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OZET

Danisman Kalindemirtas, F. (2020). Nanoilag olarak modifiye edilmis seramidaz
inhibitorlerinin in vitro kanser hiicrelerinde toksik etkilerinin ve mekanizmasinin
arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji ABD. Doktora
Tezi. istanbul.

Kanser saglik alaninda en fazla ila¢ arastirmalarinin yapildigi ve yeni ilaclarin klinik
kullanimda hizla yer aldigi bir alandir. Son yillarda nanopartikiil bazli ilaglarin
gelistirilmesi ile hem kanser hiicrelerinde hedefe yonelik toksik etki saglanmasi hem de
saglikli hiicrelerde daha diisiik yan etkilerin meydana gelmesi istenmektedir. Bu amagla
hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasindaki sinyal iletilerinde c¢esitli mekanizmalari ve
molekiilleri hedefleyen nanopartikiiller gelistirilmektedir.

Seramidaz, seramidi sfingozin 1-fosfat ve yag asitlerine doniistiiren bir enzimdir. Asit
seramidaz aktivitesinin tiimorlii hiicrelerde normal hiicrelerle kiyaslandiginda artmig
oldugu gosterilmistir. Ayrica seramidazlarin asir1 ekspresyonu timor hiicrelerini timor
nekrozis faktér ve radyasyona karst direncli hale getirmektedir. Bu nedenlerle
seramidaz inhibitdrleri antikanser ilag gelistirilmesinde 6nemli hedeflerdir.

Bu calismada timidilat sentetaz iizerine etkilerinin yaninda, seramidaz inhibitorleri de
olan, florourasil (5-FU) ve karmofur nanotasiyici sistemlere yiiklenerek meme kanseri
hiicre serilerinde (MCF-7, MDA-MB-231) ve insan kordon veni endotel hiicrelerinde
(HUVECS) etkileri incelenmistir. Bu amagla biyouyumlu nanotasiyici olan rosin esteri
ve Poli-Etilen Glikol (PEG) kullanilmistir. Nanopartikiillerin karakterizasyonu Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) ve Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS) ile yapildiktan sonra
sitotoksik etkileri incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gore 10-100 uM konsantrasyon araliginda ¢aligilan
nanopartikiillerin meme kanseri hiicreleri {izerinde sitotoksik etkileri tespit edilmistir.
Nano 5-FU’nun ve nano karmofurun sitotoksik aktivitesinin MCF-7 hiicre hattinda
MDA-MB-231 hiicre hattina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Ayrica ¢alismamizda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde western blot ile yapilan
protein analizinde, S1P, ASAH1 ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonunda genel olarak
kontrole gore azalma goriilmektedir, 6zellikle SIP ve ASAHI i¢in nano karmofur’da
daha yiiksek oranda bir azalma s6z konusudur. Calismamizdaki bu sonuglara gore 5-FU
ve karmofurun ASAH1 ve S1P iizerinden etki ederek hiicre 6limiinii gergeklestirdigini
diistinmekteyiz. Ayrica bu ilaglarin nano tasiyicilara yiiklenmesi sonucu ASAHI1ve S1P
enzimlerinin sitotoksik etkilerinin de artabilecegi bulgularimizda goriilmektedir.
Calismamizda saglikli HUVEC hiicrelerinde ASAH1 ve S1P enzim seviyelerinde
onemli bir degisiklik goriilmemesi, nano bilesiklerimizin kanser hiicreleri iizerinde
kullanilabilir oldugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler : Florourosil, Karmofur, Nano ilag, Sitotoksisite, Seramidaz

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 29884
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ABSTRACT

Danisman Kalindemirtas, F. (2020). Investigation of the toxic effects and mechanism of
in vitro cancer cells of nano-drug-modified ceramidase inhibitors Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Physiology. PhD thesis. Istanbul.

Cancer is an area where the most drug researches are conducted in the field of health
and new drugs are rapidly introduced into clinical use. In recent years, with the
development of nanoparticle based drugs, it is aimed to provide targeted toxic effects on
cancer cells and lower side effects in healthy cells. For this purpose, nanoparticles
targeting various mechanisms and molecules in signaling cell proliferation and
differentiation are being developed.

Ceramidase is an enzyme that converts ceramide into sphingosine 1-phosphate and fatty
acids. Acid ceramidase activity has been shown to be increased in tumor cells compared
to normal cells. In addition, overexpression of ceramidases renders tumor cells resistant
to tumor necrosis factor and radiation. For these reasons, ceramidase inhibitors are
important targets in the development of anticancer drugs.

In addition to its effects on thymidilate synthetase, fluorouracil and carmofur, which are
also inhibitors of ceramidase were loaded into nanotransport systems and their effects
on breast cancer cell lines MCF-7, MDA-MB-231 and HUVECs were investigated. For
this purpose, Rosin ester, which is a biocompatible nanocarrier, and Poly-Ethylene-
Glycol were used. Cytotoxic effects of nanoparticles were investigated by SEM and
DLS.

The cytotoxic effects of our nanoparticles in the range of 10-100 concentration uM on
breast cancer cells were determined. The cytotoxic activity of nano 5-FU and nano
carmofur was found to be higher in the MCF-7 cell line than in the MDA-MB-231 cell
line.

In our study S1P, ASAH1 enzyme levels and Bcl-2 protein expression decreased
compared to control cells, especially for SIP and ASAH1. This result was lower for
nano carmofur applied cells. Therefore, we think that 5-FU and carmofur effect cell
death by acting on ASAH1 and S1P. ASAH1 and S1P enzymes activity may increase
when loading of these drugs into the nano carriers.

There were no significant changes in ASAHL1 and S1P enzyme levels in healthy
HUVEC cells, these results suggest that our nano compounds can be used on cancer
cells.

Key Words: Fluorourosil, Carmofur, Nano drug, Cytotoxicity, Ceramidase.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, giiniimiizde en 6nemli 6liim nedenleri arasindadir ve var olan tedavilerle
birlikte yeni tedavi arayislart devam etmektedir. Cerrahi ve radyoterapi ile birlikte
kemoterapi kanser tedavisinin temelini olusturmaktadir. Kemoterapi, kanser hiicresi
cogalmasini, hastaligin ilerlemesini ve metastazinit baskilamak icin siklikla kullanilan
bir tedavidir. Kemoterapotik ilaglar sadece cogalan kanser hiicrelerini 6ldiirmekle
kalmayip, normal hiicrelere de zarar verebilirler. Bu nedenle, yan etkilerin siddetini
azaltmak amaciyla, kemoterapinin etkinligini koruyan veya gelistiren yeni antitimor

ilag tedavilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Li ve ark 2017).

Ayni zamanda, giinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan ilaglara kars1 direng
gelismesi tedavinin basarisini diisiirmekte ve kanserin niiks etmesine neden olmaktadir.
Bu konuda yogun bilimsel ¢aligmalar yiiriitiilmekte, 6zellikle hiicre kiiltiirlerinde yeni

antikanser ilaglar ile daha basarili tedaviler saglamasina ¢alisilmaktadir.

Seramidaz enzim ¢alismalari, son yillarda oldukga ilgi ¢ekmektedir.
Seramidazlar, seramidin sfingozine ve yag asitlerine indirgenmesini katalize
etmektedirler. Seramid miktar1 sadece sfingolipid biyosentezi ve degradasyonu igin
onemli olmakla kalmayip, apoptoz, hiicre farklilasmasi ve biiyiimesi gibi hiicrenin
gelecegi ile ilgili sinyallerin olusumunda da onemli bir rol oynamaktadir (Saied ve
Arenz, 2016). Asit seramidaz inhibisyonu bazi kanser tiirlerini kemoterapi ve
radyoterapiye duyarli hale getirmektedir. Seramidin birikimi normal ¢ogalan hiicrelere
zarar vermezken, asirt cogalan timor hiicrelerinde birikerek apoptoza neden
olabilmektedir. Ayrica seramid, sfingozin {iretmek amaciyla seramidaz enziminin
aktivasyonuyla hidroliz edilebilir. Bu yiizden seramid ve sfingozin-1-fosfat arasindaki
denge hiicrenin kaderini belirler (Olivera ve Spiegel 2001, Spiegel 2002).
Seramidazlarin aktivitesinin inhibe edilmesi seramid birikimine yol agacagi ig¢in
seramidaz inhibitorleri antikanser ilag gelisimi agisindan onemli hedeflerdir (Bielawska

ve ark. 1992, Selzner ve ark. 2001).

Kanser tedavisinde yeni bir yaklasim olarak kullanilan asit seramidaz
inhibitorleri ile artan ¢alismalar dogrultusunda asit seramidazlarin kanser tedavisinde ve
ilag direncini azaltmada ve kombine kullanimla gosterdigi sinerjik etki sayesinde

tedavide daha etkili se¢enekler sunmasi gelecek i¢in umut vaad etmektedir.



Asit seramidazlarin son literatiirlerde kanser hiicreleri tizerinde farkli yolaklarla
sitotoksik etkileri ortaya g¢ikmaktadir ve bilinmeyen muhtemel mekanizmalarinin

aydinlatilmasi i¢in ¢alismalar devam etmektedir (Govindarajaha ve ark 2019).

Nano ilaglarin gelistirilmesi ile insanlarda hem daha diisiik yan etkilerin ortaya
cikmasi, hem de kanser hiicrelerinde hedefe yonelik etkilerle yeni tedaviler
amaglanmaktadir. Nano ilaclar hedefe yonelik ve tlimorlere karsi spesifik olup tedaviye
daha iyi cevap alimmasini saglar. Seramidaz inhibitorleri ile 6zellikle de nanopartikiil
bazli yapilan calismalar oldukc¢a simirlidir. Bu nedenle, ¢alismamiz nanoteknolojik

olarak iiretilmis ilag uygulanmasi 6zelligi ile 6nem arz etmektedir.

Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda asit seramidaz inhibitdrleri olan 5-FU ve
karmofuru kullanilarak MCF-7, MDA-MB-231 hiicre serilerindeki sitotoksik etkileri ve

bunun hangi mekanizma ile gerceklestigini tespit etmeyi amagladik.

Bu amagla, 5-FU ve karmofurun hem serbest hem de bizim hazirladigimiz PEG
kapli nano formlarin1 kullandik. Ayrica ASAH1, SIP ve bcl-2 protein miktarlarini tayin
ederek sitotoksik mekanizmanin aydinlatilmasin1 amagladik. Sonuglarimizin literatiire
onemli katki saglayacagini ve ayni zamanda nano bilesiklerimizin kanser hiicreleri

tizerinde kullanilabilme olasiliginin tespit edilmesini saglayacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

Giliniimiizde kanser, tiim diinya i¢in en ¢ok sorun teskil eden hastaliklarin
basinda gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) bagli kurumlar tarafindan yapilan
arastirmalarda, 2030 Iu yillarda kanserin bir numarali 6liim nedeni olabilecegi
bildirilmektedir (Tuncer 2008). Cerrahi ve radyoterapi ile birlikte kemoterapi kanser
tedavisinin temelini olusturmaktadir. Kemoterapi, kanser hiicresi ¢ogalmasini,
hastaligin ilerlemesini ve metastazin1 baskilamak i¢in siklikla kullanilan bir tedavi
olmasimin yaninda, kemoterapotik ilaglar sadece ¢ogalan kanser hiicrelerini dldiirmekle
kalmayip, aym1 zamanda normal hiicreler iizerinde de olumsuz etkilere neden
olabilmektedir. Bu nedenle, olumsuz reaksiyonlarin ve yan etkilerin siddetini
azaltmanin yaninda, kemoterapinin etkinligini koruyan veya gelistiren yeni antitimor

ilag tedavilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Li ve ark 2017).

2.1. KANSER

Kanser, viicudun belirli bir boliimiindeki normal hiicreler kontrolden ¢ikmaya
basladiginda gelismektedir. Farkli kanser tiirleri vardir; kanser hiicresi 6lmek yerine
bliylimeye, boliinmeye ve yeniden boliinmeye ve yeni anormal hiicreler olusturmaya
devam etmektedirler. Genellikle kanser hiicreleri DNA'nin hasar gérmesi sonucu
normal hiicrelerden gelisir. Bir kisinin DNA's1, ortamdaki zararli mutajenlere,
kimyasallara maruz kaldiginda hasar goriir (Sudhakar 2009). Genellikle DNA hasar
gordiiglinde, viicut onarabilir ama ne yazik ki kanserlesen hiicrelerdeki hasarli DNA

onarilamaz.

Yine de kanser patogenezinde rol oynayan bir¢cok genin mutasyona ugradigi
bilinmektedir. Bu gen mutasyonlar1 anormal hiicre ¢ogalmasina yol agmaktadir. Kanser
tedavisinde, kanser hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalmasini yavaglatmak, kanserin bagka
organ ve dokulara yayilmasinm1 6nleyerek, kanserin kontrol altinda tutulmasi en 6nemli
kriter olarak kabul edilmektedir. Teknolojik gelismelerin yardimi ile erken tani ve
uygun tedavi ic¢in yararli olabilecek bilgiler edinilmis olmasina ragmen, kanser
tedavisinde kullanilan ilaglarin kanserli hastalar {izerindeki etkilerinin yani sira, yan

etkileri de s6z konusudur (Hassanpour ve ark 2017).



Kanser ilaglarmin getirdigi yan etkilerle birlikte, ilaca karsi direng, kanser
tedavilerinde biiyiik sorun teskil etmekte ve bazi kemoterapi tedavilerinin basarisiz

olmasina sebep olarak gosterilmektedir (Nurgali ve ark 2018).

Baz1 kemoterapi uygulamalarmin amaci, kanserin yol agtig1 etkileri gidermek,
hastanin yasam kalitesini arttirmak, agr1 ve benzeri belirtileri ortadan kaldirmak ya da

hafifletmektir.

2.1.1. Kanser olusum mekanizmalari

Kanser terimi, hiicre dongiistiniin denetimsiz oldugu, pro-apoptotik aktivitenin
bozuldugu hiicrelerin  kontrolsiiz ¢ogalmasiyla tanimlanan, hastaliklar ig¢in
kullanilmaktadir (Todd, Wong 1999). Artan hiicre proliferasyonu, kanser olusumu
stirecini tetikleyebilmektedir. DNA hasarinin biiyiik ¢ogunlugu, hiicresel enzimatik
sistemler tarafindan hiicre béliinmesinden 6nce onarilmaktadir. Hiicreler ne kadar hizl
boliiniirse, genotoksik hasarin hiicre bdliinmesinden 6nce onarilamama olasilig1 o kadar
artmaktadir. Hiicre boliinmesi gerceklestiginde, genomik degisim sabittir ve kalitsaldir.
Eger boyle bir genomik degisiklik hiicreye ve onun nesline segici bir biiylime avantaji

verirse, klonal genisleme ve ilerleyici neoplazi gelismeye baslayacaktir (Haschek ve ark
2013).

Serbest radikaller, kanser olusumunun en biiyiik nedenlerindendir. Organizmada
olusan en Onemli serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS)’dur ve kanser
olusumunun bir ¢ok evresinde rol almaktadir (Williams 1992, Yokus ve ark 2008).
Serbest radikaller en dis orbitallerinde eslesmemis elektrona sahiplerdir. Eglesmemis
olan elektronlar yiliksek enerjili olduklarindan ROS’u olduk¢a reaktif hale
getirebilmektedirler. Organizmadaki antioksidanlar ise, ROS’u ve bundan kaynaklanan
hasar1 onleyerek gerekli dengeyi saglamaya calisirlar. Bu denge bozuldugu zaman ROS

ile hiicre hasar1 meydana gelmektedir (Yokus ve Cakir 2012).
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Sekil 2. 1: Kanser olusumu

(icli ve Akbulut 2005 den)

Yasam siiresince hiicrelerimiz stirekli yenilenmektedir. Genlerin kontrolii altinda dlen
hiicreler viicuttan atilirken yenileri olusmaktadir (Kumar 1992). Bazen anormal bir
sekilde kromozomlarda veya DNA da meydana gelen bir degisiklik sonucu hiicreler
kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye baslar. Normal olmayan bu hiicreler komsu dokulara
ve uzak organlara yayilabilmektedirler. Bu durumda kanser meydana gelmektedir.
Kanser olustugunu soOyleyebilmek i¢in invazyon ve metastazin olmasi Onemlidir
(Lenhard ve ark 2001). Hiicrelerde olusan mutajenik etkilerin ¢ok 6nemli bir kismi
hiicre siklusu sirasinda meydana gelmektedir. Hiicre siklusu, S evresi (DNA sentezi), M
evresi (Mitoz boliinme) ve bu ikisi arasindaki G1-G2 (duraklama evresi) olan bu dort
evreden meydana gelir. Hiicreler genellikle GO evresinde bulunmakta olup istirahat
evresindedirler, ancak bir uyar1 geldiginde boliinme evresine ge¢mektedirler. Hiicre

siklusunun kontrol noktalarinda olusan degisimler kanser olusumuna neden



olabilmektedirler. DNA onarimi ve apoptozis tiimor baskilanmasinda kritik olaylardir.
Siklin ve siklin bagimli kinazlar, timor baskilayici genler {izerinde bliylime ve

cogalmada hiicre 6liimiinde 6nemli etkilere sahiptirler (Lawrence 2008).

2.2. MEME KANSERI

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimordiir ve bir ¢ok
tilkede kanser 6liimlerinin de baslica nedenidir. Kadinlarda meme kanseri riski, yasam
boyunca yaklasik %7-10 civarindadir. Yani yaklasik her 10-14 kadindan biri yasami
boyunca meme kanserine yakalanabilmektedir. Tiim meme kanserlerine baktigimizda

ise, erkeklerde goriilen meme kanseri orani %1 civarindadir (Fisher 1994).

Meme kanseri, meme bezlerinde belirgin malignitelerin ortaya c¢ikmasidir.
Meme kanserine yol agan nedenler tam olarak bilinmemekle birlikte kadin cinsiyet, yas,
ik, aile hikayesi, hi¢ dogum yapmamak, ilk dogum yasinin 35’in iizerinde olmasi,
kisinin 6nceden meme kanseri hikayesi olmasi, menstruasyon siiresi gibi nedenler
meme kanserine yatkinligi arttirmaktadir. Ayrica atipik duktal/lobuler hiperplazi,
lobuler karsinoma in situ veya non invaziv meme lezyonu hikayesi ve genetik nedenler
(BRCA1 ve BRCA2 genleri, Li-Fraumeni sendromu v.b) meme kanserine yatkinligi
artirmaktadir (Henderson 1993). Bunlar gibi bir¢cok faktér meme kanseri riski ile iliskili
oldugu halde, aile hikayesi ve memede atipik hiicre ¢cogalmasi disinda, tek bir dominant
faktor yoktur. Hastalarin 6nemli bir grubunda yukarida sayilan risk faktorlerinden hig

birinin saptanamadig da bildirilmektedir (Heywang-Kdobrunner ve ark. 2001).

Meme kanseri, kadinlarda en sik teshis edilen kanserdir. Meme ve yumurtalik
kanserine duyarlilik saglayan iki ana gen BRCAIl geni ve BRCA2 genidir. Bu
genlerdeki mutasyonlar hem kalitsal meme kanseri hem de kalitsal yumurtalik kanseri
ile iligkilidir. Meme ve yumurtalik kanserlerinin bir 6zelligi, kanserin genellikle daha
geng bir yasta ortaya ¢ikmasidir. Genetik tarama testleri, kansere yakalanma egilimi
gosteren ailelerin  bilgilendirilmesini ve kanser insidansinin ve morbiditesinin

azaltilabilmesini hedeflemektedir (Juvet and Norderhaug 2008).

Son on yilda molekiiler biyoloji, sistem biyolojisi ve genom alanindaki dnemli

geligmeler ile birlikte meme kanseri hakkindaki bilgiler hiicresel, molekiiler ve genomik



anlamda aydinlatilmaya devam etmektedir. Aragtirmalar 1518inda elde edilen bilgilerle,
kanser gelisimi ile ilgili mekanizmalar anlasildikca daha umut verici tedaviler
diizenlenebilecegi diisiiniilmektedir. Risk faktorlerinin daha iyi bilinmesi, spesifik
meme kanseri siniflandirmalar1 ve alt tiplerinin iyi yapilmasi, meme kanserinde meme
kok hiicrelerinin olasi rollerinin arastirilmasiyla miimkiindiir. Meme kanserinin temel
biyolojik yonleri ve metastazinin altinda yatan mekanizmalarin kapsamli bir sekilde

arastirtlmasi gereklidir (Feng ve Spezia 2018).

Meme kanserlerinin bazilarinda hormon reseptorii (HR) pozitiftir ve hormon
tedavilerine cevap alinabilmektedir. Endokrin tedavi, semptomatik visseral hastaligi
bulunmayan ileri evre Ostrojen reseptor (ER) pozitif, insan epidermal biiylime faktor
reseptorii 2 (HER2) negatif meme kanseri olan hastalar icin tercih edilebilir. Terapotik
secenekler, klinik sunuma goére degisir ve tamoksifen, aromataz inhibitorleri veya
fulvestrant gibi tek ajan tedavileri ve kombinasyon terapileri se¢eneklerini igerir (Flaum

and Gradishar 2018).

Fakat biitlin bu seceneklere ragmen kullanilan ilaglarin ciddi yan etkileri olmasi
ve bir siire sonra meme kanser hiicreleri tarafindan direng gelistirilerek etkisiz
kalmalari, kullanimi sinirlamakta ve tam kiir saglanamamaktadir. Bu nedenle yeni ilag
arayislart giindemdedir ve Ozellikle segici etkiye sahip, kullanilan dozlarda normal

hiicrelere zarar vermeyen ilaglarin gelistirilmesi son derece 6nemlidir.

2.2.1. Uclii Negatif Meme Kanseri ((NMK)

Meme kanseri vakalarinin yaklagik %15' Ostrojen reseptorii (ER), progesteron
reseptorlii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2 (HER2) ekspresyonu
tespit edilmeyen iiclii (er-/pr-/her2-) negatif meme kanseri (UNMK) grubuna aittir. ER,
PR, HER2 protein ekspresyonu olmayan meme kanserleri {iglii negatif meme kanserleri
grubuna girmektedir. Bu hasta grubunun olumsuz prognozunun yani sira, etkili hedefe
yonelik tedavinin eksikligi UNMK'yi yogun arastirma konusu yapmaktadir. UNMK 'nin
daha ¢ok geng¢ hastalar1 etkiledigi bilinmekle beraber, diisiik sosyoekonomik durum,
hormonal faktorler ve obezite ile daha siki iliskili olabilecegi goriilmektedir (Rubovszky

ve ark 2010).



Genetik olarak UNMK 'li hastalarin biiyiik kismi, 6zellikle BRCA1'de bir meme
kanseri geni mutasyonu barindirir (Gonzalez-Angulo ve ark 2011). Patolojik olarak,
UNMK genellikle yiiksek derecelidir ve nekroz gosteren yaygin olarak sizan duktal
karsinomdur (Livasy ve ark 2006). UNMK hastalar1, dogal olarak agresif bir klinik
davranig ve hedef etkili tedavilerin eksikligi nedeniyle diger meme kanseri alt tipleri ile
karsilagtirildiginda genellikle daha kotii prognoza sahiptir (Malorni ve ark 2012,
Bianchini ve ark 2016). UNMK 'nin dogru teshisi, hormonal tedaviden ve HER2
hedefli ilaglardan faydalanacak hastalarda hayati énem tasimaktadir, ER ve / veya
HER2 negatifligi hastaligin yanlis teshisini énlemek i¢in ¢ok onemlidir (Feng ve ark
2018, Bianchini ve ark 2016).

UNMK icin tercih edilen tedavi sistemik kemoterapidir. Onemli birkag
calismada, UNMK hastalarinin yaklasik %10'unun iyi bir prognoza sahip olmasima
ragmen, tek basina liclii negatifligin, bagimsiz prognostik faktér olduguna dair kanit
bulunmaktadir. Son dénemlerde, hedefe yonelik kemoterapdtik ajanlar iizerinde yapilan

calismalar son derece dnemli duruma gelmistir (Rubovszky ve ark 2010).

2.3. FLOROURASIL

Florouracil (5-FU) meme, kolorektal kanser, sindirim ve solunum sisteminden
kaynaklanan malignitelerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir antikanser ilagtir
(Aronson 2011). 5-FU cesitli yollarla etki gostermekle birlikte esas olarak bir timidilat
sentaz inhibitdrii olan bir pirimidindir. DNA replikasyonu i¢in gerekli bir niikleotid olan
timidin sentezini bloke eder ve 5-FU’nun asit seramidaz inhibitorii oldugu bilinmektedir
(Longley ve ark. 2003, Dimentiev ve ark 2018). 5-FU, herhangi bir asamadaki meme
kanserini tedavi etmek icin diger kemoterapi ilaglariyla kombinasyon halinde
kullanilabilir. Doksorubisintpaklitaksel ikilisine 5-FU eklenmesinin meme kanseri
hiicre kiiltiirlerinde kaspaz bagimli apoptozisi arttirdigi bulunmustur (Zoli ve ark. 2005).
Ayrica meme kanserinin agresif formu olan inflamatuvar meme kanserinin tedavisinde
de kullanilir (Cristofanilli ve ark. 2003). Nair ve arkadaslari, meme kanseri hiicre serisi
olan MCF-7 hiicrelerinde 5-FU baglanmis poli D, L-laktik-ko-glikolik asit (PLGA)
nanopartikiillerinin antitiimdr etkinligini degerlendirmislerdir. In vitro ilag salim

calismalari, 5-FU'nun nanopartikiillerden uzun siireli ve siirekli salinimin1 gostermistir.



PLGA kombinasyonlu nanoparcaciklarin, tiimor hiicrelerine kars1 doz ve zamana baglh
bir sekilde serbest ilagtan daha iyi sitotoksisite gosterdikleri bildirilmistir (Nair ve ark
2011).

2.4. KARMOFUR

Antineoplastik bir ilag olan karmofur, giiclii bir asit seramidaz inhibitoriidiir ve
bu 6zellik, anti-proliferatif etkileri icin esastir. Karmofur, fluorourasil'in bir pirimidin
benzeri ve tiirevi oldugundan tipki onun gibi antikanser kemoterapdtik ve anti-
metastatik aktiviteler sergilemektedir. Karmofurun kimyasal yapisindaki degisiklikler
ile kanser hiicre cogalmasini1 6nlemek icin standart antitlimoral ilaglarla sinerjik olarak

hareket eden yeni asit seramidaz inhibitorleri sentez edilebilir (Realini ve ark 2013).

Karmofurun antikanser 6zellikleri, bu ajanin, timidilat sentetaz1 bloke ederek bir
pirimidin analogu olan 5-FU olusturma kabiliyetine baglanmistir. Bununla birlikte,
karmofur kaynakli timidilat sentetaz aktivitesi inhibisyonu ve hiicre proliferasyonu
arasindaki pozitif korelasyonun olmamasi, daha karmasik bir etki mekanizmasi
oldugunu diisiindiirmektedir. 5-FU'e direng¢ gelistirmis olan insan kanser hiicreleri i¢in
karmofurun toksik oldugu bildirilmektedir. Klinikte kolorektal kanserleri tedavi etmek
icin su anda kullanilan antineoplastik bir ila¢ olan karmofur, hiicre i¢i asit seramidazin

cok giiclii ilk inhibitorii olarak tanimlanmaktadir (Realini ve ark. 2013).

Iyi calisilmis bir ASAH1 inhibitdrii olan karmofurun servikal kanserlere karsi
antiproliferasyon ve antimetastatik 6zellikleri oldugu ve Wnt / katenin sinyal yolaginda

rol oynadig bildirilmektedir (Liu ark 2017, Realini ve ark 2013).

2.5. ROSIN

Rosin berrak ya da yar1 saydam bir katidir. Cam agacinin reginelerinde dogal
olarak meydana gelir. Agacin taze sivi reginesinin 1sitilmasyla elde edilir. Cam

oleoresin, agaclarindan salgilanan yaglarin ve ucucu olmayanlarin bir karigimi olan
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rosin dogal bir bilesiktir. Ugucu re¢ine bilesenleri damitilir ve rosin elde edilir (Zinkel

ve ark 1989).

Rosin esteri gibi dogal polimerler bir¢ok avantajlari nedeniyle daha cazipdir,
clinkii bunlar biyolojik olarak ¢oziinebilir, ucuz ve hazir bulunur. Ayrica, dogal
polimerlerin en 6nemli yarari, kimyasal modifikasyonlar yapabilmeleridir. Rosin esteri
bir biyopolimer olarak, regine ve tiirevleri, mikrokapsiilleme maddeleri, film olusturma
maddesi ve farmasotik tabletlerin  formiilasyonunda baglayict madde olarak

kullanilabilmektedir (Kumar ve Gupta 2013).

Son yillarda, ¢ok sayida dogal zamklar farmasétik olarak ilag tasariminda ve
gelistirilmesinde polimer olarak arastirilmaktadir. Siirekli ve kontrollii ilag dagitim
sistemleri hazirlamak igin, dogal polimerler bir arastirma konusu olmaya devam

etmektedir.

Rosinin nanoilag tasarlanmasinda kullanimini saglayan en dnemli 6zellik, oda
sicakliginda rosinin frajil bir malzeme olarak bulunmasi, 1sitildiginda erimesidir. ilag
tagima sistemlerinde, genel olarak rosinin miikemmel film olusturma 6zelligi 6n plana

¢ikmaktadir (Kumar ve Gupta, 2013, Singh ve ark 2011).

2.6. POLIETILEN GLIiKOL (PEG)

Nanopartikiillerin yiizeyinin polietilen glikol (PEG) ile kaplanmasi, hedef
hiicreler ve dokularda ila¢ etkinligini artirmak ic¢in yaygin olarak kullamilan bir
yontemdir. Nanopartikiiller tizerindeki PEG kaplamalar, ylizeyi agregasyondan,

opsonizasyondan ve fagositozdan korur, sistemik dolasim siiresini uzatir (Suk ve ark

2016).

PEG kapl1 ila¢ nanotasiyiciya yliklenerek, sistemik dolasim siiresi artirilabilir ve
sitotoksik aktiviteyi 6nemli dl¢iide etkilemeden proteinlerin immiinojenligi azaltilabilir

(V. Weissig 2014).

PEG in, ila¢ kullanim alaninda uzun bir giivenlik ge¢misi bulunmaktadir. Ayrica
FDA tarafindan genel olarak giivenli goriilen bir siniflamaya dahil oldugu i¢in en

yaygin kullanilan polimerdir. Ilag tasiyici sistemin PEG ile kaplanmas: ilk defa Davis ve
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Abuchowski tarafindan 1977'de tamimlanmistir. Arastiricilar PEG'in  sigir  serum
albiimini ve karaciger katalaz proteinlerine kovalent baglanmasini basarmislardir

(Abuchowski, 1977).

2.7. NANO ILACLAR

Nanopartikiiller nanometre boyutunda (1-1000 nm), ozellestirilmis ylizeyi,
gelistirilmis ¢Ozlintirliigli ve ¢ok islevliligi ile yeni biyomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir. Nanopartikiiller, liretilen bilesiklerden belirgin sekilde farkli ya da
daha etkili 6zellikler gosterebilmektedir. Nanoparcaciklar ile bilesiklere kazandirilan
yeni Ozellikler sayesinde hiicreler iizerinde etkili olma yetenegi artabilmektedir. Hizla
biiyiiyen bu calisma alani disiplinler arasi arastirma gerektirmekte ve kanser gibi
Oliimciil hastaliklar teshis ve tedavi edebilen ¢ok islevli nano cihazlarin tasarlanmasi ve

gelistirilmesi i¢in firsatlar sunabilmektedir (Singh ve Lillard 2009).

2.7.1. Nano ilaglarin tarihgesi

Yeni tedavi arayislari ile beraber, ila¢ yapiminda nanoteknolojinin kullanilmaya
baslanmas1 1960’11 yillara dayanmaktadir. ilk zamanlar yag kesecikleri ilag tasimak igin
kullanilmistir. Daha sonra ilaglar lipozom adi verilen keseciklere yerlestirilmis ve
disaridaki s1vi ortamdan etkilenmesi 6nlenmistir. i¢indeki etken maddeyi kontrollii, yani
yavas bir sekilde disar1 veren ilaglar da 1970 li yillarda calisilmistir. Sonra, polimer
kapli nano pargaciklar, nano algilayicilar gelistirilmistir. Bu nano parcaciklar viicuttaki
molekiiler degisiklikleri algilayarak, hastaliklarin teshisinde, bazi dlgiimlerin
yapilmasinda kullanilmasinin yani sira, ilaci viicutta istenilen bolgeye tasimak i¢in de

kullanilmaktadir.

Polimer kapli nano pargaciklar ilacin kontrollii bir sekilde salinmasini miimkiin
kilmaktadir. Ortamin sicakligi, asit-baz dengesi veya seker gibi belirli bir molekiiliin
varligi, ilacin nano parcaciktan salinimina yol acabilir. Kontrollii salim sayesinde ilaci

uzun siirede, diisiik dozda vermek miimkiin olabilmektedir.
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Diger bir ilag tastyici nanosistem de lipozom denilen yag kesecikleridir. 1995
yilinda bir AIDS hastasinda doksorubisin adli ilag kanser tedavisinde lipozom igine
yerlestirilerek kullanilmistir. Ayrica; daunorubisin, agr1 tedavisinde kullanilan morfin,
ciddi mantar enfeksiyonlarinda kullanilan amfoterisin lipozomlarin i¢ine yerlestirilerek

viicuda verilmistir (Farokhzad ve Langer 2006, Ferrari 2005, Lensen ve ark 2008).

2.7.2. Kanser Tedavisinde Nanoila¢larin Gelistirilmesi

Cesitli biyolojik ozelliklere sahip olacak sekilde uyarlanabilen ve c¢esitli
ortamlarda kullanilabilen nanopartikiiller, kemoterapide daha giivenli ve etkili bir yol
sunabilmektedir (Lavan ve ark 2003, Shi ve ark 2011, Langer 1990). Son on yilda,
kanser tedavisinde ilag tasiyicilar olarak nano malzemeler konusunda yaklagik 12.000
calisma bildirilmesine ragmen, teknolojik gelismeler ve klinik uygulamalar arasinda bir
bosluk oldugu dikkat ¢ekmektedir, yani bunlarin biiyliik cogunlugu klinik kullanima
sokulamamistir. Son 50 yilda birgok nano ilag gelistirilmistir (Sekil 2.2). 1965 yilinda
Bangham ve ark. lipozomlar1 kesfetmistir (Bangham ve ark 1965). Doksorubisinin
(Doxil) bir lipozomal formiilasyonu, 1995'ttc ABD Gida ve lla¢ Idaresi (FDA)
tarafindan AIDS'le iligkili Kaposi sarkomunun tedavisi i¢in onaylanmistir (James ve ark
1994). 2005'te albumin bazli bir nanopartikiil, protein bagli paklitaksel (Abraxane)
meme kanseri, kii¢lik hiicreli dig1 akciger kanseri ve pankreas kanseri tedavisinde klinik
kullanim i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (Green ve ark 2006). Daha yakin zamanda,
2013 wyilinda, insan epidermal biiyime faktorii reseptorii-2’ye hedeflenen,
adotrastuzumab emtansinin bu reseptdr tarafindan pozitif olan meme kanseri hastalarda

kullanim1 onaylanmistir (Kamaly ve ark 2012, Li ve ark 2017).
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Sekil 2. 2: Nanoilaclarin Gelisiminin Zaman Cizelgesi

(Li ve ark 2017 den).

2.7.3. Nano ilac tasiyici sistemler
Son donemlerde kansere karsi kemoterapinin daha etkili ve faydali olmasi
yoniinde calismalar devam ederken, nanotip bu konuda oldukga cazip bir alan olarak

karsimiza ¢ikmaktadir ve bununla ilgili ¢alismalar her gegen giin artmaktadir.
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Sekil 2. 3: Nanoila¢ Tasiyic1 Sistem Cesitleri

(Li ve ark 2017°den).

Kanser tedavisi i¢in ilag tasiyict olarak kullanilan nanomalzemeler. Farkli biyolojik o6zellikleri ile
nanomalzemeler, gegirgenligi ve tutma etkisini arttirir, biyoyararlanimi arttirir, kemoterapi ilaglarinin

toksisitesini azaltabilir, hidrofobik veya hidrofilik kemoterapi ilaglarmni kan dolasimina saliverebilir ve

kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etkiler saglayabilir. Karbon nanotiipler; QD'ler, kuantum noktalari;

MSN'ler, metal nanoparcaciklar (Li ve ark 2017).

Kemoterapi esnasinda, saglikli dokuyu korumanin yaninda tiimor hedeflemesine
dayanarak, ilag tasiyict sistemler araciligi ile hastalara onemli faydalar saglanmasi
beklenmektedir. Bunlarla birlikte, azalmis sistemik toksisiteye ragmen, klinik kullanim
icin onaylanmis ¢ogu nano-ilag, 6nceden tahmin edilenden daha az etkili olmustur.
Deney sonuglari ile klinik sonuclar arasindaki bosluk, gii¢lii klinik 6ncesi modelleri

kullanarak kapsamli ila¢ taramas1 yapmanin gerekliligini ortaya koymaktadir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28627697
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Sekil 2. 4: Tlac hedeflemede kullanilan cesitli nanotasiyicilar:
(Akhter ve ark 2018 den).

2.7.3.1. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, dogal veya sentetik polimerlerle hazirlanmakta, boyutlari 10-
1000 nm arasinda olabilmektedir. Etkin madde nanopartikiil i¢inde ¢oziindiiriiliir, iginde
hapsedilebilir ya da ylizeye adsorbe edilebilir. Nanokapsiil veya nanokiire seklinde
olabilirler. Nanopartikiiller vezikiiler sistemlerdir, ilag bir bosluga doldurulur ve bir
polimer membran ile kaplanir. Polilaktik asit (PLA), Poliglikolik asit (PGA) ve Poli
(d,I-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi biyouyumlu ayni zamanda biyobozunur
polimerlerden iiretilen nanotasiyict sistemler en yaygin kullanilan sistemlerdir (Derman

ve ark 2013, Rao ve ark 2011, Cohen-Sela ve ark 2009).
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PLGA, biyobozunabilirlik ve biyouyumluluk gibi o6nemli o6zellikleri nedeniyle

polimerik nanopartikiillerin tiretilmesi i¢in en ¢ok kullanilan polimerlerden biridir.

2.7.3.2. Kati lipid nanopartikiiller

Kati1 lipid nanopartikiiller (KLN) alternatif bir kolloidal tasiyict sistem olarak artan bir
oneme sahiptir. Bu ila¢ tasima sistemi, ucuz ve kolay uygulanabilir olup, sulu ortamda
yiiksek yayilim gostermektedir. Ozellikle hidrofobik ilaglar igin salim siiresini uzatmasi
acisindan avantajlara sahiptir. Patel ve ark. tarafindan sicaklik modiilasyonlu katilasma
yontemiyle, 5-FU yiiklii KLN'lerin antikanser aktivitesi Caco-2 hiicre serileri ile
arastirilmis ve hiicre canliliginda konsantrasyona bagli bir azalma bildirilmistir. Bu
calismadan, 5-FU yiiklii bir KLN uygulama sisteminin saf 5-FU 'den daha {istlin bir

anti-kanser aktivite gosterebilecegi sonucuna varilmistir (Patel ve ark 2014).

2.7.3.3. Kitosan bazh nanopartikiiller

Kitosan nanopartikiiller, biyouyumluluk, hidrofiliklik, biyolojik olarak bozunabilirlik,
toksik olmama, yliksek biyoyararlanim, modifikasyon kolayligi, sulu ¢oziiniirliik gibi
potansiyel oOzelliklere sahiplerdir. Kitosan, Kitinin deasetilasyonu ile elde edilen
dogrusal bir polisakkarittir (Calixto ve ark 2019). Kitosan yiiklii 5-FU nanopartikiilleri
kullanarak kolorektal kanserde saglikli hiicrelerin korundugu bildirilmistir (Tummala ve

ark 2015).
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2.7.3.4. Folik asit ve PLGA konjugatlari

Folik asit, birgok ¢alismada ozellikle ileri evrede metastatik kanserlerin tedavisi igin bir
hedefleyici ajan olarak kullanilmaktadir. Folik asit kullanimi nanopartikiillerin
sitotoksisitesine ve hedeflemeye 6nemli olgiide katkida bulunmaktadir (Quin ve ark
2013). Folik asit tagiyan ilag tasima sistemi ile yapilan bir ¢alismada saf 5-FU ile folik
asit ylklenmis tasiyict sistem karsilastirilmis ve folik asit yiiklii tastyicinin oldukca

anlamli bir gsekilde daha etkili oldugu bildirilmistir (Wang ve ark 2015).

2.7.3.5. Silika nanopartikiiller

Kolon kanserlerinde 5-FU yiiklii silica nanopartikiiller 5-FU'nun kemoterapotik
etkinligini gelistirmek ic¢in hiyaliironik asit ile konjuge edilmis ve kolon kanseri
hiicrelerini hedeflemek tiizere hazirlanmistir. Genel olarak, hiyaliironik asitin, silica
nanopartikiillere konjugasyonunun CD44 aracili endositoz yoluyla hiicrelerde 5-FU
birikimine yol agabilecegi ve onemli anti-kanser etkinin olusabilecegi gosterilmistir

(Chandran ve ark 2017).

Tablo 2. 1: FDA tarafindan onaylanmais klinik ¢alismalarda veya piyasada kanser
tedavisinde kullanilan nanoilaglar

llag llag Uriin adi/Firma Endikasyon FAZ
tipi
Doksorubusin Myocet™/ Teva UK Metastatik meme Onaylandi
kanseri
Doxil™/ Janssen Kaposi sarkomu Onaylandi

Over kanseri

Multiple myeloma

ThermoDox™/ Celsion Primer hepatoseluler Faz Il
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karsinom
Lipozomlar
Vinkristin Marqgibo™/ Spectrum Akut lenfoblastik Onaylandi
Pharmaceuticals losemi
Daunorubisin DaunoXome™/ Galen HIV iligkili Kaposi Onaylandi
sarkomu
Sitarabin Depocyt ™/ Pacira Lenfomattz Onaylandi
Pharmaceuticals menenjit
Irinotekan Onivyde™/ Merrimack Metastatik pancreatik Onaylandi
Pharmaceuticals kancer
Over kanseri
Asparaginaz Oncaspar™ (PEG)/ Baxalta Akut lenfoblastik Onaylandi
16semi
Paklitaksel Opaxio™ (Polyglycerol Over kanseri Faz Il
Polimerik adipate)/ CTI Biopharma Devam
konjugatlar ediyor.
Paklitaksel Genexol-PM™/ Samyang Meme kanseri Onaylandi
Biopharmaceuticals Kugik hucreli olmayan
akciger kanseri
Polimerik Over kanseri
migeller
DACH-platin NC-6004 Nanoplatin™/ Pankreatik kanser Faz Ill
NanoCarrier™ Bas ve ¢ene kanseri
Kuguk hdcreli olmayan
akciger kanseri
Mesane kanseri
Irinotekan Alchemia Akciger kanseri Faz Il
Digerleri Paklitaksel Abraxane ™/ Celgene ileri meme kanseri Onaylandi
lleri  kiiglik  hiicreli
olmayan akciger
kanseri
ileri pankreas kanseri

(Hare ve ark 2017°den).
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2.7.4. Tam ve Tedavide Nano Ilaclar:

Hedefe yonelik ilag tagima sistemlerinde ilerlemeler sayesinde, ¢ok yonlii
molekiiler goriintiileme yontemlerinde, uyarana duyarli bilesenler ve kanser terapisinde
potansiyel teranostik ajanlarin gelisimi gibi olaylarda 6nemli gelismeler ortaya
cikmistir. Ilk zamanlarda, PEG ile konjugasyon gibi nanopargacik modifikasyonlari,
nanopartikiillerin kan dolagimindaki siiresini arttirmak ve bobrek klirens oranlarin
azaltmak i¢in kullanilmistir. Hedefe yonelik ila¢ uygulama sistemlerinin gelistirilmesi
ile anti-kanser ilaglarin ve kanser gen terapilerinin terap6tik etkinliginin, hedefe yonelik
olmayan uygulamalara kiyasla énemli 6lgiide etkili ve faydal oldugu gosterilmektedir.
Yine de, tiim bunlarin yani sira, ¢cok islevli nanopartikiiller sayisiz avantaj sunsa da,
karmagik dogasi tekrarlanabilirlik ve toksisite endiseleri ile ilgili zorluklar ortaya

cikmaktadir (Babu ve ark 2014).

Nanoteknoloji kemoterapi kliniklerinde yaygin olarak uygulanmaktadir.
Bununla birlikte, kansere karsi kemoterapinin terapodtik potansiyeli, nonspesifik ilag
dagilimi, ¢oklu ilag¢ direnci (multidrug resistance, MDR) ve kanserin heterojenliginden
dolay1 ciddi 6lgiide tatmin edici degildir. Bu nedenle, nanoteknolojinin aracilik ettigi
kemoterapiye dayali kombinasyon tedavisine egilim olmaktadir. Tiimor i¢in dogru 6n
tan1 ve gergek zamanli takip agisindan, tedavi siireciyle taniy1 birlestiren nano-terapotik

arastirmalar, kanser tedavisinde umut verici bir alan olmaktadir (Zhao ve ark 2018).

Tiimor hiicreleri, normal hiicrelerde bulunmayan ylizey isaretleyicilerini agiri
ifade etmektedirler. Bu durum da kanser hiicrelerinin ligand-yonelimli hedeflenmesi
icin hedef dis1 hiicrelerden ayrilmasi konusunda yardimci olur. Ancak timor
heterojenligi, belirli bir hedef isaretleyici icin net modelin olusturulmasimni
engellemektedir. Sonu¢ olarak, tedavi sirasinda kanser hiicrelerinin bir alt grubu
hedeflenmemis olarak kalmaktadir, bu da daha sonra ila¢ direnci ve kanser
niiksetmesini arttirmaktadir. Kanser tedavisinde kanser hiicresini hedefleme i¢in ortaya
¢ikan sorunlarla birlikte, yeni hedeflerin olusturulmas: yoniinde etkili hedefe yonelik
tedavi i¢in uygun antijenik belirteglerin arayisi stirmektedir. Ayrica, daha etkili ligandla
yonlendirilmis kanser hiicresini izlemek ve hedeflenmesini kolaylastirmak icin, farkl

yaklasimlarin terapdtik ve tanisal potansiyeli, temel mekanizmalar1 ve 6zellikle farkli
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nanotastyici sistemler i¢in kurulan metodlarinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir

(Seidi ve ark 2018).

Etkili meme kanseri kemoterapilerindeki baslica zorluklar arasinda, tiimére ulasan
yetersiz ila¢ konsantrasyonlar1, hizli eliminasyonlari, sistemik toksisite gibi olumsuz
etkiler mevcuttur.

Nanoteknoloji, meme kanseri tedavisinde mevcut kemoterapotik engelleri agsmak ve
geleneksel kemoterapi ve ¢oklu ilag direnci sorunlarinin ¢oziilmesi ile ilgili potansiyele
sahiptir. Onceki ¢alismalarin 15131nda, nanopartikiiller ile farkli antikanser ilaclarin
konjugasyonu, daha az yan etki, regetelenen ilacin diisiik dozlari ve timor hiicresi
tarafindan ilag direncinin listesinden gelebilmek i¢cin meme kanseri tedavisinde oldukca
umut verici bir ajan olacaktir. Nanoteknolojinin uygulanmasi, hastalar aylar siiren etkili
olmayan ilaglardan ve zayiflatici yan etkilerden kurtarabilir ve bu da tedavinin
potansiyel olarak daha etkili bir sekilde uygulanmasina olanak saglayabilir. Ne yazik ki,
meme kanseri hiicrelerini segici olarak hedef alan sadece birka¢ klinik olarak

onaylanmis nanotasiyici ilag vardir (Bassiouni ve Faddah 2012).

2.7.5. Hedefe Yonelik Nanoilaglar:

Giliniimiizde uygulanan tedavi yontemleri ile, hasta dokular iyilestirilirken saglikli
dokularda zararl etkiler olusabilmektedir. Hedefe yonelik tedavi yontemleri sayesinde,
hastalarda olusabilecek zararli etkilerin azaltilabilmesi ve tedavinin ekisinin

arttirilabilmesi miimkiindiir.

Hedefe yonelik tedavide ¢esitli yontemler kullanilabilmektedir.

1. Hastaliga spesifik bir antikor ila¢ kullanilabilir,

2. Hastaliga 6zel olan hedefleme ajan1 (antikor gibi), ila¢g molekiiliine baglanabilir.

3. Ila¢g molekiilii, nanotasiyicinin iginde hedefe gdnderilebilir. Bu yontemde kanserli
bolgede bulunan aktif damar yapisindan dolay: pasif bir sekilde ya da kanserli bolgenin
biyobelirteci ile antikor gibi hedefleme ajani arasindaki 6zel yapilardan dolay:

hedeflendirilmis nanoilaclar kullanilabilmektedir (Onyiiksel ve ark 2017).
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2.8. SERAMIDLER VE SFINGOLIPiTLER

Biitiin hiicrelerde hiicresel yapiyr korumak, enerji iliretmek ve sinyal iletimini

saglayabilmek i¢in lipitlere ihtiya¢ vardir.

Sfingolipidler, fosfolipitler ve Kolesterol okaryotik hiicre membraninin esas
bilesenleridir. i1k kez 1884°de adlandirilan sfingolipitler biiyiik bir lipit grubunu temsil
etmektedirler. Sfingolipitler membran akiskanligi ve yapisinin korunmasinda rol alirlar,
normal doku ve hiicre homeostazinda 6nemli yapitasidirlar.  Seramid, sfingolipit
metabolizmasinin merkezi olup tiim diger sfingolipitlerin olusumu i¢in bir Onciildiir.
Apoptoz, hiicre biiylimesi ve farklilagmasi, yaslanma, diyabet, insiilin direnci,
inflamasyon, nérodejeneratif hastaliklar veya ateroskleroz gibi durumlarda canh
hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesini saglayan bir sinyal molekiiliidiir (Futerman ve

Hannun 2004).

Seramid, sfingolipid biyosentezinin ve degradasyonunun merkezi olmakla birlikte ayni
zamanda sfingolipid sinyalinde anahtar bir molekiildiir. Ayrica apoptozu ve/veya
farklilasmay1 tesvik etmektedir (Saied ve Arenz 2016). Seramid, genellikle
biyomembranlarda diisiik konsantrasyonlarda bulunan nispeten basit sfingolipitdir
(Sekil 2.5).

Seramid, monosit farklilasmasi, apoptoz, sinir sistemi rejenerasyonu ve Ca?" taginimi
dahil olmak tizere ¢esitli fonksiyonlar sergileyen bir sfingolipittir. Ayn1 zamanda birgok
sfingolipidin Onciisii olarak gérev yapar, hidrofobik etkilesimler yoluyla plazma zarinin
dis yapraklarina tutturur (Bernardo ve ark. 1995, Ferlinz ve ark. 2001, Strelow ve ark.
2000).

2.9. ASIT SERAMIDAZLAR

Seramidazlarla ilgili ¢alismalar son yillarda artarak devam etmektedir. Seramidazlar,

seramidin sfingozin ve yag asitlerine parcalanmasini katalize etmektedirler.

Asit seramidaz, lizozomal bir enzimdir. 55kDa 6ncii proteini olarak sentezlenir, bu daha

sonra olgun a-alt tinite (13kDa) ve B-alt iinite (40kDa) halinde islenir. Asit seramidaz
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seramidin hidrolizini serbest yag asidi ve sfingosine katalize eder. Sfingozin ve bunun
fosforlanmis formu, sfingozin-1-fosfatin (S1P), fosfokinaz C aktivitesini inhibe ettigi ve
hiicre ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda ikinci bir haberci olarak hareket ettigi
gosterilmistir. Asit seramidaz, Farber hastalifi olarak bilinen bir lizozomal depo
bozuklugunun nedenidir. Bu hastalik dokularda seramid birikimi ile karakterizedir,
eklemlerde ve ekstremitede sislik ve agri, akciger yetmezligi ve erken yasta Oliime
neden olur. Bu nedenle, seramid hidrolizinde asit seramidaz gereklidir ve farber
hastaliginin nedenidir (Bernardo ve ark. 1995, Ferlinz ve ark. 2001, Strelow ve ark.
2000).

Asit seramidaz inhibisyonunun, belirli kanser tiirlerini kemoterapi ve radyoterapiye
kars1 duyarlilastirdig: bildirilmektedir. Prostat kanseri ile ilgili yeni ¢alismalar, N-Agil
Sfingozin Amido Hidrolaz 1 (ASAHI1)'in diizenlenmesinin, sfingolipid metabolizma
yolunu degistirerek radyasyona direng sagladigini gostermektedir (Mahdy ve ark. 2009,
Cheng ve ark 2013). Bu durum, asit seramidaz inhibitdrlerinin, kemoterapotik ilaglar ile
sinerjistik olarak etki edebilen maddeler oldugunu diisiindiirmektedir. Bu sebeple,
seramidaz aktivitelerin dogru bir sekilde ol¢iilmesi ve yeni inhibitorlerin gelistirilmesi
onemlidir. Potansiyel klinik etkilerin yani sira, seramidaz inhibisyonu ve tahlilinde son
gelismeler, seramid biyolojisinin mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina yardimci

olabilecegini diisiindirmektedir (Saied ve Arenz 2016).

Sfingomiyelin Glikosfingolipid

\\ // ;sit Seramidaz

Seramid-1 Fosfat *~ SERAMIDLER ~—» Sifingozin +

’ T I vag Asitler
Serin+Pamitoil KoA S1pP

Sekil 2. 5: Seramidler
(Schuchman 2016 dan).
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Transformasyen

Hag direnci

Sekil 2. 6: Seramid ve S1P arasindaki denge

(Lai ve ark 2019’dan).

Seramid ve S1P, zit hiicresel yollar1 diizenler ve uyarir. Seramid, pro-apoptotik bir etkiye
sahiptir ve hiicre replikasyonunu bloke eder, S1P hiicreleri g¢ogalmaya tesvik eder. AC
seramidleri ve sfingozin seviyelerini dengeler. Sfingozin daha sonra sfingozin kinaz ile S1P'ye

dontstiiriildigiinden, AC hiicre 6mriiniin diizenlenmesinde dogrudan bir role sahiptir (Lai ve
ark 2019).

2.9.1. N-Acil Sifingosin Amido Hidrolaz 1 (ASAH1) ve Kanserdeki
Rolii

Seramidin sfingozin ve serbest yag asidine doniisiimiinden sonra, sfingozin kinaz 1
(SPHK1) veya 2 (SPHK2) fosforile sfingozin, timdr promotorii, sfingozin-1-fosfat
(S1P) olusturur (Sekil 2.7) (Ogretmen ve Hannun 2004). Baslangigta sican beyin
homojenatlarinda kesfedilen ve ayrica 1995 yilinda insan idrarindan karakterize edilen
ve saflastirilan ASAHI1, glikozilasyonun derecesine bagli olarak 53-55 kDa'lik bir

molekiiler agirliga sahiptir.
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x ASAH1 - . SPHK1/2
Seramid | s | SfiNgOZIN S1P
| ASANL inhibisyonu 1 Sogkalim
$Apoptoz " = ceramid Anjlogenez
Kemo/Radyo', . . birikimi ve S1P Proliferasyon
Duyarhihk : baskilanmas CCNT

Sekil 2. 7: Seramid metabolizmasim1 ve ASAH1'i inhibe etmenin etkilerinin aciklanmasi.

(Nguyen ve ark 2018’den)

Sfingolipid metabolizmasi bir hiicrenin kaderini belirlemede oOnemlidir. Cesitli
sfingolipid metabolitleri arasinda seramid, hiicre i¢i sinyal iletiminde anahtar molekiil
olarak rol oynar. Seramid genellikle sfingomiyelin, sfingozin, seramid-1-fosfat ve
glukozilseramid gibi ¢esitli metabolitlere donistiiriiliir. Seramid hiicrede birikirse
apoptozu tetikler. Ote yandan, metabolit sfingozini, G protein ile birlestirilmis reseptor
sinyallemesi yoluyla anjiyogenezi tesvik eden sfingozin-1-fosfata (S1P) donustiirtliir.
Bu nedenle, seramiddeki denge ve hiicrelerdeki S1P seviyeleri hiicre Sliimiiniin yan1
sira anjiyogenezde Onemli bir rol oynar. AC, c¢ok hedefli antikanser ilaclarin
gelistirilmesinde timit verici bir hedef proteindir, ¢iinkii inhibisyonu, Akt ve ERK 1/2
yolu aracilifiyla anjiyogenezi ayni anda inhibe edebilir ve seramid kaynakli apoptoz
yoluyla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasint sinirlayabilir. Baz1 AC inhibitorleri bildirilmis
olmasia ragmen, klinik kullanim i¢in etkili olduklar1 kanitlanmamistir. AC yapisinin
aydinlatilmasindaki son gelismeler, insan hastaliklarinin tedavisi icin daha 1yi

inhibitorlerin gelistirilmesini kolaylastiracaktir (Cho ve Kwon 2019).

Yiksek seramid seviyelerinin, kaspaz-9 ve Kkaspaz-3'in aktivasyonuna yol agan
sitokrom C’nin saliverilmesi ile radyoterapi ve kemoterapi uygulanan hiicrelerde
apoptozu indiikledigi bildirilmektedir. (Ogretmen ve Hannun 2004, Pettus ve ark. 2002,
Bieberich 2008, Nguyen ve ark 2018).
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Yag asitleri 14 ila 26 karbon arasinda degisen yan zincirleri tagiyan seramidler, 6
enzimden olusan bir aile olan seramid sentetazlarin (CerS) etkisi ile iiretilir (White-
Gilbertson ve ark 2009, Mullen ve ark 2012). Her spesifik seramid tiirii, farkli hiicresel
yanitlar1 ortaya ¢ikarabilir (Grosch ve ark 2012). Apoptosis CerS6 ile
iliskilendirilmistir, ¢linkii CerS6 ekspresyonunun inaktivasyonunun hem C16-seramid
seviyesini hem de hiicrelerin 6liim reseptorii ligand1 TNF ile ilgili apoptozu indiikleyen
ligand (TRAIL) 'e hiicresel duyarliligini azalttig1 goriilmiistiir. Tersine, asir1 bir CerS6
ekspresyonu TRAIL'e duyarliligi arttirmaktadir (White-Gilbertson ve ark 2009).
Genomik bir ¢alismada, ASAH1'in melanom vakalarinda kanser tespiti ve tanimlanmasi
igin yararli bir biyobelirte¢ oldugu bulunmustur (Musumarra ve ark 2003). Son
zamanlarda, Lai ve ark. ASAH1'in inhibisyonunun, kanser baslatic1 hiicre olusumunu ve
invazif melanomanin kendi kendini yenilemesini inhibe ettigini bildirmislerdir (Lai ve
ark 2017). ASAHI1 aktivitesi de akut miyeloid losemide deregiile edilmistir. Sonug
olarak, ASAH1 akut miyeloid losemide yeni bir ila¢ hedefi olarak diisiiniilmektedir
(Tan ve ark 2017). Ayrica, ASAH1 inhibe edildiginde, hiicreler kemoterapiye ve
radyasyona daha duyarli hale gelmektedir ve ASAHI inhibitoriiniin, tiimér hiicrelerini
hassaslastirdig1 bildirilmektedir. Arastirmacilar, prostat kanserinde, ASAHI1'in asir1
ekspresyonunun kemoterapiye daha direngli, daha biiyiik tiimor olusumlarina yol
actigini bildirmektedirler.

ASAH], insan prostat tiimorlerinin %67'sinde ve kafa ve boyun kanserlerinin %70'inde
normal kontrollerle karsilastirildiginda asir1 eksprese edilmektedir (Norris ve ark 2006).
Yeni ilag gelistirmeye yonelik bir calismada, ASAH1'in inaktivasyonu arastirilmis ve
ASAHI1 inhibitérii B13 adi verilen bir maddeye maruz kalindiginda ASAH1
aktivitesinin inhibe edilmesi sonucu, sitotoksik etki goriilmiis, hiicre i¢i seramid
birikimi nedeniyle SW403 insan adenokarsinoma hiicrelerinde ©onemli miktarda
apoptoza neden olmustur (Selzner ve ark 2001). Benzer sekilde, ceranib-2 de bir asit
seramidaz inhibitoriidiir. Ceranib-2’nin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde, stresle
aktive protein kinaz / c-Jun N-terminal kinaz, p38 mitojenle aktiflestirilmis protein
kinaz ile apoptoz yolunu aktive ettigi ve Akt (antiapoptotik) yolunu inhibe ederek
apoptozu indiikledigi bildilmektedir (Vethakanraj ve ark 2018). Asit seramidaz
inhibitoérii olan Ceranib-2'nin kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerini
hedeflerken karboplatin ile sinerjik bir etkiye sahip oldugu da bildirilmistir (Yildiz-Ozer

ve ark 2018). lyi arastirilmis bir ASAH1 inhibitdrii olan karmofurun servikal kanserlere
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kars1 antiproliferasyon ve antimetastatik ozellikleri oldugu ve Wnt / katenin sinyal
yolaginda rol oynadig1 goriilmektedir (Liu ve ark 2017, Realini ve ark 2013). Klinik
acidan daha 6nemlisi erken meme kanseri hastalarinda, ameliyat sonrasi karmofurun
destekleyici (adjuvan) kullaniminin yararli bulunmasidir (Morimoto ve Koh 2003).
Diger taraftan, hepatoma hiicrelerinde ASAHI1'in aktive edilmesi, Hara ve ark.’nin
belirttigi gibi, daha yiiksek seviyelerde hiicre i¢i S1P, daha diisiik seramid seviyeleri ve
kontrollerle karsilastirildiginda daha yiiksek hiicre sagkalimi ile sonuglanmistir (Sekil
2.7) (Hara ve ark 2004). Ayrica, trofoblastlarin ASAH1 inhibitorii ile tedavi edilmesi
epidermal biiyiime faktoriiniin antiapoptotik etkisini ortadan kaldirarak seramid
kaynakli apoptoza yol agmistir. Hiicre biiylimesi ve invazyonunu tetikleyen ASAHI,
hiicrelerin tiimor-nekroz-faktor-kaynakli apoptozise daha direngli olmasini ve daha hizli

g6¢ etmesini saglar (Saad ve ark. 2007).

Seramid ayrica, dogrudan ya da sinyal metabolitlerinin kaynagi olarak gorev yaparak
farklilasma, cogalma ve programlanmis hiicre Olimi gibi cesitli islemleri
diizenleyebilen bir sinyallesme molekiilii olarak da islev gormektedir. Seramidazlar ile
par¢alandiginda, seramid yag asidi ve sfingosin olusturarak, hiicre biiyiimesinin, hayatta
kalmanin, gogiin ve iltihaplanmanin giliglii bir diizenleyicisi olan sfingosin-1-fosfat
(S1P) olusturacak sekilde fosforile edilebilir. Dolayisiyla, seramidazlar hem sfingolipid

hem de hiicresel homeostazin merkezi diizenleyicileridir (Malinina ve Brown 2015)

2.9.2. Meme Kanseri Gelisiminin Kritik Basamaklarinda Cok Yonlii Bir
Faktor olan Seramid Metabolizma Dengesi.

Seramidler, metabolik enerji yolaklarinda ve sinyal kaskadlarinda anahtar lipidlerdir ve
hiicrelerdeki kritik fizyolojik fonksiyonlart modiile ederler. Seramidlerin sentezi,
endoplazmik retikulumda (ER) gergeklesir. Bununla birlikte, inflamasyonda seramid
birikimi, obezitenin kronik diisiik dereceli bir inflamasyon ile iligkilendirilmesi durumu,
insiilin sinyallemesi gibi yolaklarin deregiilasyonunu kolaylastirir ve mitokondriyal
membran lizerinde yapisal yeniden diizenlemelere yol agar, gecirgenligini ve iyonlarin

akisini degistirir.



27

Sfingolipidlerin rol oynadigi genis biyolojik siire¢ler goz Oniine alindiginda, bunlar
meme kanseri gibi enerji metabolizmalarinda anormallikler sergileyen hastaliklar ile
iliskilendirilmistir. Bu anlamda sfingolipidler, kanser progresyonunda biiyiime,
proliferasyon, sagkalim, yaslanma ve apoptoz gibi ¢esitli olaylar1 module edebilir.
Sfingolipidler ¢esitli hiicresel siire¢lerde Onemli islevler yerine getirmektedirler ve
hiicrenin bulundugu ortamin durumuna bagli olarak metabolik ve potansiyel olarak
meme kanserinin gelisimini inhibe edebilir veya tesvik edebilirler (Garcia-Gonzalez ve
ark 2018).

Cesitli aragtirmalar asit seramidaz inhibitdrlerinin kanser kemoterapisi i¢in potansiyel
anti-proliferatif ve sitostatik ilaglar oldugunu gostermistir. Asit seramidaz inhibitorleri
arastirmalarinda, farkli ilaclarla kombine kullanim da son donemlerde ilgi ¢cekmektedir.

(Bedia ve ark 2007).

Asit seramidazin ekspresyonu, bircok kanserde anormal derecede yiiksektir ve bu
durum kemoterdpatik direncin de bir isaretidir. Kolorektal kanser tedavisinde de
kullanilan karmofurun gii¢lii bir asit seramidaz inhibitorii oldugu bilinmektedir.

Bununla birlikte, karmofur kaynakli timidilat sentetaz aktivitesi inhibisyonu ve hiicre
proliferasyonu arasindaki pozitif korelasyonun olmamasi, daha karmasik bir etki
mekanizmas1 oldugunu diisiindlirmektedir. Bu fikir, karmofur'un 5-FU'e direng
gelistirmis olan insan kanser hiicreleri ic¢in toksik oldugunu gdsteren veriler i¢in ek
destek bulmaktadir. Bir ¢aligmada, AC asir1 ekspresyonunun HEK 293 hiicrelerinde
proliferasyonu hizlandirdigini ve prostat kanseri hiicre proliferasyonunu azaltmak i¢in
fenretinid [N- (4-hidroksifenil) retinamid] ile sinerji iginde hareket ettigini
gostermektedir. Sonug olarak, klinikte kolorektal kanserleri tedavi etmek icin su anda
kullanilan antineoplastik bir ila¢ olan karmofur, hiicre i¢ci AC'nin gii¢lii bir inhibitorii
olarak tanimlamaktadir. Ayrica karmofurun AC iizerindeki etkilerinin sitotoksik aktivite
icin temel oldugu ve bu molekiiliin kimyasal iskeletindeki modifikasyonlar ile standart
antitiimoral 1ilaglarin terap6tik etkinliginin artirilabilecegi ve bu anlamda yeni AC

inhibitorleri olusturulabilecegi gosterilmektedir (Realini ve ark. 2013).

Glioblastoma multiforme (GBM), merkezi sinir sisteminin en sik goriilen primer,

intrakraniyal malignitesidir. Cerrahi miidahale ve tamamlayici1 tedavi temozolomid ile
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eszamanli radyasyon iceren standart tedavi protokoll, hala iyi bir prognoz
vermemektedir. Sonugta, tim GBM'ler standart tedaviye direng gelistirerek niiks olur.
(Doan ve ark. 2017) de yaptig1 bir ¢alismada, GBM'lerin ASAH1 ve S1P diizenlenmesi
yoluyla radyasyona diren¢ kazandigini gostermektedir. Ayrica, ASAH1 ve S1Pnin ya
monoklonal antikorlarla, kiigiik molekiillii ilaglarla (yani, carmofur) veya her ikisinin
bir kombinasyonu ile inhibisyonu, GBM hiicre biiyiimesinin baskilanmasina neden
olmustur. Sonug olarak, ASAH1 ve S1P'nin, 6zellikle ASAH1'1 asin1 ifade etti§inden
yeni GBM'lerin ve tekrarlayan GBM'lerin tedavisi i¢in miikemmel hedefler olabilecegi
ileri stirilmektedir (Doan ve ark. 2017).

Gilniimiizde kanser tedavisinde kullanilan ilaglara karsi direng gelismesi tedavinin
basarisini diisiirmekte ve kanserin niiks etmesine neden olmaktadir. Bu konuda yogun
bilimsel caligmalar yiiriitiilmekte ve hiicre kiiltiirlerinde kullanilacak antikanser ilaglarla
daha basarili tedaviler saglamasina ¢aligilmaktadir.

Asit seramidaz inhibitorleri ile ilgili caligmalar giderek artmaktadir. Artan literatiirler
dogrultusunda asit seramidazlarin kanser tedavisinde ve ilag direncini azaltmada ve
kombine kulanimla gosterdigi sinerjik etki sayesinde tedavide daha etkili segenekler
sunmasi gelecekte umut vaad etmektedir.

Asit seramidazlarin son literatiirlerde kanser hiicreleri iizerinde farkli yolaklarla
sitotoksik etkilerinin ortaya c¢ikmasi ve muhtemel bilinmeyen mekanizmalarinin
aydinlanmasi i¢in ¢alismalar devam etmektedir.

Bu amagla yapmis oldugumuz tez calismasinda asit seramidaz inhibitorleri olan 5-FU
ve karmofur kullanilarak MCF-7, MDA-MB-231 hiicre serilerindeki sitotoksik etkilerini
ve bunu hangi mekanizma ile gerceklestirdigini tespit etmeyi amacgladik. 5-FU ve
karmofurun hem serbest hem de bizim hazirladigimiz PEG kapli nano formlarini
kullandik. Ayrica ASAHI1, S1P enzim diizeyleri ve bcl-2 protein ekspresyonu western

blot ile tayin edilerek sitotoksik mekanizmanin aydinlatilmasini amagladik.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Tablo 3. 1: Kullanilan Kimyasallar
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Malzeme ad1

Etil asetat

Buffer (PBS)

Poli Etilen Glikol (PEG)

Rosin Ester

Laemli Tampon

Tris/Glisin/SDS Tampon

Tampon soliisyon (TBS)

Ponceau S

Metanol

Western Goriintiileme Soliisyonu
Akrilamid

Fetal Bovine Serum (FBS)
Penicillin-Streptomycin

Dulbacco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Toz
Metil Tiyazol Tetrazolyum (MTT)
Fosfat buffer salin (PBS)

Tripsin

EDTA (Ethilen diamin tetra asetik asit)
Tripan mavisi

Triton X-100

Tween-20

Tetra metil etilen diamin (TEMED)
Dimetil sulfoksid (DMSO)
Sodyum dodesil sulfat (SDS)
Amonyum persulfat (APS)

Ozellik/kod

Emboy Kimya, Tiirkiye
Merk Millipore, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Pina Kimya, Tiirkiye
Bio-rad, ABD

Bio-rad, ABD

Sc-362186

Sigma P7170-1L

Merck Millipore, Almanya
170-5060

161-0154

Gibco 10270-106
K952-100 Ml
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Santa Cruz

Difco Laboratories
sc-29092 (500qgr)

Merck

Sigma

Santa Cruz

Thermo scientific 17919
Merck

Multicell (500G) Wisent Inc.

Thermo scientific
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Hidroklorik asit (HCL)

bisinkoninik asit (BCA) protein testi
Yagsiz siit tozu

2-Mercaptoethanol

Fenil metil sulfonil fluorid (PMSF)

Bromofenol mavisi

Sigma

Smart ™

Santa Cruz

Merck

Sigma 78830-5G
AppliChem A2331

Tablo 3. 2: Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ad1

UV Spektrofotometre
Ultrasonikator

Hassas Terazi

PH metre

Diyaliz Membran

Manyetik Isitici:

Immun-blot PVDF membrane
Filtre kagidi

Laminar akimli kabin
Buzdolab1

CO2 inkiibatorii

Santrifiij

Mikropipet

Azot tanki

Western Blot Sistemi
Mini-Calkalayici

HEPA filtreli CO; Inkiibatorii
Santrifiyj

Vorteks

PH-metre

Isik mikroskobu

Ozellik

Shimadzu UV-1601, Almanya
Bandelin sonopuls, Almanya
DENVER, U.S.A

HANNA, Tiirkiye
Sigma-Aldrich (1L0mmx6mm)
VELP, italya

10'lu paket

100°1i paket

Bosh

Nuaire-Nu 5500

Rotina

Eppendorf

Taylor-Wharton

Bio-rad, USA

BioSan PSU-2T

Nuaire-Nu 5500E

Hettich Rotina 46R

Nuve mix

Hanna Instrument

Olympus
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Invert mikroskop Olympus
Mini-protean western blot seti Biorad

ECL goriintiileme kamerasi Wealtec KETA
ELISA mikroplate okuyucu RAYTO RT-2100C
Dinamik Isik Sagilimi (DLS) Malvern

3.1.1. Kullamlan Cozeltiler

DMEM Hazirlanisi

Toz formda olan DMEM besiyeri distile suda ¢oziindiikten sonra, tampon sistemi i¢in
3,7 g/L Sodyum bikarbonat eklendi. Cozeltinin homojen bir sekilde karigmasi
saglandiktan sonra 0,22 pm vakumlu steril filtre sisteminden siiziildii. Sonra 100 U/ml

penisilin ve 10 pg/ml streptomisin ilave edildi. Deneyde kullanim sirasinda %10 FBS

eklendi.

MTT (Metil Tiyazol Tetrazolyum) Hazirlanisi
MTT cam beher igerisinde 5 mg/ml olacak sekilde hassas terazide tartildiktan sonra

fosfat tamponunda (PBS) ¢oziildii.

pH:7,4 ve pH:1,2 Tampon Soliisyonlarin Hazirlanisi:

pH:7,4: Merck Millipore’den temin edilen PBS’den meziire 2,5 ml alindi1 ve iizerine
distile su ilave edilerek 50 ml’ye tamamlandi.

pH metre ile 6l¢tim yapildi: pH:7,4 olarak 6l¢iildii.

pH:1,2: 3 gr NaCl tartildi ve 1450 gram distile suda ¢oziindii.

pH metre ile dlciilerek pH: 1.2 olana kadar HCI ¢6zeltisi damlatildi.

-1.5 Molar Tris-HCI, pH 8.8 Tampon Cozeltisinin Hazirlamsi:
27 g Tris,
2ml 1 N HCI (8.3 ml HCI 100 ml ye distile su ile tamamlandi)

Toplam hacim pH 8.8’e ayarlandiktan sonra 150 ml’ye distile su ile tamamlandi.

0.5 M Tris-HCI, pH6.8 Tamponu Cozeltisinin Hazirlamsi:
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12.1 g Tris,
7.47 ml HCI

Toplam hacim pH 6.8’e ayarlandiktan sonra 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

TBST hazirlanisi
Hazir olan TBS tamponundan 100 ml alinarak distile su ile 1000 ml ye tamamlanda.

Icine 1ml TWEEN-20 ilave edildi.

% 5 lik Siit Tozu Cozeltisi
5 gr siit tozu 100 ml TBST i¢inde ¢ozeltisi ¢oziildii ve bloklama ¢ozeltisi hazirlandi.

Transfer Tamponu Cozeltisinin Hazirlanisi

50 ml TGS ¢ozeltisi
100 ml methanol

350 ml distile su ile 500 ml ye tamamlandi.

% 10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisinin Hazirlanisi:
0.1 g SDS 1ml’ye distile su ile tamamlandi.

% 10’luk APS (Amonyum Persiilfat) Cozeltisinin Hazirlamsi:
0.1 g APS Iml’ye distile su ile tamamlandi.

3.1.2. Kullanilan Bilesikler

3.1.2.1. Florourosil

Molekiil Formiilii:
O N @)

HN/F

Safhik : HPLC > % 99.
Saklama kosullari: +20 °C “de.



Kimyasal Okunusu: 5-floro-1H-pirimidin-2,4-dion
Kapal Formiilii: C4H3FN202

Molekiil agirhg: 130,1 g/mol

Goriiniisii: Beyaz, beyaza yakin, kokusuz kristalize tozdur.
Erime sicakhigi: 190-200 °C.
(https://www.drugfuture.com/chemdata/fluorouracil.html).

3.1.2.2. Karmofur

Molekiil Formiilii:

O

NH

PN

N O

O)\NW
H

Saflhik : HPLC > % 98.

Saklama kosullari: +4 °C ‘de.

Kimyasal Okunusu: 5-Floro-N-heksil-3,4-dihidro-2,4-dioxo-1(2H)-
pyrimidinecarboxamide

Kapali Formiil: C11H16FN303

Molekiiler Agirhgi: 257.26

Goriiniisii: Beyaz, beyaza yakin, kokusuz kristalize tozdur.

Coziiniirliigii: Pratik olarak kloroform, eter ve benzende ¢6ziinmez. Metanolde,

DMSO’da ¢oziiniir. (https://www.drugfuture.com/chemdata/carmofur.html)
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3.2. YONTEM

3.2.1. Spektroskopik Yontemler
Karmofur ve 5-FU’un molekiil Dalga Boyu Tespiti:
fla¢ konsantrasyonlar1 50 mM olacak sekilde serbest karmofur ve serbest 5-FU ilaglari
DMSO kullanilarak ¢oziildii. Ilag dalga boyu tespiti i¢in 5 farkli konsantrasyon
hazirlandi.
1. 50 mM olan ila¢ konsantrasyonundan 30 ul alindi. DMSO ile 10 ml ye
tamamland, ilk konsantrasyon hazirlandi.
2. Hazirlanan ilk konsantrasyondan 5 ml alindi, tizerine 5 ml DMSO ilave edilerek
Y2 oraninda seyreltilmis oldu ve 2. konsantrasyon hazirlandu.
3. Hazirlanan 2. konsantrasyondan 5 ml alindi, lizerine 5 ml DMSO ilave edilerek
Y oraninda seyreltilmis oldu ve 3. konsantrasyon hazirlandi.
4. Hazirlanan 3. konsantrasyondan 5 ml alindi, {izerine 5 ml DMSO ilave edilerek
Y2 oraninda seyreltilmis oldu ve 4. konsantrasyon hazirlandu.
5. Hazirlanan 4. konsantrasyondan 5 ml alindi, tizerine 5 ml DMSO ilave edilerek

Y, oraninda seyreltilmis oldu ve 5. konsantrasyon hazirlandu.

Bu ¢ozeltilerin 190nm-400nm araliginda UV spektrumu alindi ve maksimum absorbans

(Amax) gosterdigi dalga boyu belirlendi.

Karmofur i¢in dalga boyu 267 nm, 5-FU i¢in dalga boyu 290 nm olarak tespit edildi.

3.2.2. Absorbans Olciimii
Karmofur Nano
Dalga Boyu:267 nm
Nanotastyiciya yiiklenmis ilaglarin salimini tespit etmek i¢in diyaliz membran, ortam
olarak da pH:7,4 ve pH:1,2 tampon soliisyonlar kullanild1.
100 uM olan nano tasiyiciya yiiklenmis karmofur konsantrasyonundan 2 ml diyaliz
membrana alindi. Diyaliz membran boyutu yaklasik 16 cm, ortam sicakligi yaklasik
37+2 OC. Diyaliz membranin her iki ucu ip ile baglanarak kapatildi.
Diyaliz membran i¢indeki nanotastyiciya yiiklenmis karmofur pH:7,4 ve pH:1,2 olan 50

ml tampon soliisyon i¢ine ayr1 ayr1 birakilarak salim takip edildi.
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267 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede farkli zamanlarda absorbans 6lgiimii
yapild.

Fluorourosil Nano

1 mM olan nano tasiyiciya yiikklenmis 5-FU konsantrasyonundan 2 ml diyaliz membrana
alindi. Diyaliz membran boyutu yaklasik 16 cm, ortam sicakligi yaklasik 37+2 °C.
Diyaliz membranin her iki ucu ip ile baglanarak kapatildi.

Diyaliz membran i¢indeki nanotasiyiciya yiiklenmis 5-FU pH:7,4 ve pH:1,2 olan 50 ml
tampon soliisyon i¢ine ayr1 ayr1 birakilarak salim takip edildi.

290 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede farkli zamanlarda absorbans dl¢timii

yapildi.

pH:7,4 ve pH:1,2 tampon soliisyonlarin hazirlanmasi:

pH:7,4: Merck Millipore’den temin edilen PBS’den meziire 2,5 ml alind1 ve iizerine
distile su ilave edilerek 50 ml’ye tamamlandi.

pH metre ile 6l¢iim yapildi: pH:7,4 olarak Sl¢iildii.

pH:1,2: 3 gr NaCl tartildi ve 1450 gram distile suda ¢oziindii.

pH metre ile dlciilerek pH: 1.2 olana kadar HCI ¢6zeltisi damlatildi.

3.2.3. Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi:
Nanopartikiiller ilagsiz bos polimerik nanopartikiiller ve ayr1 ayri karmofur ve 5-FU
yiiklenmis polimerik nanopartikiiller olarak hazirlandi.
Nanopartikiiller iki farkli fazda hazirlandi.
Nanotastyictya karmofur ve 5-FU yiiklenmis polimerik nanopartikiiller hazirlanmadan
once, ilaglar DMSO i¢inde ¢6ziindii. (0,64 gr karmofur ve 0,0032 gr 5-FU ayr1 ayr1 0,25
ml DMSO i¢inde ¢6ziindii.)

Dagilan Faz: 0,025 gr Rosin, 0,25 ml DMSO, 3,5 ml etil asetat kullanild1.

Siirekli Faz: 0,25 gr PEG400, 14,9 ml distile su, 1,85 ml etil asetat kullanildi.
Karisimlara toplamda 20 dakika sonikasyon uygulandi. Oncelikle siirekli faza 3 dakika
sonikasyon yapildi ve siirekli fazdan 3,75 ml alinarak ayrildi. Sonra dagilan faz
sonikasyon sirasinda damla damla eklendi. Kalan 17,5 ml siirekli faz da bu karigima

yavase¢a eklendi ve sonikasyon 20 dakikaya tamamlandi (%30 AM).
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Cozelti 50-60 °C’ de ceker ocak icinde 2 saat tutularak etil asetatin ugmas1 sagland.
Son ¢ozelti 20 ml olarak 6l¢iildii ve bulanik gézlemlendi. Bu islemler ilagh ve ilagsiz

numuneler i¢in ayr1 ayr1 gerceklesti (pH: 4.4, Sicaklik: 25 °C, Viskozite: 1,9 cP).

= L, | _— Rosin ester PEG
[ 1 = —
= ]

e o, o Sonikasyon
N, | —
—T ®
PEG a8 L‘\
\ & ilag
ey p Rosin ester ilag yiiklii nanoyapi

Sekil 3. 1: Rosin ester ve PEG ile hazirladigimiz nanopartikiillerin temsili goriiniimii

Deney sonucunda, homojenik polimerik nanopartikiil elde edilmistir.

Nanotastyictya baktigimizda, yapida cekirdek kisminda hidrofobik ilacimiz
bulunmaktadir. Kabuk kisminda hidrofilik 6zellik gosteren PEG bulunmaktadir (Sekil
3.1). Rosin ester amfifilik 6zellik gosterip ilacin biyouyumlulugunu ve hiicre membrant

ile etkilesimini arttirmak hedeflenmistir.

3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
Bu ¢alismada kullanilan MCF-7, MDA-MB231 (insan meme kanseri hiicreleri) meme
kanseri ve HUVEC (Insan Kordon Veni Endotel Hiicreleri) saglikli endotel hiicre

serileri ATCC’den temin edilmistir.

3.3.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi
Sivi azotta saklanmakta olan hiicreler 37 °C su banyosuna alindi. Caligilacak olan
hiicrelere %10 FBS igeren medyum ilavesi yapilarak, santrifiij edildi ve hiicre
yogunluguna gore 75 veya 25 cm?2’lik flasklara a alinarak, 37 °C, %5 CO; ortaminda
inkiibasyona birakild.
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3.3.2. Hiicre Kiiltiirii ve hiicre serilerinin stabilizasyonu:
MCF-7 ve MDA-MB-231 ve HUVEC hiicreleri 37 °C'de, %95 Oz, %5 CO: li etiiv
atmosferinde inkiibe edildi. Kiiltiir ortam1 i¢in, 100,000 U/L penisilin ve 100.000 g/L
streptomisin ilave edilerek hazirlanan, % 10 fetal sigir serumu (FBS) iceren DMEM
(Dulbecco'nun Modifiye Eagle Medyumu) kullanilarak kiiltiire edildi. En az haftada 2
kez hiicrelerin medyumu tazelendi. Hiicreler % 70-90 konfluent olduklarinda pasajlari

yapildi.

3.3.3. Tripsin ile Hiicrelerin Kaldirilmasi
Konfluent olan hiicreler tripsin ile 2 dakika bekletildikten sonra flasktan kalkmasi
sagland1 ve iizerlerine %10 FBS’li medyum ilave edilerek santrifiije alindi. Santrifii
sonrasi hiicreler falkonun dibine ¢oktii, iginde tripsin igeren %10 FBS’li medium

dokiilerek yeni medium ilave edildi.

3.3.4. Hiicre Canliliginin Tripan Mavisi Boya ile Degerlendirilmesi

Hiicreler bire bir oranda tripan mavisi boyasi ile boyanarak hiicrelerin canlilig
degerlendirildi ve hiicre sayimi yapildi. Tripan mavisi boyasi ile (1 hacim boya + 1
hacim hiicre) boyanir. Mikroskopta Neubauer laminda sayilan hiicreler soyle
degerlendirilir: Mavi renkte boyanan, yani boyayi alan hiicreler 6lii hiicreler, boya
almayan hiicreler canli hiicrelerdir.

Hiicre canlilig1 hesaplanmasi:

Toplam hiicre= Sayilan hiicre x Diliisyon faktdrii x Toplam hacim x 10.000 (lam

faktorii).

3.3.5. Sitotoksik Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi (IC50)

Mitokondriyal Aktiviteye Dayali MTT Testi

MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi in vitro olarak
metabolizmanin canlilifina dayanan sitotoksisiteyi 6lgmek icin kullanilir. Kantitatif,
kolorimetrik bir yontemdir. MTT testi dogal ya da sentetik bilesiklerin sitotoksitesini
anlamada (ilk basamak tarama testi) yaygin kullanilan hassas, giivenilir ve ucuz bir
testtir (Mosmann, 1983).

Hiicreler %70-90 konfluent oldugunda tripsin uygulanarak falskin zemininden

kaldirildi ve tripan mavisi boyasi ile boyandi, hiicre sayimi1 yapilarak hiicrelerin canlilik
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oran1 belirlendi. Hiicre sayis1 mililitrede 10° olacak sekilde 90 ul olarak, hiicreler 96'lik
platelere ekildi. Sonra farkli konsantrasyonlarda 20-100 uM araliginda maddeler ilave
edilir. 72 saatlik inkiibasyona birakild1 ve sonra hiicrelere MTT testi uygulandi. 0,5
mg/ml olacak sekilde PBS de hazirlanan MTT c¢ozeltisi, 72 saatlik inkiibasyon sonrasi
hiicreler iizerine eklendi. Etiivde 37 °C’de, karanlikta, 4 saat inkiibasyondan sonra, 96
lik pleytteki her kuyucuga 100 ul DMSO ilave edilerek ¢oziildii. Hiicrelerin ELISA

cihazinda 540 nm’de okutuldu. Tiim deneyler en az ii¢ kere tekrar edildi.

Asagidaki formiillere gore canli hiicre sayisi (VI) veya sitotoksik indeks (SI)
hesaplandi:

VI (Canli hiicre sayis1)=(Deney Absorbans+~Kontrol absorbans) x100

Sitotoksik indeks (SI)=1-[(Deney Absorbans+Kontrol absorbans) x100]

Hiicre biiylimesini % 50 inhibe eden konsantrasyon (ICso) sitotoksik doz-yanit

egrisinden hesaplandi.

3.3.6. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Hiicreler flasklara, hiicre sayis1 ml'de 10° olacak sekilde ekildi. Uzerlerine ICso
degerlerindeki 5-FU, Karmofur, Nano 5-FU, Nano Karmofur konsantrasyonlar1 ilave
edilerek, 72 saat, 37 °C de, %5 CO: li etiivde inkiibe edildi. 72 saat sonunda, tripsin ile
hiicreler kaldirildt ve PBS ile yikandi. Sonra, medyum ve PBS hiicrelerden
uzaklastirildi. Kalan pelet {izerine 100 ya da 200 ul hiicre lizat1 (1:1000 PMSF olacak
sekilde) eklendi. Buzda 1 saat siiresince bekletildi, bu arada 10-15 dakikada bir
vortekslendi. Sonra 14000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi ve iistte kalan siipernatant

toplanarak western analizlerinde kullanildu.

3.3.7. BCA Protein Deney Kiti ile Protein Miktar1 Tayini

BCA protein deneyi, bir Ornekteki toplam proteinin nicellestirilmesi igin
kullanilir. Bu yontemin prensibi, proteinlerin bir alkalin ¢ozeltisi (biiiret reaksiyonu)
igerisinde Cu + 2'yi Cu + 1'e diisiirebilmesi ve bicinkoninik asit (BCA) ile mor bir renk
olusumuna neden olabilmesidir. Bakirin azaltilmasina esas olarak, protein

molekiillerinde bulunan sistein veya sistin, tirozin ve triptofan dahil dort amino asit
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kalintis1 neden olur. Bununla birlikte, bradford analizine kiyasla, evrensel peptit
omurgasi da renk olusumuna katkida bulundugundan BCA testi daha objektiftir (He F
2011).

Once BSA standartlar1 hazirlandi.

Kit i¢cinde 1ml BSA stok soliisyonu 2 mg/ml (distile su) olacak sekilde hazir
alind1 ve 20-2000 pg /ml olacak sekilde 8 farkli konsantrasyona diliie edildi.

Kit i¢indeki BCA c¢alisma reaktifi hazirlandi. Ornekler icin gereken toplam
caligma reaktifi hacmi hesaplanarak, 50 oraninda BCA Reaktif A, 1 oraninda BCA
Reaktif B (50: 1, Reaktif A: B) ile karigtirarak hazirlandi (karisim berrak ve yesil bir
¢ozelti gibi goriindii).

Protein 6rnekleri 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 25 pL olacak sekilde, ve
tizerine 200 pL olacak sekilde calisma reaktifi eklendi. 37 °C de 30 dk bekletildikten

sonra, 10 dk oda sicakliginda bekletildi ve 560 nm de absorbans 6l¢limii alindi.

Oncelikle BSA ile hazirlanan standartlar icin standart grafik egrisi cizildi. Elde

edilen regresyon denklemine gore, drneklerdeki protein miktar1 hesaplandi.

Protein miktar1 pg/ml olarak belirlendi.

Kullanilacak protein miktar1 30 pg/ml seklinde ayarlandi.

Orneklerden elde edilen proteinler, molekiiler biiyiikliiklerine gore SDS jelde (SDS-
PAGE) yiiriitiildii. Bu calismada %10'luk ayrigtirma jeli; %4'lik sikistirma jeli olacak
sekilde SDS jeli hazirlandu.

%10'luk ayristirma jeli (4 jel icin)

9,5 ml dH20

6 ml1,5M Tris pH:8,8

8 ml %30 Akrilamid/

240 pl %10'Tuk SDS

240 pl %10'Tuk APS

24 ul TEMED
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%4'lik sikistirma jeli (4 jel icin)
8,9 ml dH20

3,75ml 0,5 M Tris pH:6,8

2 ml %30 Akrilamid/bisakrilamid
150 pl %10'uk SDS

150 pl %10'Tuk APS

15 ul TEMED

3.4. Western Blot Yontemi

Western blot, antijen-antikor baglanmasinin spesifisitesini kullanarak potansiyel olarak
Oonemli bir ortam arasindan tek bir proteini secer. Western blot, proteinlerin esit
yiiklenmesi, proteinlerin molekiil agirligina gore jel elektrofozinde ayrilmasi, uygun bir
membrana elektroforetik transferi ve antikorlarin primer ve sekonderlerle muamelesi

sonucu arastirilmasi prensiplerine dayanir (Gavini, K. ve Parameshwaran, K. 2019).

Protein miktar tayininden sonra calisilan proteinlerin molekiil biyiikliigiine gore
ayristirma jeli % 10 olacak sekilde hazirlandi. Ayristirma jeli i¢in belirtilen bilesikler 50
ml lik falkon tiipte karistirildi. En son APS ve TEMED eklendi ve hemen jel hazirlama
diizenegine konuldu. Hava almamasi ve jelin yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in iizerine
isopropronol konuldu.

Ayristirma jeli polimerlesince, iistiindeki isopropronol uzaklastirildi ve ayni ayristirma
jelinde oldugu sirayla sikistirma jeli hazirlandi ve jel diizenegine eklendi. Sonra hemen
taraklar yerlestirildi.

Jeller polimerlestikten sonra elektroforez sistemine yerlestirildi ve taraklar ¢ikarildi.
Daha 6nceden 30 pg/ml olacak sekilde %5 merkaptoetanol iceren Laemli soliisyonu
ilave edilerek 95 °C de denatiire edilen protein ornekleri jeldeki kuyucuklara 20 ul
olarak yerlestirildi. Markir ise en bastaki kuyucuga 10 pl olacak sekilde yerlestirildi.
Markir goriintiisii  takip edilerek 1,5-2 saat kadar 100 voltta yiiriitme islemi
gerceklestirildi. Boylece proteinler jel tizerinde yiiriitiilmiis oldu.

Yiriitme isleminden sonra sandvi¢ yontemi ile transfer islemi uygulandi. Jeldeki
proteinler 1slak transfer uygulanarak PVDF membrane aktarildi. Bu agsamada, iki adet

filtre kagidi arasina PVDF membran, bu membranin {izerine de jel yerlestirilerek
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sandvi¢ hazirland1 ve transfer diizenegine yerlestirildi. Bu esnada membran ve jelin
kuru kalmamasia dikkat edildi. Sisteme transfer tampon c¢dzeltisi ilave edildi ve 70

voltta 2 saat transfer uygulandi.

Transfer islemi bittikten sonra membran, bloklama ¢ozeltisi olan %5 lik yagsiz siit
tozunda 1 saat oda sicakliginda calkalanarak bekletildi. Bu esnada membranda bulunan
proteinlerin, agik amino asit residiilerinin kapanmasi saglandi.

Bloklama bitince yikama soliisyonu ile 5 dk aralarla iicer defa yikama yapildi.
Uygun bir sekilde hazirlanan primer antikorlar ile +4 °C de galkalayicida gece boyunca
bekletildi. Ertesi giin yine yikama sollisyonu ile 3 er kez yikama yapildi. Uygun
sekonder antikorlar, uygun sekilde siit tozunda hazirlanarak ilave edildi. Seonderler
calkalayicida oda sicakliginda bir saat bekletildi. Yikama soliisyonii ile tekrar {iger kez

yikama yapildiktan ECL substrati uygulanarak goriinti alindi.

3.5. Istatistik
Gruplar aras1 sitotoksisite anlamliligi kontrole gore student-t testi ile

karsilastirilarak p degerleri hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Polimerik nanopartikiillerin partikiill boyutu ve zeta potansiyeli DLS (Dinamik Isik
Sacilimi) analizi ile degerlendirilmistir. Hazirlanan ilag yiiklenmemis PEG 400 ve Rosin
Esteri igeren polimerik bos nanopartikiil boyutlar1 ile karmofur ve 5-FU yliklenmis

nanopartikiillerin boyutlar1 ve zeta potansiyelleri Tablo 4.1’de gdsterilmistir.

Tablo 4. 1: Hazirlanan bos polimerik nanopartikiillerin partikiil boyutu ve zeta potansiyel

degerleri.
Polimerik Nanopartikiiller  Partikiil Partikiil Zeta Polarite
Boyutu dagilm Potansiyel
(nm) orani (mV)
Bos nanopartikiil 197,9 % 98,7 0,7 Negatif
Karmofur yiiklenmis 198,5 %97,1 0,7 Negatif
nanopartikiil
5-FU yiiklenmis nanopartikiil 304,9 %98,4 0,7 Negatif

4.1. Polimerik Nanopartikiillerin Dinamik Isik Sacilim ile Karakterizasyonu

Size Distribution by Intensity
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average {(d.nm): 20332 Peak 1: 197.9 974 5249
Pdl: 0.228 Peak 2: 5312 22 389.0
Intercept: 0.956 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Sekil 4. 1: Tlac yiiklenmemis polimerik bos nanopartikiillerin DLS analizi

Ilag yiiklenmemis polimerik bos nanopartikiillerin boyutlarinin, DLS analizi sonucunda
ortalama 197.9 nm oldugu asagidaki sekilde gosterilmektedir. Ayrica nanopartikiillerin

% 97.8 oraninda bu boyutlarda dagilim gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.1).

Size Distribution by Intensity
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average {d.nm): 1359 Peak 1: 198.5 97.1 70.93
Pdi: Peak 2: 48381 29 681.0
Intercept: 0.949 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Sekil 4. 2: Karmofur yiiklenmis polimerik nanopartikiillerin DLS analizi

Karmofur yiiklenmis nanopartikiillerin boyutlari, DLS analizi sonucunda 198.5 nm
olarak asagidaki sekilde gosterilmektedir. Ayrica nanopartikiillerin % 97.1 oraninda bu
boyutlarda dagilim gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.2).



Size Distribution by Intansity
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Results
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 2224 Peak 1: 304 9 as.4 125.8
Pdi: 0.23€ Peak 2: 5300 1.6 4025
Intercept: 0.833 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Sekil 4. 3: 5-FU yiiklenmis polimerik nanopartikiillerin DLS analizi sonucu partikiil

boyutlar1

5-FU yiiklenmis nanopartikiillerin boyutlari, DLS analizi sonucunda 304.9 nm olarak

asagidaki sekilde gosterilmektedir. Ayrica nanopartikiillerin % 98.4 oraninda bu

boyutlarda dagilim gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.3).

4.2. Nanopartikiillerin Zeta Potansiyeli

llag yiiklenmeyen polimerik bos nanopartikiillerin, 5-FU ve karmofur yiiklii polimerik

nanopartikiillerin sekil 4.4, sekil 4.5, sekil 4.6’da zeta potansiyellerinin 0,7 mV,

polaritesinin negatif oldugu goriilmektedir.



Measured Data
Zeta Potential 0.7 mv
Polaity Negative
Mobility@25C 0.06u/s/V/om
Conductivity 25 uS/cm
Field Strength (Req/Act) 10/ 9.9 kV/m
sop
Zeta Run Time 100 sec

Sekil 4. 4: Polimerik bos nanopartikiillerin zeta potansiyeli

Measured Data
Zeta Potential O.7 mv
Polarity Negative
Mobility@25C 0.06u/5/V/om
Conductivity 24 uS/em
Field Strength (Req/Act) 10/ 9.9 KV/m
sSop
Zets Run Time 100 sec

Sekil 4. 5: Karmofur yiiklii polimerik nanopartikiillerin zeta potansiyeli

Measured Data
Zeta Potential 0.7 mv
Polarity Negative
Mobility®25C 0.06a/5/V/om
Conductivity 20 uS/cm
Field Strength (Req/Act) 10/ 10.0 kV/m
sop
Zeta Run Time 100 sec

Sekil 4. 6: 5-FU yiiklii polimerik nanopartikiillerin zeta potansiyeli

45
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4.3. Polimerik Nanopartikiillerin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
ile Karakterizasyonu

Polimerik nanopartikiillerin partikiil biiytikliiklerinin dagilimmin homojen olup
olmadigini izleyebilmek i¢in partikiil boyutu ve partikiillerin dagilimi SEM analizi ile
incelenmistir. Nanopartikiillerin homojen bir sekilde film icerisinde dagildig:
goriilmektedir. Hazirlanan bos nanopartikiillerin, 5-FU yiikli ve karmofur yikli
nanopartikiillerin boyutlar1 ve dagilimi asagida sekil 4.7, sekil 4.8, sekil 4.9 da

gosterilmektedir.
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Sekil 4. 7: Polimerik bos nanopartikiillerin SEM goriintiileri.
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Sekil 4. 8. Karmofur yiiklii nanopartikiillerin SEM goriintiileri.
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Sekil 4. 9: 5-FU yiiklii nanopartikiillerin SEM goriintiileri.
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4.4, Polimerik  Nanopartikiillerin
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FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi
Spektroskopisi) Analizi Sonuclar:
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Sekil 4. 10: Bos Nanopartikiiller ile Karmofur ve 5-FU yiiklenmis nanopartikiillerin FTIR
analizleri

Molekiillerdeki baglarin  6zelliklerini  yansitan FTIR analizleri sekil 4.10°da

gorilmektedir.

4.5. Stabilite Sonuclar:

Stabilite testleri nanotasiyiciya yiiklenmis 5-FU ve karmofur nanopartikiilleri igin
yiirlitiilmistiir. Yapilan incelemelerde 5-FU ve karmofur polimerik nanopartikiillerinin
her ikisi de 6 ay +4 °C'de bekletilmis ve ¢okme, bulaniklik gibi herhangi bir gozle
goriiliir degisiklik gozlenmemistir. Ayrica 6 ay sonunda tekrar alinan DLS 6l¢iimlerinde
onceki Olglimlere benzer partikiil boyutlar tespit edilmis, partikiil dagiliminin ise %
90’1 lizerinde 6 ay Oncekilere benzer boyutlarda oldugu goriilmiistiir. 25 °C'de 3 ay

stabil bir sekilde bekletildiginde ise, yine dibe ¢okme ya da bulamiklik gibi gozle

goriiliir bir degisiklik gbzlenmemistir.
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4.6. Karmofur ve 5-FU Konsantrasyon-Absorbans Grafikleri

Karmofur ve 5-FU’ya ait kalibrasyon dogrusu Sekil 4.11 ve Sekil 4.12 de
gorilmektedir. Bu ilaglarin her biri i¢in 5 farkli konsantrasyon hazirlandi ve UV
(UltraViole) cihazi ile analiz edildi. Elde edilen ¢6zeltilerin konsantrasyonlarina karsi
grafik halinde kalibrasyon dogrusuna ait lineer regresyon denklemi hesaplandi.
Karmofur ve 5-FU’nun UV ile miktar tayini sonucu lineer regresyon verileri asagidaki
sekilde yer almaktadir. 190 - 400 nm dalga boyu araliginda bu konsantrasyonlarin UV
spektrumu alindi ve maksimum absorbans (Amax) gosterdigi dalga boyu belirlendi.
Karmofur i¢in dalga boyu 267 nm, 5-FU i¢in dalga boyu 290 nm olarak tespit edildi.

Regresyon analizi sonucunda elde edilen veriler salim ¢alismalarinda kullanilmistir.

Karmofur Konsantrasyon-Absorbans Grafigi
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Equation y=a+h*
Adj. R-Squar  0,39751
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Sekil 4. 11: Serbest Karmofur’a ait kalibrasyon dogrusu ve regresyon denklemi
Karmofur molekiiliiniin UV ile analizi sonucunda 240 nm dalga boyunda oldugu

tespit edilmistir.
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Fluorourosil Konsantrasyon-Absorbans Grafigi
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Sekil 4. 12: Serbest 5-FU’ya ait kalibrasyon dogrusu ve regresyon denklemi

5-FU molekiiliinin UV ile analizi sonucunda 267 nm dalga boyunda oldugu

tespit edilmistir.

Karmofurun ve 5-FU’nun her ikisinin de lineer bir grafige sahip oldugu sekil 4.11 ve
4.12 de goriilmektedir.

4.7. In vitro ila¢ Salim Cahsmalari

In vitro salim ¢alismalar1 diyaliz membran kullanilarak, 37 °C’de gerceklestirildi. pH
7,4 ve pH 1,2 lik 2 farkli tampon ¢ozelti i¢inde salim sonuglart degerlendirildi. Zamana
bagl olarak ylizde kiimiilatif salim miktarlar1 ve bagil standart sapmalar sonucunda,
salim miktarlar1 sekil 4.13, sekil 4.14, sekil 4.15, sekil 4.16, sekil 4.17’da verilmistir.
Karmofur yliklenmis nanopartikiillerin pH:7,4 de, ylizde 48 oraninda, 5-FU ytiklenmis
nanopartikiillerin kiimiilatif olarak yaklasik ylizde 8 oraninda salim yaptigi
gosterilmistir. pH 1,2 deki salimin ise her iki bilesik icin de pH 7,4’e oranla oldukca
diisiik oldugu goriilmektedir.
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Salim sonuglarima gore karmofur yiiklenmis nanopartikiillerin, 5-FU yiiklenmis

nanopartikiillerden daha iyi salim gerceklestirdigi gosterilmistir (Sekil 4.13)

Karmofur Yiiklenmis Nanopartikiillerin Zamana Bagh Salim Miktarlar:

Sekil 4. 13: Karmofur yiiklenmis nanopartikiillerin pH:7,4 de zamana bagh olarak salim

Konsantrasyon (g/ml)
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Karmofur konsantrasyon zaman grafigi (pH:7.4)

T T T
50 100 150 200
Zaman (saat)

miktarn gosterilmektedir.

Nano Karmofur bilesiginin in vitro saliminin ilk 50 saat iginde ©nemli oranda

gerceklestigi gozlenmektedir.

Konsantrasyon (g/ml)

0,0000030 5

0,0000020

0,0000015 4

0,0000010 4

0,0000005 H

Karmofur Konsantrasyon Zaman Grafigi (pH:1.2)

T — T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zaman (saat)

Sekil 4. 14: Karmofur yliklenmis nanopartikiillerin pH:1,2 de zamana bagl olarak salim miktar1
gosterilmektedir.
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pH 1,2 de ilk saat icinde salim gozlenirken, devam eden siiregte salimin

gerceklesmedigi goriilmektedir.

Fluorourosil Yiiklenmis Nanopartikiillerin Zamana Bagh Salim Miktarlar1

5FU konsantrasyon zaman grafigi (pH:7.4)
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0,000000 +
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Sekil 4. 15: 5-FU yiiklenmis nanopartikiillerin pH:7,4 de za