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OZET

PMMA KAPLANMIS SUPERPARAMANYETIK NANOPARGACIKLARIN
KEMOTERAPI ILAGLARI ILE YOKLENMESI VE INSAN KARACIGER
HUCRELERI (Hep3B) UZERINDE ETKILERININ BELIRLENMESI

Ayse Tugsen AYDEMIR

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Danigsmanlari: Dog. Dr. Feray KOCKAR,
Yrd. Dog. Dr. Hatice YILDIRIM)

Balikesir, 2011

Kanser insan saghdi icin daima o6nemli bir tehdit olusturmustur.
Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ajanlar normal hicrelere de zarar
verebilmektedir. GUnimuzde en fazla dikkati ¢eken alan nanoteknolojik
yontemlerle kemoterapik ilaglarin tasinmasi ve yan etkilerinin azaltiimasidir.
Nanoteknoloji yontemleri ile nanopargaciklar kullanilarak ilaglarin veya
proteinlerin kararliliklarinda artis saglanmakla birlikte, hedef bodlgede
kontrolll ilag salinimi da amaglanmaktadir.

Bu calismada, Super Paramanyetik Polimetilmetakrilat (PMMA)
lateksin potansiyel ila¢ tasima sistemi olarak kullanilabilirligi arastiriimistir.
Galismamizin  konusunu olusturan, Polimetilmetakrilat (PMMA) lateksin
sentezi sirasinda Superparamanyetik parcaciklar eklenmis ve yapisal ve
manyetik karakterizasyonlari yapiimis olan SP-PMMA nanapargaciklara
model ilag olarak Cisplatin™ yiklenmistir. YUklenen ilag etkinligi
spektroskobik ve yapisal FT-IR analizi ile belirlenmigtir.

SP-PMMA, Cisplatin™ ile d¢ farkli metotla yUklenmigtir. Bunlar
arasinda, hidroksilleme ile yapilan ylklemede vyaklasik %30 oraninda
yuklenme tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan PMMA ve SP-PMMA
ve Cisplatin™ ayri  ayri HEP3B  hicreleri Uzerine etkisi farkh
konsantrasyonlarda ve zaman araliklarinda yapiimigtir. PMMA ve SP-PMMA
nin biyouyumlu oldugu tespit edilmistir. Hisroksilleme metodu ile Cisplatin™
yuklemis SP-PMMA’nin insan hepatoma hicre hattt olan Hep3B
hiicrelerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. ilag yikli SP-PMMA’nin
da kontrol olarak segilen Cisplatin™ uygulamasina gore doza bagimli olarak
sitotoksisite goOsterdigi ve 72 saatlik zaman diliminde daha fazla
sitotoksisiteye neden oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: superparamanyetik lateks, Hep3B hucre hatti, ilag
yuklenmesi, MTT teknigi.



ABSTRACT

LOADING OF SUPERPARAMAGNETIC PMMA (SP-PMMA) LATEXES BY
CHEMOTHERAPIC DRUGS AND DETERMINATION OF THE CYTOTOXIC
EFFECTS ON HUMAN HEPATOMA CELL LINES (Hep3B)

Ayse Tugsen AYDEMIR
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(Master Thesis / Supervisors: Associate.Prof.Dr. Feray Kogkar,
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™ |oaded 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. GIRIS

1.1 Kanser

GuUnumuzun en onemli saglik sorunlarindan biri olan kanser vucut
hucrelerinin kontrolsuz bir sekilde Uremesi ve ¢cogu zaman komsu dokulari
isgal etmesi sonucu olusur. Kanser, dinyada bilinen 6lim nedenlerinin ilk
siralarinda yer almaktadir.  Gunumuzde, insanlarin beste biri kanser
ylziinden hayatini kaybetmektedir [1]. Ulkemizde 1970’li yillarda sebebi
bilinen Olumler arasinda 4. sirada yer alan kanser, son yillarda

kardiyovaskuler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya yukselmistir.

Kanser, sadece tek bir hastalik olmayip, ortak 6zelliklere sahip 200’den
fazla hastalik icin kullanilan genel bir terimdir. Kanser, hicresel kontroliin ve
normal gelisim mekanizmasinin azalmasi veya tamamen kaybolmasi ile

karakterizedir [2].

Kanser, bir hucrede surekli meydana gelen molekuler degisimlerin
birikimi sonucu olusur. Proto-onkogenler ve tUmor baskilayici genlerde
meydana gelen degdisimler kanserin olusumunda buUyuk rol oynarlar.
Gegctigimiz yillarda, ¢ok sayida proto-onkogen ve tumor baskilayici gen
bulunmustur. Oldukca fazla sayida gen kesfedilmis olmasina ragmen halen
kanserojen Ozellikte veya tumor baskilayici aktiviteye sahip genler

kesfedilmeye caligiimaktadir [3].

Teorik olarak ¢ekirdegi olan her hicre ¢cogalabilme kabiliyetinde ise de
vicudumuzdaki hucreler ¢ogalma o6zelliklerinden dolayr U¢ ana gruba
ayrilirlar. Birincisi; kok hucreler, kemik iligi ve gastrointestinal sistemin epitel
hicreleri gibi surekli ama kontrolli bir sekilde kendini yenileyen hucreler,

ikincisi; karaciger, periferal lenfosit ve makrofajlar gibi uyarildigi zaman



¢ogalan hucreler, son grup ise; sinir sistemi ve goézun bazi hucrelerinde

oldugu gibi yasam boyu bir kez cogalan hucrelerdir [4,5].

Kanser hucreleri kaynaklandiklari normal hucrelere gore daha kisa
zamanda 6lmelerine ragmen yeni hucre olusumu o kadar hizhidir ki, sonugta
hucreler devaml birikir. Bu dengesizlik (agirt hicre birikimi), hem kanser
hicrelerindeki genetik anormalliklerden hem de organizmanin bu hucreleri

tanimada ve yok etmedeki basarisizligindan dolayidir [6]

Kanser hucreleri, gok hlcreli organizmalarda olusturulmus ve yerlesmis
olan tum hucresel davraniglarin en temel kurallarini yikarlar ve bu kurallar
yikabilmek icin her tarli imkandan faydalanirlar. Kanser hucrelerinin iki
kalitsal Ozelligi bulunmaktadir: (1) Kanser hucreleri hicre blyume ve
boélinmesindeki normal baskilanmaya kargi koyar ve urerler. (2) Kanser
hicreleri diger hucreler igin ayrilmig olan bdlgeleri isgal eder ve bu

bdlgelerde kolonilesirler [1].

Hucre biyolojisi alaninda birgok temel arastirma kanserle micadeleye
fayda saglamistir. Proteinlerin fonksiyonlarindaki anormallikler kontrolstiz
buyumeye, bolinmede artisa, hucre olumlerinde azalmaya veya kanser
hlcrelerinin bagska anormal 06zelliklerine neden olacagindan, birgok yeni
protein kesfedilmistir. Bunlarin arasinda, DNA tamirinde, hucresel
sinyallerde, hucre dongusunde ve hicre buyumesinde, apoptosiste ve doku

olusumunda gorev alan proteinler bulunmaktadir [1].

Kanserin teshisi yalnizca ne tip bir timor olusturduguyla dedil ayni
zamanda yayillma sekli ve tedaviye gosterdigi hassasiyetle de belirlenir.
Tumor hucreleri sadece cevrelerindeki dokulara yayilmazlar ayni zamanda
lenf sistemi ve kan dolasimi yoluyla vicudun diger boélgelerine de yayilarak
“‘metaztas” yapabilmektedirler. Normal hicre kontrol mekanizmasi zarar
gorur yada tamamen bozulur. Kanser hicrelerinin mikroskobik olarak
yayllmalarindan dolayi, cerrahi olarak timorun vucuttan uzaklastiriimasi, her

zaman basarili sonu¢ vermemektedir. Malign tUmorler genelde sekil olarak
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tam tanimlanmamis sinirlara sahiptirler.  Mikroskobik yayillma, dokuda
hastaliktan etkilenmemis goziuken bdlgenin de gevrelenmesi ile sonlanir. Her
ne kadar patolojik incelenmesi sonucu malign tumorun varhgi tespit edilip,
vucuttan uzaklagtirilsa da, kalan tek bir hucre bile yeniden kanser
olusabilmekte ve muhtemelen yeniden yayilabilmektedir. Genellikle, kanser
ne kadar erken teshis edilirse, metaztas olusturma riski o kadar azalir ve

hastaligin ilerleyisi hastanin lehine gelisir [2].

Dunyada her yil 12 milyon Kigiye kanser tanisi konuyor ve 7.6 milyon
kisi kanserden yasamini yitiriyor. Onlem alinmazsa diinya genelinde 2030'da
26 milyon yeni kanser vakasina ve 17 milyon 6liume ulasilacagi tahmin

ediliyor.

2004 yilinda yayinlanan istatistiklere gore Turkiye'de sebebi bilinen
O0lum nedenleri arasinda kanser 2000 yilinda %13.6 ile 2003 yilinda ise

%12.9 ile ikinci sirada yer almistir (Tablo 1.1).

Cinsiyete gore degerlendirildiginde, 2000 yilinda kadinlarda %24.96 ile
en fazla gorulen kanser turt meme kanseridir (Tablo 1.2). Erkeklerde ise,

%26.96 ile akciger kanseri birinci sirada yer almaktadir (Tablo 1.3).

Yas gruplarina gore degerlendirildiginde kansere yakalanma orani
kadin ve erkeklerde 6zellikle 45’li yaslardan sonra artis gostermektedir (Tablo
1.4).



Tablo 1.1 Turkiye'de yillara gore 6lim nedenleri (1999-2003) [7].

2000 2003
Oliim Nedenleri Sayi Yiizde Say1  Yiizde
Dolasim Sistemi Hastaliklari 78.666 45.1 89.077 48.3
Kanserler 23.681 13.6 23.775 12.9
lyi Tanimlanmayan Haller 17.025 9.8 17.815 9.7
Perinatal Mortalite 7.336 4.2 6.433 3.5
Enfeksiyon Hastaliklari 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 15
Endokrin Hastaliklar 3.757 2.2 2.389 1.3
Sindirim Sistemi Hastaliklari 2.877 1.7 2.163 1.2
intihar ve Benzeri Durumlar 1.574 0.9 1.863 1.0
Solunum Sistemi Hastaliklar 2.754 1.6 1.642 0.9
Dis Sebepler 464 0.3 544 0.3
Sinir Sistemi Hastaliklari 349 0.2 178 0.1
Hemopoetik Sistem Hastaliklari 161 0.1 108 0.1
Urogenital Sistem hastaliklar 78 0.0 62 0.0
Diger 20.297 11.6 25.917 14.1
TOPLAM 174.315 100.0 184.330 100.0

Tablo 1.2 Turkiye’de kadinlarda gorulen kanser olgularinin goraldagu organa
gore dagilimi (%), (2000) [8].

Organlar Sayi Yuzde(%)
Meme 3.354 24.96
Mide 836 6.22
Deri 797 5.93
Akciger 692 5.15
Yumurtalik 634 4,72
Kolon 572 4.26
Beyin 536 3.99
Endometriyum 432 3.22
Serviks 417 3.10
Rektum 417 3.10
Digerleri 4.750 35.35
TOPLAM 13437 100.0




Tablo 1.3 Turkiye’de erkeklerde gorilen kanser olgularinin gériuldigu organa
gore dagilimi (%), (2000) [8].

Organlar Sayi Yuzde(%)
Akciger 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 iligi 646 3.23
Digerleri 5.673 28.39
TOPLAM 19.982 100.0

Tablo 1.4 Kanserin yas gruplarina gére dagilimi (2005) [9].
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1.2 Hicre Dongusii ve Kanser

Hlcre c¢ogalmasi ve hicre dongusunun ilerlemesi buyUmenin
kontrolinde rolu olan genlerin ekspresyonu ile baglantiidir.  Normal

dokularda, ¢ogalan hicre sayisi organizmanin ihtiyacina goére belirlenir.
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Azalmis hucre gogalmasi veya artmig 6lum hizi herhangi bir asiri artisi onler.
Okaryot hiicre dongisi Mitoz (M), Gapl (G;), Sentez (S) ve Gap2 (Gy)
fazlarindan olusmaktadir. Sekil 1.1’de gdsterildigi gibi hlicre dénglusinde
G1—S gecisinde, G,—M gecisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol
noktalari bulunmaktadir. Hucre dongusu siklin bagimli kinazlar (cdk, katalitik
altbirim) ve siklin (cyc, duzenleyici altbirim) proteinleri tarafindan kontrol
edilmektedir. Hlcre homeostazisi hlicre gogalmasi, blyimenin durdurulmasi
ve apoptozis ile surdurulmektedir. Hucre dongusunun duzenlenmesindeki

hatalar hiicre bolinmesinin kontrolunun bozulmasina neden olur.

Hicre dongusiunde biribirini takip eden olaylar ve kontrol eden
etkilesimler cok sayida ve komplekstir. Tumor baskilayici fonksiyonun ve
programli hucre 6lum yolaklarinin anlasiimasi yonunde ilerlemeler olmasinin
yani sira ¢ozimlenmemis ¢ok sayida soru vardir. Kemoterapi igin hucre
dongusl kontrol noktalari blyulk potansiyele sahip hedeflerdir. Kemoterapi
ve radyoterapi sonrasi kanser hucrelerinin yasamasi onarim yollarindaki
hasarlara bagli olabilir. Hucre dongusu kontrol noktalarinda ve DNA onarim
yollarindaki molekuler bilesenlerin daha iyi anlasiimasi igin in vivo ve in vitro

calismalar klinik ¢calismalarla da desteklenmelidir [10].

Hucrenin kendine benzer iki hucreye ¢ogalmasi dig uyarilar sonucu
biyokimyasal olarak baslatilan bir seri fazlardan geger ve hem dis hem de i¢
bayime faktorleri tarafindan duzenlenir.  Bazi onkogenler ve hucre
dongusune 6zgu proteinler hucre dongusu boyunca senkronize bir sekilde

aktiflestirilir ve ardindan inaktiflestirilirler.

Kontrol noktasi

-
Kontrol noktasi
%

M

X

-
Kontrol noktasi

Sekil 1.1 Hucre dongusunun fazlari [11].
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Go fazinda, hucreler genellikle spesifik bir iglevi gormek Uzere
programlanirlar.  G; fazinda, spesifik hicre fonksiyonlari igin gereken
proteinler ve ribo nikleik asit (RNA) sentezlenir. Ge¢ G; fazinda bol miktarda
RNA sentezlenir. Ayrica, DNA sentezi igin gereken bircok enzim uretilir. S
fazinda hucre igindeki DNA'nin miktari ikiye katlanir. G, fazinda DNA sentezi
durur, protein ve RNA sentezi devam eder, mitotik “ig iplikleri’nin
mikrottbuler éncllleri Uretilir. M fazinda protein ve RNA sentez hizi aniden
yavaglar, genetik materyal olusan iki yeni hicreye dadilir. Mitozu takiben

olusan yeni hucreler ya Gy ya da G; fazina girerler.

Hicre dongusunin cesitli fazlarini aktive eden spesifik proteinler
bulunmaktadir. Bunlara siklinler denilmektedir. Hucre dongusunde cesitli
fazlarda c¢esitli siklinler sentezlenir ve duzeyleri senkronize bir gsekilde

doéngunun cgesitli fazlari boyunca azalir ya da artar.

Bolinme yetenegine sahip ¢odu normal hicre blytime faktorleri, bazi
hormonlar ve hicre yuzey reseptorlerini etkileyen diger uyarilara kargi yanit
olarak bolunur. Bu hlcre yuzey reseptorleri alinan sinyali iletir ve hicre
bolundr. Tirozin kinazlar, hucredisi buyuame faktorlerinden nikleusa kadar
olan bir kaskad seklinde ilerleyen proliferatif sinyal strecinin ¢ok énemli bir
parcasidir. Siklinler, kendilerine spesifik olan ve siklin-bagiml kinazlar olarak
adlandirilan tirozin kinazlarla kombine olurlar, onlari aktiflegtirirler, ve
etkilerini duzenlerler.  Normal hdcre populasyonunun kuguk bir miktari
Olimsuz (sinirsiz sayida ¢ogalabilen), hlicrelerdir. Bu hlcreler organizmanin
diger kisimlarindan gelen sinyallerin etkisiyle kendilerini yenileyebilirler.
Ayrica bu hucreler organizmanin gerekli fonksiyonlarini gormek Uzere
farkhlasabilen yeni hicreler olusturma yetenegine sahiptirler. Sadece bir kag
doku tipi farklilasmasina ragmen, ¢cogu hucre tipi farklilasirken canhliklarini

kaybederler, yaslanip istirahat fazina girerler, ve sonunda olrler.



Okaryotlarda asagidaki gibi 4 hiicre populasyonu bulunur.

e Esey hucreleri: Sinirsiz sayida ¢ogalabilme yetenekleri vardir. Bunun
nedeni olasilikla, mayozila bélinmeleridir. Kanser hticrelerinin aksine,
bu hdcreler 6lumsuz hucre dizisi olusturmak Gzere mayoz bolinmeye
girmelidirler.

e Kok hicreleri: Iki iglevleri vardir, birincisi, tekrar olusmak ve ikincisi ise
diferansiye olmak ve bdylece organizma igin gerekli 6zgun islevleri
yerine getirmek. Kanser hucrelerinin aksine, bu hucrelerin tekrar
olugsmak uzere girdikleri dongu sayisi sinirhdir.

e Kismen farklilagsmis hicreler: Bunlar da sinirli sayida c¢ogalma
kapasitesine sahiptir ve kendilerinden olusan yeni hicreler sonunda
tam farklilasma ve ¢ogalma yetenedi olmayan hicreler haline gelirler.

e Tam olgunlasmis 6zellesmis hicreler: Bunlar bir daha ¢odalamazlar

[6].

1.3 Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Her hastalikta oldugu gibi kanser tedavisinde de en 6nemli 6nlem ve
tedavi bagisiklik sisteminin kuvvetlendiriimesidir. Bunun yaninda hastaligin
erken tanisi da kanserin tedavisinde basari oranini arttirmaktadir. Kanser
tedavisinde farkh yontemler vardir. Bazilari yalniz basina yada kombine
olarak beraber uygulanirlar.

Kanserde erken tanida en iyi doktor kisinin kendisidir. Ancak kanserin
yol actig sikayetler, bircok hastaligin sikayetleri ile benzerdir. Her organin
kanseri degisik belirti verir. Ornegin idrar yollari ile ilgili kanserlerde agri,
kanli idrar yapma gibi sikayetler gorulebili. Ancak basit bir idrar yolu
enfeksiyonu da ayni sikayetlere yol acabilir. Onemli olan nokta 6zellikle uzun

suren sikayetleri onemseyip doktora bagvurmaktir [4].



Sekil 1.2’de de sematize edildigi gibi kanser tedavisinde uygulanan dort

temel yontem vardir.
1. Cerrahi Mudahele
2. Radyoterapi
3. Modern Tedavi Yontemleri
4

. Kemoterapi

Tedavi yontemlerinden hangisinin tedavi i¢in en uygun oldugu,

tumaoran tipine ve gelisim safhasina baglidir. En dnemli tedavi secenegi olan

kemoterapi tek basina uygulabildigi gibi diger tedavi secenekleriyle birlikte de

uygulanabilmektedir.

—p Teshis

Tedavi Stratejileri Gelistirme

¥

Uygun Tedavi Secimi

l Cerrahi Radyoterapi Kemoterapi  Modern Tedavi Yontemleri l

1IN

Hasta Takibi Niks oLUM

— |

Sekil 1.2 Kanser olgularinda hastaligin teshisi ve tedavisinde izlenen

yol [2].

1.3.1 Cerrahi Miidahale

Kanserli dokuyu ve gevresindeki invazyon riski tasiyan bir miktar

saglikli dokuyu alp ¢ikartmaktir. Bazi durumlarda kanserli dokuyu cerrahi

mudahale ile g¢ikartmak imkansiz olabilir. Bu durumda radyoterapi veya

kemoterapi uygulanir.



1.3.2 Radyoterapi

Uygun dozda iyonlastirici radyasyon kullanilarak kanser hucrelerinin
oldurulmesi ve kugultilmesini amaglar. Kobalt-60'in yaydigi gamma isinlari
ya da lineer hizlandiricilardan elde edilen X-iginlari en sik kullanilan
iyonlastirici radyasyonlardir. Igin tedavisinin amaci, hastalikli dokuya en
yuksek dozu verirken hastalikli dokuyu cgevreleyen saglam dokuya en az
radyasyon vermektir. Isin tedavisinin basarisi, 1sinim kaynagina ve tumor

tipinin 1sinima karsi duyarhhgina baghdir.

1.3.3 Modern Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisinde kullanilan, radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi
mudahale yontemlerine yardimci olarak, son donemde kanser olusumunu
durduran ya da yavaslatan modern tedavi yontemleri geligtirilmistir. Bu
yontemlerden 6zellikle gen tedavisi, immunoterapi, antikor tedavisi ve kanser

asllari kanser terapisi igin umut verici tedavi yontemlerindendir.

imminoterapi, bagdigiklik tedavisi anlamina gelmektedir. Bagisiklik
sistemi, hicre ve organlardan olugan ve vucudu enfeksiyon ve hastaliklara
kargi koruyan bir sistemdir. Bagisiklik sistemi normal ve kanserli hucreler
arasindaki farki ayirt edebilir. immiinoterapide, bagisiklik sistemini, kanserle
savagsma yonunde c¢alismaya Ozendiren ilaglar  kullaniimaktadir.
immiinoterapi, agdizdan, damardan ya da deri altindan igne yoluyla
uygulanmaktadir ve gogunlukla ‘grip’ benzeri yan etkilere sebep olmaktadir.
Kisilerde Usume, terleme, yorgunluk, bas agrisi, kas agrisi, mide bulantisi,

kusma ya da ishal gorulebilir.

Bazi kanser tirlerinin (prostat ve bazi gégus kanserleri) gelisebilmesi
icin vucut tarafindan salgilanan hormonlara ihtiyaglari vardir.  Hormon
tedavisinde ilaglar yardimiyla viicudun bu hormonlari tUretmesi engellenebilir
yada hormonlari Ureten bez/organ ameliyatla alinabilir. Tedavi kanserin

turine bagh olarak degisir. Hormon tedavisinin yan etkileri, istah artigi, 6dem
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ve kilo almayi kapsayabilir. Bazi durumlarda kisinin ruh durumu ve cinsel
istegi de etkilenebilir [12].

Antikor tedavisinde ise belirli tumor hacrelerine karsi ¢ok ozel
antikorlar geligtirilip, daha sonra bunlarla kanser hucrelerini 6ldirmek
amaclanmaktadir.  Kanser asilari, kansere kargi bagisiklik olusturmayi
amaglayan agilardir ve henltz deney asamasinda olan ilging tedavi
yontemlerindendir. Bu yontemde 6nce tumor dokusundan antijenik 6zellige
sahip molekuller alinir. Bu antijenler hayvana verilip bagisiklik sistemi aktif
hale gegcirilir ve B hucreleri gok miktarda antikor salgilar. Bu antikorlar 6zel
yontemlerle toplanarak, hastanin kan dolagimina verilir. Bu antikorlar tGmor
dokusuna ulastiklarinda kanser hucrelerine yapisirlar.  Antikor baglanan
kanser hucreleri hastanin bagisiklik sistemi tarafindan daha kolay algilanir.
Kanser hucresi Uzerindeki antikora baglanan bazi molekullerde bir dizi

reaksiyon sonunda kanserli hlicreyi parcalarlar [4].

1.3.4 Kemoterapi

Kemoterapi, "ilagla tedavi" anlamina gelmekle birlikte, daha c¢ok
kanser hucrelerini etkileyen kanser ilaglari kullanilarak yapilan tedavi igin
kullanilan terimdir. Bunun icin kullanilan ilaclara "antikanser" ilaclar da

denmektedir.

Kemoterapi tek basina kullanilabilecedi gibi radyoterapi ile birlikte,
ameliyattan dnce ya da sonra uygulanabilmektedir. Kemoterapide bir ¢ok
degisik ilac kullaniimaktadir. Tedavide tek bir ila¢ kullanilabilecedi gibi bir
kac ilag birlikte de kullanilabilir.

Kemoterapinin kullanim amaglari sunlardir:

e Hastaligi tedavi etmek

e Hastaligin yayilmasini énlemek

e Ameliyat sonrasi nuks olasiligini azaltmak

e Ameliyat veya radyoterapi dncesi hastaligi kigultmek
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e Radyoterapiye duyarlihgi arttirmak

e Hastaliga bagh rahatsizliklari/sikayetleri azaltmak

Kemoterapi sistemik bir tedavi seklidir, bagka bir deyigle, kan dolagimi
araciligi ile vicudun tum bolgelerine yayilir, vucuttaki tim doku ve organlari
etkiler. Bu acidan kemoterapi, ameliyat ve radyoterapi gibi yerel tedavi
amaclayan tedavilerden farklidir [4,13].

Kanser hucrelerinin  normal hucrelere gore hizli blUyumesi ve
¢ogalmasi nedeniyle antikanser ilaglari hizli bélunen hucreleri tahrip etmeleri
icin geligtiriimigtir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarinin ortak
Ozelligi kanser hucresi ve normal hucreler arasinda ayirim yapmaksizin hizla
blyuylup c¢ogalan hucrelere zarar vermeleridir. Vucudumuzdaki diger hizl
bolinme yetenegindeki hucreler de bu nedenle kemoterapiden
etkilenmektedir. Bu durum gogunlukla gecici olan yan etkilere neden olabilir.
Bu yan etkiler en fazla sa¢ koku, mide-barsak sistemi ve kemik iligi hucreleri
gibi hizli boélinen normal vicut hucrelerinde gorulmektedir.  Tedavinin

sonlandirilmasiyla birlikte bu yan etkiler ortadan kalkar.

Kemoterapide siklikla kullanilan bazi kemoterapi ilaglari 5-fluorouracil
(5FU), Ebataxel, Campto, Mitoksantorin, Etoposide, Cisplatin ve Adriamisin’
dir.

1.3.4.1 5FU 5-fluorouracil(5FU)

5-fluorouracil (5FU), akciger, gastrointestinal sistem, bas ve boyun
malign tumorlerinin dizenlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir pirimidin
analogudur. Esas olarak 5FU’nun sitotoksik etkisi, floro-deoskiuridin’in
monofosfata donisimda ile timidilat sentetazi inhibe etmesinin yani sira ilacin

ribonukleik aside katilmasini saglamaktadir [14].
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5FU hucrelerde iki ayri metabolik yolla katilmaktadir.

1. Katabolik yol; ilacin %80 kadari karacigerde inaktive edilerek 5-
fluoro-5, 6-dihydro-uracil (5-FUH2) metabolitine donustarular.

2. Anabolik yol; ilag, 5-fluorouridine-5’-monophosphate (FUMP), 5-
fluorouridine (5-FUrd), 5-fluoro-2’-deoxyuridine (5- FdUrd)’e donusturulerek;

5FU, tumor hucreleri ve diger hiucrelerde sitotoksik etki gosterir [15].

0
F
HN |
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|
H

Sekil 1.3 5FU’nun kimyasal yapisi.

Bu ilacin hem hafifletici hem de tedavi edici olarak birgok karsinoma
icin Ozellikle akciger, barsak ve deri kanserlerinde uzun bir kliniksel tarihi
bulunmaktadir. S5FU’nun toksik etkisi alisildik degildir fakat nadiren kemik iligi
baskilanmasi, mukoza iltihabi ve ¢ok daha nadir olarak serebral sendrom
gorulebilir [16]. Sekil 1.3’de kimyasal yapisi verilmis olan 5-fluorouracil, suda
¢cOzulebilen, asidik, hidrofilik bir ilactir [17]. Beyin timoérlerinin dokular arasi
tedavisinde kullanilan hidrofilik ve antimetabolik bir ilag olan 5-fluorouracil
kan beyin bariyerini asmayan etkinligi, uzun sureli kullanimlarda arttirilabilen

antikanser etkinligi nedeniyle 6zellikle tercih edilmektedir [18].
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1.3.4.2 Cisplatin™

Cisplatin™  (cis-Dichlorodiamminoplatinum  (ll)), yaygin olarak
kullanilan ve en fazla kemoterapik potansiyeli olan antikanser ilaglarindan bir
tanesidir (Sekil 1.4). Cisplatinin, tUmorler Uzerinde olaganustu aktivite
goOsterdigi belirlenmistir.  Hem aktif hem pasif hicresel alinimdan sonra
cisplatin, uzanti olusturmak ve hucresel apoptosis gelistirmek amaci ile
DNA’da bulunan Guanin bazinin 7. azot atomuna baglanir [19]. Bu
baglanma ile DNA-protein ya da DNA-DNA zincirlerarasi ve zincir i¢i garpraz
baglari kurulur ve cisplatinin sitotoksik etkisini gostermesi bu mekanizma ile
saglanmaktadir [4] (Sekil 1.5).

HN___Cl

Pt

HN~ Cl

Sekil 1.4 Cisplatin™’in kimyasal yapisi.

Cisplatin™, en etkili antikanser ilaglarindan biri olmasina ragmen
kullanimi, agir yan etkilere neden olmasindan dolayi sinirlanmistir [20].
Yuksek dozlarda uygulandiginda gastrointestinal problemler, ototoksisite,
nefrotoksisite ve gérmede anormallikler gibi sistemik yan etkilere neden
olmaktadir. Bu toksik yan etkileri azaltmak amaciyla cisplatinin hedef
kanserli bodlgeye yonlenmesini saglayan yeni ilag tasima mekanizmalari
merak uyandirmaktadir. Azaltilmis toksisite, arttirlmig aktivite, kolay tolare
edilebilirlik gibi cesitli ozellikleri ile cazip hale gelen polimerik tasima
sistemleri farkli tipteki biyoaktif maddelerin tasiniminda kullaniimistir. Bu
biyoaktif maddelere drnek kuglk molekuller, asilar, proteinler, DNA ve RNA
olarak sayilabilir [19]. Kanserli hlicrelere spesifik ve daha segici bir cisplatin
ilaci gelistirmek icin literatirde birgok galisma bulunmaktadir. Bu galismalar,
cisplatinin sistemik uygulama formlari olan, polikarboksilat,

poli(amidoaminler), poliamidoamin dendrimerleri ve N-(2-hidroksipropil)
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metakrilamid bilesikleri veya peglenmis lipozomlar, poli(aspartik)asit-
poli(etilen glikol) miselleri ve poli(kaprolakton)-poli(etilen glikol) veya
poli(kaprolakton)-poli[2-(N, N-demetilamin)etii metakrilat] miselleri gibi
kolloidal tasiyicilar formundaki ilag-polimer solusyonlarini kapsamaktadir
[20].

H,N

N /
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4 \N————HN \ /
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/_Q
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(C) (D) : i

Sekil 1.5 (A) Guanin ile cisplatinin selatlagsmasi (B) Cisplatin-DNA ve
cisplatin-protein baglanmasi. (C) Cisplatin-DNA zincir ici ¢carpraz baglari (D)
Cisplatin-DNA zincirlerarasi ¢arpraz baglari [4].

1.4 Nanoparcaciklar ve ilag Tasinim Sistemleri

Etkili bir ilag tasima sistemi olarak biyobozunabilen nanopargaciklarin
gelistirilmesi blylk ilgi odagr olmustur. Ozellikle polimerlerin ilag tagima
sistemi olarak kullaniimalarina yonelik calismalar yapilmistir. Amag, etkili bir
sekilde ilaci hedef bolgeye tasimak ve tedavi edici etkiyi arttirirken, yan
etkileri azaltan polimerler gelistirmektir [21]. llaclarin nanokapstllenmesi,
bayuklikleri 1 ile 1000 nm. arasinda degisen ilag yukli pargaciklarin
olusturulmasini saglamaktadir. Nanopargaciklar kati olarak tanimlanmis,
mikrondan daha kuguk boyutta, biyouyumlu olan veya olmayan, polimer
esasli kolloidal yapilardir. Nanopargacik terimi, hem nanosfer hem de
nanokapsullenme igin ortak bir isimdir [22]. Kollaidal yapidaki diger

tasiyicilarla karsilastirildiginda, polimerik nanopargaciklar biyolojik sivilarla
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bir araya geldiklerinde daha kararlidirlar, polimerik yapilari daha kontrolludur
ve surekli ilag salinimi saglarlar. ilag tasima amaci ile kullanilacak
nanopargaciklar, biyouyumluluklari parcacigin buyuklugu, toksisitesi, yuzey
yuku, ilag adsorbsiyon kapasitesi, yuzey hidrofobisitesi, ylklenme orani,
salinim kinetigi ve kararliligi gibi fizikokimyasal Ozellikler agisindan
degerlendiriimektedir [23]. Son yillarda 6zellikle biyobozunabilen polimerik
nanoparcgaciklar, ilag salinimindaki uygulanabilirlikleri, organ veya dokulara
hedeflenebilmeleri, ve gen terapisinde DNA tasiyicisi olarak kullanilabilmeleri

agisindan ilag tagima sistemi olarak dikkati gekmektedirler [21].

Kanser kemoterapisinde en dnemli problem ilaglarin kanser hucreleri
uzerindeki duguk segicicilik ozellikleri nedeniyle normal hucreleri de
etkileyerek birgcok yan etkiye neden olmalaridir. Hedeflendirilmis ila¢ tagsima
sistemleri bu nedenle o&ncelikli olarak ¢aligiimigtir. Biyobozunabilen
polimerlerden olusturulan ilag yUkli nanopargaciklar, kemoterapide
karsilasilan bu ¢gok dnemli problemin ¢ozumu igin potansiyel olusturmaktadir.
Hedefe spesifik yonlendirilme, nanopargacik yuzeyine kanser hucrelerini
taniyan spesifik ligandlarin yerlestiriimesi ve bu ligandlar ile kanser hicreleri
arasinda ligand-reseptor etkilesiminin saglanmasiyla olusturulmaktadir [24].
Ayrica hedeflenen bolgede surekli ilag salinimini saglamasiyla, sadece ilacin
tedavi edici etkisini arttirmakla kalmayip ayni zamanda uygulanan ilag

miktarini ve istenilmeyen yan etkilerin azaltiimasini saglamaktadir.

1.4.1 Polimetilmetakrilat (PMMA) Lateks

Nanoparcgaciklar genellikle damar igi, kas i¢i veya deri altina
enjeksiyon ile veya agiz yolu ile uygulanmak Uzere geligtiriimiglerdir [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. Cesitli PMMA formlar
ticari olarak mevcuttur [26].  Polimetilmetakrilat (PMMA) ortodonti ve

ortopedide protezlerde siklikla kullanilan bir polimerdir. Bu polimerlerin
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konakgi dokulara uyumunu belirlemek igin in vivo ve in vitro’da birgok
biyouyumluluk testi yapilmistir. Biyomateryallerin yluzey ozellikleri, bitigik
hlcrelere tutunma surecinde kritik rol oynamaktadir. Bu ozelliklerin bir kismi,
hidcre kdltart galigmalarinda in vitro olarak calisiimistir [27]. PMMA'lar
Amerikan Yiyecek ve Ilag Denetleme Kurumu (Food and Drug Administration
,FDA) tarafindan bir¢ok biyomedikal malzemede kullanimi kabul gérmus

polimerlerdir [28].

Her ne kadar nanopargaciklar, manyetik rezonans goruntileme netlik
ajani ve kanser hucrelerinin hipertermik tedavisinde kullaniliyor olsa da,
hedeflenmis ve kontrolll ila¢ taginimindaki kullanimlari hala kisithdir. Bunun
bir nedeni saf demir oksitlerden yapilmis manyetik nanopargaciklarin
kontrolli salinim igin ilagla yuklenememeleridir. Bu nedenle, manyetik
nanoparcaciklarin polimerler ve poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA), polistiren,
hyaluronik asit ve kitosan gibi diger biyouyumlu materyallerle kullanilarak

biyouyumluluklari ve kontrolll ilag tasiniminda kullanimlari saglanmistir [29].

1.4.2 Siperparamanyetik Demir Oksit Nanopargaciklar

Superparamanyetik demir oksit nanopargaciklar, manyetik rezonans
goruntulemesinin katalitk ve ayrim prosesinde, kok hucre ve tumor
gelisiminin in vivo izlenmesinde, hiicre ve DNA siniflandirmasinda, ilag
tasinimi ve hipertermia gibi biyolojik uygulama ve medikal goruntileme
calismalarinda kullaniimaktadir. Bu uygulamalarin bir ¢ogunda, yuksek
magnetizasyon 6zelligi, biyouyumluluk, suda ¢ozinebilme ve kararlilik igin
manyetik nanopargaciklarin stspansiyon halde olmasi tercih edilmektedir.
Bununla birlikte, uygun yuzey karakteristigi ile manyetik nanoparcaciklar
bircok in vivo ve in vitro ¢aligmalar icin bluyuk potansiyele sahiptirler [30].
Manyetik ilag hedeflemesi -manyetik bir alan etkisinde manyetik bir materyale
immobilize edilmis olan ilacin hedeflendiriimesi- onemli bir ilag tasima
tasarimi olusturmaktadir. Tedavi edici molekullerin tagsinmasinda kullanilan
superparamanyetik demir oksit nanopargaciklar, klinik uygulamalar i¢in buyuk
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potansiyel olusturmaktadir cinkl su anda kullanilmakta olan ilag tasinim ve
gen transfeksiyon tekniklerinden ¢ok daha ustln ozellikler gostermektedirler.
Manyetik alan, stperparamanyetik demir oksit nanopargaciklari hedef organ
ya da dokuya c¢ekebilir ve bu noktada biyobozulabilen tasiyici maddenin
yikilmasi ve ilacin, DNA plazmitlerinin veya biyoaktif maddelerin cevre
dokulara salinmasi saglanir. Bu sayede su an uygulanmakta olan ilagla
tedavi metodlarindaki, saglikli hucreleri etkileyen ilag toksisitesi ve
istenmeyen yan etkiler gibi bir gok problem ortadan kaldirilabilmektedir. ideal
olani; ilag, peptid ya da genin, manyetik olarak gucli pargaciklara
baglanmasi ve vucudun savunma sistemine kargi koyabilecek bir materyal ile
parcacigin sarilmasi ile ilacin zamanindan once pargcalanmasini dnlemektir.
Demir oksitler gibi manyetitler, pargacik sentezinde siklikla kullanilan
bilesiklerdir ¢lnkid dusuk oksitlenme yapisinda olan demir miknatissal
materyaller, kalicl manyetik cevap olusumu saglamaktadirlar. Eger ilag yukli
nanoparcgaciklar, antikorlar, lektinler, proteinler, hormonlar, yukli molekuller
veya dusuk molekller agirhkh ligandlar gibi hedef bdlgeyi taniyip
baglanabilecek maddelerle konjuge edilirlerse nanopargaciklarin hedeflenme
Ozellikleri daha da gelistirilebilir. Bu pargaciklar bir yandan ilacin taginim
sirasinda erken inaktivasyonuna engel olurken, kanser hucreleri gibi bazi

spesifik hucrelere de hedeflenmelerini saglarlar [31].

Superparamanyetik  nanopargaciklarin ~ sentezi ve  bunlarin
dispersiyonlarinin hazirlanmasi Uzerine ¢alismalar son 30 yila dayanirken,
manyetik polimerik boncuklarin sentezi Uzerine ¢alismalar yeni olup yaklasik
son 10 yili kapsamaktadir [32-35].

ilk olarak biyolojide ve daha sonra da tip alaninda biyokimyasal
drtnlerin ve hucrelerin manyetik ayriimasinda ve spesifik ilag tagsiniminda
parcacik sistemlerinin manyetik yol gostericisi olarak kullanilabilmesi ve guglu
manyetik 6zellikleri nedeniyle manyetit (Fe;04) sentezine guglu bir ilgi vardir
[36-41].
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1.5Amag¢

Bu galismanin amaci, antitimor aktivitesi hakkinda herhangi bir bilgi
olmayan yeni sentezlenmis PMMA ve SP-PMMA nanopargaciklarinin ve
kemoterapi ilaci olan Cisplatin™’in sitotoksik aktivitelerini belirlemektir.
Ayrica sitotoksik etkileri belirlenmis olan PMMA ve SP-PMMA’nin Cisplatin™
ile yUklenme oranlarinin belirlenmesidir.

Bu anlamda yapilacak olan g¢alismalar ¢ alt baslik halinde siralanabilir.

) Polimerin, manyetik nanopargaciklarin ve kemoterapi ilaglarinin (
PMMA, SP-PMMA, 5FU ve Cisplatin™ bilesiklerinin) hicre
kdltirinde hepatoma hicre hattt (Hep3B) MTT (3 - ( 4, 5 —
dimethylthiazolyl — 2 ') - 2, 5 - diphenyltetrazolium bromide) sistemi
kullanilarak antitimor aktivitelerinin zamana ve konsantrasyona
bagli etkilerinin belirlenmesi.

1)) Sitotoksik  etkilerini  belirledigimiz PMMA ve SP-PMMA
nanopargaciklarinin ~ farkli  yukleme teknikleri  kullanilarak
kemoterapi ilaglari ile yuklenmelerini saglamaktir.

) ilag yiiklenmis SP-PMMA’nin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi.
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2 MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar, Merck ve Sigma Aldricht’den temin
edilmistir. Doku kaltlrd icin kullanilan medyumlar ve diger kimyasallar Sigma
ve Biochrom AG firmalarindan saglanmistir.

Calismada kullanilan PMMA ve SP-PMMA lateksler, Balikesir
Universitesi Kimya boéliiminde,Yrd. Dog. Dr. Taner TANRISEVER ve Prof.
Dr. Hakan KOCKAR tarafindan yonetilen Yrd. Dog. Dr. Seda CAN BEYAZ'In

doktora galismasi sirasinda sentezlenmis ve karakterize edilmigtir.

2.1.2 Gahigmada Kullanilan Laboratuvar Geregleri

Tablo 2.1 Calismada kullanilan laboratuvar gerecleri

Kullanilan Gere¢ Modeli

COg3 'li inkubator Nuair

Laminar Air Flow Telstar BIOII, ispanya
inverted Mikroskop Nikon

-80°C ultralow freezer Sanyo, Japonya
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Buzdolabi

Arcelik, Turkiye

Yatay calkalayici Gesellschaft Fur Labotechnic
Etav WTB, German, Nlve, Turkiye
Otoklav Hirayama, Japonya
pH Metre WTW, Almanya

Destilasyon 3.1(Comecta Sa,
Saf su cihazi )

Sigma laborzentrifugen,
SantrifQj Almanya

Sicak su banyosu

Consort, ingiltere

Is1 kontrollu ¢alkalmali inkUbator

GFL, Almanya

UV visible spektrofotometre

Heios a (Unicam), Metro Lab

Vorteks

Elektromag, Turkiye

Hassas Terazi Sartorius
Kuyucuklu plaka okuyucu spektrofotometre |BIO-TEK
Otomatik pipetler Finnpipette

**Tablo 2.1’in devami.
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2.2 Yontem

2.2.1 Cahsmada kullanilan ortamin ve malzemenin temizligi ile

sterilizasyonu

Istiya dayanikli malzemeler, pipet uclari, ependorflar, santriflij tlpleri,
121 °C' de 20 dakika (1, 02 atm basingta ) otoklavda steril edildi.

Doku kudltart laboratuvari her hafta periyodik olarak virkon igeren
sivilarla temizlendi. Oda kullaniimadigi zamanlarda UV lamba kullanilarak
odanin havasinin sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az
yarim saat once laminar flow acilarak g¢alisma ortaminin sterilizasyonu

saglandi.
2.2.2 Hucre Kiltiiri Deneyleri
2.2.2.1 Hicre Kulturiinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirlhigi
2.2.2.1.a Hucre Kiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hucre kultird medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
icine L-Glutamine son konsantrasyonu 0.2 mM ve fetal calf serum (FCS) son
konsantrasyonu %10 olacak sekilde ilave edilmistir. Tum bilesenler 0.22 ym
steril filtreden suzulerek steril edildi.
2.2.2.1.b Fetal Calf Serum (FCS) Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) —20 °C’de saklanir ve taginmasi soguk zincirle

yapilir. Stok serum ilk kullanimdan énce 56 °C 1 saat isi ile inaktive edilir.
0.22 um filtre ile steril edilir ve tekrar -20 °C de saklanir.
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2.2.21.c PBS (Phosphate-Buffered Saline) Tampon Codzeltisinin

Hazirlanmasi

Tablet gseklinde temin edilen PBS (Dulbecco's phosphate-buffered
saline ), her tableti 100 ml ddH,0O ile hazirlanmig ve otoklav edilmigtir. 2-8

°C’da saklanmustir.
2.2.21.d MTT ((3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide) Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Toz halinde temin edilen MTT ((3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde steril
PBS icinde bir gece boyunca magnetik karistiricida karistirilarak

hazirlanmistir.  0.22 um filtre ile steril edilerek kullaniimistir. 2-8 °C'da

saklanmigtir.

2.2.2.1.e isopropanol Géziicii Solusyonun Hazirlanmasi

MTT testinde olusan formozan kristallerini ¢dézmek icin kullanilan

isopropanol son konsantrasyonu 0.004 M HCl igerecek sekilde hazirlanmistir.

2.2.3 Hiicre Kiilturu Teknikleri

2.2.3.1 Calismada Kullanilan Hiicre Soylari

Calismada tek bir hiicre hatti kullanilmistir. insan karaciger kanserli

hicre hatti (Hep3B) ATTC’den satin alinmistir.  Hucre hattinin karakteristik

mikroskop goruntilst asagida verilmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Karaciger kanserli hiicre hattinin (Hep3B hcrelerinin)
mikroskop gorintisit (M.B:40x10)

2.2.3.2 Hiicre Soyunun Baslatiimasi

Uzun dénemde -80 °C’de saklanan hiicre hatlarinin buyuatilmesi igin -
80°C’den cikarilan hiicreler 37 °C sicakh@indaki su banyosuna alinir ve
hizlica c¢ozunmeleri saglanir.  Cozinen hucreler %10'luk FCS iceren
medyuma alinir, alt Gst edilir ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifij edilir.
Supernatant uzaklastirilir, olusan pellet medyum ile ¢ézulltr ve flasklara ekim

yapilir. Flasklar etiketlenir ve 37 °C, %5 CO; igeren inkiibatore konulur.
2.2.3.3 Hucrelerin Buyiitilmesi

Hiicreler 15 ml medyumda 75 cm? flasklarda, icerisinde 0.2 mM L-
Glutamine ve % 10 FCS iceren DMEM medyumu icerisinde haftada 2 kez
rutin pasaj yapilarak uretildi.
2.2.3.4. Hucrelerin Pasajlanmasi

Hucreler bulunduklari ylzeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastirilir. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikanir ve 75 cm? flasklar

icin 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapilir. Hucreler ylzeyden ayrilinca

medyum eklenir ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifij ile hicreler ¢okturalur.
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Supernatant uzaklastirilir, pellet medyum ile ¢ozulur ve flasklara ekim yapilir.

Flasklar etiketlenir ve 37 °C, %5 CO, igeren inklbat6re konulur.

2.2.3.5 Canli Hucrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hiicre

Sayimi

Toplam hicre suspansiyonun mililitresindeki hucre sayisi hesaplamak
icin, Uzeri 25 kiigiik kareye ayrilmis, 1 mm? alan, 0.1mm derinligi olan ve
boylelikle toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 2.2) lami
kullanilir. Canh ve 6lU hicreleri ayirt etmek icin 10ul hiicre slispansiyonu esit
hacimde trypan blue (1:1 dilusyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilir. Olu hiicreler mavi boyanirken canli olanlar boyanmazlar ve

sayim yapllir.

—

i I mm

_>F
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+
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<_

Sekil 2.2 Hemositometre
Suspansiyonun mililitresindeki toplam hucre sayisi agsagidaki formulle

bulunur.

Toplam canli hiicre sayisi/ml = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10*
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2.2.3.6 Hiicrelerin —80 °C’de Saklanmasi

Hucreler bulunduklari yizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastirilir. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikanir ve 75 cm? flasklar
icin 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapilir. Hucreler ylizeyden ayrilinca
medyum eklenir ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifQj ile hicreler ¢okturalur.
Supernatant uzaklastirilir, pellet %10 DMSO iceren FCS ile dikkatlice ¢ozullr
ve cryovial tiplerine konularak, etiketlenir ve —80 °C derin dondurucuya

konulur.

2.2.4 Sitotoksisite Deneylerinin Kurulmasi

75 cm? flaskda blyimekte olan hiicreler yiizeyi %80 oraninda
kapladiklarinda, igerisindeki medyum uzaklastirilir. Hicreler 2 kez steril PBS
ile yikanir ve 75 cm? flasklar icin 3ml Tripsin-EDTA eklenir. 3-5 dakika CO,'li
inkiibatorde inktbe edilir. Hucreler ylzeyden ayrilinca medyum eklenir ve
1000 rpm'de 5 dakika santrifuj ile hucreler ¢okturalir.  Supernatant
uzaklastiriir, pellet 10 ml. kadar medyum ile ¢ézulur. Suspansiyondaki canli
hicre sayisini belirlemek amaciyla trypan blue exclusion yapilir ve canl
hicre sayisi belirlenir. Hicre sayisi belirlendikten sonra, 24 kuyucuklu plaka
icin hdcre sayisi 125.000 hucre/well olacak sekilde hicre ekimi yapiimistir.
125.000 hucre son hacim 500 pl olacak sekilde %10 FCS igeren DMEM
medyumu igerisine ekilmigtir. Hucre ekimi yapildiktan bir gece sonra ilag
uygulamasi yapilmis ve 6, 24, 48, 72 saat sonucunda MTT test yapilarak

absorbanslari alinmigtir.

Cisplatin™ ve orijinal sentezlenen PMMA ve SP-PMMA bilesiklerinin
sitotoksisite deneyleri Hep3B karaciger kanseri hucre hattinda yapilmistir.
Bu bilesikler agsagida belirtilen son konsantrasyonlarda hucreler Uzerine

eklenmistir.
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5FU igin; 25 ng/pl, 6.25 ng/ul, 0.25 ng/ul konsantrasyonlari
cahisiimistir.

Cisplatin™ icin; 0.25 pg/ul; 0.45 pg/ul; 0.49 pg/ul; konsantrasyonlari
cahisiimisgtir.

PMMA ve SP-PMMA, son hacimler medyumla 500 pl'ye
tamamlanacak sekilde 250 ul, 50 ul, 10 uyl hacimlerinde hucrelere
uygulanmigtir.

Tum deneylerde en az 4 tekrarli ¢alisilmigtir, ayrica kontrol grubu

olarak bilegiklerin uygulanmadigi htcreler kullanilmistir.

2.2.4.1 MTT Testi

Hucre proliferasyonu, canlihidi ve sitotoksisite dlcimu icin kullanilan ve
kantitatif kolorometrik bir yontem olan MTT metodu canli hicrelerin
tetrazolium tuzu olan MTT 'yi formazan kristallerine donustirmesi esasina
dayanir (Sekil 2.3).

Reduction R— —N
R, ~ R I
Mo ™ R
| 7/ F Hf \>/
N=N N=N
i
R R
Tetrazolium Formazan

Sekil 2.3 MTT metodunda gergeklesen kimyasal degisim.

Bu metoda gore istenilen inkibasyon periyodundan sonra (6, 24, 48
ve 72 saat) hicrelerin bulundugu ortama, optimizasyon sonucu belirlenen
son konsantrasyonu 0,5mg/ml olacak sekilde stok MTT sollusyonu eklenir ve

4 saat 37 °C, %5 CO; igeren ortamda inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda
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medyum uzaklastirilir, 0.004 M HCI iceren isopropanol ile kristaller ¢ozulur ve

UV spektro okuyucu ile 550 nm dalga boyunda absorbans alinir.

2.2.5 Nanoteknolojik Galigmalar

2.2.5.1 Calismada Kullanilan Nanopargagiklar (PMMA ve SP-PMMA)

Calismada kullanilan PMMA ve SP-PMMA lateksler Balikesir
Universitesi Kimya boliimiinde Yrd. Dog. Dr. Taner TANRISEVER ve Yrd.
Do¢c. Dr. Seda CAN BEYAZ tarafindan sentezlenmis, kimyasal
karakterizasyonu yapilmis ve manyetik analizi Balikesir Universitesi Fizik
Boliimiinde Prof. Dr. Hakan KOCKAR tarafindan yapiimistir.

Sentezlenen superparamanyetik latekslerde, icinde manyetit tasiyan
ve tasimayan olmak Uzere iki tip boncuk morfolojisi gordlmustir. Butdn
calismalarda igi bos boncuklarin boyutlari manyetit yuklt olanlara gore her
zaman kuguk ¢ikmistir.  Bu manyetit icermeyen 100-150 nm’lik boncuklar,
manyetit ilave edilmeyen ama ayni regete ile Uretilmis 233 nm’lik polimerik
boncuklara gore de kuguktir. Sekil 2.4’de HRTEM fotograflari bu boncuklarin

i¢ yapisini gostermektedir.

‘ !f&. =0 O\

SP-PMMA

e

Sekil 2.4 Boncuklarin transmisyon elektron mikroskobu (High-resolution
transmission electron microscopy, HRTEM fotograflari ile gosterilen i¢
yapilari [41].
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2.2.5.2 Yiiklemelerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Solusyon A (Buffer A) : 0.003M fosfat ve 0.1 M NaCl igeren sollsyon pH 6.0

olacak sekilde hazirlanir.

Karbodiimit Solusyonu : 0.025 gr/ml. karbodiimit, Buffer A igerisinde ¢ozulur.

Cisplatin Solusyonu : 0.8—-2,4 mg/ml. Cisplatin™, Buffer A igerisinde ¢ozulur.
NaOH : 0.02 M 100 ml. NaOH saf suda ¢dzulerek hazirlanir.

Saf su : iletkenligi 0.5 ps-1 ys olan ultra saf su Human Power—I marka su

saflastirma cihazindan alinarak kullaniimigtir.

2.2.5.3 5FU (5Fluorourasil) ile Yuklenme

Gaihre ve arkadaslarinca belirtildigi gibi gergeklestirilmistir [42]. Buna
gére, PMMA ve SP-PMMA polimerler ve ilag 15 dakika 37 °C’de isitildiktan
sonra ilag son konsantrasyonlari 25 ug/ul, 33.3 pg/ul ve 40 pg/ul olacak
sekilde ilag ve polimerler bir araya getirilerek 5 dakika vorteks yapildi. 37
°C’de calkalayici etivde 24 saat karanlikta inkibasyona birakildi. 24 saat
sonunda 13.000 rpm’de 5 dakika santriflij yapilan d6rneklerde supernatantin

absorbansi alindi [42].
2.2.5.4 Cisplatin™ jle Yuklenme

Nanoparcgaciklarin ilagla ylklenmesi icin 3 farkli teknik kullanilimistir.
2.2.5.4.a inkiibasyon ile Yiikleme

PMMA ve SP-PMMA nanoparcgaciklari ve ilag 15 dakika 37 °C’de
Isitildiktan sonra son ilag konsantrasyonlari 0.25 ug/ul, 0.45 g/l ve 0.49

Mg/ul olacak sekilde ilag ve polimerler bir araya getirilerek 5 dakika vorteks
yapildi. 37 °C’de calkalayici etivde 24 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.
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24 saat sonunda 13.000 rpm’de 5 dakika santrifij yapilan 6rneklerde

supernatantin absorbansi alindi [42].

2.2.5.4.b immobilizasyon Teknigi ile Yiikleme

3 ml PMMA ve 3 ml SP-PMMA 13.000 rpm’de 5 dakika santrifij
yapildiktan sonra pelletler 2 ml buffer A solisyonu ve 0.5 ml karbodiimit
solusyonu ile ¢ozuldi. 10 dakika sonikasyon yapildi. Olusturulan polimer
karisimina cisplatin solisyonu eklendikten sonra 30 dakika sonikasyon
yapildi [43,44]. Sonikasyon sonrasi 13.000 rpm’de 5 dakika santriflij yapildi

ve supernatantlarin absorbansi alindi.

2.2.5.4.c Hidroksilleme Teknigi ile Yiikleme

0.02 M 100 ml NaOH igerisinde 10 ml PMMA ve 10 ml SP-PMMA
yatay calkalayicida oda sicakliginda 5 saat galkalandi. Calkalama sonrasi
drnekler 13.000 rpm’de santriflj ile ¢oktirildi. Ust faz atildi. Pellet dH,O’da
¢Ozuldu. Tekrar ¢okturildi. Bu yikama islemi pH noétr veya asidik olan kadar
tekrarlandi. Elde edilen pelletler 1x, 2x ve 3x olacak sekilde ilagla birlestirildi.
5 dakika vorteks yapildiktan sonra 37 °C’de calkalayici etlivde 24 saat
karanlkta inkibasyona birakildi. 24 saat sonunda 13.000 rpm’de 5 dakika

santrifij yapilan érneklerde supernatantin absorbansi alindi.

2.2.5.5 Kalibrasyon Egrilerinin Olusturulmasi

5FU ve Cisplatin™ icin yuklemelerin hesaplanmasinda kullaniimak
Uzere kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Oncelikle ilaglarin maksimum
absorbans verdikleri dalga boyu tarama yapilarak belirlenmistir. Kalibrasyon
egrileri olusturulurken, 6nce miktari tespit edilmek istenilen ilacin farkli

konsantrasyonlarda standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin
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Olcumleri yapildi. Grafiksel olarak, konsantrasyonlar ve bunlara ait okuma

degerlerinin kesisme noktalari birlestirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi.

Son olarak yukleme sonrasi elde edilen supernatantin dlgimu yapilip
Olcum degeri koordinat duzleminde isaretlenerek grafikle kesistigi noktaya

gOre yukleme miktari tespit edildi.

2.2.5.6 ilag Yiiklemelerinin Hesaplanmasi

Nanoparcgaciklara ilag yuklemesi yapildiktan sonra ornekler 13.000
rom’de 5 dakika santrifij yapilir ve slUpernatantlarin belirlenmis olan
dalgaboyunda absorbanslari dlgulir. Kalibrasyon egrisindeki dogru
denkleminde (y=ax+b) absorbansin yerine konulmasi ile hesaplama yapilir.
Yizde yuklenme orani denklemi olan E=100—[( Kijac/Kiota )X100] kullanilarak

yuzde yuklenme oranlari bulunur.

2.2.5.7 Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektrofotometre

Nanoparcgaciklarin ilacla yuklenmesinin spektrofotometrik
belirlenmesine ek olarak, yuklenmenin gergeklestigini desteklemesi

acisindan infrared spektrofotometresi de belirleme kullaniimistir.

2.2.6 Yuklenmis Nanoparc¢aciklarin Sitotoksisite Caligmalari

Hidroksilleme metodu ile yliklenmis olan nanopargaciklarin biyolojik
etkilerini belirlemek amaciyla Bolim 2.2.4'de belirtigi sekilde 24 kuyucuklu
plakalara her kuyuya 500 pl icerisinde 125.000 hucre olacak sekilde plate out
yapimistir. 24 saat inkibasyondan alinan ve yaklasik %30 vyuklendigi
belirlenen SP-PMMA + ilag bilesikleri ¢okturtlerek pelletleri 2 ml medyum
icerisinde ¢ozlUlmustlr ve hicrelere 3 farkli konsantrasyonda 48 ve 72 saat

uygulama yapilmigtir.
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2.2.7 istatistiki analizler

Elde edilen degerler kendi aralarinda ve paralel kontrol gruplariyla
Minitab 14 programi kullanilarak analiz edilmigtir. Varyans analizi ANOVA
ONE WAY ANALYSIS ile yapilmistir.
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3. BULGULAR

Son yillarda tekstil, otomotiv ve medikal gibi bir gok alanda kullanilan
tedavilerin
Ozellikle

kanser

nanoteknoloji, 0zellikle hastaliklarin tadavisinde ve yeni
geligtiriimesi amaciyla bir ¢ok arastirmada kullaniimaktadir.
nanopargaciklarin kemoterapi ilaglarinin tasiniminda kullanimi

kemoterapisi igin 6nemli yaklagimlardan bir tanesidir.

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

ile yuklenmesi ve biyouyumlulugunun belirlenmesi amaciyla yapilan

calismamizda kisaca asagidaki gibi bir yol izlenmigtir (Sekil 3.1).

< Tez Plani >

Sitotoksisite
Calismalar

PMMA ve SP-
PMMA’nIn llagla
Yiklenmesi

5FU ve Cisplatin
Uygulamalari

PMMA ve SP-

PMMA
Uygulamalari

Yiklenmis SP-
PMMA’larin
Sitotoksisite

Calismalari

inkiibasyon Teknigi
ile Yikleme

Immobilizasyon
Teknidi ile

5FU+PMMA
5FU+SP-PMMA

Cisplatin+tPMMA
Cisplatin+SP-PMMA

Yukleme

Hidroksilleme

Teknigdi ile
Yiikleme

Cisplatin+PMMA Cisplatin+PMMA
Cisplatin+SP-PMMA Cisplatin+SP-PMMA

Sekil 3.1 Tezle ilgili galismalarda izlenen yolun sematik gdsterimi.
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3.1. 5-fluorourasil (5FU) ile Yapilan Sitotoksisite ve ilagla Yiikleme

Calismalari

3.1.1. 5-fluorourasil (5FU)’nun Sitotoksik Etkileri

Calismamizda ilk olarak, 5FU kemoterapi ilacinin nanopartiktllere

yuklenmesi ve akilli ila¢ olarak dizayn edilmesi amaclanmistir. Bu nedenle

5FU’nun insan Hepatoma Hiicre Hatti olan Hep3B hiicrelerindeki sitotoksik

etkileri belirlenmistir.

Hep3B hicrelerinde 6, 24 ve 48 saatlik araliklarda 25 ng/ul, 6.25 ng/ul,
0.25 ng/pyl 5FU ilag uygulanmigtir ve sitotoksik etkileri MTT testi ile
belirlenmistir (Sekil 3.2).

6 saat 24 saat
80 4 78 4
79
78 76
77 -
5 76 - g 741
I »
075 =
= 2 72
z 74 =
£ 55 £
o ® 707
71 4 68 -
70 +
69 66
25ng/ul 6,25ng/ul 0,25ng/ul 25ng/ul 6,25 ng/pl 0,25ng/ul
Konsantrasyon Konsantrasyon
48 saat
70 A
60 -
c 50 -
2
o 40 4
2
E 30 4
X 0 -
10 +
0
25ng/ul 6,25 ng/il 0,25ng/ul
Konsantrasyon

Sekil 3.2 5FUnun MTT uygulamasi sonrasi konsantrasyona bagl %
inhibisyon grafikleri (6, 24 ve 48 saat igin).

5FU bilesiginin Hep3B hucrelerinde, 6 ve 24 saat sonucunda tim

konsantrasyonlarda kontrol

grubu

ile karsilastirildiginda
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degerlerinde onemli bir degisiklik gozlenmemistir. Ancak 48 saatte Ozellikle
25 ng ve 6.25 ng uygulamalarinda hucreler Uzerinde ilag uygulamasinin
sitotoksik etkisi gorunmektedir (Sekil 3.2.).

3.1.2. 5-fluorourasil (5FU) ile PMMA ve SP-PMMA Nanoparcgag¢iklarinin

Yiiklenmesi (inkiibasyon ile Yiikleme)

5FU, Ozellikle klinikte birgcok kanserin tedavisinde tamamlayici ilag
olarak kullaniliyor olmasi nedeniyle ila¢ yuklemesi deneyleri yapilmistir.
Buna gore ilag ylUklenmesi igin inkibasyon metodu kullaniimistir (Bolim
2.25.4.a). Kisaca, PMMA, SP-PMMA ve ilag 15 dakika 37 °C’de isitildi.
Daha sonra ilag ve polimerler ayri ayri bir araya getirilerek 5 dakika vorteks
yapildi. 37 °C’de calkalayici etivde 24 saat karanlikta inkibasyona birakildi
ve 24 saat sonunda 13.000 rpm’de 5 dakika santriflj yapilan orneklerde

supernatantin absorbansi alinmistir [45].

Absorbanslar kullanilarak yukleme hesaplamalari yapildi (Bolim
2.2.5.6). Yulklemelerin hesaplanmasi sirasinda kullanilan kalibrasyon egrisi
Sekil 3.3'de verilmistir. Ancak sonuglar yorumlandiginda ilag yuklemesinin
gerceklesmedigi ya da net olarak yuklemenin tespit edilemedigi gdzlenmistir.
Yukleme deneyleri farkh kosullarda (pH degisimi, sicaklik degisimi.vb) tekrar
edildiginde de sonucun degismedigi gozlenmistir. Bu nedenle yukleme

calismalarina Cisplatin™ ile devam edilmisgtir.

5FU Kalibrasyon Egrisi

y=0,0429x
R?=0,9884

2 J

Absorbans
[a=]
[=n]

0 5 10 15 20 25 30 35

Konsantrasyon

Sekil 3.3 5FU’nun 6 farkli konsantrasyonuna gore kalibrasyon egrisi.
(OD=327nm)
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3.2. Cisplatin™ Sitotoksisite ve ilagla Yiikleme Caligmalari

3.2.1. Cisplatin™ ve Nanopargaciklarin (PMMA ve SP-PMMA) Sitotoksik
Etkileri

Calismamizin  ikinci asamasinda kemoterapide yaygin olarak
kullanilan ve en fazla kemoterapik potansiyeli olan antikanser ilaglarindan
Cisplatin™ kullaniimistir. Ik olarak Cisplatin™ ve nanopargaciklarin Hep3B
hicre hattindaki sitotoksik etkileri belirlenmigtir. Buna gére 0.25 ug/ul; 0.05
ug/ul; 0.01 pg/ul Cisplatin™ uygulamasi yapilmistir ve 6, 24, 48 ve 72 saat
sonunda sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlenmigtir. Ayni sekilde Hep3B
hicrelerinde 6, 24, 48 ve 72 saatlik araliklarda PMMA ve SP-PMMA
uygulamasi da yapimistir. PMMA ve SP-PMMA 250 ul, 50 ul ve 10 pl
uygulanarak son hacimler 500 upl'ye medyum ile tamamlanmistir.
Biyouyumlu olup olmadiklari 6, 24, 48 ve 72 saat sonunda etkileri MTT testi

ile belirlenmistir.

Sekil 3.4’te Cisplatin™ uygulanmis hicrelerdeki MTT sonuglarina goére
absorbans degerlerini gosteren grafikte goruldugu gibi, 6 saat sonunda,
aslinda Cisplatin™’in hlcreler Uzerinde proliferatif etkisi oldugu goruimustar.
(Sekil 3.4). Ancak bu sonugclar Cisplatin™’in Hep3B hticreleri Gzerinde toksik
etki gostermedigini sdylemek icin erken bir zaman araligidir. Cunku bazi
kemoterapi ilaclarinin, 6zellikle dusuk konsantrasyonlarda ve erken evrede

kanser hacrelerinin canlihdini arttirici etkiye sebep oldugu belirtilmigtir [4].

Cisplatin™’in uygulanan tim zaman araliklarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda htcrelerde sitotoksik etki gosterdigi hem absorbans
grafiginde, hem de % hicre canhligini gosteren grafiklerde gorulmektedir
(Sekil 3.5). Cisplatin™ hlcrelerde zamana ve konsantrasyona bagh olarak
hicre canhliginda azalmaya sebep olmustur. 24 saatte en dusuk
konsantrasyonda hucreler Uzerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli
degildir, ancak 0.05 pg/ul ve 0.25 pg/ul konsantrasyonlarinda hucre

canlihgini istatistiksel olarak anlamli gekilde azaltmistir. Bu etki 48 ve 72
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saatte devam etmektedir. Ozellikle 72 saatteki tim konsantrasyonlarda
hicrelerde istatistiksel olarak anlamh bir sitotoksik etkiye sebep oldugu

gorulmustar.

Cisplatin
1,2 +
. l
2 08 - x T *
_‘g" 06 TT-I-]' *] " T* = kontrol
a x
4 04 - ] I " T 0.25ug/pl
) § * ] 0.05ug/ul
0,2 - t T ]
T - 0.01pg/pl
0 -
6 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Zaman

Sekil 3.4 Cisplatin™’in Hep3B hicrelerindeki etkilerinin gosterildigi
zamana bagli absorbans grafigi. (OD=550nm) ( * istatistiki olarak
anlamli,p<0.05)

Cisplatin
120 -
100 20,01ug/pl
i
E 80 1 . ) @ 0,05ug/pl
O 60 -
o * 00,25pg/4l
% 40 A ‘ ¢
0 T 1
24 saat 48 saat 72 saat
Zaman

Sekil 3.5 Hep3B hucreleri Gzerinde Cisplatin™’in olusturdugu % hucre
canlihklarinin zamana bagli grafigi (* .istatistiki olarak anlamli,p<0.05)
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Sekil 3.6’de yukleme deneylerinde kullanacagimiz PMMA polimerinin
uygulanmis hacrelerdeki MTT sonuglarina gore absorbans degerlerini
goOsteren grafik gortlmektedir. Grafikte de goérildiga gibi PMMA uygulanan
butin konsantrasyonlar ve zaman araliklari igin kontrol grubu ile
kargilastirildiginda  sitotoksik etkisi gorulmemistir. PMMA’'nin  hicreler

uzerinde 24 saatte hucre proliferasyonunu artirici etkisi gézlenmistir.

Sekil 3.7°da SP-PMMA uygulanmis hicrelerdeki MTT sonuglarina gére
absorbans degerlerini gosteren grafik gorulmektedir. Grafikte de goruldugu
gibi 6 ve 24 saat sonunda hucrelerin etkilenmedigi ancak ozellikle 48 ve 72
saatte hicre canliliginda bir miktar azalma oldugu gériinmektedir. Ancak bu

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamisgtir.

Bu sonuglar PMMA ve SP-PMMA’'nin 6zellikle karaciger kanser model
hicre hatlarinda hucreleri etkilemedigi ve biyouyumlu bir materyal oldugunu

gOstermektedir.

14 - *
1,2 - l
1 g 1]
v
=
_'g" 0,8 - T 'I' -|- T T m kontrol
E: 06 1 ¢ ] T [T m 2504l
04 7 = 50pl.
0,2 1 10pl.
0 -
6saat 24 saat 48 saat 72 saat
Zaman

Sekil 3.6 PMMA polimerinin uygulanmis hicrelerdeki MTT sonuglarina gore
zamana bagli absorbans degerleri. (OD=550nm) ( % istatistiki olarak
anlamli,p<0.05)
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SP-PMMA

1,4 +
1,2 -
1
W
g
8 0,8 m kontrol
o
w 0,6
'2 T T m250ul.
04 7 = 50pl.
0.2 7 I 10pl.
0 !
6 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Zaman

Sekil 3.7 SP- PMMA polimerinin uygulanmig hicrelerdeki MTT sonuglarina
gbre zamana bagh absorbans degerleri. (OD=550nm) ( % istatistiki olarak
anlamli,p<0.05)

3.2.2. Cisplatin™ ile PMMA ve SP-PMMA Nanoparcaciklarinin

Yiiklenmesi.

Cisplatin™’in  nanoparcaciklarla yuklenmesi igin 3 ayn teknik
kullaniimistir.  Bu ydntemlerin  sonucunda yUklenmenin gerceklesip
gerceklesmedigi spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Bélim 2.2.5.5)

Asagida Cisplatin™ icin kullanilan kalibrasyon egrisi verilmistir (Sekil 3.8).

Cisplatin Kalibrasyon Egrisi

y=5,0434x
R*=0,987

Absorbans
—

0 005 01 015 02 025 03 035 04 045

Konsantrasyon

Sekil 3.8 Cisplatin™’in 5 farkli konsantrasyonu icin kalibrasyon egrisinin
olusturulmasi (OD=210 nm.).
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3.2.2.1. inkiibasyon ile Yiikleme

inkiibasyon ile yiikleme icin son hacim 1 ml olacak sekilde 3 farkli
deney grubu olugturulmustur. Buna gore ilk grupta 500 pl PMMA ve 500 ul
Cisplatin™ (ilag son konsantrasyon 0.25 ug/ul), ikinci grupta 100 pl PMMA ve
900 pl Cisplatin™ (ila¢g son konsantrasyon 0.45 pg/ul), son grupta ise 20 pl
PMMA ve 980 ul Cisplatin™ (ila¢ son konsantrasyon 0.49 ug/ul) inkiibasyonu
yapilmistir. Kontrol grubu olarak degerlendiriimek Gzere 500 pl Cisplatin™
ve 500 pl dH2O kullaniimigtir.  Ayni deney gruplari SP-PMMA icinde ayri

olarak duzenlenmistir.

ilk olarak PMMA ve SP-PMMA polimerler ve ilag Bélim 2.2.5.4.a’de
belirtildigi gibi yuklenmistir. ve Orneklerin sUpernatanlarinin absorbansi

alinarak yukleme oranlari tespit edilmistir. (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 inkiibasyon teknigi ile yiklemis PMMA ve SP-PMMA'nin %
yuklenme oranlari

Cisplatin™ PMMA + Cisplatin™ | SP-PMMA + Cisplatin™
konsantrasyonu (ug/ul) | yuklenme orani (%) yuklenme orani (%)

0.25 ug/pl. -7.2 31.5

0.45 pg/pl. 12.5 27.0

0.49 ug/pl. 20.5 23.8

Tablo 3.1'de inkibasyon metodu ile ylUklenmis Cisplatin™-PMMA
oranlari, Cisplatin™ konsantrasyonu arttikga yuklenmenin arttigi, SP-
PMMA’da ise konsantrasyon arttikga yuklenmenin azaldigi gorulmektedir.
Bu nedenle ilag gergcekten PMMA ve SP PMMA (zerinde adsorbe oldugunu
yada santriflj sirasinda dibe polimerle birlikte ¢okip ¢okmedigini anlamak
amaciyla yuklenme sonrasi pelletin dH,O ile yikanarak her basamakta

coktlirme sonrasi supernatantin absorbanslari alinmistir. Buna gore
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yikamalar sonunda alinan absorbanslar arasindaki farklliklar asagida
verilmistir (Tablo 3.2). Yikamalar sonunda pellet ilk olarak 80 °C’de
kurutularak 1:1 oraninda kloroform:dH,O iginde ¢dzuldl. Bir sire pipeta;j
yapilarak pelletin ¢oziinmesi saglandi. Iki faz olustuktan sonra, altta kalan
faz ilacin i¢cinde ¢6zundugu faz oldugu icin spektrofotometrede absorbansi
alindi.  Kloroform fazinda ise nanopargaciklarin ¢o6zundugu gozlendi.
Buradaki amag, yuklenmis oldugunu dusundigumuz ilacin yikamalar
sirasinda ayrilarak gercekten yukleme olup olmadiginin belirlenmesidir.
Ayrica nanopargaciklarin yuzeyine adsorbe olmayip, pargaciklarin igine
girmis olabilecek muhtemel Cisplatin™’in ayrilmasi ve tespit edilmesidir.
Ancak alt fazin absorbansini almak 6zellikle Ust fazdaki nanopargaciklarin
ortami bulanik hale getirmesi nedeniyle mimkin olmamistir. Bu nedenle

yukleme igin alternatif metotlar denenmistir.

Tablo 3.2 Yikamalar sonunda sUpernatanttan alinan absorbanslar

(OD= 210 nm).
0.25 pg/ul. 0.45 pg/pl. 0.49 pg/pl.
2‘:3;? PMMA 1.992 2.216 2.229
SP-PMMA 1.942 2.180 2.183
1.ytkama PMMA 0.173 0.214 0.167
SP-PMMA 0.369 0.558 1.141
2.yikama PMMA 0.034 0.04 0.024
SP-PMMA 0.433 0.164 0.118
3.ytkama PMMA 0.027 0.029 0.026
SP-PMMA 0.519 0.152 0.082
4.yikama PMMA 0.018 0.003 0.084
SP-PMMA 0.546 0.089 0.036

3.2.2.2. immobilizasyon Teknigi ile Yiikleme

immobilizasyon teknigine gére vyiikkleme Chen ve arkadaslari
tarafindan belirlenen protokole gore yapilmistir [43]. Detayli protokol, Bolim
2.2.5.4.b’de belirtildigi gibi yapilmistir. Sonikasyon sonrasi yapilan santrufyj

isleminden sonra siipernatantlarin absorbansi alindi. islem iki ayri bagimsiz
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deneyle yapildi. Yalniz igslem sirasinda kullanilan buffer sistemleri ve 6zellikle
immobilizasyonda kullanilan Karbodimit'in ayni absorbansda verdigi degeri
kontrol etmek igin kontrol gruplarimiz detayl bir sekilde analiz edilmistir
(Tablo 3.3). Karbodimit iceren ¢dzeltinin referans olarak alindigi durumda,
Cisplatin™’in maksimum absorbans verdigi dalga boyunda Cisplatin™
absorbans degerinin beklenilenden daha yuksek oldugu gozlenmistir. Bu
duruma karbodiimitin de ayni dalga boyunda absorbans veriyor olmasi sebep
olmaktadir (Tablo 3.4). Bu sonuglara goére, Cisplatin™’in nanopargaciklara

yuklenip yuklenmedigi konusunda net bir yorum yapmamiz mumkuan degildir.

Tablo 3.3 immobilizasyon teknigi ile yapilan yliklemelerin absorbans
degerleri (OD= 210 nm.)

Yukleme PMMA Absorbans SP-PMMA Absorbans
1. yukleme 2.34 2.35
2. yiikleme 2.28 2.28

Tablo 3.4 immobilizasyon teknigi ile yapilan kontrol yiiklemelerinin
absorbans degerleri (OD= 210 nm.)

PMMA SP-PMMA

Kontrol Ykl S I
ontrol Yukleme Sonuglari absorbans | 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

*Kor olarak Buffer A kullaniimistir.
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3.2.2.3 Hidroksilleme ile Yiikleme

Hidroksilleme metodu ile nanoparcgaciklarin ylzeyindeki hidroksil
gruplarinin sayisi artirilarak Cisplatin™ icin daha fazla baglanma yuzeyinin
olusturulmasi amaclanmistir.[41,46] Bu metot da boélum 2.2.5.4.c'de
belirtildigi gibi yapiimistir. Pellet, pH notr veya asidik olana kadar dH,O ile
yikanmistir.  Ortalama pellet agirhg 0.12-0.13g olacak sekilde pelletler
uzerine 250 pl (1X), 500 ul (2X) ve 750 ul (3X) Cisplatin™ ve kontrol grubu
olarak dH,O ilave edildi. 5 dakika vorteks yapildiktan sonra 37 °C'de
calkalayici etivde 24 saat karanlikta inkibasyona birakildi. 24 saat sonunda
13.000 rpm’de 5 dakika santrifij yapilan &rneklerde slpernatantin
absorbansi alinarak ylklenme oranlari hesaplandi. Ayni deney gruplari SP-

PMMA icinde ayri olarak dizenlenmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5 Hidroksilleme teknigi ile elde edilen % yikleme oranlari.
Yuklemeler dort defa tekrarlanmistir.

. . PMMA + SP-PMMA +
Cisplatin™
Cisplatin™ Cisplatin™
konsantrasyonu
yiiklenme orani(%) | yiiklenme orani(%)
1.Tekrar 25 30
250 ul Cisplatin™ | 2 Tekrar 22 20
(0.5 mg/ml) 3.Tekrar 20 30
4. Tekrar 28 40
1.Tekrar 26 30
500 pl Cisplatin™ | 2 Tekrar 22 20
(0.5 mg/ml) 3.Tekrar 20 30
4. Tekrar 22 40
1.Tekrar 27 31
750 ul Cisplatin™ | 2 Tekrar 18 22
(0.5 mg/ml) 3.Tekrar 20 40
4. Tekrar 20 26
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Sonug olarak, hem PMMA hem de SP-PMMA igin yaklasik olarak %30
yukleme tespit edilmigtir (Sekil 3.9 ve $ekil 3.10). Kullanilan Gg¢ farkh
konsantrasyonun vyukleme oranina istatistiksel olarak etkisi olmadigi
gorulmustur.  Bunun nedeni muhtemelen polimerin yuklenme agisindan
doygunluga ulagsmis olabilecegidir. Ayrica yuklenme oranlarindan kesin

olarak emin olmak igin IR spektrofotometre galigmalari yapiimistir

PMMA
40 -
35 -
30 - I
25 - I
20 -

15
10 -

% yiikleme oranlan

1x (250l) 2 (50041) 3x (750p1)

Cisplatin uygulama hacimleri (pl)

Sekil 3.9 Cisplatin™’in tg farkh hacimde (ul) PMMA latekse baglanma
% oranlarinin grafigi.

SP-PMMA
45 -
40 -
35 ] [ ]
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

% yikleme oranlan

1 (250p1) 2x (500pl) 3x (750pl)

Cisplatin uygulama hacimleri (pl)

Sekil 3.10 Cisplatin™’in Gg¢ farkh hacimde (ul) SP-PMMA latekse
baglanma % oranlarinin grafigi.
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3.2.3. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Spektrofotometre Sonuglari

Hidroliz sonucu olusan hidroksil gruplarinin etkisiyle genislemis 3400-
3600 cm™ araligindaki band Cisplatin™’in yilklenmesiyle hafifce daralmis ve
siddetini arttirmistir. Bunun nedeni Cisplatin™’deki 3300-3500 cm™
araliginda pik veren amin gruplari olmahdir (Sekil 3.11). Boylece
Cisplatin™’in latekse kimyasal olarak baglandigi FT-IR spektrumu ile

gOsterilmisgtir.
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4+ | Cisplatin yiikla manyetik PMMA lateks

Manyetik PMMA lateks

L

40000 3800 3600 3400 3200

Sekil 3.11 FT-IR Spektorofotometrisinde Cisplatin™ yUtklemesinin
gOsterilmesi.

3.3 Yuklenmis Nanoparg¢aciklarin Sitotoksisite Caligmalari

Cisplatin™ ile yUklenmis nanoparcaciklarin htcreler Uzerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla Bolim 2.2.6’da belirtilen sekilde Hep3B
hdcrelerine uygulama yapilmistir. Kisaca 24 kuyucuklu plakada buyumekte
olan hicrelere pozitif kontrol olarak 3 farkli konsantrasyonda Cisplatin™ ve
yine nanopargacigin etkisini gérmek amaciyla kontrol grubu olarak 3 farkh

konsantrasyonda  SP-PMMA  uygulamasi yapimistir. Yuklenmis
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nanopargaciklar ¢oktirme sonrasi 2 ml medyum iginde ¢oOzulerek benzer
sekilde 3 farkli konsantrasyonda hucrelere uygulanmigtir ve MTT testi ile
sitotoksik etkileri belirlenmistir (Sekil 3.12).

Yiiklenmis Nanopargaciklarin Etkisi

W 48 saat

el

Absorbans
o000 o0o
O=_2NWhAhOIONOO—~

> N N N N N 3 + 4 +
p & «,,‘?Q\Q @Q&Q \\}Q\Q rﬁ)@ & X P )
Q(J’ QQ QQ
Cisplatin SP-PMMA Cisplatin+SP-PMMA

Sekil 3.12 Cisplatin™ ile yiklenmis SP-PMMA nanopargaciklarinin
konsantrasyona bagli absorbans grafigi. (OD= 550nm)

Sonug olarak, Cisplatin™ hucrelerde hem 48 saat hem de 72 saatte
sitotoksik etkisini gostermigtir. SP-PMMA ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hicrelerde 48 ve 72 saatte proliferatif etki gdstermektedir.
Cisplatin™ ile yuklenmis SP-PMMA 48 saatte hicreler Uzerinde kontrol
grubu ile karsilastirildiginda etkili goérGnmemektedir. Ancak 72 saatte

hicrelerde sitotoksik etkiye sebep olmustur.
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4.SONUG VE TARTISMA

Kanser normal hicrelerin  ¢ogalmasi, olgunlasmasi ve diger
fonksiyonlarindaki bitlnligun kaybolmasi ile karakterize edilir. Dinyada her
yil yaklasik 12 milyon kisi kansere yakalaniyor ve yaklasik 7.6 milyon Kisi
kanserden yasamini yitiriyor. Kanser, sadece tek bir hastalik olmayip, ortak

Ozelliklere sahip 200’den fazla hastalik igin kullanilan genel bir terimdir.

Her hastalikta oldugu gibi kanser tedavisinde bir¢cok tedavi yaklasimi
bulunmaktadir. Ancak kansere kargi en dnemli tedavi bagisiklik sisteminin
guglendiriimesidir. ~ Ayrica kanserin erken tanisi da tedavide basariyi
etkileyen diger onemli faktérdir. GUnUmuzde kanser tedavisinde kullanilan
en etkili yontemlerden kemoterapi, hem tek basina hem de diger tedavi
yontemleri ile kombine olarak kullanilabilmektedir. Kemoterapide amacg,
normal hlcrelere goére daha hizli ¢odalan hucreleri tahrip etmektir. Bunun
icin kullanilan ¢ok sayida kemoterapi ilaci bulunmaktadir. Kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaclarinin ortak 6zelligi kanser hucresi ve
normal hucreler arasinda ayirrm yapmaksizin hizla buylylp c¢ogalan
hucrelere zarar vermeleridir. Vucudumuzdaki diger hizlh bolinme
yetenedindeki hucreler de bu nedenle kemoterapiden etkilenmektedir.
Hedeflendirilmis ilag tasima sistemleri ile 6zellikle bu yan etkilerin ortadan
kaldinimasi ve ilaglarin  dusuk secicilik  ozelliklerinin  arttirlmasi
amagclanmaktadir. Ozellikle bir polimer-ilag konjugasyonunun ilaglarin yan
etki sorunlarini ortadan kaldirarak daha uzun sureli aktivite olusumuna sebep
olabilecegi dislnilmektedir [47]. lilag yikli mikrosferlerin gelistiriimesinin
genellikle bu istenmeyen yan etkilerin ortadan kaldirilmasinda ve aktivite

suresinin uzatiimasinda faydali olacagdina inanilmaktadir.
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Bu amacgla pek ¢ok polimer sistemine ilaglarin yuklenmesi ile
calismalar son yillarda hiz kazanmistir. Bu nedenle ilaglar farkli polimerlere
farkh tekniklerle yuklenmekte, ila¢ salinimi dizeyi kontrol edilmektedir. Bu
stratejideki diger bir sorun da nanoparcacikla yuklenmis hedefe spesifik
ilaglarin, vucuda verildigi zaman diger kan serum proteinleri ve hucrelere
etkilesimleridir: Bagisiklik sistem de hedefe odakh bu ilaglarin diger bir
sorunudur. Bu tip sorunlari ¢ézmek i¢in kemoterapik ilaclar farkli polimerlere
yiklenmektedir.  Ornegin: kendiliginden birlesen nanopargaciklarin ilag
yuklenmesinde kullaniimasiyla ilgili literatirde ¢alismalar vardir. Bu
nanopargaciklar hidrofobik ¢ekirdek bolumu ve hidrofilik gruplar igceren dig
kabug@a sahiptir. Kendiginden birlesen nanoparcaciklarin ampifilik yapilarinin
ilag tasiniminda Ozellikle suda ¢Oozunmeyen yapidaki ilaglar igin
kullanildiklarinda 6nemli avantajlar saglayacagdi dusunulmektedir. Cunku
hidrofobik yapidaki i¢ ¢ekirdek ilag baglanma bdlgesini olustururken, hidrofilik
yapidaki dis kabuk, makrofajlar ve plazma proteinleri gibi biyolojik yapilarin
saldirisindan nanopargacigi korumaktadir [48]. 1um’den daha kuglk
boyutlardaki ila¢ yUkll polimerik pargaciklar, yiklenmis olan ilacin salinimini
saglamalari, kucuk boyutlarda olmalari ve yuksek yuzey hacmine sahip
olmalarindan dolay! kullaniimiglardir.  Bizim c¢alismamizda da segctigimiz
nanoparcgaciklarin kuguk boyutlarda olmalari, yuksek yuzey hacmine sahip
olmalari ve manyetik 6zellikleri nedeniyle, ilacin hedefe ydnlendiriimesinde

avantaj saglayacagi muhakkatir.

Manyetik nanoparcaciklarin tani ve tedavide ozellikle tip alaninda
oldukca genis uygulamalar vardir. Manyetik alan manyetik super
paramanyetik nanoparcaciklari, hedef organ ve dokuya yonelmesini
saglamaktadir. Fakat nanoparcaciklara Ozellikle kemoterapi ilaci
yuklenmesiyle ilgili olduk¢a sinirli galisma vardir. Kumar ve arkadaslari
tarafindan farkli molekuller manyetik nanopargaciklarla farelere verilmis ve
fareler Uzerinde vyaptiklari deneyde manyetik alanla bu pargaciklarin
yonlendirilebildigi bulunmustur [31]. ilag yikleme deneylerinde, polimer
olarak farkli  polimerler kullanilmasina ragmen, bunlar arasinda

biyouyumlulugu yliksek olmasi nedeniyle Chitosan ¢ok kullaniimistir. Bizim
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calismamizda da biyouyumlu oldugu bilinen PMMA polimeri kullaniimigtir.
Polimetilmetakrilat (PMMA) ortodonti ve ortopedide protezlerde siklikla
kullanilan bir polimerdir.  Bu polimerlerin konakg¢i dokulara uyumunu
belirlemek igin in vivo ve in vitro’da birgok biyouyumluluk testi yapilmigtir. Bu
Ozelliklerin bir kismi, hucre kaltart calismalarinda in vitro olarak calisiimistir
[27]. PMMA’lar Amerikan Yiyecek ve ilag Denetleme Kurumu (Food and
Drug Administration) tarafindan birgok biyomedikal malzemede kullanimi
kabul gérmus polimerlerdir [49]. Cesitli PMMA formlari ticari olarak da satin
alinabilmektedir [26]. Bu calismada, Yrd. Dog. Dr. Taner TANRISEVER ve
Prof. Dr. Hakan KOCKAR tarafindan yonetilen Yrd. Dog. Dr. Seda CAN
BEYAZ tarafindan doktora ¢alismalari sirasinda sentezlenmis PMMA ve SP-
PMMA nanopargaciklari kullaniimisgtir.  Parcaciklarin kimyasal, yapisal,
fiziksel ve manyetik karekterizasyonu ayni ekip tarafindan yapilmigtir. Bu
manyetik nanopargaciklara 06zellikle kemoterapi ilaglarinin yuklenmesi
planlanmistir.  Oncelikle PMMA ve SP-PMMA’nIn in vitro sitotoksik etkileri
arastinimistir [41]. Bu amagla karaciger kanser hticre hatti Hep3B hucreleri
kullaniimistir. Sentezlenen ve hem fiziksel hem de kimyasal
karekterizasyonlari yapilan bu nanopargaciklardan oOzellikle SP-PMMA ile
yapilan bu calismalar konu ile ilgili ilk veriler niteligindedir. Cunki SP-
PMMA'nin bir biyolojik sistem Uzerinde etkileri hakkinda literatirde herhangi
bir bilgi bulunmamaktadir. Nanoparcgagciklar ile ayni zamanda kemoterapide
yaygin olarak kullanilan Cisplatin™ ve 5FU ilaglarinin da karaciger kanser

modelinde (Hep3B) sitotoksik etkileri belirlenmisgtir.

Kullanilan nanoparcaciklarin ve Cisplatin™’in hucreler Uzerindeki
toksik etkisi MTT testi ile belirlenmistir. Bu metot canli hicrelerin sari
tetrazolium tuzu olan MTT’yi suda c¢Ozunmeyen koyu mavi formazan
kristallerine donusturmesi esasina dayanmaktadir. Yalnizca metabolik olarak
aktif yani canl hicreler tarafindan formazan kristalleri haline donusturalebilen
tetrazolium tuzlar kullanarak canli hicrelerin belirlenmesini saglayan etkili bir
yontemdir. Buna goére Cisplatin™’in uygulanan tUm zaman araliklarinda ve
Ozellikle 0.25 ug/ul ve 0.05 pg/ul konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hucrelerde istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etkisi

49



gorulmektedir.  Cisplatin™ hucrelerde zamana ve konsantrasyona bagli

olarak hicre canliliginda azalmaya sebep olmustur.

PMMA ve SP-PMMA ise uygulanan butun konsantrasyonlar ve zaman
araliklari igin kontrol grubu ile karsilastirildiginda sitotoksik etkilerinin
olmadig! gorulmustuar. Yalnizca SP-PMMA uygulanan hucrelerde 48 ve 72
saatte hucre canliiginda bir miktar azalma oldugu belirlenmis olsa da bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. PMMA’'nin hucreler

uzerinde 24 saatte hucre proliferasyonunu artirici etkisi gézlenmistir.

Calismanin ikinci basamaginda ise, hlcreler Uzerinde sitotoksik etkisi
bulunmayan, biyouyumlu PMMA ve SP-PMMA nanopargaciklarina ilag
yukleme calismalari yapilmigtir.  Bu c¢alismalar sirasinda farkl teknikler
kullanilmigtir [43]. Bu teknikler icerisinde hidroksilleme metodunun daha
sonradan ilag yuklemesinin belirlenmesinde daha kullanigh bir teknik oldugu
tespit edilmigtir. Hidroksilleme ile yapilan yiklemede %30 oraninda basari
saglanmistir. Kullanilan farkli polimer ve ilaglarin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerine uygun olarak yapilan cesitli calismalar bulunmaktadir. Liang ve
arkadaslar 5FU ile yapilan ¢alismada, hidrojel nanopargaciklar olan PA,
PA/SDM1 ve PA/SDMZ2’leri kullanmiglar ve bu polimerlerin hidrofobik
domainlerinden yararlanarak 5FU’yu polimerlere sirasiyla %30.8, %21.4 ve
%26.6 oraninda yuUklemeyi basarmislardir [48]. Koppolu ve arkadaslar
tarafindan yapilan g¢alismada ¢ok katmanl nanopargaciklar olan PNIPAAmM
ve PLGA'ya yuklenmek Uzere BSA ve Curcumin model ilag olarak
kullanilmigtir. YUklenme oranlari; BSA’nin PNIPAAm’ye yuklenmesi igin %65,
Curcumin’in PLGA'ya yuklenmesi icin %49.5 olarak tespit edilmistir [29].
Adsorbsiyon metodu kullanilarak yapilan diger bir c¢alismada ise
poli(akrilamid-co-metilmetakrilat) polimerinin 5FU ile yUklenmesi yapiimis ve
5FU miktari arttikga yliklenme orani da %69 oraninda %79 oranina kadar

yukselmistir [17].
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Yuklenen ilaglarin sitotoksisite c¢alismalarinda; Cisplatin™ ile
yuklenmis nanopargaciklarin ozellikle 72 saatte hucrelerde etkili oldugu
g6zlenmistir.  SP-PMMA, tek basina hucrelerde proliferatif etki gdsterirken,
Cisplatin™’le yuklenmis SP-PMMA, hicrelerde belirgin bir sekilde azalmaya

neden olmustur.

Cisplatin™ ijle ilgili olarak literatir taramasi yapildiginda bazi
calismalara rastlanmaktadir. Cisplatin™’in kimyasal olarak polimer—metal
kompleksi olusturmak Uzere polimerlerle konjuge edildigi ilk galismada,
Kataoka ve arkadaslari tarafindan Cisplatin™ ve poly(ethylene glycol)—
poly(aspartic acid) blok kopolimerleri arasinda bir baglanma gdsterilmistir
[50]. Sonraki calismalar ise bu komplekslerin antikanser etkilerini in vivo
olarak belirlenmesini kapsamaktadir.  Ancak Cisplatin™’in polimer ile
baglanmis durumda iken sitotoksik etkisinin olmadigi, ilacin polimerden

salinimindan sonra etkili oldugu gozlenmisgtir.

Cisplatinin polimerik implantlara yuklenmesi sonucunda sistemik
toksisitesinin dustigu ve aktivitesinin arttigr gézlenmistir.  Bu polimerik
sistemde vyapitaslari olarak poli(akrilik asit) ve MMA (metilmetakrilat)
kullaniimistir.  Akrilik polimerler farelerde deri alti implanti olarak 24 glnlik
zaman diliminde uygulandiklarinda ylksek in vivo tolerans gostermislerdir.
Biyoadezif 6zelligi ile poli(akrilik asit) bir cok farkli tagima sistemi igin iyi bir
adaydir. Daha 6nemlisi, poli (akrilik asit)'te bulunan karboksilik gruplar birgok
ilagta bulunan gruplarla bag yapabilmektedir [19]. Cisplatin, iyonik ¢ekirdekli
misellere de ¢ekirdeklerde bulunan karboksilli gruplarla kompleks olusturarak
yuklenmigstir, fakat ampifilik polimerlerin kullanildigi bir cisplatin tasima

sistemi bulunmamaktadir [51-53].

Sonug olarak bu calisma, literatlirde sinirh bilgi bulunan SP-PMMA’nin
bir biyolojik sistem Uzerindeki biyouyumlu etkileri hakkinda ilk verileri
saglamaktadir. Ayrica galismamiz sonucunda kanser kemoterapisinde

yaygin olarak kullanilan Cisplatin™’in daha once kullaniimamis bir yontem
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olan hidroksilleme teknigi ile SP-PMMA’ya yuklenmesi gergeklestiriimigstir.
Yuklenmis nanopargaciklarin, hucreler Gzerindeki toksik etkileri hakkinda da
ilk bilgileri elde etmemizi saglamigtir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen bilgiler,
ilag salinimi ve hedefe spesifik olarak ilacin yonlendiriimesi ile ilgili

calismalara i1sik tutacak niteliktedir.
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