöktürülür.  

Süpernatant uzaklaĢtırılır, pellet %10 DMSO içeren FCS ile dikkatlice çözülür 

ve cryovial tüplerine konularak, etiketlenir ve –80 oC derin dondurucuya 

konulur.   

 

 

2.2.4 Sitotoksisite Deneylerinin Kurulması 

 

75 cm2 flaskda büyümekte olan hücreler yüzeyi %80 oranında 

kapladıklarında, içerisindeki medyum uzaklaĢtırılır.  Hücreler 2 kez steril PBS 

ile yıkanır ve 75 cm2 flasklar için 3ml Tripsin-EDTA eklenir.  3-5 dakika CO2‟li 

inkübatörde inkübe edilir.  Hücreler yüzeyden ayrılınca medyum eklenir ve 

1000 rpm'de 5 dakika santrifüj ile hücreler çöktürülür.  Süpernatant 

uzaklaĢtırılır, pellet 10 ml. kadar medyum ile çözülür.  Süspansiyondaki canlı 

hücre sayısını belirlemek amacıyla trypan blue exclusion yapılır ve canlı 

hücre sayısı belirlenir.  Hücre sayısı belirlendikten sonra, 24 kuyucuklu plaka 

için hücre sayısı 125.000 hücre/well olacak Ģekilde hücre ekimi yapılmıĢtır.  

125.000 hücre son hacim 500 l olacak Ģekilde %10 FCS içeren DMEM 

medyumu içerisine ekilmiĢtir.  Hücre ekimi yapıldıktan bir gece sonra ilaç 

uygulaması yapılmıĢ ve 6, 24, 48, 72 saat sonucunda MTT test yapılarak 

absorbansları alınmıĢtır.   

 

Cisplatin™ ve orijinal sentezlenen PMMA ve SP-PMMA bileĢiklerinin 

sitotoksisite deneyleri Hep3B karaciğer kanseri hücre hattında yapılmıĢtır.  

Bu bileĢikler aĢağıda belirtilen son konsantrasyonlarda hücreler üzerine 

eklenmiĢtir.   
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5FU için; 25 ng/μl, 6.25 ng/μl, 0.25 ng/μl konsantrasyonları 

çalıĢılmıĢtır.   

Cisplatin™ için; 0.25 g/l; 0.45 g/l; 0.49 g/l; konsantrasyonları 

çalıĢılmıĢtır.   

PMMA ve SP-PMMA, son hacimler medyumla 500 µl‟ye 

tamamlanacak Ģekilde 250 µl, 50 µl, 10 µl hacimlerinde hücrelere 

uygulanmıĢtır. 

Tüm deneylerde en az 4 tekrarlı çalıĢılmıĢtır, ayrıca kontrol grubu 

olarak bileĢiklerin uygulanmadığı hücreler kullanılmıĢtır.   

 

 

2.2.4.1 MTT Testi 

 

Hücre proliferasyonu, canlılığı ve sitotoksisite ölçümü için kullanılan ve 

kantitatif kolorometrik bir yöntem olan MTT metodu canlı hücrelerin 

tetrazolium tuzu olan MTT 'yi formazan kristallerine dönüĢtürmesi esasına 

dayanır (ġekil 2.3).   

 

 

 

ġekil 2.3 MTT metodunda gerçekleĢen kimyasal değiĢim. 

 

 

Bu metoda göre istenilen inkübasyon periyodundan sonra (6, 24, 48 

ve 72 saat) hücrelerin bulunduğu ortama, optimizasyon sonucu belirlenen 

son konsantrasyonu 0,5mg/ml olacak Ģekilde stok MTT solüsyonu eklenir ve 

4 saat 37 oC, %5 CO2 içeren ortamda inkübe edilir.  Ġnkübasyon sonunda 
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medyum uzaklaĢtırılır, 0.004 M HCl içeren isopropanol ile kristaller çözülür ve 

UV spektro okuyucu ile 550 nm dalga boyunda absorbans alınır.   

 

 

2.2.5 Nanoteknolojik ÇalıĢmalar 

 

2.2.5.1 ÇalıĢmada Kullanılan Nanoparçaçıklar (PMMA ve SP-PMMA)  

 

ÇalıĢmada kullanılan PMMA ve SP-PMMA lateksler Balıkesir 

Üniversitesi Kimya bölümünde Yrd. Doç. Dr. Taner TANRISEVER ve Yrd. 

Doç. Dr. Seda CAN BEYAZ tarafından sentezlenmiĢ, kimyasal 

karakterizasyonu yapılmıĢ ve manyetik analizi Balıkesir Üniversitesi Fizik 

Bölümünde Prof. Dr. Hakan KÖÇKAR tarafından yapılmıĢtır.   

 

Sentezlenen süperparamanyetik latekslerde, içinde manyetit taĢıyan 

ve taĢımayan olmak üzere iki tip boncuk morfolojisi görülmüĢtür. Bütün 

çalıĢmalarda içi boĢ boncukların boyutları manyetit yüklü olanlara göre her 

zaman küçük çıkmıĢtır.  Bu manyetit içermeyen 100-150 nm‟lik boncuklar, 

manyetit ilave edilmeyen ama aynı reçete ile üretilmiĢ 233 nm‟lik polimerik 

boncuklara göre de küçüktür. ġekil 2.4‟de HRTEM fotoğrafları bu boncukların 

iç yapısını göstermektedir.   

 

 

 

ġekil 2.4 Boncukların transmisyon elektron mikroskobu (High-resolution 
transmission electron microscopy, HRTEM fotoğrafları ile gösterilen iç 

yapıları [41]. 

PMMA 

SP-PMMA 
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2.2.5.2 Yüklemelerde Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 

 

Solüsyon A (Buffer A) : 0.003M fosfat ve 0.1 M NaCl içeren solüsyon pH 6.0 

olacak Ģekilde hazırlanır.   

Karbodiimit Solüsyonu : 0.025 gr/ml. karbodiimit, Buffer A içerisinde çözülür.   

Cisplatin Solüsyonu : 0.8–2,4 mg/ml. Cisplatin™, Buffer A içerisinde çözülür.   

NaOH : 0.02 M 100 ml. NaOH saf suda çözülerek hazırlanır.   

Saf su : Ġletkenliği 0.5 µs-1 µs olan ultra saf su Human Power–I marka su 

saflaĢtırma cihazından alınarak kullanılmıĢtır.   

 

 

2.2.5.3 5FU (5Fluorourasil) ile Yüklenme 

 

Gaihre ve arkadaĢlarınca belirtildiği gibi gerçekleĢtirilmiĢtir [42]. Buna 

göre, PMMA ve SP-PMMA polimerler ve ilaç 15 dakika 37 °C‟de ısıtıldıktan 

sonra ilaç son konsantrasyonları 25 µg/µl, 33.3 µg/µl ve 40 µg/µl olacak 

Ģekilde ilaç ve polimerler bir araya getirilerek 5 dakika vorteks yapıldı.  37 

°C‟de çalkalayıcı etüvde 24 saat karanlıkta inkübasyona bırakıldı.  24 saat 

sonunda 13.000 rpm‟de 5 dakika santrifüj yapılan örneklerde süpernatantın 

absorbansı alındı [42].   

 

 

2.2.5.4 Cisplatin™ ile Yüklenme 

 

Nanoparçacıkların ilaçla yüklenmesi için 3 farklı teknik kullanılmıĢtır.   

 

2.2.5.4.a Ġnkübasyon ile Yükleme  

 

PMMA ve SP-PMMA nanoparçacıkları ve ilaç 15 dakika 37 °C‟de 

ısıtıldıktan sonra son ilaç konsantrasyonları 0.25 µg/µl, 0.45 µg/µl ve 0.49 

µg/µl olacak Ģekilde ilaç ve polimerler bir araya getirilerek 5 dakika vorteks 

yapıldı. 37 °C‟de çalkalayıcı etüvde 24 saat karanlıkta inkübasyona bırakıldı. 
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24 saat sonunda 13.000 rpm‟de 5 dakika santrifüj yapılan örneklerde 

süpernatantın absorbansı alındı [42].   

 

 

2.2.5.4.b Ġmmobilizasyon Tekniği ile Yükleme 

 

3 ml PMMA ve 3 ml SP-PMMA 13.000 rpm‟de 5 dakika santrifüj 

yapıldıktan sonra pelletler 2 ml buffer A solüsyonu ve 0.5 ml karbodiimit 

solüsyonu ile çözüldü.  10 dakika sonikasyon yapıldı.  OluĢturulan polimer 

karıĢımına cisplatin solüsyonu eklendikten sonra 30 dakika sonikasyon 

yapıldı [43,44].  Sonikasyon sonrası 13.000 rpm‟de 5 dakika santrifüj yapıldı 

ve süpernatantların absorbansı alındı.   

 

 

2.2.5.4.c Hidroksilleme Tekniği ile Yükleme 

 

0.02 M 100 ml NaOH içerisinde 10 ml PMMA ve 10 ml SP-PMMA 

yatay çalkalayıcıda oda sıcaklığında 5 saat çalkalandı.  Çalkalama sonrası 

örnekler 13.000 rpm‟de santrifüj ile çöktürüldü.  Üst faz atıldı.  Pellet dH2O‟da 

çözüldü.  Tekrar çöktürüldü.  Bu yıkama iĢlemi pH nötr veya asidik olan kadar 

tekrarlandı.  Elde edilen pelletler 1x, 2x ve 3x olacak Ģekilde ilaçla birleĢtirildi.  

5 dakika vorteks yapıldıktan sonra 37 °C‟de çalkalayıcı etüvde 24 saat 

karanlıkta inkübasyona bırakıldı.  24 saat sonunda 13.000 rpm‟de 5 dakika 

santrifüj yapılan örneklerde süpernatantın absorbansı alındı. 

 

 

2.2.5.5 Kalibrasyon Eğrilerinin OluĢturulması 

 

5FU ve Cisplatin™ için yüklemelerin hesaplanmasında kullanılmak 

üzere kalibrasyon eğrileri oluĢturulmuĢtur.  Öncelikle ilaçların maksimum 

absorbans verdikleri dalga boyu tarama yapılarak belirlenmiĢtir.  Kalibrasyon 

eğrileri oluĢturulurken, önce miktarı tespit edilmek istenilen ilacın farklı 

konsantrasyonlarda standart çözeltileri hazırlandı.  Hazırlanan bu çözeltilerin 
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ölçümleri yapıldı.  Grafiksel olarak, konsantrasyonlar ve bunlara ait okuma 

değerlerinin kesiĢme noktaları birleĢtirilerek kalibrasyon eğrisi elde edildi.   

 

Son olarak yükleme sonrası elde edilen süpernatantın ölçümü yapılıp 

ölçüm değeri koordinat düzleminde iĢaretlenerek grafikle kesiĢtiği noktaya 

göre yükleme miktarı tespit edildi.   

 

 

2.2.5.6 Ġlaç Yüklemelerinin Hesaplanması 

 

Nanoparçacıklara ilaç yüklemesi yapıldıktan sonra örnekler 13.000 

rpm‟de 5 dakika santrifüj yapılır ve süpernatantların belirlenmiĢ olan 

dalgaboyunda absorbansları ölçülür.  Kalibrasyon eğrisindeki doğru 

denkleminde (y=ax+b) absorbansın yerine konulması ile hesaplama yapılır.  

Yüzde yüklenme oranı denklemi olan E=100–[( Kilaç/Ktotal )x100] kullanılarak 

yüzde yüklenme oranları bulunur.   

 

 

2.2.5.7 Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektrofotometre  

 

Nanoparçacıkların ilaçla yüklenmesinin spektrofotometrik 

belirlenmesine ek olarak, yüklenmenin gerçekleĢtiğini desteklemesi 

açısından infrared spektrofotometresi de belirleme kullanılmıĢtır.   

 

 

2.2.6 YüklenmiĢ Nanoparçacıkların Sitotoksisite ÇalıĢmaları 
 
 Hidroksilleme metodu ile yüklenmiĢ olan nanoparçacıkların biyolojik 

etkilerini belirlemek amacıyla Bölüm 2.2.4‟de belirtiği Ģekilde 24 kuyucuklu 

plakalara her kuyuya 500 µl içerisinde 125.000 hücre olacak Ģekilde plate out 

yapılmıĢtır. 24 saat inkübasyondan alınan ve yaklaĢık %30 yüklendiği 

belirlenen SP-PMMA + ilaç bileĢikleri çöktürülerek pelletleri 2 ml medyum 

içerisinde çözülmüĢtür ve hücrelere 3 farklı konsantrasyonda 48 ve 72 saat 

uygulama yapılmıĢtır.   
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2.2.7 Ġstatistiki analizler 

 
Elde edilen değerler kendi aralarında ve paralel kontrol gruplarıyla 

Minitab 14 programı kullanılarak analiz edilmiĢtir.  Varyans analizi ANOVA 

ONE WAY ANALYSĠS ile yapılmıĢtır.   
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3. BULGULAR 
 

Son yıllarda tekstil, otomotiv ve medikal gibi bir çok alanda kullanılan 

nanoteknoloji, özellikle hastalıkların tadavisinde ve yeni tedavilerin 

geliĢtirilmesi amacıyla bir çok araĢtırmada kullanılmaktadır.  Özellikle 

nanoparçacıkların kemoterapi ilaçlarının taĢınımında kullanımı kanser 

kemoterapisi için önemli yaklaĢımlardan bir tanesidir.   

 

PMMA polimeri ve SP-PMMA nanoparçaçıklarının, 5FU ve Cisplatin™ 

ile yüklenmesi ve biyouyumluluğunun belirlenmesi amacıyla yapılan 

çalıĢmamızda kısaca aĢağıdaki gibi bir yol izlenmiĢtir (ġekil 3.1).   

 

ġekil 3.1 Tezle ilgili çalıĢmalarda izlenen yolun Ģematik gösterimi. 

Tez Planı 

Sitotoksisite 
ÇalıĢmaları 

PMMA ve SP-
PMMA‟nın Ġlaçla 

Yüklenmesi 

YüklenmiĢ SP-
PMMA‟ların 
Sitotoksisite 
ÇalıĢmaları 

5FU ve Cisplatin 
Uygulamaları 

PMMA ve SP-
PMMA 

Uygulamaları 

Ġnkübasyon Tekniği 
ile Yükleme 

Immobilizasyon 
Tekniği ile 
Yükleme 

Hidroksilleme 
Tekniği ile 
Yükleme 

5FU+PMMA 
5FU+SP-PMMA 

Cisplatin+PMMA 
Cisplatin+SP-PMMA 

Cisplatin+PMMA 
Cisplatin+SP-PMMA 

 

Cisplatin+PMMA 
Cisplatin+SP-PMMA 
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3.1. 5-fluorourasil (5FU) ile Yapılan Sitotoksisite ve Ġlaçla Yükleme 
ÇalıĢmaları 
 
3.1.1. 5-fluorourasil (5FU)’nun Sitotoksik Etkileri 
 

ÇalıĢmamızda ilk olarak, 5FU kemoterapi ilacının nanopartiküllere 

yüklenmesi ve akıllı ilaç olarak dizayn edilmesi amaçlanmıĢtır. Bu nedenle 

5FU‟nun Ġnsan Hepatoma Hücre Hattı olan Hep3B hücrelerindeki sitotoksik 

etkileri belirlenmiĢtir.   

 

Hep3B hücrelerinde 6, 24 ve 48 saatlik aralıklarda 25 ng/μl, 6.25 ng/μl, 

0.25 ng/μl 5FU ilaç uygulanmıĢtır ve sitotoksik etkileri MTT testi ile 

belirlenmiĢtir (ġekil 3.2).   

 

 

 

ġekil 3.2 5FU‟nun MTT uygulaması sonrası konsantrasyona bağlı % 
inhibisyon grafikleri (6, 24 ve 48 saat için). 

 

 

5FU bileĢiğinin Hep3B hücrelerinde, 6 ve 24 saat sonucunda tüm 

konsantrasyonlarda kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında % inhibisyon 
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değerlerinde önemli bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir.  Ancak 48 saatte özellikle 

25 ng ve 6.25 ng uygulamalarında hücreler üzerinde ilaç uygulamasının 

sitotoksik etkisi görünmektedir (ġekil 3.2.).   

 

3.1.2. 5-fluorourasil (5FU) ile PMMA ve SP-PMMA Nanoparçaçıklarının 

Yüklenmesi (Ġnkübasyon Ġle Yükleme) 

 

5FU, özellikle klinikte birçok kanserin tedavisinde tamamlayıcı ilaç 

olarak kullanılıyor olması nedeniyle ilaç yüklemesi deneyleri yapılmıĢtır.  

Buna göre ilaç yüklenmesi için inkübasyon metodu kullanılmıĢtır (Bölüm 

2.2.5.4.a).  Kısaca, PMMA, SP-PMMA ve ilaç 15 dakika 37 °C‟de ısıtıldı.  

Daha sonra ilaç ve polimerler ayrı ayrı bir araya getirilerek 5 dakika vorteks 

yapıldı.  37 °C‟de çalkalayıcı etüvde 24 saat karanlıkta inkübasyona bırakıldı 

ve 24 saat sonunda 13.000 rpm‟de 5 dakika santrifüj yapılan örneklerde 

süpernatantın absorbansı alınmıĢtır [45].   

 

Absorbanslar kullanılarak yükleme hesaplamaları yapıldı (Bölüm 

2.2.5.6).  Yüklemelerin hesaplanması sırasında kullanılan kalibrasyon eğrisi 

ġekil 3.3‟de verilmiĢtir. Ancak sonuçlar yorumlandığında ilaç yüklemesinin 

gerçekleĢmediği ya da net olarak yüklemenin tespit edilemediği gözlenmiĢtir.  

Yükleme deneyleri farklı koĢullarda (pH değiĢimi, sıcaklık değiĢimi.vb) tekrar 

edildiğinde de sonucun değiĢmediği gözlenmiĢtir.  Bu nedenle yükleme 

çalıĢmalarına Cisplatin™ ile devam edilmiĢtir.   

 
 

 
ġekil 3.3 5FU‟nun 6 farklı konsantrasyonuna göre kalibrasyon eğrisi. 

(OD=327nm) 
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3.2. Cisplatin™ Sitotoksisite ve Ġlaçla Yükleme ÇalıĢmaları 

 

3.2.1. Cisplatin™ ve Nanoparçacıkların (PMMA ve SP-PMMA) Sitotoksik 

Etkileri 

 
ÇalıĢmamızın ikinci aĢamasında kemoterapide yaygın olarak 

kullanılan ve en fazla kemoterapik potansiyeli olan antikanser ilaçlarından 

Cisplatin™ kullanılmıĢtır.  Ġlk olarak Cisplatin™ ve nanoparçacıkların Hep3B 

hücre hattındaki sitotoksik etkileri belirlenmiĢtir.  Buna göre 0.25 g/l; 0.05 

g/l; 0.01 g/l Cisplatin™ uygulaması yapılmıĢtır ve 6, 24, 48 ve 72 saat 

sonunda sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlenmiĢtir.  Aynı Ģekilde Hep3B 

hücrelerinde 6, 24, 48 ve 72 saatlik aralıklarda PMMA ve SP-PMMA 

uygulaması da yapılmıĢtır.  PMMA ve SP-PMMA 250 µl, 50 µl ve 10 µl 

uygulanarak son hacimler 500 µl‟ye medyum ile tamamlanmıĢtır.  

Biyouyumlu olup olmadıkları 6, 24, 48 ve 72 saat sonunda etkileri MTT testi 

ile belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 3.4‟te Cisplatin™ uygulanmıĢ hücrelerdeki MTT sonuçlarına göre 

absorbans değerlerini gösteren grafikte görüldüğü gibi, 6 saat sonunda, 

aslında Cisplatin™‟in hücreler üzerinde proliferatif etkisi olduğu görülmüĢtür. 

(ġekil 3.4).  Ancak bu sonuçlar Cisplatin™‟in Hep3B hücreleri üzerinde toksik 

etki göstermediğini söylemek için erken bir zaman aralığıdır.  Çünkü bazı 

kemoterapi ilaçlarının, özellikle düĢük konsantrasyonlarda ve erken evrede 

kanser hücrelerinin canlılığını arttırıcı etkiye sebep olduğu belirtilmiĢtir [4].   

 

Cisplatin™‟in uygulanan tüm zaman aralıklarında kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında hücrelerde sitotoksik etki gösterdiği hem absorbans 

grafiğinde, hem de % hücre canlılığını gösteren grafiklerde görülmektedir 

(ġekil 3.5).  Cisplatin™ hücrelerde zamana ve konsantrasyona bağlı olarak 

hücre canlılığında azalmaya sebep olmuĢtur. 24 saatte en düĢük 

konsantrasyonda hücreler üzerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamlı 

değildir, ancak 0.05 µg/µl ve 0.25 µg/µl konsantrasyonlarında hücre 

canlılığını istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde azaltmıĢtır. Bu etki 48 ve 72 
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saatte devam etmektedir.  Özellikle 72 saatteki tüm konsantrasyonlarda 

hücrelerde istatistiksel olarak anlamlı bir sitotoksik etkiye sebep olduğu 

görülmüĢtür.   

 

 

 

ġekil 3.4 Cisplatin™‟in Hep3B hücrelerindeki etkilerinin gösterildiği 
zamana bağlı absorbans grafiği. (OD=550nm) (     istatistiki olarak 

anlamlı,p<0.05) 
 

 

 

ġekil 3.5 Hep3B hücreleri üzerinde Cisplatin™‟in oluĢturduğu % hücre 
canlılıklarının zamana bağlı grafiği (    .istatistiki olarak anlamlı,p<0.05) 
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ġekil 3.6‟de yükleme deneylerinde kullanacağımız PMMA polimerinin 

uygulanmıĢ hücrelerdeki MTT sonuçlarına göre absorbans değerlerini 

gösteren grafik görülmektedir. Grafikte de görüldüğü gibi PMMA uygulanan 

bütün konsantrasyonlar ve zaman aralıkları için kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında sitotoksik etkisi görülmemiĢtir. PMMA‟nın hücreler 

üzerinde 24 saatte hücre proliferasyonunu artırıcı etkisi gözlenmiĢtir.   

 

ġekil 3.7‟da SP-PMMA uygulanmıĢ hücrelerdeki MTT sonuçlarına göre 

absorbans değerlerini gösteren grafik görülmektedir.  Grafikte de görüldüğü 

gibi 6 ve 24 saat sonunda hücrelerin etkilenmediği ancak özellikle 48 ve 72 

saatte hücre canlılığında bir miktar azalma olduğu görünmektedir.  Ancak bu 

azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır.   

 

Bu sonuçlar PMMA ve SP-PMMA‟nın özellikle karaciğer kanser model 

hücre hatlarında hücreleri etkilemediği ve biyouyumlu bir materyal olduğunu 

göstermektedir.   

 

 

 

ġekil 3.6 PMMA polimerinin uygulanmıĢ hücrelerdeki MTT sonuçlarına göre 
zamana bağlı absorbans değerleri. (OD=550nm) (       istatistiki olarak 

anlamlı,p<0.05) 
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ġekil 3.7 SP- PMMA polimerinin uygulanmıĢ hücrelerdeki MTT sonuçlarına 
göre zamana bağlı absorbans değerleri. (OD=550nm) (     istatistiki olarak 

anlamlı,p<0.05) 
 

 

3.2.2. Cisplatin™ ile PMMA ve SP-PMMA Nanoparçacıklarının 

Yüklenmesi. 

 

Cisplatin™‟in nanoparçacıklarla yüklenmesi için 3 ayrı teknik 

kullanılmıĢtır. Bu yöntemlerin sonucunda yüklenmenin gerçekleĢip 

gerçekleĢmediği spektrofotometrik olarak belirlenmiĢtir (Bölüm 2.2.5.5) 

AĢağıda Cisplatin™ için kullanılan kalibrasyon eğrisi verilmiĢtir (ġekil 3.8).   

 
 

 
 

ġekil 3.8 Cisplatin™‟in 5 farklı konsantrasyonu için kalibrasyon eğrisinin 
oluĢturulması (OD=210 nm.). 
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3.2.2.1. Ġnkübasyon ile Yükleme  

 

Ġnkübasyon ile yükleme için son hacim 1 ml olacak Ģekilde 3 farklı 

deney grubu oluĢturulmuĢtur.  Buna göre ilk grupta 500 µl PMMA ve 500 µl 

Cisplatin™ (ilaç son konsantrasyon 0.25 µg/µl), ikinci grupta 100 µl PMMA ve 

900 µl Cisplatin™ (ilaç son konsantrasyon 0.45 µg/µl), son grupta ise 20 µl 

PMMA ve 980 µl Cisplatin™ (ilaç son konsantrasyon 0.49 µg/µl) inkübasyonu 

yapılmıĢtır.  Kontrol grubu olarak değerlendirilmek üzere 500 µl Cisplatin™ 

ve 500 µl dH2O kullanılmıĢtır.  Aynı deney grupları SP-PMMA içinde ayrı 

olarak düzenlenmiĢtir.   

 

Ġlk olarak PMMA ve SP-PMMA polimerler ve ilaç Bölüm  2.2.5.4.a‟de 

belirtildiği gibi yüklenmiĢtir. ve örneklerin süpernatanlarının absorbansı 

alınarak yükleme oranları tespit edilmiĢtir. (Tablo 3.1).   

 

 
Tablo 3.1 Ġnkübasyon tekniği ile yüklemiĢ PMMA ve SP-PMMA‟nın % 

yüklenme oranları 
 

Cisplatin™ 

konsantrasyonu (µg/µl) 

PMMA + Cisplatin™ 

yüklenme oranı (%) 

SP-PMMA + Cisplatin™ 

yüklenme oranı (%) 

0.25 µg/µl. -7.2 31.5 

0.45 µg/µl. 12.5 27.0 

0.49 µg/µl. 20.5 23.8 

 

 

Tablo 3.1‟de inkübasyon metodu ile yüklenmiĢ Cisplatin™-PMMA 

oranları, Cisplatin™ konsantrasyonu arttıkça yüklenmenin arttığı, SP-

PMMA‟da ise konsantrasyon arttıkça yüklenmenin azaldığı görülmektedir.  

Bu nedenle ilaç gerçekten PMMA ve SP PMMA üzerinde adsorbe olduğunu 

yada santrüfüj sırasında dibe polimerle birlikte çöküp çökmediğini anlamak 

amacıyla yüklenme sonrası pelletin dH2O ile yıkanarak her basamakta 

çöktürme sonrası süpernatantın absorbansları alınmıĢtır.  Buna göre 
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yıkamalar sonunda alınan absorbanslar arasındaki farklılıklar aĢağıda 

verilmiĢtir (Tablo 3.2).  Yıkamalar sonunda pellet ilk olarak 80 oC‟de 

kurutularak 1:1 oranında kloroform:dH2O içinde çözüldü.  Bir süre pipetaj 

yapılarak pelletin çözünmesi sağlandı.  Ġki faz oluĢtuktan sonra, altta kalan 

faz ilacın içinde çözündüğü faz olduğu için spektrofotometrede absorbansı 

alındı.  Kloroform fazında ise nanoparçacıkların çözündüğü gözlendi.  

Buradaki amaç, yüklenmiĢ olduğunu düĢündüğümüz ilacın yıkamalar 

sırasında ayrılarak gerçekten yükleme olup olmadığının belirlenmesidir.  

Ayrıca nanoparçacıkların yüzeyine adsorbe olmayıp, parçacıkların içine 

girmiĢ olabilecek muhtemel Cisplatin™‟in ayrılması ve tespit edilmesidir.  

Ancak alt fazın absorbansını almak özellikle üst fazdaki nanoparçacıkların 

ortamı bulanık hale getirmesi nedeniyle mümkün olmamıĢtır.  Bu nedenle 

yükleme için alternatif metotlar denenmiĢtir.   

 

 

Tablo 3.2 Yıkamalar sonunda süpernatanttan alınan absorbanslar  
(OD= 210 nm). 

 
  0.25 µg/µl. 0.45 µg/µl. 0.49 µg/µl. 

Yıkama 
öncesi 

PMMA 1.992 2.216 2.229 

 SP-PMMA 1.942 2.180 2.183 

1.yıkama PMMA 0.173 0.214 0.167 

 SP-PMMA 0.369 0.558 1.141 

2.yıkama PMMA 0.034 0.04 0.024 

 SP-PMMA 0.433 0.164 0.118 

3.yıkama PMMA 0.027 0.029 0.026 

 SP-PMMA 0.519 0.152 0.082 

4.yıkama PMMA 0.018 0.003 0.084 

 SP-PMMA 0.546 0.089 0.036 

 
 
3.2.2.2. Ġmmobilizasyon Tekniği ile Yükleme  

 

Ġmmobilizasyon tekniğine göre yükleme Chen ve arkadaĢları 

tarafından belirlenen protokole göre yapılmıĢtır [43]. Detaylı protokol, Bölüm 

2.2.5.4.b‟de belirtildiği gibi yapılmıĢtır.  Sonikasyon sonrası yapılan santrüfüj 

iĢleminden sonra süpernatantların absorbansı alındı.  ĠĢlem iki ayrı bağımsız 
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deneyle yapıldı. Yalnız iĢlem sırasında kullanılan buffer sistemleri ve özellikle 

immobilizasyonda kullanılan Karbodimit‟in aynı absorbansda verdiği değeri 

kontrol etmek için kontrol gruplarımız detaylı bir Ģekilde analiz edilmiĢtir 

(Tablo 3.3).  Karbodimit içeren çözeltinin referans olarak alındığı durumda, 

Cisplatin™‟in maksimum absorbans verdiği dalga boyunda Cisplatin™ 

absorbans değerinin beklenilenden daha yüksek olduğu gözlenmiĢtir.  Bu 

duruma karbodiimitin de aynı dalga boyunda absorbans veriyor olması sebep 

olmaktadır (Tablo 3.4).  Bu sonuçlara göre, Cisplatin™‟in nanoparçacıklara 

yüklenip yüklenmediği konusunda net bir yorum yapmamız mümkün değildir.   

 

 

Tablo 3.3 Ġmmobilizasyon tekniği ile yapılan yüklemelerin absorbans 
değerleri ( OD= 210 nm.) 

 

Yükleme PMMA Absorbans SP-PMMA Absorbans  

1. yükleme 2.34 2.35 

2. yükleme 2.28 2.28 

 
 

Tablo 3.4 Ġmmobilizasyon tekniği ile yapılan kontrol yüklemelerinin 
absorbans değerleri ( OD= 210 nm.) 

 

Kontrol Yükleme Sonuçları 
PMMA 

absorbans 

SP-PMMA 

absorbans 

PMMA + Buffer A 0.06 0.37 

PMMA + Buffer A + Karbodiimit 2.35 2.46 

PMMA + Buffer A + Karbodiimit + Cisplatin™ 2.28 2.28 

*Kör olarak Buffer A kullanılmıĢtır.  

 

 

 

 

 



43 

 

3.2.2.3 Hidroksilleme ile Yükleme  

 

Hidroksilleme metodu ile nanoparçacıkların yüzeyindeki hidroksil 

gruplarının sayısı artırılarak Cisplatin™ için daha fazla bağlanma yüzeyinin 

oluĢturulması amaçlanmıĢtır.[41,46]  Bu metot da bölüm 2.2.5.4.c‟de 

belirtildiği gibi yapılmıĢtır. Pellet, pH nötr veya asidik olana kadar dH2O ile 

yıkanmıĢtır.  Ortalama pellet ağırlığı 0.12-0.13g olacak Ģekilde pelletler 

üzerine 250 µl (1X), 500 µl (2X) ve 750 µl (3X) Cisplatin™ ve kontrol grubu 

olarak dH2O ilave edildi. 5 dakika vorteks yapıldıktan sonra 37 °C‟de 

çalkalayıcı etüvde 24 saat karanlıkta inkübasyona bırakıldı.  24 saat sonunda 

13.000 rpm‟de 5 dakika santrifüj yapılan örneklerde süpernatantın 

absorbansı alınarak yüklenme oranları hesaplandı.  Aynı deney grupları SP-

PMMA içinde ayrı olarak düzenlenmiĢtir (Tablo 3.5).   

 
 

Tablo 3.5 Hidroksilleme tekniği ile elde edilen % yükleme oranları. 
Yüklemeler dört defa tekrarlanmıĢtır. 

 

Cisplatin™ 

konsantrasyonu 

 PMMA + 

Cisplatin™ 

yüklenme oranı(%) 

SP-PMMA + 

Cisplatin™ 

yüklenme oranı(%) 

250 µl Cisplatin™ 

(0.5 mg/ml) 

1.Tekrar 25 30 

2.Tekrar 22 20 

3.Tekrar 20 30 

4.Tekrar 28 40 

500 µl Cisplatin™ 

(0.5 mg/ml) 

1.Tekrar 26 30 

2.Tekrar 22 20 

3.Tekrar 20 30 

4.Tekrar 22 40 

750 µl Cisplatin™ 

(0.5 mg/ml) 

1.Tekrar 27 31 

2.Tekrar 18 22 

3.Tekrar 20 40 

4.Tekrar 20 26 
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Sonuç olarak, hem PMMA hem de SP-PMMA için yaklaĢık olarak %30 

yükleme tespit edilmiĢtir (ġekil 3.9 ve ġekil 3.10).  Kullanılan üç farklı 

konsantrasyonun yükleme oranına istatistiksel olarak etkisi olmadığı 

görülmüĢtür.  Bunun nedeni muhtemelen polimerin yüklenme açısından 

doygunluğa ulaĢmıĢ olabileceğidir.  Ayrıca yüklenme oranlarından kesin 

olarak emin olmak için IR spektrofotometre çalıĢmaları yapılmıĢtır 

 

 

 

ġekil 3.9 Cisplatin™‟in üç farklı hacimde (µl) PMMA latekse bağlanma 
% oranlarının grafiği.   

 

 

 

 

ġekil 3.10 Cisplatin™‟in üç farklı hacimde (µl) SP-PMMA latekse 
bağlanma % oranlarının grafiği.   
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3.2.3. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) 

Spektrofotometre Sonuçları 

 

Hidroliz sonucu oluĢan hidroksil gruplarının etkisiyle geniĢlemiĢ 3400-

3600 cm-1 aralığındaki band Cisplatin™‟in yüklenmesiyle hafifçe daralmıĢ ve 

Ģiddetini arttırmıĢtır.  Bunun nedeni Cisplatin™‟deki 3300-3500 cm-1 

aralığında pik veren amin grupları olmalıdır (ġekil 3.11).  Böylece 

Cisplatin™‟in latekse kimyasal olarak bağlandığı FT-IR spektrumu ile 

gösterilmiĢtir.   

 

 

 

ġekil 3.11 FT-IR Spektorofotometrisinde Cisplatin™ yüklemesinin 
gösterilmesi.   

 
 
3.3 YüklenmiĢ Nanoparçacıkların Sitotoksisite ÇalıĢmaları 
 

Cisplatin™ ile yüklenmiĢ nanoparçacıkların hücreler üzerindeki 

etkilerinin belirlenmesi amacıyla Bölüm 2.2.6‟da belirtilen Ģekilde Hep3B 

hücrelerine uygulama yapılmıĢtır. Kısaca 24 kuyucuklu plakada büyümekte 

olan hücrelere pozitif kontrol olarak 3 farklı konsantrasyonda Cisplatin™ ve 

yine nanoparçacığın etkisini görmek amacıyla kontrol grubu olarak 3 farklı 

konsantrasyonda SP-PMMA uygulaması yapılmıĢtır. YüklenmiĢ 
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nanoparçacıklar çöktürme sonrası 2 ml medyum içinde çözülerek benzer 

Ģekilde 3 farklı konsantrasyonda hücrelere uygulanmıĢtır ve MTT testi ile 

sitotoksik etkileri belirlenmiĢtir (ġekil 3.12).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.12 Cisplatin™ ile yüklenmiĢ SP-PMMA nanoparçacıklarının 
konsantrasyona bağlı absorbans grafiği. (OD= 550nm) 

 
 

Sonuç olarak, Cisplatin™ hücrelerde hem 48 saat hem de 72 saatte 

sitotoksik etkisini göstermiĢtir. SP-PMMA ise kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında hücrelerde 48 ve 72 saatte proliferatif etki göstermektedir. 

Cisplatin™ ile yüklenmiĢ SP-PMMA 48 saatte hücreler üzerinde kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında etkili görünmemektedir. Ancak 72 saatte 

hücrelerde sitotoksik etkiye sebep olmuĢtur.  
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4.SONUÇ VE TARTIġMA 

 

Kanser normal hücrelerin çoğalması, olgunlaĢması ve diğer 

fonksiyonlarındaki bütünlüğün kaybolması ile karakterize edilir.  Dünyada her 

yıl yaklaĢık 12 milyon kiĢi kansere yakalanıyor ve yaklaĢık 7.6 milyon kiĢi 

kanserden yaĢamını yitiriyor.  Kanser, sadece tek bir hastalık olmayıp, ortak 

özelliklere sahip 200‟den fazla hastalık için kullanılan genel bir terimdir.   

 

Her hastalıkta olduğu gibi kanser tedavisinde birçok tedavi yaklaĢımı 

bulunmaktadır.  Ancak kansere karĢı en önemli tedavi bağıĢıklık sisteminin 

güçlendirilmesidir.  Ayrıca kanserin erken tanısı da tedavide baĢarıyı 

etkileyen diğer önemli faktördür.  Günümüzde kanser tedavisinde kullanılan 

en etkili yöntemlerden kemoterapi, hem tek baĢına hem de diğer tedavi 

yöntemleri ile kombine olarak kullanılabilmektedir.  Kemoterapide amaç, 

normal hücrelere göre daha hızlı çoğalan hücreleri tahrip etmektir.  Bunun 

için kullanılan çok sayıda kemoterapi ilacı bulunmaktadır.  Kanser 

tedavisinde kullanılan kemoterapi ilaçlarının ortak özelliği kanser hücresi ve 

normal hücreler arasında ayırım yapmaksızın hızla büyüyüp çoğalan 

hücrelere zarar vermeleridir.  Vücudumuzdaki diğer hızlı bölünme 

yeteneğindeki hücreler de bu nedenle kemoterapiden etkilenmektedir.  

HedeflendirilmiĢ ilaç taĢıma sistemleri ile özellikle bu yan etkilerin ortadan 

kaldırılması ve ilaçların düĢük seçicilik özelliklerinin arttırılması 

amaçlanmaktadır.  Özellikle bir polimer-ilaç konjugasyonunun ilaçların yan 

etki sorunlarını ortadan kaldırarak daha uzun süreli aktivite oluĢumuna sebep 

olabileceği düĢünülmektedir [47].  Ġlaç yüklü mikrosferlerin geliĢtirilmesinin 

genellikle bu istenmeyen yan etkilerin ortadan kaldırılmasında ve aktivite 

süresinin uzatılmasında faydalı olacağına inanılmaktadır.   
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Bu amaçla pek çok polimer sistemine ilaçların yüklenmesi ile 

çalıĢmalar son yıllarda hız kazanmıĢtır.  Bu nedenle ilaçlar farklı polimerlere 

farklı tekniklerle yüklenmekte, ilaç salınımı düzeyi kontrol edilmektedir.  Bu 

stratejideki diğer bir sorun da nanoparçacıkla yüklenmiĢ hedefe spesifik 

ilaçların, vücüda verildiği zaman diğer kan serum proteinleri ve hücrelere 

etkileĢimleridir: BağıĢıklık sistem de hedefe odaklı bu ilaçların diğer bir 

sorunudur.  Bu tip sorunları çözmek için kemoterapik ilaçlar farklı polimerlere 

yüklenmektedir.  Örneğin: kendiliğinden birleĢen nanoparçacıkların ilaç 

yüklenmesinde kullanılmasıyla ilgili literatürde çalıĢmalar vardır.  Bu 

nanoparçacıklar hidrofobik çekirdek bölümü ve hidrofilik gruplar içeren dıĢ 

kabuğa sahiptir.  Kendiğinden birleĢen nanoparçacıkların ampifilik yapılarının 

ilaç taĢınımında özellikle suda çözünmeyen yapıdaki ilaçlar için 

kullanıldıklarında önemli avantajlar sağlayacağı düĢünülmektedir.  Çünkü 

hidrofobik yapıdaki iç çekirdek ilaç bağlanma bölgesini oluĢtururken, hidrofilik 

yapıdaki dıĢ kabuk, makrofajlar ve plazma proteinleri gibi biyolojik yapıların 

saldırısından nanoparçacığı korumaktadır [48].  1µm‟den daha küçük 

boyutlardaki ilaç yüklü polimerik parçacıklar, yüklenmiĢ olan ilacın salınımını 

sağlamaları, küçük boyutlarda olmaları ve yüksek yüzey hacmine sahip 

olmalarından dolayı kullanılmıĢlardır.  Bizim çalıĢmamızda da seçtiğimiz 

nanoparçacıkların küçük boyutlarda olmaları, yüksek yüzey hacmine sahip 

olmaları ve manyetik özellikleri nedeniyle, ilacın hedefe yönlendirilmesinde 

avantaj sağlayacağı muhakkatır.   

 

Manyetik nanoparçacıkların tanı ve tedavide özellikle tıp alanında 

oldukça geniĢ uygulamaları vardır.  Manyetik alan manyetik süper 

paramanyetik nanoparçacıkları, hedef organ ve dokuya yönelmesini 

sağlamaktadır. Fakat nanoparçacıklara özellikle kemoterapi ilacı 

yüklenmesiyle ilgili oldukça sınırlı çalıĢma vardır.  Kumar ve arkadaĢları 

tarafından farklı moleküller manyetik nanoparçacıklarla farelere verilmiĢ ve 

fareler üzerinde yaptıkları deneyde manyetik alanla bu parçacıkların 

yönlendirilebildiği bulunmuĢtur [31].  Ġlaç yükleme deneylerinde, polimer 

olarak farklı polimerler kullanılmasına rağmen, bunlar arasında 

biyouyumluluğu yüksek olması nedeniyle Chitosan çok kullanılmıĢtır.  Bizim 
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çalıĢmamızda da biyouyumlu olduğu bilinen PMMA polimeri kullanılmıĢtır.  

Polimetilmetakrilat (PMMA) ortodonti ve ortopedide protezlerde sıklıkla 

kullanılan bir polimerdir.  Bu polimerlerin konakçı dokulara uyumunu 

belirlemek için in vivo ve in vitro‟da birçok biyouyumluluk testi yapılmıĢtır.  Bu 

özelliklerin bir kısmı, hücre kültürü çalıĢmalarında in vitro olarak çalıĢılmıĢtır 

[27].  PMMA‟lar Amerikan Yiyecek ve Ġlaç Denetleme Kurumu (Food and 

Drug Administration) tarafından birçok biyomedikal malzemede kullanımı 

kabul görmüĢ polimerlerdir [49].  ÇeĢitli PMMA formları ticari olarak da satın 

alınabilmektedir [26].  Bu çalıĢmada, Yrd. Doç. Dr. Taner TANRISEVER ve 

Prof. Dr. Hakan KÖÇKAR tarafından yönetilen Yrd. Doç. Dr. Seda CAN 

BEYAZ tarafından doktora çalıĢmaları sırasında sentezlenmiĢ PMMA ve SP-

PMMA nanoparçacıkları kullanılmıĢtır.  Parçacıkların kimyasal, yapısal, 

fiziksel ve manyetik karekterizasyonu aynı ekip tarafından yapılmıĢtır.  Bu 

manyetik nanoparçacıklara özellikle kemoterapi ilaçlarının yüklenmesi 

planlanmıĢtır.  Öncelikle PMMA ve SP-PMMA‟nın in vitro sitotoksik etkileri 

araĢtırılmıĢtır [41].  Bu amaçla karaciğer kanser hücre hattı Hep3B hücreleri 

kullanılmıĢtır.  Sentezlenen ve hem fiziksel hem de kimyasal 

karekterizasyonları yapılan bu nanoparçacıklardan özellikle SP-PMMA ile 

yapılan bu çalıĢmalar konu ile ilgili ilk veriler niteliğindedir.  Çünkü SP-

PMMA‟nın bir biyolojik sistem üzerinde etkileri hakkında literatürde herhangi 

bir bilgi bulunmamaktadır.  Nanoparçaçıklar ile aynı zamanda kemoterapide 

yaygın olarak kullanılan Cisplatin™ ve 5FU ilaçlarının da karaciğer kanser 

modelinde (Hep3B) sitotoksik etkileri belirlenmiĢtir.  

 

Kullanılan nanoparçacıkların ve Cisplatin™‟in hücreler üzerindeki 

toksik etkisi MTT testi ile belirlenmiĢtir.  Bu metot canlı hücrelerin sarı 

tetrazolium tuzu olan MTT‟yi suda çözünmeyen koyu mavi formazan 

kristallerine dönüĢtürmesi esasına dayanmaktadır.  Yalnızca metabolik olarak 

aktif yani canlı hücreler tarafından formazan kristalleri haline dönüĢtürülebilen 

tetrazolium tuzları kullanarak canlı hücrelerin belirlenmesini sağlayan etkili bir 

yöntemdir.  Buna göre Cisplatin™‟in uygulanan tüm zaman aralıklarında ve 

özellikle 0.25 μg/μl ve 0.05 μg/μl konsantrasyonlarında kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında hücrelerde istatistiksel olarak anlamlı sitotoksik etkisi 
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görülmektedir.  Cisplatin™ hücrelerde zamana ve konsantrasyona bağlı 

olarak hücre canlılığında azalmaya sebep olmuĢtur.   

 

PMMA ve SP-PMMA ise uygulanan bütün konsantrasyonlar ve zaman 

aralıkları için kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında sitotoksik etkilerinin 

olmadığı görülmüĢtür.  Yalnızca SP-PMMA uygulanan hücrelerde 48 ve 72 

saatte hücre canlılığında bir miktar azalma olduğu belirlenmiĢ olsa da bu 

azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır.  PMMA‟nın hücreler 

üzerinde 24 saatte hücre proliferasyonunu artırıcı etkisi gözlenmiĢtir.  

 

ÇalıĢmanın ikinci basamağında ise, hücreler üzerinde sitotoksik etkisi 

bulunmayan, biyouyumlu PMMA ve SP-PMMA nanoparçacıklarına ilaç 

yükleme çalıĢmaları yapılmıĢtır.  Bu çalıĢmalar sırasında farklı teknikler 

kullanılmıĢtır [43].  Bu teknikler içerisinde hidroksilleme metodunun daha 

sonradan ilaç yüklemesinin belirlenmesinde daha kullanıĢlı bir teknik olduğu 

tespit edilmiĢtir. Hidroksilleme ile yapılan yüklemede %30 oranında baĢarı 

sağlanmıĢtır. Kullanılan farklı polimer ve ilaçların fiziksel ve kimyasal 

özelliklerine uygun olarak yapılan çeĢitli çalıĢmalar bulunmaktadır. Liang ve 

arkadaĢları 5FU ile yapılan çalıĢmada, hidrojel nanoparçacıklar olan PA, 

PA/SDM1 ve PA/SDM2‟leri kullanmıĢlar ve bu polimerlerin hidrofobik 

domainlerinden yararlanarak 5FU‟yu polimerlere sırasıyla %30.8, %21.4 ve 

%26.6 oranında yüklemeyi baĢarmıĢlardır [48]. Koppolu ve arkadaĢları 

tarafından yapılan çalıĢmada çok katmanlı nanoparçacıklar olan PNIPAAm 

ve PLGA‟ya yüklenmek üzere BSA ve Curcumin model ilaç olarak 

kullanılmıĢtır. Yüklenme oranları; BSA‟nın PNIPAAm‟ye yüklenmesi için %65, 

Curcumin‟in PLGA‟ya yüklenmesi için %49.5 olarak tespit edilmiĢtir [29]. 

Adsorbsiyon metodu kullanılarak yapılan diğer bir çalıĢmada ise 

poli(akrilamid-co-metilmetakrilat) polimerinin 5FU ile yüklenmesi yapılmıĢ ve 

5FU miktarı arttıkça yüklenme oranı da %69 oranında %79 oranına kadar 

yükselmiĢtir [17]. 
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Yüklenen ilaçların sitotoksisite çalıĢmalarında; Cisplatin™ ile 

yüklenmiĢ nanoparçacıkların özellikle 72 saatte hücrelerde etkili olduğu 

gözlenmiĢtir.  SP-PMMA, tek baĢına hücrelerde proliferatif etki gösterirken, 

Cisplatin™‟le yüklenmiĢ SP-PMMA, hücrelerde belirgin bir Ģekilde azalmaya 

neden olmuĢtur.   

 

Cisplatin™ ile ilgili olarak literatür taraması yapıldığında bazı 

çalıĢmalara rastlanmaktadır.  Cisplatin™‟in kimyasal olarak polimer–metal 

kompleksi oluĢturmak üzere polimerlerle konjuge edildiği ilk çalıĢmada, 

Kataoka ve arkadaĢları tarafından Cisplatin™ ve poly(ethylene glycol)–

poly(aspartic acid) blok kopolimerleri arasında bir bağlanma gösterilmiĢtir 

[50].  Sonraki çalıĢmalar ise bu komplekslerin antikanser etkilerini in vivo 

olarak belirlenmesini kapsamaktadır.  Ancak Cisplatin™‟in polimer ile 

bağlanmıĢ durumda iken sitotoksik etkisinin olmadığı, ilacın polimerden 

salınımından sonra etkili olduğu gözlenmiĢtir.   

 

Cisplatinin polimerik implantlara yüklenmesi sonucunda sistemik 

toksisitesinin düĢtüğü ve aktivitesinin arttığı gözlenmiĢtir.  Bu polimerik 

sistemde yapıtaĢları olarak poli(akrilik asit) ve MMA (metilmetakrilat) 

kullanılmıĢtır.  Akrilik polimerler farelerde deri altı implantı olarak 24 günlük 

zaman diliminde uygulandıklarında yüksek in vivo tolerans göstermiĢlerdir.  

Biyoadezif özelliği ile poli(akrilik asit) bir çok farklı taĢıma sistemi için iyi bir 

adaydır.  Daha önemlisi, poli (akrilik asit)‟te bulunan karboksilik gruplar birçok 

ilaçta bulunan gruplarla bağ yapabilmektedir [19].  Cisplatin, iyonik çekirdekli 

misellere de çekirdeklerde bulunan karboksilli gruplarla kompleks oluĢturarak 

yüklenmiĢtir, fakat ampifilik polimerlerin kullanıldığı bir cisplatin taĢıma 

sistemi bulunmamaktadır [51-53].  [51,52,53].   

  

Sonuç olarak bu çalıĢma, literatürde sınırlı bilgi bulunan SP-PMMA‟nın 

bir biyolojik sistem üzerindeki biyouyumlu etkileri hakkında ilk verileri 

sağlamaktadır.  Ayrıca çalıĢmamız sonucunda  kanser kemoterapisinde 

yaygın olarak kullanılan Cisplatin™‟in daha önce kullanılmamıĢ bir yöntem 
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olan hidroksilleme tekniği ile SP-PMMA‟ya yüklenmesi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

YüklenmiĢ nanoparçacıkların, hücreler üzerindeki toksik etkileri hakkında da 

ilk bilgileri elde etmemizi sağlamıĢtır.  Bu çalıĢma sonucu elde edilen bilgiler, 

ilaç salınımı ve hedefe spesifik olarak ilacın yönlendirilmesi ile ilgili 

çalıĢmalara ıĢık tutacak niteliktedir.   
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